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研究成果の概要（和文）：本研究では、ストレスなどによる核酸の損傷に基づく疾患の新規診断法、治療薬の創製に向
けて、これまでに未達成な1本鎖RNA中のグアニン(G)の酸化損傷塩基である８－オキソグアニン（8-oxoG）の配列特異
的検出法を開発を目的とした。研究期間内に、RNA型8-oxoGの新しい合成法を見いだし、また、人工的に合成した核酸
誘導体を用いて、特異的に認識、検出する事に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel nucleoside analogues for the recognition of 
the damage to the nucleic acid in order to establish a new diagnosis of disease based on the stress. 8-Oxo
-G is the oxidative damage base of guanine, and it is unknown the properties of it in single-stranded RNA.
 Thus, the purpose of the present work was developed a sequence specific detection molecules and methods o
f 8-oxo-rG in RNA. We developed a new synthesis method of RNA-type 8-oxoG. And we found the novel nucleosi
de analogues, 2-amino-Adap and 2'-OMe-Adap. These analogues could recognize and detect the 8-oxo-rG in RNA
.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は酸化ストレスなどにより絶えず損
傷を受けており、その代表的な生成物にグア
ニン（G）が酸化された 8-オキソグアニン
（8-oxoG）の存在が知られている。8-oxoG
は、加齢やアルツハイマーなどの神経変性疾
患に関与していると考えられており、国内外
で多くの研究がなされている。特に DNA 中
の 8-oxodG は、その発生機構や修復機構、病
気との関連が明らかにされている。一方、よ
り速やかに分解され細胞機能への影響が小
さいと考えられていた 1 本鎖 RNA 中の小さ
な傷である 8-oxoG は、最近の研究により、
8-oxoG の存在する位置で翻訳阻害、異常タン
パク質の発現などにより病気の原因になる
可能性が考えられるようになってきた。この
様な状況下、RNA 中の 8-oxoG の発生部位の
特定を行い翻訳過程や修復過程に与える影
響を詳細に検討する事で、疾患との関連や存
在意義をより詳細に解明する事ができると
考えられるが、既存の機器分析学的・免疫学
的手検出法では、8-oxoG の発生部位の特定は
不可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、RNA のピンポイント酸化損
傷に基づく疾患の新規診断法、治療薬の創製
に向けて、これまでに未達成な 1 本鎖 RNA
中の 8-oxoG の配列特異的検出法を開発し、
発生部位が翻訳や修復に与える影響を詳細
に検討する事にチャレンジする。mRNA 中の
小さな傷である 8-oxoG は、翻訳過程の阻害
や機能不完全なタンパク質の発現により病
気の原因になる可能性が考えられているが、
8-oxoG の発生部位と疾患やタンパク質の機
能阻害への詳細な関係は明かとなっていな
い。そこで、申請者が開発した DNA 中の
8-oxodGと非天然型塩基対形成可能な人工核
酸 で あ る Adap （ Adenosine-diaza- 
-phenoxazine）の構造の最適化を行い、独自
の RNA 中の 8-oxoG の配列特異的な検出法
の開発、独自の検出系を用いた 8-oxoG の役
割や存在意義の解明研究を行うことにした。 
 
３．研究の方法 
 8-oxoG への親和性を向上した Adap 誘導体
と検出プローブの創製 
速やかに分解される RNA 中での 8-oxoG の発
生は翻訳のエラーを引き起こし、病気の原因
となると考えられている。しかし、既存の検
出法や PCR 増幅法では、発生部位の特定や損
傷遺伝子の情報をそのままの状態で増やす
ことはできない。そこで、本項目では、RNA
中の 8-oxoG を特異的に認識するために、RNA
へ親和性を高めた人工核酸の開発を、独自に
見いだした DNA 中の 8-oxodG 認識人工核酸
Adap を発展させて行い、RNA 中の 8-oxoG の
配列特異的な検出法の創製に挑戦する。新た
にRNAの糖部コンフォメーションに合わせた
Adap誘導体、水素結合サイトを増やしたAdap

誘導体を合成し、8-oxoG 発生部位特異的認識
を達成する。同時に、Adap 搭載プローブを固
相担体へ固定化しマイクロアレイ技術への
展開することで、より簡便な検出法の開発に
展開する。 
 
４．研究成果 
（１）8-oxorG を含む RNA の合成法の確立 
RNA 中の 8-oxorG の性質を正確に調べるため
に、8-oxorG を含む RNA の合成を行った。既
に報告はされていたが、報告データなどに不
自然な点があり、さらに同様の方法で合成を
行ったが、目的である 8-oxorG を含む RNA を
得ることはできなかった。原因として
8-oxorG の保護基（DMC:dimethylcarbamoyl）
の脱保護ができず、結果として保護基が残っ
たまま塩基対形成能を評価したところ、論文
に報告されたデータが得られた。このことは、
既に報告された論文の化合物には保護基が
残っていたことを示している。そこで、別の
保護基（DPC:diphenylcarbamoyl）による合
成を行い、目的の 8-oxorG を含む RNA の合成
に成功し、MALDI-TOF MASS 測定により構造決
定した。この RNA を用いて、RNA/DNA ヘテロ
２本鎖の性質、RNA/RNA２本鎖の性質を調べ
た結果、RNA中の8-oxorGはDNA中と同じく、
rC のみならず rA とも塩基対を形成する事を
見出し、さらに rG とも比較的安定な塩基対
を形成することも見出した。この事はこれま
でに報告例が無く、RNA 中の 8-oxoG の性質に
関して詳細に調べた事は初めての例である。 
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（２）新規 Adap 誘導体の開発 
塩基の２位にアミノ基を有するアミノ

Adap、あるいは糖の 2'位にメトシキ基を有す
る２′OMeAdap の合成に成功し、評価を行っ
た。その結果、2-Amino-Adap を組み込んだ
DNA とその相補 RNA (8-oxo-G, G, U を導入)
二本鎖の Tm 値を測定した。G に比べて
8-oxo-G の Tm 値は高かったが、その差は 3.6 
oC に留まった。また、2-Amino-Adap の相補
塩基が Uのとき、8-oxo-G と同等の Tm 値を観
測した。 

一方、２′OMeAdap では RNA ホモプリン鎖
中あるいはRNAホモピリミジン鎖中のどちら
に 8-oxoG が存在していても、8-oxoG と rG を
区別可能なプローブの開発に成功した。さら
に、蛍光消光作用も調べた結果、oxoG 選択的
に蛍光が消光する事も見出した。結果として、
RNA中の8-oxoGの効率的な検出法の開発に成
功した。 

The duplex DNA (2 uM) was heated to 90°C for 10 min 
and annealed by slow cooling in the buffer containing 
100 mM NaCl and 10 mM sodium phosphate at pH 7.0. 
UV melting behavior was monitored at 260 nm from 
20°C to 80°C with a rate of 1.0°C/min with a DU 800 
spectromete. 
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Target strand concentration: 2μM, probe strand 
concentration: 2μM, buffer: 100 mM NaCl and 10 mM 
phosphate buffer (pH 7.0) 
 

2′-OMe-Adap Adap 

プリン鎖中の 8-oxo-rG に対する評価 

Buffer: 100 mM NaCl 10 mM phosphate buffer ex 365 
nm, probe concentration 50 nm, target was added 0.25 eq 
per addition to a total 1.00 eq. solution total volume was 
1.5 mL 
 

Target strand concentration: 2μM, probe strand 
concentration: 2μM, buffer: 100 mM NaCl and 10 mM 
phosphate buffer (pH 7.0) 
 

Buffer: 100 mM NaCl 10 mM phosphate buffer ex 365 
nm, probe concentrｚation 50 nm, target was added 0.25 
eq per addition to a total 1.00 eq. solution total volume 
was 1.5 mL 
 

ピリミジン鎖中の8-oxo-rGに対する評価 

2′-OMe-Adap Adap 



 さらに、Adap を含むオリゴヌクレオチドを
固相単体に固定化し、さらにガラス基板上に
スポットする事にも成功した。本結果は Adap
搭載プローブをマイクロアレイ技術へ展開
可能であることを示している、重要な結果を
得ることに成功した。 
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