
Active aging を支援する診断治療のための新規機能分子・測定法の開発 
—ラマン分光法による疾患関連分子の検出法の開発−	

田中裕之・沼田靖	 （日大工・生命）	

	

	 我々のグループでは疾病関連物質の定量分析

をラマン分光法で行うことを目標としている。昨

年度（平成 26 年度）はアミノ酸、脂質、および
糖についてラマン分光法を用いて定量分析が可

能であることを示した。 
	 そこで，本年度では，１．機能性アミノ酸であ

る「シトルリン」を実試料（スイカの果皮）から

抽出し，その濃度を決定した。２．不飽和脂肪酸

にはシス体トランス体の幾何異性体があるが，光

異性化反応によるそれぞれの量をラマン分光法

で決定した。３．糖ではアグリコンと配糖体のよ

うな構造類似化合物がラマン分光法によって定

量可能かどうかの実験を行った。 
 
１．スイカの果皮から抽出されたシトルリン

の定量	

	 シトルリンは生体内で一酸化窒素の合成に関

与し，血管拡張を起こすので，動脈硬化や高血圧

改善などの効果があることが知られている。この

分子はスイカの果皮部に豊富に含まれている。そ

こで，本研究ではスイカからシトルリンを抽出し

て，定量分析を試みた。昨年度，シトルリンはラ

マン分光法による定量が可能であることを示し

た。そこで，本年度では実際のサンプルから抽出

されたシトルリンの定量分析を行った。 
	 ところがラマン測定に 532 nmを励起光として
用いたところ，非常にブロードなスペクトルが得

られ，シトルリンのバンドは観測できなかった。

これは抽出された試料中に 532 nmの光を吸収し，
蛍光を発する分子が存在するためと考えられる。

そこで，本実験では励起光にもっと低エネルギー

である 785 nmのレーザーを用いることにした。 
	 Fig. 1に 785 nm励起のシトルリンのラマンス
ペクトルを示す。これは 532 nm励起によって得
られたスペクトルと一致していた。種々の濃度に

おけるスペクトルを測定して，検量線を作成した

ところ，濃度に対して良好な直線が得られた。 
	 Fig. 2にスイカから抽出した試料のラマンスペ
クトルを示す。532 nm 励起のスペクトルとは異
なり，シャープなピークが観測されている。比較

のためにシトルリン分子のスペクトルもFig. 2に
示す。ふたつのスペクトルを比較するとスイカか

ら抽出した試料に現れているピークとシトルリ

ンのピークは，ずれていることがわかる。  

	 Fig. 1 Raman spectrum of citrulline obtained by 
excitation at 785 nm. 

	 これは，抽出試料中にシトルリン以外の分子が

含まれていることを示している。しかし，シトル

リンのピーク位置にはピークやショルダーが観

測されるので，この試料中にはシトルリンが入っ

ていると考えられる。そこで，1437 cm-1 のピー

ク強度を用いて，定量を行ったところシトルリン

の濃度が 2.85×10-2 mol/Lと求められた。 
	 これが、正しいかどうかを確認するために先日

納入されたアミノ酸分析装置を用いて定量を行

った。その結果，2.67×10-2 mol/Lと求められた。 

Fig. 2 Raman spectra of the extracted sample and 
citrulline.  
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２．  不飽和脂肪酸の光異性化反応  
	 昨年の研究において，シス体であるオレイン酸

とそのトランス体（エライジン酸）の定量分析を

行い，ラマン強度比は濃度に比例することが分か

った。そこで本研究では，オレイン酸に光照射し

てトランス体に変化する反応について追跡した。 
 	 Fig. 3に光照射した時間（日にち）に対するオ
レイン酸とエライジン酸由来のラマン強度比を

示す。オレイン酸由来の 1661 cm-1のラマン強度

比は減少するのに対して，エライジン由来の

1675 cm-1 のラマン強度比は増加していることが

分かった。オレイン酸の減少量とエライジン酸の

増加量の直線の傾きは絶対値でほぼ同じとなる

ことから，光照射によりオレイン酸からエライジ

ン酸が生成しているといえる。 

Fig. 3 Dependence of the Raman intensities at 
1661 and 1675 cm-1 on the irradiation time. 

	 また，エライジン酸の純成分の検量線（Fig. 4）
から紫外線照射後のオレイン酸の強度比を求め

たところ最大で約 15 %のエライジン酸が生成さ
れていた。 

３．アグリコンと配糖体の同時定量  
	 生体系では配糖体として存在する分子も多く

存在する。そこで，ラマン分光法を使って，配糖

体と配糖体でないもの（アグリコン）の同時定量

ができるかどうかを確認した。今回使った試料は

ポリフェノールであるケルセチンとその配糖体

ルチンである。 
	 ケルセチンとルチンのラマンスペクトルでは

ピークの出現位置はほぼ同じであるが，1500 〜 
1700 cm-1 の間にあるピークの強度比が異なって

いる。Fig.5 にケルセチンとルチンの混合比を変
えた混合溶液のラマンスペクトルを示す。混合比

によって 1500 〜 1700 cm-1のピーク強度比が変

化していることが分かる。 

	 Fig. 5 Raman spectra of mixed solutions 
	 このスペクトルを多変量解析（PLSR:部分最小
二乗回帰）を用いて定量分析を行い，各成分の体

積を求めた（Fig. 6）。その結果，仕込み体積と計
算から求めた体積は非常によく一致していた。 

 Fig. 6 Relation beteween the measured and the 
predicted values obtained by PLSR. 

４．フェルラ酸とγオリザノールの定量  
	 最後に薬品に応用が期待されている分子の定

量を行った。 
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	 本実験では，フェルラ酸とそれにステロールが

縮合したγオリザノールを選んだ。それらの分子

は米ぬかに多く含まれることが知られており，更

年期障害における心身症候の抑制および高脂血

症の抑制、コレステロールの吸収・合成の阻害な

どの効能がある。 

	 Fig. 7にアセトンを溶媒としたフェルラ酸およ
び γ オリザノールのラマンスペクトルを示す。 

Fig. 7 Raman spectra of ferulic acid and oryzanol. 

	 フェルラ酸における 1640 cm-1のピークは C=C
伸縮振動、1608 cm-1 のピークはベンゼン環の

C=C 伸縮振動、1290 cm-1のピークはカルボキシ

基上の C-O 伸縮振動と帰属される。その他の
1710 cm-1、1440 cm-1と 1230 cm-1のピークは溶媒

であるアセトンの振動と帰属される。γ-オリザノ
ールのラマンスペクトルはフェルラ酸と非常に

酷似している。しかし，1290 cm-1の C-O伸縮振
動ピークはフェルラ酸には現れているが，γ-オリ
ザノールには現れていない。この振動はカルボキ

シ基の C−O 伸縮振動と帰属され，γ-オリザノー
ルではステロールが縮合し，かなり重いものが振

動するようになるため，このピークは大きく低エ

ネルギー側にシフトするため，γ-オリザノールの
ラマンスペクトルには現れなかったと考えられ

る。そこで，フェルラ酸ではこのピークが特有の

ピークとなるので， このピーク強度を用いて，
検量線を作成した。また，γ-オリザノールでは強
度が強く現れている二重結合による 1608 cm-1の

ピークを用いて，検量線を作成した。 
	 Fig. 8にそれぞれの検量線を示す。どちらの分
子の検量線共に良い直線関係が得られたおり，ラ

マン分光法による定量分析の可能性を伺わせる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 8 Calibration curves 

	 現在，この検量線をもちいてフェルラ酸とオリ

ザノールの混合溶液中に含まれるそれぞれの成

分の定量分析を行っているところである。 
 
投稿中の論文  
1. Yasushi Numata, Maria Otsuka, Kenji 
Yamagishi and Hiroyuki Tanaka, Quantitative 
Determination of Glycine, Alanine, Aspartic acid, 
Glutamic acid Phenylalanine, and Tryptophan by 
Raman Spectroscopy, Analytical Letters. 
2. Yasushi Numata, Yuta Shinohara and Hiroyuki  
Tanaka, Quantitative analysis of 
ethanol-methanol-water ternary solutions using 
Raman spectroscopy, Vibrational Spctroscopy. 
今後の予定  
	 この研究で開発した定量法を使って，より生体

内の反応に関する分子の定量ができることを確

認していきたい。現在，細胞認識で重要であるノ

イラミン酸のモノマー，ダイマー，トリマーの定

量分析を行っている。 
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ラマン分光法による診断法の開発に向けた糖質化学的手法の新展開 

 

小林厚志１），伊藤博１），星野優人１），鈴木大樹１） 

１）日大工・生命  

 

【緒論】 

糖質は生命活動に重要な分子であり、低分子の

単糖から高分子の多糖まで多様な形態で存在し

ている。生物はこれら糖質を必須の栄養素として

要求する傍ら、糖質の化学的な影響を大きく受け

ながら加齢していく。若い間は糖質を起因とする

化学反応に対して抵抗性を示し、元の分子に容易

に戻すことが可能であるが、加齢とともに修復が

困難になり、結果として老化関連物質が蓄積する。

これら老化関連物質を容易に検出可能になれば、

器官や組織レベルでの老化の程度の判断ができ

る。本研究においては、ラマン分光による老化関

連物質の検出法の開発を行うために、事項に示す、

二項目の基礎的な知見を得ることを目標とする。 

【実験および結果】 

①老化関連物質糖誘導体の環境調和型酵素反応

による合成法 

 近年の糖鎖合成技術の発展はめざましい。しか

し、その合成プロセスの環境調和型化の達成が課

題として残されている。その解決手段の一つとし

て、環境調和型プロセスである酵素反応を組み込

むことが多くなっている。しかしながら、単純に

基質と酵素を混合するのみでは有機合成化学に

よる糖鎖合成効率に劣るため、酵素反応条件の改

善が必要不可欠である。本研究においては、糖質

分解酵素からの糖脂質合成のための酵素反応シ

ミュレーションおよび酵素合成反応の改善にむ

けた酵素化学的実験を行った。 

澱粉分解酵素の代表例である α-アミラーゼ

による反応のシミュレーションについて検証し

たところ、シミュレーション結果と実際の実験デ

ータ値とはおおよそ符合した。一方、シミュレー

ション結果と乖離している場合も存在したこと

から、現在，その詳細についての検討を行ってい

る。 

②ラマン分光による糖鎖ゲル中の微細構造の分

析に向けた条件設定 

生体の主成分は水であるが、その中は非常に高

濃度の溶質から成り立っており、結果としてゲル

様の振る舞いを示す。特に細胞と細胞の間、また

は、関節などには多糖を中心とするゲル状物質で

覆われており、その状態を観察することは生命現

象を理解する上で重要である。さらに、このよう

なゲル状物質中に老化が引き起こす変化を簡便

に見出すことができれば、老化の診断に有用であ

ると言える。本研究においては、多様な構造体を

形成可能な澱粉ゲルをモデルケースとして、澱粉

ゲルの微細構造の変化の検出の実現を目指す。ま

ず、澱粉のゲル形成における澱粉の由来による影

響を検討したところ、由来によってゲル化可能濃

度が異なることを確認した。次に、ゲルの架橋剤

としてホウ砂を添加したところ、ほとんどの由来

の澱粉ではゲル化可能濃度が低くなったが、可溶

性澱粉のみゲル化可能濃度が高くなるという結

果が得られた。この現象は、局所的な構造が異な

ることに起因していると仮定して、現在、ラマン

分光による局所構造の変化を確認すべく、ゲル形

成条件についての詳細を検証しているところで

ある。 

 



遺伝子検出を目指した新規蛍光核酸塩基の開発 

齋藤 義雄 

日大工・生命 

 

【緒論】 

極性、粘性、pHなどの環境変化に応じて

発光波長が劇的に変化するような機能

を有する蛍光核酸を開発することが出

来れば、標的 DNA/RNAの検出のみなら

ず、遺伝子配列中の特定の位置の塩基の

違いといった構造変化の認識を蛍光発

光色の変化で簡便に検出できるプロー

ブとしての応用が期待される。そこで、

我々はこれまでに、周辺の環境変化に伴

って蛍光発光が変化する様々な 7-デアザ

プリンヌクレオシドの開発に取り組ん

できた。それらのなかでも、8-アザ-7-デ

アザ-2'-デオキシアデノシン cnaA はチミ

ンと塩基対を形成した際にのみ、エチニ

ルナフトニトリル由来の LE 発光を示す

ことで簡便にチミンを識別できること

に成功している。これは、メジャーグル

ーブに突き出されたナフトニトリル部

位が核酸塩基間とで、ねじれ構造を形成

しているためであると考えられる 

(Figure 1)。本研究では、「新規環境感応

型蛍光核酸塩基の開発と遺伝子検出へ

の応用」を目指して、さらに高感度な蛍

光核酸塩基のデザインを行った。デザイ

ンのコンセプトとして、核酸塩基部位に

蛍光色素となる多環芳香族化合物を、エ

チニル基を介すことなく直接導入すれ

ば、環境の違いで分子内のねじれ／平面

性がより変化しやすくなると考え、様々

なナフチル基を有する 8-アザ-7-デアザ

-2'-デオキシアデノシン誘導体 1 の開発

を試みた。 

【実験結果】 

 まずはじめに、各ナフチルボロン酸ピ

ナコールエステル体 3a-d の合成を検討

した。続いて、8-アザ-7-デアザ-7-ヨード

-2'-デオキシアデノシンと得られた各ナ

フチルボロン酸ピナコールエステル体

を鈴木-宮浦クロスカップリングにより

反応させ、ナフチル基を連結させた新規

蛍光性 8-アザ-7-デアザ-2'-デオキシアデ

ノシン誘導体 1a-d を合成した。また、そ

れらの中で、特に優れた光学特性を示す

誘導体を DNA 自動合成機によりオリゴ

デオキシヌクレオチド鎖（ODN鎖）へ導

 1 
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Design and synthesis of 7-naphthyl-8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosines as 

environmentally sensitive fluorescent nucleosides 
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Molecular design of fluorescent biomolecules capable of 

changing emission wavelength in response to the change in their 

local microenvironment such as the structural changes and the 

interaction with immediate surroundings has recently become 

very important.
1
 For example, environmentally sensitive 

fluorescent (ESF) amino acids have been incorporated into 

proteins and used to directly probe structural changes caused by 

ligand binding through the change in fluorescence emission 

wavelength.
2
 Although numerous fluorescent nucleosides 

including various types of 5-substituted pyrimidine nucleosides 

have been reported and widely used for DNA detection, most of 

the previously reported fluorescent nucleosides rely on the 

fluorescence ‘off-on’ properties through monitoring fluorescence 

intensity at a fixed wavelength.
3
  There are only few reports on 

ESF nucleosides that discriminate local structural changes such 

as fullmatches, mismatches and deletions by distinct change of 

emission wavelength.
4
 We recently reported that 8-aza-7-deaza-

2'-deoxyguanosine (
na

G)
4a

, 8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine 
(

cna
A)

4b
, and 3-deaza-2'-deoxyadenosine (

3nz
A)

4c
 acted as  

excellent ESF purine nucleosides forming a stable Watson-Crick 

base pair, and changed their emission wavelength upon 

hybridization with target sequences. Fluorescent pyrimidine 

nucleosides containing GFP-like fluorophore at the 5-position 

have also been reported as an ESF nucleoside for studying DNA-

protein interactions.
5 
 

In our continuous efforts to develop practically useful ESF 

nucleosides,
6
 we recently reported that 7-naphthylethynylated 8-

aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine 
cna

A exhibited dual fluorescence 

emission arising from an intramolecular charge-tranfer (ICT) 

state and a locally excited (LE) state depending upon the 

coplanarity between naphthalene ring and 8-aza-7-deaza-

adenosine skeleton through ethynyl linker (Fig. 1).
4b

 DNA probe 

containing 
cna

A could discriminate perfectly matched thymine on 

the complementary strand by a significant shift of emission 
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We synthesized various 7-naphthylated 8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine derivatives 1a-d as 

environmentally sensitive fluorescent (ESF) nucleosides and investigated their photophysical 

properties. Among them, 1b and 1c showed solvatofluorochromic properties. Using DNA 

probes containing 1b and 1c, we could discriminate the opposite thymine base in a DNA 

duplex via distinct change in emission wavelength. 
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Figure 1. (a) Structure of previously reported ESF nucleoside. (b) Structure of newly designed 7-naphthylated 8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine derivatives 



入し、熱融解温度および光学特性の観点

から対面塩基識別能の評価を行った。 

 次に、合成により得られた蛍光ヌクレ

オシドモノマー 1a-d を極性環境の異な

る様々な溶媒中において蛍光スペクト

ルの測定を行った。ナフタレン部位に置

換基を含まない化合物 1a では、溶媒の

極性変化に伴う発光波長変化がそれほ

ど見られないのに対して、置換基を導入

した場合には、発光波長変化が大きくな

ることがわかった (Figure 2)。特に、2-

ナフトニトリルを含む 1b (Δλ = 53 nm) 

および 1-ナフチルアミン(Δλ = 94 nm) を

含む 1cは、より優れたソルバトフルオロ

クロミックな光学特性を示すことがわ

かった (Table 1)。続いて、1b および 1c

のホスホロアミダイトユニットを合成

し、DNA自動合成機により ODN鎖へ導

入した。合成した ODN 鎖を相補鎖とハ

イブリダイズさせ、熱融解温度（Tm）測

定を行った結果、修飾ヌクレオシド 1b

および 1c の対面塩基がチミン以外の塩

基では、Tm 値の大きな低下がみられた。

従って、今回開発した 7位にナフチル基

を有する 8-アザ-7-デアザ-2'-デオキシア

デノシン誘導体は、チミン塩基とのみワ

トソン-クリック型の塩基対を形成する

ことが確認できた。さらに蛍光スペクト

ルの測定を行ったところ、対面塩基が塩

基対を形成することが可能なチミンの

場合にのみ、発光波長の短波長シフトが

みられた(Fig. 2)。以上の結果から 1b お

よび 1cを含む ODNプローブは対面塩基

のチミンを発光波長変化で識別可能な

ことが明らかとなった。 

 

【結論】 

 以上のように、目的とするチミン塩基

を識別することが可能な蛍光 DNA プロ

ーブを得ることができた。現在、これら

の蛍光DNAプローブを搭載したDNAチ

ップの開発に向けた検討を行っている。 

 

【参考文献】 

Y. Saito, A. Suzuki, T. Yamauchi, I. Saito, 

Tetrahedron Lett., Memorial Symposium-in-Print 

for Harry Wasserman, 2015, 56, 3034-3038. 

 

 

 

 

 

 

 

 

【結果と考察】合成して得られた 1a-dを様々な溶媒中で蛍光スペクトルの測定を行った。そ

の結果、2-ナフトニトリルを含む 1b (Δλ = 53 nm) および 1-ナフチルアミン(Δλ = 94 nm) を含

む 1cは、より優れたソルバトフルオロクロミックな光学特性を示した (Table 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

続いて、1bおよび 1cのホスホロアミダイトユニットを合成し、DNA自動合成機によりODN

鎖へ導入した。合成した ODN鎖を相補鎖とハイブリダイズさせ、熱融解温度（Tm）測定を行

った結果、修飾ヌクレオシド 1b および 1c の対面塩基がチミン以外の塩基では、Tm値の大き

な低下がみられた。従って、今回開発した 7位にナフチル基を有する 8-アザ-7-デアザ-2'-デオ

キシアデノシン誘導体は、チミン塩基と

のみワトソン-クリック型の塩基対を形

成することが確認できた。さらに蛍光ス

ペクトルの測定を行ったところ、対面塩

基が塩基対を形成することが可能なチ

ミンの場合にのみ、発光波長の短波長シ

フトがみられた(Fig. 2)。以上の結果から

1b および 1c を含む ODN プローブは対面

塩基のチミンを発光波長変化で識別可

能なことが明らかとなった。 

 

[1] A. Suzuki, K. Kimura, S. Ishioroshi, I. Saito, N. Nemoto, Y. Saito, Tetrahedron Lett. 2013, 54, 

2348. 

[2] Y. Saito, A. Suzuki, Y. Okada, Y. Yamasaka, N. Nemoto, I. Saito, Chem. Commun. 2013, 49, 5684. 

[3] A. Suzuki, N. Nemoto, I. Saito, Y. Saito, Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 660. 

 

 

 

Scheme 1. Synthesis of various C7-naphthylated 8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine derivatives 1a-d. 

 
a Viscosity (mPa s; 20oC) 
b Fluorescence quantum yields 

Table 1. Photophysical properties of fluorescent 8-aza-7-deaza-2'-deoxyadenosine derivatives. 

a 

b b b b 

ODN 1: 5'-d(CGCAAT1bAAACGC)-3' ODN 2: 5'-d(CGCAAC1cCAACGC)-3'
cODN 1: 3'-d(GCGTTANTTTGCG)-5' cODN 2: 3'-d(GCGTTGNGTTGCG)-5'
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Figure 2. Fluorescence spectra of (a) 2.5 μM ODN 1 hybridized with 

2.5 μM cODN 1 (N = A, G, C, or T) and (b) 2.5 μM ODN 2 hybridized 

with 2.5 μM cODN 2  (N = A, G, C, or T) (50 mM sodium phosphate, 

0.1 M sodium chloride, pH 7.0, r.t.). Inset: Normalized fluorescence 

spectra. 
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2.5 μM cODN 1 (N = A, G, C, or T) and (b) 2.5 μM ODN 2 hybridized 

with 2.5 μM cODN 2  (N = A, G, C, or T) (50 mM sodium phosphate, 

0.1 M sodium chloride, pH 7.0, r.t.). Inset: Normalized fluorescence 

spectra. 
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次世代高機能血管カテーテルシステムの開発 
根本修克１），春木 満１），市川 司１） 

１） 日大工・生命 

 

 
【緒論】 

 Haptic 技術を血管カテーテルに応用する

ことにより血管壁の硬さを計測することが

でき，安全なカテーテル操作が可能となる。

また，脳血栓治療用 Ni-Ti ガイトドワイヤー 

(Chameleon Wirer)を使用することにより，

血栓除去の可能性が認められた。本研究課題

では，これらを組み合わせた次世代高機能血

管カテーテルシステムを開発することを目

的としている。また，脳血管疾患の治療に用

いられるカテーテルでは，バルーンの膨張・

収縮時に穿孔が生じたり，潤滑性コーティン

グが剥離するといったことが問題となって

おり，より高い耐穿刺性や潤滑性の保持能を

有する材質が求められている。 

 一方，ポリジメチルシロキサン（PDMS）

は，柔軟性，疎水性，耐熱性，ガス透過性，

化学的・生理学的不活性といった特性を有す

るポリマーであり，周辺組織との癒着や炎症

を起こさず，抗血栓性にも優れていることか

ら，現在，ポリウレタン共に医療用カテーテ

ルの代表的な素材として利用されている。し

かし，柔軟性が高すぎることからハンドリン

グが難しくなること，さらには，同種・異種

材料との相互作用が弱いため，材料表面にハ

イドロゲルなどの他材料をコーティングし

加工することが困難である二つの問題点が

存在する。 

 本研究課題では，極性の高いスルホベタイ

ン基を側鎖部位に有する芳香環をポリジメ

チルシロキサンの主鎖中に導入することで，

シリコーンゴム材料に適度な柔軟性と材料

間の強い相互作用を付与できるものと考え

新規ゴム材料の創製を行うことを目的とし

ている。スルホベタイン基は親水性を示す双

性イオン性基で，水溶液中で周囲の水分子の

構造を乱だしにくく，人体における幅広い

pH 領域においても，そのイオン構造を保持

することができることから生体材料に利用

可能な置換基として研究されている。以上の

ような背景から，今年度は，双性イオン性基

を導入したポリ(テトラメチルシルアリーレ

ンシロキサン)とポリメチルビニルシロキサ

ンとの共重合体を合成し，チオール−エンク

リック反応を利用した架橋反応により当該

シリコーンゴム創製を行うことを本研究の

目的とした。 

 

【実験および結果】 

(1) モノマー合成 

 本研究課題では，ポリシロキサン誘導体に

同種あるいは異種高分子材料との相互作用

を付与し，接着性などの加工性を向上させる

ために，ポリ(テトラメチルシルアリーレン

シロキサン)誘導体の芳香環部位に双性イオ

ン性基を導入することを計画した。昨年度に

引き続き，熱安定性に優れ，置換基の導入も

比較的容易に行うことが可能な芳香環部位

としてベンゼン骨格を有し，ベンゼン環上に

双性イオン性基導入可能部位，すなわち三級

アミン部位を有するポリ（テトラメチルシル

アリーレンシロキサン）誘導体を合成した。

具体的な合成経路を Scheme 1 に示す。 

(2) ポリ（メチルビニルシロキサン）（PMVS）

の合成 

 M1 を用いたマルチブロック共重合体合成

を行うためのもう一つの原料となるポリ（メ

チルビニルシロキサン）（PMVS）を Scheme 

2 にしたがい合成した。 

 

 

 



(3) マルチブロック共重合体の合成 

 次に，PMVS および M1 を用いたマルチブ

ロック共重合体合成をScheme 3にしたがっ

て行った。 

 

得られたマルチブロック共重合体 CP1 の

SEC クロマトグラムが単峰性を示したこと

から，マルチブロック共重合体 CP1 が得ら

れたことを確認した。  

 さらに，得られた CP1 を用いて，Scheme 

4 にしたがい，スルホベタイン基の導入を行

った。 

マルチブロック共重合体 CP1 は，昨年度報

告したポリジメチルシロキサンユニットを

有するマルチブロック共重合体と同様な溶

解性を示し，酢酸エチル，ベンゼン，クロロ

ホルム，ジクロロメタン，ジエチルエーテル，

ヘキサン，THF，トルエンといった汎用有

機溶媒に溶解したが，スルホベタイン基を導

入した CP2 は有機溶媒に溶解せずに水のみ

に溶解することが明らかとなった。 

 

(4) チオール−エンクリック反応による架橋

体合成 

 得られたマルチブロック共重合体 CP1 お

よび CP2 を用いて，Scheme 5 にしたがい，

チオール−エンクリック反応による架橋体合

成を行った。架橋反応はスライドガラス基板

上で行った。反応後，アセトン，エタノール

で架橋体を洗浄し，減圧乾燥したところ，

Cross-Linked CP1 からはガラス基板上に

剥離可能な薄膜を得ることができたが，

Cross-Linked CP2 はガラス基板上で吸着

凝集した粉末状の架橋体を得るにとどまっ

た。 

 また，Cross-Linked CP1 はガラス基板上

から剥離することが可能であった。Fig. 1 に

ガラス基板上から剥離した Cross-Linked 

CP1 および Cross-Linked CP2 の凝集状態

を示す。 

  

Cross-Linked CP1 からは独立したゴム状

物質を得ることはできたが，Cross-Linked 

CP2 からは独立したゴム状物質を得ること

ができないことが明らかとなった。これは，

スルホベタイン基を導入することにより分

子間相互作用が増大し，凝集性が高まった結

果であるものと考えられる。したがって，架

橋体合成の際に用いるリンカーの分子鎖長

を伸長することにより，分子間の自由体積を

増大させる，あるいは，スルホベタイン基含

有量を低下させるといった条件の最適化を

行うことや得られた架橋体の力学的特性や

表面特性および生体適合性を明らかにする

ことが今後の課題となる。 

 

【今後の計画】 

 以上述べたように，これまでに十分な性能

を有するシリコーンゴム材料創製に至って

いないため，新たな分子設計に基づき，シリ

コーンゴム創製を行うことも計画している

ので，以下に述べる。 

 

(a)  (b)   

           
Fig. 1. Obtained material on a slide glass substrate of 
(a) Cross-Linked CP1 and (b) Cross-Linked CP2. 

 

 

 



 

(1) ベンゼン環上に架橋部位を有するポリ

(テトラメチルシルアリーレンシロキサ

ン−ジメチルシロキサン)マルチブロッ

ク共重合体の合成 

 Scheme 6 に示すような合成経路に基づき，

架橋部位をベンゼン環上に有するポリ(テト

ラメチルシルアリーレンシロキサン−ジメチ

ルシロキサン)マルチブロック共重合体の合

成を行う。 

 

 ベンゼン環上に架橋点を有する新規モノ

マー 7 については Scheme 7 に示す合成経

路にしたがい，合成を行う。 

 

 また，マルチブロック共重合体合成におい

ては，共重合体の組成比の最適化について検

討する。さらに，メチレン鎖長の異なるジチ

オール誘導体を架橋反応時に用いることに

より，最適な架橋剤の探索を行う予定である。 

 

 

(2) ポリ[(3-カルボキシプロピル)メチルシ

ロキサンージメチルシロキサン]ランダ

ム共重合体からの新規シリコーンゴム

創製 

 これまでは，ポリ(テトラメチルシルアリ

ーレンシロキサン−ジメチルシロキサン)マ

ルチブロック共重合体を用いたシリコーン

ゴム創製を行ってきたが，得られた架橋体は

柔軟性に欠け，凝集してしまう傾向があった。

そこで，主鎖中にベンゼン環を持たない新規

シリコーンゴム創製を行う。具体的な合成経

路について Scheme 8 に示す。 

 

ポリ[(3-カルボキシプロピル)メチルシロキ

サン−ジメチルシロキサン]ランダム共重合

体 1,2)においては，共重合体の組成比の最適

化について検討する。さらに，メチレン鎖長

の異なるジチオール誘導体を架橋反応時に

用いることにより，最適な架橋剤の探索を行

う予定である。 

 

【参考文献】 
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Ikeda, Y. Sekine, Makromol. Chem., Rapid 

Commun. 7, 465-470 (1986). 

2. N. Nemoto, H. Ishii, M. Ihara, K. Ikeda, N. 

Takamiya, J. Polym. Sci.: Part A: Polym. 
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RNAアプタマーを用いた分子標的医薬の開発 

 

山岸賢司 

日大工・生命応用化学 

 

【緒論】 

RNA アプタマーは抗体に代わる次世代技術と

して、医薬品分野や診断薬分野などの Active 

aging を支援する新機能性分子として注目されて

いる。しかし、RNA アプタマーを実用化するた

めには化学修飾が必須であるが、どのような修飾

をどこに入れるかは経験と勘に頼っており、多く

の時間と費用が必要である。本研究では、計算化

学を用いてアプタマーとタンパク質との結合力

を予測する手法を確立し、アプタマーの効率的な

設計手法を開発することを目指している。 

近年、ヒトの免疫グロブリン(IgG)の Fc ドメイ

ンに対して特異的に結合できる RNA アプタマー

が開発され、その X 線結晶構造が初めて解析さ

れた(Nomura et al., Nucleic Acids Research, 2010, 

Figure 1)。これまで、マイナスの電荷を持つ RNA

アプタマーは、表面電荷がプラスに帯電したタン

パク質としか結合することができないと考えら

れてきたが、X 結晶構造解析の結果、この RNA

アプタマーは、IgG の中性アミノ酸領域に結合し

ていることが明らかとなった。これにより、RNA

が電荷相互作用に依存せずに特異的な強い結合

を達成でき、多種多様なタンパク質を標的とする

ことが可能であることが示されたものの、その結

合メカニズムについては、明らかとなっていない

点が多い。 

平成２７年度は、新規アプタマーの効率的な設

計手法の開発に向けて、RNA アプタマーと IgG

複合体の電子状態を分子シミュレーションによ

り詳細に解析し、その結合メカニズムについて、

原子レベルで明らかにすることを目指した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【計算方法】 

i)アプタマーと IgGの立体構造作成 

RNA アプタマーと IgG との複合体の立体構造

は、X 線結晶構造(PDB:3AGV)を基に作成した。

RNAアプタマーは 23塩基から成る一本鎖構造を

とっている(Figure 1b)。IgG は Fc ドメインを抽出

した 208 残基(237-444)から成る構造である。 

ii)アプタマーと IgGの結合メカニズムの解析 

 RNA アプタマー、IgG、および RNA アプタマ

ーと IgG の複合体の系の全電子エネルギーは、フ

ラグメント分子軌道(FMO)計算により算出した。

FMO 計算では、RNA アプタマーはリボース-5-

リン酸と塩基の 2 つの部位にフラグメント分割

し、IgG はアミノ酸 1 残基ごとに分割した。計算

レベルは、ファンデルワールス力を正確に評価す

ることができる MP2/6-31G**レベルで実行し、計

算プログラムには PAICS を用いた。 

RNA アプタマー、および IgG の構造変化は、

分子動力学(Molecular Dynamics : MD)計算により

解析した。計算プログラムには、AMBER14 を用

い、力場は ff14SB とした。 

IgG(Fcドメイン)

Ca2+

RNAアプタマー

(a) (b) 

小文字塩基 : 2’-H
大文字塩基 : 2’-OH
f : 2’-F

Figure 1. IgGに特異的に結合する RNAアプタマーの構造 
(a) RNAアプタマーと IgGの複合体結晶構造 
(b) RNAアプタマーの塩基配列 



初期構造 200p sec. 400p sec.

600p sec. 800p sec. 1.0n sec.

【結果】 

FMO 計算に基づくフラグメント間相互作用エ

ネルギー(IFIE)解析を用いることで、塩基－アミ

ノ酸間の相互作用エネルギーを求めることがで

きる。さらに、その相互作用を静電相互作用とフ

ァンデルワールス力に分けて解析することが可

能である。そこで、この IFIE 解析を用いて、RNA

アプタマーと IgG との結合に重要な部位を解析

した。その結果、RNA アプタマーの G7 リボース

-5-リン酸部位は Lys340 の側鎖 (-NH3
+)部位と

-134.3 kcal/mol の静電相互作用を、G7 塩基部位は

Tyr373 の側鎖芳香環と π-π 相互作用により-6.6 

kcal/mol の安定化相互作用を形成していること

が明らかになった(Figure 2)。さらに、RNA アプ

タマーと IgG は、G20 塩基部位と GLN342、U21

リボース-5-リン酸部位と GLN342 など複数のフ

ァンデルワールス相互作用を形成していた。この

ファンデルワールス相互作用の総和は、-151.2 

kcal/mol であった。以上の結果から、RNA アプ

タマーと IgG との結合は、1 つの強固な静電相互

作用を複数のファンデルワールス力がサポート

することで、IgG の中性アミノ酸領域に結合して

いることが明らかになった。 

次に、RNA アプタマー、および IgG の構造の

ゆらぎが結合性に与える影響を解析するため、分

子動力学(MD)計算を行った。MD 計算では、1 ス

テップ 2.0 f sec.として、5,000,000 ステップ、10.0 

n sec.間の構造変化を追跡した。その結果、IgG

への結合親和性が低い RNA アプタマーは、初期

構造から 1.0n sec.に向けて大きく構造が変化し

ていることが明らかとなった。Figure 3 には、初

期構造から 1.0 n sec.間の RNA アプタマーの構造

変化を示した。この構造変化が、IgG に対する結

合性の低下の原因であると考えられる。今後は、

結合親和性の異なる種々の RNA アプタマーに対

して同様の MD 計算を進め、結合性との関係に

ついて、構造活性相関の解析を進める予定である。 
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(a) 
G7(R) Lys340

(b) 

Figure 2. RNAアプタマーと IgGとの結合に重要な部位 

(a) 静電相互作用による結合が最も強い部位  

(b) ファンデルワールス力による結合が最も強い部位 

 

G7(B)

Tyr373

Figure 3. MD計算による RNAアプタマーの構造変化 



翻訳後修飾による細胞機能制御機構の解明	

 
岸	 努，日大工・生命	  

 
【緒論】	

	 遺伝情報を正確に維持することはすべての生

物に重要である。遺伝子の本体である DNAは

様々な要因によって絶えず損傷を受けているた

め、細胞は損傷したDNAを修復するためのDNA

修復経路を持っている。まず損傷部位を識別し、

次にその周囲の DNAを切り出し、その後 DNA

を再合成するという DNA修復機構は 1980年代

に発見され、発見者は昨年ノーベル化学賞の栄誉

に輝いたことは記憶に新しい。 

	 しかし近年、S期の細胞に損傷が入った場合、

DNA修復機構は機能しないことがわかってきた。

DNA複製中 DNAポリメラーゼが損傷部位に直

面すると、次にどの塩基を基質としてよいかわか

らなくなるため、複製フォークが停止する。する

と一本鎖領域が露出する。一本鎖領域は構造上非

常に不安定であるため、DNA修復よりも損傷部

位をなんとか乗り越えて複製するDNA損傷トレ

ランス機構が機能すると解釈されている。 

	 このDNA損傷トレランスには損傷部位の複製

を正確性の低い DNA ポリメラーゼが行う TLS

と、もう一方の新生鎖を鋳型に複製を行なう

PRR という異なる二つのの機構が存在する。こ

れらは、複製型の DNAポリメラーゼの伸長促進

因子で DNAポリメラーゼとともに DNAを移動

する PCNA が、損傷部位でユビキチンというタ

ンパク質による修飾を受けることで制御される

ことがわかってきた。すなわち、ユビキチンが一

つ結合するモノユビキチン化が起きた場合には

TLS が、複数ついたポリユビキチン化が起きた

場合には PRRが活性化する(1-5)。PCNAのユビ

キチン化は、下流因子の集積の場を提示している

と予想されているが、その実体は全くわかってい

ない。	

	 私たちは以下に示す実験結果から、PCNA のユ

ビキチン化の機能の一つとして、DNA 損傷応答に

関与している Ssu4(Substrate	for	SUmoylation	

4)のスモ１化の場として機能するのではないか

と考えており、その実証と生理的意味の解明を行

っている。	

	

【研究経過】	

Ssu4 のスモ 1 化の細胞周期依存性	

	 細胞内で合成されたタンパク質の活性や機能

は、修飾を受けることにより調節される。このよ

うな翻訳後修飾として、低分子量タンパク質であ

るユビキチンが用いられるユビキチン化やスモ

１が用いられるスモ１化が知られている。ユビキ

チン化の基質やスモ１化の基質をスクリーニン

グするために開発した conditional	two-hybrid

システム(6,7)を用いて、DNA 損傷応答に関与し

ている Ssu4 がスモ１化修飾を受けることを昨年

の当研究会で報告した。今回、Ssu4 のスモ１化

についてさらに詳しく調べた。	

	 Ssu4 は DNA 損傷剤である MMS で細胞を処理す

ると	M 期および G1 期に強くスモ１化された。対

照的に S 期では Ssu4 のスモ１化は減少した。こ

のことから、Ssu4 のスモ１化は主にＭ期から G1

期における損傷に対して応答することがわかっ

た。	

	 Ssu4 のスモ１化が、Ｓ期で抑制されることを

見出したが、序論で記した PCNA のユビキチン化

は逆にS期におけるDNA損傷に依存して引き起こ

される。そこで、Ssu4 のスモ１化が PCNA のユビ



キチン化によって阻害される可能性を調べた。

PCNA の 164 番のリジン残基がユビキチン化の標

的部位であることがわかっているので、この部位

をアルギニンに置換した PCNA-K164R 株を用いて、

MMS 存在下で Ssu4 のスモ 1 化を調べた。その結

果、Ssu4 のスモ 1 化は亢進した。したがって、S

期において Ssu4 のスモ１化が抑制されるのは、

ユビキチン化された PCNA がスモ 1 化を阻害する

ためであることが示唆される。	

	

DNA 損傷の種類と Ssu4 のスモ１化	

	 MMS は塩基のアルキル化と二重鎖切断を引き

起こす。Ssu4 のスモ１化が、そのような DNA 損

傷に依存するのか調べるために、MMS とは作用機

序の異なるDNA損傷を誘発する	4NQOと主に二重

鎖切断を誘発するゼオシンを用いて Ssu4 のスモ

１化を調べた。4NQO あるいはゼオシンは、いず

れも Ssu4 のスモ１化を誘導した。しかしその程

度は MMS の場合より著しく低かった。Ssu4 のス

モ 1 化が塩基のアルキル化によって引き起こさ

れることが示唆される。ただし、4NQO またはゼ

オシンで処理し場合と MMS 処理を行なった場合

で DNA 損傷の程度が同程度であるか検討する余

地がある。	
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ポリケタイド生合成酵素の蛋白質工学とゲノム工学 

 

平野 展孝 

日大工・生命 

 

【背景・目的】 

植物由来ポリケタイドには、ウコンのクルク

ミンや、ブドウのレスベラトロールなど、抗腫瘍

作用や抗酸化作用など様々な生理活性を持つも

のが存在する。これらの天然物は植物からの抽出

によって生産されているが、近年のバイオテクノ

ロジー分野において、有用生理活性を持つこれら

の誘導体を、微生物や酵素によって生合成する手

法が注目されている。しかし、従来のプラスミド

上への遺伝子導入では、導入 DNA鎖長に限界が

有るため、多種類の生合成遺伝子が反応に関与す

る生合成系への適応が困難になっている。この問

題を解決するため、本研究では、大腸菌ゲノム上

へ導入した生合成系遺伝子群からのポリケタイ

ド生合成を目標とした研究を行う。 

 

【方法・結果】 

比色定量が容易な放線菌が生産する赤色色素

化合物であるフラビオリン（図 1）をモデル化合

物として、放線菌 TG1 インテグラーゼによる部

位特異的遺伝子導入法を用いて大腸菌ゲノムへ

のフラビオリン生合成遺伝子（rppA & momA）の

導入を行い、大腸菌によるフラビオリン生合成を

行った。 

  

 

 

 

 

 

 

TG1 インテグラーゼを用いて、大腸菌ゲノム

上の 5 ヵ所にフラビオリン生合成遺伝子を導入

し、プラスミド上に生合成遺伝子を導入した場合

と生合成産物量を比較した結果、いずれのゲノム

上部位に導入しても、プラスミド上に生合成遺伝

子を導入した場合と比較して、合成量が約 1/2 に

減少する結果を得た。 

そこで平成 27年度は、生合成酵素を複合体化

することで基質チャネリング効果（各酵素間で代

謝中間体の受け渡しが円滑に行われることによ

り、生合成反応が効率良く進行する効果）の創出

を試みた。その結果、生合成遺伝子と複合体骨格

遺伝子をゲノム上に導入した場合、生合成遺伝子

のみの場合と比較して、フラビオリン合成量が 2

倍に増加し、プラスミド上に生合成遺伝子を導入

した場合と同等まで合成量が改善する結果を得

た。 

 

【今後の予定】 

酵素濃度・基質濃度・反応速度・複合体形成

の化学量論比が明確な試験管内で、酵素複合体化

の効果を検討する。また、抗腫瘍活性を持つクル

クミンの生合成遺伝子を大腸菌ゲノムへ導入し、

酵素複合体化による生合成量の変化を検討する。 

 

 

図 1. 放線菌の赤色色素化合物（フラビオリン）生合成系 


