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分析化学総説

キ ャ ピラ リー 電 気泳動 に よ る DNA の 分 析

佐 　 藤 隆
＊

（1993年．12 月 24 日受 理 ）

　キ ャ ピ ラ リ
ー

電 気泳動装置 が 市販 さ れ る よ う に な っ て ，既 に 5 年 を迎え よ う と して い る ．こ の 間 に

キ ャ ピラ リー電 気 泳 動 と い う分離手法 は，一．．．・
部分析科学者の み な ら ず

， 広 く広 範 な研 究 者 の 手 の 届 く も

の に な りつ つ あ る と 同時に，様 々 な 研究分野 に 応用 され は じめ た．本稿 で は，比較的短 い DNA 断 片 の

分析 に限 っ て，そ の 応用を含めた現状を紹介 す る．

1 緒
… 、
口

　1980 年代 の は じめ に Jorgensonら に よ り最初 の キ ャ

ピ ラ リ
ー
電気泳動 （CE ）に 関 す る分離例

1＞2）が報告 され

て 以 来，医 薬 品 を代表 と す る 合成化合物等 の 低分子量物

質か ら タ ン パ ク質等 の 生体巨大分子 に 至 る ま で の 広 範 な

物質 の CE に よ る 分離例 が 報告 され て い る
3）
N

）
「
）．　CE と

は 文字 ど お り 溶融 シ リ カ 等 で で き た 細 管 （キ ャ ピ ラ

リ
ー

）内で 行う竃気泳動 で ，高速 ， 高感度 ， 高分離能 を

特徴とす る分離分析法で あ る．実際，．一本鎖 DNA で あ

れ ば お よ そ 500 塩基 ま で の 長 さ の も の を 1塩．基 の 長 さ

の 違 い で ，30 分 以 内 に 分 離で き る ば か り で な く
5 ）
− S ），

た と え 同 じ長 さで あ っ て も ， 塩基組成 や立体構造 の 違い

で 分 離で き る
10｝

こ と が ，又二 本鎖 DNA で あ れ ば 数干 塩

基対ま で の も の を， 約 1％ の 長 さ の 違 い で 分離 す る こ

と が で き る
ll）12）こ と が報告 さ れ て い る ，しか も，こ こ

数 年来高性 能 な CE シ ス テ ム も市販 さ れ る よ う に な

り ， 従来に 比 べ る と は る か に 容易 に CE を利 用 で き る

環 境が 整 い つ つ あ る ．

　本稿 で は，著者らが最近行っ て き た
．…

本鎖 DNA の 移

動度解析を中心 に
， 比較的小 さ な DNA 断片 （

．．・
本／二

本／多重鎖 DNA ）の 分離及 び そ の 応用 に つ い て 概説 す

る．GE に お け る DNA の 各種 分 離法 の 詳細 な 原理
5〕
や

ゲ ル キ ャ ピ ラ リーの 具 体 的 な 作 り方
i／1），あ る い は CE

を利用 し た DNA シ ーケ ン サ
ー 4广 17 ）

に 関 し て は そ れ ぞ

れ の 文献を参照 され た い ．

＊
ベ ッ ク マ ン （株）営業企 画 部 ： 102 東京都 千代 田 区 三

　 番町 6

　 現勤 務先　日本ベ ク トン ・デ ィ ッ キ ン ソ ン （株 ）イム ノ

　 サ イ トメ トリーシス テ ム ズ事 業 部 ： 10フ 東京都港 区

　 赤 坂 3−5−34

2　キャ ピ ラ リ
ー

電 気泳動装置

　キ ャ ピ ラ リー電 気 泳 動 装 置 と は，文字 ど お り 内径

10〜200μm 程度，長 さ 20− 100cm 程度 の 溶融 シ リ カ

等 の 細管 （キ ャ ピラ リー）を 用 い て電気泳動を行 うた め

の 装置 で ，そ の 基 本 構 造 は Flg．1 に 示 す と お り，キ ャ

ビ ラ リーと電解液 を 入 れ る リザ ーバ ー，高 圧 電 源 装置

樋 常最高電 圧 30kV まで か け られ る もの を使用）， オ

ン ーカ ラ ム 検 出 器 か ら 構成 さ れ て い る．更 に 高度 に 自動

化され た装置 で は ， 各種制御の た め の パ ー
ソ ナ ル コ ン ビ

ュ
ータを 備 え，キ ャ ピラ リー電気泳動装置 の 制御 ばか り

か データ解 析 ま で 行 え る も の もあ る．

　 こ の よ う に キ ャ ピ ラ リー
電気泳 動 装 置 は

， 従来 の ゾー

ン 電気泳動装置 に 比 べ か な り大 掛 か り ， か つ 高価 な装置

と な っ て い る が，そ の 基本構造 は オ ン
ー
カ ラ ム 検出器 と

データ処理及 び装置制御 の た め の パ ーソ ナ ル コ ン ピュ
ー

タ を除 け ば，そ し て 分離部 の 超 細密化 が 図 られ て い る こ

と を除 け ば，驚 くは ど酷似 して い る とい っ て よい ．

　通常 の CE で は，キ ャ ピ ラ リー内 は ポ リ ア ク リ ル ア

ミ ドゲ ル 等 の 支持体 で 満 た す こ と な く ， 直接 キ ャ ピ ラ

リ
ー

内 に 電解液 を注人 し，電気浸透流 の存在下で 試料成

分 の 分 離 が 行 わ れ る．こ の よ うに GE で は 電気浸透流

を容認す る ば か り で な く，史 に 電気浸透 流 を積極的 に 分

離 に 利用 す る EKC （electro ．kinetic　chromatography ）
L81

と い う分 離技法 も開 発 され ，
’
電荷を持 た な い 試料成分 も

界面活性剤 との 親和性 に 基 づ い て 分 離 す る こ と が で き る

よ う に な っ た．こ の よう に GE に お い て は，中空 キ ャ

ピ ラ リーを使用 す る こ と が一一．・
つ の 大 きな特徴 と な っ て お

り，合成化合物 の 分 離 か ら タ ン パ ク質の 分 離 ま で 広 く 利

用 さ れ て い る．しか し DNA 関 連物質 の 分離 に お い て

は，中空キ ャ ピ ラ リ
ーと EKC の 組 み 合 わ せ は核 酸 構 成
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C

Dataacquisition

PA 　 CTIF2 ．1

Fig．1　 Schematic　 diagram　 of 　 capillary 　 elec −

trophoresis 　instrument

System　is　composcd 　of 　two 　clcctrolyte 　rescrvoirs 　con −

nectcd 　by　a　capillary （20
− 100 　pm 　Ld．，20− IOO　cm

long＞，　 a　 30　kV　 powcr　 supp 且y　 and 　 an 　 on ．column
detector．正n 　 most 　 cascs

，
　 a　 pcrsonal　 computer 　 is

used 　f（）r　both　 system 　 control 　 and 　data　 acquisition ／

handling　purposes．

物質 の 分 ee］9 ）2°）を除 い て ほ とん ど利用 され て お らず，

も っ ぱ ら ゲル 充 て ん タ イ プの キ ャ ピ ラ リー13 ）な い し
，

リニ ア ボ リマ
ーを 添加 し た 高粘性電解液

2D
が 用 い ら れ

て い る．

　CE で は 通 常 数 n 且の 試 料 を 用 い て 分析 を行 う．従 っ

て 装置 に は，再 現性 よ く試料 を キ ャ ピラ リー
末端 に 注入

す る た め の ガス 加圧 装置，真 空 吸引装置，ある い は サイ

フ ォ ン の 原理 に 基づ い た もの 等 の 物理 的 な 試料注 入 装置

の い ず れ か と，電 気泳 動 的 な試 料 導 入 装置の 二 つ が 用意

さ れ て い る ．こ れ らの 中で 物理 的試 料注 入 法 は試料中の

塩濃度の 影響 を う け に くい と い う特徴があ り．中空キ ャ

ピラ リーを使用す る 実験 に は 有効 で あ る が，DNA 分離

に 多用 さ れ る ゲ ル 充 て ん キ ャ ピラ リー
に は．ゲ ル を破損

して しま う の で 使用 す る こ と は で き な い ．ゲル 充 て ん キ

ャ ピ ラ リーの 場合 に は ，電気泳動的試料導人 法 を使用 す

る 必 要 が あ る ．しか しこ の 方法 に は ，移動度 の 高 い 試料

を選択的 に 導入 し て しま う と い う 問題 が つ き ま と う．特

に 塩濃度 の 高 い 試料の 場合 に は 塩 の み を選択的 に 導入

し，目的め試料成分 は 全 く導入 す る こ とが で き な か っ た

と い う こ と も あ り うる の で 注意が 必 要 で あ る．

　CE で は，質量 分 析計 に 接続 す る な どの 特殊 な場合を

除 き，キ ャ ピ ラ リ
ー

上の 末 端 に 近 い 部分 に検 出器 が 装着

され て い る ．現在 ま で に 報告され て い る検出方法 と して

は ，紫外／可視 吸 収検出，ス ペ ク トラ ム 検出，蛍光検

出 ， 間 接蛍光検出， 発光検出，電気電導度検出，電気化

学検出，ラ ジオ ア イソ ト
ー

プ検出等 が挙 げ られ る．こ れ

ら の 中 で 市販 の 装置 に 標準装備 さ れ て い る も の と し て

は，主 と して 紫外 乂 は 紫外／可視吸収検出器 に 限 ら れ ，
一・部の製品に ダイオー

ドア レ イある い はバ イブ レ
ー

テ a

ン グ ミ ラ
ーを利用 し た ス ペ ク トラ ム 測定 が 可能 な もの が

見 られ る 程 度 で あ る．最 近 で は オ プシ ョ ン と し て レ
ー

ザー誘導蛍光検出器 （LIF ）を備 え る 製品 も市販 され は

じ め た．こ の シ ス テ ム で は ，ア ル ゴ ン レ ーザーを使 用

し，488　nm で 蛍光色素 を 励 起 す る こ と に よ り，蛍光 ラ

ベ ル し た 1）NA を紫外吸収検出器 に 比 べ 約 400倍 の 感

度 で 検出で き る こ と が報告 さ れ て い る
22）．

　 現在市販 さ れ て い る 装置 の ほ とん ど は，な ん ら か の 形

で マ イク ロ プロ セ ッ サーを内蔵 し ， 試 料導入 か ら，電気

泳動 ， 泳動後の キ ャ ピラ リ
ー
洗浄 を自動的 に 行 え る よ う

に な っ て い る．なか に は，オー
トサ ン プラーを使用 し，

制御用 パ ーソ ナル コ ン ピ ュ
ー

タ に 貯 え た 幾 つ もの 異 な

る ， 複 雑 な 泳動条件 を指定 し た 順番 に 実行 す る こ とで ，

無人自動運 転 を 可能 に し た もの も見 られ る．後述 の よ う

に ，電 場 こ う配 を利用 し て 泳動 す る 際 に は 必 須 の 機能 と

い え よ う．又 ，ほ と ん ど の 機種 は 分離 デー
タ をパ ーソ ナ

ル コ ン ピュ
ータ に 取 り込 み，記録及 び解析 が で き る，

100 分 で 数百 ピー
ク を検出 し

， 同定す る た め に は高速 の

デ ータ取 り込 み （20Hz 程度）と ス タ ン ダ
ー

ドマ ーカー

に よ る移動時間 補正 機能 を備 え た もの が 好 ま しい で あ ろ

う．

　DNA の 分離 に 関 し て は 分 子 ふ る い 効果 を利用 し よう

と い う見地 か ら ゲル 充 て ん タ イプの キ ャ ピラ リ
ー

あ る い

は ポ リマ
ー
溶液 が 好 ん で 使 用 さ れ て い る ．最近 で は ゲル

充 て ん キ ャ ピ ラ リー
も各種性能の も の が 市販 さ れ，容易

に DNA を 対象 と し た サイズ 分離 が で き る よ う に な っ て

き た，こ れ ら の 細 か い 性状 に 関 し て は ，メ
ー

カ
ー
各社か

ら発行され て い る テ ク ニ カ ル イン ホ メ
ー

シ ョ ン 等を参照

され た い ．

3　オ リゴ DNA の 分離

　オ リゴ DNA の 分 離 は ，　 Karger らの グ ル
ープ に よ り

1988 年 に 報告
2S）

さ れ て 以来 ， ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

を充て ん し た キ ャ ピ ラ リーを用 い て 行わ れ て き た．ゲ ル

充 て ん キ ャ ピ ラ リ
ー

を使用 す れ ば ， 数 百 塩 基 ま で の オ リ

ゴ DNA を 1 塩 基 の 長 さ の 違 い で 分離 で き る
δ广
『9），し

か し こ れ らの 実験 に 用 い ら れ た 試料 は ほ と ん ど の 場 合 ホ

モ ポ リマ
ー

で あ っ た ．

　Guttman ら は p （dA ）10，　p（dC ）且o，
　p（dT ）10 と い う 3

種類 の ホ モ ポ リマ
ー

を試料 と し，泳動バ ッ フ ァ
ーの pH

N 工工
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の 分離に 対す る影響を調べ
，

そ れ ぞ れ の ホ モ ポ リマ
ーが

異 な っ た 相 対移動度 を持 つ こ と を 明 ら か に し た
24）．

又 ， Weinbergerら は p （dA ）ou〜60 ，
　 p（dC ）15 〜2 ．？4＿36，

p（dT ）t2＿24 を 試料 と し，そ れ ぞ れ の 塩基 に 関 し ， 鎖長

と 移動時間 の 相関 を求め，次 の よ う に 定式化 し た
25）．

p（dA ）n ： 〆（An＞＝O．316n十 14．70

p（dC ）n ： 〆（Cn ）＝＝0．290n 十 14．童3

p（dT ），t ： 〆〔Tn ）≡0．327n 十 13．97

　但 し 〆（X 。 ）は X 塩基 n 個 か ら成 る ホ モ ポ リ マ ーの

移動時間 で あ る．

　こ れ ら Guttman ら，及 び Weinbergerら に よ る結果

は
，

ヘ テ ロ ジニ ア ス な オ リ ゴ DNA で は 鎖長 だ け で な く

塩・
基組成 が移動度 に 影響を与 え て い る こ と を示唆 し た も

の と な っ た．Guttman ら は ，「
ヘ テ ロ ジ ニ ア ス な オ リゴ

DNA の 移 動 に 要 す る 時 間 （移動度 の 逆 数） は そ れ を構

成す る各塩基 の ホ モ ポ リマ ーの移動時間の 寄与分 を足 し

合わ せ た もの で あ る 」 と仮定 し，ヘ テ ロ ジニ ア ス な オ リ

ゴ DNA の 移動時間 を推定 す る 計算式 を提唱 し た
26｝．す

な わ ち p（dA ）t2 ＿18 ，
　 p（dC ）t2

−一
Is ，

　 p（dG ）12＿18，　 p（dT ）

12〜la の 試料を泳動 す る こ と に よ り，そ れ ぞ れ の ホ モ ポ

リマ
ー

に 対す る 鎖長と移動時間 の 関係式 と し て ，例 え ば

次の も の を得 た．

p（dA ）n ： 〆（An ）＝0．Ol61陀 十 〇．7979

p（dC ）π： 〆（Cn ）＝0，  182π 十 〇．7961

p（dG ）n ： t
’
（Gn ）＝ 0．0071n十 〇，9590

p（dT ）。： t
’
（Tn ）＝0 ．0205 冠 十 〇．9023

　更 に こ の 結果 か ら ，
ヘ テ ロ ジニ ア ス な オ リゴ DNA の

移動時間 〆（A 。GgTtCe）は 以下 の よ う に 与 え ら れ る と し

た．

　 35

　 33 61mer
　 　 　 59mer

轟 1濫

難 i鑑ii
垂21 ll體
‘

19

　 17

　 工5
　 　 135791113151719

　 　 　 　 　 　 　 　 　 1njection　number

Fig。2　Migration　time 　shift 　during　the　first　20　suc −
　 　 　 　 　 10 ＞
ceSSIvc 　runs

Anewly 　prepared　 eCAP 　ge】 UlOOP 　 capillary 　 was

subjected 　to　the　continuous 　separation 　of 　hetero
−

geneous　 oHgo 　DNA 　standard ，　 Samples　 and 　ex −

perimental　 conditions 　were 　lhe 　 same 　as 　in　Fig・3・
Even 　a 重モer 　100　injections

，
　no 　serions 　reduction 　in　re −

solution 　was 　observed ．

が 観察 さ れ て い る （Fig．2）．そ の た め頻繁に ホ モ ポ リ

マ ーを 泳動 し，各塩 基 ご との 鎖長 と移動時間の 関係係数

を求め直さな くて は な らな い ．4 種の 塩基 に 対 しそ れ ぞ

れ 数種 の 長さの 異 な る ホ モ ポ リマ
ーを用意 し ， 数 回 の 泳

動 を行 い，更 に デ ー
タ解析 を す る こ と を考え る と，ス タ

ン ダードを用意 す る経費も さ る こ と な が ら
， 作業効率 が

大幅 に 低下 して しま う だろ う．

　そ こ で 著者 らは，21．− 61mer の ス タ ン ダードを数種類

（理 論的に は 6 種類）用意 し ， 試料 DNA と共 に 電気泳

動 し ， そ の 結果 得 られ る 観測方程式をガ ウ ス の 最小二 乗

法 （未知数 5）を用 い て 解析 し て み た．次に そ の 詳細 に

つ い て 解説す る，

〆（A。G 。
T

、
C、）−

9
・
・
（An ）＋

S
〆 （Gn ）

　 　 　 　 　 　 　 n　　　　　　　　 n

　 t　　　　 　 c
十
一

〆（Tn）十
一

t
’
（Cn）

　 n　　 　　　 　　 　 n

　但 し a，g，　t，　c は オリゴ DNA を構成 す る そ れ ぞ れ の 塩

基 の 数 ， n は オ リゴ DNA の 鎖
．
長 で あ る．

　Guttman ら は 実際 の ヘ テ ロ ジ ニ ア ス な オ リ ゴ DNA

に こ の 理論式 を適用 し，理 論値と実測値の 誤差が 0．1％

と い う非常 に よ い
一

致 をみ た．

　し か し こ の 方法 を 日常の オ リゴ DNA の 分析 に 利用 す

る場合に は，一一・
つ の 大 き な技術的困難 が あ る．ゲ ル 充 て

ん キ ャ ピ ラ リ
ー

を用 い て オ リ ゴ DNA を分 析 す る場 合，

泳動 の 度に わ ず か な が ら移動時間 が シ フ トして い く こ と

　3 ・ 1　ガウス の最小二 乗法に よる移動時閲の解析

　前記 Guttman ら
24｝26），及 び Weinbcrger ら

25｝に よ る

結果 か ら，又 著者 ら の 予備的 な 実験 （Fig．3t　 Table　1）

で も 20mer と 21mer，29mer と 30mer 及 び 31mer，

40mer と 41mer ，50mcr と 51mcr と い う よ う に lmer

ず つ 長 さ の 違 う オ リ ゴ DNA の 移 動 時 間 の 差 に 大 き な違

い が み ら れ る こ と か ら，ヘ テ ロ ジニ ア ス な オ リ ゴ DNA

の 移勤時間 は オ リ ゴ DNA の 長 さ に 依存 す る だ け で な

く，そ れ を構成 す る 塩基組成 を も反 映 す る と 推定 し，次

の 近似式 で 記述 で き る と仮定 し た ．

a ［A ］十g ［G］十 t［T ］十 c ［C ］十 k ＝＝M
、 （且）
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Table1 　Heterogencous　o且igo　DNA 　standards 　used 　fbr　the　experiments 　shown 　in　Figs．2and 　3．

ln　most 　of 　the 　cases ，　the 　samplc 　concentration 　was 　a 〔ljusted　to　O．  1〜O．0050D 　with 　water ．

40〜60　pl　of 　sample 　solution 　in　a　modified 　polyethylene　micro 　vial　was 　used ．
In　 every 　i【看eCtion ，

0．0065

　 0，0055

耄
　 O．0045
誘
N

囂 O．00358diO

．O 25
量
錘 0．O。15
ぐ

O，0005

．．O，OOO5

」

2022 　　　　　24　　　　　26　　　　　28

　　　 Mi 彗rution 　time 〆min30

Fig．3　Separa置．ion　of 　 heterogencous　olige 　DNA

st乱 ndardslo
｝

The 　actual 　sequences 　of 　oiigo 　DNAs 　are 　summIlrizcd

in　Tablc　l．　For　thc　GE 　analysis
，　a 　BeGkman

P／ACE 　System　2100（Be（］kman 　Instruments，　Fuller−

ton，　CA ，　USA ） was 　used ．　 The 　gcl　fi1］cd 　 capillary

cmployed 　 during　 the 　 cxperlments 　 was 　 eCAP 　 gcl
UlOOP （Beckman ）or 　37　cm 　total　length　and 　lOO　mm

i．d．　 filled　 with 　polyacrylamide 　gel
−7M 　 urea ，

Monitoring　was 　dolle　with 　an 　on −column 　UV 　detcc−

tor 　 at 　254　nm ，　Sample　 was 呵 ectcd 　 electrokineti −

cally 　at　5　kV ，　2　s．　The 　electrophorcsis 　was 　per
−

1brmcd　at 　3  0　V ／cm 　whilc 　tlle　capillary 　was 　kcpt　a 【

30℃ du ・ing　th ・ cxperimentS ・

32

こ こ で a
，．g ，

　t
，
　c は それ ぞ れ の 塩 基 の 移 動 時 間 に 対す る 係

数，［A ］， ［G ］，［T ］，［G］は オ リゴ DNA に 含 ま れ る 各

塩基 の 数，k は オ リ ゴ DNA の 大 き さ に 依存 しな い 定

数，M 、は オ リ ゴ DNA の 移動時 間 （実測値 〉で あ る．

　式 （の 中 に は 変数 は 五 つ し か 存在 し な い た め に ，理

論的 に は 5 種類 の 塩墓組成の 異 な る オ リゴ DNA （標準

オ リ ゴ DNA ）を 電気泳動 し，そ の 泳動結果 か ら各塩基

に 対 す る 移 動時間 の 係 数 を求 め る こ とが で き る は ず で あ

る．す な わ ち，5 本の オリゴ DNA の 電気泳動結果か ら

次の ような 連立方程式 を作 り，解 を求め れ ば よい ．

a ［A ］1十 g 匚G ユ1 十 t［T ］，十‘［C］i十k ＝Mtl

a ［A ］2 十g ［G ］2 十 t［T ］2 十 c ［C ］2十 k ＝M
，2

a ［A ］3 十．g ［G ］a十 t［T ］3十 c ［C ］3十 k ＝＝M
，3

a ［A ］4 十 9［G］4 十 t［T ］，
十 ‘［C ］4 十 k＝M ，4

a ［A ］s十g ［G ］5 十t［T ］s十 c ［（】］s 十k ＝＝ Mts （2 ｝

　こ こ で ［A］i， ［G ］，，［T］i，［C］i は ∫番 目 の 標準 オ リゴ

DNA に 含 ま れ る 各塩基 の 数 ，
ルち は ぽ番 目の 標準 オ リ

ゴ DNA の 移動時間 （実測値）で ある ．

　 し か し実測 値 を用 い て 式 （2 ）の 連立方程
．
式を作 っ た 場

合 に は，実 験 に 起 囚 す る 誤差 の た め に ，一．
意 的 に 解 を 求

め る こ と は で き な い ．著者 ら は，実測値 に 含 ま れ る 実験

誤差 の 影響 を 除 去す る た め に ガウ ス の 最小二 乗法を利用

し た　
lo ）．

　 こ こ で 用 い た 最 小 二 乗法 は ，通常使川 さ れ て い る 1

変数 の た め の 最小 二 ．乗法 を 5 変数 に ま で 拡張 し た もの

で，物理 や 化学 あ る い は 土木工 学 に お け る精密測量 の 整

理 の た め に 使用 さ れ る もの で あ る
27 ｝．オ リ ゴ DNA の 移

動時間 の 解析 の た め の ガ ウス の 最小二 乗法 で は六 つ 以 上

の 観 測 値 （こ の 場 合 に は 6 極類 以 上 の 標準 オ リ ゴ

DNA ） を 用 い て ，式 〔2 ｝に 相当 す る 次の よ う な 観測 方

程式 を作 る．
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a ［禽・ iAi ］・ ・［か ・洞 鮎 ・］

　　　　　・ c［ゑ・ ・Cl ・ k［剖
一1亀・刈

・［か姦］・ 9［
n

Σ G
，
G

，

i＝1 ］・ t［却司

　　　　　・ ・L重1
α ・夙 銅

一［葱蝋 1
・1鋼 ・・［皇・ iTi］・ t［嵐・ iTl］

　　　　　　・ c［重lc小 ［剖
一［却 ・11

・LSAici］・ 9［
，

Z：
、

qqM
、
蓼1C

・T］

　　　　　　・ c［、＃、

C ・Ci］・死茎、

c
・］　一［嵐q ・ ］

a ［掴 ・・團 ・轡 ］・ ・［ゑ
・1

　　　　　　　　　　　　　　… − L茎IM ］（・〉

　但 し Xi は i 番 目の 標準 オ リ ゴ DNA に 含 ま れ る X

の 数，Mi は i番 目 の 標準 オ リゴ DNA の 移動時間 で あ

る．

　従 っ て ，実験に 用 い た す べ で の 標準 オ リ ゴ DNA （n

本）の す べ て の 塩基 に 対 し

［S ・ 、Ai］− AIAI ＋ A ・・，
・ ・… ＋

…
・ A 。An

　 ゴ畧1

と い う処 理 をす る こ と を表 して い る．

　こ の よ う に して 作 っ た観測方程式 （3 ）を解 く こ と に よ

り，各塩基の 移動時間に 対 す る 係数 （a ， g，
t
，
c ）と オ リ

ゴ DNA の ．長 さ に は 依存 し な い 定数 斥 と を求 め る こ と

が で き る ．

　著者 ら が 使用 し た 11 本 の オ リ ゴ DNA に つ い て 上 記

方法 で 求 め た 移 動 係 数 と定数 と を Tabk 　2 に 示 し て お

く．

　こ の 結 果 よ り，オ リ ゴ DNA の 移動度 は 単 に 鎖長だ け

で な く ， 塩基組成 に よ っ て い る こ とが 確認で き た．

　こ の 方法 の 大 き な 特徴 は ，別の 実験 で 求 め た係数 や定

数 を使用 す る の で は な く，分析 した い 試料 に 標準 オ リゴ

DNA を 混入 し
， 同時 に 電気泳動 す る こ と で 各係 数 と定

数を求め る こ とが で き る の で ， そ れ ほ ど 多 くの 時間 と経

費を か け る こ と な く，容易 に，し か も常 に そ の 実験 が 行

わ れ た と き の ゲル の 状態 を反映 し た 解析結果が 得 ら れ る

と い う点 に あ る．又 ， 移動時問の 実測値 と 計算値 との 誤

差 は 最 も 移動 速 度 の 速 い ClmeI ・分 の 移 動時 間 変化

（O．16〜O．17min ）よ り も小 さ か っ た の で ，簡便 な 割 に は

か な りの 精度 で 移動時間の 推定が で き る こ と に な る．

　 こ の よ う に して 求め た係数 を用 い て 分 析 した い オ リゴ

DNA 移動 時 間 を 計 算 す る こ と は 有用 で あ る ．今 回 著者

らの 使用 し た ゲル で の ．典型的な 塩基 の 移動時間の 係数 と

定 数 と は，そ れ ぞ れ e．165 （‘ ），0、234・（a ），O．338 （g ＞，

O．．as．s ω 及 び 15．  78 （k｝で あ っ た．そ こ で 例 え ば

p （dG ｝40 と p（dT ＞20 と を電 気泳動 す る と
，

　P （dC ＞、。
・ O．165× 40 ＋ 15．078− 21．678　（mi ・ ）

　 p （dT ）2e ； 0．355× 20十 15．078＝22．178 〔min ）

と な り，鎖長 が 2 倍 あ る p（dC 扁 が p（dT ）20 よ り も約

U．5min 早 く 泳動 し て くる こ と が予想 さ れ る．

　 又 ，特殊 な 塩 基 配 列 を持 っ た オ リ ゴ DNA の 場 合 に

Tablc　 2Migration 　coefficients 　of 　20　g．　uccessivc 　runs

Exp ．＃ 8 t ‘ k DeltaM DeltaC

lst6thllth16th20thAverageNorma

皇izcd

0，2290
．23802400

，240
 ，24602380

．234

O．3．　310
．34303450

．3450
．34503430

．338

0．3480
．3600
．3620
．3630
．372G
．3610
，355

O．1620
」660

．1680
．1690
．1730

．1680
．165

14．88915
．34515
、80315
．35315
．61815
．30915
．078

0．  770
．0790
．  790
．0760
．0790
．0780
．076

0．4750
．4760
．4700
．4500
．斗570
．4640
．461

D ・1t・M ・P・・b・bl・ e ・ r・ r ・ f　th ・ mig ・・ti・ n　tim ・ i・ mi ・ ；D ・lt・C ・P ・・b・ bl・・err … 曲 … mb … fC ・a
・ 9・

tand ・ a 「 c

mig ・a ・i・ n … 伍 ・i・n ・・ f・・ A ，　G ，　T ・ ・ d　G ・e・p・c・i・・ly ・nd 　 k 三・ c ・ n … n ・・ Th ・ ・− g・ mig ・ati ・ n … 田 ・i・nt ・

（av 。，。g，）w … cal ・ ・ 1… dby ・v ・・agi ・9・th・ mig ・ ati ・ mi 皿 … f … hp ・・k ・bt・i・ ・d　by ・u ・… si・・ 2  ・・ ns ・　 b ・f・ 「e

G ・ uss
・
・ le・ s・・q… … aly ・i・ ・f ・ b・c ・va ・i・漁 … i・ n ・・ F・ 一 ・m ・1i・ed 　i・ ・h・ ・h・・t・mig ・ ・ti・ n　tim … f ・a・h　p・・k

of 　20　success 三ve 　runs 　were 　corrected 　by　assuming 　the　migration 　times 　of 　61mer　as　32　min 　befbre　the　analysis ．
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Fig．4　Hcterogeneous　 oligo 　1）NA 　 used 　in　 the 　 analysis 　f｛）r　 the 　 effect 　of 　secon −

dary　structure 　on 　rnigration 　time

Most　probable 　secondary 　structures 　are 　illustratedio）．
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Fig．5　Separation　of 　heterogcncous　 QHgo 　DNAs

which 　 may 　 havc　 secondary 　 structures 　 in　 the　 pre−

sence 　of 　7　M 　urealo ｝

Thc 　actual 　sequeIlces ＃ 1− ＃6　are 　summarized 　in

Fig．斗 with 　possible　secondary 　structures ．　Separa−

tion　conditions 　wcre 　the　same 　as 　in　Fig．3．

は ，移動時間が 計算値か ら
．
大幅 に ずれ る こ と も 認 め られ

た
lo）．す な わ ち オ リ ゴ DNA の 構造と移動時間 との 関連

を調 べ る た め に
，

Fig．4 に 示 す よ うに 鎖長 が 一
定 〔24

mer ） で ，し か も 両 端 に は T を持 ち ， 各 塩 基 を 四 つ ず

つ 持 つ オ リ ゴ DNA を合成 し ， 電気泳動 を行 っ た と こ

ろ，そ の ほ と ん ど の もの を分離 す る こ と が で き た （Fig．

5）．更 に 移動 時 間 の 推 定 式 か ら推 測 され る 移 勤 時間 と 実
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Fig．6　Migration 　timcs 　and 　secondary 　structurelo
）

Thc 　migration 　timc 　shifts 　are 　visualized 　plotting　the

deviation　 Df 　actual 　 migration 　 time　 from　 calcu 亘ated

migration 　timc　 vs．　 number 　 of 　 possible　 hydrogen

bonds，　 Though 　we 　are 　not 　sure 　whether 　there　were

hydrogen　bonds　to　maintain 　the　secondary 　 structure

in　 the 　presence 　of 　7　M 　 urea 　in　 the 　case 　 of 　rather

small 　 number 　 of 　GC 　pairs，　 thc　 rcduction 　of 　migra −

tion　 time 　 and 　increment　in　 number 　of 　GC 　p 乱irs　 are

directly　correl 乱ted．　This　strongly 　suggests 　that　hy−

drogen　 bonds　 play　 an 　 impertant　 role 　 to　 bias　 the

migratioll 　time　 most 　probably　via　secondary 　struc −

ture．
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測値 の 間 の 時間的ず れ と 形成可能 な ヘ ア ピ ン 構造の 大 き

さの 間に は 密接 な 関係 の あ る こ と が 分か っ た （Fig．6）．

7M 尿素 の 存在下 で もオ リゴ DNA は 立体構造 を 取 る

こ と を う か が わ せ る 報 告も あ る
2e）29＞が ， 真 の 原因 は 不

明 で あ る．今後究明を要す る課題 で ある．

　と こ ろで著者 らの 用 い た ガ ウス の 最小 二
．
乗法 に よ るオ

リ ゴ DNA の 移動時間解析 で は ， 標準 オ リ ゴ DNA を

12 本使用 し た場 合 に は 500 回 近 い 計算回数 と な る ．簡

単 な 掛 け算，割算 が 中 心 で は あ る が
， 間 違 い な く 素早 く

行 う こ と は 不可能 で ある ．パ ー
ソ ナル コ ン ピ ュ

ータ上 の

ス プ レ ッ ドシ
ー

トを用 い て 素早 く計算 で き る よ うテ ン プ

レ ートを作 っ て お く こ と を 勧め る．又 ， 著者 ら の 使用 し

て い る テ ン プ レ
ー

トを ， 数量 に 限 り は ある が，希望者 に

は 研究 目的 の た め に 供与す る用意 が あ る （テ ン プ レート

は Macintosh／Excel　ver 　4．0　．Jで 作 ら れ た もの ）．

　 3 ・2　オリゴ DNA 分析 の応用

　既 に み て き た よ う に，ゲ ル 充 て ん キ ャ ピ ラ リーを用 い

た CE は，単 に 鎖長 や 塩基組成 の 違 い に と ど ま ら ず ，

塩 基 配 列 の 違 い ま で を識 別 で き る可能性 が あ る．こ の よ

う な 高分 解 能 の 応用 の
一

例 と し て ，SSGP （single 　strand

conformation 　polymorphism ）の CE 化を挙 げる こ と が

で き よ う．一本鎖 DNA の 高次構造 は 塩基配列 に 依存

し， 1 塩基置 換 に よ っ て も大 き く高次構造 が 変化 す る こ

と が あ り，
そ れ に 伴 っ て 移動度 も異 な っ て く る。SSCP

は ，こ の 高次構造 の 変化 に 伴 う移動度 の 変化 を利用 した

突然変異検 出法 で
s°〉比 較的短 い （〈 400 塩基）DNA 断

片中の 点突然変異 を検出する 有力 な 方法 と して 広 く受 け

入 れ られ て い る．し か し Orita ら に よ っ て 開発 され た オ

リ ジ ナ ル な 方法
31）

は，大 き な ス ラ ブゲ ル と
．
試料 の 放射

性同位元素 （RI ）に よ る ラ ベ ル と を必 要 と して い た k

め ， 臨床検査 の ル
ーチ ン ワーク に利用 す る た め に は 困難

が 付 き まと っ た．そ の 後 ， 銀染 色法
32 ｝や蛍光 ラ ベ ル

法
3S＞も開 発 さ れ RI を使 用 しな く て も よ くな っ たが ，と

も に 自動化 に は不向 き な 染色 あ る い は プ レ ラベ ル 化を必

要 と し て い る ．しか し CE を用 い れ ば ス ラ ブ ゲ ル を作

る 必 要 は な く，市販 の ゲ ル 充 て ん キ ャ ピラ リー （繰 り返

し 使用可能） を利用す る こ と が で き る．又，DNA バ ン

ドの 検出 の ため に は，装置 に 組 み 込 ま れ て い る UV 検

出器 を使用 す る こ と が で き る．更 に オートサ ン プ ラーを

用 い て 試 料 を 自動 的 に 導入／分 析 す る こ と も で き る ．こ

の よ う に CE は SSCP の ル
ー

チ ン 化 に 理想的 な 作業環

境 を提供 す る か に み え る が，．全 く問題 が な い わ け で は な

い ，SSCP に お い て は 不安 定 な 立 体 構 造 を持 つ
一．．一

本鎖

DNA を構造の 違 い で 分離 す る た め に ，電気泳動中の ゲ

ル を低 い 温度 に 保 つ 必 要が あ る．残念 な が ら現在市販 さ

れ て い る CE 装置 の な か に は，　 SSCP に 要求され る よ う

な 低 温 を 安 定 に 保 て る も の は 見 受 け ら れ な い ．

Mohabeer ら鋤 は ，
　 Beckman 製 の PIACE 　2000キ ャ ピ

ラ リー電気泳勤 シス テ ム の 温度 コ ン トロ
ー

ル 部 に 改造を

施 し，必要 な 低温 を保 て る よ う に した も の を用 い て
，

ヒ ト p53　tumor 　suppressor 　gene の 第 7 エ ク ソ ン に み ら

れ る 多型を検出 す る こ と に 成功 し た．SSCP で は，理想

的 に は オ リ ゴ DNA は そ れ ぞ れ に 固有 な 1 種類 だ け の

立体構造 を と り，そ の 結果 1 本 の 泳動バ ン ドと な る こ

と が 好 ま しい が，実際 に は幾 つ か の 準安定構造 （meta ．

stable 　structure ） を と り，数本 の 泳動 バ ン ドが 観察 さ れ

る 場 合 も あ る．Mohabeer ら も p53　tumor 　suppressor

gene の 第 7 エ ク ソ ン で 準安定構造 を検出した が，む し

ろ こ れ ら の 存 在 が 点 突 然 変 異 の 同 定 に 役 立 っ て い る と 結

論 し て い る．Mohabeer らの 使用 し た ゲル 充 て ん キ ャ ピ

ラ リ
ー

で は 1 回の 泳動に約 30 分 を要した．分析の 確実

を 期 す た め に 野 生型 （健 常 人 ） と 突 然 変 異 体 （患 者 ），

更 に 野 生 型 と 突然変異体 と を混 ぜ 合 わ せ た もの を泳動 す

る と，電気泳動 だ け で も 1検体当 た り約 90 分 か か る．

す な わ ち現在 の 1 チ ャ ン ネル の 装 置 で は フ ル 稼働 して も

1 日 当 た り 亘6 検体 し か 分 析 で き な い ．CE を遺伝子 診

断の た め に ル
ーチ ン 的に 使用 す る こ と を考 え る と，マ ル

チ チ ャ ン ネル 化 は ぜ ひ と も期待 され る と こ ろ で あ る．

4　二 本鎖 DNA の 分離

　二 本鎖 DNA の 分離 も，．一一
本鎖 で あ る オリゴ DNA の

分離 と ほ ぼ 同時 に Cohen ら
3S ）に よ っ て 報告 され た．彼

ら は 7M 尿 素
．
と 0．1％ SDS を含 む 変性存在 下 で フ リー

ゾー
ン 電気泳動 を 行 う こ と に よ り，λDNA の flind　III

分解物 と il　×　1　74　DNA の Hae・IIJ分解物 i72− 23130塩

基 対 （bp ）｝の 混 合試料 を，1  分以内 に 分離 す る こ と が

で き た．そ の 後各種分離媒体の 研究が盛 ん に行わ れ，

　 0 ポ リア ク リル ア ミ ドゲル に よ る 分子 ふ る い 効果 の 利

　　用
］1）L2｝

　O セ ル ロ ース 誘導体添 加 に よ る粘性抵抗 の 利PiS6｝
〜va）

　 O ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に よ る 分子 ふ る い 効果の 利用
4 り

　 O グ ル コ マ ン ナ ン ゲ ル に よ る 分子 ふ る い 効果 の 利

　　用
d・2）

等，様 々 な 試み が な さ れ て い る ．又，ゲ ル の 網 目構造 の

有 無 の 分 離 に 及 ぼ す 影響 の 理 論的考察 も な さ れ て い

る
？ L）．

　ゲル キ ャ ピ ラ リ
ー

をル
ー

チ ン 的 に 使用 す る た め に は ，

キ ャ ピラ リー
の 長寿命化 が一

つ の 大 き な 課題 と な る．網

目構造 を有 す る ポリア ク リル ア ミ ドゲル キ ャ ピ ラ リ
ー

の
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場合に は
，

ス ラ ブ ゲ ル と異 な り，数回か ら 数 1．例 の 繰 り

返 し 使用 が 可能で あ る．しか し リニ アー一な ポ リ ア ク リル

ア ミ ドゲル を使用す る と，電気泳動 ご と に ゲル を交換 し

な け れ ば な ら な い もの の ，CE 装置 の 電解液交換機能 に

よ り 自動的 に ゲ ル の
．
交換 を行 う こ とが で き る 機種 も あ る

の で ，ゲ ル 寿命 の 問題 は 克服 で き る．事実，装 置 メ
ー．

カーの 中 に は リニ ア
ーボ リマ

ーを中 心 に 製 品 開 発 を進 め

て い る と こ ろ も見受 け ら れ る ．

　 又，分 離媒体以外 の 電気泳動条件 に 関 して も，例 え ば

キ ャ ピ ラ リー温 度 の 分 離 に 及 ぼ す 影 響 蝸 ，電 場 こ う 配

に よ る 分 離 の 向 ヒ翰 ，試料中 に イ ン タ
ー

カ レ
ー

ト試薬

を添加 す る こ とに よ る 分離能の 向上
22 〕，あ る い は パ ル

ス フ ィ
ー

ル ド法 に よ る 巨大 DNA の 分 離
11）tg が 調 べ ら れ

て い る．

　現 在 で は，市販の ゲル を利用して ，比較的容易 に数百

塩基対 で 1− 2％ の 鎖長 の 違 い で 分離す る こ と が で き る

よ う に な っ た
4・S ），こ の よ うな 分離手法の 応用分野 と し

て は ，

　OPGR （polymerase　chain 　rcaction ）との 組 み 合 わ せ に

　　 よ る 特定遺伝子 の 検出

　OARMS （ampllfication 　 reFractory 　 mutation 　 system ｝

　　と の 組み 合 わ せ に よ る特定遺伝
．
子で の 突然変異の 検

　　出

　ORFLP 　（rcstriction 正｝agment 　length　polyrnorphism）

　　 に よ る 病気の 診断や遺伝調査

　OVNTR （variable 　number 　of 　tandem 　repcat ）に よ る

　　個 人 識 別 と 法 医診 断

等 を挙 げ る こ とが で き る．これ ら DNA 解析 の
．．．般 的 な

手 法 と遺 伝 了診 断 に お け る 意 義 は 多 くの 成書が あ る
46〕

の で，そ ち ら を参 照 さ れ た い ．こ こ で は， 1．1記研 究分 野

に CE を用 い た 例を幾 つ か 紹介す る．

　4 ・1PCR 法へ の応 用

　PCR 法 と は，　 DNA ポ リ メ ラーゼ と特異 的 な プ ラ イ

マ
ー一を 利用 し，口的遺伝 子 を 10 万 倍 に も増幅す る 手法

で あ る
47 ｝ （Fig．7）．　 a の 方法 で は，ま ず 目的遺伝子 を

含ん で い るか どうか を調 べ た い 二 本鎖 DNA 試料 に
，

一．・

組 の プラ イマ
ー

（特定 の 遺伝 子 の E流及 び 下流領域 に 椙

補的 な 塩基配列 を持 つ オ リ ゴ DNA で 通常 30 塩基程度
．

の 大 き さ ）を 加 え熱変性 す る （94℃ ） こ と で 試料 1）NA

を．．．・
本 鎖 に す る 〔Fig．7，

　 step 　L｝， 次 い で 試料溶液 の 温

度 を 37℃ ま で ドげ る こ と に よ り，．．．一
本鎖 DNA に プラ

イ マ ーを相補的 に 結合 さ せ る （ア ニ
ー

リン グ ： Fig．7
，

step 　2）， 更 に 試料 溶液 の 温 度 を 72℃ に ま で 上 げ，

DNA ポ リ メ ラ
ービ に よ る DNA の 相補的合成 を 行 う
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For　reuction 　procedure，　sce 　text・
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　　　　　　　　　　陣 5b ・）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HLA
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＿ み撮 課ll
　　　 　ロ　　　　　　　ア　　　　　　　 　　　　　　　マ　
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Fig，8　Separat五〇 n　of 　PGR −co −amplified 　HIV −1　alld

HLA −DQ 一
α scquenceszz

）

Sample　was 　 a 　co −amplified 　HIV −1／HLA 　（target

sequcnces 　l　l　5　bp　and 　242　bp，　 respcctive 】y）positive
con 〔．roL 　Samp 旦e 　was 　injected　 electrokine 且icnlly　for

l〔，sat 　35　V ん m 　a 臼er　sample じoncent 竃
・
ation 　and 　de−

saiting 　by　ultracentrifugation ．　Buffer： 89　mM 　Tris−

borate
，
2mM 　 EDTA ，（pH　8．5），

0．5％ HPMC ，10

μ
MEB ；Capill乱ry ： DB −】7−coated 　capillary （」＆ 、V

Scientific，　Folsom ，　CA ，　USA ），
100　pm 　i．d．× 57cm 　in

totai 　 leng山 ； Applied　voltagc 二 17f）　V ／cm ；
「
11ernper一

乱ture ； 25℃ ；1）etecti ・ n ： 260　nln

（Fig，7，　step 　3）．こ う す る こ と で ， 目 的遺伝予 を 2 倍

に 増 幅 す る こ と が で き る．更 に こ の プロ セ ス を 20〜30

回 繰 り 返 す こ と に よ り，目 的遺 伝子 を 理 論 的 に は

22い 5 〔1
倍 に 増 や す こ と が で き る わ け で あ る．PCR を 行

う た め の 温 度 コ ン トロ
ー

ラ
ーも

．
市 販 され て い る ．こ の

PCR 法 の 結果，　 DNA が増幅され た か ど うか，又増幅 さ

れ た DNA が 目的 の 遺伝子 で あ る か どうか は，通常 ア ガ

ロ ース ゲ ル 電気泳動で DNA 断 片 の 長 さ を分析 し，確認

し て い た．最 近 ，Ullblderら
鮒

及 び Mayer ら
49 ＞は

，
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PGR 産物 を GV］ で 分 析 す る こ と に よ り，25 分以内 に

HIV （human 　 immunodeficiency　 virus ） 及 び HLA

（human 　Ieucocyte　antigen ）遺 伝子 に 由 来 す る DNA を

分 離／確認 す る こ とが で き た （Fig．8）．　 PCR 法 で は と き

と して 全 く
．
予期せ ぬ，無関係な遺伝子が増幅され る こ と

が あ る の で，正 し くR的 の 遺伝子 が 増幅され て い る こ と

を確認 す る 必 要 が あ る が
， CE で は 1− 2％ 程度 の 鎖 長

の 違 い を 区 別 で き る
4「，）の で ， CE の 持 つ 高感度，高速，

高分離能 と い う特徴 が生 か さ れ た 好例 と 言 え よ う．

　 4 ・2　ARMS 法 へ の 応用

　 ARMS 法 は ，遺伝子 の 特定部分 に 既知 の 点突然変異

が あ る か ど うか を 調べ る た め の
， 特殊化 し た PCR 法の

一
種 と 言 え る （Fig．9＞．　 ARMS 法 で は 突然変異 の 存在

部位 をカバ ー一
す る よ う な プ ラ イマ

ー
を
．一
親 設 計 す る、こ

．の と き，・組 の プ ラ イマ
ー

（Fig．9，　 Primcr　W ）は 野生

型 の み の 遺伝子 と相補的 に 結合 し，もう　組 （Fig．9，

Primer　M ）の う ち．一
つ は 目的 の 突然変異 部 位 と の み 結

合 し，野 生型 と は結合 しな い よ う に す る．こ れ らの プラ

イマ ーを 用 い て そ れ ぞ れ 別個 に 反 応 さ せ た 試料 を 分 析

し，ど ち ら の プ ラ イマ
ー

を使用 し た 場合 に 生成物 が で き

る か を調 べ る こ と に よ り，被検体 が野 生 型 か 突 然 変異 体

か を 知 る こ と が で き る ，Arakawa ら は，フ ェ ニ ル ケ ト

ン 尿症 の 遺伝的解析 に
．
本手法を用 い ，遺伝子上 の 1 塩

基 置換 を検 出す る こ と に 成功 し t：　
J
’
　
O 〕．彼 ら は ガ ス リ

ー

試験 紙 に 塗 布 し た 新 生 児．tf】L液 約 10．8 μ1 を用 い て PCR

反応を行 っ た が，1 回 の 反応 で は UV 検出器 で 検出で

き る だ け の 分量 の 産物 を得 る こ と が で き な か っ た ．そ こ

で 最 初 は長 め の DNA 断 片 を PCR 法 で 作 り，次 い で こ

れ を試料に して 更 に PCR 法 を繰 り返 す，い わ ゆ る ネ ス

テ ィ ン グ と い う技 法 を 用 い た．Arakawa ら は 史 に ，

PCR 産物 に チ ア ゾー
ル オ レ ン ジ と い う イ ン タ ーカ レ

ー

ト試薬 を加 え ， LIF で 検出す れ ば 1 回 の PCR 反 応 で 必

要鼠の 産物 が 得 ら れ る こ と，又 UV 検出器 を 使用 した

際 に み ら れ る 反応試薬 に 起 因 す る 非常 に 大 き な ノ イズ

ピー
ク も，1」 F で は 全 く認 め ら れ な か っ た こ と も報告

し て い る ．イ ン ターカ レ
ート試．薬 は 蛍 光 を発 す る だ け で

な く，二 本鎖 DNA の 分離を向上 させ る こ と が知 られ て

い る の で
48 ），近 い 将来 LIF は二 本鎖 DNA の 検出 に お

い て 重 要 な 役割 を担 う こ と に な ろ う．

　4 ・3　 RFLP 解 析 へ の 応 用

　DNA 分解酵素 の 1種 で あるエ ン ドヌ ク レ ア ーゼ の 中

に は，DNA 中の 特定の 塩基配列 （5〜8bp ｝を識別し，

そ の 部位 で だ け DNA を特異 的 に 切 断 す る 制限酵素 と呼

Wild　type

　 　 Primer 　W

齢一

　 　 　Primer 　M

翻 1

Mutant
　 　 Primer　W

l÷ 旨，
　 　 Primer 　M 辷

llLL
．

　 　 　 Time

目
一 ・ 一 葦L

肅

目
一一一 ・ 差L 藁

目嘱1勤溢

Fig．9　Schematic　diagram　of 　ARMS

Four　 possible　combinaLions 　 and 　thc　results 　 arc

iHustrated．　 Nute 　 that 　 only 　thc 　 combination 　c｝f　wild

type −primer　 W 　 and 　 mutant −primer　 M 　 givc　 PCR

products．　 Primer　W 　and 　primcr　M 　stand 丘）r　prim−

er　sct　fbr　wild 　type 　and 　for　mutants ，　respectlvely ・

ば れ る もの が ，50（〕種 以．ヒも．見 つ か っ て い る
’51 》．例 え ば

Hind 　lllと い う 制限酵素 は A ↓AGCTT （
一

本鎖 だ け表

示 ；↓は 切断位置 ）と い う塩基配列を識別 し切断す る．

例 え ば，あ る突 然 変 異 が 遺伝
．
子 の 挿 入 や 欠失の 結果で あ

れ ば ， その 部分 の DNA 断片 の 長 さ が挿 入 あ る い は 欠失

に 応 じ て 増減 す る （Fig．10，上 1段 目 と 3 段 目 の 中央

部分 ）．又，制限酵 素 の 認 識 部 位 に 点突然変異 が 起 こ れ

ば
， 野 生型 で は 起 こ る は ず の 切断 が 起 こ ら な く な る

（Fig．］e， 一ヒ4 段 目左 か ら 2 番 目の ボ ッ ク ス ）， あ る い

は 本来
．
切 断 さ れ な い は ずの 部位 で 切 断 が 起 こ る （Fig ．

1 ，上 4 段目中央），こ の よ う に
， 制限 酵素断片 の 長 さ

の パ ター
ン を調 べ

， 特定 の 病気 と の 関連を調 べ る こ と に

よ り，遺伝子 診断の 指標 と す る こ とが で き る．又，特定

の 遺伝子 の 近傍の 変化の み に 注 目す る 場合 に は，PCR

法 に よ り増幅した DNA に 対 し て RFLP を行 う こ と も

あ る．特 に 後者 の 場合 に は 生成 す る DNA 断片
’
の 数 も少

な い の で
， 特殊 な プ ロ

ー一ブ を使用す る こ と な く電 気 泳 動

的 に 分離 した バ ン ドを 直接検出す る こ と が 可能 で あ る

（Fig．　lo，下）．実際，　 PCR 増幅 した RFLP 試料 を CE

で 分離 す
．
る こ と が 試 み ら れ ， Ulfelderら

52）は ERBB2

0ncogene 出来 の 1．1　kbp の PCR 産物 を Mbo 　J と い う

制限酵素で 処理 し た と き に 500bp （Al 遺伝子 ホ モ 接合

体 ），520 　bp （A2 遣 伝
．
子 ホ モ 接 合 体 ），500／520　bp

（Al／A2 遺 伝 子 ヘ テ ロ 接 合 体 ）の 三 つ の パ タ
ー

ン が 出現

す る こ と （Fig．11）を確認で き た．
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lnsertion

　 　 　 　 2．5kbp
AAGGTT　 　 　 　 　 　 　 　 AAGCTT

Hind　lll

壷
川d

°
旧H

⊥

▼ 4．5kbp

トlind　11［

十
AAGCTT3kbp

d Hl

▼
TTOGAA

Wjld　Typ

Deletion Hind　ln

寺
Hind　III

　十 ん尸
・ Hind 川

幸

Point　MutationsHind
川

寺 5．5kbp
Hind　III

寺
AAGCTT AAG   TT AAG ＠T

　 　 Hind 川

1　・bP　十
　 　 AAGCTT3kbp

Hind 「II

†
AAGCTT

Φ

Q
⊂

 

Ω」
O
の

Ω

〈

〉

⊃

Insertion
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　尸

Wi；d　rrype

Deletlon

Poiat　Mutations

1 2　　 　　　　　 3　 　　　　　 　 4

DNA 　Fragment 　Size　in　kbp

Fig．10　Schematic　diagram
．
of 　RFLP

Hind　l11　is　 chosen 　as 　Lhc　restriction 　 enzymc ．

（upper ）and 　resulting 　DNA 廿agmcnts （lower）arc 　illustrated．

5

Thc　changes 　ln　cutting 　sites

6

4 ・4　 VNTR 解 析 へ の応 用

　 ヒ ト染色 体上 の 遺伝子 を コ
ードし て い な い 部 分 （イ ン

トロ ン ）に，一定の 長 さ を持つ 塩基配列が繰り返 し並 ん

で い る こ と，し か も繰 り返 し数 は 個人 に よ っ て 異 な る と

い う こ と が 分 か っ た （Fig．12）． こ れ を VNTR と 呼

び，そ の 多型性 を 利用 し遺伝病 な ど の 置伝子地 図 を作 る

た め の マ ーカ ーと して 利用 して い る．又，こ の 部位 は個

人 識別 に も有用 で あ り，法医学 に お け る DNA 型 分 析 法

と して実用化 され は じめ て い る．

　笠 井 ら の 文献
J
’3 》

に は MCT 　118 （繰 り返 し 単位 ： 16

bp，繰 り返 し 数 ： 5〜36），　 YNZ 　22 （繰 り返 し単位 ： 70

bp，繰 り 返 し 数 ： 1〜30），　 ApoB （繰 り 返 し 単 位 ：

N 工工
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Fig。　 H 　CE 　separation 　of 　PCR −derived　RFLP 　sam −

plcs　demonstrating　Mbol 　potymorphisms2
｝

T 〔，p ，
　 homozygous 　 f｛）r　 aL｝el　 Al （520　bp　 fragmcnt）；

middlc
，
　homozygous 　for　allel　A2 （500　hp　fragment）；

bottom，　 heterozygous 　for　 allel 　A 旦　 and 　A2 ．
Constant　fragments　 of 　220，330，　 and 　550　bp　 can 　be
seen 　in　all　three　runs 　as 　a　result 　of 　incomplete　PvuH

digcstion　 of 　 the　 550　bp　 fragmcnt．　 Conditions　 are

the　same 　as　in　Fig．8，

0050
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⊆
田

り

自り

Φ

」

O
コ［

O．OOO20

．00 24．OOTime
〆min28

．GO 31．50

Fig．13　CE 　 separation 　 of 　 PCR ・ampli 丘ed 　 MBP

allcles 　demonstrating　VNTR55 ）

Samplc　was 　a　mixture 　of 　13a 且lelcs倉om 　MBP 　bcus ・
This　is　 a　 binary　 system ，　 containing 　two 　VNTRs ，
each 　with 　4　bp 　repeats ．　 Buffer： 100　mM 　Tris−

borate，　pH 　 a 〔］justcd　 to　8．7　with （】sOH ，0ユ％ HEC ，
5ng ／ml 　 YO −PRO −1

，
1．27　− M 　 EB ； Gapillary： DB −

17−co 飢 ed 　capillary
，　100　pm 　i．d．X67 　cm 　in　total

length；　 Applied　 voltagc ： 13kV ；　 Temperature ：

25℃ ； Detection： laser　 induced　 fluorescellt　detector

（Ex ： 488　nm ，　Em ： 520　nm ），

PrimerA

Fig．12　 Schematic　diagram　of 　VNTR （MCTI18 ）

The　length　of 　PCR −products　is　determincd　by　the　numbcr 　of 　repeats ．　正n

the 　casc 　o 『MCTIl8
，
15− 36　repe 飢 s　Qf 　l6　bascs　were 〔〕bserved．　 Since　the

number 　of 　repeats 　is　determined　genetically，　 onc 　person　has　 ene （homozy −

gote）or 　two （hcterozygote）fixed　lengths・　Illustration　based　 on 　the　sequ −

ence 　shown 　in　 re £ 53．

14− 　16　bp，繰 り 返 し数 ： 29− 5D 等，繰 り 返 し 単位 の

大 き な もの に つ い て の
，

ア ガ ロ
ー

ス ゲル 電気泳動を利用

した実験法 の 詳細 な 解説が ある が，最近 の 傾向と して は

よ り短 い 繰 り返 し配 列 を利 用 しkDNA 型 分 析 に 向か っ

て い る よ うで あ る，

　VNTR も微量 の DNA 試料 を 用 い て 分析 を行 わ な け

れ ば な ら な い の で
，

ま ず PCR 法を用 い て 目的配列を増

幅 し，次い で そ の 産物 の 長 さ を決定 す る こ と に よ り，繰

り返 し数を求 め る．こ の 場 合 ， 繰 り返 し単位 が 短 け れ ば

短 い ほ ど，又繰 り返 し数 が 多 けれ ば 多い ほ ど，高 い 分離

能 が要求 され る．

　McCord ら は DIS80 （繰 り 返 し単位 ： 16　bp，フ ラ グ

メ ン トサ イズ ： 403− 1069　bp）及 び SE　33 （繰 り返 し単

位 ： 2〜4　bp，最 小 フ ラ グ メ ン ト サ イ ズ ： 234　bp＞

を
’54）

， 又 4 塩基 の 繰 り 返 し 単位 を 含 む 3 遺 伝 子 座

（TC −11： 183〜207　bp ； vWA ： 138− 　162　bp　； MBP ： 122

〜 142 及 び 208〜232　bp ） を
55） HEG （hydroxyethyl−

cellulose ）を 添加 し，粘性 を上 げ た 電 解 液 系で 35 分 以
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内 に 分 離 す る こ と に成 功 した．こ こ で は 玉遺伝 子 座 位

に 二 つ の VNTR を 持つ MBP の 例 を Fig．13 に 紹介 す

る。VNTR は 法医鑑定 で 利用 され る こ と が 多 い の で，

多数 の 超 微量 検体 に つ い て 正確 に 繰 り返 し数 を決 定 で き

る方 法 が 要 求 さ れ て い る．McCord ら は，エ チ ジ ウ ム プ

ロ ミ ドと YoYo −1 あ る い は YO −PRO −1 と い う イン タ ー

カ レ
ー

ト試薬 を用 い，蛍光検出を 可能 と す る と同時 に，

分離能の 向 とも図 っ て い る
励 ．

5 多重 ら せ ん の 分離

　最近，遺伝 子 発現 の 制御 や 染 色 体 の 構造 と 関連 し て

DNA の 多重 ら せ ん 化 が 注 目 さ れ て い る
56 ）
− 5e 〕．　 CE は

こ の 研究分 野 で も ， in　 vitro の モ デ ル 実験系で の 多重 ら

せ ん 化の 条件 の 検索等で 重要 な役割 を果 た す こ とが期待

さ れ る が，現 在 まで の と こ ろ あ ま り 積 極 的 に 利 用 さ れ て

い る と は 言 い が た い 状況 に あ る．こ こ で は CE を 用 い

て KCI 濃度 と DNA 四 重 らせ ん 形成 の 関係 を調 べ た

Scaria ら の 報告
s8 ）が あ る こ と を 指摘 す る に と ど め た

い ，

6　お わ り に

　著．者 ら が 行 っ た オ リ ゴ D 民A の 移 動 時 間解析 を 中心

に ，CE に よ る核 酸 分 離 の 歴 史的経緯 か ら，代表的 な応

用 例 ま で を紹介 し た．特 に 応用分野 に 関 し て は，DNA

シーケ ン シ ン グ以外の もの を意識的に 取り上げた．こ れ

ら の 分野 が 近い 将来 ます ます．重要 に な っ て く る と信ずる

か ら で あ る．CE は今後 もます ます 発展 し，．多 く の 研究

分野 に お い て HPLC の よ う に
，

あ る い は そ れ 以 上 に 重

要な 分 析手法 と な る こ と は 夢 で は な い と 思わ れ る．こ の

拙
．
文 が，い く らか で も読者の 方 々 の CE に 対 す る 興味

を喚起 す る こ と が で き れ ば，望外の 喜 び で あ る．

　本 総 説 の 執 筆 に 当 た り　Bcckma 【l　 Instruments 　 Inc．

〔Fullerton，　CA ，　USA ）の Dr．　K ．　J．　IJIfelderか ら 貴重な 助言

と 資料を い た だ い た．こ こ に 謝 意 を 表 し た い ．
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切捌 ☆ 　Analysis 　of　DNA 　by　 capi 渥lary 　 electrophoresis ．　Takashi 　SATow （Beckman　

stru − ments 　σapan
）

　1． td． ，6 ， 　Sanbancho ，　
Chiyoda −ku，　Tokyo 　lO2 ；Prescnt　 a

ress ： Immunocyt｛，metry 　Systems ，　Nippou　Becton− Dickinson （】ompany ，
　Ltd，，8 − 5− 34，　A

saka ， Minato− ku，　Tok

　lO7） 　 Reccnt 　advances 　 in 　the 　separation　of 　oligo 　DNA 　 fragments 　using 　 capillar

@elec − trophorcsis （CE ） were　reviewed 　 with 　special 　cmphasis 　on　the 　 historical 　aspects 　an
@possi− ble　apPlications 　 of 　 the 　tcchnology 　 in 　thc　 near 　future ．　In 　the 　 scction 　on　s三 ng

　strandDNA 　 separatlon ，　the 　high　resolution 　capability　of 　CE 　was　demonstratcd 　by　ref
ring 　tothe 　 size 　 separation 　of 　oligo 　DNA　 in 　which 　a　l　mer 　difference 　 in　size 　of　several

hundredsbase − mcr 　can 　be 　recognized 　by 　uslng　a　 polyacrylamidc 　gcl − fillcd　 capUlary 　or 　 high

viscositybuffer ．　 In 　addition，　a 　statistical　analysis 　of 　the 　migration 　time 　of 　 heterogc

ous 　oligoDNA 　 was 　 shown ．　 By　 employing 　 Gauss ， s 　least 　squarc 　method ，　the 　 estimated
migratiolltime 　of　any 　 known 　 sequences 　having 　no　secondary 　struture 　 can　bc　 calculate

@with 　 prob − ab且e 　error 　of　leSS　 than 　O．08　 min ．　ThC
　efTect 　Of 　the　SeCOndary 　StrUCtUre 　On 　S

aratiOn 　WaSshown ．　The　 possibility　of 　using 　 these 　secondary 　structure 　effects　on　 migrat

n　 timc　ft ） rdoing　SSCP （single 　strand 　conformation　polymorphism ）was 　indicated ．　 T

　section 　ondouble 　strand　 DNA 　 scparation 　 focussed　mainly 　on　the 　application 　 of 　CE，　

e　possibil− ity　of　dctccting　a　spccific 　gene 　or　points 　mutation，　or　doing 　 genetic 　d三agnosis

and 　paternaIanalysis 　was 　shown 　by 　 referring
　
to 　cxample 　oil　CE　application 　to 　PCR （po

merase　chainreaction ）product 　 analysis，　ARMS（ amplification 　refractory 　 mutation 　sy

cm ）analysis， R 皿．P（restriction 　fragment　length 　 polymorphism ）analysis ，　 and　VNTR （ v

iable 　 numberof 　tandem 　re

at）analysis． 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ Received　Dec

ber　 24 ， 1993 ） 　　　K

werd 　phrasescapillary　elcctrophorcsis ；oligo　DNA ；single 　 strand　DNA ；double 　strand

DNA ；mobility ． N 工工 一 Eleotronio 　


