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研究成果の概要（和文）：本研究では三重鎖形成核酸との三重鎖形成により機能を制御することのできる人工
DNAを開発した。まず、DNAの遺伝子としての性質を制御することを考え、メジャーグルーブ側に水素結合供与部
位をもった修飾ピリミジン塩基をDNAに導入し、T7-RNAポリメラーゼによる転写と三重鎖形成反応による転写制
御を行った。その結果、上記DNAは予想通り、修飾ピリミジンと水素結合を形成する三重鎖形成核酸を用いるこ
とで転写が阻害された。また、水素結合に替わる分子間相互作用として、芳香環のスタッキング相互作用が期待
される５位置換蛍光塩基をDNAに導入したところ、予想どおり三重鎖形成により蛍光特性を制御することができ
た。

研究成果の概要（英文）：We developed artificial DNAs whose function could be controlled by triplex 
formation. First we developed artificial genes incorporating pseudouracil and pseudoisocytosine 
which had hydrogen bond donor in their minor groove sides. The modified DNAs can be transcribed by 
T7-RNA polymerase and the transcrption was inhibited by the addition of triplex forming 
oligonucleotides incorporating artificial bases which can form hydrogen bond with pseudouracil or 
pseudoisocytosine. We also developed fluorescent DNAs having aromatic groups in their minor groove. 
The spectroscopic analyses revealed that the fluorescence of the DNAs can be enhanced by addition of
 triplex forming oligonucleotides.

研究分野：核酸有機化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
DNA 二重鎖に一本鎖 DNA (TFO)が結合する
DNA 三重鎖のアンチジーン法や人工遺伝子
の制御などへの応用が期待されていた。しか
し、天然型 DNA により形成されるパラレル
型三重鎖では、二重鎖中のプリンと TFO中の
ピリミジンが Hoogsteen 塩基対で結合するた
め、TFO の配列はホモピリミジンに、DNA
二重鎖はホモプリン‐ホモピリミジン配列
に限定され、DNA三重鎖の幅広い応用の障害
になっていた。 
この問題を解決するための方法は、DNA三重
鎖をどのような分野に応用するかにより異
なる。 
まず、アンチジーン法では細胞内に粗存在す
る天然型のDNAに結合する TFOが必要とな
るため、A-T塩基対中の Tや G-C塩基対中の
Cに結合する新しい人工塩基の開発が必要で
あった。 
一方、人工遺伝子への応用では、天然型の塩
基対にとらわれず、非天然型の塩基をもつ人
工遺伝子やそれに結合する TFOなど、より多
彩な構造と分子認識能をもつ人工核酸の開
発が必要とされていた。 
２．研究の目的 
以上の問題点を解決するために本研究では
ふたつのアプローチによる検討を行った。ま
ず、 
人工遺伝子として有用な人工核酸の開発を
目指し、天然型核酸塩基とは異なる相互作用
様式で DNA 三重鎖を形成する人工核酸の開
発を行った。さらに開発した人工核酸の人工
遺伝子や蛍光核酸プローブとしての性質も
評価した、具体的には以下の①～③を行った。
また、アンチジーン法への応用を目指し、天
然型のDNAを認識する TFOの開発について
は以下の④、⑤を実施した。 
 
３．研究の方法 
① メジャーグルーブに水素結合供与部位
を有する人工 DNA 二重鎖とそれに結合する
TFOの開発。 
人工 DNA 二重鎖に組み込むピリミジン塩基
として、メージャーグルーブ側に水素結合供
与部位を含むシュードウラシル()、シュード
イソシチジン (PIC)を設計した。これらの
DNA実際に合成し、T7-RNAポリメラーゼに
よる転写反応および、下記 CBr、YOを導入し
た TFO による転写阻害反応について検討し
た。 

 

 

② マイナーグルーブ側に芳香環のスタッ
キングサイトを有する新規三重鎖核酸の開
発 
マイナーグルーブ側に水素結合サイトでは
なく、芳香環を有するウラシル誘導体および
グアニン誘導体を設計した。実際にこれらの
誘導体を DNAに組み込み、下記 C3との三重
鎖形成反応および DNA タンパク質との相互
作用を調べた。また、合成した核酸塩基が蛍
光特性を有していたことも見出したため、そ
れらについても評価した。 
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③マイナーグルーブ側に GFP クロモフォア
を有する新規蛍光核酸の開発 
上記②の結果をさらに発展させるために、ウ
ラシル環５位から緑色蛍光タンパク質(GFP)
のクロモフォアを有する蛍光ウラシル誘導
体を合成し、その三重鎖結合能と蛍光特性を
調べた。 

 

 
④５位にピリミジン残基を有する新規ウラ
シル誘導体の開発 
５位にピリミジン環を有し、DNA二重鎖中の
A-T塩基対のAと Tを同時に認識することの
できる人工塩基を設計した。実際にこの人工
塩基を含む TFOを合成し、三重鎖形成能と塩
基対識別能について評価した。 

 
⑤２位のアミノ基にヘテロ環を有する新規
グアニン誘導体の開発 
二重鎖 DNA中の T-A塩基対を同時に認識す
る人工核酸塩基の開発を目指し、グアニン環
２位にヘテロアリール基を有する人工核酸



塩基を設計した。設計した人工核酸塩基を含
む DNAを実際に合成し、三重鎖結合能と塩
基対識別能について評価した。 

 

４．研究成果 
① メジャーグルーブに水素結合供与部位
を有する人工 DNA 二重鎖とそれに結合する
TFOの開発。 
G-C、A-T、-A、PIC-Gの 4種類の塩基対を
含む DNA 二重鎖を合成しそれに対し、Py・
G-C、T・A-T、CBr・-A、YO・PIC-Gを形成
するように配列を設計した TFOを合成し、三
重鎖形成能を評価した。その結果、上記 TFO
とDNA二重鎖は配列選択的に三重鎖DNAを
形成することが分かった。 
また、T7-プロモーター配列部位に上記修飾塩
基対を有する DNA 二重鎖を別途合成し、
T7-RNA ポリメラーゼによる転写反応を行っ
たところ、転写産物の生成が確認された。ま
た、この修飾プロモーター部位と三重鎖を形
成するように設計した TFO を添加すると転
写が阻害された。以上の結果から、開発した
修飾 DNAは RNAを生成しうる鋳型 DNAと
なることができ、かつこの転写反応は TFOに
より阻害されることが分かった。 
 
② マイナーグルーブ側に芳香環のスタッ
キングサイトを有する新規三重鎖核酸の開
発 
上記UMBFを合成しDNA二重鎖中に化学合成
法により合成した。また、合成した DNA 二
重鎖に対し、UMBFの位置にアベーシックサイ
ト C3を含む TFOを作用させたところ、三重
鎖を形成することが分かった。また、この三
重鎖形成に伴い、UMBFの蛍光が大きく増大す
ることも分かった。 
この結果を RNA 検出に応用するため、
miRNA をローリングサークル増幅法により
増幅し、増幅により生成する一本 DNA に対
し二重鎖を形成するUMBF修飾DNAならびに
C3を含む TFOを添加したところ、miRNAの
存在量依存的に蛍光が増大した。これにより、
UMBFを含む三重鎖形成反応が RNA検出に有
用であることが分かった。 

 

③マイナーグルーブ側に GFP クロモフォア
を有する新規蛍光核酸の開発 
上記②の結果をさらに発展させ新規構造を
もつ蛍光三重鎖核酸の開発を目指し、ウラシ
ル環５位に GFP のクロモフォアの基本骨格
をもつ UHBIを設計し、これを含む DNA二重
鎖を合成した。また、この二重鎖に対し②と
同様にUHBIに相当する位置に C3を含む TFO
を添加したところ、予想どおり蛍光が増大す
ることが分かった。また、ベンゼン環上にフ
ッ素原子を含むUFBIも同様に合成しその性質
を調べたところ、UFBIを含む DNA 三重鎖は
より強い蛍光を示したものの、UFBI を含む
TFO 単独(ss)の場合も比較的大きな蛍光を示
した。これらの結果から、GFPのクロモフォ
アを有する人工核酸は三重鎖形成依存的に
蛍光強度が増大し、かつその挙動はクロモフ
ォア上の置換基により変化することが分か
った。 

 
④ 5 位にピリミジン残基を有する新規ウラ
シル誘導体の開発 
5 位にアルキンを介してピリミジン残基を有
する上記ウラシル誘導体(Urapyr)を設計し、実
際にこの人工塩基を含む TFOを合成した。合
成した TFO と、Uarpyrが Hoogsteen 塩基対を
形成する位置に A-T、G-C、T-A、C-G塩基対
を含む DNA 二重鎖を混合し、形成される三
重鎖の安定性を Uarpyrの代わりに Tを含む三
重鎖の安定性と比較した。その結果、Uarpyr・
A-T を含む三重鎖は T・A-T を含む三重鎖よ
りも熱融解温度が 7℃高く、ピリミジン残基
の存在により三重鎖が安定化されているこ
とが分かった。その一方で、Uarpyr・T-A、
Uarpyr・G-C、Uarpyr・C-G塩基対を含む三重鎖
は Uarpyr・A-T を含む三重鎖よりも熱融解温
度が各々、11、15、15℃低く、Uarpyr は二重
鎖 DNA中の Aと選択的に結合することが分
かった。 
⑤２位のアミノ基にヘテロ環を有する新規
グアニン誘導体の開発 
2 位のアミノ基にヘテロ環を導入するために
種々反応を検討し、Hartwig-Buchward反応を
用いることで、種々の含窒素ヘテロ環をデオ
キシグアノシンの 2位のアミノ基に導入する
ことができた。また、合成したデオキシグア
ノシン誘導体を TFOに導入し、三重鎖形成能
を調べたところ、ピラジン-2-イルを導入した
誘導体に関しては、天然型のデオキシグアノ
シンを導入した誘導体と同様、T-A 塩基対の
T を最も強く認識することが分かった。一方



その他の A-T、G-C、C-G 塩基対に対する認
識能を比較すると、天然型のデオキシグアノ
シン誘導体と比べてその選択性は低下して
いた。これらの結果からグアニン 2位のアミ
ノ基に導入されたヘテロ環はその物理化学
的特性や構造の違いにより、グアニン塩基の
三重鎖形成能に影響を与えることが分かっ
た。 
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