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研究成果の概要（和文）：本研究では一本鎖DNAとローリングサークル増幅(RCA)法と組み合わせてmicroRNA検出する手
法を開発することを目的とした。そのために、5-(3-methylbenzofuran-2-yl)deoxyuridine (dUMBF)を含む一本鎖DNAの
蛍光特性とRCA法との組み合わせによるmiRNA検出システムの開発を行った。また、UMBFのベンゾフラン環上に種々の置
換基を導入した誘導体や7-デアザグアニンの7位にベンゾフラン環を導入したデオキシヌクレオシドと一本鎖DNAも合成
しそれらの蛍光特性について調べた。

研究成果の概要（英文）：We planed to develop new microRNA detection techniques using fluorescent 
oligonucleotides and rolling circle amplification. As the fluorescent nucleosides developed 
5-(3-methylbenzofuran-2-yl)deoxyuridine (dUMBF), the dUMBF derivatives incorporating various substituents 
on its benzofuran ring, and 7-deazaguanine incorporating benzofuranyl group at the 7 position. The 
fluorescent properties of these nucleosides and oligonucleotides incorporating them were studied.

研究分野：核酸化学

キーワード： 蛍光核酸　microRNA
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１．研究開始当初の背景 
miRNAは18-25塩基のRNAであり、種々の疾患

の診断マーカーとして注目されている。生体

内には非常に多種（ヒトで1000以上）のmiRNA

が存在し、ひとつの細胞の中でさえも、それ

らが同時に発現して、複数の遺伝子を複雑に

制御している。つまり、miRNAを迅速に検出

し、診断応用するには、生体・組織・細胞中

の多種類のmiRNAをワンポットで検出する

multiplex検出技術が必要不可欠である。しか

し、現在のRT-PCR法ではこの課題を達成でき

ておらず、新たな技術革新が急務である。 

このような技術革新を実現するために、起案

者は蛍光ヌクレオシドUMBFをすでに開発して

いた。 

 
UMBFは、一本鎖DNA中では非常に弱い蛍光し

か示さない一方、二本鎖DNA中では弱い蛍光

を示す。さらに、この二本鎖とUMBFの位置に

プロピレンリンカーを有する三重鎖形成核酸

（TFO）が結合すると、その蛍光強度が30倍

に増強する。そこで、この性質をmiRNA検出

に応用し、multiplex microRNA検出システム

を開発することが可能でると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究ではUMBFを含む一本鎖DNAとローリ

ングサークル増幅(RCA)法と組み合わせて

microRNA検出する手法を開発することを目

的とした。また、このシステムは、蛍光剤と

して用いるUMBF修飾DNAそれ自体が配列選

択的結合能をもち、さらにUMBFの化学構造を

改変することで様々な蛍光波長を有するDNA

をライブラリー化できるため、異なる配列を

有するmicroRNAのmultiplex検出を実現する

鍵技術となりうると考え、この着想に基づき

種々のUMBF誘導体などを含む蛍光DNA三重

鎖の開発と、それらとRCA法を組み合わせた

multiplex microRNA検出システムを開発す

ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
まず、蛍光核酸としてUMBFを含む一本鎖DNA

を用い、その蛍光特性を明らかにするととも

にRCA法との組み合わせによるmiRNA検出

システムの開発を行った。 

また、UMBFのベンゾフラン環上に種々の置換

基を導入することにより、様々な波長で強い

蛍光を発光するUMBF誘導体とそれらを含む一

本鎖DNAを合成し、その蛍光特性を調べた。

また、7-デアザグアニンの7位にベンゾフラン

環を導入した7-(2-ベンゾフラニル)グアニン

およびそれらを塩基として有するデオキシヌ

クレオシドと一本鎖DNAを合成しそれらの蛍

光特性について調べた。 
 
４．研究成果 
(1) UMBFを含む一本鎖DNAをプローブとし

て用いた miRNA検出法の開発 

UMBF を合成しその蛍光特性を明らかにした。

その結果、UMBFは 432 nm～484nm に極大蛍

光波長を有し、特に酢酸エチルなどの有機溶

媒中で強い蛍光を発することが分かった。ま

た、溶液にグリセロールなどの粘性の高い溶

媒を展開すると蛍光強度が著しく増大する

ことも分かった。 

 
ついで、UMBFを一本鎖 DNA(probe 1) に導入



し、相補的 DNA（target DNA）または相補的

RNA（target RNA）、および UMBFと相互作用

する位置にプロピレンリンカーを導入した

三重鎖形成核酸（probe2）とが結合した三本

鎖状態で蛍光スペクトルを測定しその変化

を調べた。その結果 probe1 は一本鎖状態

（probe1+probe2）では全く蛍光を発しないの

に対し、target DNAもしくは target RNAを添

加して三重鎖を形成すると著しく増大する

ことが分かった。この結果は UMBF のメチル

ベンゾフラン環が、三重鎖形成に伴い probe2

の中に取り込まれて疎水的環境に置かれる

と同時にウラシル環とベンゾフラン環が上

下の塩基とのスタッキングにより平面に固

定されることによる効果である。 

 

最後にこの系を miRNA の検出に応用した。

すなわち、miRNA (miR-16)をプライマーとし

て用いて padlock プローブを rolling circle 

amplification により増幅し、生成する一本鎖

DNA上記 target DNAの代わりに用いて、三

重鎖形成に伴う蛍光スペクトル変化を測定

した。 

その結果、約 50 fmolの miR-16を検出するこ

とに成功した。 

 

以上の検討の結果、蛍光核酸 UMBF を含む一

本鎖 DNA の三重鎖形成依存的蛍光特性を明

ら か に す る と と も に 、 rolling circle 

amplification と組み合わせることにより

miRNA の検出システムを開発することに成

功した。 

(2) UMBF のベンゾフラン環に置換基を導入

した新規蛍光核酸の開発 

様々な蛍光波長を有する蛍光核酸を開発す

ることを目的に、UMBFのベンゾフラン環上に

置換基を導入した誘導体を合成した。種々の

置換基を有する 3-メチルベンゾフランとそ

の 2-位にホウ酸を有する試薬を合成し、それ

らと 5-ヨードデオキシウリジンとのカップ

リング反応により目的物を合成した。具体的

には下図に示すように３－メチルベンゾフ

ラン環の 4位に水酸基、トリフルオロメタン

スルホキシ基(Tf)、シアノ基、アミノ基、エ

チニル基、2-フェニルエチニル基を導入した

誘導体を合成した。合成した下記誘導体の蛍

光スペクトルをメタノール中および酢酸エ

チル中で測定した。 

 

その結果、アミノ、水酸基などの電子供与性

基を導入した場合、極大蛍光波長はアミノ基

の場合で501 nm、水酸基の場合で450 nmと、

置換基を有しない dUMBF( X = H)と比較して

長波長シフトすることが分かった。一方、エ

チニル (E)、2－フェニルエチニル(PE)を導入

して共役系を拡大したり、シアノ基、トリフ

ルオロメタンスルホキシ基のような電子吸

引基を導入すると、dUMBF と比較して短波長

にシフトすることが分かった。また、蛍光強

度が最も強いのは 2-フェニルエチニル基を

導入したものであった。 



 

 

このうち、水酸基を導入したものについては

ベンゾフラン環上の水酸基をピバロイル基

で保護した後、ホスホロアミダイト体へと誘

導しオリゴヌクレオチド（下図 probe）を合

成した。合成した probeを相補鎖である target 

DNAと二重鎖形成し、ついで TFOと三重鎖

形成したところ、一本鎖の probe と比較して

約 20 倍程度に蛍光が増強することが分かっ

た。以上の検討より dUMBFよりも長波長の蛍

光を有し、かつ dUMBFと同様の三重鎖形成に

伴う蛍光増強を示す新規蛍光核酸を開発す

ることに成功した。 

 

 

(3) 7-(2-ベンゾフラニル)-7-デアザグアニンを

塩基部にもつデオキシヌクレオシドと一本

鎖 DNAの蛍光特性 

ベンゾフラン環が塩基部に導入された蛍光

核酸塩基として、7-（ベンゾフラン-2-イル）

-7-デアザグアニン(BFG)および 7-（ベンゾフラ

ン-2-イル）-7-デアザヒポキサンチン（BFH）

を合成しその蛍光特性を調べた。 

 
BFG は 2-N-ピバロイル-7-ヨード-7-デアザグ

アニンに対して 2-ベンゾフラニルホウ酸を

パラジウム触媒を用いてカップリング後、ピ

バロイル基塩基性条件下除去することで合

成した。また BFHについても類似のカップリ

ング反応により合成した。 

合成した核酸塩基についてその蛍光特性を

評価した。まず BFG について調べたところ、
BFG は酢酸エチルやアセトニトリルなどの非

プロトン性溶媒中で 360 nm 付近に強い蛍光

を示し、その量子収率は約 0.3 であった。一

方、メタノールなどプロトン性溶媒中におい

ては 1/10 程度に蛍光が弱まることが分かっ

た。BFI についてもその蛍光特性を評価した。
BFIは量子収率は 0.03と小さいものの、BFGと

は逆にメタノールなどのプロトン性溶媒中

で蛍光が大きくなることが分かった。 

次に蛍光の大きかった BFGを塩基部にもつヌ

クレオシドとそれを含むオリゴヌクレオチ

ドをホスホロアミダイト法を用いて合成し、

その蛍光特性を調べた。その結果、オリゴヌ

クレオチドへ導入によりその蛍光強度は著

しく小さくなることが分かった。 
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