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研究成果の概要（和文）：　本課題では、遺伝子検出技術の分野では未開拓であった“生物発光”を利用した新
しい遺伝子検出システムの開発を目標に、以下の2つの研究を進めた。課題1）遺伝子配列情報を生物発光シグナ
ルに変換する技術の開発。具体的には、標的配列への結合を引き金にして発光基質を放出する新規核酸プローブ
のデザインとその化学合成、課題2）核酸プローブの機能の強化を目指した、正電化を有するグアニジン核酸を
オリゴヌクレオチドに導入するための技術開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In this research, I focused on the to development of a novel gene detection 
system by utilizing "bioluminescence", which was unexplored in the field of gene detection 
technology. To achieve this goal, I carried out the following two studies. In the first study, I 
developed a system to convert sequence information into bioluminescence signal. I designed and 
chemically synthesized novel nucleic acid probe that releases a bioluminescent substrate upon 
binding to the target sequence. In the second study, I have developed the method for introducing 
guanidine nucleic acid, which possesses positive charges instead of negative charges, into 
oligonucleotide with the aim to strengthen the function of nucleic acid probe. 

研究分野： 核酸化学、生物有機化学

キーワード： 遺伝子検出　生物発光　ルシフェリン　核酸プローブ　核酸化学

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年のゲノム解読技術の飛躍的な発展に
より、莫大な量の遺伝情報が入手可能になっ
た。現在では癌などのリスク評価等、様々な
病気の予知や診断、さらには個人の遺伝情報
を解読することで患者に合わせた治療法の
選択（テーラーメイド医療）が可能になりつ
つある。一方で、遺伝情報の解読が進むにつ
れ、細胞内に微量にしか発現していない遺伝
子や非コードRNAを高感度且つ簡便に検出す
る技術の開発が望まれるようになった。従来、
遺伝子の検出手法としては、配列の相補性を
利用した検出技術が汎用されており、そのほ
とんどには蛍光分子が導入された核酸プロ
ーブが利用されている（TaqMan Probe 法、
QProbe 法等）。これらの核酸プローブでは、
標的遺伝子に結合したときの蛍光強度の変
化により遺伝子を検出している。しかしなが
ら細胞にはタンパク質等の様々な分子由来
の自然蛍光が存在するため、高感度な検出に
は限界があった。 
 
２．研究の目的 
 上記の問題を解決するため、本研究課題で
は小型で安価な汎用装置による高感度検出
が可能な“生物発光”を利用した遺伝子検出
技術の開発を提案した。本研究では、遺伝子
の配列情報を生物発光として捉えるための
新しい仕組みとして、2 つのシステムの開発
を目指す。第 1のシステムは、標的配列上で
発光分子を化学的に構築する核酸プローブ
（図１）、第 2 のシステムでは、標的配列へ
の結合を引金に発光分子を放出する核酸プ
ローブである（図２）。さらに、snRNA や miRNA
等の短鎖核酸配列にも安定した結合を可能
にするため、提案者らが開発に成功したグア
ニジン核酸をプローブ部位に導入する。グア
ニジン核酸では、グアニジニウム基由来の正
電荷により標的配列との高い親和力が期待
され、また種々の核酸分解酵素にも耐性があ
るため、実用的なプローブの設計が可能にな
ると期待された。 
 

 
 生物発光は細胞内外の夾雑分子由来のバ
ックグランドが存在しないため、極めて高感
度な検出が可能である（Nakajima, Y. et al. 
Biotechniques 38, 891, 2005）。本研究では、 

 
遺伝子検出分野では今まで利用されていな
かった生物発光を導入することで、従来の蛍
光分子を用いた検出法よりも高感度での遺
伝子検出を可能にする新規技術を目標とし
た。さらに本研究では、静電的相互作用によ
り標的配列に強く結合するグアニジン核酸
を核酸プローブに導入することで、従来技術
では困難であった短鎖遺伝子配列を標的と
した核酸プローブの設計技術確立を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、遺伝子検出技術としては
未開拓であった“生物発光”を利用した全く
新しい遺伝子検出システムの確立を目指し、
遺伝子配列情報を生物発光に変換するため
のシステムを開発する。 
 第１のシステムでは、遺伝子配列情報を生
物発光シグナルに変換する手法として、遺伝
子配列上で発光分子（ルシフェリン）を化学
的に構築する新規核酸プローブを開発する
（図１）。本システムでは２つの核酸プロー
ブを用い、片方にシアノベンゾチアゾール誘
導体、もう片方のプローブにシステイン誘導
体を連結する。２つの核酸プローブが標的配
列上に隣接して結合すると縮合環化反応が
誘起され、その結果、ルシフェリンが構築さ
れる。エステル部位の加水分解後に酵素（ル
シフェラーゼ）および ATP を作用させること
で、遺伝子の有無を生物発光により検出する
ことが可能になると考えた。 
 第２のシステムでは、一方のプローブに発
光基質を p-アジドベンジル基を有するリン
カーにより連結し、もう一方の核酸プローブ
にはホスフィン基を導入する（図２）。これ
らのプローブが標的遺伝子上に隣接して結
合すると、ホスフィン基によるアジド基の選
択的な還元反応（Staudinger 反応）が誘起さ
れる。これによりアジド基がアミノ基に変換
され、アミノ基からの電子移動に伴う脱離反
応により発光基質が放出される。放出された
発光基質を酵素により発光させることで検
出が可能になる。 
 いずれのシステムにおいても、2 つの核酸
プローブが配列上に正しく結合した時のみ
化学反応が進行するため、配列選択的な検出
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図１.発光分子構築反応を利用した遺伝子検出システム 

オリゴヌクレオチド 

エステル結合の切断 

検出　 

+ ルシフェラーゼ 
+ ATP 

検出 

標的遺伝子 

核酸プローブセット 

選択的な化学反応 

標的遺伝子への結合 

発光基質の放出 

核酸プローブの解離 

図２.発光分子放出反応を利用した遺伝子検出システム 
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が可能になる。さらに本システムでは、反応
後に標的遺伝子が新しい核酸プローブと再
結合・再反応することで、シグナルの化学的
な増幅が可能であり、更なる高感度化も期待
される。 
 本研究ではグアニジン核酸を利用した機
能性核酸プローブの開発も進める。グアニジ
ン核酸（deoxy- ribonucleic guanidine: DNG、
図３）は提案者らが開発した人工核酸であり、
DNA のリン酸ジエステル結合がグアニジニウ
ム結合に置き換わったユニークな構造を持
つ。そして、グアニジニウム基由来の正電荷
を有していることが最大の特徴である
（Kojima, N. & Bruice, T. C. Org. Lett. 2, 
81, 2000, Linkletter, B. A. et al. Nucleic 
Acids Res. 29, 2370, 2001）。 
 

 
 既に短鎖のグアニジン核酸が標的配列と
非常に強く結合することが報告されている
が（Park, M. et al. Bioorg. Med. Chem. 14, 
1743, 2006）、何れも限られた配列について
報告されているのみであり、通常の DNA に導
入したときの影響についてはほとんど解明
されていない。本研究で提案者はグアニジン
核酸をプローブ配列の一部に導入すること
で、１）静電的相互作用による標的配列への
結合力の増強、２）種々の核酸分解酵素に対
する耐性の獲得、及び３）細胞表面のリン酸
残基との相互作用による細胞内取り込み効
率の向上、の効果により、より実用化に適し
た核酸プローブの創製が可能になると考え
た。また結合力の向上により核酸プローブ長
の短鎖化が可能となれば、miRNA 等の 20 残基
程度の短鎖遺伝子配列を標的としたプロー
ブの設計も可能となる。上記２つの技術を融
合することで、蛍光分子を用いた既存の遺伝
子検出システム（検出感度：1nM 程度）より
も 100 倍優れた感度（0.01nM）での検出の達
成を目指す。 
 
４．研究成果 
１）核酸プローブの化学合成： 
 研究初年度は、“発光基質構築型核酸プロ
ーブ”についての開発を進めた。シアノベン
ゾチアゾール誘導体、およびシステイン誘導
体をそれぞれ配列末端に導入した核酸プロ
ーブをデザインし、合成を進めた。2 つのプ
ローブが標的配列上に隣接して結合すると、
シアノ基とシステイン間での縮合環化反応
が起きルシフェリンが構築される。なお、ル

シフェリンは 6’-位水酸基のアルキル化に
より発光活性が失われるため、構築するルシ
フェリンは 6’-位アミノ誘導体とし、この部
位で核酸と連結するデザインとした。合成し
た2つの分子を弱塩基性水溶液中で混合する
ことで、計画通りにルシフェリン分子が構築
されることを確認出来た。 
 研究 2年目では、“発光基質放出型核酸プ
ローブ”についての開発を進めた。ここでは
発光基質（ルシフェリン）が p-アジドベンジ
ル基を介して結合したプローブ分子が必要
となるため、この分子についての化学合成を
行った。また合成したプローブ分子では、ト
リフェニルホスフィン試薬によりアジド基
が選択的に還元され、ルシフェリンが定量的
に放出されることが確認できた。 
 

 
 以上のように、研究 2年目までに 2つのシ
ステム構築に必要な分子の化学合成を重点
的に進めた。しかしながらこれらのプローブ
分子の化学合成が当初の計画よりも困難で
あり、想定以上の時間を要した。そこで開発
するプローブ分子を“発光基質放出型核酸
プローブ”に絞り、以後の研究を進めること
とした。当初の合成デザインでは、p-アジド
ベンジルアルコールのベンジル位から核酸
と連結させるためのリンカー側鎖を伸ばし
た分子（図４、化合物 2）を用いていた。し
かしながら化合物 2と発光基質分子（ルシフ
ェリン）との縮合反応が低収率でしか進行し
ないとこが分かった。これはリンカー側鎖に
よる立体障害が反応の妨げになっていると
考えられた。 
 そこで次に、リンカー側鎖がベンゼン環の
オルト位に導入された p-アジドベンジルア
ルコール誘導体（図５、化合物 7）を用いる
デザインへと変更した。この化合物 7を合成
し、ルシフェリン分子との縮合反応を行った
ところ、目的とする化合物（図５、化合物 8）
が効率良く得られることが明らかとなった。
これにより目的とするプローブ分子の合成
を達成した。 
 

図３.グアニジン核酸の構造 



 
２）グアニジン核酸の開発 
 本研究課題ではさらに、miRNA 等の短鎖核
酸配列へのプローブ分子の結合を安定化す
る技術として、グアニジン核酸を導入した核
酸プローブの開発を進めた。グアニジン核酸
は、DNA のリン酸ジエステル結合がグアニジ
ニウム結合に置き換わった核酸誘導体であ
り、正電荷を有していることが最大の特徴で
ある。本研究では先ず、通常のオリゴヌクレ
オチド鎖内にグアニジン核酸を部位特異的
に導入するための技術開発を行った。その結
果、グアニジン核酸を合成核酸の 3’-末端部
位に導入するための新規ダイマー型固相担
体試薬、および配列内部や 5’-末端部位に導
入可能な新規ダイマー型アミダイト試薬の
化学合成を達成した。 
 続いて、これらの試薬を用いて 16 残基の
オリゴヌクレオチドの 3’-末端部位、5’-
末端部位、および両末端部位にグアニジン核
酸を導入した Gapmer 型 DNA 分子を化学合成
した。DNA 分子の合成は核酸自動合成機によ
り行い、3’-末端部位への導入は合成した固
相担体を用いて、5’-末端部位への導入はダ
イマー型アミダイト試薬を用いた。ダイマー
型アミダイト試薬の縮合反応は、通常の条件
よりも反応時間を延長することにより効率
的に進行した。合成した Gapmer 型 DNA 分子
は、アンモニア処理により脱保護を行なった
後、HPLC により精製することで、いずれも高
純度で目的の Gapmer 型 DNA 分子を得ること
ができた。 
 続いて合成した Gapmer 型 DNA 分子が、相
補鎖配列と形成する二本鎖の熱的安定性に
与える影響を、融解温度（Tm）を測定するこ
とにより評価した。その結果、グアニジン核
酸を 3’-末端部位のみに導入したもの、5’-
末端部位のみに導入したもの、および両末端
に導入したもののいずれにおいても、融解温
度の若干の低下が観察された。この結果から
グアニジン核酸では、当初期待していた相補
鎖配列との間の静電的な相互作用は強く働
いていないことが示唆された。一方で融解温
度の低下がわずかであったことから、二本鎖

は問題なく形成されることが明らかとなっ
た。 
 
 以上のように本研究では、当初目標とした
各要素技術の開発については、目的をほぼ達
成することができた。一方で、核酸プローブ
ユニットの化学合成が想定よりも困難であ
り時間を要したため、実際の遺伝子検出の実
施までは研究を進めることができなかった。
現在、上記により得た成果を踏まえて、本研
究課題の最終目標である新規高感度遺伝子
検出システムの実施に向けた研究を継続し
ている。 
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