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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

115,000,000 115,000,000 0 115,000,000 115,000,000 0 0
34,500,000 34,500,000 0 34,500,000 34,500,000 0 0

149,500,000 149,500,000 0 149,500,000 149,500,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 1,542,484 11,018,041 50,938,894 18,190,779 81,690,198
旅費 0 1,550,990 2,862,341 2,069,420 6,482,751
謝金・人件費等 0 15,829,137 3,811,247 3,088,266 22,728,650
その他 0 456,110 2,003,536 1,638,755 4,098,401

1,542,484 28,854,278 59,616,018 24,987,220 115,000,000
0 9,119,028 10,155,972 15,225,000 34,500,000

1,542,484 37,973,306 69,771,990 40,212,220 149,500,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日

MD4UCNT 2 530,040 1,060,080 2012/1/17

分子設計プログラム
MA-M0112-
O2型

1 999,800 999,800 2012/1/27

microflex-
NAC,micrOTOF
Ⅱ-NAC

1 37,903,950 37,903,950 2012/11/12

ＭＡ－Ｍ１２１３－
Ｏ１ 1 625,000 625,000 2013/12/16

16,259 1 522,900 522,900 2014/3/24

5．研究成果の概要
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1. 蛍光in situハイブリダイゼーション法（FISH法）は、細胞内の特定の分子を可視化する方法である。我々の化学プローブは、FISH
法へ適用し、特定の配列を有するRNAを細胞そのままに可視化した。ハイブリダイゼーション条件を最適化し、ヒトがん細胞やマウス
神経細胞中のRNAの動態を観察することができた。
2. mRNAのポリA末端を我々の化学プローブのハイブリダイゼーションによって標識して、蛍光分光相関法で観測した。この方法で観
測された細胞中のRNAの移動速度は、既報の速度と同等であり、本方法が有効であることが明らかになった。
3. プローブを細胞内の特定の箇所へ送達する技術を、末端修飾を工夫することによって確立した。プローブがHeLa細胞内の目的の
箇所へ送達されたかを蛍光顕微鏡で追跡したとともに、プローブが本来有するハイブリダイゼーション特異的蛍光発光機能も維持し
ていた。
4. 我々が見出した、ペルオキソタングステン酸塩による5-ヒドロキシメチルシトシン選択的化学反応をベースに、その生成物をシーケ
ンシングする方法を確立した。本方法は簡便に5-ヒドロキシメチルシトシンの存在箇所を明らかにすることができる。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

研究成果の概要 

（和文）： 

われわれの細胞の中ではいろいろな種類のRNAが働いており、個々の細胞の役割を決定づけ

る。本研究では、細胞の中の疾患に関係する特定の RNA だけを、いつ、どこで、どのように働くか

わかるように色付けできる化学物質を開発した。また、その色を解析して病気との関係を解明でき

る新しい方法を作成した。 

化学物質を設計するにあたって、光物理学的な発想と分子生物学的な最先端技術を付加した。

これによって、前例のない低ノイズな RNA 検出を実現した。 

研究成果は、RNA を起点とした細胞の老化やガン化のメカニズムを解く方法として使える。それ

らの病気に関係する細胞 RNA 診断への可能性を示した。 

 

（英文）： 

In the cells of our bodies, a variety of RNA molecules are working to determine the role of each 

cell. We have developed the chemical reagents to visualize when, where, and how the 

disease-relating RNA works in the cell. In addition, we created new methods to elucidate the 

relationship between RNA function and disease using the fluorescent color of the chemical 

reagents. 
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The idea in photophysics and the up-to-date technology in molecular biology were added to the 

design of chemical reagents. The creative molecular design realized a RNA detection method with 

an unprecedented low noise. 

The research result is useful for the method to clarify the mechanism of cell senescence and 

oncogenic transformation derived from RNA, showing the possibility to cell RNA diagnosis. 

 

1． 執行金額         149,500,000 円 

    （うち、直接経費     115,000,000 円、 間接経費    34,500,000 円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年 ３月３１日 

 

3． 研究目的 

＜RNA を可視化する必要性＞ 

遺伝性疾患や生活習慣病において、多数の遺伝子が関係する。最善の診断、治療、予防への

助言を患者に提供するためには、細胞中で刻一刻と変化する遺伝子機能を理解することが必要

である。RNA がエピジェネティック制御下の DNA からの転写によって誕生し、編集されたのち、核

外へ移動する。タンパク質への翻訳に利用されて、その後に分解される。また、他の細胞内分子

による機能阻害や機能発現前の分解も並行して起こる。定量的・動的・網羅的に RNA の量や働き

を可視化するための技術が喫緊の課題として必要とされている。これが、RNA 研究や細胞内ネッ

トワークの時空間追跡などの基礎研究のための手段として役立つだけでなく、RNA ノックアウトに

よる高度な遺伝子治療・診断や新薬候補物質の効果判定に威力を発揮することは、多くの文献・

技術動向調査において再々指摘されている。 

＜メチル化 DNA を可視化する必要性＞ 

メチル化 DNA を含むエピジェネティクス制御に対しては、さまざまな機能が喧しく議論されてい

るにもかかわらず細胞内可視化技術はきわめて脆弱なままである。新発想かつ現実的なブレイク

スルーに欠乏した状態を打破しなければならない。プローブを用いたこれまでのイメージングの方

法もいくつか知られているが、配列選択的にメチル化 DNA を可視化する機能は知られていない。

今こそ純国産の新方法を提示すべき時である。 

＜研究代表者による化学的な発想による核酸可視化プローブの設計の例＞ 

研究代表者は、低ノイズ化のために励起子結合効果による蛍光消光機構を利用したハイブリッ

ド特異的ライトアップ核酸プローブをすでにデザインしている。遺伝子読み取り配列に含まれる 1

つのヌクレオチドへ 2 個のチアゾールオレンジ色素を同時に導入したプローブは、分子内色素会

合体形成に伴う励起子結合効果によって、ほとんど蛍光発光を生じない。一方、ターゲット RNA と

ハイブリダイゼーションすると励起子結合効果は解除され、強い蛍光発光を示す。この新規プロー

ブの機能発現メカニズムは大変シンプルだが、従来の標識核酸プローブで挙げられた問題点を

全て解決するかもしれない。光物理学的根拠に依る新発想が核酸プローブに応用された例はな
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い。研究代表者独自の技術であり、これを純国産の核酸解析の要素技術として徹底的な展開を

図る。 

 

4． 研究計画・方法 

研究代表者独自の蛍光制御化学に立脚した細胞内核酸可視化法を確立し、疾患に関わる遺伝

子の発現制御と機能発現を細胞レベルで時空間的に観察するために、以下の研究を進めた。 

（１）「RNA を観る」 

①生細胞内 RNA 時空間的解析法：生細胞内の特定の RNA の生成、核外輸送、翻訳過程、分解

を時空間的に観測するための高機能プローブの開発。 

②簡便蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法：短時間かつ高効率に固定化細胞内 RNA の可視化

を行う技術の開発。 

③RNA タグシステム：特定の RNA の発現だけを強力な蛍光発光させるためのタグシステム。 

④部位選択的 RNA 動態解析：光活性化プローブや部位選択的送達プローブを創製し、これを用

いて細胞内の特定の部位で働く RNA だけを追跡する方法論の確立。 

⑤RNA フォールディング解析法：mRNA などのフォールディングを効果的に生細胞中で可視化す

るための核酸結合機能制御プローブの開発。 

⑥新規 RNA 多色染め分け法：同時もしくは前後して働く複数の RNA を異なる波長を持つ蛍光で

標識する方法とプローブの開発。 

⑦1 分子計測のための蛍光相互分光相関法：他の RNA やタンパク質と結合して働く RNA を生細

胞中で 1 分子計測するためのプローブ設計とその解析方法の検討。 

（２）「メチル化・ヒドロキシメチル化 DNA を観る」 

①メチル化 DNA-FISH 法：発がんや精神遅滞などで観察されるメチル化異常を、染色体レベルで

捉えるためのプローブの作製とシステムの構築。 

②ヒドロキシメチル化 DNA 検出法：脱メチル化に必要な DNA 化学修飾を配列選択的に捉えて検

出するためのプローブの作製とシステムの構築。 

 

5． 研究成果・波及効果 

（１）「RNA を観る」 

①生細胞内 RNA 時空間的解析法：われわれは、非結合時のプローブの蛍光を効率的に抑制しつ

つ標的の RNA を検出することを目的として、色素間励起子相互作用を用いた蛍光性人工核酸プ

ローブ（Exciton-Controlled Hybridization-sensitive fluorescent Oligonucleotide プローブ「ECHO プ

ローブ」）を創出し、細胞内 RNA イメージングへ応用した。チアゾールオレンジを連結したヌクレオ

チド（D514）を含む ECHO プローブの場合、単独では 480 nm の吸収帯が強く現れる一方で、相補的

な核酸とハイブリダイゼーションしたあとでは 510 nm の吸収帯が優勢になる。この吸収帯のシフト

は、未ハイブリダイゼーション状態において色素会合体形成に起因する励起子相互作用が現れ

ていることを示している。その結果、標的核酸とハイブリダイゼーションする前には蛍光ノイズが強
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く抑制される。一方、ハイブリダイゼーションしたあとには、色素会合体の解離とそれらの核酸構

造への緩やかなインターカレーションによって、励起子相互作用は解除されて強い蛍光発光を示

すようになる。ECHO プローブは、生きた細胞の中の mRNA の検出に有効であり、例えば、マイク

ロインジェクションを使って ECHO プローブ 5’-d(TTTTTTD514TTTTTT)-3’を HeLa 細胞内へ導入

すると、ポリ A RNA 配列（主として mRNA の 3’末端のポリ A テール）に結合し、緑色蛍光を発する。

標的を持たない ECHO プローブが同様の方法で生細胞内にインジェクションされても、蛍光強度

が大変小さく、他の細胞構成要素と結合することによる非特異性の発光が現れないことを示して

いる。さらには、ECHO プローブは、生細胞内の特定の RNA の生成、核外輸送、翻訳過程、分解

を時空間的に観測するための高機能プローブへ展開された。DsRed2 蛍光タンパクを発現する系

を利用し、生細胞の中でRNAの誕生から翻訳過程に至る一連の流れを追跡できるようなプローブ

の設計を達成した。 

②簡便蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法：ECHO プローブは、洗浄過程を経ずに目的の RNA

を可視化することができるほどの低ノイズであることから、固定化細胞内 RNA の可視化も短時間

かつ高効率に行うことができた。また、生細胞内の実験と異なり RNA の高次構造やタンパク質の

結合を無視することができるので、プローブ配列の選択の自由度が大きく広かった。一例として、

神経細胞の樹状突起の中で運ばれる CaMKII mRNA を可視化することができた。 

③RNA タグシステム：特定の RNA だけを高感度に蛍光発光させるための技術を創出した。RNA

発現時に RNA の非翻訳領域にタグ配列を導入したプラスミドを作成し、その配列に結合できる

ECHO プローブと組み合わせることによって、翻訳領域の RNA 配列や構造への影響なしにタグ導

入 RNA だけを染色する方法を確立した。ひとつの標的 RNA に 128 回の繰り返しタグを導入し、生

細胞の核内に RNA が構成する核スペックルを極めて高い感度で確認することができた。 

④部位選択的RNA動態解析：光活性化プローブ「ケージドECHOプローブ」を作成し、細胞内の特

定の部位で働く RNA だけを追跡する方法論を確立した。オルトニトロベンジル基を ECHO プローブ

に効果的に導入することによって、プローブに光活性化機能を付与することができた。その結果、

0.1 秒のピンポイント光照射によって細胞内の特定の部位に位置する ECHO プローブを活性化す

ることができ、その部位からの mRNA のガン細胞・神経細胞内 RNA 流動性を観察することができ

た。また、プローブ末端にアビジンタンパク質を結合することによって、核膜孔を通過しにくくなり細

胞コンパートメント選択的な蛍光観察が可能になった。 

⑤RNA フォールディング解析法：mRNA などのフォールディングを効果的に生細胞中で可視化す

るための核酸結合機能制御プローブを開発した弱結合型プローブとして短鎖 DNA 骨格を採用す

る一方、強結合型プローブとして LNA 骨格を採用した。本研究では、LNA バックボーンを含む

ECHO プローブを設計・合成し、その機能評価を行った。LNA の導入は、プローブと標的 RNA によ

って形成される二本鎖の熱的安定性を大幅に高めるだけでなく、高次構造を有する RNA の検出

や RNA の 1 塩基の差異の区別などにも適していることが明らかになった。特に、HIV-1 TAR RNA

の高次構造の検出に有効であり、効果的な蛍光強度変化を観測することができた。 

⑥新規 RNA 多色染め分け法：プローブの多色化に向けて、20 色を超える多色化プローブ色素群
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を開発した。紫外領域から近赤外領域までをカバーする。これらのプローブを同時に標的細胞に

導入しても、プローブ間の干渉は認められなかった。したがって、細胞内での複数の RNA の時空

間挙動を同時に観察する方法が得られた。一例として、ビスキノリン骨格を有する新しい近赤外

蛍光色素を開発した。この色素 2 分子を 1 分子のチミジンに連結し、これを DNA へ導入すると、

可視領域の蛍光色素で観察されたのと同様のハイブリダイゼーション依存性の蛍光スイッチング

機能が観察された。また、色素から電荷を取り去った場合には、有機合成的な簡便な方法でプロ

ーブに導入することができ、これを従来法で導入した色素との FRET と光褪色法を活用することに

よって、RNA の細胞内挙動をピンポイントで観察できるようになった。 

⑦1 分子計測のための蛍光相互分光相関法：蛍光相互相関分光法を利用して、観測される蛍光

の揺らぎから、プローブ結合 RNA1 分子の運動状態を測定できる実験方法を確立した。新規分光

法である蛍光相互相関法に利用させるためのマルチカラープローブも作成し、細胞内 RNA 拡散

速度の測定を可能にした。 

（２）「メチル化・ヒドロキシメチル化 DNA を観る」 

①メチル化 DNA-FISH 法：DNA シトシンのメチル化・脱メチル化は、ヒストンの修飾とクロストークし

ながら、遺伝子発現の制御に強く関与する。メチル化については、これまでにもエピジェネティクス

研究における重要な研究対象であり、亜硫酸水素塩による非メチル化シトシンの脱アミノ化を始

めとする多様な化学的解析法が開発されている。ただ、従来法ではサンプルの分解が激しいので、

それに代わる化学的な手法を、われわれが開発した。オスミウム酸化を介した 5-メチルシトシン

（mC）選択的錯体形成を用いたメチル化検出法（ICON 法）は、従来法のような DNA の分解なしに、

ゲノム中の特定の場所のシトシンのメチル化の程度を定量できた。また、世界で初めて染色体中

のメチル化された特定の配列を可視化し、一例として、精神発達異常を示す ICF 症候群における

サテライト DNA のメチル化の低下を可視化した。 

②ヒドロキシメチル化 DNA 検出法：2009 年に 5-ヒドロキシメチルシトシン（hmC）がゲノム中に見い

だされ、能動的 DNA 脱メチル化経路における重要な中間体物質としての役割を果たすと言われ

るようになった。hmC の生成と脱メチル化の機構との関係を明らかにするためには、DNA の hmC

の存在と量を検出する効果的な方法が必要である。われわれは、世界に先駆けて、ペルオキソタ

ングステン酸二核錯体 K2[{W(=O)(O2)2(H2O)}2(-O)]•2H2O を用いた酸化反応が、hmC 選択的であ

り、DNA 中のエピジェネティックな前駆体である非メチル化シトシンや mC から hmC を区別するの

に有用であることを見出した。hmC 含有 DNA から得られた酸化生成物の質量分析の結果は、トリ

ヒドロキシルチミンの生成を示唆した。酸化生成物は、プライマー伸長反応において相補鎖側へ

のアデニンの導入を引き起こし、その結果、目的の配列の中の hmC を従来型の DNA 配列解析法

で検出することが可能になった。 
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チロシンの化学的検出」、日本化学会第 94 春季年会、名古屋、2014 年 3 月 27 日～30 日 

 

 

一般向け 計 0 件 
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図 書 

 

計 5 件 

岡本晃充 「第４章－４ 人工の核酸センサーを創って核酸を観よう」 羊土社「実験医学

増刊 細胞を創る・生命システムを創る」 pp. 132-139 平成２３年（２０１１年）５月１日発

行 ISBN 978-4-7581-0314-5 

 

岡本晃充 「第 14 章 細胞内ではたらく RNA を観るための化学」 化学同人 CSJ カレン

トレビュー第 6 巻 「核 酸 化学 のニュートレンド－DNA・RNA の新 たな可 能 性 を拓く」 pp. 

144-150 平成２３年（２０１１年）７月３０日発行  ISBN 9784759813661(4759813667) 

 

岡本晃充 「第 1 編・第 2 章 核酸を蛍光標識する：核酸結合性蛍光色素・蛍光標識核

酸 プローブの基 礎 」 シーエムシー出 版 「蛍 光 イメージング・MRI プローブの開 発 」 pp. 

10-21 平成２３年（２０１１年）９月３０日発行  ISBN 978-4-7813-0454-0 

 

岡本晃充 「タングステンを用いて５－ヒドロキシメチルシトシンを検出する」, 医歯薬出版「週刊

医学のあゆみ 243 巻 6 号」 pp. 542-543 平成２４年（２０１２年）１１月１０日発行 雑誌コード：

20472-11/10 

 

岡本晃充 「DNA 修飾の化学的解析の最新基本原理の紹介」, メディカル ドゥ「遺伝子医学

MOOK」25 号 「エピジェネティクスと病気」pp. 231-236 平成２５年（２０１３年）８月３１日発行 

ISBN978-4-944157-55-6 

 

産業財産権 

出 願 ・ 取 得

状況 

 

計 2 件 

（取得済み） 計 0 件 

 

（出願中） 計 2 件 

「化合物、核酸、核酸の製造方法および核酸を製造するためのキット」岡本晃充、池田修司、理化

学研究所、（国内）JP2012-551041、（外国）EP11854241.4、US13/997700、WOJP2011/080386、

2011/12/28 

「核酸中の５－ヒドロキシメチルシトシンの検出方法及び検出キット」岡本晃充、杉﨑香織、中村亜

希子、栁澤博幸、池田修司、理化学研究所、（国内）JP2013-510000、（外国）EP12771081.2、

US14/111825、WOJP2012/060265、2012/4/16 

Ｗｅｂページ 

（ＵＲＬ） 

東京大学先端科学技術研究センター岡本研究室ホームページ 

http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/okamoto/index.html 

 

国民との科

学 ･ 技 術 対

話の実施状

況 

岡本 晃充, “DNA って何だろう？”, 2011 年 8 月 18 日, 会場：理化学研究所 

埼玉県立熊谷高等学校 （1～2 年生 10 名対象）,  

 

岡本 晃充, “DNA って何だろう？”, 2011 年 12 月 15 日, 会場：理化学研究所 

香川県立観音寺第一高等学校 （理系志望 1 年生 29 名を対象）,  

 

岡本 晃充, “DNA って何だろう？”, 2012 年 5 月 28 日, 会場：茨城県鹿島市 清真学園高等学校

清真学園高等学校生 100 名 

 

岡本 晃充,  “遺伝子のカラーリングで疾患メカニズム解明は勝ち色を見るか？”, 2012 年 8 月 24

～30 日, 

会場：東大病院外来棟 1 階ロビー階段横スペース 一般来院者およそ 500 名 

 

岡本 晃充,  “遺伝子のカラーリングで疾患メカニズム解明は勝ち色を見るか？”, 2013 年 1 月 16

～17 日, 

会場：文京シビックセンター地下 2 階区民ひろば 一般来場者およそ 500 名 

 

岡本 晃充, 「ダイナミックな DNA や RNA を診るための化学」 2013 年 5 月 31 日～6 月 1 日 

会場：東京大学駒場 II キャンパス 大学関係者・企業関係者・近隣住民・小中高生 およそ 1500 人
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新 聞 ･ 一 般

雑誌等掲載 

計 2 件 

1. 日本経済新聞 電子版 2011.8.31 「理化学研究所、ＤＮＡ配列の中の５－ヒドロキシメチルシ

トシンの位置をＤＮＡシーケンサで解析」 

2. 化学工業日報 2011.9.2 「ＤＮＡ脱メチル化の鍵物質 簡単な検出手法開発」 

 

 

 

その他  

   

 

7． その他特記事項 

 

第 10 回 日本学術振興会賞 受賞 （2014 年 2 月） 

 

 




