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1 .  はじめに�

1

ダイナビーズ M-280 ストレプトアビジンを用いた�
 Triplex  Affinity  Capture

近年、2本鎖 DNA 中の特定の配列に対して適切なオリゴヌクレオチド(TFO : triplex-forming oligonucleotide)を結

合させて局所的に 3重らせん構造を形成させること ( OTF : oligonucleotide-directed triplex formation)が可能であ

ることが示され、様々な応用が試みられるようになった
1)
。我々は OTF を利用して2本鎖 DNA 集団中から特定の配列

を持った分子のみを変性させることなく特異的に分離精製するTriplex Affinity  Capture  (TAC) という技術を開発し

た
2)
。その原理は以下の通りである。�

まず末端をビオチン化した TFO を DNA 集団と適切な条件下でインキュベートし、標的分子との間に分子間トリプルヘ

リックスを形成させる。次にダイナビーズ M-280 ストレプトアビジンを加えてトリプルヘリックスおよび未反応の TFO を吸

着後、磁石でビーズを集めることによって標的以外の分子から分離する。最後にトリプルヘリックスを破壊するがダブル

ヘリックスは変性させないような条件でビーズを洗浄することによって、標的分子のみを二本鎖のまま上清に溶出回収

する(図1)。ここでは化学的性質の異なる 2種類のトリプルヘリックスを利用した例を紹介する。�
�
�
�
2 .  ピリミジンリッチTFOを用いたTAC2,3)�

このタイプのトリプルヘリックスではシトシン (C) の N3 の�

プロトン化が Hoogsteen 型水素結合の形成、即ちトリプ

ルヘリックスの形成に要求されるので、 TFO に C を含

んでいる場合弱酸性の反応条件が必要となる。�

そこで弱酸性下でトリプルヘリックスを形成させ、ダイナ

ビーズで capture したのちに中性～弱塩基性の条件に

さらすことで標的分子を回収する。�



図2
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3 : プリンリッチ TFO を用いた TAC�

�

このタイプのトリプルヘリックスは塩基のプロトン化が要求されないので  pH に対する依存性はないが、その安定な形成

には適切な 2 価カチオンあるいはポリアミンが必要である。そこで 2 価イオン存在下でトリプルヘリックスを形成させ、�

ダイナビーズで capture した後に、EDTA を含む溶液で洗浄することによって標的分子を回収する。�

GC 対を認識するには G を、 AT 対を認識するには A または T を用いて TFO を作る。�

 �

 <実験例 2>�

 �

 1) 標的分子としてc - myc 遺伝子上流の配列を持つプラスミド pRD 10005)/Hind III を、非標的分子として�

  λ DNA / Hind  III を含む混合物を調製した。これを 50 mM Tris - HCl (pH 7)/ 50 mM MgCl2  中で�

  50 pmol の biotin- G2T2G4TG3TG4TG3TG4Tと室温で 2 時間インキュベートした。�

 2) 50μl のダイナビーズ M - 280 ストレプトアビジンを同一のバッファーで良く洗浄し、最終的に 30μl にサスペンド 

  し、 1) に加える。�

 3) 30 分 ～ 1 時間後にビーズを MPC で集め上清を除く。ビーズをさらに同一のバッファーで良く洗浄する。�

 4) ビーズを 1 M Tris - HCl ( pH 9 ) / 5 mM EDTA  にサスペンドし、10 ～ 20分間インキュベートする。�

 5) 上清からエタノール沈殿で DNA を回収し電気泳動した。�

�

 <結果および考察>�

 �

 図 3 に示すように標的のみが特異的に回収されており、�

 このタイプのトリプルヘリックスも TAC に利用できることが �

 示された。同様の結果は Takabatake らによっても報告さ�

 れている4)。�

 �

�

4 : 結びに �

�

Triplex  Affinity Capture は  2 本鎖 DNA を変性させることな�

く配列特異的に単離できる点でユニークなものであり、これまでに�

ライブラリーからのクローンの単離2,3)、 PCR 産物の定量6)、�

シークエンステンプレート の調製7)、一方向性の欠失変異体の�

作成4)、などに応用されてきた。また長大な DNA 分子の配列特�

異的単離を目的に TAC の操作をゲル内でアフィニティー電気�

泳動的に行うことも試みられている8)。�

現時点では TAC の標的配列 は基本的にプリンリッチであるもの�

に限定されているが、人工塩基アナログ9)の利用などでトリプルヘ�

リックスによる2 本鎖 DNA 配列認識能力が今後拡大されていくと� 図3
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さらにその汎用性、有用性が増すものと思われる。( Rec A 蛋白によって作り出される 3 本鎖状態を利用すればおそら

くどんな配列でもその標的とすることが可能であろう10)。)　またビオチンーアビジン系以外の capturing  system の併用

で TACをマルチプレックス化し、複数の標的分子を単離することも興味深い応用であろう。�

�

�
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