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ゲノム DNA 上では GC コンテントの分布は一様ではない。このことを利用すれば一分子イメージング

した DNA を識別できると考えられる。そこで我々はガラス基板上に DNA を伸張固定して GC 特異的

に蛍光染色し、エバネッセント顕微鏡を用いて DNA を一分子イメージングすることで DNA の GC コ

ンテントの一次元分布を計測でき、その結果がゲノムデータベースからの予測とよく一致することを

確認した。 
 
GC content on genome DNA is not uniform. By use of this feature we can analyze and identify 
single molecular DNA with one-dimensional distribution of local GC content. We propose a method 
to analyze single molecular DNA with single molecular imaging by evanescent field microscope 
and to identify the DNA by comparing measured results of one dimensional distribution of local 
GC content to estimation from genome database. We have performed the method and have 
confirmed good correspondence with each other.  
 
１．はじめに 
 近年、顕微鏡技術の発達と高感度な光検出器の普及によって一分子を対象としたイメージング

が多く行われるようになっている。一つの分子を観測することでこれまでアンサンブル平均とし

てしか観測できなかった現象をより詳細に分析することができるようになる。対象となる分子も

ざまざまであるが、この中でも DNA 分子は塩基数で長さが変えられるのでこれまでにもさまざ

まな一分子計測の対象として用いられてきた 1-3)。 
 DNA を一分子観測した場合、単に分子を点として観測するだけでなくイメージングすることが

できるので、塩基配列に関する情報を得られる可能性がある。そこで我々は、局所的な GC コン

テントの違いをイメージングすることで一分子 DNA が持つ配列に関する情報を得ることを考案

した。生物のゲノム DNA では局所的な GC コンテントがゲノム上で一様でないことはよく知ら

れており、ゲノム解析ではゲノム上の GC コンテントの分布について解析することが行われてい

る。局所的な GC コンテントのばらつきを利用すると一分子 DNA についてもその素性について

知ることができると予想される。さらに一分子レベルで DNA の素性が判れば、特定の DNA のみ

を弁別して回収して解析するなど新たな解析ツールの開発につながることが期待される。また塩
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基配列が未知の生物をゲノム解析する際に、ゲノム DNA からさまざまな断片の DNA を作成して

それぞれの GC コンテントを計測し、結果をつなぎ合わせれば GC コンテントの一次元分布を全

ゲノム DNA 上で得ることも期待される。さらに GC コンテントの一次元分布はゲノム解析での

物理地図として利用することも期待される。 
 本稿では、一分子 DNA のイメージング法について述べた後、DNA 上の局所的 GC コンテント

の分布の計測法について述べる。そしてDNAの伸張固定について述べ、実際に伸張固定したDNA
のイメージング結果および GC コンテントの一次元分布の計測結果について示す。さらに、GC
コンテントの一次元分布をデータベースと照合する手法について述べ、実際に計測結果を照合し

たので報告する。 
 
２．GC コンテントの一次元分布情報の計測の原理 

 一分子DNAをイメージングす

るためにエバネッセント顕微鏡

を用いる。エバネッセント顕微鏡

とは、エバネッセント状態になっ

た光を励起光として用いた蛍光

顕微鏡で、基板表面近傍のみを蛍

光励起して観察できるものであ

る 4)。エバネッセント状態の光と

は、光を高屈折率基板側から全反

射角以上の角度で入射した場合

に低屈折率媒質側に生じる光の

場で、その強度が基板表面から離

れるに従って指数関数的に減衰

し、その中に蛍光分子が存在すれ

ば蛍光励起する性質を持っている。図１にエバネッセント顕微鏡の模式図を示す。レーザーから

出た光を顕微鏡対物レンズに入射して試料に対して斜めの方向から入射して照明する。このとき

の入射角を全反射角以上の角度にすると照明光はカバーガラスの表面で全反射して、カバーガラ

ス表面にはエバネッセント場が形成される。このエバネッセント場は基板から 200 nm 程度の距

離までしか到達しない。よってこの照明法を用いることで基板表面に固定された DNA 分子のみ

を選択的に蛍光励起して観察できるようになる。DNA から発せられた蛍光は同じ対物レンズを通

して集められ、冷却 CCD カメラ上に結像する。 
 DNAは適切な蛍光色素を利用するとほぼ一様に蛍光染色することもGCコンテントの分布に従

って染色することも可能である。GC コンテントの一次元分布を計測するために我々は GC 特異

的に結合する蛍光分子である 7-aminoactinomycin D (7-AAD) を用いて染色する。また、基板に

固定された DNA 位置を特定するためにほぼ一様に DNA を染色する蛍光分子である YOYO-1 
iodide を用いて染色する。7-AAD および YOYO-1 による染色はまず 7-AAD による染色をしたあ
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図１ エバネッセント顕微鏡の模式図 
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とで YOYO-1 による染色を行い、２重染色法された状態で DNA を基板上に固定する。これらの

蛍光分子は励起波長λexと蛍光波長λemが 7-AAD ではλex = 550 nm、λem = 650 nm、YOYO-1
ではλex = 490 nm、λem = 510 nm であり、励起波長と蛍光波長から用意に識別できる。励起波

長、蛍光波長はいずれも発光強度が最大になる波長を示している。 
 基板上に DNA を固定する際には、DNA は基板上に伸張した状態で固定されているのが望まし

い。そこでスペルミジンを用いて DNA を伸張固定する手法を適用する。DNA はスペルミジン水

溶液の濃度によってグロビュール状から伸張状態に変化する性質がある。そこで、スペルミジン

でグロビュール状にした DNA を基板上に滴下し、その液滴中に純水を注入してピペッティング

によって水流を発生させることで濃度を変化させて水流によって DNA を力学的に伸張させて、

基板上に伸張状態で固定されるようにする。ガラス表面へ DNA を固定するためにガラスはアミ

ノシラン処理して用いる。 
 
３．伸張固定した DNA の観測 

 伸張固定したDNAをエバネッセ

ント顕微鏡で観測した結果の一例

を図２(a) に示す。DNA はλDNA
で、YOYO-1 で蛍光染色し、波長

488 nm のレーザーで照明して観察

した。画像中に複数見られる長い線

状の物体がそれぞれ一分子DNAで

ある。DNA が一本であることは線

状構造の切断方向の強度分布がほ

ぼ同じ高さのピークを持つことか

ら確認した。 
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図２ 伸張固定した DNA の観測結果 (a)は YOYO-1 の蛍光画像、(b)は 7-AAD の蛍光画像 

 

図３ λDNA の長さの計測結果（ヒストグラム、N=30） 
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 それぞれの DNA について解

析するために長さの分布を調べ

た。画像中で DNA 部分を抽出

し、線状構造の上で代表的な点

を５～８点選び、スプライン曲

線で近似し長さを計測した。計

測結果のヒストグラムを図３に

示す。長さは平均 20.4μm で標

準偏差 2.9μm であった。これ

は 試 料 の λ DNA の 塩 基 数

48,502 bp から予想 2)される長

さ 16.4μm に比べると長い。こ

の結果から単位長さ当たりの平

均塩基数を求めると 2380bp/μ
m となる。 
 図４に線状構造の一つについ

て線方向に蛍光強度をプロット

した結果を示す。線方向に強度

分布を調べると４０％程度の強

度分布があることが確認される。

この傾向は他の線状構造につい

ても同様であった。これは単位

長さ当たりに固定された DNA
の塩基数が異なるために生じた

蛍光強度分布と推測される。単

位長さ当たりの塩基数が異なる

原因は、DNA を伸張固定する際

に水流によって伸張させているが、DNA が固定される場所や固定されるタイミングによって水流

が変化すること、水流を受けるグロビュール状の DNA が基板上で上下することで水流から受け

る力が変化すること、DNA の局所的な固さに分布があり伸張条件が異なること、などが考えられ

る。単位長さ当たりに固定された DNA の塩基数が局所的に変動すると仮定すると、先に述べた

DNA 長の計測結果のばらつきも説明される。 
 GC コンテントの一次元分布を見るために、7-AAD での観察を行った。波長 532 nm のレーザ

ーを照射して蛍光をイメージングした。図２(a) と同一試料の同一場所について観察した結果を

図２(b) に示す。7-AAD では蛍光分子が若干ガラス基板上に吸着して蛍光発光するため DNA が

存在していない部分でも若干の蛍光が観測されバックグラウンドが高くなる傾向がある。それに

図４ 線方向の強度分布 (YOYO-1) 

300

250

200

150

100

50

0

In
te

ns
ity

 [A
U

]

151050

Position [micron]

YOYO1

40

30

20

10

0

In
te

ns
ity

 [A
U

]

151050

Position [micron]

7-AAD

図５ 線方向の強度分布 (7-AAD) 

島貫
テキストボックス
－28－



対して YOYO-1 は DNA と結合したときに蛍光発光効率が高くなるので、バックグラウンドは比

較的小さい。図２(a), (b) の中央部分に A-A’ で示す DNA について延長方向の強度分布をプロッ

トした結果を図５に示す。λDNA では 5’ 側に GC コンテントの高い領域があり中央付近で GC
コンテントが低くなることがデータベースから予想され、図５の結果はそれを反映した強度分布

になっている。 
 
４．GC コンテントの一次元分布の計測結果の解析 

 図５に示した線方向の計測結果を用いて解析を行った。GC コンテントは塩基配列情報から予

想されるので、以下の方法で GC コンテントの一次元分布を求めて解析を行った。 
 塩基配列データ U(k)から局所的な GC コンテントの分布を求めるには次の演算を行う。i 番目

の塩基を中心にして、そこから 5’末端方向へ L/2 塩基、3’末端方向へ L/2 塩基の中に出現するグ

アニンおよびシトシンの個数を求めることで局所的 GC コンテント RGC(i)を定義する。局所的 GC
コンテント RGC(i)は、 
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である。U(k)は k 番目の塩基を表す。L を平滑化窓長さ、G(j) は窓関数で、顕微鏡光学系の点像

広がりより決まる。実際の顕微鏡画像に対応させるには、塩基で RGC(i)を長さの次元で表す必要

がある。そこで、 
( ) ( ))(' xfRxR GCGC =        （４） 
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図７ 長さの補正を行わなかった場合の解析結果 

図８ 長さの局所補正を行った場合の解析結果 
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と表す。f (x) は実座標と塩基数との関係を示す関数である。 
 λDNAの塩基配列から求めた局所的なGCコンテントRGC(i)をプロットした結果を図６に示す。

GC コンテントは中央付近を境に 5’側では高く、3’側では比較的低くなり、その境では 0.3 程度ま

で低くなっている。平滑化窓長さ L としては、先に求めた単位長さ当たり平均塩基数に対して顕

微鏡の分解能である 250 nm を考慮して 600bp とした。 
 計測結果と比較するために f(x)は d x として計測結果と重ね合わせたものを図７に示す。デー

タベースから予測された中央付近の GC コンテントの落ち込み B が一致するように重ね合わせて

ある。また各所で似た形状を持つことがわかる。特に落ち込み部分 B より左でよく一致している。

しかしながら B よりも右側部分では類似なピークが連続した構造を持つが位置は一致しない。 
 そこでガラス基板上に固定された DNA が単位長さ当たりの塩基数が異なることを仮定して解

析モデルを組み立てて解析を行った。ガラス基板上の DNA の単位長さ当たり塩基数は図２(a) に
示す YOYO-1 による蛍光画像から推測される。蛍光強度 IYOYO1(x) と局所的な単位長さ当たり塩

基数が線形な関係があると仮定すると、場所と塩基数の関係を示す関数 f(x)は 

  ( ) ( ) pdssInxf
x

YOYO∫=
0

1max       （５） 

と表される。ここで p は、 

  ( )dssIp
x

YOYO∫=
max

0
1        （６） 

である。nmax、xmax はそれぞれ総塩基数、画像上での DNA の延長である。また単位長さ当たり

の塩基数が異なるとの仮定に基づき 7-AAD 強度分布 IAAD(x)から GC コンテント分布に対応する

物理量を表す値 IGC(x)を求める式は、 

  
( )
( )xI
xIxI

YOYO

AAD
GC

1

)( =        （７） 

で与えられる。実際の問題では IGC(x)は値を較正する必要がある。ここではデータベースから求

められた RGCの平均値< RGC >と IGC(x)の平均値< IGC(x)>が一致すると仮定して較正した。（７）

式を用いて解析した結果を図８に示す。先の解析結果と比べて B の右側部分のピークがシフトし

てどのそれぞれのピークの一致具合がよく判別できる程度になっている。IYOYO1 の強度に対する

長さ補正のパラメータを適正化することでさらに一致度を高めることができると期待する。 
 
５．おわりに 

 一分子 DNA の GC コンテントの一次元分布を計測手法について報告した。現時点では、一致

度は必ずしも高くないが、GC コンテントの分布は計測できているとみなされる。一分子 DNA を

伸張固定する際の長さ当たりの塩基数の違いを較正する方法についてさらに検討していく。 
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