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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、DNA インク検出技術に応用可能な新規蛍光プローブを搭載した DNA チップの開
発と、それらを応用した新しい DNAインク検出法の開発を行ってきた。本研究期間内に開発し
たプローブを用いて溶液系での塩基識別能の評価を行った結果、これまでのプローブの結果を
上回る高い S/N比を示すものが得られた。同時に、これまでに開発してきた蛍光ヌクレオシド
よりも合成が容易で、長波長で発光する蛍光分子の開発も行った。得られた蛍光ヌクレオシド
のモノマー段階での蛍光特性を評価した結果、いくつかの化合物が従来に比べて優れた蛍光特
性を示すことがわかり、新たなプローブを開発する上で有望な化合物が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We synthesized various substituted fluorescent deoxyadenosine derivatives. Among them 
cyano-substituted deoxyguanosine analog showed a remarkable solvatochromicity. Such 
environmentally sensitive solvatochromic fluorescent adenosine analog may be useful for 
sequence specific DNA detection with high efficiency. 
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１．研究開始当初の背景 

 東南アジアをはじめ世界各地で小切手や
金券等に代表される有価証券類や、遺言状の
ような様々な印刷物の偽造事件があとを絶
たず、それらの真贋を迅速に判別する方法の
開発が急がれている。「何時でも」、「何処で
も」、「誰にでも」、印刷物の真贋が簡単に判
定できるような技術が開発されれば、非常に
高い需要があると考えられている。そのよう

な要求を満たし得る代表的な真贋判定技術
として高セキュリティーインクがあり、その
代表的なものとして DNA インクが知られて
いる。 

現在、既に一部で真贋判定のための DNA イ
ンクの実用化が試みられているが、従来の検
出方法では DNAの抽出から判定までに長時間
を要してしまい、誰もが簡単に使用できると
いう状況からは程遠い。つまり、この DNAイ
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ンクが一般に実用化されるようにするため、
更に、インクそのものに情報を持たせるよう
な高度なシステムを構築するためには、特定
の DNA塩基配列の有無を簡単、迅速かつ確実
に検出できる、安価でハイスループットな方
法の開発が必要となる。そのためには、従来
のコンセプトとは異なる、全く新しい DNA検
出法の開発が必要であり、それを可能とする
ための新しい DNA検出プローブの開発が不可
欠である。 
 そこで、簡単、迅速かつ確実なうえ、低コ
ストでハイスループットに検出が可能な DNA
インク検出用プローブとして、新たにエンド
フリー・クエンチャーフリーモレキュラービ
ーコン(EQF-MB)を開発し、DNA インク検出シ
ステムを確立することを考えた。 
 
２．研究の目的 

これまでに我々は、DNA 鎖に導入されたあ
る種の蛍光性核酸が、DNA 二重鎖を形成した
時にのみ蛍光発光あるいは蛍光消光能を持
つ現象を見出し、このようなインテリジェン
トな性質を応用した特定塩基配列の識別法
の開発を行ってきた。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
る蛍光核酸塩基 (BDF 塩基)を発表している。
この蛍光核酸塩基の開発過程において、一部
の蛍光色素が DNA塩基配列中のグアニン塩基
により強く消光され、更に DNAが二重鎖を形
成した際にその消光の度合いが強くなる現
象を見出した。そこで、この蛍光色素を改良
し、従来の遺伝子検出プローブであるモレキ
ュラービーコン(MB)に応用して DNAチップに
搭載すれば、低コストかつ紫外線を照射する
だけの簡単な操作で、特定の DNA配列の検出
が可能になると考えた。さらに本申請で開発
する新規なエンドフリー・クエンチャーフリ
ーモレキュラービーコン(EQF-MB)を利用す
れば、DNA の両末端に蛍光分子とクエンチャ
ー分子が必要な従来のモレキュラービーコ
ンとは異なり、DNA の両末端の修飾が容易に
でき、ハイスループットな解析が可能な DNA
チップ化が容易に出来るものと考えられる。
そこで本研究では、これまで検討を重ねてき
た蛍光核酸塩基の特性を活かし、DNA チップ
に搭載可能な改良型新規蛍光プローブであ
る EQF-MB を開発し、さらにこれまですすめ
てきた BDFプローブのチップ化技術を応用し
てチップ化を試みることを目的とする。 

 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 本研究では、DNA インク検出技術に応用可

能な新規蛍光プローブ(EQF-MB)を搭載した
DNA チップの開発と、それを用いた DNA イン
ク検出法を開発することを目的として様々
な実験を行った。この研究のプローブに用い
るインテリジェント蛍光核酸は、我々がこれ
まで開発してきた特定塩基配列の識別プロ
ーブである BDF塩基の開発過程で見出したも
のを DNAインク検出用に最適化し、既存の遺
伝子検出プローブであるモレキュラービー
コン(MB)に応用したものである。BDF 塩基は
我々オリジナルの技術であり、この特定の核
酸塩基と塩基対を形成した時にのみ蛍光を
発するという特性を活かすことで従来の MB
で必要とされた蛍光消光分子が不要となり、
低コスト化が実現できる。また、インテリジ
ェント蛍光核酸を用いることで、従来のモレ
キュラービーコンとは異なり、DNA 両末端の
修飾が必要なくなる。これにより DNAチップ
に搭載するための修飾が容易になり、ハイス
ループットな検出が可能となる。従って、ま
ず、新しいインテリジェント蛍光核酸を含む
プローブの有機合成を徹底して行い、その構
造と DNA検出能の評価を行った後に、チップ
化の検討を行い、その後実際の DNAインクに
含まれる DNA配列の検出を検討する。 
 
４．研究成果 

 そこで、今までの結果を踏まえた上で、シ

ンプルで合成し易く、かつ実際に利用しやす

い化合物を用いてのプローブの作成を検討し

た。分子設計としては、塩基対を作ることが

できる天然の核酸塩基に三重結合を介してよ

りシンプルな芳香族発色団を導入し、芳香族

の置換基を変えることにより、分子内電荷移

動状態(ICT)を創出するというものを考え

た。ICT状態からの発光は極性や粘度、水素

結合性などに強く依存することが知られてい

るため、この性質を利用することでよりシン

プルな環境感応型蛍光核酸塩基の開発を試み

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 実際にはScheme 1に示した合成ルートを用

Ar	

電子供与体	
電子受容体	

長波長の蛍光発光が
期待できる。	

	

図１.	新しい蛍光ヌクレオシドのデザイン	
　新しいDNA検出プローブを用いたDNAインクの解析 	



 

 

いて図２に示したような、アデニン塩基とシ

ンプルな芳香環とを連結した化合物を合成し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 アデニン塩基と無置換のベンゼンを単純に

三重結合で連結した化合物では溶媒の極性変

化に伴った顕著な蛍光強度や波長の変化は認

められなかった。それに対して電子吸引性基

であるシアノ基を導入した化合物では非極性

溶媒中で強い蛍光発光を示し、極性溶媒中で

はレッドシフトし弱い蛍光発光を示すことが

分かった。また、置換基の違いによる蛍光発

光波長の違いを比較してみると、無置換のベ

ンゼンを導入したときの発光波長は378 nmで

あったのに対して、シアノベンゼンを導入し

た場合には452 nmとなり、70 nm以上長波長側

にシフトしてことが分かった。このことか

ら、当初考えていた通り電子吸引性置換基を

導入した際に顕著な溶媒依存性を示すことが

確認され、目的とするような蛍光ヌクレオシ

ドが得られたことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 このような蛍光核酸塩基を創出したが、そ

の中で最もシンプルな構造で、かつ顕著にソ

ルバトフルオロクロミックな性質を示す蛍光

核酸塩基であるシアノベンゼンを含むヌクレ

オシド誘導体を用いてクエンチャーフリーモ

レキュラービーコンを作成し、標的DNAを検

出出来るか検討を行った。 

 まずDNA鎖への導入のために、Scheme 2に

示した合成ルートにより、DNA自動合成機に

適用できるアミダイト体へと変換した。これ

を用いてDNA自動合成機により、目的の配列

を有するDNA鎖を合成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 得られたDNA鎖をHPLCにより生成し、構造

確認を行って、目的の配列を有するクエンチ

ャーフリー•モレキュラービーコンを得るこ

とに成功した。このソルバトフルオロクロミ

ックなヌクレオシドを中心に含む16merから

なるDNAプローブを用いて、標的DNAに相当す

るDNA鎖の有無による蛍光スペクトルの変化

を測定した (図３)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 その結果、標的 DNAが存在しない場合には
ほとんど蛍光発光しないのに対して、標的
DNA を加えた場合には強い蛍光発光を示すこ
とが分かった。このことから標的 DNAの有無
を蛍光発光の有無で肉眼でも簡単に検出で
きることが分かった。 
 このように、当初目的としていた、よりシ
ンプルな構造を有し、かつ蛍光発光波長の長
い新規な蛍光ヌクレオシドを開発すること
に成功した。また、これを DNA 鎖に導入し、
標的 DNAの有無により蛍光スペクトルを測定
することで新しいクエンチャーフリーモレ
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Scheme	1.	新規蛍光アデノシンの合成	
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図２.	新しく開発したソルバトフルオロクロミックなヌクレオシド	
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図３.	クエンチャーフリーモレキュラービーコンへの応用	



 

 

キュラービーコンとして応用可能であるこ
とを確認した。 
 これらの実験結果を基に、現在チップ上で
の DNA鎖の検出についての応用を検討してい
る段階である。さらに、チップ上のみならず
溶液系でのハイスループットな DNA検出系の
開発についても検討を行っている段階であ
る。 
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