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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、異常遺伝子に直接作用しその発現を特異的に阻害する核酸医薬であ
るアンチジーン核酸の創製を目的として行った。天然の核酸では結合不可能な遺伝子領域に対して結合可能な人
工核酸の化学合成に成功し、安定かつ選択的な3本鎖DNA形成可能であることを明らかにした。さらには、新規核
送達技術の開発にも成功し、この人工核酸を組み込んだアンチジーン核酸により効果的な遺伝子発現阻害に成功
した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to create the antigene method, which is an 
oligonucleotide therapeutic that acts directly on abnormal genes and specifically inhibits their 
expression. We succeeded in the chemical synthesis of an artificial nucleic acid capable of binding 
to a gene region that can not be bound by natural nucleic acid, and revealed that stable and 
selective triplex DNA formation can be formed. Furthermore, we also succeeded in developing a new 
nuclear delivery technology, and succeeded in effectively inhibiting gene expression by antigene 
oligonucleotides having the artificial nucleic acid.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 創薬化学　核酸医薬　ゲノム創薬　アンチジーン核酸　核送達技術
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、新規モダリティ創薬の一つとして期待される核酸医薬のなかでも、これまでに標的をされてい
ない2本鎖DNAを標的とした新規創薬手法の基礎的成果を挙げているため、社会的な意義は大きい。また、核酸の
高次構造の一つである3本鎖DNA形成を人工的に形成させることに着目した人工核酸の化学合成にも成功してい
る。しかも、本研究で得られた人工核酸搭載アンチジーン核酸は、異常遺伝子を発現上流部である転写の段階を
阻害する成果を挙げており、学術的な意義も非常に大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
DNA や RNA の解析技術の進歩により、ゲノム情報を利用した病気の診断や治療など、様々な

研究が盛んに行われている。このような研究の中でタンパク質をコードしない ncRNA の様々な
機能の発見はライフサイエンスの革命的な変化を生み出している。小さな RNA は複数の遺伝子
発現を制御していることから癌や糖尿病など多因子疾患の創薬標的あるいはリードとして臨床
応用に向けた研究が活発化している。また、メッセンジャーRNA（mRNA）スプライシング機構を
標的としたアンチセンス核酸は、現在数例ではあるが治験が開始されている状況にある。一方、
RNA の制御・調節機能の複雑さが明らかになるにつれ、RNA 産生そのものの制御など謎が深まっ
ている。2 本鎖 DNA を標的にするアプローチは RNA を標的とする創薬に比べて展開速度は遅い
ものの、病気に関与している異常遺伝子のみに直接作用し転写の段階を阻害するため、次世代
の核酸医薬（アンチジーン核酸）として注目すべき手法である。 
アンチジーン核酸は、遺伝子の異常が関与する様々な病気の根本的な原因となる 2本鎖 DNA に
高い配列特異性と安定性で 3本鎖 DNA1)を形成し転写過程を阻害する方法である。さらに、人工
的に形成させた 3 本鎖 DNA 領域では特定の遺伝子発現（転写）を人工的にコントロール 2)、内
在性機構を利用した突然変異の誘起 3)や修復など遺伝子編集 4)に利用できる可能性も示されて
いる。これらの詳細な機構は未解明であるものの 3本鎖 DNA 形成の有用性は明らかである。し
かしながら、3 本鎖 DNA を形成できる 2 本鎖 DNA 塩基配列に制限があり一般的な利用の妨げに
なっている。この制限を克服するための非天然型核酸の開発研究も行われ、糖部を修飾した BNA
や塩基部分を修飾した核酸誘導体により一部制限を克服した例が報告されている。しかしなが
ら、これらの人工核酸を用いて細胞内で遺伝子発現を阻害した報告例はない。 
 
２．研究の目的 
化学修飾したオリゴヌクレオチドは、特定の遺伝子の発現過程に直接作用して制御すること

ができ、「核酸医薬」として臨床応用に向けた研究がなされている。多様な機能を有する RNA
は、遺伝子発現制御には画期的な標的であるが、RNA 調節機構の複雑さから、今後は RNA 制御
の根幹となる DNA を標的とした創薬開発の重要性が再認識されると考えられる。申請者はこれ
までに、2 本鎖 DNA 標的に配列特異的に 3 本鎖 DNA を形成可能な独自の人工核酸を創製し展開
してきた。本研究では、「3本鎖 DNA 形成による遺伝子発現制御法を基盤とした核酸医薬」の構
築を目的とし、3 本鎖 DNA 形成オリゴヌクレオチドの細胞内での安定性や利用率を高めるため
の化学修飾を施した機能性補助核酸の創製と人工核酸技術と融合させ、核酸医薬の基盤構築を
目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、3 本鎖 DNA 形成による核酸医薬の基盤構築を目指し、配列依存性を克服し

た TA 塩基対認識人工核酸の創製、アンチジーン核酸の生体内利用率を高める機能性補助核酸概
念の確立を行う計画をした。具体的には、CG 塩基対認識人工核酸設計概念を拡張し TA 塩基対
認識の一般性を獲得した人工核酸を開発する。人工核酸搭載アンチジーン核酸を核内でより効
率的に機能させるため、相補鎖による 2本鎖形成による細胞内での安定性の向上、さらに相補
鎖の末端に核移行性基を、内部に特殊塩基を導入する。核内酵素による特殊塩基除去によるア
ンチジーン核酸の放出により、効率的に標的サイトに届ける斬新な補助推進核酸（多機能性ブ
ースター核酸）の仕組みを確立する。これらの人工核酸の機能を融合し、3 本鎖 DNA 形成を基
軸とした核酸医薬の創製基盤構築を達成する。 
 
４．研究成果 
配列依存性を克服した TA塩基対認識人工核酸の創製として、これまでに見いだしていたシュ

ード dCを基本骨格とした人工核酸の CG塩基対認識様式を参考に、多点水素結合設計概念の拡
張を行った新規人工核酸の設計を行った（図１）。この分子は、アデニン認識ユニットとして芳
香族アミンを導入すること
で、TA塩基対の Tに加えて A
とも水素結合を形成可能と
し、TA 塩基対に対する選択
性の獲得を期待した。さらに、
芳香族性に由来する隣接核
酸塩基間でのスタッキング
相互作用も増強し、親和性の
向上を期待した。そして、二
つの複素環をつなぐ回転可
能な結合により、配列の変化
に伴う 3 本鎖構造の変化に
対して柔軟に適応可能とな
り、配列に依存することなく
TA 塩基対を認識可能である
と期待した。 
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TA 塩基対認識 CG塩基対認識  
 図 1 分子設計概念の拡張による TA塩基対認識分子の設計 



化学合成は、化合物1を用いたヘック反応によりC-ヌクレオシド骨格を構築した（化合物2）。
続いて、5’位水酸基のジメトキシトリチル保護、アデニン認識ユニットの導入により化合物 3 
を合成した。その後、2位置換基の変換、アミノ基のフェノキシアセチル保護、3’位水酸基の
亜リン酸化を経て、DNA 合成前駆体であるアミダイト体 4 の合成をそれぞれ達成した。そして、
この化合物 4を DNA 自動合成装置でオリゴヌクレオチド（TFO）に組み込み、固相からの切り出
しと精製を行い人工核酸が組み込まれた TFO(5)を得た（式 1）。 

蛍光標識（FAM）した標的 2本鎖 DNA に TFO の濃度を徐々に増やして添加したサンプルをゲル
シフトアッセイにより評価を行うことにより、移動度の遅いバンドとして 3本鎖 DNA 形成を観
測することができる。これらのバンドの蛍光強度を定量化することにより錯体形成定数を求め
ると、隣接する 3'側の塩基が A、5'側が G である配列(3'AZG5')において、TA 塩基対を選択的
かつ高い親和性で認識することを達成した（図 2）。一方、隣接塩基が異なる配列(3'AZA5'、
3'GZA5'、3'GZG5')では、TA 塩基対に対する親和性の低下、または選択性の低下が確認され、
その認識能は配列に依存することが明らかになった。また、四つの標的塩基対に加えてデオキ
シウリジンとアデノシンによる塩基対（dUA）に対する 3本鎖形成能も同様に評価したところ、
TA 塩基対よりも dUA 塩基対
に対する認識能の方が高い
ことを確認した。このことか
ら、新規人工核酸のアミノ基
と TA 塩基対の T の 5 位メチ
ル基間で立体反発が生じ、配
列依存性を示したのではな
いかと考えている。以上のよ
うに、一部未解決の問題点が
明らかになったが、提案した
TA 塩基対の認識に成功した。 
同時に、CG 塩基対認識能

の向上を期待して、シュード dC を基本骨格として、グア
ニン認識ユニットの構造最適化を行った。これまでの 3
位にメチル基を有するアミノピリジンユニットに加えて、
4 位にメトキシ基を有するアミノピリジンユニットを見
いだす事に成功した（図 3）。この化合物のピリミジン環
上の窒素原子の pKa を NMR 測定により算出した結果、7.3
となり中性条件下で充分にプロトネーションされている
ことも明らかにした。さらに、認識能はこれまでに報告
した人工核酸よりも同等かそれ以上あることも明らかに
した 5)。 

式1 新規人工核酸と3本鎖形成オリゴヌクレオチドの合成 

図 2 AZG 配列における 3本鎖形成能評価 

図 3 構造最適化により見いだ
した CG塩基対認識人工核酸 

図４ ブースター核酸の予想される効果 

～ブースター核酸の基本構造～ 

機能性分子 

2’- デ オ キ シ ウ リ ジ ン

（ dU）：核内ウラシル

-DNA グ リ コシ ラーゼ

（UDG）にて除去 

アンチジーン核酸を核内まで効率的

に誘導し、自身は核内で分解されてア

ンチジーン核酸を放出する。 



アンチジーン核酸の生体内利用率を高める機能性補助
核酸概念の確立するために、アンチジーン核酸が核内に
到達する前に分解を防ぐブースター核酸の創製に取り組
んだ。核内において効率的に放出されるように核内酵素
である UDG（ウラシル-DNA グリコシラーゼ）にて除去さ
れる様に設計した（図４）6)。アンチジーン核酸とブース
ター核酸の2本鎖DNAを DNA消化酵素と作用させた結果、
2 本鎖 DNA となる事で酵素耐性能が向上し、安定性の向
上が期待された。また、上記の 2 本鎖 DNA と蛍光標識し
た標的となる 2 本鎖 DNA を混合してゲルシフトアッセイ
を行ったところ、3 本鎖 DNA 形成も全く観測されなかった。しかしながら、興味深いことに核
内酵素である UDG 存在下で 2本 DNA 同士を混合すると、標的 2本鎖 DNA に対して 3本鎖 DNA 形
成が観測された（図５）。さらに、酵素量を増やすことにより明らかな 3本鎖形成由来のバンド
が濃くなることから、酵素によりブースター核酸の分解さらには放出されたアンチジーン核酸
による 3本鎖 DNA 形成であることが示唆された。そこで、ブースター核酸に消光剤、アンチジ
ーン核酸に蛍光剤を取り付けた 2本鎖 DNA を細胞にトランスフェクションしたところ、核内で
アンチジーンの蛍光発光が観測された。一方、ブースター核酸に UDG の基質にならない核酸を
用いた所、蛍光発光は全く確認されず、一本鎖 DNA であるアンチジーン核酸が細胞内、核内も
含めて放出されていないことを明らかにした。この情報をもとに、遺伝子発現阻害能がどのく
らいあるのかを全 RNA を抽出したのちに標的の mRNA を RT-PCR により定量を行った結果、1 本
鎖状態の人工核酸搭載アンチジーン核酸による効果よりも、ブースター核酸と 2本鎖 DNA を形
成させた時の方がより発現量の低下が確認され、効果的なアンチジーン効果を示すことを見い
だした。本研究により、申請時に提案したブースター核酸の基本的な概念の構築に成功した。 
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