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３．研究のねらい 

癌を始めとする内因性の疾病の多くは遺伝子変異の集積に起因する。こうした疾病の理解や

治療、予防のためには、患者 1 人 1 人の病変細胞において DNA のどの箇所に変異がもたらされ

たかを明らかにする必要がある。しかし 29 億塩基対にもおよぶヒトゲノムを既存の技術で解読す

るには多大な労力とコストが必要であり、個人ゲノムの解読は実用化されていない。そこで私は、

新しい DNA 解読反応を 1 分子蛍光観察により高速かつ並列的に解読する方法を考案し、これを

実現するための基礎技術の確立を試みた。具体的には、DNA リガーゼと制限酵素を至適条件で

組合せ、DNA を 1 塩基ずつ連鎖的に削除する酵素反応の効率化に関する研究を行った。また、

蛍光プローブと 1 分子観察光学系を用いて DNA 解読反応を並列的に可視化し、新しい高速 DNA

解読技術の確立を目指した。また、上記のDNA解読反応をDNAの組換えに応用する技術を考案

し、これを実証して新しい DNA 組換え反応を実用化するための研究も行った。DNA 組換は、生物

学的な研究や技術において非常に使用頻度の高い重要な技術であるにもかかわらず、これまで

応用性と迅速性を兼ね備えた組換え技術は実現されていなかった。そこで、DNA 解読反応から派

生した新しい酵素反応を用い、全自動であらゆる DNA 組換えに対応できる技術の実用化を目指

した。 

 

４．研究成果 

DNA解読反応に関する研究 

 分子生物学的な研究で通常用いられる制限酵

素は type IIP と呼ばれる酵素であり、DNA の認識

部位と切断部位とがオーバーラップする。一方で、

type IIS に属する制限酵素では認識部位と切断部

位が異なる位置に存在するため、プローブ DNA に

は認識部位を、解析対象 DNA には切断部位をそ

れぞれ設けることにより、任意の塩基数だけ DNA

を削除することが可能である。Type IIS 制限酵素 

のこのような特性と、固定化した DNA、蛍光標識し

たプローブDNA、DNAリガーゼなどを反応させるこ

とで、DNA の塩基配列が決定できると考えた。解

図 1 DNA 解読反応の原理 
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析対象となる DNA は一方の末端で基板表面に固定し、もう一方の末端を突出末端とする。プロー

ブ DNA にも突出末端を設け、末端の種類に応じてそれぞれ 4 色の蛍光標識を繋ぐ。こうした反応

系に DNA リガーゼを加えると解析対象 DNA の末端の種類に応じたプローブが結合され、蛍光色

素の波長により DNA の第 1 塩基が決定する。ここに type IIS 制限酵素を加えると第 2 塩基が露

出する形で DNA が切断され、新たにプローブと DNA リガーゼが反応することで第 2 塩基が決定

する。このような一連の反応を DNA 解読反応と呼び、これを繰り返し、あるいは連続的に行うこと

で DNA の塩基配列を順次決定することが出来る（図１）。 

DNA 解読反応を実験的に検証するために、バルク反応系を用いて種々の条件の検討を繰り返

した。こうした実験を行うために解析対象 DNA を蛍光標識し、type IIS 制限酵素と DNA リガーゼに

よる解読反応で分子量が小さくなった蛍光 DNA の断片をキャピラリー電気泳動で解析した。この

実験から反応速度と配列正確度が高く、本手法に最も適した制限酵素を見いだした。同様の実験

系を用いて DNA リガーゼの検討も行った結果、通常の分子生物的な研究で用いられる T4 DNA リ

ガーゼではなく、NAD+要求性のリガーゼが反応効率と正確性の両方を満たすことを明らかにした。

こうした酵素のスクリーニングにより選び出された酵素を組み合わせることで、DNA の連鎖的な解

読反応を効率的に行うことができるようになった。さらに、1 分子観察で必要となる界面活性剤や

イオン強度、DNA 末端の形状、吸着阻害剤などと DNA 解読反応との相性もバルク反応系で解析

し、DNA 解読反応に関する基礎的な知見を得ることが出来た。 

マイクロ流路と 1 分子観察光学系の開発 

 DNA 解読反応を可視化するためには、ガラス基板に固定

されている解析対象 DNA と反応した蛍光プローブを溶液中

のフリーなプローブと見分ける必要がある。これを実現する

ために、ガラスの近傍に取り込まれたプローブのみを励起

できるプリズム型全反射照明装置を開発し、これにより、一

様な励起光を広範囲に照射することが可能となった。 

図 2 DNA 解読反応の 1 分子観察

 また、各種酵素の至適温度が異なることや、1 分子観察中に繰り返し溶液を交換する必要があ

ることから、専用のマイクロ流路と溶液の還流装置を開発した。最高で 20 種類の溶液を扱うこと

の出来るオートサンプラや温度制御機構つきインジェクタ、ノズル洗浄装置、送液ポンプなどを組

み合わせ、マイクロ流路に全自動で反応溶液を還流する装置を開発した。さらに、DNA リガーゼ

の至適温度である16℃と制限酵素の至適温度である37℃とを高速に切り換えるため、マイクロ流

路周りに温度調整用の流路を設け、目的温度の液を環流させてマイクロ流路の素早い温度制御

を行えるようにした。また、プローブの非特異的吸着を抑制するために、ガラス基板の様々なコー

ティングと DNA の固定化方法を検討した。その結果、エポキシシランと PEG、ビオチン、ストレプト

アビジンを組み合わせたコーティングが最も頑強で且つ吸着の少ないことが明らかになった。こう

したコーティングをプリズムの底面に行うことで、上記のマイクロ流路に任意の DNA を固定し、

DNA 解読反応の 1 分子観察が可能となった。このような実験系を用い、1 分子レベルでの DNA 解

読に成功した（図２）。 

蛍光脂質ナノプローブによるDNA解読反応の可視化 
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 チャルマーズ工科大学のフック教授らとの共同研究から、脂質ベースの蛍光ナノプローブを用い

て DNA 解読反応を可視化する試みを行った。当初用いていた量子ドットなどのプローブと比較し

て蛍光脂質プローブはガラス基板への非特異的吸着が非常に少なく、本技術との親和性が高い

ことが明らかになった。また、DNA 解読反応を連鎖的に行うことに加え、各種酵素を交互に作用さ

せることで段階的な DNA 解読反応の観察も試みた。非特異的吸着の激しい量子ドットなどではこ

うした観察は不可能であったが、

蛍光脂質ナノプローブを用いるこ

とで段階的な DNA 解読反応に成

功した。これにより、複数酵素に

よる各反応を 1 段階ずつ詳細に

解析することが可能となり、DNA

解読反応の一層の効率化に向け、

有用な技術を確立することが出

来た。 

全自動DNA組換え反応技術の開

発 

 DNA 解読反応で用いた各種

酵素による連鎖反応は、DNA 断片の組換えにも応用出来ることを見いだし、全自動で DNA を組

換える技術の開発を行った。通常の type IIP 制限酵素で処理したインサート断片とベクター断片を

DNA リガーゼで結合させると、切断面がパリンドローム配列であるため目的の産物以外にも様々

な組合せの産物が生じてしまう。Type IIS 制限酵素を用いることで、目的の産物のみを結合させる

ことのできる非パリンドローム切断面を設計することが可能である。このような反応系においては、

最終産物に至る酵素反応が方向性を有するため、これを応用した高効率で迅速に DNA を組換え

る新しい技術の開発に成功した。Type IIS 制限酵素の認識部位を付加したプライマーでインサー

トとベクター断片を増幅し、制限酵素と DNA リガーゼを同時に反応させると制限酵素の認識部位

が切断と結合を繰り返す平衡反応が起こる。この時、ベクターとインサートが結合すると、この産

物には制限酵素の認識部位がもはや存在しないため、平衡反応から最終産物への1方向の反応

が起こる（図 3）。さらに、PCR 産物中に存在する DNA ポリメラーゼの残存活性を抑制する薬剤や、

テンプレート DNA を特異的に切断する DpnI を添加することで、「混ぜるだけ」で最終産物に組換え

ることの出来る技術開発に成功した。 

図 3 DNA 組換え反応の原理 

 

５．自己評価 

 本技術を実用研究に進めるためには解決するべき課題がいくつか存在するが、さきがけ研究で

当初提案した方法の原理を実証することに成功し、1 分子レベルでの可視化も達成することが出

来た。また、本技術を実用化する上で大きな問題となるプローブの非特異的吸着についても、蛍

光脂質ナノプローブを応用することで解決の糸口を見いだした。本技術を用いてゲノム DNA を解

読するなど、実用化に向けた研究には残念ながら到達することは出来なかったが、1 分子観察と
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DNA 解読反応を組み合わせた新しい方法論の可能性を示すことが出来たと考える。今までに、

DNA の連鎖的な削除反応を至適化するための先行研究は少なく、本研究で得られた知見は、今

後 DNA に関する様々な技術に応用されることが期待できる。さらに、本技術から派生した新しい

DNA 組換え法については成功し、当初の目的外であった DNA の迅速な組換えを、DNA 解読反応

の新しい応用例として示すことが出来た。 

 

６．研究総括の見解 

従来の方法と比較して飛躍的に高速なＤＮＡ解読技術の実現を狙う研究である。制限酵素と

DNA リガーゼを用いた DNA 解読反応を 1 分子蛍光観察により高速かつ並列的に解読するという

独創的な方法を考案し、これを実現するための基礎技術の確立に挑戦した。 

主たる成果は次の２点である。 

①制限酵素と DNA リガーゼのバルク反応実験から解読反応の高効率性と正確性が両立する最

適な組み合わせを導出し、一分子観察の基本技術を確立した。 

②解読反応を可視化するため、酵素反応を最適化するマイクロ流路、ガラス基板の非特異的吸

着を抑制するコーティング、プリズム型全反射照明装置などの技術開発に総合的に取り組み、塩

基配列高速解読の基本システムを完成させた。 

また、量子ドットプローブに代えて新規な蛍光脂質プローブに着目し、さらに高速解読が可能な

反応系の開発に着手したことや、DNA 解読反応と同じ反応系を応用して、DNA を全自動で組み変

える興味深い技術開発を行ったことも高く評価できる。 

これらの研究成果は２篇の原著論文、1 件の学会招待講演にまとめられている。 

チャレンジ性が極めて高い研究構想であったが、当初の手法の問題点を明らかにしつつ、最適

な酵素反応系を探索した。ステップワイズな手法が行えるマイクロチップの開発まで行うことにより、

この方法の実用性を明確なものとした努力は賞賛に値する。本技術は医療や生命研究など様々

な分野に大きな変革をもたらす可能性があり、今後の更なる研究の深化が期待される。また、取

り組み過程で得たノウハウをサイエンスに仕上げる努力も更に望まれる。 

 

７．今後の展開  

 これまで DNA 解読反応に関する研究を、主に試験管内でのバルク反応系と基板表面での 1 分

子観察を用いて行ってきた。これらを用いて反応の分析を相補的に行ってきたが、全く異なる 2 つ

の環境での結果を比較することは、しばしば困難が伴った。今後は、こうした実験系の中間的な要

素を有する基板表面でのバルク反応系を用い、実際の測定に近い環境での解読反応の高効率

化を目指す。具体的には水晶発信子マイクロバランス法や表面プラズモン共鳴法などを用い、

DNA 解読反応の詳細な解析を基板表面で行う。 

 本研究で検討した様々なプローブに関する知見を基に、新しい 1 分子蛍光プローブの開発も今

後行う。量子ドットは 1 波長励起で 4 色の蛍光が得られる反面、基板表面への非特異的吸着が、

困難な問題であった。脂質ナノプローブは吸着が大幅に減少するものの、光学的性能にやや難

点があった。そこで、脂質ナノプローブに量子ドットを取り込ませ、DNA 解読反応を可視化するた
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めの新しい 1 分子プローブの実現を今後目指したい。 
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