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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、遺伝子シグナルを飛躍的に増幅できる化学反応プローブを創出し、生細胞内遺伝
子検出法へ応用することを目的とする。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our aim is to develop a new method for genetic detection which can amplify signal through 
multiple chemical reactions. The method will be applied for gene diagnosis in living cells. 
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研究分野：化学 
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１．研究開始当初の背景 
 

化学反応プローブの遺伝子検出は、核酸鋳
型上で配列依存的におこる化学反応を基に
シグナルを作り出す。後述するが、この化学

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。酵素を用いることなしにシグナル増
幅でき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、その概念は極め
て重要で様々な分野に応用できる。また、この化



４．研究成果 学的な遺伝シグナル増幅法は、生細胞内微量
遺伝子発現のイメージングに威力を発揮す
る実用的な技術として価値がある。 

蛍光発生分子となる化合物の合成をおこ
なった。ローダミン１１０のアミノ基をジ
ニトロベンゼンスルホニル基で保護するこ
とにより、蛍光を消光させることに成功し
た。また、この分子はチオールなどの求核
性分子が高濃度存在すると、ジニトロベン
ゼンスルホニル基が脱保護され再び蛍光を
発することがわかった。そこで、この化合
物を細胞内に導入したところ、GSH と選択的
に反応し、蛍光を発生することが明らかに
なった。しかしながら、本化合物は反応性
が高すぎるために、遺伝子検出プローブに
導入する分子には向かなかった。次に、核
酸鋳型上で選択的に蛍光発生する分子とし
て、モノニトロベンゼンスルホニル基で保
護したローダミン誘導体を合成した。この
分子を核酸プローブに導入することにより、
遺伝子検出プローブを作成したが、反応性
が低くプローブとして機能できなかった。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子シグナルを飛躍的に増

幅できる化学反応プローブを創出し、生細胞
内遺伝子検出法へ応用することを目的とす
る。新規プローブの達成すべき能力として、
次の 4 項目を挙げる。１）非連結反応による
反応生成物の増幅。２）高速反応である。３）
蛍光シグナルを作る。４）プローブ分解によ
るバックグラウンド蛍光を生じない。以上の
能力を有するプローブを完成させ、細胞内
RNA 検出に応用する。 
 
 
３．研究の方法 
 高速反応を可能とする蛍光発生化合物の
設計・合成を検討する。ローダミン或いはク
マリン等の蛍光化合物を各種保護基でマス
クすることにより、無蛍光性にできるかを検
証する。さらに、この保護された蛍光性化合
物をＤＮＡ鎖に結合し、遺伝子検出プローブ
を作成する。蛍光発生化合物の脱保護がＤＮ
Ａ鋳型反応により、短時間で脱保護され蛍光
シグナルを発生できるかを検討する（図１）。 

新たに蛍光発生分子としてジニトロベンゼンス
ルフォニル基で保護したクマリン誘導体を合成し
た。この分子を求核剤であるチオフェノールで処
理すると、保護基が脱保護され飛躍的に蛍光強度
が増大した（図２）。そこで、この分子を核酸プ
ローブに導入することにより、遺伝子検出プロー
ブ（ＡＭＣＡプローブ）を合成した。ＡＭＣＡプ
ローブを用いて、核酸鋳型上での反応を検討
したところ、核酸配列特異的に化学反応が
進行し、蛍光シグナルの発生が観測された。
残念ながら、４時間で２０％程度の反応速度であ

 プローブとして機能することが確認でき
れば化学的シグナル増幅反応を検討する。一
定濃度の標的ＤＮＡに対して過剰量のプロ
ーブを用いて、何回鋳型反応が進行するかを
解析し、その能力を明らかにする。 
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ることから、化学反応の回転効率は高いもの
ではなかった（図４）。本プローブにおいて
は、求核プローブとしてホスホロチオエート
プローブを用いたが、さらに求核性の高い官
能基に変換することにより、さらに反応性の
高いプローブを設計する必要があった。そこ
で、種々の求核性官能基を修飾したプローブ
を合成し、その反応性を評価した結果、チオ
フェノール基が極めて高い反応性を示した。
そこで、ジニトロベンゼンスルフォニル保護
クマリン誘導体およびチオフェノールをそ
れぞれ有するＤＮＡプローブを用いてＤＮ
Ａ鋳型反応を検討したところ、約 120 ほどの
反応回転数を示した。    
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