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１．研究実施の概要 

 本プロジェクトはこれまで、世界最先端の塩基部位無保護よる新規核酸合成法などを基盤にこ

れまで不可能であった飛躍的な高性能をもつ新機能人工核酸をナノテクノロジーを駆使し

て創出する。現在までに、塩基部無保護法による DNA 化学合成法を確立し、さらにこの合

成技術を駆使して新しい遺伝子診断法を開発している。また、保護基を残したまま塩基対形

成能をもつ人工核酸の合成の確立とこの合成技術を用いる、遺伝子診断・検出機能をもつ

DNA チップなどの開発を行ってきた。一方、RNA の独自の合成法も開発し、酵素耐性をも

つ新規な RNA 誘導体の合成にも発展し、RNAi の新しい素材などを供給できるようになって

いる。これらの研究は極めて順調に進展し、様々なオリジナルな研究成果が得られ、今後は

これらの新規技術を応用発展する段階に到達している。 

 

２．研究実施内容 

関根グループ 

 本研究プロジェクトでは数多くの人工核酸の創成とそれを作り出す基盤合成技術の開拓を行って

きた。その中で、特筆すべき優れた研究成果を以下に示す。 

 まず、人工機能性核酸の合成基盤技術である塩基部無保護法による DNA の化学合成法につい

て、プロトンブロック法と活性ホスファイト法の２種類の合成技術を開発することに成功した。とくに後

者の合成法は、これまでに不可能であった、DNA 合成サイクルで必須の工程であったキャップ化反

応工程を省略でき、しかも９９．８％という極めて高いインターヌクレオチド結合形成反応を可能にし

た。これによって、２０−３０量体の DNA 断片の短工程かつ迅速合成法を確立することができた。この

合成技術は DNA チップの製造に応用され、現在実用化研究が展開されている。 

 超精密塩基対形成認識能をもつ DNA と RNA チップの開拓では、ミスマッチ塩基対を形成できな

いように化学的に分子設計した人工塩基を考案し、これまでにアデニン、シトシン、グアニン塩基を

改変した極めて塩基識別能の高い人工塩基を開拓できた。これらの人工塩基はすでに、DNA チッ

プに導入し、その識別能高さを実証している。 

 シトシン塩基に環状カルバモイル型の修飾基を付与した人工塩基は蛍光を発することを見いだし

た。これは、励起波長３70nm 発光波長が 490nm 付近であり、いわゆるストークシフトが 120nm のユ

ニークな性質をもっている。この一連の蛍光性人工核酸の合成を行い、安定性の優れた人工修飾

蛍光性塩基として、インドール骨格をもつものがよいことを見いだした。この蛍光性核酸は今後様々



な用途に活用できるものと思われ、現在応用研究を検討している。 

 芳香族置換基をもつ N-カルバモイルシトシン塩基をもつ人工 DNA はこの修飾基がユニバーサル

塩基として働くことを見いだした。ユニバーサル塩基とは A,G,C,T の４種類の塩基と相補塩基として

塩基対合できる性質をもつものであり、遺伝子検出や診断などのために有用なものである。これま

でのユニバーサル塩基と比べ、合成がはるかに容易であるために、様々な応用が期待されている。

とくに、DNA2 重鎖チップなどへの応用を今後進めていく予定である。 

 また、電子吸引性の置換基をもつ芳香族置換基をもつ N-カルバモイルシトシン塩基は単に加熱

するだけで、この修飾基が除去できることがわかった。この現象は、今後、酸や塩基性条件を全く使

わない DNA チップの開発の基盤合成技術になる。現在その方向で、研究が展開されている。 

 RNA の合成法は現在 RNAi 現象が見いだされ、にわかに RNA の需要が高くなり、その供給が重

要になりつつある。我々は、２’水酸基の保護基に注目し、これまでにない最小の２ーシアノエチル

基を用いると縮合効率が飛躍的に高くなることを見いだした。しかも、この保護基はテトラブチルアン

モニウムフルオリドによって簡単に除去できることもわかった。一方、この保護基を除去することなく、

そのままRNA本体に残したままの誘導体も合成することができた。このものに関しては、ハイブリダイ

ゼーション能力に優れ、また酵素耐性もかなりあることがわかり、今後有用な安定な RNA 誘導体とし

て、遺伝子制御法に活用されるものと期待されている。 

 ごく最近、メチル化された CpG の DNA 上の位置を検出する全く新しい技術として、光クロスリンク

を含む新技術を予備的ながら開発することができた。この新技術を現在 DNA チップ化を目指してさ

らに最適条件の検索など、最終的な検討段階にきている。 

 新しい人工 DNA として、これまで合成が達成されていなかった。N-オキシド化された塩基をもつ

損傷 DNA の合成法を開発することができた。この合成法は、塩基部無保護法 DNA 合成技術を使う

ことで初めて可能になった。現在この合成法で合成した様々な N-オキシド体を含む DNA の安定性

や、ポリメラーゼの基質特異性などについて検討している。 

 

早川グループ 

 ヌクレオシドホスホロチオエートの高立体選択的高効率合成研究においては、ヌクレオシ

ドホスホホロチオエート２量体の高立体選択的（立体化学的純度：＞９９％）調整法を確立

し、これを基に、立体化学的に純粋な短鎖ホスホロチオエート／ホスフェート混合型ヌクレ

オチドの合成を達成した。また、独自に開発した酸・アゾール複合体を活性化剤に用いるア

ミダイト法によるヌクレオチドホスホロチイオエートの高立体選択的合成法を開発した。 

 また、ユニバーサル塩基を有する人工核酸の創製研究においては、その構築単位となるピ

リミド[4.5.d]ピリミジン-2,4,5,7-(1H,3H,6H,8H)-テトロンを含むアミノ酸およびリボヌクレ

オシドの調製に成功した。 

 さらに、機能性天然ヌクレオチドである環状ビス(3’—5’)ジグアニル酸（c-di-GMP）の合

成研究については、既存の方法では不可能な大量合成法、すなわち one-cycle 数百ミリグラ

ム〜１グラムの標的化合物の供給が可能な合成法を開発した。 

 

牧野グループ 

 本年度は、高い定量性をもった DNA マイクロアレイ作成のために、以下の研究結果を得



た。（１）mRNA 定量的計測用 HPLC 型アレイシステムの基本原理を構築した。（２）DNA

オリゴマーをプローブとして固定化したカラムを作成する方法を開発した。（３）プローブ

固定化のための、アミノリンカーのシリカ表面への固定化法、リンカーとプローブの結合法

を開発し、Butyltrimethoxysilane を用いたキャッピングが安定性向上等に有効であることを確

認した。（４）アミノ基導入シリカ表面へ結合するプローブオリゴヌクレオチドとしては、

デオキシオキザノシンを有するものを採用し、このオリゴヌクレオチド合成法を完成した。

また、酵素を用いた化学合成した DNA オリゴマーの修飾反応法開発も行った。（５）安定し

た mRNA 混合系を提供できる酵母遺伝子系を開発した。（６）核内タンパク質捕捉・同定の

ために釣り針として用いるデオキシオキザノシン保有長鎖 DNA 二重鎖（５０量体程度）の

調製法を昨年度に引き続き開発中である。 

 

３．研究実施体制 

「関根」グループ（研究テーマ：ゲノム制御・検出能をもつ革新的人工核酸の創成） 

①研究分担グループ長：関根 光雄（東京工業大学大学院生命理工学研究科、教授） 

②研究項目： 

１）超精密塩基対形成認識能をもつＤＮＡ・ＲＮＡチップの開拓 

２）高感度電気化学的二重分子識別法に基づく高精度遺伝子診断用ＤＮＡチップの開 

３）塩基部無保護ＤＮＡ・ＲＮＡ化学合成法の開拓 

４）中性条件で３重鎖を組める革新的アンチジーン分子の創成 

５）超メチル化されたキャップ構造をもつ核局在性人工アンチジーンＤＮＡの創出 

６）短工程ＤＮＡ化学合成 

７）ＲＮＡ合成のための新規２’水酸基の保護基の開発 

８）N-アシル型ユニバーサル塩基の創成 

９）メチル化された CpG 部位の位置決定法の開拓 

１０）ＲＮＡｉの新しい分子素子の開拓 

 

「早川」グループ（研究テーマ：精密塩基識別能および有用生理活性・生物機能をもつ人

工核酸の創製） 

①研究分担グループ長：早川 芳宏（名古屋大学大学院情報科学研究科、教授） 

②研究項目： 

１）HIV などの有害ウイルスの遺伝子に特異的に作用し、遺伝情報発現を抑制する機

能をもち、アンチセンス化学療法における医薬品としての有効性が期待されるホ

スホロチオエート／ホスフェート混合型オリゴヌクレオチドの高立体選択的高

効率合成法の開発 

２）細胞内からｍＲＮＡを検索するためのプローブ分子や PCR 法のプライマーとして

ナノテクノロジーへの有効利用が大いに期待できる、すべての天然型核酸塩基を

認識して塩基対を形成する完全無欠なユニバーサル塩基の設計とそれを含む DNA

／RNA オリゴマーおよび PNA オリゴマーの創製、 

３）医薬品としての高い可能性を秘める天然ヌクレオチド、環状ビス(3'-5')ジグア

ニル酸（c-di-GMP）およびその人工修飾体の高効率合成 

 



「牧野」グループ（研究テーマ：細胞内特異的分子を識別・制御できる人工核酸システム

の開拓） 

①研究分担グループ長：牧野 圭祐（京都大学国際融合創造センター、教授） 

②研究項目： 

１）損傷ＤＮＡを人工核酸として逆利用するＤＮＡ− タンパク質相互作用部位の決定

法開発 

２）多次元平面を利用した DNA/RNA 検出システムの開発 
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