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研究成果の概要（和文）：近年のラマン測定法において、金属ナノ粒子や金基板を利用することでラマンシグナ
ルを10の7～８乗倍程度に増強することの可能な表面増強ラマン散乱(SERS)測定法が報告されたことで、一分子
の生体分子からラマンシグナルが観測可能であることが見出されている。さらに、生体成分のラマンスペクトル
においてシグナルの現れない領域（サイレント領域）があることが報告されている。そこで我々は、本プロジェ
クトにおいてサイレント領域にシグナルをもつラマンタグとSERSとを組み合わせた高感度核酸検出系の開発およ
び高感度メチル化反応追跡法の開発を目指して研究を行った。

研究成果の概要（英文）：It is reported that concentration of particular RNAs in body fluids is 
associated with the onset of the diseases. Therefore the RNAs in blood serum, urine, and saliva are 
anticipated to be used as biomarkers for the diagnosis of severe diseases. Although reverse 
transcription quantitative PCR is generally used to quantify RNAs, the PCR has been poorly utilized 
as a diagnostic method due to a complicated operation for amplification of nucleic acids. Until now,
 we have developed a highly sensitive and simple nucleic acid detection system that does not require
 the amplification step of nucleic acids. In this study, we developed a chemical tag with a Raman 
signal in a region that does not appear any signals of the biological component in the Raman 
spectrum and constructed a sandwich assay system using a SERS positive tag.

研究分野：生体関連化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
酸化反応、アルキル化反応などにともな

う炭素－水素結合の解裂反応は、糖や脂

質の代謝反応、生合成系、薬剤の代謝反

応など、生体内のあらゆる代謝系で見ら

れる化学反応である。その中でもとくに、

図 1aに示す DNA中のシトシンの 5位

で起こるメチル化反応は、エピジェネテ

ィック変異の中心反応として知られて

おり、細胞の分化、遺伝子発現の調節に

関与している。また、このメチル化異常

は、細胞の発ガン、精神疾患、代謝疾患

など、後天的に発症する広範囲の疾患の

発症に深く関与していることも報告さ

れている。近い将来、iPS 細胞や ES 細

胞から分化した細胞の分化度の評価法

や、様々な後天性疾患の早期診断法が必

要となることが予想されることから、

DNA メチル化反応を生体試料中で直接

的に解析する方法の開発が強く求めら

れている。しかしながら、生体中で起こ

る有機化学反応を、対象の生体分子の発

するシグナル変化を基にして直接的に

追跡する方法自体がほとんど報告され

ていないため、現在のサイエンスではこ

のメチル化(ひいては、細胞内で起こる

酸化反応やアルキル化反応)を、生体試

料中で追跡することは不可能である。 

一方で、申請者は、2010 年度に株式会

社ニデック社と、“SERS基盤上での共

鳴ラマン散乱増強現象を利用した生体

分子間相互作用の解析”に関する共同研

究を行い、この共同研究において、生体

分子中の特定の結合に由来するラマン

シグナルを高感度に定量化する手法と

して、表面増強ラマン散乱(SERS)法が非

常に有効であることを明らかにしてい

る。また、重水素－炭素結合、炭素－炭

素三重結合、炭素－窒素三重結合等から

生じるラマンシグナルは、生体分子から

生じるラマンシグナルと全くかぶらな

い位置に出現することも明らかにして

いる。これらの知見は、シトシンの 5

位の水素原子を重水素原子に置換した

重水素化デオキシシチジン等を用いる

ことにより、生体由来のラマンシグナル

に影響を受けずに、表面増強ラマン散乱

(SERS)法により、DNAメチル化反応の

追跡、定量化が可能であることを示唆し

ている。 

そこで我々は、重水素－炭素結合、炭素

－炭素三重結合、炭素－窒素三重結合等

が導入された化合物を用いることで、生

体試料中に存在する特定の生体分子を

超高感度に定量化するシステムを開発

するとともに、そのシステムを用いるこ

とにより生体試料中で起こるDNAメチ

ル化反応の新規追跡法を開発する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体試料中で起こるアルキ

ル化反応の定量化、および特定生体分子

の高感度検出をめざし、以下の 2 点を柱

として研究を執り行う。 

Ⅰ．D-probe を利用したラマン測定法の開発

と DNA メチル化反応の追跡 

世界的に見ても重水素化された生体分

子由来のラマンシグナルに関する知見

は、ほとんど蓄積がない。そのため、重

水素化化合物の作成法、表面増強ラマン

散乱(SERS)法を用いた測定法、in vitro

系における酵素反応の追跡法などに関

する基礎的な知見を獲得するとともに、

研究のコンセプトを実証する。 

Ⅱ．生体分子高感度検出法の応用 

人類の生存を脅かす様々な疾患に対処す

るためには、多くの人が受診することので

きる正確、簡便、高感度、かつ非侵襲的な

疾患診断法の開発が求められている。現在、

疾患診断法として最も広く汎用されてい

るイムノアッセイ法は、非侵襲的で操作が



簡便である一方で、診断用バイオマーカー

の探索に時間がかかるという問題がある。

一方、がん、エイズ、インフルエンザ、成

人病などの広範囲の疾患の発症にともな

って、血液、喀痰、尿などの検体に含まれ

る核酸成分の量が変化することが近年明

らかとなってきている。そのため、核酸成

分は、あらゆる疾患の診断に用いることの

できる有望な次世代マーカー分子として

大きな注目を集めている。 

重水素－炭素結合、炭素－炭素三重結合、

炭素－窒素三重結合等が導入された化

合物のラマンシグナルは、生体直行型の

シグナルを有するため、生体分子の観測

に優れた性質を持つ。また、ラマンシグ

ナルは、表面増強ラマン散乱(SERS)法を

用いることにより 1010 倍程度に増幅す

ることができる。その性質を利用するこ

とで、疾患に関与する核酸成分(miRNA

やウィルス RNA)を対象とした疾患診断

法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 
前項、研究目的Ⅰ、Ⅱに関する研究を以下に
示す。 
 
Ⅰ.D-probe を利用したラマン測定法の開発
と DNA メチル化反応の追跡 
 

D-probe の合成スキームを Fig.3 に示す。 

compound 2 の合成：compound 1 を DMF に溶

解し、TBDMSCl を 3.3 当量、imidazole を 6.6

当量加え 1時間撹拌した。反応後ジエチルエ

ーテルで抽出し、溶媒を脱水留去した。その

後、シリカゲル(C-200)フラッシュカラムク

ロマトグラフィーによる精製を行い、目的物

を得た。(収率：96%) 

 

compound 3 の合成：compound 2 を THF-d8 に

溶解し、Bu3SnH を 1.2 当量、V-65 を 0.2 当量

加え 90 分間還流した。その後、シリカゲル

(C-200)フラッシュカラムクロマトグラフィ

ーによる精製を行い、目的物を得た。(収率：

87%) 

 

compound 4 の合成：compound 3 を THF に溶

解し、Et3N・3HF を 5 当量加え撹拌した。そ

の後、GPC による精製を行い、目的物を得た。

(収率：90%) 

 

compound 5 の合成：compound 4 を pyridine

に溶解し、DMTrCl を 2.8 当量加え、2 時間撹

拌した。その後、GPC による精製を行い、目

的物を得た。(収率：85%) 

 

compound 6 の 合 成 ： compound 5 を

acetonitrile に溶解し、DIPEA を 5 当量、

i-Pr2NP(OCH2CH2CN)Clを 2.4当量加え55分撹

拌した。その後、GPC による精製を行い、目

的物を得た。(収率：46%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 dU*のラマンスペクトル測定 

dU*と dUのラマンスペクトルを測定した結

果を Fig.4 に示す。その結果、dU*の C-D 結

合由来のシグナルが 2350 cm-1に観測された。 



 

Figure 5. Preparation of Raman probe.  25 

nm x 40 nm Au nanorod was used for the 

probe. (a) 5’-HS-(CH2)6-d(A10TTG TTG ATA 

CTG TTC)-3’, 0.05 w/v% SDS, 10 mM 

phosphate buffer (pH 7.0), 20 mM NaCl, 1 d, 

30 ℃ (b) 10 mM phosphate buffer (pH 7.0), 

20 mM NaCl, 1 d, 30 ℃ 

 

 

Figure 6. Raman spectra of test samples in the (a) 

presence and (b) absence of the target DNA: 

d(GGA GTA AAT GTT GGA GAA CAG TAT 

CAA CAA). Ex 785 nm.  

 
 

D-prpobe のラマンスペクトル測定 

D-prpobe の導入条件を種々検討することに

より、様々な直径の金ナノ粒子に D-probe を

導入した。つぎに、D-probe が導入された金

ナノ粒子のラマンスペクトルを、顕微ラマン

分光器を用いて測定した。633nm、525nm のレ

ーザー波長を用いた結果、予期に反して重水

素-炭素結合に由来するシグナルは得られな

かった。今後は、D-probe の配列、金ナノ粒

子への導入量、金ナノ粒子の形と大きさ等を

検討する必要がある。 

 

Ⅱ．生体分子高感度検出法の応用 

 

ラマンプローブの合成法をFigure 5に示す。

長径 40nm、短径 25nm の金ナノロッドにチ

オール化 DNA を導入した後、シアノベンズ

アミド誘導体をさらに導入することで標的

DNA 選択的に結合するラマンタグを合成し

た。核酸導入量については、金ナノロッド

表面の核酸をメルカプトエタノールにより

はがすことで直接定量した。核酸導入反応

時の塩濃度、反応温度、反応時間、また核

酸とシアノベンズアミド誘導体の添加する

順番等に関して種々検討した結果、核酸誘

導体は金ナノロッド一粒あたり最大 70 本

程度導入されることが明らかとなった。合

成したラマンタグのラマンスペクトルを測

定した結果、細胞成分のシグナルが殆ど見

られないサイレント領域にニトリル基特有

のピーク（2240cm-1）を観測することができ

た。 

 

つぎに、捕捉プローブが担持されたアガロ

ースビーズとラマンプローブを用いた標的

核酸検出系の評価を行った。標的核酸には、

これまでに Mirkan らが表面増強ラマン測

定を利用して低濃度の検出に成功している

エボラウィルスのDNA配列(30量体)を利用

した。その結果を Figure 6 に示す。標的

DNA、ラマンプローブ、捕捉プローブ、アガ

ロースビーズの混合溶液を 1 時間反応させ

た後、洗浄液で数回ビーズを洗浄した。そ

の後、75℃の水溶液でを用いてビーズ上の



ラマンプローブを乖離・回収し、ラマン測

定を行った。その結果、Figure 6a に示す

ように 2250cm-1に大きなシグナルを観測す

ることができた。標的 DNA を添加していな

い場合(Figure 6b)においては、ニトリル基

由来のシグナルはほとんど観測されなかっ

たことから、SERS を利用したサンドイッチ

型の検出系により標的 DNA を検出可能であ

ることが明らかとなった。先に報告されて

いる Mirkan らの測定系では、得られたラマ

ンシグナルは、バックグラウンドシグナル

と重なった位置に観測されているのに対し、

本検出系ではラマンシグナルがサイレント

領域に検出されるという特徴が示された。

今後は、アルキンタグと併用することによ

り、複数種のターゲット核酸の同時検出、

シグナルの規格化等について検討する。 

 

４．研究成果 

 

重水素-炭素結合をもつ重水素化デオキシウ

リジン誘導体(dU*)を化学合成し、ラマンシグ

ナルを測定した結果、重水素-炭素結合結合由

来のシグナル(2350 cm-1)は細胞構成成分のシ

グナル(1800～2800 cm-1)と重ならない位置に

観測されることを明らかとした。また、ニト

リル導入型ラマンタグを開発し、標的核酸の

検出に応用可能であることを示した。今後は、

増強ラマン測定で非常に困難であるとされ

ている、シグナルの定量化に取り組む。 
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