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研究成果の概要（和文）：シトシン、アデニン、チミン、ウラシルと網羅的に塩基対を形成するヒポキサンチン
を側鎖に有するPNAモノマーを合成し、oligo PNAとsynDNAとの相補鎖形成挙動を解析することにより，点突然変
異に対応した核酸医薬への展開について検討した．この結果、G以外のC, A, Tの網羅的な相補鎖形成では，GGT
とGTTのΔG(37℃)値の差が0.17 kcal/molと算出され、GとTの認識が困難であることがわかった．一方で，WT 
(GGT) とMT (GCT) との差は2.75 kcal/molと見積もられ，野生型がシトシンであるその他の１塩基変異性疾患へ
の応用について展開できる可能性が示された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we synthesized a PNA monomer with hypoxanthin (Hyp) at the 
side chain, which forms a comprehensive base pair with citocin (C), adenin (A), timine (T), and 
uracil (U), and we investigated the application to nucleic acid medicines corresponding to point 
mutations by analyzing the complementary hybridization behavior of oligo PNA and synDNA. As a 
result, in the comprehensive complementary chain formation of C, A, and T other than G, the 
difference between the values (delta-G at 37℃) of GGT and GTT at is estimated to be 0.17 kcal / 
mol, which makes it difficult to recognize G and T. This means that it is difficult for oligo PNA to
 comprehensively recognize anything other than G. On the other hand, the difference between the 
values of delta-G at 37℃ between WT (GGT) and MT (GCT) is estimated to be 2.75 kcal / mol, It was 
suggested that it could be applied to other single nucleotide polymorphic disease in which the wild 
type is cytosine.

研究分野： 生体分子化学

キーワード： ペプチド核酸　KRAS遺伝子　アンチセンス核酸医薬　ヒポキサンチン　相補鎖形成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
KRAS遺伝子のexon2codon12を中心とした多様な点突然変異はすい臓がんの90%、大腸がんの40%にみられ、がん疾
患全体の約40%に生じる遺伝子変異である．この変異により，最新の分子標的薬（抗EGFR抗体薬）の薬効が期待
できない問題点を引き起こすが、変異のパターンは多様であるため、それぞれに対応した核酸医薬を開発しなけ
ればならない．ヒポキサンチンがゆらぎ塩基として作用することに着目し、細胞内で正常な塩基配列とそれ以外
の点突然変異群を識別する新たな核酸モデルの設計と物性評価は、多様な変異を網羅したアンチセンス型核酸医
薬としての展開が可能となる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難治性がんであるすい臓がんは他のがんと比較して早期発見が難しい上に進行が早く，約 7 割

の患者は診断時にすでに多臓器へ転移して完治できない状況で発見される（5 年生存率：10%以
下）．すい臓がんはいくつかの重要な遺伝子変異が原因となって発生し，中でも KRAS 遺伝子の
変異が極めて早い段階で起こることが知られている．KRAS 遺伝子に点変異が生じることで発現
する変異型 KRAS タンパクでは細胞増殖の ON-OFF 制御ができなくなり，常に増幅シグナルを
送り続けることで腫瘍細胞が増殖し続ける．この KRAS 遺伝子点突然変異はエクソン 2 コドン
12, 13, エクソン 3 コドン 59, 61, エクソン 4 コドン 117, 146 に現れ，特にコドン 12 に高い確率
（80%以上）で確認されている．これらの変異はすい臓がん患者の 90%，大腸がん患者の 40～
50%，肺線がんの 20～30%，肛門部胆管がんの 50％など，実に多くの臓器がんで認められてお
り，がん細胞の増殖アクセル（ドライバー遺伝子変異）としてがん化に関与している．さらに，
このような KRAS 遺伝子の変異により，最新の分子標的薬（抗 EGFR 抗体薬）の薬効が期待で
きない問題点を引き起こす．これは，抗 EGFR 抗体薬は上皮成長因子（EGF）と上皮成長因子受
容体（EGFR）との結合を阻害することにより細胞増殖のシグナル伝達を遮断するが，変異型
KRAS では EGFR の活性を阻害してもシグナル伝達が抑制されず，腫瘍の増殖にストップがか
からないためである．このため，KRAS 遺伝子に変異が認められる先のがん患者には分子標的薬
（抗 EGFR 抗体薬）が使用できない．このような変異型 KRAS の機能・発現抑制により副作用
を伴わないがん治療が期待できるが，現時点ではこのような遺伝子治療薬は開発されていない． 
 
２．研究の目的 
本研究は，複数の塩基（C, A, T, U）と塩基対を形成するヒポキサンチン（Hyp）を側鎖に配し

たペプチド核酸（PNA）を合成し，多様な KRAS 遺伝子１塩基変異を網羅的に標的とする遺伝
子治療薬の開発を目的とした．難治性がんである膵臓がんを対象とした新たながん治療への可
能性を検討した． 

KRAS 遺伝子にみられる多様な点突然変異を細胞内で認識する遺伝子治療薬の開発を念頭に，
本研究グループでは inchworm 型 PNA-PEG（ポリエチレングリコール）コンジュゲート（i-PPc）
による 1 塩基の違いに依存した遺伝子発現制御について検討し，細胞膜透過シグナルペプチド
を付与させた i-PPc が細胞内で塩基配列依存的に遺伝子の発現を制御できることを報告してき
た．この 1 塩基認識能は i-PPc の inchworm 型の化学構造と各 PNA 部の相補鎖形成温度の違いが
原因となって生じる現象であり，従来のブロック型 PNA と比較して 1 塩基認識能が増幅される
ことがわかった．一方で，変異型に多様性がある場合はそれらと相補性を有する i-PPc を逐一合
成する必要があった． 

N-リボシドであるイノシンは，ヒポキサンチン（Hyp）を塩基部にもつ RNA 中にごくわずか
存在する微量塩基の 1 種である．RNA 編集酵素がアデノシンをイノシンへと変換（加水分解的
脱アミノ化反応）することで，RNase による二本鎖 RNA の分解を促進して miRNA を制御した
り，tRNA のアデノシンをイノシンへと変換することで mRNA に対してゆらぎ塩基として作用
することが報告されている．いずれの機構もイノシンの塩基部である Hyp がシトシン（C），ア
デニン（A），チミン・ウラシル（T, U）とワトソン-クリック型の安定な塩基対を形成するのに
対し，グアニン（G）と形成する塩基対はエネルギー的に不安定であることに起因する．この Hyp
の塩基対形成特性は，先の KRAS 遺伝子エクソン 2 コドン 12 に生じる多様な点突然変異群と網
羅的に相補鎖を形成することができることを意味している．この Hyp を核酸塩基とする i-PPc を
調製することで Hyp の塩基対形成能を増幅し，細胞内で正常な塩基配列（GGT）とそれ以外の
点突然変異群を差別化して KRAS タンパクの発現を抑制するアンチセンス型の遺伝子治療薬が
予想される． 
本研究では，Hyp を側鎖に有する PNA モノマーを合成して 1 塩基認識能を誘起する i-PPc に

Hyp を組み込むことで，KRAS 遺伝子の exon2codon12 に見られる点突然変異と i-PPc の相補鎖
形成挙動を解析し，KRAS 遺伝子変異をもつ各種すい臓がん細胞の細胞死誘導ならびに細胞死の
作用機序解明を目的とする．下記に，本申請で検討した項目を列記した． 

1) Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer の合成 
2) Hyp を側鎖に配する Oligo PNA の合成 
3) Oligo PNA と synDNA との相補鎖形成挙動評価 

 
３．研究の方法 

(1) Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer の合成 
① N-[2- (N-9-fluorenylmethoxycarbonyl) aminoethyl] glycine hydrochloride (Fmoc-aeg-OH･HCl) 

の化学合成 
合成スキーム（Scheme 1）に従い，目的とする Fmoc-aeg-OH･HCl を合成した。 

② 2-(O6-benzyloxy-purin-9-yl) acetic acid (Hyp(Bn)-COOH) の合成 
合成スキーム（Scheme 2）に従い，目的とする Hyp(Bn)-COOH を合成した。 



③ N-(2-((fluorenylmethoxycarubonyl)aminoethyl)-N-(2-(6-(hydroxyl)-9H-purin-9-yl)acetyl) glycine 
(Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer) の合成 

合成スキーム（Scheme 3）に従い，目的とする Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer を合成した。 
Scheme 1 (i) Chloroacetic acid, 4℃, r.t., o.n., DMSO, EtOH/water = 2/1, (ii) Water, DMF, Fmoc-OSu in DMF, 

3℃, DIPEA in DMF, r.t., o.n., 0.01 N HCl, DCM, (60.3%). 

Scheme 2 (i) NaH, DMF, r.t., 2 h, 4℃, 30 min, ethyl bromoacetate, r.t., o.n. (ii) 2 M NaOH, 0℃, 30 min. 

Scheme 3 (i) DMF, TSTU, DIPEA, 20 min, DMF, DIPEA,1 h 30 min, 20% citric acid, Recrystallized from 70% 
MeOH aqueous solution with 0.1% TFA. 

 
(2) Hyp を側鎖に配する Oligo PNA の合成 

Oligo PNA (3’-TC GAC HAC-5’) は Fmoc (9-fuluorenylmethoxycarbonyl) 固相合成法を用いて
合成した．Rink Amide 樹脂表面に，Fmoc/Bhoc 基で保護された PNA モノマーを DIC/Oxyma
を用いて縮合し，8-mer からなるオリゴ PNA を合成した．20% piperidine/NMP により Fmoc
基を脱保護し，その過程は Fmoc 脱保護時に生じる dibenzofulvene を UV でモニタリングし
た．樹脂からの切り出しと PNA 側鎖保護基の最終的な脱保護は 95 % trifluoroacetic acid (TFA), 
2.5% triisopropylsyane (TIS), 2.5 % dichloroethane 混合溶媒で 4˚C, 1h 反応させて処理した．濃縮
後，diethyl ether で析出させて粗晶を得た．得られた Oligo PNA は ODS カラムを用いた HPLC
により精製した． 

(3) Oligo PNA と synDNA との相補鎖形成挙動評価 
相補鎖形成挙動の解析を目的として，相補的な synDNA (5’-AAT ATA AAC TTG TGG TAG 

TTG GAG CTG GTG GC-3’) との融解温度を測定した．Oligo PNA および synDNA 溶液の濃度
は円二色性 (CD) 測定によってλ = 263 nm より算出した．所定の濃度に調整した Oligo PNA
と synDNA の溶液 (10 mM PBS (pH 7.0), NaCl 濃度 150 mM) を，ペルチエ温度コントローラ
ーを備えた J-820 円偏光二色性分光器（JASCO International Co.、Ltd.）と石英セルを用いて測
定した（測定条件：昇温速度 1˚C/min，測定波長 260 nm，測定温度域 4 ~ 95˚C）．測定で得ら
れた融解曲線より融解温度 Tm値を見積もり，熱力学的パラメータ（エンタルピー変化（H0），
エントロピー変化（S0）ならびにギブス自由エネルギー変化（G0））を算出した． 

 
４．研究成果 

(1) Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer の合成 
Fmoc-aeg-OH･HCl (ESI-MS: obs. = 341.14 (cal. Mw = 340.14), 収率: 60.3%), 2-(O6-benzyloxy-

purin-9-yl) acetic achid (Hyp(Bn)-COOH) (ESI-MS: obs. = 285.09 (cal. Mw = 284.27), 収率: 44.0%) 
と ， 最 終 的 に N-(2-((fluorenylmethoxycarubonyl)aminoethyl)-N-(2-(6-(hydroxyl)-9H-purin-9-
yl)acetyl) glycine (Fmoc-Hyp(Bn)-OH PNA monomer) (ESI-MS: obs. = 607.23 (cal. Mw = 606.63))は
Yield 22.8 %, Purity 95.0%であった． 

(2) Hyp を側鎖に配する Oligo PNA の合成 
得られた Fmoc-Hyp(Bn)-OH を用いて oligo PNA を合成した結果，TOF-MS 測定 (obs. = 

2199.33, cal. Mw = 2197.13) ならびに HPLC 測定 (純度: 90.5%) より目的とする oligo PNA が
合成されたことが確認された (収率: 17.1%)． 

(3) Oligo PNA と synDNA との相補鎖形成挙動評価 
合成した oligo PNA と synDNA 二重鎖の熱力学的安定性を検討するため，融解曲線のシグ



モイド近似式より Tm値を算出し熱力学パラメータを求めた．UV 測定からの融解曲線を解析
したものの Tm 値に対する oligo PNA/synDNA 濃度との相関性が低く，明確な Tm 値を算出す
るに至らなかった．これは，塩基対が 8 bp と短く UV での検出精度が低くなったことが原因 

Figure 1 1/Tm  vs  Ln (C/4)プロット, (a) GCT, (b) GGT 
 

と考えられた．このため，CD を用いて融解曲線を測定した結果 (Figure 1)，各 synDNA との
熱力学パラメータを得た (Table 1)．この結果，C と最も安定に相補鎖を形成し，次いで A, T
となった．また，最も安定な oligo PNA/synDNA (GCT) と最も不安定な synDNA (GGT) との
G0の差は 2.75 kcal/mol と見積もられた．さらに，当初目的としていた G 以外の C, A, T の網
羅的な認識について，GGT と GTT のG37℃の値の差が 0.17 kcal/mol と見積もられたことから
oligo PNA による G 以外の網羅的な相補鎖形成は困難であることが推察された． 
 
Table 1 Oligo PNA/synDNA の相補鎖形成時における熱力学パラメータ  

 
一方で，WT (GGT) と MT (GCT) との相補鎖安定性はG37℃値の差が 2.75 kcal/mol であり，

比較的大きなエネルギー差であることが示された．Hypoxanthine を有する 8 base oligo PNA は
C と強く水素結合することが示された．これらの結果は，当初 KRAS 遺伝子の 1 塩基変異箇
所 (WT: GGT) を標的としたものの，G ではなく C とそれ以外の塩基を標的とすることが可
能であることを意味しており，今後は i-PPc 化による細胞内遺伝子発現制御，ならびに該当
する野生型がシトシンであるその他の１塩基変異性疾患への応用について展開できる可能性
が示唆された． 
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synDNA Tm値*1 ΔH (kcal/mol) ΔS (cal/K･mol) ΔG37℃ (kcal/mol)

GCT 50.1 -51.21 -136.74 -8.80

GAT 37.7 -47.77 -132.31 -6.73

GTT 32.8 -31.14 -80.35 -6.22

GGT 31.5 -35.87 -96.12 -6.05

2.75 kcal/mol

0.17 kcal/mol
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