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研究成果の概要（和文）：近年、抗菌薬の不適切な使用による薬剤耐性菌の増加が世界的な問題となっている。
本研究では、申請者がこれまでに開発した高速PCR技術に加え、マイクロチップ電気泳動を用いた高速電気泳動
技術を組み合わせることで、正確性の高い高速DNAシーケンス技術の開発を目指した。その結果、サンガー法の
要素技術である、PCR・蛍光標識・電気泳動を全て高速化することで、40分以内での高速DNAシーケンスが可能で
あることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, an increase in drug-resistant bacteria due to inappropriate
 use of antibacterial drugs has become a global problem. In this study, we aimed to develop highly 
accurate and rapid DNA sequencing technology by combining the rapid PCR technology that we have 
developed with the rapid electrophoresis technology using microchip electrophoresis. As a result, it
 was confirmed that rapid DNA sequencing within 40 minutes is possible by accelerating all of the 
elemental technologies of the Sanger method, PCR, fluorescence labeling, and electrophoresis.

研究分野： 分析化学

キーワード： 迅速検査　DNAシーケンサー　塩基配列　PCR　電気泳動　マイクロチップ　敗血症　薬剤耐性菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で提案する高速DNAシーケンス技術は、敗血症患者に対して1時間以内での適切な抗菌薬投与を可能とする
など、従来技術では対応できず、医療分野において重要である、特定領域の高速な塩基配列決定を可能とする独
創的な技術である。また、本技術の開発によって、感染症における早期の適切な抗菌薬使用による治療が可能と
なることで薬剤耐性菌の発生リスクを低減することが可能となるため、社会的意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 近年、抗菌薬の不適切な使用を背景に、薬剤耐性菌が増加している。一方、企業による新たな
抗菌薬の開発は減少傾向であるため、薬剤耐性菌の増加は国際社会でも重要な課題となってい
る。現在のペースで薬剤耐性菌が増加した場合、2050 年には癌の死亡者数を上回るとの報告（厚

労省、薬剤耐性(AMR)対策アクションプラン(2016-2020)）があり、適切な抗菌薬使用を実現する

技術開発が求められている。一方、診断後一刻も早く原因菌の特定が必要な敗血症での細菌同定

では、診断後 1時間以内の適切な抗菌薬の処方により、死亡率が有意に低下することが報告され

ている（Gaieski D.F., et al., Crit Care Med, 1045-1053, 2010）にもかかわらず、高速な細

菌同定技術がないため、医師の判断で多剤併用治療や広域抗菌薬の使用が行われるため、薬剤耐

性菌の発生リスクを常に抱えていることが問題であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、医療分野において求められる遺伝子の特定領域を高速かつ正確に塩基配列

決定する DNA シーケンス技術の確立である。 

 従来、いわゆる高速 DNA シーケンサーとして次世代シーケンサーの開発が行われてきた。しか

し、次世代シーケンサーはサンガー法に比べ、読み取り精度が低いことから、迅速な配列決定に

は基準となるレファレンス配列が必要であり、未知の配列の場合は、何度も繰り返し塩基配列を

読むことで正確性を担保する必要があった。そのため、敗血症の原因菌特定や薬剤耐性菌の診断

など、迅速かつ正確な塩基配列決定が必要な場合には対応できていない。本研究では、従来技術

では対応できず、医療分野において重要である、特定領域の高速な塩基配列決定を可能とする高

速 DNA シーケンス技術の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、以下の 4つの項目に分けて研究を進めた。 

（１）16S rRNA 遺伝子に対する PCR と蛍光標識の高速化 

 日本薬局方において DNAシーケンスでの細菌の同定に指定されている16S rRNA 遺伝子に対

する PCR と蛍光標識を、超高速リアルタイム PCR システムを用いて高速化した。PCR では、

DNA シーケンスに必要な 800bp の産物を得るために、酵素濃度、プライマー濃度の条件検討を

行い、高温と低温でのそれぞれで必要な最短の反応時間を調べた。蛍光標識の反応では、

BigDye 試薬を用いて、試薬濃度の検討により最適な高速条件を確認した。 

（２）マイクロチップ電気泳動での蛍光検出を行う光学系の構築 

 本研究では蛍光標識に BigDye 試薬を使用し、塩基配列の A,T,G,C に 4種類の蛍光標識を行

い、これらをマイクロチップ電気泳動中に大きさ別に検出するための光学系を構築した。こ

こでは、顕微鏡に付属の水銀ランプをバンドパスフィルを通すことで、488 nm の励起光とし

て顕微鏡に導入し、顕微鏡のステージ上で電気泳動によって流れてくるサンプルに照射し、

DNA の 5’末端の A, T, G, C に標識した 4種類の蛍光(525 nm, 555 nm, 580 nm, 590 nm 以

上)を、ダイクロイックミラーを用いて分光し、それぞれをフォトセンサによって検出する光

学系を設計・構築した。 

（３）マイクロチップ電気泳動での高速分離条件の検討 

 構築した光学系を用いて、マイクロチップ電気泳動での 16S rRNA 遺伝子の 1塩基レベルで

分解能を有した高速分離を行うために高分解能の分離ポリマーの選定及び電気泳動条件の最

適化を行った。分離ポリマー中にコーティング要素も含まれた POP 系の分離ポリマーと、高



分解能な分離が可能なポリジメチルアクリルアミド（PDMA）系の分離ポリマーを比較検討し、

最適な分離ポリマーを選定した。また、電気泳動条件として分離ポリマー毎に最適な電圧条

件を検討する。最終的に、最適な電気泳動条件での解読可能な塩基配列の長さと正確性から、

分離ポリマーの選定と電気泳動の最適条件を決定した。 

（４）高速 DNA シーケンスによる高速細菌同定 

 ここまでで検討した条件で、高速 PCR、蛍光標識、高速電気泳動を統合することで、特定領

域の塩基配列を決定する可能とする高速 DNA シーケンスとして、モデル細菌として大腸菌を

用いて40分以内での高速DNAシーケンスが実現可能かを評価した。また、市販装置と比較し、

開発装置を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）16S rRNA 遺伝子に対する PCR と蛍光標識の高速化 

 これまでに開発した高速 PCR システムを用いて、試薬濃度の最適化を行ったところ、酵素

濃度 0.1U/μL、プライマー濃度 1.5μM が最も PCR 効率が良いことが確認された。また、800 

bp の PCR を 15 分以内で実現可能であった。蛍光標識は試薬濃度を高速反応用に最適化した

上で、初期のテンプレート濃度を増やすことで、10 分程度で実現可能であることを確認し、

合計で 25分以内で実現可能であることを確認した。 

（２）マイクロチップ電気泳動での蛍光検出を行う光学系の構築 

 本研究では、顕微鏡のステージ上でマイクロチップ電気泳動を行い、顕微鏡付属の水銀ラ

ンプの光を、バンドパスフィルタを用いて 488 nm にした励起光を当て、BigDye で 5’末端毎

に４種類に蛍光標識された DNA 断片を大きさ別に検出し、得られた４種類の蛍光をダイクロ

イックミラーを用いて分光して４つのフォトセンサで同時に検出可能な光学系を作成した。

また、それに合わせて、４つのフォトセンサを同時に動作可能なソフトウェアを LabVIEW を

用いて作製した。 

（３）マイクロチップ電気泳動での高速分離条件の検討 

 分離ポリマーの検討では、5％濃度の PDMA ポリマーを用いることで、一塩基レベルでの分

離が可能であり、235 V/cm の分離電圧をかけることで、37 mm の分離長では約７分での分離

が可能であることが確認された。 

（４）高速 DNA シーケンスによる高速細菌同定 

 高速 PCR と蛍光標識を 25 分、マイクロチップ電気泳動を 7 分で実現し、合計 40 分以内の

サンガー法に基づく DNA シーケンスが実現可能であることを確認した。また、市販の DNA シ

ーケンサーとデータを比較して評価することで、７割程度の精度で、塩基配列を確認可能で

あることが確認された。 

 

図１ マイクロチップ電気泳動での高速 DNA シーケンス 
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