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研究成果の概要（和文）：近年、遺伝子の発現を選択的に制御可能な siRNAや microRNAを医

薬として用いるための研究が盛んに行われている。これらの RNA 分子を医薬として実用化す

るためには、生体内における安定性の向上が必須である。本研究では、優れた安定性と薬理活

性が期待される、リン原子の絶対立体配置が厳密に制御されたリン原子修飾 RNA 類縁体の新

規合成法を開発し、オリゴマーの合成を達成した。 

 
研究成果の概要（英文）：In recent years, a great deal of attention has been focused on siRNA 

and microRNA as drugs for selective inhibition of gene expression. Toward the practical use 

of these RNA molecules as therapeutic agents, stabilization of those in vivo is required. In 

this study, a new method for the stereocontrolled synthesis of phosphorous-modified RNA 

analogs, which are stable in vivo and expected to be highly effective as drugs, has been 

developed. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、siRNA 、microRNA、アプタマーな
ど、様々な RNA 分子が核酸医薬として注目
されている。これらの手法に用いる RNAは、
生体内でヌクレアーゼによって加水分解さ
れること無く長時間存在し、かつ標的の
mRNA やタンパク質と選択的に相互作用す
る必要がある。このような条件を満たす核酸
誘導体の候補として、リン酸ジエステル結合
の非架橋酸素原子の一つを化学修飾し、ヌク

レアーゼ耐性を高めたリン原子修飾核酸類
縁体が種々考案されて来た。しかし、現在汎
用されているホスホロチオエート型核酸医
薬のリン原子の絶対立体配置は制御されて
おらず、その絶対立体配置の違いがリン原子
修飾核酸の物理化学的、生化学的性質に対し
てどのように影響するか、という極めて本質
的な問題が全く解明されていない。このよう
な背景から、我々は光学活性なアミノアルコ
ールを不斉源とするホスホロチオエート
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DNA の立体選択的合成法（オキサザホスホ
リジン法）を開発してきた。本研究では、こ
の手法をさらに改良、発展させ、未だ達成さ
れていないリン原子の絶対立体配置が厳密
に制御された長鎖リン原子修飾 RNA 類縁体
の合成法の確立を目指した。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、従来報告例の無い、リン
原子の絶対立体配置が厳密に制御されたリ
ン原子修飾 RNA 類縁体の合成法を開発し、
この手法を用いて合成したリン原子修飾
RNA 類縁体の核酸医薬として重要な物理化
学的性質（相補的 RNA との二重鎖形成能な
ど）、生化学的性質（ヌクレアーゼ耐性、RNAi

活性など）とリン原子の絶対立体配置の関係
を解明することである。 

 

３．研究の方法 

（１）モノマーユニット合成の検討 
 ①本研究で開発する手法は、オキサザホス
ホリジン法と呼ばれ、光学活性なアミノアル
コールを不斉源として用いる。そこで、まず
リン原子修飾 RNA類縁体の合成に適した
種々の光学活性アミノアルコールの合成を
行い、これと三塩化リンを反応させてホスフ
ィチル化剤を合成する。 
 ②本研究では、RNA誘導体として、高い
酵素耐性、二重鎖形成能、免疫応答抑制能を
有する 2’-OMe-RNAに着目した。そこで、核
酸塩基部が保護された 2’-OMe リボヌクレオ
シド誘導体を合成し、これと上記のホスフィ
チル化剤を反応させてモノマーユニット（オ
キサザホスホリジンモノマー）を合成する。 
（２）オリゴマー合成の検討 

 ①まず、２量体の固相合成を行い、縮合収
率、縮合反応の立体選択性を評価し、反応条
件を最適化する。 

 ②最適化された条件を用いてオリゴマー
の合成を行い、脱保護条件、精製法を確立す
る。 

（３）物性および生理活性評価 

 ①得られたオリゴマーと相補的な塩基配
列を有する RNAの二重鎖形成能を温度可変
UV測定により、Tm値から評価する。 

 ②得られたオリゴマーの種々のヌクレア
ーゼに対する耐性を評価する。 

 
４．研究成果 
（１）2’-OMe ホスホロチオエート RNAの立
体選択的合成 

 ①反応条件と精製法を検討し、４種類の核
酸塩基を有するオキサザホスホリジンモノ
マー（図１）を高立体選択的に合成すること
ができた。 

 ②得られたモノマーを用い、２量体の固相
合成を行ったところ、いずれの核酸塩基の場

合でも、Sp、Rp両立体異性体について、98%

以上の縮合収率、99%以上の立体選択性で目
的物が得られた。 

 

 

図１.ホスホロチオエート RNA モノマーユニット 

 

 ③マニュアル固相合成によるオリゴマー
の合成を検討し、高収率、高立体選択的に目
的物が得られる反応条件を見出した。さらに、
自動合成機を用いる合成条件も確立し、オリ
ゴマーの脱保護条件、精製法を確立した。 

 ④４種類の核酸塩基を有するオリゴマー
の合成を行い、高純度の目的物を得た。 

 ⑤合成したオリゴマー（10量体）と相補的
な塩基配列を有する RNA との二重鎖形成能
を Tm値の測定によって評価したところ、Rp

絶対立体配置を有するオリゴマーは天然の
RNA よりも二重鎖形成能が顕著に高かった
のに対し、Sp 絶対立体配置を有するオリゴマ
ーは二重鎖形成能が顕著に低下した。 

 ⑥合成したオリゴマーのヌクレアーゼ耐
性を評価した。Rp 絶対立体配置を有するオ
リゴマーは 3’-エキソヌクレアーゼである蛇
毒ホスホジエステラーゼによってゆっくり
と分解された。一方、Sp絶対立体配置を有す
るオリゴマーは蛇毒ホスホジエステラーゼ
ではほとんど分解されなかった。 

（２）2’-OMe ボラノホスフェート RNAの立
体選択的合成 

 ①ボラノホスフェート RNA 誘導体は、ホ
スホロチオエート誘導体の合成で用いた不
斉補助基とは異なる、酸性条件下除去される
構造のものを用い、立体が制御された H-ホス
ホネート中間体を経由して合成される。この
不斉補助基は、ホスホロチオエート誘導体合
成で用いたのものより立体的に嵩高く、モノ
マーの反応性が低い。そこで、縮合反応によ
り酸性度の高い高活性な活性化剤を用いる
ことが必要となる。そこで、ボラノホスフェ
ート誘導体合成のためのモノマーの 5’-水酸
基の保護基は、酸性条件下でより安定な保護
基に変更し、新たな構造を有するモノマーユ
ニットを合成した（図２）。 

 ②得られたモノマーを用い、ボラノホスフ
ェート２量体の固相合成を行ったところ、い
ずれの核酸塩基の場合でも、Sp、Rp 両立体
異性体について、98%以上の縮合収率、99%

以上の立体選択性で目的物が得られた。 
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図２.ボラノホスフェート RNA モノマーユニット 

 

 ③マニュアル固相合成によるオリゴマー
の合成を検討し、高収率、高立体選択的に目
的物が得られる反応条件を見出した。さらに、
オリゴマーの脱保護条件、精製法を確立した。 
 ④４種類の核酸塩基を有するオリゴマー
の合成を行い、高純度で目的物を得た。 

 ⑤合成したオリゴマー（10量体）と相補的
な塩基配列を有する RNA との二重鎖形成能
を Tm値の測定によって評価したところ、Sp

絶対立体配置を有するオリゴマーは天然の
RNAよりも二重鎖形成能が顕著に高かった。
また、Rp 絶対立体配置を有する対応するホ
スホロチオエート RNA 誘導体よりも二重鎖
安定化効果は大きかった。一方、Rp 絶対立
体配置を有するオリゴマーは二重鎖形成能
が顕著に低下した（図３）。 

 

 

図３.二重鎖の熱安定性評価 

 

 ⑥合成したオリゴマーのヌクレアーゼ耐
性を評価した。Sp絶対立体配置を有するオリ
ゴマーは蛇毒ホスホジエステラーゼによっ
てゆっくりと分解された。一方、Rp 絶対立
体配置を有するオリゴマーは蛇毒ホスホジ
エステラーゼではほとんど分解されなかっ
た。 

 以上得られた研究成果は、核酸医薬の実用
化に大きく貢献することが期待できる。すな
わち、siRNAの任意の位置に任意の数のリン
原子修飾ヌクレオチドを導入することによ
り、優れた核酸医薬が創製できる。 
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