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　The　detcrmination　ofl　the　polynlerase　chail1 −reaction （PCR ）prodllc1s　by　tluorescencc　detcc−

tion 　HPLC 　which 　using 　a　post−column 　rcaction 　was 　devcIoped，　 The　optilnum 　condidons 　werc ；

rcacdve 　soluti ‘）n ，0．5　M 　NaCl−20　mM 　Tris−HCI （pH 　9，0）contailling 　SYBR 　Grecn （1／25000 ）；flow
rate 　of 　a　rcacdve 　so 正ution ，0．3　ml ／min ，　 Areactive　sohltioll 　was 　s｛．able 　fbr　24　hours．　 Under 　the

optimized 　analytical 　conditions ，　the 　peak　intensity　of 　DNA 　was 　proportional　not 　to　the 　size　of　the

base−pail
・
，　but　to　thc 　concentratior 〕．　Thc　ca賑bratio1〕 curve 　was 　IiIlear　ovcr 　the 　rangc 　LO　pg〜50

ng ．　 The 　relative 　standard 　deviatioll　fbr　10　stal ユdard　DNA 　solutiolls （500　bp −100　pg ）was

1．Ol％．　Thc 　PCR 　products　madc 　f『om 　IIIice ，　which 　sensitized 　with 　2，4−dinitro−1−flu（）robcn −

zene （DNFB ），was 　measured ，　and 　we 　succceded 　in　a　high −sensitiv虻アdctermination 　analysis ．

Kのω o痂 ； detcrmination　of　PGR 　products；HPLC ；post−column 　reaction ；SYBR 　Grcen．

1 緒
∋

肖

　 ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖反 応 （PCR ） は 微量 の DNA を 大量 に

増幅す る こ とが で きる た め，感染症 や 遺 伝性 疾 患 の 診 断法

と して 利用 され て い る．また，近年で は ア レル ギーや皮 膚

疾患 の 作用機構解 明 に ，逆 転写 ポ リ メ ラ
ーゼ 連 鎖 反 応

（RTLPCR ）

’
が 有効 な手 法 の

一
つ と して 利 用 され て い る

D −一．1〕．

こ れ らの PGR に よ り生 成 され る DNA 断 片 は 主 に 1〔｝（，か

ら IOOO塩 基 対の 大 き さで あ る．こ の 検出に は ア ク リル ア

ミ ドや ア ガ ロ ース 等 を用 い る従 来 型 の ゲ ル 電 気泳動 や，近

年 目覚 しい 進歩を遂 げ た キ ャ ピ ラ リ
ー

電 気泳動 （CE ）な

どが
．．．．．
般 的に 用い られ て い る．しか し，ゲ ル 電気泳動法 は

操作が 煩 雑 で あ る 上 ，再現性 や 定量 性 に 問題 が あ る ．CE

は こ こ 数年の 技術的 な進歩 に よ り，定量 性 にお い て は か な

り精度が 高 くな っ た が ， 多 くは検出器 と して紫外 吸 光検出

器 （UV ）を使用 して い る た め，微量成分の 高感度定量分

＊

鐘 紡 （株 ）化粧 品研 究所 ； 250−OOU2
　 5−3−28

神奈 川 県小 田原 11ゴ寿 町

析 に 用い る に は 限度が あ る．こ の よ うに ，一
般的に 利用 さ

れ て い る ゲ ル 電気泳動や GE に は，それ ぞれ定量：性 や 感度

の 面 に お い て 問題が あ る．一
方，定量性及び 再現性 に お い

て 高 い 信頼 性 を持 つ 高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLG ）

に よ る DNA の 分析例 も近年数多 く報告 さ れ て い る が
〕剰

，

い ず れ も検出器 と して UV を使用 して い る た め ，感度の 面

にお い て 問 題 が あ っ た．とこ ろ が，1998年 に Arakawa ら
9 ）

は ， 蛍 光 誘導体化試 薬 と して ビ ス ベ ン ズ イ ミ ドを用 い る高

感度 な DNA 分 析法 につ い て 報
．
告 して い る．しか し こ の

．
試

薬 は ，DNA 中 の A ∫r 塩 基 に 結 合 した と きに 強 い 蛍 光 を発

す る とい う特徴 が あ る た め，定 量 を 行う場 合 は A−丁 含量

に よ る 補正 が必要 と なる ，その た め 目的 とす る DNA の 全

塩 基 配 列 が 分 か っ て い な い 場合，な ん らか の 方法 で A −T

含量 を求め な けれ ば な らな い とい うデ メ リ ッ トを有 して い

る．今 回 著者 ら は ，
二 本 鎖 DNA に イ ン ターカ レート して

蛍光 を発す る 試薬 で あ る SYBR 　Green を用 い る こ と に よ

り，簡便 で 高感度 に 定量 で きる 分析 法 を検討 した の で 報 告

す る．
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2　実 験
Table 　I　　IIPLC　co 】ユdi且．iolls　fbr　the　assav　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ノ

　 2・1　試薬及 び装置

　DNA 標準晶の 50〜10GObp　DNA マ
ー

カ
ー

は FMC 製，

DNA （Quantitation　kit （200 ，
500 及 び 1000bp ） は Gcnsura

Labo，　Inc，製，蛍光発色試薬 の SYBR 　Green 　I核酸 ゲ ル 染

料 は FMC 製，ビス ベ ン ズ イ ミ ドは 和光純薬製を使用 した．

RT −PGR に 使用 した M −MLv 一逆転写酵
．
素 は Gibco 　BRL 製，

Taq　DNA ポ リ メ ラ
ー

ゼ は Promega 製，β
一ア クチ ン，イ ン

タ
ー

ロ イキ ン （IL−1β，　 IL−2，　 IL−4，　 IL−6，　 TNF 一α ），イ ン タ

ー
フ ェ ロ ンーγ （IFN −｝X） の 各プ ラ イマ

ー
は Glontec製 の もの

を用 い た．接触皮膚
．
炎の 誘導 に使用 した 2，4一ジ ニ トロ フ ル

オ ロ ベ ン ゼ ン （DNFB ） は和光純薬製，4M グ ァ ニ ジ ン チ

オ シ ア ン酸塩 緩衝液は Flllk乱 製の も の を用 い た．ゲ ル 電 気

泳動 に 使用 した ア ガ ロ ー
ス ゲ ル は FMG 製，　 DNA 　MW マ

ーカー4 は ニ ッ ポ ン ジー
ン 製，トリス （ヒ ドロ キ シ メ チ ル ）

ア ミ ノ メ タ ン は ナ カ ラ イ テ ス ク 製，ホ ウ 酸 は 和光純薬製，

0．5MEDTA （pH 　8．0） は ニ ッ ポ ン ジーン 製 の もの を用 い

た．HPLG 用分離 カ ラ ム は東 ソ
ー

製の TSK −gel　DNA −NPR

及 び ガ ードカ ラ ム を 使用 し た ．1．IPLC 装 置 は IICwlett

Packard 製 の H ．Pl100 に 島津製 の 蛍 光検 出 器 を組 み 合 わ

せ，反 応 液合 流 後 に 内径 0，3mIII，長 さ 3m の コ イ ル を用

い て 蛍 光 反応 を行 う構 成 と した．PGR 装 置 は Perkin　F，lmer

製 の DNA 　Thermal 　Gyclerを使川 した．ゲ ル 電 気泳動装 置

は コ ス モ ・バ イ オ製の Mupid −2 を使用 した．

C 〔，IUinn

／L・Iobilc　pllasC

Gradient

】，
11
〔｝Wr 匕lte

　　TSK−gel　DNA −NPR 〔75　mm × 4．6
　　 mmi ，d，）
A ： 0．5  ｛NaGl，20mPt’I　Tris−HGI （p卜｛9．0）
B ： 1．O　M 　NaCl ，20　mM 　Tris−HGI （pH 　9．（D
　　 A 〆B ：　9G／10→75／25　（20　nlin ＞

　　 0、5m レmin

q ）h・mn 　lelnP （：ra1．叱王re
RcagentFIOW

　ra しeReactiQn

　coiI
De しcd 〔

．
匚rInjeCtiOn

、．olume
］，＜＞stt ．ill’lc

30℃
B 十 1／25000SYBR　Greel1
0．3ml 〆lnin

3rn ×　o．311111］i，d．
ex ；495111n，　c亘n ：　52u　nln
5LLt15min

　2・2 試料調 製及 び RT −PGR 法

　 2・2・1DNFB 塗布個体の 調製　　 ア セ トン と オ リーブ

油 の 4 ： 1混 合 物 （AVQ ） を 溶 媒 と し，0，5％ DNFB −AIO

溶液 25 国 をて い （剃）毛 した マ ウ ス の 背部 に 1i 冂1の み 塗

布する こ とに よ っ て感作誘導を行 っ た．検体 1 は感作 の 5

R 目 に 0．2％ DNFB −A ／0 溶液 20　Pt］を，検体 2 は 0，4％

DNFB −A ／O 溶液 20 μ1をマ ウ ス の 耳介に 塗布する こ と に よ

っ て 反応惹起を行 っ た．

　 2・2・2　RT −PCR 　　RT −PCR 法 は Yamazakii 〕
ら の 方法に

準 じて 行 っ た．処概 24時間後 の 耳介部 を採取 し，4M グ

ァ ニ ジ ン チ オ シ ァ ン酸塩 緩衝液 を 1．0　ml 加 え て 組織 を ホ

モ ジ ナ ．イズ 後，常法 に 従 い total 　RNA を 抽 出 し，続 い て

RNA 　2 μ．g を鋳 型 と して ，　 M −MW 一逆 転 写酵 素 を用 い て 相 補

的 DNA （cDNA ） を 合成 し た．　 P（〕R は 以 下 に示 す 各プ ラ

イ マ
ー

を用 い ，94℃ 1 分，60℃ 2 分，72℃ 3 分 の 条件 下

で ，30 サ イ ク ル 増幅 を行っ た．

　β
一actin ： （5

「
primer ）51−TGGAATCCTGTGGGATCCAT

GAAAC −3’，（3
’
prilncr）5

「−TAAAA （
．
IGCAGGTGAGTAA く：AGT

G（：G−3
卩
；IL一ユβ： （51priIncr）5

’−TGATGGGATGATGATGATA

ACCTGGT −3
「
，（31primer）5F−CGCAT ノ短GTTTAGG 八AGACAC

GGATT −31；IL−21 （5
’
priIner）5

「−ATGTACAGCATGCAGCT

GGCATC −3「，（3
’
primer＞5

「−GGCTTGTTGAGATGATGGTT

TGA （．：A−31；IL−4（51prbner）5LATGG ぐ｝TCTCAACCCCGAGC

TAGT −31，（31primer）51−GC
「rGTTTAGGGTTTCCAGGA ，、G

T （⊃−3「； rL−6 （51priIIIer）51−ATGAAGTTCGTCTCTGGAAGA

GAG
．
r−31，（31primer）5F−GACTAGGTTTGCGGAGTAGATCT

C−31；IFN一γ（5
「
pri【11（，r ）5

「−TGAACGGTAGAGACTGCATCTTG

G−31，（3
卩
primel

・
）51−CGACTGCT

「
rTTCCGGTTCCTGAG −31；

TNF α （5
「
primcr）51−GGGAGG

「
rGTAGTTTGGAGTGATTGG

31，（31primeI
・
）5
’−ACATTCGAGGCTGCAG ’rGAA ’

i
’「i1（〕GG −31

　2・3　ゲ ル 電気泳動 法

　1，5％ ア ガ ロ ース ゲ ル を 含む TBE （0．45　M 　 I・リ ス ，0．45

M ホ ウ酸 ，〔1．01M 　EDTA ，　 pH 　8．0） で ゲ ル を 調製 し，分
．
予

量 マ ーカーと して DNA 　MW マ
ー

カ
ー4 を用 い る．　 PCR 増

幅 後 の 試 料 8 μ1 を使川 し，50V で 1 時問泳動 を行う．泳

動後，水 で 5 倍 に希釈 した TBE 溶液に 1／10000 に な る よ

うに SYBR 　Grccn を添 加 し，約 亅時 問染 色 す る．

　   4　HPLC 条件

　正IPLC の 分 析 条件 は，　
tt

核 酸分 離 用 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

用 カ ラ ム TSK −gel　DNA −NPR に よ る DNA フ ラ

グ メ ン 1・の 分離
’

（Tosoh　SepaI・a ［ion　Report　NQ ．090） を参

考に ，Tablc 　 l の よ うに 設 定 した．

3　結果 と考察

　SYBR 　Green は ．．．．：本鎖 DNA に イ ン タ
ー

カ レ
ー

トす る こ

とに よ り蛍 光 を発 す る 試薬 で あ る ．こ の 試 薬 は，こ れ ま で

一
般 的 に用 い られ て きた エ チ ジウ ム プ ロ ミ ドに比 べ

， ゲ ル

電気泳動法で約 25 倍 の 高感度が 得 られ，変異原性 も低 く，

安全 面に お い て も優 れ て い る ．ま た ，Arakawa ら
v）
の 報 告

に あ る ビ ス ベ ン ズ イ ミ ド は ，IIPLc 法 で の 検 禺限界

（8 ／N 蕭5）が 1078bp で 2．2・fniol で あ る の に 比 べ ，　 SYBR

Gl−een の 検 出 限 界 （S／N ＝6」） は ！000bp で 7．6arnol と

約 290 倍 の
．
高感 度が 得 られ て い る。更 に，デ ータ は示 し

て い な い が ， 同 じ重量濃度の DNA 標準 晶 C200， 50（1及

N 工工
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カ
ー

レ
ー

シ ョ ン 試薬 を用い る 蛍光検 出 日PLG に よ る ポ リメ ラ
ーゼ 連鎖 反 応 産物 の 定量 511

Table　 2　 Ef鯊ect 　of 　amollnt 　on 　the　SYBR 　Green 80G

Goncentration 　of

SYBR 　Green

Detec 虚on 　tlmit／

　 　 P9

1／1000001

／500001

〆25000yloooe

25025

　 5

　 5

び leoObp） の そ れ ぞ れ に 蛍光試薬 を添 加 して 蛍 光強度 を

測定 した と こ ろ，ビ ス ベ ン ズ イ ミ ドで は 各サ イ ズ間で 最大

27％ の 強 度差 が 見 られ た が，SYBR 　Green で は 3，2％ で あ

っ た．こ の ように SYBR 　Green は，エ チ ジ ウ ム プ ロ ミ ドや

ビ ス ベ ン ズ イ ミ ドに比 べ て 高感度 で あ り，塩 基 配 列に 影響

を受 け ない た め，定量 分析 を行 うの に有 効な 試 薬で あ る と

考 え，幾 つ か の 検討 を行 っ た．

　 3・1 反 応 溶液 の 検討

　ポ ス トカ ラ ム 反 応 に お け る 反 応 溶 液 の 飜 成 に つ い て ，

DNA 標準品 （500bp） を水 で ユOO　pg／μ1に希釈 した 標準溶

液 を 用 い て検討 を行 っ た．まず，反 応 溶液 を水 ， 20111M

Tris−HGI （pH 　9．0），0．5　M 及 び 1MNaCl を含 む 20　mM

Tris−1−ICI （pH 　9．0）と し ， そ れ ぞ れ に SYBR 　Green を 添 加

し て 測 定 を行 っ た ．そ の 結 果 ， 水及 び 20mM 　Tris−HCI

（pH 　9．0） で は ，　 DNA の ピーク は 検出 され ず，　 NaCl を加

えた もの の み ピーク が検出 され た．ま た ， 0．5M と lM で

は 検出 ピーク面 積 に ほ とん ど差 は な か っ た の で，反 応溶液

と して は 0，5MNaCl を含 む 20　mM 　Tris−HCI （pH 　g．0）を

使川 す る こ と に した ．何故 NaGl を添加す る と DNA の ピ

ー
クが検出され る よ うに なる の か に つ い て は 分か っ て お ら

ず，今後の 課題 とす る とこ ろ で ある ．次に ，反応溶液 に 添

加す る StYBR 　Green の 量 に つ い て 検討を行 っ た．通常の ゲ

ル 電気泳動 に お い て 使用す る 濃度 で あ る 1／ユ0000 か ら

1／100000 まで 濃度 を変化 させ，検出感度 に つ い て の 検討

を 行 っ た ．そ の 結果，ユ／100000 の 検 出 限 界 （∫／N ＞ 2）

は 250　pg，1／50000 で は 25　pg で あ り，1／L2Soeo
及 び

1／10000 で は 共 に 5pg で あっ た （Table 　2）．こ の こ とか

ら SYBR 　Greel1の 量 は 1／25000 と し た．

　3・2 反 応溶液の 流量 と検出 ピーク面 積

　反 応溶液 の 流 量 を O．1〜O．5　mVmin と 変化 さ せ ，検 出

ピー
ク 面積 と分離度の 変化 に つ い て 50 〜1000bp 　DNA マ

ーカーを用い て 検討 した．その 結果，各 ピー
ク の 分離度 に

つ い て は大 き な変 化 は 見 られ な か っ た が，検 出 ピー
ク 面積

は 0．3ml ／min の と きが 最 も大 き く，SIN も最 高 で あ っ た．

こ の こ と か ら ， 反 応 溶 液 の 流 量 を 0，3m レ IIlin と し た

（Fig．　且）．

600

田 400
＜

200

0O

．10 ．2　　　 0．3　　　　0．4
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Fig．　 l　Effcct　offlow 　rate 　on 　the 　react 童ve　solution

　3・3SYBR 　Green の 経時安定性の 検討

　エ チ ジ ウ ム プ ロ ミ ドや SYBR 　Green など DNA に イ ン タ

ー
カ レ

ートし て 蛍 光 を発 す る 試薬 は ，時聞 と と も に 退 色 す

る こ とが 知 られ て い る．そ こ で 反応溶液に 添加す る SYBR

Green の 経時 で の 安定性 に つ い て 検討 を行っ た．反応 溶液

を褐 色瓶 に 入 れ て 送 液を行 い ，標 準溶液 に つ き一．一定時間を

お い て 測定 し， そ の 検出 ピーク 面積 の 変化 を測定 して 安定

度 を 見 た．そ の 結 果 ， 24 時 間 まで の ピーク 面積値の 相対

標準偏差 は 3，06％ で あ り，経時 に よ り検出 ピーク 面 積 に

大 き な変 化 は見 られず ， 安定 で あ る こ とが確認 され た．

　3・4DNA 濃度 と検出ピーク面 積

　蛍光強 度 に お い て は
， 塩基対 の 違い に よ り差 が 生 じな い

こ とを既 に確認 して い る．こ こ で は HPLG で の 検出 ピー

ク 面積 につ い て 検討を行 う．

　DNA 標準品 （200 ，5  0 及 び 10   Obp ） を水 で 100 　pg／

μ1に希釈 し た標準溶液を用 い て検討を行 っ た．そ の 結果 ，

200bp の 面積値 を 100 とす る と，500bp は 98，4，ユ000bp

は 100，9 とい う結果 が 得 られ た．こ の こ とか ら，DNA の

塩基対 の 大きさが異な っ て も，濃度が 同 じで あれ ば検出 ピ

ー
ク 面積 に 差 は見 られ ない こ とが確認された．

　3・5　検量線 と精度

　DNA 標 準品 （200，50  及 び 1000bp） を用 い て 50　pg
〜

50ng の 濃 度 範 囲 で 検 量 線 を作 成 した 結 果，い ずれ の 塩 基

対 に お い て も γ

2 ＝0．9999 以 上 の 直 線 性 の 良 い 検量 線 が 得

ら れ た．また，500bp の 標準溶液 （100　pg／μ1） に つ い て

10 回 の 繰 り返 し測定 を行 っ た 結果，相対標準偏差 は LO ユ％

で あ り，満足 す べ き結 果で あ っ た．

3・6　PCR 産物 の 測 定

DNFB 塗 布 個 体 か ら 調 製 し た PCR 産 物 の 測 定 結 果 を
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Fig．2 に示す．　 Fig．2（a ）は DNA 標準晶 を用 い て 作成 し

た 検量 線 を 元 に し て ，定量 値 を求 め た もの で あ る ．（b）

は，（a ）の 値 を元 に，従 来 の ゲ ル 電 気 泳 動法で 用い られ て

い る 評 価法 と 同 じ く，各 サ イ トカ イ ン と β一ア ク チ ン の

PGR 産物量比 で
．
表 した もの で ある．こ の よ うに，本法 で

測定 を行 っ た場合，PCR 産物 を絶対量 で 表す こ と もで き

る よ うに な る．次 に，検体 1 の ゲ ル 電気泳動の 結果 を Fig．

3 に，ま た ゲ ル 電 気 泳 動 で は 検 出 で き な か っ た IL−2 の

PCR 産 物 の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．4 に 示 す （Fig．3 に お

い て 中．央や や 上 に 見 え る 細 い バ ン ドが 各サ イ トカ イ ン で あ

る ．そ 0）下 に 見える 太 め の バ ン ドにつ い て は，試 料 由来の

もの と考 え ら れ る が ，不 明で あ る ）．こ の よ うに ，ゲ ル 電

気泳動 で は検出 で きない もの に つ い て も本法で 定量 で きる

こ とが 確 認さ れ た 。また，こ こ で は 示 して い な い が，（IE

よ りも高感度 に 定量 で きる こ と を 確認 して い る ．以 上 の よ

うに ，本法 は従来の ゲ ル 電気泳動法 や GE 及び IIPLG 法

に 比 べ 高感度の 定量 分析 が 可能で あ り，更に 定量値 を 絶対

量 で 表す こ と も可 能 で あ る こ とか ら，こ れ まで ア レ ル ギ
ー

の 研 究 で 行 わ れ て きた β一ア クチ ン と各サ イ 1・カ イ ン の 比

に よ る 評価 以外 に も，新 しい 視点か ら評価 を行 うこ と もで

きる よ うに な り，今後の 研究に 新 た な可能性をもた らす分

析法 で あ る と考 え られ る ．
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要 旨

　 ポ ス トカ ラ ム 反 応 を用 い た，蛍 光検 出 高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る PCR 産物 の 高感度 定量 分 析 に

つ い て 検討 を行 っ た．反 応 液 は 〔｝，5MNaCl を含
．
む 20　mM 　Tris−HCI （pH 　9．0） に lf25000 に な る よ うに

SYBR 　Green を添 加 した 組 成 と し，流 量 を O．S　ml ／・11in と し た，こ の 条件 で 検 量 線 を作成 した と こ ろ，10　pg

か ら 5G　ng の 濃度 範 囲 で 良 好 な直線 性 が 得 られ た．また，】0 回 の 繰 り返 し測 定 を行 っ た と きの 相 対 標 準 偏

差 は 1．Ol％ で あ っ た．次 に，感作物質を 塗 布 した マ ウス か ら調製 した PCR 産物 につ い て 測定 を行 っ た と こ

ろ 感度良く定量 分析 を行 うこ とが で きた．
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