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研究成果の概要（和文）：本研究では、ピリジン骨格を含む種々の新規蛍光ヌクレオシドを合成し、それらがpHに鋭敏
に応答して発光ー消光の切り替えを行うセンサー分子に成ることを示してきた。そしてさらに改良を加え、On-Offの切
り替えが、より中性に近くなるような分子のスクリーニングも行ってきた。また、これらをODN鎖に導入して、一塩基
変異識別プローブへの応用も検討した。最終年度にはピリジン部位に置換基を導入することで、pH変化に応じて蛍光発
光波長（発光色）を切り替えることが可能であることを見出した。当初の予想よりも優れた光学特性を有する分子が得
られたため、今後は細胞内イメイージング等への応用も検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：We have synthesized various pH-responsive fluorescent deoxyuridine derivatives 
containing pyridine skeleton. These fluorescent nucleosides exhibited distinctive fluorescence at 470-550 
nm in aqueous solvents at basic to neutral pH values. Interestingly, 2-aminopyridine derivative exhibited 
strong fluorescence emission at 470 nm at pH range of 1.6-3.0 with a pKa value of 3.4 whereas exhibited 
emission at 550 nm at pH > 4.0. Such pH-sensitive fluorescent nucleosides can be used as fluorescence 
switch for monitoring pH change in biological systems.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 蛍光プローブ
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１．研究開始当初の背景 
	 東日本大震災とそれに伴う福島第一原発

の事故による放射能汚染は、我々が研究拠

点を置く福島県内に未曾有の人的および経

済的被害を与えている。現在でも、放射能汚

染や震災による家屋の倒壊で、福島県内だけ

でも、１０万人近くが避難生活を余儀なくさ

れ、仮設住宅の住民も３万人を超えている。

慣れない避難生活や狭い生活スペースによ

るストレス等のために様々な健康への不安

を訴えている住民も多く、特に放置しておく

と重篤な症状に陥るがんや糖尿病などの遺

伝子関連疾患において、簡単に測定可能な診

断法の開発が望まれている。また、原発事故

当初に大量に排出された放射性ヨウ素の乳

幼児への健康影響、低線量の長期的放射性暴

露による健康影響など、遺伝子レベルで追跡

調査する必要があり、遺伝子疾患の有無を簡

単に測定する技術の開発が求められている。 
	 そのような特定の遺伝子の検出や、

DNA 配列中の一塩基の違い（SNPs）の
検出に用いられる も一般的な手法とし

ては、TaqMan プローブ法、Invader 法、
DNA マイクロアレイ法など様々なもの
が知られているが、従来法のほとんど全

てがマッチ・ミスマッチ配列における標

的 DNA へのハイブリダイゼーションの
安定性の違い(Tm値の違い)に基づいて検
出するものである。そのため、避けて通

れないハイブリダイゼーションエラーに

より標的配列中の一塩基の違いをクリア

ーに検出できていなかった。そのため、

全く新しい概念を用いた高感度な一塩基

多型 SNPs 検出法の開発が求められてい

た。 
 
２．研究の目的 
	 我々のグループは、オリゴヌクレオチ

ドに導入されたある種の蛍光性核酸は、

そのオリゴヌクレオチドが相補反応によ

り二重鎖になった時に蛍光発光能を持つ

現象を見出し、その性質を応用した特定

塩基配列の識別法の開発を検討してきた。

その結果、特定の核酸塩基と塩基対を形

成した時にのみ蛍光を発する蛍光性核酸

塩基（塩基識別型蛍光性核酸塩基－BDF
塩 基 (Base-Discriminating Fluorescent 
Nucleobase)）を発表している。この手法
は、DNA二重鎖の内側と外側で極性環境
が異なることを利用したものであり、そ

のため極性環境の変化に伴って蛍光強度

が変化する蛍光核酸をこれまでに数十種

類以上合成してきた（ J. Photochem. 
Photobiol. C: Photochemistry Reviews, 6, 
108-122, (2005)）。しかしながら従来開発
してきた蛍光核酸塩基は、その発光波長

が約 400 nm 前後と短いことや、シグナ
ルとノイズの比（S/N 比）が十分でなか
ったこと、更には酸化電位の低いグアニ

ン塩基から蛍光消光を受けてしまうとい

った理由から高感度で一塩基の違いを検

出できなかった。そのため実用化に向け

た更に新しい蛍光核酸塩基の開発が必要

となった。そこでより高感度な検出法を

開発するために、我々は新しい蛍光核酸

塩基として環境感応型蛍光核酸塩基の開

発を行っている。例えば蛍光核酸周辺の

微細な環境変化に応答して発光色（発光

波長）がカメレオンのように変化する蛍

光核酸塩基や、あるいは周辺の pH 変化
にともなって蛍光発光が On-Off で切り
替わる全く新しい蛍光核酸塩基である。

特に 近、一本鎖 DNAと二重鎖 DNAで
DNA内部の微細な pH環境が大きく変化
することが報告されており、pH応答性蛍
光核酸を蛍光 DNA プローブ用に改良し
て、更にこれまでの BDFプローブの手法
と組み合わせることで DNA 配列中の一
塩基の違いを簡単に識別できると考えた。

本申請で開発する pH 応答性蛍光核酸塩
基は、化合物のプロトン化/脱プロトン化
により蛍光発光が On-Off で切り替わる
ため高い S/N比を示すと考えられ、飛躍
的な感度の向上が期待できる。 
本研究においては、環境感応型蛍光核

酸塩基の中でも特に pH 環境変化に敏感
に応答して蛍光のスイッチングを行う

pH応答性蛍光核酸塩基の開発を行い、こ
の技術を応用して高感度で一塩基の違い

を識別する DNAプローブ（SNPs検出プ
ローブ）を完成させることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 これまでに申請者は、DNA二重鎖中で
相補鎖塩基と塩基対を形成することが可

能な蛍光性核酸塩基を多数報告してきた。

特に 近では、DNAを構成する核酸塩基
を蛍光分子の一部とみなした環境感応型

蛍光核酸塩基の開発を行っており、例え

ば、DNAを構成する塩基の中で も酸化

電位の低いグアニン塩基に電子吸引性の

置換基を導入した芳香環を結合させ、ド

ナー・アクセプタ型の核酸分子を合成す

ることで、極めて単純な構造ながら、溶



 

 

媒極性の変化に伴い鋭敏に蛍光発光波長

が変化する極性環境感応型蛍光核酸塩基

を得ることに成功している（TL ,  2010, 
51 ,  2817 など）。本申請は、環境感応型
蛍光核酸塩基の中でも特に pH 環境応答
型の蛍光核酸塩基の開発を行い、さらに

これを用いることで新しいメカニズムで

DNA 二重鎖中の一塩基の変異（SNPs）
を検出するプローブの開発を目指すもの

である。 
	 既に予備実験として、独自のコンセプ

トに基づき、天然の核酸塩基に三重結合

を経て置換芳香族化合物を連結した一群

の蛍光核酸塩基を合成している。このな

かで、 近、アニリン誘導体およびアン

トラセンを導入した核酸塩基誘導体が、

pH 環境に鋭敏に応答して発光‐消光の
スイッチングを行うことが分かってきた。

この化合物は中性－塩基性環境において、

電子供与性基であるアニリンとアントラ

セン部位との間で光誘起電子移動（PET）
により消光されるのに対して、酸性環境

ではアニリン誘導体がプロトン化され蛍

光発光するものと考えられる。すなわち、

pH 変化に伴うプロトン化-脱プロトン化
により蛍光発光の On-Off のスイッチン
グが可能となっており、化合物の pKaを
分子設計に基づいて調整することで様々

な pH 領域でのスイッチングが可能にな
ると考えられる。実際に同様の分子設計

に基づき、のピリジン誘導体を用いるこ

とで、これとは逆に塩基性領域で発光す

る分子も得られることがわかってきてい

るが、現段階では蛍光強度や発光波長の

点で不十分である。 
	 そこで、このような予備実験から得ら

れた結果に基づき、目的とする pH 領域
で蛍光スイッチングを行い、さらに長波

長側で強く発光する pH 環境応答型の蛍
光核酸塩基を種々デザインし、合成する

こととした。「コンピュータを用いた分子

モデリング‐pH 環境応答型の蛍光核酸

塩基－性能評価」を可能な限り繰り返し

行い、より高性能で合目的とする蛍光分

子が得られ次第、それらをオリゴヌクレ

オチド等に導入して蛍光核酸プローブを

作成することとして実験を進めた。 
	
４．研究成果	
	 具体的な研究成果として、初年度は、ピ
リジン骨格を含む、種々の誘導体のデザイ
ン及び合成を中心として研究を進めた。予

備実験の段階でピリジン骨格を含むヌク
レオシドが有望であるという結果が得ら
れていたため、より詳細なモデリングを行
い、実際に様々な誘導体をデザインした。	

	
	 さらに、パラ配向、オルト配向のピリジ
ン骨格を含むヌクレオシド誘導体並びに
ルチジンを含むヌクレオシド誘導体を以
下の Scheme に従い実際に合成した。	

	
	 得られた誘導体の pH センサー分子とし
ての光学特性を評価するために、pH 環境
を変化させた際の蛍光スペクトル測定を
行った。	

	
	 その結果、パラ配向の 1a 及び 1c におい
ては、塩基性条件下で蛍光発光が見られ、
中性から酸性条件下では消光されるとい
う結果が得られた。一方、オルト配向の 1b
の場合には、pH４から１０の範囲で蛍光発



 

 

光が見られたが1a や1c のように蛍光発光
の On-Off の切り替えは見られなかった。
これらの結果から、合目的なセンサーヌク
レオシド（蛍光の On-Off の切り替えが可
能なヌクレオシド）を得るには、パラ配向
のピリジン骨格を有するヌクレオシドが
好ましいことがわかった。	
	 そこで次に、様々な置換基を有するピリ
ジン骨格を有する蛍光ヌクレオシドの開
発に取り掛かった。再度、分子モデリング
を行った結果をもとに幾つかの誘導体を
デザインし、実際に複数の化合物の合成を
行った。その結果、図３に示した２−アミ
ノピリジン骨格を有する蛍光ヌクレオシ
ドが良好な光学特性を示すことがわかっ
た。	

	
	 合成により得られた化合物の蛍光スペ
クトルを実際に測定したところ、非常に興
味深い結果が得られた。これまでのピリジ
ン誘導体は、pH の変化に伴い蛍光の
On-Off が切り替わる分子であったのに対
して、２−アミノピリジン誘導体は、ある
pH を境に蛍光発光波長（蛍光色）が変化
する性質を有することがわかった。現在ま
でのところその pKaは 3.4 であり、酸性領
域に偏っている状況ではあるが、今後はさ
らに分子に改良を加えることで、より中性
に近い pHで蛍光色が変化するようなセン
サーヌクレオシドの開発につなげたいと
考えている。現在までのところ、その発光
メカニズムは不明であるが、その解明に取
り組んでいるところである。	
	 当初の予想を上回る、蛍光発光波長（蛍
光色）が変化するような蛍光ヌクレオシド
が得られているので、細胞内でのイメージ
ング等にも応用したいと考えており、現在
検討を行っている。	
	 さらに、DNA の一塩基変異を検出する蛍
光 DNA プローブの開発を目指して、これら
のヌクレオシドモノマーを含むオリゴヌ
クレオチド鎖の合成も並行して行ってい
る。幾つかのヌクレオシドモノマーを含む
蛍光 DNAプローブを作成し一塩基識別能の
検討を行ったが、現在までのところ、DNA

中の一塩基の変異を蛍光発光の違いによ
り検出するには至っていない。今後は、再
度、分子の設計をし、一塩基変異検出に適
した形での分子の改良をして行きたいと
考えている。	
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