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研究成果の概要（和文）：DNAポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応 (PER) におけるT-Ag(I)-CやT-Hg(II)
-T錯体型塩基対の形成反応の選択性について、チミン誘導体として５位修飾ウラシルを含む鋳型鎖を用いて検討
を行った。その結果、チミン３位NHの酸性度が、PERにおけるT-Ag(I)-C錯体型塩基対の形成や安定性に重要であ
るが、T-Hg(II)-T錯体型塩基対の形成や安定性への影響は小さいことが明らかになった。このことから、チミン
５位の修飾により３位NHの酸性度を変化させることで、T-Ag(I)-C塩基対の形成を選択的に制御できることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we studied the selectivity for the formation of 
metal-mediated T-Ag(I)-C and T-Hg(II)-T base pairs in DNA polymerase-catalyzed primer extension 
reaction (PER) by using DNA templates containing the thymine analogs such as 5-fluorouracil (5FU) 
and 5-hydroxyuracil (OHU), etc. The results indicated that the acidity of NH at the N3 position of 
thymine is important for the formation of the T-Ag(I)-C base pair in PER and also the stability of 
DNA duplex containing the T-Ag(I)-C base pair, although the acidity hardly affected on the formation
 of the T-Hg(II)-T base pair in PER and the stability of DNA duplex containing the T-Hg(II)-T base 
pair.
Thus, selective regulation of the formation of the T-Ag(I)-C base pair in PER can be successfully 
achieved by changing the acidity of NH at the N3 position by modifying the 5-methyl group of 
thymine.

研究分野：核酸化学

キーワード： 金属錯体型塩基対　DNAポリメラーゼ　プライマー伸長反応　銀(I)イオン　水銀(II)イオン
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１．研究開始当初の背景 
DNA はアデニンとチミン (A-T) 間、グアニ

ンとシトシン (G-C) 間で水素結合による

Watson-Crick 型の塩基対を構造基盤とした二

重らせん構造を形成しているが、最近、小野

らは二本鎖DNA 中のチミン-チミン（T-T）ミ

スマッチ塩基対が水銀イオン（HgII）によって

安定化されることを見いだした①。その構造は

X 線結晶構造解析により、水銀イオンはチミ

ン３位の窒素原子間に配位結合し、T-T 塩基

対を安定化していることが明らかにされた

(図１)②。また、小野らはシトシン-シトシン

（C-C）ミスマッチ塩基対が銀イオン（AgI）

によって安定化されることも見出している

(図１)③。 

 

図１ 金属錯体型塩基対 

 

 申請者は、金属錯体型塩基対、特にHgII イ

オンのT-T ミスマッチ塩基対に対する高い選

択性に着目し、DNA ポリメラーゼによる

T-HgII-T 塩基対を介した複製反応（プライマ

ー伸長反応, PER）を世界に先駆けて見出し、

報告した④。さらにAgI イオン存在下でのPER

をKlenow fragment (KF) を用いて行い、鋳型

鎖のシトシンの相補位にdATPが取り込まれ

C-AgI-A 塩基対を形成することを明らかにし

た(図１)⑤。さらに、同様の検討を3’-5’ 

exonuclease 活性を欠損したKF exo−を用いて

行うとdATP に加えて、dTTP も取り込まれ

C-AgI-T 塩基対を形成することも見出した

(図１)⑥。AgI イオン存在下でのdATP取り込

み反応と比較し、dTTP 取り込み反応は再現

性やAgI イオンに対する選択性の点で非常に

優れており、HgII イオン存在下でのT-HgII-T 

形成反応に匹敵するものであった。そこで、

T-HgII-T およびC-AgI-T 錯体型塩基対の形成

反応を利用して、二重鎖DNA 中の特定の位置

に異なる二種の金属イオン（HgII, AgI）を、

DNA ポリメラーゼを用いて取り込ませるこ

とに世界で初めて成功し、当該論文のイメー

ジ図が掲載号のBack Cover に採用されるな

ど高い評価をいただいた⑦。 

 
２．研究の目的 
これまでDNA ポリメラーゼによる幾つかの

金属錯体型塩基対形成反応を見出してきたが、

次の２点の疑問がある。１）HgII イオンによ

ってT-HgII-T塩基対が、AgI イオンによって

C-AgI-C塩基対が最も安定に形成されるが、こ

れらT-TおよびC-Cミスマッチ塩基対に対す

るHgII およびAgI イオンの厳密な選択性の起

源。２）C-CあるいはC-T ミスマッチ塩基対

を含む二重鎖DNA のAgI イオンによる安定

化効果はC-C ミスマッチの方が大きいにも関

わらず、DNA ポリメラーゼによるAgI イオン

存在下でのプライマー伸長反応ではC-AgI-C 

塩基対が極度に形成されにくかったことであ

る⑥。これらの疑問の解明が、本プライマー伸

長反応における金属イオンと核酸塩基による

錯体型塩基対形成の特異性の構造化学的基盤

となり、PERの制御に繋がると考えられる。

また、PERの制御と併せて視覚的検出が可能

になればテクノロジーとしての応用範囲がさ

らに拡大されることから、以下の点の達成を

目的とし検討を行った。 

（１）金属錯体型塩基対形成を介するPERへ

のピリミジン５位修飾の影響 

（２）金属錯体型塩基対を含む二重鎖DNAの

熱安定性へのピリミジン５位修飾の影響 

（３）金属錯体型塩基対形成を介するPERの

検出プローブの開発 

 

 
３．研究の方法 
（１）金属錯体型塩基対形成を介するPERへ

のピリミジン５位修飾の影響 

ピリミジン塩基の５位を電子求引性基、或は

電子供与基で置換することでピリミジン環

の電子密度およびウラシル３位 NHの pKaを

変化させ、これに伴う PERへの影響を検討し

た。具体的には、5-フルオロデオキシウリジ



ン(5-FdU)、5-ヒドロキシデオキシウリジン

(5-OHdU)、および 5-ヒドロキシデオキシシチ

ジン (5-OHdC)を含む鋳型 DNA と、蛍光 

(FAM) 標識したプライマーDNAに対し、KF 

または KF exo−を用いて PERを行い、20%変

性ゲル電気泳動で分析した。また、ウラシル

３位 NHの pKaの影響を調べるため pH7.1と

pH7.9で PERを比較検討した。 

（２）金属錯体型塩基対を含む二重鎖DNAの

熱安定性へのピリミジン５位修飾の影響 

 ピリミジン５位の置換による環の電子密

度変化、あるいはウラシル３位 NHの pKaの

変化⑧ ,⑨が金属錯体型塩基対を含む二重鎖

DNA の熱安定性に及ぼす影響を調べるため

に、5-FdU, 5-OHdU, 5-OHdC を含む二重鎖

DNA の AgI イオン非存在下および存在下で

の融解曲線を測定し、Tm値を算出した。 

（３）金属錯体型塩基対形成を介する PERの

検出プローブの開発 

 当初予定していた photo-induced electron 

transfer (PET) による蛍光の消光が金属イオ

ンの配位によりキャンセルされ蛍光性となる

“turn-on”蛍光プローブの設計は困難であっ

たためアプローチを変更し、TaqMan プロー

ブを用いた5'-exonuclease assayにより⑩、PER

による金属錯体型塩基対の形成を検出するこ

とを試みた。具体的には、50mer前後の鋳型

DNAに対し、21merのプライマーの下流に

T-HgII-T塩基対形成サイトを設定し、さらにそ

の下流にTaqManプローブを配置する塩基配

列を設計した。これにTaq DNA polymeraseを

作用させHgII イオン存在下でT-HgII-T塩基対

形成サイトをread throughすればTaqManプロ

ーブが分解され蛍光が検出される戦略である。 

 
４．研究成果 

（１）金属錯体型塩基対形成を介する PERへ

のピリミジン５位修飾の影響 

5-FdUまたは 5-OHdUを含む鋳型 DNAを

合成し、DNA ポリメラーゼによる PER を行

ったところ、T-AgI-C塩基対より T (pKa 9.8)

を 5-フルオロウラシル (5FU, pKa 7.7) で置換

した 5FU-AgI-C 塩基対の方が形成されやすく

なることが判明した。また、T-AgI-C 塩基対

の形成反応は反応溶液の pH の上昇 (pH 

7.1→7.9) によっても促進されることが明

らかになった。これらの結果は、前者ではフ

ッ素の電子求引性により 3位 NHの酸性度が

上昇し、後者では反応液の pHが上昇し 3 位

NH の脱プロトン化が促進され AgI錯体型塩

基対の形成に有利になったこと、また生成し

たAgI錯体型塩基対に存在する+1の陽電荷が

フッ素の電子求引性により安定化する効果

があると考えられる。 

 さらに、５位を水酸基で置換したウラシル 

(OHU, pKa 11.7) を用いた場合、T-AgI-Cと比較

して OHU-AgI-Cの形成効率が低下することか

ら、チミン３位 NH の酸性度が AgI錯体型塩

基対の形成に重要であることが、この結果か

らも明らかになった。 

一方、HgII存在下の PERによる T-HgII-Tの

形成反応の pH およびチミンの 5FU への置換

の影響について調べたところ、これらによる

影響はほとんどないか、むしろ形成効率はや

や低下傾向であり、AgI の錯体形成を介する

PERとは対照的であった。 

以上の結果から、PERによる 5FU-HgII-T塩

基対の形成効率は T-HgII-T塩基対の形成と比

較して有意な差はないことから、T の代わり

に 5FU を用いることで、5FU-HgII-T 塩基対形

成にはほとんど影響を与えず、5FU-AgI-C塩基

対形成のみを促進でき、５位置換基による

PER により形成される金属錯体型塩基対の

選択性を変化させた最初の例となった。 

 

（２）金属錯体型塩基対を含む二重鎖DNAの

熱安定性へのピリミジン５位修飾の影響 

 （１）での PER の結果を、生成する DNA

二重鎖の熱安定性の観点から考察する目的

で、中央部に T, C, FUを含む 15merオリゴヌ

クレオチド (ODN) を合成し、ミスマッチ塩

基対を含む二重鎖の融解温度の測定を行っ

た（表１）。 

 表１に示したように、１当量の AgIの添加

によって、T-C (C-T) ミスマッチ塩基対は約

6 ℃融解温度の上昇が認められるが、5FU-C 

(C-5FU) は約 12 ℃の上昇が認められ、T の
5FU への置換により AgIにより二重鎖の安定

性が大きく向上した。一方、T-T ミスマッチ

塩基対に１当量の HgII を添加すると約 9 ℃



融解温度の上昇が認められるが、 5FU-T 

(T-5FU)では約 8.5 ℃、 5FU-5FUでも 9.7 ℃の

上昇しか認められず、Tの 5FU への置換によ

る二重鎖の安定化は認められなかった。 

 
表１ Effects of Ag(I) and Hg(II) on thermal stability of 
duplexes with a base pair mismatch. 

Tm ⊿Tm
(℃) (℃)

(-) 41.6±0.40 -
AgⅠ = 1 eq. 51.1±0.50 + 9.5

HgⅡ = 1 eq. 40.5±0.10 - 1.1
(-) 45.5±0.30 -
AgⅠ = 1 eq. 51.3±0.30 + 5.8

HgⅡ = 1 eq. 47.5±0.70 + 2.0
(-) 44.6±0.20 -
AgⅠ = 1 eq. 56.1±0.30 + 11.5

HgⅡ = 1 eq. 46.0±0.40 + 1.4
(-) 46.2±0.20 -
AgⅠ = 1 eq. 52.2±0.00 + 6.0

HgⅡ = 1 eq. 47.6±0.20 + 1.4
(-) 44.3±0.10 -
AgⅠ = 1 eq. 56.6±0.40 + 12.3

HgⅡ = 1 eq. 46.2±0.40 + 1.9
(-) 47.3±0.10 -
AgⅠ = 1 eq. 48.1±0.50 + 0.8

HgⅡ = 1 eq. 56.5±0.10 + 9.2
(-) 45.7±0.10 -
AgⅠ = 1 eq. 49.5±0.30 + 3.8

HgⅡ = 1 eq. 54.1±0.70 + 8.4
(-) 45.8±0.00 -
AgⅠ = 1 eq. 50.2±0.20 + 4.4

HgⅡ = 1 eq. 54.3±0.10 + 8.5
(-) 43.2±0.00 -
AgⅠ = 1 eq. 55.6±0.60 + 12.4

HgⅡ = 1 eq. 52.9±0.57 + 9.7

T-5FU
5'-CAT TGG ATT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC T5FUA CTG CGA-5'

5FU-T
5'-CAT TGG A5FUT GAC GCT-3'
3'-GTA ACC TTA CTG CGA-5'

5FU-5FU
5'-CAT TGG A5FUT GAC GCT-3'
3'-GTA ACC T5FUA CTG CGA-5'

T-C
5'-CAT TGG ATT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC TCA CTG CGA-5'

5FU-C
5'-CAT TGG A5FUT GAC GCT-3'
3'-GTA ACC TCA CTG CGA-5'

T-T
5'-CAT TGG ATT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC TTA CTG CGA-5'

C-C
5'-CAT TGG ACT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC TCA CTG CGA-5'

C-T
5'-CAT TGG ACT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC TTA CTG CGA-5'

C-5FU
5'-CAT TGG ACT GAC GCT-3' 3'-

GTA ACC T5FUA CTG CGA-5'

 
Samples contained 2 M duplex, 100 mM sodium perchlorate 
and 10 mM sodium cacodylate, pH 7.1. Melting curves were 
measured at least twice at 270 nm. The temperature was 
raised at a rate of 0.5 C min—1. 
 

 以上の結果は（１）での PER の結果と、

AgIイオンを介する T-AgI-C塩基対の形成は 3

位 NHの脱プロトン化が律速段階になってお

り、この段階の促進により可逆的な T-AgI-C

塩基対形成過程が有利になり二重鎖の安定

性も向上したと考えられる。 

 

（３）金属錯体型塩基対形成を介する PERの

検出プローブの開発 

 53merの鋳型 DNAに対し、5'-末端を FAM

標識した 21mer のプライマーの下流に

T-HgII-T塩基対形成サイトを設定した PER系

を設計・合成した。これに Taq DNA 

polymeraseを作用させ、HgII イオンの有無に

よる伸長反応の T-HgII-T塩基対形成サイトで

の stop, read throughを制御できる条件を確立

できた。現在、T-HgII-T 塩基対形成サイトの

下流に、5'-末端を Cy5で、3'-末端を BHQ3で

標識した 23merの TaqManプローブを共存さ

せ、T-HgII-T 塩基対が形成され、このサイト

が read through されることにより、Cy5 が蛍

光を発する方法論を検証している段階であ

る。 
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