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研究成果の概要（和文）：ターゲットRNAとプローブDNAのハイブリダイゼーションに加え、形成されるDNA/RNAハイブ
リッド構造の物性、すなわち、電荷移動特性を利用した1分子レベルRNA分析・診断法を開発した。電荷移動、電荷分離
過程が蛍光の点滅（blinking）として観測されうることに着目し、暗状態の時間の長さ（OFF time）が、DNAの電荷移
動特性を反映した電荷分離寿命（τ）と一致することを利用し、1分子レベルでDNA/RNAハイブリッドの電荷移動特性を
調べ、RNA分析・診断へと応用した。

研究成果の概要（英文）：A new detection method was developed for detection of RNA at the single-molecule 
level. We foucused on that the charge transfer rate through DNA is strongly affected by the DNA sequence 
and chemical modification of nucleobases. The charge-transfer dynamics in DNA/RNA hybrid was measured as 
the length of the duration of the off time of blinking of the fluorescence. This enabled the detection of 
target sequence, allowing for sample sizes as small as 5 fmol (< 0.2 nM, 20 uL). The target can be 
analyzed under conditions of the automatic measurement of more than 100 samples within 3 h, which makes 
possible the high-throughput screening needed in RNA diagnosis.

研究分野： 生物有機化学、光化学、核酸化学

キーワード： 遺伝子診断　RNA　エピジェネティクス　１分子計測(SMD)　DNA
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１．研究開始当初の背景 
 RNA は転写後、アデニン（A）のイノシン（I）
への編集、そしてシトシン（C）や A、グアニ
ン（G）のメチル化など、100 種類以上の化学
修飾を受けている。これら RNA のエピジェネ
ティックな化学修飾は、様々な生命現象を制
御していることが明らかになりつつある。極
微量しか発現されないRNAを解析するために
は、通常 cDNA への逆転写、PCR による情報増
幅が必要となり、多くの化学修飾情報はこれ
ら過程で失われてしまい、RNA の編集・化学
修飾を解析することは困難であった。そこで、
極微量の RNA から化学修飾を検出・定量する
技術の開発が望まれている。 
 研究代表者はこれまで、DNA の電荷移動特
性を電荷移動速度の測定により評価する系
を確立し、DNA 内電荷移動速度が電荷の通り
道となる核酸塩基の HOMO-level の並び方、
すなわち、配列に応じて固有の値をとり、ま
た、鎖内に存在するミスマッチによるπスタ
ッキングの乱れに大きく依存することを報
告してきた。これは、DNA 内電荷移動速度の
測定によりDNA配列情報を読み出せることを
意味する。しかしながら、測定に用いた過渡
吸収法は多量のサンプルを必要とし（1 nmol 
= 1 × 1015 コピー数以上）、分析・診断への
応用は困難であった。 
 
２．研究の目的 
 極微量の RNA から化学修飾を検出・定量す
る技術を開発するため、DNA/RNA の電荷移動
特性が、配列、および、核酸の化学修飾によ
り変化することに注目した。一つ一つの DNA
鎖に注目すると、た。蛍光分子は通常、光を
吸収し蛍光を放つ明状態（ON 状態）にあるが、
近傍の核酸塩基と電子移動が進行すると一
電子還元された状態となり、光を吸収しても
光らない暗状態（OFF 状態）へと移行する。
DNA 二本鎖中に注入された正電荷は、DNA 内
電荷移動を経て、最終的に電荷再結合が進行
し、再び ON 状態へと戻る。ここで、暗状態
の時間の長さ（OFF time）が、DNA の電荷移
動特性を反映した電荷分離寿命（τ）と一致す
る。本系を RNA へと発展し、RNA の配列、お
よび、化学修飾を blinking により 1 分子レ
ベルで検出する手法開発を目指した（Fig. 1）。 
従来の RNA の編集・化学修飾の読み出し法

は、逆転写における塩基の識別や DNA 鎖の伸
張阻害、すなわち逆転写酵素による基質識別、
あるいはターゲットRNAとプローブのハイブ
リダイゼーションの有無、すなわち結合解離
定数の違いを検出基盤としていた。迅速かつ

簡便なRNA情報の読み出しを実現するために
は、後者のハイブリダイゼーション法に立脚
した、DNA マイクロアレイや、in situ ハイ
ブリダイゼーションなどに応用可能な技術
の開発が望まれる。極微量の RNA をターゲッ
トとする場合、ターゲット RNA に対し親和性
の高いプローブの構築が必要となるが、高い
結合定数は配列選択性とトレードオフの関
係にあり、ハイブリダイゼーションの有無に
よりRNAのわずかな化学修飾を読み出すこと
は一般に極めて困難である。本応募課題では、
ターゲット RNAとプローブ DNAのハイブリダ
イゼーションに加え、形成される DNA/RNA ハ
イブリッド構造の物性、すなわち、電荷移動
特性を利用して情報の読み出しを行うため、
極めて高い選択性を得ることができる。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（Fig. 1）DNA/RNA 内電荷移動速度の違いに
よる配列の読みわけ。電荷分離中は傾向分子
が発光できず、off time が電荷分離寿命に相
当する（その逆数が電荷再結合速度となる）。
蛍光の点滅過程＝blinking として、電荷移動
速度を 1分子レベルで計測する。 
 
３．研究の方法 
 蛍光分子 ATTO 655、ホールアクセプターと
して天然の核酸塩基より酸化されやすい
（HOMO 準位の高い）デアザグアニンを導入し
たプローブ DNA を合成し、RNA と結合し二本
鎖を形成する。DNA/RNA ハイブリット二重鎖
の 電 荷 移 動 特 性 を 蛍 光 相 関 分 光 法
（Fluorescence Correlation Spectroscopy: 
FCS）を用いて blinking として観測し、最適
なプローブの開発、および、測定法の確立を
行う。 
４．研究成果 
 まず、DNA をターゲットとして、1 分子観
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測可能なプローブの開発を行い、測定可能な
配列の拡張を行った。DNA 自身はそれほど優
れた電荷移動媒体ではないため、必要に応じ
て配列中のアデニン（A）を、ジアミノプリ
ン（D）、デアザアデニン（zA）などに置換し、
導電性を高めたプローブ DNA を設計した。点
変異、SNPs の検出を可能にする 1塩基違いの
検出を達成するため、B型肝炎ウイルスのDNA
をモデルとして検討を行った（Fig. 2）。Wild 
type に相補的な probe DNA (1)を設計・合成
した。ターゲット鎖は wild type（2）に加え、
点変異のモデルとして、C→Gトランスバージ
ョン変異（3）、および、一塩基欠損（4）を
有する DNA において検討を行った。ターゲッ
トが無い場合は、電荷移動に由来する
blinking は観測されない。ターゲットが存在
すると、電荷分離に由来する blinking が観
測され、blinking 観測によりターゲット鎖の
検出が可能であることが示された。ここで、
ターゲット鎖に変異が存在すると（3）、全体
としては 2重鎖が形成されるものの、変異部
位で正しい塩基対が形成されないためこの
箇所でDNAの構造が乱れる。これにともない、
電荷移動速度が遅くなった。逆に、一塩基欠
損では（4）、塩基が 1塩基足りないため、結
果として電荷の渡し手（デアザグアニン:Z）
と貰い手（ATTO 655）の距離が短くなり、電
荷移動速度が高速化した。このように、
blinking の観測により、ターゲット鎖の有無
だけでなく、その配列中のわずか 1塩基の違
いを識別できることが実証された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（Fig. 2）B 型肝炎ウイルス DNA をターゲッ
トとした、1塩基違い(ミスマッチ、一塩基欠
損)識別の実証。 
翻訳、化学修飾の読み出しを検討するため、

アデニン（A）の翻訳により生じるイノシン

（I）、および、シトシンのデアミネーション
により生じるウリジンを、DNA 内電荷移動測
定による検出を検討した。A の I への置換、
および、C の U への置換は、ともに配列中に
ミスマッチを引き起こし、これに伴い電荷移
動速度が遅くなることを確認した。本測定系
を RNA へと拡張し、DNA 発ガンに深く関わる
RNA 配列中の点変異を極微量の RNA をターゲ
ットとして測定可能とした。プローブ DNA 配
列の改変により、種々の off time を有する
blinking 系の構築に成功し、より高感度にタ
ーゲット RNA を検出可能となった。 
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