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研究成果の概要（和文）：我々がこれまでに開発した人工核酸SNAを媒介として用いることで、標的RNAの情報を
天然DNAとは鏡像のL-DNAに転写しシグナル増幅し、蛍光で検出するシステムの構築を行った。結果、夾雑物や酵
素の影響を受けずにRNAを検出するシステムの構築に成功した。また、研究の課程において、SNAに結合した核酸
のらせんの巻き方向がSNAに伝播し、SNAの二重鎖形成能力に大きく影響するという新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop the RNA detection system achieved by transfer of RNA
 information into L-DNA, mirror of natural DNA, and amplified the fluorescent signal. As a result, 
we successfully establish RNA detection without inhibition by contaminating and nucleases. We also 
found that L-DNA-bound SNA induced left-handed helicity that significantly reduced hybridization of 
SNA with right-handed natural nucleic acids.  

研究分野： 生体関連化学

キーワード： 人工核酸　シグナル増幅　RNA検出　SNA　L-DNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来のRNAの蛍光検出法では、細胞内に夾雑する非標的核酸や核酸分解酵素によって正確な検出が困難であっ
た。本研究で開発した手法では、非標的核酸や核酸分解酵素による影響を受けず細胞内のRNAを正確かつ高感度
で検出する手法として有力である。
また、核酸の巻き方向が一本鎖部分に伝播することで結合力が変化する現象はこれまでに報告例がなく、学術的
に全く新しい知見であるため、今後様々な研究へと展開されることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞内 RNA が様々な遺伝子発現制御機能を有していることが明らかにされつつあり、
RNAを可視化する技術が盛んに研究されている。申請者らはこれまでに、DNA のリボース環の代
わりに非環状ジオールを導入した人工核酸 D-aTNA, L-aTNA, SNAの開発を行っており、RNAと結
合可能な人工核酸SNAを用いて細胞内mRNAを検出可能な蛍光性核酸プローブの開発に成功して
いる。しかし細胞内にはごく微量しか発現していない RNAも多数存在しており、これらを特に
細胞内で正確に検出する技術は未だ確立されていない。そこで、DNA シグナル増幅回路(Fig. 1)
に着目した。DNA 回路は、特定の DNA・RNA 配列(Input)に応答してシグナル(Output)を与える
仕組みであり、設計次第では一つの標的核酸に対し複数の蛍光分子のシグナルを得ることがで
き、少量の核酸を検出する
ことが可能である。しかし、
細胞内での使用において
は、回路を構成する DNA
が核酸分解酵素により直
ちに分解されシグナルを
発してしまうという問題
がある。加えて、細胞内の
無数の天然 RNA と意図せ
ぬ部分的な二重鎖形成（ク
ロストーク）をしてしまい、
正確に機能させることは
極めて困難であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非天然の

L-DNA を用いてシグナル
増幅回路を構築し、細胞内
RNA を検出することを発
案した。L-DNA は天然に存
在する D-DNA のエナンチ
オマーであり、D-DNA と
L-DNA は一切結合しない、
つまり直交性がある。また
L-DNA は天然には存在し
ておらず、分解酵素によっ
て認識・分解されない。従
って、L-DNA回路は細胞内
でも分解・クロストークが
無く、正しく機能すること
ができる。しかし L-DNA
回路だけでは、標的とする
D-RNA を認識することができないため、我々がこれまでに開発した人工核酸 SNA を D 体と L 体
のインターフェイス（媒介）として用いることを考えた。SNA は天然の D-DNA、D-RNAだけでな
く L-DNA とも二重鎖を形成できる。つまり、標的 RNAを認識して L-DNA シグナルを放出する SNA
インターフェイスと、その L-DNA シグナルに応答・増幅して蛍光発光を与える L-DNA回路を組
み合わせることで、細胞内の微量の標的RNAを正確に検出することができると考えた(Fig. 2)。 

 

３．研究の方法 
(1) SNAインターフェイスの構築 

SNA インターフェイス部分は、SNA/L-DNA 二重鎖で構成し、標的 RNA 非存在下では L-DNA が
SNA から解離せず、標的 RNA 存在下で SNA との二重鎖形成によって L-DNA を放出するように設
計する。miR-21 を標的とし、最適な配列長について検討を行い、非特異的な L-DNA のリークが
起こらず、逆に標的 RNA の結合によって効率的に L-DNA を放出できる設計を模索する。L-DNA
の合成費用は D-DNA に比べ遥かに高額なため、まずは D-DNA で配列検討を行い、最適化後の配
列を L-DNAで検証することにした。 
(2) L-DNA増幅回路の構築 

Input L-DNA 一分子に応答し、蛍光分子複数個分に相当する蛍光発光を得ることを目指し、
配列設計・条件検討を行う。D-DNA を用いて増幅回路に用いる配列の各セグメントの配列長を
検討し、L-DNAに適用する。 
(3) RNA検出の実証 

(1)及び(2)で最適化した配列を使用し、実際に標的 RNA の検出を行う。また、標的 RNA を変

 

Fig. 1. DNA 増幅回路の設計と問題点 

 

Fig. 2. 本研究で開発する RNA 検出システム概要 



更して検出を試み、本検出システムの配列設計の一般性について確認する。 
 
４．研究成果 
(1) SNAインターフェイスの構築 
 まず、標的 RNA(miR-21)に相補的な
SNA(S-0)を合成し、この SNA に一部結
合できる L-DNA を、続く増幅回路の
Input と仮定して設計した(Fig. 3)。
すなわち、SNA の一本鎖領域を足がか
りとして RNAが結合し、鎖交換反応で
SNA に結合している L-DNA を引き剥が
す設計となっている。SNA末端には FAM、
DNA に Dabcyl(DAB)を導入し、二重鎖
形成・解離を蛍光変化から観測した。
まずは SNAと D-DNAを用いて鎖長の最
適化を試みた結果、16mer 以上でなけ
れば室温条件で SNA/DNA二重鎖を形成
できないことを確認した。そこで、
16mer の D-DNA(D-16)と S-0 の二重鎖
に対し標的 RNA を添加したところ、効率よく D-DNAが解離することが明らかとなった(Fig.4)。 
そこで、同じ配列を L-DNA へと適用し鎖交換を検証した。しかし興味深いことに、SNA/D-DNA

の反応に比べ、同じ配列の SNA/L-DNA と RNA との反応速度は大幅に低下した(Fig. 4)。SNA の
一本鎖部分に L-DNA の左巻きが伝播し、右巻きの RNAの結合速度が低下したと考えられる。こ
の現象はキラリティの伝播という観点から非常に興味深い結果であるが、本系においては反応
を阻害する要因となってしまう。 

そこで次に、SNA/L-DNA キメラ体を用いて分子内で SNA/L-DNA 二重鎖を形成させることで、
構造を歪ませることで RNA との反応速度向上を期待した。L 体 SNA と L 体 DNA は合成方向に対
しパラレル型の二重鎖を形成するため、Fig. 5のような環状構造をとると予想される。RNAが
標的 SNAに結合すると L-DNA が一本鎖となり、増幅回路が起動する設計である。当初の設計で
は増幅回路は標的 RNA から離れた場所で起動するため、RNA の局在は観測できないが、本設計
では標的 RNA と増幅回路が連結されるため、局在の観察も可能となる。蛍光測定で分子内二重
鎖形成を評価した結果、いずれの長さにおいても分子内での二重鎖形成が確認された。しかし、
14mer 以下の場合、一部分だけが相補的な非標的 RNA とも反応し L-DNA を解離してしまうリー
ク反応が見られた(data not shown)。一方、16mer ではリーク反応を殆ど起こさず、また期待

 

Fig. 3. 検証用配列と二重鎖融解曲線 

 

 

Fig. 4. 標的 RNA 添加による蛍光強度の時間変化 

  

Fig. 5. 新たな SNA/L-DNAキメラ体インターフェイスと標的 RNAとの反応 



通り標的 RNA存在下ですみやかに L-DNAを解離することが確認された(Fig. 5 右図)。以上のよ
うに、設計を新たにすることで、標的 RNAに応じて L-DNAの一本鎖部分を遊離させることがで
きる SNA インターフェイスの構築に成功した。 
 
(2) L-DNA増幅回路の構築 
 モデル系として D-DNAを用いて配列長の異なる HCR回路をいくつか設計し、最適な設計を模
索した(Fig. 6)。Input としては SNA/L-DNA キメラ体インターフェイスの L-DNA 部分を含む配
列を設定した。 

 
Fig. 6. HCR 回路の設計と配列検討 

stem と loop の長さを変えて検討を行った結果、いずれの長さにおいても Input 非存在下で
は消光状態を維持したのに対し、Input を添加すると蛍光強度の増大が確認されたことから設
計通り HCRの進行が示された。特に stem 8mer / loop 8mer の場合に Input存在下での蛍光強
度が強くなり、結果として、Input 添加の 3000秒後には 1分子の Inputに対し蛍光色素 6-7分
子分に相当する蛍光発光強度を示したことから、設計通りシグナルの増幅が可能であることを
確認できた。この配列を L-DNA で再構築し評価した結果、D-DNA の場合と同様に機能すること
が示された(data not shown)。 

 
(3) RNA検出の実証 
そこで、標的 RNAが SNA/L-DNAキメラ体インターフェイスを介して L-DNA HCR回路を起動で

きるかについて検討をおこなった(Fig.  7)。 

 
Fig. 7. L-DNA HCR 回路と SNAインターフェイスによる RNA検出 (全て 100 nM) 

その結果、target RNA 非存在下では蛍光増大が緩やかであったのに対し、target RNA 存在下
では顕著な蛍光増大が観測されたことから、D-RNA の情報を、本来干渉することのない L-DNA
へと伝達することに成功した。また、標的 RNA を変更し同じ配列設計を行ったところ、こちら



も機能することがわかり、配列設計に一般性があることが明らかとなった。しかし、target非
存在下で HCR 回路に対しインターフェイスだけ添加した場合においても蛍光の増加が観測され
た。これは、インターフェイスの分子内二重鎖が一部解離していることにより H1、H2と反応し
てしまったと考えられる。インターフェイス量を減らし、増幅回路配列が過剰になるような条
件下では、狙い通りのシグナル増幅反応と並行してリーク反応による蛍光増大が相対的に増加
し、RNA検出の感度が低下する結果となった(data not shown)。 
リーク反応が起こってしまう場合でも、FISH 等、特定の実験においては洗浄プロセスで非特異
発光を除去できるため、RNA 検出への応用は可能である。しかし、溶液中で簡便に検出を行い
たい場合や living cell での観察においては問題となるため、今後改善の必要がある。 
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