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研究成果の概要（和文）：クロスリンク反応のためのチオール基を有する新規C-ヌクレオシドの合成に成功した。また
、オリゴヌクレオチドへの導入も行った。
また、チオールと反応可能な新規C-ヌクレオシドの合成も行った。これらの新規ヌクレオシドの反応性を検討したとこ
ろ、遊離のチオールと速やかに反応可能であった。そこで、タンパク質中のチオール基と共有結合する核酸医薬品の開
発へと展開した。合成した修飾オリゴヌクレオチドはがん細胞を用いたアッセイにおいても殺細胞活性を示すことが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We synthesized a C-nucleoside containing thiol group for cross-link reactions, 
and incorporated into oligodeoxynucleotides by use of phosphoramidite units.
4-Halopyridine-C-nucleosides were also synthesized for cross-link reaction with thiol group. These 
C-nucleosides were highly reactive with mercaptoethanol. Therefore, these C-nucleosides applied to 
nucleic acid drugs by covalent bond formation with thiol group in target protein. Modified 
oligonucleotides formed covalent complex with target protein, and inhibited the cancer cell growth.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 核酸化学　核酸医薬品

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
抗体医薬品が世界の医薬品の売り上げ上位
に入っており、医薬品開発に新たな波が押し
寄せている。それに加え、核酸医薬が次世代
医薬品として脚光を浴びている。2012 年
KYNAMROTM が高コレステロール血症の薬
として認可された。このことにより化学修飾
を施した一本鎖核酸医薬品である、アンチセ
ンス核酸は全身性の疾患への適用が可能に
なったと言える。しかしながら、触媒量の短
鎖二本鎖 RNA により極めて高い効果を示す 
siRNA や転写因子などに対して“おとり”と
なるデコイ核酸のような二本鎖核酸医薬に
ついてはその細胞膜透過性が低く、カチオン
性リポソームや高分子ミセルなどのキャリ
アを用いなければならない。このような DDS
は系が複雑になること、コストが高くなるこ
と、予期しない副作用が起こることなど、実
用化にはまだ解決しなければならない問題
がある。そのため、DDS を必要とせずに二本
鎖核酸を細胞内に導入することができれば
現在の核酸医薬、特に siRNA 創薬のブレー
クスルーとなる。 
 これまでにも DDS を用いない naked 
siRNA 導入の様々な方法論が開発されてき
た。しかし、電気刺激を利用したエレクトロ
ポレーション法や大量の核酸水溶液を急速
に尾静脈投与するハイドロダイナミクス法、
さらに個体に外部からマッサージ刺激を加
えるメカニカルマッサージ法などは組織障
害性が報告されており、実用化は難しいと考
えられている。最近、Shimizu らは圧力刺激
を利用した naked siRNA 導入法を用いるこ
とで、これらの問題点の解決を試みている
（PLoS One 2012, 7, e41319）。この方法は
マウスの尾静脈投与後に専用の器具を用い
て、標的組織を吸引することで naked siRNA
を導入するもので、組織は限られているもの
の顕著な活性発現に成功している。しかし、
この方法でも naked siRNA 導入から圧力刺
激の効果的なタイミングの評価などの問題
が残されている。 
 
２．研究の目的 
これらの現状を踏まえ、申請者は以下のよ
うな逆転の着想に至った。１）siRNA を一
本鎖として投与し、２）細胞内でのテンプ
レート鎖上での化学反応により連結し、二
本鎖のショートヘアピン RNA（shRNA）を
形成する。３）このものの連結部分は細胞
内の酵素（Dicer）により切断され、目的と
する siRNA が細胞内で初めて生じる（図１
d）。これまでに申請者は DNA 中の酸化損
傷の一つである  5-formyl-2′-deoxyuridine 
(foU) を選択的に検出することを目的とし
て 、 新 規 の 蛍 光 性 核 酸 で あ る 
5-benzothiazolyl-2′-deoxyuridine (btU) を報
告している（Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 
8392）。本反応は水中で効率よく進行し、そ
の蛍光性だけではなく二つの芳香族環が新

たに生じるチアゾール環を介してビフェニ
ル型の延長した平面分子を形成することを
特徴とする。 
 そこで、本研究では化学選択的な本反応
を生細胞内での shRNA 形成反応へと応用
し、DDS を必要としない一本鎖核酸を導入
するだけで二本鎖 siRNA を細胞内で発現
する系の開発を行う。最終的には siRNA の
みならず、デコイ核酸などを含めた核酸医
薬品への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究は大きく４つの内容に分けること
ができる。A）新規ヌクレオシド誘導体の合
成、B）新規ヌクレオシド誘導体の単量体で
の評価、C）新規ヌクレオシド誘導体を含む
shRNA 形成反応の評価、D）細胞中での
siRNA 活性発現の評価である。平成２５年度
は 2-aminothiophenol (AT) 骨格を含む新規
ヌクレオシド誘導体の合成と単量体 foU と
の反応とその評価を行う。また、得られた最
適化合物をオリゴヌクレオチドへ導入する。
平成２６年度以降は、まず得られたオリゴヌ
クレオチドプローブの評価を行う。はじめは
チューブ中での反応性や生じた shRNA の性
質を様々な実験（Tm 測定など）から評価し、
その最適配列・条件を検討する。その結果を
細胞での siRNA 活性発現へと応用する。
siRNA の活性評価にはルシフェラーゼレポ
ーターアッセイを用いる。最終的にはマウス
を用いた in vivo での検討を行い、一般的な
二本鎖核酸発現法として確立する。 
 
４．研究成果 
 まずはヌクレオシド塩基部にアミノチオ
フェノール骨格を有する誘導体の設計・合成
を行った。２−ニトロ−４−ヨードアニリンを
出発原料として、ヘック反応により C-ヌクレ
オシドを合成した後、アミノ基をヨード基へ
と変換した。得られたヨード体をチオールカ
ップリング反応に付したところ、速やかに反
応は進行し、目的とするチオール保護体が得
られた。つづいてニトロ基の還元を行い、生
じたアミノ基をアセチル基で保護し、数工程
を経て、目的とする DNA 自動合成機に導入
するためのホスホロアミダイト体を得た。
DNA 自動合成機を用いてオリゴデオキシヌ
クレオチドを合成したが、アミノ基の保護基
であるアセチル基の脱保護ができなかった。 
 そこで、保護基の問題のみならず収率の改
善も見据えて合成経路の見直しを行うこと
とした。すなわち、置換基をフッ素としてお
き、直接的にチオールを反応させる経路を取
った。チオールとの置換反応は速やかに進行
し、望みとする置換体を得ることができた。
また、チオール基と選択的にクロスリンクす
る核酸塩基部として、新たに 4-halopyridine
誘 導 体 を 設 計 し た 。 本 誘 導 体 は
4-halopyridine を出発原料として、ヨード化、
ヘック反応による C-グリコシル化を行った



後に各種保護基を導入し、ホスホロアミダイ
トユニットへと導くこととした。さらに電子
求引性基であるシアノ基を導入した誘導体
の合成も行い、チオールとの反応性を検討し
た。-メルカプトエタノールを用いてモノヌ
クレオシドの反応性を検討した結果、4-Cl 体
＜4-F 体＜4-Cl-3-CN 体の順で反応性が高い
ことが明らかとなった。そこで、本ヌクレオ
シドを含むオリゴデオキシヌクレオチドが
タンパク質中に存在するシステイン残基と
も選択的に反応可能であると考え、核酸医薬
品の創製研究へと展開した。標的をエピジェ
ネティックに関与するDNAメチルトランスフ
ェラーゼ(DNMT)とした。合成したオリゴヌク
レオチドの 5’-末端標識化し、DNMT とイン
キュベーションし、変性ゲル電気泳動にて解
析した。その結果、修飾オリゴヌクレオチド
は DNMT と共有結合性の結合をしていること
を明らかにした。またその反応性はヌクレオ
シドの反応性と異なり、4-F 体が最も高くな
った。 

 
 また、得られた複合体は熱的にも安定であ
り、強固な結合により、酵素(DNMT)の活性部
位を塞ぐことに成功した。さらに修飾二本鎖
DNAをHeLa細胞にトランスフェクションした
結果、殺細胞活性を示すことが明らかとなっ
た。 
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