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研究成果の概要（和文）：本研究では、熱の代替として振動を用いた新たなＤＮＡの増幅法を目標とした基礎的
実験を実施した。本実験では、DNAや試薬を含んだ溶液の温度は３７℃一定とし、試薬の入ったチューブごと可
聴周波数で振動させることを特長とする。この手法により、DNAを変性および増幅をさせるために必要な注入エ
ネルギーを精密にコントロールすることが可能となり、温度を高温に変化させることがなく、DNAや酵素等にダ
メージをいれずに増幅することが期待される。

研究成果の概要（英文）：We have been targeting the achievement of novel DNA amplification using a 
vibration mechanism. The specimen in a plastic tube was set at a temperature of 37℃ and vibrated at
 audible frequency; precise control of DNA denaturation and amplification is possible and DNA is 
expected to be amplified with little damage in it. 

研究分野： 半導体応用

キーワード： 核酸　振動　高速

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
振動によりDNAへの精密なエネルギー注入が可能であるため、DNA増幅を高速かつ37℃恒温下で実施可能な新技術
を確立するための端緒となリ得るだろう。増幅進行温度は、37℃という生細胞が生存し得る温度での恒温条件で
実施し、これにより、DNAや酵素の損傷を防ぐことが可能となり、さらに、増幅完了までに要する時間が大幅に
短縮することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生体医工学や分子生物学の分野では、DNA 分析を用いた手法が不可欠であり、バイオテクノロジ

ーの発展につれ、高精度かつ高速の DNA 増幅法が所望されている。一般に、DNA を増幅させるた

めの、PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）法では、通常、94℃：熱変性、54℃：アニーリング、72℃：

伸長の 3 種の温度間で熱サイクルを実施するが、94℃という高温加熱を必須とすることで引き

起こされる問題点が内在する。たとえば、高温下で多数回の熱サイクルにより DNA の損傷や酵素

の失活が生じ、熱サイクルも、理想的な矩形波ではなく、裾を引き、実際にはかなり歪んだ形状

になっている。その結果、本来のターゲット以外に余分な増幅部分（非特異性）や断片由来のス

メアが生じることで、DNA 解析の結果に不正確さが引き起こされ得る。そこで、本研究では、100

～500Hz の可聴周波数帯の振動数で DNA 水溶液チューブを振動させ、37℃恒温下で DNA の変性を

実現し、PCR に応用した増幅を目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究は、DNA 水溶液の入ったプラスチックチューブ全体を 100～500Hz の可聴周波数で振動さ

せることにより、DNA 増幅を短時間かつ 37℃恒温下で実施可能な新技術を開発することを目的

とした。増幅進行温度は、37℃という生細胞が生存し得る温度での恒温条件で実施し、これによ

り、DNA や酵素の損傷を防ぐことが可能となり、さらに、増幅完了までに要する時間が大幅に短

縮することが期待できる。（図 1、2参照）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
３．研究の方法 
 

 (1)使用した最初の酵素は、37℃で至適活性を有する Klenow Fragment である。また、振動によ

る DNA のダメージと塩基配列のズレで生じる効率の低下を補償するため、細胞中で DNA 修復に

用いられている校正機能である、3’→5’エキソヌクレアーゼ活性を持つ BSM 酵素を Klenow と

混合することで DNA 増幅の効率を高めた。 

条件範囲：外部パラメータ「振動数 100～400Hz、振動時間 30秒以内、アニーリング伸長時間 30

秒以内」；内部パラメータ「酵素 Klenow、バッファ種、濃度」。一方、 Klenow Fragment は撹拌

に弱いため、別の酵素として T4 DNA Polymerase も調べた。 

なお、実験に使用した典型的な試薬内容を以下に示す。 

Control Primer 1 

5’-GATGAGTTCGTGTCCGTACAACT-3’ 

Control Primer 2 

5’-GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC-3’ 

酵素、ゲノムλDNA、他 H2O、0.1ｍLのマイクロチューブに入れ、１サンプルとした。 
(2)レーザー変位計を用い、チューブの振動変位を実測し、そこから DNA 本体に加えられるエネ
ルギーを計算した。 

(3)本研究では、微量の試料を扱えるマイクロチップ型キャピラリー電気泳動法による評価を用

いた。キャピラリー電気泳動とは、毛細管現象を利用した電気泳動法である。本実験では、マイ

クロチップ型電気泳動装置を用いて、振動 PCR 後の DNA の確認を行った。この装置は石英基板
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（マイクロチップ）内に形成された分離流路内でキャピラリー電気泳動を行う装置である。分離

バッファの充填からサンプルの導入、電圧の印加、分離されたフラグメントの蛍光検出、および

データ解析まで全て自動で行った。

(4)基本的な溶液構成 

  λDNA（500bp）は、PCR 法で 1.00ng/μℓ以上に増幅させたものを実験に用いた。 

その他試薬の構成を以下に示す。 

Reaction Buffer、dNTP Mixture、プライマー1、プライマー3、H2O、酵素 

 

４．研究成果 

(1)振幅特性を用いたエネルギー 

レーザー変位計により振動子の変位を測定して、さらに、本研究で導出した式により DNA の単

位質量当たりに加えられる振動エネルギーを計算により見積もった。 

DNA 単位質量当たりの振動エネルギーの計算結果を図 3に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  

(2)増幅率の評価方法 

実験では、DNA サンプルは、2種類に分けられ、１つは振動 PCR のサンプルであり、もう 1つは

増幅の基準となる無振動サンプルである。(2-1)電圧と周波数依存性 

 

実験結果 1 

振動条件１：電圧：10V、振動時間：100s、無振動時間：無し、周波数（振幅）：100Hz

（0.810mm）、5サイクル及び 10 サイクル 

本実験における実験条件を、キャピラリー電気泳動の解析結果より算出した増幅率及び振動

エネルギー特性を図 4及び 5に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4（5サイクル） 
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図 5 （10 サイクル） 

 

無振動サンプルを増幅率の基準値 1.00 倍として、振動サンプルの増幅率を表した。5 サイク

ル、10サイクルともに増幅率の変化は見られなかった。電圧が小さいことで、DNA に加えられる

振動エネルギーが小さかったためと考えられる。 

 

実験結果 2 

電圧 5V，振動 10s，無振動 30s，5サイクル及び 10サイクル 

本実験における実験条件を図 6及び 7に示す。5サイクルで最大 1.79 倍の増幅率が得られ

た。その時の条件は、800Hz である。また 300Hz、500Hz、700Hz で、約 1.40 倍の増幅率が得ら

れた。図 7より、増幅率の変化は見られなかった。700Hz において、増幅率が 0.48 倍と低い

が、他の周波数と結果と比較して、振動後の攪拌ができていなかった可能性がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6（5サイクル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7（10 サイクル） 
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実験結果 3 

電圧 10V，振動 10s，無振動 30s，5サイクル及び 10サイクル 

無振動サンプルを増幅率の基準値 1.00 倍として、振動サンプルの増幅率を示す。 

図 8より、300Hz で 1.43 倍の増幅率が得られた。他の周波数では、増幅率の変化は見られな

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8（5サイクル） 

 

図 9より、100～300Hz において、増幅率が約 0.50 倍と低い。400Hz 以降は、増幅率が 1.00

倍に戻っていく傾向が見られるため、振動エネルギーが大きい場合、強い振動が刺激となっ

て、DNA 損傷または、酵素失活を引き起こしたと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9（10 サイクル） 

 

(2-2)振動エネルギー依存性 

本実験では、前項(2-1)の振動条件 3、10V，100Hz，10 サイクルと同じ時間だけ、振動を加え

ることで、増幅率が低くなる原因を探った。10サイクル時と同じように、3つのサンプルすべ

て増幅率が低下した。この結果より、増幅率が低い原因として、DNA が変性時に損傷を受け、1

本鎖 DNA のまま分解し、2本鎖 DNA に戻らなくなったことが考えられる。一方で、短いサイズ

の DNA が増幅していることから、酵素の失活は無かったと推察できる。 

  

最後に、再現性は低いが、本研究を通して得られた最大増幅率は、周波数：400Hz、電圧：5V、

振動 10s、無振動 30s を 1サイクルとした場合に、サイクル数 5で、18倍～22倍を得ている。 
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