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はじめに

l、従来の遺伝子診断法の課題

植物ウイルス、ウイロイド病診断における遺伝子診断法といえば、各病原ウイルス或いはウイロイド特有

の遺伝子を核酸ハイプリダイゼーション法の原理に基づいて特異的に検出しようとするもので、 1981年

Owens & Dienerがドットハイプリダイぞーション法を potatospindle tuber viroidの診断法として報告した

のが最初である。以来種々の植物ウイルス、ウイロイド病の診断、同定技術のーヮとして植物病理学研究分

野で着実に定着しつりあるように思われるが、従来から病害診断分野で広く一般に用いられてきた血清学的

手法に比較すると、実用的な診断技術として定着するにはまだまだ特殊な研究室レベルの技術というイメー

ジが強いように感じられる。

では、どうしたらELISA法或いはDIBA法に代表きれる血清学的診断法のように実用的診断法として広く

普及させることが出来るだろうか?また、今まで行われて来た遺伝子診断法のどこが実用的診断技術として

の普及の障害となっているのだろうか?検出感度と反応の特異性という点で遺伝子診断法は血清学的手法に

劣らず、むしろ優っているといっても過言ではないから診断の信頼性という点では問題ないで、あろう。まず

欠点の第ーとして、従来の遺伝子診断法は検出感度を上げるためにラジオアイソトープ標識していた点が挙

げられるだろ号。また第-に、検出の最終段階でX線フィルムに感光きせ暗室で現像してプラス/マイナス

を判定する方法が~~-般的であり、暗室操作というマニアックな側面を持つことも一因として挙げられるであ

ろう。さらに第二1に、ベラベラしたメンプレンを汚さないように注意しながらピンセットでつまんで種々の

操作を施すというのも診断過程のマニュアル化、オートメーション化の障害になっているかもしれない。

幸い、最近 DIG標識或いはピオチン標識等の非放射性検出技術が進歩してラジオアイソトープに匹敵す

る検出感度が得られるようになったので、今まで遺伝子診断法実用化の最大の障害であった第一の問題は完

全に取り払われたといってよい状況になった。あとは上記の第二、第三の問題を如何にクリアーし、遺伝子

診断法を簡略化することができるかである。

2、マイクロプレートハイプリダイゼーション法の現状と課題

遺伝子診断法即ち核酸ハイプリダイゼーション法を ELISA法並に行うにはどうすればよいだろうか?核

酸ハイプリダイゼーション法をニトロセルロースメンプレンではなく ELISA法のようにマイクロプレート

上で行おうとする概念は既に1980年代の半ばからあり、マイクロプレートハイプリダイゼーション法左呼

lまれている口マイクロプレートハイプリダイゼーション法はマイクロプレートの固相表面に核酸を吸着させ

標的となる核酸に相補的な標識核酸(プロープ)を用いて検出する方法であり、ウイルス核酸の検出等に有

効であるため、現在までいくつかの方法が報告されてきた。

ポリスチレン製のマイクロフレートを使用して標的核酸を特異的に検出する試みは、 Nagataら (Nagataet 

al. 1985 ;添付論文の引用文献を参照)によって初めて行なわれたo Nagataらはマイクロプレートの同相表

面に核酸を吸着させた後、ピオチン標識したDNAプロープを標的核酸と結合させ、アピジン結合P‘

galactosidaseを加えてピオチンとアピジンを結合させた。さらに基質として、 4-methylumbelliferyl-s-

galactocideを加えて360-450nmの蛍光を計測している。ピコグラム (pg) レベルの高い感度が得られた

が、 20-50ng/mlという非常に高濃度のプロープを必要とし、蛍光を測定する特殊な装置も必要であった。

その後PCRl法が普及すると、標的核酸をPCR又はRT-PCRで増幅させ、その増幅したDNA断片をマイクロプ
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レートハイダイゼーションで検出する方法が検討された(Inouyeand Hondo， 1990: Nolasco et al. 1993: 

Gibelliniεt al. 1993; Sugita et al. 1994; Hataya et al. 1994; Dyster et al. 1994: Nikiforov and Yu-Hui， 1995 ; 

以上添付論文の引用文献を参照) ce これらの方法はPCRやRT-PCRによる検出法の欠点であった非特異的な

反応を識別することができ感度も非常に高いが、マイクロプレートハイプリダイゼーション法に用いるプロ

ープはいずれもピオチンかジゴキシゲニン標識のDNAプロープであり、高i農度のプロープを用いなければ

充分な感度が得られなかった。また、 PCRやRT-PCRの過程を経ているので標的核酸の定量に用いることは

困難で、あり、加えてコンタミネーションによる偽陽性が出る可能性も高くなる心さらに、高濃度のプロープ

やPCR、RT-PCRの際に要する高価な試薬類のため検定コストは必然的に高くなり、大量の検定にmいるこ

とは経済的に大きな負担となっていた口

3、新しいマイクロプレートハイプリダイゼーション法の開発

このようにマイクロプレートハイプリダイゼーション法は未だ実則的診断技術とは苦い難く、より簡便に

特殊な装置を用いずにできるだけ低コストで行えるように改良する必要がある c この研究は繁雑なPCRや

RT-PCRの過程を経ずに、マイクロプレートハイプリダイセーション法のみでピコグラム (pg) レベルの標

的核酸 (RNA及びDNA) を定量的に検出できる遺伝子診断手法を開発することを目標としたこ}具体的には

マイクロプレートハイプリダイゼーション法を植物ウイルス病の大量診断方法として広く親しまれてきた

ELISA法に出来るだけ近づける事を目標にし、その上でELISA法との感度比較を行ない、植物ウイルス、ウ

イロイド病の実用的診断法としてのマイクロプレートハイプリダイゼーション法の可能性を評価したー

第 1章、マイクロハイプリダイゼーション法 (MPH)の諸条件の検討

1 ~ (1) 、概略

最初にマイクロプレートハイプリダイゼーション法(以ドMPHと省略する事にする)が診断技術として

最も基本的な要件である高い特異性と検出感度を有するかどうか検討した。既にニトロセルロース或いはナ

イロンメンプレン等を用いた従来型のハイプリダイゼーション法の諸々の検討から、ジゴキシゲιン

(DIG) CBoehringer mannheim社、ドイツ)標識したRNAプロープが非常に再現性が良く、検出感度もラ

ジオアイソトープにほぼ匹敵することが分かッていたので (Leeet al.， 1995 ;添付論文の引用文献参照)、

まず表 lのように、従来型メンプレンハイプリダイゼーション法のブロトコールをそのまま MPHに適用

し、従来法と比較しながらMPHの検出感度を評価したこただし、従来型メンプレンハイプリダイゼーショ

ン法では発光基質 CCDP-starへTropix杜)を用いてX線フィルムに感光きせて結果を得たが、 MPHでは

ELISA並を第一に考え、発色基質 (disodiump-nitrophenylphosphate hexahydrate、和光純薬)を用いた)発

色基質の方が検出感度は劣るが、発光基質に比べ非常に安価で且つ高価なX掠フィルムを使う必要もなく検

定費用のコストダウンにつながる。また肉眼で発色を見ることも出来るし、 ELISAの診断設備のある所なら

マイクロプレートリーダーで結果を数値化することも可能であろう D マイクロプレートは数社から様々なタ

イプのものが市販されているが、 Hatayaら (1994;添付論文の引用文献参照)のPCR -マイクロプレート

ハイプリダイゼーションに習い、 Nunc社製 ImmunoplateII -Maxisorpを使用した。
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表 1、メンプレンハイプリダイゼーション法に基く

マイクロプレートハイプリダイゼーション法 (MPH) のプロトコール

l、検体試料の変性処理

I変性液 (50%formamide司 6.125%formaldehyde，1X SSC) 中で試料核酸を68
0

C15分間加熱変性する

(反応系20μ1) 

2、核酸のマイクロプレートへの吸着

、主等量 (20μ1)の20XSSCを加え、さらに必要に応じて10:'¥SSCで希釈後、 1well当り 200μlず

つ入れて37
0

Cで 2時間静置する 3 このとき液が蒸発しないように上下を空のプレート等ではさ

み、小さな湿室にいれておくごこの段階で核酸が回相表面に吸着する。

主検体i夜を捨て洗浄液 (0.1M maleic acid， 0.15 M NaCl. 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで5分 3

同洗浄するつ

3、ハイプリダイゼーション

Lフレハイプリダイゼーション溶液 (50%formamide， 10% dextran sulfate， 0.1 % SDS， 0.18 M NaCl， 

20 mM sodium cacodylate， 1mM EDTA， 0.12 mg/ml salmon sperm DNA， 0.32 mg/ml yeast tRNA) 

を 1well当り 200μlずつ分注する c マイクロプレートに蓋をして55
0

Cで 1時間静置する。

7レハイプリダイゼーション液を捨て、ハイプリダイゼーション溶液 (50% formamide， 10% 

dextran sulfate. 0.1% SDS， 0.18 M r、JaCl.20 mM sodium cacodylate. 1mM EDTA， 0.12 mg/ml salmon 

sperm DNA. 0.32 mg/ml yeast tRNA) にDIG-RNAプロープ(1μlプロープ/10mlハイプリダ

イゼーション溶液)を加え、 1well当り 200μlずつ分注する。マイクロプレートに蓋をして55

℃で I晩静置する c

4、i先持

丘ハイプリダイゼーション溶液を捨て 2XSSC 300μlで10分 3回洗浄する。

_;:__ 1μl/mlの RNaseA を含む 2XSSC 300μlを各 wellにいれ15分 l回洗浄する。

瓦65
0

Cに温めた 0.1XSSC -0.1 % SDS 300μlで10分 2回洗浄する c

洗浄液 (0.11¥1 maleic acid. 0.15 M NaCL 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで 5分 l回洗浄する。

5、検出反応 (DIG-ELISA) 

i坦ブρロッキング液 (1%blocking 日 agent/ 0.1 M maleic acid， 0.15 1¥1 NaCl; pH 7.5) を各wellに200

μlずつ分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆっくり撹井する。

l証プロッキング液を捨て、 anti. DIG -AP Fab fragments (Boehringer mannheim社)をプロッキン

グ液で10000倍希釈し、各wellに200μlずつ分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆヮくり撹

拝する、

J.?i洗浄液 (0.11¥1 maleic acid， 0.15 M NaCL 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで10分 3回洗浄する。

~10 mg/10 mlのp-nitrophenylphosphate-2Naを含む10%ジエタノー)レアミン緩衝液 pH9.8を各

well に200μlずつ分j主し、湿室に入れて37
C

C2時間静置する c

⑬ 2時間後、発色を確認する c 或いはマイクロプレートリーダーで、波長405nm (A405)の吸光値を

測定しプラス/マイナスを判定する。
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レートハイダイゼーションで検出する方法が按討された (Inouyeand Hondo. 1990: Nolasco et al膨 1993:

Gibellini et al. 1993; Sugita et a1. 1994: Hataya et a1. 1994: Dyster et a1. 1994: Nikiforov and Yu-Huし1995; 

以上添付論文の引用文献を参摂)これらの方法はPCまやRT-PCRによる検出法の欠点であった非特異的な

反応を識別するこ左ができ感度も非掌に高いが、マイクロプレートハイプワダイゼーシラン法に用いるソロ

ープはいずれもどオチンかジゴキシゲニン標識のDNAプロープであり、高j農度のプロープを用いなければ

充分な感度が得られなかった守また、 PCRキRT-PCRの過程を経ているので標的核酸の定量に用いることは

困難であり、加えてコンタミネーションによる掲揚性が出る可能性も高くなる。さらに、高議室のブロープ

キPC設、 RT-PCRの擦に要する高価な試薬類、のため検定コストは必然的に高くなり、大量の検定に用いるこ

とは経済的に大きな負担となっていた守

表 1、メンプレンハイプリダイゼ…ション法に基く

マイクロプレ…トハイプ 1)ダイゼ}ション法 (MP詰)のプロトコール

1、検体試料の変性処理

L変性j喪 (50%forrnamide.6.1:::; 5%formaldehyde， 1X SSC) 中で試料核擦を68
0

C15分陪加熱変性する

{反応系20μ1) 

2、核酸のマイクロプレートへの吸着

主等量 (20μ1)の20:¥SSCを加え、さらに必要に応じて10XSSCで希釈後、 1well当り 200μiず

ワ入れて37"Cで2時間静損する G このとき液が蒸発しないように上下を空のプレート等ではさ

み、小さな混室にいれておくとこの段階で核般が回桓表面に吸着する

3、新しいマイクロプレートハイプリダイゼーション訟の開発

このようにマイクロプレートハイプリダイぜーション法は未だ実用的診断技術とは言い難く、より簡便に

特殊な装置を用いずにできるだけ抵コストで行えるよろに改良する必要がある c この研究は繁雑なPC設や

設T-PCRの過軽を経ずに、マイク口プレートハイプリダイセ…ション法のみでピコグラム (pg) しベルの標

的核酸(畏NA表びDNA) を定量的に検出できる遺伝子診断手法を開発することを日標とした具体的には

マイク口ブレートハイプヲダイゼーション法を植物ウイルス絹の大量診断方法として広く親しまれてきた

ELISA法に出米るだけ近づける事を目標にし、その上でELISA法との!惑}支比較を行ない、植物ウイ Jレス、ウ

イ口イド病の実用的診断法としてのマイクロプレートハイブリダイゼーションi去の可能性を評価したこ

主検体j夜を捨て洗諦液 (0.1M maleic acid. 0.15 M r匂C1.0.3 %τween 20: pH 7.5) 300μlで5分 3

回洗浄するう

3、ハイプワダイゼ}ション

孟フレハイブリダイ七、ーションj容j夜 (5む免 formamide.10% dextran sulfate， 0.1% SDS. 0.18 M NaCl， 

20 m!V[ sodium cacodylate， lmM EDτA， 0.12 mg/ml salmon sperm D持A，0.32 mg/mt yeast tRNA) 

そ1well当り 200μiずつ分注するけマイクロブレ…トに謀長をして55
C
Cで 1時間静董する。

フレハイプリダイゼーシヌン液を捨て、ハイプリダイゼーション溶液 (50弘 formamide. 10% 

dextl・ansulfate， 0.1% SDS， 0.18 M NaCl. 20 mM sodiurn cacodylate， 1mM EDTA， 0.12 mg/ml salmon 

sperm DNA， 0.32 mg/ml yeast tRN A) にDIG俄 RNAプロープ(1μlブ口一プ/10mlハイプリダ

イゼーション治液)を加え、 1 well ~り 200μl ずつ分往する。マイク汀フレートに蓬をして55

℃で 1晩静遣する

第 1輩、マイク口ハイプリダイぞ…ション法 (MPH)の諸条件の検討

1ー(1 )、概略

にマイク官ブレ…トハイプワダイぞ…ション法(以ドMP討と省略する事にする)が診断技街として

最も基本的会要件である高い特異性と検出感度を有するかどうか被討したョ既にニト口セルロース或いはナ

イロンメンプレン等を吊いた従来型のハイプリダイゼーションj去の諸々の検討から、ジゴキシゲニン

(DIG) (Boehringer mannheim社、ドイツ)標識した技部Aプロープが非常に再現牲が良く、検出感度もラ

ジオアイソトーブにはぼ匹敵することが分かつていたので (Leeet al.， 1995 ;添付議えの引用丈献参照)、

まず表 lのように、従来型メンプレンハイプリダイぞーション法のブロトコ…ルをそのまま MP誌に適用

し、従来法と比較しながらMPHの検出感度を詳細したc ただし、従来型メンプレンハイプリダイゼ…ショ

4、i先持

lハイゾリダイゼ…ション溶液を捨て 2XSSC 300μiで10分 3回洗持する凸

iμl/mlの RNaseAを合む 2:¥SSC 300μlを各 wellにいれ15分 l回洗持するむ

旦，65'Cにj品めた O.lXSSC働 0.1% SOS 300μiで10分2回洗治する

洗浄渡 (0.1rv1 maleic acid， 0.15 M NaCl. 0.3 % Tween 20; pH 7.5) 300μiで5分 1凹洗浄する 3

5、検出反応 (DIG 乏しISA)

ロッキング液 (1% blocking日 agent/ 0.1 M rnaleic acid， 0.15 M 1ぜaCl;pH 7.5) を各wellに200

μlずつ分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆっくり撹持する心

ン法では発光基質 (CDP-star™、 Tropix 社)を用いて X組フィルムに感光させて結果を MPHで辻 ロッキングj夜を捨て、 anti DIG AP Fab fragments (Boehringer mannheim社)をプ口ツキン

グ液で10000倍希釈し、各wellに200μiずワ分往し、マイルドミキザ…などで30分ゆっくり撹

る
ELISA並を第一に考え、発色基質 (disodiump-nitrophenylphosphate hexahydrate、和光純薬)をg_Jいた J 発

色基質の}jが検出惑農は劣るが、発光基質に比べ非堂に安価で11つ高価なX線フィルムを使う必要もなく検

定費用のコストダウンにつながるつまた肉眼で発色を見るニとも出来るし、 ELISAの診断設備のある所なら

マイクロプレート')…ダーで結果を数値化することも可能であろう。マイクロプレートは数社から様々なタ

イブのものが市販されているが、 Hatayaら (1994;添付議文の引用文献参照)のPCR -マイクロフレート

ハ千プリダイゼーシヲンに習い、 Nunc社製 ImmunoplateII -Maxisorpを費用し

f2，洗浄液 (0.1M maleic acid. 0.15 M KaCl. 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで10分3凶洗浄する c

o mg/10 mlのp-nitrophe n y lphosphate仏 2Naを合む10誌ジエタノ…)レアミン援衝液 pH9.8を各

well ，二200μlずつ分注し、湿室に入れて37
0

C2時間静量する c

~1l 2 時間後、発色を確認するの或いはマイク口プレート 1)ーダ…で技長405nm(A405)の吸光値を

測定しフうス/マイナスを判定する=

p
h
l
v
 



1 ~ (2) 、マイクロプレートハイプリダイゼーション操作の簡略化

果たしてPCR等による標的核酸の増幅なしに、検体試料中にわずかしか存在しないであろうウイルス、

ウイロイドの遺伝子をMPHだけで検出することが可能だろ うか?まず、既にカンキツエクソコーテイスウ

イロイド CCEVd)に感染していることを確認済みのエトログシトロンから抽出した核酸 (2~f LiCl可溶性

分画)を検定試料とし、 DIG標識したCEVdのcRNAをプロープと して表 1の手順でMPHを試みたっ尚、

CEVdのDIG標識cRNAフ。ロープは、 CEVdの全長cDNAを含むプラスミドpBS-CEV-4からDIGRNA labeling 

mixture (Boehringer mannheim社)とT7RNAポリメラーゼで転写反応を行ない作製 したヮ

その結果、基質投入後 37t2時間で、 CEVd感染樹サンプルでは明瞭な黄色の発色が確認されたのに対

し、 CEVd非感染樹サンプルでは全く発色は確認されなかったっさらにフレ ー トをそのまま室温に一晩放置

したところ、 CEVd感染樹サンプルの黄色はさらに濃くなったのに対し、 CEVd非感染樹では依然として発

色は全く認められず、プラス/マイナスの差は一層歴然となヮた。

予想以上にMPHの検出感度が優れているととが明らかになったが、 ELISAと比較するとハイプリダイゼ

ーションや洗浄等の操作が多く、試薬の組成もかなり複雑である c そこで次に「如何に検出感度を下げずに

操作を省略できるか ?Jまた「感度を保つに必要最低限の試薬はどこまでか?Jに焦点を絞ヮて、 MPHの

簡略化を試みた。尚、出来るだけ検出感度の優劣を正確に且つ定量的に評価するため、以下の試験の標的核

酸にはプラスミドpBS-CEV-4からT3RNAポリメラーゼでCEVdプラス鎖の全長に相当するRNAを転写し、

分光光度計で紫外部吸収を測り正確に定量したものを使用したc

「検体核酸を最も効率良くマイクロプレート表面に吸着きせるにはどうしたらよいか?J植物ウ

イルスのほとんどはRNA型の遺伝子を有している 。そこで一般的に行われている下記の:工，--i瓦のRNA変性

法で処理したCEVd転写物を同時に同一マイクロプレート上に処理した後、 MPHを行ったョ即ち、

# 1、50 % formamide， 6.125 % formaldehyde， 1 X SSC 中で 680C、15ク子

#2、1M glyoxal， 50 % dimethyl sulfoxide， 0.01 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) 中で500C、60分

本 3、10X SSC， 1 mM EDTA (pH7.0) 中で100
0C、5分

#4、8M urea 中で68t、15分

の各条件で処理後、 20X SSCを20μl加え、 200μlの10X SSCで希釈して検体原液としたc さらにこれ

を10XSSCで5倍段階希釈して 54倍希釈液まで作製し MPHを行ったG その結果、:#1の処理をしたもの

だけが非常に強い黄色反応を示し、他の試料はほとんど発色しなかった。マイクロ プレートリーダで発色を

測定しグラフにしたものを図 1に示した。さらに、ホ)レムアルデヒドの景斧警を調べるためにホルムア jレデヒ

ド濃度のみを上記の半分、 1/4、0と減らしてMPHを行った。その結果、ホルムアルデヒドを希釈するほど

発色が弱くなりホ jレムア jレデヒド濃度がぜロではほとんど発色せず、核酸のフレートへの吸着に及ぼすホル

ムアルデヒドの効果は大変大きいことが分かった 3

「プレハイプリダイゼーションは省略できる jメンプレンハイプリダイゼーシ ョン法では、ブレハイ

プリダイゼーションは大変重要な操作で、省略するとバックグランドが高くなり、時として判定が困難なこ

とがある 。ところが図 2に示すように、 MPHではブレハイプリダイゼーションを省略しても検出感度及び

パックグランドの強さに全く影響はなく、従ってプレハイブリダイゼーシ ョンは不用であったこ

「リボヌクレアーゼ処理も省略できるJプレハイプリダイゼーション同様、メンプレンハイプリダイ

ゼーション法では RNaseA処理が大変効果的で、プロープの非特異的吸着を抑えてバックグランドを低下

させるだけでなく、検体試料中の標的核酸以外の核酸との非特異的結合による偽陽性反応の出現を阻止し、
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1 ~ (2) 、マイクロプレートハイプリダイゼー ション操作の簡略化

果たしてPCR等による標的核酸の増幅なしに、検体試料中にわずかしか存在しないであろうウイルス、

ウイロイドの遺伝子をMPHだけで検出することが可能だろうか?まず、既にカンキツエクソコーティスウ

イロイド (CEVd)に感染していることを確認済みのエトログシトロンから抽出した核酸 (2MLiCl可溶性

分画)を検定試料とし、 DIG標識したCEVdのcRNAをプロープとして表 lの手順でMPHを試みたっ尚、

CEVdのDIG標識cRNAフωロープは、 CEVdの全長cDNAを含むプラスミドpBS-CEV-4からDIGRNA labeling 

mixture (Boehringer mannheim社)とT7RNAポリメラーゼで転写反応を行ない作製した G

その結果、基質投入後 37t2時間で、 CEVd感染樹サン プルでは明瞭な黄色の発色が確認きれたのに対

し、 CEVd非感染樹サンプjレでは全く発色は確認されなかった。さらにプレートをそのまま室温に A 晩放置

したところ、 CEVd感染樹サンプルの黄色はさ らに濃くなったのに対し、 CEVd非感染樹では依然として発

色は全く認め られず、 プラス/マイナスの差は一層歴然となった。

予想以上にMPHの検出感度が優れていることが明らかになったが、 ELISAと比較するとハイプリダイぜ

ーションや洗浄等の操作が多く、試薬の組成もかなり複雑である。そこで次に「如何に検出感度を下げずに

操作を省略できるか?Jまた「感度を保ワに必要最低限の試薬はどこまでか?Jに焦点を絞って、 MPHの

簡略化を試みた。尚、出来るだけ検出感度の優劣を正確にJ:Lつ定量的に評価するため、以下の試験の標的核

酸にはプラスミドpBS-CEV-4からT3 RNAポリメラーゼでCEVdプラス鎖の全長に相当するRNAを転写し、

分光光度計で紫外部吸収を測り正確に定量 したものを使用した。

「検体核酸を最も効率良くマイクロプレート表面に吸着させるにはどうしたらよいか?J植物ウ

イルスのほとんどはRNA型の遺伝子を有している 。 そこで一般的に行われている下記の在; ~ iI;のRNA変性

法で処理したCEVd転写物を同時に同一マイ クロプレート上に処理した後、 MPHを行ったむ即ち、

0.2 

# 1、50% formamide， 6.125 % formaldehyde. 1 X SSC 中で、 6SCC、15う〉

#2、1M glyoxal， 50 % dimethyl sulfoxide， 0.01 M sodium phosphate buffe，-(pH 7.0) 中で50t、60分

#3、10X SSC， 1 mM EDTA (pH7.0) 中で1000C、5分

#4、8M urea 中で68t、15分

の各条件で処理後、 20X SSCを20μl加え、 200μlの10X SSCで希釈して検体原液とした。さらにこれ

を10XSSCで5倍段階希釈して 54倍希釈液まで作製し MPHを行った。その結果、#1の処理をしたもの

だけが非常に強い黄色反応を示し、他の試料はほとんど発色しなかったらマイクロ プレートリーダで発色を

測定しグラフにしたものを図 lに示した。さらに、ホルムアルデヒドの影響を調べるためにホルムアルデヒ

ド濃度のみを上記の半分、 1/4、0と減 らしてMPHを行ヮたG その結果、ホルムアルデヒドを希釈するほど

発色が弱くなりホ jレムアルデヒド濃度がゼロではほとんど発色せず、核酸のプレー トへの吸着に及ぼすホル

ムアルデピドの効果は大変大きいことが分かったコ

「プレハイプリダイぞーションは省略できる」メンプレンハイプリダイゼーション法では、プレハイ

プリダイゼーシ ョンは大変重要な操作で、省略するとバック グランドが高くなり、時として判定が困難なこ

とがある 。ところが図 2に示すよ うに、 MPHではブレハイプリダイゼーションを省略しても検出感度及び

パ ックグランドの強きに全く影響はなく、従ってプレハイプリダイゼーションは不用であった手

「リポヌクレアーゼ処理も省略できる」プレハイプリダイゼーション同様、メンプレンハイプリダイ

ゼーション法では RNaseA処理が大変効果的で、プロープの非特異的吸着を抑えてバックグランドを低下

させるだけでなく、検体試料中の標的核酸以外の核酸との非特異的結合による偽陽性反応の出現を阻止し、
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反応の特異性を高め、診断の信頼性を大きく向上させる c しかしMPHで、はRNaseA処理を省略しても非特異

的反応は全く観察されないことから、この処理は省略しても差し支えないと判断されたョまた、ハイプリダ

イゼーション後の洗浄操作表 1])の65
0

Cに温めた O.lXSSC -O.lX SOS 200μlの洗浄も 2同行う必要はな

く、 l回で充分であうた口

[ノ、イプリダイゼーション液に無駄なものは入っていないか?Jメンプレンハイブリダイゼーショ

ン法では、ハイプリダイゼーション速度を早めるためデキストラン硫酸ナトリウム (10%) 、プロープのメ

ンプレンへの非特異的吸着をプロッキングするため酵母tRNAとサケ精子DNAが添加しであるごいずれも

検出感度を高め、バックグランドを下げるのに必須の成分であるc:MPHでもこれらの添加が必要かどうか

確認するため、以下の①~([;のようにいずれかを抜いてMPH を行いその影響を調べたニ

処理区 デキストラン弱程度ナトリウム 酵母tRNA サケ精子ONA

①口 添加 添加 添加

②.  添 加 盤 添加

③ C 添加 盤 金正

④・ 鉦 添加 添加

玄)マ 盤 盤 添加

⑥ V 住 鉦 盤

その結果図 3に示したように、①(?fliの3つは全く同様に強い発色を示したが、ー-'主/Jl，の 3つは非常に発

色が弱かった。つまり、 MPHではデキストラン硫酸ナトリウムのみが必須であり、酵母tRNAとサウ精子ONAは

省いて差し支えないことがわかヮた。

デキストラン硫酸ナトリウムはMPHでも検出感度に非常に強い影響を持。事が明らかになヮたが、 10%

という濃度は粘性が強く非常に扱いにくい。そこでどこまで感度を落とさずに濃度を下げることができる

か、 5 %と2 %で検討した口その結果 2%では明らかに発色が弱くなるものの、通常の半分濃度の 5%程度

ではほとんど感度の低下は見られないことが解った二取り扱いやすきを考慮して 5%が妥当と忠われるこJ

「簡略型MPHプロトコールと今後さらに改良を必要とする点j 上述のようにMPHではメンプレンハ

イプ1)ダイゼーションに比べかなりの操作を省略可能で、試薬の種類もかなり減らすことが可能であったこ

以上の結果を反映きせて、最終的にMPHを表2のように簡略化したc メンプレンハイプリダイゼーション

法と比べ、プレハイプリダイゼーションやRNaseA処理を省き、洗浄の時間を短くしたことで検定に要する

時間を短縮した。また効果の無い試薬を省き使用する試薬の種類を減らすことで検定経費を削減した心

これでMPHをほぼELISA並のレベルまで簡略化するという初期の目標はある程度達成されたものと考え

るD しかし、まだハイプリダイゼーションを行った後きらにELISAを行わなくてはならないような!惑があ

り、実用化に向けてはさらに改良が必要である。現在プロープをOIGではなく、直接アルカリフォスブアタ

ーゼ等の酵素で標識し、ハイプリダイゼーション後すぐに発色反応させる方法を検討している。また現在ー

晩行っているハイプリダイゼーションの時間を短縮することも可能左思われる。ハイプリダイゼーション後

の洗浄も 2XSSC 5分3回だけで充分かもしれない。朝に検体をプレートに入れて、夕方結果を見るこ左も

充分可能になるであろう。
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表 2、マイクロプレートハイプリダイゼーション法 (MPH) プロトコール

(簡略型)

l、検体試料の変性処理

I変性液(50% formamide. 6.125% formaldehyde. L'C SSC )中で試料核酸を68
0

C、15分間加熱変性

する(反応系20μ1) 。

2、核酸のマイクロプレートへの吸着

之等量 (20μ1) の20.'¥SSCを加え、さらに必要に応じて10XSSCで希釈後、 1 well当り 200μl

ずつ入れて37
0

Cで2時間静置する。このとき液が蒸発しないように上下を空のプレート等ではさ

み、小きな湿室にいれておく。この段階で核酸がプレート表面に吸着する。

瓦検体液を捨て、洗浄液 (0.1M maleic acid， 0.15 M NaCl， 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで 5分

3回洗浄する己

3、ハイプリダイゼーション

瓦)ハイプリダイゼーション溶液 (50%formamide. 5 % dextran sulfate， 0.1% SOS， 0.18 M r、JaCl守 20

mM sodium cacody!ate， 1mM EDTA) にOIG-RNAプロープ(1μlプロープ/10mlハイプリダイ

ゼ、ーション溶液)を加え、 l羽アell.当り 200μlずつ分注する。マイクロプレートに蓋をして55
0

C

で 1晩静置する

4、洗浄

三，ハイプリダイゼーション溶液を捨て、 2X SSC 300μlで5分 3回洗浄する。

~)65ÇC'こ j温めた O.lX SSC -0.1 % SDS 300μlで5分 1回洗浄する。

5、検出反応 (DIG-ELISA) 

ヱプロッキング液 (1%blocking reagent! 0.1 M maleic acid， 0.15 M r、J"aCl;pH 7.5) を各wellに200

μlずり分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆヮくり撹幹するゥ

ぎプロッキング液を捨て、 anti-OIG -AP Fab fragments (Boehringer mannheim社)をプロッキン

グ液で10000倍希釈したものを各wellに200μlずつ分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆヮ

くり撹杵する c

ー抗体液を捨て、洗浄液 300μlで5分3回洗浄する u

19;10 mg/10 mlのp-nitrophenylphosphate-2Naを含む10%ジエタノールアミン緩衝液 pH9.8を各

well に200μlずワ分注し、 i皇室に入れて37'C2時間静置する c

り2時間後、発色を確認する円或いはマイクロプレートリーダーで波長405nm (A40る)の吸光値を

測定しフラス/マイナスを判定する。

- 9 -



反応の特異性を高め、診断の信頼性を大きく向上きせる c じかしMPHではRNaseA処理を省略しでも非特異

的反応は全く観察されないことから、この処理は省略しても差し支えないと判断されたc また、ハイプリダ

イゼーション後の洗浄操作表 lIiの65
0

Cに温めた 0.1XSSC . 0.1X SOS 200μlの洗浄も 2回行う必要はな

く、 1回で充分であった。

「ノ、イプリダイゼーション液に無駄なものは入っていないか?Jメンプレンハイプリダイゼーショ

ン法では、ハイプリダイゼーション速度を早めるためデキストラン硫酸ナトリウム (10%) 、プロープのメ

ンプレンへの非特異的吸着をプロッキングするため酵母tRNAとサケ精子ONAが添加しである c いずれも

検出感度を高め、パックグランドを下げるのに必須の成分である o MPHでもこれらの添加が必要かどうか

確認するため、以下のa::ノ~⑥のようにいずれかを抜いてMPHを行いその影響を調べた。

表2、マイクロプレートハイプリダイゼーション法 (MPH) プロトコール

(簡略型)

1、検体試科の変性処理

I変性液(50% formamide， 6.125% formaldehyde， 1.'¥ SSC )中で試料核酸を68'C、15分間加熱変性

する(反応系列 μ1) 0 

2、核酸のマイクロプレートへの吸着

之J等量 (20μ1) の20.'¥SSCを加え、さらに必要に応じて10XSSCで希釈後、 1 well当り 200μl

ずつ入れて37
C

Cで 2時間静置する c このとき液が蒸発しないように上下を空のプレート等ではさ

み、小きな湿室にいれておく c この段階で核酸がプレート表面に吸着する。

処理区 デキストラン研理費ナトリウム 酵母tRNA サケ精子ONA

①」 添加 添加 添 加

② ・ 添加 生E 添 加

③〈〉 添加 金正 担

④ ・ 鉦 添加 添 加

(EJマ 鑑 鑑 添加

⑥ V 盤 盤 鉦

， ~f検体液を捨て、洗浄液 (0.1 M maleic acid， 0.15 M NaCl， 0.3 % Tween 20: pH 7.5) 300μlで 5分

3回洗j争する c

3、ハイプリダイゼーション

瓦:ハイプリダイゼーション溶液 (50%formamide， 5 % dextran sulfate， 0.1% SOS， 0.18 M NaCl， 20 

mM sodium cacodylate， 1mM EOT A) にOIG-RNAプロープ(1μlプロープ/10mlハイプリダイ

ゼーション溶液)を加え、 1well当り 200μlずつ分注する。マイクロプレートに蓋をして55
0

C

で l晩静置する c

4、洗浄

芯ハイプリダイゼーション溶液を捨て、 2XSSC 300μlで 5分 3回洗浄する口
その結果図 3 に示したように、(工;(~，(;Iìの 3 つは全く同様に強い発色を示したが、:生の 3 つは非常に発

色が弱かうた。つまり、 MPHではデキストラン硫酸ナトリウムのみが必須であり、酵母tRNA左サウ精子DNAは

省いて差し支えないことがわかヮた。

デキストラン硫酸ナトリウムはMPHでも検出感度に非常に強い影響を持つ事が明らかになったが、 10%

という濃度は粘性が強く非常に扱いにくいc そこでどこまで感度を落とさずに濃度を下げることができる

か、 5%と2%で検討したっその結果 2%では明らかに発色が弱くなるものの、通常の半分濃度の 5%程度

ではほとんど感度の低下は見られないことが解った口取り扱いやすきを考慮して 5%が妥当と思われる。

f簡略型MPHプロトコールと今後さらに改良を必要とする点j 上述のようにMPHではメンプレンハ

イプリダイゼーションに比べかなりの操作を省略可能で、試薬の種類もかなり減らすことが可能であヮたう

以上の結果を反映させて、最終的にMPHを表2のように簡略化した。メンプレンハイプリダイゼーション

法と比べ、ブレハイブ1)ダイゼーションやRNaseA処理を省き、洗浄の時間を短くしたことで検定に要する

時間を短縮した。また効果の無い試薬を省き使用する試薬の種類を減らすことで検定経費を削減した。

これでMPHをほぼELISA並のレベjレまで簡略化するという初期の目標はある程度達成されたものと考え

る。しかし、まだハイプリダイゼーションを行った後さらにELlSAを行わなくてはならないような!惑があ

り、実用化に向けてはさらに改良が必要である c 現在プロープをDIGではなく、直接アルカリフォスブアタ

ーゼ等の酵素で標識し、ハイプリダイゼーション後すぐに発色反応させる方法を検討している J また現在一

晩行っているハイプリダイゼーションの時間を短縮することも可能と忠われる。ハイプリダイゼーション後

の洗浄も 2XSSC 5分 3回だけで充分かもしれない。朝に検体をプレートに入れて、夕方結果を見るごとも

充分可能になるであろう。

五)65
C

Cに温めた 0.1.'¥SSC . 0.1 % SDS 300μlで 5分 1回洗浄する。

5、検出反応 (DIG-ELISA) 

工プロッキング液 (1% blocking reagent / 0.1 M maleic acid， 0.15 M NaCl; pH 7.5) を各wellに200

μlず勺分注し、マイルドミキサーなどで30分ゆヮくり撹杵するロ

Kブロッキングi夜を捨て、 anti. OIG . AP Fab fragments (Boehringer mannheim社)をプロッキン

グ液で10000倍希釈したものを各wellに200μlずつ分注し、マイ)レドミキサーなどで30分ゆっ

くり撹杵する c

j抗体j夜を捨て、洗浄液 300μlで 5分 3回洗浄する。

19;10 mg/10 mlのp-nitrophen:y匂hosphate. 2Naを含む10%ジエタノー)レアミン緩衝液 pH9.8を各

well に200μlずつ分注し、湿室に入れて37'C2時間静置する c
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