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研究成果の概要（和文）：19F NMRのケミカルシフトを用いた核酸類検出法は、生体バックグラウンドが皆無で
あり、高い生体透過性を有することから、生体内などの夾雑試料中での核酸検出法として注目されている。本研
究では、夾雑試料中でもB/F分離可能な大きなケミカルシフトの変化（8.0 ppm）を誘起可能な新規核酸類検出法
（19F NMRを用いた核酸類検出法）を開発した。さらに、実際の生体内に存在する核酸濃度は低い為、増幅系を
組み込んだ配列選択的な核酸類検出法を開発し、最終的にnmスケールの核酸類の検出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated an approach for the chemical shift-based detection of 
nucleic acids based on CNVK (cyanovinylcarobazole) mediated DNA/RNA photo-cross-linking. The 19F NMR
 signal of TFT(trifluoromethyl thymidine) in a DNA duplex structure was dramatically shifted from 
-63.2 ppm to -71.2 ppm induced by photo-cross-linking. This larger chemical shift change induced by 
CNVK mediated DNA photo-cross-linking enables DNA and RNA detection without confounding effects due 
to the influence of neighboring bases. We have also successfully demonstrated that 10 nM miRNA can 
be detected in a sequence-specific manner based on miRNA amplification and chemical shift caused by 
the photo-cross-linking of CNVK and TFT in DNA and RNA. 

研究分野： 核酸化学

キーワード： １９FーNMR　核酸検出　ケミカルシフト
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムの解読が終了し、核酸情報と
様々な疾病との関連が明らかになりつつ有
る。一塩基多型(SNPs)などの僅かな違いが遺
伝子疾患などの病気の原因となるだけでな
く、薬剤の効果に影響を与えることが報告さ
れている。さらに近年では、miRNA などの核
酸類による遺伝子発現制御機構や生命現象
の制御機構が報告されており、生体内の核酸
類の情報を正確に検出することは研究応用
だけでなく病気の診断においても必要な技
術となりつつ有る。 
 
２．研究の目的 
 核酸類(DNA や RNA)の検出には従来、蛍光
法が多く用いられて来た。しかし、蛍光分子
は生体透過性が低く、生体深部の核酸類を検
出することは難しい。それに対して核磁気共
鳴法は生体深部の情報を読み取ることがで
きる。その中でも、19F NMR のケミカルシフ
トを用いた核酸類検出法は、生体バックグラ
ウンドが皆無であり、高い生体透過性を有す
ることから、生体内などの夾雑試料中での核
酸検出法として注目されている。しかし、既
存の核酸検出プローブではケミカルシフト
の変化幅が小さく、B/F 分離が困難であるた
め、B/F 分離可能な大きなケミカルシフトの
変化を誘起可能な核酸検出プローブが求め
られている。本研究では、夾雑試料中でも B/F
分離可能な大きなケミカルシフトの変化を
誘起し、19F NMR による核酸類検出法を開発
する。 
 
３．研究の方法 
(1)光架橋反応を用いた核酸検出 
 B/F 分離可能な大きなケミカルシフトの変
化を誘起するため、新たに化学反応(光架橋
反応)を組み込むことにより、従来よりも大
きなケミカルシフトの変化を誘起出来ると
考えた。NMR で用いるフッ素源としてトリフ
ルオロメチルチミジン(TFT)と光架橋素子で
ある３−シアノビニルカルバゾール(CNVK)を用
い、光架橋前後でのケミカルシフトの変化を
評価する。実際の生体内に存在する核酸濃度
は低い為、増幅系を組み込んだ配列選択的な
核酸類検出法を開発した。 
 
(2)DNA 結合性小分子のフッ素ラベル化 
 19F NMR を用いた核酸類検出として DNA 結
合性小分子であるジアジリンにフッ素を導
入し、核酸類との相互作用によるケミカルシ
フトの変化から核酸類の検出を行う。ジアジ
リンの配列認識能を利用し、DNA を配列選択
的に認識可能かどうかの検証を行った。 
 
(3)アミノ酸の同時一斉検出 
 アミノ酸の検出に向けオルトフタルアル
デヒド(OPA)法を改良し、19F NMR による遊
離アミノ酸の同時一斉検出法を開発する。メ
ルカプとエタノールの代わりにフッ素を含

むチオール化合物と反応させ、OPA 誘導体を
作成、19F NMR による測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)光架橋を用いた核酸類検出 
 

図 1. 光架橋反応によるケミカルシフトの
変化 
 
 光照射前には TFT 由来のシグナルが-63.2 
ppm に確認できる。そこに光照射を数秒行う
ことにより、光架橋反応が進行し、-71.2 ppm
に新たなシグナルが確認できた。光架橋前後
で 8.0 ppm という従来の 16 倍程度の大きな
ケミカルシフトの変化を誘起できることを
見出した(図１)。これは光架橋反応による電
子状態の変化(TFT の 5 位の炭素が sp2 軌道か
ら sp3 軌道に変化)を利用することにより得
られたと考えられる。また、光架橋反応によ
るケミカルシフトの変化は他の波長を当て
ることにより可逆的に操作可能であること
を見出した。19F NMR を用いた核酸類検出に
利用されていたプローブ(NAR, 2009, 37, 22. 
and Org. Lett., 2008, 10, 2745.)と比較し
て大きなケミカルシフトを誘起可能である
ことから、光架橋反応を用いることにより、
夾雑試料中でもB/F分離可能だと考えられる。 
  

図２. 19F NMR による miRNA の検出 
 
 次に、実際に細胞内でも 19F NMR 検出限界
以下の核酸濃度のため、増幅系としてハイブ
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(HCR)を組み込むことにより、シグナルを
1000 倍程度増幅することに成功した。10 nM
の miRNA を検出することに成功した。そして
miRNA 200 family に分類される 5 種類の
miRNA を標的とし、配列選択的に 19F NMR か
ら標的核酸を検出することに成功した。(図
２)。 
 
(2)DNA 結合性小分子のフッ素ラベル化 
 DNA 結合性の小分子であるジアジリンにフ
ッ素を導入した化合物の合成に成功した(図
3)。またジアジリンは DNA に結合することに
より、蛍光を発するため、このジアジリンを
フッ素ラベル化した際にもDNA結合能を有し
ていることを確認した。さらに DNA 二本鎖と
プローブを混合し、19F NMR 測定を行ったと
ころ、ジアジリンの結合部位周辺の塩基配列
に異なる 19F シグナルを示した。配列選択的
に DNA を認識し、ケミカルシフトの変化から
塩基を読み取ることに成功した。また、蛍光
と 19F NMR という二つの機能を有する新規小
分子プローブの開発に成功した。 
 
 

図 3. フッ素修飾ジアジリンプローブ 
 
(3)アミノ酸の同時一斉検出 
 改良型 OPA反応によるプロダクトを質量分
析により解析したところ、目的物の質量が得
られ、遊離アミノ酸とフッ素を含むチオール
化合物との改良型OPA反応の進行が確認され
た。また、19F NMR によるアミノ酸の検出能
を評価した結果、各種アミン酸と反応するこ
とにより、ケミカルシフトが変化し、アミノ
酸の検出に利用可能であることが明らかと
なった。また、醤油を用いた解析を行ったと
ころ複数のアミノ酸を同時一斉検出可能で
あることが明らかとなった。さらに、標的の
濃度変化によるケミカルシフトの変化率か
ら標的の濃度を定量的に解析することが可
能である。 
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