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研究成果の概要（和文）：RNAは転写後に構造修飾を受けることで本来の機能が発現する。RNA
を人工的に修飾することが可能になれば、mRNAまたは miRNAをはじめとした ncRNAの機
能制御や解明ができると考えられる。そこで本研究では、①標的塩基への架橋反応、②光照射

による架橋構造の一部脱離、という２段階反応にて標的 RNA の反応点を厳密に制御した修飾
化を行うための人工核酸の設計・開発を目指すこととした。本研究期間中には最初の段階であ

る架橋反応が非常に短時間で完了する新しい人工核酸である 6-ビニルプリンの開発に成功し
た。 
 
研究成果の概要（英文）：RNA function is controlled by post-transcriptional modification. 
Therefore, there is increasing demand for methods of the site-specific modifications of RNA 
because of potential applications as biological tools and therapeutic methods. In this 
research, we are developing site-specific RNA modification tool using cross-linking forming 
oligonucleotide. We have found that the 6-vinylpurine newly designed in the current study 
serves well as a new nucleobase for increasing cross-link reactivity to target cytosine. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 RNAはその鋳型であるゲノムDNAから転
写された後、さまざまな構造修飾を受けて成
熟し、本来の機能を発揮する。これまでに報
告されている RNA修飾は 100を超え、メチ
ル化からアミノ酸が付加した構造まで多彩
なものとなっている。RNA の修飾は、遺伝
情報の修飾と解読、立体構造の安定化など生
命現象で重要な役割を果たしている。RNA
を人工的に修飾することができれば、RNA

が担う生体機能の制御が可能になると考え
られる。しかし、生体内で反応点を精密に制
御して RNA 標的塩基を修飾する報告は現在
までほとんど報告がない。 
 
 
２．研究の目的 
	
 上記のような背景のもと、本研究課題では、
RNA を標的としたピンポイント化学修飾反
応を開発し、生体内における RNA 機能の制
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御を目指すこととした。そのために、①標的
塩基への架橋反応、②光照射による架橋構造
の一部脱離、という２段階反応にて標的RNA
修飾を行う人工核酸の設計および合成を行
った。 
 
 
３．研究の方法 
	
 RNA を標的とした 2 段階でのピンポイン
ト化学修飾を行うためには、まず、標的核酸
塩基への架橋反応を達成する必要がある。こ
の目標を達成するための反応性人工核酸と
しては、申請者らが取り組んできた 2-アミノ
-6-ビニルプリン（AVP, 1）による標的シトシ
ン塩基との架橋反応を利用することとした。
架橋構造の一部脱離を起こすために、糖部 4’
位にニトロベンジルオキシ基を導入するこ
ととした。架橋反応後に光照射を行うことで
グリコシル結合の切断が起こり、人工核酸塩
基部位が脱離し、目的が達成できると考えた。 
	
 
 
４．研究成果 
①架橋反応の効率化を目指した人工核酸塩
基 6-ビニルプリンの開発 
	
 本研究の目標である、RNA 構成塩基への
特異的修飾反応を達成するためには、反応の
第一段階である架橋反応が効率的に進行す
る必要がある。架橋反応性を有する人工核酸
塩基として、申請者らは 2-アミノ-6-ビニルプ
リン（AVP, 1）の開発を進めてきた。しかし、
AVPによる RNAへの架橋収率反応は前後配
列などの影響を受け、必ずしも高くない場合
があることが予備的な検討から分かってき
た。そこで、まずは架橋反応収率の向上を目
指し、反応性核酸である AVP の構造最適化
を行うこととした。 
	
 具体的には、AVPにおいて共役付加が起こ
るビニル基末端の反応性が、2 位アミノ基の
電子供与効果によって低下している可能性
を考え、2位アミノ基を持たない 6-ビニルプ
リン（VP, 2）を設計した。 
 

	
 
Figure.1 新しい架橋反応性人工核酸塩基
6-vinylpurineの設計 
	
 
	
 VP を DNA に組み込むために必要となる
アミダイトユニットは 2’-deoxyadenosine を
出発原料とし 7工程を経て合成した。このア
ミダイトユニットを DNA 自動合成装置に適
用し、収率よく VPを含むオリゴヌクレオチ

ドを合成することに成功した。 
	
 まずは VPを組み込んだオリゴヌクレオチ
ドと標的 DNA との架橋反応をポリアクリル
アミドゲル電気泳動にて評価した。その結果、
酸性の緩衝液条件下（MES buffer, pH=5.0）
において標的 DNAのシトシン塩基と 2時間
で 84%程度(Figure2, Lane4)と従来型の架橋
性核酸である AVP よりも遙かに早い速度で
架橋反応が進行することが明らかとなった
(Figure2, Lane6)。また、この架橋反応は AVP
と同様に高いシトシン塩基選択性を維持し
ていることも確認された。 

 
Figure.2 ポリアクリルアミドゲル電気泳動
による 6-vinylpurineの架橋反応評価 
 
	
 今回開発した VP による DNA への架橋反
応は極めて早いため、今後アンチジーン法な
ど DNA を標的とする化学ツールとしての展
開も期待できる。 
 
②中性条件下での標的 RNA への化学修飾を
目指した人工核酸塩基の合成 
	
 上記に示した通り、6-ビニルプリンは酸性
条件下では 2-アミノ-6-ビニルプリンよりも
極めて早い架橋反応を達成できたものの、中
性条件ではほとんど架橋反応が進行しなか
った。これは、将来的に本研究を細胞レベル
にて展開する場合に大きな問題点となる。そ
こで、中性条件下での架橋反応を達成するた
め、架橋部位としてハロゲンを有し、光照射
により塩基構造の一部が脱落する構造であ
るピリミジン誘導体を新たに設計した。 
	
 グアニンの相補的な位置に反応性核酸塩
基 caged-Cl-U(3)を有する人工核酸が標的
DNA とハイブリッドを形成すると、
caged-Cl-U は架橋形成部位であるハロゲン
を有するため、相補的な核酸塩基（N）との
間に共有結合による架橋形成が起こると期
待できる。続いて、光照射を行うと
caged-Cl-U のピリミジン 4 位酸素のニトロ
ベンジル骨格が脱離するため、標的グアニン
への構造修飾が達成できると期待できる
(Figure. 3)。 



 

Figure.3 A) Caged-Cl-Uの構造 B)修飾を受
ける塩基の構造 
 
Caged-U-Cl を組み込んだオリゴヌクレオチ
ドを合成するために必要なアミダイトユニ
ットは 2’-デオキシウリジンを出発原料とし、
行程で合成した。 
	
 現在、このアミダイトユニットを用いて
DNA 固相合成および、切り出し、精製の条
件を検討中である。今後、Caged-U-Cl を組
み込んだオリゴヌクレオチドを用いて２段
階反応による標的 RNA の化学修飾が起こる
か HPLC、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
にて詳細に検討予定である。 
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