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研究成果の概要（和文）：本研究では，π電子豊富分子が，高次構造体として組織化することで

特異な相互作用が生じることに着目し，組織化構造による機能性に焦点をあてた．とくにπ電

子豊富な生体内機能性分子である核酸が組織化構造により高い機能性をもつことに着目し，高

安定核酸模倣分子「トリアゾール連結核酸」を開発した．クリック化学（Click chemistry）

を活用した分子構造を設計することでオリゴマー合成を実現するとともに，末端擬糖部位

などの構造的特色を活用した機能性を開拓することで，既存の人工核酸になし得なかった

「酵素基質化」という独自の機能を明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）：Replacement of internucleoside phosphodiester linkages of DNA or RNA 

with non-natural structures would generate intriguing oligonucleotides with functions that could 

explore the field of medicinal chemistry, chemical biology and materials science.  The Nature's 

choice of phosphine for the internucleoside linkage is so divine that allows the connection and 

cleavage of the oligonucleotides at will.  We developed non-natural oligonucleotides with an 

internucleosidic modification.  Adopting an effective reaction from the click chemistry, 

copper-catalyzed Huisgen cycloaddition, we designed and synthesized the new analogues, 

triazole-linked DNA and RNA (
TL

DNA/
TL

RNA).  The robust synthesis supported the concise 

synthesis of oligonucleotides with triazole-linkages and the development of their functions in 

bioorganic and materials chemistry. 
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１．研究開始当初の背景 

 π 電子豊富分子は，高次構造体として組織
化することで特異な相互作用を生じ，さまざ

まな機能を発現する．生体内における π 電子
豊富な機能分子である核酸は，核酸塩基が
載ったフラノース環がリン酸ジエステルに
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より鎖状に連なった構造をしており，二本
の核酸は相補的な塩基間の相互作用により
二重らせんを形成する．その美しさに加え
「らせん階段さながらの自然界の π 空間に，
生命の遺伝情報が暗号化され閉じ込められ
ている」という事実が多くの研究者を引き
寄せてきた．この遺伝情報の伝達において，
鍵反応となっているのがリン酸ジエステル
部の P-O 結合生成／切断反応である．この
部分を安定な構造で置き換えれば，生体内
で代謝され得ない人工核酸を創り出すこと
ができ，その高次構造体を組織化すること
で，新機能の創出が可能となると期待でき
る．一方でこうした人工核酸は二重らせん
形成のための精巧な分子設計に加え，単量
体の簡便な合成法や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る． 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では，高安定な核酸模倣分子として，
リン酸ジエステル部位をトリアゾールに置
き換えた「トリアゾール連結核酸」を開発し，
その機能開拓を行う．天然型および非天然
型 π 電子豊富分子同士の相互作用を探るこ
とで，これまでの常識にない特異な物性・
機能性を探ることを目的とするものである．
本申請課題で最も困難が予想される新現象
の発見については,すでに申請者のこれま
での研究により実現している．とくに π 電
子豊富物質上での生体内関連物質の異常挙
動などは世界的にも注目される発見であり，
本申請課題の遂行によりその先導性をさら
に確たるものとする． 

 

 

３．研究の方法 

 高安定な核酸模倣分子として，リン酸ジエ
ステル部位をトリアゾールに置き換えた「ト
リアゾール連結核酸」を開発する（図 1）．ク
リック化学（Click chemistry）を活用した分子
構造を設計することでオリゴマー合成を実

現するとともに，末端擬糖部位などを活用し
た機能性を開拓する．TL

DNA は鎖状構造上
６結合毎に同じ要素が現れる周期性を保持
しており，その連結部以外の分子構造が天然
核酸と共通であるという特徴を活かすこと
で，独自の機能性を開拓する．  

 

 

４．研究成果 

(1) 4 種の核酸塩基をもつ TL
DNA 単量体合成

法の開発 

 

 DNA の遺伝情報は 4 つの核酸塩基の配列
により記述され，その配列は相補的な配列を
もつ核酸鎖との二重らせん構造の形成に必
須である．TL

DNA の多様な塩基配列をもつ天
然核酸を標的とした遺伝子発現制御へと展
開すべく，核酸塩基の多様化を行った．まず
天然ヌクレオシドであるチミジンを出発原
料として，高効率・簡便かつ量的供給が可能
なチミン型単量体の合成経路を確立した．チ
ミン以外の核酸塩基は，チミン型単量体に対
して，核酸塩基を入れ替える反応であるトラ
ンスグリコシル化反応を利用することで，一
段階で導入することができた．合成した単量
体はいずれも溶液中での構造解析から，ヌク
レオシド類縁体はいずれも天然ヌクレオシ
ドに類似の立体配座をとることを明らかと
した．  

(2) 高効率 TL
DNA 固相合成法の開発 

 

 TL
DNA オリゴマーの合成には，反応後の精

製工程を省略できる固相合成法を活用した．
クリック連結および脱シリル化反応を繰り
返すことで１２量体が得られた（図 3)．一伸
長あたりの平均収率は８５％であり，
DNA/PNA 合成に匹敵する効率を実現した．
DNA/PNA 合成では伸長単位を反応活性な中
間体へと変換するのに対し，本手法では銅ア
セチリドの生成により固相上末端が活性化
するため，伸長後に単量体を回収・再利用す
ることができる． 

 

図 1 DNA と TL
DNA の構造 

 

図 2. 
TL

DNA の塩基の多様化 



 

 

（3）TL
DNA の収束合成法の開発 

 

 液相合成では短鎖オリゴマーの連結によ
り量的供給可能な長鎖オリゴマーの合成を
試みている．3'端の反応部位であるアジド
基が比較的容易に導入可能であることに着
眼した手法である．3'端に β 配置のヒドロ
キシ基をもった短鎖オリゴマーは容易に調
製でき，さらにこの求核置換反応により α

配置のアジド基へと変換した．この変換に
よりオリゴマーを伸長単位とすることが可
能となり，４＋３さらには４＋４の連結に
よりそれぞれ７量体と８量体を合成した．
反応条件の最適化も併せ検討することで
（図 4），この等量連結反応の収率は９０％
を越えた．この収束的な伸長法を用いれば，
将来，オリゴヌクレオチドを「コドン単位」
で組み上げていくような展開も可能だと期
待している． 

 

(4) 
TL

RNA の合成 

 

 RNA と DNA の構造上の違いは 2'位ヒドロ
キシ基の有無のみであるが，この差が機能上
では大きな違いとなる．人工核酸でもヒドロ
キシ基による機能性の違いが期待されるが，
RNA 類縁体はこのヒドロキシ基の存在が合
成上の制約となるため報告例は数例しかな
い．我々はクリック伸長法の官能基許容性の
高さに着目し，この手法を TL

RNA 合成へと展
開した．安価な D-キシロースを出発原料とし

て擬糖構造を構築した後，グリコシル化反応
により核酸塩基を導入することで各種単量
体を高効率・簡便に合成することができた
（図 5）．TL

DNA と比べ，選択性・効率とも
良好な経路となった．クリック伸長反応は，
ヒドロキシ基の影響を受けず高効率に進行
することを確認している．今後長鎖 TL

RNA を
合成し，その機能開発を行う予定である． 

 

(5) 
TL

DNA の二重らせん形成 

 

 TL
DNA は天然核酸と二重らせんを形成す

ることができ，それが高い安定性をもつこと
がわかった．TL

DNA１０量体とオリゴアデニ
ン配列をもつ相補鎖 DNA との淡色効果解析
を行った．天然 DNA 同士の二重鎖は 20.0 °C

で二重鎖に由来した淡色効果が半減する（図
6）．この温度は融解温度と定義され，二重鎖
の安定性の指標となる．相補鎖の片側を
TL

DNA に置き換えると融解温度が 61.1 °C ま
で上昇した．Job プロットと CD スペクトル
分析から，この効果が TL

DNA•DNA 二重らせ
ん形成に由来することを明らかにした（図
6b）． 

 

我々は天然 DNA に相補的な構造をもつの
ならば，TL

DNA 同士の二重らせんも構築可
能であろうと考えた．また，「たくさんつく

 
図 3 TL

DNA 固相合成法 

 

図 5 TL
RNA の合成法 

 

図 4. 長鎖 TL
DNA の収束的合成法 

 

図 6 (a) 二重鎖の融解曲線．(b) 
TL

DNA•DNA

二重鎖モデル図． 

 



れて高安定」という TL
DNA には，生命科学

のみならず材料科学分野を含めさまざまな
分野への展開が可能であろうと期待してい
る．両者の着想を組み合わせた試みが，水
銀イオンを二重鎖の架橋部位にした
TL

DNA•
TL

DNA 二重らせんである．水銀イ
オンがチミン塩基を二つ架橋できることは
古くから知られてきたが，最近になり小野
晶教授らによりオリゴヌクレオチドの二重
鎖中にも含めることが明らかにされている．
さらに最近の理論研究により，中央に配列
する水銀が「電子の通り道」となる可能性
が示唆されている．そこでオリゴチミン 3

量体に水銀イオンを添加すると，想定通り
の二重らせんが組み上がった（図 7)．３量
体という通常の塩基対からなる天然 DNA

ならば二重鎖形成は検出できないほどの長
さであったが，質量分析により二重鎖が確
認できた．さらに CD スペクトルから，ら
せん構造に起因するシグナルが観測された
ことから TL

DNA 同士の二重らせんが確認
できた．さらに，この溶液を水晶基盤上に
展開・乾固することで薄膜を作製し，時間
分解マイクロ波吸収伝導度測定を行うと，
薄膜内での電子移動が検出された．この測
定から得られるキャリア移動度は 1.3  

10
–2

 cm
2
/Vs であり，塗布型の有機半導体と

同程度であった．これまでに同じ測定法を
用いて天然 DNA 二重らせん中のキャリア
移動は，正孔として 5  10

–3
 cm

2
/Vs と報告

されている．将来，TL
DNA/

TL
RNA を利用し，

材料科学分野でも魅力的な高安定・高機能
な短鎖オリゴヌクレオチドが設計可能とな
ることを期待させる結果である． 

(6) 
TL

DNA の酵素基質化 

 

 TL
DNA の最大の特徴は天然 DNA と連結部

以外の構造が全く同じであることである．核
酸の 3'末端は転写・複製過程における反応点
であるが，我々は TL

DNA の 3'末端も逆転写酵
素により反応点として認識されることを見
いだした ．逆転写酵素は，成熟 mRNA の情
報を相補的 DNA（cDNA）として入手する際
に活用されている．mRNA には 3'末端にポリ
アデニン配列が存在し，DNA オリゴチミンを
開始鎖とした逆転写反応を行えば，細胞抽出

後の全 RNA から選択的に mRNA の情報を写
し取ることができる．この逆転写反応に
TL

DNA オリゴチミンを添加すると，これが開
始鎖基質となり，逆転写生成物である長鎖
DNA が得られた（図 8）．その生成量は DNA

オリゴチミン生成物の 1.5 倍であり，効率的
な開始鎖基質となったことが示唆された．生
成した DNA が cDNA であったことは，その
PCR により細胞由来 β-アクチン遺伝子が増
幅されたことから確認している． 

 

 さらにこの cDNA上流には加水分解を受け
ない TL

DNA 部が存在することを活用し，5'-

エキソヌクレアーゼ反応により cDNA合成に

図 8 (a) 
TL

DNA 下流に伸長した cDNA．(b) 

逆転写後の電気泳動図. 

 

図 7. 水銀架橋型 TL
DNA 二重鎖の合成  

 
図 9 (a) cDNA 合成のノイズキャンセル法．
(b) ノイズキャンセル前後の電気泳動図．
DNA プライマー由来の cDNA（雑音配列のモ
デル分子）が選択的に分解・除去されている． 

 



おいて副生する非 mRNA 由来の雑音配列を
除去できることを見いだした（図 9）．今後，
高純度 cDNAの簡便生成法への展開が期待さ
れる． 
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