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研究成果の概要（和文）：短鎖の二本鎖RNA（siRNA）にを用いたRNA干渉法は，次世代医薬の要の技術として注目され
ている．その実用化においては，siRNA自身の不安定性や非特異的抑制効果などが問題となっており，これらの化学修
飾による克服が重要な課題となっている．本研究では，トリアゾール連結RNAとRNAとのキメラ型多量体を開発し，高効
率・簡便合成可能な人工siRNA分子を開発した．量的供給可能な液相合成法とホスホアミダイト固相合成法を組み合わ
せた手法を確立することで，非天然型連結部の導入位置の異なるsiRNAライブラリを構築し，そのRNA干渉能の網羅的な
構造活性相関研究からトリアゾール連結部の許容度を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Chimeric RNA oligonucleotides with an artificial triazole linker were synthesized 
using solution-phase click chemistry and solid-phase automated synthesis. Scalable synthesis methods for 
jointing units for the chimeric structure have been developed, and after click-coupling of the jointing 
units with triazole linkers, a series of chimeric oligonucleotides was prepared by utilizing a 
well-established phosphoramidite method for the elongation. The series of chimeric 21-mer 
oligonucleotides that possessed the triazole linker at different strands and positions allowed for a 
screening study of the RNA interference to clarify the preference of the triazole modifications in 
small-interfering RNA molecules.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 短鎖の二本鎖 RNA（siRNA）により標的遺
伝子を切断する RNA 干渉法は，次世代医薬
の要の技術として注目されている．RNA干渉
法の実用化においては，siRNA自身の不安定
性や非特異的な翻訳抑制効果などが問題と
なっており，これらを化学修飾により克服す
ることが重要な課題となっている．siRNAの
化学修飾では，RNA分子の加水分解標的部で
あるリン酸部を排除した設計を施すことが
高い化学的安定性を獲得するうえで鍵とな
るが，これらにおいては酵素活性を阻害しな
い精巧な分子設計に加え，単量体の簡便な合
成法や，多量体合成のための高効率な伸長反
応を実現しなければならず，有機合成化学の
力量が問われるところとなっていた． 
 
	
 我々は最近，核酸のリン酸部のみをトリア
ゾール環に置き換えることで完全加水分解
耐性をもつ「トリアゾール連結型核酸，TL核
酸（TLDNA・TLRNA，図 1a）」を開発してい
る．TL核酸は核酸伸長反応に銅触媒アジドア
ルキン付加環化（CuAAC）反応を活用するこ
とで，1 伸長あたり 85%の高い効率で長鎖多
量体を合成することができる．さらに TL核酸
は天然核酸と類似の構造をもつため，天然酵
素によって「基質」として認識され，天然核
酸の代替物として働くことができる．例えば
TLDNAが逆転写酵素の「開始鎖基質」となる
ことをこれまでに実証してきている．本研究
では，TL核酸の特質である「完全加水分解耐
性・高効率合成法・酵素基質性」を siRNAの
化学修飾法に活用することで，RNA干渉の抱
える問題を解決するための機能性 siRNA 分
子を実現することができるとの着想に至っ
た． 
 

２．研究の目的 
	
 本研究では，天然 RNA 類似の構造と完全
加水分解耐性を併せ持つ TLRNA を siRNA の
分子構造に適用することで，高効率・高機能
siRNA分子の開発を目的とした．siRNA分子

の開発において鍵となる連結部への改変構
造に対する許容度への知見は，合成上の制約
により未だ知見の少なく，本研究を遂行する
ことで，siRNA分子の設計指針を確立するこ
とを目指した．生体内で機能性を獲得するた
めには，TLRNAの中性骨格に由来する溶解性
の低さを克服しながら検討を行う必要があ
り，今回，天然型 RNAと TLRNAとのキメラ
型多量体合成法（図 1b）を開発し，siRNAラ
イブラリを構築することで，その網羅的な構
造活性研究を行い，未だ知見の少ない siRNA
中での非天然型連結部の導入効果について
明らかにすることを目指した． 
 
３．研究の方法 
	
 TLRNA と天然型 RNA との連結用単量体を
合成し，TLRNA と RNA のキメラ型多量体を
開発した．TLRNA部の合成においては量的供
給が可能な液相合成法を利用し，RNAの伸長
においては天然型核酸合成に汎用されるホ
スホアミダイト固相合成法法を組み合わせ
ることで，簡便・迅速なキメラ型多量体合成
法を確立した．この手法をもとに，多様な位
置に TLRNA 部を有するキメラ型多量体ライ
ブラリを構築した．これらを siRNA分子とし
て用いた RNA 干渉実験における構造活性相
関研究を行うことで，TLRNA部の導入効果を
明らかにし，高効率な siRNA分子を開発する
ための分子設計指針確立に資する知見を得
た． 
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スキーム 1．5'および 3'連結用単量体の合成法 
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図 1. TLDNA, TLRNA，キメラ型多量体の構造 



 

 

４．研究成果 
（1）TLRNAと RNA間の連結用単量体の開発 
 
	
 TLRNA 部をホスホアミダイト法のビルデ
ィングブロックとして利用するためには，天
然型ビルディングブロックと同様，5'末端に
ジメトキシトリチル保護されたヒドロキシ
基をもつ 5'連結用単量体と，3'位にホスホア
ミダイト基への誘導が可能なヒドロキシ基
を有する 3'-連結用単量体が必要となる．今回，
両者を 4種の核酸塩基を用いて合成した．安
価な D-キシロース（6500 円／500 g, wako 
pure chemical）からそれぞれ 4種の核酸塩基
に共通となる糖供与体のワンバッチ 100 gス
ケールでの合成法を開発した（スキーム１）．
これらに対し，4 種の核酸塩基をそれぞれ活
性化して導入し，各種保護基の導入・脱保護
を行うことで，合計 8種の単量体をいずれも
高収率・高選択的に得ることができた． 
 

（2）キメラ型多量体ライブラリの構築 
 
	
 5'連結用単量体と 3'連結用単量体を組み合
わせたジヌクレオチド 3 種を CuAAC 反応，
つづくホスホアミダイト化により合成し，こ
れをビルディングブロックとした RNA 伸長
を行った（スキーム 2）．RNA 伸長において
は，天然核酸合成用の核酸自動合成機による
ホスホアミダイト合成法をそのまま適用す
ることができ，高効率に 21 量体を得ること
ができた．この手法を用いて，トリアゾール

連結ジヌクレオチドの導入位置の異なる 13
種のキメラ型 21 量体を迅速・簡便に合成す
ることができた． 
 
（3）キメラ型 TLRNA-RNAの遺伝子干渉能の
評価 
 
	
 合成したキメラ型 21 量体ライブラリを
siRNA分子として用いた遺伝子干渉能の評価
を行った．キメラ型多量体は siRNAのパッセ
ンジャー鎖とガイド鎖のいずれかに用い，も
う一方は天然型 RNA とした二重鎖を形成し
た．この siRNA 二重鎖と EYFP プラスミド，
コントロールとして tagRFP プラスミドを共
に HeLa 細胞に導入し，48 時間後に EYFP 
mRNA の発現量が抑制されているかどうか
を qRT-PCRを用いて定量的に明らかにした．
その結果，パッセンジャー鎖にトリアゾール
部を導入した場合は天然型 siRNA と同様の
抑制効果が得られたのに対し，ガイド鎖に導
入した場合は，その導入位置により抑制効果
が異なることがわかった（図 2a）．オーバー
ハング領域である 3'末端付近では天然型と同
等の抑制効果を示したのに対し，5'末端側（上
流部）では顕著な効果を示さなかった．5'末
端から 1-8 番目に位置する上流部はシード領
域と呼ばれ，結晶構造解析からも，シード領
域内の全てのリン酸部がアルゴノートタン
パクと水素結合形成をしていることからタ
ンパクによる認識が厳密であることが示唆
されていた．一方で，トリアゾール部がシー
ド領域の隣の 8-9 番目に位置する場合，興味
深いことに一定の抑制効果を示すことが明
らかとなった．これらの抑制効果はその翻訳
後のタンパク発現量からも確認できた（図
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図 2. キメラ型多量体の遺伝子干渉能の評価．（a）
RT-PCR による mRNA 発現レベルの評価．(b) EYFP
タンパクの発現レベルを示す蛍光顕微鏡写真． 
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スキーム 2. キメラ型多量体の合成法 



 

 

2b）．以上のことから，siRNA 中の非天然型
のトリアゾール連結部のアルゴノートから
の許容度は，その導入位置に依存し，パッセ
ンジャー鎖とガイド鎖の一部において良好
な遺伝子抑制効果を示すことを明らかにし
た．これまでガイド鎖に許容されるリン酸部
改変型人工核酸はごく限られていたが，今回
簡便な人工 RNA 合成法を確立したことで，
導入位置による網羅的な構造活性相関研究
解析が可能となり，効率的な siRNA分子を見
出すことができた．これらの成果は機能性
siRNA分子を開発する上で新しい設計指針を
示すものであるとともに，siRNA分子に限ら
ず，多様な機能性生体分子に活用可能である
ことから，生化学分野における様々な応用研
究へと展開できるものと期待している． 
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ボヌクレオチド類縁体 
発明者：磯部寛之，藤野智子，古樫加奈子 
権利者：同上  
種類：特許 
番号：PCT/JP2015/055405 
出願年月日：2015年 2月 25日 
国内外の別：国外 
 
（２）名称：トリアゾール連結型オリゴリボ
ヌクレオチドを含むオリゴリボヌクレオチ
ド類縁体を用いるポリペプチドの製造方法 
発明者：磯部寛之，藤野智子，岡田滉大，鈴
木建 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特願 2015-011356 
出願年月日：2015年 1月 23日 
国内外の別：国内 
 
 
○取得状況（計	
 ０件） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.orgchem2.chem.tohoku.ac.jp/Main/T
op.html 
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 藤野	
 智子（FUJINO, TOMOKO） 
	
 東北大学・大学院理学研究科・助教 
	
 研究者番号：70463768 
 
(2)研究分担者 
なし 
 
(3)連携研究者 
なし 
	
 


