
10   No.30  February  2005

DNAをセンシング素材として用いた
細胞内pH測定法の開発

杉本直己，大道達雄

本研究では，DNA（デオキシリボ核酸）が形成する二重らせん構造の安定性とpHの関係を検討し，得られた
熱力学的データを基に生体には存在しないと考えられていた新規pH感受性のDNA構造を見いだした。更
に，新たに見いだしたpH感受性DNAをpHセンシングのための新規素材としてとらえ，蛍光共鳴エネルギー
移動 （FRET: fluorescence resonance energy transfer）と組み合わせることで，DNAを検出媒体とした世
界でも類のない，細胞内のpHを測定できるpHセンサを開発した。本稿では，核酸を材料として用いたpHセ
ンサの原理及び応用例を紹介する。

はじめに

核酸はナノサイズで正確な分子認識ができるため，核
酸をセンサ素材として用いようとする研究が，ナノテ
クノロジーやバイオテクノロジーの分野で注目されつ
つある。センサとして機能する核酸の高次構造は，溶液
中の金属イオンやpHなどの環境変化や小分子に敏感で
あるため，核酸を検出媒体として用いることができれ
ば，環境変化や小分子の高感度センサの開発が可能に
なると期待されている。しかしながら，核酸が多様な高
次構造を形成することから，試行錯誤的に目的の構造
を探索しなければならず，研究の進展は容易ではない。
核酸の高次構造は，ワトソン-クリック塩基対によって
形成される二重鎖以外にも，非ワトソン-クリック塩基
対部位（フーグスティーン塩基対など）や多重鎖構造か
らなっている。もし核酸の高次構造に対する化学的（熱
力学的）性質を十分に理解することができれば，核酸を
センサの目的に応じて自由にデザイン（設計）でき，停
滞している核酸のセンサの活用の飛躍的な促進を期待
できる。
そこで著者らは，核酸のセンサの開発の一例として，核
酸の高次構造を熱力学的に解析して，その得られた熱
力学的データに基づく，新規のpH感受性DNAの創製と
そのDNAによる新規pHセンサの開発を行った。

核酸の高次構造

核酸の高次構造と言えば，ワトソン-クリック塩基対か
らなる二重鎖構造が思い浮かぶ。しかし，核酸分子はワ
トソン-クリック塩基対からなる二重鎖以外の非ワト
ソン-クリック塩基対部位や多重鎖を持ち，それらの構
造は核酸の未知の機能と深い関わりを持っている。
非ワトソン-クリック塩基対部位は，塩基対を形成して
いない状態の部位と，ワトソン-クリック塩基対以外の
組み合わせで塩基対を形成している部位に分類でき
る。前者には，バルジ（bu lge），インターナルループ
（in ternal  loop），ターミナルミスマッチ（te rminal

mismatch），ヘアピンループ（hairpin loop），ダングリン
グエンド（dangling end）などが含まれる（図1）。後者に
は，ミスマッチ（mismatch）やフーグスティーン塩基対
などが含まれる。このような非ワトソン-クリック塩基
対部位とワトソン-クリック塩基対が組み合わさり，核
酸の高次構造が形成されている。例えばtRNAでは，非
ワトソン-クリック塩基対部位として，ダングリングエ
ンド，ミスマッチ，ヘアピンループが存在し，これら非
ワトソン-クリック塩基対部位がtRNAの高次構造形成
とその安定性を決定している。また，核酸高次構造安定
性への寄与以外にも非ワトソン-クリック塩基対部位
は，（1）タンパク質の認識部位，（2）金属イオンの配位部
位，（3）核酸切断・連結反応の触媒活性部位などに存在
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し，機能の観点からも生体内で多くの役割を担ってい
る［1］-［14］。つまり，バイオテクノロジー分野での核酸分
子の材料や検出媒体として利用するには，核酸の高次
構造とそれに伴う機能の分子レベルでの解明が重要と
なってくる。

図1 核酸の非ワトソン-クリック塩基対部位や多重鎖構造

pH に対する新規核酸構造遷移の構築

多数の非塩基対部位の中でも，フーグスティーン塩基
対から成り立つ多重鎖は，既知の高次構造の理解や予
測だけではなく，新規機能を有する核酸分子のデザイ
ンに利用できる。例えば，フーグスティーン塩基対によ
りT × A ・ T（×はフーグスティーン塩基対を，・  はワト
ソン-クリック塩基対を示す）及び C+ × G ・ C 塩基対を
形成するパラレル型三重鎖は，安定な塩基対を形成の
ため，シトシン塩基の N3 位のプロトン化が必要であ
る（図2）*1。シトシン塩基のプロトン化*2のpKa*3は5.5で
ある。そのため，低pH条件でのみ安定にパラレル型の三
重鎖が形成される。つまり，シトシン塩基のプロトン化
を含んだフーグスティーン塩基対を利用することに
よって，環境因子であるpH変化に依存した新規核酸構
造遷移の構築ができると考えられる。

*1：Aはアデニン（Adenine），Tはチミン（Thymine），Gはグア
ニン（Guanine），Cはシトシン（Cytosine）を示す。

*2：分子にプロトン（H+）が付加してイオンになること。

*3：解離指数（解離定数Kaの逆数の常用対数）。

図2 パラレル型三重鎖におけるフーグスティーン塩基対及びワ
トソン-クリック塩基対
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そこで，新規機能を有する核酸分子の開発に向けて，ま
ず，フーグスティーン塩基対から成り立つDNA多重鎖
に注目して，フーグスティーン塩基対の詳細な安定性
とpHの関係を検討した。その結果，ワトソン-クリック
塩基対からなるアンチパラレル型二重鎖の安定性と，
フーグスティーン塩基対により三本鎖目が二重鎖に結
合する安定性は，pH 5.0ではほぼ同程度であることがわ
かった［8］。そこで，得られた熱力学的諸量に基づいて，
フーグスティーン塩基対からのみ形成されるパラレル
型二重鎖  （5’- T C T T T C T C T T C T - 3’/ 5’-

AGAAAGAGAAGA-3’）*4をデザインした。pHによる構
造遷移を検討した結果，この2本のDNA 鎖は，pH7.0では
バルジ塩基*5を有するアンチパラレル型二重鎖である
が，pH5.0では，フーグスティーン塩基対からのみ形成さ
れるパラレル型二重鎖 であることを見いだした（図3）。
このpH依存性の構造遷移は，pH5.0ではシトシン塩基の
プロトン化が起こり，フーグスティーン塩基対のパラ
レル型二重鎖が形成され，pH7.0では塩基のプロトン化
がないため，パラレル型二重鎖が不安定になり，ワトソ
ン-クリック型塩基対によってバルジ塩基を有するア
ンチパラレル型二重鎖が形成することによるものであ
る。

図3 フーグスティーン塩基対のみで形成されるパラレル型二重
鎖と、バルジ塩基を持つワトソンークリック塩基対のアン
チパラレル型二重鎖のpHによる構造遷移

*4：環状の5炭糖とリン酸と塩基が結合したヌクレオチドは，
5炭糖の炭素位置の5’と3’の間をリン酸が繋げる形で連
なって，ポリヌクレオチド鎖を構成する。ATGC塩基
は，いずれも窒素を含む複素環で，この複素環と糖の番
号体系がまぎらわしくないように，糖の炭素位置にプラ
イム（’）を付ける。ここでの5’と3’は，ポリヌクレオチド
鎖の末端位置を示す。なお，A T G C塩基は，プリン
（pur ine，5員環と6員環が結合したもの）とピリミジン
（pyrimidine，6員環）の2つの型に分かれる。AG塩基はプ
リンで，TC塩基はピリミジンである。

*5：塩基対にならずに二重鎖から突出している塩基。

試験管内で作用するpHセンサの開発

次に，FRET（Fluorescence Resonance Energy Transfer：蛍
光共鳴エネルギー移動）と，新たに見いだされたpH変化
に依存した核酸構造遷移を組み合わせることで，試験
管内のpHを測定できるpHセンサの開発を行った。ま
ず，pH変化によるDNAの構造変化が起こると，2つの蛍
光分子が近づき，蛍光の色の変化の観測ができるシス
テム（第一世代）を構築した。FRETとは，蛍光分子間で
起こる共鳴によるエネルギー移動であり，エネルギー
の供与体（ドナー）-受容体（アクセプター）の距離が近
づくほどエネルギー移動効率が増し，受容体蛍光強度
が強くなる。この蛍光強度は，分子間の距離の6乗に反
比例するため，生体分子の高次構造や分子間の相互作
用を解析する時に用いられる。pH変化による構造変化
が起こると，2つの蛍光分子が近づき，蛍光強度の変化
が期待される。
図4のように，1本のDNA鎖の5’末端にドナーとして作
用する蛍光分子のフルオレセイン（Fluorescein）を，もう
1本のDNA鎖の5’末端にアクセプターとして作用する
蛍光分子のTAMRAを付加させると，pH7.0では緑色蛍
光を呈し，pH5.0ではオレンジ色の蛍光を呈することが
見いだされた。pH感受性DNAを用いなかった場合，オ
レンジと緑の色調の変化は観測されなかった。この色
調の変化は期待したように，pH7.0ではワトソン-ク
リック型塩基対によってバルジ塩基を有するアンチパ
ラレル型二重鎖が形成されるため，蛍光色素の距離が
離れ，ドナーのフルオレセインの緑色蛍光のみが観測
されることに由来する。一方，pH5.0ではパラレル型の
二重鎖を形成するため，蛍光分子間でのエネルギー移
動が起こり，アクセプターのオレンジ色の蛍光が観測
されたためと考えられる。このように，DNAを検出媒体
とすることで，色の変化としてpHの変化を簡易に識別
できるシステムを構築することができた。
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図4 試験管内で作用するpHセンサ

細胞内のpHを測定できるpHセンサの開発

次に，核酸をセンサとして利用するターゲットとして
細胞内pHに注目した。細胞内のpH変化は，癌や細胞死
と関連するため，それらの診断の指標とすることがで
きる。有機化合物が今のところ細胞内pH検出試薬とし
て用いられている例があるが，細胞内への正確なデリ
バリーができず，細胞内のpHを簡便に測定することは
困難である。また，検出に細胞内の酵素反応を利用する
有機化合物では，検出が不可逆となり連続測定に不向
きである。一方，核酸は細胞内へのデリバリーが有機化
合物よりも容易で，外部因子による核酸の高次構造変
化は可逆であり，かつ高速反応であるという利点もあ
る。このように，もし核酸を細胞内のpH検出媒体として
活用できれば，有機化合物よりも優れたpH測定手法に
なりえる可能性がある。
細胞内で新規に開発したpHセンサを用いる場合，第一
世代のセンサは，2分子のDNAを用いるため，細胞内で
の反応性及び感度が低下する弱点があった。それゆえ，
2本のDNA鎖の3’末端を4つのT塩基で繋いだ，ヘアピン
型のセンサを第二世代センサとして構築した（図5（a））。
第一世代のセンサ同様に，片方の5’末端にドナーとして
作用する蛍光分子のフルオレセインを，残りの5’末端に
アクセプターとして作用する蛍光分子のTAMRAを付
加させた結果，pH7.0では緑色蛍光を呈し，pH5.0では第
一世代よりも強いオレンジ色の蛍光を呈することが見
いだされた（図5（b））。第一世代よりも強い色の変化は，
分子内でのヘアピン型のパラレル型二重鎖の構造によ
り，2つの色素間距離が近くなったためと考えられる。

図5 2本のDNA鎖を繋いだ第二世代のpHセンサ
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更に，DNA pHセンサを細胞内に導入し，アポトーシス
により起こる細胞内のpHの低下の測定を試みた。その
結果，図6のように正常細胞ではpHセンサは緑色蛍光を
呈し，アポトーシス誘導ペプチドを添加して人為的に

アポトーシスを起こさせた異常細胞では，オレンジ色
の蛍光を呈することが見いだされた。このように新た
に開発したpHセンサを用いると試験管内の系だけでな
く，細胞内でのpH検出もできることを見いだした。

図6 アポトーシスによる細胞内pH低下の測定

おわりに

このように，熱力学的データを基にして設計された
DNAの特異構造を利用して，pH変化を測定できる機能
性核酸を開発した。核酸を素材として利用しようとす
る研究は国内外で始められているが，pHの検出媒体に
DNAの構造遷移を活用した例は皆無であり，本pHセン
サは非常に独創性の高いpHセンサであると考えられ
る。また本pHセンサは，視覚的にpHを観察できる点で

現在用いられているバイオセンサよりも優れており，
簡便に細胞内のpH測定ができるため，癌の早期診断や
アポトーシス検出のための新しい診断システムの開発
に発展すると期待される。今後は，pHだけではなく，
金属イオン［15］,［16］やモレキュラー・クラウディング
（Molecular Crowding）［17］-［19］などの環境因子の変化に基
づく核酸構造の遷移を詳細に検討することにより，あ
らゆる環境変化に応答する核酸センサが開発される可
能性がある。
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