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　　特異的 な核酸配 列の 検出に は 、近年、非RI 検出法 が広 く用 い られ るよ うに な っ て きた。 そ

の 背景に は放射性同位 元素 （RI） の 不安定性 の ほ か 、 設備や廃棄物処理、さらに は研 究渚 の 健康

管理 の 問題等が ある。非RI 検 出法 は これ らの 問題 を解決 したが 、その性能に つ い ては問題 を残 し

て い る 。

　　 ハ イブ リダ イゼー
シ ョ ン に は、抽出精製 した核駿を解析す るフ ィ ル ター

ハ イブリダ イゼ ー
シ ョ

ン と、組 織細胞や 染色体上 で核酸 を検出する in　situ ハ イブ ワダ イゼ ーシ ョ ン が ある 。 前者の た

め の 非RI 検出法で は酵素標識法が主流 であ り、 用い る基質の 違い で発色法 と化学発光法 に分 け

られる。 発色法 は RI 法 に比 べ 高解像度であるが 、 検出感度力牴 い 上 、 定量 に適 さない
。 また 、

イ之学発疱去は 、 高感度であるが 、 正確な定量 には高価 な検出システ ム を要する とい う欠点が ある 。

一“fr、　 in　situ ハ イブ リダ イゼー
シ ョ ン の 検出に用い る方法 と して は 、 発色法は感度捌 氏く、 また

、

化学発光法 は解像度が悪 い ため、抗体等を蛍光色素で直接標識 した もの を用 い る蛍光抗1胸去が 主

流 で ある 。 しか し、FITC を用 い た蛍光掘 本法 では、染色体上で の 単一
コ ピー遣伝子 の 検出や共 焦

点 レーザー顕微 鏡に よる解析等に おい て、蛍光 の 退色が早 く、微弱な シグナ ル の 観察が難 しい と

い う欠点がある 。

　　我々 は 非RI 検出法 に おける上 述の 問題 を解決 す るため に、酵素に よる蛍光 シグナル増幅 系

の 導入 を試み 、 フ ィ ル ターや組織 ・細 胞 ・染色体に強 く沈着す る蛍光基質の 開発 を行 っ た結果 、

高感度 ・高解像度 の 新 しい 方法 の 開発に成功 した 。

　　標識酵素と して は 比活性が 高く安定なア ル カ リ性ホス フ ァ ターゼ （ALP） を採用 し、その 基

質と なる蛍光物質の 合成 を行 っ た 。 ク マ リ ン 、 フ ル オ レセ イン 、
ペ リ レ ン 、 ナ フ トール 、 ア ン ト

ラセ ン等の 誘導体105種 を合成し、 まず、ナ イロ ン メ ン ブ レ ン フ ィ ル ター上 で ス ク リーニ ン グ を

行 っ た。
ス ク リー一一ニ ン グ の 基準は   ナ イロ ン の 自家蛍光の な い 480   以 上 の 長波長域 に蛍光

をもつ こ と、  酵素反応後 の 生 成物がナ イロ ン に対 し強い 沈 着能 を有する こ と 、  沈淆後の 比

蛍 光 強度 が 高 い こ と で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 、 ナ フ トー ル 誘 導体 で あ る

3−Hydroxy一海」 2
’ −biphenyl−2−naphthalenecarboxamide 　phosphate 　ester 　（HNPP）　あ

「

最 も

適．して い るこ とが 分か っ た 。 HNPPはALP と の 反応 に より、脱 リン酸化 されて HNPと な り、ナ イ ロ

ン フ ィ ル ターに 強 く沈着す る と同時に紫外線照射下で 510nm の 蛍光を発す る 。 こ の HNPPを用 い

る こ と に よ っ て 、 サ ザ ン ハ イブ リダ イゼー
シ ョ ン で は 0．1pg の 標 的DNA を検出す る こ と が で き

る 。
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　　 ln　situ ハ イブ リダイゼー
シ ョ ン の た め には、　 HNPは それ自体で は組織細胞や染色体 へ 沈着

しない の で ア ゾカ ッ プ リ ン グ反応 を利用する こ と と し、マ ウ ス 肝切片および シ ョ ウジ ョ ウバ エ 唾

腺染色体を用 い て 32種 の ジア ゾニ ウ ム塩 をス ク リーニ ング したと こ ろ 、2−Biphenyldiazonium

chloride 、　 Fast　red 　 TRや Fast　red 　 KB等が有用で あるこ とが分 か っ た 。
こ の 方法 （HNPP ／

Fast　 red 法 ） に よ っ て 、 440　bpの cDNA ク w 一ン をプ ロ ーブ と した染色体マ ッ ピ ン グが可能 と

なっ た。 ALPの 基質となる沈着性蛍光色素 の 開発は こ こ数年 い く
1
つ か の グル

ー
プ で行われ てお り、

なかに は 商品化 されて い るもの もあるが 、HNPP法 は他の い ずれ をも凌駕 して い る。

　　従来の 蛍光基質はナ イロ ン フ ィ ル ターLや組織細胞 へ の 沈淆能が 劣り、解像度が著しく低 か っ

た。 その こ とが酵素標識蛍光法 （enzyme 　 linked　fluorescence　 assay 、
　 ELFA） の ハ イブ リ ダ

イゼ ーシ ョ ン へ の 応用 を妨 げて きた 。 HNPPの 開発によ っ てELFA法 の 最大の 欠点で あ る沈着性 の

問題を解決 したが、 こ の 方法 は 、 核酸 の 検出の み で な く、酵素標識 を利用 し た様々 な物質の 検 出

に も応用が『「能であ り、幅広 い 分野へ の 貢献が期待 される 。
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