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自己相関蛍光法による制限酵素断片数の評価

細胞機能素子研究分野金域政孝

自己相関蛍光法 (FCS)は極微小領域における蛍光分子の分子運動に由来する光の「ゆらぎ」から，分子の大

きさと分子数を直接測定する方法である。遺伝子はDNA分子が結合して，全体として巨大な構造体を構成し

ているが，特異的な配列を認識して切断する制限酵素を用いると，遺伝子の配列に従ってその切り出される断

片の長さや数が決まってくる。この時の分子数の増加を FCSにより観察し，その定量化を試みた。

1.はじめに

特定の遺伝子配列を認識して DNAの共有結合を切

断をする酵素は制限酵素と呼ばれ現在約500種類が知

られている。制限酵素が認識する配列はおもに四つか

ら十数個の連続した DNA塩基であり，従ってその配

列の中の一つの DNAが突然変異などで変化するとそ

のサイトでは切断が起こらなくなる。この性質を利用

する事で，遺伝子聞の相違を見つける事が行われてい

る。我々の遺伝子は DNAのつながりであり，その総数

は約3ギガ塩基対である。人は姿や行動の違いからお

互いに違う事が認識できるが，実際，遺伝情報も個人

個人ですべて違っており，数百塩基から千塩基に一つ

の違いがあるといわれている O この DNA配列に違い

のある箇所と特定の制限酵素の認識配列が一致をする

と切断された長さや数に相違が出てくる。これを

RFLP (restriction fragment length polymorpysim) 

と呼び，例えば，血縁関係や系統関係の検出に利用さ

れている。 RFLPの検出には一般にゲ、ル電気泳動法が

よく利用されているが，この方法は，比較的簡単な装

置だけで行える反面，定量化が難しい事や非常に繁雑

な操作と二日程度の時間が必要とされるような短所が

ある。ヒトゲノム計画のような大規模な遺伝子や個体

群を解析するということが必要になってきている現

在，今までの方法に変わるまったく新しい方法の開発

が望まれている。筆者はこれまでに FCS(Fluoresen-

ceCorrelation Spectroscopy)の開発を進めており，
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この測定法を DNA-DNAハイブリダイゼーション法

に応用し特定の DNA配列の検出に利用してきた[じ幻 O

FCS法は極微小領域における蛍光分子の分子運動の

「ゆらぎ」の測定と解析をとおして，分子の大きさや形

状と分子数を直接測定する方法であり，その簡便性と

必要とされる試料量の少なさなどから，生物材料を扱

う時に非常に有利であると考えられている [3J。

本研究は FCS法が微小領域における単一分子検出

法として利用できることに着目し，長鎖DNAを制限

酵素で切断した時の分子数増加過程を FCSにより観

察し RFLPの定量化を試みた。

2.相関蛍光分光測定

アルゴンレーザー (514.5nm， <0.5 mW)を倒立型

蛍光顕微鏡の光源として用い，試料の蛍光強度の変化

をピンホールを備えた光電子増倍管で検出しそれをデ

ジタルコリレーターによりデータの蓄積と解析を行っ

fこ。

用いた DNA試料は一本鎖M13 mp 18 DNAを鋳

型として用い， DNAポリメラーゼ、とローダミンで修

飾した塩基 (Rhodamine-dUTP)を含む基質を用いて

合成した二本鎖M13 mp 18 DNA (7250塩基対)であ

る。制限酵素は HaeIII，HgaI， BsmA 1， BspM 1を用

いた。それぞれの酵素の認識配列と M13における切

断サイトとその時の鎖長を図 1に示す。酵素反応は全

量5μtで行い， FCS法によって分子数の増加を観察

した。一般に観察視野の平均分子数(N)と蛍光の相関
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図 1 M 13 mp 1 8 DNAの制限酵素地図。
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各制限酵素の名前と認識配列を DNAサークルの中に示す。数字は酵素により切断
された時の DNA鎖長を示す。

関数 (G(-z-))はτ=0において， G(O) = l/Nの関係

にある事が知られている [4J。しかし，この実験では酵素

反応中に切断遊離してくる DNA断片はそれぞれ異な

る蛍光強度を持っている。ここで先に述べたような蛍

光ラベルの方法では蛍光色素は DNAの塩基配列のう

ちアデニン塩基に均等にラベルされることから，各制

限酵素断片の蛍光強度は DNA鎖長 (nbp)に依存する

と考える事ができる。さらに，各断片の数の分布は図

1に示したが，同じ長さ(鎖長)の断片はない。つま

り，各成分比は 1対1である。このような条件下で上

記の関係は次のようにあらわす事ができる。

G(O)二 znLp 2 (1) 
NCLno仲)

さらに，切断された M13DNAの割合を φとすると，

G(O) =去(エ(合rφ十(1劃) (2) 

として評価する事が可能となる。ここでnObp= Lnbp 

であり，完全長の M13DNAを示す。

3.結果・考察

4種類の制限酵素でM13DNAを切断した時の切

断活性を式(2)に従って求め，その結果を図 2に示した。

本研究で使用した酵素は大まかに 2つのグループに分
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ける事ができた。 HaelI!と BsmAIは比較的速やかに

M 13 DNAを分解したが HgaIとBspMIは40時間

かかったことが示された。この違いが何に依存するか

はこれらの結果からすぐ結論を出すことはできない

が，興味深いことに反応の遅かった酵素は何れも認識

サイトと切断サイトが 4から 10塩基離れていること

が共通の性質としてあげられる。この部分に蛍光色素

の結合した塩基が挿入され立体障害により酵素活性を

押えた可能性が考えられる。これを確認するためには

さらに多くの制限酵素を比較する心要があるであろ

フ。

蛍光強度の重みを付けた自己相関関数を用いいるこ

とにより，様々な断片長を含む溶液での分子数カウン

トが可能でらあることを示すことができた。また，一つ

の測定が一分間程で終わることは，現在のゲル電気泳

動法による分析に比べて格段に早く，多くのサンプル

を扱うスクリーニングへの応用が考えられる。

本研究においては分子の動的な性質を反映する拡散

定数については考慮していない。それらを考虚するこ

とでさらに分子運動を含めた詳しい解析方法が可能に

1.2 

1.0 

0.8 

⑤ 

"0 0.6 
Q) 

>- 0.4トー
I ----Hga1 
|ー←0---BsmA1 

0.2ト I ---0--BspM1 

0.0d O 
10 20 30 40 

Time/hrs 

図 2 M 13 mp 18 DNAを制限酵素で切断した時の
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なるものと考えている。
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