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本稿の図 2に示した BHHCTEu3＋ の励起・蛍光スペクトルを示す。

測定は Tris緩衝液（pH 8）中で行った。

図 1 希土類蛍光錯体の励起・蛍光スペクトルの一例

希土類蛍光錯体を用いる時間分解遺伝子検出システム
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1 は じ め に

現在，生命科学の発展に伴い，生体内物質の分析はその重要

性を増している。特に，ゲノムプロジェクトとそれに続くトラ

ンスクリプトーム（細胞中に転写された mRNAの全体を指す）

からプロテオームへの研究の大きな流れにおいて，遺伝子やタ

ンパク質などの分析技術の進歩はとどまるところを知らない。

本稿では，ゲノムやトランスクリプトームの分析になくてはな

らない遺伝子解析技術の分野において，希土類元素の標識剤と

しての応用について，筆者らの試みを交えて解説する。

2 希土類蛍光錯体

1942年，ワイズマンによって Eu(III)bジケトナト錯体が

紫外光を吸収して可視光を発するということが発見されて以

来，希土類蛍光錯体は様々な分野で研究されてきた1)。希土類

蛍光錯体は，

 発光波長が配位子の構造にほとんど影響されない，

 蛍光寿命が長い，

 励起極大波長と発光極大波長との差（ストークスシフト）

が大きい，

という特徴を有する。図 1に筆者らのグループが開発した希

土類蛍光錯体 BHHCTEu3＋ の励起・蛍光スペクトルを一例

として示す。上記の性質，特に蛍光寿命が長いことは，励起光

を照射し蛍光を発生させた後，励起光を消してもある程度の時

間は蛍光が観察されるということである。このことを利用した

蛍光測定法が遅延蛍光観察（又は，時間分解蛍光観察）である。

試料や測定器材由来のバックグラウンド蛍光の寿命が短いた

め，標識剤のシグナルをバックグラウンド蛍光と切り分けるこ

とができ，高感度な測定を可能とする。

3 遺伝子解析

遺伝子の分析は，そのいずれかの段階で配列特異的な 2本

の相補的なポリヌクレオチドの塩基対形成，すなわちハイブリ

ダイゼーションを用いている手法が多い。一つは，ニトロセル

ロースやナイロンメンブレンを支持体として，分析したい

DNA（又は，RNA）試料を固定し，目的の DNA中の塩基配

列と相補的な配列を有するプローブと呼ばれる DNA鎖を用い

て分析を行うというものである。一方，試料 DNAを支持体に

固相化せず，液相中でハイブリダイゼーションを行う方法もあ

る。これには，PCR (polymerase chain reaction）やホモジニ

アスアッセイ2)，dideoxy法（3′ヒドロキシル基を欠く修飾ヌ

クレオチドが取り込まれると DNA鎖の合成が止まることを利

用して DNA塩基配列を決定する方法）による塩基配列分析な

どがある。PCRでは，一般に増幅産物の分析は電気泳動が用

いられ，DNAの検出はインターカレーター型の標識剤（染色

剤）が用いられる。一方，定量手段としてリアルタイム PCR

という手法が使用されるようになってきた。これは，PCRの

反応を経時的に追跡するものであり，電気泳動による分析を伴

わない。検出には，インターカレーター型の標識剤のほか，

TaqManプローブ3)や molecular beacon法4)，invader法5)6)と

いった，蛍光団と消光団を組み合わせた標識プローブが用いら

れる7)。

近年，遺伝子発現を網羅的に解析する手法として DNAマイ

クロアレイを用いた分析8)が行われるようになってきた。この

DNAマイクロアレイは数百から 2万種程度のプローブ DNA

をスライドガラスなどの基板上に固定化したもので，発現解析

を行いたい細胞や組織から抽出した mRNAあるいはその

cDNA (complementary DNA）に適当な標識を施し，アレイ

上のプローブ DNAとハイブリダイズさせ，各スポットから得

られるハイブリダイゼーションシグナルの量から遺伝子発現の

情報を得ようとする分析方法である。
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(A) 5(4″chlorosulfo1′,1″diphenyl4′yl)1,1,1,2,2,pentafluoro3,5pentanedione (CDPP)Eu3＋

(B) 4,4′bis(1″,1″,1″,2″,2″,3″,3″heptafluoro4″,6″hexanedion6″yl)chlorosulfooterphenyl (BHHCT)Eu3＋

(C) N,N,N1,N1[2,6bis(3′aminomethyl1′pyrazolyl)4phenylpyridine]tereakis(acetic acid) (BPTA)Tb3＋

(D) 2,2′,2″,2′′′{4′[(4,6dichloro1,3,5triazin2yl)aminobiphenyl4yl]2,2′: 6′2″terpyridine6,6″diyl}bis
(methylenenitrylo)tetraacetic acid (DTBTA)Eu3＋

図 2 筆者らのグループが開発した希土類蛍光錯体

表 1 希土類蛍光錯体の応用例

応用例（対象遺伝子，測定法など） 文献

酵素増幅時間分解蛍光測定，三元蛍光錯体 11)

ヒト papilloma virus（HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45）遺伝子 9)

7種のcystic fibrosis mutants 10)

homogeneous assay 12)～15)

Pneumocystis cariniiの surface glycoprotein遺伝子，

mitcondrial large subunit rRNA

16)

Streptococcus pneumoniaeの pneumolysin遺伝子の検出 17)

Herpes Simplex Virusの検出，0.1 infectious units 18)

prostate specific antigen遺伝子 19)

cystic fibrosis DF508 mutant 20)

HTLVI/II ウイルス遺伝子 21)

sandwich type hybridization assay 22)

4 遺伝子検出と希土類蛍光錯体

希土類蛍光錯体は，遺伝子検出においては，標識剤研究とし

て使用されている段階といえる。配位させる希土類金属を使い

分けることによる多色化など，興味深い試みも報告されてい

る9)10)。それらの主だったものを表 19)～22)にまとめた。

さて，筆者らは，既に図 2に示すような希土類蛍光錯体を

開発し，生体物質の検出へ応用するべく研究を進めてきた。図

中の A～Cの錯体は，分子生物学，特に DNAなどの分析に汎
はん

用
よう

される緩衝液である TE (EDTAを含む tris緩衝液）や SSC

(salinesodium citrate緩衝液）といった溶液中では，金属が

配位子からぬけてしまい，蛍光が減少するという問題点があっ

た。この問題点を解消したのが，DTBTAEu3＋ である

（lex.max.＝336 nm, lem.max.＝616 nm，図中 D）。この錯体は先

述の緩衝液中でも蛍光が減少せず，ジクロロトリアジル基を有

するのでアミノ基を有する物質に標識が可能である。DNAへ

の直接標識については検討中であり，現在は，ビオチン/アビ

ジン系を介してハイブリダイゼーションシグナルの検出に用い

ている。最近，筆者らはこの DTBTAEu3＋ を DNAマイクロ

アレイにおける標識剤として応用し，ハイブリダイゼーション

シグナルの検出を試みた。基板上にプローブ DNAをスポット

し，ビオチン標識した標的 DNAをハイブリダイズさせた。

DTBTAEu3＋ 標識ストレプトアビジンをハイブリダイズした

ビオチン化 DNAに結合させ，錯体由来の蛍光を測定したとこ

ろ，図 3Aに示すような配列特異的なシグナルが検出でき

た。なお，現在市販されているいわゆるマイクロアレイスキャ
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(A) ハイブリダイゼーションシグナルの検出例ビオチン標識した標
的 DNA (lphage DNA）をマイクロアレイ基板上に固相化したプロ
ーブ DNAにハイブリダイズさせ，DTBTAEu3＋ 標識ストレプトアビ

ジンで処理した後，遅延蛍光検出装置で観察した。

プローブ DNA : (a) lphage DNA, (b)トランスフェリン受容体遺伝
子，（c) DNA無し
(B) 遅延蛍光観察装置の概要遅延蛍光検出を行うために，光源から
の励起光（連続光）は光チョッパーを用いてパルス化される。励起光は

光ファイバーで試料に導かれ，照射角度を調節することで試料や基板表

面において反射する励起光はほとんど対物レンズに入射しない。このた

め，励起光除去のための光学フィルターを使用することなく，標識由来

の蛍光を検出できる。

図 3 マイクロアレイ基板上でのハイブリダイゼーションシグナルの検

出
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ナーは従来の有機系蛍光標識の使用を前提に設計されており，

希土類蛍光標識のシグナルを計測することはできないため，こ

の実験には，図 3Bに示す原理構成の UV励起・遅延蛍光検

出器を作製して使用した。本検出装置のシステムとしての性能

は，従来のシステムで核酸標識によく用いられている cyanine

系蛍光色素の 1種である Cy5を観察する場合と比較して，約

1桁
けた

低濃度の DTBTAEu3＋ のスポットが確認できている。

5 お わ り に

生命科学分野の分析手法へ希土類蛍光錯体を応用する研究

は，分析科学に携わる多くの技術者たちによって進められてき

た。本稿においては，遺伝子解析という用途のそのごく一部を

紹介したに過ぎない。希土類蛍光標識は，その特性ゆえ，高感

度な分析方法の構築が期待できるにもかかわらず，いまだ汎用

的な手法になりえていない。この理由の一つは，有機系蛍光標

識剤のように試薬の市販，供給体制が整ってはいないことであ

る。もう一つの理由は，紫外光で励起でき遅延蛍光測定が可能

な測定装置は仕様が限られており，遺伝子解析のごく一部の手

法にしか適用ができないことである。かかる課題が解決され，

希土類蛍光標識剤が遺伝子解析に応用されることを願いつつ，

本稿のまとめとしたい。
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