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研究成果の概要（和文）：本研究では miRNAの機能を解明しそれらの情報を疾患の診断や治療に

応用するために、細胞内の成熟 RNA を迅速かつ網羅的に検出する人工オリゴヌクレオチドプロ

ーブの開発を目指し研究を行った。その結果、microarray や蛍光プローブに有用な、成熟 miRNA

の鎖長と配列を精密に認識する人工核酸や蛍光核酸を計算化学的手法を用いた合理的な設計と

有機合成を組合わせて開発することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Artificial oligonucleoptide probes were developed for the 
detection of mature miRNA in living cells. The new nucleic acids derivatives such as the 
oligonucleotide probes having short RNA selectivity, the nucleic acid analogs capable 
of precise base recognition and the fluorescent nucleic acids applicable for the 
monitoring of the hybridization events were developed. These artificial nucleic acids 
are useful for the miRNA detection. 
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１．研究開始当初の背景 
miRNA は生物のゲノムから転写された 21 塩

基程度の RNA であり、細胞の発生、分化、癌
化などの過程やウイルスの感染などに重要
な役割を果たしている。 
miRNA の発現機構は以下の通りである。 
ゲノムより転写された 1000 塩基程度の

pri-miRNA が Drosha により切断され、70-100
塩基のpre-miRNAが生成する。このpre-miRNA

は更に Dicer により切断され、21塩基程度の
成熟 miRNA が生成する。この成熟 miRNA が標
的の mRNA に結合しその翻訳を制御する。 
従来、生体内に存在する成熟miRNAの量は、

ゲノムからPri-miRNAが転写される段階で主
に制御されており、Pri-miRNAから Pre-miRNA
および、Pre-miRNA から成熟 miRNA へのプロ
セシングは迅速に進行すると考えられてい
た。しかし最近になって、成熟 miRNA の生
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成量が Pri-miRNA から成熟 miRNA へのプロセ
シングの段階で制御されている例も明らか
になってきた。 
例えば、ObernostererらによればmiRNA-138

の成熟体が、脳や肝臓などに特異的に発現し
ている一方で、その前駆体 Pre-miRNA-138 は
全ての臓器で均一発現している(RNA 12, 
1161-1167, 2006)。また、Thomson らによれ
ばマウスの発生や細胞ガン化の過程では、
Pri-miRNA から Pre-miRNA へのプロセシング
の 段 階 が 制 御 さ れ て い る 。
(Genes&Development 20, 2202-2207, 2006)。 
また、miRNA のひとつである let7 について

は、そのプロセシングを制御する細胞内因子
Lin-28 も同定されそのメカニズムに興味が
もたれている(Viswanathan et al. Science, 
320, 97, 2008) 
このように、現在では miRNA の発現量は

pri-miRNA の転写の段階だけでなく、転写に
続くプロセシングの段階で制御されている
と考えられている。一般的にこのような RNA
プロセシングは古典的なノーザンブロット
を用いて解析することは可能であるが、解析
に時間や手間がかかるなどのハイスループ
ットな検出方法としては問題がある。 
従って、細胞内の miRNA 情報を迅速に解析

し疾患の治療や診断に役立てるには、細胞内
の Pri-miRNA や Pre-miRNA などの前駆体と、
それらがプロセシングされて生成する成熟
miRNA を区別して、迅速かつ高感度で識別す
る新しいプローブが必要である。 

 

 
２．研究の目的 
これらのmiRNAの機能を解明しそれらの情報
を疾患の診断や治療に応用するためには細
胞内に存在する多数の RNA の中から成熟 RNA
を迅速かつ網羅的に検出する技術の開発が
必要である。そのためには、簡素な化学修飾
のみで優れた成熟 miRNA 選択的に結合する、
人工オリゴヌクレオチドプローブの開発と、
それらを用いた信頼性の高いmiRNA検出デバ
イスの開発が望まれる。本研究では、これら

の着想に基づき、網羅的検出に適した
microarray や一分子蛍光プローブへの利用
を念頭に、成熟 miRNA の鎖長と配列を精密に
認識する検出プローブを計算化学的手法を
用いて合理的に設計し、有機化学的手法によ
り合成することを計画した。 
本起案研究の成果は、miRNA の迅速かつ正確
な検出を可能にし、miRNA が関る疾患の治
療・診断や、miRNA を利用した万能細胞の作
製など幅広い分野での応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 特異な塩基識別能を有する人工核酸の
開発 
報告者はこれまでに高精度な塩基識別能を
有する人工グアニン塩基として、2-N-カルバ
モイルグアニン(cmG)と 2-N-アセチル-3-デ
アザグアノシン(a2c3G)を見出している。本研
究ではこれらの人工塩基を含むオリゴヌク
レオチドプローブの実用的合成法の開発と、
塩基識別能の詳細な検討およびその発現メ
カニズムを実験的および理論的に行った。 
また特異なミスマッチ塩基対認識能を有す
る 2'-O-カルバモイルウリジン誘導体の合成
と性質評価を検討した。 

 

(2) 短鎖 RNA選択的検出能を有する人工核酸
の開発 
鎖長の短い短鎖RNAのみに結合する核酸プロ
ーブを開発するため、末端に嵩高く、かつ負
電荷を有する修飾基をもつ、人工核酸の合成
と短鎖 RNA 選択的結合能の評価を行った。 
具体的には、2'-デオキシアデノシンのアミノ
基にシクロヘキサン環とリン酸基を有する
dAChcmPの設計とそれを末端に含む2'-O-メチル
RNAの合成およびその性質評価を行った。 
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(3) miRNA 検出を指向した新規蛍光核酸の開



 

 

発 
短鎖 RNAを選択的に検出するための蛍光核酸
を目指し、蛍光核酸の分子設計と合成を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)-① cmG を含むオリゴデオキシヌクレオ
チド（ODN）の実用的な合成法の開発と塩基
識別能 
cmG の実用的な合成法を目指し、既報のホス
ホロアミダイトユニットの構造を簡略化し、
グアニン６-O 位を保護せずにアミダイトユ
ニットを合成する方法とそれを用いたODN合
成を検討した。 
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6-O-無保護ホスホロアミダイト 
6-O-無保護ホスホロアミダイトは通常のヌ
クレオシドユニット合成法を用いて問題な
く合成することができた。 
ついで、合成したホスホロアミダイトを用い
た ODN 合成を検討した。その結果６-Oを保護
せずに合成を行うと、カルバモイル基の求核
性が高まり、キャップ化反応に用いるアシル
化剤との副反応に続き、脱カルバモイル化が
進行することが分かった。この結果、cmG の
ホスホロアミダイトとしては6-O位を保護し
た従来型の合成ユニットが実用的であるこ
とが分かった。また、合成した ODN を用いて
cmG の塩基対識別能の評価を行い、複数の配
列中で天然型グアニンよりも優れた塩基識
別能を示すことを明らかにした。 
 
(1)-② a2c3Gを含む 2'-O-メチル RNAの二重
鎖形成能の計算化学的な評価 
報告者の過去の研究により a2c3G を含む
2'-O-メチル RNA は相補的な RNA と高い結合
能を示すことが分かっている。そこで、この
現象をさらに詳しく解明するために分子動
力学計算(MD 法）と ab initio量子化学計算
を用いた計算化学的研究を行なった。
2´-O-methyl-5´-(C1G2G3C4X5A6G7G8A9G10)-3´
/3´-r(G20C19C18G17C16U15C14C13U12C11)-5´ （X = 
G, c3G または a2c3G）の二重鎖の分子モデル
を作成し、2 nsの分子動力学計算を行なった。
その構造から中央の３塩基対を抜き出し、水
素結合、intrastrand stacking、interstrand 
stacking の各エネルギーをab initio 法によ
り MP2/aug-cc-pVDZ のレベルで計算した。            
その結果、二重鎖の安定性は Xの位置に 3-
デアザグアニン(c3G)をもつ場合がもっとも
小さいことが予想され、これは実験的にもと
めた二重鎖の安定性の順序と一致していた。

さらに詳細な検討により、c3G の二重鎖安定
化能が小さい理由としては、c3G の双極子モ
ーメントが大きく、二重鎖内で大きな双極子
－双極子反発をもつためであることが示唆
された。また a2c3G はアセチル基によるスタ
ッキング面積の増加により二重鎖を安定化
することが示唆された。 
また、水溶液中での二重鎖の安定性を予測す
るために、種々の溶媒和モデルを検討したと
ころ、UA0 および UAHF を用いることで実験的
に得られた二重鎖の安定性を説明できるこ
とが分かった。 
(1)-③ 核酸二重鎖の安定性の計算化学的
な予測法の開発 
ターゲットRNAと優れた親和性を有する人工
核酸を分子設計するために、MDシミュレーシ
ョンを用いて、核酸二重鎖の Tmを予測する手
法を開発することを検討した。 
その結果、MDシミュレーションによりえら得
れた trajectory から、塩基対間パラメタ―
（roll, twist, tilt, slide, shift, rise）
を抽出し、変形能（deformability: Fprod)を
算出したところ、実験的に測定されたUV融
解温度(Tm)と deformability の間に線形の相
関が見出され、シミュレーションで求めた
deformability によりTm値を±2 °Cで予測
することができた。 

 

(2) 短鎖 RNA選択的検出能を有する人工核酸
の開発 
下図、dAChcmPを 2'-O-メチル RNA の末端に導入
し、短鎖 RNA 結合能を評価したところ、自身
よりも鎖長の長いターゲットRNAには結合せ
ず、短い RNA とのみ結合する「短鎖 RNA 選択
的結合能を有する修飾核酸 」の開発に成功
した。 

 

本研究で開発した新規プローブの短鎖 RNA
選択的結合能は人工核酸(DNA または 2'修飾
RNA)の 5’末端に導入した立体的に嵩高くか



 

 

つ負電荷を有する dAChcmPが、長鎖 RNA と立体
的および静電的に反発することで長鎖RNAと
の結合を阻害することができるためである
と考えられる。 
また、さらに検討を重ねた結果、上図 X で

表わされる位置にリン酸基を有する pdAChcmP

を新たな修飾基として見出した。 
すなわち5'末端に pdAChcmPを導入した2'-O-メ
チルRNA (5'-pdAChcmPCmAmAmCmCmUmAmCmUm-3')と相
補的な配列を有する短鎖
RNA(3'-GUUGGAUGA-5')または長鎖 RNA 
(3'-AUUAUAUGUUGGAU 
GAUGGUUA-5'）に対する結合能を二重鎖解離

温度 Tmを測定して比較したところ、長鎖 RNA
との二重鎖の融解温度が短鎖RNAとの二重鎖
に比べて 10℃以上も低下しており、この単純
な化学修飾を施すだけで、成熟 miRNA 選択的
検出に充分用いうると期待される高い選択
性が得られた。 
 
(3) 短鎖 RNA選択的検出能を有する人工核酸
の開発 
短鎖 RNAを選択的に検出するための蛍光核酸
を目指し、蛍光核酸の分子設計と合成を行い、
その性質評価を行った。具体的には 6-N-（ピ
レニルメチルカルバモイル）デオキシアデノ
シン(dApymcm)やピリミドピリミドインドール
ヌクレオシド（PPI）の合成法とそれを導入
したDNAプローブの合成およびその蛍光特性
の評価を行った。 
すなわち、5'末端付近に２個連続してdApymcm

が導入された修飾 DNA：d（CTC 
[dApymcm][dApymcm]TATACAACCT) のピレン由来
の蛍光を相補鎖 RNA の非存在下（ss）、修飾
DNA よりも長いRNA の存在下（long)、修飾
DNAよりも短いRNAの存在下(short)で測定し
た。その結果 ss, long では 500nm 付近のピ
レンエキシマーのシグナルが400nm付近のピ
レンモノマーと同程度の強度をもつのに対
し、short の条件ではエキシマー蛍光が弱ま
りモノマー蛍光が増大した。 

 
また、これとは別に、新たに蛍光ヌクレオシ
ド PPI を見出し、その誘導体合成および蛍光
特性の評価を行い、グアニンと塩基対を形成
することによる特異的な蛍光消光現象や、二
重鎖形成に伴う蛍光増大など、細胞内の機能
性RNAをリアルタイムで検出する蛍光プロー

ブとして活用しうる有用な性質を見出した。 
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