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研究成果の概要（和文）：本研究は蛍光性人工ヌクレオシドを含有する核酸アプタマーを開発し、オワンクラゲ
と等価の発光機構を核酸一分子で実現しようというものである。オワンクラゲは緑色蛍光タンパク質とイクオリ
ンからなる蛍光タンパク質複合体を利用して発光する。本課題では天然の核酸塩基シトシンを2工程で緑色蛍光
タンパク質の発光本体であるパラヒドロキシベンジリデンイミダゾリノンに変換し、イクオリンのようにセレン
テラジンを認識する核酸アプタマーに組み込んでオワンクラゲの発光機構を核酸分子で再現することを目指し
た。発光体は完成したが、高い認識能を有する核酸アプタマーは完成せず、発光機構の再現には研究継続が必要
である。

研究成果の概要（英文）：This research aims to develop a oligonucleotide aptamer containing a 
fluorescent artificial nucleoside That has a luminescent function to Aequorea victoria. Aequorea 
victoria emits to produce a fluorescent protein complex composed of green fluorescent protein and 
aequorin. In this investigation, a natural nucleobase cytosine is converted to 
p-hydroxybenzylideneimidazolinone which is the luminescent body of green fluorescent protein, and 
sarched for oligonucleotide sequences which recognizes coelenterazine like aequorin. The synthesis 
of luminescent material was completed, but the aptamer sequences with high recognizing ability was 
not completed, and it is necessary to continue the research.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 人工核酸　RNAアプタマー　発光ヌクレオシド
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 発光生物として知られるオワンクラゲの
発光機構は、2 種類の蛍光タンパク質が協
調して緑色発光に至るタンデム機構である
ことが明らかとされている。カルシウム濃
度に応答して内包する発光色素セレンテラ
ジンを活性化し青色光を発するイクオリン
と、青色光で励起されて緑色に発光する緑
色発光タンパク質が協同的に作用するユニ
ークな発光機構は、未だ多くの研究者の興
味を引いている。イクオリンのカルシウム
イオン感受性は細胞の生理機能を可視化す
る応用研究に利用され、GFP の色素本体で
あるイミダゾリジノン環はタンパク質中の
セリン-チロシン-グリシン配列から構造変
換される自家生産型発光体であり、基質や
補因子がなくとも幅広い pH 範囲で安定に
発光するため、GFP をコードする遺伝子を
レポーター遺伝子とする細胞イメージング
に広く利用される。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは抗体様物質である RNA アプ
タマーに注目し、セレンテラジンを内包す
る RNA アプタマーがイクオリンのミミッ
クになり、自身が開発した GFP の発光色
素本体と等価な構造を有するヌクレオシド
をGFPのミミックとして同一のRNA内に
組み込むことでオワンクラゲの発光機構を
人工核酸一分子で実現できると考えた。申
請者は、GFP のイミダゾリジノン環と等価
な構造を核酸塩基から変換できることを見
出しており（RF nucleoside）、青色光で励
起され発光する蛍光特性から GFP と等価
な機能を有している。これを、抗体のよう
に標的物質を認識して強く結合する核酸分
子 RNA アプタマーに適用し、高カルシウ
ム濃度下で発光物質セレンテラジンを取り
込み発光する RNA を開発して結合させれ
ば GFP の機能とイクオリンの機能を同一
分子内に組み込んだ核酸となり、オワンク
ラゲの生物発光機構を再現できると考えた。 
 

 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
図 1．オワンクラゲの発光機構を再現する
核酸分子の概念図． 

 
３．研究の方法 
 本課題においては（１）RF nucleoside
の RNA 合成用モノマー化（２）セレンテ
ラジン認識 RNA アプタマーの開拓（３）
イミダゾリノン環を有するヌクレオシドの
RNA アプタマーへの導入（４）オワンク
ラゲ様発光システムの再現、（５）応用技術
開発、に細分した実施項目でオワンクラゲ
の発光機構を再現する人工核酸分子の創出
を目指した。 
 
４．研究成果 
 
 シチジンをエテノヌクレオシドに変換し
たのち、アルドール縮合によって、GFP の
発光体と等価のｐ—ヒドロキシベンジリデ
ンイミダゾリノン骨格に変換することに成
功し、アデノシンも同様の方法で RF 
nucleoside 変換することができた。エテノ
化反応については次世代シーケンサー開発
における前処理技術に応用可能であり、本
合成法を含めた論文発表、学会発表をおこ
ない、本合成法を公開した。この RF 
nucleoside について、カルシウム濃度感受
的発光特性について調査したが、顕著な特
性変化は確認されなかった。RF nucleoside
を核酸分子に導入するにあたり、保護基の
導入、官能基変換、リン酸化反応をおこな
って、オリゴヌクレオチド合成で使用する
ビルディングブロックの合成に成功した
（現在、特許出願、論文投稿準備中）。また、
オリゴヌクレオチドを合成するにあたり、
RNA アプタマーに安定性を付与するため
の糖鎖やペプチド導入方について、一般的
手法を開発し、論文化、発表をおこなった。 
 
 

 
図２．イミダゾリジノン骨格を有するヌク
レオシドの合成． 
 
 一方で、アプタマーの探索は困難を極め
た。当初予定していた RNA アプタマーの
探索については採択時研究費の大幅な減額
により遂行が困難となった。一般的に RNA
アプタマーより機能が劣るとされる DNA
アプタマーが安価に探索研究をおこなえる
ことから、これらについて探索をおこなう



こととした。まずは、研究室に整備されて
いる自動合成装置を使用してランダム配列
のデオキシリボヌクレオチド４０量体（ラ
ンダムオリゴライブラリー）を合成し、セ
レンテラジン結合性 DNA の探索研究に利
用した。磁性流体に担持したセレンテラジン
に対してランダムオリゴライブラリーの中
から解離定数 Kd= 1.0 mM 以下のオリゴヌク
レオチド配列を探索したが、実験の再現性が
低く、候補配列を特定するのに多くの時間を
費やした。最終的に解離定の上限を数Kd= 5.0 
mM として配列を２０に絞り込んだが結合力
が低いため、アプタマーとしての機能は不十
分であった。 
 

 
図３．セレンテラジン認識核酸アプタマー
の探索工程． 
 
 
前記発光ヌクレオシドを候補配列の一つの
5’末端に組み込むことに成功したが、思い
通りの発光機能や、カルシウム濃度応答性は
確認されなかった。 
 
 

 
図４．発光ヌクレオシド導入セレンテラジ
ン認識核酸アプタマーの合成工程． 
 
 課題終了後も本研究を継続し、解離定数
Kd= 1.0 mM 以下の RNA アプタマーの探索を早
期におこなって、発光機構の獲得と、特性の
カルシウム濃度応答性の詳細な調査を実施
したい。 
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