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 核 酸 （ DNA お よ び RNA） の 検 出 お よ び 定 量 は ， 生 物 学 ， 生 物 医 学 お よ び 環 境

微 生 物 学 分 野 に お い て 重 要 で あ り ，Sing le  Nuc leo t ide  Po lymorphism (SNP)解 析 ，

ウ ィ ル ス 検 出 ， が ん 遺 伝 子 お よ び 原 が ん 遺 伝 子 の 検 出 ， そ し て 微 生 物 叢 解 析 に 利

用 さ れ て い る 。 Polymerase  Chain  React ion  (PCR)な ど の 核 酸 増 幅 技 術 を ベ ー ス

に し た 特 定 核 酸 配 列 の 検 出 ・ 定 量 手 法 は 確 立 さ れ て き て い る が ， 核 酸 解 析 を よ り

向 上 さ せ る 新 規 な ア イ デ ィ ア が 求 め ら れ て い る 。  
 1990 年 代 前 半 に ア フ ィ ニ テ ィ ー キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動  (A f f in i ty  Capi l la ry  
E lec t rophores i s ,  ACE)法 が 確 立 さ れ た 。 ACE 法 は 分 子 間 の 親 和 力 に よ る 選 択 性

と キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動  (Cap i l lary  E lec t rophores i s ,  CE)法 の 高 い 分 解 能 と を

兼 ね 備 え た 手 法 で あ る 。ACE 法 は 高 い 分 解 能 を 持 つ こ と ，分 析 の 際 に 必 要 と す る

サ ン プ ル 量 が 微 量 で あ る こ と ， 短 時 間 で の 分 析 が 可 能 で あ る こ と ， そ し て 高 い 再

現 性 を 示 す と い う 強 み を 持 つ た め ， 特 に 遺 伝 子 型 解 析  (Genotyp ing )や 変 異 解 析

の た め の 有 用 な 手 法 と し て 用 い ら れ る 。 本 手 法 に お い て 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な 配

列 を 持 つ リ ガ ン ド DNA は キ ャ ピ ラ リ ー の 管 壁 に 直 接 固 定 さ れ る か キ ャ ピ ラ リ ー

内 に 充 填 す る ポ リ マ ー マ ト リ ク ス に 固 定 さ れ る 。 こ れ ら の キ ャ ピ ラ リ ー 管 内 へ の

リ ガ ン ド DNA の 固 定 法 で は ， 固 定 化 に 24 時 間 程 度 を 要 す る と い う 欠 点 が あ る 。

さ ら に 他 の 配 列 を 標 的 と す る 際 に ，(1 )  キ ャ ピ ラ リ ー 管 壁 へ の リ ガ ン ド DNA の 固

定 反 応 は 不 可 逆 で あ り リ ガ ン ド DNA を 変 え ら れ な い ， (2 )  リ ガ ン ド DNA を 固 定

し た ポ リ マ ー を 用 い た 場 合 で も 交 換 は 煩 雑 で あ り ， 加 え て ポ リ マ ー を 用 い て 繰 り

返 し 解 析 を 行 う と サ ン プ ル に 含 ま れ る 様 々 な 物 質 が キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 残 っ て し ま

い 分 解 能 が 低 下 す る (Memory  e f f e c t )， と い う 問 題 点 が あ る 。  
 近 年 ， マ イ ク ロ お よ び ナ ノ サ イ ズ の パ ー テ ィ ク ル が 生 体 分 子 の 分 離 ・ 検 出 に 用

い ら れ る よ う に な っ て き て お り ，例 え ば SNP 解 析 や 標 的 分 子 の 選 択 的 回 収 が 行 わ

れ て い る 。 こ れ ら の パ ー テ ィ ク ル は 高 い 比 表 面 積 を 持 ち ， そ れ ゆ え に 多 く の リ ガ

ン ド DNA や 標 的 核 酸 を そ の 表 面 に 固 定 す る こ と が 可 能 で あ り ， ACE 法 に お い て

も こ れ ら の 核 酸 の 支 持 体 と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。  
 本 研 究 で は ， 上 記 の 点 を 踏 ま え ， 既 存 の ACE 法 に お け る リ ガ ン ド 固 定 法 の 問

題 点 を 解 決 す べ く ， マ イ ク ロ あ る い は ナ ノ サ イ ズ の パ ー テ ィ ク ル を 用 い た 新 規 な

ACE 法 の 開 発 を 行 っ た 。  
 本 論 文 は 6 章 よ り 構 成 さ れ て い る 。 以 下 に 各 章 の 概 要 を 述 べ る 。  
 第 1 章 で は ，CE 法 の 基 本 原 理 ，お よ び ACE 法 に 関 す る 既 往 の 知 見 お よ び 問 題

点 に つ い て 概 説 し ， 本 研 究 の 意 義 ・ 目 的 を 明 ら か に し た 。  
 第 2 章 で は ， ナ ノ パ ー テ ィ ク ル を リ ガ ン ド DNA の 支 持 体 と し て 利 用 し た 新 規

ACE 法 を 確 立 し ， 原 が ん 遺 伝 子 c -K- ras の Genotyp ing を 行 っ た 。 本 研 究 で 用 い

た ナ ノ パ ー テ ィ ク ル の 表 面 は NeutrAvid in で コ ー テ ィ ン グ さ れ て お り ，Biot in 化

さ れ た リ ガ ン ド DNA と 混 合 す る だ け で 簡 便 か つ 短 時 間 に DNA-ナ ノ パ ー テ ィ ク

ル 複 合 体 を 調 製 可 能 で あ り ， 本 複 合 体 は バ ッ フ ァ ー 置 換 に よ り 容 易 に キ ャ ピ ラ リ
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ー 外 に 排 出 で き る た め Memory  e f fe c t を 回 避 で き る 利 点 が あ る 。 本 手 法 を

Genotyp ing に 応 用 す る に あ た り ，原 が ん 遺 伝 子 で あ る c -K-ras を モ デ ル 遺 伝 子 と

し て 検 討 を 行 っ た 。 合 成 さ れ た 12 塩 基 ， あ る い は PCR 法 に よ っ て 得 ら れ た 60
塩 基 か ら な る c -K- ras 遺 伝 子 の 野 生 型 お よ び 変 異 型 断 片 を Genotyping 測 定 用 サ

ン プ ル と し て ， 変 異 型 に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 12 塩 基 か ら な る DNA を リ ガ ン ド

DNA と し て 用 い た 。ま ず 野 生 型 と 変 異 型 を １：１ で 混 合 し た サ ン プ ル を 用 い て 各

鎖 長 に お け る 分 離 の 最 適 条 件  (キ ャ ピ ラ リ ー 温 度 お よ び MgCl 2 濃 度 )を 探 索 し た 。

そ の 結 果 ，サ ン プ ル の 鎖 長 が 12 塩 基 で は キ ャ ピ ラ リ ー 温 度  45 º C，MgCl 2 濃 度  4  
mM， 60 塩 基 で は キ ャ ピ ラ リ ー 温 度  40 º C、 MgCl 2 濃 度  8  mM に て 野 生 型 と 変 異

型 の ピ ー ク を 分 離 す る こ と が で き た 。 つ づ い て 後 者 の 条 件 下 に て ， 野 生 型 ホ モ ，

変 異 型 ホ モ ， ヘ テ ロ の 3 つ の サ ン プ ル を 用 意 し Genotyp ing を 行 っ た 。 リ ガ ン ド

DNA と 相 互 作 用 し た ピ ー ク の 面 積 を 縦 軸 に 、相 互 作 用 し な か っ た ピ ー ク 面 積 を 横

軸 に プ ロ ッ ト し て グ ラ フ を 作 成 し た 結 果 ， 3 つ の サ ン プ ル は そ れ ぞ れ グ ラ フ 上 に

て 3 つ の ク ラ ス タ ー を 形 成 し た 。 以 上 よ り ， 本 手 法 は Genotyp ing に お い て 有 効

な 方 法 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
 第 3 章 で は ，マ グ ネ テ ィ ッ ク ビ ー ズ を リ ガ ン ド DNA 支 持 体 と し た 新 規 ACE 法

を 開 発 し た 。第 2 章 で 確 立 し た ACE 法 で は 既 存 の ACE 法 と 同 じ く 一 つ の リ ガ ン

ド DNA し か キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 保 持 す る こ と が で き な い た め ， 複 数 の 配 列 を 標 的

と す る こ と が で き な い 。 そ こ で 本 研 究 で は マ グ ネ テ ィ ッ ク ビ ー ズ を 支 持 体 と し て

標 的 配 列 を 固 定 し ， キ ャ ピ ラ リ ー 外 に 設 置 し た 磁 石 に よ り キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 固 定

し た 。 異 な る 標 的 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛍 光 標 識 短 鎖 核 酸 (プ ロ ー ブ )を 複 数 回

に わ た っ て 供 試 す る こ と に よ り ， 複 数 の 標 的 配 列 の 検 出 を 可 能 に す る こ と を 目 指

し た 。本 手 法 を 環 境 微 生 物 中 の 特 定 16S rRNA の 定 量 に 応 用 す る た め に ，本 研 究

で は Escher i ch ia  co l i お よ び Pseudomonas  put ida の 16S rRNA を 標 的 配 列 と し

て ，両 者 の 特 異 的 か つ 定 量 的 検 出 を 行 っ た 。ま ず 各 微 生 物 の 16S  rRNA を in  v i t ro
転 写 に よ り 調 製 し ， こ れ を 用 い て 各 々 の 検 量 線 を 作 成 し た 。 そ の 結 果 100  ng か

ら 4  µg の 範 囲 に お い て 定 量 で き る こ と が 示 さ れ た 。つ ぎ に 、両 者 の 混 合 サ ン プ ル

を 作 成 し 各 々 を 定 量 し た と こ ろ ， 全 て の サ ン プ ル に お い て 本 手 法 に て 両 者 を 定 量

的 に 検 出 で き る こ と を 示 し た 。 さ ら に 活 性 汚 泥 か ら 抽 出 し た to ta l  RNA に in  
v i t ro 転 写 に よ っ て 得 た E.  co l i お よ び P.  put ida の 16S  rRNA を 添 加 し た サ ン プ

ル を 調 製 し ，両 者 の 定 量 を 行 っ た 。そ の 結 果 ，添 加 し た 16S  rRNA 量 を 反 映 し た

結 果 を 得 ら れ た 。 以 上 よ り ， 本 手 法 を 用 い て 複 数 の 標 的 配 列 を 簡 便 か つ 迅 速 に 定

量 で き る こ と が 示 さ れ ， 本 手 法 は 微 生 物 群 集 構 造 解 析 に 応 用 で き る と い え る 。  
 第 4 章 で は ， ACE 法 を 用 い た 未 知 配 列 の 獲 得 を 目 指 し た 。 ACE 法 を 用 い る こ

と に よ り 標 的 配 列 と そ れ 以 外 の 配 列 は ピ ー ク と し て 分 離 で き る 。 既 知 配 列 に 相 補

的 な プ ロ ー ブ を キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 保 持 し ， 環 境 サ ン プ ル か ら 得 た 核 酸 配 列 を 供 試

す る こ と に よ り 未 知 配 列 を 既 知 配 列 か ら 分 離 で き る と 考 え た 。 本 研 究 で は マ グ ネ
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テ ィ ッ ク ビ ー ズ に 16S rRNA を 標 的 と し た ユ ニ バ ー サ ル プ ロ ー ブ 27r を 固 定 し た

複 合 体 を 調 製 し ， キ ャ ピ ラ リ ー 内 に 保 持 し た 後 ， 18 塩 基 か ら な る 合 成 RNA を 用

い て 未 知 配 列 分 離 の た め の 最 適 条 件 を 検 討 し た 。 27r と 完 全 相 補 な 配 列 お よ び 3
塩 基 の 違 い を 持 つ 短 鎖 RNA と し て そ れ ぞ れ E.  co l i お よ び Chlamydophi la  
ps i t tac i 由 来 の 配 列 を 持 つ RNA(Eco27 お よ び Cpsi )を 用 い た 。 そ の 結 果 、 27r を

用 い た 場 合 に キ ャ ピ ラ リ ー 温 度 45 º C、MgCl 2 濃 度  4  mM に て Eco27 は 67％ が プ

ロ ー ブ に 補 足 さ れ る が Cps i は わ ず か 4 .6%だ け が プ ロ ー ブ に 補 足 さ れ る こ と が わ

か っ た 。よ っ て 27r を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 場 合 、本 条 件 下 に お い て 3 塩 基 以 上

の ミ ス マ ッ チ を 含 む 配 列 を ピ ー ク と し て 分 離 で き る こ と が わ か っ た 。  
第 5 章 で は ，ACE 法 の 前 処 理 と し て 、配 列 特 異 的 な サ ン プ ル 濃 縮 法 の 開 発 を 行

っ た 。 PCR バ イ ア ス に よ る 定 量 誤 差 の 拡 大 や PCR 産 物 中 の 人 工 副 産 物 に よ る 擬

陽 性 を 回 避 す る 方 法 と し て PCR に 頼 る こ と な く 標 的 配 列 を 含 む 遺 伝 子 断 片 を 選

択 的 に 濃 縮 す る こ と が 考 え ら れ る 。さ ら に ，ACE 法 は 長 鎖 核 酸 を 供 試 す る こ と が

困 難 な た め に 前 処 理 段 階 で 最 小 限 の 標 的 配 列 断 片 を 得 る こ と が 望 ま し い 。 そ こ で

Pr imer  Extens ion–End Pr imer  (PrEP)法 を 開 発 し ，本 手 法 の ポ テ ン シ ャ ル を 確 か

め た 。PrEP 法 で は 標 的 配 列 の 上 流 お よ び 下 流 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー 2 種 類 と 、鎖

置 換 活 性 お よ び 5 ' - > 3 '、 3 ' - > 5 'エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 た な い ΔT t h  D N A ポ リ

メ ラ ー ゼ を 用 い る 。2 種 類 の プ ラ イ マ ー を 標 的 配 列 に 結 合 さ せ た 後 、ΔT t h  D N A ポ

リ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 反 応 を 行 う と 、 標 的 配 列 の 上 流 に 結 合 し た プ ラ イ マ ー は 下

流 に 結 合 し た プ ラ イ マ ー の 直 前 ま で 伸 長 す る 。 そ し て S 1 ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て

プ ラ イ マ ー が 伸 長 す る こ と に よ っ て 生 成 し た 二 本 鎖 以 外 を 消 化 ・ 精 製 し 、 標 的 配

列 の 濃 縮 を 行 う 。ま ず Thio thr ix  d i s c i fo rmis に 特 異 的 な 2 種 類 の プ ラ イ マ ー を 設

計 し 、 こ れ を 用 い て 選 択 的 に 標 的 配 列 を 含 む 短 い 配 列 を 獲 得 で き る か 確 認 し た 。

つ ぎ に E.  co l i お よ び T.  d i s c i fo rmis か ら 抽 出 し た to ta l  DNA を 混 合 し た サ ン プ

ル を 用 い て ， PrEP 法 に よ る T.  d i s c i fo rmis の 16S rDNA の 選 択 的 濃 縮 を 行 っ た

の ち ， Quenching  Pr imer  PCR (QP–PCR)法 に よ っ て 標 的 配 列 の 定 量 を 行 っ た 。

そ の 結 果 T.  d i s c i fo rmis の 16S rDNA は PrEP 法 を 行 わ な か っ た サ ン プ ル と 比 較

し て 20 倍 の 濃 縮 が 確 認 さ れ た 。  
第 6 章 は 本 論 文 の 総 括 で あ る 。  
以 上 ， 本 論 文 で は ， リ ガ ン ド DNA や 標 的 配 列 を 簡 単 か つ 短 時 間 に 固 定 可 能 な

ナ ノ あ る い は マ イ ク ロ サ イ ズ の パ ー テ ィ ク ル と ， 標 的 配 列 を 選 択 的 に 分 離 ・ 検 出

可 能 な ACE 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り ， 従 来 の 手 法 よ り も ， 簡 便 ・ 迅 速 あ る

い は 新 規 な 知 見 を 得 ら れ る 新 規 核 酸 検 出・定 量 手 法 を 開 発 し た 。ま た ，PCR に 依

存 し な い 新 規 な 選 択 的 標 的 配 列 濃 縮 法 を 開 発 し た 。 本 成 果 は ， 環 境 中 の 微 生 物 の

定 量 か ら ヒ ト の Genotyp ing ま で 様 々 な 分 野 に 応 用 が 可 能 で あ り ， ラ イ フ サ イ エ

ン ス 分 野 の 発 展 に 大 い に 寄 与 す る こ と が 期 待 さ れ る 。




