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研究成果の概要（和文）：本研究では固相法で連続的縮合反応を活用し、合成が困難であった複雑な構造をもつ核酸誘
導体を効率よく合成する手法を開発した。先ず、核膜透過機能をもつ核内低分子であるU1snRNAの5'末端構造のRNAオリ
ゴマーの合成に成功した。このRNAオリゴマーをさらに別途調製したRNAトランスクリプトと連結することによって、世
界で初めてU1snRNA分子の合成を達成できた。また、筋ジストロフィー薬として期待されている2'-O-MCE-RNAのホスホ
ロチオエート誘導体の固相合成も検討した結果、極めて効率のよい合成条件を見いだすことができた。また、フローマ
イクロ系でこの原料のウリジン誘導体も合成することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we suceeded in synthesizing the full structure of U1snRNA, which wa
s very difficult to synthesize, by using sequential condensations in the solid-phase. This 5'-terminal 2,2
,7-trimethylguanosine cap structure has a function capable of passing through the nuclear membrane from th
e cytoplasm. The full structure of U1snRNA was constructed for the first time in the world by ligation wit
h an RNA transcript. We also studied the synthesis of 2'-O-MCE-RNA phosphorothioates which have proved to 
be promising as drugs for treatment of muscular dystrophy. They could be obtained in good yields by using 
the optimized conditions. A uridine derivative required for this molecule was successfully synthesized by 
a microflow system.

研究分野：
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1. 研究開始当初の背景 
 特定な機能を付与した人工核酸の合成研
究は、ヒトゲノムの完全解読以来、急激に国内
外で活発に行われてきた。しかし、天然塩基
を人工核酸の素材として使っている限り、ミス
マッチ塩基対形成は避けがたい。また、塩基
対形成能が弱いため、細胞内で充分に標的
遺伝子と結合させるためには、長鎖の DNA オ
リゴマーが必要になる。そのため、理想的な人
工核酸を設計するためには、この問題を根本
的に解決する必要があり、これまで様々な人
工核酸が合成されてきた。しかし、天然塩基を
凌駕する優れた塩基識別能と塩基対形成能
をもつ人工核酸はほとんどないのが現状であ
った。このような機能性核酸の合成には、通常
の固相合成では、対応ができなく、さらに連続
操作を組み込んだ進化した固相合成法の開
発が求められていた。 
 
２. 研究の目的 
 本研究は高度に機能化した革新的人工核
酸を固相法で効率よく高純度で合成する手法
の確立し、多種多様な要求に答えることを目
指し、研究をおこなうものである。連続的固相
合成法を用いて、細胞核内移行シグナルであ
る TMG キャップ構造の合成、筋ジストロフィー
治療に適用可能な、より効能の高い核酸医薬
の開発、次世代の核酸医薬として期待される
アンチジーン法に用いる三重鎖形成核酸の
合成を通し、核酸医薬の新しい展開をはかっ
た。 
 
３. 研究の方法 
	
 本研究では、まず、DNA や RNA の塩基対
形成能を向上させるために、G−C 塩基対形
成に着目し、この３本の水素結合を４本に拡
張し、さらに強力な塩基対形成を実現する。
複素環を導入したものを検討する。一方、
A-T 塩基対に関しては、スタッキング効果が
期待できる 2-チオチミン塩基を活用する。さら
に、この人工塩基の５位にアセチレン残基を
導入し、さらなるスタッキング効果による塩基
対形成能の向上を図る。最終的に、これらの
人工塩基を組込んだ DNA ,RNA を固相合成
法で連続合成を活用し検討する。とくに、キャ
ップ構造をもつ RU1snRNA やエキソンスキッピ
ング活性をもつ 2’-O-修飾 RNA などの機能
性人工 RNA 合成に関しては、様々なホスホロ
アミダイト活性化試薬を検討し縮合効率を
99.5%以上向上できる縮合系を開発する。 
 
４.	
 研究成果	
 
	
 [1]	
 集積合成を利用した TMG キャップ構
造の合成	
 
	
 細胞核内で転写された mRNA はタンパ
ク質への翻訳のために核外へ輸送される。
興味深いことに mRNA のスプライシング
過程で重要な働きを果たすスプライソソー
ムは転写後、RNAとして一旦核外に輸送さ
れるものの、その後核内へさらに輸送され、

機能を発現する。ここで鍵となるのが TMG
キャップ構造である。細胞質内で RNA の
末端にTMGキャップ構造が形成されると、
核内移行シグナルとして働くことがこれま
での研究によって明らかとなっている。そ
こで我々は TMG キャップ構造を、集積合
成を利用した化学合成法の開発を行うこと
で、生化学的な機能の解明のみならず核内
へ任意の分子を移行させるシグナル分子と
しての可能性を追求した。 
	
 ヌクレオシドのホスホロアミダイト誘導
体を 1-ヒドロキシ-７-アザベンゾトリアゾ
ールと反応させると、リンの転位反応を含
む反応が起こり、トリエステル型の活性エ
ステルに変換される。そこで別途固相合成
で合成した 5´-末端がホスホリル化された
DNA オリゴマーに対して反応させ、アデ
ニル化された DNA オリゴマーと TMG キ
ャップ構造をもつ RNA オリゴマーを下記
のように合成することに成功した。合成し
た TMG キャップ構造を有する RNA オリ
ゴマーおよびその類縁体をもちいて輸送タ
ンパク質 Snurportin 1 との相互作用を評
価することで、より簡便な構造での輸送シ
グナルの開発に成功した。 
[2]	
 集積合成を利用した筋ジストロフィー
治療に用いる核酸医薬開発	
 
	
 難治性疾患である筋ジストロフィーに対
し、核酸医薬は最も有力な候補として研究
が進められている。しかし、現在臨床試験
にて用いられている化合物は効能が低く、
多量の投与が必要であるため、より効果の
高い核酸医薬の開発が強く求められている。
そこで我々は効率的な核酸医薬の開発に向
けて、連続的固相合成法を利用し多種多様
な誘導体合成を行い、現在用いられている核
酸医薬よりも効能の高い分子を探索した。 
	
 多種多様な誘導体合成の結果、合成した
2´-O-[2-(N-メチルカルバモイル )エチ
ル]-RNAホスホロチオエート体は、従来の
核酸医薬より高い効能を示した。更なる効
能の向上を指向し、下記のように塩基部修
飾 2´-O-[2-(N-メチルカルバモイル )エチ
ル]-RNAホスホロチオエート体の連続的固
相合成法を確立した。このように合成手法
の確立により、多種多様な修飾核酸をもち
いた構造活性相関が可能となった。 
[3]	
 集積合成を利用したアンチジーン法に
適用可能な三重鎖形成核酸の合成	
 
	
 アンチジーン法とは、従来の核酸医薬で
汎用的に標的とされていた mRNA ではな
くゲノム DNA を標的とする手法である。
mRNA はゲノム DNA から多量に転写され
るため、従来の核酸医薬の効果は容易に減
衰すると考えられる。一方、アンチジーン
法ではゲノム DNA 上での転写過程を阻害
することから、従来法より効率的に遺伝子
発現の阻害が可能であると考えられる。し
かし、これまでアンチジーン法に用いるた
めに開発されてきた三重鎖形成核酸(TFO)



は、ゲノム DNA との相互作用と競合して
転写産物である mRNA との相互作用を示
し、また TFO自身による高次構造を容易に
形成することから、アンチジーン法として
の効能が限られるという問題点があった。
そこで我々は、集積合成を利用し、従来の
問題点を解決しうる人工修飾三重鎖形成核
酸の開発を行った。 
	
 以上のように、時間集積（ワンポット反
応）となる連続的固相合成法により、高度
に機能化した核酸の合成手法の開発を行っ
た。本研究を通して多種多様な核酸分子の
合成手法を確立し、核内の移行や、DNA二
重鎖とは結合するが RNA とは結合しない
核酸分子など、多種多様な要求に答えうる
高度に機能化した人工修飾核酸の開発に成
功した。 
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