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研究成果の概要（和文）：RNAは遺伝情報の伝達や制御を担う生体内分子であり、遺伝子発現制御において中核となる
役割を果たしている。そのRNAを軸に擬ロタキサン構造を形成させ、極めて安定な複合体を形成させることができれば
、効率的にリボソームの進行を止めることができると考え、新しい人工核酸、擬ロタキサン形成オリゴDNAの開発に着
手した。本研究により開発した擬ロタキサン形成オリゴDNAは、生理的条件下、標的RNAとの二本鎖形成を引き金に化学
反応が進行し、5分の反応で85%と高効率、高収率で擬ロタキサン構造体の形成に成功した。

研究成果の概要（英文）：It is expected that forming rotaxane-like architecture on target mRNA will lead 
to the regulation of gene expression. In this study, we tried to form pseudorotaxane architecture on the 
target RNA using a pair of pseudorotaxane-forming oligo DNAs (prfODNs) under physiological conditions. 
The pseudorotaxane formation reaction proceeded in 85% for 5 min, that is, we have developed the 
high-performance prfODN with high efficiency and yield.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 核酸化学　人工核酸　ロタキサン
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１．研究開始当初の背景 
RNA は遺伝情報の伝達や制御を担う非常
に重要な生体内分子であり、遺伝子発現制御
において中核となる役割を果たしている。こ
れらのRNAに対しオリゴヌクレオチド(ON)
を用いて二本鎖を形成させ蛋白質発現を制
御するアンチセンス法は、長年創薬に向けた
研究が行われ、国内外を含め多数の修飾 ON
が臨床試験まで進んでいる。これらのアンチ
センス効果を効率化する一つのアプローチ
としてクロスリンク核酸がある（Fig. 1）。ク
ロスリンク核酸を導入した ON は標的
mRNAに対して共有結合を形成し、リボソー
ムの進行をとめることで効率的に蛋白質発
現を阻害できる。しかしクロスリンク核酸を
用いた方法論では、共有結合を形成する標的
が比較的反応性の低い核酸構成官能基であ
るため、高い反応性を持つクロスリンク核酸
を用いる、あるいは高い反応性が外部刺激に
より活性化される分子を用いる必要があり、
細胞内への適用には制限があった。 
このような背景の下、本研究では従来のア
プローチとはまったく異なる、標的 RNA と
強く結合する新しいアプローチを考案した。
今回、我々は二つの分子が、「直接共有結合
でつながってはいないが外れもしない」とい
うロタキサンの性質に着目した。ロタキサン
は、輪の中にひも状の分子が貫通し、その両
端にストッパーがつくことで、ひもが輪から
抜けない構造である（Fig. 2）。標的 RNAを
軸に、擬ロタキサン構造（RNA にストッパ
ーがないため）を形成させることで、RNA
と直接つながっていないが外れもしない、つ
まり RNA に巻き付く極めて安定な複合体を
形成し、効率的にリボソームの進行を止める
ことができると考え本研究に着手した（Fig. 
1）。 

２．研究の目的 
 効率的な翻訳阻害を実現するためには高
性能な擬ロタキサン形成核酸を開発する必
要がある。本申請課題では、①擬ロタキサン
形成能を持つ人工核酸の開発、および②新規

翻訳阻害法の確立の二つを研究期間内の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
標的 RNA を軸に擬ロタキサン構造を形成
する人工核酸として、一対の擬ロタキサン形
成オリゴ DNA（pseudorotaxane-forming 
oligo DNA, prfODN）、prfODN1、prfODN2
を設計した。それぞれのprfODNが標的RNA
に対して二本鎖を形成することで、まずホス
ホロチオエート基とクロロアセトアミド基
との SN2反応が進行、prfODN1と prfODN2
が連結された後、DBCO（環歪みをもつアル
キン）とアジド基が近接することで、銅触媒
なしのクリックケミストリーが加速されへ
リックス間で架橋が結ばれることを期待し
た（Fig. 3）。これら二つの反応が RNA上で
進行することで擬ロタキサン構造を形成し、
RNA に対し非常に安定な複合体を形成でき
ると期待した。 
高性能な擬ロタキサン形成核酸を完成さ
せるため、以下三点に着目し系統的に形成効
率を調査した。 
①反応性基を伸長しているヌクレオチド間
の塩基数 
②リンカーを挿入する部位 
③アジド基を修飾している PEG リンカーの
長さ 
また副反応を防ぐために、ホスホロチオエー
ト基はジスルフィドダイマーprfODN1’とす
ることで保護し、系中のグルタチオンにより
活性化することを計画した（Fig. 3）。合成し
た種々の prfODNは組み合わせを変え、擬ロ
タキサン形成反応を 37℃、pH7.2の条件下行
い、ゲルシフトアッセイにて系統的に解析し
た。 

４．研究成果 
①prfODN1’、prfODN2の合成 

prfODN1’: DNA 自動合成装置で合成した

リボソーム 

5’ 3’ 

mRNA 

翻訳の停止 

擬ロタキサン形成による翻訳阻害 

Fig.1 翻訳阻害の概念図 

クロスリンク核酸 

Fig.2 ロタキサンの模式図 

２つの分子が、直接つながってはいないが
外れもしない。ストッパーがないものは擬
ロタキサンと呼ばれる。 

Fig.3 擬ロタキサン形成反応 



ODN1 を 2,2'-ジピリジルジスルフィドで活
性化することでホモダイマーとし、続いて
DBCO の活性エステルを用いて合成した。
（Scheme 1） 
prfODN2: DNA 自動合成装置で合成した
ODN2をクリック反応でアジド PEGリンカ
ーをコンジュゲートし、続いてクロロ酢酸 
N-スクシンイミジルで処理することで合成
した。 
 それぞれの prfODN は HPLC で精製し、
MALDI-TOF/MSで分子量を測定することで
構造を確認した。 

 
②擬ロタキサン形成反応 

28mer の標的 RNA 存在下、prfODN1, 2
を用いて pH 7.2、37oCの条件で反応を行い、
変性ポリアクリルアミドゲルにて分析を行
った。その結果、変性ゲル上で通常の二本鎖
より安定な擬ロタキサン由来と考えられる
バンドが観測された。64の組み合わせの系統
的な検討の結果、prfODN1 のリンカーを主
溝側から、prfODN2 のリンカーを副溝側か
ら伸ばすことで、5分の反応で最大 85%と高
効率、高収率な反応を見出した。さらに本反
応は環状の一本鎖 DNA(7249 塩基)に対して
も進行し、カテナン（二つの環が鎖のように
つながった構造体）を形成できることも確認
した。この結果から、想定した貫通構造の形
成が強く示唆された。 
 
③擬ロタキサン構造の熱的安定性 
この擬ロタキサンの熱的安定性を確認す
るため、様々な温度で 10分間加熱後、0℃へ
急冷し変性ゲル電気泳動で擬ロタキサンの
存在率を調査した。その結果、70℃の加熱で
環状化 DNA は RNA から解離することが明
らかになった（Fig. 4A）。この二本鎖の Tm

値（二本鎖の半分が解離する温度）を測定し
たところ 66℃であったことから、この擬ロタ
キサン構造は二本鎖構造の熱的安定性を大
きく上げる効果はなかった。しかし、室温条
件下、変性ゲル上（非熱的に二本鎖構造を解
離する条件）でこの擬ロタキサン構造は安定
だったことから、これまでの二本鎖構造には
ない特殊な安定性を与えることに成功した

といえる。 
さらに興味深い現象として、この環状化

DNA は 50℃で加熱することで標的 RNA 鎖
に滑り込み擬ロタキサンを再形成できるこ
とを発見した（Fig. 4B）。つまりこの環状化
DNA は、低温では二本鎖を形成しないが、
適度な加熱で二本鎖を形成するという興味
深い性質を示した。 

 
④細胞抽出液を用いた翻訳阻害実験 
最適化した prfODN の翻訳阻害効果を調
査した。まず、ホタルルシフェラーゼの配列
を持つmRNAに対し合成した prfODNを用
いて擬ロタキサンを形成させた。続いてその
mRNAおよび細胞抽出液を用いて、試験管内
で翻訳反応を行い、ルシフェラーゼ発光を調
査した。しかしながら、試した prfODNに翻
訳阻害効果は観測されなかった。その原因と
して、複合体の安定性が翻訳阻害のために十
分ではなかったことが考えられる。そこでリ
ンカー部位を PEG リンカーからカチオン性
のリンカーに変更することで、貫通構造の安
定性をさらに高めることにした。本研究期間
中にはカチオン性のリンカーをもつ反応性
ODN の合成まで終了した。今後、同様のア
ッセイにより翻訳阻害効果を調査していく
予定である。 
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