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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヌクレオチド2分子からなる環状化合物である環状ジヌクレオチド類を
基盤とした創薬化学研究により、がん免疫療法薬としての応用を志向したSTINGアゴニストの獲得を目的として
研究を実施した。環状ジヌクレオチド類のリン酸ジエステル部を、プロドラッグ基を有するリン酸トリエステル
構造へと変換したアナログの開発により、天然型環状ジヌクレオチド類と比較して、約10,000倍STINGアゴニス
ト活性を向上させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted medicinal chemistry research based on cyclic 
dinucleotides, which are cyclic compounds consisting of two nucleotide molecules, with the aim of 
obtaining STING agonists for cancer immunotherapy. By converting the phosphodiester linkages of 
cyclic dinucleotides to phosphotriester linkages with prodrug groups, we succeeded in developing 
analogs with approximately 10,000-fold higher STING agonist activity compared to natural-type cyclic
 dinucleotides.

研究分野： 核酸創薬化学

キーワード： 環状ジヌクレオチド　STING　プロドラッグ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、強力なSTINGアゴニスト活性を有する中分子化合物の獲得に成功した。STINGの活性化は、ヒトを含
む哺乳動物において、自然免疫系の活性化に繋がる。したがって、本研究により獲得したSTINGアゴニスト化合
物は、感染症やがんに対する免疫学的治療薬の候補化合物となり得るため、学術的ならびに社会的意義が大き
い。
さらに、開発した化合物を活用して、STINGと疾患を関連づける新しい分子メカニズムの解明研究にも着手して
おり、創薬領域において更なる研究の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
 がん免疫療法の進展は、がんをまた一歩

「治る病気」へと近づけた。現在、がん免疫療

法薬の中心は、PD-1 などの T 細胞免疫チェッ

クポイント分子に対するモノクローナル抗体 
(免疫チェックポイント阻害薬/2018 年ノーベ

ル医学生理学賞) であるが、高い治療効果を

発揮する反面、その高額な薬剤費ゆえに、医療

費破綻の懸念が大きな社会問題となってい

る。 
細菌類のセカンドメッセンジャーとして

知られる環状ジヌクレオチド類 (図 1、アデニ

ンを核酸塩基部にもつ環状ジヌクレオチドの

場合、c-di-AMP と称す) は、ヒト細胞内にお

いて小胞体膜上にある stimulator of interferon 
genes (STING) に結合し、自然免疫を誘導す

る。これは元来、細菌感染に対するヒトの防御機構であるが、近年、STING を介した自然免疫の

賦活化が、がん免疫療法に極めて有効であることが明らかとされた。すなわち、がん免疫療法薬

としての環状ジヌクレオチド類に大きな期待が寄せられている。 
しかし、環状ジヌクレオチド類そのものは、(1) リン酸ジエステル部の負電荷による膜透過

性の乏しさ、(2) リン酸ジエステル部がホスホジエステラーゼによる分解を受けるため生体内安

定性に乏しいといった致命的な欠点ゆえに医薬品となり得ない。 
 
２．研究の目的  
 本研究は、中分子創薬化学研究により「がん免疫療法薬」としての STING アゴニストを獲得

することを目的とする。具体的には、中分子化合物である環状ジヌクレオチド類をシードとして、

その医薬応用へ向けて鍵となる“リン酸ジエステル部”に着目し、 
 (1) 環状ジヌクレオチド“リン酸ジエステル部のプロドラック化” 
 (2) “リン酸ジエステル部非含有”環状ジヌクレオチドアナログの探索 
という 2 つのアプローチから創薬化学研究を展開する。 
 
３．研究の方法  
 これまでの研究活動において、研究代表者は、ホスホロアミダイト法を基盤とする環状ジヌ

クレオチド合成法を確立している (Tarashima et al., RSC Med. Chem. 2021, 12, 1519)。本合成法を

基盤として、環状ジヌクレオチド類 リン酸ジエステル部プロドラックアナログを合成する。合

成したアナログについては、STING の刺激に応じて luciferase を発現する改変 HEK293 細胞 (樹
立済) を用いたレポーターアッセイにより in vitro での自然免疫誘導能を評価する。さらに、

STING経路の活性化を、リン酸化 STING、リン酸化 IRF-3のタンパク質発現量を、ウェスタ
ンブロッティングを用いて測定し、EC50 値を算出する。一方、リン酸ジエステル部非含有環

状ジヌクレオチドアナログについては、peptide nucleic acid (PNA) 合成法を参考に合成する。得

られたアナログの自然免疫誘導能については、先と同様に実施する。 

 
４．研究成果  
 環状ジヌクレオチド類のリン酸ジエステル部へ導入するプロドラック基として、S-アシルチ

オエステル (SATE) 基を計画した。SATE 基を有するリン酸トリエステルは、1998 年、Imbach ら

のグループにより、抗 B 型肝炎ウイルス活性を有するヌクレオシドモノリン酸プロドラッグと

して報告された (Périgaud et al., Antiviral Res. 1998, 40, 167)。ヌクレオシドアナログの場合と同様

に、環状ジヌクレオチド類においても、分子内へ導入した 2 つの SATE 基は、細胞内の (チオ)エ
ステラーゼによる代謝を受け、活性本体である c-di-AMP を放出可能なプロドラッグ基として働

くと期待した。しかし、環状ジヌクレオチド類の場合は、近接する 2′-位水酸基の存在により、

リン酸トリエステル部の分解が起こる懸念があったため、まずは、2′-位水酸基への化学修飾の導

入を検討した。 
2′-位水酸基をメトキシ基あるいはフッ素基で置換したアナログ (2′-OMe-c-di-dAMP および

2′-F-c-di-dAMP) をそれぞれ合成し、STING への結合を介した自然免疫誘導能を評価した (図 2)。
その結果、2′-OMe-c-di-dAMP は改変型 HEK293T 細胞において INF-bの産生をほとんど誘導しな

かったのに対し、2′-F-c-di-dAMP は、親化合物である c-di-AMP よりも優れた INF-b産生を誘導

した。以上の結果から、2′-F-c-di-dAMP に対して SATE 基の導入を行うこととした。 

図 1  環状ジヌクレオチド類の構造と 
STING との相互作⽤に基づくがん免疫治療効果 
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2種の 2′-F-アデノシンモノマー2 および

3 を合成した後、両者をカップリングさせ、

ダイマー体 4 を得た後、ジクロロ酢酸を用

いて 5′-DMTr 基を除去することで環化前駆

体 5 を得た (図 3)。この時点で、シリカゲ

ルカラムクロマトグラフィーにより、不斉

リン原子に由来する 2 つのジアステレオマ

ーの分離が可能であったことから、以降の

反応は各ジアステレオマー5a および 5b に

分けて実施した。得られた、ダイマー体 5a
および 5b に対し、N-PhIMT および別途合

成した SATE 型ジアミダイト試薬を作用さ

せることにより、5′-位をホスフィチル化し、

連続して系中へ過剰量のN-PhIMTを加える

ことで、環化反応を進行させ、最後に TBHP
によるリン原子の酸化を経て、環化保護体

7a, 7b および 7c をそれぞれ得た。最後に、

ジイソプロピルアミンを用いて塩基部のフェノキシアセチル基を脱保護し、プロドラッグアナ

ログ piv-SATE-2′-F-c-di-dAMP (1a–c)を得た。 
得られた 3種のプロドラッグアナログ 1a–c の S TING アゴニスト活性について、HeLa 細胞

における STING–リン酸化 STING の割合をウェスタンブロット法により評価し、EC50値を算出

した (図 4)。その結果、コントロール化合物である c-di-AMP および 2′-F-c-di-dAMP の EC50値
は、それぞれ 300 mM以上であるのに対し、本研究で合成したプロドラッグアナログの EC50値
は、それぞれ 509.9 nM (1a), 40.8 nM (1b) および 42.5 nM (1c) と、アゴニスト活性が格段に向上

する事が示された。また、より下流のカスケードに位置する TBK-1 のリン酸化においても同様

の傾向が確認された (data not shown)。各プロドラッグ体は、細胞内で代謝活性化を受けるため、

リン原子の不斉が解消される。すなわち、活性本体の立体化学は、すべて同一の構造に収束する

にも関わらず、そのアゴニスト活性には 10倍程度の差が観察された。この違いは、化合物の膜

透過性あるいはプロドラッグ基の代謝活性化の受け易さの違いに起因すると推測しているが、

その詳細については、現在検証中である。 

2'位化学修飾アナログのSTINGアゴニスト活性評価
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図 2  環状ジヌクレオチド類の 2′-位⽔酸基への 
化学修飾の導⼊ 

図 3  環状ジヌクレオチド類プロドラッグアナログの合成 
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また、代表者は、“リン酸ジエステル部非含有”環状ジヌクレオチドアナログについても PNA
を母骨格とするアナログ 11種の合成を達成した。しかし、いずれの化合物も自然免疫誘導能を

有さなかった。今後は、プロドラッグアナログを基盤として、さらなる医薬化学研究を展開する

すると共に、合成アナログをツールとして環状ジヌクレオチド類の生理機能解明研究ならびに

STING経路のメカニズム解明を目指した研究を鋭意展開する計画である。 
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Extended Data Fig. 8 | The SATE prodrug of CDN is a highly cell-permeable STING agonist. 
a, b, HeLa cells were treated with various types of CDNs at the indicated concentrations for 1 h. The 
cell lysates were analysed by immunoblotting with the indicated antibodies. In b, STING 
phosphorylation ratio was calculated using Image Lab software, and the EC50 values of the dose 
response curve were determined using GraphPad Prism software. Data are mean ± s.d. (n=3). n 
represents biological replicates.
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Extended Data Fig. 8 | The SATE prodrug of CDN is a highly cell-permeable STING agonist. 
a, b, HeLa cells were treated with various types of CDNs at the indicated concentrations for 1 h. The 
cell lysates were analysed by immunoblotting with the indicated antibodies. In b, STING 
phosphorylation ratio was calculated using Image Lab software, and the EC50 values of the dose 
response curve were determined using GraphPad Prism software. Data are mean ± s.d. (n=3). n 
represents biological replicates.
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response curve were determined using GraphPad Prism software. Data are mean ± s.d. (n=3). n 
represents biological replicates.
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