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研究成果の概要（和文）：本研究では独自に開発した人工核酸の特性を活用した新しいmiRNA検出技術の開発を、有機
合成化学と核酸検出技術を融合して開発した。まず、既に開発していた人工核酸dAChcmPNAの短鎖RNA選択的結合能をさ
らに高めるために化学構造を改変した第二世代の修飾核酸の開発を行い新規RT-PCR法への応用を目指した研究を行った
。
また、蛍光残基で修飾した人工核酸の合成法の開発と蛍光特性の評価を行い、短鎖RNAの蛍光イメージングプローブと
しての開発を目指した研究を行った。
さらにではdAChcmPNA をスライドグラスに固定化した短鎖RNA選択的microarrayを開発するための基礎技術の開発を検
討した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we developed new techniques for miRNA detection by using organic 
chemistry and nucleic acid detection platforms. We tried to improve the properties of an anrtificial nucle
ic acid, dAChcmp, by the chemical modificaton. We also evaluated the usefulness of the new artificial nucl
eic as the primers for RT-PCR. We also developed new fluorescent nucleic acids as the fluorescent probes f
or miRNA detection. Finally, we tried to apply these new artificial nucleic acids for miRNA detection tech
noques such as DNA microarray.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合化学
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生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
miRNAは 22塩基程度の内在性 RNAであ
り、発生・分化・癌化などにおいて重要な役
割を果たしている。まず、ゲノムから転写さ
れた pri-miRNAが Droshaにより切断され
70-100塩基の pre-miRNAが生成する。これが
更に Dicerにより切断され、19-23塩基程度の
成熟 miRNAが生成する。 
近年、この成熟 miRNAが生成するプロセ
シングの過程が多くの場合で制御されてい
ることが明らかになってきた。例えば、成熟
miRNA-138は脳・肝臓特異的に存在する一方
で、pre-miRNA-138は全ての臓器で発現して
いる。つまり、細胞内の miRNA情報を疾患
の治療や診断に役立てるには、細胞質の
pre-miRNAなどの前駆体と、それらがプロセ
シングされた成熟 miRNAを区別して鎖長の
短い成熟 miRNAだけを迅速・高精度に識別
する分子プローブが必要である。 
このような分子プローブを開発するため
に、起案者は平成 22年度までに、オリゴヌ
クレオチドの 5'-末端の 1塩基を dAChcmP（化
学構造は３．研究の方法を参照）で化学修飾
するだけで、自身よりも鎖長の長いターゲッ
ト RNAには結合せず、短い RNAとのみ結合
する「短鎖 RNA選択的結合能を有する
dAChcmP修飾核酸 (dAChcmPNA)」の開発に成功
した。 
人工核酸の 5’末端に導入した立体的に嵩高
くかつ負電荷を有する dAChcmPは、長鎖 RNA
と立体的および静電的に反発することで長
鎖 RNAとの結合を阻害することができる。 
実際に 5'末端に dAChcmPを導入した 2'-O-メチ
ル RNA と相補的な配列を有する短 RNA ま
たは長鎖 RNA に対する結合能を二重鎖解
離温度 Tmを測定して比較したところ、長鎖
RNAとの二重鎖の融解温度が短鎖 RNAとの
二重鎖に比べて 10℃以上も低下しており、こ
の単純な化学修飾を施すだけで、成熟 miRNA
選択的検出に充分用いうると期待される高
い選択性が得られていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では平成22年度までに得られていた

dAChcmPNA の特性を最大限活用した新しい
miRNA 検出技術の開発と dAChcmPNA の更な
る短鎖 RNA 選択的結合能の向上を、有機合
成化学と microarray、蛍光核酸などの核酸検
出技術を融合して開発することを計画した。 
研究項目 1 ではこれまでの研究で明らかに
なった dAChcmPNA の短鎖 RNA 選択的結合能
をさらに高めるために dAChcmP の化学構造を
改変した第二世代の修飾核酸の開発を行い、
新規プローブの開発と新規 RT-PCR法への応
用を目的とした。 
研究項目 2 では蛍光残基で修飾した人工核
酸プローブの合成法の開発と蛍光特性の評
価を行い、短鎖 RNA の蛍光イメージングプ
ローブとしての開発を目的とした。 
研究項目 3では dAChcmPNA をスライドグラ

スに固定化した短鎖 RNA 選択的 microarray
を開発するための基礎技術の開発を検討し
た。特にプローブとしての dAChcmPNAの性能
を最大限引き出すための新しいサンプル
RNAの末端標識試薬を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究ではこれまでに実施していた人工核
酸 dAChcmPの成果をもとに下記、研究項目 1
～研究項目 3を実施した。 
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研究項目 1 においては、核酸塩基部の配向、
糖－リン酸骨格、修飾基の配向などのコンホ
メーションを固定した新規ヌクレオシドの
開発を検討した。さらに合成したヌクレシド
を導入したオリゴヌクレオチドの合成とそ
れらの miRNA 選択的結合能について評価し
た。また、合成したオリゴヌクレオチドを用
いた新規 RT-PCR法についても検討した。 
研究項目 2 においては、ターゲット RNA と
二重鎖を形成した時のみ蛍光を発する蛍光
核酸の開発を検討し、生体由来 RNA の検出
や標本組織での in situ hybridizationや細胞イ
メージングによる miRNA 検出を目指し、そ
れらの合成法と蛍光特性の評価を実施した。  
研究項目 3 においては、サンプル RNA に対
し蛍光残基を酵素的に連結し標識するため
の新規蛍光導入試薬の設計および合成法の
開発を行った。また、新規蛍光導入試薬を用
いた RNA のラベル化法の確立ならびに、ラ
ベル化した RNA と dAChcmPNA との結合能の
評価を行った。 
 
４．研究成果 
研究項目 1 
①AChcmP を有するペプチド核酸（PNA）の合
成と性質評価 
AChcmP を有するペプチド核酸（AchcmP-PNA）
の合成法を確立しその RNA 結合能について
調べた。 

 



PNA の N 末端への AChcmPの導入法を検討し
た結果，固相担体上での PNA のリン酸化条
件を新たに最適化することによって，AChcmP

を有する PNA の効率的な合成に成功した。
また，合成した PNAを用いて標的 RNAとの
二重鎖形成能および標的 RNA の 3´末端にお
ける鎖長多様性を識別する能力を UV-熱融解
温度を測定して調べたところ，AChcmP を有す
る PNAはその骨格が柔軟なため，RNAの鎖
長多様性を識別する能力が先行研究により
報告された AChcmPを 5´末端に有する DNAよ
り低下した。この結果から、AChcmP を有する
人工核酸が RNA 鎖長多様性を識別する能力
を確保するには、核酸バックボーンの骨格を
固定化することが重要であることが示唆さ
れた。 
② 5´末端のリン酸バックボーンを固定化し
をオリゴヌクレオチドの合成と性質評価 
AChcmP を塩基部にもつデオキシヌクレオチド
以下 dAChcmP残基の 3´側のリン酸基と下流の
デオキシウリジン残基の塩基部 5位をプロピ
レンリンカーによって架橋した下図化合物
（以下 dAChcmPc3dU）の設計と合成を実施し
た。 

 
また，dAChcmPc3dU を 5´末端に導入したオリ
ゴデオキシヌクレオチドを合成し，標的 RNA
の 3´末端の鎖長多様性を識別する能力をUV-
熱融解温度の測定および RNA の逆転写反応
により調べた。その結果、 5´末端に
dAChcmPc3dU を有するプライマーよりも，先
行研究で報告されている架橋をもたない
dAChcmP を有するプライマーの方が優れてい
ることが分かった。この結果に基づいて
dAChcmP 残基の 3´側のリン酸骨格のコンホメ
ーション特性が標的 RNA の 3´末端の鎖長多
様性を識別する能力に影響することが分か
った。 
③5´末端の 塩基部配向を固定化したオリゴ
ヌクレオチドの合成と性質 」 では，dAChcmP

の塩基の配向を anti に固定した下記誘導体
（以下 8odAChcmP）を 5´末端に有するオリゴ
デオキシヌクレオチドの合成と性質につい
て検討した。 

 
オリゴデオキシヌクレオチドに導入した
dAChcmP の塩基部を anti 配向に固定化しシク

ロヘキシルリン酸残基の動きを制限すると，
オリゴデオキシヌクレオチドが標的 RNA の
3´末端の鎖長多様性を識別する能力が向上す
ると考え，糖部 5´水酸基とアデニン環 8位を
エーテルで架橋した 8odAChcmP を有するオリ
ゴデオキシヌクレオチドを設計し合成した。
また合成したオリゴデオキシヌクレオチド
を逆転写反応のプライマーとして用いた逆
転写反応を行い，予想に反して 8odAChcmP を
有するプライマーよりも先行研究で報告さ
れている架橋をもたない dAChcmP を有するプ
ライマーの方が優れていることを明らかに
した。この結果標的 RNA の 3´末端の鎖長多
様性を識別する修飾基として架橋をもたな
い dAChcmP が最も優れていることが明らかに
なった。 
④5´末端に dAChcmP を有する DNA プライマ
ーの逆転写 PCR 法への応用 
dAChcmP を 5´末端に有するプライマーを用い
た新しい逆転写 PCR法を開発し，miRNA検
出のモデル実験を行った。上記②～③で得ら
れた結果に基づいて，最も性能が優れている
と考えられる架橋構造をもたない dAChcmP を
有するオリゴデオキシヌクレオチドをプラ
イマーとして選択し，逆転写 PCR 法に応用
した。その結果，標的 miRNA よりも 1 塩基
長いもしくは短い isomiR よりも標的 miRNA
が有意に速く増幅されることを明らかにし，
従来用いられていたヘアピン型プライマー
を用いた逆転写 PCR 法ではなしえなかった
miRNAと isomiRの識別に成功した。 
 
研究項目 2 
①塩基部をピレン残基で修飾した蛍光核酸
の高次構造選択的蛍光特性 
アデノシンのアミノ位をピレン基で修飾し
た 6-N-（ピレニルメチルカルバモイル）デオ
キシアデノシン（dAPymcm）を 5’末端に導入し
たオリゴデオキシヌクレオチドを合成しそ
の、標的 DNAおよび標的 RNAとの結合能お
よび標的と結合した際の蛍光特性について
評価した。 

 
その結果、合成したオリゴデオキシヌクレオ
チドは標的 RNA が存在した時のみ、ピレン
残基が重なりあった際に特異的に発せられ
るエキシマ－発光を示すことが分かった。こ
のエキシマ－発光を示す理由を詳細に検討
したところ、オリゴデオキシヌクレオチド中
のグアニンリッチな配列がこのエキシマ－
発光に必須であることが分かった。また、質
量分析および超遠心分析法を用いてオリゴ
デオキシヌクレオチドと標的 RNA との複合
体の構造を調べたところ、オリゴデオキシヌ



クレオチドと標的 RNA の二重鎖がさらに 4
分子会合した核酸 8重鎖構造が形成している
ことが示唆された。構造化学的な考察からは
オリゴデオキシヌクレオチド中のグアニン
リッチな配列がグアニン四重鎖を形成する
ことで、この会合体が安定化されていること
が示唆された。この現象は RNA 特異的に蛍
光を発する新規核酸プローブの設計におい
て有用な知見となりうると期待される。 
② 蛍光シトシン誘導体と蛍光アデニン誘
導体で二重に蛍光標識された蛍光核酸の合
成と性質 
蛍光シトシン誘導体の一種ピリミドピリミ
ドインドール（PPI）と蛍光アデニン誘導体の
一種 2-アミノプリン（2AP）を同時にオリゴ
ヌクレオチドに導入することにより、二重に
蛍光標識された蛍光核酸を合成し、その蛍光
特性を評価した。 

 
PPIおよび 2APは 300 nmの光を照射するこ
とにより、それぞれ500 nm付近および370 nm
付近に蛍光を発することが分かった。また、
これらの蛍光塩基がオリゴヌクレオチドに
導入した場合においても、それぞれの蛍光を
完全に分離して観測することが可能であっ
た。 
さらに、PPIと 2APの両方を含むオリゴヌク
レオチドに対し、相補的な配列をもつ核酸を
結合させ、その蛍光特性を調べたところ、PPI、
2APから発せられる蛍光はお互いに影響しあ
うことなく、PPI が相補的核酸と塩基対を形
成した場合には PPIの蛍光強度のみが増加し、
2APが相補的核酸と塩基対を形成した場合に
は 2AP の蛍光強度のみが増加することが分
かった。 
これらの結果は PPIと 2APを導入した人工核
酸を用いることで、二種類の標的核酸の有無
を同時に検出することの可能な蛍光プロー
ブの開発が可能であることを示しており、
RNA を標的にした蛍光核酸プローブの設計
において有用な知見となりうる。 
研究項目 3 
①RNA 酵素的に蛍光標識するための新規蛍
光導入試薬の開発 
蛍光導入試薬として、下記シチジル(3’, 5’) 2’-
アミノウリジンのアミノ基にフルオレセニ
ルイソチオシアネート（FITC）を導入した化
合物を設計し合成を検討した。 

 

初めに、2´-アミノウリジン誘導体の合成を検
討し、2, 2’-シクロウリジンに対しマイクロウ
ェーブを用いてフタルイミドを反応させる
ことで、短工程でかつ爆発性のアジ化ナトリ
ウムなどを用いることなく、2´-アミノウリジ
ン誘導体を合成する方法を見出した。続いて、
得られた 2’-アミノウリジンを適切に保護し
た後、2’-デオキシシチジンホスホロアミダイ
トと反応することで、アミノ化したヌクレオ
チド二量体を合成した。さらにこのものに
FITCを用いて蛍光基を導入した。 
さらに、蛍光標識化のために、FITC化したヌ
クレオチドと標的 miRNA とを T4-RNAリガ
ーゼを用いて結合する反応を miRNA のモデ
ル分子である化学合成した 8 量体 RNA を用
いて検討し、反応効率の良く連結する条件を
みいだした。さらに得られた FITC が導入さ
れた RNAと DNA, PNAプローブとの二重鎖
形成能を評価した。FITC 基を修飾された
RNAと PNAとの二重鎖の安定性は二重鎖融
解温度の結果から天然型 RNA との二重鎖と
ほぼ同等であることがわかった。 
この結果から、今回開発した RNAラベル化
法は miRNAの蛍光標識化に有用であること
が示唆された。 
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