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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、核酸オリゴマーを有機溶媒中に可溶化することができる疎水性支持体を新たに開
発し、これらの分子挙動を制御することによって、これまで合成困難であった核酸配列を効率
的に合成することができる、新たな反応システムを確立することに成功した。本システムで用
いられる疎水性支持体は、ナノ領域で安定に分散させることが可能であるとともに、反応性が
著しく向上することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We have developed a highly efficient and practical method of liquid-phase synthesis 
of oligonucleotides by using hydrophobic nano-reaction system based on alkyl chain 
soluble support. Specifically, this approach provides a practical and reliable 
oligonucleotide synthetic methodology in the development of scaled-up, cost-effective 
chemical RNA synthesis. The dispersion property of the support was markedly 
improved by the structural change of the linker moiety and by selection of dispersion 
media, which enabled enhanced reactivity in the liquid-phase approach.  
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１．研究開始当初の背景 
核酸分子の研究は、核酸医薬品、ナノ電

子ワイヤー、DNA 折り紙、DNA テンプレート

合成など、革新的な機能の発現によって、

極めて広い範囲で進められている。一方、

これらの合成技術は、ホスホロアミダイト

試薬を用いた固相法が広く利用されている。

当該技術は、不溶性のポリスチレン樹脂や

ガラスビーズを支持基盤として核酸モノマ

ーを逐次伸長していく方法であり、現在で

は多様な自動合成機が市販され、医薬品や

機能性素材の探索において重要な役割を果

たしている。しかし、固相合成法の殆どが、

少量のプライマー用途に限定されており、

近年進展が目覚ましい研究領域においては

合成困難な配列が顕著に増加している。と

りわけ、各種固相基盤の改善やポリエチレ

ングリコールなどを用いた方法が提案され

ているものの実践的ではなく、確実に難シ

ークエンスの核酸オリゴマーを合成できる、

新たな方法論を確立することが急務となっ

ている。 
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２．研究の目的 
本研究では、従来の合成法では困難な核酸

オリゴマーについて、新規核酸合成システ
ムを構築することによって実践的かつ波及
効果の高い合成プロセスを確立することを
目的としている。 
 
３．研究の方法 
これまでの研究や核酸メーカーとの調査

を通じて、数十万種類の合成実績を網羅的
に解析し、合成困難なターゲット配列につ
い明らかにした。 

・40 残基以上の「長鎖核酸オリゴマー」 

・繰り返し配列を含む「ホモポリマー（Ｇ、
Ｃ高含量配列）」 
・2′位含フッ素核酸アナログ、ペプチド等
を含む「ハイブリット型核酸分子」など 
 
これらの合成核酸は、欠損配列、鎖状伸長、
脱プリン化等が頻繁に見られ、収率や純度
の著しい低下を引き起こす上、分離・精製
が非常に困難である。 
 
これらの問題を克服するため、以下の方法

によって、研究を進めることとした。 
 
（１）液相支持体の開発 
上記核酸オリゴマーを効率的に合成する

ためには、以下の機能を有する新たな液相
支持体を設計・開発することが求められる。 
①反応溶媒に対して高い溶解性を示す。 
②極性溶媒の選択によって目的物質のみ

を簡便に析出・分離できる。 
 
これらの条件を満たすため、アルキル鎖を

有する液相支持体の設計とその合成方法を
確立すること目指した。 
 
（２）液相支持体の分子挙動制御 
液相支持体が、サブミクロン以下の微細

なクラスター構造を形成し反応促進場とし
て機能することで、過剰な試薬等、不必要
な副反応が抑制される。これらのことを明
らかにするために、本研究で合成された液
相支持体について、粒度分布計を用い、支
持体同士の相互作用、分散－集積性をナノ
レベルで解明することにした。 
 
（３）核酸フラグメントの合成 
合成困難な配列を合成するためには、フ

ラグメント鎖の伸長反応の効率化が求めら
れる。つまり、保護基や多様な側鎖官能基
を分解させることなく、これらを維持した
まま、目的の配列を合成することで、フラ
グメント鎖へ化学修飾やフラグメント鎖間
のカップリングが効率化する。これにより、

これまで問題となっていた配列依存的な溶
解性の変化を克服し、保護基を活用した実
質的な合成スキームを構築することが可能
になる。特に核酸合成に用いられる保護基
は、塩基性条件に不安定である一方、ヌク
レオシド部位の核酸塩基は酸性条件で脱離
してしまう。ここでは、「疎水性ナノ反応場」
の原理を用いた反応プロセスを利用し RNA
配列を実際に合成し、分解することなく反
応が進行しているか検証する。 
 
これらを検証し、新規合成プロセスを確

立することで、多様な用途に応じて、効率
的に機能の改善が進めらる。 
 
４．研究成果 
 
（１）液相支持体の構造及び分子挙動： 

 
疎水性アルキル鎖を有するとともに、反応

有機溶媒へ可溶な液相支持体について、以下
7種類調製し（図 1）、溶解性を調査した。そ
の結果、化合物 2が極めて高い溶解性を示す
ことが明らかになった。特に、アルキル鎖近
傍に 1級アミド結合を持つ化合物と比較して、
100 倍以上の溶解度を示した。また、化合物
2、4は、他の支持体と比較して、ジクロロメ
タン中で 50m 程度と極めて微細な凝集構造
を保持したまま安定に分散することが分か
った。さらに、アセトニトリル等の極性溶媒
を展開した場合においても、混合比を制御す
ることによって、同様の性質を示す。これに
より、化合物 2が核酸合成、特にホスホロア
ミダイト法で効率良く応用できることが明
らかになった。 
 

図１疎水性基を有する核酸可溶化支持体



 

 

（２）核酸フラグメント合成反応： 
フラグメント鎖の伸長反応は、図 2に示すと
おり、脱トリチル化、カップリング、酸化の
3 段階で実施した。また反応操作の簡易化を
図るため、通常行われるキャッピング工程
（アセチル化）や溶媒を乾燥材させるための
モレキュラーシーブスは使用しなかった。 
 

 
その結果、カップリング平均カップリング効
率が 99％で進行することが明らかになった。
さらに、高価な RNA ホスホロアミダイト試薬
を 2当量以下と、理想的な化学量論量で反応
が進行する。これは、「疎水性ナノ反応場」
によって、反応試薬が核酸配列に濃縮された
め、著しく反応が促進することに起因してい
ると考えられる。 

 
10 残 基 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を

MALDI-TOF/MS にて測定した結果、保護基が
分解することなく、伸長していることが明
らかになった（図 3）。通常固相法を用いた
方法では、合成過程での洗浄操作や過剰の
試薬を用いることによって、脱プリン化や
脱保護が進行してしまうため、保護基を有
する形でフラグメン鎖を入手することが困

難である。一方、本手法は、「疎水性ナノ反
応場」の原理を用いた反応システムである
ため、過剰な試薬や洗浄溶媒を必要とせず、
効率的にフラグメント鎖を構築することが
可能である。さらに、液相支持体は、核酸
配列に依存することなく有機溶媒に可溶化
することが可能であるため、保護基の性質、
有無を利用することによって、より実質的
な合成戦略をデザイン、計画することが可
能になる。 
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図２ フラグメント合成スキーム 

図 3 フラグメント鎖の MALDI-TOF/MS 
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