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研究成果の概要（和文）：本研究では、規則性細孔を有するナノ空間材料（メソポーラスシリカ等）にDNA増幅
酵素を固定化することにより、ナノ空間を反応場とした選択的かつ高感度のDNA増幅システムを構築することを
試みた。本法では、シリカ細孔径の最適化によりDNA増幅効率を制御でき、従来法では増幅が困難である極微量
DNAの増幅を実現した。また、酵素固定化担体のハンドリング性の向上を図るためにメソポーラスシリカ粉末を
含んだ新規の多孔質成形体（ペレット状、中空糸等）を開発し、LAMP法に適用した結果、ゲノムDNA増幅におけ
る固定化酵素反応の実行可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We successfully immobilized thermostable DNA polymerase on mesoporous 
silicas with different pore diameters and retained enzymatic activity sufficient for amplifying 
target DNA. The mesoporous silica support enabled the simple, selective, and preferential 
immobilization of DNA polymerase and the regulation of enzymatic activity for DNA amplification from
 small amounts of substrate DNA by optimizing pore size. In addition, the porous compact containing 
the mesoporous silica powder exhibited precise, efficient amplification of target DNA. Thus, these 
data show the great potential of mesoporous silica as enzymatic reaction platforms not only for 
conventional DNA amplification but also for efficient DNA amplification from small amounts of sample
 such as several molecules of DNA.

研究分野： 酵素工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精密なナノ空間空隙制御による１分子からの高効率の核酸増幅反応が実現すれば、従来のDNA増幅やRNA検出の
他、ゲノムDNAを対象としたDNA増幅（LAMP法など）への活用が期待できる。具体的には、従来技術では達成不可
能であった、１細胞レベルの核酸情報の高精度の解析が可能になるため、高感度の遺伝子診断への利用の他、難
培養性の環境微生物等のゲノム解析を達成できるようになる。また、ナノ空間材料のバイオ分野での新たな利用
価値を見出すことにもつながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
現在、DNA 増幅技術は社会のあらゆる場面で日常的に用いられていると言っても過言ではな

い。例えば、遺伝子（DNA）診断では検体（被験者からの血液、組織片など）の一部から微量
の DNA を抽出し、それを DNA 増幅技術のポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法などを用いて診断
対象となる DNA 領域を増幅した上で調べるのが一般的である。さらに、犯罪捜査や貴重な試
料（化石など）における遺伝子解析では、非常に微量の DNA しか得られないことが多く、高
感度かつ高精度の DNA 増幅技術が求められている。PCR 法は理論的には１分子の DNA から
の増幅が可能であるが、実際の反応においては１０３分子以上の標的の DNA 分子が存在しなけ
れば正確な DNA 増幅は困難である場合が多い。その理由として、反応系において標的の DNA
分子が極度に減少すると、増幅反応に必須のプライマーと呼ばれる本来は標的の DNA 配列の
一部に特異的に結合する人工合成の短い１本鎖のオリゴヌクレオチド分子が標的以外の DNA
（バックグラウンド DNA）にも非特異的に結合し、結果的に非特異的な DNA 増幅が増大する
点が挙げられる。したがって、現在の DNA 増幅技術が関係する遺伝子診断および解析におけ
る感度、精度、コストなどは、DNA 増幅反応における標的 DNA の分子数がボトルネックとな
っている。この課題の克服には、より微量の標的 DNA 分子であっても、増幅酵素／標的の DNA
分子／プライマー、これらの間での特異性を高度に維持できる反応場の確立が不可欠である。 
研究代表者らは、増幅対象の標的 DNA のみの特異的かつ高感度の核酸増幅を実現するため

の新規の技術として、ナノ空間材料（メソポーラスシリカ）の規則性細孔に DNA 増幅酵素を
集積することで酵素周辺の反応環境を至適化する手法を提案している（RSC Adv., 4, 25920− 
25923 (2014)）（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ナノ空間利用による DNA 増幅酵素の安定化と活性制御の概念図 
 
 
２．研究の目的 
 
 遺伝子の精密診断では、数分子レベルの極微量の核酸分子（DNA）からの迅速かつ簡便な
DNA 増幅法の開発が求められるが、従来法では、標的 DNA の選択的な増幅が標的以外の DNA
に起因した非特異的 DNA 増幅により阻害される点に課題があった。我々はこの課題解決に向
け、ナノ空間材料（メソポーラスシリカ）への DNA 増幅酵素の固定化による反応制御技術を
検討しているが、反応時の固定化支持体からの酵素の脱離や標的 DNA の増幅長さの制約に課
題が残っており、より吸着安定性に優れた固定化材料を開発する必要がある。そこで本研究提
案では、材料表面の親疎水性を高度に制御した新規のナノ空間材料を開発し、酵素の安定的か
つ持続的な固定化の実現をめざす。さらに、精密なナノ空間空隙制御により酵素を精確に配向・
集積させることで酵素の反応環境を至適化し、微量の標的 DNA の選択的かつ高感度の増幅を
図る。 
ナノ空間への DNA 増幅酵素の精密配置と反応制御の実現により、究極的には１分子レベル

の極微量 DNA からの増幅を可能にする技術開発を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ナノ空間材料には、FSM (folded-sheet mesoporous material)型、SBA (santa barbara amorphous)
型、または、MCM (Mobil Crystalline Material)型のメソポーラスシリカ材料を使用した。また、
メソポーラスシリカとは親疎水性の程度が異なるメソポーラスカーボンや独自に開発したナノ
空間材料（高アルミニウム含有メソ多孔体および両親媒性有機－無機ハイブリッド多孔体）を
用い、DNA 増幅酵素の固定化および極微量の基質 DNA を対象とした DNA 増幅反応における
固定化酵素の DNA 増幅活性の比較検討を行った。DNA 増幅酵素には、KOD DNA ポリメラー
ゼ（PCR 法）および Bst DNA ポリメラーゼ（LAMP 法）を適用した。 



本研究では、メソポーラスシリカの細孔への酵素の吸着メカニズムの解明の一環として、固
体核磁気共鳴(SS-NMR)および示唆熱・熱重量(TG-DTA)測定装置を用いて、DNA 増幅酵素を固
定化したメソポーラスシリカの局所構造を詳細に解析し、表面（細孔内壁面）組成を推定した。 
 また、メソポーラスシリカを利用した従来の酵素固定化技術では、粉末状シリカが使用され
てきたが、バッチ式及びフロー式反応におけるハンドリング性に欠けるため、本研究では、粉
末状シリカと有機高分子バインダーを融合した新規の多孔質成形体（ペレット状、中空糸状）
の作製を試みた。さらに、DNA 増幅酵素－多孔質成形体から成る複合体をウイルスのゲノム
DNA を対象とした DNA 増幅反応（LAMP 法）に使用し、得られた DNA 産物を蛍光強度測定
によって解析し、酵素活性の評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、まず、各種ナノ空間材料への DNA 増幅酵素の固定化および活性評価を行った。

具体的には、6 種類のナノ空間材料（FSM、SBA、MCM 型メソポーラスシリカ、メソポーラス
カーボン、高 Al 含有メソ多孔体(C16-meso)、両親媒性有機-無機ハイブリッド多孔体(KCS-2)）
に固定化した DNA ポリメラーゼ(KOD)を用いて、数十分子～数百分子の DNA からの増幅(PCR
法)を試みた。その結果、メソポーラスシリカを用いた場合のみ、標的 DNA の特異的な増幅が
認められ、その他の材料では反応阻害の傾向が示された（図２）。その理由としては、メソポー
ラスカーボン等の材料には反応液中の核酸(基質 DNA、プライマー等)は吸着せずに酵素を選択
的に吸着可能であったが、酵素の吸着時に酵素活性が低下することが推察された。 
そこで、酵素の吸着メカニズムの解明の一環として、固体核磁気共鳴(SS-NMR)および示唆

熱・熱重量(TG-DTA)測定装置を用いて、2 種類のメソポーラスシリカ(FSM および SBA 型）、
また、KOD を固定化したシリカの局所構造を詳細に解析し、表面（細孔内壁面）組成を推定し
た。その結果、メソポーラスシリカの種類によってシリカ表面近傍の吸着水の分布や末端シラ
ノール基(Si-OH)の分布に違いが見られ、表面親水性に違いがあることが判明した。さらに興味
深いことに、PCR 用 Tris 緩衝液で処理したサンプルでは表面末端の隣接するシラノール基同士
が縮合していることが判明した。このことは、緩衝液の影響によってシリカの表面性状がより
疎水的に変化することを意味する。 
以上の結果より、PCR 法においてはメソポーラスシリカの細孔が酵素の安定な固定化場およ

び極微量 DNA の増幅反応場として好適であり、また、緩衝液の作用による表面性状の変化が
酵素の固定化状態や反応性に影響することが示唆された。 
 

 
図２ 各種メソ多孔体に固定化した DNA 増幅酵素による極微量 DNA の増幅（PCR 法） 

 



次に、DNA 増幅反応におけるナノ空間材料のハンドリング性の向上を図るために、メソポー
ラスシリカ粉末を含んだ多孔質成形体（中空糸状、ペレット状）の開発を行った。比較的親水
性の高い有機高分子をバインダーとして適宜の形状に成形した結果、メソポーラスシリカ本来
の細孔構造を維持した状態で成形体化することに成功した（図３）。 
従来法において有機高分子をバインダーとして用いる方法や焼結（融着）により得られた成

形体は、有機高分子や焼結温度の影響によってメソポーラスシリカの規則性細孔が潰され、本
来の細孔サイズや表面積の維持が困難となることが最大の問題点であった。一方、本研究にお
いて作製した新規の成形体は、有機高分子をバインダーとしているにもかかわらず、メソポー
ラスシリカ本来の物性（細孔サイズ、細孔容積、表面積）をほぼ維持しているため、酵素の固
定化担体として粉末状シリカと同様の効果を発揮することが期待できる。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

図３ メソポーラスシリカ粉末を含んだ多孔質成形体（a: ペレット状, b: 中空糸状） 
 
 

続いて、５種類の粉末状のナノ空間材料（FSM 型及び SBA 型メソポーラスシリカ、メソポ
ーラスカーボン、高 Al 含有メソ多孔体(C16-meso)、両親媒性有機-無機ハイブリッド多孔体
(KCS-2)）に固定化した等温 DNA 増幅反応用の鎖置換型 DNA 増幅酵素（Bst DNA ポリメラー
ゼ）を用いて DNA 増幅（LAMP 法）を試みた。基質 DNA には、コイヘルペスウイルス（KHV）
ゲノム DNA を適用した。その結果、メソポーラスカーボンでは反応阻害の傾向が示されたが、
その他の材料では陽性反応が認められた。 
そこで次に、メソポーラスシリカ粉末（FSM 型、SBA 型、MCM 型、細孔径：2.6～4.5 nm）

を含んだ３種類のペレット状成形体（図３a）および MCM 型メソポーラスシリカ粉末（細孔径：
3.1 nm）を含んだ中空糸状成形体（図３b）を Bst DNA ポリメラーゼを用いた DNA 増幅（LAMP
法）に適用した。その結果、メソポーラスシリカ粉末を含んでいない成形体では陰性コントロ
ールと同等の反応が示されたが、メソポーラスシリカ粉末を含んだ成形体ではより高い反応活
性が示された（図４）。 
以上の結果より、LAMP 法においてはバックグラウンド DNA 増幅の影響が大きいものの、

成形体におけるメソポーラスシリカ等の規則性細孔が DNA 増幅酵素の安定な固定化場および
高効率の DNA 増幅反応場となり得る可能性が示唆された。 

 

図４ 各種多孔質成形体に固定化した DNA 増幅酵素によるゲノム DNA の増幅（LAMP 法） 
 
 
本研究で示したメソポーラスシリカ等の多孔体および多孔質成形体を利用する DNA 増幅法

（極微量 DNA を対象にした PCR 法、および、LAMP 法）は、国内外における初めての研究成
果である。本法は、簡便な手法により、非特異的 DNA 増幅反応を抑制でき、その結果、極微
量の基質 DNA の特異的かつ高感度の増幅を可能にする点で、実用面での画期的なインパクト
となり、これまでに無い、多孔質材料の新しい利用法になることが期待できる。 
今後は、本法による極微量 DNA 増幅の再現性の確保と、実用レベルにあるかどうかの、追

加検証を進める方針である。また、これと併せて、phi29 DNA ポリメラーゼを用いた難培養性
微生物の一細胞ゲノム DNA 等を対象とした未知の塩基配列解析のための DNA 増幅（MDA 法）
に向けた、DNA 増幅酵素の固定化状態及び反応条件の最適化について検証していく予定である。 
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