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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、分子の平面-ねじれ構造が変化し、それに応じてLE発光とICT発光
の2種類の発光が切り替わる新しい環境感応型蛍光核酸塩基を開発している。本研究ではこれを発展させ、より
長波長側で感度よくDNAの一塩基変異を検出することが出来る蛍光核酸である3n7nzAおよび37nzAの開発を行っ
た。3n7nzAを含むODNプローブは、標的DNAとの二重鎖形成時に対面塩基がマッチのチミン塩基のときにのみ、蛍
光発光波長が長波長側にシフトし、従来のプローブよりも大きな波長変化で感度よく一塩基変異を識別すること
ができた。また、発光波長も従来より長波長側であり、従来より優れたプローブの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The novel environmentally sensitive fluorescent nucleosides, 3,7-bis-
(naphthalen-1-ylethynyl)-8-aza-3,7-dideaza-2’-deoxyadenosine (3n7nzA) and 7-
(naphthalen-1-ylethynyl)-8-aza-3,7-dideaza-2’-deoxyadenosine (37nzA), have been synthesized. Both 
3n7nzA and 37nzA possess large π-conjugated systems which extend into both the major and minor 
grooves or the major groove alone, respectively. The nucleosides showed large solvatochromic shifts 
(3n7nzA: Δλ = 45 nm, 37nzA: Δλ = 78 nm) and were examined for their ability to fluorimetrically 
report hybridization events. When incorporated into DNA probes, the bis-substituted 3n7nzA 
selectively recognized T base on target strands which was reported by a distinct change in its 
emission wavelength in the long wavelength region. Thus, 3n7nzA has the potential for use as a 
fluorescent probe for structural studies of DNAs including the detection of single-base alterations 
in target DNA sequences.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 蛍光核酸　プローブ

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
極性、粘性やなどの周辺のミクロ環境変化に応じて蛍光強度や波長を鋭敏に変化させる環境感応型蛍光核酸塩基
を開発し、標的核酸とハイブリダイズした際のマッチ－ミスマッチの違いによるミクロ環境変化を蛍光色の変化
で検出できれば、一塩基変異を含む標的核酸の新たな検出法へと繋がる。さらにこれを応用することで、細胞内
での核酸の局所的な構造変化(一塩基変異等も含む)やタンパク質との結合状態変化などを色の変化でリアルタイ
ムに検出できるプローブへと展開が可能である。このような技術は、病院等での瞬時の病気の診断にもつなが
り、オーダーメイド医療の発展に大きく役立つものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまでに、周辺の環境変化に伴い鋭敏に蛍光発光波長を変化させる環境感応型のアミノ酸

が開発され、これをタンパク質に導入することで、タンパク質の会合やフォールディングなど

の構造変化を蛍光で直接モニターする研究が開始されている。一方で、ミクロ環境変化に呼応

して蛍光強度、波長を変化させる環境感応型の蛍光核酸の検討もなされている。環境感応型の

蛍光核酸や、それらを導入した蛍光 DNA プローブが実現すれば、核酸の検出や SNPs(一塩基多

型)タイピングのみならず、核酸の構造変化のモニタリング、生体内での RNA の分子イメージン

グ、核酸の一分子計測など様々な分野への応用が可能となる。さらに、DNA 上のタンパク質結

合部位に環境感応型蛍光核酸を導入し、タンパク質の結合による極性環境変化に伴う蛍光の変

化をモニターすれば、核酸とタンパク質の相互作用をリアルタイムで解析することも可能とな

り、化学•生命化学やその関連分野での強力な武器になり得る。このようなことから我々は、環

境感応型蛍光核酸の開発を行い、それらを含む蛍光 DNA プローブへの応用についての検討を行

ってきた。特にこれまで、DNA の二重鎖形成や一塩基変異が生じた際の微細な環境変化に着目

し、環境感応型蛍光核酸塩基を用いた遺伝子検出ツール•手法の開発に取り組んできた。 

特定の遺伝子配列の検出や、DNA 配列中の一塩基の違い（SNPs）の検出に用いられる最も一

般的な手法としては、TaqMan プローブ法、Invader 法、DNA マイクロアレイ法などが知られて

いるが、従来法のほとんど全てがマッチ・ミスマッチ配列における標的 DNA へのハイブリダイ

ゼーションの安定性(Tm値)の違いに基づいて検出している。そのため、避けて通れないハイブ

リダイゼーションエラーにより標的配列中の一塩基の違いまではクリアーに検出できず、全く

新しい概念を用いた高感度な SNPs 検出法の開発が求められていた。我々は、オリゴ DNA 鎖に導

入されたある種の蛍光性核酸が、標的 DNA と二重鎖になった時にのみ発光する現象を見出し、

その性質を応用した特定塩基配列の識別法の開発を検討してきた。その結果、特定の核酸塩基

と塩基対を形成した時にのみ蛍光を発する蛍光性核酸塩基を発表している。この手法は、DNA

二重鎖の内側と外側で極性環境が異なることを利用しており、これまでに極性環境の変化に伴

って蛍光強度(強度のみ)が変化する蛍光核酸を数十種類合成してきた。しかしながら、これま

での蛍光核酸塩基は、発光波長が約 400 nm 前後と短いことや、シグナルとノイズの比（S/N 比）

が不十分なこと、蛍光強度が変化するのみで発光波長はシフトしないこと、更には DNA の中で

最も酸化電位の低いグアニン塩基から蛍光消光を受けてしまうことなどから高感度で一塩基の

違いを検出できなかった。そのため、さらに高機能化された蛍光核酸の開発が求められていた。 

２．研究の目的 

極性、粘性やなどの周辺のミクロ環境変化に応じて蛍光強度や波長を鋭敏に変化させる環境

感応型蛍光核酸塩基を開発し、標的核酸とハイブリダイズした際のマッチ−ミスマッチの違いに

よるミクロ環境変化を蛍光波長(色)や寿命の変化で検出できれば、一塩基変異を含む標的核酸

の新たな検出法へと繋がり、さらにこれを応用することで、細胞内での核酸の局所的な構造変

化(一塩基変異等も含む)やタンパク質との結合状態変化などを蛍光波長(色)や寿命の変化でリ

アルタイムに検出できるプローブへと展開が可能である。そのため、我々は、周囲の極性環境

の違いにより蛍光発光波長を変化させる核酸塩基をこれまでに多数報告してきた。しかしなが

ら、実用化を視野に入れて遺伝子検出プローブの開発を行なうと、このように極性環境の違い

だけをモニターしても十分な波長変化が得られないことがわかってきた。そこで新しいコンセ

プトを導入して波長変化をより大きくする必要があると考え、従来の極性環境感応型分子に「ね

じれ」の要素を追加した２種類の発光モードを示す環境感応型蛍光核酸塩基を予備実験の段階

でデザインした（3位置換 3-デアザプリンヌクレオシド）。これは分子の回転による平面性の変

化により、LE 蛍光と ICT 蛍光の 2 種類の発光モードを切り替える新しい蛍光核酸塩基であり、

これを DNA 鎖に導入することで、従来より大きな波長変化で対面塩基の種類を識別できること

がわかってきた。しかし、この２種類の発光モードを有する蛍光核酸は、非常に大きな波長変

化を示すものの発光波長が短く、遺伝子診断プローブとしての実用化は未だに難しい状態にあ

る。そこで本研究では、この蛍光核酸を新たにデザインして、共雑物が多い生体サンプルでの



使用にも堪えるように発光波長の長波長化を実現し、より高感度で検出可能な新しい遺伝子検

出、一塩基変異(SNPs)検出プローブの開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

前述の通り、粘度環境変化に伴って分子の平面-ねじれ構造が変化し、それに応じて波長の短

いLE発光と波長の長いICT発光の2種類の発光が切り替わる新しい環境感応型蛍光核酸塩基を

見出している（3位置換 3-デアザプリンヌクレオシド）。この修飾塩基を含むオリゴデオキシヌ

クレオチド鎖は、マッチであるチミンと水素結合を形成した際に、DNA メジャーグルーブに突

き出された蛍光色素部位が、ねじれ構造になることで LE 発光を示すことが明らかになっている。

したがって、相補鎖側の相手塩基のマッチ-ミスマッチの違いによって、発光モードが切り替わ

ることが重要でありで、より鋭敏に発光波長を変化させて識別することができる遺伝子プロー

ブが求められる。そこで、LE 発光と ICT 発光の 2種類の発光を示す、より優れた新たな蛍光核

酸のデザインを行い、DNA 二重鎖形成時に溝の幅が狭いマイナーグルーブの環境をモニターで

きるような新たなヌクレオシドの開発を行うこととした。具体的な研究手法としては、予備実

験で得られた分子構造を新たに設計しなおし、有機合成的な手法を用いて実際に合成、評価し、

このプロセスを繰り返すことで最適化を行った。 

 

４．研究成果 

予備実験および本研究の初期の段階で、

我々は、3,7-デアザアデノシン (3nzA)およ

び 8-アザ-3,7-デアザアデノシン(3n7zA)の

C3 位にエチニルナフタレンを修飾した新

規蛍光性核酸塩基を開発しており、マイナ

ーグルーブの微細環境をモニタリングす

ることにより対面塩基の識別に成功して

いる。本研究では、これを発展させて同様

のメカニズム（２種類の発光モードを示す

環境感応型蛍光核酸塩基）で作用する蛍光

核酸を何種類か見出すことが出来た。しか

しながら、これらの蛍光核酸の発光波長は、

やはりいずれも短く、遺伝子診断プローブとしての実用化は未だに難しい状態にあった。そこ

で、8-アザ-3,7-デアザアデノシンのメジャーグルーブ側である C7 位に共役系を伸ばすことで、

発光波長の長波長化が期待できる蛍光核酸塩基 3n7nzA をデザインすることを試みた。また、同時

に、メジャーグルーブ側の環境をモニタリングした場合でも同様に対面塩基の識別が可能であ

るとも考え C7位にエチニルナフタレンを修飾した 37nzA をデザインした。すなわち C3 位から C7

位にかかる大きなπ共役系を有する 3n7nzA とメジャーグルーブ側の環境をモニタリングする蛍

光核酸である 3n7zA を合成し、DNA 鎖に導入して塩基識別能の検討を行うこととした（Fig. 1）。 

はじめにモノマーユニットの合成を行った。ます、2,4-ジクロロピリジン 3を出発物質とし

て 9 段階の反応を経て合成上重要な中間体になる 7-ヨード体 12 を得た。その後薗頭反応によ

りエチニルナフタレンを導入して C7位のみが修飾された 37nzA (2)を得ることに成功した。次に

得られた 7-ヨード体 12 に対して TBDMSCl を用いて水酸基を保護し、その後 N-ヨードスクシイ

ミドを用いて C3 位をヨウ素化して、C7 位と C3 位が共に修飾された重要な合成中間体となる

3,7-ジヨード体 14 を合成した。これに対して薗頭反応を行うことでエチニルナフタレンを導

入し、その後、脱保護を行うことで C7 位と C3位が共に修飾された 3n7nzA (1)を得ることに成功

した。（Scheme 1）。 

次に得られた 37nzA および 3n7nzA の光学特性の検討を行った。まず、C7 位にエチニルナフタレ

ンを修飾した 37nzA を極性の異なる様々な溶媒中に溶解し、蛍光、UVスペクトルの測定を行った。



37nzAは1,4-ジオキサンやTHFのような極

性の低い溶媒中では短波長領域で弱い

蛍光発光を示したのに対し、エタノール

やメタノールのような極性溶媒中では

長波長シフトした発光を示した。溶媒の

違いによる波長の差Δλは 96 nm とな

り、非常に大きな波長の変化が観察され

た。一方、C7 位と C3 位が共に修飾され

た 3n7nzA (1)は、予備実験で合成した C3

位のみが修飾された 3n7zA と類似のモノ

マー光学特性を示すことがわかった。す

なわち、 1,4-ジオキサンのような極性

の低い溶媒中では強い発光を示し、DMSO

や DMF のような極性の高い溶媒中では、

発光強度は中程度で長波長シフトした

発光を示した。溶媒の違いによる波長の

差Δλは 45 nm でありこちらも非常に大

きな波長の変化が観察された。さらに
3n7nzA (1)は、C3 位のみが修飾された 3n7zA

と同程度の蛍光強度を示しつつも全体

的に波長が長波長側へシフトしていることが判った。これらの結果から、37nzA および 3n7nzA とも

にソルバトフルオロクロミックな性質を示すことがわかった。したがって、37nzA および 3n7nzA

を含む DNA プローブを作成すれば DNA の微細環境をモニタリングすることが可能と考えられた

ため、次に、これらの環境感応型蛍光ヌクレオシドの ODN プローブへの導入を検討することと

した。 

合成により得られた新規ヌクレオシドを DNA 自動合成機を用いて ODN 鎖に導入するために、

続いて 3n7nzA (1) および 37nzA (2) のトリチル体の合成を行った。Scheme 1 の化合物 1および 2

のアミノ基をそれぞれ N,N-ジブチルホルムアミドジメチルアセタールで保護した後に 5'位の

水酸基をトリチル基で保護した。さらに 3'位の水酸基をアミダイト化することで各アミダイト

体を得ることに成功した。これらを用いて、DNA自動合成機により13 merで配列の真ん中に 3n7nzA 

(1) および 37nzA (2)を導入した DNA 鎖（ODN プローブ）を作成した。得られた ODN プローブを

高速液体クロマトグラフィーを用いて生成し、一塩基識別能等の評価を行った。 

得られた ODN プローブを標的 DNA（13 mer の長さで真ん中の塩基が A, T, G, C の 4種類のも

のを用意）とハイブリダイズさせて二重鎖の熱安定性および光物理学的性質（蛍光スペクトル

変化による一塩基識別能）を評価したと

ころ、C7 位にエチニルナフタレンを修飾

した 37nzA を含むプローブでは、大きな蛍

光波長シフトが観察されず、対面塩基の

識別を行うことが出来なかった

(Δλ=13nm)。それに対して C7 位と C3 位

が共に修飾された 3n7nzA を含むプローブ

では、予備実験で合成した C3 位のみが

修飾された 3n7zA よりも長波長シフトし

た蛍光スペクトルが観察された。さらに

フルマッチの時のDNA配列を明確に識別

する(Δλ=38nm)ことに成功し蛍光プロー

ブとして有用であることがわかった



(Fig. 2)。 

このように、我々がこれまで開発してきた従来の蛍光プローブと比較して、より検出がしや

すいと考えられる長波長側で発光し、かつ、発光波長変化の大きいプローブを得ることが出来

た。対面塩基の違いに伴う発光波長変化が大きいことで、一塩基変異の検出感度の向上が期待

され、さらに発光波長の長波長化により共雑物の多い、細胞、組織サンプルへの適用も期待で

きると考えられる。現在 PCR 産物への応用を目指した実験を準備している段階であり、今後さ

らなる発展を目指して研究を継続中である。 
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