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諸言：微生物遺伝子検査などに用いられる DNAマイクロアレイにおいて，蛍光色素を修飾した蛍光プ

ローブおよび消光分子を修飾した消光プローブが相補な配列で一部結合し閉じた状態で一対になるよ

うに基板上に固定化した SAP（シグナリングアレイプローブ）がある[1]．SAPは励起光を与えたとき，

励起された蛍光分子のエネルギが FRET（Fluorescence resonance energy transfer）により消光分子へエネ

ルギが移動し消光状態になる．そして，ターゲット DNA がプローブにハイブリダイズした状態では

SAP が開き消光が解かれて蛍光が検出される[2]．しかし，SAP の固定化量などのばらつきが存在し，

ターゲットのハイブリダイズによる光量変化の定量性に影響するという課題がある．本報告では蛍光

分子をドナー蛍光分子とし，消光分子をアクセプタ蛍光分子に変え，SAP が閉じた状態のドナーのエ

ネルギがアクセプタに移動しアクセプタ蛍光が検出されることを確認した．そこから SAP が閉じた状

態のアクセプタ光量をアクティブに検出しドナー光量を補正することで定量性の向上を検討した． 

実験方法：Cy3 蛍光分子を修飾したドナープローブと Cy5 蛍光分子を修飾したアクセプタプローブを

各 10 μMに混合調製し，基板に φ150 μmのピンで固定化し DNAマイクロアレイを作製した．ドナー

プローブと相補配列を持つように PCR で調製した鎖長 144 mer の一本鎖ターゲット DNA を 10～1.25 

nM の濃度水準でスポットにアプライして 60℃，30 分インキュベートすることで反応させた．また未

反応の N光量を確認するため， ターゲットを含まないハイブリダイズ溶液をアプライした状態におい

ても同様におこなった．発振波長 532 nmのレーザ励起光源，ダイクロイックミラー，バリアフィルタ

からなる落射型の蛍光検出光学系を使用し，冷却 CCDカメラによって蛍光画像を取得して蛍光量を計

測した．ドナー，アクセプタの蛍光検出波長はそれぞれ 572.5-647.5 nm，662.5-737.5 nmである． 

結果と考察：SAP が閉じた状態およびターゲットがハイブリダイズした状態のドナーとアクセプタの

発光状態を確認した結果，ドナー光量はターゲット濃度が高くなるに従い増加し，アクセプタ光量は

減少した．また，ターゲットがないときのアクセプタ光量がドナーの光量と等量になるようにアクセ

プタ光量に乗算する係数を設定し，各ターゲット濃度でのアクセプタの光量に設定した係数をかけた

数値をドナーの光量から減算した補正光量を算出した．ドナー光量のターゲット濃度に対する回帰直

線の傾きに対して補正光量の傾きは約 1.3倍感度が増加し，回帰直線の濃度の標準誤差 σは 0.5 nMか

ら 0.2 nMに減少し約 2.4倍定量性が増加する可能性を確認した． 
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