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１．研究実施の概要  

 精度高く簡便にかつ迅速な遺伝子解析法がテーラーメイド医療の発展には欠かせない。医療現

場つまり point of care (POC)での遺伝子診断を可能とする手法は、テーラーメイド医療の普及の鍵

となると考えられる。このような遺伝子診断法には、特殊な技術や大型あるいは高価な装置に依存

することなく、簡便性、迅速性が不可欠である。本研究課題では、このような簡便、迅速な遺伝子

診断法を目的に、核酸構造を高精度に認識する新たなプローブの設計とその核酸との迅速、正確

な相互作用を支援する分子シャペロン機能を有する材料を開発することを目的としている。本年度

は、昨年度までにモデル実験でその有用性が示唆された部分２重鎖核酸プローブの配列依存性

を詳細に検討した。その結果、部分２重鎖プローブは、さらに、核酸シャペロン材料の適用によりそ

の反応性と認識性を高められる等の新しい知見を得た。さらに、部分２重鎖プローブの特異性を評

価した結果、４０塩基以上の長いプローブを用いても一塩基変異を認識でき、塩基配列のわずか

な違いを充分安定なハイブリッド形成の差として検出できることがわかった。一方、ナノゲル型シャ

ペロン高分子、検出用蛍光プローブにおいても、新しい知見を得た。 

 

２．研究実施内容  

新規核酸シャペロン材料の機能評価 
昨年度までに調製された高分子材料の核酸シャペロン機能を詳細に評価した。特に、核

酸２重鎖への安定化効果、核酸鎖交換活性に対する活性を明らかにし、その機能と構造と

の連関を解析した。特にグアニジノ基を配した高分子材料（GPLL-g-Dex）では、これまで

の一級アミノ基を配した高分子材料（PLL-g-Dex）に比べ、２重鎖核酸に対する安定化効

果が抑制でき、より高い核酸シャペロン活性を発現させられることがわかった。グアニジ

ノ基を配した高分子では、単鎖核酸に対する親和性が向上したことが要因と考えられた。

それぞれの高分子材料の分子量依存性を検討した結果、主鎖分子量 2,000 の PLL-g-Dex で

はシャペロン活性がほぼ消失するのに対し、GPLL-g-Dex では活性を維持していることが

わかった。高分子材料のダウンサイジングが可能であることがわかった。 
 



長鎖型部分２重鎖型プローブの開発 
既に部分２重鎖型プローブで 20 塩基程度の核酸配列中の一塩基変異を、極めて高い分解

能で検出できることを見いだした。さらに長鎖の部分２重鎖プローブで、分解能を評価し

た結果、40 塩基以上の核酸鎖中の一塩基変異も検出出来ることが見いだされた。一方、部

分２重鎖核酸の認識特性にあたえる検出条件の影響を、特に温度、イオン強度および種々

の添加物質に関して検討した。部分核酸２重鎖による検出は、低温ほどまたイオン強度が

高くなるほど、高分解能、高速になることが見いだされた。また、プローブ鎖長を 60 塩基

としても一塩基の変異を識別できることがわかった。一方、長鎖プローブでは、検出に時

間を要するが、核酸シャペロン高分子を併用することで、検出を高速化できることがわか

った。 

 

新規核酸ナノゲルシャペロンの開発と遺伝子解析への応用 

 核酸との相互作用を外部刺激により動的に制御する新規方法論の開発は、新規核酸シャ

ペロン設計に重要である。本研究では、酵素に応答する新規高分子システムを設計し核酸

シャペロン機能制御への展開を図ることを目的としている。本年度は、表面電荷の制御因

子としてマルトペンタオースを、ポリリジンおよびナノゲル形成能のあるコレステロール

置換ポリリジンに部分的に導入した MaPLL 分子および CHMaPLL ナノゲルが種々の置換

率においてそれぞれ核酸と相互作用しえることを見いだした。また各マルトペンタオース

置換度で核酸シャペロン機能を検討したところ、特に置換率が 30%の MaPLL と

CHMaPLL ナノゲルの場合において鎖交換速度が大きく異なり、MaPLL を用いた場合が

非常に早いことを見いだした。このことは CHMaPLL ナノゲル中のコレステロールとシク

ロデキストリンを相互作用させることでナノゲルの崩壊に伴う核酸との相互作用制御（核

酸シャペロン機能）発現の可能性を示唆する結果であった。 

 

低コスト蛍光色素をプローブとして利用する DNA 一塩基変異の検出 

 ２つのピレンをもった蛍光分子（ビスピレン）をＤＮＡの端に導入したプローブは、一

本鎖ではモノマー蛍光を、ＤＮＡとハイブリダイゼーションして２本鎖構造を取るとエキ

シマ− 蛍光を示す。一塩基変異を含むＤＮＡの蛍光検出は、一般的なハイブリダイゼーシ

ョン法ではなく、ハイブリッド交換法を用いることにした。まず、２本鎖 DNA を検出対象

にビスピレンプローブの有用性を確かめた。核酸シャペロン高分子を測定系に加えること

で、ビスピレンプローブを用いて簡単な測定操作で短時間に変異ＤＮＡを完全鎖ＤＮＡと

エキシマー蛍光により識別できることがわかった。 

 次に、一本鎖 DNA を検出対象とする新しいビスピレンプローブの設計を行なった。この

プローブ単独でステム− ループ構造を取り、エキシマー蛍光を発する。一方、部分２本鎖

構造のビスピレンプローブは、モノマー蛍光を発しエキシマー蛍光は弱い。したがって、

DNA とのハイブリッド交換は、エキシマー蛍光の増大でモニターできた。ここでもポリカチ



オンをハイブリッド交換反応の触媒として用いることにより、完全鎖 DNA と変異 DNA は短

時間で容易に蛍光識別できることがわかった。 

  

核酸構造を高度に認識する低分子プローブの設計 

昨年度に引き続き核酸構造を高度に認識する低分子量の分子プローブを用いて、核酸特

異構造のオンタイム検出を目指し研究を進めた。本年度は実用化を特に意識して PCR プラ

イマーの構造変化により PCR の進行を簡単に検出する手法について検討を加えた。遺伝子

変異を解析する最も簡単な方法は、アレル特異的な PCR プライマーを用いて、PCR 反応が

進行するかどうかを判定する方法である。この手法の欠点は、PCR の進行をゲル電気泳動

で PCR 産物を確認しないと行けないところにある。TaqMan プローブを用いたリアルタイ

ム PCR を使う事も可能であるが、特許的に日本国内での実用化には問題が生じる。PCR の

進行に伴う核酸構造の変化をリアルタイムに読み取る事が出来れば、ゲル電気泳動を用い

る事無く PCR の進行により SNP タイピングが可能となると考えた。PCR に伴う核酸構造

変化として、PCR プライマー5’末端にリガンドの結合によりヘアピン構造を誘起する配列

をタグとしてもつプライマーを設計した。タグ配列としては、これまでの研究からトリヌ

クレオチドリピート配列を用い、先に開発したミスマッチ結合分子固定化表面プラズモン

共鳴センサーにより検出を行った。PCR 反応が進行すると、この一本鎖のタグ配列部分に

は相補鎖が合成され二重鎖を形成する。このため、PCR 反応の進行により一本鎖のタグ配

列をもったプライマーが減少することになる。 
実際このトリヌクレオチドリピート配列を有する PCR プライマーを用いて、PCR の進行

に伴い表面プラズモン共鳴のシグナルの低下が観測された。アレル特異的 PCR 法との組み

合わせにより、PCR が進行する場合のみシグナルが低下する事も観測され、コンセプトが

証明された。 
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