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1．はじめに
筆者らは，迅速かつ簡便な細菌検出技術として，誘電

泳動インピーダンス計測（DEPIM，Dielectrophoretic Im-

pedance Measurement）法 1）を研究している．誘電泳動と
は，不平等電界中の誘電体粒子に，誘電体及び溶媒の誘
電率と導電率，電界分布と強度，誘電体の大きさ等に依
存する力が働く現象である．電界の強い方向に働く場合
は正の誘電泳動，弱い方向に働く場合は負の誘電泳動と
呼ばれる．誘電泳動はマイクロ粒子だけでなく，DNA

やカーボンナノチューブといったナノ材料の操作，集積
技術としても活発な研究が行われている 2）．

我々は，DEPIM 法を応用し，PCR（polymerase chain 

reaction）後の DNA を迅速かつ低コストで検出する方法
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We proposed a rapid electrical DNA detection method using dielectrophoresis （DEP） of microbeads for polymerase chain 
reaction （PCR） amplified DNA． The amplified DNA is attached on the microbeads, then, the DNA-labeled microbeads are 
collected and detected by dielectrophoretic impedance measurement method. In this study, it was investigated that detection of 
pig DNA extracted from raw meat or one mixed with beef. Detection of impurity in not only processed foods but also raw one 
by nucleic acid amplification test （NAT） such as PCR are increasingly demanded in food industry. Pork is one of the 
important detection targets because of religious demand. To show application of our method on that, DNA extraction from raw 
meats, PCR and detection of the amplicon using microbeads DEP were carried out consecutively. At first, purified mtDNA 
was used to investigate detection limit of the method. It was showed the method detected 105 copies of pig mtDNA in the 
mixture of 108 copies of cow mtDNA. Then, the experiments using raw meats were carried out. As the results, 5 mg of pork in 
50 mg of meat mixed with beef was detected. These results suggest that the method can be used for NAT of food.

を考案した 3, 4）．PCR は DNA を特異的かつ指数関数的に
増幅する手法であり，病原性細菌やウイルスの高感度検
出法として利用されている 5）．PCR は原理的に一分子の
DNA から増幅 DNA を得ることが可能な高感度 DNA 検
出法である．PCR により DNA を増幅した後，なんらか
の手法でその増副産物を検出しなければならない．PCR

後に行われる一般的な DNA 検出法であるアガロースゲ
ル電気泳動や DNA プローブ法には，1～3時間程度が必
要である．一方，Real-time PCR 法は，PCR による DNA

増幅を光学的手法で逐次モニタリングし，反応終了と同
時に結果がわかるが，装置および試薬が非常に高額であ
る．このような現状であるので，PCR 後の DNA を迅速
かつ低コストで検出する方法が求められている．

筆者らが新しく考案した DNA 検出法は，誘電体微粒
子に PCR 増幅 DNA を結合させて，その DNA 結合粒子
を誘電泳動捕集して，それを DEPIM で検出する 3, 4）．本
手法は，微粒子の誘電泳動特性が DNA の結合によって
大きく変化するという現象を利用している．すなわち，
DNA 結合前の微粒子は負の誘電泳動を示し，DNA 結合
に伴って正の誘電泳動を示す．本手法によって 15分程
度で PCR 後の DNA を測定できる．従来の研究では合成
DNA を用いており，実際の生体サンプルから抽出した
DNA への適用性は未だ十分には検討していない．

本手法は，PCR 増幅後の増幅 DNA を検出する手法で
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あるが，その感度はアガロースゲル電気泳動による検出
とほぼ同程度である．Real-time PCR は高感度な蛍光検
出システムを採用しているため，その感度は高い．しか
し，増幅 DNA を検出することから，結果として，PCR

＋電気泳動と Real-time PCR には，初期 DNA 量に対す
る感度に大きな差はない．Real-time PCR は，通常の
PCR よりも広い範囲での定量性を有している点に特徴
がある．アガロースゲル電気泳動による手法では，電気
泳動に 1時間程度，蛍光染色に 1時間程度必要であり，
測定後には有害な蛍光色素を含有する廃棄物が残される

（数百 ml）．Real-time PCR は，反応後に直ちに結果が得
られるが，最適な反応を設計するためにノウハウが必要
であり，かつ通常の PCR に比べて高価な蛍光色素を必
要とすることから 1回あたりの反応に必要なコストが大
きい．本手法は，微量な誘電体微粒子を用いているため
廃棄物の量は少なく（1 ml 以下），後述の通り，電極を
使い捨てにしてもそのコストは高くない．

DNA 検出法には，従来のアガロースゲル電気泳動（蛍
光染色）や分光光度計による計測に加えて，最近では，
固相へ対象 DNA を結合してからその DNA を化学発光，
表面プラズモン共鳴，電気化学，電流，蛍光，核酸クロ
マトグラフィー等によって検出する手法が示されている 6-8）．
微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法は，これらの手法
と比較して，操作が簡便であること，低コストであるこ
とに特徴がある．操作の簡便さは，試料調製が混合・静
置によって行えること，測定を容易にプログラミングで
きることから，特別な訓練等がなくても結果を得ること
ができる点にある．また，測定時間が 1分程度と非常に
短いことと，本法に必要な消耗品は微粒子と電極であり，
どちらも安価に準備できることから低コストであると言
える．例えば，市販の DEPIM を用いた口腔内細菌検出
装置 9）は使い捨て電極を使用するが，そのランニングコ
ストは 150円／回程度である．

本研究では，微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法の
食肉検査への応用を目的として，食肉から抽出した豚
DNA を検出可能か検証した．安全衛生の観点以外にも
宗教的な観点からも，原材料表示されているもの以外の
ものが食品中に含まれていてはならない（例 : イスラム
圏における豚肉の忌避）．このような背景の下，種々の
食品検査が行われているわけであるが，特に，生物由来
の混入物に関しては，その遺伝子を検出することが，最
も感度が高く，信頼できる 10）．食品の迅速遺伝子検査法
としては，例えば，倉敷紡績株式会社の核酸クロマトグ
ラフィー検査キット「GeneFields-Meat」がある 11）．こ
れは，PCR 後の DNA をクロマトグラフィーにより 40

分で 0.01％の異種肉の混入を検出可能としている．本研
究では，豚肉の混入を想定し，豚 DNA を PCR 増幅し，
微粒子誘電泳動を用いた手法でその増幅 DNA を検出で
きるかどうかを検討した．実験にはまず，精製された豚
ミトコンドリア DNA を用い，次に，市販の食肉（豚肉，
牛肉）から抽出した DNA を用いた．

2．実験方法
2.1　微粒子誘電泳動によるDNA検出法
DNA 結合に伴う微粒子の誘電泳動特性の変化を利用し

た DNA 検出法を図 1 に示す．本手法では，ビオチン／
アビジン結合を利用し，PCR 後に DNA を粒子へと結合
させる．ビオチン修飾プライマーを用いて PCR を行い，
増幅 DNA の末端にビオチンを修飾し，そのビオチン修
飾 DNA とアビジン修飾微粒子を結合させる．DNA の結
合によって微粒子の誘電泳動特性が変化し，DNA 未結合
時には負の誘電泳動力が働き電極間から反発されていた
ものが，DNA 結合により正の誘電泳動力が働き，電極間
に捕集される．これにより DNA 結合粒子のみを捕集し，
PCR で増幅された DNA を検出する．DEPIM は溶液中の
細菌を検出する方法で，誘電泳動によって微細電極に細
菌を捕集し，その捕集に伴う電極間のインピーダンス変
化から細菌を 1分以内に定量的に検出することができる．

2.2　精製豚ミトコンドリアDNAの検出
PCR 増幅対象を豚ミトコンドリア DNA 上の 83 bp 領域

とした（以下，83 bp DNA と呼ぶ）．まず，精製豚ミトコ
ンドリア DNA に対してその検出感度を調査した．豚ミト
コンドリア DNA（MD-PIG 15000，Promega，約 16 kbp）
を用い，DNA 量を 107～104 copy の間で変化させた．PCR

には，豚ミトコンドリア特異プライマーセット 12）（PPA6-F

（20 μM ）：5’-Biotin-GAGATTGTGCGGTTATTAATG，
PPA6-R（20 μM ）：CTACCTATTGTCACCTTAGTT ），
AmpliTap Gold 360（Thermo Fisher Science, 4398876） を

図 1　微粒子の誘電泳動を用いた DNA 検出法
Fig.1　  DNA detection method based on microbead dielectrophoresis.
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用いた．PCR 後の DNA 濃度を Qubit 蛍光定量装置（Life 

technologies）で測定した．
次に，PCR 増幅 DNA と微粒子の結合を以下の手順で行

った．微粒子にはストレプトアビジン修飾粒子（Dynabeads 

M-280 Streptavidin，直径 2.8 μm，Life Technologies）を用
いた．PCR 溶液 10 μl と微粒子を結合溶液（5 mM Tris-

HCl（pH 7.5），0.5 mM EDTA，1 M NaCl）に懸濁し，15

分間結合させた．結合反応時の微粒子の濃度は 3.5× 104 

個 /μl とした．結合反応後，微粒子を Milli-Q 水で 3回洗
浄し，50 μl Milli-Q 水に懸濁した．

DNA 結合微粒子の DEPIM 検出は以下のとおり行った．
微細電極にはガラス基板上に真空蒸着したクロム薄膜を
フォトリソグラフィーによりパターニングして作製した
キャッスルウォール型電極（最短ギャップ長 5 μm）を用
いた 4）．この電極上に DNA で修飾した微粒子の懸濁液
50 μl を滴下し，1分間静止した後，2 Vpp，100 kHz の正
弦波電圧を印加し，ロックインアンプを用いて電極間コ
ンダクタンスを測定することで DEPIM 応答を取得した．

また，精製豚ミトコンドリア DNA に精製牛ミトコン
ドリア DNA（MD-COW 15000, Promega, 約 16 kbp）を
混合して，豚ミトコンドリア DNA を選択的に検出でき
るかどうか検討した．牛ミトコンドリア DNA（108 copy）
と豚ミトコンドリア DNA（108～102 copy）を混合した．
PCR 及び DNA 結合微粒子の測定は上記と同様に行った．

2.3　豚肉抽出DNAの選択的検出
生肉から DNA を抽出し，その DNA を検出できるかど

うかを検討した．DNA 抽出から PCR まではミトコンド
リア DNA 抽出法 13） 及び公定法 14） を参考に行った．
NucleoSpin Tissue（TAKARA BIO INC.，U0952A）を用い
て，豚肉及び牛肉 100 mg からそれぞれのミトコンドリア
DNA を抽出し，5 mM Tris-HCl（pH8.5）100 μl に懸濁した．
ミトコンドリア DNA 懸濁液とその 10倍及び 100倍希釈
液 1 μl を PCR（50 μl）に用いた．PCR 後の DEPIM によ
る DNA 結合微粒子の測定は，上記と同様に行った．

2.4　混合肉試料から豚DNAの選択的検出
豚肉と牛肉の混合肉試料から DNA を抽出し，そこか

ら豚DNAを検出できるか調査した．各生肉サンプル（A：
豚肉 50 mg，B：牛肉 50 mg，C：豚肉 30 mg ＋牛肉 20 

mg，D：豚肉 25 mg ＋牛肉 25 mg）から mtDNA エキス
トラクターキット（和光純薬）を用いてミトコンドリア
DNA を抽出し，TE バッファー25 μl を加えた．抽出 DNA

溶液 1 μl を PCR（50 μl）し，2.3節と同じ方法で DEPIM

検出を行った．また，豚肉と牛肉の混合比を変化させて
同様の実験を行った．混合比は DNA 抽出対象生肉量を
50 mg として，豚肉のみ，豚肉 15 mg ＋牛肉 35 mg，豚

肉 10 mg ＋牛肉 40 mg，豚肉 5 mg ＋牛肉 45 mg，牛肉のみ，
とした．

3．実験結果
3.1　精製豚ミトコンドリアDNAの検出
図 2 は精製豚ミトコンドリア DNA から PCR 増幅した

83 bp DNA を結合させた微粒子の DEPIM 応答である．
豚ミトコンドリア DNA 量を変化させた．初期 DNA 量
105 copy 以上で応答が得られた．

豚ミトコンドリア DNA と牛ミトコンドリア DNA を
混合したものに対して，83 bp DNA を対象に PCR を行
った後，微粒子誘電泳動によって測定した結果を図 3 に
示す．牛ミトコンドリア DNA の量を 108 copy に固定し
て，豚ミトコンドリア DNA 量を変化させた．図 2 の結
果と同様に，豚ミトコンドリア DNA が 105 copy 以上で
応答が得られた．この結果より，牛ミトコンドリア
DNA が 108 copy 混在していても，105 copy 以上の豚ミト
コンドリア DNA を特異的に検出できることが示された．

図 2　精製豚ミトコンドリア DNA の検出
Fig.2　  Detection of DNA amplified from purified pig mitochondrial 

DNA.

図 3　  豚・牛ミトコンドリア混合 DNA 中の豚ミトコンドリ
ア DNA の検出

Fig.3　  DEPIM of microbeads labeled with DNA amplified from 
the mixture of pig and cow mitochondrial DNA.
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3.2　豚肉抽出DNAの検出
図 4 は豚肉と牛肉から抽出した DNA を用いて PCR を

行った後の増幅産物のアガロースゲル電気泳動像を示
す．豚肉から抽出した DNA からは目的の増幅産物が得
られたが，牛肉の場合は得られなかった．また，豚肉抽
出 DNA 溶液を 10倍希釈すると増幅産物が得られなかっ
た．豚肉と牛肉から抽出した DNA を用いて PCR を行っ
た後で，DEPIMによってDNA検出した結果を図5に示す．
アガロースゲル電気泳動で増幅産物が確認されたサンプ
ルでは DEPIM においても応答が得られた．これにより，
生肉から抽出した DNA も検出できることが示された．

本実験では 100 mg 程度の生豚肉から抽出した DNA を
100 μl 溶液に懸濁して，そのうち 1 μl を反応に利用した
場合に，豚 DNA を検出した．これが本実験における検
出下限であるが，図 4 の結果から，この検出下限は PCR

の感度に依存するといえる．

3.3　混合肉試料から豚DNAの選択的検出
図 6 は豚と牛の生肉単体及びそれらを混合した試料か

ら抽出した DNA を PCR で増幅した後の増幅産物のアガ
ロースゲル電気泳動を示す．試料に豚肉が含まれている
ときのみ目的の増幅産物が得られた．これらの PCR 増

副産物で修飾した微粒子の DEPIM 応答を図 7 に示す．
アガロースゲル電気泳動で増幅産物が確認された試料は
DEPIM においても応答が得られた．サンプル A，C，D

の DEPIM 応答を比べると初期豚肉量は A ＞ C ＞ D で
あったが，DEPIM 応答では D ＞ A ＞ C になった．この
要因として，生肉からの DNA 抽出の再現性と PCR 増幅
のプラトーの二つが考えられる．後者に関しては，一般
に PCR では，そのサイクルごとに DNA が指数関数的に
増幅されるが，あるサイクル後にはそれ以上は DNA が
増幅されなくなる（プラトー（飽和））．そのため，プラ
トーに達したあとの増幅 DNA 量は初期 DNA 量にほと
んど関係なく，ほぼ等しい．微粒子誘電泳動を用いた
DNA 検出法は定量的に対象 DNA を検出できる 15）ため，
プラトーを考慮した PCR サイクル数の最適化によって，
定量的に豚 DNA を検出できるようになると考えている．

豚肉と牛肉の混合比を変化させた時の結果を図 8 に示
す．牛肉のみの試料以外でコンダクタンスの上昇が計測
された．また，応答量は豚肉量が相対的に増大するほど
大きくなった．図 7 とは結果が異なっているのは，初期

図 6　混合肉抽出 DNA の PCR 産物のアガロースゲル電気泳動
Fig.6　  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified DNA using 

DNA extracted from mixed meats.
Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane A: Pork 50 mg, B: Beef 
50 mg, C: Pork 30 mg + Beef 20 mg, D: Pork 25 mg + Beef 25 mg.

図 7　混合肉中の豚 DNA の検出
Fig.7　  DEPIM results of DNA amplified by using DNA extracted 

from mixed meats.

図 4　  豚肉および牛肉抽出 DNA の PCR 産物のアガロースゲル
電気泳動

Fig.4　  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified DNA using 
DNA extracted from pork and beef.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1, 2, 3: Pig （1: as 
extracted, 2: 1/10 dilution, 3: 1/100 dilution）, Lane 4, 5, 6: Cow （4: 
as extracted, 5: 1/10 dilution, 6: 1/100 dilution）

図 5　豚肉および牛肉を用いた豚 DNA の検出
Fig.5　  DEPIM results for amplified DNA using DNA extracted 

from pork and beef.
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豚肉の量が少ないため，15 mg～5 mg の範囲では PCR

増幅がプラトーに達していなかったためであると考えて
いる．以上の結果より，混合肉 50 mg 中に含まれる豚肉
5 mg（重量比 10 ％）を本手法で検出可能であること，
混合肉中の豚肉量に応じた応答が得られることが示された．

4．まとめ
微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法を食品の遺伝子

検査へと応用できるかどうか検討した．本研究は，本手
法を利用し，豚と牛のミトコンドリア DNA 及び食肉（豚
肉，牛肉）から抽出した DNA を用い，豚 DNA をターゲ
ットとして検出を試みた．結果として，豚肉及び豚と牛
の混合肉試料から豚 DNA を検出可能であることを示し
た．また，豚ミトコンドリア DNA が 105 copy 以上の場合
に本手法により検出可能であることを示した．豚ミトコ
ンドリア DNA の他に牛ミトコンドリア DNA が混在して
いる場合においても豚ミトコンドリア DNA が 105 copy 以
上の場合に検出可能であることを示した．食品表示の正
確性に対する要求は年々高まっており，それを担保する
ための検査には，特異性が高く高感度でかつ迅速である
ことが求められる．本研究で示した PCR と微粒子誘電泳
動を組み合わせた DNA 検出法は，特異性と感度を高感
度な遺伝子増幅法である PCR によって担保し，その増幅
DNA を高速 DNA 検出法である微粒子誘電泳動による方
法で検出することで検査全体の迅速性を達成している．
このことから本手法が食品分野における遺伝子検査に貢
献できる可能性は高いと考えている．
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図 8　  混合比率を変化させた場合の混合肉中の豚 DNA の検出
Fig.8　  DEPIM of DNA amplified by using DNA extracted from 

different ratio of mixed meats.
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