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１．研究計画の概要 
 遺伝子のわずか一塩基の変異によって、細
胞のがん化や、病原菌の薬剤耐性化がおこる
ことが知られている。これまでに様々な原理
に基づいた、一塩基変異体の検出法が報告さ
れている。しかし、未知の比率で混ざってい
る正常遺伝子と一塩基変異遺伝子を明瞭に
識別して、その比を簡便に求める方法はまだ
確立されていない。本研究では、一塩基変異
部位と相補的な 10 塩基程度の DNA と水溶性
で無電荷の合成高分子の複合化材料（DNA コ
ンジュゲート）をキャピラリー電気泳動のア
フィニティープローブに使うことを着想し、
一塩基変異遺伝子の精密定量法の開発を試
みている。また、本法が広く活用されるよう
に、その学術的基盤の確立を目指している。
具体的な研究計画は以下のとおりである。 
(1) 特定の分子量をもち、分子量分布の揃っ

た DNA コンジュゲートを合成する。 
(2) アフィニティー分離のメカニズムを解明

し、分離が達成される条件を決定する。 
(3) アフィニティープローブの使用方法を工

夫し、様々なアフィニティー分離法を開
発する。 

(4) 簡易型の電気泳動装置を開発して実用化
を目指す（企業との共同研究）。 

 
２．研究の進捗状況 
 上記の研究計画に沿って、以下の４項目に
まとめる。 
(1)．DNA コンジュゲートの合成 
構造が明確な DNA コンジュゲートを以下の
２通りの方法で調製した。まず、末端にマレ
イミド基を導入した、分子量分布の狭いポリ
エチレングリコールと、5’末端にチオール基

をもつ DNA のマイケル付加反応により、
DNA コンジュゲートを合成した。市販の試薬
だけを用いてきわめて簡便に調製できると
いう長所があるが、市販品のポリマーは分子
量の種類が必ずしも十分ではないため、基礎
検討を精密に行なうには限界がある。そこで、
リビングラジカル重合法の１つである可逆
的付加開裂連鎖移動（RAFT）重合法を用い
て分子量を厳密に制御したポリアクリルア
ミドと DNA のコンジュゲートも同様に合成
した。 
 
(2)．分離メカニズムの解明 
一塩基変異型 DNA サンプルと配列が相補的
になるように設計したアフィニティープロ
ーブを用いると、一塩基変異型 DNA の電気
泳動速度が正常型よりも遅くなった。一塩基
変異型の電気泳動移動度が５つのパラメー
タ（アフィニティープローブの DNA 塩基数
とポリマー分子量、泳動用緩衝液中のイオン
強度、測定温度、アフィニティープローブ濃
度）に依存することを実験で示し、実用上で
は、サンプルとの結合定数が 106 M-1程度にな
るように、アフィニティープローブの塩基配
列を設計すればよいことを明らかにした。 
 
(3)．様々なアフィニティー分離法の開発 
①プローブ併用法：一塩基変異型と正常型に
それぞれ相補し、かつポリマー分子量が異な
る DNA コンジュゲートを合成した。この２
種類のアフィニティープローブを併用する
と、夾雑物、正常体、変異体が完全に分離さ
れた。存在比率が１%以下の微量な一塩基変
異体の定量に特に有効であった。 
②ゾーン電気泳動法：サンプル DNA の泳動
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方向と逆向きに電気浸透流が発生する泳動
モードでも、DNA コンジュゲートがアフィニ
ティープローブとして機能することを実証
した。電気浸透流を完全抑制する分離モード
（核酸の分離で一般的な方法）よりも検出ピ
ークの幅が狭くなり、より高い分離度が得ら
れた。 
③ペプチド核酸（PNA）法：従来の DNA コ
ンジュゲートは、一塩基変異部位が分子内水
素結合してフォールディングするようなサ
ンプル DNA に対しては有効なアフィニティ
ー相互作用をすることができず、分離をする
ことがきわめて困難であった。そこで、サン
プル DNA に対して強いアフィニティー相互
作用をする新たなプローブとして、PNA とポ
リエチレングリコールのブロック型コンジ
ュゲートを設計・合成した。その結果、この
新規プローブはフォールディングするサン
プル DNA に対しても明瞭な分離が達成でき
ることが明らかになった。 
 
(4)．簡易型泳動装置への適用 
 パナソニック四国の研究協力により簡易
型キャピラリー電気泳動装置が試作された。
本研究のアフィニティープローブを適用し
て、農薬耐性菌の遺伝子の一塩基変異体を分
離検出することに成功した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
当初に計画していた研究内容は、ほぼすべて
実験が完了して結論が得られている。上記の
2(1)については既に論文発表、および学会発
表を行なった。2(2)、(3)については部分的に
学会発表を行なっており、現在論文作成中で
ある。2(4)については最終年度に検討を継続
する。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 前年度までに、アフィニティープローブの
合成法を確立するとともに、分離メカニズム
を解明して分離条件設定法を手順書にまと
めるに至った。今後は、本分析法を様々な分
野で広く利用してもらうための努力が重要
となる。実用化を考えると、キャピラリー電
気泳動装置が高価な実験装置であり、製薬会
社などの特定企業や主要な大学研究機関に
しか普及していないことが問題点の１つに
挙げられる。当初の計画では、企業との共同
開発した簡易型キャピラリー電気泳動装置
を使用することを想定していたが、企業側の
やむを得ない事情により中断することにな
った。 
 そこで最終年度では、市場価格がキャピラ
リー電気泳動装置の３分の１以下の、島津製
マイクロチップ電気泳動装置を使用するこ

とを検討したい。この装置はすでに各研究機
関で広く使用されている実績があり、本法が
適用できれば広く普及することが期待でき
る。具体的な研究内容としては、マイクロチ
ップにアフィニティープローブを充填する
ための溶液操作方法を確立し、アフィニティ
ー分離条件の最適化を行うことが挙げられ
る。分析対象には農薬耐性菌の遺伝子を選び、
実践的な応用例を示すことを目指したい。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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