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研究成果の概要（和文）：本研究では DNA 中に蛍光色素を導入することにより高輝度蛍光ラベ

ル化剤の開発を目指した。従来の蛍光色素による核酸ラベリングにおいては電子移動による消

光が大きな問題であった。そこで、本研究では電子移動を遮蔽するシクロヘキサン誘導体によ

る人工塩基対を蛍光色素―核酸塩基間に導入することにより、蛍光色素の高輝度化を目指した。

その結果、ピレンやペリレンジイミドといった蛍光色素の量子収率を飛躍的に向上させること

に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop highly-sensitive labeling agents 
by incorporating fluorophores into DNA. We developed artificial base pairs by 
incorporating cyclohexane derivatives between a fluorophore and nucleobases. As a result, 
quantum yields of fluorophores such as pyrene and perylenediimide were drastically 
enhanced. In addition, we demonstrated that the quantum yield of FITC was also improved 
by incorporating cyclohexane derivatives. 
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１．研究開始当初の背景 

CdSe、CdTe などのナノ粒子は量子ドット
と呼ばれ、現在核酸やタンパク質などの生体
物質のラベリングや一分子観察などに広く
用いられている。この量子ドットは従来の有
機分子による蛍光ラベリングと比べ、光化学
的に非常に安定であり、大きな発光強度及び
ストークスシフトを有していることから高
感度な検出が可能である。更に、粒子のサイ
ズを変化させることで発光波長を自由に制
御することが出来る。そのため、従来の蛍光
色素によるラベリングに変わる次世代のラ

ベル化剤として期待されている（X. Michalet, 
et al. Science, 2005, 307, 538）。しかしながら、
量子ドットにはそれ自身細胞毒性を持つと
いう非常に大きな問題点がある。そのため、
細胞毒性を抑制するために様々な表面修飾
の手法が開発されてきたが、調製法が煩雑で
あるという欠点があった。 
それに対し、有機蛍光色素によるラベル化

は簡便であることからバイオテクノロジー
において盛んに利用されている。しかしなが
ら、蛍光色素一分子によるラベル化はその感
度が低い点が大きな問題であった。吸光係数
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を増大させるために複数の蛍光色素による
単純なコンジュゲートも報告されているが、
蛍光色素の自己消光により感度の低下する
ことが報告されている。更に、核酸のラベル
化においては核酸塩基との電子移動によっ
て蛍光色素の量子収率が低下することも問
題となっていた。 

 
２．研究の目的 
そこで、本研究では蛍光分子をＤＮＡに導

入することによって、高感度なラベル化剤
（“ＤＮＡドット”）の開発を目指した。具体
的には、核酸塩基との電子移動による消光を
防ぐために、電子移動を抑制する非平面分子
（インスレーター）を開発した。また、その
インスレーターを核酸塩基―蛍光色素間に
導入することによって、蛍光色素の量子収率
の向上を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）電子移動の抑制を目指したインスレー
ター塩基対の開発 
 ２．で述べたように従来の蛍光色素による
核酸のラベル化においては、電子移動による
消光が大きな問題であった。そこで、イソプ
ロピルシクロヘキサンを電子移動を遮蔽す
るインスレーターとして用いた。具体的には
この分子を人工塩基対として導入すること
によって、電子移動を抑制することを目指し
た。しかしながら、これまで芳香環を持たな
い非平面性分子が人工塩基対として機能し
た例は報告されていない。そこで、この分子
を対応する位置に導入した二重鎖について
NMR による構造解析を行った。また、二重
鎖の融解温度を測定することによって、人工
塩基対として機能するかどうかを調べた。 

 
図１．非平面性人工塩基対の構造 

 
（２）インスレーターを用いた蛍光色素の高
輝度化 
 （１）のインスレーター塩基対を核酸塩基
―蛍光色素間に導入することによって蛍光
色素の量子収率の増大を目指した。具体的な
色素としては核酸塩基との電子移動によっ
て消光することが知られている、ペリレンジ
イミド、ピレンを用いた。また、極性により
発光波長を変化させるナイルレッドの周囲
にインスレーター塩基対を導入することに
よって、疎水性の効果についても検討を行っ
た。 
 

４．研究成果 
（１）図 1 に示す分子が「塩基対」として機
能するためには二重鎖内部に位置する必要
がある。そこで、非平面性人工塩基対を導入
した二重鎖について NMR による構造解析を
行った。その結果、シクロヘキサン誘導体は
非平面構造を持つにもかかわらず、二重鎖内
部に位置することが分かった（図２）。これ
は DNA 二重鎖内部に位置することによって
電子移動を抑制する可能性があることを示
している。 

  
図２．非平面性人工塩基対導入二重鎖の構造
解析結果 

 

図３．人工塩基対導入が二重鎖安定性に及ぼ
す効果。H と K の化学構造は図 2 参照。 
 
 そこで、次にイソプロピルシクロヘキサン
（H）による人工塩基対を導入した二重鎖の
安定性を融解温度によって評価した（図３）。
その結果、人工塩基対を一組導入したところ
二重鎖は若干不安定化した。それに対し、導
入数の増加とともに二重鎖が飛躍的に安定
化することが分かった。特に６組導入した配
列では融解温度が 60 ˚C 以上となり、天然の
Ａ－Ｔ塩基対よりも安定であることが分か
った。これまで報告された人工塩基対は芳香
環を持つものがほとんどであった。それに対
し、本研究で開発した分子は芳香環を持たず、



水素結合サイトを持っていないにもかかわ
らず二重鎖を安定化することを明らかにし
た。それに対し、メチルシクロヘキサン（K）
による塩基対を導入しても二重鎖はそれほ
ど安定化しなかったことから、イソプロピル
基間の疎水性相互作用によって二重鎖を安
定化することを明らかにした。以上のことか
ら、イソプロピルシクロヘキサンは二重鎖の
内部に位置し、かつ二重鎖を大きく安定化す
ることから、人工塩基対として機能すること
を明らかにした。このような非平面性分子に
よる人工塩基対はこれまで報告されておら
ず、我々が初めて開発した。 
 
（２）イソプロピルシクロヘキサンが人工塩
基対として機能することが分かったので、こ
れを蛍光色素―核酸塩基間に導入し、蛍光色
素の量子収率向上を目指した。図４に配列を
示す。蛍光色素としてはペリレンジイミド
（D）、ピレン（P）、ナイルレッド（R）を用
いた。また、人工塩基対を核酸塩基―蛍光色
素間に一組ずつもしくは三組ずつ導入した
配列を合成した（H2AX もしくは H6AX）。コ
ントロールとして人工塩基対なしの配列も
併せて合成した（H0AX）。 

 
図４．合成した配列。 
 
 図５Ａにピレンについての結果を示す。人
工塩基対なしの配列ではほとんど蛍光が観
察されなかった。それに対し、人工塩基対を
導入した配列では非常に強いピレンの発光
を観察することが出来た。また、量子収率を
算出したところ、人工塩基対なしでは０．０
１以下であったのに対し、２組導入した配列
では 0.19、６組では 0.32 まで増大した。その
結果、量子収率を数百倍向上させることに成
功した。また、同様の検討をペリレンジイミ
ドについても行った（図５Ｂ）。ペリレンジ
イミドは核酸塩基によって非常に強く消光
されるため、人工塩基対なしの配列では全く
発光が観察されず、量子収率は０．００１以
下であった。それに対し、人工塩基対を導入
したところ、強い発光を観察することが出来
た。特に人工塩基対を６組導入した配列では
量子収率が０．５９まで増大した。その結果、
人工塩基対の導入に伴い、量子収率を実に数
千倍増大させることに成功した。このように、

人工塩基対を導入することにより、核酸塩基
によって強く消光される色素であっても、発
光強度を飛躍的に向上させることが出来る
ことを明らかにした。 

 
図５ （Ａ）ピレン及び（Ｂ）ペリレンジイ
ミドの発光スペクトルに対する人工塩基対
の効果。 
 
 次に、人工塩基対の疎水性が及ぼす効果に
ついて検討を行った。一般的に多くの蛍光色
素は疎水的環境において発光が増大するこ
とが知られている。そこで、極性により発光
波長を変化させるナイルレッドを人工塩基
対を介してＤＮＡに導入することによって
疎水的環境の効果を検討した。結果を図６に
示す。人工塩基対の導入に伴いナイルレッド
の発光増大が観察された。特に６組導入した
配列では、人工塩基対なしの配列と比べて発
光強度が１２倍増大した。それに対し、発光
波長は人工塩基対なしの配列とほとんど変
わらなかった。また、これらの発光波長は
DNA に導入していない色素の水中での発光
波長とほとんど変わらなかった。以上のこと
から、人工塩基対周囲の環境は疎水的ではな
く、天然塩基対同様の親水的環境であること
が分かった。換言すれば、人工塩基対は疎水
性環境によってではなく、電子移動を遮蔽す
る“インスレーター”としてはたらくことに
よって蛍光色素の発光を増大させたことが
分かった。 



 

図６ ナイルレッドの発光スペクトルに対す
る人工塩基対の効果。 
 
更に、汎用性の高い色素である FITC につ

いてインスレーターの効果を検討した。ここ
では、通常の核酸ラベリングと同様に末端に
蛍光色素を導入し、イソプロピルシクロヘキ
サンを１もしくは２分子核酸塩基との間に
導入した。その結果、図７に示すように、非
平面性分子の導入に伴い FITC の発光強度を
３倍程度増大させることに成功した。このよ
うに、開発したインスレーターは高い汎用性
を持つ FITC に対しても有効であることが分
かった。 

  
図７ FITC の発光スペクトルに対する人工塩
基対の効果。 
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