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研究成果の概要： 

 研究代表者は，リン酸基に選択的な親和性をもつ機能性ナノ分子（フォスタグ，Phos-tag）

を用いた新しい一塩基多型（SNP）検出法を開発した。この方法では， Phos-tag を共重合させ

た電気泳動用ポリアクリルアミドゲルを使用する。この方法により，ミニゲルクラスの電気泳

動装置で，ほぼ 100％の精度で SNP タイピングができる。本法が，遺伝子多型の基礎研究分析

や臨床診断に貢献できるものと期待している。 
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１．研究開始当初の背景 

 ポストゲノム研究の中で遺伝子多型，特に一

塩基多型（SNP）は，疾患関連遺伝子の位置特

定における有用なマーカー，あるいは，疾患の

直接原因として注目されている。これらの遺伝

子を詳細に解析することにより疾患の診断や

予測が進み，更には，ゲノム創薬やテーラー

メイド医療へと発展することが期待される。

しかし，これらを実現するためには，より高

精度で，かつ，簡便・迅速・低コストに解析

できるデバイスの開発が急務である。 

 近年，研究代表者は，生理条件下でリン酸

モノエステルを認識するナノ分子（フォスタ

グ，Phos-tag）の開発に成功している。この

ナノ分子のリン酸イオンに対する捕捉選択性

は非常に優れている。そしてさらに，この

Phos-tagを，ポリアクリルアミドに固定化する

ことで，リン酸化された蛋白質を効率良く非リ

ン酸化蛋白質から分離する新しい電気泳動法

を確立し，リン酸化修飾前後の蛋白質を同時

定量できるリン酸基親和性電気泳動法の開発

に成功した。 
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 そこで，本研究においては，この全く新し

いオリジナルな分離技術原理に基づいたリン

酸基親和性電気泳動法を，ゲノム解析法，特

に，ゲノム創薬やテーラーメイド医療の礎と

なる SNP の検出法に適用できると考え，着想

に至った。 

 

２．研究の目的 

 上述した分離技術原理に基づいて， 

❶ 同じサイズ（長さ，bp）にも関わらず

５’末端のリン酸基の有無によって遺伝

子多型を含むアレルと含まないアレルと

を高感度に分離検出できる新しい電気泳

動法を，汎用性の高いスラブ型のゲル電

気泳動装置を用いて確立する。更には， 

❷ この新しい技術原理を，迅速性や大量

処理（同時多試料分析）を指向したキャ

ピラリーゲル電気泳動法に展開させるこ

とで，遺伝子多型の検出を簡便・安価に

行える遺伝子診断技術として確立させ，

それを実用化することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 本研究は，研究代表者がこれまでに独自に

開発したリン酸化蛋白質を検出するための分

離素材を遺伝子解析に適用させるものである。

上述したように，その素材とは，リン酸モノ

エステルを特異的に認識する Phos-tag をポ

リアクリルアミドに固定化した分子デバイス

であり（図１），したがって，その標的は，DNA

中のヌクレオシドを繋ぐリン酸ジエステル基

ではなく，その端末にラベルされたリン酸モ

ノエステル基となる。 

 

 本研究における分析法の原理を図２に示し

た。たとえば，SNP により塩基配列の異なる

２種類のアレル（アレル１とアレル２とよぶ）

があるとする。そのうちのアレル１の特異的

なプライマーに対して，その５’末端にリン

酸化前処理を施す。一方，アレル２の特異的

なプライマーに対しては，リン酸化前処理を

施さない。これらのプライマーとペアになる

共通のリバースプライマーを組み合わせた

PCR の結果，アレル１に特異的な PCR 産物に

は，その５’末端にリン酸基が存在すること

になるが，アレル２に特異的な PCR 産物には，

その端末にリン酸基は存在しない。これらの

PCR 産物がリン酸基親和性電気泳動で解析す

る DNA 断片となる。本研究ではアクリルアミ

ド結合型 Phos-tag は亜鉛イオンとの錯体と

して機能し，通常のゲル溶液に適量（5 〜 20 

µM）を混合して共重合させると，電気泳動中

の５’末端リン酸化 DNA を特異的に捕捉して

移動を遅らせる。このような原理を用いるこ

とで，同じ長さの DNA 断片にも関わらず，２

種類のアレル特異的 PCR 産物を電気泳動の移

動度の差で検出することが可能となる。本分

析法には上述したように５’末端にリン酸基

を付したプライマーが必須となる。アクリル

アミド結合型 Phos-tag（20 µM）をアクリル

アミドとビスアクリルアミド（99 :１）の混

合溶液に均一に加え，分離ゲルを作成した。

電気泳動緩衝液は，トリス-塩酸ゲル緩衝液と

トリス-グリシンランニング緩衝液の不連続

緩衝液システムを採用した。SNP の検出には

アレル特異的 PCR 法を併用した。最初の実施

例として，ヒト心筋由来電位依存性 Na チャネ

ルをコードする SCN5A の既知の SNP タイピン

グを行った。なお，本研究は，被検者からの

インフォームドコンセントおよび広島大学ヒ

トゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会の

承認を得ている（医倫ヒ第 130 号）。 

 

４．研究成果 

リン酸基親和性電気泳動を用いて，アレル特

異的 PCR 産物（220 bp の DNA 断片）を解析し

た例を図３に示す。アレル特異的増幅は７人

の健常な被験者のゲノムを鋳型として行った。

標的とした SNP は，心筋 Na チャネルをコード

する遺伝子の 87 番目の塩基がグアニンある



いはアデニンとなる既知の遺伝子多型である。

上述の実験方法にあるように，G-アレル特異

的な PCR 産物にはその片方の５’末端にリン

酸モノエステル基が付加されている。そのリ

ン酸基がゲル中の Phos-tag 分子にトラップ

されるため，G-アレル特異的 PCR 産物の泳動

は A-アレル特異的 PCR 産物よりも遅れる。こ

のことが，同じ長さの２つの DNA 断片を分離

可能にする理由である。 

 

 複数のサンプルにおいて，同時に増幅させ

る２つのアレル特異的 PCR 産物間の増幅量に

有意な差を見出すことは，本検出法では極め

て重要となる。しかしながら，固定化した PCR

条件下（アニーリング温度や PCR サイクル数

等）となると，反応溶液に含まれるゲノムの

濃度や単離精製度の違いにより，増幅速度に

有意差を見出すことは難しい場合もあると予

想される。このことを避けるために，単離精

製したゲノムの濃度を予め測定し，すべての

サンプルにおいて，500，250，125，63，およ

び 32 pg の質量のゲノムをアレル特異的 PCR

増幅の鋳型として使用した。図３の上から３

つのサンプルにおいては，移動度の小さいDNA

バンドが有意に観察されるため，これら３人

の被験者はこの遺伝子部位が G/G ホモの保持

者であることがわかる。対照的に，次の２つ

のサンプルにおいては，移動度の大きいバン

ドが有意に観察されるため，これら２人の被

験者は A/A ホモの保持者であることがわかる。

下の２つのサンプルにおいては，どの質量の

ゲノムよりもほぼ等しい量の PCR 産物が増幅

したため，これら２人の被験者は G/A ヘテロ

の保持者であると結論した。いずれのサンプ

ルにおいても，125〜500 pg のゲノムを使用

すれば，アレルの遺伝子型を同定するための

SNP 検出は十分可能であった。なお，これら

の結果は，DNA シークエンシングによる確認

も行った。 

 キャピラリーゲル電気泳動法への応用に関

しては，上記のように確立した SNP 検出法と

しての電気泳動技術をキャピラリーゲル電気

泳動法に適用させた。しかしながら，ミクロ

ンオーダーの太さであるキャピラリーの中に

Phos-tagの結合する粘度が著しく高いポリア

クリルアミドを充填することは非常に困難で

あった。キャピラリーゲル電気泳動では，通

常，各装置に適合した低粘度のポリマー溶液

が使用されている。そこで，本研究において

は，アクリルアミドが結合していない単分子

の Phos-tag をゲル媒体として使用し，実験を

行った。電気泳動装置は，Agilent 製 HP3D キ

ャピラリー電気泳動システムを用い，サンプ

ルは上述した５’末端にリン酸モノエステル

基が付加されたG-アレル特異的PCR産物とリ

ン酸モノエステル基が付加されていないA-ア

レル特異的 PCR 産物を利用した。結果は図４

の通りである。５’末端リン酸化 DNA である

G-アレル特異的 PCR 産物の移動時間が 8.2 分

であるのに対し，非リン酸化 DNA の移動時間

は 8.0 分と短くなり，ピークも２つに分離し

た。しかし，その分解能は低く，今後更なる

検討が必要である。 

 

 本研究で開発したリン酸基親和性電気泳動

（Zn2+-Phos-tag PAGE）は，端末のリン酸モノ

エステル基の有無によって同じ長さの DNA を

泳動度の異なるバンドとして視覚化できる技

術である。この技術にアレル特異的 PCR 増幅

法を併用することで，アレルの遺伝子型を同

定するための SNP や１塩基変異の検出を可能

にする方法を確立した。多くの研究者，ある

いは臨床検査に関わる技術者が日常的に使用



しているPCR並びにPAGEの装置を用いること

ができ，特別な機材や高価な蛍光試薬，熟練

した技術を必要とせず，サンプル数の多少に

関わらず，簡便に遺伝子解析できる方法とい

える。リン酸基親和性電気泳動においては，

標的とする DNA の長さによってアクリルアミ

ド結合型 Phos-tag の至適濃度が異なるが，

1000 bp 以内の長さの DNA の場合，通常 5 〜 

20 µM で条件設定ができる。この電気泳動法

を用いれば，アレル特異的 PCR 増幅と通常の

電気泳動からなる既存の遺伝子変異検出法よ

りもはるかに感度をあげることができるし，

これまでは不可能であった２種類のアレル特

異的 PCR 産物の同時検出が可能となる。これ

により，ホモ接合体あるいはヘテロ接合体の

判定や優性遺伝病の診断が正確に行える。本

検出法が，遺伝子診断法の一助になることを

期待する。今後もこの機能性ナノ分子を利用

した遺伝子診断技術の実用化に向けて，迅速

性の克服と更なる高効率化の発展に取り組ん

で行きたい。 
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