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1.研究実施の概要 

テーラーメイド医療を実現し広く普及するためには、簡便、迅速かつ安価な診断法が不

可欠となる。一方、既存の遺伝子診断技術とりわけ一塩基変異検出法は、特殊な装置や酵

素など利用する点で、欠点がある。我々は、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に着目し、合成高分子材料でその機能を再現することに

成功した。さらに、人工核酸シャペロンを用いた新しい核酸解析法としてポリカチオン加

速型鎖交換法を提案した。本研究課題では、人工核酸シャペロンの設計概念を確立すると

ともに、より高機能な人工核酸シャペロン高分子を調製し、ポリカチオン加速型鎖交換法

の一塩基変異解析手法としての機能を高める。また、ハイブリッド形成の動的特徴に着眼

した新規プローブ設計法を融合し、簡便・迅速で信頼性のある遺伝子診断法を確立するこ

とを目的とする。 

平成16年度は、以下のような進展が見られた。 

・ ・グアニジノ基を導入した共重合体GPLL-g-Dexが、リシン型共重合体(PLL-g-Dex)に比べ

高いシャペロン活性を発現することを見いだした。さらに、温度の影響等を検討した結

果、GPLL-g-Dexでは、10℃でも高い活性を維持することが見いだされた。 

・ ・高い一塩基変異認識能を有する核酸プローブとして部分２重鎖プローブを設計した。

また、その一塩基変位検出特性に与えるイオン強度および温度の影響を検討した。その

結果、低温ほどあるいはイオン強度が高いほどフルマッチ鎖との鎖交換速度が速まり、

逆にミスマッチ鎖との反応速度が低下することがわかった。 

・ ・マルトペンタオースとポリエチレンオキサイド(PEO)あるいは長鎖アルキル基を有する

両親媒性プライマーを合成した。これをプライマーとして、ホスホリラーゼを用いた酵

素重合によってアミロースを合成し、水中での会合挙動を酵素重合により制御すること

で、人工分子シャペロン機能が発現できることが見いだした。さらに、二次構造形成機

能や核酸と相互作用しえるポリL-リジンにマルトペンタオースを導入した新規グラフト

型アミロースプライマー(MP-PLL)を合成した。 

・ ・末端にビスピレン修飾したDNAオリゴマーが、相補的DNAとのハイブリダイゼーション



に伴いピレンエキシマー発光の増大することを利用し、DNA鎖交換を利用した一塩基変

異の簡便で効率の良い検出法を見いだした。この方法の特徴は、1）ビスピレンで蛍光

ラベルした1本鎖DNAをプローブとし、2）2本鎖DNAを検出対象とし、3）DNA鎖交換によ

り強調されたピレンエキシマー蛍光の時間変化をモニターすることでミスマッチの識別

を可能とすることである。 

・ ・バルジ構造に結合することにより蛍光を発するプローブ分子の設計と開発を進めた。

その結果、２，７− ジアミノナフチリジン誘導体（DANP）がシトシンバルジに強く結合

し、430 nm付近に特徴的な蛍光を発することを見出した。この蛍光はシトシンバルジの

前後配列により、強度、スペクトルの形が変化した。一塩基多型の塩基の前後どちらか

に余分なシトシンを持つプローブとハイブリダイズさせた後、DANPを加えて蛍光測定す

ることにより、変異塩基を特定できると考えて研究を進めている。 

 

2.研究実施体制 

丸山グループ 

① 研究分担グループ長：丸山 厚（九州大学先導物質化学研究所、教授） 

② 研究項目：核酸分子シャペロンの設計と一塩基変異解析用プローブ設計 

秋吉グループ 

① 研究分担グループ長：秋吉 一成（東京医科歯科大学生体材料工学研究所、教

授） 

② 研究項目：新規核酸ナノゲルシャペロンの開発と遺伝子解析への応用 

山名グループ 

① 研究分担グループ長：山名 一成（兵庫県立大学大学院工学研究科、教授） 

② 研究項目：低コスト蛍光色素の開発とHTS化 

中谷グループ 

① 研究分担グループ長：中谷 和彦（京都大学工学研究科、教授） 

② 研究項目：高次構造特異的プローブ開発による高次構造のオンタイム検出 
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