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３．研究のねらい  

核酸、タンパク、多糖等の生体高分子はそれ自身が天然の超分子である。多くの場合これらは

単独でなく、分子間の協調したはたらきによって高度な仕事を行っている。この精緻な分子システ

ムの一部、すなわち生命の部品に化学的に少しだけ手を加えてやる（コンジュゲーション）と、生

体分子固有の高度な分子認識能と任意の人工機能を併せ持つ新たな分子を創成することができ、

さらにコンジュゲート分子間の協同性（アロステリズム）を利用することで結合制御、信号変換、物

質変換等の機能、さらには、分子マシン、制御されたナノ構造体等の多様な分子システムを作り

上げることができる。本研究では特に DNA コンジュゲート間の協同性に焦点を当て、これを積極

的に利用した新規プロービング技術の開発を行った。 

 

４．研究成果  

繰り返し配列を探索するプローブ 

 遺伝子中には非常に多くの繰り返し領域が存在することがわかっており、トリプレットリピート病

に代表されるように、その多くは生物学的に重要な意味を持つ。分子間の協同性をより強く意識し

てプローブを設計すると、このような繰返し配列に選択的に結合する分子をつくることができると

考えた。 

 [Ru(phen)2dppz]2+錯体は二本鎖特異的にインターカ

レーションし、発光する“light switch”として良く知られ

た 分 子 で あ る 。 繰 返 し 配 列 （ ヒ ト テ ロ メ ア 、

d(TTAGGG)n）の１ユニットに相補的なDNA末端にこれ

を修飾する。このコンジュゲートのひとつがターゲット

に結合すると、図１に示すように[Ru(phen)2dppz]2+錯

体部分が二本鎖構造を好むために、隣接するユニッ

トへの第二の結合を誘導するはずである。 

 金属錯体部分の光学活性に基づいて、コンジュゲ

ートをΛ、Δ体に分割した。種々の条件下、それぞれ

のコンジュゲートとd(TTAGGG)、およびd(TTAGGG)2と

の間に形成する二本鎖の融解実験を行い、コンジュ

ゲートのハイブリダイゼーションにおける協同性ωを

図 1 Ru 錯体修飾 DNA プローブの繰り返し配列

への協同的結合 Δ体のみが高い協同性で繰り

返し配列に結合した。 
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算出した。その結果、Δ体についてはω = 54、Λ体は1.6という結果になった。このことは、最初の

Δ体コンジュゲートがターゲットの繰返しユニットの一つに結合すると、その隣のサイトへの結合を

平衡定数にして約 50 倍に促進することを示している。すなわち、Δコンジュゲートはd(TTAGGG)n

配列を探索し、選択的にそこに集合する性質を持つことになる。ωはコンジュゲート末端部分の塩

基配列に依存しており、[Ru(phen)2dppz]2+錯体のΛ体、Δ体について観測されたωの非対称性は、

それぞれの錯体に関して知られている塩基配列特異性によって説明することができた。この結果

は、より強い協同性を示す配位子のロジカルな分子設計の指針となる。 

DNA上での錯生成を利用した蛍光プローブ 

 核酸末端に金属配位基を導入したコンジュゲートは適当な金属イオン共存下でのみ金属を挟ん

だ２量体を形成し、対応する結合サイトに協同的に結合することを既に示している。ここでは DNA

（ターゲット）がテンプレートとなり、２つの配位子を接近させて特定金属イオンを収容する理想的

なミクロ環境を作ったと考えられる。このことは、用いる金属を希土類金属のような発光性のもの

にするとそのままユニークな DNA プローブとなることを示している。すなわち、テンプレートがあっ

て初めて錯体を形成するので、ターゲットが存在するときにしか光らない（B/F 分離不要の）均一

溶液で使用できるプローブである。 

 ターゲット上でこれら金属を２つのDNAコンジュゲートで挟むが、片方のコンジュゲート（キャプチ

ャ ー プ ロ ー ブ ） 末 端 に は 、 DTPA （ Diethylenetriaminepentaacetic acid ） 、 EDTA

（Ethylenediaminetetraacetic acid）、IDA（Iminodiacetic acid）等の金属イオンを捕まえるコンプレキ

サン型の配位子を、もう片方（アンテナプローブ）にはPhen（1,10-Phenanthrolin ）、DPPZ

（Dipyrido[3,2-a:2’,3’-c]phenazine）、Terpy（2,2':6',2''-Terpyridine）等の芳香族性の非常に弱い配

位子を導入した。すなわち、全体として、前者が強く金属イオンを捕捉し、ターゲットをテンプレート

として後者の増感剤（アンテナ分子）と隣り合わせに結合したタンデム二本鎖を形成することでタ

ーゲットに結合したときのみ希土類金属イオンが発光する条件が整うというしくみである。測定の

結果、ターゲット中のミスマッチの有無により発光強度が 20 倍以上の劇的な変化をすることがわ

かった。さらに興味深いことに、遺伝子混合物の同時検出（アレルタイピング）も可能であることも

わかった。野生型と、変異型に相補的な２種のキャプチャープローブを準備して、それぞれ等量の

Tb3+、Eu3+と混合する。こ

れら２種のキャプチャープ

ローブ溶液と共通のアン

テナプローブをターゲット

と混合して計測した結果、

野生型ホモ接合体のサン

プルでTb3+の緑色、変異

型ホモでEu3+の赤色、両

者の等量混合物、すなわ

ちヘテロ接合体サンプル

では黄色の発光色を肉眼

図２ 鋳型上での発光性希土類錯体の協同的形成を利用した多色アレル解析 

（左図）検出原理の模式図 バイアレリックなサンプルに対しWTプローブはTb3+（緑）

でMutプローブはEu3+（赤）でラベル化し、検出実験に供した。（右図）WT/WT、

Mut/Mut、WT/Mutサンプルはそれぞれのプローブで特異的にラベル化され、緑、

赤、黄で明るく発色した。 
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で観察することができた（図２）。 

 用いるのは共通の構造を持つコンジュゲートペア。それぞれのコンジュゲートペアと適当な金属

イオンと組み合わせて混ぜるだけで、任意の配列を異なる色でラベル化することができる。 

DNAテンプレート上での光化学ライゲーション

 酵素を使わずに核酸を化学的に連結する化学的ライゲーションには、“酵素反応に適した”反応

条件や基質にできる構造等の制約がなく、新しい遺伝子操作法、ナノ構造体の構築法等の観点

から盛んに研究が行われている。中でも光を駆動力とする光化学ライゲーションは、第三の試薬

の添加の必要がないこと、照射光の強度や波長により反応を容易に制御できる点が特長である

が、研究例はたいへん少ない。 

 著者らは末端に光反応性基であるアントラセンを導入した DNA コンジュゲートを合成した。それ

ぞれ逆末端にアントラセンを導入した 2 種のコンジュゲートはターゲットに結合した際にその互い

のアントラセン部位が対峙（スタッキング）するように設計してある。複合体形成後、光を照射する

と相補的な DNA が加えられたサンプルにおいてのみコンジュゲート同士が連結された二量化生

成物が生じた（図３上）。1、２、９位とアントラセンの置換位置によって反応性はかなり異なり、１、

２位置換体では反応は数分ときわめて速く進行する。また、[4π-4π]型の光架橋反応であるので

塩基とのクロスカップリングもない（図３下）。さらに、二本鎖を形成したそれぞれの鎖の末端同士、

三本鎖など、リガーゼが基質とできない構造においても高効率で反応することが確認できた。 

 熱安定性の差（１）と局所構造の乱れ（２）を利用する以下の２つの方法で SNP 検出の可能性を

検討した。すなわち、（１）ターゲットとの

間に形成する二本鎖構造の、ミスマッチ

に基づく熱安定性の相対的な差を大きく

するために、７塩基の短いコンジュゲート

を用いた（コンジュゲートの on/off を利用

する）。competitor（コンジュゲートの相補

鎖）共存下、適当な温度条件を選ぶこと

で SNP をデジタル的に識別できることが

わかった。また、（２）15 塩基の長いコン

ジュゲートを用いてミスマッチの有無に関

わらず二本鎖が充分に安定な条件下光

照射を行った。ライゲーションの反応性

はミスマッチの位置、種類によって大きく

変化することがわかった。この手法にお

いては二本鎖構造中の局所的な構造の

乱れを利用している。ミスマッチが反応

サイト（コンジュゲート末端、アントラセン

側）に近いときには、反応性を著しく低下

させることができた。 
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図３ アントラセン-DNA コンジュゲートの光化学ライゲーション 

９位置換アントラセンに比べ、１、２位置換体の反応は非常に速

く、１分の光照射で一塩基置換を高いコントラストで見分けるこ

とができる。 
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 いずれも３分以下の光照射で SNP の識別が可能であり、従来の酵素反応に要する時間と比較

すると大幅な短縮である。後者の方法で、さらにシグナルのコントラストを上げることができれば、

厳密な温度設定が必要ないので DNA チップなどのように多様な塩基配列を一度に処理しなくて

はならない系において非常に有効な検出手段となる。 

 

５．自己評価  
本研究においては一つの系に対して複数のプローブを同時に使用し、単独系では実現できな

い高度な分析原理の構築に向け主に以下の３つの系について検討を行った。 

 

１．繰り返し配列を探索するプローブ 

２．DNA 上での錯生成を利用した蛍光プローブ 

３．DNA テンプレート上での光化学ライゲーションを利用した核酸分析 

 

 １に関しては繰り返し配列に結合させるための分子設計の一般則を見いだすことができた。今

後は、これに従い、より高い協同性 ω をもつプローブの設計が可能になると考えられる。当初計

画では実際の分析系への応用までを行う予定であったが、そこに至ることはできなかった。70%程

度の達成率であった。 

 ２に関してはプローブ同士を組み合わせて合計 12 種類のプローブペアの発光挙動を検討し、

Phen と EDTA を有する DNA プローブ同士の組合せが最も優れていることがわかった。時間分解

測定法により、錯体の寿命、検出感度等の基礎データを得ることができた。また、プレートリーダ

ーを用いて、ほぼ同じ感度で迅速な検出が可能なことも示した。さらに、２種の希土類金属を同時

に使用すると、アレル解析等の同時多色アッセイが可能であることを示した。この系に関しては目

標をほぼ達成することができた。 

 ３に関してはプロトタイプのコンジュゲートを改良し、反応効率を飛躍的に向上させることに成功

した。わずか数分の光照射により 95%を超える反応収率が得られた。最適条件を選ぶことで約１

分の反応でミスマッチをほぼ１/０のコントラストで見分けることが可能であり、リガーゼを用いる従

来法と比較すると大幅な時間短縮を可能にした。目標はほぼ達成された。 

 

６．研究総括の見解 
機能性分子を修飾した DNA プローブが相補鎖とのハイブリダイゼーションにおいて示す強い協

同性を利用して標的遺伝子のラベル化を狙う。すなわち複数の機能性 DNA プローブが協調して

働くと、単一のプローブでは見られなかった種々の高度な機能を発揮する現象を究明して、その

応用展開を意図する課題である。主たる研究成果は次の３点である。 
①遺伝子中の繰り返し配列を選択的に検索するプローブ設計の一般則を見いだした。 
②DNA 上での希土類金属イオンの錯形成を利用した蛍光プローブにより多色アレル解析に成功

した。 

③アントラセンを導入したコンジュゲートにより高効率な光化学ライゲーション法を開発した。 
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複数のプローブ間の協同性を利用したいくつかの新しい遺伝子解析法に成功している。化学的

アプローチを進めてプローブの選択性を着実に発展させている点は高く評価できる。 

研究成果は 9 篇の原著論文、13 件の学会招待講演にまとめられている。 

希土類錯体の特徴をうまく活かした遺伝子混合物の同時検出、あるいは DNA テンプレート上で

の光化学ライゲーションなど将来の SNP 解析に繋がる基礎研究として実用的価値も大きい。今後

は、応用ポイントを絞った高効率化、高選択性などの実用レベルの課題解決を図る研究に進展す

ることも強く期待される。また、核酸の特性を利用して、各種機能を持った分子を特異的に反応さ

せ、新しい計測分析法を創成することを期待したい。 
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