
はじめに

遺伝子検査は，大きく分けて核酸の抽出，遺伝子の増幅，

検出の３工程に分けられる．遺伝子検査では検体に含まれ

る目的の遺伝子量が極めてわずかなため遺伝子を検出する

ためには，まず遺伝子を増幅しなければならない．従って，

遺伝子検査を実施する上で最も重要なポイントは，遺伝子

増幅である．

今回，新規遺伝子増幅法 LAMP法の原理について紹介

する．

従来の遺伝子増幅法

PCR法は現在最も広く普及し利用されている遺伝子増

幅法である．しかし，反応には温度を段階的に調整する装

置が必要であり，増幅産物の確認にはゲル電気泳動や，別

途プローブなどを用いた検出反応を行わなければならな

い．現在，PCR法は広範な分野で用いられ，不可欠な技

術である反面，工程が多く操作が煩雑であるという問題が

ある．

LAMP（Loop-mediated Isothermal Amplification）法の原理

我々は，等温かつ１種類の合成酵素のみで増幅反応が起

こり，さらに診断技術としてとくに重要視される特異性の

高い新しい遺伝子増幅法を開発した．

LAMP法の原理を，用いる試薬，LAMP法専用プライ

マーの設計方法，増幅メカニズムの順に解説する．

１．LAMP法に用いる試薬

LAMP法は，DNAを増幅する方法である．但し，逆転

写酵素を用い１ステップでRNAからも増幅することがで

きる．

DNAから増幅する場合は，４種類のプライマー（FIP

［Forward Inner Primer］，F３プライマー，BIP［Back-

ward Inner Primer］，B３プライマー），鎖置換型DNAポ

リメラーゼ，基質（dNTPs）と反応バッファーを必要と

する．

RNAから増幅する場合は，DNAの場合の試薬に逆転

写酵素を追加するのみである．表１にB型肝炎ウイルス

（HBV）を例とした試薬およびその濃度を示す．

２．LAMP法専用プライマーの設計方法

まず，標的遺伝子について，図１に示すように増幅した

い領域から３’側に向かってF１c，F２c，F３c，５’側に
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向かってB１，B２，B３という領域を規定し，この６領

域に対し，４種類のプライマーFIP，F３プライマー，BIP，

B３プライマーを設計する．

FIP は，標的遺伝子のF２c領域と相補的なF２領域を

３’末端側に持ち，５’末端側に標的遺伝子のF１c領域と

同じ配列を持つように設計する．F３プライマーは，標的

遺伝子のF３c領域と相補的なF３領域を持つように設計

する．BIP は，標的遺伝子のB２c領域と相補的なB２領

域を３’末端側に持ち，５’末端側に標的遺伝子のB１c領

域と同じ配列を持つように設計する．B３プライマーは，

標的遺伝子のB３c領域と相補的なB３領域を持つように

設計する．

LAMP法を成功させるポイントは，このプライマー設

計にある．表２に設計上のポイントを示す．

なお，LAMP法専用プライマー設計について，富士通

株式会社と共同開発した設計支援ソフトをWeb上で公開

しているので，活用されたい（http：//venus.netlaboratory.

com/partner/lamp）．

３．LAMP法の増幅メカニズム

前述した試薬，設計したプライマー及び増幅したい標的

遺伝子を含むサンプルを一緒にし，一定温度（６０～６５℃）

でインキュベーションすると，以下の反応（a）～d））が

進む．なお，２本鎖DNAは６５℃付近では動的平衡状態に

あると考えられるため，１本鎖部分が生じていずれかのプ

ライマーが相補的な箇所にアニールし，伸長することで片

側の鎖がはがされ，１本鎖状態になる．そのため，LAMP

法では PCR法のようにあらかじめ２本鎖DNAを１本鎖

に熱変性する過程を必要としない．図２，３に示す増幅メ

カニズムは，１本鎖状態になった鋳型にFIP がアニール

するところから説明する．

a）鎖置換型DNAポリメラーゼの働きにより，FIP の

F２領域の３’末端を起点として鋳型DNAと相補的な

DNA鎖が合成される（図２（１），（２））．

b）FIP の外側に，F３プライマーがアニールし，その

３’末端を起点として鎖置換型DNAポリメラーゼの働き

によって，先に合成されているFIP からのDNA鎖を剥が

しながらDNA合成が伸長する．F３プライマーから合成

されたDNA鎖と鋳型DNAが２本鎖となるが，FIP から

先に合成されたDNA鎖は，F３プライマーからの伸長反

応によって剥がされて１本鎖DNAとなる．このDNA鎖

は，５’末端側に相補的な領域F１c，F１を持ち，自己ア

ニールを起こし，ループを形成する（図２（３），（４），（５），

（６））．

４U/µL Bst DNA polymerase（New England Biolabs）
１０×Thermopol Buffer（New England Biolabs）
１００mMMgSO４
１０mM dNTPs
４M betaine（Sigma）
プライマー：FIP
プライマー：BIP
プライマー：F３プライマー
プライマー：B３プライマー
蒸留水

８U/tube
１×（MgSO４２mM）
２mM
４００µM
１．０M
４０pmol/tube
４０pmol/tube
５pmol/tube
５pmol/tube

表１ LAMP法の試薬と濃度（標的遺伝子：HBV）

図１ LAMPプライマーの構造
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①Tm値推算式

②末端安定性

③Tm値
④GC content
⑤増幅領域

⑥二次構造

Nearest―Neighbor 法
（オリゴ濃度；０．１µM，イオン濃度；Na＋５０mM・Mg２＋４mM）
F２/B２；３’末端，F１c/B１c；５’末端，F３/B３；３’末端，LoopF/LoopB；３’末端
それぞれの自由エネルギー（dG）に関して dG≦―４kcal/mol を満たすこと．
F１c/B１c；６４～６６℃，F２/B２；５９～６１℃，F３/B３；５９～６１℃，LoopF/LoopB；６４～６６℃
４０～６５％
F２の外側からB２の外側までは，１２０～１６０塩基
F２５’からF１５’までは，４０～６０塩基
F３から F２までは，１８～６０塩基
極端に二次構造をとらないようにする
３’末端が相補的にならないようにする

表２ プライマー設計上のポイント

図２ LAMP法の原理（１）：LAMP法の初期反応（反応開始～起点構造
ができるまで）
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c）次に，BIP がアニールし，その３’末端を起点として

相補的なDNAの合成が行われる．この時，ループは剥が

されて伸びた状態になる．更に，BIP の外側に，B３プラ

イマーがアニールする．そして，その３’末端を起点とし

て鎖置換型DNAポリメラーゼの働きによって，先に合成

されているBIP からのDNA鎖を剥がしながらDNA合成

が伸長する．B３プライマーから合成されたDNA鎖と鋳

型DNAが２本鎖となるが，剥がされたDNA鎖は両端に

相補的な領域F１，F１c及び B１，B１cを持つため，自

己アニールし，ループを形成しダンベル型の構造となる．

この構造が LAMP法における増幅サイクルの起点構造と

なる．これまでの過程は LAMP法における増幅サイクル

の起点構造を作るための過程である（図２（６），（７），（８））．

d）増幅サイクルの起点構造で，F１領域の３’末端を起

点として，自己を鋳型としてDNA合成が伸長する．この

時５’末端側のループは剥がされて伸びた状態になる．更

に，３’末端側のループのF２c領域は１本鎖であるため，

FIP がアニールすることができ，そのF２領域の３’末端

を起点として，F１領域を起点として先に合成されている

DNA鎖を剥がしながらDNA合成が伸長する．次に（図

３（９））において，F１領域から伸長したDNA鎖は，FIP

からの伸長合成によって剥がされ１本鎖となるが，その３’

末端側に相補的な領域を持つのでループを形成する．この

ループのB１領域の３’末端から１本鎖となった自己を鋳

型としてDNA合成が始まる．そして，そのDNA鎖が２

本鎖部分となっているFIP からのDNA鎖を剥がしながら

伸長し（図３（１０））の構造となる．上記過程によってFIP

から合成されたDNA鎖が剥がされ１本鎖となるが，その

両端は，それぞれ相補的な領域F１，F１c及び B１c，B

１を持ち，自己アニールしてループを形成する．この（図

３（１１））の構造は，先ほどの（図３（８））の構造の裏返しの

構造となる．一方，（図３（１０））の構造において，１本鎖と

なっているB２c領域に BIP がアニールして２本鎖の箇所

を剥がしながらDNA鎖が合成される．この過程の結果，

同一鎖上に互いに相補的な配列が繰り返す構造がいろいろ

なサイズで生成される（図３）．

なお，LAMP法の増幅メカニズムは多少複雑なので，

栄研化学株式会社のゲノムサイトにある動画（http：//

loopamp.eiken.co.jp/j/tech/commentary/anim.html）を参

照されたい．

LAMP法の特徴

LAMP法は，従来の遺伝子増幅法にない特徴を有して

いる．

１．一定温度で増幅反応が進行

LAMP反応は，鎖置換型DNAポリメラーゼにより６０

～６５℃付近の一定の反応温度で行い，ベタインなどの核酸

２重鎖を不安定にする試薬の効果もあり，２本鎖DNAの

変性をあらかじめ行わなくとも反応を開始することができ

る４）．したがって，精密な温度制御装置は必要とせず，温

度を一定に保てる装置があれば増幅可能である．なお，一

定温度で増幅可能な方法は，他にもいくつかあるが５，６），１

つの酵素のみで出来るのは LAMP法だけである．

２．高い特異性

LAMP法では，６つの領域，４つのプライマーを必要

とし，更にこの６つの領域は設計通りに並んでいなければ

図３ LAMP法の原理（２）：LAMP法の増幅サイクル
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増幅できない．そのため，原理的に増幅の特異性は極めて

高く，このことにより，増幅の有無により標的遺伝子が存

在したか否かが判定できる．

図４に示すとおり，ゲノムDNA１００ng存在下でも６コ

ピーからの増幅が可能で，標的遺伝子が存在しない場合は

増幅しなかった．また，LAMP法では標的遺伝子の相補

的な配列が繰り返された構造がいろいろなサイズできるた

め図４に示すような特徴的な電気泳動像になる．この増幅

産物を制限酵素によって消化するとバンドは集約し，ま

た，これらのバンドの塩基配列を確認した結果，全て標的

遺伝子配列であった．

３．迅速，高い増幅効率（高感度）

LAMP法は，その増幅原理からプロダクトインヒビシ

ョンが起こらず，標的遺伝子のみを効率よく増幅し，通常

１時間以内に検出可能である．ほとんどのターゲットで初

期鋳型量１０コピー程度から増幅が可能である．

LAMP増幅反応はもともと迅速であるが，反応速度を，

更に短縮することが可能である．ダンベル構造の５’末端

側にあるループの１本鎖部分（B１領域とB２領域の間，

あるいはF１領域とF２領域の間）に相補的な配列を持つ

ループプライマー（それぞれループプライマーB，ループ

プライマーF）を用いることによりDNA合成の起点を増

やすことが可能で２），これにより，従来利用されていなか

ったループ部分も利用され，増幅効率は飛躍的に増大す

る．これにより，ほとんどの標的遺伝子で１５～６０分での検

出が可能となった．

４．RNAからの１ステップ増幅が可能

標的遺伝子がRNAの場合，従来法ではまず逆転写酵素

で cDNAを合成してから増幅反応を行う．しかし，LAMP

法の場合は，鎖置換活性をもっているため，逆転写酵素を

同時に試薬に添加しておくことにより，DNAの場合と同

様に増幅が可能である６）．

５．簡易検出が可能

検査，診断用途の場合，結果の信頼性が重要である．従

来の増幅法は増幅反応後，確認のための検出反応が必須で

あり，これが遺伝子検査の煩雑性の一因となっていた．

LAMP法は原理的に配列を確認しながら増幅を行ってい

るので，前述したとおり，特異性が極めて高く，結果を増

幅の有無で判定可能である．また，増幅産物の量も桁はず

れに多いため，簡単な検出手段を選択可能である．例えば，

エチジウムブロマイドのような２本鎖核酸に結合する蛍光

インターカレーター存在下で増幅反応を行えば，紫外線ラ

ンプ下で増幅産物を目視可能である７）．また，DNA合成

酵素による伸長反応では副産物としてピロリン酸が生成さ

れ，これが反応溶液中のマグネシウムイオンと結合するこ

とが知られている．LAMP法では増幅産物の生成量が多

いためピロリン酸マグネシウムが溶解度積を越えて白濁・

白沈が生じてくる８）（図５）．これを指標に増幅の有無の肉

眼検出が可能であり，白濁（濁度）を機器で測定すること

も可能で，リアルタイムでも検出ができる．

おわりに

LAMP法の原理は，多少複雑ではあるが，研究者が行

図４ LAMP法による増幅産物の電気泳動像と検出感度（標
的遺伝子：HBV plasmid DNA）
ヒトゲノムDNA１００ngの有無による６０℃，６０分間の増幅で
の検出感度を示す．Mは１００bp毎のサイズマーカー，レーン
１～４はヒトゲノムDNAなしで LAMPを実施．レーン５～
８ヒトゲノムDNA１００ng存在下で LAMPを実施．レーン１
と５はHBV plasmid DNAなしで LAMPを実施．レーン２と
６はHBV plasmid DNA６コピーで実施．レーン３と７はHBV
plasmid DNA６０コピーで実施．レーン４と８はHBV plasmid
DNA６００コピーで実施．レーン９と１０はそれぞれレーン２と

６と同じ増幅産物を EarⅠ（１/５容量）で消化．

図５ 白濁による増幅の有無の確認
左 tube は標的遺伝子なし，右 tube は標
的遺伝子あり．標的遺伝子は PSA plasmid

DNAで，６５℃，６０分間の増幅
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う操作は単純で，サンプル（標的遺伝子）と試薬を６０～６５℃

で，約３０分インキュベーションすることで，増幅産物，あ

るいは増幅の有無を検出することができる簡易，迅速な遺

伝子増幅法である．

今後，医療分野で重要になる遺伝子の POC（point―of―

care testing）においては，検体を入手してから３０分以内で

結果が得られる方法が必要とされている．また，医療分野

以外でも試料を入手してその場で遺伝子検査を行う場合な

ど（環境汚染菌の検出など）で迅速性が要求されている．

我々は LAMP法により“いつでも，どこでも，だれにで

も出来る遺伝子検査”をめざし遺伝子検査の普及に貢献し

たい．
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So far nucleic acid test（NAT）has been employed in various fields, including infectious disease di-

agnoses. However, due to its complicated procedures and relatively high cost, it has not been widely

utilized in many actual diagnostic applications. We have therefore developed a simple and rapid gene

amplification technology, Loop―mediated Isothermal Amplification（LAMP）method, which has shown

prominent results of surpassing the performance of the conventional gene amplification methods.

LAMP method acquires three main features：（１）all reaction can be carried out under isothermal

conditions；（２）the amplification efficiency is extremely high and tremendous amount of amplifica-

tion products can be obtained；and（３）the reaction is highly specific. Furthermore, developed from

the standard LAMP method, a rapid LAMP method, by adding in the loop primers, can reduce the

amplification time from the previous１hour to less than３０minutes. Enormous amount of white pre-

cipitate of magnesium pyrophosphate is produced as a by―product of the amplification, therefore, di-

rect visual detection is possible without using any reaction indicators and detection equipments. We

believe LAMP technology, with the integration of these features, can rightly apply to clinical genetic

testing, food and environmental analysis, as well as NAT in different fields.
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