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研究成果の概要（和文）：様々な蛍光分子を種々の位置に修飾したDNAを化学合成し、蛍光相関分光（FCS）測定により
、蛍光分子の発光挙動を1分子レベルで見たときに観測される発光の点滅（＝blinking）において蛍光分子が光ってい
ない時間（＝OFF time）からモレキュラービーコンの1分子レベル観測を試みた。OFF timeは、蛍光分子が溶媒から遮
蔽されて、蛍光分子の三重項励起状態と酸素の反応速度が遅くなるほど長くなることがわかった。これにより、蛍光分
子をモレキュラービーコンのループ部位に導入することにより、検出したいターゲット鎖をblinkingの観測により1分
子レベルで検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：DNA site specifically modified with fluorescent molecule were synthesized. The lif
etime of a fluorescent molecule in the triplet excited state was measured, which is reflected in the durat
ion of the off time during the blinking of the fluorescence (tOFF). tOFF was determined by fluorescence co
rrelation spectroscopy (FCS). It was demonstrated that the more a fluorescent molecule is exposed to a sol
vent, the faster its triplet excited state is quenched by molecular oxygen, resulting in a decrease of tOF
F. DNA conformational change between a duplex and hairpin structure, function of the molecular beacon type
 probe, was successfully monitored by the blinking triggered by the changes in the solvent accessibility o
f the fluorescent molecule.
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１．研究開始当初の背景 
 モレキュラービーコンは、片方の末端に蛍
光分子、もう一方の末端にクエンチャーを有
する 1 本鎖 DNA プローブである。通常はヘ
アピン型構造を形成し、蛍光分子とクエンチ
ャーが近接するため蛍光が消光されている
が（閉状態）、相補鎖存在下により二本鎖が
形成されると（開状態）蛍光強度が増加する
ことを利用して相補的な遺伝子を検出する
ことができ、遺伝子診断やライブセルイメー
ジングなどに幅広く応用されている。極めて
一般性の高いプローブであることから、産業
界を含む非常に多くの研究者により、高感度
かつ高精度なモニター法の開発が試みられ
ている。より高感度にモレキュラービーコン
をモニターする手法として、1 分子レベルで
の蛍光観測法がある。しかしながら、蛍光強
度は蛍光分子の光退色等の様々な理由によ
り変化し、十分な精度が得られないと言う問
題が残されていた。 
 
２．研究の目的 
 モレキュラービーコンは蛍光強度により
モニターされてきたが、速度定数に基づく
測定はより再現性が高く、より高精度なモレ
キュラービーコン開閉の観測を可能にする
と着想した。分子 1 つ 1 つを見たい際に顕著
となる現象に基づいた分析法を開発すれば、
極微量の試料、究極的には 1 分子からの情報
読み出しが可能になると期待される。そのよ
うな現象の中から、傾向の点滅過程（＝
blinking）に注目し、モレキュラービーコン型
プローブの 1 分子レベルで検出することを目
的とした。蛍光分子の励起三重項状態、ある
いはラジカルアニオン状態と、酸素や種々の
添加物との反応速度に依存して引きこされ
る blinking に着目し、速度定数の違いに基づ
きモレキュラービーコンを 1 分子レベルでモ
ニターする、高感度かつ高精度な新手法を開
発する。 
 
３．研究の方法 
 様々な位置にアミノリンカーを有する
DNA を設計・合成し、一分子蛍光観測が可能
な種々の蛍光分子のスクシンイミド活性エ
ステルとの反応により DNA 中に導入する。
Tm測定により各DNAの熱力学的安定性を調
べ、蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation 
Spectroscopy: FCS）を用いて一分子レベルで
の蛍光測定を行い、傾向の blinking を観測す
る。蛍光分子励起三重項状態、ラジカルアニ
オン状態と溶液中の酸素との反応速度を決
定する。分子間反応は、蛍光分子の溶媒接触
表面積に大きく影響を受けるため、モレキュ
ラービーコンの開閉に伴い、蛍光分子の溶媒
接触表面積が大きく変化し、分子間反応速度
の差としてモレキュラービーコンの機能を
読み取ることがキーとなる。DNA の構築・
FCS測定による評価、のサイクルを繰り返し、
blinking の仕組みを理解し制御することによ

り、モレキュラービーコン型プローブの機能
を 1 分子レベルでモニター可能な、高感度か
つ高精度な新手法を開発する。 
 
４．研究成果 
 蛍光分子として、Alexa 532、TAMRA、Alexa 
633 などの蛍光色素を用いて、種々の位置に
これら蛍光分子を修飾した DNA を化学合成
した。蛍光相関分光（FCS）測定により、蛍
光の blinking において蛍光分子から発光が消
えている時間（＝OFF time）からモレキュラ
ービーコンの 1 分子レベル観測を試みた。し
かしながら、これら蛍光分子を用いた場合、
項間交差速度が遅く三重項励起状態がモレ
キュラービーコンの構造変化に伴う蛍光分
子周辺の環境変化が明確に観測されない、還
元状態と酸素との反応速度が遅すぎる（> 1 
ms）、等の問題に直面した。検討に伴い、蛍
光分子としてRhodamine 6Gを用いたところ、
1 分子レベル蛍光観測において三重光励起状
態生成に伴う blinking が観測され、以下
Rhodamine 6G を蛍光分子として用いて、三重
項励起状態の生成・減衰伴い観測される傾向
の blinking について調べた。 
 Rhodamine 6G をアミノリンカー（X）を介
して、一本鎖構造、二本鎖構造、そしてヘア
ピのループ部位に導入した DNA を合成し、
blinking を観測した（図 2）。X を用いること 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 蛍光分子を導入した DNA 配列、アミノ
リンカー（X）および蛍光分子 Rhodamine 6G
と ATTO 488 の化学構造。 
 
により、二本鎖中では蛍光分子が核酸塩基対
間にスタックし溶媒から遮蔽されることを
狙った。一方、一本鎖構造やヘアピン構造の
ループ部位では、溶媒にさらされると考えた。
blinking において、OFF time は、二本鎖構造
に比べ、1 本鎖やヘアピンループ部位に
Rhodamine 6G が導入された場合、すなわち、
Rhodamine 6G が溶媒にさらされているほど、
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短くなることがわかった。そこで、モレキュ
ラービーコンタイププローブのヘアピン部
位に Rhodamine 6G を導入することにより、
ターゲット非存在下では Rhodamine 6G が溶
媒にさらされ、OFF time が短くなるのに対し、
ターゲット存在下では二本鎖中に埋もれる
ことにより、OFF time が長くなり、OFF time
の測定により、一分子レベルでモレキュラー
ビーコンタイププローブの機能を観測する
ことに成功した（図 2）。しかしながら、ター 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. モレキュラービーコン型プローブの
FCS 測定によるターゲット DNA 鎖の検出。
ターゲット DNA 鎖の有無により、Rhodmanie 
6G の三重項励起状態と酸素の分子間反応速
度の増減に伴い OFF time が変化し、OFF time
測定により 1 分子レベルでその機能追跡が可
能であることが示された。 
 
ゲットの有無による OFF time の差が小さい
と言う問題点が浮かび上がった。そこで、分

子中に負電荷を帯びたスルホン酸基を二つ
有する ATTO 488 を用いたところ、このよう
な構造依存性は見られずすべての配列で短
い off time が得られた。これにより、
Rhodamine 6G は、構造によらずある程度近傍
の核酸塩基とスタックし溶媒から遮蔽され
る傾向にあるのに対し、ATTO 488 は常に溶
媒に突き出していることがわかった。蛍光分
子の疎水性/親水性を調節することにより、よ
り感度良くモレキュラービーコン型プロー
ブの機能を追跡可能な蛍光分子を設計しう
ることが示された。 
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