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第1章　緒論

H．分子インプリンティング法による分子認識について

　分子インプリンティングポリマー（molecularly　imprinted

polymer，　MIP）は，あらかじめ鋳型分子と機能性モノマーを自己集

合や共有結合等で反応させ，支持体成分と共に重合した後，鋳型分

子を抽出除去して作成した，鋳型分子に対する認識部位を有する高

分子材料である。1・2）作成された分子認識部位は，鋳型分子の空間

的な大きさや，表面の形状，機能性グループとの相互作用点を正確

に写し取っており，人工の受容体とも称される．様々な分子に対す

る認識部位を容易に作成できるため，物質の識別，分離分析の分野

での応用が期待される高分子材料である。

　Fig．1－1に鋳型分子と機能性モノマーの自己集合を利用したMIP

の作成方法を示した．作成にあたっては，まず鋳型分子（Fig．1－1
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Fig．1一一1　Preparati　oll　of　molecularly　imprinted　polymer
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中のTemplate）と機能牲モノマー（Fig．1－1中のFunctiomal　moAomers）

を用意する．鋳型分子は，認識目的の分子と同じ化合物を用いる。

機能性モノマーとしては一般に低分子量の有機化合物で，その構造

中に鋳型分子と共有結合あるいは非共有結合を介して反応する官

能基（機能性グループ，Fig．1－1中のFunctional　Monomers▽，○，

□の部分）と二重結合を持った化合物が使用される。最初に，この

鋳型分子と機能性モノマーをバッファー中で混合（Fig　1－1中の

Self－assembly）し，自己集合体を作成する．次に自己集合体を含む溶

液に，支持体の主成分であるモノマー，架橋剤（Fig．1－1中の

Cross－linker）等を加えて重合（Fig．1－1中のPolymeriza重ion）させる．こ

の時に機能性モノマーの二重結合部分が共重合され，自己集合体が

機能性モノマーごと支持体となるポリマー中に固定される．最後に，

様々な方法で，ポリマーーゲル中の鋳型分子を抽出（Fig．1－1中の

Extra（rtion）し，分子認識部位を完成させる．このように作成された

MIP中の分子識別部位は，鋳型分子の大きさや表面の形状，機能性

グループとの反応部位を正確に写し取っているのが特徴である．鋳

型分子と大きさ，表面形状，機能性グループとの反応部位の異なる

分子は，この分子識別部位に強く相互作用することができないため，

鋳型分子との識別が可能となる。この人工的に作成した認識部位の

認識原理を利用して物質の吸着，分離分取に応用することが，分子

インプリンティング研究分野の主な研究テーマである．

　MIPおよびその作成方法は，1970年代にWulffらのグループと

Mosbachらのグループによりそれぞれ紹介された．　Wulffらは，機

能性グループと鋳型分子との相互作用に共有結合を利用したMIP3）

を開発した。この共有結合による方法は，機能性モノマーと鋳型分

子との結合が安定しているため，M［P重合時に機能性モノマーと鋳

型分子が外れにくい．そのため，共有結合より結合が不安定な非共

有結合を利用した方法と比べて，機能性グループの配位数や配位位

置の一定した分子識別部位を作成できることが利点である。一方，

Mosbachらは機能性グループと鋳型分子との相互作用に非共有結

合を利用したMIP4）を開発した．非共有結合を利用した方法は，利

用しうる機能性モノマーや鋳型分子が共有結合による方法と比較
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して多く，自然界の生体高分子と同様な非共有結合を利用し，酵素

一基質反応や抗原一抗体反応等の生体機能を模倣できるという利点

がある．現在では，両方法を用い，両方の利点を兼ね備えたMIPも

開発されている．5）

　当初のMIP研究は，　MIP自体の認識特性の：解明や標的物質の吸着

剤の開発に注がれたが，次第に，クロマトグラフィー等の分離分析

に応用され始め，アミノ酸やその誘導体の光学分離，6）ベンゾジア

ゼピン等の医薬品の分離7）除草剤の分離分析8）等が報告されてき

た．今日では，MIP作成方法の簡易さ，優れた化学的安定性，生体

を模した分子認識原理等の利点が認められ，アッセイやセンサー，

9）分離膜，iO）クロマトグラフィー担体，ω医薬品のキャリアー材

料12）等の応用を目的とした研究が精力的に行われている．

1－2．標的塩基配列DNAの検出方法について

　DNA断片の混合物あるいは分離物より標的塩基配列DNAを検

出する方法は，疾病遺伝子の解明，疾病の予防や診断，薬に対する

感受性の評価等に利用されることが期待され，様々な方法や装置が

開発されている．代表的な物として，DNAチップ（DNAマイクロ

アレイ），13・14）リアルータイムPCR，15・　16）電気泳動を利用した方法

（例えばDenaturing　Gradient　Gel　Electrophoresis，17）Temporal

Temperature　Gradient　Gel　Electrophoresis，　i　8）　Single－strand　conformation

polymorphism19））等である．また，研究段階であるが今後標的塩基配

列DNA検出に応用が期待される技術として，プローブDNAを修飾

した電極を用いた方法，20）プローブDNAを用いたアフィニテイー

電気泳動，21）プローブDNAを固定化したナノ粒子22）等が挙げられ

る．

　これらの検出方法は，そのほとんどが，相補的な塩基配列を持つ

一本鎖DNA間のハイブリダイゼーションを基本原理としている．

DNAチップによる標的塩基配列DNAの検出方法を例に取り，その

検出方法を説明すると，あらかじめ顕微鏡のスライドグラスよりも
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小さな基板上に，1種類あるいは数種類の一本鎖プローブDNAを

直径1mm未満のスポット状に固定した物を使用する．被検サンプ

ルはあらかじめ蛍光物質やアイソトープでラベルした一本鎖DNA

あるいはRNAを用い，基板上のプローブDNAとハイブリダイゼーー

ションを行った後，被検サンプル中のDNAあるいはRNAと相補的

に結合したプローブDNAのスポットをフル丁丁イメージャーやオ

ートラジオグラフィー等で検出する方法である．

　我々は以前より，前項で紹介したMIPを研究テーマとしてきた．

このMIPの応用研究として，標的塩基配列DNAの検出に着手した．

我々が開発しようとしているMIPを利用したDNA検出方法は，二

本鎖DNAのままの形でポリマーゲル中に認識部位を作成し，この

認識部位に合う大きさと形，認識部位に配位した機能性グループと

の相互作用を利用して標的塩基配列を持つDNAを検出しようとす

る方法で，これまでのDNA検出方法になかった新しい検出原理を

使用するものである．

　さらに我々は，このMIPを電気泳動のゲル媒体に用いることによ

り標的塩基配列DNAの検出システムを考案した．その検出原理を

Fig．1－2に示した．通常のDNA分離に用いられるポリアクリルアミ

ド（pAAm）ゲル（Fig．1－2中のpolyacrylamide　ge1）を用いて電気泳動

を行うと，DNAはPAAmゲルの分子舗効果を受けて，その予習に

従って分離される．一方，MIPゲル（Fig．1－2中のimprinted　polymer）

を用いて電気泳動を行うと，標的DNAは，　MIPゲル中の認識部位に

よる捕捉効果とゲルの分子飾効果を受けながら移動するため，その

泳動距離がPAAmゲルで得られた泳動距離よりも相対的に減少す

ることが予測される．また，標的でないDNAは，認識部位による

捕捉効果を受けずに，貫長による分離のみを受けるため，その泳動

距離はPAAmゲルと相対的に変わらないことが推察される．この泳

動距離がPAAmゲルでの測定結果と比較して相対的に減少した

DNAを探すことにより，標的塩基配列DNAを検出するという方法

である．

　我々の考案した検出方法はこれまでのDNA検出方法と比べ，以

下の利点を有すると考えられる．1）MIPゲルは，鋳型分子，機能
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性モノマー，アクリルアミドモノマー等のラジカル重合により作成

するので，安価で簡単に調製できること，2）安定性に優れた材料

であること，3）DNAを二本鎖のまま認識する認識部位がMIPゲ

ル中に作成されているので，検体DNAサンプルを変性させて一本

鎖にする必要がないこと，4）泳動終了後，ゲルを染色剤に浸けて

DNAを染色・可視化すれば，予め検体DNAをラベル化する必要が

ないこと，5）DNAは二本鎖のまま分析に用いられるので，ミス

マッチを生じないと予測されること等である．

　polyacrylamide　gel

（non－imprinted　polymer）

v

rnarker　sample

a
、
D

imprinted　polymer

marker　sample

，a

b’

十

　　　　　　　　　　　separation　by　fragment

separation　by　fragment　size　of　DNA

　　size　of　DNA　十
　　　　　　　　　　　capture　effect　of　imprinted

　　　　　　　　　　　　　cavity　produced

　　　　　　　　　　　by　functional　monomer

旦
low　mobility

Fig．1－2　Principle　of　dsDNA　detection　with　MIP
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1－3．本実験の背：景と目的

　これまで報告されているMIPの応用研究は，そのほとんどが低分

子量の有機化合物を標的するMIPに関するものである．ペプチド，

タンパク質，DNAなどの生体高分子に対するMPは，診断や予防

医学に広く応用される事が期待されているにもかかわらず，報告が

少なく，いまだ基礎研究の域を出ていない。そのため，我々の研究

グループでは，生体高分子を認識するMIPの開発に焦点を絞り，研

究を進めて来た．23｝25）本研究グループは，すでに二本鎖DNAのA・

T塩基対を特異的に認識する機能性モノマ・一2－vinyl－4，6－diamino－

1，3，5弍hazine（VDAr）を見出し，その二本鎖DNAへの認識特性を融

点測定，円二色性スペクトル測定，NMR測定等で確認をしてきた．26）

融点測定の結果，VDArの添加で二本鎖DNAの融点が約4℃上昇

した事がわかり，VDArが何らかの形で二本鎖から一本鎖へ融解す

る過程を妨げていること，すなわち二本鎖DNAの構造をVDArが

安定化していることが推察された、円二色性スペクトル測定の結果，

VDArの添加が二本鎖DNAの円二色性スペクトルに影響を与えな

いこと，および，インターカレーターである臭化エチジウムの添加

が二本鎖DNAの円二色性スペクトルを大きく変えることがわかっ

た．このことより，VDArは，インターカレーションとは別の，二

本鎖DNAの構造に影響を与えない方法で相互作用していると考え

られた．また，塩基のアナログ体（エチルアデニンとメチルチミン）

混合物とVDArのアナログ体（2，6－diaminopyridine，　DAP）を用いて実

施したNMR測定の結果，エチルアデニンのアミノ基のプロトンと

DAPのアミノ基プロトンがわずかに二二揚に化学シフトしている

ことがわかった。このことから，二本鎖DNAのA・丁塩：基対とVDAr

は，Fig．1－3の様に水素結合を介して自己集合していることが推察

された．そこで，本研究では，VDMを機能性モノマーに利用し，

二本鎖DNAを塩基配列特異的に認識するM正Pとその検出方法の開

発を試みることにした。

　初めに，作成したMIPのA・丁塩基対に対する認識特性を，表面

プラズモン共鳴（SPR）装置を用いて確認をした．次に，　MIP作成
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時に問題となっていた鋳型分子の除去方法について検討した．さら

に，A・T塩基対に対する認識特性を高めるべく，　MIP処方や測定

条件が，標的塩基配列DNAに対する認識部位の捕捉効果に影響す

るかどうか検討した．最後に，標的塩基配列DNAを検出する測定

システムを構築し，実際に検体サンプルを測定して標的塩基配列

DNAの検出に応用可能かどうか検討した．

　ThYMine　Adenine
　・N＿ぐ。　．＝N

　　　　　　　（x

2－vinyl－4，6－diamino－1，3，5－triazine

　　　　　（VDAT）

Fig．1－3　Possible　interactions　between　VDAT　and　A　T　base　pair
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第2章　分子インテイングポリマーゲルの標的塩

　　　　基配列DNAに対する相互作用の確認

　本研究グループでは，これまで，二本鎖DNAのA・T塩基対と
相互作用する有機化合物2－viny1－4，6－diamino－1，3，5一一triazine（VDAr）を

見出し，これを分子インプリンティング材料の機能性モノマーに利

用すべく検討を行ってきた．その結果，VDArは，　DNAのA・T塩

基対と水素結合を介して相互作用していると推察された（Fig．1－2）．

また，予備実験の結果，VDArを機能性モノマーに使用して作成し

たMIP膜は，目的の塩基配列のDNAを優先的に吸着することを確

認した．本研究を始めるにあたり，VDArを機能性モノマーとして

MIPを作成し，標的塩基配列DNAに対する相互作用を，表面プラ

ズモン共鳴（SPR）法を用いて詳細に検討することにした．

2－1．　試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N．N’・・テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一三チレンビス（アクリ

ルアミド）（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　N，N’一ビス（アク

リロイル）シスタミン，肥PES，グアニジン塩酸塩は和光純薬工業

より購入した．一本鎖DNA（51．CMCTACCGr皿CAGArM
TACACATATATC－3’；VT－1，　3　t－GAAA．GATGGCAAAAAGTCTAAAA

TGTGTATATAG－5’；VTL2）は，ベロトキシンDNAの塩基配列の一部

（34mer）のカスタム合成品をサワディー・テクノロジーより購入

した・2－viny1－4，6－diamino－1，3，5－triazine（VDAT）は，東京化成工業よ

り購入した．

2－2．実験方法

2－2－1．sPRセンサー上へのMIP膜の作成（Fig．24）

一本鎖DNA（5！一一CCG㎜CAGAm：AC－
TC－3’　；　VT－1，　3’一GAAAGATGGCAAAAAGTCTAAAATGTGTATA
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TAG－5’；VT－2）は，50mM　HEPESバッファー（pH7．3）に溶解後，等

モルになるよう混合し，90℃の恒温槽中で10分放置した後，室温

で徐々に放冷してハイブリダイゼーションを行い，二本鎖DNA（べ

Pトキシンニ本鎖DNA）を調製した．このベロトキシンニ本鎖DNA

（1．65miVE）とVDAr（16．5mM）を50mM　HEPESバッファ』（pH7．3）

中で混合し，べnトキシン豊本鎖DNA－VDAr自己集合体を作成し

た．4℃で一J晩放置後，BIS（130mM），アクリルアミド（130mM），

TEMED（3．7mM），　APS（2mM）をベロトキシンニ本立DNA．VDAr自己

集合体溶液に加え，MP重合前液を作成した．

　別に，20mMN，N’一ビスアクリロイルシスタミンのエタノール溶液

にSPRセンサー用金基板（SIA　kit　Au　sensor　chip，ビアコア製）を室

温で2時間浸漬し，金基板表面にアクリロイル基を導入した（Fig．2－1

A）．この表面にMIP重合前液を滴下し，カバーグラスで上面を覆

い，窒素ガス雰囲気下，室温で1時間放置して重合させた（Fig．2－l

B）．0．IM塩化グアニジンを含む50mM　HIEPESバッファーで，金

基板上に重合したM［P重合膜を洗浄し，M】P重合膜中のベロトキシ

ン機上鎖DNAを除去して，ベロトキシンニ本鎖DNAの結合部位を

作成した（Fig．2－1　C）．

　N．NLbistacryloyt｝cystamine

　［＝＝亟＝＝＝コ　　　両恥・藺U・

C《瓢）　　　B
　　　　　　醸独坐・

　　　　　　　　wkh　O．IM
　　　　　　　9團di㏄HCI四

＞tw1　‘

Acrylamide　Self－assembly

／1藁SS、i岬g，nt

Polyrner　film

　　　　　　　　　　　　　墨
Fig．2－1　Formation　of　A．T　recognition　polymer　mernbrane　on　gold　surface
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対照に，自己集合体液のベロトキシンニ本四DNAの替…わりに50mM

HEPESバッファー（pH73）を用いた他は，上記と同様に操作して

作成したn◎n－MIP重合膜を使用した．

2・一2－2．SPR測定

　MIP重合膜で修飾した金基板を，　SPR測定装置（Biacore3000，ビ

アコア株式会社）に設置した後，1－100enMのベロトキシンニ本部

DNAの10mM　HEPESバッファー（pH7．4）溶液を適用し，表面プラ

ズモン共学角の変化を測定した．non－MIP重合膜を修飾した金基板

も同様に操作した．結果は，SPR装置に付属されているBIA
evaluati◎nソフトウエアの1：1binding　modelを用いて解析した．

2－3．実験結果

　MIP重合膜で修飾した金基板とltOft－MO重合膜を修飾した金基板

に1hM濃度のベロトキシンニ本鎖DNAを適用した時のセンサーグ

ラムをFig．2－2に示した．また，ベロトキシンニ本鎖DNAのMIP重

合膜で修飾した金基板とn◎n－MIP重合膜で修飾した金基板に対する

結合速度定数（k。），解離速度定数（kd），解離i定数（KD）をTable　24

に示した．反応速度定数の解析に当たっては，標的塩基配列DNA

1分子に対し，MP中の認識部位1つが対応する観点から，1：1

binding　model式を採用した．実際の実験は，ベロトキシンニ本鎖

DNA濃度1，10，50，100，200，1000・nlViで測定を行ったが，解

離定数に対応する濃度に近いアナライト濃度を用いた解析結果が

より正確であることが知られているので，Table　2－1には1，10nMの

濃度で測定した時の結果を示した．

　M［P重合膜で修飾した金基板の解離定数（1σ9Mオーダー）は，

non－MIP　ig合唱を修飾した金基板の解離定数（10’8Mオーダー）の

1オーダー低い値であり，その分だけMP重合膜で修飾した金基板

はベロトキシンニ本鎖DNAに対する結合能が高いことがわかった．

non－MP重合膜は，膜の重合時に鋳型分子DNAを加えていないた

め，MP重合膜と同じ支持体ポリマー中にVDArがランダムに固定

化されたポリマーが作成されているものと思われる（Fig．2－2申の左
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上，non－MIP　membrane）．そのため，標的塩基配列DNA（鋳型分子

DNAと同じ物）を捕捉するための認識部位（認識場）がなく，VDAr

の配位位置も標的塩基配列DNAのA・丁塩基対の存在する位置と

対合していない．そのため，標的塩基配列DNAに対して強い相互

作用が得られず，そのKD値が，　MI［P重合膜のKD値より高くなっ

たと考察される．これらの結果より，MIP重合膜は，　non－MIP重合

膜と比較して，標的塩基配列DNAと強く相互作用することがわか

り，M［P膜中の認識部位の標的塩基配列DNAに対する捕捉効果を

確認する事ができた．
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第3章　予備通電による鋳型分子除去条件の検討

　これまで，二本鎖DNAを認識するMIPの作成は，　MIP重合操作

の後，0．1Mグアニジン塩酸塩溶液にMIPを浸漬し，機能性グルー

プと鋳型分子DNAの水素結合による自己集合を切断することによ

って，鋳型分子を除去し認識部位を完成させていた（Fig．1－1中の

Extraction）．本研究で，　MIPを電気泳動のゲル媒体に用いて標的塩

基配列DNA検出システムを構築するにあたり，予備通電を利用し

て鋳型分子除去を行うことを思いついた．そこで，予備通電でMIP

中の鋳型分子の除去が可能かどうか検討する事にした．

3－1．　試薬・平担

　アクリルアミド，N，N，N．N’一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一下チレンビス（アクリ

ルアミド）（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミ

ノー2上ドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学用），

塩化ナトリウムは和光純薬工業より購入した．
2－viny1－4，6一一diamino－1，3，5－triazine（VDAr），エチレンジアミン四酢酸ニ

ナトリウムニ水和物（EDTA）は，東京化成工業より購入した．ほう

酸はキシダ化学より購入した．polydeoxyadenylic　acid・

polydeoxythymidylic　acid　double－stranded　hemopolymer　sodium　salt

（Poly［dA］・poly【dT］）は，シグマ社より購入した．臭化エチジウムは，

モレキュラープローブ社から購入した．

3－2．実験方法

　本実験では，poly［dA】・poly［dT］を鋳型分子DNAとして用い，

poly【dA］・poly［dT］を認識するMIPゲルを作成した・はじめに，

poly［dA】・poly［dT】（0．10D260，5μ9／mlのdsDNAに相当）と機能

性モノマーのVDAT（0．26Pa　M）をO．2M塩化ナトリウム含有50mM

HEPESバッファー（pH　7．3）中で混合し，4℃で一晩放置して，

dsDNA．VDAr自己集合体を形成させた．次にdsDNA．VDAr自己集
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合体を含む溶液にAAm（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，

さらにAPS（0．66mM），　TEMED（3．2mM）を加えて重合前液を作成した・

重合前液は，直ちに，一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電

気泳動のゲル形成用のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）に2mlず

つ分注し，室温で放置して重合させた．重合後，ゲル形成用ガラス

管のパラフィルムをはずし，電気泳動の泳動槽に設置し，×0．5TBE

（45mMトリス，45mMほう酸lmM　EDTA，　pH8．3）を泳動バッフ

ァーに用いて，鋳型分子dsDNAを除くため，種々の通電条件（2．7mA／

ゲル断面積0．8cm2当たり），通電時間（0－10h）で予備通電を行った．

予備通電終了後，MIPゲルをガラス管より取り出し，0．5μ9／m1臭化

エチジウムの×0．5TBEバッファー中に30分間浸漬し，MIPゲル中に

残存しているDNAを染色した．×0．5TBEバッファーで10分間の洗

浄操作を，バッファーを変えて3回繰返し行った後，UVライトを

MIPゲルに照射して，染色されたDNAを可視化した．

3－3．実験結果

　通電条件2mA，5mA，7mA（ゲル断面積0．8cm2当たり）で0．10時

間通電した後に，臭化エチジウムで染色したMIPゲルをFig．3に示

した．2mAの通電条件では，鋳型分子DNAの残存を示す染色部分

が10時間の通電でほぼなくなり，鋳型分子の除去に10時間の通電

が必要であることがわかった．5mAの通電条件では5時間の通電で，

7mAの通電条件では2時間の通電で，染色部分がほぼなくなり，鋳

型分子の除去にそれぞれ5時間，2時間の通電が必要であることが

わかった．7mAの通電条件では，通電後，しばしばMIPゲルの破

壊（ゲルがぽろぽろに崩れた状態）が観察されているため，5mA，

5時間の通電条件を採用することにした．

　非共有結合を利用したMIP作成時の鋳型分子除去に関しては，　MIP

を，鋳型分子と機能性モノマーの自己集合体作成時とは異なるpH

や塩濃度の溶液に浸漬して，機能性グル・一・・一‘プと鋳型分子との相互作

用を弱め，鋳型分子を抽出する方法が一般的である．この従来法は，

MIP材料の表面の鋳型分子が除去され，　MIP表面に認識部位を作成

することが可能であるが，材料内部の鋳型分子は除去されず，認識
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部位の作成効率が良くなかった．従って，この後，標的分子をMIP

に吸着させる際に，MIP表面に作成した認識部位しか利用できない

といった問題があった．今回，電気泳動の予備通電を利用する事に

より，MIPゲル内部の鋳型分子も除去されていることが確認され，

MIPゲル内部にも認識部位が作成されていることがわかった．従っ

て，単位ポリマーゲル容量当たりの認識部位の数が従来方法より増

えていると考えられるため，これまで以上に標的分子に対する吸着

効率や選択性が高まるものと予測される．

Ohr．　O．5hr．1hr．5hr．10hr．　Ohr．　O．5hr．　1hr．2hr．5hr．　Ohr．　O．5hr．1hr．2hr．

　　　　　　　　・X　X　　　　　　　　　X2mA 5mA 7mA

Fig．3　Determination　of　pre－runn血g　condition　for　removing　template　dsDNA

Afヒe【polymeriZation　of　MIP　gel　in　a　glass　tube（dia皿eter，4．5m皿；length，12cm），the　gelS　in　the　glass

tUbes　were　subject　to　seveTal　co皿砒iolls　of　pre・run】1jng（2－7mA，0－1011）a皿d　stained　wit1105μg！mI

ethidium　bro血de　for　30諭旨．
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第4章　標的塩基配列DNA検出条件の検討

　MHeの分子認識は，　MIP中に作成された認識部位の標的分子に対

する捕捉効果の強さに依存することが知られている．そして，その

捕捉効果は，MIP中の認識部位に配位する機能性グループの数

（Fig．4－1－1参照）や，認識部位そのものの数（Fig．4－2－1参照）に依

存すると予測される．MIP中の認識部位に配位する機能性グループ

の数は，MIP作成時に混入する鋳型分子に対する機能性モノマーの

モル比で調整する事が可能である．また，MIP中の認識部位の数は，

MIP作成時に混入する鋳型分子DNAの濃度で調整する事が可能で

ある．そのため，標的塩基配列DNAの検出実験に入る前に，認識

部位の捕捉効果に影響を与えると予想されるこれらのファクター

の効果を確認し，標的塩基配列DNA検出に最適な条件を設定する

ための指標とすることにした．さらに，MIPの作製過程においても，

鋳型分子DNAと機能性モノマーの自己集合体形成段階でのpH環境

や，標的塩基配列DNAを認識部位に捕捉させる操作を伴う電気泳

動時のpH環境が，機能性グループやDNAの荷電状態に影響を及ぼ

し，鋳型分子（あるいは標的塩基配列）DNAと機能性グループとの

相互作用，ひいては認識部位の捕捉効果に影響を与えると予測され

る．従って，MIPの自己集合体形成時におけるpH環境と，電気泳

動時のpH環境についても，標的塩基配列DNAの捕捉効果に影響を

与えるかどうかの検討を行った．

　本実験では，様々な条件で作製されたMIP，あるいは異なった測

定条件下での，標的塩基配列DNAに対する認識部位の捕捉効果を

比較する為に，相対鎖長（RS）値を定義した．　RS値は，　DNAの分

析に一般的に使用されるポリアクリルアミドゲル電気泳動で得ら

れた検体DNAの鎖長（真の鎖長）を1．00とした場合の，　MIPゲル

を用いた電気泳動で得られた同じ検体DNAの鎖長（認識部位によ

る検体DNAの捕捉効果も含めた泳動距離から得られた鎖長；見か

けの鎖長）の相対値である．この値が1．00より大きいと，見かけの

鎖長が真の真影よりも相対的に大きい，すなわち認識部位による標
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的塩基配列DNAの捕捉効果が大きいと判断した．また，この値が

ほぼ1．00であると，見かけの鎖長が真の鎖長とほぼ等しいので，認

識部位による標的塩基配列DNAの捕捉効果が小さいと判断した．

　本章では，始めに，鋳型分子と機能性モノマーのモル比が認識部

位の捕捉効果へ及ぼす影響を調べた．次に，自己集合体作成時の鋳

型分子含有量が認識部位の捕捉効果へ及ぼす影響について調べた．

最後に，自己集合体作成時と電気泳動時のpH環境が認識部位の捕

捉効果へ及ぼす影響について検討を行った．

4－1．鋳型分子と機能性モノマーのモル比の影響

　MIP作成の最初のステップである自己集合体作成の際，混合され

る鋳型分子DNAと機能性モノマーとの割合（モル比）は，鋳型分

子DNA　1分子に自己集合する機能性モノマーの数を決定し，　MIP

：重合後，MIP中に作成される認識部位中の機能性グループの数に影

↓

　Template　DNA

、＿猟＿囎
　Self－assembly　1

Polymerization

Pre－running　of
electrophoresis

Fig．4－1－1　Preparation　ofMIP　gel　with　different　mele　ratios　of

　　　the　template　dsDNA　to　functional　monomer．

　　　Left　side；small　amount　offunctional　monemer

　　　Right　side；alarge　arnount　of　functional　monomer
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響すると考えられる（Fig．4－1－1）．認識部位の機能性グループの数が

多いほど標的塩基配列DNAに対する相互作用点が多くなり，認識

部位への捕捉効果が高くなると考えられる．この鋳型分子DNAと

機能性モノマーのモル比による捕捉効果の影響を調べるため，自己

集合体中の鋳型分子DNAと機能性モノマーとのモル比を変えて

MIPゲルを作成し，これを電気泳動のゲル媒体に用いて，標的塩基

配列DNAを泳動した．泳動結果より，標的塩基配列DNAの相対鎖

長を算出し，認識部位の捕捉効果を評価した．

4－1－1．試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N．N一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一メチレンビス（アクリ

ルアミド）（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミ

ノー2一ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学

用），塩化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）

は和光純薬工業より購入した．2－vinyl－4，6－diamino－1，3，5－triazine

（VDAr），エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）

は，東京化成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．

PolydeoxyadeRylic　acid　’　polydeexythymidylic　acid　deuble－stranded

homopolymer　sodium　salt（Poly【dA］・poly［dT】）1ま，シグマ社より購入

した．臭化エチジウムは，モレキュラープローブ社から購入した．

モレキュラールーラー100bp（DNAサイズスタンダードマーカー）

は，バイオラッド社より購入した．

4－1－2．実験方法

　本実験では鋳型分子DNAにpoly［dA】・poly［dT】を用い，　poly［dA】・

poly［dT］を認識するMIPを作成した．はじめに鋳…型分子DNA

（poly［dA］・poly［dT】）と機能性モノマー（VDAT）を様々なモル比

（鋳…型分子DNA中のA・T塩基：機能性モノマー，100：3，100：10，

100：50，100：100，鋳型分子DNAの量は3．7nM・一定とした）で，0．2M

塩化ナトリウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）中にそれぞれ

混合し，4℃で一晩放置して，poly［dA】・poly【dT】一vDAr自己集合体
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を作成した．次にpoly【dA】・poly【dT｝VDAr自己集合体を含む溶液

にAAm（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，さらに

APS（0．66mM），　TEMED（3．2mM）を加えて重合前液を作成した．重合

前液は，直ちに，一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電気泳

動のゲル形成用のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）に2ml，各混

合モル比条件につき2准ずつ分注し，室温で放置して重合させた．

対照に，poly【dA］　・　poly【dT］一VDAT自己集合体を含む溶液の替りに，

0．2M塩化ナトリウム含有50mM・H・EPESバッファー（pH7．3）を用いて

同様に操作し，ポリアクリルアミドゲル（PAAmゲル）を重合した．

重合後，ゲル形成用ガラス管のパラフィルムをはずし，電気泳動の

泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会社製）に設置し，×0．5TBE（45mM

トリス，45mMほう酸1mM　EDTA，　pH8．3）を泳動バッファーに用

いて，鋳型分子DNA（poly［（th】・poly［dT］）を除くため，5mA，5

時間予備通電を行った．予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％グ

リセリン，10mM　EDTA，0．05w／v％BPB）を0．1容量加えたPoly［dA］・

poly［dT］（o．30D260）のxo5TBE溶液およびDNAサイズスタンダー

ドマーカーを泳動サンプルとして，5mA一定で電気泳動を行った．

BPBの青色の泳動バンドがゲル下端より1．5cm上まで達したら通電

を止め，各ゲルをガラス管より取り出し，0．5μg／ml臭化エチジウム

の×0．5TBEバッファー中に30分間浸漬し，各ゲル中のDNA泳動バ

ンドを染色した．×0．5TBEバッファーで10分間の洗浄操作をバッ

ファーを変えて3回行った後，UVライトをMIPゲルに照射して染

色されたDNA泳動バンドを可視化した．各泳動バンドの泳動距離

を測定し，MIPゲルとPAAmゲルより得られたDNAサイズスタン

ダードマーカーの泳動距離からDNAサイズと泳動距離の検量線を

それぞれ作成し，Pely【dA］・poly【dT］の鎖長を算出した．　MIPゲルよ

り得られたPoly【dA］・poly［dT1の鎖長（見かけの喜色）をPAAmゲ

ルより得られたPoly［dA］・poly［dT］の鎖長（真の鎖長）で割り，相

対座長（RS値）を求めた．

4－1－3．実験結果

　様々な混合モル比の鋳型分子DNA中のA・T塩基対と機能性モ
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ノマー（VDAr）で作成したMIPゲルとPAAmゲルから求められた

検量線をFig．4－1－2に，各ゲルより得られた標的DNAの泳動距離

検量線より求められた鎖長，相対鎖長をTable　4．1－1に，混合モル比

と相対鎖長の関係のグラフをFig．4－1－3に示した．いずれのゲルの

検量線も良好な直線性を示し，対照のPAAmゲルより得られた検量

線との大きな差異はなかった（Fig．4－1－2）．相対鎖長は，鋳型分子

DNA中のA・T塩基対とVDArの混合モル比100：10より得られた

値が最も大きく，MIPゲル中のVDATの混合比が低いゲル（例えば

Fig．4－1－2中の100：3）でも，　VDArの混合比が高いゲル（例えばFig．

4－1－2中の100：50，100：100）でも，混合モル比100：10の相対町長の

値よりも低い事がわかった．相対鎖長が大きいということは，MIP

ゲル中の認識部位の標的塩基配列DNAに対する捕捉効果が高いた

め，標的塩基配列DNAの泳動が妨げられて泳動距離が短くなり，

その結果，見かけの鎖長が大きくなったためと予測される．混合モ

ル比100：10で作成したMIPゲルは，標的DNAに対する捕捉効果が

最も大きいことが推察された．また，VDArの混合比が100：50，

100：100のゲルに関しては，VDArの混合モル比100：10より相対町

長が小さかったものの，この値が1．00以上であったので，標的DNA

に対する捕捉効果はあることがわかった．

　実験を始める当初は，混合モル比100：50，100：100と機能性モノ

マーの含量が多くなるほど，標的DNAと機能性グループとの相互

作用点が多くなるため，相対鎖長が大きくなり，標的DNAに対す

る捕捉効果が大きくなるものと考えていた．結果は予想と反し，混

合モル比100：10に至適モル比があることが判明した．本実験では，

結果の解析を容易にするため，A・T塩基対のみの配列の鋳型分子

DNA（Poly【dA］　・poly【dT］）を用い，　Poly［dA］・poly［dT］を認識する

MIPゲルを作製して実験に使用した．鋳型分子DNAは，　A・T塩基

対のみの配列なので，混合モル比100：100あるいは100：50の条件で

は，dsDNAの塩基対問の約0．34　nmあたり1分子ないし0．5分子の

VDArが自己集合する計算になる．　VDArの4位と6位のアミノ基

の広がりを考えると，隣のA・T塩基対に自己集合したVDAr同志

で立体障害が生じ，A・T塩基対と自己集合体を形成できないVDAr
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が生じるものと思われる．自己集合体を形成できなかったVDArは，

その後のMIPゲル作成過程で，　MIPゲル中にランダムに重合され，

MIPゲルとDNAとの非特異的な吸着効果を生み出す原因となると

予測される．

　一般に検体となるDNAは，各塩基対が不規則に配列しており，

Poly【dA］・poly［dT】のようにA・T塩基対のみの配列のものは稀であ

る．また，すべての塩基配列がわかっている検体DNAも少ない．

本実験で，混合モル比100：10すなわちA・T塩基対10モルに対し

VDAr　1モルが最も標的DNAに対する捕捉効果が高く，　A・T塩基

対10モルに対しvDAr　1モル以上（混合モル比100：50と100：100）

にも捕捉効果が確認できることがわかったので，塩基配列の不明な

DNAに対しては，その鎖長10bpに対し1モルのvDArを使用する
ことにした．
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Table　4－1－1　Effect　of　the　molar　ratie　of　A”T　base　pair　in　the　target　dsDNA　to　VDAT

　　　　　　　on　the　relative　size　of　the　dsDNA　fragment

A’T　bp：VDAT
（mole　ratie）

Mi誤ati◎鍛distance

of　target　dsDNA

　　　　（cm）

　Size　of　target　dsDNA

ebtained　from　calibration

　　　　curves（bp）

Relative　size　of

dsDNA　fragmenl

PAAm　gel
　100：3

　100：10

　1eo：so

　loo：leo

1．28

1．58

1．30

1．42

1．42

1033．2

937．4

1139．2

1e65．1

1058．3

1．00

0．91

1．10

1．03

1．02

＊Relative　size　of　dsDNA　fragmeRt　is　defiRed　as　the　ratio　of　the　apparent　size　of　dsDNA

丘ag斑e益t（α蟻ibratcd　fro磁M】P　gel　electmphoresis）to　the　actual　sセe　of　dsDNA倉ag磁e搬

（calibrated　from　polyacrylamide　gel　electrophoresis）．
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Fig．4－1－3　Effect　of　the　molar　ratio　of　A”T　base　pair

　　　　　　in　the　target　dsDNA　to　VDAT　on　the　relative

　　　　　　size　of　the　dsDNA　fragment
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4－2．自己集合体作成時の鋳型分子含有：量の影響

　MIPゲル作製において，重合前液中に含まれる自己集合体含量は，

重合後のMIPゲルの認識部位の密度に影響すると考えられる．重合

前液中の自己集合体含量が多いほど，単位ゲル容積当たりの認識部

位の多いMIPが作成され，標的塩基配列DNAの捕捉効率のよい

MIPゲルができ，高い捕捉効果が期待される（Fig．4－2－1）．そこで，

重合前務の自己集合体含量を変えたMlpゲルを作成し，標的塩基配

列DNAへの捕捉効果にどのような影響を与えるのか検討した．

1

SelfLassembly

Polymerization

織’

Pre－running　of
electrophoresi

，

Fig．4－2－1　Preparation　of　MIP　gel　with　different　amount　of　self－assembled

　　　complex
　　　Left　side；small　amount　of　seif－assembled　complex

　　　Right　side；alarge　amount　of　self－assembled　complex
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4－2－1．試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N．N一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一骨チレンビス（アクリ

ルアミド）（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミ

ノー2一ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学

用），塩化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）

は和光純薬工業より購入した．2－viny1－4，6－diamino－1，3，5－triazine

（VDAr），エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）

は，東京化成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．

Polydeoxyadenylic　acid　’　polydeoxythymidylic　acid　double－stranded

homopolymer　sodium　salt（Poly［dA］　・　poly［dTD　Iま，シグマ社より購入

した．臭化エチジウムは，モレキュラープローブ社から購入した．

モレキュラールーラー100bp（DNAサイズスタンダードマーカー）

は，バイオラッド社より購入した．

4－2－2．実験方法

　本実験では4－1－2の項と同様，鋳型分子DNAにpoly［dA］’poly【dT］

を用い，poly［dA】・poly［dT】を認識するMIPを作成した．はじめに

鋳型分子DNAと機i能性モノマーを混合モル比100：10（鋳…型分子

DNA中のA・T塩基7．7μMに対し，機能性モノマー0．8μM）で，0．2M

塩化ナトリウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）中に混合し，

4℃で一晩放置し，poly【dA］・poly［dT］一vDAr自己集合体を作成した．

次に種々の含量のpoly［dA］・poly［dT】一VDAT自己集合体を含む溶液

（鋳型分子DNA含量に換算し，0，0．25，0．50，1．OOpag／ml）それぞれ

にAAm（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，さらに

APS（0．66mM），　TEMED（3．2mM）を加えて重合早早を作成した．重合

前脚は，直ちに，一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電気泳

動のゲル形成用のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）に2m1，各自

己集合体含量条件につき2本ずつ分注し，室温で放置して重合させ

た．対照に，poly［dAl・poly【dT｝vDAT自己集合体を含む溶液の替り

に，0．2M塩化ナトリウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）を用

いて同様に操作し，ポリアクリルアミドゲル（PAAmゲル）を重合
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した．重合後，ゲル形成用ガラス管のパラフィルムをはずし，電気

泳動の泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会社製）に設置し，×05TBE

（45mMトリス，45mMほう酸，1mM　EDTA，　pH8．3＞を泳動バッフ

ァーに用いて，鋳型分子DNA（poly【dA］・poly［dT］）を除くため，

5mA，5時間予備通電を行った．予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％

グリセリン，10mM　EDTA，，0．05w／v％BPB）を0．1容量加えた

Poly［dA］・poly［dT］（0．30D26G）の×O．5TBE溶液およびDNAサイズ

スタンダードマーカーを泳動サンプルとして，5mA一定で電気泳動

を行った．BPBの青色の泳動バンドがゲル下端より1．5cm上まで達

したら通電を止め，各ゲルをガラス管より取り出し，05μg／ml臭化

エチジウムのxO．5TBEバッファー中に30分間浸漬し，各ゲル中の

DNA泳動バンドを染色した．×0．5TBEバッファーで10分間の洗浄

操作をバッファーを変えて3回行った後，UVライトをMIPゲルに

照射して染色されたDNA泳動バンドを可視化した．各泳動バンド

の泳動距離を測定し，MIPゲルとPAAmゲルより得られたDNAサ

イズスタンダードマーカーの泳動距離からDNAサイズと泳動距離

の検量線をそれぞれ作成し，Poly［dA］・poly【dT］の鎖長を算出した．

MIPゲルより得られたPoly［dA］・poly【dT】の鎖長く見かけの助長）

をPAAmゲルより得られたPoly【dA】・poly［dT］の鎖長（真の鎖長）

で割り，相対各戸（RS値）を求めた．

4－2－3．実験結果

　様々な自己集合体含量で作成したMIPゲルから求めた相対首長

のグラフをFig．4－2－2に示した．なお，自己集合体含量は，自己集

合体に含まれる鋳型分子DNAの濃度に換算し，グラフ中に表記し

た．実験：を行った重合前罪門中の自己集合体含量（DNA濃度に換算

してO．OO－1．00pa9／ml）範囲では，濃度が高い程，相対鎖長が高いこ

とがわかり，標的DNAに対する捕捉効果が高いことが示唆された．

実験を行った濃度範囲以上では，MIPゲル中の認識部位密度が高く

なるため，相対鎖長はさらに高くなると予想されるが，認識部位

密度が高くなるとMIPゲルの機械的強度が低くなると予測される

こと，および鋳型DNAが高価であることの2つの理由により，重
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合前溶液中の自己集合体に含まれるDNA濃度1μg／mlを上限とし，

以降の実験ではこの濃度を適用した．
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4－3．自己集合体作成時と電気泳動時のpH環境の影響

　自己集合体作成時に用いられる緩衝液のpHは，鋳型分子DNAや

VDArの荷電状態に影響するものと思われる．我々の試みている

MIPゲルの分子認識は，　A・T塩基対とVDArとの水素結合を利用

しており，鋳型分子DNAとVDArの静電的相互作用は，この水素

結合による塩基配列特異的な相互作用を妨げる恐れがある．そこで

自己集合体作成時に用いられる緩衝液のpHの認識部位への捕捉効

果の影響を確認することにした．また，電気泳動時，MIPゲルの認

識部位に配位したVDArと標的塩基配列DNAとの相互作用は，自

己集合体作製時と同様，VDArとDNAの静電的相互作用の影響を

受ける恐れがあるので，電気泳動時に用いる緩衝液のpHの認識部

位への捕捉効果の影響も同時に確認することにした．

4－3－1．試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N．N一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一軸チレンビス（アクリ

ルアミド）（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミ

ノー2一ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学

用），塩化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）

は和光純薬工業より購入した．2－viny1－4，6－diamino－1，3，5－triazine

（VDAr），エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）

は，東京化成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．

Polydeoxyadenylic　acid　’　polydeoxythymidylic　acid　double一一stranded

homopolymer　sodium　salt（Poly［dA】・poly［dT］）は，シグマ社より購入

した．臭化エチジウムは，モレキュラープローブ社から購入した．

モレキュラールーラー100bp（DNAサイズスタンダードマーカー）

は，バイオラッド社より購入した．

4－3－2．実験方法

　本実験は，4－1－2，4－2－2の項と同様，鋳型分子DNAにpoly［dA］・

poly［dT】を用い，　poly［dA】・poly［dT］を認識するMIPを作成した．は

じめに鋳型分子DNAと機能性モノマーの混合モル比100：10（鋳型
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分子DNA中のA・T塩基7．7μMに対し，機能性モノマーO．8μM）で，

pHの異なる3種類の0．2M塩化ナトリウム含有50mM　HEPESバッ

ファー（pH7．3，　pH8．3，　pHg．3）中にそれぞれ混合し，4℃で一晩放置

し，3種類のpoly［dA］　・poly【dT｝vDAT自己集合体を作成した．

poly［dA］　’　poly［dT］一VDAT自己集合体を含む溶液（DNA含量に換算

し1．OOpa9／m1）にAAm（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，さ

らにAPS（0．66mM），　TEMED（3．2mM）を加えて重合前液を作成した．

重合前液は，直ちに，一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電

気泳動のゲル形成用のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）に2ml，

各自己集合体作成時のpH条件につき2本ずつ分注し，室温で放置

して重合させた．対照に，poly［dA】・poly［dT］．vDAr自己集合体を含

む溶液の替りに，0．2M塩化ナトリウム含有50mM　HEPESバッファ

ー（pH7．3）を用いて同様に操作し，ポリアクリルアミドゲル（PAAm

ゲル）を重合した．重合後，ゲル形成用ガラス管のパラフィルムを

はずし，電気泳動の泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会社製）に設

置し，pHの異なる3種類の泳動用緩衝液×0．5　TBE（45mMトリス，

45mMほう酸，1mM　EDTA，　pH7．3，　pH8．3，　pH9．3）をそれぞれ用い

て，鋳型分子DNA（poly［dA］　e　poly【dT】）を除くため，5mA，5時間

予備通電を行った．予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％グリセ

リン，10mM　EDTA．，0．05w／v％BPB）を0．1容量加えたPoly［dA】・

poly［dT］（0．30D260）の×0．5TBE溶液およびDNAサイズスタンダー

ドマーカーを泳動サンプルとして，5mA一一定で電気泳動を行った．

BPBの青色の泳動バンドがゲル下端より1．5cm上まで達したら通電

を止め，各ゲルをガラス管より取り出し，0．5μg／m1臭化エチジウム

の×0．5TBEバッファー中に30分間浸漬し，各ゲル中のDNA泳動バ

ンドを染色した．×0．5TBEバッファーで10分間の洗浄操作をバッ

ファーを変えて3回行った後，UVライトをMIPゲルに照射して染

色されたDNA泳動バンドを可視化した．各泳動バンドの泳動距離

を測定し，MIPゲルとPAAmゲルより得られたDNAサイズスタン

ダードマーカーの泳動距離からDNAサイズと泳動距離の検量線を

それぞれ作成し，Poly【dAP　poly［dT】の馬長を算出した．　MIPゲルよ

り得られたPoly［dA｝・poly［dT】の鎖長（見かけの鎖長）をPAAmゲ
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ルより得られたPoly【dA］・poly［dT］の鎖長（真の鎖長）で割り，相

対鎖長（RS値）を求めた．

4－3－3．実験結果

　Fig．4－3－1に自己集合体作成時と電気泳動時のpH環境による影響

の結果を示した．自己集合体作成時と電気泳動時が同じpHの結果

を比較すると，自己集合体作成時／電気泳動時が7．3／7．3の相対鎖長

より，8．3／8．3の方が，また8．3／8．3の相対鎖長よりも9．3／9．3の方が，

相対鎖長が高いことがわかり，pH環境がアルカリ側に移動するに

つれて捕捉効果が高くなる傾向を示した．VDArのアミノ基の荷電

状態はpH環境がアルカリ側に片寄るほど弱くなり，酸側に片寄る

ほど強くなることが予測される．dsDNAとVDArの静電的相互作

用の影響があると仮定すると，心心に片寄るほどdsDNAはMIPゲ

ルに非特異的な吸着を示し，その結果，泳動距離が減じて相対丈長

が高くなるはずである．実際の結果はこの逆であったので，dsDNA

とVDArの静電的相互作用の影響はそれほど大きくないことが示唆

された．

　また，自己集合体作成時のpHがpH7．3で，電気泳動時のpHが異

なるものの結果を比較すると，7．3／8．3が最も相対鎖長が高いことが

わかった．この相対鎖長は，9。3／9．3の相対郭外よりも高かったので，

今後の実験には7．3／8．3を用いることにした．
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第5章　配列特異的DNA検出方法の開発

　これまで，MIPゲルを電気泳動のゲル媒体に用いて泳動を行い，

相対鎖長を算出して，MIPゲル中に作成された認識部位の捕捉効果

について評価を行ってきた．また，これらの結果より，標的塩基配

列DNA検出のための至適測定条件を検討してきた．この章では，

至適測定条件下，被検サンプルを用いてDNA検出を行い，塩基特

異的にDNAを検出可能かどうか確認する実験を行った．始めに標

的塩基配列DNA単独で，次に鎖長の異なるDNAの混合サンプルで，

最後に家長の等しい一塩基置換DNAで分析を試みた．

5．1．MIPゲル電気泳動を用いた標的塩基配列DNAの検出

5－1－1．試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N’．N’一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一寸チレンビスアクリル

アミド（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミノ＋

ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学用），

塩化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）は

和光純薬工業より購入した．2－vinyl－4，6－diamino－1，3，5－triazine（VDAr），

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）は，東京化

成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．λDNA，

Hind皿Digested　Markerは，　Ambion社より購入した．臭化エチジウ

ムは，モレキュラープローブ社から購入した．モレキュラールーラ

ー一@100bp（DNAサイズスタンダードマーカー）は，バイオラッド社

より購入した．

5－1－2．実験方法

　はじめにλDNA，　Hind皿Digested　Markerより鋳型分子および標的

分子となる564－bpλDNAフラグメント（564－bpフラグメント）を精

製した．λDNA，　Hind皿Digested　Markerを3．5％ポリアクリルアミド
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ゲル電気泳動で泳動し，564－bpに相当する泳動バンドを含む泳動ゲ

ル部分を切り出し，Crush　and　soak　method27）で泳動ゲル切片より

564－bpフラグメントを抽出した．すなわち，切り出したゲル切片を

細かく刻んだ後，ゲルの約2倍容量の1×TBE緩衝液に分散して

37℃で1晩振とうし，約6500×g，4℃，10分間の遠心行うことに

よりDNAが抽出された上澄み液を分取した．この操作を2回繰り

返し，2回分の上澄み液を合わせた後，エタノール沈殿で上澄み中

のDNAを回収した．エタノールを除き，DNA沈殿を乾燥させた後，

少量×0．5TBEに溶解して以後の実験に用いた．回収したDNAの濃

度は，260nmの吸光度（10D260は二本SK　DNA　SOpa9／m1に相当する）

を測定することにより確認した．また，回収したDNAの純度は，電

気泳動で単一バンドを示すことにより確認をした．

　次に，上の操作で精製した564－bpフラグメントを鋳型分子DNA

として用い，564－bpフラグメント認識するMIPを作成した．564－bp

フラグメントの塩基対とVDATの混合モル比100：10（鋳型分子

DNA13．7nM，機能性モノマー773nM）となるよう，0．2M塩化ナト

リウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）中で混合し，4℃で一

晩放置して564－bpフラグメントーVDAT自己集合体を作成した．一

晩放置後，564－bpフラグメントーVDAr自己集合体を含む溶液に

AA：m（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，さらにAPS（0．66mM），

TEMED（3．2mM）を加えて重合前野を作成した．重合一国は，直ちに，

一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電気泳動のゲル形成用

のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）2本に2m1ずつ分注し，室温

で放置して重合させた．対照に，564－bpフラグメントーVDAr自己集

合体を含む溶液の替りに，0．2M塩化ナトリウム含有50mM　HEPES

バッファー（pH7．3）を用いて同様に操作し，ポリアクリルアミドゲル

（PAAmゲル）を重合した．

　重合後，鋳型分子DNAを除くため，ゲル形成用ガラス管のパラ

フィルムをはずし，電気泳動の泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会

社製）に設置し，×05TBE（45mMトリス，45mMほう酸，1mM　EDTA，

pH8．3）を泳動バッファーに用いて，5mA，5時間予備通電を行った．

予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％グリセリン，10mM　EDTA，
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0．05w／v％BPB）を0．1容量加えた564－bpフラグメント（0．20D260）

の×0．5TBE溶液およびDNAサイズスタンダードマーカーを泳動サ

ンプルとして，5mA・一定で電気泳動を行った．　BPBの青色の泳動バ

ンドがゲル下端より1．5cm上まで達したら通電をとめ，各ゲルをガ

ラス管より取り出し，0．5μg／ml臭化エチジウムの×0．5TBE中に30分

間浸漬し，MIPゲル中のDNA泳動バンドを染色した．×0．5TBEで

10分間の洗浄操作を，xO．5TBEバッファーを変えて3回繰返し行っ

た後，UVライトをMIPゲルおよびPAAMゲルに照射して染色され

たDNAを可視化した．各DNA成分の泳動バンドの泳動距離を測定

した後，DNAサイズスタンダードマーカーよりMIPゲル，　PAAm

ゲルそれぞれDNAサイズと泳動距離の検量線を作成し，MIPゲル，

PAAmゲルに対する564－bpフラグメントの鎖長を算出した．　MIPゲ

ルより得られた564－bpフラグメントの課長（見かけの鎖壌）をPAAm

ゲルより得られた564－bpフラグメントの鎖長（真の鎖長）で割り，

相対鎖長を求めた．

　また，標的塩基配列DNAの検出を容易にするため，　MIPとPAAm

の両ゲルより得られたDNAサイズスタンダードマーカーの泳動距

離の相関グラフを作成した．このグラフにMIPゲルとPAAmゲル

より得られた564－bpフラグメントの泳動距離をプロットして，DNA

サイズスタンダードマーカーの泳動距離の相関グラフからのずれ

を確認した．

5．1．3．実験結果

　Fig5－1－1にMIPゲルとPAAmゲルによる電気泳動から得られた

DNA直配と泳動距離の検量線を示した。564－bpフラグメントの泳

動距離をFig．5－1－1中の矢印（矢印Aは，　MIPゲルによる電気泳動で

得られた564－bpフラグメントの泳動距離矢印Bは，　PAAmゲルに

よる電気泳動で得られた564－bpフラグメントの泳動距離）で示した．

また，Table　5－1－1に564－bpフラグメントの泳動距離と，そこから算

出されたDNA鎖長，相対鎖題を示した．　PAAmゲルでの泳動結果

より算出された564－bpフラグメントの鎖長は523bpであったのに対

し，MIPゲルでの泳動結果より算出された564－bpフラグメントの鎖
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長は597bpで，　MIPゲルより算出された564－bpフラグメントの鎖長

が73bp長いことが分かった．これは，　MIPゲル中の認識部位によ

る標的塩基配列DNAの捕捉効果のため，泳動距離がPAAmゲルと

比較して相対的に低下し，算出された564－bpフラグメントの鎖長が

見かけ上大きくなったと予想される．このシステムで，鋳型分子と

同じ塩基配列（標的塩基配列）DNAが含まれているかどうかわから

ない被検サンプルを測定する場合，MIPゲル中での泳動距離が

PAAmゲルと比較して相対的に低下したDNA成分を確認すること

で，標的塩基配列DNAが含まれているか，いないかを調べること

が可能であろうと思われる．

　Fig．54－1は，泳動距離が相対的に低下したDNA成分を求めるた

め，DNA特長と泳動距離iの検量線を作成し，その検量線より564－bp

フラグメントの鎖長を算出する操作を行った．この方法での結果解

析は，検量線式の算出や鎖長の算出等の操作が必要であり，鎖長算

出後でなければ標的塩基配列DNAの検出結果が得られない．上記

のような計算によらず，簡便に検出結果を得るため，MIPゲルと

PAAmゲルより得られたDNAサイズスタンダードマーカーの泳動

距離の相関グラフを作成し，MIPゲルとPAAmゲルより得られた

564－bpフラグメントの泳動距離をプロット（Fig．5－1－2）する方法を考

案した．この相関グラフを用いると，標的塩基配列DNAの様に，

PAAmゲルと比較してMIPゲルの泳動距離が相対的に低下した

DNA成分の泳動距離のプロットは，相関直線よりも上方にずれるは

ずである．また，標的でない塩基配列DNAの様に，　PAAmゲルと

比較してMIPゲルの泳動距離が相対的に等しいDNA成分の泳動距

離のプロットは，DNAサイズスタンダードマーカーと同じような泳

動特性を示すため相関直線上に乗ることが予測される．564－bpフラ

グメントの泳動距離を相関グラフにプロットした結果，相関直線よ

り上方にずれ，PAAmゲルと比較してMIPゲルの泳動距離が相対的

に低下していることが分かった．我々が期待したように，相関グラ

フを用いる方法は，検量線を用いる方法と比較し，鎖長を算出する

必要が無く，プロットを見るだけで標的塩基配列DNAが存在するか

しないかが分かる利点があるので，今後この相関直線を用いる方法
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5－2．混合サンプルからの標的DNAの検出

　将来，このDNA検出方法で分析を行う被検サンプルは，多くの

場合，様々な長さや塩基配列のDNA混合物であることが予測され

る．そこで，標的塩基配列DNAを含む様々な長さや塩基配列のDNA

混合サンプルを人工的に作成し，この混合サンプルから標的塩基配

列DNAが検出可能であるかどうか確認する実験を行った．

5－2－1．試薬・試液

　アクリルアミド，N，N，N．N’一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一メチレンビスアクリ

ルアミド（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミノ

ー2一一ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学用），

塩化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）は

和光純薬工業より購入した．2－vinyl－4，6－diamino－1，3，5－triazine（VDAr），

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）は，東京化

成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．λDNA，

HiRd皿Digested　Markerは，　Ambion社より購入した．臭化エチジウ

ムは，モレキュラープローブ社から購入した．モレキュラールーラ

ー100bp（DNAサイズスタンダードマーカー）は，バイオラッド社

より購入した．DNA　BstE　Hは，　Worthington　Biochemical社より購入

した。Polydeoxyadenylic　acid・polydeoxythymidylic　acid　double－stranded

homopolymer　sodium　salt（Poly［dA】・poly【dT】）1ま，シグマ社より購入

した．

5－2－2．実験方法

　はじめに，λDNA・Hind皿Digested　Markerより564－bpフラグメント

を，λDNA　BstE　Iより702－bpλDNAフラグメント（702－bpフラグメ

ント）を，それぞれ，精製，抽出した．λDNA，　Hind皿Digested　Marker

とλDNA　BstEHをそれぞれ3．5％ポリアクリルアミドゲル電気泳動

で泳動し，564－bpおよび702－bpに相当する泳動バンドを含む泳動ゲ

ル部分を切り出し，Crush　and　soak　method27）で泳動ゲル切片より各

DNAフラグメントを抽出した．すなわち，切り出したゲル切片を細
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かく刻んだ後，ゲルの約2倍容量の1×TBE緩衝液に分散して37℃

で1晩振とうし，約6500×g，4℃，10分間の遠心行うことにより

DNAが抽出された上澄み液を分取した．この操作を2回繰り返し，

2回分の上澄み液を合わせた後，エタノール沈殿で上澄み中のDNA

を回収した．エタノールを除き，DNA沈殿を乾燥させた後，少量

×0．5TBEに溶解して以後の実験に用いた．回収したDNAの濃度は，

260nmの吸光度（10D260は二本鎖DNA　50μg／mlに相当する）を測

定することにより確認した．また，回収したDNAの純度は，電気

泳動で単一バンドを示すことにより確認をした．

　次に，上の操作で精製した564－bpフラグメントを鋳型分子DNA

として用い，564－bpフラグメント認識するMIPを作成した．564－bp

フラグメントの塩基対とVDArの混合モル比100：10（鋳型分子

DNA13．7nM，機能性モノマー一773nM）となるよう，0．2M塩化ナト

リウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）中で混合し，4℃で一一一・iL

晩放置して564－bpフラグメントーVDAr自己集合体を作成した．一

晩放置後，564－bpフラグメントーVDAT自己集合体を含む溶液に

AAm（468mM），　BIS（11mM）を加え，脱気した後，さらにAPS（0．66mM），

TEMED（3．2mM）を加えて重合前液を作成した．重合前液は，直ちに，

一端をパラフィルムで閉じたチューブゲル電気泳動のゲル形成用

のガラス管（径4．5mm，長さ12cm）2本に2mlずつ分注し，室温

で放置して重合させた．対照に，564－bpフラグメントーVDAr自己集

合体を含む溶液の替りに，0．2M塩化ナトリウム含有50mM　HEPES

バッファー（pH7．3）を用いて同様に操作し，ポリアクリルアミドゲル

（PAAmゲル）を重合した．

　重合後，鋳型分子DNAを除くため，ゲル形成用ガラス管のパラ

フィルムをはずし，電気泳動の泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会

社製）に設置し，×0。5TBE（45mMトリス，45mMほう酸，1＝mM　EDTA，

pH8．3）を泳動バッファーに用いて，5mA，5時間予備通電を行った．

予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％グリセリン，10mM　EDTA，

0．05w／v％BPB）を0。1容量加えたDNA混合サンプル（564－bpフラグ

メント，702－bpフラグメント，　Poly【dA］　’　poly【dT】の等量混合物，各

DNA成分0．20D260）の×0．5TBE溶液およびDNAサイズスタンダー

一38　一一



ドマーカーを泳動サンプルとして，5mA一定で電気泳動を行った．

BPBの青色の泳動バンドがゲル下端より1．5cm上まで達したら通電

をとめ，各ゲルをガラス管より取り出し，0．5μg／ml臭化エチジウム

の×05TBE中に30分間浸漬し，　MPゲル中のD：NA泳動バンドを染

色した。×05TBEで10分間の洗浄操作を，×0．5TBEバッファーを変

えて3回繰返し行った後，UVライトをMIPゲルおよびPAAmゲル

に照射して染色されたDNAを可視化した。各DNAフラグメントお

よびDNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離を測定した後，

M［PとPAAmの両ゲルより得られたDNAサイズスタンダ・・一・m一・ドマー

カs・・一・・d一の泳動距離の相関グラフを作成した．このグラフにM［Pゲルと

PAAmゲルより得られた各DNAフラグメントの泳動距離をプロッ

トして，DNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離の相関グラフ

からのずれを確認した．

5－2－3．実験：結果

　本実験では，鋳型分子DNAに564－bpフラグメントを使用し，564－bp

フラグメント認識するMIPゲルを作成した．　Fig．5・・2－1にMI：Pゲル

とPAAmゲルより得られたDNAサイズスタンダードマ・一一…カーの泳

動距離の相関グラフと，DNA混合サンプル中の各DNA成分の泳動

距離のプロットを示した。相関グラフ中の網かけで示した部分は，

これまでの実験で得られたDNAサイズスタンダs・一一一一ドマ比感ーの相

対面長の平均値と標準偏差（1．011±O．040［S．D．1，　n・・12）より得られた，

80％信頼区域（相対寝臥1．O11±1．30［SD．1）に相当する部分である．

本実験結果では，この網かけ部分内のプロットは相関直線上にある

と判断し，網かけ部分外のプロットは，相関直線よりずれていると

判断した．702－bpフラグメントとPoly［dA］　・　poly［dT］の泳動距離を

示すプロットは，相関直線上にあるのに対し，564－bpフラグメント

の泳動距離を示すプロットは，相関直線より上方にずれることがわ

かった．従って，あらかじめ標的塩基配列DNAを認識するMIPゲ

ルを作成し，MIPゲルを泳動媒体として電気泳動すれば，乱民や塩

基配列の異なるDNA混合サンプル中の標的塩基配列DNAを検出で

きることがわかった．
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Fig．5－2－1　DetectioR　cf｛arget　dsDNA　sequeRce　with　DNA　mixed　sample．

　　　　　　　MIIP　for　recognzing　564－bp　fragment　（peint　C）　was　prepared

for　this　experimeRt．　｝Vligrabon　distance　of　the　DNA　standard　size　marker　（　〈〉）　are

plotted，　Hatched　area　means　the　imdeviating　area　from　the　liRear　relatieRship．

564－bp丘agme飢（p◎int　C），702－bp丘agme搬Φ◎i搬D），　poly【dAl・poly［dT］（poin重E：
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5－3．一塩基置換体からの標的塩基配列DNAの検出

　前項で，鎖長と塩基配列の異なるDNA混合サンプルより標的塩

基配列DNAを検出することに成功した．この項では，　MIPゲルを

用いた電気泳動法が，標的塩基配列DNAと鎖長が等しい一塩基置換

体を区別して検出することが可能かどうか確認する実験を行った．

5－3－1．言式薬・言式液

　アクリルアミド，N，N，N．N一テトラメチルエチレンジアミン

（TEMED），過硫酸アンモニウム（APS），　N，N’一メチレンビスアクリル

アミド（BIS）（以上，電気泳動グレードの物），　HEPES，2一アミノー2一

ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール（トリス，生化学用），塩

化ナトリウム，グリセリン，プロモフェノールブルー（BPB）は和

光純薬工業より購入した．2－vinyl－4，6－diamino－1，3，5－triazine（VDAr），

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物（EDTA）は，東京化

成工業より購入した．ほう酸はキシダ化学より購入した．λDNA，

Hind皿Digested　Markerは，　Ambion社より購入した．臭化エチジウ

ムは，モレキュラープローブ社から購入した．モレキュラールーラ

ー20bp（DNAサイズスタンダードマーカー）は，バイオラッド社よ

り購入した．ras・Mutant・set（c－Ha－ras・codon61）と。－Ha－ras・codon61増

幅用のプライマー（£orward　primer：5’一AGACGTGCCTGTTGGACA

TC－3’，　reverse　primer：　5’一CGCATGTACTGGTCCCGCAT－3’），　Tag　DNA

ポリメラーゼは，タカラバイオ株式会社より購入した

5－3－2．実験方法

　はじめに，MIP用の鋳…型分子DNA及び被検サンプル用のDNAを

PCRで増幅し，　PCR産物より精製する操作を行った．　ras・Mutant・set

中には，c－Ha－rasのwild　typeとそのmutantのPCR用テンプレート

DNAが含まれている．この中で，　wild　type（codon61がCAG，73－bp）

とcodon61がCArのもの（mutant　1），　CTGのもの（mutant　2），　CCG

のもの（mutant　3）を選択し，鋳型分子DNA（wild　type）および被検サ

ンプル用のDNA（mutant　1～3）として利用した．各PCR用テンプ

レートDNA（0．02ng加1），　forwardおよびreverseプライマー（各
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0．2pmol忽1），Tag　DNAポリメラーゼ（0．025U／μ1），dNTP

mixture（200pmo1紐）をPCR緩衝液（10mM　Tris－HCI，50mM　KC1，

15mM　MgC12，　pH　8．3）中で混合し，　PCR反応液（全50μ1）を作成

した．PCR反応液は，熱変性94℃×30秒，アニーリング55℃×2分，

伸長反応72℃×1分を25サイクル繰返し，目的のras・DNA（wild　type

およびmutant　1～3，すべて73bp）を増幅した．増幅操作後，　pCR

反応液を，アガロースゲル（4．0％）電気泳動で分離し，ras　DNAの

泳動バンドの位置のゲルを切り出し，Quantum　PrepTM　Freeze’N

Squeeze　DNA　Ge1　Extractionh　Spin　Columns（バイオ・ラッド社）を用

いて，アガロースゲルよりras・DNA含むを抽出液を得た．エタノー

ル沈殿で抽出液中のDNAを回収した後，エタノールを除き，　DNA

沈殿を乾燥させた，少量×0．5TBEに溶解して以後の実験に用いた．

回収したDNAの濃度は，260nmの吸光度（10D260は二本鎖DNA

50μg／m1に相当する）を測定することにより確認した．また，回収

したDNAの純度は，電気泳動で単一バンドを示すことにより確認

をした．

　本実験では，鋳型分子DNAに。－Ha－rasのwild　typeを用い，c－H：a－ras

のwild　typeを認識するMIPゲルを作製して使用した．Wild　type　DNA

の塩基対とVDArの混合モル比100：10（鋳型分子DNA　105．5nM，機

能性モノマー770．2nM）となるよう，0．2M塩化ナトリウム含有50mM

HEPEsバッファー（pH7．3）中で混合し，4℃で一晩放置してwild

type　DNA－VDAT自己集合体を作成した．一晩放置後，　wild　type　DNA

－VDAr自己集合体を含む溶液にAAm（1．34M），　BIS（32mM）を加え，

脱気した後，さらにAPS（0．66mM），　TEMED（3．2mM）を加えて重合前

群を作成した．重合前郷は，直ちに，一端をパラフィルムで閉じた

チューブゲル電気泳動のゲル形成用のガラス管（径4．5mm，長さ

12cm）2本に2m1ずつ分注し，室温で放置して重合させた．対照

に，wild　type　DNA　一VDAT自己集合体を含む溶液の替りに，0．2M塩

化ナトリウム含有50mM　HEPESバッファー（pH7．3）を用いて同様に

操作し，ポリアクリルアミドゲル（PAAmゲル）を重合した．

　重合後，鋳型分子DNAを除くため，ゲル形成用ガラス管のパラ

フィルムをはずし，電気泳動の泳動槽（SJ－1060DC，アトー株式会
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書面）に設置し，×0．5TBE（45mMトリス，45mMほう酸1mM　EDTA，

pH8．3）を泳動バッファーに用いて，5mA，5時間予備通電を行った．

予備通電終了後，重層用溶液（50v／v％グリセリン，10mM　EDTA，

0．05w／v％BPB）を0．1容量加えたwild　type　DNAおよびmutant　1～3

サンプルそれぞれの×05TBE溶液およびDNAサイズスタンダード

マーカーを泳動サンプルとして，5mA一定で電気泳動を行った．

BPBの青色の泳動バンドがゲル下端より1．5cm上まで達したら通電

を止め，各ゲルをガラス管より取り出し，0．5μg／ml臭化エチジウム

の×0．5TBE中に30分間浸漬し，　MIPゲル中のDNA泳動バンドを染

色した．×0．5TBEで10分間の洗浄操作を，×0．5TBEバッファーを変

えて3回繰返し行った後，UVライトをMIPゲルおよびPAAmゲル

に照射して染色されたDNAを可視化した．各DNAフラグメントお

よびDNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離を測定した後，

MIPとPAAmの両ゲルより得られたDNAサイズスタンダードマーカ

ーの泳動距離の相関グラフを作成した．このグラフにMIPゲルと

PAAmゲルより得られた各DNAフラグメントの泳動距離をプロッ

トして，DNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離の相関グラフ

からのずれを確認した．

5．3．3．実験結果

　本実験では，鋳型分子DNAに。－Ha－rasのwild　typeを使用し，

c－Ha－rasのwild　type認識するMIPゲルを作成した．このMIPゲル

を用いて，wild　type　DNAおよびmutant・DNA・1～3をそれぞれ泳動

し，DNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離より作製した相関

グラフからのずれより，wild　type　DNAの検出が可能であるかどうか

確認した．Fig．5－3－1に，このMIPゲルとPAAmゲルより得られた

DNAサイズスタンダードマーカーの泳動距離の相関グラフと，各

。－Ha－ras・DNAの泳動距離のプロットを示した．　Mutant　1と3のプロ

ットが，相関直線上に位置し，標的塩基配列DNAではない，すな

わち。－Ha－rasのwild　typeではない事がわかった．一方，　wild　type　ras

DNAとmutant　2のプロットは，相関直線上より上方にずれ，標的塩

基配列DNAであると判定された．予想に反して，mutant・2もwild　type
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ras　DNAと同様に検出されるという結果が得られた．　wild　type　ras

DNAとmutant　2の塩基配列は，それぞれcodon61がCAGとCTG

であり，中央のAがTに替わっている．MIPゲルの機能性グループ

が5位の窒素を軸に左右対称の構造をしているためA・TbpとT・

Abpを見分けられなかったものと思われる（Fig．5－3－2）．現在の我々

が使用しているMIPゲルは，　AがT（TがA）に置換された以外の

mutant，（例えばAがG，　AがC，　TがG，　TがC，　GがA，　GがT，

CがA，CがT）などを検出することは可能であるので，　AがT，　T

がAに替わった以外の標的塩基配列ならば，一塩基置換物の検出へ

の応用が可能であると思われる．さらに，一塩基多型（SNPs）解析

への応用も期待できると考えている．

　今後，A・TbpとT・Abpを見分けられる機能性グループの探索

が必要となると思われる．非対称の機能性グループや，新たなモー

ドでのDNAとの相互作用を実現する機能性グループを持つ化合物が

候補物質となると思われる．
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Fig．5－3－1　Detection　of　target　dsDNA　sequence　wlth　c－Haイas

　　　wild　type　and　its　point　mutant＄

　　　WT：　wt　ld　type　（codon　61，一CAG一）；　M　l：　mutant　i（一CAT一）；

　　　M2：　mutant　2　（一CTG一）；　M3：　mutant　3（一CCG一）．
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第6章　結論

　分子インプリンティングポリマー（MIP）ゲルの分子認識特性を応

用し，標的塩基配列DNA検出システムの開発を試みた．　MIPゲル

は，鋳型分子に二本鎖DNAを，機能性モノマーに二本鎖DNAのA・

T塩基対に相互作用することが確認された2．vinyl．4，6－diamino．1，3，5－

triazine（VDAr）を使用して作成した．このMIPゲルは，鋳型分子DNA

の大きさと形，VDATとの相互作用点をそっくり写し取った認識部

位を持っており，鋳型分子と同じ塩基配列のdsDNAはこの認識部

位に捕捉されるものと思われる．我々は，このMIPゲルを電気泳動

のゲル媒体に用い，標的塩基配列DNAが認識部位に捕捉されるこ

とにより生じる泳動距離の相対的な減少を検出することにより，標

的塩基配列DNAを検出する新しい原理のDNA検出方法を考案した．

　本研究のはじめに，MIP認識部位の標的塩基配列DNAに対する

相互作用を確認するため，表面プラズモン共鳴の金センサー表面に，

ベロトキシンニ真魚DNAを鋳型分子DNAとしたMIP重合膜と
non－MIP重合膜を作成し，ベロトキシンニ本鎖DNAに対する解離

定数を求めた．MIP重合膜の：解離定数は，　non．MIP重合膜の：解離定

数の1オーダー低い値であり，その分だけMIP重合膜はベロトキシ

ンニ本鞘DNAに対する結合能が高いことがわかった．

　次に，電気泳動の予備通電でMIP中の鋳型分子DNAの除去が可

能かどうか検討する実験を行った．通常のMIP作成時には，　MIP重

合後，高濃度の塩酸グアニジン洗浄液で洗い出すことで鋳型分子

DNAを除去していたが，この方法は，　MIP内部の鋳型分子DNAを

取り除けないため，結果としてMIP内部の認識部位は標的分子の結

合に利用されていない可能性があった．MIP重合後，さまざまな条

件で予備通電を行い，通電後のMIPゲルを臭化エチジウム処理し，

残存している鋳型分子DNAを可視化した．その結果，5mA，5時間

の予備通電で鋳型分子DNAが除去できることがわかり，今後この

方法で鋳型分子の除去を行うことにした．

　次に，実際にMIPゲルとポリアクリルアミド（PAAm）ゲルを作成
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し，これらをゲル媒体に用いて電気泳動を行い，標的塩基配列DNA

が認識部位に捕捉されることにより生じる泳動距離の相対的な減

少がMIPゲルの認識部位に配位する機能性グループの数MIPゲル

中の認識部位の数（密度）およびMIPゲル作製時（自己集合体作製

時）や電気泳動時のpH環境に影響を受ける事を確認した．この結

果より，標的塩基配列DNA検出の至適測定条件を設定した．

　最後に，MIPゲル電気泳動を用いて，長さや塩基配列の異なる

DNAの混合物より標的塩基配列DNAの検出を試み，標的塩基配列

DNAの検出が可能であることを確認した．さらに，鎖長の等しい

。－Ha－rasのwild　type　DNAとそのmutant・DNAを識別する事が可能で

あるかどうか確認をする実験を行った．その結果，wild　type　DNAの

A・T塩基対がT・A塩基対に置換されたmutant　DNAが識別されて

いないことがわかったが，その他の塩基対に置換されたmutant・DNA

は識別されていることがわかった．

　本研究は，標的DNAがMIPゲルの結合部位に捕捉されて生じる

泳動距離の減少という，これまでにない検出原理を利用した検出

方法を提案したものである．現段階では一部の一塩基置換体（A・

T塩基対とT・A塩基対置換体）の識別が困難であるが，実用化へ

の道筋を示せたものと考えている．

　今後，A・T塩基対とT・A塩基対を区別できる機能性モノマーを

探索する必要がある．本実験で使用した機能性モノマーのVDArは，

トリアジン環部分の5位の窒素を中心として左右対称の構造を取っ

ているため，A・T塩基対とT・A塩基対を区別できない結果になっ

たものと思われる．現在，上記，機能性モノマーの探索を含め，よ

り選択性の高いMIPゲルを作製すべくMIPゲルの改良を進めてい
る．
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