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研究成果の概要（和文）：構造変化のスイッチ機能を持つ人工核酸、核酸複合体化に有用な人工

核酸、そして二種の架橋型人工核酸グアニン類縁体を創出した。また、中性付近でシトシン四重

鎖を形成し得るオリゴ人工核酸を合成した。さらに、蛍光観察による非侵襲的遺伝子発現制御評

価系を構築し、本来発現する遺伝子とは異なる遺伝子の発現を人工核酸で誘起できることを示し

た。これら成果は、我々が日々創製を重ねている人工核酸が、現在の遺伝子発現抑制法から脱却

した真の制御法に有用であることを示唆する大きな前進である。 

 
研究成果の概要（英文）：An artificial nucleic acid bearing a switching function controlling 
structural properties, a useful nucleic acid unit for conjugation chemistry, and a couple 
of bridged nucleic acid guanine analogs were synthesized. Non-natural oligonucleotides 
that can form cytosine quadruplex structure at physiological conditions were synthesized 
as well. Moreover, invasive technique for evaluating gene expression change was 
established, and it was shown that artificial oligonucleotide could induce a change in 
gene expression pattern. These results indicate that our developing artificial nucleic 
acids are effective to gene expression regulation. 
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１．研究開始当初の背景 

４つのグアニン塩基が水素結合を介して平

面にならぶ‘G-tetrad’、そしてそれが層を

成すことで形成する四重鎖核酸（グアニン四

重鎖、G-quadruplex）、これらの発見は４０

年以上も昔にさかのぼる。四重鎖核酸という

極めて興味深い構造は国内外を問わずに注

目され、その特性を明らかにするべく精力的

に研究がなされてきた。特に、細胞の寿命に

関連するテロメア配列（ヒトでは TTAGGG の
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繰返し）がグアニン四重鎖を形成することが

明らかにされたころから研究対象は急激に

広がり、研究開始時には、c-kit などのがん

遺伝子の転写活性化因子の活性調節にグア

ニン四重鎖が機能している可能性が示され

るまでになった。一方、グアニン四重鎖を安

定化する小分子も多く見いだされている。テ

ロメスタチンに代表されるこうした小分子

はテロメア配列に強固に結合し、がん細胞で

発現が亢進していることの多いテロメラー

ゼの機能を阻害することから、細胞のがん化

を抑制する分子として着目されている。 

 一方申請者らは、糖部フラノース環を

RNA-RNA 二重鎖と同じ N 型コンホメーション

に固定化した従来には類をみない全く新し

いヌクレオシド類縁体（Bridged Nucleic 

Acid monomer: BNA monomer）を設計・合成

し、本類縁体を組込んだオリゴヌクレオチド

（BNA）が、これまでにない強い親和性で相

補鎖 RNA に対して結合し、高いヌクレアーゼ

耐性を有していることを見出している。さら

に、この BNA が標的二重鎖 DNAに対し、配列

選択的に結合し極めて安定な三重鎖核酸を

形成することを明らかにした。また、BNA の

高い三重鎖形成能を利用し、転写因子の一種

である NF-kBの結合サイトを標的とすること

で、DNA と NF-kB との相互作用を効果的に阻

害するという極めて興味深い結果を得るこ

とにも成功している。さらに申請者らは、「CG

あるいは TA 塩基対に対して選択的かつ強力

に結合する核酸塩基が天然に存在しない」三

重鎖形成核酸の最大の問題を克服する核酸

類縁体の開発を進め、従来世界中の多くの研

究者がその実現に向け研究を行ないつつも

達し得なかった CG 塩基対の認識にも成功し

た。これは我々が開発してきた BNA に、綿密

な分子モデリングにより設計した非天然型

核酸塩基を導入することで実現したもので、

申請者らが独自性の高い研究を継続して行

なってきた結果であると言える。さらに、転

写因子−DNA 複合体の詳細な分子動力学計算

を行い転写因子が二重鎖 DNAを認識する機構

について重要な知見を得ている。また BNA類

縁体の開発研究を進める中で、従来の BNAよ

りも遥かに三重鎖形成能が向上し、生体内で

の安定性に優れた分子 2’,4’-BNANC の開発

にも成功してきた。 

 このような背景から、人工核酸 BNAを基盤

とし、G-quadruplex の安定化をはじめとした

核酸の高度な高次構造制御を実現する新た

な機能性分子を開発することで、生細胞内で

の遺伝子発現制御を実現する人工転写因子

の創製が可能であると考え、本研究計画を提

案する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、人工核酸を用いて核酸の高次構
造を高度に制御し、本来発現している遺伝子
とは異なる遺伝子の発現を誘起する新しい
遺伝子発現調節法の開発法を目指す。例えば
核酸高次構造を安定化する小分子と人工核
酸の複合体化（コンジュゲーション）や特定
遺伝子のプロモーター領域に強制的に転写
因子をリクルートすることで不活性化され
ている遺伝子を活性化する人工オリゴヌク
レオチドを基盤とする人工転写因子を創製
する。さらに、これまでに開発してきた遺伝
子スイッチの一部分を組み合わせ、遺伝子発
現の ON/OFF を外部刺激によって自由に制御
する方法に進化させる。 
 
３．研究の方法 
(1) 転写を調節していると考えられている
DNA 構造（例えば、G-quadruplex）の誘導ま
たは強力な安定化を基盤とし、これを実現す
るための遺伝子関連機能性分子と申請者ら
が開発を続けている二重鎖 DNAを強固に認識
する BNAとのバイオコンジュゲートを創出す
る。バイオコンジュゲートは別途検討を重ね
てきた技術（H19 年度基盤 B）を利用して合
成する。人工核酸と複合体化するものとして
は、G-quadruplex との構造を安定化すること
が知られている小分子化合物、G-quadruplex
を形成する可能性のある配列 (Putative 
G-quadruplex sequence, PQS)、そして PQS
領域の二重鎖構造をほどき得る配列、例えば
PQSのシチジンリッチ鎖（G-qurdruplex を形
成しない側鎖）への高い二重鎖形成能を有す
る BNA、さらには転写因子結合ドメイン–BNA
コンジュゲートである。 
(2)設計・合成する人工核酸分子を用いるこ
とで転写活性化を調節する生体因子を強制
的に誘導し、またはその機能を強化する新た
な遺伝子発現制御機能を迅速かつ視覚的に
評価・判断するための非侵襲的遺伝子発現制
御評価系を構築する。GFP（Green Fluorescent 
Protein）などのレポーター遺伝子のプロモ
ーター領域、またはその上流を人工核酸 BNA
類の結合標的配列とし、（１）で合成する BNA
コンジュゲート類による標的遺伝子発現（タ
ンパク質の発現）を蛍光で検出可能とする評
価系を構築する。これまでに培ってきた PCR
法やルシフェラーゼアッセイ法と比較検討
することで進める。また、２種の異なる蛍光
色素と２種の消光色素を適切な位置に導入
することで、人工核酸類が結合し高次構造が
形成されると、消光または蛍光色の変化が誘
起される系を構築する。これにより、核酸の
高次構造変化を簡便・迅速に検出する。 



(3)先行して研究を進めていた光刺激に応じ
る遺伝子スイッチの高機能化と、上述の核酸
コンジュゲートへの外部刺激応答機能の付
与を検討する。 
 
４．研究成果 
⑴ ヒト細胞のガン化に関連する３つの遺伝
子を中心に標的遺伝子を選定し、各遺伝子の
転写活性化領域にあるグアニン四重鎖を形
成する可能性のある配列および三重鎖核酸
の形成が可能なポリピリミジン、ポリプリン
配列を抽出するとともに、各標的 DNAを配列
特異的に認識する BNAオリゴヌクレオチドを
各２種類ずつ設計した。また、設計した BNA
オリゴヌクレオチドのコンジュゲート化用
リンカー分子としてオリゴエチレングリコ
ールリンカーを１０グラム程度、グアニン四
重鎖構造安定化小分子としてアクリジン誘
導体を２００ミリグラム程度合成する事に
成功した。 
 
 
 さらに、各種コンジュゲート合成のための

エチニル化、チオール化、アジド化 BNAオリ
ゴヌクレオチドの合成にも成功した。これら
のオリゴヌクレオチドを用い、別途合成した
ペプチドやアクリジン分子、DNA アルキル化
分子との各種コンジュゲートを効率的に合
成することに成功した。 
 
 
 また、シトシン塩基との塩基対は形成する

がグアニン四重鎖を形成しない新たな架橋
型人工核酸 BNAの核酸塩基認識能を詳細に評
価した。その結果、核酸塩基認識能を高度に
保持しつつも、その二重鎖形成能が予想に反
して低いことが明らかとなった。そこで、精
密な分子軌道計算を実施することにより原
因と推定された分子内電子反発を低減する
新たな BNAグアニン類縁体を設計・合成した。
さらに、グアニンとは塩基対を形成せずに、
シトシン四重鎖を形成し得るオリゴ人工核
酸を合成した。 
 また、構造制御のスイッチ機能を持つ人工
核酸を創出し、それら構造特性を評価した他、
c-kit や k-ras、テロメア配列などのがん関

連遺伝子をはじめとする各種 mRNA 遺伝子類
を標的とした 12merから 30mer程度の人工核
酸を種々合成した。 
 これらオリゴ核酸類の構造特性を各種分
光法（紫外光吸収／円二色性／蛍光）や HPLC、
ゲル電気泳動等により評価した。その結果、
5-メチルシトシンやプソイドイソシトシン
を塩基とする核酸類が、生理的条件下に特殊
な核酸構造を安定化する事を明らかとした。  
 特にガン関連遺伝子であるテロメア配列
が形成する４重鎖構造の安定化効果につい
ては、修飾塩基による修飾位置に配列依存性
が観察され、連続した修飾と立体障害が最少
になる配列設計が重要であることが明らか
となった。5-メチルシトシンは生体内修飾塩
基であるため、生体内の高次構造の安定化に
関与している可能性がある。一方で 7-デアザ
グアニン誘導体は、グアニン塩基の自己集合
性を抑制する事で複雑な高次構造が形成さ
れるのを抑制し、強固な二重鎖核酸を形成す
る事を明らかとした。これによりこれまで標
的とすることができなかった GC 含量の多い
配列も含めた全配列を標的とした設計が可
能となった。例えばテロメア配列の相補鎖を
標的としたオリゴヌクレオチドとして有効
に機能し、グアニン４重鎖を誘起できる可能
性を示した。以上の様に、様々な核酸高次構
造の形成を促進出来る可能性を示した。 
 
⑵ 遺伝子発現制御機能を迅速かつ視覚的に
評価・判断するための非侵襲的遺伝子発現制
御評価系を構築した。本研究では、遺伝子発
現の抑制にとどまらずに発現促進をも考慮
する必要がある事から、人工核酸分子による
処理の前後で標的遺伝子の発現が蛍光波長
（色）の変化で観察できる評価系、具体的に
は FLAGタグ、蛍光タンパク質 DsRed（赤色蛍
光）、蛍光タンパク質 EGFP（緑色蛍光）、そし
て標的タンパク質（遺伝子）の各遺伝子配列
を導入したプラスミド（ミニ遺伝子）を作成
した。このミニ遺伝子を腎臓由来の HEK293
細胞に組み込んだところ、ミニ遺伝子由ゆら
いであるレポータータンパク質の赤色蛍光
が観察された。 
 (1)で合成した人工核酸のうち、5mer の
BNA を含む各種ホスホロチオアート型 15mer 
DNA（100 nM）を遺伝子発現制御評価用ミニ
遺伝子とともに Flp In 293 細胞にトランス
フェクションして蛍光顕微鏡で観察したと
ころ、これまで観察されていなかった緑色蛍
光が 24 時間後に観察されるようになった。
これは我々が合成した人工核酸が本来発現



する遺伝子とは異なる遺伝子の発現を誘起
できることを示している。 
 
 これら一連の研究成果は、我々が日々新た
な創製を重ねている人工核酸を用いること
で、抑制によるこれまでの遺伝子発現制御法
を脱却し、真の制御法を構築できることを示
唆する非常に大きな前進である。 
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