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はじめに

逆転写酵素やDNAポリメラーゼはcDNAの in vitro合
成やPCRに利用されている．逆転写反応では鋳型RNA
の高次構造形成によるcDNA合成阻害，PCRではプラ
イマーのミスアニールによる誤増幅という問題がある．
これまでに鋳型の高次構造やプライマーのミスアニール
を防止するために，ワックスや抗体を利用したホットス
タートPCR法などが開発されてきた．ヘリカーゼは
ATPを加水分解して得られるエネルギーを使って，塩
基間の水素結合を解消する酵素である．本酵素は核酸の
ステム構造や，部分二本鎖などの高次構造をほどくため，
cDNA合成の高効率化やPCR誤増幅を低減する効果が
期待できる．本稿は超好熱性アーキアThermococcus

が有するさまざまなヘリカーゼがcDNA合
成反応やPCR反応に及ぼす影響に注目し，高感度で精
度の高い核酸検出技術の一端について解説する．

核酸検出技術の課題および従来の解決法

RNAを鋳型にcDNAを合成する逆転写酵素はRT-PCR
や転写量解析，マイクロアレイ解析などに応用されてい
る．また近年，病原性微生物の検出にRNAを標的とす
る方法が注目されている 1)．現在，病原体検出にバイオ
アッセイや抗体を用いた方法などが用いられている．し
かしながら，バイオアッセイでは病原体を増殖させる必
要があることや，抗体検査では感染後血清中に抗体が検
出されるまでに1週間以上がかかるなど，検出に時間を
要していた．一方，逆転写酵素を使用してRNAを検出
する方法では病原体を増殖させる必要なく毒素が大量に
生成される前の段階（転写レベル）で検出するため，早
期診断につながる利点がある．これらの技術において，
逆転写酵素は主要な役割を担っており，一般的には伸長
活性が高いという理由からレトロウイルス由来の逆転
写酵素であるMoloney murine leukemia virus reverse
transcriptase（MMLV-RT）やavian myeloblastosis virus
reverse transcriptase（AMV-RT）が用いられている．し
かし，レトロウイルス由来の逆転写酵素は安定性が低く，
低温（37–45°C）での反応が必要となる．一本鎖RNA
は配列によっては低温でステムループの高次構造をとる

ため，逆転写酵素の進行が停止し，cDNAの合成が阻害
されてしまう．このような不完全なcDNAの合成は転
写量解析などにおいて問題である．これらの問題を防ぐ
ため，耐熱性逆転写酵素を開発しようという試みが行わ
れており，MMLV由来逆転写酵素については部位特異
的変異導入によるRNaseH活性の除去やプライマーアク
セプタードメインの変異挿入により安定性が上昇したと
いう報告がある 2–5)．

PCRは1983年にMullisらにより開発された核酸を増
幅する手法であり，遺伝子クローニング，DNAシーケ
ンス，遺伝子診断におけるSNPs解析，病原性微生物の
検出などに利用されている．しかしながら，PCRには目
的とは異なった領域が増幅される誤増幅という問題があ
る．誤増幅は主にPCRのアニーリング反応時にプライ
マーがミスアニールすることによって生じる．通常，誤
増幅を防ぐためにアニーリング温度やMg2+濃度の検討，
プライマーの再設計が試みられる．しかしながら，これ
らの方法では誤増幅を解消できないことがある．そこで，
誤増幅を抑制するための方法が開発され，その一つの方
法としてホットスタート法がある．ホットスタート法は
数種類あり，一つ目はワックス法と呼ばれるオイルを使
用する方法である 6)．この方法はPCR反応液を二層に分
けDNA鋳型とDNAポリメラーゼをPCRの初反応まで
分離する方法である．これによりワックスが溶解する
PCRの熱変性段階までの副反応を抑制することができ
る．二つ目の方法はThermus aquaticusや
由来のDNAポリメラーゼに対する中和モノクローナル
抗体を使用する方法である 7)．この方法では抗体がDNA
ポリメラーゼの二つの活性中心（ポリメラーゼ活性中心
やエキソヌクレアーゼ活性中心など）をマスキングする
ことでPCR反応が開始するまでの副反応を抑制する．
これによりプライマーダイマーやプライマーのミスア
ニールが低減される．これらの抗体はPCRの最初の変
性段階で失活するため，PCR反応中のポリメラーゼの
活性には影響を及ぼさない．抗体を用いる方法はワック
ス法よりも比較的効果的であったが，これらホットス
タート法を用いても長いDNA領域を増幅させる際や高
GC含量の鋳型を使用した際の副反応は解消されず，完
全には誤増幅を抑制させることはできない．また，最近
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別のアプローチとして好熱性バクテリアのミスマッチ修
復経路のイニシエーターであるmismatch-recognizing 
protein（MutS）をPCR反応液に添加し，誤増幅を抑制
する方法が報告されている 8)．MutSはPCRにおいては
ミスマッチしたプライマーと鋳型の複合体に結合し，
DNAポリメラーゼによって合成されるのを防ぐ．本稿
では高精度に核酸を検出する新たな方法として核酸を解
く特徴を持つ耐熱性のヘリカーゼを用いた方法を紹介
する．

核酸検出に適したヘリカーゼとは

ヘリカーゼはDNAやRNA代謝に関与するほぼすべ
ての生物学的プロセスを駆動させるためにヌクレオシド
三リン酸（主にアデノシン三リン酸（ATP））のエネルギー
を用いるモータータンパク質である．ヘリカーゼは二本
鎖の核酸から一本鎖への解離や核酸関連タンパク質の除
去，クロマチンリモデリング介助に関与しており，アミ
ノ酸配列の相同性，酵素極性（5→3’もしくは3’→5’），
オリゴマー状況によって6つのスーパーファミリーに分
類される．もっとも大きいスーパーファミリーSF1，
SF2は6量体を形成せず単量体または二量体で機能する
ヘリカーゼとして知られている．これらのスーパーファ
ミリーは二つの遺伝子組換えタンパク質RecA様ドメイ
ンからなるヘリカーゼコアドメインを共有している．ヘ
リカーゼコアドメインはモチーフQ，I，Ia，Ib，II，III，
VIから構成されており，モチーフ Iおよび IIはWalker
A（リン酸結合ループ），Walker B（Mg2+結合アスパラ
ギン酸モチーフ）として知られており，それぞれNTPs
結合領域を有している．多くのSF1，SF2ヘリカーゼは
分岐した鎖の先端に位置する楔（ ヘアピン）を加水分
解により駆動させて二本鎖を分離させる．さらにSF1お
よびSF2は移行方向によってグループA，Bに細分類さ
れ，SF1/2Aは3’→5’方向で，SF1/2Bは5’→3’である．
SF1は三つのファミリー，SF2は9つのファミリーから
なる．また最近，SF2に新規のファミリーArchaea-

（ASH）が同定された．ASHはユーリアー
キオータに保存されているが生理学的機能は分かってい
ない 9)．ASHはユーリアーキオータ門に特異的な酵素で
あり，正確には （ESH）
として位置付けられるべきものである．
逆転写反応およびPCRに適したヘリカーゼを探索す
るうえで重要な点は①耐熱性を有す，②高温で活性を有
す，③基質特異性（ミスアニールしたプライマーは剥が
すが，正しい位置にアニールしたプライマーは剥がさな
い）である．核酸検出に使用するヘリカーゼの候補とし

て超好熱性アーキア 由来のものを使用し
た．本菌は鹿児島県小宝島の熱水噴出孔から分離された
絶対嫌気性の硫黄還元型超好熱始原菌であり，生育温度
が60～95°C，至適生育温度は85°Cである．よって，
本菌が持つヘリカーゼの多くは耐熱性であると考えられ
る．数種のヘリカーゼを調べたところ，2種類のヘリカー
ゼでプライマーの特異性を向上させるというユニーク
な性質が認められた．これら2種類のヘリカーゼである
DEAD box RNA helicase（Tk-DeaD），Euryarchaeota-

（Tk-EshA）を精製し，ATPase活性
およびアンワインド活性を測定した．Tk-EshAの至適
ATPase活性温度は80°Cと高いのに対し，Tk-DeaDは
50°Cと比較的低い温度であった 10,11)．アンワインド活
性測定による基質特異性評価の結果，Tk-DeaDは両端
突出型および5’突出型の二本鎖DNA，高次構造を有す
一本鎖RNA，RNA/DNAハイブリッド基質をアンワイ
ンドし，Tk-EshAは両端突出型及び3’突出型の二本鎖
DNA，RNA/DNAハイブリッド基質をアンワインドし
た 11)． こ の こ と か ら，Tk-DeaDは5’末 端 側 か ら，
Tk-EshAは3’末端側からRNAおよびDNAをアンワイ
ンドしていると示された．本説では 由
来ヘリカーゼのうち逆転写反応の感度を向上させた
Tk-DeaDおよびPCRの精度を上昇させたTk-EshAにつ
いてその効果の詳細を紹介する．

耐熱性ヘリカーゼを用いた 
逆転写反応効率の上昇およびPCRノイズの低減

Tk-DeaDが逆転写反応効率へ及ぼす影響　　Tk-DeaD
の至適活性温度は50°Cであり，一本鎖RNAの高次構造
を解く 10)．そのため，Tk-DeaDは逆転写反応時（40°C）
において鋳型RNAの高次構造を解き，逆転写酵素を進
行させ，cDNA合成効率を向上させる可能性が考えられ
たため，Tk-DeaDを添加しRT-PCRを行った．逆転写
反応の鋳型には40°Cで安定なステム構造を形成するセ
レウス菌由来の毒素遺伝子であるcesAのmRNAを使用
し，プライマーはアニール領域がステム構造内に存在す
るよう設計した（図1A）．つまり，安定な二次構造を形
成しているcesA mRNAがアンワインドされない限り，
RNAを検出することができない．レトロウイルス由来
の逆転写酵素MMLV-RTおよびTk-DeaDを使用して逆
転写反応を行い，cDNAを合成させ，PCRにより増幅さ
せたところ，Tk-DeaD非存在下においては，cDNAは合
成されなかったが DeaD添加条件では濃度依存的に
cDNA合成量が増加した（図1B）．しかし，過剰量（25 nM）
のTk-DeaDを添加するとcDNAの合成が阻害された．
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以上より，Tk-DeaDが二次構造形成したRNAを解くこ
とでcDNA合成効率が上昇するが，過剰量のTk-DeaD
が存在するとプライマーとcesA mRNA鋳型の二本鎖を
も剥がしてしまった可能性が考えられる．したがって鋳
型に適した濃度のTk-DeaDの添加は少量のRNAを検出
するための有用な方法であることが示された．
Tk-EshAがPCR特異性へ及ぼす影響　　Tk-EshAの

PCRへの影響を検討するためにPCR反応液にヘリカー
ゼを添加しPCRを行った．鋳型にはT. 由
来16S rDNA（1498 bp）を用い．その全長を増幅させた．
PCRに使用したDNAポリメラーゼはホットスタート法
に用いられているKOD plus polymeraseである．その結
果，ヘリカーゼ非添加の条件では複数の誤増幅産物（ノ
イズDNA）が見られた（図2A）．一方，50 nM Tk-EshA
を添加した条件では，非特異的に増幅されたDNAが消
失した（図2A）．過剰量（100 nM）のTk-EshAを添加す

ると，目的領域の産物も減少した．そのためPCRサイ
クル数を28から45に増やして100 nM Tk-EshAを加え
て反応させたところ，目的の産物バンドのシグナル強度
は高くなったが，誤増幅バンドは見られなかった．次に
アガロースゲル上の目的のバンド（a），および非特異的
なバンド（b, c）のバンド強度を測定することで増幅さ
れたDNA量を比較した（図2B）．その結果Tk-EshA添加
による目的のDNA量の減少率はノイズDNAの減少率
よりも低いことから，Tk-EshA はPCR時に優先的にミ
スアニールしたプライマーと鋳型の二本鎖を剥がすこと
で非特異的増幅を抑制していることが明らかとなった．
競合プライマー存在下におけるTk-EshAがPCR特異
性へ及ぼす影響　　Tk-EshAがどのように結合したプラ
イマーと鋳型の二本鎖をアンワインドしているのかを検
証するため，目的領域の内側に部分的に結合するプライ
マーを設計した．完全に一致するプライマーの組合せで
は1498 bpのDNAが増幅される．また，部分的に結合
する5’突出型プライマーまたは3’突出型プライマーの
組合せでは約800 bpのDNA産物が生じる．Tk-EshAを
添加していない条件では目的のバンド（1498 bp）およ
びノイズバンド（800 bp）が検出された．Tk-EshAを
添加した条件においては，ノイズバンド（800 bp）は消
失し，目的バンド（1498 bp）のみが検出された（図
3A）．以上より，Tk-EshAは完全に一致して結合してい
るプライマーと鋳型の二本鎖DNAよりも部分的に結合
している二本鎖DNAを優先的に剥がすことが示された．
また，Tk-EshAが3’側からアンワインドする特徴を有
すことから，5’突出型プライマーを鋳型の3’末端側から，

図3．ミスアニールするプライマー存在下でのTk-EshAがPCR
へ及ぼす影響．Tk-EshA添加時における競合してミスアニー
ルするプライマーを用いたPCR．標的はT. 由来
の16S rDNA（1498 bp）である．（A）Tk-EshA存在下におけ
る5’突出型プライマーを用いたPCRの増幅パターン．
Tk-EshAは示した濃度で添加した．目的のDNA産物（1498 bp）：
◀，誤増幅DNA産物（805 bp）：◁．（B）3’突出型プライマー
を用いたTk-EshA存在下におけるPCRの増幅パターン．
Tk-EshAは図に示した濃度で添加した．◀：目的のDNA産物
（1498 bp），◁：誤増幅DNA産物（800 bp）．ミスアミールし
たプライマーを灰色の矢印で示した．

図1．Tk-DeaDの逆転写効率へ及ぼす影響．（A）40°Cにおけ
るcesA mRNAの二次構造予測．逆転写反応時にプライマー
（RV-R10）が結合する領域を黒矢印で示している．mRNA二
次構造の自由エネルギー変化量（ G°）は-110.09 kcal/molで
ある．（B）cesA mRNAを鋳型にTk-DeaD存在，非存在下に
おいて逆転写反応を行い，cDNAを合成させたのち，Taqポリ
メラーゼでRT-PCR反応を行った．RT時に図Bに示す濃度で
Tk-DeaDを添加した．

図2．Tk-EshAのPCR特異性への影響．（A）T. 
由来16SrDNAの1498 bpを標的とし，Tk-EshA，TK0928を
用いたPCRを行った．ヘリカーゼの濃度は0，2，10，50，
100 nMである．（B）Tk-EshAを添加によるPCR増幅産物量
の割合．○：目的のDNA増幅産物（a），□：誤増幅DNA産
物（b），△：誤増幅DNA産物（c）．DNA増幅産物量の割合
は ImageJ softwareを用いて測定し，それぞれヘリカーゼを添
加していない条件でのバンド強度を100％として示した．
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3’突出型プライマーをプライマーおよび鋳型の3’側末
端側から剥がしていると考えられる．
Tk-EshAが高GC含量鋳型を使用したPCRへ及ぼす

影響　　通常，GC含量の高い鋳型を使用した際は鋳型
DNAが二次構造を形成し，さらにプライマーが目的と
は異なった領域にアニールするためDNA増幅が困難で
あり誤増幅が生じやすい．そこで，Tk-EshAが高GC含
量鋳型DNAの増幅に及ぼす影響を検討した．緑膿菌由
来の毒素遺伝子 （1917 bp；GC含量，69％）を標
的とし，KOD-Plus polymeraseを使用してPCRを行った．
Tk-EshA非存在条件では複数のノイズDNAが見られた
（図4）．また，これらのノイズDNAはアニーリング温
度を62°Cから68°Cへと上昇させても解消されなかっ
た．50 nM Tk-EshAを反応液に添加したところ，アニー
リング温度が62～68°Cすべての条件においてノイズ
DNAが解消された（図4）．しかしながら，100 nM
Tk-EshAを添加したところ目的領域のDNAも増幅され
なかった．つまり，鋳型に適した濃度のTk-EshAを添
加することで，アニーリング温度を上昇させても消失し
なかったノイズDNAもアニーリング温度が低い条件
（62°C）において解消される．このTk-EshA添加効果は，
アニーリング温度を上昇させることよりも効果的である
ことが明らかとなった．
Tk-EshAがARMS法を用いたSNP解析へ及ぼす
影響　　校正活性を有さないファミリーA DNAポリメ
ラーゼを用いてDNAを増幅させる手法amplification
refractory mutation system（ARMS法 ） に 対 す る
Tk-EshAの添加効果を検証した．ARMS法はプライマー
にミスマッチがあると，アニーリングが困難になり
PCRでDNAを増幅できないことを利用した方法である．
この方法はハイブリダイゼーションや制限酵素処理を必

要としないため，疾患遺伝子変異の検出に利用されてい
る．標的にはヒトのaldehyde dehydrogenase 2（ALDH2）
遺伝子を用いた．ALDH2はエタノールが代謝されてで
きるアルデヒドを酸化する酵素であり，その活性の欠損
はALDH2遺伝子の点突然変異E487Kによるものであ
る．対立遺伝子の組合せから正常型ホモ接合体（NN型），
ヘテロ接合体（NM型），変異型ホモ接合体（MM型）
の3種類の遺伝子が存在する．このうちのどの遺伝子型
かを調べることでアルコールに対する感受性を判断する
ことができる．アリル特異的なプライマーを用いて
PCRを行うと，サンプルによっては非特異的なバンド
が複数見られ，遺伝子型を特定することが困難な場合が
ある．それに対し，Tk-EshA添加するとノイズが消え，
目的のバンドのみが検出された．図5にはヘテロ遺伝子
型の検出に際し，Tk-EshAが効果的だった例を示す．
Tk-EshAの添加はALDH2の遺伝子型以外のARMS法
を用いたSNP解析に対しても有効であると思われる．

逆転写反応及びPCRにおけるヘリカーゼの働き

Tk-DeaDは高次構造をとる鋳型RNAを5’末端側から
ほどき，逆転写反応効率を上昇させることでRNA検出
感度が上昇する（図6）．Tk-EshAは非特異的に結合した
プライマーと鋳型の二本鎖をプライマーの5’末端側が
結合していない場合は鋳型の3’末端側から，プライマー
の3’末端側が結合していない場合は鋳型及びプライマー
の3’末端側からアンワインドし，鋳型から遊離させる．
一方，目的領域に結合したプライマーと鋳型は5’突出
型二本鎖DNAでありTk-EshAがアンワインドするこ

図4．Tk-EshAが高GC含量鋳型を用いたPCRへ及ぼす影響．P. 
aeruginosa由来の 遺伝子（1917 bp）を標的とし，Tk-EshA
添加した条件でPCRを行った．Tk-EshAは0，50，100 nM添
加し，PCRのアニーリング温度は62，65，68°Cとした．

図5．ARMS法に対するTk-EshAの添加効果．ヒトのaldehyde 
dehydrogenase 2遺伝子（ALDH2）を標的としTk-EshAを25 nM
添加してPCRを行った．Con（Fw）はフォーワードプライマー
を，ASP1（N），APS2（M）はそれぞれ正常型，変異型DNA
に結合するリバースプライマーを示す．Lane N：ASP1（N）
プライマーとCON（Fw）プライマーによる増幅，Lane M：
ASP2（M）プライマーとCON（Fw）プライマーによる増幅．
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とは困難であるため，優先的にミスアニールしたプラ
イマーを剥がすことによりDNA増幅の特異性が増強さ
れる．Tk-DeaDは逆転写効率の上昇，Tk-EshAはPCR
におけるノイズ低減効果を有すが，これらのヘリカーゼ
はDNAとRNAの両方をアンワインドすることから，
逆転写反応やPCRのみならず他の核酸を検出する方
法（ ，ligase chain 
reaction， など）
に対する効果も期待される．
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