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研究成果の概要（和文）：ゲノムプロフィリング（GP）法はゲノムの一部の遺伝子断片群をランダムPCRにより
増幅し、増幅産物を温度勾配ゲル電気泳動（TGGE）にかけ、泳動パターンを得て、コントロールと比較すること
により、配列関連情報をシーケンシングせずに取得する方法である。本研究では、複数のTGGEを同時に行える
Multiple TGGEを開発した。また、TGGEの泳動パターンを追跡するソフトを開発し、変曲点を検出できるように
した。さらに、等温増幅法であるリコンビナーゼポリメラーゼ増幅法を用いて目的のDNA断片を増幅させる技術
を構築した。そして、TGGEの泳動パターンの違いにより、DNA断片中の1塩基の変異を検出した。

研究成果の概要（英文）：Genome profiling (GP) method is a method consisting of amplification of a 
set of gene fragments by random PCR, application of the amplified DNA to temperature gradient gel 
electrophoresis (TGGE), and analyzing the TGGE pattern. GP method enables the rapid acquisition of 
sequence information without sequencing. In order to increase the throughput of micro-TGGE analysis 
of DNA, we developed a new system in which five samples can be run simultaneously in a single gel 
which consists of 5 sample-loading lanes arranged in a design of 3 columns and 2 rows. We also 
developed a software that can trace a TGGE pattern and identify a feature point. In addition, we 
developed basic technologies with which a target DNA fragment can be amplified by an isothermal 
amplification method “recombinase polymerase amplification” and identified one base mutation in 
the DNA according to the difference in TGGE pattern.

研究分野：酵素化学

キーワード： ゲノムプロフィリング　PCR　リコンビナーゼポリメラーゼ増幅法　RPA　温度勾配ゲル電気泳動　画像
処理　変曲点　データベース
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
種々の細胞、組織、個体、あるいは腸内や土壌などの微生物群集に対し、特定の遺伝子群に導入された変異を定
量的に検出したり、これらを種々の環境下に置いた時にそのゲノムがどう変動するか、どの遺伝子が発現するか
を高精度かつ迅速に計測したりすることは、生物学、農学、医学において基盤的に重要である。本研究では、従
来マニュアル操作であったGP法をハードウエアとソフトウエアの両面から改良した。その結果、画像情報を高速
に取得し、GP法を変異原性解析等の各種用途への応用や、GP法の画像情報とDNA配列情報を関連づけたデータベ
ースの構築につなげる道を切り開いた。

※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 

種々の細胞、組織、個体、あるいは腸内や土壌などの微生物群集に対し、特定の遺伝子群に導

入された変異を定量的に検出したり、これらを種々の環境下に置いた時にそのゲノムがどう変

動するか、どの遺伝子が発現するかを高精度かつ迅速に計測したりすることは、生物学、農学、

医学において基盤的に重要である。実際、癌をはじめ多くの疾患が遺伝子の変異の蓄積により起

こる。ゲノムは決して安定ではなく、変異誘発とそれに対する修復が常に繰りかえされているこ

とが明らかになっている。 

「ゲノムプロフィリング（Genome profiling, GP）法」はゲノムの一部の遺伝子断片群をラン

ダム PCR により増幅し、増幅産物を温度勾配ゲル電気泳動（TGGE）にかけ、泳動パターンを得て、

コントロールと比較することにより、配列関連情報をシーケンシングせずに取得する方法であ

る。これまでに、生物の同定・分類、個体間や組織間でのゲノムの差異の検出、化学物質の変異

原性の解析など幅広い用途に適用可能であることが示されてきた。これまでの GP 法では、DNA

調製、PCR、温度勾配ゲル電気泳動がそれぞれ個別の手作業として行われてきた。しかし、膨大

な情報を得るためには、これらの多並列一体化が必須となる。 

 

２．研究の目的 

(1)本研究では、従来マニュアル操作であった GP 法をハードウエアとソフトウエアの両面から改良

することにより、画像情報を高速に取得できるようにする。そして、変異原性解析等の各種用途へ

の応用や、GP 法の画像情報と DNA 配列情報を関連づけたデータベースの構築へとつなげる。 

 

３．研究の方法 

(1)ハードウエアの開発：複数の TGGE を同時に行える Multiple TGGE の開発に取り組んだ。 

(2)ソフトウエアの開発: TGGE の泳動パターンでは、様々な濃淡や線特徴が表出する。従来の輪郭

線抽出アルゴリズムでは、このようなぼやけた線の輪郭追跡が困難である。そこで、TGGE の泳動パ

ターンを追跡する手法を開発し、変曲点を検出できるようにすることに取り組んだ。 

(3) ハードとソフトの融合:等温増幅法であるリコンビナーゼポリメラーゼ増幅法（Recombinase 

Polymerase Amplification 法, RPA 法）を用いて目的の DNA 断片を増幅させる技術の構築に取り組

んだ。さらに、TGGE で DNA 断片中の 1塩基の変異を検出することに取り組んだ。 

 

４．研究成果 

(1) ハードウエアの開発 

MMV（Microarray with Manageable Volume）マイクロアレイはチップ間のサンプルの移送が遠

心操作で行えるマイクロアレイである。従来開発されたものは、1024 ウエルであり、1ウエルあ

たりの体積が 0.5L であった。今回、1 ウエルあたりの体積が 5L である 100 ウエルの MMV チッ

プを設計し、3D プリンターで作製した（図 1）。さらに、この MMV チップを用いて PCR が進むこ

とを確認した。 
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マイクロ TGGE については、まず、1枚のゲルに 2サンプルがアプライでき、同時に TGGE が行

えるゲルカセットを設計し、作製した（図 2A, B）。従来の TGGE 装置を用いて温度勾配や電流等

の条件を最適化した結果、2 サンプルで同じ TGGE のパターンが得られた（図 2C）。次に、1 枚の

ゲルに 5 サンプルがアプライでき同時に TGGE ができるゲルカセットと専用装置を設計し、作製

した（図 3A, B）。このシステムでは、4カ所の温度を設定することにより、1枚のゲルの左から

右に 3つの温度勾配（低→高、高→低、低→高）をかけることができる。条件を最適化した結果、

5 サンプルで同じ TGGE のパターンが得られた（図 3C）。 

 

 

 

 

 

 

(2) ソフトウエアの開発 

まず入力画像に対して軌跡の濃淡さや背景領域の濃淡差を正規化する処理を適用し、軌跡間

並びにサンプル間の濃淡差の差異による検出性能のばらつきを抑制した。さらに軌跡検出処理

の精度向上を意図して軌跡と背景間のコントラスト強調処理を施し、軌跡の検出処理を実装し

た。さらに局所特徴量や局所的フィルタ適用の処理による精度向上を試みたが、TGGE 画像によ

っては軌跡や変曲点を検出できない事例があることが判明した。 

そこで、主として深層学習による軌跡検出処理ならびに変曲点検出を実行する処理の実装を

行い、精度向上の可能性を検証した。まず、深層学習のネットワークアーキテクチャとしては、

分担者がこれまでに採用し、別種の画像にて良好な結果を得た経験のある RetinaNet を選択し

た。軌跡強調処理を施した場合、出力画像は軌跡が強調される半面、背景領域に点状のノイズも

強調されてしまうという問題については、その画像に対して軌跡を学習させた RetinaNet をベ

ースとして軌跡領域以外の背景（ノイズ）領域を分割、除去し、その後に変曲点を学習させた別

の RetinaNet を適用して変曲点を出力させる手法を設計、実装した。これとは別に YOLOv2 を適
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図 1. 100 ウエル MMV チップ．（左）デ

ザイン．（右）外観．本チップは PLA

を材料とし、3D プリンター(Ultimaker 

3, Netherlands)を用いて作製した。  

図 2. 2 ゲル対応マイクロ TGGE． (A)デザイ

ン．（B）外観．1枚のゲルの上下それぞれにサ

ンプルをアプライし、現行のマイクロ TGGE 装置

で泳動する。（C）解析パターン．上下のゲルの

いずれにおいても、2種のレファランスサンプ

ル（Ref.1、Ref.6）で同じパターンが得られた。 

図 3. 5 ゲル対応マイクロ TGGE． (A)デザイン．（B）外

観．1枚のゲルの 5カ所にサンプルをアプライし、新た

に製作した TGGE 装置で泳動する。（C）解析パターン．

5カ所のいずれにおいても、Ref.1、Ref.6 で同じパター

ンが得られた。 
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用して変曲点を適用して変曲点を検出する手法についても実装した。これらを比較した結果、

YOLO では過検出が抑制されるものの検出漏れも多く発生し、RetinaNet を基本としたものは検

出漏れは少ないものの、過検出が目立つ結果となった。双方の問題を改善する方策を検討したと

ころ、YOLO における検出漏れを改善するよりも RetinaNet ベースの手法の改善により過検出を

減少させる方が有望であると判断し、損失関数の再検討を行った。損失関数は変曲点検出時のバ

ウンディングボックス予測確率と位置、領域分割に関するものの和とし、領域分割に関する項に

関する重みの設定を複数種類検討し、それぞれの設定における精度を求め比較を行った（図 4）。

その結果、前景と背景の割合をそのまま重みとしていた以前の設定に対して、それに 0.5 以下、

あるいは 2以上を乗じた場合により良好な精度が得られることが判明した（図 5）。 

 

 

 

 

(3) ハードとソフトの融合 

(3-1)RPA 法の技術の構築 

一定温度の DNA 増幅法であるリコンビナーゼポリメラーゼ増幅（RPA）法を実施するのに必要

な酵素である、リコンビナーゼ(Rec)である uvsX と uvsY、1 本鎖 DNA 結合タンパク質（SSB）で

ある gp32 の組換え体を、大腸菌を宿主として生産した（図 6）。自家調製の Rec と SSB および市

販の Pol と ATP 再生系酵素を用いて RPA 反応を実現した。統計学的手法による最適化の結果、

反応効率を、市販の Twist 社の RPA キットと同程度までに高めた（図 7）。 
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図 6.uvsX､uvsY､gp32 を精製したときの各工程で得られた画分の

12.5％アクリルアミド電気泳動．レーン M:マーカー、1:発現菌体を超

音波破砕した後遠心で得られた上清、2: ポリエチレンイミンを加え、

夾雑する核酸を沈殿させた後の上清、3:硫安分画の活性画分 4:ニッケ

ルアフィニティーカラムクロマトグラフィーの活性画分、5（uvsX と

gp32）:トロンビン処理物、6（uvsX と gp32）:DEAE カラムクロマトグ

ラフィーの活性画分、7（uvsX と gp32）および 5（uvsY）精製標品． 

図 7. RPA 法の反応物の 2％アガロ

ースゲル電気泳動．標的 DNA の分子

数：レーン 1：6x108、レーン 2:6x106、

レーン 3:6ｘ104、レーン 4:600、レ

ーン 5:60、レーン 6:0．矢印は増幅

産物の位置を示す。 

図 4. 変曲点検出に関する損失関数内の重み k

の変化による MAP(mean average precision)の

変化． 

図 5. RetinaNet をベースに独自の改良を加えた提案手法に

おける損失関数の重み kの変化に伴う変曲点認識結果の例．

赤の矩形は認識された変曲点を含む領域である。 
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(3-2)TGGE による 1 個の変異の検出 

 HIV-1 逆転写酵素で最も多く現れる薬剤耐性変異である M184V を題材とした。282 bp の野生

型の遺伝子断片と変異型の遺伝子断片（図 8）を TGGE にかけた結果を図 9 に示す。WT と M184V

の変曲点の位置は明らかに異なっており、両者が TGGE で識別できることが示された。今後、他

の変異に対しても同様の識別が可能であるかどうかを検討する。 

 

 

 

 

 

Ref. 1

Ref. 6

WT

M184V

gacgtgggcgacgcctacttcagcgtgcccctggacgaggacttcag
gaagtacaccgccttcaccatccccagcatcaacaacgagacccccg
gcatcaggtaccagtacaacgtgctgccacagggatggaaaggatca
ccagcaatattccaaagtagcatgacaaaaatcttagagccttttag
aaaacaaaatccagacatagttatctatcaatacatggatgatttgt

g

atgtaggatctgacttagaaatagggcagcatagaacaaaaatagag

図 8.HIV-1 逆転写酵素の 282bp の遺伝子断片の配列． 

赤字の部分が aであるのは野生型で、gであるのが M184V の

変異（184 番目のメチオニン残基がバリンに置換）を有する

遺伝子である。 

図 9. TGGE のパターン． 

Ref.1、Ref.6、野生型遺伝子断片（WT）、M184V の

変異を有する遺伝子断片（M184V）を TGGE にかけ

たときのパターンを示す。 
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エカルディーグティエール症候群（AGS）の患者で同定された変異を有する6種類の組換えヒトRNase H2の性状解析

RNA amplification
 ２．発表標題

リボヌクレアーゼH2を欠損させたマウス線維芽細胞株NIH3T3の性状解析

 １．発表者名
姫田康平、月足元希、馬場美聡、兒島憲二、滝田禎亮、保川清
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