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研究成果の概要（和文）：我々はシトシンバルジに特異的に結合し、特徴的な蛍光を発する低分子リガンド（DANP）を
見いだし、このDANPを用いたPCRの蛍光モニタリング法についての報告を行っている。今回、実用的な迅速且つ高精度
なウイルス検出法を目指し、 蛍光強度増加型ヘアピンプライマーPCR法への改良による検出の高感度化、ヘアピンプラ
イマーPCR法(HP-PCR法)によるウイルスの感染の確定診断技術開発、新規蛍光分子の開発について検討した結果、既存
の技術とは異なった、PCRの進行に伴って蛍光強度が増大する蛍光増大型のPCR法の開発に成功した。この方法はまたRN
Aの検出に応用可能であることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have previously described a hairpin primer PCR (HP-PCR) method using a primer 
having a hairpin tag at the 5′ end and a fluorescent dye (2,7-diamino-1,8-naphthyridine derivative 
[DANP]) bound to the cytosine bulge (C-bulge) embedded in the hairpin-tag. It was turn-off type of 
system. In this research, we tried to develop the high-sensitivity detection method using a HP-PCR and it 
applied to detect some kinds of virus.
In this research, we developed the new type of PCR monitoring system using DANP bound to the primers as a 
covalent and in which the fluorescent signal increases as PCR progresses. This was a turn-on of PCR using 
fluorescently and modified DNA.

研究分野：ゲノム化学
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1. 研究開始当初の背景 
	 新型インフルエンザの世界的な流行が起

こり、ウイルスの変異による薬剤耐性獲得

や家禽類から人への感染拡大が緊急の課題

となり、ウイルス感染初期段階の迅速な確

定診断に基づいた感染拡大の防止が極めて

重要となっている。現在、ウイルス感染の

迅速診断では抗原・抗体検査が主であるが、

この抗原・抗体検査の場合、約３割のエラ

ーが起こると同時に、抗原を使うためにキ

ットの製作に時間がかかる。またウイルス

の変異は速く、キットの抗原が抗体と結合

しない場合も考えられる。そのため現在、

ウイルス感染の確定診断にはPCR（ポリメラ

ーゼ連鎖反応）法、またレトロウイルスに

ついてはRT-PCR（逆転写—PCR）法がWHOから

推奨されている。これらのPCR法を使った検

出では、抗原・抗体検査に比べ格段に高い

感度を持ち、感染初期のウインドウ・ピリ

オドの大幅短縮を可能にしている。しかし

その煩雑な検査操作のため感染現場での使

用は実現していない。我々は以前にシトシ

ンバルジ構造に特異的に結合し、特徴的な

蛍光を発する蛍光分子（DANP）を発見し、

報告した(Bioorg.	Med.	Chem.	2005,	13,	

4507-4512)。我々はこのシトシンバルジ構

造とプライマーの蛍光変化を使った新規ア

レル特異的PCRプライマーの設計を提案・実

証し、既存のリアルタイム法とは原理の異

なるPCRモニタリング技術を研究・報告し、

今回のウイルス検出法の基礎となる研究を

積み重ねてきた（Angew.	Chem.	Int.	Ed.	

2009,	48,	7822-7824）。	

2. 研究の目的 
	 本提案では、医療・診断の現場で使える

PCR を基盤としたウイルス感染確定診断技

術の開発を目的とし、これまでの基礎的な

研究成果を基盤として、へアピンプライマ

ーを使ったアレル特異的PCR法（HP-PCR法）

を実用的な技術に応用するために、3 年間

の研究期間を設定し、	

1)	蛍光強度増加型ヘアピンプライマーPCR

法への改良による検出の高感度化	

2)	ヘアピンプライマーPCR法(HP-PCR法)に

よるウイルスの感染の確定診断技術開発	

3）ヘアピンプライマーPCR 法の高性能化

（新規蛍光分子の開発）を行う。	

	

3. 研究の方法 
(1)	蛍光増加型 HP-PCR 法への改良による検

出の高感度化：今回のウイルス検出法の基礎

となった HP−PCR 法（Angew.	Chem.	Int.	Ed.	

2009,	48,	7822-7824）は簡単な方法ではあ

るが、PCR の前は蛍光強度が高く、PCR 後は

蛍光強度が低い蛍光減少型である（図１）。

そこで我々はさらに高感度の検出法を目指

し、蛍光増大型の開発を検討した。我々は既

に、シトシンバルジ構造の隣接位にグアニン

が存在すると DANP が消光されることを明ら

かにしていたため、DANP にグアニンを隣接さ

せ、PCR 前には消光し、PCR 後には発光させ

る方法を試みた。グアニンの隣接位に DANP

が配置する DNA 配列を含むへアピン型 DNA を、

プライマーの 5’末端に結合させたヘアピン

プライマーを設計し、合成を行った。このプ

ライマーを使うと、PCR 前にはシトシンバル

ジに結合した DANP が隣接グアニンにより消

光され、蛍光強度が低い状態となる。PCR の

進行に伴い、ヘアピンプライマーが開かれ、

シトシンバルジが消失し、蛍光色素 DANP が

遊離する。蛍光強度は回復し、蛍光強度増大

型の PCR 法となる。本法では、まず DANP 固

定化サイトを１カ所としてプライマーの合

成から始め、研究を進める。へアピン型の修

飾 DNA プライマーの合成は、ポストモディフ

ィケーションによって行う。	

(2)	HP-PCR 法によるウイルスの有無を確定診

断するPCR条件の確立:	ウイルスの有無を確認

するために、実際に、合成したPCRプライマー

を使い、HCVの RNA の検出を行う。	
図１.	A)蛍光分子 DANP の構造とシトシン-DANP 複合体の

構造。B）HP−PCR 法の概要。C)	HP-PCR 法の蛍光強度変化	



(3)	新規蛍光分子の合成：DANP 以外の DNA

の特殊構造に結合する蛍光分子の開発を行

い、２種類以上のウイルスの同時検出を可能

にする。	

	

4.	研究成果	

(1)	蛍光強度増加型 HP-PCR 法への改良に

よる検出の高感度化及び、ウイルス検出法

の開発	

	 今までの HP−PCR 法では PCR 前に蛍光が

高く、PCR 後に蛍光が低くなるシグナル減

少型の検出系である。しかし、一般的な検

出系では、PCR の前には蛍光が低く、PCR

後に高くなる、シグナル増大型が主流であ

る。そこで我々は蛍光分子（DANP）と DNA

のグアニンの特徴を使って、DANP の蛍光を

グアニンで消光させることを考え、シグナ

ル増大型の PCR 法の開発を考えた。	

	 チミン上に DANP を結合した	DNA の合成

は、合成した DNA に DANP を加えて合成す

るポストモディフィケーションで行った。

得 ら れ た DANP 修 飾 DNA は 、

5’-CCA-3’/5’-DANPT_G-3’の場合のみ、

相補鎖のシトシンに DANP が結合可能であ

ることが、紫外・可視吸収スペクトル及び

DNAの融解温度から明らかとなった(図 2A、

図 3)。		

	 こ の DANP 修 飾 DNA5’-CCA-3’/	

5’-DANPT_G-3’配列を用い、蛍光増大型PCR

（蛍光増加型HP-PCR法）の開発を行った。

上記配列を含む、ヘアピン構造をプライマ

ーの 5‘末端に導入した DNA を合成して、

PCR を行った	(図 2B)。	

	 PCRの進行はPAGEゲル分析により確認し

た（図 4A）。目的とする 125	bp の増幅産物

の増加は、PCR の進行に伴い、15 サイクル付

近から確認できた。一方、蛍光強度変化にお

いても、15	サイクル付近から蛍光強度が増

大し、PCR の進行と共にその強度も増大した

（図 4B）。さらにテンプレートの量を変えて

PCR を行ったところ、テンプレートの量が多

くなるにしたがって、より少ない PCR サイク

ル数でも、蛍光強度が増大することが確認で

きた。	 	 蛍光強度が 400 になる PCR サイク

ル数と、テンプレート初期濃度の対数をグラ

フにすると直線関係が得られたことから、蛍

光増加型 HP-PCR 法で定量 PCR ができること

も明らかとなった。	

	 さらに蛍光増加型 HP-PCR 法を C 型肝炎ウ

イルス、HCV-RNA の検出に応用した。HCV-RNA

から逆転写を経て、One-step で検出できるこ

とも確認し、さらに蛍光減少型の HP-PCR に

比べ、少ないサンプル量まで検出可能である

ことがわかった。	

	 このシトシンバルジ構造とグアニン、そし

て DANP の特性を使った、新たな蛍光増加型

HP-PCR 法は、我々オリジナルであり、既存の
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図 2.	A)ポストモディフィケーションによって合成し
た DANP 修飾された DNA の構造。B）ヘアピンプライマ

ーを使った PCR の概要。	

	 	

 

図 3.	DANP 修飾した DNA の紫外・可視吸収スペクトル	

	

 

Full match�

Single strand �

C-bulge�

T G
CA

T G

A C
T G

C

図 4.	A)PCR 増幅産物の電気泳動分析。	B）ヘアピンプ
ライマーを使った PCR の蛍光強度変化。	

	 	

 



方法とは異なる検出法の提唱ができた。	

	

(2) 新規蛍光分子の開発の開発	
ヘアピンプライマーPCR 法の高性能化（新

規蛍光分子の開発）を目的とし、数種類の

蛍光分子の開発を行った。DANP 上に置換基

を結合させ、蛍光強度、波長、DNA への結

合特性などの知見を得た。その結果、DANP

の４位に置換基をつけた場合、いずれの場

合にもDNAへの結合力が低下することがわ

かった。また、DANP の２位７位に結合して

いるプロピル基をブチル基に変えると、

DNA との結合力が上がる一方で、シトシン

バルジ以外にも結合しやすくなり、さらに

様々な組み合わせを検討していくことが

必要である。	
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