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研究成果の概要（和文）：遺伝子の一塩基変異を定量検出するために、合成高分子と一本鎖 DNA
から成るブロックポリマー型プローブを用いたアフィニティーキャピラリー電気泳動法を開発

した。検出原理は、プローブと相補的な正常型のサンプル DNA は泳動中にプローブと複合体

を形成して流体力学抵抗を受けるため、一塩基変異型よりも泳動速度が減少することである。

さらに本研究では、電気浸透流を利用すると正常体と変異体の分離度が向上すること、DNA
の代わりにペプチド核酸を含有するプローブを使うと２次構造をとるサンプル DNA も検出対

象にできることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To quantitatively detect point gene mutation, we have developed 

an affinity capillary electrophoresis using a block copolymer probe composed of a 

synthetic polymer and a single-stranded DNA. During electrophoresis of a mixture of the 

target and nontarget DNA, the affinity probe binds selectively to the target DNA and thus 

decreases the electrophoretic mobility by exerting a large amount of hydrodynamic 

friction. Moreover, this study demonstrated that (1) the peak resolution was improved 

in the presence of electroosmotic flow and (2) a block copolymer probe containing peptide 

nucleic acid sequence-selectively bound to secondary-structured target DNA.  
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムの解読が宣言されてから数年
が経過した。ゲノム解読は進化を始めとする
様々な生命の神秘を解明するのみならず、主
として医療を通じて人類の福祉に貢献する
ものと期待されている。特に、いわゆるオー
ダーメード医療は、個々の患者の遺伝子情報
をもとに、副作用のない最適の薬剤を選択し、
その投与量を決定できる、として精力的に準
備が進められている。既に一部の大学病院に
おいて、限られた疾患についてであるが、遺
伝子情報に基づく「個の医療」がスタートし
ている。 
 この際に重要な指標となるのが、遺伝子の
一塩基多型（SNPs）である。すなわち「個の
医療」には、遺伝子の特定部位における個人
の間のわずか一塩基の配列の違いを、明確に
見分けることが必要となる。その分析法には、
生物学的な原理に基づくもの、電気化学セン
サーによるもの、蛍光ラベル化したプローブ
を用いる方法、などが提案され、一部は実用
化されている。遺伝子型を見るときは、特定
の１種類のみ（ホモ）または２種類の１：１
混合物（ヘテロ）となり、高度な定量は必要
とされない。 
 一方、わずか一塩基だけが異なる遺伝子が、
未知の量比で混合している場合、それらを分
離し定量するための確立された方法はなか
った。がん細胞は正常細胞が一塩基変異して
できるが、がん組織試料は両者の未知比率混
合物として採取されるため、その分析法の開
発は急務である。薬剤耐性菌は一塩基変異体
であって、野生型との比率を知ることは感染
予防に極めて有効である。農薬耐性菌は一塩
基変異体であって、野生型との比率を把握で
きれば、適切な農薬の種類と散布量を決定で
き、環境への負荷を大幅に軽減することが可
能となる。このように、一塩基変異体混合物
の分離・定量法への期待は大きい。 
 一般に混合物の分離・定量法として最も定
評があるのは、クロマトグラフィー的手法で
あり、対象が遺伝子の場合は、電気泳動法が
有効である。また、特定の遺伝子を識別する
ためにはアフィニティー法が有効であると
考えられる。申請者らは、独自の DNA コンジ
ュゲート物質を用いて、新たにウィーク・ア
フィニティー電気泳動法を開発することに
より、一塩基のみ異なる、長さの等しい遺伝
子混合物をベースライン分離することに成
功した。 
 この手法においては、キャピラリー内にプ
ローブ DNA と水溶性・無荷電高分子との複合
体（コンジュゲート）を含む緩衝液を満たし、
一塩基だけ異なる２種類の DNAを導入して電
気泳動を行う。導入された試料 DNA はキャピ
ラリー内のプローブ DNAと可逆的な相互作用

を繰り返しつつ泳動し、アフィニティーの微
妙な差にのっとり、検出部において２本のピ
ークとして検出される。がん遺伝子について
これを実証している。これはアフィニティー
法の単なる拡張ではない。 
 一般の生物学的アフィニティー分離法で
は、まず強い相互作用で捕まえ、次いでバッ
ファー交換や温度制御でこれを脱離させる、
との方法が採られる。この方法は一般に、リ
ガンド・レセプター相互作用や抗原抗体反応
など、排他的できわめて選択性の高い相互作
用には有効である。しかし、一塩基のみが異
なる遺伝子混合物には適用ができない。なぜ
なら両者のアフィニティーには大きな差は
なく、このため一方が結合する条件では他方
もある程度（通常 50％以上）結合してしまう。
従来のアフィニティー法は、遺伝子混合物に
は適用は困難なのである。これに対して我々
はウィーク・アフィニティーという概念にも
とづく電気泳動分離法を開発した。すなわち
本手法では正常体も一塩基変異体もともに
アフィニティープローブに捕まえられるこ
とはなく、両者ともに出口に向かって泳動す
るが、弱い相互作用を繰り返し可逆的に行わ
せることで、有意な分離を得ることに成功し
ている。弱い相互作用を利用するために、比
較的短い核酸（７ないし１０塩基程度）を用
いるのが特色であるが、このためプローブ濃
度はできるだけ高く設定する必要がある。こ
の目的のために、無荷電の水溶性高分子に短
鎖 DNA を結合した DNA コンジュゲート物質を
新たに開発した。 
 
２．研究の目的 
 このように我々は遺伝子一塩基変異体と
正常体との混合物を分離・定量する技術を提
案してきた。しかし、本手法は優れた特色を
持つものの、まだ国内外で利用されていると
は言いがたい状況にある。それは、コンジュ
ゲート物質の合成法の困難、分離を制御する
パラメータの複雑さ、分析対象のコンテンツ
が十分でないこと、キャピラリー電気泳動装
置が比較的高価で普及していないこと、など
の理由があると考えた。 
 本手法で用いてきた DNAコンジュゲート物
質は分子量分布や組成分布が大きく、また従
来の合成法ではその制御は事実上不可能で
あった。このため、様々な試料や分離モード
に対応させるためには限界があった。一方、
個々の分離条件の最適化については、分離機
構が複雑で経験的な要素があるため、一般ユ
ーザーには敷居の高いものであった。また、
これまでの予備研究においては、医療応用、
特に SNPs に関連した遺伝子混合物に関する
検討が中心であったが、薬剤耐性菌や農薬耐
性菌など、一塩基の置き換わりが重篤な環境



 

 

影響を与える例が少なくないことから、広く
安全・安心な社会基盤構築に資するような遺
伝子検査システムを確立することも、あわせ
て重要であると考えるに至った。さらに、簡
易型キャピラリー電気泳動装置など、周辺技
術の開発もあわせて行うことも重要である。 
 このような背景のもと、本研究ではウィー
ク・アフィニティー電気泳動法に基づく遺伝
子精密分析法について、これが一般性の高い
分析法として活用されていくよう、その学術
的基盤を確立することを目的とした。具体的
な研究目標を以下にまとめる。 
⑴ 特定の分子量をもち、分子量分布の揃っ
た DNA コンジュゲート物質を合成する。 
⑵ 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。 
⑶ アフィニティープローブの使用方法を工
夫し、様々な分離法を開発する。 
⑷ 簡易型の電気泳動装置を開発して実用化
する。 
 
３．研究の方法 
 上記の研究目的に沿って、以下の４項目に
まとめる。 
⑴ DNA コンジュゲート物質の精密合成 
構造が明確な DNAコンジュゲート物質を以下
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（PEG）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 コンジュゲート物質を合成した。
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、市販されてい
る PEG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（PAAm）と DNA のコンジュゲ
ート物質も同様に合成した。 
⑵ 分離機構の解明 
あるサンプル DNA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、標的とするサンプル DNA の電気泳動移
動度がそれ以外の DNA よりも遅くなった。標
的 DNA の電気泳動移動度が、プローブの DNA
塩基数、プローブの分子量、泳動用緩衝液の
イオン強度、測定温度、プローブの濃度にど
のように依存するかを調べ、分離機構を考察
した。 
⑶ 新しい分離モードの開発 
以下の３つの新しい分離モードを考案し、そ
の有効性を検証した。 
①プローブ併用法：正常体と一塩基変異体の
サンプル DNA にそれぞれ相補し、かつポリマ
ー分子量が異なる DNAコンジュゲート物質を
合成し、これを同時に使用して夾雑物、正常

体、変異体の分離を試みた。 
②ゾーン電気泳動法：サンプル DNA の泳動方
向と逆向きに電気浸透流が発生する泳動モ
ードでも、DNA コンジュゲート物質がアフィ
ニティープローブとして機能するか検討し
た。電気浸透流を完全抑制する従来の分離モ
ード（核酸の分離で一般的な方法）と分離度
を比較した。 
③ペプチド核酸（PNA）法：従来の DNA コン
ジュゲート物質は、一塩基変異部位周辺が分
子内水素結合によってフォールディングす
るサンプル DNAに対しては有効なアフィニテ
ィー相互作用（二重鎖形成）をすることがで
きず、これを正常体から分離することができ
なかった。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 を含有するアフィニティ
ープローブ（PNA コンジュゲート物質）を設
計・合成した。 
⑷ 簡易型泳動装置への適用 
企業との共同研究により簡易型キャピラリ
ー電気泳動装置を開発し、本研究のアフィニ
ティー分離法を搭載するための条件検討を
おこなった。 
 
４．研究成果 
同じく項目ごとに成果をまとめる。 
⑴ DNA コンジュゲート物質の精密合成 
RAFT 重合法を用いて高分子の分子量を厳密
に制御した DNAコンジュゲート物質を合成し
た。無荷電で水溶性の高分子の代表としてポ
リアクリルアミド（PAAm）に着目し、その末
端にプローブ DNAとの複合化を可能とする官
能基（チオール基）を導入した。一方、プロ
ーブ DNAの鎖末端をマレイミド基で化学修飾
し、両官能基のマイケル付加反応によって構
造明確なブロックコポリマーを得た。この手
法によって PAAm 部位の分子量を 3,000 から
16,000 まで変化させ、サンプル DNA の泳動抑
制効果とポリマー分子量の関係について理
論式を用いて定量的に解析した。 
⑵ 分離機構の解明 
標的DNAの電気泳動移動度が、プローブのDNA
塩基数、プローブの分子量、泳動緩衝液のイ
オン強度、測定温度、プローブの濃度に対し
てどのように変化するかを調べ、本アフィニ
ティー電気泳動法における標的 DNAの移動度
を定式化した。この理論解析に基づけば、任
意の配列の遺伝子サンプルについて、一塩基
変異体を正常体から完全に分離できるアフ
ィニティープローブを試行錯誤すること無
く合理的に設計できることを実証した。 
⑶ 新しい分離モードの開発 
①プローブ併用法：正常体と一塩基変異体に
それぞれ相補し、かつ PEG 分子量が異なる２
種類の DNAコンジュゲート物質を同時に使用
すると、正常体と変異体がそれぞれ夾雑物か



 

 

ら完全に分離され、両者の存在比率がピーク
面積比から簡便かつ正確に決定できた。正常
体と変異体の仕込み比率と実測された比率
の差は、これまでに報告された分析法のなか
で最小であったことを強調したい。 
②ゾーン電気泳動法：本研究のこれまでの分
離モードは、内壁を化学修飾したキャピラリ
ー管を使用して電気浸透流を完全に抑制す
る電気泳動システムに基づいていた。これに
対して、キャピラリーゾーン電気泳動とは、
緩衝液中の分離用試薬との相互作用によっ
て、電気浸透流に対するサンプルの相対速度
が変化することを利用する分離モードであ
る。プローブの分子量、分子量分布、および
形状（ブロック型またはグラフト型）が分離
度に及ぼす影響を調べたところ、分子量が大
きく、分子量分布が狭いプローブほど高い分
離度を示すことが明らかになった。また、ゾ
ーン電気泳動法で得られたピークの分離度
は、電気浸透流を抑制する従来法に比べて優
れていた。プローブの形状に関しては、ブロ
ック型、グラフト型ともにほぼ同じ性能であ
ったため、合成の簡便さから、ブロック型の
方がより実用的であることが分かった。さら
に、DNA 塩基配列と PEG 分子量が異なる４種
類のプローブを併用すると、サンプル混合物
から４種類の標的 DNA を分離抽出できた。近
年、がんに相関した異常な発現が明らかにさ
れている、血中の miRNA の同時多検体検出へ
の応用も期待できる。 
③ペプチド核酸（PNA）法： 同一鎖内で塩基
対を形成して熱力学的に安定なヘアピン構
造をとる（フォールディングする）サンプル
DNA の一塩基変異体分離について、PNA と PEG
からなるジブロックコポリマー型のアフィ
ニティープローブがきわめて有効であるこ
とを明らかにした。PNA のアミノ末端に付加
したシステインの側鎖チオール基と、PEG 末
端に導入したマレイミド基とのマイケル付
加反応により、PEG-PNA ブロックポリマーを
合成した。サンプル DNA に対して適切な強さ
のアフィニティーを発現するように PNAの塩
基数とプローブの濃度を最適化し、従来の
DNA コンジュゲート物質では実現できなかっ
た、フォールディングするサンプル DNA の一
塩基変異分離分析に成功した。さらにヘアピ
ン構造の熱力学的安定性と分離度の関係を
調べ、ヘアピン構造における DNA 二重鎖形成
部位（ステム部位）が７塩基対でも、プロー
ブの PNA 部位がステム部位に侵入して
PNA/DNA 二重鎖形成をすることを明らかにし
た。安定なフォールディング構造をとるサン
プル DNA と PNA の結合定数を簡便かつ正確に
算出できることを実証し、本来の目的であっ
た遺伝子診断のみならず、人工核酸の結合特
性を定量評価する手法としても有用である
ことを示した。 

⑷ 簡易型泳動装置への適用 
パナソニック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、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。最終年度
で、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急遽検討した。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。現在のところ、
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検討し、分
離条件を最適化している段階である。 
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