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研究成果の概要（和文）：本研究では高いヌクレアーゼ抵抗性とハイブリダイゼーション能を有

する新しい核酸素子を創出し、それをスプライシング異常のエディット能をもつ核酸分子とし

て機能させることを目的とした。まずバイブリッド型 4’-チオ核酸を合成したところ、望みとす
る性質を有していることが明らかとなった。それを用いて U1 snRNAのリクルート能を評価し
たところ 2’-F-4’-チオ RNAが期待した性能を発揮し、U1i効果を示した。最終目的を達成する
ために head-to-head型オリゴの合成法を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this work, we aimed to prepare novel chemically modified RNA 
molecules possessing nuclease resistance and hybridization ability. In addition, we 
expected that these molecules exhibit editing ability of splicing abnormality. As a result, 
the resulting hybrid type of 4’-thionucleic acids showed preferable properties concerning of 
nuclease resistance and hybridization ability. Among the hybrid type of 4’-thionucleic acids 
developed, 2’-F-2’-thioRNA showed U1i activity arising from recruitment of U1 snRNA on 
pre-mRNA. Toward the end goal, we investigated the preparation of head-to-head 
oligonucleotides. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 「核酸を医薬品にする」、机上の空論と考
えられていたこの創薬研究が極めて現実味
の高い方法論になりつつある。1998年に世
界 初 の ア ン チ セ ン ス 医 薬 品 と し て
Vitravene（サイトメガロウイルス感染症治
療薬）が、また 2004年には Macugen（加
齢性黄変性症治療薬）が初のアプタマー医
薬品として FDAによって承認され、日本に
おいても現在、その使用が認められるに至
っている。更には RNA 干渉（RNAi）の発
見やマイクロ RNA（miRNA）が制御する多
彩な生命現象の解明が追い風となり、核酸

を用いる次世代型創薬研究が国内外を問わ
ず活発に行なわれている。申請者もこれま
でに、有機化学的なアプローチから、生体
内でも使用可能な安定性（ヌクレアーゼ抵
抗性）とハイブリダイゼーション能を持つ
化学修飾核酸（例えば 4’-チオ核酸）を創出
することにより、核酸医薬品創製研究に携
わってきた。しかしこの創薬研究の分野が
さらに発展するためには、既存の方法論（例
えばアンチセンス法や RNAi法）の展開に
留まらず、全く新規な生体機能調節法を確
立することが不可欠と考えられる。 
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２．研究の目的 
	
 本研究では、次世代型医薬品としての期
待が高い核酸による生体機能調整法の拡張
を目的として、新しい核酸素子の創製と新
しい方法論の提案、ならびにその実証研究
を行なう。具体的には、①高いヌクレアー
ゼ抵抗性とハイブリダイゼーション能を併
せ持つ新素子（ハイブリッド型 4’-チオ核
酸）を創出し、②これを head-to-head 型構
造とすることによって２つの RNA 分子（U1	
 
snRNA と異常 mRNA 前駆体）を会合させるア
ダプター分子として作用させ、③一塩基多
型による異常 mRNA 前駆体生成に起因する
スプライシング異常のエディット能を持っ
た核酸分子として機能させる。本研究課題
を遂行・成功させることによってスプライ
シング異常によって惹起される遺伝子変異
性疾患に対する、全く新しい核酸治療薬の
創製が可能となる。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 本研究課題の目標を達成するために、１）
ハイブリッド型 4’−チオ核酸（2’-O-MOE-4’-
チオ RNAなど）の合成と性質解析（ヌク
レアーゼ抵抗性やハイブリダイゼーション
能）ならびに head-to-head型アダプター
RNA分子の合成、２）人工的にスプライシ
ングサイトを導入したスプライシング評価
用ベクターシステムの構築と評価系の確立、
３）核酸分子の細胞内導入法の検討とアッ
セイ系の確立しながら、スプライシング異
常のエディッティング能を持つ新規核酸医
薬品の創製をめざす。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）4−チオ糖の大量合成法の再検討：本
研究を効率的に実施するためにはヌクレオ
シドユニット合成の原料となる 4−チオ糖
を大量に供給する必要がある。そこでまず、
4−チオ糖の大量合成法を再検討すること
にした（ Scheme 1）。その結果、 L- 
arabinose（1）のアノマー水酸基をメチル
化した化合物に対し、ピリジン中、触媒量
の DMAP存在下、一級水酸基選択的な Ts

化を行い、続く Ac 化、SAc 化により化合
物 3 を合成した。その後、Ac 基の脱保護
及び環拡大反応に付すことによりチオピラ
ノース 4 を収率 61%で得た。このチオピラ
ノース 4の水酸基をイソプロピリデン基で
保護した後に、縮環反応に付すことで目的
の 4-チオ糖 6 を 9 工程 29%で得ることに
成功した。 
 
（２）ハイブリッド型 4’−チオ核酸ユニット
の合成：大量合成によって得られた 4−チオ
糖 6 の５位水酸基を TBS 基で保護し、続
いてmCPBAで酸化することでスルホキシ
ド体 7 を合成した。これを Pummerer 反
応の条件に附すことで 4’−チオウリジン誘
導体 8 を収率 74%で得ることに成功した
（Scheme 2）。 

 
	
 続いて合成した 8を用いてハイブリッド
型 4’−チオ核酸ユニットの合成を行なった
（Scheme 3）。まず、8 の保護基を除去し、
4’-チオウリジン（9）を経て 2,2’-アンヒド
ロ-4’-チオウリジン（10）へと変換した。
続いて化合物 10 をメタノール中、オルト
ギ酸トリメチルと触媒量の炭酸水素ナトリ
ウム存在下、ホウ酸トリメチルと封管中
150℃で反応させることで、2’-O-Me-4’-チ
オウリジン（11）を 78%の収率で得た。さ
らに RNA の固相合成に用いるために 11
の 5’位水酸基を DMTr 基で保護した後に、
アミダイト化を行うことで、2’-O-Me-4’-チ
オウリジンのアミダイトユニット 17 を合
成した。また、シチジンユニット 23 も合
成した。ほぼ同様の方法で、2’-O-MOE体、

Scheme 1. a) HCl, MeOH; b) TsCl, py; c) Ac2O; d) KSAc, DMF; e) NaOMe, MeOH; f) 
HCl, MeOH, reflux, 6 steps 61%; g) p-TsOH, 2,2-DMP, acetone; h) MsCl, Et3N, THF, 
then NaBH4, EtOH, H2O, 0 °C, 3 steps 48%;
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Scheme 2. a) TBSCl, imidazole, DMAP, DMF; b) m-CPBA, CH2Cl2, -50 °C; c) uracil, 
TMSOTf, Et3N, CH2Cl2-toluene
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Scheme 3. a) 50% TFA, 88%; b) (PhO)2CO, NaHCO3, DMF, 100 °C, 86%; c) B(OMe)3, NaHCO3, CH(OMe)3, MeOH, 150 °C, 78%; d) 
B(OMOE)3, NaHCO3, MOEOH, 160 °C, 66%; e) HF�py, dioxane, 125 °C, 48%; f) DMTrCl, py, quant; g) iPr2NP(OCE)Cl, DIPEA, DMAP, 
CH2Cl2, 75: 84%, 76: 70%, 77: 84%; h) Ac2O, DMAP, Et3N, CH3CN; i) TPSCl, DMAP, Et3N,CH3CN then NH4OH, 2 steps quant;
j) Bz2O, DMF, 50 °C, 79%; k) TESCl, py then BzCl; l) TBAF, THF, 2 steps 73%; m) iPr2NP(OCE)Cl, DIPEA, DMAP, CH2Cl2, 84: 47%, 85: 
38%, 86: 90%;



2’-F体についても合成し、全 3種類のハイ
ブリッド型 4’−チオ核酸ユニットの合成を
達成した。 
	
 
（３）ハイブリッド型 4’−チオ核酸の U1ア
ダプターとしての活性評価：ハイブリッド
型 4’−チオ核酸がスプライシングのエディ
ット能を示すためには U1 snRNA を
mRNA 上の任意の位置にリクルートする
必要がある。そこでその能力を評価するた
めにハイブリッド型 4’−チオ核酸で U1 ア
ダプター分子を合成し、その U1i活性を調
べることにした。 
	
 Figure 1に示したように、ルシフェラー
ゼ遺伝子をコードする pGL3-C の 3’UTR
部分に、野生型の U1snRNAに相補的な配
列（WT）を挿入したベクターを作製した。
このベクターでは、挿入した配列に内在性
の U1snRNA が 結 合 可 能 で あ り 、
U1snRNAが結合することでU1iによる遺
伝子発現抑制が引き起こされルシフェラー
ゼ活性が低下する。さらに、これと併せて
野生型の U1snRNA結合配列に、変異配列
（MT）を挿入したベクターも調整した。
このベクターでは、挿入配列に変異が存在
するためにU1snRNAが結合することが出
来ず、U1i は引き起こされない。また、
U1snRNA 結合配列をタンデムに挿入する
ことでU1iによる遺伝子発現抑制効果が上
昇することがいくつかの研究グループによ
り既に報告されている 。これらは、U1iに
よる活性の違いをより顕著に観察すること
ができるため、今回著者らも U1snRNA結
合配列を 2 つ、3 つとタンデムに複数挿入
したベクターを調整した。 
	
 Figure 1に示した改変型ベクターのU1i
活性測定は、補正用ベクターとして
pRL-TK を用い、デュアルルシフェラーゼ
レポーターアッセイによって評価した。
Figure 2 にはベクターのトランスフェク
ション 24時間後において、pGL-3Cの発光
強度を 100とした時の各ベクターのルシフ
ェラーゼの発光強度を示した。その結果、
U1snRNA結合配列を1つ挿入したWT×1

ベクターでは、ルシフェラーゼの発光が
40%程度まで低下しており、2 つおよび 3
つの結合配列を挿入した WT×2,×3 ベク
ターでは、発光はほとんど観察されず、U1i
による非常に強い遺伝子発現抑制を示した。
一方で、WT配列の U1snRNA結合部位に
変異を導入した MT×1,×2,×3 ベクター
では、U1i によるルシフェラーゼ活性の低
下 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た 。 

 
	
 WT 配列を挿入したプラスミドベクター
を用いた場合に、内在性の U1snRNAによ
る U1i活性が確認され、WT配列に変異を
導入したMTプラスミドベクターでは U1i
活性が見られずに、ルシフェラーゼ発光の
回復が確認された。また、野生型ベクター
では、U1snRNA配列の数に依存して、U1i
活性の増強が見られた。以上の結果より、
U1i 活性の評価系が確立できたと考えられ
た。続いて、MT プラスミドベクターを用
いて U1アダプターを用いた U1i活性の評
価を行うことにした。ピリミジンヌクレオ
シドとして 2’-O-Me ヌクレオシド , 
2’-O-MOE ヌクレオシド, 2’-F ヌクレオシ
ド , 2’-O-Me-4’- チ オ ヌ ク レ オ シ ド , 
2’-O-MOE-4’-チオヌクレオシド, 2’-F-4’-チ
オヌクレオシドの 6種類を用い、プリンヌ
クレオシドとしては 2’-F ヌクレオシドを
用いて adaptor 1～6の 6種類のU1アダプ
ターを合成した（Figure 3）。 

	
 U1 アダプターの合成が出来たので、続
いてそれらの U1i活性を評価した。Figure 
2において作製した MT配列挿入プラスミ
ドベクターをトランスフェクションした



Hela 細胞に対し、変異配列に相補的な
mRNA 前駆体結合領域と U1snRNA 結合
領域を有する U1 アダプターをトランスフ
ェクションする。すると、U1 アダプター
は mRNA 前駆体の挿入配列部分に配列特
異的に結合する。そして、U1 アダプター
の U1snRNA 結 合 配 列 に 内 在 性 の
U1snRNA が結合することで、U1i が引き
起こされ、遺伝子発現抑制が誘導される。
なおアッセイでは、標的であるMT配列を
3 つタンデムに挿入した MT×3 プラスミ
ドベクターを用いることにした。 

 
	
 Figure 4に、U1アダプターのトランス
フェクション 24 時間後において、control
の発光強度を 100とした時の各 U1アダプ
ターのルシフェラーゼの発光強度を示した。
その結果、adaptor 2（2’-O-MOE修飾）と
adaptor 5（2’-O-MOE-4’-チオ修飾）ではル
シフェラーゼ活性の低下が全く確認されな
かった。また、adaptor 1（2’-O-Me修飾）
と adaptor 4（2’-O-Me-4’-チオ修飾）では、
40nM 投与時に若干ながらルシフェラーゼ
活性の低下が観測されたが、優位な遺伝子
発現抑制効果は確認されなかった。一方で、
adaptor 3（2’-F修飾）と adaptor 6（2’-F-4’-
チオ修飾）に関しては濃度依存的な遺伝子
発現抑制効果が確認された。adaptor 6 の
50%阻害濃度（IC50）は 9.6nM であり、
adaptor 3の IC50（6.7nM）とほぼ同等の
遺伝子発現抑制を示した。さらに、2’-F-4’-
チオ修飾オリゴマーは、2’-F修飾オリゴマ
ーに比べ、ヌクレアーゼ抵抗性が高いこと
から、経時的に U1i活性を評価することで
adaptor 6は adaptor 3よりも高い遺伝子
発現抑制効果を示すことが予想される。 
	
 本研究で合成した U1 アダプター分子は、
mRNA 前駆体上に U1snRNA を誘導する
ことで遺伝子発現を抑制したと考えられる。
しかし、mRNA上に U1アダプターが結合
することにより、アンチセンス分子として
遺伝子発現を抑制している可能性も考えら
れた。そこで、その可能性を否定するため
に以下のような実験を行なった。つまり、
U1 アダプターは mRNA 結合部位と
U1snRNA 結合部位の両方を有することで
活性を示している（Figure 5a）と考えられ

るが、アンチセンス分子として働いている
のであれば Figure 5b, cに示したように、
それぞれの結合部位のみで活性を示すはず
である。そこで、これら配列の分子を合成
しその活性を比較することにした。その結
果、adaptor 3 では濃度依存的な遺伝子発
現抑制が見られたのに対し、ON 1, 2また
は、ON 1と 2を同時にトランスフェクシ
ョンした場合には、ルシフェラーゼ発光の
低下はほとんど観察されなかった（Figure 
5）。U1snRNA結合配列のみからなる ON1
や mRNA 結合配列のみからなる ON 2 で
遺伝子発現抑制が見られないことより、
adaptor 3 はアンチセンス分子としてでは
なく、U1 アダプターとして U1i により遺
伝子発現抑制を引き起こしているというこ
とが明らかになった。 
	
 
（４）U1アダプターの活性とハイブリダイ
ゼーション能の相関：U1 アダプターを設
計する際に重要であると考えられるアダプ
ター分子の性質は、相補的な RNA 分子と
のハイブリダーゼーション能である。そこ
で、活性評価を行った 6種類の U1アダプ
ターを用い一本鎖 RNA を相補鎖とした二
本鎖の熱的安定性について、50%融解温度
（Tm値）を測定・比較した。Figure 6 に
示した mRNA 前駆体結合配列に相補的な
15 merのRNAとU1snRNA結合配列に相
補的な13 merのRNAについてそれぞれ二
本鎖を組ませ測定を行った（Table 1, 2）。 
 その結果、15 merの mRNA前駆体結合
配列に対する天然型 RNA : RNA二本鎖
の Tm 値は 73.8 ℃であったのに対し、
Figure 19 のアッセイにおいて最も U1i
活性の高かった adaptor 3（2’-F 修飾）
の Tm値は 86.7 ℃となり、12.9 ℃高く
なった。また、そのハイブリッド型修飾
核酸である 2’-F-4’チオ RNA を含む
adaptor 6の Tm値は 88.4 ℃となり、天
然型 RNAと比べ 14.6 ℃高くなった。そ
の他の修飾核酸に関しても、これまでの
我々の実験結果を支持する結果となった
（Table 1）。一方で、13 merのU1snRNA



結合配列に対する Tm 値の場合では、
2’-O-MOE修飾を施した adaptor 2の Tm
値が 71.3 ℃となり、天然型二本鎖の Tm
値よりも 7.1 ℃上昇した。また、
2’-O-MOE-4’-チオ修飾を施した adaptor 
5の Tm値は 73.9 ℃となり天然型二本鎖
の Tm値よりも 9.7 ℃上昇し、adaptor 2
よりも高い Tm値を示した（Table 2）。以
上の結果より、今回合成した U1 アダプ
ターは、全て天然型の RNA 二本鎖に比
べ Tm値は向上した。Tm値では adaptor 6
（2’-F-4’-チオ修飾）が最も高い値を示し
たのに対し、U1i活性では adaptor 3（2’-F
修飾）が最も高い活性を示した。また、
高い U1i活性を示した adaptor 3, 6以外
の U1i アダプターの間に、僅かしか Tm
値の差が見られなかった。このことから、
U1i 活性には Tm 値以外の何か他の要因
が大きく関わっていることが考えられ、
更なる検討が必要と思われる。 
 
（５）スプライシング異常の校正能を有する
U1 アダプターの創製に向けて：以上述べ
たように、U1 アダプターによる U1i 法の
検討を行い、2’-F RNAや 2’-F-4’チオ RNA
を含む U1アダプターが高い U1i活性を示
すことを明らかにした。このことより、こ
れらの修飾 U1 アダプターを用いることで、
U1snRNA を任意の部位へリクルートする

ことが可能であるということが明らかとな
った。そこで本研究課題の最終目的である、
U1 アダプターをスプライシング異常の校
正能を有する核酸分子として機能させるこ
とを計画した。つまり、U1 アダプターを
用いて、U1snRNA を変異 mRNA 前駆体
上の 5’スプライス部位へとリクルートする
ことにより、スプライシング異常を校正す
ることが出来ると考えた（Figure 7）。この
アダプター分子は短鎖の RNA である為、
化学合成が容易であり、化学修飾核酸を用
いることで免疫応答の賦活化を抑えること
も可能である。さらに、改変型の U1snRNA
ではなく、生体内に存在する野生型の
U1snRNA を使用できるということも大き
な利点であると考えられる。 
 
 このアダプター分子は、U1アダプターと
同様に、U1snRNA のリクルート能が重要
となることから、前章の U1i活性評価にお
いて高い活性を示した 2’-F RNAと 2’-F-4’-
チオ RNA を用いて合成することにした。
また、これらアダプター分子は構造的特徴
として、head-to-head型（5’-5’結合型）構
造を有している必要があると考えられる。
そこでまず、head-to-head型オリゴマーの
合成を検討することにした。 
 
（６）head-to-head型オリゴマーの合成検
討：head-to-head型オリゴマーは、アセチ
レンとアジドを有するヌクレオシドユニッ
トを 5’末端に導入した 2本のオリゴマーを
huisgen 反応により結合させることで合成
することにした。 
	
 まず DNA オリゴマーを用いてモノアジ
ド化の検討を行った。すなわち CPG 樹脂
に担持された DNAオリゴマー（ODN 1）



を過剰量の 1,5-ジアジドペンタン存在下、
huisgen反応の条件に附したところ、15分
という短時間で目的のモノアジドオリゴマ
ー（ODN 2）を合成することに成功した
（Figure 8）。得られた ODN2 を用いた
head-to-head 型オリゴマーの合成につい
ては検討中である。 
	
 
（７）おわりに：申請者らはハイブリッド
型 4’−チオ核酸が高いハイブリダーゼッシ
ョン能を有し、U1 snRNAと mRNAを会
合させるアダプター分子として機能し、
U1i 機構による遺伝子発現抑制を誘起する
ことを明らかにした。今後は、このハイブ
リッド型 4’−チオ核酸を用いて、bis-azide 
linkerを用いた huisgen反応を行うことで、
head-to-head型オリゴマーを合成し、スプ
ライシング異常の校正能を有するアダプタ
ー分子としての応用を検討していきたいと
考えている。 
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