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研究成果の概要（和文）：複雑な生命現象における分子ネットワークを紐解くには、複数の標的生体分子を同時
一斉に定量解析可能な新たな生体分子検出手法の開発が必要である。そこで本研究ではDNAを標的分子とし、単
一の分子プローブで複数の標的DNAを検出可能な新たなDNA検出プローブの開発に挑戦した。検出法として複数の
信号分離が容易な19F NMR法を採用し、オリゴDNA、並びにDNA結合性低分子を基本骨格とする数種類の分子プロ
ーブを合成し、その標的DNA検出能力を評価した結果、配列の異なる４種類の1本鎖DNA並びに2本鎖DNAを同時一
斉に検出可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To understand molecular networks in life phenomenon, simultaneous and 
quantitative detection method for biomolecules is required. In this study, we tried to develop 
molecular probes that can detect various DNA on a 19F NMR spectra. Two different types of the 
probes, i.e. oligoDNA- and DNA binding small molecule-based probes, were synthesized and these 
abilities on DNA detection were evaluated. Results indicated that these probes can detect 4 
different single-stranded DNAs and 4 different double-stranded DNAs simultaneously on a 19F NMR 
spectra.

研究分野： 生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 

	 遺伝子の働きが明らかになりつつある現

在、個々の遺伝子の発現量の相関、すなわち

遺伝子発現ネットワークを解明することは、

疾患の病理解明や生命現象の理解につなが

ると期待されている。すでに遺伝子発現ネッ

トワーク解析の結果から、種々の疾患の原因

遺伝子が発見されて来ており、これを基にし

た創薬研究が実績をあげつつある。一方で、

これらの遺伝子発現量の経時的変化、すなわ

ち、「動的」遺伝子発現ネットワークの重要

性が指摘されており、これを解析可能な新た

な解析手法の開発が望まれている。（E. J. 
Olson, et al., Nat. Methods, 11, 449 (2014)） 

	 現状の遺伝子発現ネットワーク解析では

DNA マイクロアレイを用いた網羅的解析手
法に大きく依存している。この手法では、一

度に数千〜数万種類の遺伝子の発現量を解

析可能であり、多いに力を発揮してきた。し

かし、細胞や組織を一旦「壊す」必要がある

ため、時間分解能の高い時系列的解析は困難

である。一方で、遺伝子発現をリアルタイム

に検出可能な手法として蛍光イメージング

法が挙げられる。この手法は、時系列的解析

を得意とするが、蛍光のシグナル分離能の悪

さから、基本的には１種類の遺伝子発現のみ

解析可能で、複数の遺伝子の同時検出は困難

である。 
 
２．研究の目的 

	 研究代表者らは、遺伝子発現の in vivo イ
メージングを目的とし、生体バックグラウン

ドが皆無で、かつ、シグナル透過性の高い 19F 
NMR/MRI による遺伝子検出プローブの開
発を行って来た（Bioorg. Med. Chem. Lett., 
21, 303–306 (2011)）。この開発過程で、3,5-
ビストリフルオロメチルベンゼンで標識し

たステムループ型のオリゴ DNA プローブが、
標的核酸添加により 19F NMRのケミカルシ
フトを濃度依存的に変化させる、レシオ変化

型プローブとして働くことを見出した。この

プローブでは蛍光に比べ、シグナルが非常に

尖鋭であることから、シグナル分離が容易で、

各標的遺伝子に対応し、かつ、ケミカルシフ

トの異なるプローブを準備しておけば、同時

に数１０種類の遺伝子の検出が可能になる

可能性が高い。また、標的核酸の存在量に応

じてシグナル強度比が変化することから、定

量検出が可能であると期待できる。さらに、

溶液中での直接検出が可能であることから、

原理的にはリアルタイム検出が可能である

と期待できる。 

	 本研究課題では、上記の「ケミカルシフト

レシオ変化型プローブの基本原理の解明」、

それに基づく「新規プローブ群の設計・合成」、

さらにはこれを用いた「多種類の標的核酸を

同時、定量的、かつリアルタイムに検出可能

な新手法の確立」を目的とする。当初目標と

して１０種類以上の標的核酸の同時・定量検

出を目標に掲げ、多種類の標的核酸の同時・

定量検出に挑戦した。 
 
３．研究の方法 

	 既に開発済みのステムループ型のプロー

ブを足がかりに、標的依存的にケミカルシフ

ト変化が起こる原理の解明と、異なるケミカ

ルシフトをもつプローブ群の創製を試みた。

具体的には、19F ラベル近傍の「塩基配列」

「親水・疎水環境」「核酸構造」を変化させ、

ケミカルシフト変化の原理に迫るとともに

19F ラベルの化学構造の多様化により、異な

るケミカルシフトをもつプローブ群の創製

を試みた。また、得られたプローブ群による

標的核酸の同時・定量検出を試みた。また、

細胞膜透過性の高い、ビスベンズイミド骨格

を持つ蛍光 DNA プローブにフッ素化合物を連

結させた新たな核酸検出プローブを合成し、

配列の異なる２重鎖 DNA の同時一斉計測を試

みた。	
	
４．研究成果	

	 核酸の同時一斉計測が可能な分子プロー

ブとして、大きく２つの分子プローブの開発

に成功した。以下にその概略を述べる。	

（１）オリゴ DNA を骨格とする 1 本鎖核酸検

出プローブ	

	 ケミカルシフトの異なるフッ素化合物で

修飾したヘアピン型オリゴ DNA プローブを合

成した。具体的には、オルト、メタ、パラ位

にそれぞれ CF3 基を持つ安息香酸を 5’末端

に修飾したヘアピン型オリゴ DNA プローブ

（27 量体）を合成し、19F	NMR を測定した。

結果、プローブのみの場合、および相補的 DNA

添加後のケミカルシフトが、それぞれ修飾し

た CF3 含有安息香酸の種類によって異なるこ

とを見出した。このことから、本手法により

原理的に複数の標的核酸を同時に定量検出

できることが示された。このプローブはルー

プ部分の塩基配列の変更により、様々な 1本

鎖核酸の検出に利用できる可能性があり、今

後、検出感度や定量性の評価を行うことで、



複数種類の核酸の同時一斉計測に応用可能

であると考えられる。	

（２）核酸結合性低分子を骨格とする２重鎖

DNA 検出プローブ	

	 DNA 結合性の低分子蛍光プローブであるヘ

キスト33258に3,5-ビストリフルオロメチル

ベンゼンを修飾した低分子プローブを合成

した。この 19F	NMR を測定した結果、認識配

列である AATT 配列を含む２重鎖 DNA を添加

した場合、プローブのみの場合とは異なるケ

ミカルシフトが現れ、さらにこのケミカルシ

フトが AATT に隣接する塩基に依存した固有

の値をとることを見出した。これにより配列

の異なる４種類の DNA を同時一斉に検出でき

ることが明らかとなった。また、AATT 結合領

域近傍にバルジ構造を有する標的２重鎖 DNA

の場合には、このプローブの結合配向性が１

方向に限定され、バルジアウトした塩基に依

存した固有の 19F	NMR ケミカルシフトを示す

ことが明らかとなった。これにより DNA 配列

中の１塩基多型（SNP）を 19F	NMR スペクト

ル上で同時・一斉に解析可能であることが示

された。	
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