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    学位論文題名

  Study onafabrication of new carbodiimide―based

    DNA microarray systems and their applications

    to genetic diagnoses

（カルボジイミドを基盤とする新規DNAマイクロアレイシステム

    の 構 築と 遺 伝 子 診 断 へ の 応 用 に 関 す る 研 究 ）

学位論文内容の要旨

  近年、DNAマイクロアレイは遺伝子の発現頻度解析、一塩基多型解析やメチ

ル化解析を包括的かつ迅速に行うためのツールとして注目を集めており、今後、

個人の体質に合わせた健康管理や医薬品処方を行うテーラーメード医療の現場

での計測技術として普及が期待されている。しかし、現在のDNAマイクロアレ

イ解析では、擬陽性・擬陰性を生じ易いことや比較的高価な試薬や機器を必要

とすることが普及を妨げる要因の一因となっており、今後の遺伝子解析技術の

発展には安価で操作性に優れた高性能解析システムの創製が鍵となっている。

本研究では、カルボジイミド基が核酸と高い反応性

を有することに着目し、核酸を効率良く標識できる新

規螢光試薬の分子設計と合成、さらにその生化学的評

価について検討を行なった。この化合物はシアニンの

基幹構造の末端にカルボジイミド基を有する誘導体で

反応を利用することによ

って、従来1時間以上必

要であった反応時間を1

O分間に短縮でき、これ
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ら螢光物質をDNAに導入することを可能とした(Fig.2）。また、マウスの脳及び

肝臓由来のtotal RNAから逆転写反応によって生じたcDNAにこれら螢光物質を
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導入して、DNAマイクロアレイを用いたハイブリダイゼーション法による遺伝

子の発現頻度解析を行い、従来法と比較した結果、本方法がdirect labeling法に

比べて約4倍高いS/N比を示し、indirect labeling法と同等のS膩比を示すことを

明らかにした（Fig．3）。さらに、R1坤CR法を用いて遺伝子発現頻度解析結果の検

証を行なった結果では、本方法がKr‐PCR法と最も高い相関（PearSoncoe伍cient＝

0.73)を示すことを明らかにした

  一 方 、 DNA塩 基 配 列 中 の

SNPや メ チ ル 化 を マ ー カ ー

として利用する、迅速かつ簡

易 な 遺 伝 子 診 断 方 法 の 開発

も 医 療 分 野 に お い て 急 務の
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DNAとの反応性の検討を行った結果、紫外線照射がDNAとカルボジイミド基

の 反 応 を 促 進 さ せ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 約 7倍 増 加 で き る こ と

及 び DNAの 一 塩 基 違 い を よ り 明 瞭 に 区 別 す る こ と が で き る こ と を 初 め て 見 出 し

た (Fig.4） 。 さ らに 特記すべ きは、 本方法論 では二量 化した チミンが 生成せ ず(Fig.

5） 、表 面 に 固定 し た オ リゴ マ ー が核 酸 塩 基を 特 異 的に 認 識 して い る 点で ある。次

に、この方法論を大腸癌の発現A
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的に検出できることを見出した（Fig．6）。この結果はbisulfrtesequenclng法によっ

ても支持され、本法は広範囲な配列に適用可能であること、また、実配列にも

適用可能であることが明らかとなった。

  以上本研究により、カルボジイミド基を利用した新規螢光物質合成法と紫外′

線照射による核酸との新規な反応系の確立、並ぴにそれらを活用した遺伝子解

析法を開発した。
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    学位論文題名

Study onafabrication of new carbodiimide―based

DNA microarray systems and their applications

    to genetic diagnoses

（カルボジイミドを基盤とする新規DNAマイクロアレイシステム

    の 構 築 と 遺 伝 子 診 断 へ の 応 用 に関 す る 研究 ）

  近年、DNAマイクロアレイは遺伝子の発現頻度解析、一塩基多型解析やメチル化解析を

包括的かつ迅速に行うためのツールとして注目を集めており、今後、個人の体質に合わせ

た健康管理や、医薬品処方を行うテーラーメード医療の現場での計測技術として普及が期
待されている。しかしながら、現在のDNAマイクロアレイ解析では、解析するDNAに高

価で煩雑な化学修飾を施す工程が必要であることや、解析結果に擬陽性・擬陰性を生じ易
いこと、あるいは、解析に比較的高価な試薬や機器を必要とすることが、この技術の普及
を妨げる要因の一因となっており、今後の遺伝子解析技術の発展には、安価で操作性に優

れた高性能解析システムの創製が鍵となっている。
本研究は、カルボジイミド基が、安価な未修飾の核酸と高
い反応性を有することに着目し、核酸を効率良く標識できる

新規螢光試薬の分子設計と合成、さらにその生化学的評価に

ついて検討を行なったものである。この化合物はシアニンの
基幹構造の末端にカルボジイミド基を有する誘導体であり

(Fig.1）、カルボジイミド基がチミンあるいはグアニンと共有

結合する反応を利用するこ

とによって、従来1時間以上

必要であった反応時間を1
O分間に短縮でき、これら蛍

光物質をDNAに簡便に導入

することを可能にした(Fig.
2）。また、マウスの脳及び肝

臓由来のtotal RNAから逆
転 写反 応によって生じた
cDNAに これら螢光物質を
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導入して、DNAマイクロアレイを用いたハイブリダイゼーション法による遺伝子の発現頻
度解析を行い、従来法と比較した結果、直接標識法に比べて2～4倍高いシグナル強度を

示し、間接標識法と同等のシグナル強度を示すことを明らかにした(Fig.3）。さらに、
RT-PCR法を用いて遺伝子発現頻度解析結果の検証を行なった結果では、これら従来法に比
べて、RT-PCR法と最も高い相関(Pearson coefficient〓0.73)を示すことを明らかにした。

  一方、DNA塩基配列中のSNP
やメチル化をマーカーとして利
用する、迅速かつ簡易な遺伝子診
断方法の開発も医療分野におい
て急務の課題となっている。本研
究は、スライド表面をポリカルボ
ジイミドで処理したDNAマイク
ロアレイを作製して、安価な未修
飾DNAとの反応性の検討を行つ
ている。この検討の過程で、紫外
線照射がDNAとカノレボジイミド
基の反応を促進させて、ハイブリ
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ダイゼーションシグナルを約7倍増加できること、且つハイブリダイゼーションの特異性
に悪影響を及ばすことなく、DNAのー塩基違いをより明瞭に区別できることを初めて見出
した(Fig.4）。さらに特記すべきは、DNA固定反応に紫外線照射を利用しても二量化した
チミンが生成せず(Fig.5）、表面に固定したDNAが核酸塩基を特異的に認識できる点であ
る。
  さらに、この方法論を大腸癌の発A
現に関与する遺伝子のプロモーター
領域のメチル化解析に拡張して検討
を行い、診断利用を目的とした、新
しいマイクロアレイ技術の構築を目
指した検討を行なっている。マイク
ロアレイ解析で一般的に使われてい
る高価なレーザースキャナーの代わ
りに、シグナルを目視あるいは安価
なOA用スキャナーで解析できるこ
と  が期待で  き  る
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Avidin-Biotinylated peroxidase Complex法を検出系に選択し、臨床検体を用いて検討を行
なった結果、腫瘍組織での遺伝子の連続的なメチル化を特異的に検出できることを見出し
た(Fig.6）。この結果はbisulfite sequencing法によっても支持され、この方法論は広範囲
な配列に適用可能であること、また、実配列にも適用可能であることを明らかにした。こ
の手法を利用することにより、これまで研究用途中心だったマイクロアレイ技術が、より
厳 密 で 低 コ ス ト が 求 め ら れる 診 断 用 途 へ 応 用 で きる こと が期 待で きる。
  これを要するに、筆者は、カルボジイミド基を利用した新しいDNA標識方法の確立と
それを活用した遺伝子解析技術の道を開拓した。さらに、カルボジイミド基の特性を利用
した新規DNA固定方法の開発を行なう過程で、紫外線照射によってカルボジイミド基と
DNAとの反応が促進されるとい新知見を得たものであり、且つ従来のマイクロアレイ技術´
に比ぺて、コスト的に安価で操作性やハイブリダイゼーションの感度及び特異性に優れた
方法論を確立したという成果も挙げている。これらの知見は、診断利用を含めた遺伝子解
析技術の発展に大いに貢献するものである。
よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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