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研究成果の概要（和文）：本研究ではがん選択的な化学療法を開発するべく、DNAナノテクノロジーの1種である
ハイブリダイゼーション連鎖反応 (HCR) と、代表的な生体直交型反応であるStaudinger還元を組み合わせたシ
ステムを構築した。このシステムは特定のmiRNAのインプットによって蛍光分子などの様々な低分子化合物を放
出することが可能であり、がん選択的な化学療法に非常に有用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We constructed a system combining hybridization chain reaction (HCR), a kind
 of DNA nanotechnology, and the Staudinger reduction, a typical bioorthogonal reaction, in order to 
develop cancer-selective chemotherapy. The system is capable of releasing a variety of small 
compounds such as fluorescent molecules upon input of specific miRNAs, and has been shown to be very
 useful for cancer-selective chemotherapy.

研究分野： 核酸化学

キーワード： DNAナノテクノロジー　核酸化学　生体直交型反応　Staudinger還元　マイクロRNA　抗がん剤　化学療
法　HCR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では従来のがん化学療法の最大の欠点の1つである副作用に着目し、それを最大限抑制することが可能な
分子システムの開発を行った。研究の結果、がん細胞の目印の1つであるマイクロRNA (miRNA) に応答して選択
的に低分子化合物を放出して活性化するDNAシステムの構築に成功した。本成果は健康な細胞への毒性を大きく
減弱させた、安心安全ながん化学療法に発展していくと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
低分子薬剤による従来型のがん化学療法は副作用の問題を避けることができず、患者への身

体的/精神的負担が治療継続や QOL向上の大きな妨げとなっている。この問題を解決するべく、
特定の刺激が加わるまで薬剤を不活性化しておく「プロドラッグ化」の手法が古くから研究され
てきた。薬剤の活性をオンにするトリガーとしては様々な刺激が考えられるが、光はその時空間
分解能の高さから広く用いられている。しかし、光を利用する手法は培養細胞系では非常に有用
であるものの、迅速さが求められる医療現場において病変部位にのみ正確に光刺激を加えるこ
とは困難であり、さらに光自身の毒性や組織透過性などの因子を考慮しなければならない。もし、
光などの外部刺激に頼らず、細胞内の分子環境の差異によって薬剤の活性に差を生み出すこと
ができれば、安心・安全ながん化学療法への発展が期待できる。 
本研究では、がん選択的な化学療法の開発を目指し、がん細胞内で特異的に発現しているマ

イクロ RNA (miRNA) に応答して低分子薬剤を放出する DNA ナノデバイスの開発を行う。細
胞内に存在するmiRNAは極微量であるため、その高感度センシングに DNAナノテクノロジー
の 1種であるハイブリダイゼーション連鎖反応 (HCR) を応用する。HCRと生体直交型の化学
反応である Staudinger還元とを組み合わせることで、雑多な細胞内環境下においても選択的な
薬剤の活性化を可能にする。本技術は、副作用の小さい安全・安心ながん化学療法やmiRNA発
現パターンに応じたテーラーメイド医療への発展が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がん細胞内

の微量miRNAに応答して抗
がん分子を活性化する安心・
安全な化学療法の開発に挑
戦する。その鍵技術として
DNA ナノテクノロジーの 1
種であるHCRを駆使し、選
択的なmiRNA応答とともに
効率的な薬効の増幅を可能
にする。具体的には、標的
miRNA がヘアピン DNA1 
(HP1) 末端の一本鎖部分を
足がかりとして鎖置換反応
を起こすことからHCRが始
まる (図 1; step 1)。これによりHP1のヘアピン構造は不安定化し、続いて生じた一本鎖部分を
足がかりにHP2との鎖置換反応が起こる (step 2)。HP1のアジド基とHP2のホスフィンは二
重鎖形成により接近し、濃縮効果により Staudinger還元が選択的に進行してアミンとホスフィ
ンオキシドを与える (step 3)。最後にアミンの電子供与性によりリンカーが自発的に分解し、カ
ルバマート基によって不活性化されていた分子が放出される (step 4)。step 2から step 4を繰
り返すことで、1分子のmiRNAに対して低分子化合物の多重放出と活性化が可能となる (step 
5)。 
 
３．研究の方法 
(1) 標的 miRNAとして多くのがん細胞で発現している miR-21を選択し 1、HP1と HP2の配列を設
計する。DNA 自動合成機により化学合成したプローブのリン酸緩衝溶液に 0.01〜1 当量の miR-
21 を加え、37 ˚C 下で一定時間静置後にゲル電気泳動によって HCR の進行効率を評価する。ま
た、選択性を担保するべく他の miRNA (miR122など) をインプットとして加え、HCRへの影響を
調べる。バックグラウンド反応が大きい場合は配列を種々変更し、各プローブの最適化を行う。 
 
(2) アジド/ホスフィン修飾 DNAプローブを化学合成する。Staudinger還元によって放出される
低分子化合物としては、簡便な評価が可能な蛍光分子 7-アミノ-4-メチルクマリン (AMC) 及び
実際の化学療法に使用されている抗がん分子ゲムシタビン (GEM) を用いる。これらの化合物は
分子内のアミノ基をカルバマートに変換することで不活性化されることが知られており 2,3、放
出による機能のターンオンが可能である。HP2 に修飾するホスフィンとしては Staudinger 還元
において優れた速度論を示すことが報告されている 2DPBMを採用する 4。HP1及びHP2の修飾は、
適切な位置にアミノ基を持つ DNA と各種 NHS-エステルとのコンジュゲート化によって行う。ま
た、天然の DNAは細胞内ヌクレアーゼにより分解されてしまう恐れがあるため、各ヘアピン末端
に化学修飾を施すことで酵素耐性能の向上を計る 5。 
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図 1. HCRによるmiRNA応答型低分子化合物多重放出 



 

 

(3) miRNAに応答した低分子化合物の多重放出を、まずは非細胞系で検討する。蛍光分子 AMCを
搭載した HP1と 2DPBM-HP2のリン酸緩衝溶液に、0.01〜1当量の miR-21を加え、蛍光プレート
リーダーによって反応時間に伴う AMCの蛍光強度の増加を測定する。HP1と同濃度の AMC 溶液を
ポジティブコントロールとして用い、各濃度の miR-21に対する AMCの放出効率を評価すること
で本システムの感度を評価する。また、他の miRNA (miR-122など) に対する反応性も精査し、
miR-21に選択的に応答して AMCが放出されていることを確認する。 
 
(4) 最後に、ヒト生細胞内での miRNA 応答型 GEM 多重放出と選択的がん治療効果を評価する。
miR-21 発現レベルの上昇が知られている HeLa 細胞 6にトランスフェクション試薬を用いて GEM
搭載型 HP1 と 2DPBM-HP2 を導入し、一定時間培養後に細胞増殖抑制試験により抗がん効果を評
価する。同濃度の GEMをポジティブコントロールとして比較する。さらに miR-21がほとんど発
現していないことが分かっている HEK293 細胞 7でも同様の実験を行い、miR-21 に応答した GEM
放出を確認することで高選択的ながん化学療法の確立を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) HCR プローブの配列設計と合成 
オンラインソフトウェ

アNUPACKを用いて HCRプロ
ーブの配列を設計した。具
体的には miR-21が存在しな
い状況では安定なヘアピン
構造を形成し、miR-21 存在
下では HCR が進行する配列
を求めた。その結果、3種類
のプローブセットを見出し
た (図 2)。これらの DNAは DNA自動合成機によって合成した後に液体高速クロマトグラフィー 
(HPLC) による精製を実施し、MALDI-TOF MSによって同定した。 
 
(2) HCRプローブの最適化 
合成した各 HCRプローブの緩衝溶液に miR-21を加え、一定時間反応後にポリアクリルアミド

ゲル電気泳動もしくはアガロースゲル電気泳動によって反応効率を評価した。その結果、miR-21
を加えていない場合は HCRが進行せず (バックグラウンド反応が少なく)、miR-21を加えた場合
に高効率で HCRが進行するプローブセットを見出すことができた。 
 
(3) 化学修飾型 HCRプローブの合成 

最適化した HCRプローブにアジド基およびホスフィンをコンジュゲート化した。アジド基修

飾プローブには放出する低分子化合物として蛍光分子 7-アミノ-4-メチルクマリン (AMC)、もし

くは色素分子 Resorufinを搭載した。アミノ化した HCRプローブと各種 NHS-エステルを弱塩基

性条件下で反応させることでコンジュゲート化を行った。化学修飾型 HCRプローブは HPLCで精

製後、MALDI-TOF MSで同定した。 

 

(4) miR-21による低分子化合物の放出と活性化 

HCRプローブに搭載した AMCおよび Resorufinが miR-

21 によって放出、活性化されるか検討した。AMC の放出

は蛍光プレートリーダーによって (図 3A)、Resorufinの

放出は目視による溶液の色調変化によって評価した (図

3B)。どちらの場合も添加する miR-21 の量に従って蛍光

強度の増大および溶液の色調変化が観察され、設計通り

HCRに伴う Staudinger還元の結果、搭載していた低分子

化合物が放出、活性化されることが明らかとなった。一方

で低分子化合物の放出効率および速度が不十分であるこ

とも分かった。 

 

(5) プローブ修飾位置の最適化 

miR-21 インプットに対する低分子化合物放出の効率

および速度を改善するために、HCRプローブ中の化学修飾

を導入する位置について再検討を行った。その結果、プロ

トタイプよりも反応効率に優れた HCRプローブセットの取得に成功している。 
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(B) Resorufinの放出と活性化 

図 2. 設計・合成した HCRプローブセットの配列 



 

 

(6) 抗がん分子を搭載した HCRプローブの合成 

HCR プローブに搭載する抗がん低分子化合物は、当初予定していた Gemcitabine に加えて

Camptothecin の誘導体である SN-38 も検討することとした。SN-38 については光延反応によっ

てアジドリンカーに導入することに成功し、NHS-エステルの合成を完了した。今後は上記最適化

した HCRプローブにコンジュゲートすることで、miR-21に応答した抗がんシステムを構築する。 
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