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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境に感応しその蛍光強度、波長が劇的に変わる画期的な環境感応型蛍光核酸
塩基の開発を行なった。例えば、新たな分子内CT構造を有する蛍光核酸塩基をデザインし、溶媒の極性により劇的に蛍
光強度を変化させる性質を有する事を見いだしている。さらに、多くの候補となる修飾蛍光核酸塩基の中から、ミクロ
環境に特異的に感応して蛍光が大きく変化させる核酸塩基を多数見いだしており、中でも特に優れた蛍光特性を有する
7-デアザプリン誘導体を用いたプローブの開発に成功している。また、細胞内での分子イメージング等にも使えるよう
な構造認識機能をもつ蛍光核酸塩基をデザインする事にも初めて成功している。

研究成果の概要（英文）：We have designed a novel type of base-discriminating fluorescent (BDF) nucleosides
 which are used for SNP genotyping and gene detection. We also succeeded to design environmentally sensiti
ve fluorescent (ESF) nucleosides that emit strong fluorescence at different wavelengths depending upon a d
ifference of local environment near the ESF base. The newly designed ESF nucleosides may discriminate stru
ctural changes such as single strands, matches, mismatches and deletions when incorporated in DNA by a sig
nificant change of emission wavelengths as well as their intensities. Quencher and end free molecular beac
ons (MB) were discovered for the first time by using newly designed ESF nucleosides.  These low cost MB we
re used for the gene detection in a cell.  ESF nucleosides that are sensitive to pH were also designed.  S
uch pH sensor ESF nucleoside that emits strong fluorescence only at bellow pH 5.5 was used for the detecti
on of cancer cell.

研究分野：

科研費の分科・細目：

化学

キーワード： DNA プローブ

複合化学　生体関連化学
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１．	
 研究開始当初の背景 
 

	
 近年、環境により鋭敏に蛍光波長が変わる
環境感応型のアミノ酸(Environmentally	
 
Sensitive	
 Fluorescent	
 Amino	
 Acids,	
 ESF	
 ア
ミノ酸)	
 が開発され、これを蛋白に導入する
ことにより、蛋白の会合、結合、フォールデ
ングなどの構造変化を蛍光で直接モニター
する研究が Schulz らにより開始され大きな
反響を呼んでいる。それに対して、蛍光を発
する蛍光性核酸塩基は多数開発されている
ものの、周りのミクロ環境に感応して蛍光強
度、波長が劇的に変わる環境感応型の蛍光核
酸 塩 基 （ Environmentally	
 Sensitive	
 
Fluorescent	
 Base,	
 ESF 塩基）はこれまでほ
とんど知られておらず、その分子設計のコン
セプトを提唱した例もない。	
 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究では、１）ESF	
 核酸塩基を分子設計
するための新しいコンセプトを提唱し、それ
に基づいて世界で始めて実際に ESF 蛍光核酸
塩基を分子設計し、２）これを様々な核酸
（DNA,RNA）に化学的または酵素的に導入し、
核酸の局所構造の違い、蛋白との結合の有無
等を蛍光でモニターする画期的なシステム
を開発する。さらに、ESF	
 核酸塩基を含む DNA
プローブを駆使することにより、これまでに
は全く例のない構造認識機能をもつ蛍光核
酸プローブの開発研究を押し進める。さらに、
上記の目的に加えて、実用的な面で重要な周
辺の pH 変化をモニターできる蛍光核酸塩基
の開発を行い、酸性特有のガンの画像診断に
結びつける研究等も行う。	
 
	
 
 
３．研究の方法 
 
(1)	
 	
 修飾核酸塩基に二重結合あるいは三
重結合を介して置換芳香族化合物を連結し
た一群の蛍光核酸塩基を化学合成した。これ
らの化合物は、置換基を変えることにより、
分子内に CT 性を創出し、様々な波長の蛍光
特性を有する核酸塩基を合成できる。さらに、
核酸塩基の骨格であるプリン環の窒素原子
を炭素に置き換えたデアザプリン化合物を
多数合成し、DNA 内で相手塩基を認識しかつ
蛍光を発するよう分子設計した。加えて、
Solvochromicity を出すため、様々な置換基
を導入し、蛍光波長の溶媒依存性をモノマー
レベルで詳しく検討した。	
 
	
 様々な新規蛍光性核酸塩基の蛍光特性を
しらべ、Solvochromicity の大きい分子を選
び出し、それらを DNA 鎖に導入し、DNA の環
境変化によって、蛍光の波長、強度がどのよ
うに変化するかを検討し、環境に感応する蛍
光核酸塩基（ Environmentally	
 Sensitive	
 
Fluorescent	
 	
 Base,	
 	
 ESF）塩基を開発した。

開発したESF	
 塩基を含むDNA蛍光プローブを
用いて、様々な構造の DNA,	
 RNA の構造変化
を蛍光の波長、強度をモニターする研究を行
った。	
 
	
 
(２)	
 現在遺伝子の検出に用いられているモ
レクキュラービーコンはヘアピンオリゴヌ
クレオチドの両末端に蛍光分子と消光剤の
双方を導入しなければならないが、我々は
ESF 塩基を活用して消光剤を必要としない全
く新しいタイプの一本鎖のモレキュラービ
ーコン（MB）の開発を目指した。	
 
	
 
（３）分子内 CT	
 quench	
 機構を応用して、弱
酸性側で特異的に発光する pH センサー核酸
塩基をデザイン合成する。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
 
(1) 塩基識別型蛍光核酸塩基（BDF）の
分子設計と応用  
	
 2 重鎖 DNA 中で対塩基となる４種類の塩基
（A,	
 T,	
 G,	
 C）を蛍光の有無で全て完全に読
み分けることができれば、遺伝子の検出、１
塩基変異（SNP）の解析、DNA	
 チップ、細胞
内での DNA や RNA のマッピングなど様々な目
的に利用することができる。我々はこのよう
な目的のために、対となる相手塩基を蛍光で
みわけられる塩基識別型蛍光核酸塩基 BDF
をそれぞれ４種類開発する研究に取り組み、
世界で初めて開発に成功し
．．．．．．．．．．．．

、
．
国内外の特許を

取得するとともに、実用化にむけて研究を行
ってきた。相手塩基４種（A,T,G,C）を蛍光
で見分けられるピレンを含有する塩基識別
型蛍光核酸塩基 BDF をそれぞれ４種類開発
する研究に取り組み、次の４種類のピレン含
有 BDF を開発した。	
 

 

 
これらのBDF 塩基を塗布したDNAチップ
を企業と共同で開発し、数種のコンテンツを

含む遺伝子診断用DNAチップを開発した。 
	
 印刷用インクに暗号となるDNAオリゴマ
ーを入れICチップのように使うDNAインク
は工業的に重要なものになると考えられて

いるが、DNAインクの簡便な検出にBDF 塩
基がきわめて有効なことがわかり、企業と共

同でDNAインク検出システムの開発を行っ
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ている。 
	
 学術の面では、我々のBDF 塩基に関する
論文を発表して以来、我々の論文に対して世

界的に大きな反響があり、今や我々の命名し

たBDF 塩基という名称は世界で広く使われ
ている。我々のJ. Am. Chem. Soc.に出した
BDF 塩基に関する論文は、過去１０年間で
日本人が出した論文で化学の分野で引用度

が最も多いランキングで１０位以内にはい

っている。	
  
	
 細胞内を透過できる５５０nm以上の蛍光
を発し、なおかつ塩基識別能を有する BDF
の開発を行った。既に、候補となるBDFをい
くつか合成しているので、その性能を調べた

後、実際のターゲットとなる遺伝子の検出と

１塩基多形（SNP）のタイピングを行った。
アクリドン、ペリレン、アントラセンなどの

蛍光発色団を有する新しいBDFを開発した。 
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 FRETを用いて長波長で蛍光発光を検出す

る新しいシステムの開発にも成功した。DNA

インクに使うのに相応しい新しいBDFの開発

にも成功し、企業で現在その有用性が検討さ

れている。	
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（２）環境感応型蛍光核酸塩基（ESF 塩基）
分子設計のコンセプトとその応用	
 
	
 
	
 	
 周辺環境の極性に感応して蛍光の強度お
よび波長を変える新しい蛍光性核酸塩基
(ESF	
 塩基)をデザインするコンセプトを提
唱し、これらを実際に合成し、これらを DNA
オリゴマーに導入し、環境依存型の蛍光プロ
ーブを開発した。ESF	
 塩基は下の例に示すよ
うに分子内で Donor 部と Acceptor 部を合わ
せ持つ構造が重要であり、分子内 CT 励起状
態が溶媒極性や水素結合により変わるため
Solvochromicity が生じ、その結果周りの環
境（極性、水素結合、疎水性、pH，分子の混
み合い）に依存した蛍光波長、強度を示す。	
 
数十種類の蛍光核酸塩基の中から見つけ出
した ESF 塩基の代表例を以下に示す。	
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 上 記 の い ず れ の 核 酸 塩 基 も 強 い
Solvocromicity を示し、水、エタノールなど
の極性溶媒中では長波長の蛍光を発し、酢エ
チ、THF などの非極性溶媒では短波長により
強い蛍光を発する。	
 
	
 
	
 更に重要な ESF 塩基の分子設計のポイント
は、ESF	
 塩基が DNA 中に導入されても、天然
塩基と同様に２重鎖を安定に形成し、相手塩
基をきちんと認識することである。	
 我々は、
多くの ESF	
 塩基の中から、7-deazadenosine
誘導体	
 CNdA および 7-deazaguanosine 誘導体
NdG が、対塩基 T および C をそれぞれ厳密に認
識し、安定な塩基対を作り、かつ周辺の環境
によりその蛍光波長および強度を著しく変
える事を見いだした。代表的な環境依存型蛍
光核酸塩基（ESF 塩基）による対面塩基識別
の例を以下に示す。	
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 CNdA を用いた結果	
 
	
 
	
 SF	
 塩基	
 CNdA は対塩基が full	
 match の T
の時にのみ短波長にシフトし強い dual 蛍光
を発する。	
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 NdG を用いた結果	
 
	
 
	
 一方、ESF	
 塩基	
 NdG は、full	
 match の C
の時に、超波長にシフトする。いずれの場合
にも、Abasic	
 Site	
 （塩基が欠損）の時に
は、極めて強い蛍光を発する。従って、蛍光
の波長や強度で対塩基や塩基欠損を判定す
ることができる。	
 
	
 対塩基がアデニンの時のみ Exciplex を形
成し、長波長に exciplex 特有の 480nm の強
い蛍光を発する塩基識別能をもつ下の蛍光
核酸塩基 BDF を開発した。この塩基を DNA プ
ローブに導入すると、特定配列のなかの対塩
基 Aのみを認識し長波長発光する蛍光プロー
ブとして使うことができる。	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 
	
 	
 	
 
	
 
	
 A と exciplex を形成する ESF 塩基	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(３)	
 消光剤を必要としないモレキュラ
ービーコン(MB)の開発	
 
	
 	
 
	
 従来の MB はヘアピンループの両末端に蛍
光分子と消光剤をもつ構造のものであるが、
消光剤と蛍光分子双方をいれなければなら
ず、手間もかかり高コストである。我々の開
発した MB は、天然のグアニン塩基（G）を消
光剤とするもので、簡便性とコストの点で従
来の MB をはるかに凌がするものである。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 ピレンのエキシマーは特徴的な超寿命の
長い波長領域の蛍光を発光するが、このピレ
ンエキシマーで遺伝子を検出する新しいタ
イプの MB を初めて開発する事にも成功して
いる。	
 
	
 さらに、従来のヘアピンループ構造をもつ
MB に対して、一本鎖で中央部に ESF 塩基 X を
もつ蛍光プローブが DNA 検出にきわめて有効
である事をつきとめ、世界で初めて消光剤を
必要としない一本鎖 MB の開発に成功した。	
 
	
 
	
 	
 
	
 	
 
	
 	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 	
 	
 
	
 
	
 	
 	
 
	
 	
 
	
 
	
 一本鎖 MB のための ESF 塩基 X	
 
	
 
	
 
	
 
（4）pH センサー蛍光核酸塩基の開発	
 
	
 
	
 弱酸性になった時のみ蛍光を発光する pH
センサー核酸塩基の開発を目指し、下記のア
ミノ置換ベンゼン核を有するアントラセン
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置換ウリジン誘導体が、きわめてすぐれた pH
センサーである事を突き止め、実際に微酸性
であるガン細胞でのみ強い蛍光を発光する
事を確かめた。これは、アニリン部位とアン
トラセン発色団との間の pH 依存 CT	
 
quenching	
 機構で蛍光の ON-OFF が制御でき
ること実証し、実際の固体ガン細胞にも使え
るかどうか検討を予定している。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
(5)	
 環境により色が変わるカメレオン型
蛍光核酸塩基の開発	
 
	
 
	
 紫外線照射下で発光する蛍光の波長が、周
辺の極性により変化しその結果として紫外
線下で色が変わる核酸塩基をカメレオン型
蛍光核酸塩基というが、このタイプの蛍光核
酸塩基のデザインコンセプトを提唱した。天
然の核酸塩基、例えばグアノシンにリンカー
を経て強い solvochromocity をもつピレン誘
導体を連結したもので、溶媒の極性により発
光波長が１５０nm 近く変化する。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 
この種のカメレオン型蛍光核酸塩基を DNA プ
ローブの蛋白結合サイトに導入し、DNA と蛋

白との結合状態を蛍光の波長でモニターす
るシステムの開発を行った。	
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