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研究成果の概要（和文）：核酸鋳型反応に基づく発蛍光反応は、RNA検出プローブの最も基本的な作用原理の一
つである。この方法では、反応性官能基を持つ核酸プローブと、保護基で蛍光を抑えた蛍光前駆体を持つ核酸プ
ローブが、標的RNA上で会合し、保護基除去反応が進行することで蛍光を発する。この発蛍光反応は、標的RNA存
在下で特異的に起こるため、RNA検出プローブの作用原理となる。本研究では高感度な細胞内RNA検出を目指し、
①核酸鋳型反応の高速化、②リポフェクションを用いない核酸プローブの細胞内投与法の開発に取り組んだ。①
では反応の求核剤を適切に選択することで、②では核酸のリン酸部をチオ化することで、有望な結果が得られ
た。

研究成果の概要（英文）：The fluorescence reaction based on the oligonucleotide (ON) template 
reaction is one of the most basic working principles of the RNA detection probe. In this method, an 
ON probe having a reactive functional group and an ON probe having a fluorescent precursor whose 
fluorescence is suppressed by a protecting group are associated on the target RNA, and then the 
protective group is removed and fluorescence signal is generated. Since this fluorescence reaction 
specifically occurs in the presence of target RNA, it can be the working principle RNA detection 
probe. In order to detect intracellular RNA highly sensitively, we worked on (1) accelerating ON 
template reaction and (2) development of a new method of intracellular administration of ON probe 
without lipofection. Prospective results were obtained in (1) by appropriately selecting the 
nucleophile for the reaction, and in (2) by use of phosphorothioate in the ON probe.

研究分野：生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNA検出法は、病気の診断、ウイルスの検出、細胞現象の解明など、様々な分野で重要な技術である。RNA検出で
は、いかに微量な標的RNAを検出できるか、すなわち検出感度の高感度化が重要な課題である。核酸検出プロー
ブの作用原理である核酸鋳型反応の高速化により、高感度化が可能になるが、本研究ではその反応の高速化の指
針を見出すことに成功した。また、核酸プローブの細胞投与において、既存の手法では望みでない蛍光シグナル
を発してしまう問題があるが、本研究で開発した新たな投与法により、その問題を回避することが可能になっ
た。両成果は、細胞内で微量なRNAの検出を可能にする技術の開発において重要な結果である。



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

 核酸鋳型化学反応では、２つのDNA

鎖の末端に化学反応性の官能基が結合

されたプローブを用意する。反応では、

２つのプローブが配列特異的に核酸鋳

型上で隣り合って結合することで、官能

基同士が近づき化学反応が進行する(図 1)。通常の有機化学反応における 2 分子間反応は高濃度

(mM 以上)にしないと反応速度が遅くなる。一方、核酸鋳型反応の場合、プローブが低濃度(nM

程度)でも鋳型効果により局所濃度が高まるために反応が進行する。つまり、プローブを低濃度

に設定すると、化学反応が起こることを指標に標的核酸の存在を知ることができる。 

 反応生成物で蛍光シグナルを作り出すことによって核酸鋳型化学反応は遺伝子検出法として

利用できる。さらに、化学反応が複数回起こることによりシグナル増幅が可能となる。酵素を

用いずにシグナル増幅を可能にする反応機構のデザインは化学分野におけるチャレンジングな

課題であり、その概念は重要で様々な分野に応用できる。 

 1990 年代に核酸鋳型上での化学的 DNA 連結反応が報告された(Herrlein, JACS 1995, 10151)。

この反応は、試薬の添加を必要とせず、2 つの DNA プローブ（求電子的プローブと求核的プロ

ーブ）が標的核酸鋳型上に配列特異的に結合し SN2 反応が進行し、連結生成物を与える（図 2）。

上記の反応では、触媒回転が起こらず鋳型核酸に対して当量の連結生成物を与えた。 

 2000 年以降になると、核酸鋳

型化学反応におけるシグナル増

幅法が報告された。すなわち、標

的核酸鋳型を触媒として利用し

て反応サイクルが繰り返される

ことにより鋳型核酸に対して複

数の連結生成物を与える原理である。Kool と筆者らの共同研究であるバルジ形成プローブを例

に説明する(図 3)。標的鋳型核酸にプローブが結合し SN2 反応が進行し蛍光シグナルを有する連

結生成物を与える。この連結生成物と鋳型核酸の二本鎖はバルジ構造を形成しており不安定で

あることから、連結生成物が鋳型から解離し、新

しいプローブが鋳型に結合することで次の反応サ

イクルに向かう。このプローブは 92 回の反応回転

数を記録した。しかしこの反応系では長い連結生

成物は短いプローブの結合を阻害している点、つ

まり生成物阻害が問題となった。 

 一方、連結生成物を生じることになしに、シグ

ナルを作る核酸鋳型化学反応が報告された。我々

らはシュタウディンガー反応を基盤とした複数の

蛍光発光型プローブを開発し、約 100 回の反応回転数を報告した(Furukawa, ACIE, 2011, 12020)。

Seitz らは鋳型反応により蛍

光消光剤が隣のプローブ移

動し蛍光性生成物が生じる

転位反応プローブを考案し

た (図 4; Grossmann, JACS 
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2006, 15596)。この方法ではプローブと反応生成物は同じ長さであり、その鋳型核酸に対する結

合定数は等しいことから、生成物阻害はなくなる。この反応は 402 回の反応回転数を記録し、

この記録は 2013 年に我々が新記録を報告するまで最高記録であった。上述した研究例では、触

媒反応を効率化するために生成物阻害の緩和のみが考慮されている。すなわち、熱力学的な観

点から反応サイクルが有利になる分子メカニズムが提案されてきた。生成物阻害の緩和を狙っ

た分子メカニズムは反応回転数の最大到達点(理論値)を向上させることができる。 

 新たに我々は速度論的な観点から核酸鋳型化学反応の触媒サイクルを考察した。核酸鋳型化

学反応においては、大きく 3 つの遷移状態が存在する。すなわち、結合(kon)、化学反応(kr)、解離

(koff)の 3 つの段階がある。各段階の反応速度を測定し、従来の核酸鋳型化学反応の律速段階が化

学反応(kr)であることを突き止めた。すなわち、核酸鋳型化学反応における触媒サイクルを効率

化するためには高速化学反応が必要であると認識した。そこで、高速化学反応の探索を行い芳

香族求核置換反応に着目した。DFT 計算を用いて、芳香族求核置換反応における各種求核剤お

よび求電子剤の反応遷移状態を解析した。その結果、チオフェノールとジニトロベンゼンスル

フォンアミドの反応剤ペアが最も活性化エネルギーが低く高速反応を与えることを見出した。

この反応剤ペアを DNA 鎖に導入した化学反応プローブを作成し、核酸鋳型化学反応を検討し

たところ 1504 回の反応回転数を与えた(Shibata, JACS, 2013, 14172)。この値は当時で世界最高

記録であった。この鋳型反応の遷移状態では、化学反応(kr)と解離(koff)の速度がほぼ同じ値であ

り律速段階を形成している。以上の考察を踏まえて、核酸鋳型反応の高速化により、検出感度

の向上を目指すこととした。 

 更に核酸プローブの細胞内投与法にも着目した。従来良く用いられているリポフェクション

法では、細胞内でプローブが凝集し非特異的な蛍光発光が起こり、これが正確な標的核酸検出

の妨げとなる。本研究では、その核酸プローブの新規の投与法についても検討を行うこととし

た。 

 

２．研究の目的 

 以上の背景を踏まえて、鋳型反応の高速化による触媒回転数の向上、それによる核酸プロー

ブの検出感度の向上を目指した。さらに、鋳型反応以外の観点で検出感度に影響を与えるファ

クターとして、核酸プローブの細胞内投与法に着目し、リポフェクションに依らない核酸プロ

ーブの細胞投与法の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

 我々は以前の研究から、チオフェノールを求核剤、7-アミノクマリンのスルホンアミド保護

体を求電子的プローブ前駆体とした反応で、既存の核酸プローブ反応と比較して化学反応速度

が大幅に向上することを見出している。本反応において反応を高速化するためには、求核剤の

求核力を向上させることが有効であると考え、セレノフェノールを求核剤とするプローブの設

計・合成を行い、その化学反応速度の評価を行った。 

 またプローブの新規投与法に関しては、核酸プローブのリン酸基の硫黄修飾により細胞内取

り込みが促進すると期待し、ホスホロチオエート修飾プローブの合成と細胞内取り込みの評価

を行った。 

 



４．研究成果 

 セレノプローブの合成は以下のように行った。4-アミノ安息香酸をジアゾ化し、ジソジウム

ジセレニドと反応させ、ジセレニド体を得た。このジセレニド体を NHS エステル体に誘導し、

末端をアミノ修飾したオリゴ核酸と反応させた後に、DTT 処理をすることでセレノフェノール

末端を持つ求核的プローブを得た。また、クマリン保護体プローブは既報(Shibata, JACS, 2013, 

14172)を参考に合成を行った。両プローブを鋳型鎖存在下で混合し、その発蛍光反応の時間プ

ロファイルを測定したところ、セレノフェノールを用いた場合、チオフェノールより有意に反

応速度が向上した。セレノフェノールの酸化を防ぐ処置などを行うことで、一層の発蛍光反応

の速度向上が見込まれる。（日本薬学会第 137 年会にて発表） 

 また、核酸プローブの新規投与法の開発については、ホスホロチオエート修飾を導入した核

酸プローブを合成し、大腸菌をモデルとして細胞導入法の検討を行った。リポフェクション試

薬等を用いずに細胞にプローブを投与し、標的である rRNA の検出に成功した。 

  今後は、プローブ核酸にさらなる修飾を導入することにより、標的 RNA の結合・乖離を促

進し、検出感度の一層の向上を目指す予定である。 
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