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キ ャ ピラ リー
ゲル 電気泳動 に よ る 1 本鎖及 び 2 本鎖 DNA

の 高分解能分離

馬場　嘉信
e

， 富崎　理代 ， 角田 ちぬ よ，

田 中　淳子 ，　 秀　佳余子 ， 津波古充朝
＊

（1993年 6 月 18日受理 ）

　DNA の 高 分 解 能 分 離 を達 成 す る た め に ，キ ャ ピ ラ リーゲル 電気泳動 に お け る ゲ ル 組成 が ，　 DNA の

分解能 に 与え る影響 に つ い て 検討 した．1 本鎖 DNA の 分離に お い て は ， 非架橋ポ リア ク リ ル ア ミ ドの

ゲル 濃度 に つ い て 検討 し
， 最適条件下で は

，
オ リ ゴマ

ー
か ら 25  塩基 ま で の 1 本鎖 DNA が 60 分以内

に 1塩 基 の 違 い の み で ベ ー
ス ラ イン 分離され た．又，2 本鎖 DNA の分 離 に お い て は，架橋ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル の ゲ ル 濃度及 び架橋度 を検討 し，最適条件下 で は，PGR 生成物 を含 む 100 か ら 12000 塩

基対の 2 本鎖 DNA が，40 分 以内 に 10 塩基程度の 違 い で 分 離 さ れ た．そ の 際 の 理論段数 は，　 l　m 当
た り数百万段 で あ っ た．

1 緒
ゴ
茜

　キ ャ ピラ リー中 に ポリア ク リル ア ミ ドな どの ゲル を充

て ん した キ ャ ピ ラ リーを用 い る キ ャ ピ ラ リーゲ ル 電気泳

動 は ， 核酸 の 分 離 に お い て 非常 に 高 い 分解能 を有 す る こ

と が 明 らか に な っ て き た
1 ）
一4 ）．キ ャ ピラ リーゲ ル 電 気

泳動 は
，

1 本鎖 DNA5 广 8 ）
及 び 2 本鎖 DNA9 ｝

一12）の 分 離

に 応用 さ れ て お り，そ の 際 の 理論段数 は 1500〜30eo 万

段 に も達 して い る
6｝η．

　キ ャ ピ ラ リーゲ ル 電気泳 動 に お い て ，DNA の 分 離 に

影響 を与 え る主要 な 因子 と して は
， ゲル 組成 ， 電 圧

，
キ

ャ ピラ リーの サ イ ズ，キ ャ ピ ラ リ
ー

の 温度，緩衝液組

成 ，DNA の 塩基組成 な ど が 知 ら れ て い る ．本研 究 で

は
， キ ャ ピ ラ リ

ーゲ ル 電気泳動 に よ る 1 本鎖及 び 2 本

鎖 DNA の 分離条件 を最適化 す る た め に ，
こ れ ら条件の

中 で 最 も重要 な 因子 で あ る ゲル 組成 が，分 離 に 及 ぼ す 影

響 に つ い て 検討 し た．

2 実 験

　 2 ・ 1　 試 　 薬

　ポリデオキ シ ア デ ニ ル 酸 1poty（dA ）｝は シ グマ 製，ヌ

ク レ ア
ー一ビ Pl は ヤ マ サ 醤油製 ，　 i　kbp　DNA 　Iadderは

Gibco 製 ，
　 PCR 用 の テ ン プ レ

ートで あ る ラ ム ダ DNA

及 び Gene 　AMP 　PCR 試薬 キ ッ トは宝 酒 造 製 を 用 い た．

＊
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　 4−19−1

1kbp 　DNA 　ladder は
， 23 種　（75 ，　134

，　154
，　201，

220，　298，　344，　396，　506
，　517，　1018

，　1636，　2036 ，

3054・，　4072，　5090 ，　6108，　7124 ，　8144 ，　9162，　10188 ，

m44 ，12314 塩 基対）の 2 本鎖 DNA 断片 の 混合物 で

あ る．poly（dA 〕は ，ヌ ク レ ア
ーゼ Pl を颶 い て

， 既 に

報告 した 方法
7）に よ り加水分 解 した も の を 用 い た．PCR

用 の プ ラ ・f マ ーは DNA 合成装置 （ミ リ ポ ア CydQlle

Plus）に よ り合成 し た．他 の 試薬 は，す べ て 和光純薬製

の 特級品 あ る い は 電気泳動 用 試薬を使用 した．

　2 ・2　ゲ ル 充 て ん キ ャ ピ ラ リーの調製

　ゲ ル 充 て ん キ ャ ピ ラ リ
ー

の 調製 は
， 2 種類 の 方法

1（D キ ャ ピ ラ リー
内壁 を 前処理 し，キ ャ ピ ラ リ

ー
内壁

の シ リカ と充 て ん した ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル を化学結

合 さ せ る 方法 （2 本鎖 DNA 分離 の 場合）
5 ，
〜9 ），（2）キ

ャ ピ ラ リ
ー

内壁 を未処理 の ま ま ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル

を充 て ん す る 方法 （1 本 鎖 DNA 分 離 の 場合）17）8》
で 行

っ た．こ れ らの 方法 は ， キ ャ ピラ リー内壁 の前処理 を行

うか 否か の 違 い の み で ，
ほ と ん ど は共通 の 操作 を行 う．

方 法 （P で は，以 トの 手順 で ，ゲ ル 充 て ん キ ャ ピ ラ

リーを調製 した．方法 （2）で は，a の 操作 の 二 官能基を

有 す る 試薬 に よ る処理 の 部分 を省略す れ ば よ い ．

　 a．適 当 な 長 さ の キ ャ ピラ リー （50cm 程度） に IM

水酸化 ナ ト リウ ム 水溶液 を 15分間通 し，そ の 後，蒸留

水 を 10 分間通す ．更 に ，二 官能 基 を 有す る 試 薬 （3一メ

タ ク リル オ キ シ プロ ピル ト リ メ トキ シ シ ラ ン，0．4％）
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854 BUNSEKI 　KAGAKU V 〔〉亅．42 　（且993＞

の 酢酸溶液 〔6mM ｝ を キ ャ ビ ラ リ
ー

に ］0 分間逓 し．1

時間放置 す る ．そ の 後 ， 蒸 留水 を IO分間 通 し，キ ャ ピ

ラ リー
内を 洗浄す る．

　 b．ア ク リ ル ア ミ ドの 保存溶 液 （4〔，％ 鴇 0− 5％ C ）及

び緩衝液 を調製す る．ア ク リル ア ミ ド溶液 を緩衝液で 希

釈 し，サ ン プル の サ イ ズ に 合 わ せ て 適 当 な ゲ ル 濃 度

（5％ 程度 ｝ に 調節 する．

　c．こ の 溶液 5ml を超 音波 で よ く脱気 した後，10％ 過

硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶液 と IO％ テ トラ メ チ ル エ チ レ ン ジ

ア ミン （TEMED ）溶液 を そ れ ぞ れ 2〔I　Ptlを 加 え て ，キ

ャ ピ ラ リー一
中 に 5 分間通 す．

d．ゲ ル 化 が終 J
’
す る ま で 数 時間 あ る い は

．
夜放置

．4一

る．

　2 ・3　装置 と操作

　 ラ ム ダ DNA を テ ン プ レ
ー一

トと して ，5〔，0 塩 基対 の

DNA 断片 を PCR 法 に よ り 25 サ イ ク ル （Techne

PHC −3　Therma ］（〕yclerを 用 い て ，1 サ イ ク ル が 91℃

で 1 分，37°C で 1 分，72℃ で 1 分）の 反 応 で 増幅 し

た。

　DNA の 分 離 は，キ ャ ピ ラ リー
電 気泳動装置 〔ア プ ラ

イ ドバ イ オ シ ．ス テ ム ズ M ｛⊃del　270A ，ウ ォ
ー

タ
ー一ズ

Quanta　4000，ベ ッ ク マ ン P／AGE −2〔】5〔］〕 に よ り 行 っ

た ．溶 融 シ リ カ キ ャ ピ ラ リ
ー

（内 径 10  晒m ，外径 375

um ） は GL サ イエ ．ン ス 製 を 用 い た． 卜記 の 方法 で 調製

し た ゲ ル 充て ん キ ャ ピラ リ…を装 置 に 取 り付 け ，サ ン プ

ル を 電 気泳勤的 に 注 入 し （5，1〔）kV ，1− 5 秒 間 ），　 IO

kV の 電 圧 を か け て 泳 勤 した．泳動時 の 緩 衝 液 は，1 本

鎖 DNA の 場合が 0．IM トリ ス ー
ホ ウ 酸

一7M 尿素 （PH
8．6），2

．
本鎖 DNA の 場合 が 0．IM ト リ ス ーホ ウ 酸 一2

rnM 　EI）TA （pH 　8．3｝ を 用 い た．　 DNA の 検 出 は 紫外 吸

収測定 （254nm あ る い 〔・t　 26C）　nm 　｝ に よ り行 ・
． た．

3　結．果と考察

　キ ャ ピラ リー・ゲ ル 電気泳動 に 用 い る ，ポ リア ク リル ア

ミ ドは 細 孔 を有 す る ゲ ル で あ り，そ の 細孔の 大 き さ は，
ゲ ル 組 成 1ゲル 濃度 （％T ） と 架橋度 （

e
／o　（；）トに よ り 決

ま る．又、非 架橋 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド （0％ C ） に お い

て も1司様 の 細 孔 が 生 成 す る ．

・・一 ア

鍔拾 騾論 1・上・ 1・・ （1 ）

％ C ＿．　 一 財 魍
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 × IOO 　　 （2 〕
　　　ア ク リ丿レア ミ ドC．gr）十 ビ ．ス 〔g）

　DNA は ，ゲ ル 中の 細孔 を通 り抜 け な が ら 泳動 す る の

で ，DNA の サ イズが 大 きい ほ ど，ゲ ル の マ トリ ッ ク ス

か ら受 け る 抵抗 が 大 き く な り，電 気泳 動 の 移動度 は 小 さ

くな る．こ の よ う に 分 了
．
ふ る い 的 に 分 離 が 行わ れ る キ ャ

ピ ラ リーゲ ル 電気泳 動 に お い て は ，細孔 の 大 き さ と直接

関 連 の あ る ゲ ル 組成 は ，分離 を 左右 す る 最 も亜 要な 因子

で ある．

　架橋 した ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル に よ る 1 本鎖 DNA

の 分 離 に つ い て は，既 に 報告 し た よ う に
1．］7），架橋度 が

L5 〜5 ％C の 範 囲 に つ い て は ，ゲ ル 濃 度が ro％ ア 以下

で あ れ ば，ポ リヌ ク レオ チ ドの 分 離が u」
’
能 で あ る こ とが

明 らか と な っ た．従っ て ，本研究 で は，非架橋 ポ リ ア ク

リル ア ミ ドの 場 合の ゲ ル 濃度 の 1 本 鎖 DNA の 分 離 へ

の 効 果 に つ い て 検討 した．

　Fig．1 に 非架橋ポ リア ク リ ル ア ミ ド （9％　T，  ％ C ）

0、

（〉 IO 20 30 　 4eTime

・．「min50

60 70

Fig ・　 1　 C ・p川 ・ ・y ・旦・・… 1・h… d・ seP ・ … i・ n ・f　p ・ly（dA ）dig・… dby 　l川 ・1・… P1 。、i。g
・ hllc・ ・ p ・lyac・yl・mid ・ （9 ％ T，〔1％C ）fitl・d ・・ pill・ ・y
C ° ndid ・

．
川 ・ ・ c ・ pill・唄 °゚一μm 　l・d ・1　 375 −P… d・，5U−cm ［・ng ・h、30−・ m 　dlヒ。・副 c1、9・h；

Runni ・g　b・ffe・ 〔〕・IMT ・i・−b・ ・ a ・c ・・d　7　M ・ ・服 ；pH 　8．6；Fi・ld，200　V ／・m ；，u ， re 。 」 13
pa4；Injection： 5kV 兪）r　2　s ；1）e 【cc 吐ion： 260　n皿 1
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報 文 馬場，富崎，角田，田中，秀，津波 占 ：CGE に よる DNA の 高 分解能 分離 855

を用 い た，ポ リデ オ キ シ ア デ ニ ル 酸 ipoly（dA ）1 の 分離

例 を示 す．150 塩基 ま で の 亘 本鎖 DNA 断片 の 混合物

が，そ れ ぞ れ 1 塩基 の み の 違 い に よ り完全 に 分 離 さ れ

て い る．こ の と き の 分析時間 は ， 約 60 分 で あ っ た．同

じゲ ル 濃度 の 架橋ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル （9％ T，

5％ C ＞に よ り実験 を行 っ た 結果 で は ，同様 の 分 離 に 要

する 時間 1よ約 90 分 で あ っ た．こ の こ と は，同 じゲ ル 濃

度に お い て も，架橋ポリア ク リル ア ミ ドゲル の 細孔が，

非架橋ポ リア ク リル ア ミ ドの そ れ よ り小 さい こ と を示 し

て い る．

　9％T の ポ リ ア ク リル ア ミ ドは，そ の 細孔 が 比較的小

さ い の で
，

150 塩基 以 ヒの ポ リ ヌ ク レ オ チ ドに つ い て は

分 離 が 國難 で あ っ た．従 っ て，ゲル 濃度 を 7％ T に 下 げ

て ，1 本鎖 DNA の 分離 を試み た （Fig．2＞．そ の 結果 ，

60 分 以内 に 250 塩 基 ま で の 1 本鎖 DNA 断片 の 混 合物

が ，そ れ ぞ れ 1 塩 基 の み の 違 い に よ り ほ ぼ ベ ース ラ イ

ン 分離 さ れ た．9％ τ の 場合 と比較 して 、単位時 間 当 た

り に 分 離 で き る ピー
ク 数が 増加 し て お り，又，比較的 サ

イズ の 大 き い ポ リ ヌ ク レ オ チ ドの 分 離 が可 能 に な っ て い

る こ と が 分 か る，こ の 際 の ，理論段数 は ， lm 当 た り

300　
一

　f｝OO 万 段 で あ っ た．更 に ，ゲ ル 濃度 を
．．
トげ て ，

5％ T で も実験 を行 っ た と こ ろ，高速化 す る こ と は で き

た が，そ れ ぞ れ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ドの 分離度 が 下が り，

ベ ース ラ イ ン 分離 す る こ と がで きな く な っ た．従 っ て ，

非架橋ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドを 用 い た 1 本鎖 DNA の 分

離 で は，7％T の ゲ ル 濃度 の 場合 が，最も速 く 多 くの ボ

リヌ ク レ オ チ ド断片をベ ー
ス ラ イン 分離 す る た め の 最適

条 件で あ る こ と が 分 か っ た．こ れ は，架橋 した ポ リア ク

リル ア ミ ドゲ ル の 場合 の 最 適 条件 で あ る
，

ゲ ル 濃 度

（3− 5％ T ）
7 ！よ り若干濃 度 が 高 く な っ て い る，こ れ は ，

非架橋 ポ リ ア ク リル ア ミ ドの 細 孔 の 大 き さ が ，同
．一

濃度

の 架橋ポ リア ク リ ル ア ミ ドの そ れ よ り 大 き い こ と に 起 因

して い る，

　次 に．架橋 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 用 い た，2 本鎖

DNA の 分離 に つ い て 検討 し た．ま ず，　 Fig．3 に 示 す よ

う に ，5％7  5％C の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い

て ，lkbp 　I）NA 　ladder の サ ン プル の 分 離 を 試 み た が ，

そ れ ぞ れ の ピーク は あ ま り よ く分 離 され な か っ た ．こ の

サ ン プル は，75 塊 基対 か ら 123亘4 塩基 対 ま で の 23 種

類 の 2 本鎖 DNA 断片を含 ん で お り，45 分 まで に 泳動

して い る 比 較 的 小 さ い DNA 断片 （500 塩基対以 卜｝ の

分離 は ， あ る桿 度達成 され て い る．し か し，55 分以 降

の 丿くき い 断片 〔10  0− 12000 塩基対 1 に つ い て は，ほ と

ん ど分 離 され て い な い ．こ れ は ，こ こ で 用 い た ゲル 濃度

及 び架橋度 が い ず れ も大 き い た 酎）に ，大 き い DNA 断片

が 泳動 す る に は，細 孔 が 小 さす ぎ る た め だ と考 え られ

る．

　 次 に，架橋度 を 0．5％ C に トげ ，い く つ か の ゲ ル 濃度

に よ り，lkbp 　DNA 　Iadder の 分 離 を行 っ た ．そ の 結

果，Fig．4 に 示 す よ う に，3％7  〔〕，5 ％C の ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ドゲル を用 い た場
．
合に ，高分解能分離が 達 成 され

た．こ れ は ， 既 に 報告 さ れ
圏
た 条件

y 〕と 類似 した 結果 で あ

っ た．こ の 条件下 で は ，lkbp 　DNA 　ladderサ ン フ ル に

含 ま れ る 23 種類 の 2 本鎖 DNA 断片 が す べ て ほ ぼ 完 全

に ベ ース ラ イン 分離 され て い る．しか も ， 分 析時間 は わ

ず か 35 分 しか 要 しな い ．Fig．4 の 例 で は，　 l　kbp　l〕NA

50

0 1  2G 30Timei
’
min

40 50

Fig．2　Capil且ary 　e且ectruphoretic 　scpar 乱 ti〔＞n 　of
「
poly（dA ）digcsted　by　r）uclcasc 　Pl　using

allnear 　I）olyacrylamide （7％ τ，0％ C ）fitled　cap ．illary

Separation　conditions 　tts　in　Fig・1
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Ain ，

30 40 50 60

Time ，．「
．
min

Fig．3　Capillary　electrophoretic 　separation 〔）1
’
lkbp 　DNA 　hdder 　using 　a 　c 聖

・
ossLinked

poly “crylan ユidc　gel（5％ T．5％C ）mled　capilhry

G ξ川 ditions： r巳且【ming 　buffer，0」 MTris −bora匸c 　and 　2　mM 　EDTA ，　pH　8，3 ；tlcld，200
V ／・ m ； ・・ r・℃ ・ t

，
　 18　UA ． 0 けle … nditi ・ n ・ a ・ i・ Fig，1

鎌

2036

　 3054

20 25　 　 　　 30

　 Ti 鵬 〆min

35

Fig・4　Cap 重llary　clectroPh り retic　separation 　o 「　a
rnix 疋urc 　ofthc 　f）Oo　l⊃p　PCR 　produc．t　alld 　l　kbp　DNA
ladder　using 　crosshnked 　polyacrylainide 　gel　（3％T，
0．5％ C）｛三皿cd 　capiltary ，

Cond 五tions ： capi ［lary，　1〔，〔〕−pm 　Ld，，375一μm 〔

．
レ，d，、50−

qn 　teiigLh，4．2−cm 　effcctive 　jength； h、iection，10kV

for　s　s ： dctecti〔，n
，
254　nm ．　Other　ct ）ndiIi 〔〕ns 　as 　in

Fig．3

ladderサ ン プル に 500 塩．基対の PCR 反応生成物 を加 え

た サ ン プル を用 い て い る．図 か ら明 らか な よ う に
，

こ の

PCR 反応生成物 と lkbp 　DNA 　ladder に 含 まれ る，506

及 び 517 塩
．
基
．
対の DNA 断片 は ほ ぼ 完全 に 分離され て

い る ．こ れ ら の 断片 は ，従 来の ゲ ル 電気泳 動 で 分離す る

こ と が で き な い もの で あ る ．こ の こ と は，キ ャ ピ ラ リー

ゲ ル 電気泳 動 の 分解能が 非常に 高 い こ と を示 し て い る．

こ の と き の 理 論段 数 は ．1m 当 た り 100〜200 万 段 で あ

っ た．

　 以．ヒの よ う に，1 本鎖 DNA と 2 本 鎖 DNA で は ，そ

の 分 離の 目的 が異 な る た め に ，最適条件 も異 な る こ と が

明 らか と な っ た．且本鎖 DNA の 分離 は，　 DNA シー
ク

エ ン シ ン グ に 応用 さ れ る の で ，シ
ー

ク エ ン シ ン グ を高速

に か つ 正 確 に 行 う た め に ，500 塩 基 程度 まで の 1 本鎖

DNA を 1塩基 の み の 違 い で ，で き る だ け速 くべ 一
ス ラ

イ ン 分離 す る 必要 が あ る．従 っ て ，ゲル 濃 度 は 少 し高 め

に 設定 す る 必 要 が あ る．又，2 本鎖 DNA の 分離 は，遺

伝子 マ ッ ピ ン グ，遺伝 了
・
診 断 な ど に 応用 され る の で ，そ

の 分 解能 は 】 本鎖 DNA の 場 合 よ り 若干劣 っ て も，分

離 す る DNA の 分 了
・
量 範 囲 が 且0000 塩 ≡基対程度ま で と

極 め て 広 くな るの で ，ゲ ル 濃度 を少 し ドげ な けれ ば な ら

な い ，更 に
， キ ャ ピラ リー・

ゲ ル 電気泳 動 の 他 の 条件 を 最

適 化 す れ ば，DNA の よ り高速 ・高 分 解 能 な 分離 が 可能

に な る．従 っ て ，キ ャ ピ ラ リ
ーゲ ル 電 気泳動 は ，従来の

ゲ ル 電気泳動 で 行 わ れ て い る ，DNA シ・一
ク エ ン シ ン

グ，遺 伝 了
・
マ ッ ピ ン グ，遺 伝 ∫

・
診断 な ど を高 速 化 ，高精

度 化 diる た め に応 用 で き る もの と期待 され る．

　
．
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部
．
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  High-resolution $eparation  of  single-  and  double-stranded  DNA  using  capillary

gel electrophoresis.  Yoshinobu BABA, Riyo ToMisAKT, Chinuyo  SuMiTA, Atsuko TANAKA, ･

Kayoko  HiDE and  Mitsutomo TsuHAKo  (Kobe Women's  Cellege of  Pharmacy, Motoyama,

Kitamachi, Higashinada-ku, Kobe-shi, Hyogo  658)

  The  effect of  the  gel composition  on  the resolution  of  single-  and  double-stranded  DNA

was  investigated in order  to optimize  the  electrophoretic  conditions  in the  separation  of

DNA  using  capillary  gel electrophoresis.  In this study  we  prepared gel-fi11ed capillaries

in which  the gel was  sometimes  chemically  bound to the capiliary  inner surface.  A  mix-

ture of  single-stranded  DNA  fragments was  separated  by using  capillaries  filled with

linear polyacrylamide  with  differing polyacrylamide concentrations  and  a  mixture  of

double-stranded DNA  fragments  by using  capiliaries  fi11ed with  a  crosslinked  polyacryl-
amidc  gel with  differing gel compositions,  A  tetal of  250 bands of  single-stranded  DNA
fragments was  completely  resolved  within  60min  under  the optimum  electrophoretic

conditions.  The  base-line resolution  of  double-stranded DNA  fragments up  to 12000
base pairs (bp) was  performed under  optimum  separation  conditions.  In  addition,  both

the  500  bp  PCR  reaction  product and  two  fragments of  506 and  517 bp, which  difler from
each  other  by only  less than  10bp  and  are  usually  not  separated  by slab  gel elec-

trophoresis,  have bccn basc-line resolved.  A  plate number  of  (1N5)× 106 per meter  was

achieved,  Some  guidelines are  presented  based on  the experimental  results  in order  to

selcct  the  optimum  gel compesition  in the  separation  of  single-  and  double-stranded

DNA.

                                                 (Received June 18, 1993)
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