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研究成果の概要（和文）：DNA と結合する化合物は、遺伝子の増幅ないしは発現に関わり、

がんなどの遺伝病のシーズになりうる事が知られている．化合物と DNA との結合性を正確

に評価する事は、創薬において、重要な要素である．本研究では、リアルタイム PCR を用

いたプライマーダイマーを鋳型とする化合物の DNA相互作用性を評価するためのシステム

を構築した．本システムは、DNA 相互作用分子を含む PCR 溶液中でも、非意図的 PCR 産

物の増幅が見られず、DNA 結合性を正確かつ高感度に評価できる事がわかった．また、本

システムを金ナノ粒子の呈色反応を加えることで、DNA 相互作用分子性を色で判断する事

が可能となった． 

 

研究成果の概要（英文）：DNA-binding molecules are potential anticancer drugs to regulate gene 

amplification or gene expressions. The accurate relative determination of DNA-binding affinities 

of chemical compounds is an important factor for drug discovery area. In this work, I have 

developed a novel system to evaluate relative DNA-binding affinities of chemical compounds 

with primer-dimer (PD) templates using a real-time PCR analyzer. The utility of PD templates 

allows us to be accurate and highly sensitive determination of DNA-binding affinities of 

chemical compounds without the amplification of non-specific PCR products. We also 

developed the colorimetric determination system of DNA-binding affinities of chemical 

compounds in combination with gold nanoparticle aggregation phenomena and PCR-based 

evaluation system described above. 

 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

21 年度 2200000 660000 2860000 

22 年度 600000 180000 780000 

23 年度 600000 180000 780000 

年度    

  年度    

総 計 3400000 1020000 4420000 

機関番号：32660 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2009 年度～2011 年度 

課題番号：21790045 

研究課題名（和文） 遺伝子増幅法を利用した抗がん剤スクリーニング法の開発 

                     

研究課題名（英文） a Novel Screening System for Potential Anticancer Drugs with Gene 

Amplification Method 

研究代表者 

井上 明（Akira Inoue） 

 

 研究者番号：30516406 

 



 
研究分野：物理系薬学 
科研費の分科・細目：6802 
キーワード：遺伝子増幅/コンビナトリアルケミストリー/金コロイド粒子/DNA 結合分子/スク

リーニング 
 
１．研究開始当初の背景 

創薬において、コンビナトリアルケミス

トリーにより得られた化合物の中から、有

用な薬剤候補を迅速かつ簡便にスクリーニ

ングする事は重要である． 

現在スクリーニング対象は、特定の病気

に特異的に発現する核酸、たんぱく質、糖

鎖など多岐にわたる.なかでも、核酸と結合

する化合物は、人体の機能を制御しうるた

め、癌などの遺伝病を治療するための有用

な薬物候補になっており、製薬会社を中心

とした多くの研究者が、特定遺伝子のみに

結合する化合物のスクリーニングを展開し

ている． 

近年、化合物の DNA 結合性を調べるため

には LC、電気泳動などを利用した DNA 結

合アッセイが展開されている.しかしこれ

らの手法は、弱い DNA 結合性しか有しない

化合物や分析の最中に、DNA からはがれて

しまうような可逆性に結合する化合物を対

象とした場合、正確に化合物の DNA 結合力

を評価するのは難しいと事が示唆されてい

る. 

 

２.研究の目的 

本研究は、微少な DNA 結合性を有する化

合物ないしは可逆的に DNA に結合する化

合物を高感度にスクリーニングするための

方法論の開発を目的とする. 具体的には、

遺伝子増幅中に、DNA 結合性分子が遺伝子

増幅阻害を行う事に着目し、リアルタイム

PCR を用いて、遺伝子の鋳型解離阻害率か

ら分析対象物の DNA 結合性を評価する手

法論の開発に行う．特に、(A)2 種類のプラ

イマーから作製したプライマーダイマー

(PD)を鋳型した評価システムに注目し、本

法(おそらく世界初)の妥当性および性能に

ついて検討する.さらに、(B)DNA 結合性の

目視判定を行うため、金ナノ粒子の呈色反

応を利用して、DNA 結合性の可視化評価法

の構築を目指す.  

 

３．研究の方法 

(A)PCRによるDNA結合分子のスクリーニン

グの構築 

鋳型の構築：.二つの 20 塩基前後のオリゴ

DNA を利用して、サーマルサイクラーにかけ

て PD を作製した．PCR 溶液は、Forward 

primer (40 pmol)、Reverse primer (40 pmol)、

PCR Ready mix を 100 µL スケールで混ぜ合

わせて調製した．本研究で用いた FP、RP の

配列は以下に示す． 

FP（5′-GAGAGAGGCCTGCTGAAAAT-3′）、 

RP（5′-TGTTGGATCATATTCGTCCACA-3′） 

サイクル条件は、94 度（30 秒）、55 度（30

秒）、72 度（30 秒）の 3 つのステップを 1 サ

イクルとして 40 サイクル繰り返した．その

後、72 度で 10 分間プライマー伸長をおこな

った．PD をマイクロチップ電気泳動で確認

のち、スピンカラムで PD の精製をおこない、

10 pg/µL に TE buffer で調整した． 

PD の有用性の立証実験：  FP(200 nM)、

RP(200 nM)、PCR Ready mix、鋳型 DNA（10 

pg）と様々な濃度の DNA 結合分子 DAPI（0 

nM、 250 nM、 500 nM、 1000 nM）を含む

サンプル溶液を調製した．鋳型は上記で作製

した PCR 産物（PD、123-bp PCR products）

各々を使用した．室温で 30 分放置した後、



それぞれの溶液を遺伝子増幅にかけた．温度

条件は、X 度（30 秒）、55 度（30 秒）、72

度（30 秒）の 3 つのステップを 1 サイクル

として 40 サイクル繰り返した（X:75（PD）、

82(PCR products)．その後マイクロチップ電

気泳動装置を用いて DNA 結合分子存在下で

の PCR 産物の種類を確認した． 

DNA 相互作用分子の超高感度検出： FP(200 

nM)、RP(200 nM)、PCR Ready mix、PD 鋳

型（0.1 pg）、0.135×SYBR Green I、dH2O

と様々な濃度のDAPI (0, 5, 10, 50 nM)を混ぜ

合わせてサンプルとして調製した．半日室温

で放置したのち、リアルタイム PCR 装置を

用いて、目的遺伝子の計時変化をプロットし

た．温度条件は、75 度（30 秒）、55 度（30

度）、72 度（30 度）の 3 つのステップを 1 サ

イクルとして 40 サイクル繰り返した． 

(B)金ナノ粒子を用いた DNA 結合分子の呈色

検出 

金ナノ粒子の分散、凝集因子の確認および

PCR 溶液の適正化： PCR 溶液中に含まれる

金ナノ粒子の凝集、分散に関わる因子を探索

および金ナノ粒子の分散凝集実験に適切な

PCR 溶液の最適化をおこなった．主に FP、

RP 濃度の影響について調べた． 

サンプル調製手順：濃度の異なる DNA 相互

作用性分子を含んだ PCR 溶液を調製し、遺

伝子増幅をおこなった．DNA 相互作用分子の

モデルとして、DAPI（0,100, 1000 nM）を使

用した．FP(200 nM)、RP(200 nM)は PD 鋳

型を作製した時に使用したプライマーを使

用 し た ． 酵 素 は 、 Crimson Taq DNA 

polymerase を使用した．温度サイクル条件は、

75 度（5 秒）、55 度（10 秒）、72 度（20 秒）

を 1サイクルとして 25サイクル繰り返した． 

DNA 相互作用分子の呈色検出：上記の工程で

遺伝子増幅をおこなった後、各々PCR 溶液を

0.2M NaCl 入りの 10 mM リン酸緩衝液

（pH7.4）で 3 倍薄めた．その後、各々希釈

液 5 µL に、金コロイド溶液 20 µL を混ぜ合

わせて、30 分間室温で放置し、0.2 M NaCl

溶液を数µL 加えて呈色の違いを確認した． 

 

４．研究の結果および考察 

(A)PCRによるDNA結合分子のスクリーニン

グの構築 

本原理（PDでのDNA相互作用分子性の識別） 

研究代表者が提案する DNA-相互作用性を評

価するための PCR を利用したスクリーニン

グ技術を Fig. 1 に示す．この手法は、FP、

RP から遺伝子増幅法を利用して PD を作製

する．作製した PD を鋳型して分析対象物を

 

Fig. 1 Schematic screening procedures for DNA-binding molecules with PD templates using a real-time PCR 

analyzer. (a) Preparation of PD templates. (b) Mechanisms of Determination of the DNA-binding affinity of 

chemical compounds with PD templates. 



添加した PCR 溶液中で、遺伝子増幅をおこ

なう．分析対象物が DNA 結合性を有する場

合、化合物が DNA 間ないしは DNA に沿うよ

うに結合し、鋳型 DNA の安定性が増し、遺

伝子増幅が抑制される．一方、非 DNA 結合

性分子存在下では、遺伝子増幅割合が変化し

ない．結果として、遺伝子増幅割合から分析

対象物の DNA の結合性を相対的に評価する

事が可能である．また、PD を鋳型にするこ

とで、非意図的 PCR 産物を極力抑えること

が可能となる．これは、PCR で増幅されうる

遺伝子の中で、PCR 産物の中で一番小さいサ

イズの 2 本鎖 DNA であるため、変性温度を

低温に制御すれば他の 2 本鎖 DNA は解離で

きない事に起因している．そのため、ごく微

量の鋳型量からでも不純物の蛍光強度に惑

わされずに評価する事が可能となる． 

PD の有用性の立証実験 

PD を鋳型とした場合、DNA 相互作用分子で

ある DAPI を高濃度添加しても、非意図的

PCR 産物は生まれなかった(Fig. 1a)．一方、

事前に調製した 123-bp PCR 産物を鋳型とし

た場合、DNA 結合分子の高濃度になるにつれ

て、非意図的 PCR 産物の増幅が見られる事

が分かった(Fig. b).一般にリアルタイム PCR

装置で、SYBR Green 1 を蛍光色素として鋳

型 DNA を評価する場合、単一遺伝子の増幅

が不可欠である．このことより、鋳型として

PD を利用する事が、リアルタイム PCR 装置

での DNA 相互作用分子の評価に有用である

事が示唆された． 

DNA 結合分子の超高感度検出 

本法の性能を評価するために、DNA 結合性を

有する DAPI を利用して検出限界を確認した． 

本法は、非意図的 PCR 産物の増幅が少ない

ため、ごく微量の鋳型 0.1 pg の鋳型からも

DNA 結合力を評価できる．その結果、10 nM

の濃度下でもDAPIのDNA結合性がある事を

実証できた（Fig. 3）．ちなみに本条件でのコ

ントロールでの目的遺伝子の増幅効率は、

79.3％である．10 nM DAPI を含んだ溶液で

の増幅効率は現時点では行っていない． 

(B)金ナノ粒子を用いた DNA 結合分子の呈色

検出 

原理（金ナノ粒子による DNA 相互作用分子

の呈色判断） 

金ナノ粒子は、分散した状態では赤色、凝集

した状態では灰色に呈色変化する．また、金

コロイドはプライマーなどの一本鎖 DNA が

表面に結合し、金ナノ粒子の凝集を妨げる．

研究代表者は、DNA 相互作用性を評価するた

め、本システムを上記に示した PCR に基づ

くスクリーニング法に適用する．DNA 相互作

用分子を含む溶液では、鋳型の変性が起こり

ずにくく遺伝子増幅が進まない．つまり、プ

Fig. 2 Effects of (a) PD templates and (b) PCR product 

templates on the amplification of target genes containing 

0, 250, 500, or 1000 nM DAPI. Green and purple bands 

represent lower markers (15 bp DNA), and upper markers 

(1500 bp DNA), respectively. 

 
Fig. 3 Highly sensitive determination of the 

DNA-binding affinity of DAPI (0 – 50 nM) with PD 

templates using a real-time PCR analyzer with SYBR 

Green I dyes. Each curve represents PCR efficiency 

containing 0 nM DAPI (black), 5 nM DAPI (blue), 10 

nM DAPI (red) or 50 nM DAPI (green). 



ライマーは消費されない、そのため、プライ

マーは金ナノ粒子の表面に吸着し、高塩濃度

下でも凝集しない.一方、非 DNA 相互作用分

子存在下では、効率良く目的遺伝子は増幅す

るため、1 本鎖 DNA であるプライマーは消費

し、高塩濃度下でも凝集する．結果として、

分散した条件下では赤色、分散状態では灰色

に変化し呈色で判断できる．さらに、リアル

PCR 中での SYBR Green 1 を添加する事を

せずに DNA 相互作用を評価できるため、よ

り正確にDNA結合力を評価する事ができる． 

金ナノ粒子の分散、凝集因子の確認および

PCR 溶液の適正化： 

PCR 溶液中の FP、RP のほかに dNTPs、酵

素、界面活性剤が金ナノ粒子の凝集抑制剤、

MgCl2、NaCl が凝集促進剤として働くことを

確認した．呈色反応に用いる FP、RP の濃度

を 50 nM に設定した．また界面活性剤の影響

を弱めるために、凝集に影響が少ない 10 mM

リン酸緩衝液（pH7.4）で?倍薄める事に決定

した． 

DNA 相互作用分子の呈色検出 

上記で適正化実験のパラメーターを用いて

金ナノ粒子のPCR溶液で実験をおこなった．

Fig.5 が金ナノ粒子を用いた DNA 相互作用分

子の呈色検出の結果を示す．DAPI が高濃度

（左：0 nM、中央：100 nM、右：1000 nM）

で入っている溶液ほど、溶液の色の変化を示

さなかった．この結果は、高濃度下では、DAPI

が鋳型 DNA に入り込み、解離するのを抑え

たことを表す．また、濃度依存的に灰色に変

化しているところから、提案した原理通りに

DNA 相互作用因子を判断できる事が示唆さ

れた． 

 

４．まとめ 

リアルタイムPCRでのDNA結合分子の正確

な定量は不向きとされているにも関わらず、

事前に作製したプライマーダイマーを鋳型

に用いることによって、微少な鋳型量からで

も正確な DNA 結合分子の結合性を評価する

事が可能となった. さらには、金ナノ粒子を

用いることで、呈色反応で DNA 相互作用分

子の有無を確認できるようになった． 
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