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研究成果の概要（和文）：本研究では、U snRNAを4つにわけたRNAオリゴマーをRNA Ligaseを用いて酵素連結反
応をおこなったところ、U sn RNAの高次構造の影響によりその連結効率が非常に低く、目的のU snRNAを得る事
ができなかった。この高次構造による影響を少なくするために、splint DNAとDNA Ligaseを用いて酵素連結反応
を行ったところ、効率良く目的のU snRNA の合成に成功した。
　また、m3Gキャップ構造やスプライスサイト認識部位に化学修飾を加えたU１snRNAおよびU11snRNAアナログ
も、このDNA Ligaseを用いることで効率良く合成することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we carried out synthesis of a U snRNA by the ligation 
reactions using four RNA oligomers and RNA ligase. However, the ligation efficiency was very low due
 to the steric hindrance of the RNA structure. In order to overcome the steric hindrance, we used 
DNA ligase in the presence of a splint DNA. As a result, we successfully synthesize a U snRNA in an 
efficient yield.  
Moreover, we also synthesized modified U1 and U11 snRNA analogs containing a m3G cap structure under
 the ligation conditions using DNA ligase in the presence of a splint DNA. At the present, the 
splicing activities of the U RNAs are evaluated cystic fibrosis model cells.  

研究分野： 生物有機化学

キーワード： U snRNA　スプライシング　核酸合成

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子変異によるエキソンの欠落を化学合成したRNAによって阻止する「スプライシングコレクション」は、こ
れまで治療が困難とされてきたスプライシング異常に起因する遺伝子疾患の治療に多いに貢献できると期待され
る。また、従来の核酸医薬とは全く違った作用機序をもつため、当該分野における貢献度も高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 エキソンとイントロンのつなぎめの配列（スプライスサイト）は、U1 snRNP と U6 snRNP に

よって認識されるが、このスプライスサイトに変異が入ってしまうとこれら UsnRNP が結合で

きなくなり、スプライシング異常が起こるため疾患につながってしまう。例えば、U1 snRNP

が結合する 5'-スプライスサイトへの変異による疾患としては、一部の筋ジストロフィーや脊髄

性筋萎縮症、嚢胞性線維症、血友病などが挙げられる。U1snRNA は 5'側のわずか 8 塩基のみで

pre-mRNA を認識しており、多少の多様性をもっているが、この位置に変異がおき U1 snRNA

との結合が弱くなってしまうと、その位置でのスプライシングが起きなくなってしまう。現在

までに、遺伝子工学的な手法を用いてスプライスサイトの変異に合わせた変異 snRNA を細胞内

で作らせると、スプライシング異常が解消され、正常な mRNA が生成される事が報告されてい

る。この知見は人工 U1 snRNA が新たな作用機序をもつ核酸医薬候補であることを示唆してい

る。 
 Pre-mRNA に結合するアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いてスプライシングを阻害し、
特定のエキソンを人為的に欠落させるエキソンスッキッピングは筋ジストロフィーの新しい治
療法として注目されており、日本でも、臨床試験がおこなわれている。 

  しかし、このエキソンスキッピングは多少短くなっても機能するジストロフィン特有の性質

を利用したものであり、ほとんどのエキソンの欠落を伴う遺伝子疾患では効果が期待できない。

それに対し、本研究課題のように遺伝子変異によるエキソンの欠落を化学合成した RNA によ

って阻止する「スプライシングコレクション」は、適応できる疾患も多いと期待される非常に

独創的な技術であり、未だ報告例はない。しかし、U1snRNA の化学合成は非常に難しく、これ

までに化学合成の報告例はなかった。その理由は、この RNA が 164 塩基と鎖長が長いことと、

5'-末端に非常に複雑なトリメチルグアノシンキャップ（m3G）構造(図 3a)を有するためである。

m3G 構造は、スプライシングに関与する UsnRNA に共通した構造であり核内局在化に非常に重

要な役割をもつが、塩基性条件下非常に不安定であるため通常の RNA 合成法では合成できな

い。 

 そこで、我々はこれまでに培ってきた世界最高峰の RNA 合成技術、「迅速かつ高効率なポリ

リン酸化」(Org. Lett., 2012)と「中性条件下切り出し可能なシリルリンカー」(J. Am. Soc Chem, 

2004)を駆使し、最近、m3G 構造を有する RNA オリゴマーの効率合成に成功している。現在で

は、世界に先駆けて U1 snRNA の化学合成を初めておこなうことが出来ている。(Org. Lett., 

2013) 本研究課題では、提案者のもっている RNA 合成技術および核酸化学分野の知識をフル

活用し、高度に化学修飾した U1 snRNA を合成した後、スプライシングコレクションに用いて

いく計画で研究を行った。 

 

２．研究の目的 

 研究課題では、化学合成した核内低分子RNA（U1 snRNA）を用いて、「遺伝子突然変異によるスプライ

シング異常を正確に修正するスプライシングコレクション技術」の開発をおこなう。 

 遺伝子疾患のうちの 15％程度がスプライシング異常によるものであり、またそのほとんどがスプライス

サイト配列（イントロンとエキソンの境界配列）におこった塩基配列の変異によって引き起こされる。通常、

スプライスサイト配列は、相補塩基配列を有するUsnRNA（主にU１およびU６）によって認識され、それ

らを含むスプライソソームによってイントロンが切り出される。このスプライスサイトに変異がおき

UsnRNAに認識されにくくなると、目的の位置でのスプライシングが起こらなくなり一部のエキソンがイン

トロンとして扱われてしまう。そこで、本研究課題では変異したスプライスサイトに相補的な配列をもつ人

工UsnRNA（今回はU１snRNA）を化学合成し細胞導入をおこなうことで、スプライシングを正常にもどす

ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、「１. 修飾 U１snRNA の化学合成」および「２. 修飾 U１snRNA を用いたスプラ

イシング効率の評価」、「３. 修飾 U１snRNA を用いた遺伝子発現抑制評価」を行った。 



(1) 修飾 U１snRNA の化学合成 

 修飾 U1 snRNA の化学合成では、「a. U1 snRNA の高効率化学合成法の確立」、「b. 核酸分解酵

素に対する耐性向上、および標的 mRNA との結合能向上を指向した化学修飾基の導入」、「c. 効

率の良いドラッグデリバリーを目指した化学修飾基の導入」を行った。 

 

  a. U1 snRNA の高効率化学合成法の確立 

 U１snRNA は５'側のわずか８塩基を使ってイントロンとエキソンにまたがるスプライスサ

イトを認識する。そこで、U１RNA のこの部分に修飾を加え疾病原因遺伝子の塩基配列変異に

対応させるほか、さらなるスプライスサイト認識や核酸分解酵素に対する耐性の向上をおこな

っていく。そのためには、人工 U1 snRNA の高効率な化学合成法を確立する必要がある。 

 これまでに我々は「ホスホロアミダイト化合物を利用した高効率ポリリン酸化反応」を独自

に開発（Org. Lett., 2012）し、m3G キャップ構造を有するオリゴヌクレオチドの迅速かつ高効

率な合成法を報告してきた。(Org. Lett., 2013)現在では、m3G キャップ構造を有する U1 snRNA

の５'側の短い RNA 分子と３'側の長い RNA 分子を別途合成し、T４DNA Ligase を用いて連結す

ることで、世界で初めて U1 snRNA の化学合成に成功している。しかし、３'側の長い RNA 分

子は T７RNA ポリメーラーゼを用いた酵素合成で合成しているため、後述する様々な化学修飾

基を U1snRNA に導入することが困難である。そこで、本研究では U1 snRNA を 4 つに分割し、

それぞれを有機化学合成した後に、それらすべての RNA オリゴマーを T4 RNA Ligase 2 で鋳型

DNA を用いることなく一気に酵素連結し、高効率な U1 snRNA 合成を目指した。 

 

 b. 核酸分解酵素に対する耐性向上、および標的 mRNA との結合能向上を指向した化学修飾基

の導入 

 核酸分解酵素に対して高い耐性を示すことは、核酸医薬において必須な条件である。これま

でに、我々は独自で開発した 2’-水酸基に N-メチルカルバモイルエチル基（MCE）を有する

MCE-RNA が核酸分解酵素に非常に高い耐性を示すことを見いだしている。また、ピリミジン

塩基の 5-位にメチル基を導入しても核酸分解酵素に耐性をもつことが、我々の研究の中でわか

っている。これらの知見を基盤とし、U1 snRNA のどこに MCE 基もしくは 5-メチル基を導入す

れば、スプライシング制御活性を損なわず生体内での安定性を向上できるかを詳細な構造活性

相関を嚢胞性線維症モデル細胞での評価する計画で研究を行った。 

   

  c. 効率の良いドラッグデリバリーを目指した化学修飾基の導入 

 U1 snRNA のドラッグデリバリーも本研究課題の重要なポイントであるが、「一般的なカチオ

ニックリポソームなどのトランスフェクション試薬を使ったデリバリー」と「化学修飾のみで

トランスフェクション試薬を使わないデリバリー」両方を検討した 

 

(２) 修飾 U１snRNA を用いたスプライシング効率の評価 

 合成した修飾 U1snRNA を用いて、スプライシングコレクションの検討を行う。CFTR イオンチャンネ

ルの exon12 のスプライスサイトが変異した mini gene を導入した HeLa細胞（嚢胞性線維症モデル細

胞）に対し、変異したスプライスサイトと相補的になるように設計した修飾 U1snRNA を細胞に、スプライ

シングの回復を確認することを目指した。様々な修飾U1snRNAを用いて構造活性相関をとることで、

よりスプライシング効率の高い修飾 U１snRNA のデザインにつなげていく。 

 

４．研究成果 

  本研究課題では変異したスプライスサイトに相補的な配列をもつ人工 UsnRNA（今回は

U１snRNA や U11snRNA）を化学合成し細胞導入をおこなうことで、スプライシングを正

常にもどすことを目的としている。 U１snRNA および U11snRNA は５'側のわずか８塩基



を使ってイントロンとエキソンにまたがるスプライスサイトを認識する。これまでに我々

は「ホスホロアミダイト化合物を利用した高効率ポリリン酸化反応」を独自に開発し、m3G

キャップ 構造を有するオ リゴヌクレオチドの迅速かつ高効率な合成法を報告してきた。 

 そこで本研究では、まず、効率の良い長鎖 RNA 構築法の開発検討を行った。U snRNA（U1 

snRNA および U11 snRNA）を 4 つにわけた RNA オリゴマーを T4RNA Ligase 2 を用いて酵

素連結反応をおこなったところ、U sn RNA の高次構造の影響によりその連結効率が非常に

低く、目的の U snRNA を得る事ができなかった。この高次構造による影響を少なくするた

めに、splint DNA と T4 DNA Ligase を用いて上記 RNA オリゴマーの酵素連結反応を行った

ところ、効率良く目的の U snRNA の合成に成功した。 

 また、m3G キャップ構造やスプライスサイト認識部位に化学修飾を加えた U１snRNA お

よび U11snRNA アナログも、この T4 DNA Ligase を用いた手法により効率よく合成するこ

とができた。 

 現在では、これらUsnRNAと、CFTRイオンチャンネルのexon12のスプライスサイトを変

異させたmini geneを導入した嚢胞性線維症モデル細胞を用いて、合成した核酸の取り込み効

率、およびスプライ シング活性評価を行なっている。 
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