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研究成果の概要： 

本研究では RNA の高感度、定量検出を目的に、酸化した RNA の 3’末端に高い反応効率で一

分子の標識試薬のみが結合する新規な試薬の合成を行った。この新規標識試薬は、核酸の塩基

とリン酸部に高い親和性を有するように設計、合成したところ、RNA に対して高効率で反応

することが明らかとなった。さらに、この化合物にビオチンを導入した化合物も合成し、RNA

の検出が可能であることも明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、microRNA が多くの生物から発見さ
れ、それらが mRNA ならびにタンパク質と
相互作用し、遺伝子発現の調節において重要
な役割を果たしていることが示されている。
そのため、microRNA をはじめとした small 
none-codingRNA 群と、mRNA の二つの発現
プロファイルを関連付けて解析することが
急務となっている。 

RNAの発現解析にはRNAの標識が必要で
あるが、これまでに用いられている RNA の
標識方法は、標的 RNA 一分子中に導入され
る蛍光色素やビオチンの数が、その配列や酵
素活性によって異なるため、配列の異なる遺
伝子間では、測定値が RNA 量を直接反映し
ていなかった（図１）。さらに逆転写反応、
転写反応、PCR などの多くのステップを解析
までに行う必要があるため、結果を得るまで
に時間を要し簡便性に欠けていた。また、
mRNA と microRNA は密接に関連している
にも関わらず、サンプルの調製法の違いから、
現在では別々に発現量が測定されていた。 

 

図１ 

 

 

２．研究の目的 

RNAの配列に依存せずに全てのRNA分子
を均一に、且つ簡便に標識する試薬を確立し、
RNA の高感度、定量検出を達成することを
目的に本研究を開始した（図２）。この目的
を達成するため、以下の目標を定めて研究を
進めた。① RNA 一分子あたりに一定量の検
出基を高効率で導入する新型試薬の基本構
造の合成と反応解析、② 開発した試薬の高
感度化、③ 生体サンプルを解析するための
簡便な標識方法の確立。これらの目標は、既
存の手法との間で性能を十分に比較しなが
ら研究を進めることとした。 

 

 

図２ 

 

 

３．研究の方法 

RNA の 3’末端を過ヨウ素酸によって酸化
するとアルデヒド基が生成する。本研究では
この酸化 RNA の 3’末端に生成させたアルデ
ヒド基に対して高い反応効率で定量的に反
応する試薬の合成を目指した。アルデヒド基
と反応するアミノオキシ基を試薬側の反応
基に選択し、さらに試薬の RNA に対する親
和性を高めるため、RNA の塩基と疎水的相
互作用をする芳香族基（ナフタレン; N）、加
えて負電荷のリン酸ジエステル基に対し、静
電的相互作用をするグアニジノ基(g)を併せ
持った新しい低分子化合物を数種類合成し
た（試薬１-Ng）。また、ナフタレン、グアニ
ジンそれぞれの反応効率への寄与を明らか
にするため、それぞれを持たない化合物（試
薬 2-N, 試薬 3-g）も合成した。はじめに有効
な基本構造を明らかにするため、試薬 1~3 に
関し、3'末端を過ヨウ素酸酸化させた合成
RNA に対する反応を行い、従来試薬と反応
性を比較した。 

 続いて、最も高い反応性を示した試薬 1-Ng

を検出に適した構造にするため、そのビオチ
ン体（試薬 1-Ng-bio）を化学合成し、合成
RNA に対する反応性を調べた。続いて、こ
の試薬 1-Ng-bio を用い、DNA チップによる
解析を行った。 

 
４．研究成果 
（１）合成 RNA に対する反応性の評価 

5’末端がフルオレセイン標識された 18 塩
基の RNA を合成し、過ヨウ素酸によって酸
化させた。この RNA に対する試薬１-Ng、試
薬 2-N, 試薬 3-g による標識反応をそれぞれ
行い、反応産物を変性ポリアクリルアミドゲ
ルによって分析した。反応の結果、ナフタレ
ンおよびグアニジンの両方を分子内に有す
る試薬 1-Ng が最も高い反応性を示した（図
３）。また、グアニジンのみを有している試
薬 3-g の方が、ナフタレンのみを有している
試薬 2-N よりも高い反応性を示した。これら
の結果より、①ナフタレン残基単独では試薬
の反応性を増加させる効果はグアニジン残
基よりも低い、②しかしながら、両者を同一
分子内に有する場合には、グアニジン残基の
みを有する試薬よりも高い反応性を示す、と
いうことが明らかになった。また、1 本鎖
RNA に 相補的な DNA を 結合さ せた
RNA/DNA ハイブリッド 2 本鎖の場合、RNA

に対する試薬の反応性は、ナフタレン残基を
有する場合に有意に増加した。 

以上の結果は、核酸に試薬が接近する段階
には、正電荷のグアニジンが効果的に作用し、
接近後には塩基とナフタレン残基間で疎水
的相互作用が効果的に働くため、二つの基の
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相乗効果が試薬の反応に発揮されるという
ことを示していると考察している。また、2

本鎖の方が 1 本鎖よりも効率的に標識された
ことから、ナフタレンと塩基とのスタッキン
グ効果が反応に寄与していることも示唆さ
れた。 

 

図３ 

 

 

次に、最も高い反応性を示した試薬 1-Ng

にビオチンを連結した化合物（試薬 1-Ng-bio

を合成し、同様に合成 RNA18 塩基に対する
反応性を調べた。反応の結果、試薬 1-Ng-bio 

は、試薬 1-Ng よりも大きく反応性が低下し
た。これは、試薬 1-Ng のグアニジノ基にビ
オチンが導入されたことで、グアニジノ基と
リン酸ジエステル結合との相互作用が阻害
されたことが主要な原因として考えられる。
また、導入されたビオチンの立体的嵩高さに
よって立体障害が生じたことも原因である
と考えている。 

 
（２）RNA 標識のプロトコルの開発 

開発した試薬によって RNA を標識する場
合、RNA を酸化する必要がある。しかしな
がら、過剰の過ヨウ素酸が反応系内に残って
いる場合、その後に添加する標識試薬と過剰
の過ヨウ素酸が反応し、目的の RNA への標
識反応が阻害される。また、カラムによる精
製は RNA サンプルの量を低下させるため、
過剰の過ヨウ素酸を還元して除去し、その後
連続して標識試薬を添加する標識プロトコ
ルの開発を行った。 

種々の還元剤を検討した結果、過ヨウ素酸
酸化後にジチオスレイトール（DTT）を添加
することによって、過剰の過ヨウ素酸が還元
され、続いて添加した標識試薬も酸化されず
に標的 RNA に反応できることが明らかにな
った。この方法によって、RNA の酸化から
標識までを連続して行うプロトコルが完成
した。 

 
 

（３）DNA チップを用いた検出 
次に、25 塩基の RNA を合成し、その濃度

を変えて試薬による標識反応を行い、DNA

チップで検出する実験を行った。標識反応は、
作成したプロトコルに従って行った。DNA

チップは、標的 RNA と相補的な配列を有す
る 40 塩基のアミノ修飾 DNA を合成後、プラ
スチックプレートに固定化して作製した。 
 9.0 x 10-3 pmol または 3 x 10-2 pmol の
RNA に対し、従来試薬と試薬 1-Ng-bio それ
ぞれで酸化～標識反応を行い、DNA チップ
上でハイブリダイゼーションさせ、Cy5 標識
ストレプトアビジンで染色してその強度を
測定した（図４）。その結果、DNA チップを
用いた場合でも、試薬 1-Ng-bio の方が従来の
類似試薬よりも高い蛍光強度で検出できる
ことが示された（図４、５）。また、十分な
シグナル強度が得られたことから、作成した
プロトコルで問題がないことも確認できた。 

 
 
図４ DNA チップの解析画像（RNA 量 3 x 
10-2 pmol） 

 
図５ DNA チップの解析結果 
 
以上の結果より、今回の研究おいて RNA

の 3’末端に高効率で反応する新規な標識試
薬の開発に成功した。この標識試薬は、核酸
の塩基部分と疎水的相互作用するばかりで
はなく、リン酸ジエステル結合部分と静電的
相互作用するため、従来の試薬とは異なった
反応様式を有している。本研究では、ビオチ
ン結合体を合成し、標識された RNA の量を
蛍光あるいは酵素反応によって測定できる
ように修飾し、実際に RNA の測定までも行
った。今回の成果は、さらに反応効率の高い
試薬の開発につながると考えている。 
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