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う特徴があります。この方法を等温DNA増幅
法であるLAMP（Loop−Mediated Isothermal 
Amplification）法と組み合わせて、簡便・正確・
低コストのDNA定量法（Alternately Binding 
Probe Competitive−LAMP：ABC−LAMP）を
開発しました［1］。
　AB−QProbeの末端には蛍光標識されたシト
シン（C）塩基があり、標的DNAのG塩基に出
会うと消光します。一方、内部標準用DNAは、
LAMP法で標的DNAと同じ効率で増幅されま
すが、その増幅産物によってプローブの蛍光が
消光されないように、相補部分（プローブが結
合する部分）の末端をG塩基ではなくC塩基と
したDNA鎖を人工合成したものです。AB−
QProbeは標的DNAと内部標準用DNA双方の
増幅産物に同じ結合力で競合的に結合します
が、どちらに結合したかによって蛍光の強さが
変わります。この蛍光強度の違いを利用して、
LAMP反応前後に蛍光を測定して標的DNAの
定量を行います。
　この技術でアンモニア酸化細菌のアンモニア
酸化酵素をコードする遺伝子の一部を定量した
結果、従来法と同等の精度と再現性を持つこと
がわかりました。また、従来法では、DNA増
幅反応を阻害するフミン酸や尿素の濃度が増
加するにつれて真値よりも低い値を示しました
が、私たちの技術ではフミン酸と尿素の濃度の
いずれにも依存せず正確に標的DNAを定量す
ることができました。

遺伝子（DNA）の新たな定量方法を開発
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2005 年の入所以来、蛍光色
素の ON/OFF を利用した核酸
解析技術の研究開発を行って
います。特に近年は DNA の
定量だけでなく、DNA/RNA
と結合したり、DNA/RNA を
分解したりする酵素や蛋白質
の活性を定量的に評価する技
術の開発を行っています。開
発した技術の環境、食品、医
療などの様々な分野における
遺伝子検査への応用に取り組
みつつ、他研究機関や企業と
の共同研究体制の下、早期の
実用化を目指しています。

DNAを定量する技術
　DNAを定量する技術は、ヒトの病気診断な
どを目的とした遺伝子発現解析、SARS（重症
急性呼吸器症候群）や鳥インフルエンザウイル
スなどの検出・定量、組換え大豆などの遺伝子
組換え食品の混入率検査などに利用されていま
す。
　これまで、微生物や動植物に含まれるDNA
の定量には、リアルタイムPCR法が用いられ
てきました。この手法では、PCR（合成酵素連
鎖反応）によりDNA増幅を行い、その増幅産
物量をPCRの1サイクルごとに測定して標的の
DNAを定量します。増幅産物の蛍光を1サイ
クルごとに測定するため、高価な専用装置が必
要などのさまざまな問題点がありました。

簡便・正確・低コストのDNA定量法
　私たちは、蛍光消光現象を利用した新しい
DNA定量技術の開発に取り組み、グアニン

（G）塩基との特異的な相互作用により蛍光が
消光する色素で標識したプローブ（Alternately 
Binding Quenching Probe: AB−QProbe）と内
部標準用DNAを用いる方法を見出しました。
この方法では、遺伝子増幅反応の前後に蛍光を
測定するだけで標的DNAを定量できます。ま
た、蛍光をPCRの1サイクルごとに測定する必
要がない、ゲル電気泳動が不要、高価な専用
装置が不要、DNA増幅反応を阻害する物質の
影響を受けにくく、正確な定量ができるとい
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ABC-LAMP 法の概要と従来法との比較

ABC-LAMP法の原理
蛍光色素

AB-QProbe

標的DNAと内部標準用DNAの
両方に同じ結合力で結合する
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標的DNAと内部標準用DNAに結合したときの蛍光強度が異なる

C C
G C

C C
C G

Real-time PCR法（従来法）

増幅+検出

DNA増幅と蛍光検出が一体化
した、高価な専用装置が必要
増幅阻害物質が存在した場合、
定量値を過小評価してしまう

ABC-LAMP法（新規手法）

増幅 検出

DNA増幅と検出が分離できる
ため安価な装置で定量可能
増幅阻害物質が存在した場合
にも正確な定量が可能
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