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略語表 
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miRNA   microRNA   マイクロ RNA 
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NGS   Next generation sequencer 次世代シーケンサー 
PCR   polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 
pre-miRNA  precursor microRNA  マイクロ RNA前駆体 
RNase   ribonuclease   リボヌクレアーゼ 
T   thymine   チミン 
U   uracil    ウラシル 
 
 
 



 

 1 

序章 

0-1はじめに 
 21 世紀は RNA 研究にとって大躍進の世紀といわれるように, 現在において
RNA は, 生命科学研究のみならず, 医学の分野でも研究が盛んに行われるまで
になった。筆者が所属する大阪大学産業科学研究所精密制御化学研究室 (以下当
研究室) も同様に, 以前から RNA を標的とした低分子医薬の開発に取り組んで
きた。 しかし, RNAを標的とする低分子設計に明確な指針が見いだされていな
いことから, RNA を標的とした低分子創薬研究は遅々として進んでいないのが
現状である。RNA を標的とした低分子創薬を加速するためには, 低分子－RNA
複合体ペアの情報を大規模に収集し, 低分子設計の手がかりとなる情報を抽出
することが必要であり, RNA の配列・構造の多様性を反映したアッセイ系の確
立と, 低分子－RNAの相互作用を検出する基盤技術の開発が不可欠である。 
このような背景を鑑み，筆者は研究主題として「核酸－低分子相関の観測」を

掲げ, これを研究の軸として「低分子の標的となる RNA配列の網羅的な解析」
および「核酸塩基−低分子会合状態の 1分子レベルでの観測」に挑戦した。いず
れの課題も生命科学, 創薬分野においてこれまで検討されたことのない「核酸－
低分子相関」を観測する新規手法である。これらのテーマに基づき RNA－低分
子相関情報の取得を行うことで, 将来的に科学的な根拠を背景とした RNA標的
低分子創薬研究の発展に寄与できると期待した。  
 本論文ではまず始めに「核酸－低分子相関の観測」に対する重要な概念と研究

背景を述べ, 実際に行った研究の目的・研究背景・詳細な検討については各章に

て記述する。 
 
0-2 RNAを標的とした創薬 
従来, RNAはセントラルドグマの流れで遺伝情報を伝達する際の DNAとタンパ

ク質の中間体であると考えられてきたが, 2012 年, Encyclopedia of DNA Elements 
(ENCODE) プロジェクト 1によって, ヒトゲノムの約 30 億塩基対のうち 70％程

度は RNA に転写されており, その多くはタンパク質に翻訳されない「非翻訳

RNA (non-coding RNA : ncRNA) 」として存在していることが明らかとなった 2–

7。さらに, これら ncRNAの中でも特別な機能を有しているものは機能性 ncRNA
と呼ばれ, 転写や翻訳, エピジェネティクスなどの制御を介して, 発生や分化, 
がん化など, 多くの生命現象に関わっていることが分かっており 8 , 低分子を用
いて特定の ncRNA を標的とし, その機能を調節する戦略は, 細胞生物学, 医学, 
バイオテクノロジー, 化学など様々な研究分野の研究者の関心を集めている 9–13  
(Figure 0-1)。 
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Figure 0-1. Composition of the human genome 
 
RNA を標的とする創薬では RNA 干渉 14 を利用する短鎖二本鎖 RNA (Short 

interference RNA: siRNA) または長鎖二本鎖 RNA (double-strand RNA: dsRNA) や, 
アンチセンスオリゴヌクレオチドなどの核酸医薬の研究が盛んであるが, 本研
究では製造が比較的容易であり, 長年にわたって多く使用され, 広範囲に渡っ

て研究されてきた低分子医薬品に焦点を当てた。 
低分子創薬研究は創薬企業が長年手掛けてきた歴史があり, 創薬企業内に多数

の化合物ライブラリーや製剤技術などが蓄積されている。つまり, 核酸医薬の核
酸を低分子に置き換え, 核酸標的低分子創薬が可能となれば, 企業内に蓄積さ

れた技術を展開でき, より安価かつ高効率な創薬が可能となる。実際に, 2020 年
8 月 7 日に, Rocheグループが開発した RNA 結合性の低分子 Risdiplam15が SMA 
治療薬として FDAに承認されるなど,  近年, ncRNAの重要性の認識が進むに連

れ, RNAを標的とした低分子の探索, 開発研究が急速に進展している。 
 
0-3 DNA/RNA 結合性低分子 
当研究室では, 以前より遺伝子発現制御の分子ツール等としての応用を目指し, 
特定の DNA 及び RNAの特異構造に結合する低分子の設計と合成研究に取り組

んできた。 
NCD (Naphthyridine Carbamate Dimer) は, DNAの G-Gミスマッチ塩基対へ特異

的に結合する分子である (Figure 0-2A)。NCDは CGG/CGG モチーフを含む DNA
配列に結合し, その結合にともなう複合体の安定化により, 室温では一本鎖で

ある DNAを接着させ二本鎖を形成させる「分子糊」としての機能をもっている
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16–18。しかし, NCDを RNA へと適用した際には, NCDの CGG/CGG モチーフへ

の結合能が, DNA への結合よりも弱いため, RNA の分子糊として機能しなかっ

た 19。NCDのように当研究室で開発された化合物として, DNAの CAG/CAG モ

チーフ配列に対して結合する NA (0-2B) や 20, DNAの C/CC モチーフ配列に対し

て結合する ANP77 (0-3C) などがあるが 21, どれも限定的な DNA/RNAを対象と

してデザイン, 合成されており, 標的としたDNA/RNA以外への結合評価はあま

り試されていない。しかし近年, 筆者らの研究グループは偶然にも NCDが RNA
の UGGAA リピート配列に対して高い結合親和性があることを発見した 22。こ

のように, 核酸を標的とした低分子には, デザイン対象とした配列以外へも結

合し, 作用を示す可能性が秘められている。 

そこで, 筆者は標的としていた配列以外への網羅的なアッセイによって, より
強く結合する配列, 全く想定されていなかった結合配列など, 新規な RNA−低分
子結合相関情報が得られるのではないかと考えた。 
 
 

 
Figure 0-2. DNA binding ligands developed in our laboratory and their putative binding motifs. 
 
0-4 RNA－低分子データベースについて 

近年, RNA 結合性の低分子が続々と報告されているが, これらは, 化合物ライ

ブラリーの in vitro 23–25および in-silico 26–28 スクリーニングにより同定され, 天然

物の構造改変により取得されたものである 29–31。このように, 核酸を標的とした
低分子の分子設計研究は活発化してきているが 26,32–34, 標的 RNA と高い親和性

と選択性で結合する分子の同定は依然として課題となっている。これは, 低分子
－RNA相互作用に関する理解が限られていることが原因である。 
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低分子－RNA 相互作用の本質を理解するためには, 低分子の RNA 結合ペアを

包括的に収集し, 分析することが極めて重要となる。そこで, スクリーニングに
よって得られた情報をまとめ, 低分子－RNA 相関情報のデータベース化を図る

動きも活発化してきている。例えば Hargrove らの R-BIND35 や Disney らの
inforna36などが挙げられる。しかしこれらは特定の構造をもつ RNAに対する結

合評価に基づく低分子－RNAの相関情報のデータベースであり, RNAの塩基ペ
アに着目した情報の獲得や, 機能評価を元にした情報の獲得は未だ為されてい

ない。そこで本研究では RNA－低分子相関の新たな情報獲得を目指し, 第一章

では低分子の標的となるRNA配列を網羅的に獲得する新規機能性スクリーニン

グ法の開発を行った。また第二章ではより詳細な 1 分子レベルにおける低分子

と核酸の会合状態に着目し, 1分子スケールで低分子－核酸相関を観測するため

の新規手法の開発を行った。 
 

 
0-5 ハイスループットシーケンシング 
本研究では次世代シーケンサー (Next Generation Sequencer : NGS)37,38を用いた

ハイスループットシーケンシング技術を活用した。 
シーケンシングとは DNA (RNA) を構成するヌクレオチド (A, G, C, T (U) )の塩
基配列を決定することであり, 1977 年に開発されたサンガー法によるシーケン

シングが一般的である 39–41。 サンガー法とはヌクレオチドアナログ (ddNTPs) 
と DNAポリメラーゼを用いて配列の決定を行う方法である。DNA鎖は DNAポ
リメラーゼによって dNTP が取り込まれ伸長するが, ランダムに取り込まれた

ddNTPsは伸長反応を終了させるとともに, 得られる DNA 断片を蛍光標識する。

この DNA 断片の蛍光色素の種類と DNA 断片の長さをキャピラリー電気泳動装

置で検出することで塩基配列を決定する手法がサンガー法である 42,43。一方, 次
世代シーケンサー (NGS) 技術は, ハイスループットであることを特徴とし, 数
百万の DNA 断片の同時解析が可能であり 44,45, ゲノム解析 46–48, トランスクリ

プトームプロファイリング 49,50, エピゲノム解析 51 など, さまざまな研究に応

用されている。 
例えば illumina 社の Genome Analyzer は, フローセルと呼ばれるスライドグラ

ス上に断片化した１本鎖の DNAを張り付け, 蛍光ラベルされたヌクレオチド用

いて断片の相補鎖を合成し, 過程を画像解析することで塩基配列を決定してお

り, また Thermo Fisher Scientific 社の ion PGMTMシークエンサーはシーケンシン

グ反応中の水素イオン放出を, それに伴う pH の変化により検出する, イオン半

導体シーケンスにて塩基配列の決定を行っている。ion PGMTMの解析チップには

数百万～数千万の小さなウェルがあり, それぞれのウェルが pHセンサーとなっ



 

 5 

ているため, 一回のランで大量の配列を決定することができる。断片化した多数

の DNAを同時に読んでいく点では illumina 社の Genome Analyzerと同じである
が, 核酸が取り込まれる際の pHの変化を電気的に検出するため, 蛍光を光学系, 
画像解析で読み取るのに比べ, 特に連続する同一塩基の読み取りのエラーが少

ないという特徴がある。 
 近年では NGS 技術を用いた合成 RNA ライブラリーのスクリーニングにより, 
RNA アプタマー52,53 や触媒 RNA 53,54が同定されている。NGS による RNA シ
ーケンスは, 低分子－RNA 相互作用の膨大なデータセットを集めることに応用

されており, RNA を標的とする低分子の開発を促進することが期待されており, 
実際にNGS 等の検出方法とバイオインフォマティクス解析を組み合わせること

で, RNA ライブラリーから低分子の標的 RNA モチーフが同定されている 55。 
 
本論文第一章ではこのハイスループットシーケンシング技術を用いて, 低分子
と RNAの相互作用に関する情報を大規模に取得し, RNAを標的とする低分子の
設計指針の獲得を目指した。また本研究第二章ではシーケンシング技術を応用

し, 核酸−低分子相互作用を同定する新たな解析手法の開発を行った。 
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第一章 

Dicer 酵素切断を活用した低分子の結合標的 RNA モチーフの 

新規探索手法の開発 

序論 

1-1 研究背景 
代表的な ncRNAの 1 つである, マイクロ RNA (miRNA) は, 1993 年に Leeらに
よって, 線虫 (C.elegans) の発生段階で広範囲に渡り遺伝的制御制御経路を調節

する内在性 RNA 断片として発見され 56, 2001 年に miRNA という学名が提唱さ
れた 21~25塩基 (nt) の短い RNAである 57,58。miRNAの生合成過程を Figure 1-
1 に示した 59。まず初めに, 非コード DNA 領域から転写された primary miRNA 
(pri-miRNA) が Drosha/DGCR8 複合体により, ヘアピン構造の miRNA 前駆体 
(precursor miRNA : pre-miRNA) へとプロセッシングされる。次に, 生成した pre-
miRNA は核から細胞質へと輸送され, 酵素 Dicer によって切断され二本鎖

miRNA (miRNA /miRNA*) が生成する 60,61。生成された二本鎖 miRNA は, その
一方が RNA 認識タンパク質 Argonate2 (Ago2) へとロードされ, Ago2共に RNA-
induced silencing complex (RISC) を形成し, 特定の標的 mRNAの翻訳抑制調節に

関与することが報告されている 62,63。 
 

  
Figure 1-1. Maturation process and function of miRNA 
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したがって, 特定の pre-miRNA の切断反応効率を変化させる低分子は, 特定の

領域の mRNA の翻訳を調節する薬となる可能性を有しており, また RNA を標
的とした創薬におけるリード化合物になることが期待される 64。 
既報において, 当研究室では pre-miRNA に結合し miRNA の産生を抑制する化
合物 BzDANP やRNDを見出している 65。また ScrippsのDisneyらは pre-miRNA- 
525や pre-miRNA-377の前駆体に結合し, その産生を抑制する低分子を報告して

いる 66。しかし, これらの研究は対象とする RNA や化合物が限定的であるため, 
約 1900 種類ある miRNA の成熟過程を標的とした低分子創薬を加速するために

は, 多数の標的 RNA と化合物の組み合わせによる, 構造−Dicer 切断反応の相関

情報の大規模収集が必要である。しかし, 現時点においても, 特定の RNA を標
的とする低分子設計には, 明確な指針が未だ見いだされていない。 
そこで筆者は, pre-miRNAの Dicerによる切断反応を指標することで, 当研究室
で開発されてきた低分子が結合するRNA配列を網羅的に探索できないかと考え

た。 
 
結果と考察 

1-2. Pre-miRNA mutants ライブラリーのシーケンシング解析  
本研究を行うにあたり, まず実験のコントロール化合物として当研究室で合成

された低分子である, NCD, NA, ANP77 を用いて解析を行った。本章では, その
実験方法及び実際の実験結果を示す。 
 
1-2-1 実験手法 
本研究では, miR-136 の前駆体である pre-miR-136 を基本骨格とし, pre-miR-136
のループ部分に近い相補鎖部位の 5’末端, 3’末端側をそれぞれ 3 塩基ずつラン

ダム化した, pre-miRNA mutantsライブラリーを設計した。この RNAライブラリ

ーを Dicer反応に用いることで A, U, G, および Cの４種類の塩基と 6箇所の変

異部位の組み合わせで計 4096配列の混合物となったRNAを同時に解析できる。

基本骨格として用いた pre-miRNA136 及び pre-miRNA mutantsライブラリーの推

定構造を以下に示す (Figure 1-2)。pre-miR-136は, 筆者らの以前の研究で, Dicer
により効率よく切断される基質であることが分かっている 34。本研究では Dicer
の切断部位に近い 5’-GAU-3’/5’-AUC-3’ (Figure1-2に太字で示す) の 6塩基を 5’-
N1N2N3-3’/5’-N4N5N6-3’としてランダム化して, 4096 個の pre-miRNA からなる
pre-miRNA mutantsライブラリーを作製した。黒三角は報告されている pre-miR-
136の Dicerによる酵素切断部位を示している 67。 
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Figure 1-2. Sequences and predicted secondary structures of pre-miR-136 and pre-
miRNA-N6 library. 
 
解析手法の概要図を以下に示す(Figure 1-3)。 解析には NGSを用い, ハイスル

ープットシーケンスを行った。低分子の存在下/非存在下で Dicer 処理した pre-
miRNA mutants ライブラリーの未切断基質を逆転写後 PCR によって増幅し, シ
ーケンシング用のアダプター配列, バーコード配列を含む DNAライブラリーを

作製する。作製した DNA ライブラリーをシークエンス解析し , 各 pre-
miRNAmutantsの読み取り数をカウントする。低分子化合物を添加したライブラ

リーと非添加のライブラリーの各変異体の読み取り数の差を統計学的に解析し, 
低分子化合物を添加した際の影響を調べた。 

 

Figure 1-3. Outline of the method in this study. 
 
1-2-2 Pre-miRNA mutantsライブラリーの in vitro Dicer反応 
低分子より Dicer 切断効率が変化する配列を探索するにあたり, 5’末端がモノリ

ン酸化された pre-miRNA mutants ライブラリーを用いて Dicer 反応を行った。
反応はマイクロチューブ下, 37 ºCで 10 時間行い, 反応終了後 Dicer stop solution 

pre-miR-136 pre-miRNA-N6 library

3’UCUGAG UAAAC GCUA     CCU
−     UCU    N6N5N4 CGU

C     UUU    N1N2N3 UUC
5’ GCUC AUUUG UGAU     GGA U

U
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A
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(Genlantis) を加え不活性化を行った。以下に反応産物分取し, 変性ポリアクリル
アミドゲル電気泳動 (以下, 変性 PAGE) にてゲル電気泳動解析を行った結果を

示す (Figure 1-4)。NA, NCD, ANP77 のいずれの化合物を添加した際にも Dicer
反応は良好に進行し, 56塩基長の基質である pre-miRNA mutantsライブラリーの

切断と約 20塩基長の miRNAの産生が確認できた。 
 

 
Figure 1-4. Denaturing-PAGE analysis of Dicer cleavage reaction of pre-miR-136 
mutants Library. 
Conditions : RNA (2 µM), Compound (100 µM), with 10x Buffer (Gelantis), MgCl2 

(10mM), ATP (1mM), BSA, and Dicer (180 nM) were incubated for 37 ºC, 10 h. 
Analysis : 15 % denaturing-PAGE, acrylamide: bis-acrylamide = 19: 1, 6 M Urea). 
 
1-2-3 NGS用 DNAライブラリーの作製 
化合物の存在下/非存在下で in vitro Dicer 反応を行ったのち, NGSによる配列解
析のために DNAライブラリーの作製を行った (Figure 1-3)。プライマーとして

使用したオリゴヌクレオチドを表に示す(Table 1-1)。  
 

Table 1-1. The sequences of DNA oligos used in the study.  

– – NA NA NCD NCD ANP77 ANP77 Comp
M – + – + – + – + Dicer

100 nt

50 nt

40 nt

30 nt

20 nt

products

substrate

# Oligos Sequences 

1 pr-miR136_F_BC2 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATGCTCCATTTGTTTTGA 

2 pr-miR136_F_BC3 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATGCTCCATTTGTTTTGA 

3 pr-miR136-F-BC4 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATGCTCCATTTGTTTTGA 

4 pr-miR136-F-BC5 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATGCTCCATTTGTTTTGA 

5 pr-miR136-R-trp1 (Rev primer) CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAGACTCATTTGAGACGA 
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はじめに, in vitro Dicer反応の反応産物 RNAを, pre-miRNA mutantsライブラリ

ーの 3’-arm 配列に部分的に相補的なプライマーを用いて逆転写酵素によって

RNA から cDNA へと変換した。続いて, バーコード配列を含むフォワードプラ

イマー (#1-4) とビーズ固定用の特別な配列を含むリバースプライマー (#5) を
当て PCR反応を行うことで, DNAの増幅とシーケンシング用アダプターの付加

を行った。逆転写プライマーは, ライブラリーの 3’-arm配列を含む未切断 RNA
と切断 RNA に結合するが, 5’-arm 配列のみを含む切断 RNA には結合しない。

PCR 増幅の際, フォワードプライマーは pre-miRNA mutants ライブラリーの 5’-
arm配列と部分的に相補的な配列を含む cDNAにのみ結合する。この結果, 未切
断の RNA にのみに対応する cDNA が選択的に増幅される。PCR 産物は Nano 
View (GE Healthcare Life Science) でおおよその濃度測定したのち, Qubit dsDNA 
HS Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) を使用して, ライブラリーの濃度を決定

した。測定した濃度を元に, 各サンプル希釈を行い。またゲル電気泳動によって

その純度の確認を行った (Figure 1-5)。 

 
Figure 1-5. Denaturing-PAGE analysis of purity of PCR product. 
Analysis : 15 % denaturing-PAGE, acrylamide: bis-acrylamide = 19: 1, 6 M Urea). 

 
 
 
 
 

– NA NCD ANP77 Comp
M – + – + – + – + Dicer
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1-2-4 配列解析 
得られた DNAライブラリーは, Thermo Fisher Scientific 社の ion PGMで配列決

定を行った。それぞれの結果には Dicerの有無, 低分子の有無によって 4 つのサ

ンプルの結果が含まれている。本論文では, この４サンプルの内の比較したい 2
サンプルの結果をピックアップし, 各配列の読み取り数を基準に比較した。 
今回の実験において低分子が Dicer 反応へ影響を及ぼさないならば, 理論上低

分子の有無によって読み取り数に差は生じないはずである。しかし, 実際にはサ

ンプルごとにばらつきが出る。今回は, そのバラツキが偶然起こり得たものであ

るか, もしくは低分子による有意な差であるのか確認する手法として, ピアソ
ンのカイ二乗検定を用いた (Figure 1-6)。カイ二乗検定とは２つデータに関連性

があるか否かを確かめる手法であり, 以下のステップで行われる。 
・各配列の読み取り数をクロス集計表に当てはめる。 
・式に従って期待値 a~dを求める。 
・データと期待値との差 e~h (各セルの χ 二乗値) を求める。 
・e~hを足し合わせ, χ 二乗値を算出する。 
・χ 二乗値を p値に変換する 
以上のステップで求めた p値より, 有意差の検定を行う。p値とは統計的仮説検
定において, 帰無仮説の元で検定統計量がその値となる確率のことである。つま

り, P 値が小さいほど, 検定統計量がその値となることはあまり起こりえないこ

とを意味する。一般的に P値が 5％または 1％以下の場合に帰無仮説を偽として
棄却し, 対立仮説を採択する。つまり, P値が 0.05 (5%) を下回った場合, その P
値は偶然取る値ではないということを意味し, 「極めて珍しいことが起きた」ま

たは「何かしら意味がある事象である (＝有意である) 」ことを表す。 
p 値はデータ数が多いサンプルにおいては, 試行回数が増え, p 値が低い事象が

観察されうる。その際, 一般的には p値を補正した (q値) を用いて議論を行う。

本実験でも, 解析には p 値を補正した値 (q 値) を用いた。補正は Bonferroni 法
による多重検定を行った 68。 
 今回は pre-miRNA mutants ライブラリーに含まれる 4096配列それぞれにおい

て , カイ二乗検定を行い , 比較したい 2 サンプル間に有意差があるかを  
(q<0.05)  基準で検定した。 
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Figure 1-6. Pearson's chi-squared test. 
 
各配列の読み取り数を低分子の有無で比較した結果をプロットし, 以下に示す 
(Figure 1-7)。プロットの際には, 比較する各サンプルの総読み取り数が異なるこ

とを考慮し, 総読み取り数を 10 万となるように規格化し, 各配列の読み取り数

の割合を存在量とした。この存在量を基底２の対数に変換し, グラフにプロット

を行った。 
 

 
Figure 1-7. Reads number of sequences of detected corresponding to N = 6 in the RNA 
library. Circle : sequences of q<0.05. Square: sequences of q>0.05. 
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グラフの横軸は化合物を添加せずに Dicer 反応を行った際の未切断産物の読み

取り数, 縦軸は化合物を添加して Dicer反応を行った際の読み取り数を表してい

る。結果より, NCDを用いた際に有意差のある配列が観測された。しかし一方で, 
NAと ANP77を用いた際には有意差のある配列は見られなかった。次節より, 有
意差の見られた NCDの結果をより詳細に解析し, 検討を行った結果を示す。 
 
1-3 NCDを用いた配列解析 
1-3-1 配列解析結果 
本節では 3 つの個別の実験 (以下実験＃1, ＃2, および＃3 とする) を実施し, 
NCDの追加がライブラリーの各 pre-miRNA 変異体の Dicer切断にどのように影

響するかを確認した。シーケンシングの結果をまとめ, Table1- 2に示す。近畿大

学理工学部・大学院総合理工学研究科飯田慶講師より頂いた perl スクリプト (補
足資料) を使用して, 5側, 3側, および内部の固定領域に完全に一致する配列を

特定した。実験＃1では, 一致した読み取り数は, NCD (–) サンプルでは 584,738, 
NCD (+) サンプルでは 484,051 であり, どちらも合計読み取りの約 50％であっ
た。また, ３回の実験の平均は, NCD (–) サンプルの場合 510,942, NCD (+) サン
プルの場合 442,566であった。一致したリードをすべての 4,096 変異体について

カウントし, NCD (–) サンプルと NCD (+) サンプルで得られた各変異体の頻度

の差の統計分析を, ピアソンのカイ二乗検定と Bonferroni 補正を使用して行っ

た。 
 
Table 1-2 Summary statistics for the high-throughput sequencing data. 

 
まずはじめに 4,096 種の変異体すべてについて, マッチしたリードをカウントし, 
得られたカウントを log2RP100K (総読み取り数 10 万個あたりの読み取り数) 値
に変換した。各実験の NCD (–) と (+) サンプル間の 4,096 変異体の log-fold-
change (logFC) 値の頻度分布を比較するためにヒストグラムを作成した (Figure 

 Experiment #1 Experiment #2 Experiment #3 Average 

NCD − + − + − + − + 

Matched reads 
584738 

(52.1%) 

484051 

(45.6%) 

485458 

(54.5%) 

387013 

(49.5%) 

462631 

(53.0%) 

456634 

(54.4%) 
510942 442566 

Non-matched reads 
537127 

(47.9%) 

576637 

(54.4%) 

405952 

(45.5%) 

395258 

(50.5%) 

410202 

(47.0%) 

383587 

(45.6%) 
451094 451827 

Total reads 1121865 1060688 891410 782271 872833 840221 962036 894393 
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1-8)。実験#1と#3で得られたヒストグラムは, logFCの頻度分布が類似しており, 
大多数の変異体が-1 < logFC < +1の範囲内に存在していた (1-8A, 1-8C, 1-8D)。 

 
Figure 1-8. Frequency distribution of log-fold-change (logFC) values for 4,096 mutants. 
The logFC values were calculated by subtracting the log2RP100K values in the NCD (-) 
sample from the log2RP100K values in the NCD (+) sample in (A) Experiment #1, (B) 
Experiment #2, and (C) Experiment #3. (D) Box-plot representation of the frequency 
distribution of logFC values. 
 
一方, 実験#2の logFC値の頻度は, 他の実験のそれと比較して, ピークが負に偏
った幅広い分布となっていた (1-8B)。また, ほぼ全ての変異体において, NCD 
添加時のサンプルの読み取り数が減少しており, logFC 値は負の値となった (1-
8Bおよび 1-8D)。3 つの実験間で logFCの頻度分布が異なるため, 同じ統計処理

で解析すると誤判定につながってしまう。そこで, logFC分布のうち, 中央の 50%
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のデータを用いて, log2RP100K 値の線形回帰分析を行い, 得られた式によって
NCD(–)及び (+)のサンプルの実験データの正規化を行った (Figure 1-9)。 
正規化後の NCD (–) 及び (+) のサンプルの log2RP100K値をプロットし, Figure 
1-10A-Cに示す。正規化した log2RP100K値を読み取り数に戻し, NCD (–) と (+) 
サンプルで得られた各変異体の頻度の差について, 前節と同様にピアソンのカ

イ二乗検定と Bonferroni 法による多重項検定補正を用いて統計解析を行った。

実験#1, #2, #3において, NCD (–) と (+) のサンプル間で有意差 (q < 0.05) を示

した変異体を, それぞれ 70, 110, 14個同定した。これらの変異体のうち, 67, 105, 
11 の変異体 (それぞれ実験#1, #2, #3 から得られた) は, NCD (+) サンプルでよ

り多くの読み取り数を得た。これは, これらの変異体の Dicerによる切断が NCD
非存在下よりも存在下で効率よく進行していることを示している。これらの変

異体を本論文では阻害配列と呼ぶ (1-10A-C, 赤丸)。一方, 実験#1, #2, #3からそ

れぞれ得られた 3, 5, 3の変異体は, NCD (–) サンプルでより多くの読み取り数が

得られ, これらの変異体の Dicerを介した切断が, NCD非存在下よりも存在下で

より効率的に進行していることが示している。これらの変異体を促進配列と呼

ぶことにする (1-10A-C, 青丸)。3 回の実験のそれぞれで得られた阻害配列と促

進配列の数を表 2 に示す。3 回の実験すべてで同定された阻害配列は 11 個, 促
進配列は 2個であった (Table 1-3)。 
 

 
Figure 1-9. Scatter plots depicting log2-transformed normalized read counts in NCD (+) 
samples (y-axes) compared to NCD (–) samples (x-axes) for (A) Experiment #1, (B) 
Experiment #2, and (C) Experiment #3. Black dots represent the data for the middle 50% 
mutants of the logFC distribution. Light gray dots represent the data for the other mutants. 
A linear regression analysis was done on the log2RP100K values between NCD (–) 
sample and NCD (+) sample using the middle 50% mutants of the logFC distribution for 
each of three experiments. The regression lines (orange dashed lines) and the equations 
obtained are shown on the plots.  
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Figure 1-10. Scatter plots representing the normalized log2-transformed read counts for 
4,096 pre-miRNA mutants obtained from the reaction in the absence (x-axis) and 
presence (y-axis) of NCD. Red dots represent the inhibited mutants, and light blue dots 
represent the promoted mutants. 
 
Table 1-3. Summary of the number of mutants that showed significant difference in 
the frequency obtained for NCD (–) sample and NCD (+) sample. 

 
この 11配列及び 2配列の傾向をまとめ, ランダム化部位毎の塩基の存在割合を

シーケンシングロゴで示す (Figure 1-11) 
 
11 種の阻害配列は, ランダム化領域においてグアニン塩基への明確な選好性を

示した (1-11A)。ランダム化領域におけるグアニン塩基の含有率は全体で 70%以
上であり, 他の塩基の含有率よりもかなり高い。N1 (11 変異体中 10 変異体, 91%), 
N2 (11 変異体中 9 変異体, 82%), N4 (100%) の位置で, 有意に高いグアニン頻度

が観察された。また, ウラシルは N6位 (11 変異体中 7 変異体, 64%) に好んで存

在した。一方で, ランダム化領域におけるアデニン塩基とシトシン塩基の含有率

は, それぞれ 5%と 3%と低いことがわかった。2 種の促進配列はランダム化領域
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において同様の配列 (5’-CGG-3’/5’-AGU-3’と 5’-CGG-3’/5’-AGC-3’) を共有して

おり, その違いはN6位の核酸塩基 (UまたはC) だけであることがわかった (1-
11B)。 

 
Figure 1-11. Sequence logo of the randomized region for (A) 11 inhibited mutants and 
(B) two promoted mutants identified in all the three experiments. 
 
続いて, 観察された変異体の頻度の変化が, 本当に Dicer 反応に対する NCD 添
加の効果によるものであり, 逆転写やPCRなどの他のステップに対するNCDの
効果によるものではないことを確認するために, Dicer切断にかけずにNCDで処
理した pre-miRNA mutants ライブラリーについて配列解析を行った (Table 1-4, 
Figure 1-12)。実験#3において, NCD (–) と (+) のサンプル間で有意差 (q < 0.05) 
を示した 1 つの促進配列を確認したが, この変異体は Dicer切断を行ったサンプ

ルにおいて上記で確認したいずれの変異体とも同一でなかった。 
 
Table 1-4. Summary statistics for the high-throughput sequencing data obtained 
from three experiments without dicer cleavage reaction.  
 Experiment #1 Experiment #2 Experiment #3 Average 

NCD – + – + – + – + 

Matched reads 
598838 

(57.6%) 

557527 

(55.5%) 

431330 

(52.4%) 

469051 

(52.6%) 

472932 

(56.6%) 

490388 

(58.1%) 
501033 505655 

Non-matched reads 
441712 

(42.4%) 

446665 

(44.5%) 

391989 

(47.6%) 

421909 

(47.4%) 

363200 

(43.4%) 

353247 

(41.9%) 
398967 407274 

Total reads 1040550 1004192 823319 890960 836132 843635 900000 912929 
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Figure 1-12. The libraries were prepared without subjecting them to Dicer cleavage. Scatter plots 
depicting log2-transformed normalized read counts in NCD (+) samples (y-axes) compared to 
NCD (–) samples (x-axes). The light blue dot in the plot for Experiment #3 represents the mutant 
that yielded more reads in NCD (–) sample with q < 0.05. 

 
1-4 NGSで得られた配列の実際の効果の確認 
第 1-3 節において, ionPGMを用いた解析により, NCDが特定の配列の pre-

miRNAの Dicer切断反応効率を変化させている可能性が示唆された。本節では

その効果を実際に確かめるべく, 効果の見られた配列を実際に用い, Dicer反応
及び SPRによる結合評価を行った。 
 

1-4-1 Dicer反応による検証  
まずはじめに, Dicer 切断によるシークエンスデータの検証を行った。阻害配列

と促進配列 (Table 1-5) をそれぞれ個別に準備し, NCD の存在下または非存在下で
Dicerによる切断反応を行った。また, 3回の実験すべてで高い q値を示した  (NCD
添加による有意差が見られなかった) 7 つの変異体を同様に準備し, Dicer切断反

応のコントロールとして使用した。 
 
Table 1-5. List of the inhibited mutants and the promoted mutants. 
 Experiment #1 Experiment #2 Experiment #3 

Sequence log2RP100K  log2RP100K  log2RP100K   
5’-N1N2N3-3’/5’-N4N5N6-3’ NCD(−) NCD(+) LogFC NCD(−) NCD(+) LogFC NCD(−) NCD(+) LogFC 

Inhibited mutants          

GUG GGU 6.71 8.68 1.97 5.93 9.64 3.71 6.87 7.73 0.86 
GGU GUG 7.11 8.78 1.67 6.21 9.91 3.70 7.17 7.94 0.77 

GGU GUA 6.64 8.78 2.14 6.13 10.02 3.88 6.91 7.78 0.88 
GGU GGU 7.33 9.14 1.81 6.56 10.45 3.89 7.56 8.19 0.63 

GGG GUU 7.34 9.07 1.73 6.92 10.12 3.20 7.68 8.28 0.60 
GGG GUG 6.51 8.14 1.64 5.94 9.07 3.13 6.69 7.50 0.81 
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GGG GGU 7.18 8.73 1.55 6.54 9.83 3.29 7.28 8.11 0.82 

GGG GGG 6.20 7.55 1.35 5.27 8.68 3.42 6.35 7.31 0.96 
GGC GGU 6.77 9.13 2.36 6.26 10.57 4.30 6.99 7.93 0.94 

GCA GGU 5.93 8.25 2.31 5.46 9.25 3.80 6.17 7.16 1.00 
AGG GGU 5.96 8.36 2.40 5.70 9.62 3.93 6.28 7.33 1.06 

Promoted mutants          
CGG AGU 7.53 5.62 −1.91 6.95 6.10 −0.85 7.63 5.24 −2.40 

CGG AGC 6.12 4.20 −1.92 5.39 4.51 −0.88 6.13 4.08 −2.06 

 
Dicer反応後, 反応生成物を変性ゲルで解析し, SYBR Goldでゲルを染色するこ

とで RNA バンドを可視化した (Figure 1-13A-C)。可視化したバンドはデンシト

メトリー分析によって定量し, Dicer反応へのNCD添加が切断生成物と未切断基

質の相対量に影響を与えるかどうかを調べた。 (1-13D-F)。分析の結果, すべて

の阻害配列において, NCD の存在下で未切断基質のバンド強度と切断生成物に

対する割合が有意に増加した (1-13A, 1-13D)。例えば, 5’-GGU-3’/5’-GUG-3’変異

体では, NCD非存在下で未切断基質の割合が 7.2％±3.2％であったものが, NCD
存在下では 88.4％±3.0％と 12.3 倍に増加している。また 5’-GUG-3’/5’-GGU-3’ 
変異体でも同様に 11.8倍の増加がみられ, 未切断基質の割合はNCD非存在下で

6.6%±2.1%, NCD 存在下で 78.6%±3.0%であった。阻害配列のうち, 5’-GGG-
3’/5’-GUU-3’, 5’-GGG-3’/5’-GUG-3’, 5’-GGG-3’/5’-GGG-3’変異体では未切断基質

の割合の変化は比較的小さく, それぞれ 1. 5倍, 1.4倍, 1.5倍の増加であった。こ
れは, これらの変異体においては NCD 非存在下においても基質の Dicer による
切断が緩やかであったためであると考えられる。以上のように, 阻害配列につい

て得られたデータは, これらの変異体に対し, NCDが Dicerによる切断に対し阻

害効果を有していることを示している。 
一方, 阻害配列とは対照的に, 促進配列の Dicerによる切断には NCD添加の効

果は見られなかった (1-13B, E)。5’-CGG-3’／5’-AGU-3’変異体および 5’-CGG-3’
／5’-AGC-3’変異体の未切断基質の割合は NCD 存在下で大きく変化せず, それ
ぞれ 1.1倍および 1.0倍の変化であることが確認された。 
また, コントロールとして使用した配列 (シーケンシング解析で有意差が見ら

れなかった配列) に対する NCD の効果を確認したところ, それらはそれぞれ異

なった影響が D確認された (1-13C, 1-13F)。実験に用いた 7 つの変異体のうち 4
つの変異体では, NCD 添加による未切断基質の割合の有意な変化は見られなか

った。これは, NCDがこれらの変異体の Dicerによる切断にほとんど影響を及ぼ

さないことを示唆するものであった。一方, NCDは他の 3 つの変異体の Dicer切
断に対して統計的な有意差をもって影響を及ぼした。デンシトメトリー分析の

結果，5’-GGC-3’/5’-GUG-3’変異体および 5’-ACA-3’/5’-GCG-3’変異体は NCD 存
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在下で未切断基質の割合がそれぞれ 5.1倍と 1.9倍に増加しており, 5’-CAC-3’/5’-
GCG-3’変異体は NCDの添加により, 未切断基質の割合が 0.4倍減少した。促進
配列とコントロールとして使用した配列におけるシークエンシング結果と

PAGEの結果の間に観察された不一致については, 本論文 1-4-3節で考察を示す。 
 

 
Figure 1-13. Denaturing-PAGE analysis of Dicer-mediated cleavage in the presence or 
absence of NCD of (A) the inhibited mutants, (B) the promoted mutants, and (C) the 
nonresponders. Densitometric analyses were performed on SYBRGold-stained gels and 
the fractions of uncleaved substrate (%) in the absence (light gray bars) and presence 
(dark gray bars) of NCD are shown as bar graphs in panels (D) the inhibited mutant, (E) 
the promoted mutants, and (F) the nonresponders. NCD concentration: 100 mM, S: 
Substrate, I: Intermediate, P: Product. Data are represented as mean ± SD of three 
independent experiments. *p < 0.05 and **p < 0.01 versus the sample without NCD 
addition (paired t-test). 
 
また , 5’-GGU-3’/5’-GUG-3’ 変異体および  5’-GUG-3’/5’-GGU-3’ 変異体 , 5’-

AGG-3’/5’-GGU-3’配列に対して, Dicer 切断の NCD の阻害効果は濃度依存的で

あることを確認した (Figure1-14)。基質 RNA2 µM, Dicer 200 nM を使用し, NCD
の濃度依存性の確認を行った結果, NCD の IC50 値はそれぞれ 4.5±0.1 µM お
よび 5.2±0.4 µM, 3.8±0.4 µMと推定された (1-14B)。 
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Figure 1-14. Concentration-dependent effect of NCD on the inhibited pre-miRNA 
mutants. (A) Representative gel images showing the inhibitory effect of NCD at various 
concentrations. S: Substrate, I: Intermediate, P: Product. (B) Plots showing the fraction 
of cleaved products (intermediates + products) against the log concentration of NCD. 
Data are represented as mean ± SD of three independent experiments. 
 
1-4-2同定された RNAと NCDの結合評価  
次に, NGS で同定されたこれらの変異体に対する NCD の結合評価を表面プラ

ズモン共鳴 (SPR) アッセイによって行った。まず初めに NCD のセンサーチッ
プ表面への固定化を行った (Scheme 1-1)。既報に従い 69, NCDを 4-((tert-butoxy) 
carbonylamino)-N-(3-oxopropyl) butanamideで還元アミノ化することにより, アミ
ノアルキルリンカーを NCDに付加させた。Boc 基の脱保護後, 得られた化合物 
NCD-link を固定化に使用した。 
続いて SPRセンサーチップへの固定化を行った。まずチップ表面のカルボキシ

デキストランのカルボキシ基を NHS (N-Hydroxysuccinimide)と EDC (1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide) により活性化して活性エステルにし, 
アミンカップリングを経て Amino-dPEG4-acid を導入した。次に, 未反応の活性

エステルをエタノールアミンによりキャッピングした後, 水酸化ナトリウム水

溶液により, 残留エタノールアミンを洗浄した。続いて, PEGのカルボキシ基を

NHS と EDC により活性化して活性エステルにし, アミンカップリングを経て

NCD-link を導入した。最後に, 未反応の活性エステルをエタノールアミンによ
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りキャッピングし, 水酸化ナトリウム水溶液により残留エタノールアミンを洗

浄した。以上の手順で, SPRセンサーチップへの NCDの固定化を行った 
 

 
Scheme 1-1. Immobilization of NCD onto a SPR sensor surface. An aminoalkyl linker 
was attached to NCD by reductive amination with 4-((tert-butoxy)carbonylamino)-N-(3-
oxopropyl)butanamide, followed by deprotection of the Boc group. (i) 4 M HCl/Ethyl 
acetate, CHCl3. The carboxy groups of the dextran surface of a sensor chip CM5 were 
activated with NHS/EDC and coupled with Amino-dPEG4. After capping the residual 
activated ester with ethanolamine, the carboxy groups of Amino-dPEG4 acid were 
activated with NHS/EDC and coupled with NCD-link to produce the NCD-immobilized 
sensor surface.  
 
 続いて, 作成したセンサーチップを用いて 0.01～1μM の 5 つの濃度でセンサ

ー表面への変異体の結合および解離の速度定数を記録した (Figure1-15)。11 種

の阻害配列のうち, 8つの変異体はNCDを固定化したセンサー表面に対するSPR
シグナルが有意に増加した。一方, 3 つの変異体 (5’-GGG-3’/5’-GUU-3’, 5’-GGC-
3’/5’-GGU-3’, 5’-GCA-3’/5’-GGU-3’) は他の 8 つと比較すると弱い結合がみられ

た (1-15A)。結合定数を 1:1と仮定した速度定数から計算した見かけの解離定数 
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(KDapp) 値より, これらの阻害配列はナノモル領域 (15.5-110 nM) の NCD への
親和性を持つことが明らかになった (Table 1-6)。２つの促進配列は NCD固定化

センサー表面に対して比較的弱い応答を示し (1-15B), 阻害配列よりも高い

KDapp値を示した (Table 1-6)。コントロールとして使用した配列 (シーケンシン
グ解析で有意差が見られなかった配列) について得られた SPR応答は, 5’-GGC-
3’/5’-GUG-3’変異体を除いて, 阻害配列で得られた応答より小さかった (1-15C)。
またこれらの配列で計算された KDapp値は 65.5 nMから 23.1 µMまでと様々であ
った (Table 1-6)。結果をまとめると, 阻害配列で得られた SPR 応答は, 促進配
列やコントロール配列で得られた SPR応答より高かった。しかし, NCDの促進
配列やコントロール配列への結合評価で得られた KDapp値は, 阻害配列 5’-GCA-
3’／5’-GGU-3’で得られた最高値である 110 nM の 4 倍以内の値であった。しか

し, 2つのコントロール配列 (5’-GCC-3’/5’-GC-3’と 5’-CAC-3’/5’-GCG-3’) が非常
に高い KDapp値を示していることや, 1-4-1 節における低分子の Dicer切断阻害能

と本節における低分子の結合能の間に正の相関が見られないことから, Dicer 切
断の制御は, pre-miRNA への結合の強さのみに比例しているのではなく, 複数の

要因がによって決定される分かった。 
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Figure 1-15. SPR analysis of the binding of NCD to (A) the inhibited mutants, (B) the 
promoted mutants and (C) Non-responders. RNA was added stepwise at 0.01 (yellow), 
0.03 (green), 0.1 (blue), 0.3 (purple), and 1.0 µM (red) to the NCD-immobilized sensor 
surface. Insets are higher magnification views. 
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Table 1-6. The kinetic parameters of the interaction between NCD and pre-miRNA mutants 
were determined by SPR analysis. Eleven inhibited mutants, 2 promoted mutants, and 7 non-
responders were evaluated. ka: association rate constant. kd: dissociation rate constant. τ : 
residence time. KDapp: apparent dissociation constant. 

Sequence     

5’-N1N2N3-3’/5’-N4N5N6-3’ ka (1 x 104 / Ms) kd (1 x 10–3 / s) τ (s) KDapp (nM) 

Inhibited mutants     

GUG GGU 3.16 0.948 1050 30.0 

GGU GUG 3.29 1.33 752 40.6 

GGU GUA 1.62 0.251 3980 15.5 

GGU GGU 1.70 1.04 962 61.1 

GGG GUU 3.17 2.81 356 88.6 

GGG GUG 3.97 1.52 658 38.2 

GGG GGU 3.21 1.09 917 34.0 

GGG GGG 4.72 0.736 1360 15.6 

GGC GGU 1.38 1.16 862 83.9 

GCA GGU 1.03 1.14 877 110 

AGG GGU 1.92 0.507 1970 26.4 

Promoted mutants     

CGG AGU 1.14 2.49 402 219 

CGG AGC 1.09 1.76 568 161 

Non-responders     

UGU AUG 0.565 0.626 1600 111 

UAA GAG 1.11 2.70 370 243 

GGC GUG 1.63 1.07 935 65.5 

GCC GGC 0.00744 1.72 581 23100 

CGA AAC 0.922 3.19 313 346 

CAC GCG 0.0469 1.56 641 3320 

ACA GCG 1.99 6.67 150 336 

 
 
1-4-3 シークエンシング結果と PAGE 及び SPRの結果の不一致について 
阻害配列の二次構造モデル (Figure1-16) から, NCDの結合に必要な RNA モチ

ーフは以下のように予測する。11の阻害配列のうち, 4 つの変異体はランダム化

領域に GG ミスマッチを有しており, これは 1 つのコントロール配列 (5’-GGC-
3’／5’-GUG-3’) のみに見られ, 他の変異体には見られなかった (Figure 1-17)。
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GGミスマッチの位置は Dicer切断部位に対して阻害配列間で互いに異なってお

り, これらの変異体の Dicer を介した切断に対する NCD 結合の影響度合いが異

なる可能性があると考える。 
一方, 促進配列の Dicer切断は, PAGEで解析したところ, NCDの添加によって
大きな影響を受けないことが示された。促進配列のシークエンス結果と PAGE解
析の不一致は, NCD (－) と (+) の両方のサンプルにおける不十分な読み取り数

によるものにではないかと考えられる (Table 1-7)。これらの促進配列は NCD 
を固定化した SPR センサー表面への結合を示したが, その親和性は阻害配列

で得られた親和性より低かった。このことは, PAGE 解析において, これらの促
進配列の切断を促進するNCDの明確な効果がなかった理由も説明できるかもし

れない。また, 実験に使用したコントロール配列のほとんどに, NCDはそのDicer
を介した切断に影響を与えなかった。しかし, いくつかの変異体の切断は, NCD
の添加によって影響を受け, これは配列決定の結果と矛盾するものであった。ま

た, コントロール配列について得られた読み取り数は NCDの添加に関わらず全

て少なく (Table 1-7), このためシークエンス結果において, これらの変異体の

頻度に統計的な有意性は見られなかった。促進配列とコントロール配列のシー

クエンス結果と Dicer 切断反応の PAGE 解析の間に見られた不一致は, q 値の閾
値に加えて, 変異体を選択するための読み取り数に関するカットオフ閾値の必

要性を示唆するものであった。しかし, 全体として, 本手法は, 低分子化合物の

添加により Dicer による切断が阻害される pre-miRNA 変異体を, 偽陽性例なく

同定することに成功した。 
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Figure 1-16. Predicted secondary structures of the inhibited mutants.  
The structures were predicted by the program RNAstructure Dotted squares indicate the 
randomized region. 
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict1.html).  
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Figure 1-17. Predicted secondary structures of the promoted mutants and the non-
responders. The structures were predicted for (A) the promoted mutants and (B) the non-
responders by the program RNAstructure Dotted squares indicate the randomized region. 
(https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict1.html).  
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Table 1-7. Comparison of RP100K values between NCD (–) samples and NCD (+) 
samples for the selected mutants. The black triangles indicate a negative difference. 

 
 
1-5 内在性 miRNA への応用 
1-5-1 内在性 pre-miRNAヘアピンにおける同定された RNA モチーフの探索  
1-1 節で述べたように miRNA は発がんを含む多くの細胞内プロセスに関与し

ているため, 低分子化合物によって特定の miRNAの生合成を標的とすることは, 
miRNA制御不全を伴う疾患の治療戦略として期待できる。 
そこで, 同定された NCD 結合 RNA モチーフが内在性 pre-miRNA ヘアピンに

存在するかどうかを検討した。現在までに, 34,675の pre-miRNAヘアピンの配列

が miRBaseデータベース (https://www.mirbase.org) に登録されている。このデー
タベースに登録されている pre-miRNA ヘアピンの配列をダウンロードし , 
ViennaRNA パッケージで二次構造を予測した 70。11 の阻害配列で同定された

RNA モチーフをステム領域で検索し, その RNA モチーフを含むことがわかっ

た pre-miRNAヘアピンをカウントした。その結果, 11個の RNA モチーフは, 合
計でデータベース中の pre-miRNAヘアピンの 738箇所, ヒト pre-miRNAヘアピ

ンでは 41箇所にそれぞれ存在することが判明した (Figure 1-18)。11の RNA モ

Experiment #1 Experiment #2 Experiment #3
Sequence

5’-N1N2N3-3’/5’-N4N5N6-3’
NCD(–) 
RP100K

NCD(+) 
RP100K Diference NCD(–) 

RP100K
NCD(+) 
RP100K Diference NCD(–) 

RP100K
NCD(+) 
RP100K Diference

Inhibited mutants
GTG GGT 105.0 410.3 305.3 61.1 800.0 738.9 117.1 212.0 94.9
GGT GTG 138.5 441.1 302.5 73.9 961.7 887.8 143.8 244.8 101.0
GGT GTA 100.1 439.8 339.8 70.2 1036.7 966.4 120.2 220.5 100.4
GGT GGT 160.9 563.6 402.6 94.2 1399.4 1305.2 188.8 291.9 103.1
GGG GTT 162.0 536.9 374.9 121.3 1111.1 989.8 204.6 309.9 105.2
GGG GTG 91.1 283.0 192.0 61.3 538.5 477.2 103.4 181.3 77.9
GGG GGT 145.1 424.7 279.6 93.0 910.0 817.1 155.8 275.7 119.9
GGG GGG 73.5 186.8 113.3 38.5 411.1 372.6 81.5 158.3 76.8
GGC GGT 108.9 558.4 449.5 76.8 1516.2 1439.4 126.7 244.0 117.2
GCA GGT 61.2 304.3 243.1 43.9 609.5 565.7 71.8 143.4 71.7
AGG GGT 62.1 328.3 266.2 51.9 789.1 737.2 77.6 161.4 83.8

Promoted mutants
CGG AGT 185.1 49.2 � 136.0 123.2 68.5 � 54.7 198.3 37.7 � 160.6
CGG AGC 69.7 18.4 � 51.3 41.9 22.7 � 19.2 70.1 16.9 � 53.2

Non-responders
TGT ATG 45.1 47.9 2.8 30.2 39.3 9.1 57.4 39.3 � 18.2
TAA GAG 8.7 8.9 0.2 5.9 8.8 2.9 10.3 8.8 � 1.5
GGC GTG 97.1 109.5 12.4 60.4 101.8 41.5 97.6 101.8 4.2
GCC GGC 2.2 2.1 � 0.2 2.3 3.1 0.8 5.2 3.1 � 2.1
CGA AAC 7.0 7.0 � 0.0 4.1 7.8 3.7 8.2 7.8 � 0.4
CAC GCG 12.4 12.8 0.4 6.6 10.1 3.4 11.6 10.1 � 1.5
ACA GCG 6.1 7.2 1.1 2.3 3.6 1.3 4.3 3.6 � 0.7
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チーフのうち, 5’-GGU-3’/5’-GGU-3’モチーフが, ヒト pre-miRNA ヘアピンで最

も多く見いだされ, 5’-GCA-3’/5’-GGU-3’と 5’-GGC-3’/5’-GGU-3’がそれぞれ 2番
目, 3番目に多く観測された。筆者らは阻害配列モチーフに見られる 11のモチー

フのうち 1 つ以上を含む pre-miR-216a, pre-miR-3689c, pre-miR-6073の 3 つの pre-
miRNA を選択し, これらの pre-miRNA の Dicer による切断に対する NCD の影
響を調べた (Figure 1-19)。NCDを添加すると, pre-miR-3689cと pre-miR-6073の
切断産物の割合が減少した。一方, pre-miR-216aの反応では, NCDを添加しても, 
切断された生成物と切断されていない基質の割合は大きく変化しなかった。こ

の NCDの効果の違いは, miRNA前駆体における NCD 結合部位の位置と関係し

ている可能性があり, 過去の研究で観察された結果と一致している 71。 
 

 
Figure 1-18. Motif search in the human pre-miRNA hairpins. The RNA motifs in the 11 
inhibited mutants were searched in the sequences of human pre-miRNA hairpins in the 
miRbase. The table of counts for each motif that were found in the human pre-miRNA 
hairpins (left), and the bar-graph representation (right). 
 

Sequence
Count5’-N1N2N3-3’/5’-N4N5N6-3’

GUG GGU 2
GGU GUG 1
GGU GUA 1
GGU GGU 13
GGG GUU 3
GGG GUG 1
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Figure 1-19. The effect of NCD on the Dicer-mediated cleavage of endogenous 
miRNA precursors.  (A) The secondary structures of miRNA precursors used in the 
Dicer reaction. For efficient initiation of in vitro transcription by T7 RNA polymerase, 5’
-end base of the RNAs were replaced with guanine and made the corresponding change 
near the 3’-end to maintain the predicted secondary structure (shown in circles). Dashed 
squares represent the one of 11 motifs found in the inhibited mutants. (B) Representative 
gel images showing the Dicer-mediated cleavage reaction of the selected miRNA 
precursors in the absence or presence of 100 µM NCD. S: Substrate, P: Product. (C) 
Densitometric analysis of uncleaved substrate bands (%) in the absence (light gray bars) 
and presence (gray bars) of NCD. 
 
 
 
1-6 FDA 承認薬とその関連誘導体への適用 
これまでに, 本手法によって低分子が結合する RNA 配列を網羅的に解析可能

であることを証明した。今後の課題は本手法からより実用的なデータを取得す

ること, データを正しく活用することである。 
本節では, pre-mRNA のスプライシングを抑制する効果があると知られている

FDA 承認薬である risdiplam および同様の効果が期待されている類似体

branaplam, SMN-C5 へと本手法を適用し, その標的となりうる RNA モチーフの

取得を試みた。 
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1-6-1 配列解析結果 
前項の NCD を用いた解析と同様に, 上記３つの低分子の有無で pre-miRNA 

mutants ライブラリーの Dicerによる切断反応を行なった。得られた反応産物か

ら NGS 解析用の DNA ライブラリーを作製し, 得られた DNA ライブラリーは, 
illumina HiSeq 3000 プラットフォームで配列決定した。DNA ライブラリーの作

製の際にプライマーとして使用したオリゴヌクレオチドを表に示す(Table 1-8)。
DNA ライブラリーの調製は 1-2-3 節と同様に, RNA の逆転写反応と生成した

cDNAの PCR増幅によって行なった。 
 
Table 1-8. The sequences of DNA oligos used as primers during DNA library 
preparation. 

 
各配列の読み取り数を低分子の有無で比較した結果をプロットし, 以下に示す 

(Figure 1-20)。図に示すように, risdiplamでは１つの阻害配列, branaplamでは 19
つの促進配列, SMN-C5では 10 つの促進配列が同定された。 

 
Figure 1-20. Scatter plots representing the normalized log2-transformed read counts for 
4,096 pre-miRNA mutants obtained from the reaction in the absence (x-axis) and 
presence (y-axis) of FDA-approved drugs and their derivatives. Red dots represent the 
inhibited mutants, and light blue dots represent the promoted mutants 
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1-6-2 促進配列の検証 
 1-4 節では, NCDを用いた際に促進配列が 2 変異体同定された一方で, 個別に

合成した基質を用いた際には Dicer切断反応における促進効果は確認されなか

った。そこで, 本節では SMN-C5を用いた際に同定された促進配列を用い, 実
際の効果を変性ゲル解析とデンシトメトリー分析による定量によって確認した 
(Figure 1-21)。 
 結果として, SMN-C5を用いた際にも変異体に対する低分子の Dicer切断反応

の明確な促進効果は確認されなかった。 
 

 
Figure 1-21 Denaturing-PAGE analysis of Dicer-mediated cleavage in the presence or 
absence of SMN-C5 of the promoted mutants (A). Densitometric analyses were 
performed on SYBRGold-stained gels and the fractions of uncleaved substrate (%) in 
the absence (light gray bars) and presence (dark gray bars) of SMN-C5 are shown as bar 
graphs (B). 
 
SMN-C5 を用いた際にも促進効果が見られなかった原因を調べるために, 筆者
は 2 つの調査を行った。 
まずはじめに, Dicer 非存在化においても低分子が pre-miRNA に対して影響を

及ぼしているのではないかと考え, Dicer を非添加の条件下における低分子化合

物の影響を調査した。Dicer非存在下におけるシーケンシングの結果を Figure 2-
22に示す。図に示すように, Dicer非存在下では 4096配列全てにおいて低分子の

添加による読み取り数の変化が見られなかった。よって, SMN-C5は少なくとも

Dicerが存在する条件下でのみ pre-RNA へ影響を与えると考えられる。 
実際の系中における促進配列の挙動の観測は、今後の課題である。 
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Figure 1-22. Scatter plots representing the normalized log2-transformed read counts for 
4,096 pre-miRNA mutants obtained from the absence of Dicer condition in the absence 
(x-axis) and presence (y-axis) of SMN-C5.. 
 
1-7大規模データ取得を志向した検討 

これまでに, 低分子が結合する RNA 配列を網羅的に解析可能であることを実

証できた。今後は, より多くの低分子・RNA 配列について本手法を適用して大

量のデータを取得する, 得られたビッグデータを情報科学的に解析することで, 
標的 RNA の結合に重要な化学構造を抽出し, 新規 RNA 結合低分子を設計する

際の指針の獲得を目指す。 
本論文ではその大規模データ取得の第一歩として, まず逆転写及び PCR 増幅
の条件検討を行った。また, 実際に本手法を小規模なライブラリーに適用し, 実
際の解析が可能であるか, 試行した。実験には 96well プレートを使用し, 中谷研
究室の in-house ライブラリーから 80 化合物 (補足資料) を使用して検討を行っ

た。DNAライブラリーは, illumina HiSeq 3000 プラットフォームで配列決定した。

また解析にあたり, 自作の python スクリプト(補足資料)を作成し, 全化合物に対

するシーケンシングデータを半自動的に一度に解析できるようにした。 
実際の検討の結果, 80化合物中 25化合物が特定のRNA モチーフに対してDicer
反応を阻害または促進する効果が観測された (Figure 1-23)。25化合物中, 23化
合物は特定の RNA モチーフに対する阻害効果を有していることが確認され, ７
化合物は促進の効果を有している可能性が示唆された。また, 5化合物は特定の

RNA モチーフに対しては阻害, 別のモチーフには促進の効果を有していること

が分かった。 
続いて, スクリーニングで得られた低分子の標的となる RNA モチーフのラン

ダム化部位毎の塩基の存在割合をシーケンシングロゴで示す (Figure 1-24)。 
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阻害配列は, どのランダム化部位においてもグアニン塩基への比較的有意な選

好性を示した (1-24A)。一方で, ランダム化部位におけるシトシン塩基の含有

率は, 他の塩基と比較して極端に低いことがわかった。促進配列は阻害配列と

同様に, どのランダム化部位においてもグアニン塩基への比較的有意な選好性

を示した (1-24B)。一方で, 促進配列においてはランダム化部位におけるアデ

ニン塩基の含有率が, 他の塩基と比較して極端に低く, これは阻害配列とは異

なるものであった。 
 
 

 
Figure 1-23. Classification of compounds with significant differences 
 

 
Figure 1-24. Sequence logo of the randomized region for (A) inhibited mutants and (B) 
promoted mutants identified by analysis of an in-house compound library. 
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以上より, 筆者らが開発した手法は小規模な化合物ライブラリーに対しても適

用可能であることが証明された。将来的には本手法を大規模なライブラリーへ

適用し, RNA-低分子間の相関情報の網羅的な取得を行い, 新規 RNA 結合低分子

を設計する際の指針を獲得へと寄与できると期待している。 
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結論 

本研究では, pre-miRNA mutants ライブラリーのハイスループットシークエンシ

ング解析により, Dicer 切断における低分子の効果を評価し, 低分子の結合部位

となりうる pre-miRNA 変異体の配列モチーフを網羅的に同定した。また配列解

析の結果, 低分子化合物 NCD の添加によって Dicer による切断が促進または阻

害される pre-miRNA 変異体を同定した。これらの同定された pre-miRNA 変異体

は, Dicer 切断反応の PAGE とデンシトメトリー分析, および SPR による NCD
との結合評価によって評価を行った。その結果、シークエンシング解析で同定さ

れた 11 種の阻害配列に対して, NCDを添加することで実際に Dicer切断が阻害

されることが証明された。さらに、SPR解析の結果, これらの阻害配列はナノモ

ル濃度レベルの親和力で NCDと結合することが明らかになった。これらの結果

は, Dicerで切断反応において NCDを添加/非添加した pre-miRNAライブラリー

をハイスループットシークエンシング解析することで, NCD 結合により切断が

阻害されうる RNA配列モチーフを特定できたことを示している。また本手法は, 
RNA や低分子の標識や固定化を必要としないため, 異なる標的分子への適用が

容易である。今回は 1 種類の低分子を 4096個の pre-miRNA 変異体に対して検討

したが, バーコーディングと全サンプルのプールを利用すれば, より多くの低

分子を同時に評価することが可能である。 
また, モチーフ探索とその後の解析の結果, 同定されたモチーフを持つ miRNA
ヘアピンが NCDの標的となり得ることが示唆された。これは我々の手法で同定

された RNA モチーフが実際に内在性 RNA 存在すること, そして低分子が作用
しうることを確認できたことを示している。 
SPRなどの結合アッセイを用いると, RNAに対する低分子結合体を同定するこ

とができるが, そのような分子のすべてが標的 RNAに対して機能的に活性であ

るわけではない。我々の手法は, 標的 RNAの機能を調節することができる低分

子－RNA 相互作用を同定することができる。今後, ハイスループットなシーク

エンスデータから標的 pre-miRNA 変異体を同定するための条件をさらに精査す

る必要があるが, 本手法は低分子の新しい RNA標的の同定に貢献できると考え

ている。実際に我々は小規模な自社ライブラリーを用いて, 化合物×RNA モチ
ーフの大規模スクリーニングが実際に可能であることが証明した。 
今後は, 得られたデータをもとに, RNA 標的低分子化合物を合成するためのガ

イドラインをどのように得るかが課題である。 
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Experimental section  
(most parts of experimental section was taken from ACS Chem. Biol. 2022, 17 (10), 
2817–2827) 
Preparation of the pre-miRNA mutant library.  
The double-stranded DNA (dsDNA) library was generated by  PCR using a synthesized 
oligonucleotide containing 6-nt random nucleotides (5’- GCT CCA TTT GTT TTG ATN 
NNG GAT TCT TAT GCT CCN NNA TCG TCT CAA ATG AGTCT -3’, where N 
represents any nucleotide) as a template with PlatinumTM Pfx DNA polymerase 
(Invitrogen), followed by purification with NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up 
(Macherey-Nagel). The primers used for the PCR amplification were: forward primer (5’- 
TAA TAC GAC TCA CTA TAG CTC CAT TTG TTT TGA -3’ [T7 promoter sequence is 
underlined]) and reverse primer (5’ - A*G*A CTC ATT TGA GAC GA -3’ [*2’-OMe-
modified nucleosides]). The dsDNA library was transcribed in vitro with T7 RNA 
polymerase (MEGAshortscriptTM T7 Transcription Kit, Invitrogen), followed by DNase 
I treatment. The resulting mixture was separated on an 8% native polyacrylamide gel, and 
the RNA band similar in size to the wild-type pre-miR-136 was excised and eluted from 
the gel. The gel-purified RNA was treated with 5’ RNA polyphosphatase (Epicentre) to 
convert triphosphate to monophosphate at the 5’ end, and purified by denaturing 
polyacrylamide electrophoresis. 
 
In vitro Dicer reaction.  
RNA was incubated with the in-house-prepared recombinant human Dicer72 in the 
presence or absence of the compound (NCD, 100 µM) at 37 °C. The incubation time 
varies with different RNA substrates (10 h for the pre-miRNA mutants library and 3 h for 
the individual mutants). A typical reaction mixture contained 2 µM RNA, 74 nM 
recombinant human Dicer, 1 mM ATP, 10 mM MgCl2, 0.5 mg/ml BSA, and 1x Dicer 
Reaction Buffer (Genlantis) in a 10 µl-reaction. The reaction was stopped by adding Dicer 
stop solution (Genlantis) and was analyzed by 15% denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis (acrylamide:bis-acrylamide = 19:1, 6 M urea). The gel was stained with 
SYBR® Gold and the RNA bands were visualized using a LAS 4010 system and 
quantified using ImageQuant (GE Healthcare). 
 
Preparation of DNA libraries for sequencing in ion PGM platform.  
After in vitro Dicer reaction, the reaction mixture was reverse-transcribed with 
PrimeScriptTM II Reverse Transcriptase (TAKARA) at 42 °C for 1 h using the primer (5’- 
AGA CTC ATT TGA GAC GA -3’). The cDNA was amplified by PCR with the primer 
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as follows: forward primer (5’- CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG ACT CAG 
XXX XXX XXX XGA TGC TCC ATT TGT TTT GA -3’ [XXXXXXXXXX denotes a 
barcode sequence for multiplexing]) and reverse primer (5’- CCT CTC TAT GGG CAG 
TCG GTG ATA GAC TCA TTT GAG ACG A -3’). The PCR products were cleaned with 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit and quantified by QubitTM dsDNA HS Assay 
Kit (Invitrogen). The DNA libraries prepared above were pooled and diluted in nuclease-
free water to obtain a final concentration of 8 pM. The library solution was subjected to 
emulsion PCR with the Ion OneTouch™ 2 system using the Ion PGM™ Hi-Q™ View 
OT2 200 Kit (Thermo Fisher Scientific). After recovery and enrichment of ion sphere 
particles, sequencing was performed using The Ion PGM Hi-Q View Sequencing Kit on 
an Ion 318TM Chip V2 (Thermo Fisher Scientific). The primer sequences used for the 
library preparation are shown in Table S1-1. 
 
Table S1-1. The sequences of DNA oligos used in the study. The #1~#3 oligos were 
used for preparation of the pre-miRNA mutants library. The #4~#8 oligos were used for 
preparation of the libraries for high throughput sequencing. The sequence shown in bold 
italic in the primer #4~#7 represents the barcode region.  

 
 
Preparation of DNA libraries for sequencing in illumina platform.  
After in vitro Dicer reaction, the reaction mixture was reverse-transcribed with AMV 
Reverse Transcriptace XL (TOYOBO) at 50 °C for 1 h using the primer (5’- AGA CTC 
ATT TGA GAC GA -3’). The cDNA was amplified by PCR with the primer as follows: 
forward primer (5’- TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GCT 
CCA TTT GTT TTG A -3’ ) and reverse primer (5’-GTC TCG TGG GCT CGG AGA 
TGT GTA TAA GAG ACA GAG ACT CAT TTG AGA CGA -3’). The PCR products 
were cleaned with Ethanol purification. The resulting DNA libraries were sequenced 
according to the protocol of the illumina HiSeq 3000 (illumina) platform. 
 

# Oligos Sequences
1 pre-miR136_N3x2 (template) GCTCCATTTGTTTTGATNNNGGATTCTTATGCTCCNNNATCGTCTCAAATGAGTCT
2 pre-miR136_T7-F (Fw primer) TAATACGACTCACTATAGCTCCATTTGTTTTGA
3 pre-miR136-R_2’Ome (Rev primer) A*G*ACTCATTTGAGACGA (*2’-OMe-modified nucleosides)
4 pre-miR136-F-BC2 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATGCTCCATTTGTTTTGA
5 pre-miR136-F-BC3 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATGCTCCATTTGTTTTGA
6 pre-miR136-F-BC4 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATGCTCCATTTGTTTTGA
7 pre-miR136-F-BC5 (Fw primer) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATGCTCCATTTGTTTTGA
8 pre-miR136-R-trp1 (Rev primer) CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAGACTCATTTGAGACGA
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Analysis of sequencing Data.  
Sequence reads obtained from each sample were first filtered to remove reads that do not 
have the 5’-side (GCT CCA TTT GTT TTG AT), 3’-side (ATC GTC TCA AAT GAG 
TCT), and internal (GGA TTC TTA TGC TCC) fixed sequence. The reads that perfectly 
matched these fixed sequences were sorted to count the number of reads for each pre-
miRNA mutant. Chi-square test of independence was performed to determine whether 
there is a significant difference in the frequency of each mutant between the library 
obtained from NCD (−) and NCD (+) samples. The chi-square statistic (χ2) was calculated 
for each mutant using the chi-square function in R (version 3.6.3) as follows: 

 NCD (−) NCD (+) Total 
Mutant 1 N1 N2 N1 + N2 
Nonmutant 1 n1  n2 n1 + n2 
Total N1 + n1 N2 + n2 N1 + N2 + n1 + n2 

χ2 = (N1 + N2 + n1 + n2) (N1n2 − N2n1)2/(N1 + N2) (N2 + n2) (n2 + n1) (n1 + N1), where N1 
and N2 are the number of reads for mutant 1 obtained from NCD (−) and NCD (+) samples, 
whereas n1 and n2 are the number of reads for nonmutant 1 obtained from NCD (−) and 
NCD (+) samples. The probability of the chi-square test (p-value) was calculated by 
applying the R function p-value with one degree of freedom. The resulting p-value was 
adjusted using Bonferroni’s method to obtain the q value by multiplying the p-value by 
4096 (the number of pre-miRNA mutant sequences). 
 
Binding analysis by SPR 
Interaction between NCD and RNA was evaluated by surface plasmon resonance (SPR) 
with a BiacoreTM T200 SPR system. Chemically synthesized RNAs were diluted to 1 µM 
in HBS-EP+ buffer (GE Healthcare), heated at 80°C for 3 min, and then slowly cooled to 
room temperature for annealing. The resulting RNA solutions were injected in increasing 
concentrations (0, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, and 1 µM) to the NCD-immobilized sensor surface 
with the regeneration step between each concentration. Injections were done at 30 µl/min 
with a contact time of 180 sec, followed by dissociation with running buffer for 180 sec. 
All sensorgrams were corrected by subtraction of blank flow cell response and buffer 
injection response. The obtained sensorgrams were fitted to a 1:1 binding model to 
determine the association and dissociation rate constants for RNA-NCD complex using 
BIAevaluation software (GE Healthcare). 
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Motif search in endogenous pre-miRNA hairpins.  
The sequences of pre-miRNA hairpins (34,675 sequences) were downloaded in FASTA 
format from the miRBase miRNA database (https://www.mirbase.org/). The secondary 
structure of each input sequence with the lowest free energy was predicted by ViennaRNA 
(ver.2.4.14). The dot-bracket notation of predicted secondary structure was used to 
determine the stem region and the terminal loop in each sequence. The RNA motifs 
identified in the 11 inhibited mutants were searched in the stem region determined above. 
The hairpin miRNA precursors that were found to contain the RNA motifs were counted 
and extracted by an in-house script. 
 



 

  

第二章 

水素結合を介した核酸塩基-低分子間相互作用の 

1 分子計測による観測 

序論 
2-1研究背景 
現在までに, 市販されている医薬品の多くはタンパク質を標的としたものであ

るが, 近年では DNA や RNA を標的とする核酸標的分子は, これまでに治療で

きなかったターゲットへの新しい創薬につながる可能性があるとして, 核酸を
標的とした医薬品の開発が活発となっている 73,74。核酸を標的とする医薬品 73–77

としては, 核酸医薬の研究が盛んであるが, タンパク質を標的とする医薬品の

大半は低分子が占めており, そのうちのいくつかの低分子は核酸を標的とする

低分子医薬品となる可能性を秘めている。低分子医薬品のさらなる開発には, 塩
基分子とリガンドの結合性, 選択性, 水素結合様式によって決まる, 低分子リガ

ンドと塩基分子間の相互作用に関する情報が不可欠である。 
ナノポア 78–87とナノギャップ 88–93は, 電気的計測を利用して単一分子を研究す

るための強力なナノテクノロジーツールとして発展してきた。ナノポアは, 微細

なスルーホールを介してイオン電流を変化させることで, 単一分子を検出する。

実用化されているナノポアの例としては, 次世代 DNA シーケンサーがあり, 創
薬や医学に顕著な影響を与えている 94–98。また近年のナノポア開発のトレンド

としては, タンパク質を調べるツールの開発も活発である 99–102。 
一方, ナノギャップ計測法において 1 分子のナノギャップ間を流れる量子トン

ネル電流が読み取っているのは, 低分子の構造や電子状態である 88–90。このナノ

ギャップを用いた電子状態 1分子計測法の開発は, 1分子計測研究において新た
な知見を与えた 88–93。ナノギャップは DNA 103 や RNA 104 の塩基配列, ペプチ

ドのアミノ酸配列 105 を解読したほか, 疾患マーカー88 となる化学修飾された塩

基分子 106–108 やアミノ酸 105 も解読することができる。また DNA とその認識分

子の分子間相互作用, ヌクレオシドやアミノ酸の 1 分子接合も同様に１分子計

測を用いて研究されている 109,110。 
 
現在における単分子計測技術は, AI との融合によってより発展している。例え

ば, ナノポア次世代 DNAシーケンサーは配列読み取り精度は飛躍的に向上して

おり 111, またナノポアと AI の組み合わせは, 新規コロナウイルス (SARS-CoV-
2) を特異的に高感度かつ迅速に検査する方法を実現させた 112。一方, ナノギャ



 

  

ップと AI の組み合わせは, 低分子の高精度な同定を実証している 108,113 。加え

て, これら単分子計測技術と AI の組み合わせは, 単分子カウント技術の原理で

ある 1つの電流時間波形を 1つの分子へと帰属させることも可能としており, こ
の分子の種類数をカウントすることができる単分子カウント技術は, 単分子計
測における定量分析を飛躍的に発展させた 114,115。 
本研究で筆者らは, 核酸標的低分子創薬研究と単分子カウント技術を組み合わ
せることで, DNA や RNAを用いずに, 核酸塩基分子と低分子リガンドとの結合

様式, 選択性, 水素結合様式を 1分子レベルで定量的に観測できる技術の開発と, 
核酸を標的とする低分子創薬における分子デザイン指針を獲得できるツールの

開発を目指した。 
 
結果と考察 

2-2 グアニン－リガンド間の単分子カウント解析 
2-2-1 グアニン認識リガンドの設計 
本研究では核酸塩基と低分子リガンド間の水素結合の数に着目し, １分子測定

を行った。まずはじめに, グアニンに対し水素結合を形成するリガンドの設計を

行った。リガンドの設計は以下のように行った。 
グアニンが 6 つの水素結合形成部位を持つのに対し, 7-methylnaphthyridin-2-

ylcarbamate (NC) は 5 つの水素結合形成部位を有している 116 。したがって, グ
アニンと NC は１~3 つの水素結合をもつ会合体を形成できる (Figure 2-1a)。5, 
7-Methylnaphthyridin-2-ylcarbamate (NCM) 117 とナフチリジン (Naph) はそれぞ

れ 3 つ, 2 つの水素結合をもつ会合体形成し (2-1b), キノリン (Quin) は 1 つ, ナ
フタレン (NT) は全く形成していない。電子供与性メチル基を持つ NCMは, NC
よりも強い水素結合を形成する。以上のように, 水素結合の数から, グアニンと
リガンドの相互作用の強さが, NCM > NC > Naph > Quin > NTの順となるように
リガンドの設計を行った。 
 



 

  

 

Fig. 2-1 Single-molecule counting of base-ligand aggregates. a, Molecular interaction 
modes between guanine and NC. b, Ligand molecules used for aggregate formation. c, 
The principle of the single-molecule counting method. Tunneling current flows between 
electrodes via single guanine, ligand, and aggregate using nanogap electrodes fabricated 
by mechanically controllable break junctions (MCBJs). d, Solutions of each base 
molecule, namely, adenine, cytosine, guanine, and thymine, and five ligand molecules 
were analyzed. Additionally, 1:1 mixed solutions of the base molecules and ligands were 
also analyzed. 
 
 



 

  

2-2-2グアニン－リガンド混合溶液の１分子測定 
続いて, グアニンと低分子リガンド間の 1 分子測定を行った。グアニンとリガ

ンドの混合溶液は, グアニン, リガンド, グアニン－リガンド会合体の 3 種類の

分子種を含んでいる。この混合溶液を, 電極間距離 0.65 nmの金ナノギャップ上

に滴下した。印加電圧 0.1 Vでナノギャップ電極間に流れる電流を 10 kHzで測
定した (2-1c, d)。さらに, 電極間の分子の電子状態を反映するトンネル電流も同

時に測定を行った。このトンネル電流時間波形を用いて, グアニン, リガンド, 
会合体の同定を行った。さらに, グアニンとリガンドの個々のトンネル電流時間

波形についても測定を行った。 
測定の結果, グアニン及びリガンドの測定ではスパイク状のシグナルが得られ

た (Figure 2-2a, 2-2b, Figure 2-3a-3i)。これは平均電流 (Ip) と電流時間 (td) で特

徴付けられる (2-2c, 2-2d)。Ipは G, NT, Quin, Naph, NC, NCM でそれぞれ 43.4, 
24.1, 39.8, 15.2, 40.5, 32.8 pAであった (Table 2-1)。ここで得られた, 分子コンダ

クタンスの平均値 (Ip/V) は透過係数 4Γ!Γ" {(𝜀#$%$ 	− 	𝐸&)' 	+ 	(Γ! 	+ 	Γ")'}⁄  に
比例していることがわかる 118。 HOMOと EFはそれぞれ単分子の最高被占領分

子軌道 (HOMO) のエネルギーと金属電極のフェルミエネルギーを表しており, 
L, Rはそれぞれ, 左電極と分子, 右電極と分子の間の電子的相互作用を表してい

る。密度汎関数理論 (DFT) に基づく量子化学計算から得られたグアニンと配位

子の HOMO エネルギーは, G > NT > NC > NCM > Quin > Naph の順である (2-
2e) 119。 もし, すべての分子の電極-分子間の電子的相互作用が同じであれば，

平均的な単一分子コンダクタンスは HOMO エネルギーと同じオーダーに従い, 
同じπ電子系バックボーンを持つリガンドの HOMO エネルギーのオーダーは, 
平均的な単一分子コンダクタンスのオーダーと同じはずである。しかし, Quin 
と NT の HOMO エネルギーオーダーは, 平均単分子コンダクタンスオーダー

と逆になっている。これは, 窒素上の非共有電子対により, Quinと Au 電極間の

電子的相互作用が, NT と Au 電極間のそれよりも大きくなるためと考えられる
89。以上のように, ある分子の電子状態を反映する平均単分子コンダクタンスは, 
グアニンとリガンドを識別するフィンガープリントとなると考えられる。 
 



 

  

 
Fig. 2-2 Electrical pulses obtained in single-molecule counting. The current-time 
profiles obtained when analyzing a guanine and b NC solutions. c and d are enlarged 
views of a and b. One current-time pulse is characterized by the average current value 
(Ip) and current duration (td). e, Energy correlations for guanine, ligand, and gold. The 
energies for guanine and ligand are the HOMO energies. The gold energy indicates Fermi 
energy. The phase pattern of the HOMO of each molecule shows isovalue = 0.02 e-Å-3. 
 
 
Table 2-1. The average values of each molecule’s peak current (Ip) and duration 
time (td). 

Molecule Ip (pA) td (ms) IpV −1 (pS) 

G 43.4 5.1 430 

NT 24.1 3.8 241 

Quin 39.8 19.7 398 

Naph 15.2 17.1 152 

NC 40.5 8.0 405 

NCM 32.8 4.7 328 

 
 
 



 

  

 
Fig. 2-3 Current-time profiles. a Guanine, b adenine, c cytosine, d thymine, e NC, f 
NCM, g naphthyridine, h quinoline, and i naphthalene j guanine-NC, k adenine-NC, l 
cytosine-NC, m thymine-NC, n guanine-NCM, o guanine-Naph, p guanine-Quin, and q 
guanine-NT r  adenine-NCM s adenine-Naph t adenine-Quin u adenine-NT v cytosine-
NCM w cytosine-Naph x cytosine-Quin y cytosine-NT z thymine-NCM aa thymine-
Naph bb thymine-Quin cc thymine-NT solutions were analyzed using a single-molecule 
counting system. 



 

  

 
2-3 グアニン－リガンド相互作用における結合の定量的評価 
等モル量を混合したグアニン－リガンド溶液を, ナノギャップ電極を用い, 
個々の分子溶液と同じ測定条件で分析を行った。トンネル電流時間波形におけ

る Ipと tdのヒストグラムを以下に示す (Figure 2-4a-f, Figure2-5a-e)。ヒストグラ

ムの黒線, 赤線, 青線は, それぞれグアニン溶液, リガンド溶液, グアニン－リ
ガンド溶液で得られた Ipと tdの値を示している。グアニン溶液の Ip ヒストグラ

ムにおいて, 50 pA 付近で見られるショルダーピークは，グアニン－リガンド溶

液のヒストグラムでは減少が見られる一方で, グアニン－リガンド溶液の Ip ヒ

ストグラムにおける 20 pA 付近のピークは，それぞれの分子溶液の Ip ヒストグ

ラムと比較して鋭くなっている。この約 20pAの Ipは, グアニン－リガンド会合

体の 1 分子コンダクタンスである。しかし, グアニン, リガンド, グアニン－リ
ガンド会合体の Ip ヒストグラムには大きな重なりがあり, この 3 つの分子を識

別することは困難であった。 
ここで, 測定に用いたグアニン－リガンド溶液には, グアニン, リガンド, グ
アニン－リガンド会合体の 3 種類の分子が存在することに着目する。我々はこ

の混合溶液に対して, 3 種類の分子に対応するスパイクの電気シグナルを得た。

このうち, グアニンとリガンドは, それぞれの溶液を測定して得られた電気シ

グナルと同等である。つまり混合溶液から得られた電気シグナルから, 2 つの分

子の電気シグナルを差し引くと, グアニン－リガンド会合体の電気シグナルと

一致する結果が得られる。 
そこで我々はグアニンとリガンドの電気シグナルを正 (positive signal) として
ラベル付けし , 混合溶液からラベル付けされていない未知の電気シグナル 
(Unknown signal) の抽出を行った。これを Positive and Unlabeled Classification 
(PUC) 法という (Figure 2-4g) 113。 
電気シグナルの機械学習には, Ipと tdに加えて, 電気シグナルの時間依存性のあ

る 10 の特徴量を用いた。 (特徴量については Experimental section の”Signal 
Feature Extraction”にて後述する。) まず, グアニン, リガンド, グアニン－リガ

ンド溶液の電気シグナルを機械学習した後, PUC 法により電気シグナルを 3 種

類の分子に分類した。例えば, 100個の電気シグナルを, グアニン 30個, リガン

ド 20個, グアニン－リガンド会合体 50個のように分類する。まず初めに, グア
ニン－NC混合溶液の 1分子計測の結果, 得られた電気シグナルの 71.8%がグア
ニン－NC会合体に起因するものであることが明らかとなった。会合体の Ip値は, 
グアニンや NC のものよりも低い値を示している (Figure 2-4h)。会合体の電流

が小さくなった理由として, 水素結合の形成により, 窒素原子が金電極と電子

的に相互作用することがなくなり, 電極との結合が弱くなったこと, トンネル



 

  

距離が長くなったことが考えられる。また, 水素結合は 1分子コンダクタンスを

増加させることが既に報告されているが 120,121, 今回の結果よりトンネル距離の

増加は水素結合による電流増加と競合し, 電流を減少させることがわかった。ま

た, 会合体によるコンフォメーション変化も電流減少の原因となると考えられ

る。  
グアニンと他の 4 つのリガンドを混合した溶液の１分子計測も同様に行った

ところ, 得られた電気シグナルの 71.7% (NCM), 65.9% (Naph), 54.1% (Quin), 
20.1% (NT)が会合体に起因していた (Figure 2-4i, Table 2-2)。グアニンとリガン

ド間の水素結合の数の順序は会合体由来のシグナルの比率の順序と一致した。

このことから, 得られた会合体由来のシグナルの比率は, リガンド結合の直接

的な指標となると考えられる。また, 量子化学計算により構造最適化された各集

合体の結合エネルギーは-1.169 eV (NCM), -1.157 eV (NC), -0.822 eV (Naph) -0.466 
eV (Quin) (Table 2-3)でり, こちらも会合体由来のシグナルの比率の順序と一致

した。 
 



 

  

 
Fig. 2-4 Quantitative analysis of base-ligand binding and selectivity. Ip histograms 
obtained by analyzing solutions of guanine and a NC, b close-up view of a, c NMC, d 
Naph, e Quin, and f NT aggregates. In the histograms for each ligand, the black, red, and 
blue lines correspond to solutions of guanine, ligand, and guanine-ligand, respectively. g, 
Machine learning flowchart for extracting the electrical pulses of guanine-ligand 
aggregates from electrical pulses obtained from guanine-ligand solution analysis. PUC 
indicates a positive unlabeled classifier. h, 2-dimensional maps of Ip and td of the electrical 
signals classified as guanine and NC (red) and guanine-NC aggregates (blue). i, Guanine-
ligand binding properties. Values on the vertical axis indicate the percentage of aggregates 
present. j, Base molecule selectivity of NC. Again, the vertical axis indicates the 
percentage of aggregates present. 



 

  

Fig. 2-5 td histograms of guanine, ligand, and guanine-ligand equimolar solutions. 
Histograms of equimolar solutions between guanine and a NC, b NCM, c Naph, d Quin, 
and e Naph. In each histogram, red, black, and blue indicate histograms of the ligand, 
guanine, and equimolar solutions, respectively. 
  



 

  

Table 2-2 Ratio of G-ligand signals to the total obtained signals for the base 
molecules. The analysis was performed ten times under the same conditions, and the 
average value was calculated. The number of associated signals was determined by the 
PUC method. N and P indicate the number of signals classified as negative and positive, 
respectively. 
Base NT Quin Naph 

Number 
of 
signals 

N P N/(N+P) N P N/(N+P) N P N/(N+P) 
716 4461 0.26 670 749 0.54 742 300 0.65 
1334 3843 0.27 761 658 0.54 682 360 0.68 
1391 3786 0.26 767 652 0.55 712 330 0.69 
1359 3818 0.12 774 645 0.44 723 319 0.71 
636 4541 0.17 625 794 0.57 735 307 0.59 
874 4303 0.19 803 616 0.60 616 426 0.61 
961 4216 0.16 850 569 0.55 639 403 0.65 
808 4369 0.27 778 641 0.60 679 363 0.62 
1412 3765 0.18 848 571 0.56 646 396 0.66 
906 4271 0.26 792 627 0.54 690 352 0.65 

Average 1040 4137 0.20 767 652 0.54 686 356 0.66 
Base NC NCM 

Number 
of 
signals 

N P N/(N+P) N P N/(N+P) 
2729 822 0.72 3997 1574 0.67 
2572 979 0.75 3754 1817 0.77 
2675 876 0.67 4305 1266 0.59 
2371 1180 0.69 3297 2274 0.76 
2465 1086 0.74 4234 1337 0.63 
2639 912 0.75 3486 2085 0.73 
2665 886 0.67 4077 1494 0.75 
2376 1175 0.67 4186 1385 0.81 
2382 1169 0.74 4494 1077 0.73 
2632 919 0.72 4090 1481 0.67 

Average 2551 1000 0.72 3992 1579 0.72 
 
  



 

  

Table 2-3 Intensity of the binding energies for the aggregates. Gaussian09 Package 
performed all calculations. The experimental results gave the average values of each 
complex’s peak current (Ip) and duration time (td). The figures show the HOMO electronic 
state of the aggregates. 

 

 
 
 
 



 

  

2-4 核酸塩基－リガンド相互作用における選択性の定量的評価 

続いて, グアニン－リガンド相互作用と同様に, 核酸塩基－リガンド相互作用

の 1分子測定を行った。NC－核酸塩基分子混合物のトンネル電流時間プロファ

イルを計測し, 得られた電気シグナルを PUC 法により機械学習を行った。解析

の結果, 各 NC－塩基性分子混合物の電気信号における塩基－NC 会合体の存在

比は, 71.8% (G), 20.5% (T), 14.1% (A), 6.1% (C) であった (Figure 2-4j, Table 2-4)。
また量子化学計算によって構造最適化された各集合体の結合エネルギーは, -
1.161 eV (A), -1.223 eV (C), -1.157 eV (G), -1.192 eV (T) であった (Table 2-5)。こ
の結果はグアニン－リガンド会合体とは異なり, 結合エネルギーの順序は会合

体の比率の順序と一致しなかった。我々の単純な計算では, エンタルピー項のみ

を計算し, エントロピー項を無視したため, 自由エネルギーを評価することが

できない。また溶媒分子の影響は考慮されておらず, 溶媒分子の効果を含めた自

由エネルギーを計算するためには, 局所的な結合エネルギーだけでなく, 分子
動力学を用いてアンサンブル構造を計算する必要があり, 多大な計算コストが

かかる 122–124。 
しかし, 我々の 1 分子計測は, 溶液中の 1 分子レベルでの核酸塩基－リガンド

相互作用の選択性を定量的に評価することにも成功した。 
 

Table 2-4 Ratios of base-ligand signals to the total obtained signals for A, C, and T. 
The analysis was performed ten times under the same conditions, and the average value 
was calculated. The number of associated signals was determined by the PUC method. N 
and P indicate the number of signals classified as negative and positive, respectively. 

Base A C T 

Number 
of signals 

N P N/(N+P) N P N/(N+P) N P N/(N+P) 
4 195 0.020 12 971 0.012 7 90 0.072 
22 177 0.11 160 823 0.16 15 82 0.15 
22 177 0.11 12 971 0.012 10 87 0.10 
23 176 0.12 12 971 0.012 23 74 0.24 
22 177 0.11 12 971 0.012 10 87 0.10 
22 177 0.11 27 956 0.27 21 76 0.22 
68 131 0.34 12 971 0.012 54 43 0.56 
30 169 0.15 11 972 0.010 27 70 0.28 
56 143 0.28 22 961 0.022 18 79 0.19 
11 188 0.055 315 668 0.32 14 83 0.14 

Average 28 171 0.14 60 924 0.061 20 77 0.21 
 



 

  

Table 2-5 Optimized structures and binding energies of NC between A, C, and T. All 
calculatio  ns were performed using the Gaussian09 Package. 
Base Structure Binding energy (kJ mol−1) 

A 

 

−112 

C 

 

−118 

T 

 

−115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

2-5 グアニン－リガンド相互作用における水素結合モードの定量的評価 
核酸塩基－リガンド相互作用の微細構造は, 水素結合の組み合わせパターンが

複数存在するため, 1分子コンダクタンスもそれぞれの構造に対応した複数のパ

ターンが存在する。したがって, 会合体の 1分子コンダクタンスは, 複数の 1分
子コンダクタンスから構成されていると考えられる。 
本研究では, グアニンと NC の混合溶液をモデルとして, ガウス混合モデル 

(GMM) を用いて電気シグナルの特徴量の抽出とクラスタリングを行った 
(Figure 2-6a) 125。最適クラス数はクラス数の増加に伴い誤差が減少しペナルティ

項が増加する「ベイズ情報量基準 (BIC) 」により決定した。本手法では BIC値
が最小となれば最も妥当なクラス数であると判断できる 126。 
まずはじめに, グアニンおよび NC の非会合状態と予測されたシグナルの混合

データを用い, 特徴量分類の後, BIC を計算したところ, クラス数は 3 で最小値
を示した (Figure 2-6b,c)。3 つのクラスの Ip ヒストグラムは, 電流値の頻度が低

い順に, 黒 (低), 赤 (中), 青 (高) で示した(2-6c)。黒色のクラスターでは電流持

続時間が短いものの割合が最も多く, これはブランク溶液電流に起因するもの

であると考えられる。また NC とグアニンの 1 分子コンダクタンスをそれぞれ

赤と青のクラスターに示したが, それぞれの個別電気シグナルを用いたため, 
クラスターは 2 つのみであった。 
一方, グアニン－NC 会合体由来の電気シグナルについても特徴量の抽出とク

ラスタリングを行った。その結果, グアニン－NC会合体由来の電気シグナルの

BICでは, 最低 5 つのクラスが示された (Fig.2-6d,e, Table 2-6)。会合体の電気シ

グナルを抽出するために PUC を用いたため, この 5 クラスにはブランクの電気

シグナルは含まれていない。つまり, 5 つのクラスターの会合体は, 水素結合様

式の違いにより, 異なる構造を持つ可能性がある。可能性のある会合体構造につ

いて, DFT を用いて検討を行った。Watson-Click 構造, Hoogsteen 構造, π-stack 
構造を初期構造として計算を行ったところ , 5 つの準安定構造が得られた 
(Figure 2-6f) 127。5 つの水素結合モードをそれぞれ会合体 1- 5とする。5 つに分

解された Ipと tdは, それぞれ Ipが大きい青と赤, それぞれ 12, 14 pA 付近の緑と

オレンジ, tdが小さい紫に分類され, 紫が会合体 5に対応することが示された。 
同様に, Quin, Naph, NCM とのグアニン会合体における水素結合モードの数は, 
それぞれ 3, 4, 8 と決定された (Figure 2-7)。水素結合モードの数が少ない順は, 
NCM > NC > Naph > Quin であり, これは会合体由来電気シグナルの比率の順番

と一致していた。 
 
 



 

  

2-6 解離定数の比較 
解離定数は塩基－リガンド会合体を評価する上で重要なパラメータである。単

分子カウント技術によってカウントされた水素結合数と結合との強い正の相関

は, 溶液中の解離定数を 1分子レベルで計算できる可能性を秘めている。本実験

では 1 分子計測により, グアニン－リガンド会合反応における会合体の比率(r)
が実験的に得られた。グアニンとリガンドの初期濃度が同じ a M の場合, 平衡
時の会合体モル濃度は 2ar/(1 + r)で与えられ, 解離定数 (Kd) は a(1 − r)2/2r(1 + r)
で表される。a=1Mの場合, 各会合体の Kdは, 1.3 M (NT) >126 nM (Quin) >53 nM 
(Naph) >36 nM (NCM) >32 nM (NC) となる。同様に, 4 種類の塩基分子による NC
の Kdは, 6.8 M (C) > 2.3 M (A) > 1.3 M (C) > 32 nM (G)であった。マクロな測定に

よる解離定数と比較すると, 1 分子計測による結果は, 表面プラズモン共鳴法に

よる 2 本鎖 DNA 中の NCの Kd =53 nMよりもわずかに低かった 128。これは DNA
中の NC の水素結合モードの数が, 立体障害のために制限されているためであ

ると考えられる。このことは, 水素結合モードの数が多いほど結合系は強くなり, 
溶液中のグアニン－NC会合体の Kdは DNA会合体の Kdより小さくなることを

意味している。また, 1分子計測の結果は, 融解温度 (Tm) 測定と一致した。Gに
対する NC 二量体の Tmは上昇し, Quin 二量体の Tmは上昇しなかった 22。 
 
以上のようにトンネル電流による 1分子計測と機械学習を組み合わせた本手法

では, 溶液中の核酸塩基分子とリガンド間の結合様式, 選択性, 水素結合様式を

定量的に評価しながら, 同定した分子数をカウントすることができた。さらに, 
得られた会合体由来のシグナルの比率から, 結合性や選択性を解離定数で評価

した。 
  



 

  

 
Fig. 2-6 Microscopic hydrogen bonding modes of aggregates. a, Estimation protocol 
for the number of different aggregates. The features extracted from the signals were 
clustered by Gaussian mixture model (GMM) clustering, assuming the number of clusters 
(k). Bayesian information criterion (BIC) was calculated from the model. The 
minimization of BIC determined the most appropriate class number. b, BIC with mixed 
guanine and NC data. c, Ip-td plots of signals divided into the number of clusters giving 
minimum BIC. Black, red, and blue correspond to base current, NC, and guanine. d, BIC 
of the classification with each class number for the aggregates between G and NC. e, Ip-
td plot of G-NC aggregates divided into the number of clusters giving minimum BIC. f, 
Five candidate structures of the G-NC aggregate. Density functional theory calculations 
optimized the five structures. 
 



 

  

Table 2-6 The five clusters’ average peak current Ip and duration time td. Each color 
code corresponds to the color code in Fig. 4f. 

Cluster Ip (pA) td (ms) 

Blue 23 3.2 

Red 18 4.1 

Green 14 3.5 

Orange 12 5.7 

Violet 12 1.7 

 
 

 
Fig. 2-7 Relation between BIC and the number of classes in GMM clustering. BICs 
and GMM clusters for a, b Quin, c, d Naph, e, f NC, and g, h NCM. i The number of 
classes that provides minimum BIC is 3, 4, 5, and 8 for Quin, Naph, NC, and NCM, 
respectively. 
 
 
 



 

  

結論 

筆者らはグアニンと低分子リガンドの分子間相互作用を直接評価する方法と

して, 1 分子量子計測法を利用することで, グアニンとリガンド分子の会合状態

シグナルの 1分子スケールでの検出を達成した。その結果, リガンド分子が強く

会合しているほど, 会合体由来の電気シグナルの全シグナル中に占める割合が

有意に大きくなることを見いだした。この結果は, 会合状態のシグナルの数が複

数の水素結合を介した会合状態の強度と密接に関連していることを示している。

さらに, シグナルのクラスタリング法を用いて, 会合状態のクラス数を推定し

た。これは, DFT計算で推定された準安定状態, および各シグナル統計解析に基

づいて, 溶液中の各シグナル群の潜在的な会合状態を 1 分子レベルで推定可能

であることを示している。これは, 各シグナルに対して数種類の会合状態を同定

した世界初の例である。統計熱力学を理解するためには, 分子の状態を 1 つ 1 つ

同定しカウントする必要があるため, これまではマクロな観察により分子状態
を積算する方法がとられてきた。しかし, 本手法によって, 統計熱力学に基づく

1分子検出の実証の第一歩を実現することができたと考えている。筆者はこの 1
分子計測が, 核酸を標的とした低分子化合物の開発を加速させると期待してい

る。 
  



 

  

Experimental section  
(most parts of experimental section was taken from J. Am. Chem. Soc. 2023, 145 (2), 
1310–1318) 
Reagents. The reagents and solvents for chemical synthesis obtained from the usual 
suppliers were used without further purification. Quinoline, naphthalene, and 
naphthylidine were procured from Sigma-Aldrich. Additionally, 7-methyl-naphthyridin-
2-yl-carbamate (NC)116 and 5,7-methyl-naphthyridin-2-yl-carbamate (NCM)117 were 
synthesized following the procedure reported in a previous study. 
 
Single-molecule electrical measurement. A 0.6 nm electrode gap was prepared in a 
dilute sample molecule solution in Milli-Q water at 1 μM concentration. The gap size was 
set at 0.65 nm for all measurements and tuned finely using the piezoelectric 
element. Nanofabricated mechanically controllable break-junctions (MCBJs), fabricated 
using the procedure described elsewhere (S1),129 were employed to construct nanogap 
electrodes. Base molecule solutions were used in single-molecule counting using nanogap 
electrode devices. The gap distance was maintained via the feedback control of the piezo-
actuators during the measurements, which could be estimated using the following direct 
tunneling current equation:𝐼 ∝ 𝑒𝑥𝑝3−4𝜋√2𝑚𝑤𝑙 ℎ⁄ ;, where h, m, w, and l respectively 
represent the Planck’s constant, electron mass, work function of the gold electrode, and 
gap distance; m = 9.1 × 10−31 kg and w = 5.1 eV (work function of Au(111)) were used. 
A customized current amplifier boosted the current across the electrodes with an NI PXIe-
4081 digital multimeter and an NI PXI-5922 high-resolution oscilloscope (National 
Instruments) at DC bias voltage = 100 mV, measured it at 10 kHz and 100 kHz. The 
MCBJ sample was replaced with a new one after each hour of measuring I-t. All 
measurements were performed at 298K. 
 
Signal pickup. Signal pickup was automatically performed using Python. First, the start 
of the signal from the estimated baseline was considered the signal-rise time, having a 
value more than six times greater than the threshold noise value. Thus, the signal began 
when the noise level was exceeded. Next, the signal was considered to have ended with 
the appearance of a data point below the noise level, as revealed by the estimated baseline 
post-signal beginning. The baseline can be described as a moving average filtered signal 
of FFT (Scipy 0.24.2) current data. Signals with a maximum current (Ip) in the range of 
7.5–500 pA and a duration (td) of 1.00 ms were used for the positive and unlabeled data 
classification (PUC) analysis. 
 



 

  

Data analysis. The discrimination analysis of aggregates constituted the processes of 
signal pickup, feature extraction, and PUC analysis. First, single-molecule pulse signals 
were extracted from the current raw data described in the next section, followed by the 
conversion of each current signal to a 13-dimensional feature vector. The maximum 
current in the signal (Ip), average current value (Iave), signal duration (td), and ten-
dimensional shape factors are the elements of the feature vector. The definition of ten-
dimensional shape factors is given in “Signal Feature Extraction” (Experimental 
section). A positive and unlabeled classifier was used to classify the feature vectors, as 
described in a later section. Python 3.9.7 with libraries, NumPy 1.20.3, SciPy 1.7.1, 
npTDMS 1.4.0, and scikit-learn 0.24.2 were used to perform the analysis.125 

 
Signal Feature Extraction 
Before signal machine learning analysis, we extracted the signal characters as follows. 
Each signal was converted into the following feature parameter values, which contain the 
peak value of the current signal (Ip), average signal value (Iave), duration time (td), and 
ten-dimensional shape factors (Sn = In/Ip (n = 1, 2, …, 10), where the average current 
value for each time region (I1, I2, I3, I4, I5, I6, I7, I8, I9, and I10) was calculated. 

 
Figure. S2-1 Definitions of features (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, and S10) of signals 
used for machine learning. We used thirteen feature parameters, including the following: 
the peak value of the current signal (Ip), average signal value (Iave), duration time (td), and 
ten-dimensional shape factors (S1–S10). First, the average current value (blue circle) for 
each time region (I1–I10) was calculated. Then, each current value was normalized by the 
maximum current value of the signal (Ip), and the values in each region were defined as 
shape factors (S1–S10). 



 

  

 
Positive and unlabeled data classification for single analysis: PUC analysis was 
performed to discriminate the associated states, which is suitable for detecting the signals 
in a single group. Elkan and Noto’s method is the basis of the PUC algorithm.130 The 
Gaussian Naïve Bayes was used as the internal classifier in the scikit-learn program 
(library version 0.24.2). The signals for the base-ligand solutions can be due to the base-
ligand aggregates, base, and ligand. While the training signals from the base and ligand 
solutions were discriminated as positive, the aggregates signals were discriminated as 
negative. The signals were randomly extracted for training and classification ten times. 
The existence ratio of aggregates is the average ratio of 10 times PU classification. The 
number of signals used for PUC analysis is listed in Tables S1 and S3 (SI). 
Signal Clustering: After PUC analysis, the signals were discriminated based on the 
prediction results. The number of clusters k was set from 1 to 10 range. The signals 
predicted as negative were clustered using the Gaussian mixture model in the scikit-learn 
program (library version 0.24.2). The same 13-dimensional features utilized in PUC were 
applied for clustering. After clustering into k clusters, BIC was calculated using the 
Gaussian Mixture class method. The best class number was determined from the 
minimum BIC. 
 



 

  

総括 

 
以上, 本研究においては RNA を標的とする低分子化合物の設計指針の獲得を

目指し, 核酸－低分子相関の観測を軸とした研究展開を行った。 
第一章では, pre-miRNAの Dicerによる切断反応を指標として, 低分子が結合す

る RNA 配列を網羅的に探索, 評価する手法を提案した。本手法は, 特定の低分

子化合物と結合する標的RNAモチーフを網羅的に解析するための簡便かつ効率

的な手法である。また本手法は miRNAを対象とした創薬のセレクション技術と

して用いることが可能であり, これまでに開発されてきた既存薬を用いた, 「ド

ラッグリポジショニング」にも応用可能な技術であると考える。つまり, 本研究
は当研究室で合成された化合物の薬理活性を評価できるだけでなく, 得られた
データ, 及び本手法そのものが将来的には既存薬や新薬の開発につながると考

えている。 
第二章では微細加工を用いて作製されたナノギャップ電極間の分子を介した

トンネル電流を計測する単分子計測技術と人工知能(AI)による単分子電流シグ

ナル解析を組み合わせた単分子カウント技術を開発し、, 1分子中における塩基

分子と低分子の結合性, 選択性, 水素結合様式などのパラメータを定量化でき

ることを示した。本手法では低分子リガンドと核酸塩基の混合溶液を分析する

のみで, 4 種類の核酸塩基分子に対する 5 種類の低分子リガンドそれぞれの結合

選択性を, 会合体の存在割合によって定量的に評価することが可能である。 さ
らに, 1 分子計測と量子化学計算により, 系中の水素結合の様式と存在割合が低

分子リガンドに依存すること分かった。本研究によって筆者らは 1 分子計測が, 
DNA や RNA に低分子リガンドを取り込む必要なく, 溶液中の会合体の性質に

ついて定量的な情報を提供できることを証明した。将来的には, 本技術によって
得られる核酸塩基－低分子リガンドの相関情報が, 新規に低分子リガンドを合

成した際の評価基準の一つになると考えている。 
 
以上のように, 筆者は２つのアプローチから核酸－低分子相関情報の獲得を志

向した新規手法の開発を行った。これらの新規手法は, RNA と低分子の相互作
用の理解をさらに深め, 低分子と RNAの結合に必要な新要素の発見を促進する

と考えている。今後は, より多くの低分子・核酸について本手法を適用し, 得ら
れたデータを情報科学的に解析することで, 標的 RNAの結合に重要な化学構造

を抽出し, 新規 RNA 結合低分子を設計する際の指針の獲得に利用できると期待

している。  
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補足資料 

S1. 79 Compound in-house Library 

vertical horizontal ID structure result 
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S2. Perl script for sequence Counting 
#!/usr/local/bin/perl 
use strict; 
 
if(@ARGV != 3){ 
   print "perl $0 in.fastq output1(count_result) output2(alignment_result)¥n"; 
   exit(0); 
} 
 
my $in = $ARGV[0]; 
my $out1 = $ARGV[1]; 
my $out2 = $ARGV[2]; 
 
my $c1 = 0; #for matched reads 
my $c2 = 0; #for non-matched reads 
my %count= (); 
open(F,$in) || die "Cannot open an input file; $in¥n"; 
open(Fo2,"> $out2") || die "Cannot make a output file(2)¥n"; 
print Fo2 "ID¥tKeyNucleotids¥tStartPos(0based)¥tHitSeq¥n"; 
 
my $fix1 = "GCTCCATTTGTTTTGAT"; 
my $fix2 = "GGATTCTTATGCTCC"; 
my $fix3 = "ATCGTCTCAAATGAGTCT"; 
 
while(<F>){ 
   chomp($_); 
   if($_ =~ /^¥@/){  #Seek a header line 
      my $key = ""; #for 6base nucleotids 
      my $l1 = $_; 
      my $id = substr($l1,1); #Remove initial character 
      $id =~ s/¥s.*//;  #Remove after space 
      my $l2 = <F>; 
      chomp($l2); 
      <F>; 
      <F>; #Throw away 3rd, 4th lines from the header. They are lines for sequence quality scores. 
      if($l2 =~ /$fix1([ATGC]{3})$fix2([ATGC]{3})$fix3/){ 
         $c1++; 
         $key = $1 . $2; 
         $count{$key}++; 
         my $start = length($`); 
         my $hit = $fix1 . "[" . $1 . "]" . $fix2 . "[" . $2 . "]" . $fix3; 
         printf Fo2 "%s¥t%s¥t%d¥t%s¥n",$id,$key,$start,$hit; 
      }else{ 
         $c2++; 
      } 
   } 
} 
close(F); 
close(F2); 
 
open(Fo1,"> $out1") || die "Cannot make a output file(1)¥n"; 
my @nuc = ("T","G","C","A"); 
 
printf Fo1 "KeyNucleotids¥t%s¥t%s(Frac)¥n",$in,$in; 
foreach my $n1 (@nuc){ 
foreach my $n2 (@nuc){ 
foreach my $n3 (@nuc){ 
foreach my $n4 (@nuc){ 
foreach my $n5 (@nuc){ 
foreach my $n6 (@nuc){ 
   my $key = $n1 . $n2 . $n3 . $n4. $n5 . $n6; 
   printf Fo1 "%s¥t%d¥t%.4f¥n",$key,$count{$key},$count{$key}/$c1;  
} 
} 



 

  

} 
} 
} 
} 
printf Fo1 "¥n"; 
printf Fo1 "Total_Matched¥t%d¥t%.4f¥n",$c1,$c1/($c1+$c2); 
printf Fo1 "Total_Non-Matched¥t%d¥t%.4f¥n",$c2,$c2/($c1+$c2); 
close(Fo1); 

  



 

  

S3. Python script for sequence Counting 
#!/usr/bin/env python3 

# -*- coding: utf-8 -*- 

from natsort import natsorted 

import pandas as pd 

import glob  

import re 

import itertools 

 

folder = #fastaq folder pass name 

outputfolder =#output folder pass name 

 

file_names = [] 

target = '.fastq'  

for name in glob.glob(str(folder)+'/*'+target): 

                                        

        file_names.append(name) 

file_names = natsorted(file_names) 

#print(file_names) 

outputnames = [] 

for ff in file_names: 

    sep = '/' 

    t = ff.split(sep) 

    r = t[9]  

    #target = '.fastq' 

    idx = r.find(target) 

    q = r[:idx]   

    outputnames.append(q) 

print(outputnames) 

base = 'GCAT' 

sixbase = itertools.product(base,repeat=6) 

key =[]    

for xx in sixbase: 

    key.append(xx) 

seqlist = [] 

for yy in key: 



 

  

    nuc = yy[0]+yy[1]+yy[2]+yy[3]+yy[4]+yy[5] 

    seqlist.append(nuc) 

total = pd.DataFrame(None,columns=['name', 'total_Matched', 'total_nonMatched']) 

for file_name, outputname in zip(file_names, outputnames): 

    with open(file_name, "r", encoding="utf-8") as df: 

        list = df.readlines() 

    new_list = [] 

        for ii in list: 

        word = ii.split() 

        new_list.append(word) 

        index=[] 

    data = [] 

        for number in range(1,len(new_list),4):   

        index.append(number) 

        data.append(new_list[number]) 

        print(outputname +' is in progress.') 

    match = [] 

    nonmatch = [] 

    for df in itertools.chain.from_iterable(data): 

        key1 = "GCTCCATTTGTTTTGAT" 

        key2 = "GGATTCTTATGCTCC" 

        key3 = "ATCGTCTCAAATGAGTCT" 

        try: 

            s1 = re.search(r'GCTCCATTTGTTTTGAT(.+)ATCGTCTCAAATGAGTCT',df).group(1) 

            try: 

                s2 = s1.replace(key2, '') 

                if len(s2)==6: 

                    match.append(s2)                     

                else: 

                    nonmatch.append(df)                  

            except AttributeError: 

                    nonmatch.append(df)  

                    pass            

        except: 

            nonmatch.append(df) 

            pass 



 

  

    basecount = [] 

    for seq in seqlist: 

        basecount.append(match.count(seq)) 

    seqcount = pd.DataFrame(zip(seqlist,basecount),columns=['Keynucleotide','read_number']) 

    nonmatch = pd.DataFrame(nonmatch)     

    total = total.append({'name':outputname ,'total_Matched' : len(match),'total_nonMatched': 

len(nonmatch)},ignore_index=True)     

    #print(seqcount) 

    seqcount.to_csv(outputfolder+outputname+'_matched_count.csv') 

    nonmatch.to_csv(outputfolder+outputname+'_nonmatched_seq.csv') 

    print('finish') 

     

print(total)     

total.to_csv(outputfolder+'result.csv')   

  



 

  

S4. Python script for normalization 

import numpy as np 

import pandas as pd 

def hosei(xx, yy): 

    LogFC=[] 

    for XX, YY in zip(xx,yy): 

        logfc = np.log2(XX) - np.log2(YY) 

        LogFC.append(logfc) 

    df= pd.DataFrame({'xx':xx,'yy':yy,'LogFC':LogFC}) 

    df_s= df.sort_values('LogFC') 

    df_h=df_s[1024:3172] 

    a,b = np.polyfit(np.log2(df_h['xx']),np.log2(df_h['yy']),1) 

    log2xx1 = [a * np.log2(df['xx'][nn]) + b if df['xx'][nn] != 0 else 0 for nn in range(len(df['xx'])) ] 

    log2yy1 = [np.log2(df['yy'][nn]) if df['yy'][nn] != 0 else 0 for nn in range(len(df['yy']))] 

    xx1 = [2**log2xx1[nn] for nn in range(len(df['xx']))]  

    yy1 = [2**log2yy1[nn] for nn in range(len(df['yy']))] 

    return xx1 , yy1 

     

  



 

  

S5. Python script for Analysis and scatter plotting 

import numpy as np 

import pandas as pd  

import os 

import glob 

from natsort import natsorted 

import matplotlib.pyplot as plt 

import scipy as sp 

from scipy import stats 

from hosei import hosei 

font = {'family': 'Arial', 

        'color':  'k', 

        } 

Comp_minus='A2_None' 

folder = '###' 

outputfolder = str(folder)+'/analyzed_res' 

file_names = [] 

for name in glob.glob(str(folder)+'/*'+'_matched'+'*'+'.csv'): 

        file_names.append(name) 

file_names = natsorted(file_names) 

outputnames = [] 

for ff in file_names: 

    q=os.path.basename(ff).split('.', 1)[0] 

    target = '_matched' 

    idx = q.find(target) 

    q = q[:idx]   

    outputnames.append(q) 

print(outputnames) 

df=pd.DataFrame() 

for file,outputname in zip(file_names,outputnames): 

    df2 = pd.read_csv(file,usecols=['Keynucleotide','read_number'],index_col='Keynucleotide') 

    df2 = df2.rename(columns={'read_number': str(outputname)}) 

    df = pd.concat([df, df2], axis=1) 

    #print(df) 

print(df) 

 



 

  

xx=df[Comp_minus] 

XX = (xx / sum(xx))*100000 

Down=[] 

Up=[] 

for outputname in outputnames: 

    if outputname==Comp_minus: 

        Down.append(0) 

        Up.append(0) 

        pass 

    else: 

        fig, ax = plt.subplots() 

        yy=df[outputname] 

        YY =(yy / sum(yy))*100000 

        xx,yy = hosei(XX,YY) 

        xx = pd.DataFrame(xx,columns=[Comp_minus],index=df.index) 

        yy = pd.DataFrame(yy,columns=[outputname],index=df.index) 

        XX = xx[Comp_minus] 

        YY = yy[outputname] 

        qvalue=[] 

        sigdef=[] 

        for nn in range(len(XX)): 

            AA = XX[nn] 

            BB = YY[nn]     

            CC =sum(XX)-AA 

            DD =sum(YY)-BB 

            df_cross = pd.DataFrame([[AA,BB],[CC,DD]]) 

            try: 

                chi2, pp, dof, ef =  sp.stats.chi2_contingency(df_cross, correction=False) 

                qq= pp*4096     

                if qq<0.05: 

                    if AA<BB: 

                        sigdef.append('Down')  

                    else: 

                        sigdef.append('Up') 

                else: 

                    sigdef.append('F') 



 

  

                qvalue.append(qq) 

            except ValueError: 

                qq= 'NA' 

                qvalue.append(qq) 

                sigdef.append('F') 

                pass             

        qvalue = pd.DataFrame(qvalue,columns=['qvalue'],index=df.index) 

        sigdef = pd.DataFrame(sigdef,columns=['SigDef'],index=df.index) 

        df3 = pd.concat([XX,YY,qvalue,sigdef],axis=1,names=[Comp_minus, outputname,'qvalue','SigDef']) 

        if folder+'/qvalue/': 

            if not os.path.exists(folder+'/qvalue/'): 

                os.mkdir(folder+'/qvalue/') 

        df3.to_csv(folder+'/qvalue/'+str(outputname)+'_補正後'+'.csv')     

        print(outputname) 

        x = df3[Comp_minus].to_numpy() 

        y = df3[outputname].to_numpy() 

        x = np.ravel(x) 

        y = np.ravel(y) 

        sigdef = sigdef.to_numpy() 

        sigdef = np.ravel(sigdef) 

        print('Down regulate')  

        print(np.count_nonzero(sigdef == 'Down')) 

        print('Up regulate')  

        print(np.count_nonzero(sigdef == 'Up')) 

        Down.append(np.count_nonzero(sigdef == 'Down')) 

        Up.append(np.count_nonzero(sigdef == 'Up')) 

        ######################################################################### 

        temp = (sigdef == 'Down')    

        plt.plot( np.log2(x[temp]), np.log2(y[temp]) , 'ro', alpha=0.8) 

        temp = (sigdef == 'Up')    

        plt.plot( np.log2(x[temp]), np.log2(y[temp]) , 'bo', alpha=0.8) 

        temp = (sigdef == 'F') 

        plt.plot( np.log2(x[temp]) , np.log2(y[temp]) , 'ko', alpha=0.8) 

        plt.xlim(0, 10) 

        plt.ylim(0, 10) 

        plt.xlabel('$¥it{Compound –}$ / Log$_{2}$(RP100K)', fontdict=font) 



 

  

        plt.ylabel('$¥it{Compound +}$ / Log$_{2}$(RP100K)', fontdict=font) 

        plt.title(str(outputname),fontdict=font) 

        plt.show() 

        ######################################################################### 

        if outputfolder: 

            if not os.path.exists(outputfolder+'/'): 

                os.mkdir(outputfolder+'/') 

        fig.savefig(str(outputfolder)+'/'+"補正あり_"+str(outputname)+".png", dpi=200) 

        print('-------------------------------') 

  



 

  

S6. Data sets and Python script used for the analysis in Chapter 2 
 
The data sets, analysis results, and computer code used in the studies in Chapter 2 are 
available on Zenodo by collaborator Yuki Komoto (10.5281/zenodo.7069764). 
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