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研究成果の概要（和文）：本代表者らは、RNA干渉法を利用する核酸医薬の開発を目指したプロドラッグ型RNA分
子、2'-O-メチルジチオメチル (MDTM)-siRNAの研究を行ってきた。MDTM-siRNAは、血清中での優れた安定性と天
然型siRNAと同等のノックダウン活性が確認されていた。今回、2'-O-トリメトキシベンジルチオメチル基を有す
る4種塩基を合成し、オリゴ核酸合成後修飾法によりMDTM-RNA の合成に成功した。また、疾患への応用に向けて
既存の修飾オリゴ核酸、2’-O-メチル修飾siRNAを細胞に用いたノックダウン実験において、MDTM修飾の導入箇
所の選定の足がかりとなる結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We developed 2'-O-methyldithiomethyl (MDTM)-siRNA as a prodrug-RNA. The 
MDTM-siRNAs showed high stability under fetal bovine serum and knockdown activity equivalent to 
native siRNAs. In this study, we succeeded synthesis of four nucleosides bearing 2'
-O-trimethoxylbenzylthiomethyl group and MDTM-RNA by post synthetic approach. The result of our RNAi
 study using 2'-O-methyl modified siRNA contributed to decision of 2’-O-MDTM-modification sites. 

研究分野：核酸医薬

キーワード： 核酸医薬　ジスルフィド　RNA干渉
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性疾患に対して種々の核酸医薬品が近年開発されてきている。その薬剤の本体である核酸分子は生体内にお
いて不安定で、炎症性副作用を生じ得る。これらの欠点を克服するために様々な化学修飾によって安定性と副作
用の改善が可能になる一方、細胞内での効果を弱める新たな欠点が生じた。この薬剤の新たな欠点を補うために
細胞内外の環境に柔軟に応答して効果を発揮する新規化学修飾核酸を創製した。今回、本化学修飾核酸の効率的
な合成方法を確立した。さらに標的疾患に対して従来の化学修飾を施した核酸配列を使用して効果を弱める修飾
位置を特定し、今後、我々の新規化学修飾核酸へ置換することで効果を改善する足がかりを得た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、難治性疾患を対象とした医薬品に核酸医薬が期待されており、その中の一つに低分子干
渉 RNA (small interfering RNA; siRNA) がある。siRNAは細胞内在性のタンパク質と複合体を形
成し、配列特異的に mRNA を切断することによって遺伝子発現が抑制される RNA 干渉と呼ば
れる現象を引き起こす。核酸分子、特に RNA は生体内の核酸分解酵素によって容易に分解され
るだけでなく、サイトカイン産生の促進による炎症性副作用を引き起こすことが知られている。
これらの欠点は、RNA の糖部 2’-OH 基をアルキル化することによって克服されてきた。しか
し、新たな欠点として 2’-OH 基の修飾による siRNAの遺伝子発現抑制効果 (ノックダウン効果) 
の低下を招き、生体内での安定性の向上と炎症性副作用の低減、ノックダウン効果の維持をすべ
て両立することは困難である。そこで代表者らは先に示した機能を両立するため、プロドラッグ
型 RNA 分子である 2’-O-メチルジチオメチル(2’-O-MDTM)-RNA の開発を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 代表者らが開発した 2’-O-メチルジチオメチル(2’-O-MDTM)-RNAは、2’-OH 基にジスルフィ
ド結合を含む構造であり、細胞内のグルタチオン等で構成される還元的環境によってジスルフ
ィド結合が切断され自発的に天然型 RNA へ変換される分子設計となっている (図 1)。MDTM-
siRNA は 2’-O-メチル修飾-siRNA よりも高いノックダウン効果を示し、これまでに、ウリジン 
(U) においてのみ 2’-O-MDTM 基へ変換可能な 2’-O-トリメトキシベンジルチオメチル基 
(TMBTM 基) を有するオリゴ核酸合成前駆体 (ホスホロアミダイト体)の合成、そのオリゴ核酸
の合成および MDTM 修飾核酸への変換を既に達成している。1) 標的配列の拡張にはアデノシ
ン、グアノシン、シチジン (A、G、C) への修飾も必要となるが、これら 3 種の TMBTM 修飾
ホスホロアミダイト体の合成収率は満足の得られるものではなかった。まず、A、G、C の修飾
ホスホロアミダイト体の合成収率の改善に着手した。 
さらに本研究ではMDTM 基を様々な位置に導入した siRNA を合成し、生物学的実験において
既存の修飾オリゴ核酸と比較することで、siRNA 活性の向上および炎症性副作用の低減を両立
可能な修飾 siRNA 配列の決定を目的とする。 
 

図 1. プロドラッグ型 2’-O-MDTM 修飾核酸の細胞内還元的環境での変換反応 
 
３．研究の方法 
(1) オリゴ核酸合成後修飾法によるMDTM-siRNAの合成 
 A、G および C の修飾ホスホロアミダイト体の合成において、中間体である 2’-O-トリメトキ
シベンジルチオメチル (TMBTM) 修飾ヌクレオシド誘導体の合成収率の改善求められた。そこ
でウリジン誘導体の合成方法を改変し 3’,5’位および塩基部を保護した A、G、C を出発原料と
して合成を試みた (スキーム 1)。得られた TMBTM修飾ヌクレオシド誘導体から 3工程で目的
の修飾ホスホロアミダイト体を合成した。合成した修飾ホスホロアミダイト体 6a-d を自動合成
機にて ApoB mRNA を標的とした RNA 配列に組み込んだ TMBTM-RNA 7a-d を得た。得られ
た 7a-7d に酢酸緩衝液中 (pH 4)、ジメチル(メチルチオ)スルホニウムテトラフルオロボラート 
(DMTSF) を作用させることで 2’-O-MDTM-RNA を効率よく得ることに成功した。 
 
(2) ヒト肝がん由来細胞 (HuH-7) を用いた抗 ApoB 活性に及す修飾位置の評価 
 2’-O-MDTM-siRNA の遺伝子発現抑制効果を調べることを目的として肝臓由来細胞で特異的
に発現しているタンパク質 ApoB に対する遺伝子発現抑制効果を評価した。ApoB を発現して
いるヒト肝がん由来細胞 (HuH-7 細胞) に ApoB mRNA を標的とする配列を有する 2’-O-メチ
ル修飾-siRNA (表 1) を Obika らによって開発された CEM (calcium enrichment of medium) を用
いて導入し、2) 24 時間培養後、ApoB mRNA 発現量を PCR 法を用いて測定した。天然型 siRNA 
を導入した際のノックダウン効率を 100 %として発現抑制効果を比較した。 
 



 
スキーム 1. オリゴヌクレオチド合成後修飾法による 2’-O-MDTM-RAN の合成 
(i) DMSO, Ac2O, AcOH; (ii) SO2Cl2, CH2Cl2; (iiia) 2, 4, 6-trimethoxybenzylmercaptan, N,N-diisopropylethyl-amine, 
CH2Cl2; (iiib) 2,4,6-trimethoxybenzylmercaptan, NaH, DMF; (iv) Et3N-3HF, THF; (v) DMTr-Cl, pyridine; (vi) 2-
cyanoethyl N,N-diisopropylchloro-phosphoramidite, N,N-diisopropylethylamine, DMAP, CH2Cl2; (vii) DNA/RNA 
synthesiser; (viii) DMTSF, acetate buffer (pH 4) 
 
 

 
表 1. ApoB mRNA を標的とする siRNA 配列. 赤太字: 2’-O-メチル修飾を導入した箇所 

 
 
４．研究成果 
(1) オリゴ核酸合成後修飾法によるMDTM-siRNAの合成 
 A、G および C の修飾ホスホロアミダイト体の合成において、TMBTM 修飾ヌクレオシド誘
導体の合成はオリゴ核酸合成後修飾に必要な置換基の導入工程であり極めて重要である。初め
に U において確立された方法と同様、3) スキーム 1. (ii) の後に溶媒と塩化スルフリルを減圧
留去し、水素化ナトリウム存在下、DMF 中で 2,4,6-トリメトキシベンジルメルカプタンと反応
を行ったところ (iiib)、 反応中間体が分解した。そこで、反応条件の種々検討し、試薬および溶
媒を除去することなく DIEA と 2,4,6-トリメトキシベンジルメルカプタンを加えワンポットで
行ったところ、収率を改善することに成功した。 



 これまでオリゴ核酸合成後修飾による 2’-O-MDTM-RNA の合成は RNA 配列中の U に 2’-
O-MDTM 修飾を導入することには成功していたが、A、G および C へ 2’-O-MDTM 修飾の導
入を行っていなかった。そこで、23 塩基の鎖長からなる ApoB mRNAを標的とした RNA配列
の一ヶ所に 2’-O-MDTM 基を導入した 8a-d へ変換する試みを行った。酢酸緩衝液中にて 
DMTSF を作用させ、反応の進行を HPLC にて追跡したところ、反応時間 5 分程度で原料の 
TMBTM-RNA 7a-d は消失し、8a-d をそれぞれ効率よく得ることに成功した (図 2)。得られた 
8a-d は MALDI-TOF MS によって確認された (表 2)。 
 

 
図 2. オリゴ核酸合成後修飾法による 2’-O-MDTM-RNA の合成 (HPLC による反応の分析) 
縦軸: 吸光度 260 nm 

 
 

 
表 2. 2’-O-MDTM-RNA の配列とMALD-TOF MSの結果 

 
 
(2) ヒト肝がん由来細胞 (HuH-7) を用いた抗 ApoB 活性に及す修飾位置の評価 
通常 siRNA のアンチセンス鎖の 5’-末端から 2-8 塩基の seed 領域と呼ばれる部位に修飾を 
施すことで、遺伝子発現抑制が低下することが知られているが、4) 使用する siRNA 配列によっ
て影響する位置が異なることがある。そこで、最適な修飾位置を検証するため、3 塩基連続でア
ンチセンス鎖を 2’-O-メチル修飾した siRNA の遺伝子発現抑制効果を評価した。 
先に示した siRNA 1-11を 9 mM Ca2+ を含有する CEM に溶解して HuH-7 細胞に導入した。

24 時間培養後の細胞を回収し、サンプル中の ApoB mRNA に逆転写酵素を用いて cDNA を作
成し、PCR にて ApoB mRNA の発現量を測定した後、ノックダウン活性を算出した (図 3)。そ
の結果、siRNA 2, 8, 9 において、天然型の siRNA 1 よりもノックダウン活性が大きく低下する
ことが明らかとなり、seed 領域を含む siRNA 2 では予想通り活性の低下が見られた。今回活性
の低下が確認された修飾位置を 1 塩基ごと詳細に評価し、同位置に 2’-O-MDTM 修飾を導入し
た siRNAとノックダウン活性の比較を行う予定である。 
 



 
図 3. 2’-O-MDTM-siRNA の ApoB 発現抑制効果 
ApoB を抑制する配列を有する siRNA を CEM により ApoB を発現するヒト肝がん由来細胞 (HuH-7) 
に導入後、24 時間培養後の細胞内 ApoB mRNA の減少割合。天然型 siRNA (siRNA 1) のノックダウン活
性を 100% とした時のノックダウン活性の比率を示した。 
 
 
(3)結論 
以上の結果より、ApoB を対象とする siRNA のアンチセンス鎖でノックダウン活性の低下に
寄与する 2’ 位修飾の位置を特定した。今回検討できなかったが、siRNA が誘発するサイトカイ
ン産生の軽減は 2’-O-メチル修飾によって解決できるが、アンチセンス鎖をメチル修飾した 
siRNA ではノックダウン活性の低下が確認されている。5) メチル修飾 siRNA よりも高いノッ
クダウン活性が得られる MDTM-siRNA は細胞外での安定性と炎症性副作用の軽減およびノッ
クダウン活性の両立に寄与できる可能性がある。またメチル修飾が許容される配列については、
メチル修飾でノックダウン活性を低下させる位置に 2’-O-MDTM-修飾を併用することで更なる
核酸分解酵素に対する耐性を獲得すると考えられた。これらのことから 2’-O-MDTM-siRNA は 
siRNA 創薬研究において、極めて有用な RNA 分子であることが考えられた。 
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