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1　はじめに
遺伝子解析技術は医療、農業、水産業、環境、食品

等、経済社会活動の幅広い分野で利用されている。中で
も臨床検査分野での遺伝子解析用途での利用が広まりつ
つある。具体的には、C 型肝炎ウイルスの検査薬キットや
結核菌診断薬等がすでに商品化されており、B 型肝炎ウイ
ルス、ヒト免疫不全ウイルス、敗血症原因菌等の検査にも
遺伝子解析技術は利用されつつあるほか、ベンチャー企
業等が生活習慣病に関連する遺伝子型解析の受託サービ
ス等を始めている。臨床検査分野以外にも、犯罪捜査で
の DNA 型鑑定による個人識別、食品中の食中毒原因微
生物検出、遺伝子組み換え食品の混入率検査、品種鑑別
さらにはバイオテロや環境計測等にまで遺伝子解析技術
は利用されるようになっている。今後も遺伝子解析技術が

利用される分野が広がっていくことは確実であると言える
が、遺伝子解析技術の中でも特定の遺伝子を検出・定量
する技術は最も基礎的で重要な技術の一つである。

一般的に遺伝子定量技術等の定量分析法に関する定
量性の評価項目は、（1） 特異性（specificity）、（2） 真度
（trueness）、（3） 精度（precision）、（4） 検出限界（detection 
limit）、（5） 直 線 性（linearity）、（6） 範 囲（range）、
（7） 頑健性（robustness）、（8） 分析 法間比較同等 性
（commutability）、の 8 点に集約することができる。特異
性とは、共存する類似分子が存在する中で対象とする分子
のみを正確に測定する能力であり、核酸検出においては標
的核酸分子とそれ以外の配列を持つ核酸分子をきちんと
識別できるかどうかという点が重要となる。真度は、測定
結果と測定対象の真の値との間の一致の度合を指し、精度
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は、繰り返し測定を行った際の測定結果のばらつきの（低
さの）度合を意味する。検出限界は測定対象分子を検出
する際の最低量を指し、定量限界の場合は適切な真度と
精度を保って定量できる測定対象分子の最低量を意味す
る。直線性は、一定の範囲内で測定対象分子の物質量と
測定結果が直線関係で表される能力の度合であり、範囲
は、適切な真度、精度、直線性を与える測定対象分子の
濃度の上限および下限を意味する。頑健性は、測定の条
件が変動した場合に測定値が影響を受けにくい度合を意味
し、例えば遺伝子定量においては阻害物質の混入の影響
等もこの要素に影響を及ぼすものと考えられる。分析法間
比較同等性は、得られた測定値に関して、同一試料を他の
（基準となる）方法で測定した結果と比較した場合の測定
値の同等性を意味する。これらの定量性の指標以外にも、
計測の実用化の観点から、簡便性、コストパフォーマンス、
スループット性、迅速性等が重要な要素となる。実用的な
遺伝子定量技術の開発を想定した場合には、その技術が
一定水準以上の特異性、真度、精度、検出限界を持つの
は当然のことであるが、さらにその上で頑健性（阻害物質
の混入等があっても正確な定量が可能）および簡便性が高
く、コストパフォーマンスに優れている方法が普及しやすい
と考えられる。

特定の遺伝子（定量対象の遺伝子）の定量においては、
試料中に含まれる標的対象遺伝子は通常極めて微量な場
合が多いということを念頭に置かなくてはならない。した
がって特定の遺伝子の定量を行うためには、まず雑多な
核酸混合物の中から目的とする遺伝子のみを特異的に増
幅する必要がある。この目的遺伝子の増幅法にはさまざ
まな方法が考案さているが、最も良く利用さている方法が
Polymerase Chain Reaction （PCR）法である。PCR 法
はノーベル化学賞を受賞した米国の研究者キャリー・マリ
スが 1984 年に開発した方法であるが、耐熱性のポリメラー
ゼ、反応の起点となる短い DNA 断片（プライマー）等の
試薬を利用し、温度のサイクリックな変化を与えるという簡
単な方法で指数関数的に目的遺伝子を増幅することができ
る。しかし、PCR 法による最終的な増幅産物量は必ずし
も最初の反応溶液中の標的遺伝子量を反映しないため、
最終増幅産物量から最初の標的遺伝子量を直接定量する
ことができないという問題がある。そのため、PCR を利用
して目的遺伝子を定量する技術（定量的 PCR 法）におい
ては、最初の反応溶液に含まれる標的遺伝子の量を測定
するための工夫が必要になる。

定量的 PCR 法にはリアルタイム法 [1]、競合法 [2]、限界
希釈法（MPN 法）[3] 等、測定原理の異なる方法がいくつ
か開発されている。その中で最も利用さている方法がリア

ルタイム法である。リアルタイム PCR 法では PCR の 1 サイ
クル毎に増幅産物の量を測定し、指数関数的な増幅反応
が起こっている領域において、反応産物が所定の量に達す
るのに要したサイクル数（Cycle of threshold: Ct）を求め
る。この Ct と初期の反応溶液に含まれる遺伝子量の関係
をあらかじめグラフにしておくことで（標準曲線）、未知試
料について求められた Ct をもとに標準曲線から初期の反
応溶液中の標的遺伝子の量を算出することができる。

リアルタイム PCR 法においては増幅産物の量を1 サイク
ル毎に測定する必要がある。このために増幅産物の量を蛍
光で識別定量する手法が利用されている。代表的な方法と
して、SYBR Green 等のインターカレーターを用いる方法 [4]

と TaqManプローブ法 [5] のような蛍光プローブを用いる方
法がある。SYBR Green は DNA の 2 本鎖に取り込まれる
と蛍光を発する特殊な蛍光色素（インターカレーター）の 1
種で、PCR の反応溶液に SYBR Green を加えておくと、
PCR によって増幅された 2 本鎖 DNA に SYBR Green が
インターカレートして蛍光強度が増加する。この蛍光強度
を計測することで PCR 産物の量を測定することができる。
この方法はどのような配列の標的遺伝子に対しても同じ試
薬で対応することができ、低コストで簡便であるため広く
利用されている。一方でプライマーダイマーのような非特異
的な増幅産物でも蛍光が増加してしまうため、蛍光強度と
PCR 産物量が必ずしも一致しない場合もあるという欠点
がある。TaqManプローブ法は図 1 に示したように、標的
遺伝子の増幅領域の一部分の塩基配列に対応したオリゴ
ヌクレオチドの一端をレポーター（蛍光色素）で標識し、
もう一方の端をレポーターの蛍光を消光させるためのクエン
チャーで標識したプローブ（TaqMan プローブ）を用いる
方法である。PCR の反応溶液に TaqMan プローブを加え
ておくと、PCR 増幅産物に結合した TaqMan プローブが
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DNA ポリメラーゼの 5́ → 3́ エキソヌクレアーゼ活性によ
る伸長反応によって分解される。プローブが分解されると、
レポーター蛍光色素はクエンチャーと離れることから本来の
蛍光を発するようになる。この蛍光強度を測定することによ
りPCR 産物量を計測することができる。TaqManプローブ
は増幅産物にのみ特異的に結合することから、プライマー
ダイマーのような非特異的増幅産物の影響を受けないた
め、特異性の高い定量が可能である。本手法も幅広く利用
されているが、二つの蛍光色素による標識が必要である。

リアルタイム PCR 法は、比較的短時間（30 分〜 2 時間）
に標的遺伝子の量を測定することができる、ゲル電気泳
動が不要なため PCR 増幅産物による実験室の汚染の心配
が少ない、といった利点を持ち、真度・精度にも優れてい
る。さらに遺伝子増幅を伴うため検出限界も低く、測定範
囲も105 〜 108 コピーに達する。しかし、1）増幅産物の量
を測定するために PCR の 1 サイクル毎に蛍光を測定する必
要があるため、蛍光測定装置と PCR 用サーマルサイクラー
が一体となった高価なリアルタイム PCR 装置が必要（導入
コストの問題）、2）蛍光プローブ法の場合には特異性は高
くなるが、増幅産物量の測定のために標的遺伝子毎に蛍
光プローブを設計・合成する必要がある（ランニングコスト
パフォーマンスの問題）、3）測定試料中に PCR を阻害す
る物質が入っている場合には標的遺伝子の量が過小評価
される、もしくは擬陰性となる場合がある（頑健性の問題）
のような欠点も存在する。今後の遺伝子定量技術の実用化
面で、on-siteでの多検体を対象とした遺伝子定量技術の
利用等を見据えた場合、頑健性、簡便性、コストパフォー
マンスに重点を置きつつ、他の項目は既存の技術（リアル
タイム PCR）と同等のレベルを保持した技術開発が望まれ
ている。

本稿では、上記のような観点から既存のリアルタイム
PCR 法に内在する問題を解決する新規技術として開発した
二つの定量的 PCR 法を紹介するとともに、開発した技術
の実用化を目指した企業との取り組みについても述べる。

2　正確性・コストパフォーマンスに優れた遺伝子定量
技術開発のためのシナリオ
2.1　技術開発のためのコア技術：グアニン塩基による
蛍光消光現象

既存のリアルタイム PCR 法に内在する問題を解決すべ
く、1）標的遺伝子が変わっても1 種類の蛍光プローブで
対応できる（蛍光プローブの汎用化によるコストダウンの実
現）、2）PCR 阻害物質の存在下でも正確な定量が可能、
という二つの課題を克服する新しい定量的 PCR 法の開発
を行った。この技術開発においてコア技術としたのが「グ

アニン塩基による蛍光消光現象」である。そもそも蛍光と
は、（蛍光性の）分子が光を吸収して励起状態分子に遷移
し、元の基底状態分子に戻る時に発する光を指す。すな
わち、分子の励起状態と基底状態のエネルギーの差が蛍
光エネルギーとして放出されているのである。分子が励起
状態から基底状態に遷移する時に、近くに電子密度が高
い別の分子が存在すると、この分子が電子供与体として蛍
光分子に電子を供与するという現象が起きる。この時、も
ともとの蛍光分子で励起された電子は基底状態に戻ること
ができなくなるため、本来の蛍光を発することができなくな
り蛍光が消光するのである。この現象は光励起電子移動
反応（Photoinduced Electron Transfer: PET）と呼ばれ
ており、分子内・分子間で起こることが知られている [6]。
核酸を構成する塩基の中ではグアニン分子の電子密度が
最も高いために、この光励起電子移動反応による蛍光消光
を引き起こしやすい。すべての蛍光色素がグアニン塩基と
の間で蛍光消光を起こすわけではなく、BODIPY FL や
TAMRAといった、いくつかの蛍光色素が特にグアニン塩
基との間で蛍光消光を起こしやすいことが知られている[7]。

グアニン塩基による蛍光消光現象は可逆的反応であるの
で、核酸の検出・定量のためのツールとして使い勝手が良
い。末端のシトシン塩基に BODIPY FL を標識した 20 塩
基長程度の蛍光プローブに対して、完全に相補的な DNA
を準備し、同一の反応溶液内で結合（ハイブリダイゼーショ
ン）が起こるように温度等を調節すると BODIPY FL の
蛍光は消光する。その後、温度を上昇させるなどをして、
結合を解離させると BODIPY FL は再び蛍光を発するよ
うになる。このように、結合・解離を制御することで蛍光
の ON/OFF を制御することができる。また、蛍光消光の
程度を測定することで、蛍光プローブに対する相補鎖の量
を推定することが可能となるのである。この現象を利用し
た定量的 PCR 法は Quenching Probe （QProbe） PCR 法
として、生物機能工学研究部門から派生した産総研ベン
チャーである（株）J-Bio21 の蔵田信也博士らと産総研と
の共同研究により開発され、すでに実用化が成されている
[8]。筆者は蔵田信也博士らのグループおよび早稲田大学先
進理工学部常田聡教授らのグループと共同研究体制を構築
して、この QProbe PCR 法をさらに発展させた新規技術
の開発を目指した。
2.2　蛍光プローブの汎用化によるコストダウンを実現
したUniversal Qprobe法の開発

蛍光プローブを用いたリアルタイム PCR 法として最も良
く利用されているTaqMan Probe 法が、二つの蛍光色素
（レポーター色素とクエンチャー色素）をプローブに標識
する必要があるのに対し、同じリアルタイム PCR 法である
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QProbe PCR 法はグアニン塩基をクエンチャーとして利用
しているため、蛍光色素は一つですむ。さらに、QProbe 
PCR 法は反応終了後に 40 ℃付近から徐々に温度を上げて
増幅産物に結合した蛍光プローブの解離温度を測定する解
離曲線解析を行うことで、増幅産物の妥当性を確認するこ
とができるが、TaqMan Probe 法ではそれができない。こ
のような利点を持つ QProbe PCR 法ではあるが、標的遺
伝子に応じて蛍光プローブを設計・合成する必要があるの
は他の蛍光プローブ法と同じである。蛍光プローブ法は増
幅産物に特異的な蛍光プローブを利用するため検出・定量
の特異性が上がるが、PCR プライマーに加え、蛍光プロー
ブを設計・合成する必要があるためコストが高くなる。蛍
光を標識しない合成オリゴヌクレオチド DNA が、一つの
対象遺伝子に対して概ね 2,000 円程度で準備できるのに対
し、蛍光を標識したプローブ（蛍光プローブ）はその価格
が 20,000 円以上である。標的遺伝子が複数種存在した場
合には、標的遺伝子毎に蛍光プローブを設計・合成する必
要があるため、コストが高くなる。配列によらず 1 種類の
蛍光プローブであらゆる標的遺伝子を定量することができ
れば、蛍光プローブを大量合成することの利点により、コ
ストパフォーマンスに優れた新しい遺伝子定量方法の確立
につながると考えられる。

このような考えの基に開発したのが Universal Qprobe
法である（図 2）[9]。グアニン塩基による蛍光消光を利用し
た QProbe 法の原理を最大限に活かしつつ、さらに配列
によらず 1 種類の蛍光プローブ（Universal QProbe）で
あらゆる標的遺伝子を定量するというコンセプトを実現す
るために、Universal Qprobe 法には標的遺伝子と蛍光プ
ローブの両者を結びつけるジョイントDNA というアイデア
を加えた。ジョイントDNA は 5́ 側には標的遺伝子に相
補的な配列、3́ 側には蛍光 DNA プローブに相補的な配
列を持ち、両配列をシトシンとチミン塩基で繋いだ 1 本の

オリゴ DNAである。蛍光プローブは近傍のグアニン塩基
の影響で蛍光が消光する色素で標識されている。ジョイン
トDNA は標的遺伝子と蛍光プローブの両者に結合し、蛍
光プローブが標的遺伝子中のグアニン塩基に近づくと蛍光
が消光する。そのため、QProbe 法と同様に蛍光消光の程
度を測定することで、標的遺伝子の量を測定することがで
きる。本手法における蛍光プローブはその 3́ 末端のアデ
ニン塩基に蛍光色素を標識している。このアデニン塩基は
ジョイントDNA 鎖内のシトシン－チミン配列のチミン塩基
の向かいにきて、となりのシトシン塩基の向かいには標的
DNA のグアニン塩基がくるので、グアニン塩基が蛍光色
素のそばにきて蛍光消光するように設計されている。

ジョイントDNA は標的遺伝子毎に設計・合成する必要
はあるが、蛍光色素を標識しないため合成時間とコストが
大幅に節約できる。これによって対象の遺伝子が異なった
配列であっても、1 種類の蛍光 DNA プローブで定量が可
能となる。
2.3　PCR阻害物質に強いAlternately Binding 
probe Competitive （ABC） PCR法の開発

リアルタイム PCR 法では測定しようとする試料中に PCR
を阻害する物質が含まれていると、定量結果を過小評価し
たり、定量結果が擬陰性となる問題が生じることが知られ
ている。もともと阻害物質が少ない試料や高度に精製され
た試料ではそのような問題は少ないが、血液試料や腐食物
質等が多く含まれる土壌試料等においては、増幅阻害物
質が混在すると考えられ、増幅阻害が問題となることがあ
る。競合的 PCR 法は古典的な方法であるが、この増幅阻
害物質の問題を解決している。競合的 PCR 法では標的遺
伝子と同じプライマーで増幅されるが増幅塩基長が標的遺
伝子とは異なる内部標準遺伝子を利用する。具体的には標
的遺伝子の内部配列の一部を欠失させたり、余分な塩基
を加えたりすることで、標的遺伝子よりも短いあるいは長い
内部標準遺伝子を作製し、それを既知の濃度で試料に加
え、標的遺伝子とともに競合的に PCR を行うというもので
ある。標的遺伝子と内部標準遺伝子は鎖長が異なるので、
PCR 後に鎖長の異なる標的遺伝子と内部標準遺伝子を電
気泳動で分離後、標的遺伝子と内部標準遺伝子それぞれ
のバンドの濃淡を定量比較することで、既知である内部標
準遺伝子量から標的遺伝子の量を測定することができる。
この方法では試料中に PCR 阻害物質が存在しても、その
阻害効果は標的遺伝子と内部標準遺伝子の両者に同じよ
うに影響するために、結果的に正確な定量が可能となる。
本手法は PCR 阻害物質が存在しても正確な定量ができる
という利点を有しているものの、電気泳動という煩雑な操
作が必要なため、近年はあまり利用されていない。

蛍光DNAプローブ
　  ：ジョイントDNAに強固に結合
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図 2　Universal QProbe 法



研究論文：正確性・コストパフォーマンスに優れた遺伝子定量技術の開発と実用化への取り組み（野田）

−151− Synthesiology　Vol.3 No.2（2010）

PCR 阻害物質による定量性の問題を回避できる競合的
PCR 法の利点を活かしつつ、グアニン塩基による蛍光消
光現象を利用することで、競合的 PCR 法で問題となって
いた電気泳動操作を省き、従来より利便性を高めた遺伝
子定量法として、Alternately Binding probe Competitive 
（ABC）-PCR 法を開発した（図 3）[10]。ABC-PCR 法では
標的遺伝子と鎖長が同じで、かつ同じプライマーで増幅さ
れる内部標準遺伝子と蛍光プローブ（Alternately Binding 
probe: AB-Probe）を用いる。AB-Probe の片方の末端に
は近傍にあるグアニン塩基で蛍光が消光する緑色の蛍光
色素（BODIPY FL）が、反対の末端にはグアニン塩基で
蛍光が消光する赤色の蛍光色素（TAMRA）がそれぞれ
標識されている。AB-Probe の配列は標的遺伝子と内部標
準遺伝子の共通配列部分に相補的な配列で設計されてい
るため、両遺伝子に同じ結合力で結合する。一方、内部
標準遺伝子は AB-Probe が結合する部分の緑色の蛍光色
素の外側の 3 塩基をグアニン塩基に置換している（標的遺
伝子ではグアニン以外の塩基）。したがって、AB-Probe 
は標的遺伝子と内部標準遺伝子由来の増幅産物に同じ結
合力で競合的に結合し、標的遺伝子に結合した時には緑
色の蛍光を発するが、内部標準遺伝子に結合した時には
グアニン塩基の影響で蛍光色素が消光するため、蛍光を
発しない。すなわち、標的遺伝子の量が内部標準遺伝子
に対して多ければ多いほど、緑色の蛍光が強くなり、反対
に標的遺伝子の量が内部標準遺伝子に対して少なければ
少ないほど、緑色の蛍光は弱くなる。内部標準遺伝子の
量は既知量なので、ここから標的遺伝子の量を求めること
ができる。また、赤色の蛍光色素であるTAMRA は AB-
Probe が標的遺伝子と内部標準遺伝子のどちらに結合し
た時にも、同じように蛍光が消光する。TAMRA の蛍光

消光の程度は標的遺伝子と内部標準遺伝子に由来する増
幅産物の量に応じて変化するため、増幅の有無を確認する
ことができる。

ABC-PCR 法は、競合的 PCR 法で必要不可欠であっ
た電気泳動のステップをグアニン塩基による蛍光消光現象
を利用した蛍光プローブで置き換えた方法と考えることが
できる。競合法であるため、PCR 阻害物質の存在下でも
正確な定量ができるだけでなく、蛍光消光の程度を PCR
終了後に測定すれば良いというエンドポイント定量法なの
で、リアルタイム PCR 法で必要とされる高価な装置も必要
なく、安価なサーマルサイクラーと蛍光測定装置があれば
標的遺伝子の定量が可能となる。

3　開発の成果
3.1　Universal QProbe PCR法

βアクチン、アルブミン、βグロビン遺伝子を標的遺伝子
として Universal QProbe PCR 法の原理を実証するための
実験を行った。本手法において最も重要と考えられる点は
ジョイントDNA と蛍光プローブの安定性である。PCR の
反応中であってもジョイントDNAと蛍光プローブの結合が
解消されずに、安定であることが望ましい。そこで蛍光プ
ローブの核酸部分を Locked Nucleic Acid （LNA）に置き
換えた合成オリゴヌクレオチドを利用した。LNA は二つの
環状構造を分子内にもつ核酸のアナログで、LNAを含むオ
リゴヌクレオチドは相補的な DNA・RNA に対して熱安定
性が飛躍的に上昇することが知られている [11]。13 塩基長
の LNA からなる BODIPY FLで標識した蛍光プローブを
合成し、この蛍光プローブとジョイントDNA の相補配列の
Tm を Exiqon Tm prediction tool （http://lna-tm.com）
を用いて計算したところ、102 ℃であった。PCR で最も高
い温度は熱変性時の 95 ℃であるので、蛍光プローブとジョ
イントDNA の複合体は PCR の間も安定的に結合を維持
すると考えられた。

設計した蛍光プローブとジョイントDNA を用いて、
Universal QProbe PCR 法による標的遺伝子の定量を行っ
た。熱変性時の蛍光値（プローブと標的遺伝子が解離して
いる状態）とアニーリング時の蛍光値（プローブと標的遺
伝子が結合している状態）から蛍光消光率を算出した。
図 4 にβアクチン遺伝子を定量した時のサイクル数と消光
率の関係を示した。蛍光消光率は 30 〜 40 % 程度であり、
QProbe PCR 法とほぼ同程度であった。図 4 からCt を求
め作製した標準曲線を図 5 に示す。定量下限は 10 コピー
で標準曲線の相関係数 R2 は 0.9967 であった。定量下限、
相関係数ともに QProbe PCR 法と同程度であった。また、
PCR 終了後に 40 ℃付近から徐々に温度を上げて、蛍光プ

①遺伝子の競合的増幅 ②増幅反応後に蛍光を測定

③蛍光値が標的遺伝子量を表す

標的遺伝子（T）
内部標準遺伝子（C）
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図 3　ABC-PCR 法
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ローブとジョイントDNA の複合体が増幅産物から解離す
る温度を測定する解離曲線解析を行うことで、増幅産物の
確認を行うこともできた。βアクチン遺伝子だけでなくアル
ブミン、βグロビン遺伝子でも同様の定量精度を持つ結果
が得られている。このように Universal QProbe PCR 法に
より、これまでに開発した QProbe PCR 法と同程度の定
量性を持ちつつ、1 種類の蛍光 DNA プローブで複数の標
的遺伝子配列の定量を実現するという当初の目的を達成す
ることができた [9]。

次に、Universal QProbe PCR 法をヒト遺伝子の一塩基
変異多型（Single Nucleotide Polymorphism: SNP）の遺
伝子型解析への応用の可能性を検証した。SNPとは塩基
配列中の 1 塩基の違いを指し、特定の集団において 1 %
以上の頻度で認められる変異と定義される。近年、ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究の進展により、病気のかかりやすさ
や薬剤への応答性の違いのような個人差の原因の一つとし
てこの SNP が注目されている。SNP は平均 1000 塩基に
1 箇所程度あるとされており、30 億塩基対のヒトゲノム中に
は 300 万箇所程度以上の SNP があると考えられている。
Universal QProbe PCR 法を用いた解離曲線解析により、

この SNP の遺伝子型の区別を行った。ジョイントDNA は
一方のアレルに対しては完全に相補鎖になるように設計さ
れており、もう一方のアレルに対しては 1 塩基のミスマッチ
になる。温度を下げて PCR 増幅産物に蛍光プローブとジョ
イントDNA の複合体を結合させた後、温度を上昇させる
ことで消光していたプローブが発する蛍光から解離曲線を
得ることによって、SNP を解析することができる。ミスマッ
チがある場合には低い温度で解離して蛍光を発するが、完
全にマッチしている場合にはより高い温度で蛍光が発せら
れることになる（図 6）。実際にある SNP の野生型ホモと
変異型ホモ、ヘテロ型の三つの遺伝子型を解析した結果を
図 7 に示す。野生型と変異型では発蛍光によるピークの位
置が異なるため、容易に区別することができた。また、野
生型と変異型の混ざったヘテロ型では両方のピークが観察
された。Universal QProbe PCR 法は 1 種類の蛍光プロー
ブで複数の標的遺伝子に対応できることから、ヒトゲノム
中に 300 万箇所以上存在すると言われている SNP の解析
においても有効なツールになると期待される。　
3.2　Alternately Binding probe Competitive 
（ABC） PCR法
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図 4　Universal QProbe 法におけるサイクル数と蛍光消光率
の関係
10 〜108 コピーのβアクチン遺伝子を増幅した時の蛍光消光率を示し
ている。蛍光消光率の算出は参考文献 [8] に従って行った。

図 5　Universal QProbe 法における標準曲線
図 4 のサイクル数と蛍光消光率の関係より求めた反応産物量が所定の
量に達するのに要したサイクル数と初期鋳型量の関係を示している。

図 6　Universal QProbe 法による SNPタイピングの原理

図 7　Universal QProbe 法による SNPタイピングの結果
SNPタイピングは 40 ℃から 90 ℃まで徐々に温度を上げ、その間の
蛍光値を測定する解離曲線解析により行った。縦軸は蛍光値を時間
で一次微分した値を示している。
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緑色蛍光タンパク質として有名な gfp 遺伝子（102 〜 106

コピー）を標的遺伝子として ABC-PCR 法における定量性
の検討を行った。gfp 遺伝子の配列を元に内部標準遺伝子
を作製し、それを用いて ABC-PCR 法の検証を行った。
PCR 終了後の蛍光値から求めた蛍光消光率をいくつかの
バックグラウンド蛍光値で補正した値を相対蛍光強度とし
た。この相対蛍光強度と、初期鋳型に含まれる標的遺伝
子の量の関係をグラフにしたものを図 8 に示す。本手法で
は、標準曲線は競合 ELISA 法等の他の一般的な競合的
測定法により得られる標準曲線と同様にシグモイド曲線に
回帰することができる。図 8 より標準曲線の相関係数は
0.9997 であった。また、定量下限は 103 コピーであった。
本手法は競合法であるため、一つの標準曲線での定量可
能範囲は 2 〜 3 オーダー程度であるが、内部標準遺伝子
の濃度を変えることで定量可能範囲を調節することができ
る。もしくは未知試料を測定する際に、対象の未知試料
の希釈系列を作って測定し、定量可能範囲に入った希釈
試料から標的遺伝子の量を求めることでも対応することが
できる。また、本手法は遺伝子定量だけでなくUniversal 
Qprobe 法と同様に遺伝子の一塩基変異多型を識別するた
めの遺伝子型解析方法としても活用することができる [10]。

土壌等に含まれ、DNA 増幅阻害物質として知られている
フミン酸を添加して、ABC-PCR 法とリアルタイム PCR 法
における定量値へ及ぼす影響を評価した。その結果、リア
ルタイム PCR 法ではフミン酸の濃度が高くなるにつれて、
定量値が真値よりも低くなる（過小評価される）が、ABC-
PCR 法ではフミン酸の存在下でも定量値が真値とほぼ同
じ値であった [10]。また、フミン酸以外の DNA 増幅阻害

物質として尿素と Triton X-100 を用いた実験においても、
ABC 法はリアルタイム法に比べて正確性の高い定量を行う
ことができることがわかった [12]。

以上の結果から、ABC 法は DNA 増幅阻害物質の存在
下でも正確な定量が可能という特徴だけでなく、遺伝子増
幅反応終了後に蛍光を測定するだけで標的遺伝子の定量
が可能であるという特徴も持つ。すなわち、遺伝子増幅
反応が PCR であっても、それ以外の遺伝子増幅技術で
あっても同じように標的遺伝子を定量することができるの
である。近年、PCR 法に代わる等温遺伝子増幅法として、
Loop-Mediated Isothermal Amplification （LAMP）法や
Helicase-Dependent Amplificatio （HDA）法といった方
法が開発されている。これらの等温遺伝子増幅法と ABC
法の AB-Probe と内部標準遺伝子を組み合わせることで
ABC-PCR 法と同等のことが行えるため、ABC 法はこれ
らの等温遺伝子増幅法とも組み合わせて利用することが可
能である。このようにABC 法は正確性が高いだけでなく、
遺伝子増幅法との組み合わせという点から汎用性の高い方
法であるといえる。

4　開発技術の評価と実用化へ向けたシナリオ
ここでは、開発した二つの遺伝子定量技術（Universal 

QProbe PCR 法と ABC-PCR 法）の利点・欠点を既存技
術と比較しつつ、それぞれの技術の利点が最大限活かさ
れるような実用化へのシナリオについて考察する（図 9）。
表 1 に従来技術（TaqMan Probe 法、QProbe 法、インター
カレーター法、競合法）とUniversal QProbe PCR 法、
ABC-PCR 法の特徴を比較した。それぞれの技術には利
点・欠点があるため、個々の技術の特徴を十分に理解した
上で、その実用化の方策を考えることが重要である。なお、
Universal QProbe PCR 法と ABC-PCR 法の実用化への
ビジネス展開は共同研究のパートナーである（株）J-Bio21
が実際に進めているところである。

表 2 は Universal QProbe PCR 法の特 徴を、従来の
リアルタイム法（蛍光プローブ法およびインターカレーター
法）と比較したものである。表 2 からもわかるように、
Universal QProbe PCR 法は蛍光プローブ法とインターカ
レーター法の利点を集約したような技術である。マルチカ
ラー検出については本稿ではこれまで触れなかったが、
グアニン塩基の影響で蛍光が消光する色素としては色違
いで 4 色利用することができるため、本手法はマルチカ
ラーでの検出・定量にも利用することができる。Universal 
QProbe PCR 法はリアルタイム PCR 法であることから、リ
アルタイム PCR 用のサーマルサイクラーは必須である。し
かし、逆に考えるとリアルタイム PCR 用のサーマルサイク

初期鋳型量 （コピー）

相
対
蛍
光
強
度

102 103 104 105 106
-0.2

0.1

0

0.2

0.3

0.4

0.5

-0.1

Y = {-8.87×103/(1.58×104 +X)}+0.430
R = 0.9997

図 8　ABC-PCR 法における標準曲線
初期鋳型に含まれる標的遺伝子の量と相対蛍光強度の関係を示す。
PCR 終了後の蛍光値をいくつかのバックグラウンド蛍光値で補正し
た値を相対蛍光強度とした [9]。得られたプロットを直角双曲線で回
帰した。R は相関係数である。
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ラーがあればすぐにでも本手法を適用することができると
いうことでもある。すなわち、本技術の実用化における最
も重要な強みはすでにリアルタイム PCR 法を汎用的に利用
しているユーザーを対象として導入を勧めることができると
いう点である。従来のリアルタイム PCR 法では、特定の遺
伝子（病原性の微生物やウイルス、または特定の SNP）を

検出・定量の対象として試薬キットが市販されているが、
Universal QProbe PCR 法ではそもそもこのような上市の
方式は馴染まない。試薬キットの利点としては、特定の遺
伝子を検出するための蛍光プローブを大量に合成すること
によるコストメリットが考えられるが、そもそもUniversal 
QProbe PCR 法では 1 種類の蛍光プローブでさまざまな配

有有無無無無阻害物質への耐性

不要不要必要必要必要必要リアルタイムPCR装置

可能不可能可能可能可能不可能解離曲線解析による
増幅産物の確認

不要必要不要不要不要不要電気泳動

必要必要不要不要不要不要内部標準遺伝子

標的遺伝子ごとに必要
（2色で標識）不要

1種類の蛍光プローブ
であらゆる標的遺伝子
に対応（1色で標識）

不要標的遺伝子ごとに必要
（1色で標識） 

標的遺伝子ごとに必要
（2色で標識） 蛍光プローブ 

ABC法競合法Universal QProbe法インターカレーター法Qprobe法TaqMan Probe法

内部標準法リアルタイム法

表 1　定量的 PCR 法の特徴の比較

図 9　 Universal QProbe PCR 法と ABC-PCR 法の実用化へのシナリオ

*（株）J-Bio21 の試算に基づく

○×○マルチカラー検出

○×○SNPタイピング

○
（最短翌日）

○
（最短翌日）

×
（1～2週間）準備に要する時間 *

○
（1遺伝子：約6千円）

◎
（1遺伝子：約2千円）

×
（1遺伝子：約2万円以上）

コスト *
（プローブ・プライマー）

○
（非特異産物は検出せず）

×
（非特異産物も検出）

○
（非特異産物は検出せず）特異性

インターカレーター法 蛍光プローブ法
Universal QProbe 法

従来法

表 2　Universal QProbe 法と従来のリアルタイムPCR 法の比較

Universal QProbe PCR法 ABC-PCR法

手法の強み

高い特異性（プローブ法の強み）
コストパフォーマンス、汎用性の高さ
プローブの準備期間の短さ
（ジョイントDNAの強み）

手法の強み

正確性（増幅阻害物質への耐性）
非リアルタイム法
（リアルタイムPCR用サーマル
サイクラーが不要）

実用化へのポイント

既存のリアルタイムPCR法の代替手法
として導入

実用化へのポイント

低コストでの定量PCR法の新規導入
正確性の高い定量PCR法の導入

製品候補：ジョイントDNA、蛍光プローブ等
製品候補：蛍光測定装置、試薬キット等

将　来　へ　の　展　望

Universal QProbe 法と ABC法を
組み合わせた新規技術の開発

等温遺伝子増幅法と組み合わせた
On-site 遺伝子定量装置
モバイル型遺伝子定量装置、の開発

遺伝子解析の受託サービス

製品候補の持つ市場での価値・インパクト
プローブの合成に要する準備期間の短さ

迅速な（納期の短い）データ提供を
可能とする遺伝子解析受託サービス

製品候補の持つ市場での価値・インパクト
安価な蛍光測定装置の上市による遺伝子
定量技術の新規導入における導入コスト
低減
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列の遺伝子に対応することができるため、試薬キットで販
売することのコストメリットはそれほど意味がない。したがっ
て、本手法の利点を生かしたビジネスプランとしてはクライ
アントの標的遺伝子配列に応じたジョイントDNAと蛍光プ
ローブを提供する、もしくはクライアントの標的遺伝子配列
の検出・定量を行う遺伝子解析受託サービスを提供すると
いった方法が考えられる。このようなビジネスプランにおい
ては本手法の特徴である、蛍光プローブのコストが安い、
蛍光プローブ合成に要する準備期間が短いという点を最大
限に生かして、安価で納期の早い遺伝子解析受託サービス
の提供等を行うことができると考えられる。安価で納期が
早いという特徴を発揮できる具体的なクライアントの一つ
として、微生物を利用した環境浄化に関連する分野の企業
が考えられる。近年、新聞等でも報じられているが、土壌
汚染を巡るブラウンフィールドが問題になっている。このよ
うな土壌汚染の浄化に対しては、微生物を利用したバイオ
レメディエーションがコストの面から有効とされている。し
かし、環境中に微生物を導入して汚染物質の浄化を行うう
えでは導入した微生物のみならず、もともと土壌中に存在
する微生物群等への影響を評価する必要があることがバイ
オレメディエーション利用指針でうたわれている。このよう
な微生物群の評価には遺伝子情報に基づいた方法が有効
であり、そのため遺伝子定量技術がこの分野において注目
を集めている。環境中の微生物は非常に多様であり、検
出対象微生物は土壌の種類毎に変化するため、1 種類の
蛍光プローブでさまざまな遺伝子配列に対応することが可
能な Universal QProbe PCR 法は多様な環境微生物の検
出・定量に非常に有効である。したがって、このような環
境浄化ビジネスの分野において、多様な微生物群を低コス
トかつ短期間で検出・定量するような受託解析ビジネスが
Universal QProbe PCR法の有効な実用化の方策の一つと
して考えられる。

ABC-PCR 法は Universal QProbe PCR 法とは異なる
利点・欠点を持つため、実用化へのシナリオも異なる。

ABC-PCR 法の利点は遺伝子増幅阻害物質の影響を受け
ずに正確な定量ができる点と、遺伝子増幅反応終了後に
蛍光を測定するだけで今までよりも簡便に標的遺伝子の定
量が可能である点の二つである。前者においては既にリア
ルタイム PCR 法を利用しているユーザーであっても、増幅
阻害物質の影響に問題を抱えるユーザーにとっては、本手
法の導入は大きなメリットがあるといえる。さらに、本手法
は遺伝子増幅反応終了後に蛍光を測定することで標的遺
伝子の定量が可能となるため、高価なリアルタイム PCR 用
のサーマルサイクラーが不要である。その代わりに遺伝子
増幅反応終了後に蛍光を測定する蛍光測定装置は必要とな
る。共同研究を行っている（株）J-Bio21では、すでにこの
蛍光測定装置（EGBoxと命名）の上市の準備を進めている
（図 10）。本装置は ABC 法における蛍光測定に特化した
装置であり、具体的な仕様は蛍光測定部 1 箇所、奥行 18 
cm × 横幅 30 cm × 高さ15 cm、3.5 Kg、LED 光源、
励起波長 3 種である。PCR チューブをそのまま測定部に
挿入するだけで、蛍光値を測定することができる。（株）
J-Bio21 では販売予定価格が 100 万円以下となるように準
備を進めている。このような安価な蛍光測定装置と試薬キッ
トを上市することで、遺伝子定量技術の導入を希望してい
るが、導入コストの面で悩んでいるようなケースに適合した
ビジネスができるのではないかと考えている。特に発展途
上国等において、今後低コストで遺伝子定量技術の導入を
行っていくことを目指した場合には ABC-PCR 法は非常に
適している。このような実用化シナリオを具現化するうえで
は、持ち運びがしやすいサイズへの小型化、電池程度の電
力を動力とすることが可能となる省エネルギー化等が課題
となってくる。小型化・省エネルギー化を達成する技術とし
て、近年微細加工技術を利用してシリコン、ガラス等の基
板上に流路、回路等を成形し、微少空間内で反応・分離・
検出を行うmicro-Total Analysis System （µ-TAS）が開
発され、核酸・タンパク質等の生体分子の解析に利用され
つつある。このような µ-TAS の技術と ABC 法を融合する
ことで、小型化・省エネルギー化が達成されるであろう。
また、ABC 法は、PCR 法以外の遺伝子増幅手法と組み
合わせて利用することが可能である。たとえば等温遺伝子
増幅法と組み合わせれば、サーマルサイクラーの代わりに
エネルギー使用量の少ない恒温装置等だけのシンプルで
安価な装置で遺伝子定量が可能になる。このような技術の
開発のためには、遺伝子増幅技術の選択（必要に応じて
新規等温遺伝子増幅法の開発）や簡易的な核酸抽出技術
の開発等、まだ解決すべき多くの課題が残されているが、
これらの課題を克服することができれば、社会で広く利用
されている遺伝子定量技術よりも簡便で安価な遺伝子定量図 10　簡易型蛍光測定装置（EGBox）試作機（（株）J-Bio21 製作）

サンプル導入部

仕様：蛍光測定部1箇所、奥行18 ㎝×
横幅30 ㎝ × 高さ15 ㎝、3.5 Kg
LED光源、励起波長3種
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技術が完成するものと期待される。
このように、簡便性やコストパフォーマンスを追求した

形で、Universal QProbe 法と ABC 法を基 盤とした遺
伝子検出・定量技術が普及して欲しいというのが筆者等
の夢であるが、将来的な展望として、Universal QProbe
法と ABC 法とを組み合わせた新規技術の開発も目指し
ている。具体的には ABC 法で利用する蛍光プローブを
Universal QProbeで置き換えるという技術であるが、そ
のためにはジョイントプローブに関するアイデアをより高度
化する必要があるなどのさまざまな難題がある。しかし、
Universal QProbe 法と ABC 法が統合された技術は ABC
法の正確性とUniversal QProbe 法の柔軟性を併せ持った
技術になるので、コストパフォーマンスやプローブ合成に係
る準備期間短縮等の面で社会的インパクトの高い技術にな
ることが予想される。

2009 年のリアルタイム PCR の国内市場は装置関連が推
定 68 億円（前年比 3 億円の増加）、試薬関連は推定 45 億
円（前年比 5 億円の増加）となっている [13]。ヒト遺伝子の
詳細な発現解析等遺伝子発現の定量分析に対するニーズ
は高まっており、リアルタイム PCR の市場も今後ますます
拡大していくことが予想される。これまでコスト的な面か
ら、遺伝子検査等の導入を見送っていた施設や開発途上
国等においても普及が進むことが予想されるが、そのため
には低コストでの導入が可能なシステムが重要と考えられ
る。Universal QProbe PCR 法と ABC-PCR 法はコストパ
フォーマンスや汎用性に優れており、そのような社会情勢の
中でも、次世代の遺伝子定量技術として期待が持てると考
えられる。

5　おわりに
本稿では Universal QProbe PCR 法と ABC-PCR 法と

いう二つの遺伝子定量技術について、構成学的視点から開
発段階の要素技術および開発後の実用化シナリオを論述し
た。完成された技術の原理図はシンプルに見えるが、要素
技術の選択からその結集に至るプロセスにおいて、実はさ
まざまな苦労や試行錯誤があった。産総研、早稲田大学、
（株）J-Bio21 の 3 者間での共同研究体制のもと 10 名以
上の研究者がアイデアを結集し、議論を重ねて技術を完成
させた。一つ一つのピースを穴埋めする作業を繰り返し、
あたかも難解なパズルを解いていくかのようにして完成した
技術がUniversal QProbe PCR法とABC-PCR法である。
この技術に用いたコアとなる要素技術は、グアニン塩基と
の間で起こる蛍光色素の消光現象であるが、蛍光色素とグ
アニン塩基との位置関係やプローブと増幅産物の結合力等
を考慮すると蛍光プローブの消光パターンは無数にあり、

どれが最も効率良く安定的に消光して、遺伝子定量に適し
ているかを試行錯誤する必要があった。知識と経験から予
想がつく消光パターンだけではないので、一つ一つ未知の
可能性を試していく作業はゴールの見えない暗闇を進むよう
な作業であった。今回は運良く技術を完成させることがで
きたが、これは決して一人二人の力では為し得なかったこ
とである。関わった研究者全てが立場を超えて、時に厳し
い議論もしながら、協力し合って為し得た仕事である。

第 2 種基礎研究の推進においては、第 1 種基礎研究で
見出された現象等を多角的に見つめ直し、統合していくこ
とで実用化技術を産み出すプロセスが重要となる。より効
率的に第 2 種基礎研究を推進していくためには少人数のア
イデア・視点だけで進めるのではなく、産学官のようなさま
ざまな立場の人間が信頼関係を築き、お互いの価値観を尊
重し合いながら研究開発を進めていくことが肝要である。
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回答（野田 尚宏）
「安価で納期が早い」特徴を発揮できる具体的な想定クライアント

としては、多様な遺伝子多型を解析する必要がある遺伝子検査会社
やバイオレメディエーション等における多様な環境微生物のモニタリン
グを行う必要がある環境関連企業等が考えられます。したがって、
本稿では特に今後の市場拡大が見込まれる環境微生物のモニタリン
グに係る環境関連企業を取り上げ、原稿を改訂しました。

議論2　普及すべき課題や問題点
コメント（地神 芳文）

試薬キットを組み込んだ安価な蛍光測定装置（100 万円以下）の
販売計画が記載され、このビジネス展開として、発展途上国等で、
低コストで遺伝子の定量・解析を実施する際のツールとしての普及が
提案されています。非常に興味深い提案ですが、では、これを実現
するために克服すべき課題や問題点は何かの考察が記載されていま
せん。

回答（野田 尚宏）
発展途上国等で普及を実現する上で、克服すべき課題や問題点を

考えると、開発した技術の小型化・省エネルギー化を達成することが
重要と言えます。そのためには近年、技術開発が目覚ましい micro-
Total Analysis System（µ-TAS）の技術と融合したバイオチップの
開発等が今後の実用化シナリオでは重要と考えられます。この点を改
訂原稿の中で記述しました。

議論3　市場での価値、社会的インパクト
コメント（地神 芳文）

図 9 に、実用化へのポイントが記載され、その製品候補も記載さ
れていますが、これらの製品の持つ市場での価値、社会的インパク
トをさらに記載すると、よりわかりやすくなるのではないでしょうか。

回答（野田 尚宏）
図 9 の製品候補に対して「製品候補の持つ市場での価値・インパ

クト」を追加しました。

議論4　技術開発における問題点と解決のためのシナリオ等
コメント（地神 芳文）

将来への展望として、「Universal QProbe 法と ABC 法を組み合
わせた新規技術の開発」と「等温遺伝子増幅法と組み合わせた On-
site 遺伝子定量装置やモバイル型遺伝子定量装置の開発」が記載さ
れています。これは「研究者の夢」または「研究目標と社会とのつな
がり（社会的価値）」を判断する上で重要な部分ですが、これらの技
術開発において克服すべき問題点、それを解決するためのシナリオ、
および実用化された際の市場へのインパクト等に関する記載が望まれ
ます。

回答（野田 尚宏）
「Universal QProbe 法と ABC 法を組み合わせた新規技術の開

発」においては、これまでのジョイントDNA の概念をさらに高度化
して ABC 法に適合したジョイントDNA のアイデアを産み出す必要が
あります（アイデアの詳細については現在技術開発中のため、本稿で
は割愛）。また、「等温遺伝子増幅法と組み合わせた On-site 遺伝子
定量装置やモバイル型遺伝子定量装置の開発」については、等温遺
伝子増幅技術の選択（必要に応じて新規増幅技術の開発）や簡易的
な核酸抽出技術が必要とされます。このような技術開発上克服すべ
き課題と実用化された際の市場へのインパクトについて、改訂原稿の
中で記述しました。




