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研究成果の概要（和文）：ペプチド核酸(PNA)は、DNAのアナログであり、標的遺伝子を効果的に識別することができる
。今回、我々はPANの配列末端に種々のトラン誘導体を導入することで、その塩基配列識別能を飛躍的に向上させるこ
とに成功した。そして、インフルエンザウイルスの治療薬に使われる薬剤に対して、インフルエンザウイルスが耐性示
す際に関与する、ウイルス遺伝子の一塩基変異を評価した。その結果、ウイルスゲノムの一塩基変異を厳密に識別する
新規トラン修飾ペプチド核酸を合成することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Peptide nucleic acid(PNA) is a DNA anaologue which has been known to possesses 
good sequence specificity. We introduced various types of tolane analogues at the end of PNA and 
succeeded to improve the sequence specificity. We studied if PNA-tolane can discriminate singel 
base-mismatched sequence that induces to the drug-resistance against an influenza virus drug. As a 
result, we found that PNA-tolane could detect the virus genome mutaion in a sequence specific manner.

研究分野： ゲノム医科学

キーワード： 遺伝子診断　核酸塩基　ペプチド核酸
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１．研究開始当初の背景 

 今日、遺伝子疾患リスクだけでなく、ウイ

ルスや細菌感染病原体をゲノムレベルで同

定し、疾患の予防や治療に役立てる診断ニー

ズが高まっている。当該分野の発展には標的

遺伝子を酵素反応にて増幅するとともに、そ

の増幅産物を蛍光分光法か配列解析により

診断する技術が貢献してきた。 

一方、申請者らはペプチド核酸（非天然核

酸）を用い、新型インフルエンザウイルスの

ゲノムを核酸間のハイブリダイゼーション

に基づいて捕獲する技術を開発し、新型ウイ

ルスを遺伝子増幅操作なし、15 分以内に目視

で検出することに成功した。 

ところが、遺伝子配列を核酸間のハイブリ

ダイゼーションにより解析するには、核酸間

の完全相補（マッチ）鎖の安定性を選択的に

高め、非相補（ミスマッチ）鎖との安定性の

差を拡大することが求められる。 

  

２．研究の目的 

本研究では、ペプチド核酸(PNA:Peptide 

Nucleic Acid)の末端部位に化学修飾を施し、

PNA とウイルスゲノムとの相補鎖に含まれ

る１塩基識別能を極限まで高めることを目

指した。また具体的に、インフルエンザウイ

ルスのタミフル耐性と感受性が同ウイルス

のゲノムの１塩基変異に起因することに着

目し、化学修飾 PNA を用いて当該一塩基を

厳密に識別する手法を確立するとともに、ク

ロマトデバイス上でタミフル耐性ウイルス

を迅速かつ高感度で診断することを目指し

た。 

 

３．研究の方法 

 ペプチド核酸(PNA)の N-末端に種々のイン

ターカレーターなどを化学修飾し、その相補

鎖、および一塩基ミスマッチ鎖に対する会合

を融解温度測定により評価した。 

 さらにその末端インターカレーターから

ミスマッチ塩基対までの塩基数、そのミスマ

ッチ塩基対の組み合わせをスクリーニング

し、末端インターカレーターがミスマッチ塩

基対に及ぼす影響を評価した。 

 インフルエンザウイルス A(H1N1)型のタミ

フル耐性は、ノイラミニダーゼ（酵素）のゲ

ノム配列のうち、274 番目に位置するヒスチ

ジン（His）をコードする部分がチロシン

(Tyr)に代わる“H274Y”に起因するものであ

る。そこで、この遺伝子変異を識別する新規

インターカレーター修飾 PNA を合成した。 

また、クロマトグラフィー上に同ウイルス

のノイラミニダーゼゲノムを塩基配列選択

的に捕獲する PNA を固定し、インフルエンザ

ウイルスの薬剤耐性ゲノム、薬剤感受性ゲノ

ムを配列選択的に捕獲するとともに、ウイル

スゲノムに随伴する核蛋白質(NP)を金コロ

イド修飾抗 NP 抗体を用いて検出・可視化す

ることを目指した。 

 

４．研究成果 

ペプチド核酸(PNA)の N-末端に種々のイン

ターカレーターを導入するとトラン（ジフェ

ニルアセチレン基）を導入した場合に、相補

核酸に高い会合能を示し、1 塩基ミスマッチ

鎖への会合能はほぼ変えないことがわかっ

た。この結果をもとに、PNA と DNA の二重鎖

会合体の分子ドッキングシミュレーション

を行ったところ、PNA の N-末端トランが

PNA/DNA の隣接二重鎖とスタッキングするこ



とが示唆された。興味深いことにトランと

PNA のリンカー長を調整すると、PNA/DNA の

相補鎖会合様式が異なることが示唆された。 

そこで実際に、トラン分子に種々のリンカ

ー分子を付加させ、PNA-tolane/DNA の相補二

重鎖の会合体安定性を UV 融解温度曲線によ

り評価したところ、トラン分子にペンタノイ

ル基を導入するとその二重鎖安定性が最も

高くなることを明らかにした。また、リンカ

ー構造をアルキル鎖にするよりも、エーテル

骨格にする方が PNA-tolane/DNA の相補二重

鎖が安定化することがわかった。 

次に、トラン分子が PNA/DNA 二重鎖の隣接

塩基対と相補鎖形成するのを安定化させる

際、そのΠ平面を拡張したり、芳香環に置換

基を導入したりすることの効果を評価した。

その結果、トランのベンゼン環をナフチル環

に置換したり、メトキシ基やシアノ基を導入

したりすると相補鎖間の二重鎖安定性が向

上することが明らかになった（特許出願済）。 

 そこで、PNA-tolane の標的鎖中にミスマッ

チ塩基が存在する場合の配列識別能を評価

したところ。その N-末端トラン分子から隣接

4 塩基以内に存在するミスマッチ塩基を、い

ずれの組み合わせ塩基の場合でも効果的に

識別できる結果を得た。 

 そこで PNAナフチル型トランを用いてイン

フルエンザウイルスのゲノム一塩基変異に

よるタミフル耐性、感受性を識別することを

目指した。PNA ナフチル型トランを用い、ウ

イルスゲノムと相同配列を持つ人工オリゴ

RNAとの会合体形成能をUV融解温度測定によ

り評価したところ、既存の PNA ではタミフル

耐性配列 RNAとタミフル感受性配列 RNAに対

する50%会合温度差が11.4℃であるにも関わ

らず、PNA ナフチル型トランでは、23.9℃で

あることが明らかとなり、その優れた一塩基

識別能が確認された。 

 PNA ナフチル型トランの末端にビオチンを

修飾し、これをラテラルフローのテストライ

ンに固定化するように設計した。インフルエ

ンザウイルスのうち、シアリダーゼ阻害剤に

耐性のもの、シアリダーゼ感受性のもの、そ

れぞれに対して界面活性剤を加え、PNA ナフ

チル型トランと混合した後、ラテラルフロー

上に展開した。 

 その結果、シアリダーゼ阻害剤に耐性を持

つ PNA ナフチル型トランを用いた場合、感度

は低いものの、完全相補鎖を含むシアリダー

ゼ阻害剤耐性型ウイルスゲノムを選択的に

捕獲し、一塩基ミスマッチ鎖を含むシアリダ

ーゼ阻害剤感受性型ウイルスゲノムには会

合しない条件を探索することができた。 

以上、PNA にナフチル型トランを導入する

ことで、標的鎖中に含まれる 1塩基ミスマッ

チの有無を識別することのできる新規な核

酸修飾法が創製できた。今後は、PNA にトラ

ン誘導体を導入した場合の検出感度と特異

度を高めるための手法を確立したい。 
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