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研究成果の概要（和文）：本研究ではmRNAなどに代表される長鎖オリゴ核酸の合成を可能にする核酸のケミカル
ライゲーション（化学的連結）反応の開発を行った。核酸医薬に用いるオリゴ核酸合成には高い分子均一性や非
天然構造に対する許容性が求められるため化学合成が最適であるが、現状の固相合成法では合成可能な長さに上
限がある。そのため固相合成したオリゴ核酸のフラグメント同士を化学反応で連結する手法が必要である。本研
究では天然核酸に類似した連結構造を持つライゲーション体を与える核酸のケミカルライゲーション法の開発を
行った。

研究成果の概要（英文）：We developed chemical ligation reaction for oligonucleotides (ONs) that 
enables the synthesis of long ONs such as mRNA etc. In the ON synthesis for ON medicines, chemical 
synthesis is optimal because high molecular homogeneity and tolerance for unnatural structure are 
required, but the current solid phase synthesis has an upper limit on the length of the products. 
Therefore, it is necessary to couple the fragments obtained by the solid phase synthesis by chemical
 reaction. We developed new chemical ligation reactions for ONs, which afford ligated strands having
 a linkage structure similar to that of natural ONs.

研究分野： 核酸化学
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１． 研究開始当初の背景 

 近年 mRNA などに代表される長鎖オリゴ

核酸の化学合成法の開発が求められている。

特に核酸医薬などの目的に用いられるオリ

ゴ核酸に求められる高い化学的均一性を満

たし、更に安定性や機能の向上のために非天

然核酸を自在に組み込める合成手法へのニ

ーズは大きい。 長鎖 RNA の合成法としては

RNA polymerase を用いた in vitro 転写法が存

在するが、上記の要請を満たしていない。す

なわちこの方法では、酵素の転写忠実性が不

完全であるために合成物の化学的均一性に

問題があり、更に非天然型ヌクレオチドの組

込みに大きな制約がある。これらの問題点を

解決する手法として、長鎖 RNA の化学的合

成法の開発が求められている (図 1)。 

 

図 1 長鎖 RNA 合成における課題 

 

 RNA の化学合成では、ホスホロアミダイト

法を用いた固相合成が一般的であるが、現状

において 80 塩基程度の鎖長伸長が限界であ

る。固相合成で作られた RNA フラグメント

同士をライゲーションする反応が可能とな

れば、化学合成による長鎖 RNA 合成への道

が開ける。 

 

図 2 研究の目的: 

RNA フラグメントのライゲーション反応の開発 

 

このような需要が存在するものの、RNA フラ

グメントのライゲーション法の開発は進ん

でいない。数少ない前例の一つに、末端にア

ルキンとアジドを持つオリゴ核酸同士をク

リック反応で連結する手法が存在する。しか

し反応で形成されるトリアゾール骨格が、天

然のリン酸エステルと大きく異なるため、酵

素による翻訳に問題が生じる可能性が高い。 

 

２． 研究の目的 

 以上のような背景を踏まえ、翻訳可能な構

造を与える RNA のライゲーション法の開発

を目指した。翻訳可能性を担保するために、

ケミカルライゲーションで生じる連結構造

が、天然のホスホジエステル構造に近いケミ

カルライゲーション反応の開発を目指した。 

 

３． 研究の方法 

 上記のような制約を踏まえて、次のような

ケミカルライゲーション反応を設計した。5'

末端あるいは 3'末端にホスホロチオエート基

を持つオリゴ核酸を求電子剤で処理しホス

ホロチオエステル基を形成させる。これに対

し 3'あるいは 5'末端にアミノ基やチオール基

を持つオリゴ核酸を求核攻撃させ、ホスホロ

アミデート結合やホスホロチオレート結合

で連結したオリゴ核酸を与える。ここで生じ

る連結構造は天然のホスホロジエステル結

合の酸素原子 1 つを窒素原子あるいは硫黄原

子に置き換えたもので、構造は極めて類似し

ており生成物の生理活性が担保される。 

 

４． 研究成果 

(1) アミノ基末端を利用した連結反応 

アミノ基末端を有する基質の場合、以前の検

討からホスホロチオエート基の活性化剤と

して DNFB (2,4-ジニトロフルオロベンゼン)

が最適な求電子剤であることを見出してい

た (図 3)。 



 

図 3  DNFB を利用した連結反応のスキーム 

 

この試薬を用いることで、ライゲーション反応

は DNA, RNAのどちらの基質の場合でも pH 

7-8 の条件で良好に進行した。更に反応条件

を最適化することで、生成物が 112 塩基長など

の長鎖の DNA 合成にも適用することが可能で

あった(図 4)。また、より実用性に優れた手法とし

て DNFBで活性化された DNA を単離せずにラ

イゲーションを進行させる反応条件も見出した。

(Nucleic Acids Research, 2017, 45, 7042.) 

図４ 長鎖 DNA の連結反応 

 

(2) チオール基を利用した連結反応 

末端にチオール基を持つオリゴ核酸を求核

剤として連結反応の検討を行った。この場合、 

DNFB では反応は進行せず、ホスホロチオエ

ート基最適な活性化剤の探索が必要であっ

た。様々な求電子的活性化剤を検討したとこ

ろ、S-2-pyridyl-2,4,6-trimethyl benzothioate を

用いることで、ホスホロチオエート基とのジ

スルフィド結合で連結されたライゲーショ

ン体が良好な収率で得られることを見出し

た。本反応はチオール基の高い求核性を反映

し、短時間で完結する反応であり、細胞内な

どでの効率的な連結反応にも展開が見込ま

れる。 

 

(3) アミノ基末端を利用した連結反応の応用 

(1)で開発したライゲーション反応を利用し

て、ホタルルシフェラーゼに対する siRNA を

コードするベクターの化学合成を行った。こ

のベクターを構成する６断片の核酸（ホスホ

ロチオエート基とアミノ基を含有）を核酸合

成機で合成し連結反応を行った。得られたサ

ンプルをデュアルルシフェラーゼアッセイ

で評価を行ったところ、想定する遺伝子発現

抑制効果を観測することができた。本結果は、

開発したライゲーション反応が生理活性を

有する機能性核酸の合成に有用であること

を示す結果であると言える。今後、連結反応

の最適化を行いより高効率な合成法を開す

る予定である。 
 
(4) スルホンアミド基を利用した連結反応 

上記とは異なる反応機構を持つ新たな核酸

の化学的連結反応の開発を行った。この反応

はスルホンアミド基を有する核酸と、ホスホ

ロチオエート基末端を持つ核酸鎖との連結

反応で、上記と同様にホスホロアミデート結

合で連結された核酸鎖を与える。生成物の構

造は上記と同じであるが、核酸鎖の活性化の

ステップを必要としないこと、およびアミノ

基プロトン化による反応性の低下の問題を

避けられることなどから、細胞内などの生体

環境下での連結反応応用に適している。反応

検討の結果、in vitro において良好な収率で連

結体を与える条件を見出すことに成功した。

今後は細胞内での連結反応による生理活性

核酸の構築などに応用していく予定である。 
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