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巨大な核酸分子の 電気泳動

金子　嘉信

　タ ンパ ク質の 電気泳動に つ い て はすで に こ の シ リ
ーズ

で 紹介され て い る の で
1），今回は タ ン パ ク質で はな く，

核酸の電気泳動に つ い て話題提供 したい ．それ もふ つ う

の 核酸電気泳動では なく．た とえば出芽酵母の染色体

DNA の よ うな数ゴか ら数千キ ロ 塩基対 （kb） とい う巨

大サ イズの DNA 分子をその まま泳動 して分別で きる ア

ガ ロース ゲ ル電気泳動法で ある．

大きな DNA 分子の圧縮ゾー
ン

　遺伝子組換え実験で は，日常的に DNA 分子をア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動で 調べ た り，精製調製 した りして い る，

そ の 時，ふ つ う1％程度 の 濃度 の ア ガ ロ ース ゲ ル を つ

くっ て，泳動槽 の 陰極と陽極の 電極間 に置 き，100V 前

後の 電圧 をか けて泳動を行う，こ の 通常の 電気泳動条件

で は，DNA 分子はそ の サ イズ の対数に反比例 して ゲ ル

巾を移動して い くこ とが知られ て い る．しかし，あるサ

イズ より大 きな DNA 分子で は こ の 関係が成 り立たな く

なり，大 きなDNA 分子はほ とん どすべ て同 じ移動距離

を示し，圧縮ゾ
ー

ン を形成する．SDS 一酢酸カ リ ウ ム 法

で調製 した出芽 酵母染色体 DNA （無傷だ と 200−2000
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図 1．通 常の DNA ア ガロ ース ゲ ル 電気 泳動．1 ：ftDNA 　HindllI

断片，2 ：出 芽酵 母染 色体 DNA ，

kb の 16本染色体）を切断処理 しない で 電気泳動する と，

図 1に示す ように λフ ァ
ー

ジ DNA 　Hindlli　Wt片の 23．1　kb

バ ン ド付近にバ ン ド形成する．つ まり，こ の泳動条件で

は 20kb 以上 の 大きなサ イズ の DNA 分子はもう大 きさ

に よっ て分離する こ とが で きず、同 じ位置 旺 縮ゾー
ン ）

に 移動 して しまうわけである．ア ガ ロ ー
ス 濃度を低 くす

る こ とによ り，こ の圧縮ゾーン サイズを50kb くらい ま

で はあげる こ とが で きる が，ゲ ル 強度が低下 し，取扱 い

が 非常に難 しくな っ て くる．凡人 は こ こ で お 手上 げ に

な っ て あ きら め て し まうが，こ の よ うな通常で は圧縮

ゾーン に 入 る大 きな DNA 分子を もっ と分離 して や ろう

と考えた挑戦者たちが米国にい た．

巨大サイズ DNA 分子を分別 したい

　アガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動で は，ラ ン ダム コ イ Jレ状の

DNA 分子が電場方向に仲長 した ヒモ 状になり，アガロ ー

ス が形成する不規則な繊維構造 （ゲ ル マ トリッ ク ス）の

間隙をヘ ビの ように陽極の 方に 移動すると考えられて い

た．この 移動速度が分子サ イズ と相関して い る わけだが，

ゲ ル マ トリ ッ クス の分子ふ る い 効果に は上限があり．前

項 で 述べ た ようにDNA 分子が大 きくなる とサイズの 違

い があっ て もほぼ同じ位置まで移動して
， 圧縮ゾーン を

形成して しまう．電場の 力で 仲びた ヒ モ状 DNA 分子 は

電場が消失す る と ま た ラ ン ダ ム コ イル 状戻る が．　 1970

年代始め に カ ル フ ォ ル ニ ア 大学 の Bruno　Zilnlnらは溶液

中で の ヒ モ 状か らラ ン ダム コ イ ル 状へ の 復帰が分子サ イ

ズ に 依存す る と い う報告 を して い た．こ の 情報か ら

Zimm の 学生 だ っ た David　Schwartzは電場を周期的 に

変化 させ る こ とで 巨大サ イ ズ DNA を分離で きる の で は

と考えた．つ まり，ヒ モ状になっ て 移動してい た巨大サ

イズ の DNA 分予は電場方向が切 り替わ っ た時に ラ ン ダ

ム コ イル 状に戻 りなが ら新しい 電場方向に対応 し，再 び

新 しい 方向に伸長して 移動 を始 め る だ ろ うと予想 し，巨

大DNA 分 了
一
が新 しい 電場 の 向きに方向転換する ため に
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必要な時間が DNA 分子サイズ に依存する と考えた の で

ある
2）．そ して，Schwartzは コ ロ ン ビア大学の Charles

Canter研究室 に移 り，50　kb以 ヒの 巨大 サ イズDNA を

分離する電気泳動装 置を開発 し，166kbの T2 フ ァ
ージ

DNA や 758　kb の G フ ァ
ージDNA そして 出芽酵母染色

体 DNA を泳動分離 して 見せ た の で ある
3）．それが，大

きな泳動槽で点電極 を設置し，泳動緩衝液を冷却 しなが

ら電場を一定間隔で 切 り替えなが ら泳動を行うパ ル ス

フ イ
ー

ル ド勾配ゲル 電気泳動 （pulse・field　gradient　gel

electrophoresis ）であ っ た．　 Schwartzらの報告か ら2 ヶ

月後 の 1984年 7月 に は，ワ シ ン トン 大学 の Georges

CarleとMaynard　Olsonたちも交差角度90
’
の電場を

一定

周期で 切 り替える直交型交互電場ゲル 電気泳動 （OFAGE ，

orthogonal 　f［eld 　altemating 　gel　electrophoresis ）を考案

して ，16本ある 出芽酵母染色体 を ll本の DNA バ ン ド

として 分離した
4），「50kb の 壁」を見事に乗 り越 えたわ

けである．

パ ルス フ ィ
ー

ル ドとい う魔法

　 1984年に 2つ の グ ル ー
プか ら相次 い で，二 方向の 電

場を交互 に かける とい う電気泳動法によっ て，200kb〜

2000kbの 出芽酵母染色体 DNA をその ままのサイズで分

画できる こ とが報告され．DNA の 分離可能サイズは
一

挙に 100倍ほ ど上 が り，数年 の うちに 5〜10メ ガ塩基

対 （Mb ）サ イズ も分離され る ように なっ た．こ の 新 し

い 泳動法で は 二方向 の 電場が パ ル ス 時間あ るい はス イ ッ

チ時間と呼ばれ る時間間隔で交互 に切 りかわる とい うこ

とが重要だっ た，以後　こ の 電場を切 り替えて泳動す る

とい う点で 共通な泳動法が次々 と報告 され．これ ら をひ

とまとめにパ ル ス フ ィ
ール ドゲ ル 電気泳動 （PFGE ）と

呼んで い る．泳動中の DNA 分子が どん な挙動をするか

は想像する だけであ っ たが，1989年には蛍光 色素標識

した DNA 分子の挙動を蛍光顕微鏡で観察した結果が報

告された
s’6）．巨大サイズDNA 分子は 予想どおりアガ ロ

ー

ス ゲ ル マ トリ ッ クス 中をヒ モ 状 に伸 び て移動 し，マ ト

リッ ク ス の 障害に引っ かか る とU 字型 にな っ て 両端が同

じ方向に引か れ なが らも最終的 にはどち らか に優先的に

移動す る こ と などがあきらか になっ た ．そ して，電場が

新しい 方向に 切 り替わ る と，DNA 分子 は そ の 新 しい 電

場方向に対応 して新しい 端を先頭 に 移動を始め る こ と も

わか っ た．DNA 分子は二 方向の 電場に対応 しなが らゲ

ル中をミ ク ロ 的にはジグザグ に移動して マ クロ 的には直

進する わ けで ある．DNA 分子 の 挙動を完璧に記述する

数式モ デ ル は い まだない よ うである が，ほ ぼ Sohwartz

が想定 した ようなことが起 こ っ て い るようである，分離

パ ター
ン につ い ての 研究も進み，ス イ ッ チ時間などの 泳

動条件に より分離能の い い 領域が異なり，ある泳動条件

の ゲ ル 中で も分離能の 異なる領域が存在する こ とがわ

か っ てい る，また，環状DNA 分子の 分離では線状DNA

分子の場合と違 い ，ス イ ッ チ時間 の 影響が小 さく，サイ

ズが大 きくなる に つ れ て環状 DNA 分子は ア ガ ロ・一一ス マ

トリッ クス に引っ かか りや すくなり，細菌の 環状染色体

DNA はその ままではうまくゲル 中に進入 しない こ とが知

られて い る．複製途中の DNA 分子 は複雑な構造 の ため

かゲ ル の 中に ほとんど進入しない こ ともわか っ て い る，

泳動法の 多様化 ， そ して生き残り

　PFGE 装置として は，登場 して か ら 5年間ほ どで さま

ざまなタイプが登場 して 多様化，進化 した
2），Schwartz

とCa皿torの 初期の 4つ の 点電極型は泳動パ タ
ー

ン の 歪 み

を軽減す るため に改良した ヘ キサ ゴ ナ ル 電極型 とな り

（図 2），さらに電場で はな く泳動ゲ ル の 方が機械的に回

転するタイプ （crossed 謂 eld　gel　electrophoresis ）や飛直

ゲ ル で 泳動 を行うタ イプ （transverse　alternating 　tield

electrophoresis ）や通常の サブマ リ ン泳動槽を使用す る

field　inversion　gel　electrophoresis （FIGE）などが次々

と考案された
2〕．一番普及 した （生 き残 っ た）と思われ

るPFGE 装置 は Chu ら
η
に よ っ て 考案され た contour

clamped 　homogeneous　electric　filed　gel　electrophoresis

（A）
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図 2．PFGE に よる 酵母染色体 DNA 泳動パ タ
ー

ン （電気泳動核

型）．A ：Saccharomyees酵母の 電気泳動核型，　 B ； 出芽酵母の

子嚢由来 の 四 分子 セ ッ ト1〜5の 電気泳動核型，A は初期型
PFGE の た め低 分 子 側 が 広が っ た 末広 形 の 泳 動 に な っ て い る

が，B は 改良型PFGE で 各 レーン が ほぼ まっ す ぐ泳動 されて い る．
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表 1，CHEF シス テ ム 泳動条件

分離する DNA サ イズ

パ ラ メ
ー

タ
ー 1−leo　kb　 　 O．1−2　Mb 　 　 2−4 　Mb

竃圧勾 配 （V！cm ）　　 6−9　　　　 4．5−6
ス イ ッ チ時聞

竃場交差角度

温 度

泳動緩衝液

ア ガ ロ ー
ス 濃度

泳動時間

0．05− IO秒　　10−200秒
　 120°　　　　　　 120e
　 14°C　　　　　　　14°C
O．5XTBE 　　O．5X　TBE
1．0−1、2％　　　　0．8−1．2％

2−・15時聞　　　　15−30時間

　 　2−3200
−−1．800 秒

120Q，106°

　 14°C
　 lXTAEO

．6−1．0％

24−72峙 闇

図 3．Bio−Rad社CHEF 　Mappeゆ XA シ ス テ ム Bio−Rad社CHEF 　Mappe盛 XA 　PuLsed　Field　Electrophoresis
SysIeln資料 よ り改変．

（CHEF ）で ある．　 CHEF で使用され る泳動槽に は 24個

の 電極が設置され，そ の 電極間に抵抗器を入れ る こ とに

よ り均一
な電場を実現 し，DNA 分子 の 移動速度を

一定

に制御 して い る．その ため，泳動パ ターン の 歪み がほ と

ん ど見 られない ，Bio−Rad 社か ら電場交差角度が 120°

固定の CHEF −DRII シ ス テ ム と90° 〜120°

に調節で きる

CHEF ・DRIIIシ ス テ ム が販売され て い る．さ ら に CHEF

とprogrammable　autonomously 　controlled 　electrodes を

兼ね備えた タ イプの L位機種 CHEF 　Mappe 書 XA シ ス テ

ム （図3）もあ り，電場 の 方向，電圧，ス イ ッ チ時間を

自在に設定で きる よ うに なっ て い る．また．分離する サ

イズ領域の 最適泳動条件 を決定する ア ル ゴ リズ ム を内蔵

して い るため，分離 した い サイ ズ領域 に対する泳動条件

の 最適化作業を省くこ とができる．時代が進み，電気泳

動 の 世界にチ ッ プテ ク ノ ロ ジー
が導入される と，直径 2

Fm 高さ2　ym の微小円柱 を2　Fml間1鬲で 31  × 91  に

整列させたチ ッ プ上 で非対称パ ル ス フ ィ
ー

ル ド電気泳動

を行うDNA 　prismが開発 され，61〜209　kbの DNA 分

離も報告されて い る
8），

サンプルづ くりも大事

　PFGE に よ りDNA 分離サ イズ の 上 限をあげる こ とが

で きたわけだが，こ の 電気泳動法の 有効性を確認する た

め に も切断して い ない 無傷の 巨大サ イ ズ DNA 試料を調

製す る こ と は非常に重要で あっ た．細胞を機械 的破砕 し

て溶液状態で染色体 DNA を調製する操作で は どうし て

も物理 的剪断よ り無傷な染色体 を調製する こ とは で きな

い ．生物種 に よ り細 か な違 い は ある が，ラ ン ダ ム な

DNA 切断を で き る だ け防 ぐため は 細胞 を低融点 ア ガ

ロ ース で ブ ロ ッ ク形状に まず包埋 固定して か ら，SDS

による細胞破壊とProteinase　K に よる タ ン パ ク質分解処

理 をo．5MEDTA 溶液中で行う方法が有効であ っ た
2・9）．

つ まり．アガ ロ ース ゲル 中に固定した細胞をその 場で溶

解 し，タ ン パ ク質除去を行うため，物理的剪断が最小限

に抑えられると共に，O．5M とい う高濃度EDTA の キ レー

1・作用 に よ っ て DNA 分解に働くDNA 分解酵素 （Mg
 

要求）や 金属イ オ ン が 不活化さ れ る わ けで ある．こ うし

て 調 製された DNA 試料は 05　M 　EDTA 溶液中 で 長期保

存が可能で ある．処理を終えた ア ガ ロ
ー

ス ブ ロ ッ ク は適

当な切片サイズ に して 試料溝に入れ る，出芽酵母などの

了
・
嚢菌酵母で は Zymolyaseな どの 細胞壁 溶解酵素処理

を してからア ガ ロ
ー

ス 包埋 溶菌 T タ ン パ ク質分解処理

を行っ てい る．

分離に影響する泳動条件 2・9）

　泳動ゲ ル には通常 1％ア ガ ロ ース ゲ ル を使用する，ア

ガ ロ ース濃度を下げる とDNA の 移動度は早くな り，大

きなサイズ領域の 分離が 口∫能にな る が，バ ン ドの シ ャ
ー

プ さが落ち る，泳動緩衝液は通常の ア ガ ロ ース ゲ ル 電気

泳動と同 じ く トリ ス ーホ ウ酸緩衝液 （0，5 × TBE ，45　mM

Tris−45　mM 　borate−1　mM 　EDTA
，
　pH　8．3）あるい は トリ

ス ー酢酸緩衝液 （1 ×
．
TAE，　40　mM 　Tris−20　mM 　acetate −　1

mM 　EDTA
，
　pH 　8．0）を使用する．　 TAE の 方が TBE より

緩衝能が弱い が，DNA の 移動度は少し大きく，2Mb 以

上 の 大きなサ イズ の 場合 に使用 されてい る．泳動緩衝液

温 度は循環に よ り・
．．一
定に保持し，通常 14° C に 設定する．

高い 温度 の 方が DNA は 早く移動する が，分離能は低 く

な る．電圧 とス イ ッ チ時間が 最 も分離能 に影響を及ぼし，
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分画 した い DNA サイズ によ り最適条件を使用する必要

がある （表 1）．一
般に分離 した い DNA サ イズが大 きく

なるほ ど，電圧 は低 く，ス イ ッ チ 時間 は 長 く設定 し，泳

動時間は長 くなる．泳動中に ス イ ッ チ時間を
一

定に して

泳動する方法 と徐々 に 傾斜 させ る （ramping ）方法があ

るが，ス イッ チ時間を傾斜させ る とサイズと移動距離の

直線性が向上する．電場の 切替え角度 （交差角度）は

CHEF で は 120° が一
般 であ るが，分裂酵母染色体の よ

うな Mb サイズ の DNA 断片に対 しては少 し小 さな角度

106Qにする と泳動時間が短 くなる ようで ある．

活用例あれこれ

　多 くの 生物種の ゲ ノ ム解析や細菌入⊥ 染色体 （BAC ）

や 酵母人工染色体 （YAC ）を用い たゲ ノ ム ラ イブ ラ リー

作製 では，PFGE を利用 して出現頻度 の低 い 綱 限酵素の

切断地図を作製 し，大きなサ イズ の DNA 断片を回収す

る
9・且o）．制限酵素処理は 1mM 　PMSF を加えた TE （10mM

Tris−HCI，　pH 　8．0，0．I　mM 　ED ］］A ＞などで よ く洗浄した

ア ガ ロ ース ブ ロ ッ ク に対 し て行う．大 きなDNA 断片の

回収は，目的の DNA 断片を含むア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を切 り

出して ，電気泳動によ り溶出させ るか，低融点ア ガ ロ
ー

ス ゲル で PFGE を行 い ，切 り出したゲル 断片を加熱融解

して ア ガ ロ ース の分解の ため に β
一Agarase処理を行っ て

回収する．サザ ン プ ロ ッ ト解析 をする場合に は通常の サ

ザン トラ ン ス フ ァ
ー処理 を行うが，対象とする DNA 断

片サ イズが大きい の でその ままで は膜へ の移行効率が低

く， 塩酸による脱プリ ン 処理あ るい は紫外線処理 に よる

小断片化が必須で ある．細菌では制隕酵素処理 した染色

体 DNA の PFGE に よ り，種ある い は株特異的な泳動パ

ター
ン が得られ，院内感染や食中毒の原因菌の比較 ・特

定に応用 され て い る．また，巨大プ ラ ス ミ ド存在の 有無

あ る い は線状染色体の判定に も利用 された．酵母では染

色体DNA の 泳動パ タ
ー

ン を電気泳動核型 と して菌種の

同定や細 胞融合株の 確認な ど に利用 され ， ク ロ ー
ン化遺

伝子が どの染色体に存在して い る か とい う遺伝子マ ッ ピ

ン グや 酵母染色体構造変化の確認，DNA 複製中か どう

か の 判定にも利用 されて い る，

おわりに

　1980年半ばに登 場した PFGE は，数年の うち に進化

して瞬く間に応用例 もた くさん報告され，微生物か ら高

等生物 まで を対象として ，ヒ トゲノ ム解読に象徴される

ゲ ノ ム 時代の幕開けに大 きな貢献を した，出芽酵母で は

任意 の 部位で の 染色体分 断に よるゲ ノ ム改変
］］）

や人工

合成ゲノ ム の構築
12｝が行われる ようになり，新 しい ゲ

ノ ム 工学時代を迎えて い る，PFGE はすで に誕生 して 25

年以上 になるが．この ゲ ノ ム 工学時代の 必須ア イテ ム で

あり，重要な基盤技術である言え よう．
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