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研究成果	

 本研究の目的はリコンビナーゼを用いた等温型 DNA増幅法の開発である。	

リコンビナーゼを用いた DNA 合成効率の評価方法と

して図１に示すような検出系を構築

した。リコンビナーゼはすでに活性が

報告されている (J. Biol. Chem. 275, 

33782–33790 (2000)) 耐 熱 性 菌 

(Pyrococcus furiosus; Pfu) 由来のもの 

(PfuRadA) を用いた。まず PfuRadAを

組換えタンパク質として高純度に調

製した（図 2）。野生型 (WT) に加え

て変異体 (K144R) も調製した。この

リシン残基（図 3）のアルギニン残基

への変異は他の生物種

で ATP 加水分解を抑制

し、D-loop（図 1）の安定化に寄与することが知られているためであ

る (J. Biol. Chem. 277, 42790–42794 (2002); DNA Repair 124, 403–413 

(2013))。 

	 はじめ、RadAと DNA合成酵素 (Bst DNA polymerase (NEB)) のみを用

いて DNA増幅を試みていたが、非特異的増幅は抑制するというは明らか

になったものの、増幅は顕著に促進されなかった。よって、さら

に他の 2 つの異なる補助因子を遺伝子クローニングし、組換えタ

ンパク質として添加することにした。 

	 一つはD-loop形成を促進するとされる一本鎖結合タンパク質で

ある)。P. furiosus 由来の一本鎖結合タンパク質 (PfuRPA32 と

PfuRPA41のサブユニット) はRadAによるD-loopを安定化するこ

とが知られている (J. Biol. Chem. 276, 25654–25660 (2001) ため、

これらを組換えタンパク質として高純度で調製した（図 4A）。

もう一つは、アミノ酸配列解析からヘリカーゼと推定されてい

る (Gene 576, 214–228 (2016)) PfuUpf1-likeである。PfuUpf1-like

は試験的に精製過程のものを用いた（図 4B; 現在高純度の精製方法を確立中）。 
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図 1. リコンビナーゼを用いた DNA合効率の検出系 

図 2. 精製したPfuRadA WTとK144R 
1 µg/lane, 15% SDS-PAGE/CBB 

 

図 3. ATP加水分解に関与する
リシン残基 (▼, K144)  

図4. (A) 精製したPfuRPA32とPfuRPA41 
1 µg/lane, 15% SDS-PAGE/CBB 
(B) 粗精製段階の PfuUpf1-like 



	 PfuRadA と PfuUpf1-like を用い

た増幅結果を図 5 に示す。増幅対

象とする DNA は線状と環状のも

のを用いた。線状 DNA の場合、

PfuRadA を加えると非特異的な

DNA 増幅が抑制された。これは

PfuUpf1 を加えた際も同様であっ

た（スメアの減少; 図 5, lane 1と

lanes 2–8を比較）。環状 DNAの場

合は PfuRadA の添加だけでは

DNA 増幅が検出できなかったが、

PfuUpf1 を加えることにより、目

的の増幅産物（600 bp の DNA 産

物）が検出された（図 5, lanes 

14–16）。図 6に示すのは D-loopの

安定化に寄与する因子を加えた場

合の増幅結果である。PfuRadA 

K144Rも RPA32+41のいずれの添

加も増幅を阻害することがわかっ

た。つまり、D-loop の安定化は

DNA 増幅の上昇に寄与しないこ

とが分かった。 

	 以上の研究から、環状 DNA を鋳

型として標的とする DNA 領域を等

温で増幅させることに成功した。今後は各酵素の丁寧な生化学的解析を行い、増幅が検出できな

かったものについては原因を究明・改善するとともに、増幅が検出されているものについては増

幅効率の向上（産物量増大と反応時間短縮）のための最適な条件を決定する。同時に様々な DNA 

polymeraseについてもその活性を検討する（特に等温型 DNA増幅に適さないとされる正確性に長

けた校正機能を有する DNA polymeraseを用いる）。 

	 また、興味深いことに等温型 DNA増幅に応用可能な酵素として、PfuUpf1-likeを見出すことが

できた。私の知る限り Upf1-like (仮名) の性質解析の報告例がこれまでにない。そのため、詳細な

生化学的解析は生体内での機能を明らかにするだけでなく、等温 DNA増幅への応用を提案する新

しい知見となりうる。また、２つ目の研究計画として据えている（現在材料準備中の）dCas9 を

用いた増幅法の開発にも着手する。 

 

キーワード：遺伝子工学、タンパク質工学、DNA増幅 

 

 

図 5. 等温 DNA増幅における PfuRadAと PfuUpf1-likeによる影響 
反応は 65°C, 90 min。PfuRadA (0, 20, 100, 500 nM)。 

図 6. 等温 DNA増幅における PfuRadA K144Rと PfuRPA32+41による影響 
反応は 65°C, 90 min。PfuRadA WT(W)/K144R(M) (0, 100 nM), PfuRPA32+41 (0, 
60, 600 nM). 
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