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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

を再現し核酸解析に応用することを目的としている。そのために本年度は、構造の異なる高分子

材料の設計とそのシャペロン活性の評価、一塩基変異に対する検出特性を高めた核酸プローブ

の設計等を推進した。また、より実際的な遺伝子診断を想定し、ハイスループット性を高めるため

の方法論を検討した。 

 

2. 研究実施内容（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

A．核酸シャペロン材料の合理設計法の構築と新規シャペロン材料の創出 

ポリカチオンくし型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ために、共重合体

が 2 重鎖形成速度に与える影響を解析した。その結果、共重合体はハイブリッド形成速度を二桁

促進することが明らかとなった。さらに、共重合体存在下ではハイブリッド形成速度の塩濃度依存

性が見られず、共重合体がハイブリッド形成律速段階において静電的相互作用を遮蔽することで

形成速度を向上していることが示唆された（文献 A-1）。また、共重合体は、4 重鎖核酸や Z 型核

酸に対しても特徴的な機能を発現することを見いだした（文献 A-2、A-3）。共重合体と核酸との相

互作用を種々解析した結果、ポリカチオンへの親水性側鎖の導入は、核酸との結合性を必ずしも

低下させないことが見いだされ、核酸デリバリーへの可能性が示唆された(文献 A-4)。 

 

B．２重鎖プローブ法のハイスループット化と実際配列への展開 

既に、核酸ハイブリダイゼーションの塩基配列特異性を向上させる手法として、ハイブリダイゼ

ーションの律速段階である核形成過程に着目し、部分２重鎖プローブ法を開発した。この手法は、

比較的高い選択性を有するとともにカチオン性くし型共重合体との併用により、検出時間の短縮
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も可能であることを見いだした（文献 B-1）。さらに、実際的な一塩基多型解析への展開を目指し、

本手法のハイスループット化を検討した。ハイスループット手法として DNA タグ法と DNA アレイ法

を組み合わせた手法を検討した。その結果、2重鎖プローブ法は、酵素リガーゼにより識別する従

来法と同等の解析能を持つことが示唆された。一方、2 重鎖プローブの新規デザインを行い、より

高い変異検出能を有するプローブデザイン法を構築した。 

 

C. 新規核酸ナノゲルシャペロンの開発 

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の細胞内キャリアとして有効であることを報告している（文献 C-1）。我々はこの

ナノゲルの一塩基多型の検出に有効であることが示されている人工核酸シャペロンへの展開を目

的としている。この目的のため、刺激応答性を有したナノゲル、およびナノゲルシステムの創製を

報告した（文献C-2、C-3）。また一方で、DNAと相互作用し得るカチオン性基を置換したナノゲル

を調製している。これまでに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 の鎖交換反応を行った。この結果、カチオン化ナノゲルを用いることで、

鎖交換時間を有意に短縮し、人工核酸シャペロンとしての有用性を見出している。なかでもスペ

ルミンにより置換した CHP 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 10

のとき、2 分で 90%の交換効率を示した。今年度は構造に特徴のある多糖を用い、ここにスペルミ

ンを修飾した新規人工核酸シャペロンを設計して研究を展開している。多糖としてアミロース

（Amy）、大環状構造を有するアミロース（CA）、およびアミロペクチンより酵素合成した高度分岐環

状構造を有するクラスターデキストリン（CDex）を用いた。これらの多糖に対してスペルミンを置換

したところ、それぞれ 100 単糖あたり、25（Amy）、25（CA）、19（CDex）の誘導体の合成に成功した。

これらのうち、Amy、CAを用いて鎖交換速度を評価したところ、カチオン化 CAの C/P = 10の場

合において、5分で約 80％の高い交換効率を示すことが明らかとなった。 

 

D. 蛍光およびレドックスレポーターの合成とその応用 

モレキュラービーコン型ビスピレン修飾DNAをプローブに用いて、ポリカチオンによる高速DNA

鎖交換を基盤とした DNA 一塩基変異の蛍光検出を行なった。また、アントラキノンインターカレー

ターを DNA に導入したプローブを用いて DNAπスタックを介した電荷移動を電気化学的にモニ

ターすることにより、DNA 一塩基変異の検出に成功した。さらに、アントラキノンレドックスレポータ

ーを導入した DNA アプタマーを用いて、タンパク質などの生体分子の電気化学検出に有用なバ

イオセンサーを創出した。 

多数のピレンを RNA２重鎖のマイナーグローブに沿って規則的に並べる方法を示した。強いエ

キシマー蛍光を示す核酸をテンプレートにしたπアロマティック構造体の創出に成功した(文献

D-1, D-2)。エキシマー発光 RNA-ピレン構造体がメチルビオロゲンにより効率よく蛍光消光するこ

とを明らかにした(文献 D-3)。 

 

E. 低分子核酸シャペロンをプローブとした遺伝子解析手法の開発 

本研究項目では、核酸構造を高度に認識し、その結合により核酸に極めて大きな高次構造変



化を誘起する分子プローブを低分子核酸シャペロンとして位置づけ、その開発を行うとともに遺伝

子配列に依存した核酸特異構造の変化による遺伝子タイピング技術の開発を目指した。具体的

には、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(文献 E-1, E-2)。蛍光色素 DANP がシトシンバルジに特異的に結合することを利用し

て、シトシンバルジを含むヘアピンタグを持つ PCRプライマーによるアレル特異的 PCR法により、

ヒト P450 遺伝子 2C9*3 のタイピングを行った。その結果、アレル特異的 PCR 法による PCR 進行

をモニターすることにより、簡便に SNP タイピングが可能であることを実証した。現在、アレル特異

的 PCR法の改良を進めている。 
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２．２重鎖プローブ法のハイスループット化と実際配列への展開 
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