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魚類組織や環境中からの病原体リボソームRNA遺伝子の検出

FastGeneTM ミドリグリーンAdvance（NE-MG03, NE-MG04）

日本ジェネティクス株式会社

下記のデータは、東京大学大学院農業生命科学研究科  水圏生物科学専攻  魚病学研究室  善家孝介様のご厚意により掲載させて頂きました。

背 景

方 法

結 果

●泳動条件
　装置：Mupid exU
　ゲル：1.0% agarose (NE-AG01, Fastgene) in 0.5xTAE
　泳動バッファー：0.5xTAE　
　電圧：100V
　時間：30min
　アガロースゲルの厚さ：0.5mm
　アガロースゲルの大きさ：縦60mm 横110mm
　アガロースゲルの容量：30mL

●サンプル
　PCR産物：1.9kb（疾病の感染が疑われる）
 2.0kb

●染色
　先染め：アガロース溶液100mL当たり5μLのミドリグリーンAdvanceを添加
　後染め：泳動後、染色液（10μL ミドリグリーンAdvance in 100ml 0,5xTAE）中で20分ゲルを振とう
　脱色なし

先染め 後染め

撮影スピード　1/50S撮影スピード　1/25S

当研究室では、魚類の疾病診断のために、疾病遺伝子をPCR法により増幅し、電気泳動により確認する方法を使用している。
精度の高い疾病の診断のためには、より正確な移動度で感度よくゲル画像を取る必要があるが、染色試薬やイルミネーターの組み合わせに
よっては、移動度に問題が生じたり、バックグラウンドが高くなり感度が十分に得られないことがあった。
そこで、エチジウムブロマイドとほぼ同等の方法で使用できる核酸染色試薬ミドリグリーンAdvanceを用いることにより、移動度の問題がな
く使用できるかどうかを検討した。
さらに波長的に相性の良いUVを使用し、ゲル厚を調整することで、バックグラウンドが低くなり、感度が十分に得られるかどうかの検討を
行った。

ミドリグリーンAdvanceを用いて「先染め」および「後染め」を行ったゲルをUVで観察した結果が下記である。

詳細は次のページ

●まとめ
UVとミドリグリーンAdvanceを用いることにより、移動度の問題なく、感度がよい結果が得られた。

●撮影条件
　イルミネーター
　　UV transilluminator 302nm
　　Blue LED illuminator　MAESTROGEN LB-16 UltraBright 
  LED transilluminator　470nm
　撮影装置  FAS-Digi
　撮影条件 F2.5
   ISO3200
   撮影スピード 1/10, 1/25, 1/50s

日本ジェネティクス補足： 電気泳動における核酸染色方法では、「後染め」が最も移動度の問題が生じるリスクがない。
 今回、先染めでも後染めと同じバンドパターンが得られた。
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これまで予めサンプルに混ぜるタイプの検出試薬を使用していましたが、サンプルによっては移動度にずれ
が生じる場合がありました。
ゲル自体を染色する方法を用いればこの問題は生じないのですが、エチジウムブロマイドは安全性の問題が
あり、これまでに試用した他のゲル染色試薬では感度に問題がありました。今回、ミドリグリーンAdvance
の使用により、移動度、感度共に問題のない泳動像を得ることができました。また、先染めを行えることか
ら、実験時間の短縮にも繋がります。

先染め

後染め

●まとめ

撮影スピード 1/50 s 1/25 s 1/10 s

UV（302nm）

先染め

後染め

撮影スピード 1/50 s 1/25 s 1/10 s

Blue LED（470nm）

ミドリグリーンAdvanceを用いて様々な条件でゲルを観察した結果が下記である。

ミドリグリーンAdvanceとUVの組み合わせにより、バックグラウンドの発光がほぼない綺麗な像が得られ、移動度も正確であった。
Blue LEDによる検出では、バックグラウンドの発光がやや強いため、UVによる検出と比較して感度が劣る可能性が示された。

日本ジェネティクス補足： UVは一般的に波長が短く、エネルギーが高いため、DNAにダメージを与えることが知られています。
 詳しくは、技術資料2014〈04〉「Blue/Green LEDとミドリグリーンシリーズの有効性」を参考にしてください。


