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研究成果の概要（和文）：本研究では、RNAとハイブリッド錯体を形成することにより官能基を転移させ、部位
特異的および塩基特異的に化学修飾する人工核酸を展開し、RNAレベルで遺伝子制御を行う斬新なバイオツール
への展開を目指した。
その結果、RNAリボース水酸基の化学修飾法を新たに確立し、光アシル化のためインドリン誘導体を合成した。
さらに、これらの人工核酸によるmRNAの部位特異的な化学修飾の翻訳に与える効果を調べるため、短鎖ペプチド
をコードするmRNAを用いて非細胞系翻訳システムによるペプチド合成系を確立した。本研究の成果は、さらに
RNAを標的とする遺伝子発現制御法開発の基盤となる重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at the development of the oligodeoxynucleotides to 
selectively modify RNA with a high base- and sequence selectivity, and their application to regulate
 gene the translation.As a result, a selective acylation of the 2’-hydroxy group of the RNA 
molecules has been achieved by the reactive oligonucleotide incorporating a new nucleobase analog as
 a catalyst of the acyl transfer.In addition, new nucleoside analogs have been contracted with the 
indolin skeleton, which were incorporated into the oligonucleotides for the selective acylation of 
the amino group of RNA bases by the activation of photo-irradiation.n order to evaluate the effect 
of the modification of RNA base, non-cell translation system has been established based on the use 
of synthesized mRNA, in which produced peptides are easily analyzed by gel-analysis as well as MS 
measurement.  In conclusion, this study has successfully established oligonucleotide basis for the 
artificial regulation of gene expression.

研究分野： 核酸化学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報は mRNA からタンパク質に翻訳さ
れて機能が発現するが、ヒト全ゲノムの 97％
以上を占める非コード領域から転写される
ncRNA が、タンパク質の発現と機能を精密
に制御していることが明らかにされ、大きな
反響を呼んでいる(図１)。発生や分化および
恒常性維持においても ncRNA は中心的な役
割を担っている。また、その異常は癌などの
疾患と密接に関連することから、革新的な創
薬・治療法開発のフロンティアとして期待さ
れている[3]。このような背景から、様々な機
能の RNA を標的とする斬新な機能性分子
（バイオツール）の開発が強く望まれている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
DNA のシトシン５位メチル化や、100 種類
以上の修飾 RNA 塩基など、核酸の構造と機
能は種々の化学修飾によって精密に制御さ
れている。これまで、化学合成された修飾
RNA を用いて詳細な構造機能相関が明らか
にされてきた。我々は、生体内で RNA を選
択的に化学修飾できれば、RNA 研究の斬新
な分子ツールになり、さらには RNA レベル
での遺伝子制御剤となり得るものと期待し、
機能性人工核酸の研究を展開している。オリ
ゴデオキシヌクレオチド（ODN）は標的 RNA
に対する特異的配列が理論的に設計でき、容
易に合成できる。そこで、我々は、ODN に
反応性官能基を搭載し、RNA とハイブリッ
ド複合体を形成することによって、官能基が
RNA の標的塩基に転移する反応を立案した
(図２)[3]。具体的には、ケトビニル基を導入 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
した 6-チオグアノシン体を設計し、アミノ基
によるマイケル付加反応、その後の逆マイケ
ル反応によるチオグアノシン体の脱離を経
て官能基をアミノ基に転移させる。これまで、
ジケトン型転移基を用いて、中性でシトシン
-4-アミノ基、塩基性でグアニン-2-アミノ基を
配列特異的に化学修飾することに成功し、分
子設計の有効性を実証した。さらに金属カチ
オンによる誘起反応性転移基（ピリジンケト

ビニル基）は、高い反応性と塩基特異性を持
ち、なお且つ、高い安定性が得られているた
め、細胞内での利用が期待される(図３)[4]。 
本研究では、これまで確立した官能基転移核
酸による RNA の特異的化学修飾技術を革新
的なバイオツールとしての展開するため、標
的塩基の拡張、アシル化反応の開発、修飾
RNA の翻訳への効果、について検討する。 
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３．研究の方法 
(1) 標的塩基の拡張 官能基転移核酸の概念
を拡張し、金属イオンにより活性化されるピ
ジジンケト型転移基を用いて、転移反応の標
的塩基をアデニンおよびグアニンに拡張す
る（図４）。さらに、新規の転移反応として、
リボース-2’-水酸基への転移反応を検討し、
特異的アシル化反応を開発する（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Ｎ－アシル化反応の開発 4-N-アシル化
シトシンを水中でルイス酸処理すると効率
的に脱アミノ化が進行することを見出した。
そこで、シトシンの-N-アシル化能を持つ、
光誘起アシル転移反応を開発する（図６）。 
 
(3) 修飾ＲＮＡの転写および翻訳反応への効
果 官能基転移反応のバイオツールとしての
機能を確立するため、まず試験管内実験で、
多様な分子修飾 RNA の逆転写、翻訳反応へ
の効果を調べる（図７）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 標的塩基の拡張 天然TA塩基対類似の錯
体形成を経たアデニン選択的修飾反応を期
待して 4-チオチミン基本骨格に化学的安定
性と金属カチオンによる活性化能を期待し、
ピリジンケト型転移基を導入した(図４)。こ
れらプローブを用い、標的部位にアデニンを
持つ相補鎖 RNA に対する転移反応性を評価
したところ、中性条件、金属カチオン共存下
において、特に、二価銅カチオンが共存する
とき反応は非常に速く 5 分以内に終結した。
金属カチオン非添加の場合も反応は進行し
たが、EDTA を添加すると全く反応が進行し
なかったことから、緩衝液中に存在する極微
量な金属カチオンですら反応加速効果が得
られることが示唆された(図８)。一方、他の
塩基に対してはほとんど反応性を示さず、高
いアデニン選択性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
リボース-2’-水酸基の部位特異的アシル化反
応を実現するためアシル化触媒基をプリン 2
位にカルボキサミド基として導入した。無水
酢酸は触媒基と反応し活性化されるのと同
時に、水酸基に近接すると期待した（図５）。
ピリジン触媒基の場合、最も反応性が高く、
アシル化は人工塩基と対となるヌクレオシ

ドの 3’側で起こっていた。一方、ヒスタミン
を触媒基に導入した場合は、人工塩基と対と
なるヌクレオシドの水酸基がアセチル化さ
れていることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Ｎ－アシル化反応の開発Ｎ－アシル化
反応の開発 （図１０） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N-アセチル-7-ニトロインドリン誘導体は光
照射（365 nm）による活性化によってアシル
基がニトロ基酸素原子に転位し活性化され、
アミンによる求核攻撃によってアミドが生
成する。そこで、合成容易さを考慮し５位カ
ップリング体を合成し、オリゴヌクレオチド
に組み込み光アシル化反応を行った。ニトロ
インドリン体はニトロソインドール体に変
化し、光活性化が起こっていることが示唆さ
れたが、目的のアシル化は観測されなかった。
そこで、反応部位を柔軟にした開環体および
プリン塩基と類似配座を期待した３位カッ
プリング体を新たに合成し、オリゴヌクレオ
チドに組み込み光アシル化反応を検討した。
開環体では光架橋体が生成したが、３位カッ
プリング体ではアシル転位が認められた。 
(3) 修飾ＲＮＡの転写および翻訳反応への効 
果 官能基転移核酸によるアデニン塩基部
位特異的修飾を施した RNA に対して HIV、
M MLV を起源とする逆転写酵素で cDNA 伸
長反応を行った。修飾位置で一部伸長反応が
停止し短鎖 cDNA が生じるが、反応時間を長
くすると全長の cDNA が産生していること



から、ピリジンモノケト型転移基は逆転写反
応を阻害せず、一時的に遅延させていると考
えられる (図１１) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
つぎに、N 末側に T7tag、C 末側に Flag tag
を有する短いペプチドをコードする131塩基
からなる合成 mRNA を用いて、非細胞翻訳
系で翻訳を行った。修飾により短いペプチや、
アミノ酸組成が変化したペプチドが産生さ
れた場合、タグを利用することにより容易に
解析できると期待した。官能基転移反応によ
りタグ間のシトシンをピリジニルケト基で
修飾した RNA を大腸菌由来無細胞再構築系
の細胞抽出液に加え、37℃で 2 時間翻訳反応
を行った。その結果、本翻訳反応では T7-tag
部は翻訳されるものの Flag-tag 部分は翻訳
されず、短いペプチドが産生されていること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結論として、本研究では mRNA の特定の部位
を標的に効果的に化学修飾する手法を検討
し、シチジンおよびアデニン塩基部位の特異
的修飾法、リボース水酸基の特異的アシル化
法、および光活性化アシル化法の開発に成功
した。mRNA の部位特異的な化学修飾は翻訳
への効果が期待されるものであり、本研究で
は非細胞系による評価法を確立した。 
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