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研究成果の概要：本研究では、Displacement WPCR (DWPCR)を実験により実証し、Whiplash PCR
の等温・高効率プラットホームとして確立した。主な実績には以下が含まれる：（1）ルールプ
ロテクト・バイオステップによるバックハイブリダイゼーション排除効果の実証、（2）マルチ
ステップDWPCRの実行および最適化、（3）ルールスイッチ・バイオステップ実行のためのルー
ルプロテクトの使用―これにより DWPCRミクスチャの外部制御が可能となり、二次的生物学
的・計算プロセスとの直接的統合への道が開かれる、（4）DWPCRクロスオーバー（Evolutionary 
WPCRの基本演算）の基本的実行可能性の実証。その他、Taqmanプローブとリアルタイム PCR
に基づく改良DNA読み出し法の開発、またDNAシステムをシミュレーションし、ハイファイDNA
コード化を進化させるNucleicParkソフトウェアツールの改良も実績に含まれる。 
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１．研究開始当初の背景 
 Whiplash PCR (WPCR)では、DNAヘアピンミ
クスチャの自己触媒的なポリメラーゼ伸長
によって自律計算が実行される。WPCRは有望
であるが、深刻な自己阻害形態であるバック
ハイブリダイゼーション（BH）という問題が
伴う。BHによって伸長効率がおよそ 10-5（1
回のポリメラーゼ衝突あたりの伸長回数）に
まで減少する。したがって、これまでの研究
は、PNA2/DNA三重鎖形成により BHを減少さ
せる改良アーキテクチャーであるPWPCRの開

発に焦点が置かれてきた。残念ながら、PWPCR
の効率も低く（10-2 伸長/衝突）、生物工学へ
の応用にも限界があり（たとえば、XWPCRの
よるタンパク質設計（WPCRワード間で標的配
列が重合するため））、また高温操作が必要な
ために実際的問題が生じてしまう。これに対
して我々は、WPCRの改良バージョンである
Displacement WPCR (DWPCR)を提案した。こ
の方法は標的プライマー置換（ルールプロテ
クト）により BHを排除するものだ。このア
ーキテクチャーは、ほぼ一貫した計算効率を
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実現し、PNAターゲティングの必要がなくな
り、等温操作を可能にするものとして期待さ
れた。したがって、この新アーキテクチャー
の実行および実証はDNA計算における大きな
成果と考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の当初の主目的は、Whiplash PCRの等
温・高効率プラットホームとしてDWPCRを実
証・確立すること、そしてEvolutionary WPCR
およびタンパク質設計への応用に最適化す
ることであった。主たる目的は以下の通り：
（1）ルールプロテクト・バイオステップの
基本的実行可能性およびそのバックハイブ
リダイゼーション排除効果の実証 
（2）マルチステップ DWPCRの実行および最
適化 
（3）EWPCRの基本演算であるDWPCRクロスオ
ーバーの基本的実行可能性の実証 
（4）モデルEWPCRシステムの実行、 
（5）DWPCRベースXWPCRにより新規タンパク
質設計を支援するためのDWPCRベース EWPCR
とRNA-タンパク質融合の統合 
 
３．研究の方法 
(1) 定方向ヘアピン置換： 
終了配列で終了するプライマー依存性ポリ
メラーゼ伸長による高効率・迅速プライマー
依存的ヘアピンループ開口の基本的実行可
能性を、FRETおよび PAGE実験により検証し
た。単純DNAプライマーと採用したDNAヘア
ピンシステムを以下に示す。ヘアピン置換に
伴い、FRETの途絶により測定可能程度に蛍光
が増加している。 

（2）ルールプロテクト： 
新ルールプロテクト演算を用いてバックハ
イブリダイゼーションを排除する基本的実
行可能性を、以下に示す1ステップDWPCRシ
ステムを用いて検証した。このシステムの実
験的実行は、プライマー視覚化を支援するた
めにBst DNAポリメラーゼおよびCy5標識プ

ライマーR1を加えて行った。  
（3）マルチステップ等温DWPCR： 
等温条件下で効率的マルチステップDWPCRを
実行するためのルールプロテクトの実行可
能性を、以下に示すモデルシステムを用いて、
DNAポリメラーゼおよびプライマーR1、R2、C’
（視覚化を支援するためにそれぞれ、Cy5、
TAMRA、FAMで蛍光標識）を加えて実験的に検

証した。結果は PAGEにより視覚化された。
最適化：（i）等温条件下で最適な鎖置換特性
を有する DNAポリメラーゼを特定するため、
実験を別に実施して3種類のDNAポリメラー
ゼ（Bst、クレノウ断片、phi29）の適格性を
検証した；（ii）5’末端停止配列（AAA）の
有無が DWPCR効率に与える影響も別の PAGE
実験により検証した。 
 
 
（4）ルールスイッチ： 
外部ルールスイッチングを実行するための
ルールプロテクトの使用を、上の（3）で示
したシステムの変形を用いて検証した。これ
は、以下に示す単純な二股経路―2回目の
DWPCR転移前に標識プライマーR2-1を加える
ことで2回目の伸長ターゲットが状態Cから
Dにスイッチする―を実行する DWPCRについ
て検証した。結果は、PAGE、そしてDに相補
的なFAM標識プローブを加えることで視覚化
した。 

 
 
 



（5）DWPCRベースEWPCR： 
EWPCRの実行可能性の実験的検証には 3点が
関係する：（i）splinting鎖あるいはプライ
マーが一本鎖DNA DWPCR断片のライゲーショ
ンをその後のルールブロック演算を阻害す
ることなく促進する能力、（ii）効率的複合
エンドヌクレアーゼ消化および二次ライゲ
ーションを支援する最適条件の特定、（iii）
コンビナトリアルにシャッフルされた鎖の
プールから標的娘鎖を分離する能力。（i）を
検証するため、2鎖DWPCRベースEWPCRシス
テムを設計した。そして、“疑似”1点クロス
オーバーを、Hind III制限部位で3’リン酸
化プライマーとの splintedライゲーション
（必要な最適化）、T4 DNAリガーゼとのライ
ゲーション、2ステップ DWPCRにより実行し
た。 
 
（ii）と（iii）を検証するため、2つ目のモ
デル（4ステート、3ステップ）EWPCRシステ
ムを設計した（以下に、計算できない3ステ
ップ経路をコードする 2DWPCR鎖を示す（赤
と黒の矢印）：2点クロスオーバーが有効経路
1→2→3→4を辿るよう、DWPCR鎖（DNA符号
は示さない）を設計した）。そして、Hind III
によるダブルプライマー依存性消化、T4 DNA
リガーゼとのライゲーション、DWPCR、PAGE
視覚化による2点クロスオーバーを実行した。 

 
（6）競合的ヘアピンシステム： 
ヘアピンベースDNAシステム予測の統計熱力
学モデルの実験的検証を継続するため、スペ
ーサー長が FRET効率に与える影響を考慮し
た改良を含め、競合的ヘアピンシステム
（FRET途絶時の蛍光強度増加による準最適
的ヘアピン構造の占有を観察する）の詳細理
論分析を実施し、改良FRETシステムを設計、
採用した。追加実験として、DNAベースシス
テムの構造変異の量的観察に関する一般的
問題を克服するため、FRETではなくコンタク
ト・クエンチングに基づく新しいフルオロフ
ォア観察法も検証した。 

 
（7）エラーハイブリダイゼーションのモデ
ル化： 
DNAシステムの挙動を予測するため、そして
カスタム DNA符号語設計を支援するために、

理論モデルおよびソフトウェアツールの開
発はDNA計算にとって非常に重要となる。計
算的一貫性に基づくDNAハイブリダイゼーシ
ョンエラーモデルに関する検証は、希薄・過
剰入力条件下でTATシステムエラーを予測す
る理論モデルの拡張、そしてNucleicParkソ
フトウェアに支援されるDNAシステムセット
に重点を置いて継続された。 
 
（8）DNA計算読み出し 
WPCRを含むDNA計算結果を自動的に読み出す
ためのリアルタイム PCRを応用した改良
Taqmanプローブ法を、Opticon Lightcycler
上で実験的に実行および最適化する目的で、
マレーシア工科大学（Z. Ibrahim）と共同で
開発、最適化した。本法の評価はモデルスケ
ールHPP例への実験的応用により行った。結
果をコンピュータ処理するアルゴリズムも
検証した。 
 
４．研究成果 
（1）DWPCR－定方向置換： 
プライマー依存性ポリメラーゼ伸長による
効率的・迅速ヘアピンループ開口の実行可能

性を、ヘアピン開口に伴う蛍光の増加（以上
に示す）の直接的観察、そして重合時間系列
の生成物のPAGE視覚化（データは示さない）
により実験検証した。これらの実験の成功は
DWPCRアーキテクチャーにとって非常に重要
であった。 
 
（2）ルールプロテクト： 
バックハイブリダイゼーションを完全に排
除するための新ルールプロテクト演算使用
の基本的実行可能性を、反応結果および予想
産物の PAGE視覚化により実験検証した。結
果を以下に示す：左は未染色ゲル（非伸長/
伸長プライマーR1を視覚化）、右は染色ゲル
（全DNAを視覚化）。 
 

 



（3）マルチステップDWPCR： 
等温条件下で効率的マルチステップDWPCRを
行うルールプロテクトの実行可能性を、各プ
ライマー伸長後に反応産物を PAGEで視覚化
することにより実験的に確認した―これは

DNA計算にとっての大きな前進である。  
 
最適化の結果：（1）Bst DNAポリメラーゼの
みが二本鎖DNA産物への最終変換能を有して
いたことから、これがDWPCRを実行するため
の唯一の最適ポリメラーゼであるとおもわ
れた（結果は示さない）；（2）アデニンの計
画外3’追加による効率低下を防ぐため、5’
末端停止配列の存在が必要であることがわ
かった（結果は示さない）。 
 
（4）ルールスイッチ： 
外部ルールスイッチングを行うためにルー
ルプロテクトを使用する実行可能性を、2回
目のDWPCR伸長前のポリメラーゼおよびプラ
イマーR2-1の追加、そして続く産物の PAGE
視覚化により実験確認した（データを以下に
示す）。 

  
この重要な技術革新により個々のDWPCR鎖の
外部制御が実行され、DWPCRに更なるプログ
ラミング性が追加されてその能力が大きく
拡張される。追加される能力は：（i）非決定
性 Whiplash PCR、（ii）代替計算経路の選択
による外部制御可能なマルチパスWPCR演算、
（iii）Response WPCR（DWPCR演算が外部生
物学的プロセスにより生成されるプライマ
ーにより調節される）、（iv）レポーター鎖（結
合・伸長して他のDWPCR種の演算を制御する）
の置換によるDWPCR鎖間のプライマー介在コ
ミュニケーション 
 

 
（5）DWPCRベースEvolutionary WPCR： 
EWPCR実験の第 1ラウンドでは、プライマー
依存性DWPCRクロスオーバーの基本的実行可
能性を確認した。これは模擬1点シャフリン
グ実験―1ステップDWPCR親鎖2本のsplint
依存性ライゲーシ
ョン（消化は省略）
をHind III制限部
位で実行し、これ
により有効な 2ス
テップ計算をコー
ドするviable娘鎖
が生成され、続い
て 2ステップ計算
が実施される―で
確認された。EWPCR
実験の第 2ラウン
ドでは、PAGEでは
っきりとしてバン
ドが確認できなかったため以下のことが示
唆される：（i）DWPCRシャフリングを実行す
る目的での標準Hind IIIおよびT4 DNAリガ
ーゼコンディションの不適切さ、（ii）最適
な同時反応プロトコルを特定する最適化研
究の必要性、（iii）PAGE前のEWPCR増幅後プ
ロセス、あるいは代替生成物検出法（たとえ
ば、リアルタイムPCR）の採用の必要性。 
 
（6）競合的ヘアピンシステム： 
FRET実験の結果（図：上）はシステムの準最
適標的ヘアピンの占有の理論的予測（図：下）
とよく一致しており、特徴的な“丘陵型”を
形成し、最大
標的ヘアピン
占有の温度も
よく一致して
いた。これは、
最適および準
最適構造の占
有を量的に予
測する結合統
計熱力学モデ
ルの応用が決
定的かつ再現
可能な形で確
認されたこと
を意味する。 
しかし、実験
の第2ラウンド―FRETではなくコンタクト・
クエンチングによる改変実験システムを採
用してヘアピン形成を観察した―では再現
可能な結果は得られず、今後の更なる実験の
必要性が示唆された。 
 
（7）DNAハイブリダイゼーションエラー： 
NucleicParkを更新、拡張し、.NETプラット



ホーム（C#）に移動した。プライマーハイブ
リダイゼーション、DNAチップ上の DWPCR鎖
固定（たとえばTATシステム）におけるエラ
ープロセス、Adelmanアルゴリズムのエラー
プロセスのシミュレーションのほか、DWPCR、
TAT、その他の DNAシステムの優れた DNAコ
ード化の設計に使用できるツールが開発さ
れている。TATシステム解析に焦点を当てた
ウェブベース版が公開され、現在使用可能と
なっている。モデルに関する理論的結果、そ
してそのハイファイTATシステムコード化の
コンピュータ解析および進化への応用が
IEEE-TNBで発表されている（シミュレーショ
ン例を以下に示す）。Faculty of 1000 Biology
はこの研究―これは DWAPCR鎖の固定のモデ
リングだけでなく、DNAマイクロアレイの解
析および設計にとって非常に重要―を重要
な技術的進歩として選定している。 

 
（8）リアルタイムPCR出力： 
改良法をOpticon Lightcycler上で実行する
ことに成功した。Taqmanプローブ法は、
AdelmanアルゴリズムやWhiplash PCRを含め、
DNA計算プロセスに幅広く応用できる（結果
を以下に示す）。改良法は既存法との比較で
結果が優れていた。“yes”と“no”を区別す
るコンピュータアルゴリズムも開発され、そ
の有効性も確認された。 
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