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【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
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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。 
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【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
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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
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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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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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