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研究成果の概要（和文）：研究代表者の和田は、リン原子の立体が厳密に制御された光学活性ホスホロチオエートRNA
の実用的合成法の開発に成功した。さらに、光学活性ホスホロチオエートRNAと相補的な塩基配列を有するRNAとの二本
鎖形成能を調べ、リン原子の絶対立体配置がRNA二本鎖の熱力学的安定性に及ぼす効果を明らかにした。一方、研究分
担者の竹下は、PS-siRNAのRNA分解酵素に対する安定性を検討し、PS結合はが1箇所ならばsiRNA配列の中央から3’末端
側、光学活性体では、Rp体よりSp体、PS結合5箇所導入siRNAは、5’よりも3’末端側で安定性が向上し、生体へ投与し
た際もRNAi効果が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A practical method for the synthesis of stereoregulated phaosphorothioate RNA (PS-
RNA) was established. By using novel nucleoside oxazaphospholidine monomers, various P-stereoregulated PS-
RNAs including PS-siRNAs were successfully synthesized. Using the resultant PS-RNAs, we demonstrated that 
the PS-RNA with an all-Rp-phosphorothioate backbone formed a more stable duplex with the complementary RNA
 than the unmodified counterpart, whereas duplexes consisting of an all-Sp-PS-RNA or a stereo-random count
erpart were significantly destabilized. The stability of PS-siRNA was assessed by treatment with RNA degra
dation enzymes. The siRNA harboring a single PS bond located from center to 3' side of its sequence  and t
he Sp isomer of PS-siRNA showed higher stabilities compared with the Rp isomer. Furthermore, five consecut
ive PS bonds on the end of 3'-terminal side of siRNAs more contributed the stabilization of themselves and
 induction of RNAi activity on a mouse model of human breast cancer.
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１．研究開始当初の背景 
siRNA をはじめとする非コード RNA を用いた
核酸医薬の開発は、すでに臨床段階まで進ん
でおり、疾患に対する全く新しい治療法とし
て大きな期待が寄せられている。一方で、核
酸医薬の体内での安定性向上やデリバリー
技術の確立など、解決されるべき課題も多い。
研究代表者の和田は、合成可能な塩基配列に
制限は有るものの、生体内で安定であり、核
酸医薬として優れた性質を有するホスホロ
チオエート RNA（PS-RNA）の不斉合成に世界
で初めて成功し、非コード RNA の医薬の医薬
応用に突破口を開いた（Org. Lett. 2009）。
一方、研究分担者の竹下は、独自にがん転位
モデル動物およびsiRNAのデリバリー法を確
立しており（PNAS 2005）、in vivo イメー
ジング技術を駆使した非コードRNA医薬の有
効性、安全性に全臨床的解析を行う環境、技
術を有していた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、非コード RNA 医薬の生体内
における安定化に必須な、PS−RNA（図１）の
不斉合成法を実用レベルで確立し、ホスホロ
チオエート結合のリン原子の絶対立体配置
が二本鎖形成能、生体内での安定性、核酸医
薬の活性に及ぼす影響を明らかにすること
を目的とする。さらに、光学活性 PS-RNA を
用いて非コードRNAの作用機序の解明を行い、
その動作原理に基づいた優れた核酸医薬を
創成することを目的とする。 

図１. ホスホロチオエート RNAの立体異性体 
 
３．研究の方法 
(1)モノマーの立体選択的合成：長鎖 RNA の
合成に適用可能な 2-シアノエトキシメチル
（CEM）基を 2’-水酸基の保護基として有す
る、リボヌクレオシド 3’-オキサザホスホリ
ジンモノマーの立体選択的合成を検討した。 
 
(2)PS-RNA の立体選択的固相合成：立体化学
的に純粋なモノマーを用い、4 種類の核酸塩
基を有する光学活性ホスホロチオエート RNA
の固相合成法を検討した。 
 
(3)光学活性 PS-RNA の物性評価：合成したリ
ン原子の立体が制御された RNA を用い、相補
的な塩基配列を有するRNAとの二本鎖形成能
を温度可変紫外吸収スペクトル（Tm 値の測
定）により評価した。 
 
(4)PS-siRNA の RNase 処理による安定性およ
び培養細胞における RNA 干渉効果の検
討:siRNA 溶液に RNase 溶液を添加し 37℃に

てインキュベート後、3%アガロースゲル電気
泳動にてインキュベーション時間毎の siRNA
の残存を検討した。PS 結合導入 Luciferase 
siRNA（PS-Luc-siRNA）をリポソーム試薬に
よりヒト乳がん細胞株に導入し、48 時間後
RNA を抽出、cDNA を合成し、リアルタイム PCR
法にて Luc RNA の抑制効果を評価した。また、
細胞からタンパクを抽出しLucの発光抑制も
評価した。 
 
(5)乳がんモデルマウスにおけるPS-siRNAの
RNAi 効果の検討：ヒト乳がん細胞株をマウス
乳腺に移植し、PS-Luc-siRNA を尾静脈から投
与した。がん細胞における発光の抑制をイメ
ージングにより評価した後、腫瘍および非が
ん組織を摘出、RNA を抽出し、Luc mRNA の発
現およびPS-Luc-siRNAの残存量を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)モノマーの立体選択的合成：CEM基を2’-
水酸基の保護基として有する A, G, C, U の
Rp および Sp 絶対立体配置を有するオキサザ
ホスホリジンモノマー計 8種類（図２）を高
立体選択的に合成することができた。31P NMR
による純度検定では、いずれのモノマーも立
体化学純度は 99%以上であった。 

図 2. 2’-O-CEM オキサザホスホリジンモノマー 
 
(2)PS-RNA の立体選択的固相合成：立体化学
的に純粋な 8 種類モノマーを用い、4 種類の
核酸塩基を有する光学活性ホスホロチオエ
ート RNA の固相合成を行い、縮合反応の立体
選択性>99%でオリゴマー（12〜21 量体）を合
成することに成功した。 
 
(3)光学活性 PS-RNA の物性評価：合成したリ
ン原子の立体が制御された4種類の塩基を含
む RNA12 量体を用い、相補的な塩基配列を有
する RNA と二本鎖を形成させ、Tm 値を測定し
た（図３）。 

図３. ホスホロチオエート RNAの二本鎖形成能 
 
すべてのリン原子が Rp 体のオリゴマーは天
然型の RNA二重鎖よりも高い Tm値を示した。
一方、すべてのリン原子が Sp 体のオリゴマ



ーは天然型の RNA 二重鎖よりも低い Tm 値を
示した。以上の検討により、リン原子の絶対
立体配置がRNA二本鎖の熱力学的安定性に及
ぼす効果を明らかにすることができた。 
 
(4)PS-siRNA の RNase 処理による安定性およ
び培養細胞における RNA 干渉効果の検討:1
箇所の PS 結合導入における位置に関して、
siRNA 配列の中央から 3’末端側に配置した
場合、RNase 分解に対する抵抗性と導入細胞
における標的遺伝子の抑制効果が最も高い
ことが示唆された。また、光学活性体につい
ては、R 体と比較し S 体のほうが安定性が高
いことが示されたが、RNA 干渉作用について
は差がみられなかった。 

 
(5)PS-siRNA の乳がんモデルマウスにおける
検討：1箇所の PS 結合導入 siRNA は、がんモ
デルマウスにおいて腫瘍内投与および尾静
脈投与いずれにおいても未導入siRNAと比べ
RNA 干渉作用の持続日数の延長が確認された。
さらに 5 箇所の PS 導入 siRNA を尾静脈投与
した場合、がん細胞における抑制効果の向上
がみられたが、非がん組織へ移行する量の増
加もみられ、医療応用のためには、がん細胞
特異的デリバリー方法との併用が必要であ
ることが示唆された。 
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