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研究成果の概要（和文）：本研究では、不均一なRNA構造のダイナミクスをごく微量のRNAよりμ秒の時間分解能
で調べられる、1分子蛍光観測に基づいたRNA構造転移測定法の開発を行い、開発した手法を用いて、薬剤との結
合がRNAのダイナミクスに与える学理を深めることに取り組んだ。具体的には、2種類のblinking観測によるRNA
ダイナミクス、構造の1分子測定法を開発した。三重項―三重項エネルギー移動（TTET）によるblinkingを利用
した、RNAダイナミクス測定法を開発した。核酸内電子移動によるblinkingを利用した、RNA構造の点変異検出法
を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method for measuring RNA structural transition
 based on single-molecule fluorescence observations, which allows the dynamics of heterogeneous RNA 
structures to be investigated with μsec time resolution from very small amounts of RNA, and we used
 the developed method to deepen the science on the impact of drug binding on RNA dynamics. 
Specifically, single-molecule measurements of RNA dynamics and structure based on two types of 
blinking observations were developed. We developed a method for measuring RNA dynamics using 
blinking by triplet-triplet energy transfer (TTET). A method for detecting point mutations in RNA 
structure using blinking by electron transfer within nucleic acids was developed.

研究分野：光化学

キーワード： RNA　光化学　1分子計測　核酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAのダイナミクス、および、RNA配列中の点変異を1分子測定できる手法を開発しました。本手法は、1分子測定
に基づくため、貴重な生体資料を用いた測定が可能となります。また、ＰＣＲや検査キットに必要な増幅操作が
必要ないため、増幅に要していた時間とコストを削減できます。その場測定が可能であるため、病理切片等にお
けるその場観察が可能となり、診断や分析に幅広く応用可能な手法として期待されます。

※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 

X 線結晶構造解析により様々な生体分子の 3 次元構造が解かれ、構造と機能の相関が明

らかにされてきた。我々が用いる経口薬の多くは、酵素などのタンパク質をターゲットとし

ており、タンパク質の基質結合部位などに選択的に強く結合する創薬が行われてきた。近年、

新たな創薬ターゲットとして RNAが注目されている。すべてのタンパク質は RNAの翻訳

により得られるため、RNAを創薬標的とすればより上流の段階でタンパク質の発現を原理

的にはコントロールできる。また、DNA から転写された RNA のうち、タンパク質へと変

換されるのは 2％程度であり、non-coding RNA（ncRNA）とよばれる残りの大部分の RNA

が生命機能において重要な役割を果たしていることがわかりつつあり、複数の製薬会社が

ncRNA をターゲットとした創薬に乗り出している。しかしながら、これまで RNA をター

ゲットとした薬剤は数えるほどしか開発されてきておらず、その大きな要因の一つとして

あげられるのが、RNA の柔軟性である。RNAは最安定構造に加え、様々な頻度、寿命で現

れる種々のコンフォメーションの dynamic ensemble（DES）として存在する分子と描写さ

れる。タンパク質のように、最安定構造だけを狙った創薬での成功は難しかった。Al-

Hashimiらは、緩和分散法などのNMR手法を用いて、マイクロ（μ）秒からミリ（m）秒

のタイムスケールの寿命で生じる、存在割合が全構造の 5%未満程度の種々の RNA 構造に

よりなる DESを明らかにしてきた（Nat. Rev. Mol. Cell. Bio. 2019, 20, 474 ）。点変異が、

発現するタンパク質のアミノ酸配列に影響を与えるからではなく、RNA 構造の DES に大

きな影響を及ぼし RNA 機能が変化することにより発現に影響を与えることが示唆されて

おり、これら RNA 構造間の転移速度を操る薬剤を開発すれば、RNA 機能を制御できると

期待される。NMR は非常に多くの有意義な情報をもたらしてくれるが、13C/15N などの高

価な同位体の導入、多量のサンプル（ca. 0.5 mM×0.5 mL ～ 0.2 μmol）、長時間測定（hr 

<）を必要とし、種々の薬剤候補が RNA のダイナミクスに与える影響を調べることは難し

かった。また、構造間の詳細な平衡定数を求めることはできるが、RNA各部位の局所的な

分子運動速度に関する知見はしばしば得られなかった。細胞内環境下ではRNA構造のDES

が異なることも示唆されているが、細胞内のような夾雑環境での NMR 測定はしばしば難

しく、細胞内に近い環境において RNA ダイナミクスを調べられる手法開発が望まれてい

る。 

 

２．研究の目的 

 RNAは様々な頻度、寿命で現れる種々のコンフォメーションの dynamic ensemble（DES）

として存在するダイナミックな分子であり、タンパク質のように最安定構造だけを狙った

創薬での成功は難しかった。RNA標的創薬のためには、RNAダイナミクスを深く理解し、

RNA 構造の DES に影響を及ぼす薬剤をアッセイする系の構築が望まれる。RNA の DES

は、緩和分散法などの NMR 手法により調べられてきたが、13C/15N などの高価な同位体

の導入、多量のサンプルを必要とし、薬剤アッセイ系への展開は難しかった。本研究では、

不均一な RNA 構造のダイナミクスをごく微量の RNA よりμ秒の時間分解能で調べられ

る、1分子蛍光観測に基づいた RNA構造転移測定法の開発を行い、開発した手法を用いて、

薬剤との結合が RNA のダイナミクスに与える学理を深めることを目指した。 

 

３．研究の方法 

 蛍光相関分光法、1分子蛍光観測法に基づき、微量の試料を用いた RNA ダイナミクスの

測定法を開発しその理解を深めるとともに、RNAを創薬標的とした薬剤評価を行うアッセ

イ系の構築を行った。研究代表者はこれまで、蛍光分子 1 つ 1 つに着目した際にはじめて

顕著となる発光挙動である、蛍光が点滅して観測される現象＝blinking に注目し研究を行

ってきた。蛍光分子の置かれた環境に応じて blinking パターンが変化するように化学反応

を制御し、blinkingパターンにより環境情報を調べることが出来る Kinetic Analysis based 

on the Control of Fluorescence Blinking：KACB法の開発に取り組んできた。核酸への化

学修飾の導入、および、蛍光相関分光、1分子レベル蛍光観測により、マイクロ秒から数十

ミリ秒の時間領域において核酸上で進行する化学反応を速度論的に検証してきた（Angew. 

Chem. Int. Ed., 2017, 56, 15329, Chem. Eur. J. 2020, 26, 7740）。RNA創薬において必要



となるのは、まさにこのタイムスケールにおける RNA ダイナミクスの理解である。20 種

のアミノ酸よりなるタンパク質とは異なり、わずか 4 種の塩基よりなるダイナミックに動

く RNAを標的とした創薬においては、強く結合すること（Kd）を主とした判断基準としな

い、今まで見過ごされてきた弱い相互作用が RNAダイナミクスに与える影響に特に注視し

た創薬が必要であると考えられる。本研究では、2種類の blinking観測による RNAダイナ

ミクス、構造の測定法の開発に取り組んだ。 

 

４．研究成果 

I. 三重項―三重項エネルギー移動（TTET）による RNAダイナミクス測定法の開発： 

一重項－一重項エネルギー移動である FRET では、一般にエネルギードナー、アクセプタ

ー間の距離が 50Å程度以上変化する大きな構造転移の観測に優れている。これに対し、三

重項－三重項エネルギー移動では、ドナー、アクセプター間の衝突が必要であるため、ドナ

ー、アクセプターが衝突する RNAの分子運動に絞って追跡できる。ここで、1分子蛍光観

察特有の現象である blinking を利用し、蛍光相関解析から三重項－三重項エネルギー移動

が起こるのに要する時間（τT）を求めることを試みた（1/τT は RNA 分子運動速度に対

応）。τTは、blinkingにおける無発光状態の持続時間＝τOFFとして測定することができ

る。三重項エネルギーのアクセプターとしては 1,4,5,8-cyclooctatetraene（COT）を用いた。

COTは、三重項－三重項エネルギー移動によりエネルギーを受け取り、100 マイクロ秒以

内にそのエネルギーを熱として放出し、蛍光分子の光安定性を向上させることが報告され

ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.  三重項－三重項エネルギー移動による blinking測定を利用した、核酸構造転移の 1

分子測定法の開発。 

 

DNAをプラットフォームとして、蛍光分子として ATTO 647N、エネルギーアクセプター

として COT、ATTO 647Nと COTの間に種々の長さ・配列の 1本鎖 DNA をスペーサーと

して導入したＤＮＡ配列群を構築した。蛍光相関分光法を用いて三重項励起状態を OFF状

態とする blinking観測により、三重項－三重項エネルギー移動の測定を試みた。τTは、1本

鎖 DNAスペーサが 3、6、12塩基と長くなるに従い長くなった。また、スペーサー塩基が

単員環のチミンであるときに比べ、より強い π スタッキングにより核酸構造がより強直と

なる２員環のアデニンを用いたときに τTは長くなった。これらの結果は、blinking が蛍光

分子とＣＯＴの分子衝突に支配されていることと首尾一貫し、三重項－三重項エネルギー

移動に由来する blinking観測により、核酸のダイナミクスを調べられることがわかった（図

1）。核酸をガラス基板上に固定することにより、本系を１分子測定へと発展した。RNAと

DNAの結合により生じる核酸のダイナミクスの変化を、三重項－三重項エネルギー移動に

伴う blinking変化として観測可能な 1分子測定評価系の構築に成功した。 

 

II. 核酸 2本鎖中の電子移動速度測定による RNA配列の 1塩基違いの読みわけ法の開発： 

我々生物の遺伝情報を司る DNA中の電子移動（電気が流れること）については、世界でも

ホットな研究の１つで注目も高く、実験、および、理論の両面から様々な研究がなされてき

た。研究代表者らの研究を含む一連の研究により、電子の移動する速さが配列により変わる

ことがわかっていた。RNA中を電子が移動する速度を測れば、RNAの配列情報を読むこと

ができ、遺伝子診断へと応用することもできるが、測定に多量のサンプルを必要とし、分析・

診断への応用はできなかった。今回、修飾核酸プローブを設計・合成し、DNA /RNA ハイ

ブリッド内の電子移動速度を蛍光 blinking より 1 分子測定する技術を開発した。蛍光

blinkingは様々な試料上でその場測定が可能であり、腫瘍細胞病理切片上で、成人グリオ 
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図 2.  DNA をプラットフォームとして用いた三重項－三重項エネルギー移動をトリガー

とした blinkingの測定。 

 

ーマの治療効果と相関のある isocitrate dehydrogenase (IDH)遺伝子の点突然変異の診断を

試みました。IDHのmRNA を修飾核酸プローブより捕捉し、形成される二本鎖中の電子移

動速度を蛍光 blinkingにより 1分子測定することにより、点変異を 1分子診断することに

成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３. 核酸配列中を電子が移動する速度が配列に依存して変化することを利用し、電子移動

を blinkingパターンとして読出し可能な蛍光分子修飾プローブ DNAを開発し、RNA配列

の点変異の一分子検出に成功した。 
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