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 SNP（Single Nucleotide Polymorphism；1塩基多型）は遺伝子産物の質や量に直接影響

を与え、また、疾患への罹りやすさや薬剤による重篤な副作用とも密接に関連している。

その迅速かつ簡便な分析手法は重要である。現在、様々な SNP 検出方法が報告されて

いるが、いずれも色々な欠点がある。本論文はこれらの問題を解決するために、ペプチ

ド（PNA）をプローブとして、２つの酵素（エキソヌクレアーゼⅢとヌクレアーゼＳ１）

反応より、二本鎖DNA中の SNPsの直接検出の新たなシステムを開発したものである。

本論文は全８章で構成されている。 

 第１章は緒論で、SNP研究の重要性及びこれまでの検出方法について概説し、四つの

要素（Ⅰ、必要なサンプルの構造；Ⅱ、サンプルの処理量；Ⅲ、感度/特異性及び精度；

Ⅳ、コスト）に基づいて、SNPs検出手法の問題点や研究の方向性などを整理している。

そして、二本鎖 DNA サンプルから SNPs の直接検出を対象とした本論文の研究目的、

意義、そして、具体的な検討内容を述べている。 

 第２章では、二本鎖 DNA中である SNPsを直接検出するエキソヌクレアーゼⅢ/ヌク

レアーゼＳ１/ＰＮＡ システムに関して述べている。人血から分離したゲノムＤＮＡを

PCR で増幅後、得られた二本鎖ＤＮＡを allele 特異的な PNA プローブ（１つのＳＮＰ

サイトに対して１本）で保護し、エキソヌクレアーゼⅢ、ヌクレアーゼＳ１酵素反応で

処理し、生成したＤＮＡ小断をＭＳで分析した。この手法は対応するＳＮＰサイトにど

んな塩基があるかを迅速かつ明確に判定できるという特徴を有する。本研究では、エキ

ソヌクレアーゼⅢとヌクレアーゼＳ１両方で処理することが必須である。また、本手法

では、対応する SNPサイトに、ターゲット配列と one-base mismatchを含むＰＮＡプロ

ーブを用いても、allele 特異的なＤＮＡ小断片が十分に得られ、ＭＳで明確的に分析で

きる。即ち、一本のＰＮＡプローブを用いて、対応する SNP サイトが一つの反応で解

析できる。或いは、それぞれの SNP サイトに対応するＰＮＡプローブを一本ずつ用い

て、同時に多数の SNP を検出することもできる。将来、この系が Microarray へ展開で

きるなどの特徴を明らかにしている。 

 第３章では、得た DNA小断片の特徴を理解するために、四つの要素に関して、実験

を行っている。その結果、ＤＮＡ／ＰＮＡ二重鎖の末端部分での保護が不十分であるこ

と、さらに、ＤＮＡ／ＰＮＡ二重鎖の 5’-末端が 3’-末端よりも、酵素によって分解され

やすいことなどを明らかにしている。 



 第４章では、ＰＮＡの末端にアクリジンを結合したところ、ＤＮＡ保護能が著しく増

大することを見出している。この修飾ＰＮＡの存在下にヌクレアーゼＳ１処理を行うと、

修飾ＰＮＡと相補的な部分が酵素から完全に保護され、予想通りの DNA断片が効率的

に得られた。ＰＮＡプローブのＣ－末端へのアクリジンの導入は特に有効である。つま

り、Ｃ－末端にアクリジンを修飾したＰＮＡプローブを用いて、ヌクレアーゼＳ１を反

応させると、対応する SNP サイトから一種類のＤＮＡ小断片しか得られず、ＤＮＡ断

片のＭＳ分析が非常に簡素化されることを明らかにしている。 

 第５章では、実際の応用例を述べている。Ｃ－末端にアクリジンを修飾したＰＮＡプ

ローブを用いて、２つの酵素（エキソヌクレアーゼⅢとヌクレアーゼＳ１）を併用し、

高度選択的に得られた DNA断片を質量分析することによって、二本鎖ＤＮＡサンプル

から複数の SNPサイトを one-pot反応で正確かつ簡便に検出できることを明らかにして

いる。 

 第６章では、構造と機能が類似のヌクレアーゼ P1の結晶構造に基づいて、ヌクレア

ーゼＳ１の触媒メカニズムを提案し、この酵素は活性中心近くの binding pocketに、水

素結合や stacking相互作用により、ＤＮＡ基質の 5’側の塩基を認識し、3’側の P-O3’ bond

を分解する特徴を述べている。それに基づいて、ＤＮＡ／ＰＮＡ二重鎖のヌクレアーゼ

Ｓ１切断メカニズムを検討し、ＰＮＡプローブのＮ端側（ＤＮＡの 3’端側）に比べて、

Ｃ端側はＰＮＡにより保護されにくいことを明らかにしている。 

 第７章では、蛍光スペクトルの研究により、Ｃ－末端にアクリジンを修飾した PNAプ

ローブの効率的な保護特性を検討している。このアクリジンがＤＮＡ／ＰＮＡ二重鎖

5’—末端の塩基対の間にインターカレータすることにより、末端の breathingが抑えられ

同時に、アクリジンが競争的に酵素の結合を阻害すために、Ｃ－末端にアクリジン修飾

した PNA を用いると、得た断片の選択性が高まり、ＭＳ分析が容易になることを明ら

かにしている。 

 第８章では、エキソヌクレアーゼⅢ/ヌクレアーゼＳ１/ＰＮＡシステムを持つ二本鎖

DNA中の SNPの検出に関して得られた知見を総括し、今後の展望を述べている。 

 以上のように、本研究は化学的手法と生化学反応とを融合することにより SNP を効

率的に検出する手法を開発し、関連科学の発展に大いに寄与する。 

 よって本論文は博士（工学）の学位請求論文として合格と認められる。 


