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1．はじめに
　癌細胞などの病変細胞の早期発見には，病変細胞が有する遺伝子変異やメチル化DNAの検出が有用で
ある．当該目的ために PCR法が広く利用されているが，擬陽性になることもあり，サンガーシーケンス
による確定診断が難しい場合も多い．そこで我々は，PCR反応において塩基配列特異的にDNA増幅を
阻害できる技術として，オリゴリボヌクレオチド（ORN）を用いたORN interference-PCR（ORNi-PCR）
法を開発してきた（図 1）．ORNi-PCR 法では，PCR反応で増幅するDNA領域内の塩基配列に相補的な
ORN（20塩基程度）をデザインし，PCR反応液に添加しておく．ORNは PCR反応中に相補配列とハイ
ブリダイズし，DNAポリメラーゼの伸長を阻害する．つまり，ORNi-PCR 法は，特定の塩基配列を有す
るDNAの増幅を抑制し，当該領域に遺伝子変異などの差異を有するDNAを特異的に増幅させることがで
きる（図1）．

図 1  ORNi-PCR 法およびそれを応用した遺伝子変異の検出
（A） PCR法．（B） ORNi-PCR 法．ORNが相補配列とハイブリダイズすることで，DNAポリメラーゼ
によるDNA伸長を阻害する．（C） ORNi-PCR 法を応用した遺伝子変異検出．ORNと相補的な配列に
変異があると，ORNはハイブリダイズせず，DNA増幅が起こる．
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　同様の PCR反応阻害法（ブロッキング PCR法）は以前から用いられており，Locked Nucleic Acids
（LNAs）や Peptide Nucleic Acids （PNAs）などの人工核酸が配列特異的阻害分子として利用されてきた．
人工核酸は，核酸分解酵素に耐性を有するなどの利点はあるが，合成が高額であり，デザインについて
もノウハウが必要であった．一方，ORNは短鎖 RNAであるため，合成は高額でなく，また，フレキシ
ブルにデザインできることから，人工核酸よりも利用しやすいと考える．さらに，細胞内投与などの in 
での利用ではなく，PCR法などの試験管内での使用では，核酸分解酵素による影響も見られていない．

　我々はこれまでに，ORNi-PCR 法を用いた数多く研究を進めてきており，本稿ではORNi-PCR 法の応
用や，その発展法の開発などについて紹介する．

2．ORNi-PCR法によるゲノム編集細胞の検出
　ゲノム編集技術は，医学・生命科学にとって不可欠な技術になりつつある．Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats（CRISPR）分子の登場によりゲノム編集がより簡便に行えるよ
うになったが，細胞種によってはゲノム編集効率が低いものもあり，ゲノム編集された細胞の簡便な選
別法が望まれていた．これまでに，T7E1 アッセイなどがゲノム編集細胞の選別に利用されてきたが，時
間・コスト・精度の点で欠点が指摘されていた．そこで我々は，ゲノム編集された細胞の選別法として，
ORNi-PCR 法を応用した．ゲノム編集標的部位に相補的なORNをデザインすることで，変異が導入され
た配列のみを増幅することができ，高精度・高感度・低コストにゲノム編集細胞を選別できることを示
した（参考文献1，2）．ORNi-PCR 法は，ゲノム編集をサポートする技術になると考える．

3．ORNi-PCR法を利用した遺伝子変異・メチル化DNAの検出
　癌細胞などの病変細胞で見られる遺伝子変異は，一塩基変異であることが多い．ORNと標的塩基配列
のハイブリダイゼーションは，サーマルサイクリングによって制御しているため，正常配列とハイブリ
ダイゼーションしつつ一塩基変異配列とハイブリダイゼーションしないようにするためには，ORNの
デザインや厳密な温度設定が非常に重要である．そこで，ORNi-PCR 法のさらなる高精度化をめざし，
ORNのデザイン方法およびORNi-PCR 法の最適条件設定のためのプロトコールを確立した．確立したプ
ロトコールに従うことで，一塩基変異を高精度・高感度に検出することができることを示した（参考文
献3，4）．
　臨床現場においては，臨床検体から抽出したDNAが遺伝子変異の検出に利用される．我々は，ORNi-
PCR 法がパラフィン固定組織由来のDNAを鋳型とした場合でも，遺伝子変異を感度よく検出できるこ
とを示した（参考文献5）．また，DNA精製なしに，血液サンプルをORNi-PCR 法に利用できることも
示した（参考文献5）．さらに，バイサルファイト処理と組合わせることで，癌細胞などで見られるメチ
ル化DNAも検出できることを証明した（参考文献5）．

4．16SリボソームRNA遺伝子（16S rRNA）解析による細菌叢解析の高解像度化
　近年，様々な疾患の病態発現と腸内細菌叢の関連が指摘されており，腸内細菌叢解析の重要性が認識
されつつある．腸内細菌叢の同定には，次世代シーケンス（NGS）解析による16S rRNA解析が利用され
ている．腸内細菌叢解析では，優占菌種の検出が多数を占め，希少菌種の検出が難しい場合がある．そこで，
NGS解析前の 16S rRNAの PCR増幅時に，優占菌種に対するORNを用いたORNi-PCR 法を用いること
で，優占菌種由来の16S rRNAの増幅を抑えつつ，希少菌種由来のものを高解像度に解析できることを示
した．本方法は，リード数を増やすことなく希少菌種の検出量が増えることから，解析コストを抑えつつ，
希少菌種の高解像解析ができると考える（参考文献2）．
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5．等温DNA増幅法を利用した遺伝子変異・メチル化DNAの検出法の開発
　近年，37℃・10～20分という等温・短時間で標的DNAの増幅が可能な方法であるRecombinase 
Polymerase Amplification（RPA）法にORNを組合わせたブロッキングRPA法（ORNi-RPA法）を開
発した（図2）（参考文献6）．さらに，37℃という反応温度に着目し，蛋白質や蛋白質/RNA複合体を配
列特異的な阻害剤として利用したブロッキングRPA法も開発した（図2）（参考文献6）．具体的には，
ゲノム編集で利用されているCRISPR 複合体のDNA切断活性欠損型をRPA反応液に添加することで，
CRISPR 複合体が結合するDNA領域の増幅を特異的に阻害できるCRISPRi-RPA法を開発した．さらに，
メチル化DNA結合蛋白質MBD2 を RPA反応液に添加することで，MBD2 が結合するメチル化DNAの
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図 2  ブロッキングRPA法およびその応用
（A） RPA法．（B） DNA結合分子を用いたブロッキング RPA法．DNA結合分子（ORN，DNA切断活
性欠損型CRISPR 分子，DNA結合蛋白質など）が標的配列に結合することで，DNAポリメラーゼに
よるDNA伸長を阻害する．（C） ブロッキングRPA法を応用した遺伝子変異検出．DNA結合分子の標
的配列に変異があると，DNA結合分子が結合せず，DNA増幅が起こる．（D） メチル化 CpG結合蛋白
質を用いたブロッキングRPA法．CpGがメチル化されていると，メチル化CpG結合蛋白質（MBD2
など）がメチル化CpGに結合することで，DNAポリメラーゼによるDNA伸長を阻害する．（E） ブロッ
キングRPA法を応用したDNAメチル化の区別．CpGがメチル化されていない場合，メチル化CpG結
合蛋白質が結合せず，DNA増幅が起こる．
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増幅を特異的に阻害できるMBDi-RPA法を開発した．これら開発技術は，短時間で遺伝子変異やメチル
化DNAの検出を可能にする方法であり，様々な蛋白質や蛋白質/RNA複合体の組み合わせも可能なこと
から，今後注目される技術になることが考えられる．

6．最後に
　以上のように，我々は医学および臨床検査技術の発展を目的として，これまでとは一線を画す遺伝子
変異・メチル化DNA検出技術の開発を進めてきた．今後，これら開発技術の社会実装化を進めていきたい．
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