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研究成果の概要（和文）：天然核酸はプリン塩基の両面で水素結合することにより、三重鎖や四重鎖構造を形成
することが知られている。本研究では、この天然塩基を模倣し両面で水素結合可能な人工塩基を導入した人工核
酸を合成した。その結果、この人工核酸が六重鎖構造を形成することを明らかにした。この六重鎖構造は、二価
陽イオン存在下や低pHで安定化することが分かった。これらのことは六重鎖構造がpHセンサーや金属イオンセン
サーとして機能することを示唆している。また、分子モデリング計算を行ったところ六重鎖構造は内部に空孔を
もったユニークな構造をしていることが示唆された。そのため、新たな超分子モチーフやイオンチャネルとして
の応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Natural nucleic acids can form a triplex and a quadruplex by forming 
hydrogen bonds at both sides of purine bases. In this study, we synthesized novel artificial nucleic
 acids bearing novel nucleobases, which have hydrogen bonding sites at both sides. And we found that
 a hexaplex was successfully formed by these nucleic acids. The hexaplex was stabilized in the 
presence of divalent cations and low pH, indicating the potential of the hexaplex as pH and metal 
ion sensors. Molecular modelling calculation indicated that the hexaplex has a very unique structure
 with a pore at its center. It could be applied as novel supramolecular motifs and ion channels. 

研究分野： 生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 

天然核酸が持つプリン塩基（アデニン、グア
ニン）は両面で水素結合することにより三重
鎖や四重鎖構造を形成することが知られて
いる。これらは医薬や検出材料といった応用
が盛んに研究されているが、天然塩基だけで
はその構造や機能に制限があるため、応用範
囲に限界があった。もし、両面で水素結合可
能な人工塩基によるオリゴマーを調製する
ことが出来れば、天然核酸では実現しえない
多重鎖構造を調製することが可能となる。実
際、近年人工塩基を用いた三重鎖や五重鎖形
成や小分子（シアヌル酸）を介した三重鎖形
成が報告されている。しかしながら、六重鎖
以上の多重鎖はこれまで報告されていない。
その原因として従来の人工塩基はほとんど
すべて D-リボース骨格を利用していた点が
挙げられる。D-リボースを介した人工塩基の
導入は、一般的に煩雑な合成ステップが必要
であり、またある種の分子は導入できないこ
とが報告されている。このように D-リボース
を主鎖骨格にもつ人工塩基の合成には大き
な問題点があった。 

 それに対し、我々は D-リボースの代わりに
D-トレオニノールを主鎖骨格にもつ D-aTNA

の開発に成功した。また、この D-aTNA が天
然核酸よりもはるかに安定な二重鎖を形成
できることを明らかにした。更に、この
D-aTNAは従来のD-リボースを介した人工塩
基導入法と比較して合成が簡便であり、幅広
い化学構造の分子を容易にオリゴマー化で
きるという特長がある。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では D-aTNA 骨格に両面で水素
結合可能な人工塩基を導入することにより、
天然核酸では実現しえない多重鎖構造を調
製することを目指した。具体的には天然塩基
との三重鎖形成及び人工塩基のみによる六
重鎖形成について検討を行った。これらは特
異な金属イオン応答性や pH 応答性を示す全
く新しい核酸材料としての応用が期待でき
ると考えた。 

 

３．研究の方法 

（１）人工塩基導入 D-aTNA オリゴマーの合
成 

本研究で合成した人工塩基の構造を図１に
示す。 

 
図１．人工塩基の化学構造 

アミノピリミジン（P）はアデニン様の水素
結合部位を両サイドにもつ。そのため、チミ
ンとの三重鎖形成が期待できる。また、シア
ヌル酸（Y）はチミン様の水素結合部位を両
面にもつ。従ってアミノピリミジンと六重鎖
形成が期待できる。更にトリアミノピリミジ
ン（M）はアミノピリミジンにアミノ基を二
つ導入した構造をしており、より安定な三重
鎖・六重鎖形成が期待できる。これらの人工
塩基及びチミンを D-aTNA 骨格に導入し、こ
れらのオリゴマーによる１０量体を合成し
た。また、それぞれのオリゴマーの末端には
蛍光色素（フルオレセイン; f）もしくは消光
剤（ダブシル; d）を導入した。こうすること
で三重鎖及び六重鎖形成を蛍光によって評
価することが可能となる。 

（２）人工塩基導入 D-aTNA の三重鎖及び六
重鎖形成評価 

多重鎖形成は基本的に蛍光変化によって評
価した。また、六重鎖形成を証明するために
native MS 測定や AFM 測定、ゲル電気泳動、
GPC 測定を行った。更に、六重鎖の対イオン
依存性や pH 応答性について検討を行った。 

 

図２．アミノピリミジンオリゴマーに対して
チミンオリゴマーを滴定した際の蛍光変化 

 

４．研究成果 

（１）アミノピリミジン及びチミンオリゴマ
ーによる三重鎖形成 

まずアミノピリミジンオリゴマーとチミン
オリゴマーによる三重鎖形成について検討
を行った。蛍光ラベルしたアミノピリミジン
１０量体（f-P10）に対して消光剤でラベルし
たチミン１０量体（d-T10）を滴定した際の蛍
光変化を図２に示す。d-T10 を f-P10 に対して
２当量加えた際に変曲点が現れたことから、
設計通りアミノピリミジンオリゴマーがチ
ミンオリゴマーと三重鎖を形成しているこ
とが明らかとなった。また、１当量では変曲
点は現れず、２当量でのみ変曲点が現れたこ
とから、一本鎖から直接三重鎖を形成するこ
とが明らかとなった。更に、この三重鎖形成
の温度変化を図３に示す。降温過程、昇温過
程における融解温度の差は１１℃程度であ
った。また、変曲点が一つのみ観察されたこ
とから、一本鎖から三重鎖を直接形成してい
ることが裏付けられた。アデニンーチミンな



どの天然核酸による三重鎖においては二重
鎖を形成した後に三重鎖を形成することが
知られている。アミノピリミジンは同一の水
素結合部位を両面にもつために、協同的に三
重鎖形成するという興味深い性質をもつこ
とが分かった。 

 

 

図３．アミノピリミジンオリゴマーとチミン
オリゴマーによる三重鎖形成の温度変化 

 

 

（２）アミノピリミジンオリゴマーとシアヌ
ル酸オリゴマーによる六重鎖形成 

次にトリアミノピリミジンを一残基導入し
たアミノピリミジンオリゴマー（f-MP9）と
シアヌル酸オリゴマー（d-Y10）による六重
鎖形成について検討を行った。これらを混合
した際の蛍光の温度変化を図４に示す。その
結果、降温過程と昇温過程で約 58℃のもの非
常に大きなヒステリシスを示すことが分か
った。このヒステリシスは（１）の三重鎖と
比較しても非常に大きいことから分子間で
三重鎖以上の大きさをもつ複合体を形成し
ていることが明らかとなった。 

 

図４．アミノピリミジンオリゴマーとシアヌ
ル酸オリゴマーによる六重鎖形成の温度変
化 
 
また、六重鎖形成を更に検討するために非

変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行

った。その結果、オリゴマーを混合した場合
のみ一本鎖の上方にバンドが観察された。こ
の結果は六重鎖形成を支持している。更に
SECを測定した結果を図５に示す。その結果、
一本鎖と比較してより高分子量側に一本の
ピークが観察された。また、一本鎖に対応す
るピークがほぼ観察されなかったことから
複合体形成が極めて効率的であることが明
らかとなった。 
 

 
図５．六重鎖の SEC測定結果 

 

図６．六重鎖の Native MS測定結果 
 
そこで、六重鎖形成を直接証明するために

Native MS 測定を行った（図６）。その結果、
六重鎖に対応するピークが観察されたこと
から、合成したオリゴマーが設計通り六重鎖
を形成していることが明らかとなった。これ
までにも人工塩基を利用した五重鎖形成の
報告はあったが、本研究の成果によってオリ
ゴマーによる六重鎖構造を初めて調製する
ことに成功した。 
 六重鎖の機能について検討するために、六
重鎖安定性の対イオン依存性及び pH 依存性
について検討した。MgCl2 20mMでは図４のよ
うな融解曲線を示したのに対し、NaCl 100mM
の条件下ではほとんどヒステリシスを示さ
なかった。このことは NaCl 存在下では六重
鎖構造を形成していないことを示している。
更に、様々な対イオン存在下で融解曲線を測
定したところ、Ca2+や Sr2+存在下では大きなヒ
ステリシスを示した一方、K+、Li+や Cs+では
ほとんどヒステリシスは観察されなかった。
このことは六重鎖構造が二価イオンによっ
て安定化されることを示している。グアニン
四重鎖は K+イオン存在下安定化することが知
られているが、我々が開発した六重鎖は二価
イオンに応答して形成するという興味深い
性質が明らかになった。これらのことは六重
鎖が金属イオン検出プローブとして機能す
ることを示唆している。 



また、六重鎖形成の pH 依存性について検
討を行った。小分子のシアヌル酸単体での
pKaは 6.9と報告されているため、低 pHで六
重鎖が安定化されると考えた。実際に様々な
pH で測定した昇温過程における融解曲線を
図７に示す。 

 
図７．六重鎖の融解温度（昇温過程）の pH
依存性 
 
その結果、pH を低下させるに伴い六重鎖は

安定化し、pH6 以下ではほとんど変化しない
ことが分かった。一方、pH8 においては変曲
点が観察されなかったことから、pH8 では六
重鎖を形成できないことが分かった。このこ
とは pH8においてシアヌル酸が脱プロトン化
し、六重鎖を不安定化したことを示している。
このように本研究で調製した六重鎖はユニ
ークな対イオン依存性、及び pH 依存性を示
すことが明らかになった。 
 調製した六重鎖の分子モデリングを行っ
た結果を図８に示す。その結果、中央に空孔
をもつ直径約 2.7 nm の極めてユニークな円
柱形状をとっていることが示唆された。実際、
液中 AFM において六重鎖を観察したところ、
円柱状の形状が見られた。また、高さ解析を
行ったところ 2.88±0.46nmと計算されたこと
から、調製した六重鎖が図８に示すような円
柱形状を形成していることが支持された。 

 

図８．六重鎖の分子モデリング。塩基部分の
みの構造を右下に示す。 
 
 以上のように両面に水素結合を有する人

工塩基によるオリゴマーを合成することに
よって六重鎖構造を調製することに初めて
成功した。調製した六重鎖は顕著な pH 依存
性や金属イオン依存性を示すことから、pHセ
ンサーや金属イオンセンサーとしての応用
が期待できる。また、六重鎖構造は特徴的な
空孔を有していると考えられるため、イオン
チャネルなどの応用も期待できる。なお、こ
れらの研究成果を元に現在論文投稿中であ
る。 
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