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研究成果の概要（和文）：塩基部を全く保護しないで選択的にリボヌクレオシドの 2′-水酸基

にシアノエチル基や 2-(N-メチルカルバモイル)エチル(MCE)基を導入する新規マイケル付加反

応を開拓した。この反応を用いて固相合成用モノマーユニットを合成し、2′-O-修飾 RNA の合

成し、筋ジストロフィー治療薬の活性の目安になるエキソン•スキッピング活性を調べたところ

従来の核酸医薬より優れた活性をもつことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：An innovative method for the highly 2′-O-selective modification of 
ribonucleoside derivatives with cyanoethyl and 2-(N-methylcarbamoyl)ethyl (MCE) groups 
by Michael reaction has been developed. Various 2′-O-modified RNA derivatives were 
synthesized by using this new method. Extensive studies using these synthetic RNA 
derivatives showed they had more effective exon-skipping activities that indicate the 
efficacy as drugs for Duchenne muscular dystrophy.   
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 筋ジストロフィーは、ジストロフィンの

mRNA 前駆体のエキソン部位が欠損していた

り、１塩基が欠損•挿入したりすることによ

って、塩基配列のフレームシフトがおこり、

正常なジストロフィンが合成できないため、

発症を引き起こす病気である。そのため、遺

伝子レベルで、このフレームシフトを正常に

させる治療法が 1992 年に神戸大の松尾らに

よって動物モデルで示された。この治療法は、

いわゆるエキソン•スキッピング法を呼ばれ

ているもので、欠損している隣のエキソン部
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位に相補的な塩基配列をもつ人工核酸を結

合させ、スプライシング反応を制御させるこ

とによって、フレームシフトを直し、少し短

いが十分な活性を示すジストロフィンを合

成できるようにしたものである。	
 

	
 現在、松尾やオランダの J.C.van	
 Deutekom

のグループらによって、エキソンに結合する

人工核酸として、ホスホロチオエート型 2′

-O-メチル RNA オリゴマーを使って臨床試験

が世界各国で行われている。また、最近では、

国立精神神経医療研究センターの武田伸一

らによって、犬の筋ジス動物モデルによって

モルホリノ核酸がきわめて強いエキソンス

キッピング活性を示すことが見いだされ、現

在最も有望な核酸医薬として期待されてい

る。	
 

	
 しかし、既存のホスホロチオエート型 2′

-O	
 -メチル RNA オリゴマーは、酵素耐性や標

的エキソンに対する結合能力に関しては、ま

だまだ理想的なレベルにはほど遠く、治療効

果を得るためには大量の人工核酸が必要な

ため、飛躍的に酵素耐性と塩基対結合能が改

善された人工核酸の開発が真に求められて

いる。また、モルホリノ核酸は、GeenTools

社がこれまで物質特許と合成上のノウハウ

を保持していたこともあり、この一社からで

しか、入手できなかったこともあり、さらに

莫大なコストがかかるため、人工核酸を用い

る筋ジストロフィー治療薬開発の大きなネ

ックになっている。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究では、高効率合成を可能とする世界

最小の2'水酸基の保護基を用いるRNAの新規

化学合成法の開発を行う。この際、RNA を医

薬品あるいは遺伝子診断ツールとして活用

する際の最大の問題点である酵素学的不安

定性を克服した新規 RNA 誘導体も同じ RNA 合

成モノマーユニットから創出できる画期的

な新規 RNA 合成法の開発を行うものである。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 研究の目的を果たすため、本研究では、ま

ず短工程で2′-O-シアノエチルRNAの合成に

必要なリボヌクレオシドモノマーユニット

の合成法について新しい合成反応の開拓に

取りくんだ。また、2′-O-MCE-RNA の合成に

ついては、この新反応をさらに拡張すること

によって実現する方針とした。また、2′-O-

修飾 RNA の筋ジストロフィー治療薬としての

活性評価は国立精神神経センターの武田伸

一部長の研究室に依頼することにした。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 本研究では、シアノエチル基を 2′-水酸基

の保護基として用いる RNA 合成法の確立のた

め、G と A の合成ユニットについて詳細に検

討した。その結果、両者のモノマーユニット

であるアミダイト誘導体の短工程合成法に

成功した。G のユニットは、マルキービッツ

の保護基で保護された２̶アミノアデニンリ

ボヌクレオシドを出発原料に選び、塩基部位

の２つのアミノ基が無保護でも 2′水酸基に

高収率で Cs2CO3を塩基触媒として tBuOH 中ア

クリロニトリルを反応させるマイケル付加

反応によって導入することができた（図１）。	
 

	
 

  

図１.	
 グアノシンモノマーユニットの合成	
 



	
 塩基部上の６アミノ基はデアミナーゼに

よって G塩基に簡単に変換することができる

ことがわかった。また、亜硝酸を用いる化学

的な反応によってもデアミノ化できること

も明らかにした。A の合成ユニットに関して

は、マルキービッツの保護基で保護されたア

デノシン誘導体にアクリロニトリルを用い

て塩基部無保護で直接 2'水酸基にマイケル

付加反応によって高収率でシアノエチル基

が導入可能であることも明らかにした。	
 

 

 
図２.	
 アデノシンモノマーユニットの合成	
 

 
 また、シチジン誘導体のシアノエチル付加
体も塩基部位のアミノ基に修飾反応が起こ

ることなく、選択的に 2′-水酸基にシアノエ

チル基を導入することができた。従来、我々

が最初に報告した 2′-O-シアノエチルリボ

ヌクレオシド誘導体の合成法は、いずれも、

塩基部位を保護する必要があったが、今回の

研究で、これらの塩基部位のアミノ基は全く

保護しなくてもかなり選択的にシアノエチ

ル基を 2′-水酸基に導入できることをみい

だした。一方、ウリジンの 2′-O-シアノエチ

ル誘導体については、塩基部位のイミド基に

付加反応が同時に起こってしまうことから、

一時的にイミド基を保護する必要があった。

こ の 一 時 的 な 保 護 法 は 、 3 ′ ,5 ′

-O-(1,1,3,3-テトライソプロピルジシラン

ー1,3-ジイル)ウリジンを塩化メチレンと

1.0M	
 Na2CO3の二相系の相関移動触媒反応を用

いておこなってきた。この反応は有機相と水

相の接触海面の面積に依存した反応であり、

小スケールで反応をさせるとスターラーで

撹拌する程度でも９５％以上の収率で目的

物が得られる。しかし、工業化、実用化を考

慮して、１０mmol	
 スケールで行うと、とた

んに収率が大幅に低下し、６０％程度しか目

的物が得られない。	
 

	
 そこで、このウリジン合成モノマーユニッ

トの大きな問題点を解決するために、マイク

ロフロー系の合成法を考案した。従来、相関

井戸言う触媒反応は、マイクロフロー系でお

こなうと著しい反応小効率の向上が報告さ

れていた。しかし、我々は、多孔質のガラス

をステンレスチューブの代わりに用いて、多

孔質ガラスの均一な口径でトンネル状の空

洞が三次元的にできる特性を生かし、この空

間に有機相と水相をこの多孔質ガラスに液

体を流しこむだけで、混じり合う合成システ

ムを考案した。	
 

 
図３.ウリジン鍵中間体のマイクロフロー系

による効率的合成法の開拓	
 

	
 

	
 この多孔質ガラスをマイクロフロー系の

システムに挟み込むことにより、わずか 0.14

秒という極めて短い時間で、反応が完結する

ことを見いだした。	
 

	
 これらの４種類の 2′-O-シアノエチルリ

ボヌクレオシド誘導体を適宜適切な塩基部

位の保護基をアシル化反応によって容易に



に導入することができた。さらに、マルキー

ビッツの保護基で保護されたリボヌクレオ

シド誘導体の脱保護を Et3N-3HF でおこなう

ことができた。この際、シアノエチル基の脱

離は観察されなかった。そこで、この 3′,5′

-水酸基フリーな生成物に対して、5′-DMTr

化と引き続きホスフィチル化反応を検討し

たところ、いずれも収率よく反応が振興し、

最終的には 3’-ホスホロアミダイト合成モノ

マーを得ることができた（図４）。	
 

	
 

 
図４.	
 2′-O-MCE-ウリジン 3′-ホスホロアミ

ダイト誘導体の合成	
 

	
 

	
 次に、このモノマーを用いて固相合成法に

よって、2'水酸基がシアノエチル化されたオ

リゴヌクレオチドを収率よく合成すること

ができた。このシアノエチル基は Bu4NF で簡

単に除去することができるため、実質上は新

しい RNA の合成法を確立することができた。	
 	
 

	
 さらに、2'水酸基に 2-(N-メチルカルバモ

イル)エチル(MCE)基を導入した酵素耐性能

をもつ新規 RNA の合成法を検討した。	
 

	
 その結果、塩基部位を無保護で、アデノシ

ンや２ －アミノアデノシンの 3′ ,5′

-O-(1,1,3,3-テトライソプロピルジシラン

ー1,3-ジイル)誘導体を出発原料として、ア

クリル酸アルキルとメチルアミンを連続的

に反応させることによって、2'水酸基に MCE

基を高収率で導入することができた。この反

応を用いて、４種類の合成モノマーユニット

の合成法を確立し、さらに、この MCE 基で修

飾された RNA 誘導体を数多く合成することが

できた。	
 

	
 上述した 2′-O-シアノエチル誘導体の合

成の検討中に見いだしたアクリル酸メチル

誘導体との新しいリボヌクレオシドの 2’-

水酸基に対する選択的なマイケル反応を徹

底的に活用し、2'水酸基に MCE 基を導入した

酵素耐性能をもつ新規 RNA の合成法の確立を

行った。	
 

 

 
図５ . 2′-O-MCE-U を６個導入した

2′-O-Me-RNA 誘導体の合成 
 
	
 とくに筋ジストロフィー病の治癒を指向

して、モデルマウスである MDX52 の標的エキ

ソン部位に強力に結合できる相補的な塩基

配列をもつ 2′位に MCE 基を導入した酵素耐

性能をもつホスホロチオエート型の RNA30 量

体の合成にとりくみ、種々検討した結果、収

率よく合成することに成功した（図５）。	
 

	
 この化学合成されたホスホロチオエート

型の RNA30 量体は実際に、MDX52 に投与した

ところ、現在知られている 2′-O-メチル RNA

誘導体よりもエキソン•スキッピング活性が

強いことがわかった。	
 

	
 さらに、マイケル反応を活用して、2′-水

酸基に 2-(N-フェニルカルバモイル)エチル

（PCE）基を導入した対応するホスホロチオ	
 



 
図６. 2′-O-MCE修飾 RNAのエキソンスキ
ッピング活性 
 
エート型の RNA30 量体も合成することに成功

したが、このもののエキソン•スキッピング

活性は弱いことがわかった（図６）。 
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