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21P12 　新規等温遺伝子定量手法Altermtely 　binding　probe
　competitive 　 helicase−dependent　 amplification

　（ABC ・HDA ）法 の 開発
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【背 景 ・目的 】遺 伝 子定 量 了怯 と して Rcal．thme 　PGR 法が
一

般的 に利 用さ れ

て い る。しか し Real・time 　PGR 法 は 外部慓準法な た め、サ ン プ ル 中に PCR

阻 害物質 が 存 在 した場 合、定 量値 を過 小評価 する 恐れ が あ る。また PCR の

1 サ イ ク ル 毎に 蛍光 を測定 する た め ．サ ー
マ ル サ イク ラ ー

を内蔵 した 高価

な 蛍 光 検 出装置 が 必 要で あ る ．そ こで 我 々 は 内部標準法で かつ 等温反 応後

に 蛍光 を 測 定 する こ とで定 量が 可能な 新規等温遺 伝子定量 手法 AB （：．HDA
法を 開発 した ．【実験方法

・
結果 】土 壌

・
水圏等 に 存在 する 環境微生物 由来

の 遺伝子 をモ デ ル タ ーゲ ッ トと し て検 討を行 っ た。標 的配列 を模 擬 した

100bp 程度の 合成オ リゴ 1）NA をモ デル 漂的配列 とし、　 AB −Probe お よび既

知 濃度の 競合配列 を加 えて ABC −HDA 法 を行 い 検 量線を作成 した。環境 サ

ン ア ル か ら抽 出 した 各種遺伝 子に つ い て ABC −HDA 法 を行 い ，作成 した検

量 線か ら 標的遺伝 子の コ ピー一数を測定 した結果 環境 サン プル に お ける遺

伝 子定量 を実現し た。よ っ て，標 的配列 を簡便
・
安価 ・正確 に 定量 する新

規 等温遺 伝子定量手法 の 開 発に 成功 した。

21P13 PhotinusPyratis ル シ フ ェ ラ
ーゼの 酵母 表層デ ィ ス

プ レイ
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【目的】ポス トゲノ ム 時代 の 現在、生命を織 りなす生体 か丁 の動態 解析 や イ

メ ージン グを・∫能に する バ イオ ツ
ー

ル が 注 目されて い る．ホ タ ル など の 発

光生物が 有する 発光酵 素ル シ フ ．z ラ
ーゼ も、生命現象を ・∫視化 する 有力な

バ イオ ツ
ー一

ル の
一

つ で あ り．ATP 定量、次 世代DNA シ
ー

ク エ ン シ ン グ、レ

ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イある い はタン パ ク 質 問相 互作用検 出 とい っ た 様 々 な用途

に 用い られて い る。．・
方、機能性 タ ン パ ク 質を 細胞 表層 に提 示 す る細 胞 表

層 工 学は、細胞 セ ン サ
ー

や分 子改 変に よ る有 用 変異 体作成 に用 い られ て い

る が 、ル シ フ ェラ
ー

ゼの デ ィ スプレ イ 系の構 築に よ り 、さ ら に幅 広 い 分野

へ の 応用 が 考え られ る。そ こ で、本研 究 で は 、酵 母の 細 胞 表 層 に ル シ フ ェ
ラ
ー

ゼの 提示 を試 みた 。
【方法 お よ び結 果】北米 産ホ タ ル Photinus　P．v

’
atis 由 来の ル シ フ ェラ ーゼ

（ppLuc ）の 野 生型 お よ び赤色 発光 変異 体 を酵 母 細胞 壁 タ ン パ ク質 α一ア グル

チ ニ ン と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、出 芽 酵 母 SaccharomJ，ft，s
鮒 孤 幅 齠 の細胞 表 層 に提 示 さ せた ．細 胞 の 蛍 光抗 体 染 色 に よ り提 示 を碓認

したの ち、市販 の ppLu ⊂に よ る検量 線 を用 い て、酵母 1細 胞 当 り に提 示 し

て い る ppLu ⊂の分 子 数 を決 定 した 。今 回構 築 した 酵母 では 、細胞表層上 で

ppLuc の活性 を確認 す る こ と がで きた の で 、多数 の変異 体の 調製 と解析が

期 待 で き る。
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［目的 】光導波路 は、屈折率 の 異 なる材料 を埋 め込む こ とで 光 を分 岐 で き、
チ ッ プ ［／で の 光集積化 も可能なため 、蛍光検出デバ イ ス として 注 目さ れ て

い る 。演者等は 、有機 リン 蛍光セ ン シ ン グ シ ス テ ム の 構 築を 目指 して有 機

リ ン 加水 分解 酵素 （OPH ｝と蛍光 タ ン パ ク 質 〔EGFP ）を酵母細胞 表層上 へ

共発現さ せ 、有機 リン 存在下で酵母細胞 表層 上の EGFP の 消光 を確認 した。
今回は 、OPH 、　 EGFP 共発現酵 母を ド

ープ したゾル ゲル 光 導波路 を用 い て

有機 リン 検 出シ ス テ ム の 構築を行 っ た。［方法及び結果 ユOPH 、　 EGFP 共 発

現酵母を ゾル ゲ ル 溶液 と混合 しス ラ イ ドガ ラス に ド
ー

ブ後、UV 照射 に て

ガ ラ ス 状に 硬化 さ せ た 。ゾ ル ゲ ル ガ ラス 内の EGFP の 蛍光観察結果か ら、
EGFP は 9．　O 日以 上 安定 で ある こ とが わ か っ た。さ らに 、パ ラオキソン 滴下

に よ り、ゾル ゲ ル ガ ラ ス 内の OPH の パ ラオキ ソン 分解に 伴い EGFP の蛍光

強度が 減少する こ とを観察 した。現在、光導波路 をデバ イス として パ ラオ

キ ソ ン に対 する 蛍光強度 の 定量 的な検 出法 に つ い て 検討 を行 っ て い る。

2ip15 　磁力を用 い た液滴 送液シ ス テ ム に よ る 1 細 胞 遺伝

　子発現 解析デ バ イ ス の 開発
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【背景】Ik−　t，は 、磁 力 を 用 い た 液滴送 液 シス テ ム （MAG −LO 〔：）を 開 発 して き

た 。MAG −1．OC は 、オ イ ル を満 た した 微細 流 路 中 に磁 性微 粒 子 を 含 む反 応

溶 液 を液滴 と して 配 置 し、この 液摘を 磁 力 で 送 液 す る こ とで 、液 滴の 合
一、

磁 性微粒子 の 分離 を 行い 、生化学 反応 を行 う もの で あ る．MAG −1、OC を利

用 した イ ム ノ ァ ッ セ イ デバ イ スの 構築 を行 っ た 、MAG −L⊂）C は、液 滴 と磁

力 を 組 み 合 わ せ る こ と で、小型 化 、ハ イ ス ル ーブ ッ ト化が 容易 に彳亅
．
え る た

め 、様 tt なバ イ オ デバ イ ス に活用 で き る．本研 究 で は 、1 細 胞 遺 伝 子発現

解 析 を行 うた め、細胞溶 解、RT−1’CR 、蛍 光検 出 と い っ た 多 段階 の 反 応 を

行 うデバ イ ス を構築 し た。
【結果】 ］細胞 遺伝 子 発現解析は、ヘ テ ロ な 集団 で あ る細 胞 の挙 動 を 正確 に

評価 する た め必 要 な技術 で あ る。従 来の 1細胞 遺伝 于 発 現 解 析デバ イス は 、
細胞溶 解、RT−PGR の ど ち らか に 特 化 した もの が 多 か っ た u しか し、　MAG −
LOC を用 い る こ とで 、液滴の 合

一
や 磁 性 微 粒 子 の 分離 が 容 易 に 行 え るた

め 、多段階 の反応 を
一

つ の デバ イ ス 上 で実現 で き る。また 、微 粒子 表 面 を

負 電荷 ポ リマ
ー

で修飾 する こ とで PCR 阻 害等が な い 磁 性微粒 子の 構築 に

成功 した。ア ル ミ製 の デバ イス を作製 し、K562 を用 い て β
一a〔：tin遺伝子 の 発

現解析 を行 っ た結果、従来法 と同様の 結 果が 得 られ た 。以 Eか ら、一連の

1 細胞遺伝子 発現解析 を行 える デバ イ ス の 構築が 百∫能 であ る こ とが 示 唆 さ

れ た。
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