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ベント構造を利用する新しい高精度ＤＮＡ/ＲＮＡ検出法

●関根 光雄　　

東京工業大学大学院生命理工学研究科

〈研究の目的と進め方〉
本研究は折れ曲がったＤＮＡ２重らせんを用いる遺伝

子診断の新しい手法を開拓することを目的にするもので
ある。２箇所ベント構造を組み込んだ３’、５’末端に蛍
光標識された人工核酸を合成し、３箇所からなる塩基対
形成部位が標的遺伝子とすべて完全に塩基対合し、２つ
の蛍光官能基が近接できることによってはじめてFRET
発光を検出する方法を考案した。また、とくに、従来の
ＤＮＡやｍＲＮＡの研究法はチミジン塩基がアデニンば
かりでなくグアニン塩基とも塩基対形成しやすいために、
誤診の結果をまねく大きな問題があった。本法では、こ
のミスマッチ塩基対による誤診を本質的に解決するため、
グアニンには全く塩基対形成せず、アデニンに高感度の
検出ができるように検討する。

〈研究開始時の研究計画〉
１）ベント構造モチーフを２箇所もつ人工核酸の合成

法の確立：tRNAのＵターン構造のコンホメーションを固
定したUpU２量体のリン酸アミダイト合成ユニットを大
量に合成する方法を検討する。現在５’上流側のウリジ
ンには３’水酸基の代わりにアミノ基を３’下流側のウ
リジンには２’水酸基と４’炭素環でエチレン架橋した
誘導体が用いられ、５’上流側のウリジンの２’酸素と
３’下流側のウリジンの塩基の５位の炭素をプロピレン
架橋した構造を導入している。この合成法には最終工程
で環化反応の効率が５０％程度であるため、この収率を
向上させる。

２）２重らせんベント構造構築：UpU２量体のリン酸
アミダイト合成ユニットをＤＮＡ３０量体の２箇所に導
入したものを合成し、この人工ベント３０量体と２箇所
で塩基対形成できる仮想標的である３０量体のｍＲＮＡ
に対してハイブリダイゼ－ションさせ、その熱融解曲線
をとりTm値を調べる。実際にベント構造をとれるか、ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動で泳動距離の比較より調
べる。また、同時に、原子間顕微鏡で直接観察してベン
ト角も算出する。

3）2-チオウラシル基の２位のチオカルボニル基が水素
結合アクセプターになりにくい特異な化学的性質を活用
して、グアニン・ウラシルの塩基対ができにくく工夫す
ることにより、ミスマッチとマッチを識別できる人工核
酸を合成する。

〈研究期間の成果〉
1) ベント構造モチーフを含むＲＮＡの合成に必要なＵ

ｐＵ２量体のホスホロアミダイト体の合成を検討した結
果、従来よりも極めて純度よく得られる手法を確立でき
た。これによって、実際にベント構造モチーフを組み込
んだＲＮＡ分子を合成することに成功した。

２）実際にベント構造モチーフをｔＲＮＡのアンチコ
ドンループのＵターン構造のところに組み込んだところ、
ベント構造でしか取りえないtＲＮＡのＵターン構造を再
現することができた。一方、スクアリン酸のジアミド構

造をリン酸ジエステルの代わりにDNAに組み込むとベン
ト構造ができることも見出した。今後はこのベント構造
も有効に活用する予定である。

３）２－チオウリジンを組み込んだＲＮＡを合成し、
グアニン塩基をミスマッチがどのくらいおこるか調べた
結果、この修飾塩基をＲＮＡに導入すると著しく塩基識
別能が向上することがわかった。とくに相補鎖がＤＮＡ
よりもＲＮＡの方が識別能力に優れていることがわかっ
た。このことは、将来ＲＮＡチップとして２－チオウリ
ジンを導入したＲＮＡがＤＮＡ/ＲＮＡ検出法として有
望になることを意味するものである。また、アルコキシ
カルボニル基をシトシン塩基に導入した新規DNA誘導体
の塩基識別能力についても調べた。しかし、この修飾塩
基はＧばかりでなくＡ塩基も認識することがわかった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
現在、ＤＮＡ診断技術の精度を向上させようと激しい

競争が展開されているが、国内外にこのようなアイディ
アを提案したり、実際に検討した研究者は皆無である。
国際的にみても最先端研究である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
ベント構造の分子設計は多段階を要する反応が必要で

あり、一般的なＤＮＡ/ＲＮＡの検出法として開拓する
にはこの点の改善が必要であると痛感している。とくに
ＵｐＵ２量体の合成では、リン原子上に不斉が生じるた
めにベント構造と直鎖構造の構造モチーフの両者が同時
にできてしまい、これを分離することがかなり困難であ
った。根本的に異なるアプローチでベント構造を分子設
計することも視野に入れて次年度は研究を進展させる必
要があると思われる。次年度の重要課題である。

〈今後の課題〉
今後は、ベント構造モチーフとしては全く新しい合成

ルートでより簡便な方法を開拓する予定である。このた
め、ＵｐＵの５’上流のウリジンの２’水酸基と３’下
流のウリジンの５位をプロピレン鎖で環状化し、大環状
構造を活用して、リン酸ジエステル結合周りのコンホメ
ーションを完全に固定することを考えている。
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