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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、RNA鎖を配列特異的に検出可能なプローブの開発である。PET現象により消
光される蛍光発色団とフェニルボロン酸部位を持つDNA鎖をプローブとして利用した。RNA鎖に特徴的な化学構造である
3'末端cis-2,3-ジオール構造をボロン酸エステル形成反応により認識し、標的RNA鎖と二重鎖形成した時のみ消光が解
消され、蛍光回復しRNA検出が可能となると期待した。研究の結果、蛍光発色団とフェニルボロン酸部位を併せ持つプ
ローブの合成に成功した。このプローブはRNA鎖と二重鎖を形成した時に蛍光の回復が見られた。一方、DNA鎖存在下で
は蛍光の回復は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop new RNA detecting probe which consisting of a 
DNA strand with a fluorescing group and a phenyl boronic acid residue. The DNA strand of the probe binds t
o a 3'-end sequence of a target RNA to form a double helical structure, then the boronic acid residue of t
he probe and a diol group at the 3'- end of target RNA form boronic esters which results increasement of f
luorescence intensity by cancelling photo-induced electron transfer (PET) between the fluorescent group an
d an amino group to which the phenyl boronic acid group attached. 
We successfully synthesized novel RNA detecting probe having a fluorescing group and phenyl boronic acid r
esidue. When the probe formed a duplex with a target RNA, increasement of fluorescence intensity was obser
ved. On the other hand, in the presence of a target DNA strand, increasement of fluorescence intensity was
 not observed.
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１． 研究開始当初の背景 
ヒトをはじめとする様々な生物のゲノム

情報が解読され、ゲノム研究は、遺伝子がコ

ードされた領域の解析のみならず、非コード

領域の役割の解明に積極的に焦点が当てら

れるようになった。その結果、mRNAのよう

な遺伝子をコードする RNAや、tRNA、rRNA

のような従来からよく知られていた RNA 以

外に、miRNA や siRNA といった遺伝子発現

の調節に関連する non-coding RNA（非遺伝子

コード RNA）が予想を遥かに超えてゲノム中

に存在し、RNAの細胞内での役割が、従来考

えられていたより多岐にわたっていること

が明らかになってきた。このような背景のも

と RNA研究の重要性は一段と増している。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、RNA鎖を配列特異的に検

出することが可能な化学構造を持つ、RNA検

出プローブの開発である。このプローブは、

標的 RNA鎖と二重鎖を形成するまでは、PET

現象により消光されている蛍光発色団を持

つ。RNA鎖に特徴的な化学構造である 3'末端

cis-2,3-ジオール構造をボロン酸エステル形

成反応により認識し、標的 RNA 鎖にハイブ

リダイズした時のみ PET 現象による消光が

解消され、蛍光が回復し検出が可能となる。

RNA 鎖に特異的かつ配列選択的なプローブ

が開発できれば、細胞内での RNA 分布や定

量、挙動の解析などへ応用できる可能性があ

り、実用的な技術になりうると期待される。 
 
３．研究の方法 
生体分子や金属イオンを検出する方法と

し て 、 PET （ Photoinduced Electron 

Transfer）現象を用いた、ターゲットの有無

によって蛍光発色団の ON/OFF が可能なイ

メージングセンサーが報告されている。例え

ば、ボロン酸誘導体がジオール存在下、ボロ

ン酸エステルを形成する反応と PET 現象を

組み合わせ、糖検出を可能とした実用的なセ

ンサーが開発されている。RNA 鎖はリボー

スを持つため、3'末端には cis-2,3-ジオール構

造が存在する。すなわち、RNA 鎖の 3'末端

部位はボロン酸誘導体とボロン酸エステル

の形成が可能である。代表者は、ボロン酸エ

ステル形成による PET解消現象が、RNA鎖

検出へ応用できる可能性があると考え研究

を進めてきた。プローブの検出機構をいかに

説明する。 

RNA 鎖は、先に述べたように 3'末端に

は cis-2,3-ジオール構造をもつ。このジオ

ール構造を用いて蛍光発色団の ON/OFF

を行ない RNA 鎖検出へと応用する。プロ

ーブは、標的 RNA 鎖を認識するための相

補的な配列を有し、あわせて 5'末端に標的

RNA鎖の 3'末端 cis-2,3-ジオールを認識す

るフェニルボロン酸部位をもつ。また、こ

のプローブのフェニルボロン酸部位には

PET 現象により消光される 9-メチルアミ

ノメチルアントラセンを主要骨格とする蛍

光発色団があり、標的 RNA 鎖と二重鎖を

形成しないときは消光されている。プロー

ブが標的 RNA 鎖と二重鎖を形成すると、

フェニルボロン酸部位は標的 RNA 鎖の 3'

末端 cis-2,3-ジオールの近傍に位置する。

プローブと標的 RNA 鎖の 3'末端間でボロ

ン酸エステルが形成されると、蛍光発色団

の蛍光が回復し標的 RNA 鎖が検出できる

（以下図１に概念図を示した。） 

 

図１ 



これまでに、モデル化合物を合成し、その

蛍光挙動を調べ、リボヌクレオシド非存在下

では蛍光発色団は消光され、RNA の構成成

分であるリボヌクレオシド存在下で蛍光の

回復が見られることを明らかとしている。 

本研究では、モデル化合物ではなく、実際に

プローブを合成し、RNA 鎖の検出が可能か

どうか検討することにした。以下に示した項

目を実施し研究を進めることとした。 

（１）RNA 鎖検出プローブの合成：上述し

た概念図１に示した、蛍光発色団とフェニル

ボロン酸部位を併せ持つ RNA 鎖検出プロー

ブを合成する。 

（２）RNA 鎖検出プローブの性質の解明：

合成したプローブが標的 RNA 鎖の 3'末端と

ボロン酸エステルを形成しているか否かを

確認する。 
 
４．研究成果 

当初、アミダイト型の化合物を利用してプ

ローブの末端に蛍光発色団およびフェニル

ボロン酸部位を導入することを試みた。事前

の検討結果からアミダイト法で目的物が得

られると予測していたが予想と異なり、アミ

ダイト型の化合物によるプローブの合成は

困難であった。種々の合成検討を行い、蛍光

発色団と、フェニルボロン酸部位を併せ持つ

活性エステル化合物を 5’末端にアミノアルキ

ル基をもつ DNA 配列と脱水縮合させること

で図２に示したプローブを合成することが

出来た。（鍵となる蛍光発色団およびフェニ

ルボロン酸部位を青字で示した） 

 

図２ 

合成したプローブを用いて、RNA 鎖をタ

ーゲットとする場合と DNA 鎖をターゲット

とする場合で蛍光強度の違いが生じるか否

か調べた。プローブ溶液に対して、DNA 鎖

を加えた場合、RNA 鎖を加えた場合それぞ

れの蛍光強度の変化を調べた。（図３）まず、

DNA 鎖を加えた場合、蛍光強度に大きな変

化は生じないことが分かった。（図３中黒線

が DNA を加えた場合、青線は何も加えない

場合）すなわち、プローブは DNA 鎖と二重

鎖を形成しても、フェニルボロン酸部位が

DNA 鎖の 3’末端と相互作用しないため、蛍

光強度の変化が起きないことが示された。一

方、RNA鎖を加えると蛍光強度が上昇した。

（図３中赤い線が RNA を加えた場合）この

ことから、プローブと RNA 鎖が二重鎖を形

成するとフェニルボロン酸部位が RNA の 3’

末端とボロン酸エステルを形成し、蛍光発光

強度の回復が起きたものと推測される。 

 
図３ 

 プローブの合成方法に改良の余地は残さ

れているが、上述した蛍光測定の結果から、

RNAと DNAを見分けることができる RNA

選択的プローブの作製が出来たことがわか

った。 
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