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研究成果の概要（和文）：トブラマイシンを置換した蛍光色素フェニル－BODIPY（プローブ）

の蛍光強度はトブラマイシンアプタマー（トブラマイシンを特異的に捕捉するＲＮＡ配列）と

の相互作用により増大する。標的遺伝子（ここではｔＲＮＡ）の下流にアプタマーをタグとし

て配した融合遺伝子の転写（ＤＮＡ→ＲＮＡ）により生成する融合（標的－アプタマー）ＲＮ

Ａのアプタマー部分は、プローブの存在下、蛍光増強（大きくはないが）により検出できる。

これによりこの過程（標的遺伝子の転写過程）を蛍光モニターできることが明らかになった。 

 
 

研究成果の概要（英文）：The fluorescence intensity of tobramycin-bearing phenyl-BODIPY 

as a probe increases upon interaction with tobramycin-aptamer, an RNA sequence that 

specifically binds to tobramycin.   Transcription of a target gene (tRNA in this case) 

containing the aptamer sequence downstream thereof affords a fused (target-aptamer) 

RNA, the aptamer component of which can be detected by enhanced fluorescence, although 

no big, in the presence of the probe.   In this way, the transcription of the target gene can 

be fluorescence monitored.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) ２００８年のノーベル化学賞は“緑色蛍
光タンパク質（ＧＦＰ）”の発見と応用に対

して授与された。これを遺伝子レベルで標的
タンパク質の下流に配置することにより標
的タンパク質の動的挙動（生成や移動、局在
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化など）をタグとして用いたＧＦＰの蛍光に
よりモニターできるのが最大の利点である。
このような手法を遺伝情報の転写過程（ＤＮ
Ａ→ＲＮＡ）の挙動解析に適用できないか、
というのが本研究のスタートであった。ＧＦ
Ｐの手法にしたがうなら必要なものは“光る
ＲＮＡ”タグであるが、残念ながらこれは知
られていない。 

 

(2) そこで、水中では弱蛍光だが核酸などに
結合すると著しく蛍光強度を増す環境応答
型の蛍光色素と、これを特異的に捕捉し蛍光
強度を高める特定のＲＮＡ配列（アプタマ
ー）のペアを“光るＲＮＡタグ”として用い
ることにした。特定のアプタマー配列はいわ
ゆる人工進化（SELEX）法によりランダム配
列から取得できる。色素として生細胞の核染
色に多用されるヘキストを修飾したものを
用い、SELEX 法によりそのアプタマーを得、
これらのペアを“光るＲＮＡ（青色蛍光ＲＮ
Ａ；ＢＦＲ）タグ“として(1)で述べた方法に
より in vitro 系での遺伝子の転写解析に応用
したところ、実際にこの過程が蛍光モニター
できることがわかった。 

 

(3) 次の課題は“光るＲＮＡタグ”が細胞内
の転写解析に使えるかどうかである。難点は、
上記の蛍光オン化がプローブのおかれた
“場”の極性変化（高極性→低極性）に基づ
いており、必ずしも特異的でないことである。
人工プローブと生体物質との相互作用には
疎水性会合を駆動力とする種々の非特異吸
着がつきものあり、これが雑音（ノイズ）シ
グナルを発し、測定精度の低下をきたす。特
異的な相互作用により蛍光強度が増大する
新たな蛍光色素の開発が望まれた。マルチチ
ャネル化に対応可能な蛍光波長の多様化も
興味深い課題であった。このような事柄を背
景に本研究では BODIPY とよばれる色素に
着目した。 

 

(4) 一方、“光るＲＮＡタグ”を転写以外のＲ
ＮＡの動的挙動解析に応用することもこの
研究の重要な展開であった。 

 

２．研究の目的 

(1) BODIPY（boron-dipyrromethene；1）は高
い輝度（１に近い蛍光量子収率）を示すが、
フェニル－BODIPY（2）は例外的に弱蛍光
である。励起エネルギーがフェニル基と
BODIPY骨格を繋ぐ単結合周りの回転運動に
消費されるためであるとされている。本研究
では、分子間相互作用によりこの回転を抑制
することを試みた。相互作用（錯形成）する
Ａ（小分子）とＢ（高分子）を念頭に、（１）
Ａを 2 のフェニル基に導入する、（２）Ｂは
Ａを取り込むが、その際、立体障害効果のた

めにフェニル－BODIPY 結合の回転が阻害
(抑制)され蛍光が増強される、というのが目
論見である。Ａとして抗生物質であるトブラ
マイシン（対応するＲＮＡアプタマーが既知
である）を選び、トブラマイシン置換フェニ
ル－BODIPYと、これを特異的に捕捉するＲ
ＮＡアプタマー配列（SELEX 法により取得）
のペアを光るＲＮＡモジュールとして用い、
ＲＮＡの転写解析を検討する。立体規制に基
づく蛍光オン化の一般性・有用性、特に転写
解析における有用性、を検証することが本研
究の主目的である。 

 

(2) 一方、転写以外のＲＮＡの動的挙動とし
て、センサーへの応用を検討した。青色蛍光
ＲＮＡの蛍光がＲＮＡ部分のコンホメーシ
ョン変化に応じてオン／オフ制御できるこ
とに着目し、これを用いたＡＴＰ蛍光センサ
ーの開発に取り組んだ。 

 

３．研究の方法 

(1) プローブの合成。アミノ糖であるトブラ
マイシンをアミド結合を介してフェニル基
のパラ位に結合した置換フェニル－BODIPY

プローブ（3）を合成した。 

 

(2) アプタマーの取得。SELEX 法は、ランダ
ム配列を有するＲＮＡライブラリーから、標
的小分子(ここではプローブ)を特異吸着する
結合性配列（アプタマー）を選択（標的を担
持した磁気ビーズへの吸着）／増幅（ＲＴ－
ＰＣＲ）する手法である。アミノ糖置換フェ
ニル－BODIPYプローブの磁気ビーズ（アビ
ジンを担持）への固定化にはプローブのアミ
ノ基とアビジンとの相互作用を利用した。 

 

(3) プローブ－アプタマー相互作用と蛍光増
幅。得られたトブラマイシン／カナマイシン
置換フェニル－BODIPYプローブとアプタマ
ーの相互作用を蛍光（強度滴定および偏向解



 

 

消）法により調べた。また、原理の普遍性を
確認するため、アプタマー／プローブの代わ
りに酵素／阻害剤、抗生物質修飾酵素／抗生
物質、ボロン酸／糖の組み合わせを対象に、
阻害剤、抗生物質、ボロン酸置換フェニル－
BODIPYを用いる酵素、抗生物質修飾酵素（抗
生物質耐性菌）、糖の蛍光センシングを検討
した。 

 

(4) 転写解析。まず、アプタマー配列のみを
有するＤＮＡの転写をトブラマイシン置換
フェニル－BODIPY プローブ（3）存在下に
行い、この過程の蛍光強度変化を追跡した。
ついで、ｔＲＮＡを標的ＲＮＡとし、その下
流にアプタマー配列を配した融合ＤＮＡの
転写を同様にプローブ存在下に行い、標的Ｒ
ＮＡの転写がアプタマータグの蛍光を指標
として蛍光モニターできるかどうか検討し
た。 

 

(5) ＡＴＰセンサー。修飾ヘキストとそのア
プタマーからなる青色蛍光ＲＮＡタグは、ア
プタマーのコンホメーションを変化させる
ことにより両者間の相互作用を抑制し、これ
により蛍光オフ化することができる。標的物
質ＡＴＰの存否によりコンホメーション変
化を誘起できるようなシステムの構築を検
討した。 

 
４．研究成果 
(1) 光るＲＮＡモジュール。トブラマイシン
置換フェニル－BODIPY プローブ（3）のア
プタマーを SELEX により取得する試みは結
局うまくゆかなかった。トブラマイシンの
CH2NH2基は BODIPY への結合に、CHNH2基
は磁気ビーズへの結合に、それぞれ使われ、
トブラマイシン部位の周りに大きな立体障
害要因を作り、これがトブラマイシンとＲＮ
Ａとの有効な相互作用を妨げた結果と判断
される。このような状況で、アプタマーとし
てはトブラマイシンそのものの既知アプタ
マー、5’-GGGACUUGGUUUAGGUAAUGAG- 

UCCC-3’（26 塩基）を使わざるを得なかった。 

 既知アプタマーとパラ体プローブは強く
相互作用し（化学量論比～１：１で飽和）、
小さいながらも明確な蛍光増強（約 1.7 倍）
をもたらす。アプタマー配列の代わりにラン
ダム配列を用いると蛍光増強はまったく見
られず、これが特異的なプローブ－アプタマ
ー相互作用に基づくことがわかる。増強率が
大きくないのは、プローブ－アプアタマー錯
体においてアプタマー部位がフェニル－
BODIPY単結合周りの回転を有効に阻害する
ほど嵩高くないからであろう。それはともか
く、このペアが光るＲＮＡモジュールとして
の基本的な役割を担いえることが示された。 

 

(2) 回転阻害と蛍光増強。蛍光増強がほんと
うに回転阻害に基づくのか否かを明らかに
するため、パラ位にスルホンアミド（SO2NH2）
基やカナマイシン部位を導入したフェニル
－BODIPY（4、5）を合成した。ベンゼンス
ルホンアミドは炭酸脱水酵素の阻害剤であ
り、またカナマイシンはカナマイシン耐性菌
が産生するカナマイシン修飾酵素の基質で
あり化学修飾を受ける。検討の結果、炭酸脱
水酵素はスルホンアミド置換プローブの蛍
光を約 2.6 倍増強し、カナマイシン修飾酵素
はカナマイシン置換プローブの蛍光を 10.5

倍高めることが判明した。また、オルト位に
ボロン酸を導入したフェニルボロン酸－
BODIPY（6）はフルクトースとの錯形成に際
し蛍光強度が 6 倍増加すること、19

F-NMRの
検討から蛍光増強を起こす錯体において
BODIPY骨格の前後両面が非等価になってい
ること、つまり、置換ベンゼン環の回転が阻
害されており、これが蛍光増強の原因である
ことが明らかになった。 

 

(3) 幾何異性体比蛍光センシング。上記の結
果は、程度に差はあるが、パラ置換体につい
ての蛍光増強が相互作用に基づく回転抑制
に起因することを示している。ところで、メ
タ置換体は異なった挙動を示す。メタ位にス
ルホンアミドあるいはトブラマイシン部位
をもつ 3 や 4 のメタ異性体は、パラ体同様、
炭酸脱水酵素やアプタマーと強く相互作用
するが、蛍光強度は逆に減少する。カナマイ
シン置換体の場合はカナマイシン修飾酵素
との相互作用において蛍光は増すが、その程
度はきわめて小さい（1.5倍程度）。これらの
結果は、実際の蛍光強度はフェニル面と
BODIPY骨格の二面核に依存し、パラ体の場



 

 

合はこれが蛍光性の大きな捩れ角に固定さ
れるが、メタ体の場合は無蛍光性の共平面に
近い構造に固定されることを示唆している。
また、特異的相互作用はこのように強い幾何
異性体（パラ、メタ）依存性を示すが、非特
異吸着はこのような依存性を示さず、これ
（幾何異性体比蛍光センシング）により両者
を区別できることが明らかになった。 

 

(4) 転写解析。ＲＮＡアプタマーがトブラマ
イシン置換プローブ（3）との相互作用にお
いて小さいながらも特異的な蛍光増強をも
たらすことが確認できた。ついで、当該のＲ
ＮＡアプタマーをＤＮＡの転写により発生
させ、これをプローブ存在下の蛍光モニター
により検出できるかどうかを大腸菌のＳｅ
ｒ用ｔＲＮＡの下流にアプタマー配列を配
した融合ＤＮＡの転写について検証した。そ
の結果、蛍光強度は時間とともに増大し、そ
の後一定値（約 1.7 倍増強）を示した。メタ
体プローブ（3 のメタ異性体）の場合は逆に
蛍光強度がわずかながら減少（約 0.8 倍）し
た。また、アプタマー配列の代わりにランダ
ム配列を配した融合ＤＮＡを用いた場合や、
トブラマイシン部位をもたないプローブを
用いた場合は蛍光変化がまったく観測され
ず、蛍光強度の変化がアプタマーとプローブ
の特異的な相互作用に基づくことが確認で
きた。 

 

(5) ＡＴＰセンサー。修飾ヘキストとこれを
特異的に捕捉するＲＮＡアプタマーのペア
からなる青色蛍光ＲＮＡをＡＴＰに対する
アプタマーとコミュニケーションモジュー
ルを介して連結した蛍光アプタマーセンサ
ーを開発した。これにＡＴＰが結合するとモ
ジュール部分に構造変化が起こり、蛍光ＲＮ
Ａ部分が活性形になり青色蛍光を発する仕
組みになっている。これにより、ラベル化の
必要がないＡＴＰセンサーが実現した。 
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