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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　二次元電気泳動法を用いた50ヌクレオチド以下の低分子RNAの分析方法であって、アク

リルアミド濃度が12.5%～ 13.5%のスラブ状ポリアクリルアミドゲルを用いて試料の一次元

目の電気泳動を行った後、泳動レーン中の前記低分子RNAを含む領域のゲルをストリップ

状に切り出す際、ゲル板全体を疎水性透明フィルムで密着包囲し、切り出すゲルの部分の

形状と略同一形状であって、少なくとも一方の面に疎水性面を有する薄板状部材のいずれ

かの面を、切り出すゲルの部分の表面に位置する疎水性透明フィルムに当接させ、ゲルを

疎水性透明フィルムとともに薄板状部材の周縁部に沿って切り込み、次に、薄板状部材を

、切り込んだゲルの底面にその疎水性面が当接するようにゲルの下に潜り込ませ、薄板状

部材を支持体にしてゲルを取り出し、このようにして切り出したゲルを二次元目の電気泳

動を行うためのゲルと重合させた後、電気泳動を行うことを特徴とする分析方法。

【請求項２】

　薄板状部材の疎水性面を疎水性透明フィルムに当接させ、ゲルを疎水性透明フィルムと

ともに薄板状部材の周縁部に沿って切り込むことを特徴とする請求項1記載の分析方法。

【請求項３】

　少なくとも2種類の特定の条件下にある個体または細胞を用いて調製した試料の泳動パ

ターンを比較することで、前記低分子RNAの発現特性を比較分析することを特徴とする請

求項1または2記載の分析方法。

【請求項４】
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　 請 求 項 1乃 至 3の い ず れ か に 記 載 の 分 析 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト で あ っ て 、 一 次 元 目 の 電

気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と

ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う 際 に ゲ ル に 試 料 注 入 溝 を 形 成 す る た め の 櫛 、

疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム 、 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 を 少 な く と も 含

ん で な る こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 低 分 子 RN Aの 分 析 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 RN A干 渉 （ RN A interference, RN Ai） の 発 見 と 、 そ の 作 用 機 構 に 22～ 26ヌ ク レ オ

チ ド （ nt） の 低 分 子 RN Aが 深 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た こ と を き っ か け に 、 数

多 く の 低 分 子 RN Aあ る い は 非 翻 訳 RN A（ non-coding RN A, ncRN A） が 細 胞 に 存 在 す る こ と 、

低 分 子 RN Aの 機 能 は 非 常 に 多 岐 に わ た る こ と が 解 明 さ れ つ つ あ る 。 生 命 の 全 体 像 を 把 握 す

る た め に は 、 ゲ ノ ム D N Aや 蛋 白 質 と 同 様 に 、 細 胞 に 存 在 す る 低 分 子 RN Aに つ い て も 理 解 を 深

め る こ と が 必 要 で あ る と こ ろ 、 こ の よ う な 状 況 下 に お い て 、 低 分 子 RN Aの 研 究 を 精 力 的 に

進 め て い く た め に は 、 低 分 子 RN Aを 優 れ た 再 現 性 の も と に 分 離 し て 分 析 す る こ と が で き る

方 法 が 不 可 欠 と な る 。 従 っ て 、 研 究 の 現 場 で は 、 こ の よ う な 方 法 が 待 ち 望 ま れ て い る 。 低

分 子 RN Aの 分 析 方 法 と し て は 、 い く つ か の 方 法 が 考 え ら れ る が 、 そ の 1つ に 二 次 元 電 気 泳 動

法 を 用 い た 方 法 が あ る 。 こ の 方 法 に つ い て は 既 に 非 特 許 文 献 1に お い て 提 案 が さ れ て い る

。 し か し な が ら 、 非 特 許 文 献 1に お い て は 、 人 工 的 に 合 成 し た い く つ か の 20数 ヌ ク レ オ チ

ド の 低 分 子 RN Aの 混 合 物 が 、 二 次 元 電 気 泳 動 法 に よ り 分 離 さ れ る こ と を 確 認 し て い る に 過

ぎ ず 、 天 然 に 存 在 す る 低 分 子 RN Aの 混 合 物 を 実 際 に 分 離 し て 分 析 す る ま で に は 至 っ て い な

い 。 ま た 、 非 特 許 文 献 1に お い て は 、 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 行 う た め の 具 体 的 な 手 法 の 詳 細

に つ い て は 明 ら か に さ れ て い な い 。 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た RN Aの 分 析 方 法 と し て は 、

非 特 許 文 献 1に お い て 提 案 さ れ て い る 方 法 以 外 に も 、 例 え ば 、 非 特 許 文 献 2に お い て 提 案 さ

れ て い る 方 法 が あ る 。 し か し な が ら 、 非 特 許 文 献 2に お い て 提 案 さ れ て い る 方 法 は 、 低 分

子 RN Aの 分 析 に 適 用 し た 場 合 、 個 々 の RN A同 士 の 分 離 が 悪 く 、 ま た 、 分 離 の 再 現 性 を 確 保 す

る た め に は 、 熟 練 し た 技 術 が 必 要 で あ り 、 誰 も が 簡 便 に 行 う こ と が で き る も の で は な い 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Two-dimensional fractionation of complex mixture of oligonucleot

ides in microRN A size range: Hideaki Shiraishi, 2004 Oxford University Press, Nu

cleic Acids Symposium Series No.48, 293-294

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Purification of RN A Molecules by Gel techniques: Toshimichi Ikem

ura, Methods In Enzymology, Vol.180, pp14-25(1989)

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 そ こ で 本 発 明 は 、 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 簡 便 に 再 現 性 よ く 分 離 す る こ と が で き る 二 次

元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 、 そ の 分 析 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 者 は 、 上 記 の 点 に 鑑 み て 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い て 50nt

以 下 の 低 分 子 RN Aの 分 析 を 行 う 際 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め に 用 い る ゲ ル を 特 定 し

、 か つ 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 に 行 う 、 泳 動 レ ー ン 中 の 前 記 低 分 子 RN Aを 含 む 領

域 の ゲ ル の 切 り 出 し 方 法 を 特 定 す る こ と で 、 二 次 元 目 の ゲ ル 上 で 前 記 低 分 子 RN Aを 簡 便 に

再 現 性 よ く 分 離 す る こ と が で き る こ と を 見 い 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 上 記 の 知 見 に 基 づ い て な さ れ た 本 発 明 の 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 50nt以 下 の 低 分 子 RN

Aの 分 析 方 法 は 、 請 求 項 1記 載 の 通 り 、 ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 が 12.5%～ 13.5%の ス ラ ブ 状 ポ リ
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ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 試 料 の 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 泳 動 レ ー ン 中 の 前 記

低 分 子 RN Aを 含 む 領 域 の ゲ ル を ス ト リ ッ プ 状 に 切 り 出 す 際 、 ゲ ル 板 全 体 を 疎 水 性 透 明 フ ィ

ル ム で 密 着 包 囲 し 、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 形 状 と 略 同 一 形 状 で あ っ て 、 少 な く と も 一 方 の

面 に 疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 の い ず れ か の 面 を 、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 表 面 に 位 置 す

る 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム に 当 接 さ せ 、 ゲ ル を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と と も に 薄 板 状 部 材 の 周 縁

部 に 沿 っ て 切 り 込 み 、 次 に 、 薄 板 状 部 材 を 、 切 り 込 ん だ ゲ ル の 底 面 に そ の 疎 水 性 面 が 当 接

す る よ う に ゲ ル の 下 に 潜 り 込 ま せ 、 薄 板 状 部 材 を 支 持 体 に し て ゲ ル を 取 り 出 し 、 こ の よ う

に し て 切 り 出 し た ゲ ル を 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル と 重 合 さ せ た 後 、 電 気 泳 動

を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 請 求 項 2記 載 の 分 析 方 法 は 、 請 求 項 1記 載 の 分 析 方 法 に お い て 、 薄 板 状 部 材 の 疎 水

性 面 を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム に 当 接 さ せ 、 ゲ ル を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と と も に 薄 板 状 部 材 の

周 縁 部 に 沿 っ て 切 り 込 む こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 請 求 項 3記 載 の 分 析 方 法 は 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 分 析 方 法 に お い て 、 少 な く と

も 2種 類 の 特 定 の 条 件 下 に あ る 個 体 ま た は 細 胞 を 用 い て 調 製 し た 試 料 の 泳 動 パ タ ー ン を 比

較 す る こ と で 、 前 記 低 分 子 RN Aの 発 現 特 性 を 比 較 分 析 す る こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 本 発 明 の 請 求 項 1乃 至 3の い ず れ か に 記 載 の 分 析 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト は 、 請 求

項 4記 載 の 通 り 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 二 次 元 目 の

電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う 際 に ゲ ル に 試

料 注 入 溝 を 形 成 す る た め の 櫛 、 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム 、 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面 を 有

す る 薄 板 状 部 材 を 少 な く と も 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 簡 便 に 再 現 性 よ く 分 離 す る こ と が で き る 二 次

元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 、 そ の 分 析 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 分 析 方 法 は 、 ア ク リ ル ア ミ

ド 濃 度 が 12.5%～ 13.5%の ス ラ ブ 状 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 試 料 の 一 次 元 目 の 電 気

泳 動 を 行 っ た 後 、 泳 動 レ ー ン 中 の 前 記 低 分 子 RN Aを 含 む 領 域 の ゲ ル を ス ト リ ッ プ 状 に 切 り

出 す 際 、 ゲ ル 板 全 体 を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム で 密 着 包 囲 し 、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 形 状 と 略

同 一 形 状 で あ っ て 、 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 の い ず れ か の 面 を

、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 表 面 に 位 置 す る 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム に 当 接 さ せ 、 ゲ ル を 疎 水 性 透

明 フ ィ ル ム と と も に 薄 板 状 部 材 の 周 縁 部 に 沿 っ て 切 り 込 み 、 次 に 、 薄 板 状 部 材 を 、 切 り 込

ん だ ゲ ル の 底 面 に そ の 疎 水 性 面 が 当 接 す る よ う に ゲ ル の 下 に 潜 り 込 ま せ 、 薄 板 状 部 材 を 支

持 体 に し て ゲ ル を 取 り 出 し 、 こ の よ う に し て 切 り 出 し た ゲ ル を 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う

た め の ゲ ル と 重 合 さ せ た 後 、 電 気 泳 動 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 で は 、 試 料 の 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め に 用 い る ゲ ル を ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度

が 12.5%～ 13.5%の ス ラ ブ 状 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル と 特 定 す る 。 ゲ ル の 種 類 を ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル と 特 定 す る の は 、 分 析 対 象 の 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 混 合 物 に 対 す る 分 離 能

に 優 れ る か ら で あ る 。 ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 を 12.5%～ 13.5%と 特 定 す る の は 、 濃 度 が 12.5%

を 下 回 る と 、 そ れ は 50ntよ り も 大 き い RN Aの 混 合 物 に 対 す る 分 離 能 を 向 上 さ せ る よ う な 条

件 に な っ て し ま い 、 反 対 に 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 混 合 物 に 対 す る 分 離 能 が 低 下 す る か ら

で あ る 。 一 方 、 濃 度 が 13.5%を 上 回 る と 、 後 述 す る よ う な 条 件 で 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行

う 場 合 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル の ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 と の 差 が 縮 ま っ て し ま う

こ と で 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 に 得 ら れ る RN Aス ポ ッ ト の 分 離 能 が 悪 く な り 、 個

々 の ス ポ ッ ト の 把 握 が 困 難 に な る か ら で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 で は 、 試 料 の 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 泳 動 レ ー ン 中 の 前 記 低 分 子 RN Aを

含 む 領 域 の ゲ ル を ス ト リ ッ プ 状 に 切 り 出 す 際 、 ゲ ル 板 全 体 を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム で 密 着 包
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囲 し 、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 形 状 と 略 同 一 形 状 で あ っ て 、 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面

を 有 す る 薄 板 状 部 材 の い ず れ か の 面 を 、 切 り 出 す ゲ ル の 部 分 の 表 面 に 位 置 す る 疎 水 性 透 明

フ ィ ル ム に 当 接 さ せ 、 ゲ ル を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と と も に 薄 板 状 部 材 の 周 縁 部 に 沿 っ て 切

り 込 み 、 次 に 、 薄 板 状 部 材 を 、 切 り 込 ん だ ゲ ル の 底 面 に そ の 疎 水 性 面 が 当 接 す る よ う に ゲ

ル の 下 に 潜 り 込 ま せ 、 薄 板 状 部 材 を 支 持 体 に し て ゲ ル を 取 り 出 す 。 ゲ ル を ス ト リ ッ プ 状 に

切 り 出 す 際 、 そ の 切 り 出 し 長 さ は 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル の 横 幅 よ り 短 く す る の

が 好 ま し く 、 切 り 出 し 幅 は 泳 動 レ ー ン の 幅 よ り 狭 く す る の が 好 ま し い が 、 ゲ ル の 切 り 出 し

を 上 記 の よ う に し て 行 う こ と で 、 例 え ば 、 切 り 出 し 長 さ が 10～ 20cmで 切 り 出 し 幅 が 0.3～ 0

.7cmと い っ た よ う な 極 細 の ス ト リ ッ プ 状 の ゲ ル を 切 り 出 す 場 合 で も 、 簡 便 に 精 度 よ く 切 り

出 す こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ゲ ル 板 全 体 を 密 着 包 囲 す る た め に 用 い る 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ 塩

化 ビ ニ リ デ ン 製 の 食 品 包 装 用 透 明 ラ ッ プ フ ィ ル ム が 挙 げ ら れ る 。 仮 に 、 疎 水 性 透 明 フ ィ ル

ム に 代 わ り に セ ロ ハ ン の よ う な 親 水 性 透 明 フ ィ ル ム を 用 い た 場 合 、 当 該 フ ィ ル ム が ゲ ル の

表 面 に 残 存 す る 電 気 泳 動 用 バ ッ フ ァ ー 由 来 の 水 分 を 含 ん で 軟 化 膨 張 し た り し て ゲ ル 板 全 体

を 密 着 包 囲 す る こ と が 困 難 と な り 、 そ の 結 果 、 ゲ ル の 切 り 出 し を 精 度 よ く 行 え な い と い っ

た 問 題 を 招 来 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 は 、 後 に 行 う 、 切 り 込 ん だ ゲ ル を 取

り 出 す 際 に 必 要 と な る 疎 水 性 面 を 有 す る も の で あ れ ば ど の よ う な も の で あ っ て も よ い が 、

ゲ ル 板 全 体 を 密 着 包 囲 す る た め に 用 い る 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム に 当 接 さ せ る 薄 板 状 部 材 の 面

は 、 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と 親 和 性 を 有 す る こ と が 好 ま し い （ 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と し て ポ

リ 塩 化 ビ ニ リ デ ン 製 の 食 品 包 装 用 透 明 ラ ッ プ フ ィ ル ム を 用 い る 場 合 、 薄 板 状 部 材 の 疎 水 性

面 は 、 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と 親 和 性 を 有 す る ） 。 ゲ ル を 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と と も に 薄 板

状 部 材 の 周 縁 部 に 沿 っ て 切 り 込 む 際 、 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と 薄 板 状 部 材 の 間 で の 滑 り が 抑

え ら れ 、 直 線 状 の 切 口 を 有 す る ゲ ル を 簡 便 に 精 度 よ く 切 り 出 す こ と が 可 能 と な る か ら で あ

る 。 ま た 、 薄 板 状 部 材 を 、 切 り 込 ん だ ゲ ル の 底 面 に そ の 疎 水 性 面 が 当 接 す る よ う に ゲ ル の

下 に 潜 り 込 ま せ 、 薄 板 状 部 材 を 支 持 体 に し て ゲ ル を 取 り 出 す こ と で 、 薄 板 状 部 材 を 支 持 体

に し て 、 切 り 込 ん だ ゲ ル を 崩 す こ と な く 容 易 に 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 仮 に 、 薄 板 状 部

材 が 親 水 性 面 を 有 し 、 こ の 親 水 性 面 を 利 用 し て 同 様 の 操 作 を 行 っ て ゲ ル を 取 り 出 そ う と し

た 場 合 、 ゲ ル 表 面 に 存 在 す る 水 分 が 邪 魔 を し て 、 薄 板 状 部 材 を 切 り 込 ん だ ゲ ル の 下 に 正 確

に 潜 り 込 ま せ る こ と が 困 難 に な る こ と で 、 ゲ ル を 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル 板 に セ

ッ ト す る こ と が 困 難 と な る と い っ た 問 題 を 招 来 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め に 用 い る ゲ ル は 、 例 え ば 、 ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 が 21.0%

～ 23.0%で 尿 素 濃 度 が 6.0M～ 8.0Mの ス ラ ブ 状 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル が 好 ま し い 。 ゲ ル の

種 類 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル と す る こ と が 好 ま し い の は 、 分 析 対 象 の 50nt以 下 の 低 分 子

RN Aの 混 合 物 に 対 す る 分 離 能 に 優 れ る か ら で あ る 。 ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 を 21.0%～ 23.0%と

す る こ と が 好 ま し い の は 、 濃 度 が 21.0%を 下 回 る と 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル の

ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 と の 差 が 縮 ま っ て し ま う こ と で 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 に 得

ら れ る RN Aス ポ ッ ト の 分 離 能 が 悪 く な り 、 個 々 の ス ポ ッ ト の 把 握 が 困 難 に な る か ら で あ る

。 一 方 、 濃 度 が 23.0%を 上 回 る と 、 50nt付 近 の RN Aの 分 離 能 が 悪 く な っ た り 、 ゲ ル が 壊 れ や

す く な る こ と で 、 そ の 取 り 扱 い が 困 難 に な っ た り す る か ら で あ る 。 尿 素 濃 度 を 6.0M～ 8.0M

と す る こ と が 好 ま し い の は 、 低 分 子 RN Aの 二 次 構 造 の 違 い に よ る 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 へ の

影 響 を な く す こ と が で き る か ら で あ る 。 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル に 尿 素 を 添 加 せ

ず 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 に 用 い る ゲ ル に 濃 度 が 6.0M～ 8.0Mの 尿 素 を 添 加 す る こ と で 、 同 じ

大 き さ の 異 な る 低 分 子 RN Aを 二 次 構 造 の 違 い に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 な お 、 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 含 む 試 料 や ゲ ル の 調 製 方 法 、 電 気 泳 動 の 操 作 方 法 は 自 体

公 知 の 方 法 で 行 え ば よ い （ 必 要 で あ れ ば ＂ Polyacrylamide Gel Electrophoresis＂ in Mo
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lecular Cloning, a laboratory manual, second edition: J. Sambrook, E. F. Fitsch

and T. Maniatis (1989) , pp. 6.36-6.48, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New

 York.を 参 照 の こ と ） 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 二 次 元 目 の ゲ ル 上 で 、 50nt以 下 （ お お よ そ 15nt～ 50nt） の 低 分 子 RN A

を 簡 便 に 再 現 性 よ く 分 離 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 少 な く と も い く つ か の 50nt以 下 の 低

分 子 RN Aに つ い て は 、 そ れ ら を ゲ ル 上 の 各 ス ポ ッ ト と し て 高 い 精 製 度 の 下 に 取 得 す る こ と

が で き る こ と か ら 、 そ の 配 列 決 定 を 容 易 に し 、 よ っ て 、 新 規 な 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 効

率 的 な 探 索 が 可 能 と な る 。 ま た 、 少 な く と も 2種 類 の 特 定 の 条 件 下 に あ る 個 体 ま た は 細 胞

を 用 い て 調 製 し た 試 料 の 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 そ の 泳 動 パ タ ー ン を 比 較 す る こ と で 、 低

分 子 RN Aの 発 現 特 性 を 比 較 分 析 す る こ と が で き る こ と か ら 、 多 細 胞 生 物 に お け る 老 化 、 行

動 、 神 経 発 生 、 胚 発 生 な ど の 高 次 生 命 現 象 に ど の よ う な 低 分 子 RN Aが ど の よ う に 関 わ っ て

い る の か に つ い て の 解 明 が 容 易 と な る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 分 析 方 法 は 、 一 次 元 目 の 電

気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と

ゲ ル 形 成 用 試 薬 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う 際 に ゲ ル に 試 料 注 入 溝 を 形 成 す る た め の 櫛 、

疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム 、 少 な く と も 一 方 の 面 に 疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 を 少 な く と も 含

ん で な る キ ッ ト を 用 い る こ と で 、 誰 も が 簡 便 に 再 現 性 よ く 行 う こ と が で き る 。 こ こ で 、 一

次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 と 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 板 は 、 例

え ば 、 縦 50cm× 横 20cm程 度 の ガ ラ ス 製 ま た は 樹 脂 製 で あ る 。 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た

め の ゲ ル 形 成 用 試 薬 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 の 成 分 を 混 合 し て 滅 菌 水 で 総 量 213mlに 調 製

し た ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

ア ク リ ル ア ミ ド 　 　 26.6g

N,N＇ -メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 　 　 1.4g

ト リ ス 塩 基 　 　 0.65g

ホ ウ 酸 　 　 0.33g

0.5M EDTA（ pH8.0） 　 0.24ml

過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 　 　 0.2g

N,N,N＇ ,N＇ -テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン （ TE M ED） 　 2 3 0μ l

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル 形 成 用 試 薬 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 の 成 分

を 混 合 し て 滅 菌 水 で 総 量 240mlに 調 製 し た ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

ア ク リ ル ア ミ ド 　 　 50.2g

N,N＇ -メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 　 　 2.6g

尿 素 　 　 100ｇ

ト リ ス 塩 基 　 　 0.78g

ホ ウ 酸 　 　 0.40g

0.5M EDTA（ pH8.0） 　 0.29ml

過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 　 　 0.1g

N,N,N＇ ,N＇ -テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン （ TE M ED） 　 2 3 0μ l

【 ０ ０ １ ９ 】

　 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う 際 に ゲ ル に 試 料 注 入 溝 を 形 成 す る た め の 櫛 と し て は 、 例 え ば

、 一 方 に 縦 1cm× 横 1cmの 歯 を 0.2cm間 隔 で 10本 も ち 、 他 方 に は 歯 を も た な い 、 厚 さ 0.2cmの

テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） 製 の 板 が 挙 げ ら れ る 。 疎 水 性 透 明 フ ィ ル ム と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ

塩 化 ビ ニ リ デ ン 製 の 食 品 包 装 用 透 明 ラ ッ プ フ ィ ル ム が 挙 げ ら れ る 。 少 な く と も 一 方 の 面 に

疎 水 性 面 を 有 す る 薄 板 状 部 材 と し て は 、 例 え ば 、 両 面 が 疎 水 性 で あ る （ 両 面 が 疎 水 処 理 さ

れ た ） プ ラ ス チ ッ ク 板 や 、 後 述 す る 実 施 例 で 用 い た 、 一 方 の 面 が 疎 水 性 面 で 他 方 の 面 が 親
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水 性 面 で あ る Pharmacia Biotech社 製 の 商 品 名 ： Gel Bond PA G filmが 挙 げ ら れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 線 虫 （ C. e l e g a n s） を 用 い た 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明

は 、 以 下 の 記 載 に 何 ら 限 定 し て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

実 験 1：

（ 泳 動 用 RN A試 料 の 準 備 ）

　 線 虫 10gを TRIzol試 薬 （ Invitrogen社 製 ） 10mlで 処 理 し 、 粗 RN A抽 出 物 0.5mgを 得 た 。 こ

れ を ス テ ッ プ ワ イ ズ の 2-プ ロ パ ノ ー ル 沈 殿 法 に よ り 分 画 し 、 100nt以 下 の RN Aを 含 む 画 分 5

μ gを 得 た 。 RN Aの 3'末 端 を 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る た め に 、 こ の RN A画 分 2.5μ gに 、 6.5μ

lの
3 2
P-pCp（ 111TBq/m mol） 、 20unitの T4 RN A ligase （ 宝 酒 造 社 製 ） 、 終 濃 度 50m Mの Tri

s-HCl（ pH7.5） 、 10m Mの MgCl 2 、 10m Mの DTT、 1m Mの ATPを 加 え 、 滅 菌 水 で 15μ lに あ わ せ て

、 4℃ で 16時 間 ～ 20時 間 反 応 さ せ た 。 こ の よ う に し て 3'末 端 を 標 識 し た RN A画 分 15μ lに 、

電 気 泳 動 用 グ リ セ ロ ー ル バ ッ フ ァ ー （ 50%グ リ セ ロ ー ル と 0.25%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー と

0.25%キ シ レ ン シ ア ノ ー ル 含 有 ） を 5μ l、 滅 菌 水 を 5μ l加 え て 泳 動 用 RN A試 料 と し た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

（ 二 次 元 電 気 泳 動 ）

　 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め に 、 以 下 の よ う に し て ア ク リ ル ア ミ ド 濃 度 が 13.1%の ス

ラ ブ 状 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 作 製 し た 。 即 ち 、 40%ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 （ ア ク リ ル ア

ミ ド 380gと N,N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 20gを 水 に 溶 か し て 1000mlに し た 溶 液 ） 70ml

、 10× TBE（ ト リ ス 塩 基 108g， ホ ウ 酸 55g， 0.5M EDTA 40ml， pH8.0） 6ml、 水 135mlを 300ml

ビ ー カ ー に 加 え て 泡 立 て な い 程 度 に ス タ ー ラ ー で 混 ぜ 、 こ こ に TE M ED230μ lと 10%過 硫 酸 ア

ン モ ニ ウ ム 2mlを 加 え て 素 早 く 混 ぜ た 後 、 得 ら れ た 溶 液 を セ ッ ト ア ッ プ し た ガ ラ ス 製 ゲ ル

板 （ 縦 47.5cm× 横 19.5cm× 隙 間 0.2cm） に 流 し 込 ん だ 。 ア ク リ ル ア ミ ド の 重 合 反 応 が 終 了

し て ゲ ル が 固 ま っ た 後 、 ゲ ル 板 を 泳 動 装 置 に セ ッ ト し て 、 1000V（ 定 電 圧 ） 、 1時 間 の 予 備

通 電 を 行 っ た 。 泳 動 バ ッ フ ァ ー に は 0.3× TBEを 用 い 、 ゲ ル 板 に は 放 熱 板 を 付 け て 泳 動 を 行

っ た 。 予 備 通 電 終 了 後 、 泳 動 用 RN A試 料 を ゲ ル の 試 料 注 入 溝 （ 幅 1cm× 深 さ 1cm× 厚 さ 0.2cm

） に 入 れ 、 10m A定 電 流 で 、 試 料 に 含 ま れ る ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー が ゲ ル か ら 流 れ 出 す 寸

前 ま で 室 温 で 約 17時 間 泳 動 を 行 っ た （ 図 1(1)参 照 ： 図 中 、 1Dは 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 方 向 を

示 す 。 以 下 同 じ ） 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 が 終 わ っ た 後 、 ゲ ル 板 を 泳 動 装 置 か ら 外 し 、 ゲ ル 板 全 体 を 、 疎 水 性

透 明 フ ィ ル ム で あ る ポ リ 塩 化 ビ ニ リ デ ン 製 の 食 品 包 装 用 透 明 ラ ッ プ フ ィ ル ム で 密 着 包 囲 し

た 。 蛍 光 テ ー プ の 目 印 を ラ ッ プ フ ィ ル ム 上 に 付 け て か ら 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ

た （ 富 士 写 真 フ ィ ル ム 社 の 商 品 名 ： FUJI X-ray film RAを 使 用 ） 。 感 光 は イ ン テ ン シ フ ァ

イ イ ン グ ・ ス ク リ ー ン を 用 い て -80℃ で 16時 間 ～ 24時 間 行 っ た 。 ラ ッ プ フ ィ ル ム 上 の 蛍 光

テ ー プ の 目 印 と 、 感 光 し た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に 印 さ れ た 蛍 光 テ ー プ 位 置 を あ わ せ 、 感 光

検 出 さ れ た 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 含 む 領 域 の ゲ ル の 部 分 （ 泳 動 レ ー ン の 幅 は 1cm） の 表 面

に 位 置 す る ラ ッ プ フ ィ ル ム に 、 薄 板 状 部 材 と し て 、 縦 15.5cm× 横 0.5cmに 切 断 し た 、 一 方

の 面 が 疎 水 性 面 で 他 方 の 面 が 親 水 性 面 で あ る Pharmacia Biotech社 製 の 商 品 名 ： Gel Bond

PA G filmの 疎 水 性 面 を 当 接 さ せ 、 カ ッ タ ー ナ イ フ を 用 い て ゲ ル を ラ ッ プ フ ィ ル ム と と も に

薄 板 状 部 材 の 周 縁 部 に 沿 っ て 切 り 込 ん だ 。 次 に 、 薄 板 状 部 材 を 、 切 り 込 ん だ ゲ ル の 底 面 に

そ の 疎 水 性 面 が 当 接 す る よ う に ゲ ル の 下 に 潜 り 込 ま せ 、 薄 板 状 部 材 を 支 持 体 に し て ゲ ル を

取 り 出 し た （ 図 1(2)参 照 ） 。 な お 、 ゲ ル の 切 り 出 し 幅 を 泳 動 レ ー ン の 幅 よ り 狭 く し た の は

、 後 に 行 う 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 始 め て す ぐ に 、 ス ト リ ッ プ 状 に 切 り 出 し た 一 次 元 目 の

ゲ ル 中 に 存 在 す る 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 、 二 次 元 目 の ゲ ル に 移 動 さ せ る こ と で 、 最 終 的

に 二 次 元 目 の ゲ ル 上 で 前 記 低 分 子 RN Aを 再 現 性 よ く 分 離 さ せ る た め で あ っ た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 が 終 了 す る 2時 間 前 に 、 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 の 準 備 を 行 っ た 。 な ぜ
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な ら 、 ゲ ル は 乾 燥 し て 壊 れ や す い も の で あ る た め 、 一 次 元 目 の ゲ ル を 切 り 出 し た 後 は 、 す

ぐ に こ れ を 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル と 重 合 さ せ る こ と が で き る 態 勢 に し て お

く こ と が 好 ま し い か ら で あ っ た 。 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 を 行 う た め の ゲ ル と し て 、 ア ク リ ル

ア ミ ド 濃 度 が 22.0%で 尿 素 濃 度 が 7.0Mの ス ラ ブ 状 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い る こ と に

し た 。 こ の ゲ ル は 、 40%ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 132ml、 10× TBE 7.2ml、 水 7ml、 尿 素 100gの 組

成 で 調 製 し た 。 各 成 分 を 300mlビ ー カ ー に 入 れ 、 約 1時 間 か け て 尿 素 を 完 全 に 溶 解 さ せ た 。

尿 素 が 完 全 に 溶 解 し た 後 、 得 ら れ た 溶 液 を 濾 過 し て か ら 脱 気 し 、 300mlビ ー カ ー に 注 い で

泡 立 て な い 程 度 に ス タ ー ラ ー で 混 ぜ 、 こ こ に N,N,N' ,N '-テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン （

TE M ED） 230μ lと 10%過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 1mlを 加 え て 素 早 く 混 ぜ た 後 、 得 ら れ た 溶 液 を 、

薄 板 状 部 材 を 用 い て ス ト リ ッ プ 状 に 切 り 出 し た 一 次 元 目 の ゲ ル を セ ッ ト し た 、 二 次 元 目 の

電 気 泳 動 に 用 い る ガ ラ ス 製 ゲ ル 板 （ 縦 47.5cm× 横 19.5cm× 隙 間 0.2cm） に 、 一 次 元 目 の ゲ

ル の 下 に 気 泡 が 入 ら な い よ う に 静 か に 流 し 込 ん で 重 合 さ せ て 調 製 し た 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ア ク リ ル ア ミ ド の 重 合 反 応 が 終 了 し て ゲ ル が 固 ま っ た 後 、 ゲ ル 板 を 泳 動 装 置 に セ ッ ト し

て （ 少 な く と も こ の 段 階 に 至 る ま で に は 一 次 元 目 の ゲ ル の 表 面 に 残 っ た ゲ ル と と も に 切 り

込 ま れ た ラ ッ プ フ ィ ル ム は 除 去 済 み で あ る ） 、 ゲ ル 板 上 下 の バ ッ フ ァ ー 槽 を 0.3× TBEで 満

た し 、 ゲ ル の 最 上 部 に 泳 動 状 況 識 別 用 電 気 泳 動 用 尿 素 バ ッ フ ァ ー （ 7M尿 素 ， 0.25%ブ ロ モ

フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ， 0.25%キ シ レ ン シ ア ノ ー ル ） を 約 100μ lマ ウ ン ト し 、 10m A定 電 流 、 室

温 条 件 下 、 電 気 泳 動 用 尿 素 バ ッ フ ァ ー に 含 ま れ る キ シ レ ン シ ア ノ ー ル が 一 次 元 目 の ゲ ル か

ら 30cm下 に 移 動 す る ま で 約 24時 間 泳 動 を 行 っ た （ 図 1(3)参 照 ： 図 中 、 2Dは 二 次 元 目 の 電 気

泳 動 方 向 を 示 す 。 以 下 同 じ ） 。 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 が 終 了 し た 後 、 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 が

終 了 し た 時 と 同 様 の 手 順 で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 二 次 元 目 の ゲ ル

上 で 多 数 の 低 分 子 RN Aを 分 離 す る こ と が で き た （ 図 1(4)参 照 ） 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

実 験 2：

　 embryonic stageの 線 虫 （ 孵 化 前 の 線 虫 ） か ら 調 製 し た 試 料 と 、 mixed stageの 線 虫 （ 卵

か ら 成 虫 に 至 る ま で の 幼 虫 期 L1～ L4の い ず れ か の 段 階 に あ る 線 虫 が 複 数 混 在 し て い る も の

） か ら 調 製 し た 試 料 を 、 そ れ ぞ れ 実 験 1と 同 様 に し て 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 50nt以 下 の

低 分 子 RN Aを 二 次 元 目 の ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 結 果 を そ れ ぞ れ 図 2の (1)と (2)に 示 す （ 図 中 、

1Dは 一 次 元 目 の 電 気 泳 動 方 向 を 示 し 、 2Dは 二 次 元 目 の 電 気 泳 動 方 向 を 示 す ） 。 両 者 を 比 較

す る と 互 い に 泳 動 像 が 異 な り 、 そ れ ぞ れ の ス テ ー ジ に お い て 生 体 内 に お け る 低 分 子 RN Aの

発 現 状 態 が 異 な る こ と が わ か っ た 。 検 出 さ れ た ス ポ ッ ト は 、 embryonic stageに 特 異 的 な

も の （ 例 え ば 図 2(1)で 矢 視 し た も の ） が 85個 、 mixed stageに 特 異 的 な も の （ 例 え ば 図 2(2

)で 矢 視 し た も の ） が 51個 、 共 通 に 見 ら れ る も の （ 例 え ば 円 で 囲 ん だ も の ） が 54個 で あ っ

た 。 こ う し て 得 ら れ た ス ポ ッ ト か ら 、 新 規 な 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 探 索 な ど を 行 う こ と

が で き た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 は 、 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aを 簡 便 に 再 現 性 よ く 分 離 す る こ と が で き る 二 次 元 電 気

泳 動 法 を 用 い た 、 そ の 分 析 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 点 に お い て 、 産 業 上 の 利 用 可 能 性

を 有 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

【 図 １ 】 実 施 例 に お け る 本 発 明 の 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い た 50nt以 下 の 低 分 子 RN Aの 分 析

方 法 の 概 略 手 順 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 同 、 embryonic stageの 線 虫 の 低 分 子 RN Aの 二 次 元 電 気 泳 動 像 と 、 mixed stageの

線 虫 の 低 分 子 RN Aの 二 次 元 電 気 泳 動 像 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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