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研究成果の概要（和文）：酵素的な DNA増幅反応と，増幅された DNAをオンチップ電気泳動
で分離する手段を組み合わせることにより，遺伝情報の発現に必要な配列をコードした DNA
の組換え，組み替えられた目的 DNAの選別，DNAから mRNAへの転写，mRNAからタンパ
ク質への翻訳，翻訳されたタンパク質の検出までの一連の流れを，細胞の助けを借りることな

く達成する手法を開発した． 
 
研究成果の概要（英文）：An experimental system has been developed to achieve recombinant 
DNA and gene expression without living cell by enzymatic reactions and on-chip 
electrophoresis of DNA.  
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2008年度 1,500,000 450,000 1,950,000 
2009年度 1.100,000 330,000 1,430,000 
2010年度 1,100,000 330,000 1,430,000 
総	
 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：DNA，GFP，PCR，キャピラリー電気泳動，タンパク質，プロテオミクス，翻
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子工学的手法により調製された組み

換え蛋白質は，生体関連化学分野研究におけ
る研究材料としても広く用いられるように
なってきた．一般的な遺伝子工学的手法は，
目的遺伝子を何らかのかたちで単離・精製し，
必要に応じて核酸塩基配列レベルでの改変
を施し，望ましい組み合わせのものを選択的
に単離した後に，バクテリアにより蛋白質生
産を行うというものであり，これは分子生物
学研究や生化学研究を行う研究施設におい
てルーチンワークとして行われているもの
である． 
ここで，バイオハザード施設の必要性が問

題となる．人工的に改変した遺伝子をバクテ

リアなどの宿主細胞に導入する作業を行う
にあたっては，専用の施設を用意することが
義務づけられており，生化学や生物学を研究
領域としてこなかった研究者が，新たに遺伝
子工学的手法を採り入れようとする際に大
きな障壁となっている．こうした現状を考え
ると，生細胞への遺伝子導入を一切必要とす
ることなく遺伝子改変から蛋白質生産まで
の流れを可能にする化学的手法が実現する
ことによって，蛋白質調製を必要とする各種
分野の進展に貢献できるものと期待される． 

 
２．研究の目的 
本申請課題の目標は，生体高分子の選択的

操作技術に，適切な酵素反応を組み合わせる
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ことによって，生細胞を用いることなく従来
の遺伝子工学と同様の操作を達成すること
である． 
従来の遺伝子工学実験においては，生細胞

を用いる段階が 2箇所ある．1箇所は目的と
する遺伝子に改変操作を施した後に発現ベ
クターへ載せ替え，望ましい組み合わせの
DNA だけを選択する段階であり，もう 1 箇
所は発現ベクターを用いて蛋白質発現を行
う段階である．後者に関してはこれまでに無
細胞蛋白質合成系の研究が進んだ結果，様々
な種類の蛋白質が，バイオハザード施設を必
要とすることなく得られるようになった． 
その一方で，遺伝子改変を行った後の目的

構成遺伝子を単離する段階は，バイオハザー
ド施設における作業に依存したままである．
これは，DNA の連結操作の結果，無数の組
み合わせパターンが生じるうえ，それらの中
から望ましい一種類の組み合わせだけを選
別することが困難であり，生細胞を用いたス
クリーニングが行われているからである． 
しかし，何らかの手法を用いて無数の組み

合わせパターンの中から望ましい組み合わ
せの一種類を単離することができれば，ここ
から PCR などの手法で増幅を進めることが
できるので，これら問題点は解決される． 

 
そこで本申請課題においては，特定 DNA

分子を混合物中から単離する DNA 分離用キ

ャピラリー電気泳動マイクロ化学チップを
開発し(図 1)，これを無細胞蛋白質合成シス
テムと組み合わせることによって，この技術
課題を解決することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)オンチップ DNA電気泳動法の確立 
ガラス基板上に蒸着処理によって電極を

構築し，この上に透明シリコン樹脂 PDMS
製の流路を搭載することによって，数 µLの
水溶液を電気泳動可能なマイクロチップと
した．このチップを用いて，鎖長 1,000塩基
対程度の DNA分子を，鎖長の異なる DNA
分子を 10種類以上含む混合物中から選別す
る方法を確立した． 
 
(2)連結反応混合物からの目的 DNA分離 

10種類以上の DNA分子を鎖長の差だけ
で分離することは困難であるため，目的分子
を前もって増幅しておき，分離操作を容易に
する手法を開発した．DNA連結酵素を用い
て DNA連結反応を行った後の反応液に対し
て直接的にポリメラーゼ連鎖反応(PCR)によ
る増幅反応を行うことによって，混合物中の
目的物存在比を高める方法の条件を最適化
した(図 2)． 
 
(3)無細胞蛋白質合成ポートの導入 
無細胞転写・翻訳反応を行うポートをチ

ップ内に設けるための条件を検討した．無細
胞蛋白質合成反応によって調製される産物

図 2  オンチップ・キャピラリー電気
泳動を用いた目的鎖長DNA分子の分
取操作の実際．緑色蛍光色素で可視化
された DNA混合物のうち，目的分子
を主成分として含む領域を回収した．
(1)上から下にむけて DNA を泳動さ
せ，(2)混合物が流路内の十字路にさ
しかかったタイミングで(3)泳動方向
を右から左に変え，(4)目的 DNAだけ
を回収する． 

 

図 1  オンチップ・キャピラリー電気
泳動法を用いる目的鎖長DNAの分離．
(1)A から E に向けて混合物を泳動さ
せ，(2)混合物が AE間に満たされた段
階で(3)電圧を F から C に向ける．(4)
混合物は下に向かいながら分離され，
(5)目的物を主成分とするバンドが次
の十字路にさしかかったタイミング
で，(6)電圧を D から B にかけると(7)
目的物を主成分とする混合物を回収す
ることができる． 



蛋白質の量は，反応スケールおよび鋳型DNA
の量に依存する．そのため，蛋白質合成ポー
トのサイズを検討した． 
 
４．研究成果 
(1)酵素反応とオンチップDNA電気泳動法を
組み合わせた目的 DNA分子の選別 

2 種類の DNA フラグメントを，DNA 連
結酵素により連結して得られる混合物に対
して PCR を行い，この反応における主生成
物をオンチップ・キャピラリー電気泳動で分
離し，再度 PCR で増幅することによって，
無細胞蛋白質合成系用の鋳型を無細胞的に
調製する手法を確立することができた(図 3)． 
	
 

	
 
図 3  オンチップ・キャピラリー電気泳動
により回収された DNA 分子を鋳型とす
るタンパク質合成反応．オンチップ・キャ
ピラリー電気泳動により回収された DNA
に対して PCRによる増幅反応を行い，こ
れを鋳型として，原核細胞由来の無細胞転
写翻訳システムを用いてタンパク質発現
反応を行った．この結果，緑色蛍光蛋白質
が正しく発現した． 

 
これによって，バクテリアなどの生細胞を

利用することなく，目的配列を有する組換え
DNA分子を調製することが可能になった． 
 
(2)マイクロ空間内における蛍光蛋白質発現
反応 
医用工学分野において広く用いられてい

るシリコン樹脂 PDMS を用いて，直径 3.0 
mm，体積 19 µLの微小空間を 108個もつパ
ラレル反応チップを作製した(図 4)． 
この内部において，GFP 遺伝子およびこ

の遺伝子を発現させるために必要な転写関
連配列および翻訳関連配列をコードした組
換え DNA分子からの GFP発現を達成した．
GFP が発現している状態で長波長紫外線を
照射することにより，緑色蛍光を観察するこ
とができた．これにより，DNA 改変からタ
ンパク質発現までの全ての段階が正しく進

行したことが示された．	
 
 
(3)論理判断機能を有する遺伝情報発現シス
テムの実現 

DNA からタンパク質への情報-機能変換
プロセスを人工空間で達成できたので，この
システムを高度化し，分子で構成される論理
判断機構を開発した． 

DNA増幅反応におけるプライマー入力パ
ターンと増幅反応有り/無しとの関連を任意
に関連づけるため，DNA レベルでの配列を
設計した．DNA 増幅反応の有り/無しは，増
幅DNAにコードされたGFP遺伝子の無細胞
発現によって確認した．その結果，DNA 増
幅反応と無細胞タンパク質合成反応を組み
合わせることによって，論理ゲートを構築可
能であることが示された． 
	
 

図 5 マイクロ空間内における無細胞タン
パク質合成反応を利用した緑色蛍光蛋白
質の発現．左から順に発現あり，あり，な
し，なし，の 4パターンを示す． 
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