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研究成果の概要（和文）：いくつかのピリジル系ヘテロ環含有ボロン酸誘導体が、ピロリン酸とその一部の誘導
体と特異的かつ可逆的、pH依存的に結合することを定量的に明らかにした。この知見を元に、電極修飾材料を開
発し、ピロリン酸を30μM以上の感度で電位検出することに成功した。さらに、ピロリン酸に応答して溶解性転
移を呈する材料を新たに創成し、溶液条件等を最適化することにより、核酸増幅反応におけるサーマルサイクル
との組み合わせにより、より高感度かつ簡便な電気的計測を可能とする方法論を開発した。

研究成果の概要（英文）：We found that a heterocyclic class of boronic acids, based on the pyridine 
structures, can interact with pyrophosphate and some of its derivatives in a specific, reversible 
and pH-dependent manner.  Based on this finding, we prepared a series of boronate-modified 
electrodes and confirmed their sensitivity to pyrophosphate with the detection limit of 30 uM.  
Moreover, we designed a polymeric material that is able to undergo a sharp inversion in the state of
 hydration in synchronization with recognition of pyrophosphate.  In combination with a common 
thermal cycle protocol in nucleotide amplification reactions, our finding may help dramatically 
simplify those ongoing technologies.

研究分野： 生体計測、ドラッグデリバリーシステム
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１．研究開始当初の背景 

 

 2011 年に、DNA シーケンサの最大手であ
る Life Technology 社より、世界初の集積化
トランジスタによるDNA シーケンサが上市
されている。これは、トランジスタのゲート
電極上で４種類のデオキシヌクレオシド三
リン酸（dNTP）を順次加えながら、DNA ポ
リメラーゼによる相補鎖合成を行わせた際
に放出されるプロトンを連続的に計測する
ことで配列を決定する方式である。その後、
トランジスタの集積化度の向上とも相俟っ
て、価格、スループットの両面において既存
法を凌駕する技術水準に至った。しかしなが
ら、そのポテンシャルを最大限引き出すため
の要素課題に「1 ランあたり読み取り塩基長
の改善」が挙げられ、その主因は「低緩衝能
溶液中における酵素反応の非効率性」にある
と考えられた。すなわち、pH センサーによ
りプロトンを捉える現方式では、反応溶液の
緩衝能を極力抑える必要があるが、そのよう
な条件下で酵素反応を繰り返すと「酵素の至
適 pH からの乖離」＝「活性の低下」が容易
に起こるため、読み取り長さとしては 200 塩
基程度が信頼性の限界となる。このジレンマ
を回避するためには、現行のプロトン検出方
式ではなく、プロトンと同様に一塩基伸長時
に一分子生成するピロリン酸（二リン酸）分
子の検出が有効と考えた。すなわち、従来の
「pH 電極」を「ピロリン酸を特異的に捉え
る電極」に置き換えたパイロシーケンシング
を実施することにより、高緩衝能溶液中での
酵素反応を許容し、上記の課題を根本的に解
決できるものと考えた。ピロリン酸の電気的
な検出に適用可能なレセプター分子として
は、ピコリルアミン誘導体を配位子とする金
属錯体が知られていたが、その結合は比較的
強く、電極界面で可逆的に誘起するピロリン
酸分子の拡散過程を経時観測する用途には
不向きである。研究代表者らは、ピリジルボ
ロン酸誘導体を用い、上記プロトコールはそ
のままに、ピロリン酸を特異的に検出しうる
原理を着想した。上記レセプターとは対照的
に、これらの分子間の結合定数は溶液の交換
（希釈）のみで容易に解離しうること、また
（合成反応の際に共存する）dNTP との相互
作用が皆無なことから、上記プロトコールと
の親和性が高いものと考えた。  

 

２．研究の目的 

 

本研究は、研究代表者らが見いだした「ピ
リジルボロン酸—ピロリン酸間で生じる特異
的かつ可逆的な共有結合」を分子機序とする、
新たなイオン検出方式の DNA 配列解析技術
の原理証明を目的とした。従来のプロトン検
出方式シーケンサは、既に「1000 ドルゲノ
ム」を手中に収めつつあるが、原理上、酵素
反応に不利な低緩衝能溶液を使用する必要
があり、1 ランあたりの読み取り塩基長は

200 程度にとどまる。DNA ポリメラーゼに
よる相補鎖合成反応において、プロトン同様
に一分子生成するピロリン酸を捉えるアプ
ローチをとることで、高緩衝能溶液中での酵
素反応を許容し、読み取り塩基長の改善に繋
がる技術開発を目指した。  

 

３．研究の方法 

  
11B-NMR、31P-NMR、蛍光色素（アリザリ

ンレッド S）を利用した競合アッセイ法等に
より、種々のピリジルまたはピリミジル骨格
を有するボロン酸誘導体とピロリン酸との
結合強度、特異性、pH 依存性などについて
評価した。さらに、アルカンチオール構造と
組み合わせた新たな金電極修飾分子を合成
した。この電極を用いてピロリン酸の電位検
出を実施した。さらに、当該構造をアクリル
アミド誘導体化し、これを他のアクリルアミ
ドモノマーと共重合とすることで、ピロリン
酸に応答して溶解性転移を呈する材料を新
たに創成した。これを利用したピロリン酸応
答電極を評価するとともに、PCR（ポリメラ
ーゼ連鎖反応）等の増幅反応検出系への応用
を図るため、その溶液条件の最適化を並行し
て実施した。 

 
４．研究成果 
 
上記、系統的な結合性評価を通じ、いくつ

かのピリジルおよびピリミジリルボロン酸
誘導体が、ピロリン酸とその一部の誘導体と
特異的かつ可逆的(結合定数〜103 M-1)に結合
することを定量的に明らかにした。その結合
強度は pH 依存的であり、いずれも弱酸性領
域(pH5-6)で最大化するものであった。興味
深いことに、一リン酸や三リン酸とは全く結
合せず、高塩濃度下(500 mM NaCl)でもこの
選択性は不変であり、dNTPなどの三リン酸化
合物とは全く結合しないため、電極融合型の
パイロシークエンシングや PCR検出系への応
用可能性が視野に入った。さらに、この電極
を用い、上記の弱酸性環境下で、ピロリン酸
を 30μM以上の感度で電位検出することに成
功した 。この 検出 感度は 、上 記 Life 

Technology 社方式に直ちに適用可能な水準
である。さらに、当該構造をアクリルアミド
誘導体化し、これを感温性材料として知られ
る poly(N-isopropylacrylamide)（PNIPAAm）と
の共重合体とすることで、ピロリン酸に応答
して溶解性転移を呈する材料を新たに創成
した。以前の研究から、電極表面で生起する
溶解性転移（水和・脱水和）に伴う著しい誘
電率変化が、電位測定時の効果的なシグナル
増幅モードとして機能することが明らかに
している。本方式の付加価値として、その転
移温度を適度に設定することで、PCR 法にお
けるサーマルサイクルとの組み合わせによ
り、より高感度かつ簡便な電気的手法の創出
が期待される。 
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