
平成１４年度採択分 
平成１９年３月３１日現在 

 
 
 
 
 
 

発光試薬による超高感度核酸解析手法の開発 

Development of Super-Sensitive Technique for the 
Detection of Nucleic Acids with Luminescent Reagent 
 
甲斐 雅亮（Kai Masaaki） 
長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 
 
 
 
 
 
 

研究の概要 
 本研究では、多糖や核酸の高分子に低分子量化学発光物質及びビオチンを多数導入し
た超高感度水溶性高分子プローブを創製した。さらに、それとアビジンとの連鎖複合体
の形成によって、細胞内の特定 DNA 或いは mRNA 発現量を PCR などによってコピーするこ
となく、直接検出できる DNA アレイチップ検査法の開発研究を行った。 
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１．研究開始当初の背景・動機 
 現在、同じ生物体の中でも組織や器官の
異なる細胞間、あるいは同一器官でも正常
細胞と異常細胞における各々微量細胞内
に存在する遺伝子DNAや RNAの分子数レベ
ルの変化を PCR などでコピーすることな
く、直接かつ網羅的に比較検出できる手法
や技術が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、新規の超高感度水溶性
高分子プローブを創製し、検体である核酸
をPCRによってコピーすることなく、細胞
内のゲノムDNA或いはmRNA発現量を、マイ
クロアレイチップやサザンプロット膜上
で、網羅的に高感度検査できる手法を構築
することである。 
 
３．研究の方法 
 (1) 新規化学発光性デキストラン高分
子の創製と DNA アレイチップ検査法：強化
学発光性の水溶性高分子を合成した。この
生成物を各種分析機器により構造評価し
た。この化学発光性高分子を、膜上の特定
DNA に連鎖的に結合後、CCD カメラで２分
間検出した。 
 (2) 化学発光性核酸高分子形成による
テロメア DNA の cDNA アレイチップ検査
法：ナイロン膜上の cDNA アレイに、検体
であるテロメア DNA 及びビオチン化 cDNA
を結合させた。次に、ビオチン化した長鎖
DNA をアビジンを介して連鎖的に結合させ
て、我々が開発した TMPG 試薬により発光
体に変換し、CCD カメラで 2 分間化学発光
検出した。 
 

 
４．研究の主な成果 
 研究代表者らが見出した蛍光及び化学発
光性の低分子量物質であるシアノイソイン
ドール類（論文 2）及びイソルミノールな
どが共有結合によって結合した水溶性高分
子は、蛍光では分子内自己消光が生じやす
く、反対に化学発光では、発光物質の結合
数に比例もしくは結合数以上の発光強度を
与えることを明らかにした（論文投稿中）。
また、核酸中のグアニン塩基を室温で迅速 
(2 分以内）に化学発光物質へ転換できるト
リメトキシフェニルグリオキサール(TMPG)
試薬を我々は既に開発 (Anal.Chim.Acta, 
38,155-163,1999) しているので、研究分
担者らは、DNA 結合性タンパク質がゲノム
DNA に結合することによって、細胞内の機
能が促進される研究成果（論文 4）に基づ
き、その TMPG 試薬によって、タンパク質と
核酸の特異的な結合が定量的に発光検出で
きることを明らかにした（論文１）。この際、
この TMPG 試薬は、他の核酸塩基類及び生体
成分に対して全く発光性を与えず、分子内
のグアニン塩基の数にほぼ比例した化学発
光強度を与えることを実証した。さらに、
当該研究代表者らは、ニトリル基からの一
重項酸素の発生によって、シアノイソイン
ドール類やルミノール類を迅速（3 分間以
内）に強く化学発光させる諸条件を見出し
た (Anal.Chem.,374,1064-1068,2001)( 論
文 3,6,7)。そこで、これらの化学発光検
出反応によって、膜やビーズなどの固相上
で特定 DNA を簡便に検出するために、ビオ
チンとアビジンとの強い結合反応を活用す
る方法を開発した（論文 5）。 



〔４．研究の主な成果（続き）〕 
 以上の基礎的な研究成果に基づき、本研
究の目標課題について研究し、以下の研究
成果を得た。 
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 (1) 新規化学発光性デキストラン高分子
の創製と DNA アレイチップ検査法（図 1の
下）（論文投稿中）：高発光量子収率を示す
ルミノールなどの低分子量発光物質をデキ
ストランに多数結合させ、かつビオチンも
結合させた発光性高分子プローブの合成法
を確立した。それにより、世界最高の発光
強度を示す約 3000 個のルミノール並びに
約 300 個のビオチンを導入した化学発光性
デキストラン高分子を合成し、検出用プロ
ーブとして用いた。次に、安価なナイロン
膜上に作成したターゲット DNA アレイに対
して、相補的なビオチン化 cDNA をハイブリ
ダイズさせたのち、デキストラン高分子プ
ローブを、アビジンを介して連鎖的に結合
させた結果、従来法よりも高感度なテロメ
ア DNA の定量的画像検出法を開発できた。 
 (2) 化学発光性核酸高分子形成による
テロメア DNA の cDNA アレイチップ検査法 
（図１の上）：テロメア DNA の cDNA アレイ
に、検体であるテロメア DNA とハイブリダ
イズさせたのち、ビオチン化長鎖 DNA(鮭精
子、分子量 109以上)とアビジンとの結合に
よるシグナル増幅について検討した。その
結果、ターゲット DNA に長鎖 DNA を連鎖結
合させることに成功し、TMPG 反応による検
出感度を約 1000 倍高めることができた。こ
の感度は、上述の方法よりも、10 倍ほど高
感度であったが、プローブとして用いた鮭
精子 DNA が、ある程度、cDNA やテロメア DNA
自体に結合していることが分かった。これ
は鮭精子 DNA の中にテロメア DNA のシーケ
ンスを有していることが考えられ、現在、
原核細胞由来の長鎖 DNA を発光増幅プロー
ブとして作成し、この cDNA アレイチップ検
査法を完成させる予定である。 
 

５．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト 

 本研究で開発した水溶性高分子プローブ
は、アビジンを介する連鎖結合によって103

倍ほど発光増幅し、テロメア DNA の画像検
出においても、従来の最も高感度なアビジ
ン結合型酵素による化学発光検出法よりも
高い感度を与える。また、これらの化学発
光性高分子プローブは、原理上、DNA だけ
でなくタンパク質など、重要な生体機能性
分子をターゲットにすることができ、極め
て繁用性が高い。今後、DNA チップのみな
らずプロテインチップなどのマイクロアレ
イを用いた様々な生体分子の網羅的検出系
への応用が期待される。 
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