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電気化学ハイブリド形成検出方法による機能遺伝子の同定とトラン
スクリプトーム解析
●内田　和彦

筑波大学・基礎医学系

〈研究の目的と進め方〉
ヒトゲノムの塩基配列が明らかになり30,000から40,000

といわれる遺伝子が予測され、データベースからこれら
の情報、ゲノム上の全ＯＲＦを得ることができる。次の
課題はこれらの予測遺伝子が細胞内でどのように発現さ
れ、最終的にどう細胞機能に働いているかを明らかにす
ることを目的として、集積度の高いマイクロアレイの実
現と感度の高い遺伝子発現頻度解析法の研究を行うとと
もに、有用なプローブを選択肢することで遺伝子診断の
基盤としたい。

2002 年度の研究の当初計画
1) 電気化学活性ＤＮＡインターカレータもしくは電気化

学活性標識プローブを用いた電流応答によるハイブリ
ド検出原理を用いたＤＮＡマイクロアレイの研究

2) セレラの塩基配列データベースと公的データベースか
らこれらの領域にあるＯＲＦ（putative gene）のリス
トから、STS-QPCR（定量ＰＣＲ）によって遺伝子増
幅単位の正確なマッピングを行う。

3) 高集積微小電極へのスポッターなどを用いないプロー
ブオリゴヌクレオチドの安定した固定化を試みる。

2002 年度の成果
1) 微小電極アレイでは、固定のために金表面を活性化す

る際金以外の支持基盤がいたむことからテフロンなど
基盤素材に金コート（スパッタ）を行った。接着性に
問題があるものの特定の材料の選択で試作品を作成し
た。また既存の微小電極において集積度の高い50ミク
ロンの電極を用いて再現性の高い電気化学物質の応答
が得られた。これらの手法をシステムとして構築し２
件の特許出願を行った。

2) 最終的な目標である遺伝子診断の確立を目的として、
胆道がんと甲状腺がんの腫瘍マーカーをSTS-QPCRに
よるプロファイリングによって探索した。胆道がんで
は17ｑの遺伝子コード領域に新しく増幅遺伝子を見出
した（CancerRes投稿中）。また正常甲状腺では発現せ
ず80％の甲状腺がんで高い発現のみなれる増殖因子を
見い出した（CancerRes投稿中）。これらの新しい遺伝
子は、１）３）の検出方法と組み合わせることでがん
の診断システムとして実用レベルまで進めたい。

3) electric conducting polymerの一つであるpyrroleと
pyrrole化したオリゴヌクレオチドを混合し、電極に電
荷をかけてピロールのポリマー化による固定化

（electropolymerization）を行った。企業との共同研究
で共同研究試作品ができた段階であり、実際のサンプ
ルをテストするにはいたらなかった。今後本装置を用
いたがんサンプルの解析をすすめたい。

〈国内外の成果の位置づけ〉
遺伝子診断システムの構築は国内外で試みられている

が、診断マーカーの同定と検出システムの開発を連動さ
せて行っている研究は内外で随一であり、われわれは民

間との共同研究で上記にある研究を行った。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
電気化学的な機能評価が十分であっても実サンプルの

測定において実用性が得られていない。一方でコンベン
ショナルな手法（マイクロアレイや定量PCR）では、が
ん関連の診断マーカー候補が見つかってきている。
ハードウェアの開発では材料の取り扱いで基盤への接着
性、溶液耐性で多くのトラブルがあり、計画が大幅に遅
れたことは否めない。

〈今後の課題〉
マイクロアレイの改善による遺伝子発現実験の再現性

はかなり高まっており、またSTS-QPCR（定量ＰＣＲ）
によって遺伝子増幅単位の正確なマッピングも時間と費
用がかかるが着実にがん関連遺伝子の同定が行われつつ
ある。これを精力的にすすめることで、診断マーカー候
補のパネルを整備したい。一方で診断システムとしての
ハード部分の研究を連動させてトランスクリプトーム解
析による「プロファイリング診断」を実現し、これらの
マーカー遺伝子の機能を解析することで、がんなどの疾
患発症メカニズムにかかわる遺伝子ネットワークを明ら
かにする。
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