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１．研究実施の概要 

 

テーラーメイド医療を実現し広く普及するためには、簡便、迅速かつ安価な診断法が不

可欠となる。一方、既存の遺伝子診断技術とりわけ一塩基変異検出法は、特殊な装置や酵

素などを必要とする点で、欠点がある。本研究では、核酸の正確なハイブリダイゼーショ

ンを促すタンパク質である核酸シャペロンの機能に着目し、合成高分子材料でその機能を

再現し核酸解析に応用することを目的としている。つまり、核酸シャペロン機能を内包し

た遺伝子解析法の創出を目指す。これまでに、カチオン性くし型共重合体やカチオン性ナ

ノゲル高分子においてシャペロン活性が確認された。また、核酸鎖間の鎖交換反応に着目

したプローブ設計により、簡便かつ迅速に高い識別能で一塩基変異が識別できることがわ

かった。また、これらの解析手法が、DNA チップにも応用可能であり、ハイスループット

性を向上できること、あるいは電気化学的手法との組み合わせにより感度を向上できるこ

とが示唆された。今後、実用的な解析を目指し、診断システムを構築するための周辺技術

との融合を推進する。 

 

 

２．研究実施内容 

 

丸山研究グループ 

核酸ハイブリダイゼーションの塩基配列特異性を向上させる手法として、ハイブリダイ

ゼーションの律速段階である核形成過程に着目し、部分２重鎖プローブ法を開発した。こ

の手法では迅速かつ高分解能で変異識別が一定温度、数分のインキュベーションのみで可

能であることが示唆された。そこで、すべての一塩基変異に対する識別特性を検討した。

その結果、ほぼすべての変異について、フルマッチ体とのハイブリダイゼーション速度比
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が 5 倍以上異なっており、高い識別能を有することが明らかにされた。一方、A:T→A:G 変

異に関しては、速度比が２倍以上ではあるものの差が小さく、識別能の向上が課題として

残った。さらに、識別能の向上と実際的な遺伝子タイピングを想定し、多色プローブによ

るホモ・ヘテロタイプの１チューブ検出をおこなった。つまり、正常体と変異体のそれぞ

れに反応する 2 種のプローブを準備し、多色ラベルすることで１チューブでの解析を試み

た。その結果、明確に各タイプを区別できることがわかった。多色解析では、さらに検体

に対してプローブが競合的に反応するために、速度論的な解析の短所となる反応時間の設

定も不要になることが期待された。また、競合反応の原理に基づき、識別能も向上した。

これらから、部分 2 重鎖プローブ法と核酸シャペロン高分子を組み合わせることで、酵素

を利用する手法に匹敵する識別能を有しつつ、簡便、迅速な解析手法が提供できるものと

考えられた。 
 

秋吉研究グループ 

カチオン性ナノゲルとしてアミノ基置換コレステリルプルラン（CHP）CHP ナノゲル (導入率: 100

単糖あたり 17 個のアミノ基、CHPNH2) およびスペルミン置換 CHP ナノゲル (導入率: 100 単糖あ

たり 26 個のスペルミン、CHPspermine) の 2 種類を合成し、これらを用いた。CHPNH2 は 10mM の

PBS 中 (pH7.2) で粒径 45.6nm、表面電荷+7.0mV のカチオン性ナノ微粒子を形成した。20 塩基

対からなるオリゴ DNA と CHPNH2 ナノゲルは C/P 比 (カチオン性基の量/DNA 中のリン酸基量) 

5-10の間で完全に複合体を形成した。CHPNH2/DNA複合体の粒径測定を行った結果、凝集・沈

殿を起こさずに粒径は C/P=0-30 を通じて約 50nm であった。一方で CHPspermine ナノゲルは粒

径 52.6nm、表面電荷+14.4mV の微粒子として存在し、オリゴ DNA とは C/P 比 1-2.5 で完全に複

合体を形成した。この CHPspermine/DNA 複合体の粒径は C/P 依存的に変化した。低 C/P 領域

で複合体の粒径は 478nm (C/P=0.25)、653nm (C/P=1)、883nm (C/P=2.5) と増加したが、C/P=5

以上では複合体の粒径は 50nm 程度であった。ナノゲル/DNA 複合体中の二重鎖 DNA の安定性

を複合体の DNA の融解温度 (Tm) 測定により評価した。両ナノゲルとも二重鎖 DNA 単独の場合

と比較して Tm を上昇させたため、二重鎖 DNA に対する安定化効果を確認した。次に、カチオン

性ナノゲルの人工核酸シャペロンとしての可能性を検討するために DNA の鎖交換反応をカチオ

ン性ナノゲル存在下で行った。この反応は電気泳動により交換された単鎖バンドの存在を確認し、

そのバンド強度の増加より反応率を評価した。その結果、C/P 比が増加するにつれ鎖交換速度が

上昇し、C/P 比が 10 の場合、CHPNH2 ナノゲル存在下で交換反応は 10 分で 80%、CHPspermine

ナノゲル存在下では 2 分で 90%交換した。この結果はナノゲル非存在下、または天然の核酸シャ

ペロン存在下と比較して著しく鎖交換反応を促進していることから人工核酸シャペロンとして有効

であることを見いだした。 

 

 

 



山名研究グループ 

1）ビスピレン修飾モレキュラービーコンプローブを用いる DNA 一塩基変異の検出 

DNA 一塩基変異(SNP)の検出は、テーラーメイド医療における基本技術としてきわめて重要で

ある。すでに、DNA に導入したビスピレン（BP）型の蛍光色素は、１本鎖末端にあると弱いモノマー

蛍光を発するのに対して、２本鎖末端にあると強いエキシマー蛍光を生じることを明らかにしてきた。

この性質を利用して、モレキュラービーコン（MB）型のステムループ構造をとる DNA にビスピレンを

導入した新しい蛍光プローブ（BPMB プローブ）を設計し合成した。予期したとおり、BPMB プロー

ブ単独では強いエキシマー蛍光を発するのに対して、ループ部位と DNA が結合して部分２本鎖

を形成すると弱いモノマー蛍光にスイッチすることを明らかにした。そこで、部分２本鎖 BPMB プロ

ーブとターゲット遺伝子の鎖交換反応（PASE）をモノマー−エキシマー蛍光スイッチを利用して追

跡した。一塩基変異を含む遺伝子は、正常遺伝子と比較して、鎖交換反応速度がきわめて遅いこ

とが分かった。このように、ビスピレン修飾モレキュラービーコンをプローブに用いて、簡単な蛍光

モニターにより DNA に存在する一塩基変異を検出することができた。 

２）レドックス修飾 DNA 固定化チップを用いる一塩基変異の検出 

電気化学的 SNP 検出法は、簡便で安価な実用的手法になりうるので、国内外で活発な研究開

発が行われている。われわれは、電気化学的 SNP 検出のためのレドックスレポーターとしてアント

ラキノン(AQ)に着目し、AQ 修飾 DNA を金電極上に固定化した DNA チップを作成した。これら

のレドックス修飾 DNA チップを用いて、ハイブリダイゼーション法と DNA 鎖交換法を基盤とした電

気化学的 SNP 検出の基礎技術を開発してきた。すなわち、インターカレート性のレドックスレポー

ターを導入した DNA を金基盤上に固定化したチップを用いて、レドックス修飾 DNA チップと対象

DNA のハイブリダイゼーションを行い、DNA を介した電子移動速度の差により正常 DNA と変異

DNA の区別ができることを見いだした。一方、鎖交換反応を基盤とした SNP 検出では、レドックス

修飾 DNA チップと対象 DNA の鎖交換反応を行い、鎖交換反応速度の差により正常 DNA と変

異 DNA を区別し検出が可能であることを見いだした。 

 

中谷研究グループ 

核酸の二次構造変化を低分子プローブで検出することにより、アレル特異的 PCR 法による SNP

タイピングが実用域に入るのではないかと考え、昨年度から二次構造変化が期待される配列とし

てd(TGG)nトリヌクレオチドリピート配列を用いて検討を開始している。この手法ではPCRの増幅を

プライマーの減少として観測することになる。二次構造変化を検出するプローブ分子として、先に

見いだしているナフチリジンカーバーメート（NC）を用いた。NC を金表面に固定化した表面プラズ

モン共鳴センサーを作製し、d(TGG)n リピートを 5’末端に持つ PCR プライマーとの相互作用を期

待した。実際に、NC を固定化した SPR センサーチップは d(TGG)n リピート配列に結合した。また、

d(TGG)n リピートは PCR には悪影響を及ぼさない事が判った。アレル特異的 PCR を pUC19 プラ

スミドを用いて行うと、テンプレートとプライマー配列がマッチする場合には、SPR 強度が PCR 前後

で約５０％減少した。一方、テンプレート配列とプライマー配列がマッチしない場合、PCR 前後での



SPR 強度変化は観測されなかった。現在、アレル特異的プライマーを異なるトリヌクレオチドリピー

ト配列で標識し、異なる分子で独立に検出する、即ちプライマー配列とそれを検出する分子が直

交した系を設計、検討している。 

 

 

３．研究実施体制 

 

（１）「丸山」グループ 

①研究者名：丸山 厚（九州大学） 

②研究項目 

・新規核酸シャペロン材料の機能評価および長鎖型部分２重鎖型プローブの開発 

 

（２）「秋吉」グループ 

①研究者名：秋吉 一成（東京医科歯科大学） 

②研究項目 

・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 
 

（3）「山名」グループ 

①研究者名：山名 一成（兵庫県立大学） 

②研究項目 
・低コスト蛍光色素を用いる DNA 一塩基変異の蛍光検出 

・レドックス修飾 DNA チップを用いる DNA 一塩基変異の検出 
 

（4）「中谷」グループ 

①研究者名：中谷 和彦（大阪大学） 

②研究項目 

・低分子プローブの合成と評価 
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