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研究成果の概要（和文）：本研究では、高温での熱変性に代わる手法として、本研究者が見いだしたDNAの振動
変性を用い、超高速かつ室温での等温PCRを目標とした。定量評価として、DNA/RNA分析用マイクロチップ電気泳
動装置（Multina）を使った実験を行った。基準振動から周波数が増加するにつれ、スペクトルの積分強度が増
大し、DNAが増幅していることが分かった。一方、周波数の低い領域では、低サイズにピークが生じ、DNAが振動
により分解している可能性を示唆した。したがって、適度な周波数と振幅が存在すると思われる。

研究成果の概要（英文）：We studied on the fabrication of very rapid polymerase chemical reaction 
(PCR) system without the conventional thermal cycle, which generally damages DNA and enzymes. To 
overcome the problem, we have been targetting the development of very rapid PCR system performing 
with speed per second. In this study, we used a vibration method which we discovered previously, and
 a vibration unit composed of a coil and magnets was used. We examined DNA amplifcation on the 
condition that vibration frequency ranged from 100Hz to 1000Hz and applied voltage was altered from 
0V to 20V. Electrophoresis and quantative evaluation using Multina system revealed that our template
 rambda DNA was amplified at over 170Hz. 

研究分野：半導体工学応用
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
当初、直接電流駆動型ペルチェ素子を用い、

高速熱サイクルを有するPCRシステムの開発

を行ってきた。その過程で、時定数の電流依

存性のメカニズムを明らかにしてきたが、熱

サイクルを使う限り、速度と精度に限界があ

ることが分かった。元来、強力で広く用いら

れている DNA増幅法は PCR法であるが、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が必要とな

る（図１参照）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ PCR 熱サイクル 

 

とくに、DNA を変性させるために、94℃とい

う高温加熱を必須としている点が問題であ

り、この高温下での反応のため、DNA や酵素

の損傷、及び熱サイクルを用いることにより

長時間を有し、長時間高温に DNA が晒される

ことで更に損傷が進む等の問題が内在する。

他の DNA 増幅法においても、PCR 法と同様の

問題を有している。これに対し、本課題では、

こういった高温での熱変性に代わる手法と

して、本研究者が見いだした DNA の振動変性

を用い、DNA を含んだ試薬全体を可聴周波数

領域で、室温での等温 PCR を狙ってきた（図

２参照）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 振動 PCR 

 

とくに、37℃という生命体の活動温度での

DNA 増幅を可能なため、水溶液中の DNA や酵

素などへの熱的ダメージが大幅に減少する

ことが期待できる。 

 

２．研究の目的 

 

大腸菌由来の DNA ポリメラーゼ酵素である

Klenow Flagment を使うことで、原理的に、

大腸菌内での複製スピード1000bp/secから、

従来速度に対し、1/1000 に時間短縮できるこ

とが期待できる。 

本研究では、DNA 水溶液の入ったチューブ自

体を高速に振動させることによる、可聴周波

数での DNA 変性技術を基にし、新しい DNA 増

幅法システム開発を目的とした。従来、遺伝

子発現機構を調べるためには、細胞を殺して

取り出す他はなかった。死状態の DNA から得

られた情報と、生きた状態での本来の遺伝子

発現とは異なる可能性が指摘されている。 

従来手法のおよそ 1/1000 のスピードと 37℃

という生命体温度でDNA増幅という優位性に

より、従来不可能であった、生きた細胞や生

体内での PCR の実現が期待でき、リアルタイ

ムでの遺伝子発現の解明に繋がる技術とな

り得る。さらに、従来の PCR に必須であった

加熱冷却の時間が必要でなくなるため、DNA

の増幅に要する時間が三桁程短縮され、診

断・解析に要する時間も大幅に短縮される。 

感染症ウイルスや細菌検査などは、疾病原因

の早期発見、早期治療に繋がり、罹患者の生
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命が守られ、感染の拡大を抑えることが可能

となる。そのために、正確で早い DNA 分析が

望まれるが、現状では、精度や時間の点で改

良余地が十分残されている。 

PCR 法では 3 種の温度間で熱サイクルを実施

するが、申請者らはこれまで、この熱サイク

ルを正確かつ高速に実施可能な熱応答性の

極めて高いペルチェ素子と駆動電源を提

案・開発し、市販 PCR 装置に比べ特異性の高

い DNA 増幅に成功した。しかしながら、研究

を推し進めるに従い、熱サイクルを使う限り、

i）温度昇降に時間を要し、ii）高温熱変性

によるDNAや酵素へのダメージと酵素の失活

が避けられず、結局、大幅な時間短縮は原理

的に難しいと判断するに至った。そこで本研

究者は、検体を 37℃近傍の低温に維持し、可

聴周波数でDNA溶液自体を振動させることで

PCR を行う技術の可能性を探ることを目標と

した。 

この技術開発により、早期感染症診断を実現

し、診断に要する時間を劇的に短縮、かつ、

検体や酵素の熱損傷を防ぐことで早期正確

な治療が期待できる。また、生命体と同じ

37℃で増幅を行うため、生細胞内、核内での

DNA 増幅が期待できる。 

 
３．研究の方法 
 

試薬入りチューブを可聴周波数で高速振動

させる振動子装置を自作し、これを用いて、

まず、λDNA の振動変性実験を実施し、振動

による変性を確認した。 

振動装置の改良のために、この変性実験と振

動子の周波数や振幅との関係を変性機構に

絡めて理解する必要がある。そこで、まず、

この現象の理論と変性実験との比較検討を

行った。ここで、以下のようなモデルを提案

した。 

:DNA が振動１サイクルで受けた全エネル

ギー、 :DNA 球の質量、 ：振動周波数、 ：

チューブの振幅、 ：振動トータル時間とす

ると、下記関係式が得られる。 

 

 

 

この から見積もると、報告されている DNA

の自由エネルギー 1 モル当たり、約

30[kJ/mol]に非常に近いことが分かった。 

次に、この理論的側面の検討と併行して、

37℃近傍での振動によるPCRの実験を行った。 

振動 PCRで用いる水溶液試薬内容は以下のも

のを基礎とした。 

 

10×Buffer 5μL、dNTP Mixture 4μL （液

最 終 濃 度 各 200μM ）、 Control Primer 

（Control Primer A：配列番号 1、Control 

Primer B：配列番号 2）各 0.5μL （液最終

濃度各 0.2μM）、Klenow Fragment、1μL（液

最終濃度 2 units/μL）、λDNA（鋳型 DNA）（液

最終濃度 0.5ng/50μL）、H2O 35.8μL、Total 

50μL。なお、配列番号 1 の配列は、

5’-GATGAGTTCGTGTCCGTACAACT-3’、配列番

号 2 の 配 列 は 、

5’-GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC-3’である。 

上記反応液 15μL を 0.1ｍL のマイクロチュ

ーブに入れ、サンプルとした。 

 
 
４．研究成果 
 

図３に示すように、ゲル電気泳動後の

SYBRGreenⅠ及び SYBRGreenⅡによる染色を

経て、λDNA の振動による変性を再現性良く

確立していることが確認できた。ここで、

SYBRGreenⅠ は 二 本 鎖 の み を 染 色 、

SYBRGreenⅡは一本鎖及び二本鎖に同程度の

割合で染色する性質を利用している。 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

さらに、次の実験を行った。

核酸水溶液に、

15 秒振動を与え、その後、

振動

5、7

37℃に一定に保って行った。図

に、振動を一切与えず、

比べ、僅かであるが、サイクル数の増加とと

もにより明るく、即ち増幅したことを示して

いる。

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
更に、
クロチップ電気泳動装置
た実験を行った。結果を図
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図３

さらに、次の実験を行った。

核酸水溶液に、130

秒振動を与え、その後、

振動 15 秒、静止 15

7 のサイクル数で実験を行った。温度は

℃に一定に保って行った。図

に、振動を一切与えず、

比べ、僅かであるが、サイクル数の増加とと

もにより明るく、即ち増幅したことを示して

いる。 
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更に、定量評価として、
クロチップ電気泳動装置
た実験を行った。結果を図
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図３ 電気泳動

さらに、次の実験を行った。サンプルである

130Hz（波形サイン波）で、

秒振動を与え、その後、15
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のサイクル数で実験を行った。温度は

℃に一定に保って行った。図
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基準振動
つれ、スペクトルの積分強度が増大している、
即ち、
一方、周波数の低い領域では、積分強度が減
少し、さらに、低サイズにピークが生じてい
る。これは、
可能性を示唆している。従って、適度な周波
数を振幅が存在すると思われる。
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