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要 旨

　テ
ー

ラ
ー

メイドされたカチオ ン 性高分子で 、核 酸 ハ イブ リッ ドの 安定化や 、2重鎖と単鎖との 交換反

応 の 促進 が可能となっ た 。

一塩 基変異の 有無を迅速か つ 簡便 に解析する方法として こ の 高分子 を利

用 した鎖交換法を応用 した 。 この 高分子 は、ハ イブリッ ド形成の 中間体生成を促進し、核酸の ホール

ディングを媒介する DNA シャペ ロ ン として 振る舞うと考 えられる。

1．はじめに

　核 酸ハ イブリッ ドの 形成や解離あるい は 相同鎖との 置換などハ イブリッ ドの 構造転移は 、生命活 動

の 基 幹となるプ ロ セ ス である 。 生体 内にお い て これ らハ イブリッドの 構造転移 は、種 々 の タンパ ク質が

媒介することで速やか に行われて い る。たとえば、ハ イブリッ ドをほ どくヘ リケース活性は 、複製、転写 、

翻訳に関わるタン パ ク群 に見い だされるし、リナチュ レー
シ ョ ンつ まり相補鎖間の ハ イブ リッ ド形成を促

すタン パ ク質として RecA および hnRNP などが知られて い る 。 また、2重鎖と相 同鎖との 置換は 、 相同

組み換えや遺伝子修復の 際にみ られるが
、
これらも R．ecA あるい は Rad51 およびその ホモ ロ グによっ

て媒介され て い る。

一
方で 、核酸の 構 造転移を制御し得る化 合物は 、遺伝子タイピング法や核酸 を利

用 したア ン チセ ン ス
、 ア ン チ ジーンなどの 核酸医薬の機 能 向上 に有用と考えられる。さらに、近年特 に

注 目されて い る核酸を利用した様々 なナ ノデバ イス、たとえばナノマ シ ー
ン 、ナ ノロ ボッ ト、ナ ノ組織 体

などの 将来へ の 発展 には欠か せ ない キ
ー

テクノロ ジー
となろう。 筆者らは 、

こ の ような観点か ら、核酸の

構造転移を制御しうる合成高分子の 設計に興味を抱い てい る。本講義で は 、 筆者らの研 究を交え、合

成高分子 の 核酸工 学分野にお ける新たな可能性を考 えてみたい 。

2．ハ イブリッ ド形成 をより早 く、 より安定に

　核酸は安定な2重鎖を形 成するが、この 安定性は利用 目的によっ て は充分なもの で ない 場合があ

る 。 たとえば、ア ン チ セ ン ス 法がそ の
一

つ で ある。
ア ン チ セ ン ス 法 は mRNA に対 して相補的なアン チセ

ン ス 核酸を細胞 内に導入し mRNA との ハ イブ リッ ド形成を介してタン パ ク質へ の翻 訳を阻害する方法

である。 mRNA は単鎖の RNA だが 、頻繁 に分子 内で 自己構造を形成するため 、アン チ セ ン ス 核酸が

思うように mRNA に結合しない 場合が多い 。同様 に、ゲノム 2重鎖を標的として 、細胞外部か ら3重鎖

形成性単鎖を導入 することで グノム上 に 3重鎖 DNA を形成させ るア ン チジー
ン 法 におい ても、3重鎖

DNA の 安定性 の 向上が課題 となっ て い る。 そこ で、より強 固なハ イブリダイゼー
シ ョ ン を目的として
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様 々 な研 究戦略が とられて い る。大別 すると、核酸分子 の 化学構造を合成化学的改変する非天然型

核酸の デザイン 、核酸 ハ イブリッ ドに結合し安定化するイン タ
ー

カ レ
ー

タ類 などの 安定化剤 の設 計など

である
1

。

　核酸 は、リン 酸ジ エ ステル 結合 でヌクレオシド単位が結合した多価の ア ニ オ ン性 の 高分子で ある。

単鎖の 核酸が相補鎖と2重鎖を形成すると、リン 酸基 の 空 間密度が増大する。つ まり、静電反 発が強く

なる。従 っ て 、核酸 は静電的反発 に逆らっ て ハ イブリダイゼ ー
シ ョ ン して い ることになる。リン酸基 間の

静電的な反発を緩和するには 、 塩濃度を高めるあるい は多価の カチオ ン性の 化合物を共存させること

が 有効である。 生理的条件で は 、 たとえばス ペ ル ミンなどの オリゴカチオ ン が安定化剤として利用され

たが 、その 効果 は小さくか つ 高濃度で使用する必要があっ た 。 著者らは 、ポリア ニ オ ン で ある核酸と安

定な複合体形成をする高い 正電荷密度を持 つ ポリカチオ ン に着 目して 、安定化剤として利用すること

を考えた
。

　ポリリシ ン などの カチオン性 高分子 は 、 生理条件 下でポリアニ オ ンと互 い の 電荷をうち消す形で 極め

て強 く相互 作用し、い わゆる高分子電解質複合体を形成する。 従っ て、より低濃度で 効率 よく核酸問

の 静電的反 発を弱 めハ イブリッ ドを強化 する安定化剤として有利 と考 えられた。事実、カチオ ン性ポリ

ア ミノ酸で あるポリリシ ン と2重鎖 DNA か ら高分子電解質複合体を形 成させ ると、2重鎖の 融解温度

（Tm ）が 著しく高まることが 、 古 くから知られて い る。

一方で 、 高分子電解質複合体は、実質 的な電荷の

減少 とそれ に伴う疎水化 により、 溶存形 態が凝縮 （コ ン パ クシ ョ ン）すると共 に複合体同士が 凝集しな

がら不溶化する。したが っ て 、相補 的な単鎖 にそれぞれポリカチオン を混合しても、各 々 が不溶化しハ

イブリッ ド形成は困難となる。この こ とは 、DNA 医薬や遺伝子解析等、ハ イブ リッ ド形成過程が重要とな

る応用 にはポリカチオ ン が適用し難い ことを意味する。

　そ こ でポリカチオ ン に見られ る欠点を克服するた めに、ポリカチオ ン に側鎖として親水性 の 高分子鎖

を結合させ たくし型共 重合体 （図 1）を設計した 。 親水性側鎖の 導入により、DNA とポリカチオンとの相

互作用 を制御し、 DNA に及ぼす構造変化 を抑制しつ つ 、複合体の 溶解性 を高める目論 見で ある 。 実

際に、親水鎖 の 長 さや導入密度 を制御するこ とで 、DNA の 凝縮や 2次構造変化を抑えながら可溶性

の 複合体を形成できるこ とが見 い だされた
2

。

　　　　　 PLL −9Dex

襯 嚢
　 DNA 高次構造 の 維持

　 可渚性 檀合 体 の形成

　　　　　罍
DNA 悶静電 相互 作用 の制御

　　　　　麗
　　DNA 閥認 識 の 強 化

　　　　　恩
　 ハ イ ブ リ ッ ド形 成 の

　　　 促 進 と安 定 化
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　共重合体により形成されるこ の ような複合体は、DNA ハ イブリダイゼ ー
ション に伴う静電反発を抑制

することで 、 DNA の 塩基配列 に基 づ く認識を高めると考えられる。そこで 、 先ずモ デル核酸としてポリ

デオ キシアデノシ ン 、poly（dA）、と2当量 のポリチミジン 、　poly（T）、から形成される3重鎖 DNA の 融解挙

動に及ぼす共重合体の 効果を検討した 。 図2は poly（dA ）・2poly（T）3重鎖の 熱融解を260   にお け

る吸光度変化により調べ た Uv −Tm 曲線で ある。 生理 的な塩濃度におい て poly（dA）
・2poly（T）3重鎖は、

2段 階か らな る転移 を示 す 。 37 ℃ に お け る
一

段 階 目の 融 解は 、poly（dA）・2poly（T）3重 鎖 →

poly（dA）・poly（T）2重鎖＋poly（T）単鎖へ の 融解を示す 。 72 ℃ の 二段階 目の 転移 は poly（dA）・po正y（T）

2重鎖→ poly（dA）＋poly（T）の 融解を表してい る。これに DNA の ア ニ オン総量に対してカチオン総量が

2倍 （チャ
ージ比 ； 2）となるように共重合体を加 え同様に測定した

。 その 結果 、 共重合体存在下で は 、

約 90℃で poly（da ）・2poly（T）は
一

段 の 転移を示 した 。 転移 に伴う吸光度変化は 、 共重合体不在下で

観察された二 っ の転移の和に
一
致することか ら、 共重合体存在下では約 90 ℃ で 3重鎖 → 単鎖に 直接

融解して い ることが示唆され た。 実際に 、 円 2色性 ス ペ クトル か らもこの 転移 温度 以下では 3重鎖を形

成して い ることが確認された 。 従 っ て、共重合体は poly（dA）・2poly（T）3重鎖の 融解温度を37 ℃から9

0℃ に約50℃ 高めることがわか っ た 。 同様にして poly（dA ）・polya）2重鎖の 融点も約 18℃高めることも

確認され た
。 すで に 、

ス ペ ル ミン などの オ リゴ カチオ ン が 3重鎖 DNA の 安定化 に有用で あることが知ら

れて い る 。
ス ペ ル ミン の 効果を同

一
条件 下で 比 較した結果 、 チ ャ

ージ比 で 30 倍過剰 の ス ペ ル ミン でも

3重鎖の 融解温度 を20 ℃ 高めるに過ぎず、共重合体が極 めて効果的に 3重ec　DNA を安 定化すること

が 明らか にされた。
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0

　共重合体は既 に形成されて い る2重鎖や 3重鎖を安定化することがわか っ たが
2・3

、
一

方で DNA と

共 重合体間の 相互 作用 がハ イブリッ ドの 形成を妨げるこ とが懸念 される。図 2 には、降温 測定 による2

重鎖お よび 3重鎖 の 形成過程も記され て い るが、共重合体存在下で も、不在 下同様 に可 逆的なハ イ

ブ リッ ド形成 が観 察される。ハ イブ リッ ド形成過程 に及 ぼす 共重合体の 効果を、表面プ ラス モ ン セ ン サ

ーを用い てさらに定量的 に評価 した 。
こ こで は 、

3重鎖形成 の 速度論的解析 を行 っ た結果 を図 3に示
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す
3

。
　3重鎖形成の 標的となる2重鎖をセ ン サ

ー
の セ ル 表面に 固定し、

セ ル 内に3番目の DNA 鎖となる

単鎖を加 えた後の 3重鎖形成量を経時的に測定した結果である。 DNA のみでの 3重鎖形成は非常に

遅い 。またス ペ ル ミンを加えることで 、3重鎖形成は促されるものの 、それほど大きな効果は 見られない
。

同等の 条件下、共重合体を共存させ ると著しく3重鎖形成が促進され 、形成量も多くなっ た 。 種 々 の 単

鎖濃度で 測定を繰り返 すことで 2重鎖＋単鎖＃ 3重鎖 の 形成速度 定数 および解離速度 定数を算出し

た。その 結果 、形成速度定数をス ペ ル ミンが約4倍しか 高めない の に対して共重合体は約 50倍高める

ことが見い だされた。
一
方で、解離速度に対して はス ペ ル ミンが 10分の 9 、 共重合体で 3分の 2に遅く

させ る程度で あっ た。

400

　 300

譽
靉200

響
　　100

00

10　　　20　　　 30　　　40
イ ンキ ュ ベ ー

シ ョ ン時間ノmin

　さらに 、 より実際的な DNA 配列を用い た 3重鎖形成も、共重合体が約 100 倍安定化することが 、 ア

クリル アミドゲル 電気泳動 によるア ッ セイおよび 恒温滴下型 マ イクロ カ ロ リメトリ
ー

測定によっ ても明らか

にされた
4
。速度論的解析 と併せ て 考察すると、主に 3重鎖の 形成速度を速めることで 共重合体は ハ イ

ブリッドを安定化すると言える 。
こ の こ とは、非天然型核酸によるハ イブリッ ド安定化と対照的であり、 共

重合 体の 特筆す べ き特徴で ある。なぜならば、非天然型核酸 による安定化は 、多くの 場合解離速度を

低くすることが主な速度論的機構とされて い るか らである ．

3．ハ イブリッ ドの 組み換えを加速する

　DNA ハ イブリッ ドの 生体内で の 挙動には 、 形成 、 解離に加 え相同鎖との 交換がある。とりわけ、こ の

交換は相同組み換え時の 素反応 として重要な反応である。
2重鎖 と相 同的単鎖との 鎖の 交換反応も

DNA の みで は生起しにくく、生体内で はリコ ン ビ ナーゼ
、 たとえば大腸菌 の RecA や酵母の Rad51 な

どの タン パ クが鎖交換を媒介して い る。

　先に述 べ たように、共重合体 は3重鎖 DNA 形成を早めることが見 い だされ た 。 2重鎖あるい は 3重

鎖形成の 律速段 階は 、数塩 基が塩基対を形成するい わゆる核形成過程と言 われて い る。 従 っ て 、 共

重合体 はこ の 核形成を促す こ とで ハ イブリッ ド形成を早めると予測される 。 同様な核形成が 、
2重鎖と
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相 同的単鎖との 鎖の組 み換え時の 遷移 中間体として考えられる（図 4）。したが っ て、共重合 体の 2重

鎖と相同鎖問の 鎖交換反応も加速することが予測された。

　図 5に示 すように
一

方の 鎖に蛍光ラベ ル をした 20 塩基対の 2重鎖を準備 し、これと蛍 光ラベ ル の な

い 相同単鎖とを37 ℃ でイン キュ
ベ ートした後 、ポ リアクリル アミド電気泳動 により解析した。 DNA の み で

反応 を行 っ た揚 合 、6時 間経過後も交換率 は20 ％程度で あり、20 塩 基対と比較的短い 2重鎖であっ

て も鎖の 交換が起こりにくい ことを示して い る（図 5）。一
方、同じ反応を共重合体共存 下 （チャ

ージ比

一 2）で 行っ た結果 、驚くべ きこ とに 5分で 反応が完了するこ とがわか っ た
5
。ゲル 電気泳動に よるア ッ セ

イで は短 時間で の 反応を追跡できない の で 、2重鎖の 双方を FITC および ］叭 MRA で ラベ ル し、蛍光

共鳴 エ ネル ギー移動法 （FRET ）を利用し 、 連続的に反応を追っ た 。 その 結果 、 共 重合体 は鎖の 交換

反応を3− 5万倍加速して い ることが見い だされた
6・7

。
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α PLL 炉 b巴 x

H2N （CH2 ｝3NH （CH ，｝4NH （CH2）3NH2

　 聞

§

爵 船

瓢  

Spermine

贋

ε PLL−9b沁 x

　　CH3（CH2）1sN
＋

（CH3 ），Br
−

　 　 　 　 　 CτAB
（Cetリ1t「i眄判 岬   mo 巾 m 　blo【樋“9）

　次 に、図 6に示す他 の カチオ ン性化合物との 比較を行っ た
5
。その 結果、弱い ながらも3重鎖を安定

化するス ペ ル ミンは、ほとんど鎖交換を加速しなか っ た。 また 、 カチオ ン 性の 界 面活性剤 で ある CTAB

も効果 は僅かであっ た。CTAB は、解離 した相補鎖 間の 2重鎖形成を著しく速めることが知 られて い る

が、鎖の 交換には あまり強い 活性を示 さない ことがわか る。

一方 、 リシ ン の ε 一ア ミノ基とα 功 ル ボキシ

ル 基間で アミド結合 し高分子 主鎖 を構成する ε
一ポリリシ ン から作成したグラフ ト共重合体でも効果 は

僅かで あっ た。 E 一ポリリシ ンは、通常の α
一アミノ基とα

一カル ボキシル 基間で縮合したポリリシ ン に比 べ

て 、高分子鎖に沿 っ たカチオ ン基 の 密度が低い 。おそらく、ポリカチオ ン 鎖の カチオ ン基密度が
、 鎖交

換加速効果 の 発現に強く関与して い ると考えられる。

　さて 、 2重鎖形成や3重鎖形成で は、反応 前後で構成するハ イブリッ ド種が変化するが、図 5に示 し

たような鎖交換で は反応前と反応後 で構成される分子種 の 変化を伴 わない （蛍光ラベ ル の 影響が 無

視で きるとして）。つ まり、平衡反応系で の ダイナ ミクス を観測 して い ることになる。従 っ て、図 5の 鎖交

換反応 を加速することは 、 鎖交換の 活性化 エ ネル ギー
を小 さくして い ることに他ならない

。 従っ て 、予

想したように、共重合体は、鎖交換 の 遷移 中間体で ある核形成過程を促すこ とで
、 反 応を著しく速め

た と思われる。 図4 に示したように 、 鎖交換の 核形成で は 、3本 の DNA 鎖が 近接しなけれ ばならない
。

従 っ て 、こ の核形 成もリン酸基 間の 静電的反発 により抑制され てい ることが想像される。そこで 、こ の こ

とを確か めるため に、共重合 体の 不在 下、鎖交換の 塩濃度依存性を解析 した。塩濃度が 高くなるほど
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鎖交換速度も高くなり、
IM 　NaCl 中で は 0．15M 　NaC 且中より約150倍速度が向上 した

6・7。つ まり、鎖

交換の 遷移 中間体形成がイオ ン反発 による抑制を受けて い ることを直接的に示 して い る。 詳細に検討

すると、鎖交換の 遷移中間体形 成時には 2重鎖形成の 遷移 中間体よりも強 い 静電的相互作用が働い

てお り、
こ の 事が鎖交換を困難 にする

一
因で あると考 えられた 。

一方 、 共 重合体共 存下で塩濃度依存

性を解析すると、 共重合体の 加速効果 は塩濃度の 上昇に伴っ て顕著に低下した 。 高塩濃度下で共重

合体とDNA との イオン的相互 作用が弱められた結果、加速効果が低下すると考えられ る。これらの 知

見を併せて考慮すると、共重合体は DNA 鎖間の 静電反発を緩和し核形成を促すこ とで 、交換反応を

加 速して い ると結論 される。つ まり、共重合体 はハ イブ リッ ド形成にお ける遷移中間体を安定化 し、

DNA の フ ォ
ール ディン グを媒介する分子シ ャ ペ ロ ン として の 機能を持 つ と位置づ けられ よう。

4，鎖の 交換を利用した
一塩基変異解析

　ヒトゲノム の 配列情報が ほ ぼ明らか にされ、遺伝子機 能の 解明が進 むに つ れて 、 遺伝子 タイピング

の 有用性 が
一

段 と増し つ つ ある。とりわ け、
一

塩基多型 （SNPs ）は 、 疾患に対する罹患率や薬物代謝

および薬物効果の 個人差をタイピン グする上で、昨今特に注 目されてい る。 SNPsのデー
タベ ー

ス 化も

すさまじい 勢い で進んできてお り、 遺伝子機能に与える SNPs の 解明が 今後進展すれば、医療の 現場

で患者の SNPsタイプに基づ い たテ
ー

ラ
ー

メイド医療が実現する 日もそう遠くない と期待される。未知の

SNPs の 同定 には 、 質量分析 装置を用 い る手法を中心 に進 められ て い る。

一方で 、既 知の SNPs に 対

する検体 DNA のタイピングは 、 当初 、
プ ロ

ーブ鎖とサンプル DNA との ハ イブリダイゼーシ ョ ン に原理

をおく手 法が種 々 試 みられたが信頼性 の 高い 結果を得るに は至らない ケ
ー

ス が多く見られた。現在で

は 、 リガーゼ
、 ポリメラーゼ

、 クリバ ーゼなど DNA に作用する酵素を利用する手法、つ まり酵素の 基質

認識能に頼る手法に注 目が移 っ て い る。しか しながら、数 の 多い SNPs と遺伝子機能との 関連を多くの

検体で 検討するには、より早 く、より低 コ ス トに SNPs を解析する必 要があり、
これ らの 条件を満足する

新しい 手法の 開発 には依然強い 要望がある。

　
一

塩基変異の 有無をプロ ーブ DNA との ハ イブリダイゼーシ ョ ンを利用 して区別する手 法は 、 基本的

には
一
塩基ミス マ ッ チを含む 2重鎖とフ ル マ ッ チ 2重鎖の 安定性の 差を利用 して い る 。 当然ながら、

一

塩基ミス マ ッチ がハ イブリッ ドの 安定性 に与える影響は、DNA 鎖が長 くなるほど小さくなる。たとえば 8

塩基 中の
一塩基 の 変異は 、プロ

ーブ DNA 鎖との ハ イブリッ ドの 安定性 に強い 影響を与えるが 、
　DNA

鎖が 12残基 、16残 基と長くなるに つ れ 、

一塩基 ミス マ ッ チ が ハ イブリッ ドの 安定性 に与える影響は小 さ

くなる 。 図 7は 、 20bp　 2重鎖中の 一塩基ミス マ ッ チが融解挙動に与える影響を示す e フ ル マ ッチ 2重鎖

の Tm が67℃で あるの に対して、中央にミス マ ソ チを持 つ 2重鎖の 融点は 60℃ 一一63℃ であり、その 差

は大きくても7℃で ある 。 さらに、これらの 転移は相互 に重なっ てお り、フル マ ッ チ体の みを完全にハ イ

ブ リダイゼ ーシ ョ ン させる温度 を設定することは、原理上 不可能なこ とがわかる 。 実際に同 等の 配列を

用 い て 、
フ ル マ ッチ体とミス マ ッ チ体を競合 的に ハ イブリダイゼーシ ョ ンさせ ても、 形成され るフ ル マ ッ

チ ハ イブ リッ ドとミス マ ッ チハ イブリッ ドの 量は2割 程度 の 差しかなく、通常の ハ イブリダイゼー
ショ ン法で

は検 出が 困難 なこ とが確認 された 。 さらに 、 複数 の配 列を同時 に解析する手法で は 、 各配列に対する
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ハ イブリダイゼー
シ ョ ン温度を共通 にする必 要があり、プ ロ ーブ DNA の 設計に留意が必要となる 。 とり

わけ、DNA チ ップの ように多数の 配列を同時 に検出しようとすると、それぞれ に共通 の ハ イブリダイゼ

ー
シ ョ ン 温度を設定することは現実 には不可能と言っ てよい 。

5t−ATG 　 GTG 　 AGC 　AAG 　GGC 　GAG 　GA − 3「

3’−TAC 　CAC 　TCG 　TTC 　CCG 　CTC 　CT − 5 厂

3 ’ −tVAC 　CAC 　TCG 　T亟C　CCG 　CTC 　CT − 5 ・

3’ −TAC 　CAC 　TCG 　TAC 　CCG 　CTC 　CT − 5 ’

3 ’ −TAC 　CAC 　TCG 　TCC 　CCG 　CTC 　CT − 5 ’

　　 傷 ！
冨　 G）

§　
EB

亟　 含1
奉　 ）

　 　 60

30　 40　 50　 60　 70　 80　 90　 100

　 　 　 　 　 温 度 t°C

　こ の ように 、
ハ イブリッ ドの安定性 の 差異の みを検出原理とする手法は、分解能を高めたりハ イス ル

ープ ッ ト化を行う上 で 、克服 す べ き難題 が多い
。 そこで筆者らは 、あらたに、2重鎖をプ ロ

ーブとし、サ

ン プル 単鎖配列 との 鎖交換速度の 差を利用 した
一

塩基変異解析手法に着眼 した。その 検 出フ ォ
ー

マ

ッ トを図 8に示 すが、た とえばプ ロ ーブとなる2重鎖 に蛍 光ラベ ル を導入 し、サンプル 単鎖配列との 交

換の 速度を FRET により検出する手法である 。 従来の ハ イブリダイゼー
シ ョ ン 法は、上 述したように形成

されるハ イブリッ ドの 安定性の み に依存するが 、 鎖交換法では ハ イブリッ ドの 安定性 に加え、鎖交換の

速度の 差が加 味される分 、変異の 影響が 強調されるはずで ある。 とりわけ、鎖の 置き換え過程 におい

てミス マ ッ チ部位が強い影響を与えることは、想像しやすい 。
一

方で 、 鎖交換反応 は通 常極め て遅 い

緩慢な反応で あるが、前節で述 べ たように、これ はポリカチオン くし型 共重合体を利用することで克服

で きるはずで ある。

　実際 に図 7で利用した配列 で Tm の 差が 4℃ともっ とも検 出が 困難と思われる T→ G の 変異体を例に 、

鎖 交換法 による解析を行 っ た。 図 9に示 すように、2重鎖プ ロ ーブと完全 に相 補的なサン プル 配列でも、

共重合体がない 場合は鎖交換がほとん ど進まない。
一

方で 、共重合体を共存させると速やか に進行し

5分で 8割 ほど交換が完 了する。しか し、サン プル 配列 として
一塩基の ミス マ ッ チを含む配 列 で は共重

合体共存下で も、交換があまり進行 しない
。 結果 的に は、1− 3分 後の 蛍光光度を測るだけでも、 ミス

マ ッ チ 配列とフ ル マ ッ チ配列が約 5倍 の蛍 光強度の 差として充分区別 できることがわか る。さらに他の

2種の ミス マ ッ チ 体にお い て 鎖交換法を適用 した結果、鎖交換速度は より大きく低下し、2重 鎖プ ロ
ー

ブと共重合体の 鎖交換加 速機能を組 み合わせ ることで 、短 時間で比 較的高い 分解能で 変異の 有無

が検出できることが確認され た 。 こ こで 用い た FRET で は 1　pmol の検体 DNA で検出可能であっ たが 、
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昨今の 新しい 定量技術との 組 み合わせ により、 さらなる高感度化も可能と考え て い る。

丿園
愉鬪

ハ イ ブ リダイゼー
シ ョ ン 法

　　　　安定性の 差

』レ鬪・ 回
鬪
唯卜鬪． 日

　　　　鎖交換法

（安定性 ＋ 交換速度 ）の 差

、

100

80

60

40

20

00

　　　 1　　　 2　　　 3　　　 4　　　 5

　　 インキュ ペーショ ン時闘 ！min

　この 鎖交換法の 特徴の 一
つ は 、 検出温度 が 比較的広い 範 囲に設定 で きることで ある。実際に、1

0℃程度検出温度を下げても同等な検出が可能で あっ た。さらに、融解温度が異なる他の 配列 に対す

る
一塩基 変異の 有無も、鎖交換法で は同

一
温度で の 検出が 可能であっ た。これ らの 事実か ら、多数

の 配列を同時 に解析する上 で 、この 手法が 有用で あると期待して い る。

5．まとめ

　DNA をポ リア ニ オ ン として捕らえ、カチ オ ン 性 高分子 との 複合体形成を制御することで 、　DNA の ハ

イブリッ ドの 安定化や形成促進 がで きることがわか っ た 。
ハ イブリッ ド形成 つ まりDNA の フ ォ

ー
ル デ ィン

グ過程を促す共重合体は 、
い わばテ

ー
ラ
ー

メイドされた人工 DNA シ ャペ ロ ンと呼ぶこともで きよう。 元
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来 、 分子 生物学にお い て 「分子シ ャ ペ ロ ン 」とい う言葉は 、 遺伝子 の クロ マ チ ン形成を媒介するタンパ

ク質に使われ始めた言葉で ある。そこ にも DNA とピス トン 間のイオン 的な相互作用を制御す る機 能が

含まれると考えると、共重合体との 機能の 類似性に興味を抱く。

一
方で 、共重合 体の 鎖交換加速機能

を利用することで 、 新しい 一塩 基変異解析法の 可能性が広がっ てきた 。 DNA 鎖の 正 しい フ t 一ル ディ

ングを助ける上でも、 共重合体が何らか の 役割をして い るかもしれ ない
。

ここで 用い た共重合体は、構

造を最適化 したもの とはほど遠い 第
一

世代である 。 合成高分子 材料の 利 点は様 々 に構 造をい じれ る

点で あり、 今後 、官能基の 種類 や分子量などの 高分子 構造を改変することで より機能の 高い 材料 へ 進

化させ ることがで きよう。 尚、本稿で 取り上げた研究は多くの 共同研 究者 の努 力の 賜であることを記し、

感謝の 意を表したい 。

（丸 山厚 、 核 酸シ ャペ ロ ン機 能を持つ 高分子設 計と SNPs 解析 へ の 応用 、Bio　Industry，19，38−46

（2002）より
一

部改訂して転載）
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