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 2 本鎖 DNA の T–T ミスマッチ塩基対に Hg2+が特異的に結合し、C–C ミスマッチ塩基対に Ag+が特異

的に結合することを見出している 1),2)。本研究は、これらのミスマッチ塩基対と金属イオンの特異的結

合を用いて一塩基多型(SNP)を検出する方法を開発することを目的とした。 
標的配列として 5'-d(CTCAGATCCTGCXCTTCAAAAACAA)-3' (X=A, C, G, T)を用いて、5'末端を蛍光

色素 FAM で、3'末端を消光色素 TAMRA で標識した T プローブ: 5'-FAM-d(GGGAAAAATGAAGTGCAG 
GATTTCCC)-TAMRA-3'と、C プローブ: 5'-FAM-d(GGAAAAATGAAGCGCAGGATTTCC)-TAMRA-3'を調

製した。斜線部は標的配列と結合し、標的配列の X とプローブの T, Cが塩基対を形成する。下線部は

自己相補的であるため、プローブ単独ではヘアピンを形成し、TAMRA の消光で FAM の蛍光強度は低

かった。X=A では T プローブが強く結合するため、ヘアピンが解消し、蛍光強度は顕著に増加したが、

Hg2+を添加しても蛍光強度は変化しなかった。X=C, G, T では T プローブが結合しないため、蛍光強度

は低かった。Hg2+を添加しても X=C, G では蛍光強度は低かったが、X=T では T–Hg–T 形成で T プロー

ブが強く結合するため、ヘアピンが解消し、蛍光強度は顕著に増加した(図 1)。一方、X=G では C プロ

ーブが強く結合するため、ヘアピンが解消し、蛍光強度は顕著に増加したが、Ag+を添加しても蛍光強

度は変化しなかった。X=A, C, 
T では C プローブが結合しな

いため、蛍光強度は低かった。

Ag+を添加しても X=A, T では

蛍光強度は低かったが、X=C
では C–Ag–C 形成で C プロー

ブが強く結合するため、ヘア

ピンが解消し、蛍光強度は顕

著に増加した(図 1)。以上のよ

うに、T プローブでは Hg2+添

加時に蛍光強度が顕著に増加

するため、X=T を特異的に検

出でき、C プローブでは Ag+添

加時に蛍光強度が顕著に増加

するため、X=C を特異的に検

出できた。 
1) H. Torigoe, A. Ono, T. Kozasa, 
Chem. Eur. J., 2010, 16, 13218-
13225; 2) H. Torigoe, I. Okamoto, 
T. Dairaku, Y. Tanaka, A. Ono, T. 
Kozasa, Biochimie, 2012, 94, 
2431-2440. 

5’-CTCAGATCCTGCTCTTCAAAAACAA-3’

Hg2+添加

Hg2+
AGGACGTGAAGTAA
T ……………………………  
T …………………………… 
T …………………………… 
C ……………………………
C ……………………………
C ……………………………

A
A
A
G
G
G

5’

!
FAM
!

!
TAMRA
!
3’

5’-CTCAGATCCTGCTCTTCAAAAACAA-3’

AGGACGTGAAGTAA

5’

FAM
!

TAMRA
!
3’

! !

標的DNA

プローブ
T

 T 
  T

   C
    C

C

A
  A
 A
  G
 G
G

5’-CTCAGATCCTGCCCTTCAAAAACAA-3’

Ag+添加

Ag+
AGGACGCGAAGTAA
T ……………………………  
T …………………………… 
T …………………………… 
C ……………………………
C ……………………………

A
A
A
G
G

5’

!
FAM
!

!
TAMRA
!
3’

5’-CTCAGATCCTGCCCTTCAAAAACAA-3’

AGGACGCGAAGTAA

5’

FAM
!

TAMRA
!
3’

! !

標的DNA

プローブ
T

 T 
  T

   C
    C

A
  A
 A
  G
 G

図 1: T–T ミスマッチ塩基対と Hg2+の特異的結合と、C–C ミスマッチ 
塩基対と Ag+の特異的結合に基づく一塩基多型検出法 
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