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研究成果の概要（和文）：蛍光色素とクエンチャーを付けたミスマッチを有するDNAを用いて、細胞におけるミ
スマッチ修復の機能を蛍光により検出することを目指した。当初は化学合成したオリゴヌクレオチドをDNAリガ
ーゼでつないだダンベル型のDNAをプローブとする予定であり、100ならびに200塩基対のダンベル型DNAの調製に
成功したが、その形のDNAは細胞への導入効率が極めて低いことがわかった。そのため、プラスミド型のプロー
ブを使って検出を試みたが、研究期間内にミスマッチ修復に由来すると考えられる蛍光は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：This research aimed at fluorescence detection of the mismatch repair in 
cells using mismatch-containing DNA with a fluorophore and a quencher. In the initial plan, we 
intended to use dumbbell-shaped DNA prepared by ligation of chemically-synthesized oligonucleotides 
with DNA ligase as a probe, and we succeeded in the preparation of dumbbell-shaped DNA with 100 and 
200 base pairs. Despite our expectation, it was found that the transfection efficiency of this type 
of DNA was extremely low. Therefore, the probe was changed to plasmid-type DNA. However, we couldn't
 succeed in the detection of fluorescence emission caused by the mismatch repair by the end of the 
research period.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： ミスマッチ修復　蛍光プローブ　プラスミド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
100塩基対ならびに200塩基対のダンベル型DNAを調製し、トランスフェクションの条件を変える、あるいは核局
在化シグナルペプチドを付けるといった工夫をしたが、この形のDNAは蛍光を検出できるほど細胞に導入されな
いことがわかった。ただし、ダンベル型DNAのトランスフェクション効率が非常に低いことを発表するには、そ
の原因を究明する必要がある。ミスマッチを有するプラスミドに関しては、簡便な調製法を開発して論文を発表
した。この調製法は他の種類の修飾プラスミドにも応用可能である。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) DNAポリメラーゼは校正機能を有しているが、DNA複製の際に誤ったヌクレオチドが取り
込まれることがある。この「ミスマッチ」が放置されると突然変異により細胞ががん化する恐れ
があるが、通常は「ミスマッチ修復（MMR）」と呼ばれる修復系により新生鎖の一部が分解除去
されて正しい塩基対を有する DNAに修復される。本研究を構想した頃、特にがんの診断や治療
において MMR の重要性が高まっていた。例えば、遺伝性非ポリポーシス大腸癌とも呼ばれる
リンチ症候群は MMRに必要なタンパク質（MSH2、MSH6、MLH1あるいは PMS2）の遺伝
子の変異により起こる常染色体優性遺伝形式の疾患で、大腸癌や子宮内膜癌のリスクが非常に
高い（1,2）。また、幅広い種類の癌に対する効果が期待される免疫チェックポイント阻害薬の一
つである pembrolizumabはMMRが欠損した患者には有効であるが、MMRが正常な場合には
効かないことが報告されており（3,4）、MMRは癌免疫療法において重要なバイオマーカーとな
っていた（5）。それに加えて、抗がん剤として汎用されている 5-フルオロウラシルの効果がMMR
の活性に依存することも報告されていた（6）。 

(2) 本研究の申請時には、細胞のMMR能を調べるスクリーニング法として、MMRが欠損する
と CA リピートのようなマイクロサテライトの繰り返し回数が変化することを利用した間接的
な方法（マイクロサテライト不安定性（MSI）検査）を用いるのが一般的で（7）、その結果によ
りMSI-H (MSI-high)、MSI-L (MSI-low)、MSS (microsatellite stable)に分類されていた。しか
し、MSH6に変異がある場合にはMSI-Hを示さないことが多く（8）、MMRタンパク質の不活
性化とMSIが一致しない場合も報告されている（9）など、MSI検査によりMMRの異常を検
出できないことがあった。それ以外の方法として細胞中の MMR タンパク質を抗体で検出する
免疫組織化学（IHC）検査があるが、IHCにおいても特に二量化ドメインの外側に１アミノ酸置
換を含む不活性なMMR遺伝子産物では偽陽性の結果となっていた（10）。 

(3) DNA修復の蛍光検出については、モレキュラー・ビーコンで使用された蛍光色素とクエンチ
ャーの系が塩基除去修復の検出に応用された例がいくつかあったが（11–14）、MMRと同様に多
数のタンパク質が協調的に機能することにより達成されるヌクレオチド除去修復（NER）につ
いては、研究代表者が 2014 年に報告した一例だけであった（15）。MMR については、蛍光タ
ンパク質遺伝子の発現系を利用した蛍光検出法を研究代表者が報告していた（16）。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的は、細胞の MMR 能を直接検出する簡便なスクリーニング法を開発する
ことであった。研究代表者は蛍光タンパク質遺伝子の発現系を利用する細胞の MMR 能の蛍光
検出法（16）を発表したが、プラスミドの調製に必要な超遠心によるDNAの精製は経験者が少
ないようで、それがこの方法の普及において大きな課題であった。また、この方法により細胞の
MMR を蛍光検出するためには修復と遺伝子発現という二つの生物学的過程が必要であるので、
培養細胞では有効であってもリンチ症候群のスクリーニングのように癌組織に直接使用するこ
とは困難であることが予想された。そこで本研究は、化学合成オリゴヌクレオチドを DNAリガ
ーゼでつないでクロマトグラフィーで精製するという簡単な調製法により得られるダンベル型
の蛍光プローブを用いて細胞のMMR能を直接検出する方法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞のMMR能を検出する蛍光プローブとして、化学合成したオリゴヌクレオチドを DNA
リガーゼでつなぐことにより、当初は 100 塩基対の２本鎖部分を有するダンベル型 DNA を調
製すること考えた。両側の１本鎖部分はリン酸ジエステルをフォスフォロチオエートとするこ
とによりヌクレアーゼ耐性をもたせる、中央部分にミスマッチならびに塩基に蛍光色素（フルオ
レセイン）およびクエンチャー（ダブシル）を付けた二つの修飾ヌクレオシドを入れる、ミスマ
ッチがなく波長が異なる蛍光色素とクエンチャー（テトラメチルローダミンとブラックホール
クエンチャー）を付けた同じ形の DNAもネガティブ・コントロールとして準備することとした。 
(2) これらのプローブをHeLa細胞に入れ、蛍光顕微鏡で観察することによりMMRに由来する
蛍光が検出されることを期待した。すなわち、まずフルオレセインの蛍光が検出され、長時間置
くとプローブの非特異的な分解による蛍光（テトラメチルローダミン）が現れると考えた。その
上で、HeLa細胞と MMRで働く MSH2を欠損した LoVo細胞を比較することにより、フルオ
レセインの蛍光がMMRによるものであることを確認する予定であった。 
(3) 期待どおりの蛍光が観察されなかったため、２本鎖部分を 200塩基対にする、ループ部分に
核局在化シグナルペプチドを付ける、トランスフェクションの方法を変える等の工夫を行った
が改善は認められなかった。そこで、NERの蛍光検出に成功しているプラスミド型の蛍光プロ
ーブに変更して、同様の実験を行うことにした。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) まず、100 塩基対のダンベル型蛍光プローブ（図 1）を設計した。他の修復系の基質となら
ず MMRにより効率的に修復される C/Aミスマッチの近傍に蛍光色素（F）とクエンチャー（Q）
を付けたもので、両末端のループ部分はヌクレアーゼ耐性をもたせるためにリン酸ジエステル
をフォスフォロチオエートとした。これをそれぞれの 5'末端がリン酸化された４本のオリゴヌ
クレオチドに分けて合成し、DNAリガーゼの反応を行った後、逆相 HPLCにより分析した。４
ヶ所でつながったことは、４本のオリゴヌクレオチドをすべて使用した反応液と 55-merあるい
は 57-merを欠いた反応液を比較することにより確認した。100塩基対ではMMRの基質として
短すぎる可能性があったため、200塩基対のダンベル型蛍光プローブ（図 2）も同様の方法で調
製した。これらは最終的にゲル電気泳動により分析し、大きさと純度を確認した（図 3）。 

 

図 1 100塩基対のダンベル型蛍光プローブ 

 
 図 2 200塩基対のダンベル型蛍光プローブ 図 3 電気泳動による分析 

(2) (1)で調製した蛍光プローブを Lipofectamine 2000ならびに Lipofectamine 3000を使って
HeLa細胞に導入し、6、12、24時間後に蛍光顕微鏡で観察したが、いずれのプローブを使用し
た場合も蛍光が検出されなかった。そこで、クエンチャーを付けていないもので DNAの挙動を
観察したところ、DNAリガーゼでつないでいないオリゴヌクレオチドは問題なく細胞に導入さ
れたものの（図 4A）、ダンベル型 DNA（図 2の T Flu 200、T 200は自家蛍光がないことを確
認するために使用）の場合には細胞に入っていないことがわかった（図 4B）。細胞導入ならびに
核移行を促進させるために、ループ部分の塩基にアミノアルキル基を入れ、SMCC（CAS No.: 
64987-85-5）を使って（17）そこに核局在化シグナルペプチド（18）を付けた T Flu 200を調
製した。しかし、それを用いてもHeLa細胞への導入は確認できなかった（図 4C）。DNAを核
内に効果的に輸送しトランスフェクションの効率を上げることが期待される補助試薬である
Nupherinを加えたり、トランスフェクションの方法をリポフェクションではなくリン酸カルシ
ウム法に変えたりしてみたが、ダンベル型 DNAを細胞に導入することができなかった。 

 
図 4 クエンチャーが付いていない蛍光プローブのトランスフェクション 
(A) テトラメチルローダミンが付いた 37 量体オリゴヌクレオチド (B) 図 2の T Flu 200 (C) 
T Flu 200のループ部分に核局在化シグナルペプチドを付けたダンベル型 DNA 
(3) 細胞抽出液を使ってダンベル型蛍光プローブで MMR を検出することが可能かどうかを調
べるため、Santa Cruz 社と Promega 社の核抽出液を試してみた。プローブとして C Flu/Dab 
200、T TMR/BHQ 200 ならびにニッキングエンドヌクレアーゼ Nt.BsmAI で処理した C 
Flu/Dab 200を使用し、継時的に蛍光強度を測定したが、MMRに由来すると考えられる蛍光は



 

 

検出されなかった。以上の結果からダンベル型蛍光プローブを用いた MMR の検出を断念し、
以前にNERの蛍光検出（15）で使用したものと同様のプラスミド型蛍光プローブ（図 5）に変
更して研究を継続することにした。 

 
図 5 プラスミド型蛍光プローブ 

(4) 従来のプラスミドの調製法は、１本鎖 DNAを単離して損傷やミスマッチを含む短い相補鎖
を貼り付け、DNAポリメラーゼと DNAリガーゼを使って２本鎖とし、超遠心分離法により精
製するというものであったが、経費がかかる上に技術的な問題があった。そこで研究分担者は、
プラスミドにニッキングエンドヌクレアーゼの認識配列を２ヶ所入れ、その酵素で切り出した
断片を入れ替えることによりミスマッチを有するプラスミドを調製する方法（図 6）を開発した
（19）。入れ替わりが起らず元の配列に戻ってしまったプラスミドは制限エンドヌクレアーゼと
エキソヌクレアーゼで分解することにより除去され、PCR クリーンアップキットで精製するだ
けで目的のプラスミドが得られる。この方法で調製された蛍光タンパク質遺伝子を含むプラス
ミドは、従来法（16）と同様に細胞の MMR 能の蛍光検出に使用できることが示された（19）。 

 

図 6 ミスマッチを有するプラスミドの簡便な調製法 

(5) 従来法を使ってミスマッチを入れたプラスミド型蛍光プローブを調製した。コントロールと
して完全に相補的で波長が異なる蛍光色素/クエンチャーを付けたプラスミドも調製し、これら
を使ってHeLa細胞のトランスフェクションを行った。また、別のコントロール実験としてミス
マッチ修復で働く MSH2 遺伝子を siRNA によりノックダウンした HeLa 細胞も使用し、３時
間後と６時間後に蛍光顕微鏡による観察を行ったが、ミスマッチ修復によると考えられる蛍光
は検出されなかった。複数回の実験で同じ結果となったため、プラスミドが問題なく調製できて
いることを確認するために、以前に行ったNERの蛍光検出の実験（20）を同じ実験者が試した
ところ、トランスフェクションの３時間後の蛍光顕微鏡による観察で核における蛍光が再現性
よく検出された。いずれの修復系の蛍光検出においても蛍光色素としてフルオレセインを使用
したが、修復の効率がMMR < NERであれば前者の検出が困難である可能性が考えられた。そ
こで、より明るい蛍光色素とされる Alexa Fluor 488（ミスマッチがないコントロールでは Alexa 
Fluor 568）ならびにその発光波長に一致するクエンチャーである BHQ-1（同 BHQ-2）を付け
たオリゴヌクレオチドを調製した（図 7）。しかし、残念ながら研究期間内に蛍光プローブによ
る細胞のMMR能の検出には至らなかった。 
 
 
 
 
 
 

 

図 7 蛍光色素とクエンチャーの構造 
(A) 付加のための修飾ヌクレオシド R が蛍光色素またはクエンチャー (B) fluorescein と
tetramethylrhodamine (C) Alexa Fluor 488と BHQ-1 (D) Alexa Fluor 568と BHQ-2 
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