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§１ 研究実施の概要 

 

簡便、迅速かつ安価な遺伝子解析・診断法はテーラーメイド医療の普及の一つの要であ

る。遺伝子解析法には核酸間の塩基配列選択的なハイブリッド形成が利用されるが、この

ハイブリッド形成の正確性が遺伝子診断の信頼性を決める要因となる。本研究では、核酸

の正確なハイブリダイゼーションを促すタンパク質である核酸シャペロンの機能に着目し、

合成高分子材料でその機能を再現し、それを核酸解析に取り込んだ新しい遺伝子解析法の

創出を目的としている。そのために、高分子材料による核酸シャペロン活性発現メカニズ

ムの解析、高機能性核酸分子シャペロン高分子の設計、核酸プローブの設計等を推進した。

また、より実際的な遺伝子診断法、とりわけ一塩基多型(SNPs)検出法としての可能性を計

るために、ハイスループット性の向上を検討した。一方、核酸シャペロン活性を発現する

高分子の核酸ナノテクノロジー、核酸医薬領域への展開を図った。概ね以下の様な成果を

得た。 

 核酸シャペロン活性の発現機序を考察するために、既にシャペロン活性が見いだされて

いるカチオン性くし型共重合体と DNA との相互作用を検討した結果、通常のカチオン性高

分子とは異なり、くし型共重合体は DNA の溶存形態を損なわない新しいタイプの高分子電

解質複合体を形成することを見いだした。また、カチオン性くし型共重合体は、核酸ハイ

ブリッドを安定化するのみならず、その形成速度を二桁から三桁高めることが確認された。

さらに、シャペロン活性を向上させるために高分子の分子設計を行い、カチオン性基を適

切に変換することでシャペロン活性を二桁以上高められることを見いだした。また、側鎖

カチオン型高分子においてもシャペロン活性を発現できることを確認した。 

 核酸シャペロン活性を利用した遺伝子解析法として、二重鎖核酸をプローブとする鎖交

換法を検討した。新たなプローブとして部分二重鎖(PDS)プローブおよび末端変異二重鎖

（TMD）プローブを設計した。いずれのプローブも、比較的容易な設計手順ながら高い一塩

基変異識別能を発現した。とりわけ、TMD プローブはハイブリダイゼーション法での識別が

困難である T→G変異も高い識別能で検出できることがわかった。SNPs 解析以外にも RNA 解

析等種々の核酸解析法への応用が期待される。 

 鎖交換法の SNPs 解析法への実際的な展開を図るために、DNA タグアレイ法と融合した。

多検体の同時解析においても、鎖交換法が高い識別能を保持することが見いだされた。酵

素を利用する従来法に比べ、解析時間が短縮でき、操作も簡略化できた。臨床現場、Point 

of Care (POC)に遺伝子解析を提供する基盤的技術として期待される。 
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§２ 研究構想 

 

（１）当初の研究構想  

 

I. 高機能性核酸分子シャペロンの設計 

II. 低コスト蛍光プローブの開発 

III. 部分単鎖プローブ法への核酸シャペロン高分子の適用 

IV. ハイスループット化と一塩基多型（SNPs）解析への展開 

 

項目Iでは、より高い核酸シャペロン機能を目指し、高分子材料の設計法を構築する。秋

吉によるタンパク質フォールディングを促す人工シャペロンの研究により得られた知見を

活かし、人工シャペロンとしてナノゲルにも着目する。生体分子間の疎水的相互作用、水

素結合、静電的相互作用などがフォールディングに重要な役割を果たしているが、この点

はタンパク質と核酸のフォールディング過程で共通であり、知見の共有が可能である。本

項目では、丸山と秋吉が連携することで機能の高い人工シャペロンを調製する。 

 

項目IIでは、低コストの蛍光プローブ、電気化学プローブを設計する。現在種々の蛍光

色素が遺伝子解析に利用されているが、比較的コストが高く網羅的解析が必要なSNPs解析

に利用する上で問題となっている。山名らは通常２種の蛍光色素が必要なハイブリダイゼ

ーションアッセイを、エキサイマー形成を利用することで一種の蛍光プローブのみで検出

する手法を見いだしている。これを基に、さらにプローブの高感度化を図る。また、核酸

構造を識別しうる構造選択的プローブの設計を中谷が担当する。 

 

項目IIIでは、新規合成された人工核酸シャペロンと部分単鎖プローブ法を融合させるこ

とで、より高い変異検出分解能と検出感度を兼備した解析システムを目指す。さらに、検

出時間を短くすることで、低コスト性やハイスループット(HTS)性を高められる手法を視野

に、その基盤的技術を開拓する。 

 

項目IVでは、実際的な遺伝子タイピング法としての展開を視野に、多サンプルの同時解

析が可能なシステムの構築を目指す。特に、臨床現場等、Point of Care(ＰＯＣ)で活用で

きるシステムを目標に、従来法に比べより短時間かつ簡便に解析可能なシステムを目指す。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

 

I. 人工シャペロンによる核酸ナノマシンの応答強化 

II. 鎖交換法の DNA 結合性リガンド解析法への応用 

III. シャペロンポリマーの核酸デリバリーへの応用 
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I. 核酸は配列依存的かつナノメーターオーダーで構造が明確なハイブリッド形成とそ

の可逆性からナノ構造体や分子マシンのビルディングブロックとして注目されてい

る。多くの核酸ナノマシンは、ハイブリダイゼーションと核酸鎖交換反応をその作

動原理としている。ハイブリッド安定化効果と核酸鎖交換反応促進活性を有するカ

チオン性くし型共重合体により、核酸ナノマシンの応答性の向上を目指す。 

II. DNA 結合性リガンドの DNA への結合は鎖交換過程に影響することが考えられる。さ

らにこれを利用することで、特定の配列に特異的に結合するリガンドのスクリーニ

ングが可能となることが見いだされた。鎖交換反応速度に及ぼす種々の DNA 結合リ

ガンドの影響を検討する。 

III. カチオン性くし型共重合体やカチオン性ナノゲルは DNA や RNA と安定な複合体を形

成することが明らかになった。そこで、siRNA などの核酸医薬療法への応用を目指

した研究を行う。 
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§３ 研究実施体制 

（○：研究代表者または主たる共同研究者） 

 

（１）「丸山」グループ  

①研究参加者 

代表 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 丸山 厚 九州大学 教授 H.16.10～ 

 狩野有宏 九州大学 助教 H.16.12～ 

 山吉 麻子 九州大学 特任助手 H.17.4～H.18.3 

 丸山知子 JST CREST 研究補助員 H.16.12～H.18.3 

 望月慎一 九州大学 M1～D3 H.16.10～H.20.3 

 牧田尚樹 東京工業大学 M1～M2 H.16.10～H.18.3 

 平田和也 東京工業大学 M1～M2 H.16.10～H.18.3 

 藤井尚久 東京工業大学 M1～M2 H.16.10～H.18.3 

 石井大輔 九州大学 M1～M2 H.17.4～H.19.3 

 新谷 彩 九州大学 M1～M2 H.17.4～H.19.3 

 持田純嗣 九州大学 M1～M2 H.17.4～H.19.3 

 高田 薫 九州大学 M1～M2 H.17.4～H.19.3 

 岩田 智喜 九州大学 M1～M2 H.18.4～H.20.3 

 村木 健太郎 九州大学 M1～M2 H.18.4～H.20.3 

 山野 剛 九州大学 M1～M2 H.18.4～H.20.3 

 呉 隆亮 九州大学 M1～M2 H.18.4～H.20.3 

 森山 累 九州大学 D2 H.18.4～ 

 崔 成源 日本学術振興会 外国人特別研究員 H.18.4～H.19.3 

 芥川 礼 九州大学 M1～M2 H.19.4～H.21.3 

 穴井 太郎 九州大学 M1～M2 H.19.4～H.19.8 

 城山 宗一郎 九州大学 M1 H.19.4～H.21.3 

 嶋田 直彦 九州大学 特任助教 H.19.4～ 

 中村 麻子 九州大学 
テクニカルスタッフ 

D1～D２ 

H.19.11～H.20.3 

H.20.4～ 

 畑瀬 美穂子 九州大学 テクニカルスタッフ H.19.5～H.19.7 

 林田 美和 九州大学 テクニカルスタッフ H.19.7～H.20.3 

 中村 いずみ 九州大学 技術補佐員 H.19.12～ 

 石井 智也 九州大学 M1～M2 H.20.4～ 

 濱野 僚太 九州大学 M1～M2 H.20.4～ 

 森山 健司 九州大学 M1～M2 H.20.4～ 
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  山元 美由紀 九州大学 M1～M2 H.20.4～ 

  平野 昌典 九州大学 M1～M2 H.20.4～ 

  杜 杰 日本学術振興会 外国人特別研究員 H.20.4～ 

  真家 賢治 九州大学 非常勤研究員 H.21.4～ 

  梶山 力 九州大学 M1 H.21.4～ 

  徳永 修一 九州大学 M1 H.21.4～ 

 中山 美紀 九州大学 技術補佐員 H.21.4～ 

 

②研究項目 

・核酸シャペロン材料の設計と機能評価 

 

（２）「秋吉」グループ  

①研究参加者 

代表 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 秋吉 一成 東京医科歯科大学 教授 H16.10～ 

 森本 展行 東京医科歯科大学 助教 H16.10～H21.3 

 澤田 晋一 東京医科歯科大学 助教 H16.10～ 

 宮沢 直美 東京医科歯科大学 大学院生 H16.10～18.3 

 長谷川 麗 東京医科歯科大学 大学院生 H16.10～H19.3 

 朝山 和喜子 東京医科歯科大学 技術補佐員 H16.10～H21.3 

 山崎 美緒 東京医科歯科大学 大学院生 H16.10～18.3 

 小澤 弥生 東京医科歯科大学 大学院生 H17.4～H21.3 

 山根 説子 東京医科歯科大学 大学院生 H16.10〜H21.3 

 玉田 純子 東京医科歯科大学 大学院生 H18.4〜H20.3 

 戸井田さやか 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜 

 海老原 梢 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜H21.3 

 下田 麻子 東京医科歯科大学 大学院生 H20.4〜 

 多田 陽子 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜H21.3 

 室田 曜史 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜H21.3 

 高橋 治子 東京医科歯科大学 大学院生 H20.4〜〜 

 山本 由香 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜H21.3 

 杉原 裕展 東京医科歯科大学 大学院生 H19.4〜H21.3 

 神谷 厚輝 東京医科歯科大学 大学院生 H20.4〜 

 関根由莉奈 東京医科歯科大学 大学院生 H21.4〜 

 土戸 優志 東京医科歯科大学 大学院生 H21.4〜 

 中島 彩 東京医科歯科大学 大学院生 H21.4〜 
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 阿部 慶太 東京医科歯科大学 大学院生 H21.4〜 

②研究項目 

・新規ナノゲル核酸シャペロンの開発 

 

（3）「山名」グループ 

①研究参加者 

代表 氏名 所属 役職 参加期間 

○ 山名 一成 兵庫県立大院工 教授 H16.10~ 
 中村 光伸 〃 准教授 H19.1~ 
 高田 忠雄 〃 助教 H20.4~ 
 川上 直子 〃 M2 H16.10~H18.3 
 亀川 展幸 〃 M2 H16.10~H18.3 
 大塚 孝義 〃 M2 H16.10~H18.3 
 岡本 武彦 〃 M2 H16.10~H18.3 
 徳力 文香 〃 M2 H16.10~H18.3 
 熊本  諭 〃 CREST 研究員 H17.4~H18.12 
 真家 賢治 〃 D3 H17.10~H21.3 
 斎藤 統一 〃 M2 H17.4~H19.3 
 植田 将之 〃 M2 H17.4~H19.3 
 下村 行徳 〃 M2 H17.4~H19.3 
 中林 誉人 〃 M2 H17.4~H19.3 
 神足 聖忠 〃 M2 H17.4~H19.3 
 高山  香 〃 M2 H18.4~H20.3 
 渡辺 真理子 〃 M2 H18.4~H20.3 
 松岡 隆誠 〃 M1 H18.4~H18.10 
 村上 陽平 〃 M2 H18.4~H20.3 
 吉本 昌吾 〃 M2 H18.4~H20.3 
 吉住  純 〃 M2 H18.4~H20.3 
 渡辺 小百合 〃 M2 H19.4~H21.3 
 林 英里子 〃 M2 H19.4~H21.3 
 長谷川 裕介 〃 M1 H20.4~ 
 河野 裕太 〃 M1 H20.4~ 
 谷水 陽介 〃 M1 H20.4~ 
 福田  稔 〃 M1 H20.4~ 

 

②研究項目 

・低コスト蛍光色素の開発と HTS 化 
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（4）「中谷」グループ 

①研究参加者 

 

②研究項目 

・核酸高次構造検出リガンドの設計とリアルタイム検出 

 

 

 

 

 

代表 氏名 所属 役職 参加時期 

○ 中谷 和彦 京都大学、大阪大学 助教授、教授 H16.10～ 

 周 大揚 大阪大学 助手、助教 H17.4～H21.3 

 萩原 正規 大阪大学 助手、助教 H17.4～ 

 堂野 主税 大阪大学 助手、助教 H18.4～ 

 武井 史恵 大阪大学 教務職員、助教 H17.4～ 

 Peng Tao 大阪大学 CREST 研究員 H17.4〜H17.11 

 後藤 佑樹 京都大学 大学院生 H16.10〜H17.3 

 林 剛介 京都大学、大阪大学 大学院生 H16.10～H21.3 

 劉 たまみ 大阪大学 大学院生 H18.4〜H20.3 

 宇野 真之介 大阪大学 大学院生 H19.4～H21.3 

 山本 剛史 大阪大学 大学院生 H19.4～H21.3 

 堂浦 智裕 大阪大学 大学院生 H19.4～H21.3 

 梅本 詩織 大阪大学 大学院生 H19.4～ 

 洪 昌峰 大阪大学 大学院生 H19.4～ 

 坂井 俊 大阪大学 大学院生 H20.4～ 

 今村 允美 大阪大学 大学院生 H20.4～ 

 柴田 知範 大阪大学 大学院生 H20.4～ 

 厚見 宙志 大阪大学 大学院生 H21.4〜 

 米田 恵介 大阪大学 大学院生 H21.4〜 

 松永 静香 大阪大学 大学院生 H21.4〜 

 任 仙光 大阪大学 大学院生 H21.4〜 

 中川 浩気 大阪大学 大学院生 H21.4〜 

 水梨 友之 大阪大学 大学院生 H21.4〜 
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丸山研究グループ 

九州大学 先導物質化学研究所  

   東京工業大学 生命理工学研究科 （丸山 厚） 

研究実施項目：核酸シャペロン材料の設計と機能評価 

概要：既に核酸シャペロン機能が見いだされている合成高分子材料のシャペロンメ

カニズムを明らかにするとともに、シャペロン活性の発現に必要となる構

造・性状を抽出する。得られた知見を材料設計にフィードバックし、より高

機能な人工シャペロン材料を構築する。 

秋吉研究グループ 

東京医科歯科大学 生体材料工学研究所 （秋吉一成） 

研究実施項目：新規ナノゲル核酸シャペロンの開発 

概要：我々は、タンパク質のフォールディング制御機能を有する自己組織化ナノ

ゲル（刺激により動的に構造変化しえるナノサイズのゲル）の開発に成功

しており、この動的ナノゲルを利用した新規核酸シャペロンの開発を行う。

さらに、その機能を一塩基変異解析に応用する。 

山名研究グループ 

兵庫県立大学 大学院 工学研究科 （山名一成） 

研究実施項目：低コスト蛍光色素の開発とHTS化 

概要：ハイブリダイゼーションの検出法は、遺伝子診断の感度とコストを決める重

要な過程である。蛍光検出では、これまでに様々な高性能蛍光プローブが開

発されているものの、コストが高い欠点がある。とりわけ、蛍光共鳴エネル

ギー移動法では、ドナーおよびアクセプターとなる２種の蛍光色素が必要と

なるために、色素の価格が分析コストに直接的に影響する。１種の蛍光色素

でハイブリダイゼーション検出が可能な独自の技術をさらに発展させ、コス

トおよび感度的に従来品をしのぐ検出用色素を設計する。また、チップ解析

のためにより高感度が期待されるレドックス検出用レポーター分子の設計も

行う。 

中谷研究グループ 

大阪大学 産業科学研究所 （中谷和彦） 

研究実施項目：核酸高次構造検出リガンドの設計とリアルタイム検出 

概要：核酸構造を高度に認識する分子プローブの開発を行い、核酸特異構造のオン

タイム検出を目指す。とりわけ、核酸シャペロン存在下では、極めて早い高

次構造変化・ハイブリッド形成が予測されるため、結合速度が速く応答速度

の高いプローブを開発する。 
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§４ 研究実施内容及び成果  

 

 (1)研究実施内容及び成果 

４．１ 核酸シャペロン材料の設計と機能評価（九州大学 丸山グループ） 

４.１.１目的 

核酸のハイブリッド形成や高次構造形成を制御する手法は、遺伝子解析を含め核酸の関

わるバイオテクノロジーにおいて有用なツールとなり得る。生体中では、タンパク質などの生

体高分子が正しく折りたたまれるのを助けたり、変性したタンパク質を再生したりするタンパク質とし

て分子シャペロンが機能している。分子シャペロンの中には、核酸の高次構造形成を促すものも見

いだされており核酸シャペロンと呼ばれている。たとえば２重らせん構造も一度解離すると正しく再

形成されるのが困難な場合がある(図 4.1.1)。たとえば、ある程度の長さ以上の核酸鎖内では、相

補的となる配列が存在するようになり、分子内構造を形成しうる（図 4.1.１左上）。また、一つあるい

は数塩基のミスマッチが存在しても、相補的な部位が存在すると、間違った相手ともハイブリッドを

形成する（図 4.1.１右上）。これらの構造は本来の正しい相手とのハイブリッド構造より熱力学的に

不安定であっても、ひとたび塩基対が形成されてしまうと、その解離・再形成に伴うエネルギーバリ

アが高く、正しいハイブリッド

形成が困難となる。核酸シャ

ペロンは、このエネルギーバリ

アを下げ、より安定な２重鎖が

形成されるように促す機能を

持つ。 核酸シャペロン機能

を利用することで、正確なハイ

ブリダイゼーションを促し、より

高度な遺伝子の機能解析や

診断が可能になろう。そこで、

タンパク質に比べ安定で安価な人工材料で核酸シャペロンの機能を再現する手法を確立すると共

に、その機能を取り込んだ遺伝子解析法を構築することを目的とした。さらに、核酸シャペロン材

料の核酸ナノテクノロジー領域へ展開する。 

 

 

Fig. 4.1.1 核酸の正しい高次構造形成を促す核酸シャペロン 
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４．１．２ 核酸シャペロン材料“核酸のハイブリッド形成を介助する合成高分子”と核酸との相互作

用解析 

我々が人工核酸シャペロンと

して設計した第一世代のカチオ

ン 性 く し 型 共 重 合 体 、

PLL-g-Dex、を図 4.1.２に示す。

核酸シャペロンの役割は、前述し

たように核酸塩基対の解離・再形

成を促すことで、準安定なミスハ

イブリッドから熱力学的にもっとも

安定な状態に落とし込むことであ

る。従って、シャペロン活性は二

重鎖核酸とその相補的単鎖間の

核酸鎖交換反応に対する共重

合体の加速効果を指標に評価

することができる。PLL-g-Dex

は、この核酸鎖交換反応を一

万倍以上加速し、同一条件下

では天然の核酸シャペロンを

凌ぐ活性を持つことが見いだ

されている(図 4.1.3)。天然の

核酸シャペロンは、核酸塩基

対を不安定化することで、核

酸シャペロン活性を発現して

いる。一方で、PLL-g-Dex は、

天然シャペロンとは逆に核酸

塩基対を安定化しつつ高い核

酸シャペロン活性を発現する

ことが見いだされた。 

カチオン性くし型共重合体は、二重鎖核酸を安定化しつつ鎖交換反応を促進するという一見矛

盾する効果を発現する。そこで、この共重合体の核酸シャペロン活性発現機序を明らかにすること

を目的に、共重合体と核酸との相互作用を種々検討した。 

核酸との相互作用を臭化エチジウム(EtBr)を用いた色素排除試験により評価した。その結果を

図 4.1.4 に示す。EtBr は DNA と結合することで強い蛍光を発する。これに PLL ホモポリマーを加

えると、蛍光が減少する。つまり、PLL と DNA の相互作用により EtBr の DNA への結合が阻害され

ることがわかる。一方、Dex を側鎖に導入した PLL グラフト共重合体では、蛍光の減少がグラフト鎖

の導入密度に依存して緩和された。とりわけ、デキストラン鎖をリシン 5 残基に対し１本の割合で導

Fig. 4.1.２ 人工核酸シャペロンとしてのカチオン性くし型共

重合体 

(PLL-g-Dex) 

100

0

25

50

75

0 1 2 3 4 5
反応時間 / min

鎖
交

換
率

(%
)

PLL-g-Dex (+)
krel = 2.23 x 104

PLL-g-Dex(-)
 krel = 1

20 mer DNA, ssDNA / dsDNA = 5,  37℃

 
Fig. 4.1.3 核酸鎖交換反応とカチオン性くし型共重合体の鎖交換

促進効果 
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入した共重合体では、EtBr の蛍光が 5 割

以上保持された。PLL ホモポリマーなどの

カチオン性高分子はDNAをランダムコイル

状態から DNA 鎖が高度に凝縮したグロビ

ュール状態に転移させ EtBr の結合を阻害

すると考えられているが、高密度に Dex を

導入したグラフト共重合体は、DNA 鎖の凝

縮を誘起しない事が示唆される。一方で、

高グラフト率の共重合体も、核酸のリン酸

アニオン基に対する共重合体のカチオン

性基の割合(P/D 比)が P/D = 1 で蛍光強

度がプラトーに達していることから、ほぼ化

学両論的な複合体を形成していることが示

唆される。そこで、さらに共重合体が核酸

の溶存状態に与える影響を、一分子蛍光

観察により評価した。その結果を図 4.1.5 に示す。166 k 塩基対であるバクテリオファージ DNA は

溶液中で広がったランダムコイルとして観察される（図 4.1.5a）。これに PLL ホモポリマーを加えると

コイル状態からグロビュール状態へと凝縮し、さらに二次凝集することで明るい大きな輝点として観

 
Fig. 4.1.4 色素排除法による共重合体・核酸間相互

作 用 の 解 析 、 PLL ホ モ ポ リ マ ー （ □ ）、

PLL-g-Dex(3.7)( ◇ ) 、 PLL-g-Dex(7.6)( ○ ) 、

PLL-g-Dex(16.6)(△)、PLL-g-Dex(21.4)(▽)。数字は

Dex グラフト率 

 

Fig. 4.1.5 種々のグラフト率の共重合体が T4 バクテリオファージ DNA の溶存状態に与える影

響 、 DNA の み (a) 、 PLL ホ モ ポ リ マー (P/D = 5)(b) 、 PLL-g-Dex(3.7)(P/D = 5)(c) 、

PLL-g-Dex(16.6)(P/D = 2)(d)、 PLL-g-Dex(16.6)(P/D = 50)(e) 
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察される。一方、低グラ

フト率の共重合体を加え

た場合、小さな輝点とし

て観察されグロビュール

状態への凝縮は誘起さ

れるものの2次凝集が阻

害されていることがわか

る（図 4.1.5c）。これらに

対して高グラフト率の共

重合体を添加した場合

はDNAのランダムコイル

状の形態にほとんど変

化は見られず、高グラフ

ト率の共重合体はコイル

-グロビュール転移を誘

起することなく DNA と相

互作用することが示唆さ

れた。核酸がグロビュール構造へと転移や、さらに 2 次

凝集した場合、核酸の塩基配列に基づく認識が困難

になると推測されるが、高グラフト率の共重合体は、グ

ロビュール転移を防ぎ核酸の溶存性を保持することで、

核酸間の認識を促していることが推測される。 

共重合体と核酸との相互作用が、核酸塩基対等の

分子レベルの構造に与える影響を NMR 等の分光学的

手法により解析した。図 4.1.6 は自己相補的 DNA8 量

体 （ 5’-GGAATTCC-3’ ） の 1H NMR を 共 重 合 体

(PLL-g-Dex(14.4)存否で測定した結果を示す。 

75℃ではいずれも単鎖状態、70℃以下では二重鎖状

態である。共重合体存在下では低温側でピークのブロ

ード化が著しく、複合体が強固に形成されていることを

示す。一方、45℃においてもいくつかのシグナルは分

離されており、これらのシグナルのケミカルシフトから二

重鎖の NMR 融解曲線を得ることが出来る。5 番目のチ

ミン塩基のプロトンシグナルの温度依存性を計測し、二

重鎖の融解曲線を得た結果を図 4.1.7 に示す。DNA の

み（●）の二重鎖融解曲線に比べ共重合体存在下(■)

では、高温側に転移がシフトしており、共重合体が二重

 

Fig. 4.1.7 自己相補的DNA8量体のNMR

融解曲線(a)とその微分曲線(b) 

 

Fig. 4.1.6 PLL-g-Dex 存否下での自己相補的 DNA の 270 MHz 1H NMR 
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鎖核酸を熱的に安定化していることを示す。一方、転移前後のケミカルシフト値は、DNA のみの時

と一致しており、共重合体が核酸塩基対構造を大きく変えていないことを示唆する。さらに微分曲

線も、DNA のみの場合と共重合体存在下では、ピークの形が一致しており、共重合体は 2 重鎖を

安定化するが塩基レベルで転移の過程を顕著に変えていないことがわかる。一方、A:T 塩基対と

C:G 塩基対の相対的安定性に影響を与えるベタイン存在下で同様の測定をした結果、ベタインは

融解温度自体を大きく変化させないものの、転移前のケミカルシフト値が異なっており、塩基対構

造に影響を与えていることが示唆された。さらに、ベタイン存在下の微分曲線は DNA のみの時に

比べ顕著に変化しており、転移メカニズムに影響を与えていることが示唆される。すでに、円二色

性スペクトル測定からも、ポリカチオンホモポリマーに比較して共重合体が塩基対の構造を変化さ

せないことを明らかにしているが、より微視的な見地から、NMR 測定からも共重合体と核酸の相互

作用が塩基構造をほとんど変化させないことが確認された。 

 前述したように共重合体は二重鎖を安定化しつつ鎖交換反応を加速する。その機構の一つとし

て、共重合体は二重鎖間の静電的反発を抑え全体的には二重鎖構造を安定化するものの、局所

的に塩基対構造を乱すことで鎖交換反応を加速することが推測された。しかしながら、以上の結果

は共重合体が局所的にも塩基対を乱すことを否定しており、他の機構により鎖交換反応を加速し

ていることを支持する。共重合体は二重鎖のみならず鎖交換反応の律速段階で形成される三本の

核酸鎖からなる遷移複合体形成を促すことで反応速度を高めていると考えられる。 

 

４．１．３ 核酸シャペロン材料による核酸ハイブリッドの安定化と形成促進 

核酸に対して分子シャペロンとして機能する共重合体は、相補的単鎖核酸間のハイブリッド形成

も加速することが推測された。そこで、ハイブリッド形成速度に与える共重合体の効果を検討した。

ハイブリッド形成を速度論的に追跡するために、蛍光共鳴エネルギー移動法を利用した。図 4.1.8

に示すように相補的な DNA 鎖の一

方を蛍光基で、もう一方を消光基

でラベルする。単鎖の時には蛍光

基からの蛍光が観察されるが、両

者がハイブリッドを形成し、蛍光基

と消光基が近接すると、蛍光エネ

ルギーが消光基に移動し、蛍光が

消光する。蛍光ラベルした DNA 鎖

と消光基ラベルした DNA を混合す

ると蛍光強度が徐々に低下し、ハ

イブリッドが形成することがわかる。

同様の実験を共重合体存在下で

行うと、蛍光強度は速やかに減少

し、共重合体がハイブリッド形成を

顕著に促進することがわかった。  

 

Fig. 4.1.8 蛍光共鳴エネルギー移動（FRET)法を利用した２

重らせん形成の速度解析 

(左）蛍光基と消光基のそれぞれで修飾した一組の相補的な DNA

鎖がハイブリッド（２重らせん）形成すると蛍光が消光される。

（右）共重合体 PLL-g-Dex 存否での蛍光強度変化。共重合体存

在下で蛍光の現象が速く、ハイブリッド形成が加速されている

ことがわかる。非相補的な DNA（スクランブル）では蛍光強度

の低下は観察されず、蛍光強度の低下が２重らせん形成依存的

であることを支持する。 
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種々の条件下、ハイブリッド形成速度を測定した結果を表１に示す。NaCl 濃度を 150mM から

1000mM に上げると、ハイブリッド形成速度は 8 倍増大した。Mg2+イオンなどの二価イオンはハイブ

リッドの安定化に効果的と言われている。実際、20mM Mg2+は二重鎖の融解温度を約 10℃高める。

一方で、ハイブリッド形成速度は 6 倍しか高めなかった。これらに対して、カチオン量でサブマイク

ロ濃度と極めて微量の共重合体は、形成速度を 200 倍高めることが見いだされた。共重合体が融

解温度に与える影響は、1000 mM NaCl と同等であり、それぞれの二重鎖に対する安定化効果が

等しいことを示す。一方でそれぞれの二重鎖形成速度に対する効果は、著しく異なっている。NaCl

（1000 mM）に比べ共重合体は主に二重鎖形成速度を高めることで安定化している事がわかる。 

低濃度でハイブリッド形成を促進する共重合体は、DNA チップなどの種々の核酸技術に応用可

能と考えられる。 

 三重鎖核酸は、ワトソン-クリック型二重鎖核酸の主溝にさらにもう一つの核酸鎖がフーグスティン

型あるいは逆フーグスティン型水素結合で結合し形成される。形成できる配列に制約はあるものの

三重鎖核酸は二重鎖核酸を解離させることなく認識できる点で、遺伝子解析や新たな遺伝子医薬

として期待されている。しかしながら、三重鎖核酸は一般的に不安定であり、三重鎖核酸の安定化

手法が求められている。既に、我々はカチオン性くし型共重合体が三重鎖核酸の形成速度を 50

倍高め、その安定性を 100 倍向上できることを明らかにしている。三重鎖核酸の安定化戦略には、

非天然型の核酸の分子設計も広く行われている。たとえば、リン酸ジエステル骨格をリン酸アミド骨

格の N3’→P5’ホスホルアミデート(phosphoramidate、PN)とする修飾やリボース環のコンフォメーション

を固定する 2’-O,4’-C-メ

チ レ ン  ブ リ ッ ジ ド

（2’-O,4’-C-Methylene-B

ridged）核酸（2’,4’ BNA）

などが、顕著に三重鎖核

酸を安定化することが知ら

れている(図 4.1.9)。  

Fig. 4.1.9 天然型 DNA と非天然型核酸（PN 修飾体、2’,4’ブリッジド

核酸）の構造式 

表 4.1.1 種々の塩とくし型共重合体の二重らせん形成速度に与える影響 
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一方、これらの非天然型核酸

は主に三重鎖の解離速度を低

減することで安定化作用を示し、

逆に形成速度が遅いことが課

題として残っていた。そこで、く

し型強重合体との併用による

協同的な安定化を検討した。

図 4.1.10 には表面プラスモン

共鳴センサー上に二重鎖 DNA

を固定し、これに三重鎖形成

性オリゴヌクレオチド（TFO）とし

て天然型核酸および BNA を添加し、経時的に三重鎖形成を追跡した結果を示す。天然型の TFO

（図 4.1.10 中 DNA without copolymer）では、ゆっくりとシグナルが増大し、三重鎖形成が徐々に進

む。一方センサーを洗浄（wash）後は、シグナルが減少し三重鎖の解離が進行していることがわか

る。TFO として BNA を用いた場合（図 4.1.10 中、BNA without copolymer） 、三重鎖形成過程は

天然型の DNA と同等であり形成速度が概ね変わらないことを示す。一方で、洗浄後のシグナル変

化が僅かであり解離がきわめて遅いことを示す。BNA は三重

鎖の解離速度を下げることで安定化している事が確認される。

これらに対し、三重鎖形成を共重合体存在下で行うと天然

型 DNA および BNA ともにシグナルが速やかに増大し、共重

合体により三重鎖形成が顕著に促進されることがわかる。とり

わけ、BNA による三重鎖形成を共重合体存在下で行うと、速

やかに形成されかつ解離の遅い三重鎖が形成されることが

示された。速度論的解析を行った結果、BNA では天然型に

比べ、形成速度が0.8倍、解離速度が1/50倍になっており、

三重鎖の安定性（結合平衡定数）を 40 倍向上する。これに

対し、共重合体は形成速度を 50 倍、解離速度を 2/3 倍にす

る事で、天然型 DNA および BNA ともにシグナルによる三重

鎖形成を 70 倍安定化する。結果的に共重合体存在下 BNA

による三重鎖は 2000 倍安定化されることがわかった。BNA

修飾と共重合体は、お互いに干渉作用を示すことなく協同

的に三重鎖の安定性を高める。このような協同効果は、PN

体についても観察されている。速度論的に安定化機構が異

なる方法論を組み合わせることで、三重鎖核酸等の核酸集

合体の高度な安定化が実現できる事を示唆している。 

 

DNA without PLL-g-Dex

BNA without PLL-g-Dex

DNA with PLL-g-Dex

BNA with PLL-g-Dex

 

 

Fig. 4.1.10 三重鎖核酸形成に及ぼす非天然型核酸（BNA）と共重

合体の共同効果 

 

Fig. 4.1.11 DNA 鎖交換反応に推

測される反応経路 
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４．１．４ 新規核酸シャペロン材料の合理設計 

二重鎖核酸と相補的核酸鎖間の

鎖交換反応は図 4.1.11 に示すよう

な過程で進行すると考えられる。二

重鎖核酸 a:b は局所的には塩基対

が 解 離 ・ 再 形 成 を 繰 り 返 し

（breathing）揺らいでいる。局所的な

解離が大きくなった時に、交換鎖 a’

が部分的に b 鎖と塩基対形成（核形

成）する。その後、a 鎖と a’鎖との分

岐部分が移動し、a 鎖が脱離し鎖交

換が完了する。PLL-g-Dex は、二重

鎖を安定化しつつ鎖交換反応を加速するが、

二重鎖の安定化は breathing の頻度も低下

させることになり、鎖交換反応の促進とは拮

抗すると考えられる。そこで、2 重鎖核酸安

定化能を低減する高分子材料の設計を行

い、さらなる核酸シャペロン活性の向上を目

指した。二重鎖に対する安定化効果を低減

するためには、二重鎖に比べより単鎖に結

合性を高める工夫が必要となる。そのため

に、より水素結合性の高い残基を有する高

分子材料の設計を行った。PLL-g-Dex の誘

導体として１級アミノ基をグアニジノ基に変

換した GPLL-g-Dex(図 4.1.12)を新規合成

した。先ずこの共重合体の二重鎖安定化能

を二重鎖融解温度に与える影響から調べた。

その結果を図 4.1.13 に示す。20 塩基対の

二重鎖核酸、NF1/NT1 および NF2/NT2 の

融解温度 Tm はそれぞれ 63℃と 72℃であっ

た。これらにグアニジノ化率の異なる共重合

体を加えると、いずれも融解温度は上昇し

た。しかし、その上昇の程度はグアニジノ化

率の増大に伴い小さくなった。たとえば、グ

ア ニ ジ ノ 化 し て い な い PLL-g-Dex は

NF2/NT2 二重鎖の融解温度を 15℃高める

の に 対 し 、 100% グ ア ニ ジ ノ 化 し た
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Fig. 4.1.13 二重鎖融解温度に及ぼすグアニジノ化

PLL-g-Dex の影響 

二種の二重鎖核酸（NF1/TT1 と NF2/NT2）の融解温度

をグアニジノ化率の異なる PLL-g-Dex の存在下(チャ

ージ比+/-=5)で測定。 
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Fig. 4.1.14 鎖交換促進活性に及ぼすグアニジノ化

の効果 

グアニジノ化率（%Gu）の増大に伴い鎖交換速度が向

上している。 

 

Fig. 4.1.12 カチオン性くし型共重合体のグアニジノ誘導体

GPLL-g-Dex 
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PLL-g-Dex では 7℃しか上昇しなかった。グアニジル化に伴い二重鎖安定化効果が半減したこと

を示す。同様の結果がNF1/NT1二重鎖でも観察された。共重合体の二重鎖核酸および単鎖核酸

への結合親和性を蛍光相関スペクトル法により検討した結果、グアニジノ基の導入により、共重合

体の２重鎖と単鎖 DNA に対する結合選択性が変化し、より単鎖親和性が高まることが見いだされ

た。すなわち当初の設計概念が成り立っていることが確認された。そこで、核酸シャペロン活性を

核酸鎖交換反応に対する加速効果を指標に検討した。その結果を図 4.1.14 に示す。PLL-g-Dex

（%Gu = 0）に対してグアニジノ化率(%Gu)の増大にともない、鎖交換速度が向上している。完全にグ

アニジノ化した共重合体では 10 倍以上活性が高まっていることがわかった。 

 

４．１．５ 部分 2 重鎖法による一塩基変異解析：核酸ハイブリッド形成過程に着目した核酸解析用

プローブの設計と遺伝子解析法への展開 

核酸は高い塩基配列特異性でハイブリッドを形成するものの、20 塩基以上の長さとなると、一塩

基の変異があっても形成されるハイブリッドの安定性に与える影響が僅かとなり、ミスハイブリッドを

形成する。我々は、ハイブリッド形成の配列依存性をより厳密にするために、核酸ハイブリッドの形

成過程に着目し、図 4.1.15 に示すように一部分に単鎖を残し他の部分を相補鎖で 2 重鎖とした部

分 2 重鎖核酸プローブを設計した。これに標的となる相補鎖を加えると、単鎖部位を足がかりとして

部分 2 重鎖核酸と標的核酸とが核形成する。つまり、核形成サイトが限定される。安定な核が形成

されれば、2 重鎖部位と標的核酸との鎖交換反応へと反応が進み、プローブ長鎖と標的核酸との

ハイブリッドが形成される。一方、標的単鎖に核形成を阻害するような因子、たとえば変異が存在

すると、核形成が困難で鎖交換反応過程に進めず標的単鎖とのハイブリッド形成が抑制されると

推測した。実際に、単鎖部位にミスマッチ塩基対がある標的とミスマッチが無い標的で、部分 2 重

鎖核酸を反応させた結果を図 4.1.16 に示す。フルマッチ鎖とは鎖交換反応が円滑に進み、標的

単鎖とのハイブリッド形成が経時的に進行する。一方、核形成部位に一塩基でも変異が存在する

と、鎖交換速度が顕著に低下した。種々の変異に対する識別能を評価した結果を表 4.1.2 に示す。

速度的に数十倍以上の差があり、標的単鎖中の
表 4.1.2 部分 2重鎖プローブの変異認識能（マ

ッチ配列とミスマッチ配列との鎖交換速度比） 

F
Q

X
+ Y

プローブ 検体配列

>152.4>15A
169.3>44G
>80>80>80C
>17>176.3T

TCGA

>152.4>15A
169.3>44G
>80>80>80C
>17>176.3T

TCGAX
Y

表 部分 鎖 変異識

a) マッチ配列とのミスマッチ配列との反応速度比

 

Fig. 4.1.15 部分２重鎖(PDS)プローブによる変異 

識別 
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変異の有無を数分で識別できることがわかった。種々の変異に対する識別能を解析した結果を表

4.1.2 に示すが、ほぼすべての変異に対して５倍以上の速度比で識別可能であることがわかった。

一方で、A-T→A-G 変異に関しては、フルマッチ体と変異体との速度比が２倍程度であり、

改善が要求された。これに関しても、ワイルドタイプ型のプローブとミュータントタイプ

型のプローブを同時に競合的に反応させることで、識別能を向上できることが見いだされ

ている。本方法は、原理的に通常のハイブリダイゼーションに比べハイブリッド形成速度が遅くなる

が、前述のカチオン性共重合体を利用することで、反応を著しく高められることがわかっている。 

 

４．１．６ 鎖交換法のハイスループット化と SNP タイピング法への展開 

遺伝子解析法では高いパラレルアッセイ能、つまり多サンプル、多検体を同時に解析するハイス

ループット性が求められる。そこで、部分 2 重鎖核酸プローブ法のハイスループット化を検討した。

スループット性を高める上では、DNA チップ技術を利用することが考えられる。この際、プローブ核

酸を直接チップ基板上に固定化する手法が考えられるが、基板表面でのハイブリダイゼーション反

応は様々な因子により影響され推測困難なこと、また、二重鎖プローブを固定するチップの作成は

困難が予測された。そこで、オリゴヌクレオチドタグアレイを利用した多検体同時アッセイ法との融

合を検討した。東大・徳永らにより開発されたDigiTag2法のプロトコールおよびオリゴヌクレオチドタ

グを基に、部分二重鎖核酸法に合わせて改変した。概略は図 4.1.17 に示すが、先ず、ゲノム DNA

より SNPs サイトの周辺をマルチプレックス PCR、アシンメトリック PCR により増幅する。その際に、オ

リゴヌクレオチドタグを付したプライマーを利用することで、PCR 産物をタグ標識する。これに、異な

る蛍光色素でラベルした正常型と変異型のプローブを反応させ、個々の SNP サイトのアリルタイプ

を識別・蛍光ラベルする。オリゴヌクレオチドタグに相補的な配列を固定化した DNA アレイに、反応

混合物をタグ配列によりハイブリッド形成させ、SNP サイト毎にアドレッシングし、個々の SNP タイプ

を読み出す。 
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Fig. 4.1.16 部分２重鎖プローブ法による一塩基変異識別 



 - 20 -

図 4.1.18 は、8 個体分、15 カ所の SNP サイトについて単鎖プローブ（上段）および部分二重鎖プロ

ーブを用いてタイピングした結果の一部を示す。単鎖プローブでは、いずれのスポットも黄色がか

っている。一方で、部分二重鎖プローブとした場合、スポットが赤、緑あるいは黄色に別れており、

二種のホモ接合とヘテロ接合にタイピングされていることが示唆される。実際に一つの SNP につい

て各アリルの蛍光強度の散布

図を作成すると、単鎖プロー

ブではクラスター分離しない

のに対し、部分二重鎖プロ―

ブを利用することで明確にク

ラスター化されることがわか

る。 

部分二重鎖でタイピングさ

れた結果を DigiTag２法で得

られたものと比較した結果を

図 4.1.19 に示す。双方の結

果は、よく一致しており、部分

二重鎖核酸プローブ法が、多

数の SNPs サイトを同時解析
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A TC

1.マルチプレックス&アシンメトリック PCR (増幅&タグ付加)
Tag for SNP1 Tag for SNP2 Tag for SNP3

A TC
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for SNP2 for SNP3

2.部分二重鎖核酸プローブとの反応 (アリル識別&蛍光ラベル)

A
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A
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3. タグアレイへのハイブリダイゼーション
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Fig. 4.1.17 タグ DNA アレイを利用した鎖交換法のハイスループット化 
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Fig. 4.1.18 部分 2重鎖プローブと単鎖プローブを用いた SNPsタイ

ピング結果 

15SNPs を解析したチップ蛍光像の例と、ある SNP に対する 8 検体の

検出結果。 
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する条件においても、高い識別能を保持することが示された。 

さらなるスループット向上への適応を把握するために、36 タグアレイを利用し 34SNPs、１６検体の

同時解析を行った。その結果を図 4.1.20 に示す。PCR 条件等も改善した上での結果である。

SNP11 および SNP96 は明確な三つのクラスターに分離されている。一方、SNP47 および SNP91 は

一つのクラスターとして解析された。いずれも、JSNPS で公開されているアレル頻度と一致していた。

注目すべきことに、いずれの SNP サイトにおいても、それぞれのアレルの解析結果で高い直線性

が認められていることである。つまり、部分二重鎖を用いた鎖交換法が、高い定量性を有することを

示唆しており、SNP タイピング以外にも高い定量性が求められる遺伝子解析への展開が期待され

る。 

部分二重鎖核酸プローブ法では、識別過程で酵素を利用しないことから、操作過程数、必要試

薬数そして必要時間を少なくできる（図 4.1.21）。たとえば、DigiTag２法では概ね５工程で 13 試薬

が必要である。また、最初のマルチプレックス PCR を除いても五時間程度の時間が必要とされる。

一方、部分二重鎖プローブを用いた鎖交換法では、４工程、必要試薬も 8 種類程度に低減できる。

さらに、特徴的なのは、初期 PCR 増幅過程を除いて、実質的な識別過程は一時間程度で完了す

ることである。ベッドサイド等の Point of Care での解析法への展開を検討している。 

 

Fig. 4.1.19 部分二重鎖核酸プローブ法（上段）と DigiTag2 法(下段）との SNPs タイピング結果の

比較 
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Fig. 4.1.2１ 部分二重鎖を用いた鎖交換法と DigiTag2 法のプロトコール 

鎖交換法では、操作過程数、操作時間が短縮可能。 

 
Fig. 4.1.20 36 スポット DNA タグアレイに拡張した部分二重鎖法によるタイピング結果 
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４．１．７ 識別能の向上を目指した末端ミスマッチ二重鎖プローブの設計 

部分二重鎖(PDS)プローブを用いた鎖交換法は種々の一塩基変異に対して高い識別能を持ち、

またハイスループットアッセイにも応用可能であることがわかった。一方で、通常の核酸に加え種々

の修飾を受けた塩基やRNA配列の直接的解析等、核酸解析技術の向上がさらに求められよう。そ

のためにはプローブの核酸配列識別能をより高める必要がある。そこで、より高い識別能を発現し

うるプローブとして末端ミスマッチ二重鎖プローブ(TMD)を設計した。このプローブは PDS プローブ

とは異なり、単鎖部分を持たない二重鎖プローブであるが、プローブの片末端近傍にミスマッチ塩

基対を導入している（図4.1.22）。PDSプローブでは、SNP部位に加え数残基の単鎖部位が標的核

酸と核形成する事で鎖交換が進行する。しかし、SNP 部位以外で安定な核形成が生起すると、標

的核酸がミスマッチ対でもある程度反応が進行してしまう欠点がある。TMD プローブでは、核形成

段階での識別能をより高めるために、SNP 部位以外はすべて二重鎖にする事で識別能の向上を

狙った（図 4.1.22 右）。しかしながら、単鎖部位を削除することで鎖交換反応が全体的に遅くなるこ

とも推測される。TMD プローブと完全相補的な標的核酸との鎖交換反応を行った結果を図 4.1.23

に示す。共重合体非存在下では、プローブと標的鎖との反応がほとんど進まず、PDS プローブと比

較して反応性が低い事がわかる。一方で、PLL-g-Dex 存在下では、円滑に反応が進行した。 

Fig. 4.1.22 部分二重鎖(PDS)プローブと末端ミスマッチ二重鎖(TMD)プローブによるミスマッチ認

識の模式図 
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次に一塩基変異に対する識別能を部分二重鎖核酸と比較した結果を図 4.1.24 に示す。PDS プ

ローブは PLL-g-Dex 不在下でも完全相補鎖(Y=T)とは鎖交換反応が進行する。また、T→C 変異

(Y=C)や T→A 変異(Y=A)では反応が進行せず、高い選択性で変異が検出されるのに対して、T→

G 変異（Y=G）では反応が進み選択性が低い。これに対して TMD プローブではすべての変異体で

反応速度が完全相補体に比べ顕著に遅く、高い選択性で変異を検出できることがわかった。T→

G 変異は、DNA ポリメラーゼによっても高い頻度で起こりうる。TMD プローブは、ミスハイブリダイゼ

ーションの起こりやすい RNA に対する解析や種々の修飾塩基の解析への展開も期待される。 

 

 

Fig. 4.1.23 カチオン性共重合体による TMD プローブの反応性向上 

 

Fig. 4.1.24 部分二重鎖(PDS)プローブと末端ミスマッチ二重鎖プローブの一塩基変異識別能 
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４．１．８ 核酸シャペロン材料の核酸ナノテクノロジーへの応用 

 核酸ハイブリッドを安定化したり、その形成や核酸鎖交換反応を促進するカチオン性くし型共重

合体は、種々の核酸のハイブリッド形成を基盤とする様々なナノテクノロジーにも貢献する材料と考

えられる。 

 核酸の配列特異的な相互作用とその可逆性、さらに構成されるハイブリッドの構造の明確さから、

核酸をナノテクノロジー素材として活用する例が増えている。その中でも、核酸の構造転移を巧妙

に利用する核酸ナノマシンが注目されている。核酸ナノマシンの動作原理には、核酸のハイブリダ

イゼーションや鎖交換反応が主に利用されている。ナノマシンには強度や出力の増大が求められ

る。また、動作の迅速性も要求される。前者を解決するにはハイブリッドの安定化が必要であるが、

ハイブリッドを安定化すると鎖交換反応が遅くなり、迅速性が失われるというジレンマが生じ、核酸

ナノマシンの問題点として指摘されてきた。また、核酸のハイブリッドの安定性が温度や塩濃度など

の環境変化に大きく依存し、環境の変化で応答性が変わってしまうことも解決すべき課題であった。

そこで、核酸ハイブリッドを安定化しつつかつ鎖交換反応やハイブリッド形成を加速するくし型共重

合体でこれらの課題の解決に当たった。 

 四重鎖・二重鎖間の構造転移を利用した伸縮型の核酸ナノマシンをモデルに、共重合体が核酸

ナノマシンの応答に与える影響を調べた。図 4.1.25 に示すように、二種の燃料となる核酸鎖（Fuel 

1 と Fuel 2）により収縮状態の四重鎖構造と伸張状態の二重鎖構造を繰り返し転移する。図 4.1.25

 

 

Fig. 4.1.25 共重合体による核酸ナノマシンのブースティング  
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下にはナノマシンの動作を、蛍光共鳴エネルギー移動法を利用して追跡した結果をしめす。DNA

のみ（左パネル）に比べ PLL-g-Dex を存在させること（右パネル）で燃料鎖の添加に伴うナノマシン

の応答性が顕著に向上できた。さらに、10 回繰り返し後の応答性も高く保たれており、共重合体は

ナノマシンの応答性と堅強性を高める上で有用であることが示された。また、共重合体は、塩濃度

変化によるマシン応答の変動も抑制した。同等な結果は他の DNA ナノマシンでも得られ、共重合

体が核酸ナノマシンに共通な分子ブースターとして機能することが示唆された。 

 

４．１．９ 核酸シャペロン材料による siRNA 血中安定化と血中滞留性の向上 

RNA 干渉効果の医療への応用が期待されているが、その実現には生体中で siRNA を腎排泄や

分解酵素から保護し、標的細胞に送達するデリバリーシステムが必要となる。核酸とくし型共重合

体の相互作用を検討した過程で、親水性側鎖を 90 重量％と高密度にポリリシン主鎖に導入しても

核酸と共重合体との相互作用が保たれることが見いだされた。このような共重合体は、血清など高

濃度のタンパク質等が存在する条件でも核酸と安定な複合体を形成することが期待される。つまり、

血清中で siRNA を酵素分解や腎排泄から保護し、血中内での siRNA の滞留性を向上させると期

待される。 

先ず 21 mers の siRNA とくし型強重合体の結合性を蛍光偏光解消法により検討した。共重合体

としてポリエチレングリコール（PEG）の導入率の異なる PLL-g-PEG 共重合体を比較検討した。そ

の結果、興味深いことに、siRNA と共重合体の結合性は、PEG 含量が 70 重量％のものより 90 重

量％の共重合体で高くなっていた。同様な挙動は、PLL 分子量の異なるシリーズでも観測された。

おそらく高密度の側鎖の存在によりポリリシン近傍のミクロ環境が変わり、複合体形成に有利に働

いたものと推測される。 

実際に共重合体と siRNA を

混合しマウス尾静脈より投与し、

経時的に血液を採取し、残存す

る siRNA を検出した結果を図

4.1.26 に示す。siRNA 単独では、

投与後5分で血中からsiRNAが

ほとんど消失した。また、遺伝子

導入試薬として利用されている

直鎖状のポリエチレンイミンと

siRNA を混合投与しても、血中

滞留性はほとんど向上しなかっ

た。一方で、くし型共重合体との

混合物を投与した場合、顕著な

血中滞留性の向上が見られた。

とりわけ PLL 分子量が高くかつ

PEG 含量の高い共重合体ほど
  

Fig. 4.1.26 PLL-g-PEG 共重合体による siRNA の血中安定化 
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siRNA の血中滞留時間を延長する上で効果的であった。共重合体の血中安定化機構を検討する

ために、先ずマウスに共重合体のみを投与し、20 分後に siRNA を投与した。その結果、時間差投

与しても滞留時間延長効果が認められた。おそらく共重合体自体がある程度の血中滞留性を持ち、

時間差投与されたsiRNAと血中で複合体を形成し、siRNAの滞留時間を延長したものと考えられる。

siRNA は、標的細胞の細胞質内に送達する必要が有る。機能的な siRNA キャリアとするためには、

さらに標的組織・細胞特異性と細胞内移行性を組み込むことが不可欠である。現在、このようなキ

ャリア構造をベースに細胞内移行性を高める工夫を行っている。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

本課題では、構造が単純で調製が容易かつ安定な高分子材料により、核酸のハイブリッド形成

を顕著に促進するなど、核酸シャペロンとして高い機能を再現できることを明らかにした。また、一

連の高分子材料により、核酸の高次構造を種々制御できることを見いだした。核酸のハイブリッド

形成は、生命科学分野で日常的に利用される実験手法に含まれる。従って、ハイブリッド形成を促

進し、ハイブリッドを安定化する材料は、様々な応用展開が期待される。 

実際に核酸シャペロン材料を利用した核酸鎖交換法が、簡便ながら信頼性の高い遺伝子解析

法となることを見いだした。一塩基多型のタイピングを具体例として検討したが、本手法は様々な遺

伝子解析に適用可能と考えられる。特に、昨今注目を集めている RNA に対する解析、組織切片や

細胞内での in situ での解析等への応用が考えられる。 

基礎的観点からは、本研究で見いだされたグロビュール転移を抑えた高分子電解質複合体は、

新たな高分子複合体として位置づけられる。通常、高分子電解質複合体に比べ高分子電解質が

セグメント単位では弱く相互作用しダイナミックでソフトな複合体を形成していると考えられる。この

ような相互作用が核酸間の認識を妨げず、かつ核酸間の静電的反発を遮蔽することでハイブリッド

形成等を促進していると推測される。一方で、観察されたハイブリッド形成促進効果、鎖交換促進

効果は極めて大きく、静電遮蔽以外の作用も存在することが考えられる。今後、促進機構の解明

が、核酸および高分子電解質の新たな理解にも繋がると期待される。 

生体高分子が機能するためには、高次構造の制御とその安定化が重要であることは言うまでも

ない。核酸シャペロン機能に注目して得られた本課題の知見は、タンパク質等の他の生体高分子

の構造制御、安定化にも資することが可能である。事実、機能性ペプチドの構造制御と機能化に

最近成功している。様々なバイオ技術の質的向上や新たなバイオテクノロジーの創出にも繋がる

極めて重要な基盤的材料として分子シャペロン材料は位置づけられる。 
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4．2 新規ナノゲル核酸シャペロンの開発(東京医科歯科大学 秋吉グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 4．2. 1 ナノゲル核酸シャペロンの設計と機能評価 

 疎水化多糖により調製される自己組織化ナノゲルが、タンパク質の構造形成を補助する

人工分子シャペロンとして有効であることを示してきた。また、この機能を有したタンパ

ク質や、タンパク質を介した量子ドットが細胞内キャリアとして有効であることを報告し

ている。我々はこのナノゲルの新規人工核酸シャペロンとしての機能評価を行った。この

目的のため、DNA と相互作用し得るカチオン性基を置換したナノゲルを調製した。コレス

テロール置換プルラン（CHP）ナノゲルを、種々のカチオン性基により置換し、短鎖 DNA

との相互作用解析と鎖交換反応による

核酸シャペロン機能の評価を行った。 

その結果、カチオン化ナノゲルは短鎖

DNA と強く相互作用し、2 重鎖 DNA の

融解温度（Tm）を増加させ安定化するこ

とがわかった(図 4.2.1)。短鎖 DNA の

相補鎖交換反応を加速し、人工核酸シャ

ペロンとしての有用性を見出した。なか

でも多価カチオンであるジプロピレン

トリアミン(dpt)により置換した CHPdpt

ナノゲルは、C/P 比 (カチオン性基の量

/DNA 中のリン酸基量)が 3 のとき、5-10 分で 60%以上の交換効率を示した(図 4.2.2)。これ

まで報告している丸山らの開発したデキストラン置換ポリリジン核酸シャペロンに匹敵す

る高い活性を有することが明らかになった。 

 

 

                 Fig. 4.2.2 Cationic nanogel and chaperon-like activity 

 

 

Fig. 4.2.1  UV-Tm values of dsDNA in the presence 
or absence of cationic nanogels.  
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4．2. 2. 機能性サイクロアミロースを基盤とする新規核酸シャペロンの設計と機能評価 

大環状多糖であるサイクロアミロース（CA）は直鎖アミロースから糖転移酵素の環状化

反応により生成されるα-1,4-グルコースである。

水溶性が直鎖アミロースよりも高く、生分解性

である。水溶液中では、プラスミド DNA と対比

しえる環状２重らせんや環状１重らせん構造が

推定されており、また、らせん構造の環状内部

への物質包接能を示す興味深い多糖である（図

4.2.3）。本研究では、この CA を基盤とした新規

人工核酸シャペロンの開発と機能評価を行った。 

CA（Mn=1.9×104 g/mol、Mw/Mn=1.08、

DP=-100）に対して、カチオン性基である

スペルミンを修飾した機能化 CA（catCA、

スペルミン修飾率 25/100 単糖）を合成し

た。これを10 mMリン酸緩衝液（150 mM NaCl, 

0.5 mM EDTA, pH7.2）中に溶解させた。20 

bp DNA と同溶液中で混合し、室温で 30 分

静置することで複合化させた。このとき、

catCAのカチオン性基数とDNAのリン酸基

数の比を C/P 比とした。C/P=0-10 にて調

製した複合化溶液を用いてゲル電気泳動を行ったところ、C/P の増加によりフリーの DNA の

バンドが消失したことから、catCA との複合化が確認できた。 

次に核酸の 2重鎖形成の安定性に及ぼす catCA の効果を、2重鎖 DNA の融解温度（Tm）測

定により検討した。20 bp DNA 単独の Tm は 61.9oC であったのに対し、catCA 存在下では約

10 oC 上昇し、DNA の 2 重鎖形成を効果的に安定化させることが分かった。 

次に、人工核酸シャペロンとしての機能

を、2重鎖 DNA とその相補的配列を有する

単鎖間の鎖交換反応に対する catCA の加

速効果を指標にして評価した(図 4.2.4)。

反応の追跡には蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）法を利用した。相補的な 2 重鎖

DNA の一方を FITC で、他方を TAMRA で蛍

光標識した 20 塩基 DNA をアニーリングさ

せ、FRET 状態を確認した後、catCA を

C/P=10 になるように複合化させた。そこ

に前述の2重鎖DNAに対する相補的単鎖を

添加した（図 4.2.5）。添加後の蛍光強度

 

Fig. 4.2.3 Conformation of cycloamylose 

 

 Fig.4.2.4 Strand exchange reaction of DNA 

Fig. 4.2.5 Time course of strand exchange reaction 

in the prescence of catCA 



 - 30 -

変化については FITC の蛍光強度をモニタリングした。その結果、単鎖添加直後より FITC

の蛍光強度が増加し、FRET の解消すなわち鎖交換の進行が確認できた。またこの反応は約

15 分で平衡に達した。スペルミン溶液存在下ではほとんど反応が進行せず、catCA 存在下

で鎖交換反応を約 300 倍速くすることが見出された（図 4.2.5）。 

 

4．2. 3. ナノゲル核酸シャペロンの siRNA デリバリー応用 

 遺伝子治療は従来の薬物治療では対処できなかった難治性疾患に対して適応可能である

として臨床応用が期待されている。さらに近年では、RNA 干渉（RNAi）という標的遺伝子の

発現抑制メカニズムの発見により、分子生物学研究に限らず、疾患治療への応用が急速に

進められている。その際細胞内へ核酸を安全かつ効率良くデリバリーし、機能発現を制御

し得るキャリアの開発が重要とな

ってきた。本研究では、核酸シャ

ペロン機能を有する機能化 CA に

より、新規核酸キャリアの開発を

目的とした。ここでは機能化 CA の

siRNA キャリアとしての機能評価

を行った。 

機能化 CA としてカチオン性基

としてスペルミンを修飾した

catCA、また catCA に疎水性基とし

てコレステリル基を導入したコレステリ

ル基置換 catCA（CH-catCA、コレステリ

ル基置換率 3.1/100 単糖）を用いた。な

お、コレステリル基を導入することで、

従来の疎水化多糖同様に数分子が会合し

たナノゲルを形成することが明らかにな

った（図 4.2.6.）。ゲル電気泳動法によ

り、catCAおよび CH-catCA と 21-bp siRNA

との複合化が確認できた。複合体の粒径

とゼータ電位を動的光散乱法（DLS）によ

り測定したところ、C/P 比に依存して変

化し、C/P=2 以上において約 20-40 nm の

正電荷を有するナノ粒子を形成すること

がわかった。この複合体をマウス頭頸部

癌細胞（SCC7-GL3）に導入し、市販のカ

チオン性リポソームとの導入能を比較した。その結果、catCA および CH-catCA ともに市販

キャリアを上回る細胞導入効率を有していた。次に複合体導入による RNAi 効果を検討した。

(a)

20nm

(b)

 

Fig. 4.2.6 Functional cycloamylose and TEM image of 

nanogels 

 

Fig. 4.2.7 Gene silencing effects of siRNA(50nm) 

at C/P =10 with CH-catCA nanogel carrier 
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ルシフェラーゼを恒常発現する SCC7-GL3 細胞に catCA または CH-catCA /siGL3（ルシフェ

ラーゼ発現抑制配列）複合体（C/P=10, siGL3 終濃度:50 nM）を導入したところ、導入 24

時間後においてルシフェラーゼの発現抑制がみられた。一方で 3 塩基ミスマッチを含む

siRNA (siGL2) を導入した場合では発現抑制されず、siGL3 の配列依存的な抑制であること

を確認した（図 4.2.7）。このとき、CH-catCA は市販キャリアに比べて低毒性で発現抑制が

可能であった。 

 

4．2. 4. ナノゲル核酸シャペロンのプラスミド DNA デリバリー応用 

 核までの送達が必要であるプラスミド DNA（pDNA）のデリバリーにも応用可能であると考

え、そのデリバリー能について検討した。ここでは、CA の構造が pDNA との複合体の物性お

よび遺伝子発現効率にどのように影響す

るか、直鎖構造のアミロースと比較、検討

した。 

  機能化 CA として、先に述べた核酸シャ

ペロン機能を有するスペルミンを修飾し

たカチオン性 CA（catCA）およびスペルミ

ン修飾アミロース（catAmy）を使用した。

catCA と pDNA（pGL3, 5.2 kbp）を PBS 中

で混合し 30 分間静置することで複合体を

調製した。ゲル電気泳動により各 C/P 比で

の複合化を確認したところ、catCA、catAmy

ではそれぞれ C/P=0.5、0.4 以上で pDNA との複合化を確認した。次に DLS により各 C/P 比

における複合体の粒径およびゼータ電位を測定した。その結果、サイズ・ゼータ電位共に

C/P 比に依存しており、C/P=10 においては catCA/pDNA 複合体では約 260 nm、＋16.5 mV で

あった。一方 catAmy/pDNA 複合体では同 C/P 比において約 820 nm、＋12.0 mV であり、catCA

において pDNA とコンパクトな複合体粒子を形成することが分かった（図 4.2.8 および図

4.2.9）。 

 次に複合体を COS7 細胞に導入し、複合体の導入効

率および遺伝子発現効率について検討した。まず、複

合体導入 4 時間後の pDNA 細胞導入効率を比較した。

C/P=10 における細胞導入量は catAmy/pDNA に比べ

catCA/pDNA複合体において顕著に導入量が多かった。

またルシフェラーゼをコードする pDNA を用いて、複

合体導入 48 時間後のルシフェラーゼ発現レベルを定

量した（pDNA; 1.0 μg）。その結果、C/P=1, 5, 10 の

いずれの C/P 比においても catAmy に比べて catCA に

おいてルシフェラーゼレベルが高かった（図4.2.10）。

 
Fig. 4.2.8 Schematic illustration of DNA complex

 

Fig. 4.2.9 TEM (negative stain) 

of catCA/pGL3 complex 
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また、細胞内のエンドソームの酸性化を

抑制する薬剤として知られるヒドロキシ

クロロキン（HCQ）を複合体溶液に添加後

にトランスフェクションを行ったところ

（HCQ 終濃度; 100 μM）、ルシフェラーゼ

発現レベルの上昇は catCA 系において顕

著であり、既存のカチオン性ポリマーで

ある PEI に匹敵する発現効率を示した。

これは、比較的疎水性であるHCQと catCA

が相互作用した結果、よりエンドソーム

内に HCQ が導入され、複合体の細胞質移

行量が増加したためと考えられる。また、

遺伝子発現効率の高い条件下で細胞毒性

試験を行ったところ、いずれの条件下に

おいても複合体を添加した細胞の生存率は 90%以上であった。catCA において低毒性かつ遺

伝子発現能を有する遺伝子キャリアが開発できた。 

  

（２）研究成果の今後期待される効果 

4．2. 1 ナノゲル核酸シャペロンの設計と機能評価 

 従来の核酸シャペロンがカチオン性ポリマーに親水性糖鎖を導入した主鎖カチオン性ポ

リマーであったの対して、今回設計した核酸シャペロンは親水性糖鎖で形成されるナノゲ

ルの側鎖にカチオン性基を有する側鎖カチオン性ポリマーでその構造特性が大きく異なる。

さらに、ナノゲルはその内部にタンパク質を封入することが可能であり、複合機能を有す

る新規人工核酸シャペロンとして興味が持たれる。 

 

4．2. 2. 機能性サイクロアミロースを基盤とする新規核酸シャペロンの設計と機能評価 

 本系は、側鎖カチオン性ポリマーによる新規核酸シャペロン系である。サイクロアミロ

ース鎖に導入されたカチオン性基スペルミンの集積効果により核酸シャペロン機能が増幅

されたと考えられる。その導入量を変えることでシャペロン活性が制御しえた。さらなる

高活性人工核酸シャペロン設計に重要な指針を提供するものである。 

 

4．2. 3. ナノゲル核酸シャペロンの siRNA デリバリー応用 

 高効率な siRNA キャリア開発は、今後もさらにその重要性が増すと考えられる。核酸キ

ャリア機能を有する機能化 CA は従来にない新規 siRNA キャリアとして、細胞機能研究や疾

患の治療応用での有用性が期待される。 

 

Fig. 4.2.10 Luciferase gene expression of COS7 

cells transfected with catAmy/pGL3, catCA/pGL3 

and PEI/pGL3 complex 
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4．2. 4. ナノゲル核酸シャペロンのプラスミド DNA デリバリー応用 

 高効率な遺伝子デリバリーシステムの開発において、これまでに多くの高分子性キャリ

アが開発されてきた。機能化サイクロアミロースは従来の市販のキャリアに匹敵する高い

効率を有し、低毒性であることが明らかになった。本システムは、さらに疎水性物質をそ

のヘリックス鎖内に包接しえるという従来にないキャリアとしての特性を有しており、こ

の特性を生かした更なる高機能化が可能であるのが特徴である。今後、エンドソーム脱出

機能や細胞膜融合機能を付与した新規ナノキャリアの開発が期待される。 
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4.3 低コスト蛍光色素の開発と HTS 化（兵庫県立大学 山名グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 遺伝子変異の検出技術は、テーラーメイド医療の実現にむけてキーとなるテクノロジー

であるので、われわれは、DNA 一塩基変異の蛍光検出や電気化学検出法の開発に焦点を絞っ

て研究をおこなってきた。遺伝子の塩基配列解析は、DNA チップなどでも使われているよう

に、ハイブリダイゼーションをもとにした方法が広く利用されている。しかしながら、一

般的な核酸プローブを用いるハイブリダイゼーション法では、遺伝子に存在する一塩基の

違いを見分けることはそれほど容易ではない。 

 これまでに様々な蛍光プローブが開発され遺伝子配列解析に用いられている。しかしな

がら、最も広く用いられている蛍光共鳴エネルギー移動法ではドナーおよびアクセプター

となる２種の蛍光色素が必要となるために、色素の価格が分析コストに直接的に影響する

問題を有している。一方、電気化学的に遺伝子変異を検出する手法は、蛍光法と比較して、

低コストで作成できるプローブチップを利用して行なえる点で優位性を有しているものの、

１）レッドックス試薬あるいは触媒を添加して検出する必要がある、２）対象ＤＮＡをラ

ベルする必要がある、３）プローブの設計と合成が難しい、などの短所を有していた。 

 われわれは、遺伝子変異の蛍光および電気化学検出におけるさまざまな問題点を解決す

るため種々の検討を行ってきた。新しい蛍光色素であるビスピレンを組み込んだ遺伝子プ

ローブとその一塩基変異の蛍光検出への応用を検討した。このプローブは、蛍光エネルギ

ー移動を基盤とするプローブと比較して検出の低コスト化が行なえるなど優位性を有して

いることを示した。また、電気化学検出においては、アントラキノン誘導体をレドックス

レポーターとして組み込んだ DNA チップを作成して、遺伝子変異の電気化学検出やバイオ

分子のセンシングを検討した。これらの方法の特徴は、検出対象となる遺伝子のラベルが

不要であること、レドックスレポーターの設計と合成が比較的簡単に行なえること、検出

に際して触媒など他の試薬を必要としないことが挙げられる。ここでは、これらの結果を

中心に報告する。 

 

1-1)ビスピレン修飾プローブを用いる DNA 一塩基変異の検出 

 比較的容易に合成できる２つのピレンをもった蛍光分子を DNA の端に導入したプローブ

が、非常に興味深い性質を示すことを見いだした(図 4.3.1)。このプローブは、単独ではモ

ノマー蛍光を、DNA とハイブリダイゼーションするとエキシマ−蛍光を示すもので、それぞ

れの蛍光の波長と強度が異なるので、単純な蛍光測定で容易に目的とする遺伝子の検出に

応用できる。 

 問題は、一塩基変異を含む DNA と変異を含まない DNA をどうのようにして区別するかに

あった。そこで、一般的なハイブリダイゼーション法ではなく、図 4.3.2 に示したような、

ハイブリッド交換法を用いることにした。この方法を用いると、２つのピレンをもった蛍

光分子を DNA の端に導入したプローブを用いて、簡単な測定操作で短時間に変異 DNA を完

全鎖 DNA とエキシマー蛍光により識別できることがわかった。ハイブリッド交換は、普通

の DNA を扱う条件では、極めて遅い反応なので、この反応を加速しなおかつ変異体と完全

体の蛍光差を出せるよう工夫する必要があった。プロジェクトリーダー九州大学丸山厚教

授の開発した特殊なポリカチオンを測定系に加えること(PASE 法)により、これらをクリヤ

ーした。 
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 モレキュラービーコン（MB）型のステムループ構造をとる DNA にビスピレンを導入した

新しい蛍光プローブ（BPMB プローブ）を設計し合成した。予期したとおり、BPMB プローブ 

単独では強いエキシマー蛍光を発するのに対して、ループ部位と DNA が結合して部分２本

鎖を形成すると弱いモノマー蛍光にスイッチすることを明らかにした。そこで、部分２本

鎖 BPMB プローブとターゲット遺伝子の鎖交換反応（PASE）をモノマー−エキシマー蛍光ス

イッチを利用して追跡した。一塩基変異を含む遺伝子は、正常遺伝子と比較して、鎖交換

反応速度がきわめて遅いことが分かった。このように、ビスピレン修飾モレキュラービー

コンをプローブに用いて、簡単な蛍光モニターにより DNA に存在する一塩基変異を検出す

ることができた。 

 

 

 

Fig. 4.3.1 ビスピレン修飾核酸プローブの化学構造とターゲット DNA 添加に伴うエキシマー蛍光

の増大 

Fig. 4.3.2  ビスピレン修飾核酸プローブを利用したポリカチオン存在下における鎖交換（PASE

法）をもとにした DNA 一塩基変異の蛍光検出 
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1-2)レドックス修飾 DNA 固定化チップを用いる一塩基変異の検出 

 電気化学的 SNP 検出法は、簡便で安価な実用的手法になりうるので、国内外で活発な研

究開発が行われている。われわれは、電気化学 SNP 検出のためのレドックスレポーターと

してアントラキノン(AQ)に着目し、AQ 修飾 DNA を金電極上に固定化した DNA チップを作

成した。これらのレドックス修飾 DNA チップを用いて、ハイブリダイゼーション法と DNA

鎖交換法を基盤とした電気化学 SNP 検出の基礎技術を開発してきた。すなわち、インター

カレート性のレドックスレポーター（アントラキノン：AQ）を導入した DNA を金基盤上に

固定化したチップを用いて、レドックス修飾 DNA チップと対象 DNA のハイブリダイゼーシ

ョンを行い、DNA を介した電子移動速度の差により正常 DNA と変異 DNA の区別ができるこ

とを見いだした(図 4.3.3)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 一方、鎖交換反応を基盤とした SNP 検出では、レドックス修飾 DNA チップと対象 DNA の

鎖交換反応を行い、鎖交換反応速度の差により正常 DNA と変異 DNA を区別し検出が可能で

あることを見いだした(図 4.3.4 及び図 4.3.5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4.3.3  アントラキノン(AQ)修飾 DNA固定化チップとそれを利用したDNA一塩基変異の電気

化学検出 

Fig. 4.3.4 ビスアントラキノン修飾２本鎖 DNA 固定化チップと鎖交換反応を利用した一塩基変異

の電気化学検出 
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1-3)レドックス修飾 DNA アプタマー固定化チップを用いるバイオ分子の電気化学検出 

 われわれは、それらの塩基配列とリガンドとの複合体の化学構造が良く知られている ATP

やトロンビンを標的とする DNA アプタマーを選択して、図 4.3.6 に示したように、金電極

上にレドックス修飾 DNA アプタマーを含む部分二本鎖を固定化したセンサーチップを作成

した。これらのバイオセンサーチップの特徴は、アプタマー配列と部分的に相補的な配列

を含む Capture DNA を 3’末端チオール修飾して金電極に固定化し、5’末端にレドックス基を

持つアプタマー鎖をハイブリダイゼーション法により電極上に配置することにある。した

がって、これらのチップは、リガンドが存在しない測定前はレドックスレポーター由来の

強い電気化学信号が観測される。一方、標的分子（リガンド）が測定溶液に存在すると、

リガンドとアプタマーDNA の結合により、アプタマーリガンド複合体が Capture DNA から

遊離し電極表面から溶液中に拡散して離散する。これにともなって、電気信号の大きな減

少が起こると期待される。 

 ATP バイオセンサーのリガンド（ATP）に対する電気化学応答を DPV により測定・評価し

た。ATP 非存在下および存在下(0.1 mM, 40 min)における DPV を図 4.3.6a に示した。予期

したとおり、作成したセンサーで観測されたファラデー電流が、ATP に応答して減少するこ

とが分かった。本研究で用いた ATP バイオセンサーは ATP 添加から 60〜80 分後にほぼ反応

が完結していることが分かった。高濃度の ATP(0.5 mM)を添加すると、DPV 電流値の相対変

化率は約 90%であり、低濃度の ATP(0.01 mM)を添加すると、DPV 電流値の相対変化率は約

15%であった。ATP 濃度の対数に対して DPV 電流値の相対変化率は直線になり、DPV 電流値

Fig. 4.3.5 チップ上での鎖交換反応を利用した一塩基変異の電気化学検出の実施例 
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より測定溶液中に含まれる ATP 濃度を定量できることが示された。ATP バイオセンサーの選

択性を評価した。ATP を添加したとき以外は、バイオセンサーの応答性が低下し、ATP と他

のヌクレオシド三リン酸と顕著な差が確認された（図 4.3.6b）。したがって、本研究の ATP

バイオセンサーは基質 ATP に対して高い選択性があることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-4)RNA 核酸を介した過剰電子移動 

  核酸は、その構造と性質から、ナノ構造を制御して有機色素を配列するために非常に有

用な分子である。そこでわれわれは、核酸への有機色素の導入位置と様式と同時に核酸鎖

長を調整して電極表面における有機色素の空間配列をナノメータースケールで制御するこ

とにより、高効率な光・化学エネルギー変換システムの構築を目指して研究を開始した。 

 これまでに、光応答性有機色素としてピレンを、電子受容体としてアントラキノンを選

択し、RNA 上に配列したピレンーアントラキノン間光誘起電子移動に及ぼす両色素間の距離

の影響を調べた。予備的ではあるが、電子供与体および受容体とも RNAπ電子系と完全にπ

スタックしていないにもかかわらず、アデニン-ウラシル塩基からなる RNA を介して一電子

移動あるいはエレクトロンホッピング（ホール移動ではない）が効率よく長距離まで起こ

ることを見いだした。 

 そこで、この観測された現象とその解釈がほんとうに正しいかどうかを確認する目的で、

電子供与体-受容体ペアをピレン-ニトロベンゼンに変更して、これまでと同じ RNA 配列を

用いて比較検討を行った（図 4.3.7）。RNA を介したピレン(Pyr)-ニトロベンゼン(NB)間の

光誘起電子移動のエネルギーダイヤグラムを上に示した。ピレン-RNA（ウラシル塩基）-ニ

Fig. 4.3.6 レドックス修飾 DNA アプタマーセンサーの概念 

 a) ATP センサーの ATP 添加に伴う電気化学応答 

b) ATP センサーの UTP 添加に伴う電気化学応答 
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トロベンゼンの各電子移動過程は、ピレン- RNA（ウラシル塩基）-アントラキノンと同様

に、熱力学的に許容である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Table 4.3.1 ピレン-ニトロベンゼン修飾 RNA の半解離温度(Tms). 

Sequence of RNA Duplex  Tm / °C 

P5: 5'-UUU UU(Pyr)U UUU UUU UUU UUU UU-3' + rA20 48.1 

    5'-UUU UUU UUU U(NB)UU UUU UUU UU-3' + rA20  41.0 

P5NB6: 5'-UUU UU(Pyr)U(NB) UUU UUU UUU UUU UU-3' + rA20 43.9 

P5NB7: 5'-UUU UU(Pyr)U U(NB)UU UUU UUU UUU UU-3' + rA20 40.0 

P5NB8: 5'-UUU UU(Pyr)U UU(NB)U UUU UUU UUU UU-3' + rA20 42.0 

P5NB10: 5'-UUU UU(Pyr)U UUU U(NB)UU UUU UUU UU-3' + rA20 42.1 

P5NB12: 5'-UUU UU(Pyr)U UUU UUU(NB) UUU UUU UU-3' + rA20 42.1 

P5NB15: 5'-UUU UU(Pyr)U UUU UUU UUU(NB) UUU UU-3' + rA20 43.2 

  rU20 + rA20 47.1 

  

 

 

検討に用いた RNA 配列と半解離温度(Tm)を表 4.3.1 に示した。ピレンは、メチレンリン

カーを介して、アデニン-ウラシル２０量体の U 鎖５番の糖 2’位に導入した。ピレン-ニト

ロベンゼン間の距離を調整するため、ニトロベンゼンは、ピレンと同様の様式により U 鎖

６〜１５番の糖 2’位に導入した。半解離温度から、修飾 RNA２重らせんの安定性は、ピレン

-ニトロベンゼン両者による化学修飾にも関わらず、未修飾体と比べて大きく損なわれない

ことが分かった。また、CD スペクトルによる検討から、すべての修飾 RNA のコンフォメー

ションは、未修飾体と比較してほとんど差のないことが分かった。ピレンおよびニトロベ

ンゼンとも RNA 塩基と強く相互作用していないことを示している。 

 図 4.3.8 に修飾 RNA の吸収および蛍光スペクトルを示した。ピレン-ニトロベンゼン修

飾 RNA の吸収スペクトルでは、ピレン単独導入体と比較して、形状および極大吸収波長

のシフトはほとんど観測されなかった。このことから、基底状態においては、再近接ピ

レン-ニトロベンゼン間においても両者間に直接の電子相互作用がないことを示してい

る。また、このことは、ピレン吸収領域の CD スペクトルからも支持された。一方、すべ

Fig. 4.3.7 核酸を介した過剰電子移動の概念 
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てのピレン-ニトロベンゼン修飾 RNA 蛍光スペクトルでは、ピレン単独体と同じ形状のモ

ノマー発光が観測され、いずれも蛍光強度が確かに減少した。この両クロモフア間の距

離（塩基間距離）に依存した蛍光消光を解析した結果を図 4.3.9 に示した。電子供与体-

受容体間距離と電子移動速度の関係が２つの異なるβ値で解析可能であることが分かっ

た。短距離（2.8〜10Å）におけるβ値は、〜0.6Å-1、長距離(10Å以上)では、〜0.05Å
-1 と見積もることができた。今まで、DNAπスタックを介したホール移動の超交換機構で

〜0.6Å-1、ホールホッピングあるいは電子ホッピング機構で〜0.1〜0.3Å-1程度の値が報

告されている。したがって、本研究のドナー-RNA-アクセプター光誘起電子移動も、両メ

カニズムで解釈できるものと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.3.8 ピレン-ニトロベンゼン修飾 RNA の紫外・可視吸収（左）および蛍光（右）スペクトル 

Fig. 4.3.9 RNA 上のピレン-ニトロベンゼン間の電子移動の距離依存 
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1-5)RNA らせん上に構築したエキシマー発光ピレンヘリカルアレイ 

 クロモホアのナノ空間への配列制御は光エネルギー移動や光電子移動といったユニーク

な光機能を示すことから電子デバイス等への応用が期待されており、さまざまな手法によ

りクロモホアを配列させる研究が行われている。 

 生体分子である核酸は塩基が相互作用して積み重なったらせん構造を有していることか

ら、ナノ空間に分子を配列させる鋳型となり得る高分子材料である。我々はウリジンの糖

部 2’-位にピレニル基を連結した U(Py)を有する RNA が、相補鎖 RNA との二重らせん形成に

伴いピレニル基がらせんの外側に張り出すことを明らかにした。このようなピレン修飾 RNA

の構造特性を利用すれば、ピレニル基を RNA 二重らせんの外側にらせん軸に沿ってナノレ

ベルで規則的に配列させることが可能である。そこで複数のピレニル基を導入した二重ら

せん RNA による特異的な光機能発現を目指して研究を開始した。 

本研究で合成したマルチピレン修飾ＲＮＡをチャート 4.3.1 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらピレン修飾 RNA と相補鎖 RNA との二重らせんの半解離温度は表 4.3.2 に示すように

導入するピレンの数に関係なく未修飾のＲＮＡとほぼ同じ値になった。この結果はピレン

がらせん内にインターカレートすることなく、らせんの外側に位置していることを示唆し

ている。 

 

Table 4.3.2 ピレン修飾 RNA の半解離温度 Tm  
Pn-X Tm / °C Qn-Y Tm / °C Rn-Z Tm / °C

P0-X 45.0 Q0-Y 50.0 R0-Z 73.7 

P1-X 46.5 Q1-Y 53.9 R1-Z 69.8 

P2-X 47.5 Q2-Y 53.9 R2-Z 68.9 

P3-X 46.6 Q3-Y 52.9 R3-Z 65.9 

P4-X 42.7 Q4-Y 52.0   

 

さらにこれら二本鎖ピレン修飾 RNA のＣＤスペクトルにはピレンの吸収域に正のコット

ン効果が観察された（図 4.3.10）。一本鎖のＣＤスペクトルにはこのような正のコットン効

Chart 4.3.1 ピレン修飾 RNA の塩基配列 
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果は観察されないことから、二本鎖のコットン効果はピレン同士の励起子相互作用による

ものと考えられ、二本鎖ではピレン同士がπ-スタックしていることが示唆された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そこで P4-X について分子動力学計算による構造最適化を行ったところ P4-X の構造は図 
4.3.11 のようになり、４つのピレンは二重らせんの外部に規則的に配列した。この最適化構

造をもとに励起子カイラリティー法によるＣＤシグナルのシミュレーション(図 4.3.12)は
実測のＣＤシグナルと良好な一致が得られたことから図 4.3.11 の構造が妥当なものである

といえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このようなピレンがπ-スタックした RNA 二重らせんの蛍光スペクトルにはピレンのモノ

マー蛍光だけでなくピレンエキシマー蛍光が 450-500 nm に観察され、導入するピレンの数

に伴い最大発光波長の短波長シフトやエキシマー蛍光の強度が増大することが明らかにな

った(図 4.3.13)。さらにピレンを導入するヌクレオシドによっても蛍光挙動が異なることが

Fig. 4.3.11 P4-X の最適化構造 Fig. 4.3.12 P4-X のＣＤシミュレーション 

Fig. 4.3.10 ピレン修飾 RNA のＣＤスペクトル (a) Pn-Xs (n = 1-4)、 (b) Qn-Ys (n = 1-4)、 

(c) Rn-Zs (n = 1-3) 
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示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pn-X のピレン蛍光はメチルビオロゲンにより効率よく電子移動消光された。表 4.3.3 に

Pn-X の蛍光量子収率、Stern-Volmer 定数、および蛍光寿命を示す。蛍光量子収率はピレン

の数に伴い増加した。エキシマー蛍光の Stern-Volmer 定数はエキシマーの寿命がピレンの数

に関係なく 30-40 ns であったのに対してピレンの増加とともに大きくなった。特に P4-X で

はエキシマー蛍光の Stern-Volmer 定数がモノマー蛍光の Stern-Volmer 定数の約5倍の大きさ

になるという特異的な性質を示した。この結果は励起エネルギーがπ‐スタックしたピレ

ン（ピレンアレイ）上で非局在化していることを強く示唆している。 

これまでの結果より糖部 2’-位に導入する手法を用いて複数のピレンを導入することで、

相補鎖との自己組織化による二重らせん形性に伴い、らせんの外部にらせん軸に沿ったピ

レンのヘリカルアレイを構築することが可能となった。このピレンヘリカルアレイ上で光

励起エネルギーの非局在化が起こり、消光剤によって容易に電子移動消光されることを見

出した。 

 

Table 4.3.3 ピレン修飾 RNA の蛍光量子収率、蛍光寿命 

kqτ/M−1 Fluorescence lifetimes 
 Φ/10−2

monomer excimer τ1/ns τ2/ns τ3/ns χ2 

P1-X 1.7 410 - 4.37 (11.4%) 98.6 (88.6%) - 1.15

P2-X 0.7 88 200 3.13 (18.7%) 106 (15.9%) 38.8 (65.4%) 1.01

P3-X 1.7 220 790 4.06 (44.3%) 120 (14.0%) 39.0 (41.6%) 1.04

P4-X 3.6 265 1300 8.58 (13.0%) 105 (10.8%) 32.8 (76.1%) 1.21

 

さらに我々はピレン修飾 RNA同士の自己組織化による”Inter-strand”でのヘリカルピレンア

レイ形成について検討した。チャート 4.3.2 に示す RNA、X1、Y1 は相補的な塩基配列であり、

二重らせんを形成した時にUPyと APyは塩基対を形成するように設計されている。同様に X5、
Y5 は一塩基おきに５つの UPyと APyを有し、個々の UPyと APyがハイブリダイゼーションによ

り塩基対を形成する。 

Fig. 4.3.13 ピレン修飾 RNA の蛍光スペクトル、(a) Pn-Xs (n = 1-4)、(b) Qn-Ys (n = 1-4)、

(c) Rn-Zs (n = 1-3) 
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図 4.3.14 に RNA二本鎖の蛍光スペクトルを示す。X1-Y1
でモノマー蛍光のほかにエキシマー蛍光が観察されたこ

とからＲＮＡ間でピレンのπ-スタッキングが可能である

ことが明らかになった。また X5-Y0 や X0-Y5 ではエキシ

マー蛍光はモノマー蛍光より弱いか、あるいはほとんど観

察されなかったのに対して X5-Y5 では強いエキシマー蛍

光が観察された。またＣＤスペクトル(図 4.3.15)ではピレ

ン間の励起子相互作用も観察されたことから、X5 と Y5
はハイブリダイゼーションによりピレンが二重らせんの

外部で Zipper 型にπ-スタッキングしたヘリカルアレイを

形成していることが明らかになった(図 4.3.16)。 

したがって、今回の手法によりピレンを RNA に導入する

ことにより Zipper 型でピレンをらせん周囲にその配向を

制御して配列させたヘリカルアレイを構築することが可

能となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.3.14 ピレン修飾

RNA の蛍光スペクトル 

Fig. 4.3.15 X5-Y5、X5、Y5

のＣＤスペクトル 

Fig. 4.3.16 (a)二重らせん形性によるジッパー型アレイ

形成の概念と(b)X5-Y5 の最適化構造 

Chart 4.3.2 ピレン修飾 RNA の塩基配列 
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 (2)研究成果の今後期待される効果 

 以上まとめると、電子ドナー・アクセプターを導入様式と位置をうまく選んで RNA 上に

配置すれば、RNAπ電子系と完全にπスタックしていないにもかかわらず、ドナー・アクセ

プター間のエレクトロンホッピングが RNA を介して効率よく長距離まで起こることを初め

て明らかにした。今後、これらの知見をもとに核酸ナノデバイスや RNA 核酸蛍光プローブ

へと発展させる予定である。 

 また RNA に固定化したピレンは二重らせんの外部にπ-スタッキングを伴って規則的に配

列したヘリカルアレイが構築でき、このヘリカルアレイは強いピレンエキシマー蛍光を示

すこと、さらに励起エネルギーがアレイ上を非局在化することを明らかにした。さらに

Zipper 型でアレイ形成させることによりエキシマー発光を損なうことなくアレイをらせん

軸に沿って拡張できることが示唆された。今後、得られた知見をもとに特異的な光機能の

発現を目指す予定である。 
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Fig. 4.4.1 Illustration of the SNP typing exploiting the 
C-bulge binding molecule DANP and C-bulge probe as a 
scaffold to recruit DANP to the region directly neighbouring 
the SNP site. Key: XN; nucleotide to be determined at the SNP site, YN; 
nucleotide opposite XN in the probe, C; the bulged cytosine, F; fluorescent 
molecule binding to C-bulge (DANP). 
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Fig. 4.4.2 Structures of DANP and DANPH+-C complex. 
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Fig.4.4.3 Fluorescence spectra of DANP (10 μM) was 
measured in the presence of C-bulge duplexes (50 μM) in a 
phosphate buffer (pH 7.0) and NaCl (100 mM). Excitation 
wavelength was 394 nm. Key: XN-YN = A-T, red; A-G, black; C-T, blue; C-G, 
green; C-I, sky blue. 

Table 4.4.1 Irel of DANPH+ bound to the C-bulge in the 
A_XN/TCYN sequence[a]. 

5’-d(ACATCCAA XNCAACCAC)-3’
3’-d(TGTAGGTTCYNGTTGGTG)-5’  

XN 
.YN 

T A G C 

YA 2.8 2.5 1.0 1.5 

YT 1.4 3.5 0.9 1.2 

YC 1.1 1.4 1.0 1.0 

YG 1.4 3.1[b] 1.0 1.3 

YI 1.9 4.2 1.1 2.8 

[a] Fluorescence measurements were carried out for the solution containing 2 
μM each of two C-bulge duplex and 50 μM of DANP in a phosphate buffer (pH 
7.0) and 100 mM NaCl. Irel = Iobs/Iback. The error (s.e.m.) was 0.1 for three 
independent measurements unless otherwise noted. [b] The error was 0.2. 

4．4 核酸高次構造検出リガンドの設計とリアルタイム検出（京都大学工学研究科、大阪大学産業

科学研究所 中谷グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

４．４．１．１ シトシンバルジに結合する蛍

光性プローブの設計と SNP 検出法の開

発 

 概要：プローブ自身が蛍光性を有す

る分子を用いて、標的核酸構造（ここ

ではシトシンバルジ構造）に結合する

ことによる蛍光強度変化により、均一

溶液中において簡便、迅速、安価に遺

伝子変異を検出する手法の開発を行っ

た。 

 実施方法：通常 SNP タイピングではプロ

ーブ DNA が蛍光色素等により標識され

ていることが常識となっている。我々の研

究では、DNA プローブを一切標識するこ

となく、蛍光法により SNP を判別する手法

を検討した。 

 実施内容：図 4.4.1 に本手法の概念を

示した。標的DNAのSNPサイトの塩基 XN

に対して、その相補塩基 YN を持つプロ

ーブを設計する。その際に、YNの5’-もし

くは 3’-側にシトシンバルジを形成させる

ようにプローブを設計する。シトシンバル

ジに特異的に結合する DANP（図 4.4.2）

は、シトシンバルジに結合するとその蛍光

波長は 30nm 長波長側にシフトする。この

違いにより、シトシンバルジに結合した

DANP と結合していない DANP を、分離

することなく蛍光測定により判別出来る。

本手法では、さらにシトシンバルジの隣接

塩基対の DANP 蛍光に及ぼす影響を知

る必要がある。図 4.4.3 にシトシンバルジ

の隣接塩基対による蛍光強度変化を示し

た。即ち、シトシンバルジに C-G 塩基対

が存在すると DANP の蛍光は大きく消光
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Fig. 4.4.4 The selection of C-bulge probe with respect to the 
target sequence. (a) C-bulge probe with the extra cytosine at the 5’ side to 
YN. target : 5’-GXNN-3’, probe : 5’-NCYNC-3’ ; (b) C-bulge probe with the 
extra cytosine at the 3’ side to YN. target : 5’-NXNG-3’, probe : 5’-CYNCN-3’; 
(c) XN was flanked by two G. target : 5’-GXNG-3’, probe : 5’-CYNCC-3’; (d) 
SNP typing should be done on the complementary strand having 5’-CXNC-3’ 
sequence with the C-bulge contained two inosines. target : 5’-CXNC-3’, probe : 
5’-IYNCI-3’.  
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Fig. 4.4.5 Discrimination of allelic types in six mutations with 
two C-bulge probes and DANP. Key: a) A to T, b) C to T, c) A to C, d) 
C to G, e) A to G, and f) G to T mutations 

された。一方、A-G ミスマッチや、C−I（イ

ノシン）塩基対では消光は観測されなか

った。この結果に基づいて、SNP サイトの

隣接配列を順次調べた。表 4.4.1 では、

5’-A_XN-3’配列に、5’-YNCT-3’配列

のプローブを DANP 存在下にハイブリさ

せた際の相対蛍光強度を示した。即ち、

XN が T, A, C である場合には、プローブ

の YN に A, I, I を用いると、蛍光強度の上

昇により判定出来ることを示している。一

方、XN が G である場合には、プローブの

YN をどのように変化させても蛍光強度変

化が無いことを示している。 

 全ての SNP サイトの配列とプローブの配

列を図 4.4.4 の様に決定した。即ち、SNP

サイトが 5’-GXNG-3’でなければ、G 塩

基とは反対側に C バルジが形成するよう

にプローブを設計すれば良いことが判る。

一方、5’-GXNG-3’である場合には、標

的配列の相補鎖側、即ち 5’-CXN’C-3’

に対してプローブを設計することにより、

タイピングが可能となることを示した。この

際には、プローブ側のグアニン塩基をイノ

シンに置き換えることにより、シトシンバル

ジに隣接する G-C 塩基対により DANP の

蛍光が消光されてしまうことを防ぐことが

可能となる。イノシンを導入することにより、

蛍光強度が増強されることも判っており、

プローブ側にイノシンを導入することは複

数のメリットがある。 

 5’-A_XN-3’/3’-TCYN-5’配列に於けるＡ

→Ｔ、Ｃ→Ｔ、Ａ→Ｃ、Ｃ→Ｇ、Ａ→

Ｇ、Ｇ→Ｔの変異を検出するためのバ

ルジ側プローブ配列と、その際の DANP

の蛍光強度比をまとめた（図 4.4.5）。

その結果、全ての変異パターンに於い

て、顕著な蛍光強度比を与えるプロー
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Fig. 4.4.6 (a) Structure of NCD and the mode of NCD binding 
to the G-G mismatch in the 5'-TGG-3'/5'-TGG-3' sequence. (b) 
Illustration of PCR with the TRS-tagged primer consisting of a 
d(TGG)n-tag (red) and a priming sequence (green). The single 
stranded d(TGG)n-tag in the primer was converted into a double stranded 
d(TGG)n/d(CCA)n by the synthesis of the complementary d(CCA)n (yellow). 
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Fig. 4.4.7 (a) The UV-melting profiles of d(TGG)n (5 μM) (n = 
4, red; n = 6, blue; n = 10, green) in the absence (–) and 
presence (+) of NCD (100 μM). (b) The UV-melting profile of 
d(TGG)10/d(CCA)10 (2.5 μM) in the absence (black) and 
presence (red) of NCD (50 μM). (c) CD spectra of d(TGG)10 
(5 μM) in the absence (black) and presence of 15 μM (red) and 
30 μM (blue) of NCD. (d) SPR analyses of 100 nM d(TGG)4 
(blue), d(TGG)6 (red), and d(TGG)10 (black) by the 
NCD-immobilized sensor. 

ブ配列の組み合わせが可能であるこ

と、即ちSNPサイトの配列に関係なく、

適切にプローブ配列を選択すること

により、DANP を加えた際の蛍光強度に

よりSNPが判別出来ることが示された。 

 成果：本手法では、標的 DNA 配列はも

ちろんのこと、プローブ配列をも蛍光標

識することなく、たった一つの蛍光色素

により、適切に設計された配列をもつプ

ローブを用いることにより、SNP タイピン

グを可能とした。DNA 側を蛍光標識しな

いために、タイピングコストを大幅に低減

出来るメリットがある。一方、操作的には

まだまだ煩雑な手法であることが弱点で

ある。PCR で増幅した後に、標的配列部

分を一本鎖にすること、また、その溶液

に一本鎖のプローブをハイブリさせ、さら

に DANP を加え蛍光を測定するなど、医

療現場での SNP タイピングとしては改良

すべき点が多い。医療現場では採血後

に試薬を加える、また分注する等の操作

は一切出来ないという前提で望む必要

がある。 

 

４．４．１．２ PCRプライマーに導入したリ

ピート配列を利用した SNP のリアルタイ

ム検出 

 概要：実用化を特に意識して PCR プ

ライマーの構造変化によりPCRの進行

を簡単に検出する手法について検討

を加えた。遺伝子変異を解析する最も

簡単な方法であるアレル特異的な PCR

反応に用いるプライマー5’部位にリ

ピート配列を導入し、PCR の進行によ

るリピート配列へのリガンドの結合

の程度によりSNPを判定する方法を検

討した。 
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実施方法：医療現場に於いて実用に耐えうる SNP タイピング法を実現するために、遺伝子

サンプルの取得と精製後に一切の操作を必要としない手法が求められると考え、アレル特

異的 PCR 法をタイピング原理として、従来法である TaqMan 法の弱点であるプローブコスト

を低減させると同時に、PCR 法の様々な改良法との組み合わせが可能な手法を検討した。そ

の結果として、PCR の進行に伴い減少するプライマー量をリアルタイムにモニターする手法

を提案した。本手法では、プライマーの 5’末端側に TGG の連続配列を付加し、未反応のプ

ライマーは TGG リピート配列に結合するリガンドとの相互作用により検出することを試み

た。 

 

実施内容：TGG リピート配列に結合する低分子リガンド NCD の構造式と、TGG リピート配列と NCD

の結合様式を図4.4.６aに示した。NCDはTGGリピートにヘアピン構造を誘起して結合することが、

以前の我々の研究から明らかとなっている。リガンドによる二次構造誘起（Ligand-Induced 

Secondary Structure, LISS）を基本原理とする PCR のリアルタイムモニタリングを図 4.4.６ｂで説明す

る。一方のプライマーに TGG リピート配列を付加しておくと、PCR が進行する前はプライマーの

TGG リピート部分に NCD が結合可能であるため、NCD を表面に持つ表面プラズモン共鳴（SPR）

センサーにより、プライマーを検出することができる。PCR が進行すると、TGG リピート部分もテンプ

レートとして複製されるため、TGG リピート部分は一本鎖から二重鎖に変わる。その結果、PCR が

進行するとNCDが結合できるプライマーの絶対量が低下し、SPRシグナルの低下として観測される。

図 4.4.７a には、TGG リピートのリピート数と NCD 存在下の NCD に誘起されたヘアピン構造の融

解温度測定の結果を示している。TGG10 では、NCD 存在下に融解温度が 80 度以上であった。一

方、TGG リピートが相補鎖と二重鎖となった場合には、融解温度に変化は認められなかった。NCD

による LISS は CD スペクトルにより明瞭に示された。即ち、NCD を加えるに従って、TGG10 の構造

変化に伴う NCD 吸収帯における誘起 CD が観測された。さらに、NCD を表面に持つ SPR センサ

ーにより TGG10 リピートを持つプライマーが、100 nM で検出できることが明らかとなった。以上の予

備実験結果に基づいて、TGG10 リピートを 5’末端側に付加した PCR プライマーによる PCR を検

討した。その結果、TGG リピート配列は PCR を阻害することなく、二重鎖へと変換されることが明ら

かとなった。また、PCR 溶液を直接 SPR センサーで測定しても、PCR 前後に於いて明瞭な SPR シ

グナルの違いとして観測された。 
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Fig. 4.4.8 (a) The native PAGE analyses of the PCR products. 
M, 100 bps ladder marker; Lanes 1, 3, and 5, without template; 
lanes 2, 4, and 6, with pUC18; lanes 1 and 2, non-labeled 
primer; lanes 3 and 4, d(TGG)6-tagged primer; lanes 5 and 6, 
d(TGG)10-tagged primer. (b) SPR analyses of the PCR solution 
with the d(TGG)10-tagged primer before (black) and after PCR 
(red). (c) Illustration of AS-PCR with TRS-tagged primer. (d) 
SPR analyses of the PCR solution with the d(TGG) 10-tagged 
match primer. (e) SPR analyses of the PCR solution with the 
d(TGG)10-tagged mismatch primer. 
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Fig. 4.4.9 An illustration of the concept of DNA labeling by 
secondary structure-inducible ligand fluorescence. 

 本研究の締めくくりとして、アレル特異

的 PCR との相関を調べた。テンプレート

に対してマッチするプライマーとミスマッ

チするプライマーのそれぞれを TGG10

で標識して、通常の条件で PCR を行っ

た。PCR 前後の PCR 溶液を SPR により

分析した。その結果、マッチプライマー

では PCR 後に SPR シグナルの大幅な低

下が観測されたが、ミスマッチプライマー

ではシグナルの変化は観測されなかっ

た。この SPR シグナル強度の変化は、

PCR 産物を PAGE で解析した結果とよく

一致した。 

成果：アレル特異的 PCR 法との組み合

わせにより、プライマーを標識した DNA

配列の構造変化により明瞭に PCR の進

行をモニターできること、アレル特異的

PCR 法と組み合わせることができることを

確認した。競合する技術である TaqMan

法に比べてプローブを必要としない点で

有利である。一方、SPR という高価な機

器を検出に使っているために、汎用的な

測定機器に置き換えることが次の課題で

ある。 

 

４．４．１．３ PCR プライマーに導入した

シトシンバルジを利用したリアルタイム

SNP 検出 

 概要：アレル特異的 PCR 法を SNP タイ

ピング原理として、PCR の進行に伴うプ

ライマー5’エンドに付加したヘアピン構

造が二本鎖に変換される際の構造変化

を、リアルタイムにモニターする手法を検

討した。 

実施方法：シトシンバルジ構造に結合す

ることにより特徴的な蛍光を発する分子

DANP を用い、PCR プライマーの 5’末
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Table 4.4.2 Sequences, Tm, and fluorescence intensity of 
hairpin tags 

5'-CATCCAA_ACAACCA
GTAGGTTCTGTTGGT

5'-ATCATCTCA_AC
TAGTA_AGTCTG

5'-ATCATCTACTA_AC
TAGTA_ATGATCTG

5'-ATCATCTACA_AC
TAGTA_ATGTCTG

5'-ATCAA_ACATCTCA_AC
TAGTTCTGTA_AGTCTG

5'-TAGTA_ACATCTACA_AC
ATCATCTGTA_ATGTCTG

HP-1

HP-3

HP-4

HP-5

HP-6

HP-2

tag name tag sequence Tm
a)

71.7

39.3

38.3

42.9

41.8

39.3

T4

T4

T4

T4

T4

T4

*

*

*

*

*

*

FO
b)

150

356

147

290

260

102

FN

150

119

49

145

130

51

 

a) Tm of hairpin tags (5 μM) with the primer sequence 3′-d(CAG TAT CGA 
CAA AGG AC)- at the 3′ end (shown as an asterisk) was measured in 10 
mM sodium cacodylate buffer (pH 7.0) with 100 mM sodium chloride. b) 
Fluorescence spectra were measured with DANP (50 μM). 
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Fig. 4.4.10 (A) Fluorescence spectra of hairpin tag (5 μM) and 
DANP (50 μM), in sodium phosphate buffer (pH 7.0, 10 mM) 
and sodium chloride (100 mM). Excitation wavelength was at 
400 nm. (B) Fluorescence intensity of hairpin tags. Key: 
observed fluorescence intensity at 430 nm (orange bars); 
normalized intensity with respect to the number of C-bulge 
sites (blue bars) 
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Fig. 4.4.11 Native PAGE analysis of PCR products obtained 
with M13M3 and (A) M13RV and (B) M13RV labeled with 
HP-3 tag (first lanes of (A) and (B) were 100 bps ladder 
marker (*)). (C) Denaturing PAGE analysis of PCR products 
obtained with M13M3 and M13RV labeled with HP-3 (first 
and second lanes of (C) were 106 nt (**) and 126 nt (***) 
markers). (The gel contained 7M urea.) 

端側にシトシンバルジ構造をもつヘアピ

ンを導入したヘアピンプライマーによる

PCR 増幅を検討した（図 4.4.9）。ヘアピ

ンプライマーは、PCR 過程でヘアピン構

造が消失することが期待され、その結果、

DANP の結合による特徴的な蛍光の減

少が観測されると期待した。 

実施内容：まず、5’側に導入するシトシ

ンバルジヘアピン構造を、１）PCR 過程

で確実に開かれ、二本鎖に組み込まれ

ること、２）DANP が強く結合することの二

つの視点から探索した。要求される二つ

の特徴は、ヘアピン構造の安定性に対

して相反する要求である。即ち、シトシン

バルジを含むヘアピンが安定であれば

あるほど DANP は結合しやすくなるが、

PCR で開かれにくい構造となる。表 4.4.2

に調べた６つのシトシンバルジヘアピン

構造を示した。DANP の結合数が増える

ことにより、蛍光強度の増加を期待した

が、図4.4.10に示すように、二つのシトシ

ンバルジ構造が接近しすぎる（３塩基対）

場合、蛍光強度の増加は認められなか

った。これらの結果から、HP-3, HP-4 が

高い蛍光強度を示すという点から適当で

あることが示された。次に、PCR により

HP-3 が二本鎖に変換されるかどうかを

検討した（図 4.4.11）。HP-3 で標識され

たPCRプライマーを用いてPCRを行い、

生成物を未変成 PAGE および変成

PAGE により解析した。その結果、HP-3

で標識された PCR プライマーでは、ヘア

ピン標識のないプライマーと同様に PCR

増幅が進行することが判った。また特に、

変成 PAGE の結果から、生成物にはヘ

アピン構造がない、即ち、ヘアピン部分

が二本鎖に変換されていることが示された。 
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Fig.4.4.12 (A) Alignment of primers on pUC18. (B) Native 
PAGE analysis of PCR products after indicated PCR cycles. 
The lane (*) is 100 bps ladder markers. (C) Fluorescence 
intensity of PCR products. 
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Fig. 4.4.13 (A) Primers used for P450 2C9*3. (B) Real-time 
PCR amplification plot obtained from FW-1075G (blue), 
FW-1075T (red) with the A allele template. (C) Relative 
fluorescence intensity of PCR products. 
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Fig. 4.4.14 (A) Real-time PCR amplification plot obtained 
from FW-1075G (blue), FW-1075T (red) with the C allele 
template. (B) Relative fluorescence intensity of PCR products 
with FW-1075T (red) and FW-1075G (blue) primers. 

 以上の結果に基づいて、シトシンバル

ジ構造を含むヘアピン構造で標識したプ

ライマーを用いて、PCR 過程での DANP

の蛍光強度変化を観測することにした。

実験には pUC18 プラスミドベクターをテン

プレートとして用い、ヌクレオチド番号 376

から 481 番までを増幅することにした。片

方のプライマー（M13RV）に HP-3 標識を

持つものと持たないものを用いた。もう一

方 の プ ラ イ マ ー は 共 通 の プ ラ イ マ ー

(M13M3)を用いた（図 4.4.12）。各 PCR サ

イクルのサンプルを PAGE 解析することに

より、PCR の進行を確認した。おおよそ１

０サイクルあたりから生成物のバンドが確

認されている。同様に各 PCR サイクルの

サンプルの DANP の蛍光を測定した。先

に述べ忘れたが、DANP はポリメラーゼ反

応を阻害しなかった。蛍光測定の結果、

430 nm の蛍光強度は PCR サイクルの増

加とともに減少し、おおよそ３０サイクルあ

た り で 蛍 光 強 度 の 減 少 が 止 ま っ た 。

PAGE 解析の結果とあわせて、この蛍光

強度の減少はプライマーに結合した

DANP の減少、即ちプライマーの減少と

相関していると考えられた。次に、シトシ

ンバルジヘアピンプライマーを用いて、チ

トクローム P450 サブタイプの SNP タイピン

グを実施した。用いたテンプレートは

P450 2C9*3 で、SNP サイト(1075)が、A も

しくは C である。アレル特異的 PCR を行う

ために各アレルにマッチした FW-1075G

と FW-1075T を用い、それぞれ HP-3 で

標識した。A-アレルテンプレートを用いた

場合（図 4.4.13）、SYBER Green を用いた

リアルタイム PCR 法により、FW-1075T に

より約２３サイクルあたりでの直線的な蛍

光強度増加が認められた。一方、ミスマッ
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チの FW-1075G では 35 サイクル以降での増加となった。ヘアピンプライマーによる蛍光強度減少

は、FW-1075T を用いた場合、約２５サイクル、FW-1075G では 33 サイクルと、SYBER 法とほぼ一

緒の結果となった。一方、C アレルテンプレートを用いた場合、二つのプライマーによる違いは、

SYBER 法もヘアピンプライマー法も小さくなったものの、FW-1075G での優先的なシグナル変化が

観測された。 

成果：以上の結果から、シトシンバルジヘアピンを標識に持つ PCR プライマーとシトシンバルジに

特異的に結合する蛍光分子DANPの組み合わせにより、PCRの進行をリアルタイムに観測すること

が出来た。さらに、アレル特異的 PCR 法と組み合わせることにより、SYBER 法と同じ SNP タイピング

結果を得た。本手法の特徴は、PCR サンプルにヘアピンプライマーと色素 DANP を加えて PCR す

るだけのきわめて簡便な操作にある。ベッドサイドでの POC を実現するためには、複雑な操作の一

切ない検査系を確立する必要があり、本手法はその点で他の SNP タイピング法と一線を画す方法

といえる。 

 

 (2)研究成果の今後期待される効果 

４．４．２．１  シトシンバルジに結合する蛍光性プローブの設計と SNP 検出法の開発 

 蛍光色素 DANP の発見により、シトシンバルジの隣接塩基の影響による蛍光強度を評価する手

法であるが、操作法が複雑であり残念ながら社会で使える技術には届かない。しかし、DANP の特

徴ある蛍光色素としての役割は、4.2.3 の研究項目で実社会に還元できる技術として利用されてい

る。 

 

４．４．２．２ PCR プライマーに導入したリピート配列を利用した SNP のリアルタイム検出 

 分担研究項目に最も近い、核酸構造変化をリアルタイムに検出する手法として、PCR の 5’末端

に付加した TGG リピート配列の小分子リガンドへの結合を指標とした PCR のモニタリング技術であ

るが、検出系が非常に複雑であると同時に、高価な機器を使うために、実社会ですぐに使える技術

としての開発は難しい。しかし、本研究項目で検討した PCR プライマーの 5’末端側に導入した構

造の PCR 進行による構造変化をリアルタイムにモニタリングするという概念は、次の 4.2.3 に着実に

受け継がれた。 

 

４．４．２．３ PCR プライマーに導入したシトシンバルジを利用したリアルタイム SNP 検出 

 本手法は、PCR のリアルタイムモニタリングを可能とすると同時に、アレル特異的 PCR 法との組み

合わせにより、超簡便な SNP タイピング技術として利用できることを実証した。現在最も良く使われ

ている SNP タイピング法は TaqMan 法であるが、蛍光基と消光基の二つの化学修飾を施した

TaqMan プローブが高価であるために、精度、簡便さをそのままにより安価な手法の開発と実用化

が大いに期待されている。この点において本ヘアピンプライマー法は、PCR の様々な技術との組

み合わせが可能であり、精度向上が期待される。簡便さでは、TaqMan 法と遜色はなく、DANP の

製造コストを考え合わせると、きわめて安価な SNP タイピング法を提供できると考えている。 
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10. 高山 香*、斉藤統一*、中村光伸*、山名一成*（*兵庫県立大院工）、ピレン修飾ＤＮ
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1. 中谷和彦、光による遺伝子制御、第７回  分子ダイナミック分光ワークショップ「生
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11th Korea-Japan Joint Symposium on Drug Design and Development, Jedu Island, Korea, 
2006. 
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22. 中谷和彦、DNA の特異構造を認識する小分子の創成に関する研究、日本化学会第２５

回学術賞受賞講演、東京、2008 年３月２７日 
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3. 武井史恵、萩原正規、張 錦華、中谷和彦（大阪大学）、N,N'- （3-aminopropyl）

-2,7-diamino-1,8-naphthyridine による一塩基変異検出、日本化学会春季年会、千葉、２
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逆的結合制御、日本化学会春季年会、大阪、２００７年 
7. 中谷和彦（大阪大学）、Molecular Glue for DNA,産研・ナノテクノロジーセンター国際

合同シンポジウム 2006、大阪大学 銀杏会館、2006 年 9 月 19 日(火)〜20 日(水) 
8. 堂野主税、中谷和彦（大阪大学）、小分子リガンドによる核酸二本鎖構造のコントロー

ル、齋藤シンポジウム ゲノム化学の最先端-医学・分子生物学への応用と展開、日本

大学工学部 50 周年記念館講堂(福島、郡山市)、9 月 15 日〜16 日 
9. Control of DNA hybridization by photoswitchable mismatch binding ligands、Chikara Dohno, 

Shin-nosuke Uno and Kazuhiko Nakatani、第 33 回核酸化学シンポジウム、大阪大学、
2006.11.20-11.22 

10. 宇野真之介、堂野主税、奥美華、中谷和彦、光応答性ミスマッチ結合分子の開発、第

８７日本化学会春季年会、関西大学千里山キャンパス、2007.3.25-3.28 
11. 堂野主税、彭涛、中谷和彦、熱分解性ミスマッチ結合分子による DNA 二本鎖会合制御、

第８７日本化学会春季年会、関西大学千里山キャンパス、2007.3.25-3.28 
12. 武井史恵・萩原正規・張 錦華・中谷和彦、ヘアピン構造を持つプライマーを使った

遺伝子一塩基多型の蛍光検出、第８７日本化学会春季年会、関西大学千里山キャンパ

ス、2007.3.25-3.28 
13. 林剛介、萩原正規、堂野主税 中谷和彦、Reversible Control of DNA Hybridization by 

Photoresponsive Ligands, 第５回国際核酸化学シンポジウム、東京大学、2007 年１１月

２０日 
14. 萩原正規、中谷和彦、有機小分子化合物が誘起するヒトテロメアの構造変化、日本化

学会第 88 春季年会、立教大学、2008 年 3 月 26 日(水)午後〜30 日(日) 
15. 宇野真之介、堂野主税、奥美華、坂井俊、中谷和彦、DNA の二本鎖会合制御に向けた 

光応答性ミスマッチ結合分子の開発 (2)、日本化学会第 88 春季年会、立教大学、2008
年 3 月 26 日(水)午後〜30 日(日) 

16. 張 錦華、梅本 詩織、堂野主税、中谷和彦、キサントン誘導体を蛍光指示薬として

用いた RNA-リガンド相互作用の評価、日本化学会第 88 春季年会、立教大学、2008 年

3 月 26 日(水)午後〜30 日(日) 
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17. 坂井俊、堂野主税、中谷和彦、DNA の二本鎖会合制御に向けた 光応答性ミスマッチ

結合分子の開発 (1)、日本化学会第 88 春季年会、立教大学、2008 年 3 月 26 日(水)午後

〜30 日(日) 
18. 堂野主税、宇野真之介、中谷和彦、DNA 分子糊による核酸二次構造の制御、日本化学

会第 88 春季年会、立教大学、2008 年 3 月 26 日(水)午後〜30 日(日) 
19. 堂野主税，小分子を用いた DNA 二本鎖形成の光可逆的制御，2008 年 11 月 10 日-11 日, 

大阪大学産業科学研究所 第４回ナノテクノロジーセンター研究会 
 

③ポスター発表  （国内会議  22 件、国際会議  16 件） 
1. 後藤、小堀、須田、中谷（京都大学）、Separation of mismatched DNA by using the affinity 

column immobilizing mismatch-binding ligands、核酸化学シンポジウム、東京、２００４

年． 
2. 小堀、タオ、林、中谷（京都大学）、SPR fingerprinting of mismatched base pair、核酸化

学シンポジウム、東京、２００４年． 
3. 林、萩原、中谷（京都大学、大阪大学）、Application of L-DNA as a molecular tag、核酸

化学シンポジウム、福岡、２００５年． 
4. 萩原正規、中谷和彦（大阪大学）、d(CAG)トリプレットリピート結合性低分子による

DNA 伸長阻害、第 33 回 核酸化学シンポジウム、大阪、２００６年 
5. 堂野主税、中谷和彦、光感応性ミスマッチ安定化分子の開発と応用、光化学討論会、

東北大学川内キャンパス、2006.9.10-9.12. 
6. Y. Tozuka, Y. Yoshikawa, H. Ohishi （大阪薬科大学）, Y. Kobayashi, D.-Y. Zhou and K. 

Nakatani（大阪大学）. Measurement of circular dichroism and structural chemical research of 
d(CG)6 and d(TA)6, Thirty-third Symposium on Nucleic Acid Chemistry, Osaka, 2006. 

7. 萩原正規、中谷和彦（大阪大学）、Inhibition of DNA replication by a d(CAG) repeat binding 
ligand、21 世紀 COE プログラム国際シンポジウム、兵庫、２００６年 

8. 堂野主税、中谷和彦（大阪大学）、Synthesis and evaluation of photo-responsive mismatch 
binding ligands,産研・ナノテクノロジーセンター国際合同シンポジウム 2006、大阪大学 
銀杏会館、2006 年 9 月 19 日(火)〜20 日(水) 

9. 堂野主税、中谷和彦、光応答性ミスマッチ結合分子の開発、第６２回産研学術講演会、

大阪大学、2006.11 
10. Fumie Takei, Masaki Hagihara, Jinhua Zhang, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）, Fluorescent 

Determination of SNPs by C-Bulge Binding Ligand, XXIst IUPAC Symposium on 
Photochemistry, Kyoto, April 2006 

11. Fumie Takei, Masaki Hagihara, Jinhua Zhang, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）, Fluorescent 
Determination of SNPs Using N,N-bis(3-aminopropyl)-2,7-diamino-1,8-naphthyridine, XVII 
International Roundtable on Nucleosides Nucleotides and Nucleic Acids、Bern, Switzerland, 
2006 

12. Gosuke Hayashi, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）, Application of L-DNA as molecular tag, 
XVII International Roundtable on Nucleosides Nucleotides and Nucleic Acids、Bern, 
Switzerland, 2006 

13. Tao Peng, Chikara Dohno, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）, Mismatch Binding Ligands 
Function as Molecular Glue of DNA, XVII International Roundtable on Nucleosides 
Nucleotides and Nucleic Acids、Bern, Switzerland, 2006 

14. Fumie TAKEI, Masaki HAGIHARA, Jinhua ZHANG , Kazuhiko NAKATANI（大阪大学）, 
Fluorescent Determination of SNPs by C-Bulge Binding Ligand N, N’-bis (3-aminopropyl)- 
2,7-diamino-1,8- naphthyridine, Sanken International Symposium on Nanoscience and 
Nanotechnology 2006,Osaka, 2006 年 

15. Dohno, C., Peng, T., Nakatani, K.（大阪大学）、 Mismatch-Binding Ligands as a 
Molecular Glue for DNA, 7th International Meeting on Recognition Studies in Nucleic Acids
 University of Sheffield, 2007 年 4 月 1 日-5 日 
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16. 萩原正規、中谷和彦（大阪大学）、有機小分子化合物が引き起こすヒトテロメアの構造

変化 第 2 回日本ケミカルバイオロジー研究会年会、京都大学 時計台記念館

内、2007 年 5 月 9 日-10 日 
17. 堂野主税、宇野真之介、中谷和彦（大阪大学）、光応答性 DNA 分子糊の開発、第 2 回

日本ケミカルバイオロジー研究会年会、京都大学 時計台記念館内、2007 年 5 月 9 日

-10 日 
18. 宇野真之介、堂野主税、奥美華、中谷和彦（大阪大学）、光応答性ミスマッチ結合分子

の開発、第 34 回有機反応懇談会、大阪府立大学 学術交流会館、2007 年 7 月 27 日 
19. 堂野主税、宇野真之介、中谷和彦（大阪大学）、小分子リガンドによる DNA 二本鎖形

成の光制御、2007 年光化学討論会、信州大学松本キャンパス、2007 年 9 月 26 日-28
日 

20. 萩原正規、中谷和彦（大阪大学）、有機小分子化合物によるヒトテロメア伸長阻害、第

22 回生体機能関連化学シンポジウム、東北大学 多元物質科学研究所、2007 年 9 月

28 日-29 日 
21. Shin-nosuke Uno, Chikara Dohno, Mika Oku, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）、Reversible 

Control of DNA Hybridization by Photoresponsive Ligands、第 5 回国際核酸化学シンポジ

ウム（第 34 回核酸化学シンポジウム）、東京大学安田講堂、2007 年 11 月 20 日―22 日 
22. 堂野主税、宇野真之介、中谷和彦（大阪大学）、光応答性 DNA 分子糊による DNA 二

本鎖会合制御、SORST ジョイントシンポジウム（8） コクヨホール、2008 年 1 月

29 日〜30 日 
23. Tsuyoshi Yamamoto, Chikara Dohno, Shin-nosuke Uno, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）、

 Switching DNA hybridyzation by a molecular glue for DNA、第五回 21 世紀 COE プロ

グラム国際シンポジウム「新産業創造指向インターナノサイエンス」、淡路夢舞台国際

会議場、2008 年 2 月 4 日〜5 日 
24. Shiori Umemoto, Jinhua Zang, Kazuhiko Nakatani（大阪大学）、Displacement Assay For 

RNA-ligand Interactions, Using Ligand's Fluorescent Property、第五回 21 世紀 COE プログ

ラム国際シンポジウム「新産業創造指向インターナノサイエンス」、淡路夢舞台国際会

議場、2008 年 2 月 4 日〜5 日 
25. 武井 史恵、岡 芳美、萩原 正規、曽家 義博、中谷 和彦、シトシンバルジ-へア

ピンプライマーを使った革新的遺伝子変異の蛍光検出、2008 年 5 月 19 日-5 月 20 日、

日本ケミカルバイオロジー研究会第３回年会 
26. 林剛介、萩原正規、堂野主税、中谷和彦 金表面上への光照射による RNA-ペ

プチド複合体の可逆的相互作用、2008 年 5 月 19 日-5 月 20 日、日本ケミカルバイオロ

ジー研究会第３回年会 
27. 宇野真之介、堂野主税、奥美華、坂井俊、中谷和彦、光応答性ミスマッチ結合リガン

ドの合成と評価、日本ケミカルバイオロジー研究会第３回年会、2008 年 5 月 19 日-5
月 20 日 

28. Shin-nosuke Uno, Chikara Dohno, Mika Oku, Shun Sakai and Kazuhiko Nakatani,Synthesis 
and evaluation of photoresponsive molecular Glue for DNA, IUPAC ICOS-17, 17th 
International Conference on Organic Synthesis, 2008.6.22-27. 

29. Fumie Takei, Masaki Hagihara, Yoshimi Oka, Kazuhiko Nakatani, THE FLUORESCENT 
DETECTION OF SINGLE NUCLEOTIDE DIFFERENCE USING CYTOSINE BULGE 
HAIRPIN PRIMERS, XXII IUPAC  SYMPOSIUM ON PHOTOCHEMISTRY 2008, 2008
年 7 月 28 日-8 月 1 日 

30. Dohno, C.; Uno, S.; Yamamoto, T.; Sakai, S.; Nakatani, K., Reversible control of DNA 
hybridization by a small synthetic ligand, 第５回集積型合成国際シンポジウム（ISIS-5）, 
2008 年 9 月 5 日-6 日 

31. Shiori Umemoto, Jinhua Zhang, Chikara Dohno and Kazuhiko Nakatani, Fluorescent Ligand 
as a molecular probe for the RNA structure, Joint Symposium of 18th International Roundtable 
on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids (IRTXVIII) and 35th International Symposium 
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on Nucleic Acids Chemistry, 2008.9.8-12 
32. Yoshimi Oka, Tao Peng, Fumie Takei and Kazuhiko Nakatani, The reaction of cytosine with 

bisulfite by base flipping from the duplex, Joint Symposium of 18th International Roundtable 
on Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids (IRTXVIII) and 35th International Symposium 
on Nucleic Acids Chemistry, 2008.9.8-12 

33. Gosuke Hayasi,   Masaki Hagihara, and Kazuhiko Nakatani RNA aptamers that reversibly 
bind to photoresponsive peptide, Joint Symposium of 18th International Roundtable on 
Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids (IRTXVIII) and 35th International Symposium on 
Nucleic Acids Chemistry, 2008.9.8-12 

34. 萩原 正規, 中谷 和彦, グアニンリッチ RNA 配列に構造変化を誘起する小分子化合, 
第 3 回バイオ関連化学合同シンポジウム 2008, 2008 年 9 月 18 日-20 日 

35. 林 剛介 , 萩原 正規, 中谷 和彦, 第 3 回バイオ関連化学合同シンポジウム 2008, 2008
年 9 月 18 日-20 日 

36. 坂井 俊 , 宇野 真之介, 堂野 主税 , 中谷 和彦, 第 3 回バイオ関連化学合同シンポジ

ウム 2008, 2008 年 9 月 18 日-20 日 
37. 山本 剛史 , 堂野 主税, 中谷 和彦, 第 3 回バイオ関連化学合同シンポジウム 2008, 

2008 年 9 月 18 日-20 日 
38. 堂野主税、中谷和彦, 光応答性 RNA 結合リガンドの合成と評価-20 日、第 3 回バイオ

関連化学合同シンポジウム 2008, 2008 年 9 月 18 日 
 

 

(４)知財出願 

「丸山」グループ 

①国内出願 (3 件) 

１． 発明の名称：ＲＮＡ含有組成物 

発明者：佐藤あゆみ、平井美和、高木基樹、嶋本顕、丸山厚、チェ ソンウォン、 

狩野有宏 

出願人：（国）九州大学、（株）ジーンケア研究所 

出願日：平成 17 年 5 月 16 日 

出願番号：特願 2005-142420 

２． 発明の名称：核酸結合性物質の評価法 

発明者：丸山厚、新谷彩、東條野歩、山吉麻子、狩野有宏 

出願人：丸山厚、旭化成株式会社 

出願日：平成 18 年 9 月 4 日 

出願番号：特願 2006-238752 

３． 発明の名称：核酸ハイブリダイゼーション用溶液 

発明者：丸山厚、狩野有宏 

出願人：旭化成株式会社、丸山厚 

出願日：平成 19 年 5 月 9 日 

出願番号：特願 2007-124640 

②国外出願 (0 件) 

 

｢中谷｣グループ 

① 国内出願 (３件)  

1. 発明の名称：ミスマッチ塩基対検出分子およびミスマッチ塩基対検出方法、並びに

その利用 

発明者：中谷和彦、後藤佑樹、ペン タオ、小堀哲生 

出願人：（国）京都大学 

出願日：平成１６年１０月７日 

出願番号：特願 2004-295238 
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2. 発明の名称：一塩基多型の検出方法 

発明者：中谷和彦、須田仁志、小堀哲夫 

出願人：（国）京都大学 

出願日：平成１７年２月１日 

出願番号：特願 2005-025644 

3. 発明の名称：PCR プライマー、それを利用した PCR 法及び PCR 増副産物、並びに

PCR 増副産物を利用するデバイス 

発明者：中谷和彦、林剛介 

出願人：（国）京都大学 

出願日：平成１７年３月４日 

出願番号：特願 2005-061429 

 

 

 (５)受賞・報道等  

 

①受賞 

 

1. 丸山厚、平成 17 年 2005 日本バイオマテリアル学会 学会賞（学術） 
2. 中谷和彦、第 19 回日本 IBM 科学賞、「核酸を精密に認識する有機分子の開発と展開」、2005

年１2 月 
3. 中谷和彦、平成 17 年度大阪大学教育・研究功績賞、2006 年 2 月 
4. 中谷和彦、第 25 回日本化学会学術賞、「DNA の特異構造を認識する小分子の創成に関する

研究」、2008 年 3 月 
5. 中谷和彦、第 40 回市村学術賞貢献賞、「ミスマッチ結合分子の創製、遺伝子検査技術への応

用」、2008 年 4 月 
6. 中谷和彦、第 26 回大阪科学賞、「DNA ミスマッチ塩基対を認識する分子の創製」、2008 年 10

月 
7. 中谷和彦、平成 20 年度大阪大学教育・研究功績賞、2009 年 2 月 
 

  ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 中谷和彦、NHK 朝のニュース、2008 年 10 月、大阪科学賞の受賞について 

 

 ③その他 

  なし 

 

 (６)成果展開事例  

①実用化に向けての展開 

なし 

 

②社会還元的な展開活動 

  なし 
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§６ 研究期間中の主な活動 （ワークショップ・シンポジウム等） 
  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

H18 年 1 月

22 日-24 日 

核酸キャリアに関する日

中韓フォアサイト事業セ

ミナー 

鹿児島 37 カチオン性高分子の遺伝子

キャリア等への応用に関す

るセミナー 

H18 年 8 月 2

日 

チーム内ミーティング 東京 ９ 研究進捗および計画の確認

H19 年 7 月

24 日-25 日 

核酸キャリアに関する日

中韓フォアサイト事業ワ

ークショップ 

福岡 37 遺伝子キャリアに関する若

手研究者交流 

H19 年 8 月 3

日 

チーム内ミーティング 東京 ８ 研究進捗および計画の確認

H19 年 12 月

5 日-8 日 

核酸キャリアに関する日

中韓フォアサイト事業セ

ミナー 

東京 30 カチオン性高分子の遺伝子

キャリア等への応用に関す

るセミナー 

H20 年 10 月

24 日 

チーム内ミーティング 姫路 15 研究進捗および計画の確認
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§７ 結び 
本研究課題は、JST さきがけ研究で支援いただいた核酸シャペロン活性を有する高分子材料の

設計に基盤を置いている。当初は遺伝子キャリアを目的として合成した高分子材料と核酸との相

互作用をあれこれと調べているうちに、意外な実験結果に触れた。もしかしたらと思い核酸シャペロ

ンとしての機能を評価した結果、思いもよらない活性を見いだした。既に 10 年前になる。当時は、

タンパク質に対する分子シャペロンが注目されていた。しかし、核酸に対する分子シャペロンを耳

にすることは無かった。自然界に存在するのかしないのか知らないうちに、人工 DNA シャペロンと

いう言葉を勝手に使いはじめた。天然にも存在するのかという質問を良く受けた。文献の検索を繰

り返し、自然界における核酸シャペロンが論文（論文では RNA シャペロンとなっている）に記載され

ているの知ったのは、それから随分と後になる。 

 さきがけ研究で遺伝子解析への展開に関して、初歩的なデータが得られ、それを眺めているうち

に、一つの実験結果が気になった。そのことを考えているうちに、新しい核酸プローブの発想に至

り、CREST への提案を行った。こちらも意外な結果からの着想であった。実用レベルの遺伝子解析

法を求められる課題であったが、この間にもセレンディピティにあふれる現象、発見に触れることが

できたのは、研究者として極めて幸運であった。CREST 研究の支援により恵まれた研究環境とじっ

くりと研究に取り組める時間を支援されたことは大きい。とりわけ、高分子の核酸シャペロン効果に

ついては、様々な核酸構造に展開することができ、予想以上に波及性が有ることが見いだされ、合

成高分子によりこんなにも核酸構造を制御さらに言えば操れるものかと、正直驚いてもいる。さらに

展開させることで核酸の分子生物学にも一石を投じられると感じている。今では、「核酸シャペロン」

も多くの方々に知っていただけるようになった。 

遺伝子解析への応用展開では、基礎的レベルで、つまり化学者が化学物質として核酸を扱う範

囲では順調に進展した。一方、実際的な遺伝子解析法としてシステムを作り上げるうえでは、生物、

医学的、そして何よりも遺伝子解析分野での知識が不足していたこともあり、苦難を要した。生体サ

ンプルからどのような過程を経て解析段階に導くか、あるいは日々進展するバイオ技術の中でタイ

ムリーに解析システムに求められるはどのようなものかなど、課題は山積みであった。そんな状況下

で、本領域のアドバイザーの先生方からの助言に活路が見いだされた。とりわけ、東大・徳永先生

との共同研究により、遺伝子解析法としてプロトタイプレベルのシステムを作り上げることができた。

先行技術に対して、適わない面もはっきりする一方、自分たちのシステムの長所も実際的なレベル

で計り知ることができるようになった。基礎的な研究に踏みとどまっているだけでは得ることができな

い知見である。元来、生医学材料分野と学際領域で研究を行ってきたが、異分野連携の重要性を

再度身に染みて感じた。このことは、本研究に携わった学生、スタッフに深く刻まれていると確信す

る。CREST 型の研究課題ならではのメリットと思う。 

異なる分野にも関わらず前向きなサポートやいろいろな視点からのアドバイスを頂いた研究総括

の笹月健彦先生およびアドバイザーの先生方に深く御礼を申し上げる。また、無理をお願いするこ

とが多々あったが快く対応していただき暖かくご支援いただいた領域事務の方々に感謝申し上げ

る。また、頼りないチームリーダーを常に支え、また協力的にプロジェクトに尽力頂いたチームメン

バーおよびその共同研究者に御礼する。最後に、本研究課題に関わって日夜手を動かしてくれた

学生、スタッフに深く感謝の意を表したい。 
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丸山研スナップ 
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中谷研究室のスナップ 
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