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【背景・目的】分子量に応じて DNA を分離できるアガロースゲル電気泳動法は、遺伝子組み

換え技術を利用する生物医学の分野で汎用されている。その原理は、負に帯電したリン酸基を

もつ DNA が正極側に引き寄せられる電気特性と、DNA 鎖が長いほどゲルの網目構造に絡まり

やすく移動速度が遅いという原理に基づく。一般に、分離した DNA の分子量は泳動後にゲル

を蛍光染色することで見積もることができる。しかし、DNA 染色剤は変異原性や発がん性をも

つものが多く、取り扱いには細心の注意を要する。この問題を解決するため、分子振動の光吸

収特性により、スペクトルという形で分子情報もたらす近赤外分光に着目した。 
近年では、従来のポイント測定から 2 次元測定へと展開した近赤外分光イメージング技術が

発展し、2 次元像の各ピクセルにそれぞれ 1 つのスペクトルを格納したデータが取得できるよ

うになった。このようなデータ形式により、波長ごとに画像を作成できるため、試料表面の 2
次元組成分析に利用されている。この近赤外分光イメージング法をアガロースゲル電気泳動に

適用すれば、染色することなく、ゲルのイメージングが可能となり、さらに近赤外スペクトル

がDNAの分子情報をもたらすため、ゲル中DNAの組成分析や構造解析も実現できると考えた。 
そこで本研究では、電気泳動ゲルの新たなイメージング法として、近赤外分光を用いた DNA

電気泳動ゲルの非染色イメージング法の開発を目的とした。 
 
【実験】実験プロトコルを図 1 に示す。サケ精液由来の DNA (500–1,000 bp) をサンプルとして

使用し、TAE (Tris-Acetate-EDTA) バッファー (pH 8.0) で溶解させた。調製した 1～20 wt%の

DNA サンプルの電気泳動を、一般的なアガロースゲル電気泳動法に従い行った。まず TAE バ

ッファーを加えた粉末アガロースを加熱して融解させ、それを型に流し込み、ゲル化するまで

室温で放置することで 1%のアガロースゲルを作製した。つぎに、TAE バッファーで満たした

泳道槽に、作製したゲルを浸漬し、ゲルの各ウェル内に DNA サンプルを流し込み、数十分間、

電気泳動した。泳動後はゲルを超純水で濯ぎ、60℃の乾燥機で乾燥させた。 
近赤外分光イメージング装置として、測定波長領域が 1,000–2,350 nm である住友電気工業社 

 

図 1． 実験プロトコル．(a) DNA の分子構造，(b) DNA サンプルの調製，(c) アガロースゲルの作製，(d) DNA
の電気泳動，(e) 近赤外スペクトルの測定． 



製の近赤外組成イメージングシステム Compovision を使用した。Compovision はアガロースゲ

ルのような数 cm×数 cmの広範囲領域を数秒でスキャンできる高速分光イメージング装置であ

る。この Compovision を用いて、乾燥させたアガロースゲルをスキャンした。 
 
【結果・考察】近赤外分光イメージング法では波長ごとに画像を作成できるため、最初に DNA
のバンドが最も見やすい最適な波長を決定した。特定波長の吸光度でゲル画像を作成したとこ

ろ、DNA と思われるバンドが観測された。本来、バンド部分には DNA が存在するため、ゲル

部分よりも DNA の分だけ吸光度が高くなる。つまり、バンド部分とゲル部分の吸光度の差が

大きいほど、バンドは見やすくなる。そこで、バンド部分とゲル部分のスペクトルを差分した

ところ (図 2a)、波長 2,280 nm 付近で吸光度の差が最大となり、この波長領域が DNA バンドの

観測に最適であることがわかった。以降は 2,280 nm 付近の波長を使ってゲル画像を作成した。 
つぎに、観測されたバンドが DNA に由来するかを調べるために、10 wt%の DNA サンプルを

用いて様々な泳動時間で電気泳動を行った。泳動時間の増加に伴い、バンドの移動距離が増大

していることが確認できる (図 2b)。この移動距離を定量的に評価するため、ウェル部分からバ

ンド部分までを画像のピクセル数としてカウントし、泳動時間ごとにプロットした。検量線の

相関関数から、バンド部分の移動距離は泳動時間に応じてほぼ直線的に増大した。これは負に

帯電した DNA が電気的に正極側に引き寄せられ、その引き寄せられる時間が長いほど、DNA
の移動距離が長くなったためと考えられる。 
バンドが DNA に由来する場合、バンド部分の吸光度は DNA の濃度に応じて変化するため、

今度は一定の泳動時間で様々な濃度の DNA サンプルを泳動した。DNA 濃度が高いほど、バン

ドが見やすくなっているのが確認できる (図 2c)。そこで、先ほどと同様に、バンド部分の吸光

度を DNA 濃度ごとにプロットし、検量線を作成した。バンド部分の吸光度は DNA 濃度に依存

してほぼ直線的に増大した。これは DNA 濃度が高くなるにつれ、バンド部分に含まれる DNA
量が多くなり、その結果、吸光度が増大したことによるものと考えられる。 
さらに、泳動後にゲルを乾燥させずに、従来の蛍光染色法を用いてゲルを染色したところ、

近赤外分光イメージング法とほぼ同じ位置でバンドが観測された (図 2d)。蛍光染色剤は通常、

DNA の二本鎖に結合する。バンド部分から蛍光が観測されたということは、そこに DNA が存

在することを意味するため、バンドは DNA に由来することがわかった。したがって、本研究

では、近赤外分光を用いた DNA 電気泳動ゲルの非染色イメージング法の開発に成功した。 
 

図 2． 実験データ．(a) バンド部分とゲル部分の差分スペクトル，(b) 様々な泳動時間で泳動したゲル画像，(c) 
様々な DNA 濃度で泳動したゲル画像，(d) Novel Green で染色したゲルの蛍光画像． 
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