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研究成果の概要（和文）：核酸伸長反応に高効率なクリック化学を活用したトリアゾール連結核酸の高効率合成
法を開発し，その生命科学における機能展開を実現した．当初予定していたRNAとアミノ酸とのクリック連結法
を探索するなかで，DNA末端へのアジド化とそのクリック連結法を開発し，これが次世代DNAの鋳型DNA調整に活
用可能であることに注目して簡便鋳型合成法を実現した．さらに，当初の合成標的であった修飾tRNAから，全く
開拓例がなく，より挑戦的な修飾mRNAの開発に標的を切り替え，初の非リン酸型コドンをもつ修飾mRNAを実現し
た．こうした修飾RNAの二重鎖形成におけるトリアゾール連結部の効果を熱力学的解析から明らかにした． 

研究成果の概要（英文）：We developed a high-efficient synthesis method of triazole-linked nucleic 
acid using click chemistry for nucleic acid elongation reaction and realized its functional 
development in life science. In searching for a click-linking method between RNA and amino acid 
planned at the beginning, azidation to the DNA end and the click-linking method were developed. 
These methods enabled us to realize a convenient double-stranded DNA template preparation for 
next-generation DNA sequencers. In addition, we switched the research target from modified tRNA to 
more challenging modified mRNA without any examples. We realized modified mRNA with a 
non-phosphate-linked codon for the first time. We also clarified the effect of the triazole linkages
 in the double-strand formation of such modified RNA from the thermodynamic analysis.

研究分野： 有機合成化学

キーワード： トリアゾール　RNA　クリック化学　mRNA　duplex
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非リン酸型核酸は高い化学的・熱力学的安定性に加え，多様な機能性が期待される次世代型バイオ材料である
が，その合成上の制約により機能展開に至った例はごく限られていた．本研究では，高効率なクリック化学に着
目して，糖保存・非リン酸型RNAでの最長の例を実現し，その二重鎖形成における熱力学的特性を初めて明らか
にした．さらにこうした非リン酸型の機能展開として，これまで例のない翻訳反応におけるmRNAとしての機能性
評価や，次世代シークエンサーのための鋳型DNA調整法を実現した．本研究により，これまでほとんど明らかと
なってきていない非リン酸型RNA・DNAの機能性開拓を達成した．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 核酸オリゴマーは，その核酸塩基間での選択的 Watson-Crick 水素結合形成により二重鎖を構
築する．こうした二重鎖が生体内でタンパクや酵素類から認識され，複製・転写・翻訳などセン
トラルドグマに関わる多様な酵素反応を誘発する「酵素基質」として働く．最近，核酸オリゴマ
ーを人為的に作製した遺伝子工学研究が盛んに行われてきており，とくに酵素反応における鍵
となる核酸連結部への非天然型構造の導入が注目されてきている．比較的合成のしやすい DNA
に比べて，特に RNA への化学修飾例は限られており，特に容易に加水分解を受けやすいリン酸
連結部の改変例はごくわずかである．そのため RNA 内の非天然型連結部の酵素反応に与える影
響はほとんど明らかになってきていない． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，核酸伸長反応に高効率なクリック化学を活用したトリアゾール連結 DNA，RNA
（TLDNA，TLRNA，図 1）の高効率合成法を開発し，その生命科学における機能展開を実現した．
当初予定していたRNAとアミノ酸とのクリック連結法を
探索するなかで，DNA 末端へのアジド化・アルキンとの
クリック連結法を開発した．これが次世代 DNA の鋳型
DNA 調整に活用できることに新たに注目し，簡便な鋳型
合成法を実現した．さらに，当初の合成標的であった修飾
tRNA から，全く開拓例がなく，より挑戦的な修飾 mRNA
の開発に標的を切り替え，初の非リン酸型コドンをもつ
修飾 mRNA を実現した．こうした機能性はその二重鎖に
おける構造的・熱力学的効果に依存するが，その効果は未
だ不明瞭であった．今回，非リン酸型 RNA の最長鎖 11 量
体合成を達成し，その二重鎖形成の熱力学的特性を明ら
かにした． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，酵素の認識部位である糖を保存しつつ，連結部をトリゾールに置き換えた TLDNA
および TLRNA 合成法を開発し，その生命化学的機能を探索した．これまでトリアゾール部を一
つ含むキメラ型核酸の合成では，先にトリアゾール連結部を含む 2 量体を合成し，これをホスホ
アミダイト法によりリン酸・トリアゾール混合連結オリゴマーを合成していた．１今回，DNA の
3'末端に選択的にアジド修飾トリリン酸を導入することのできる酵素による DNA のアジド化を
行い，これとあらかじめ合成した 5'-アルキニル修飾 DNA とのクリック連結による合成法を新
規に開発した．構築したトリアゾール連結部存在下でも DNA 複製反応が良好に侵攻することを
見出し，次世代シークエンサー用の鋳型 DNA 調整法を開発した．一方で，トリアゾール連結部
を複数複数のトリアゾール連結部を導入するための新規手法として三種の単量体を組み合わせ
た合成法を開発し，これにより新規のトリアゾール連結コドンを含む mRNA 用オリゴマー13 量
体を合成した．無細胞翻訳系を用いたペプチド生成反応により，アミノ酸同士の連結における反
応効率・選択性を評価した．さらに，これらの機能性発現における構造・熱力学的効果を明らか
にすべく，モデル化合物として，全てのリン酸部をトリアゾール環に置き換えた TLRNA 11 量体
合成法を開発し，その構造・熱力学的評価を行った． 
 
 
４．研究成果 
 
（1）DNA 末端アジド化法と次世代シークエンサー用鋳型 DNA の簡便合成法の開発 2 
 
 一本鎖 DNA (ssDNA) の次世代シーケンシング（NGS）として，ターミナルデオキシヌクレオ
チジルトランスフェラーゼ (TdT) を利用したアジド化法と， クリック化学を介した ssDNA 連
結反応による化学酵素法を開発した．TdT は 3'-アジド
修飾ジデオキシリボヌクレオチドを一本鎖 DNA の 3'末
端に伸長してホモポリマーを合成する酵素である．3'末
端をアジド修飾したリボヌクレオチドを基質として用
いることで単一ヌクレオチドのみを結合できる手法を
開発した（図 2）．続いて，予め化学合成した 5'-アルキ
ニル DNA アダプターとクリック連結し，この非リン酸
連結部の存在下で効率よく DNA 複製条件を見出した
（図 3）．この手法を基に MNase-seq ライブラリーの調
製を実現し，従来の手法に匹敵するヌクレオソームプロ

 

図 1．TLDNA／TLRNA の構造 
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図 2． DNA 3'末端へのアジド化法 



 

 

ファイルを明らかにすることができ, NGS ライブラリー調製におけるクリック連結の可能性を
保証することができた．本手法は DNA ライブラリの簡便・高効率な調整法として高い波及効果
が期待できる． 
 
 
（2）トリアゾール連結コドンを含む mRNA の翻訳機能開拓 3 
 
 mRNA は，その 3 塩基をコドン単位としてタンパク質のアミノ酸配列を記述する重要な生体
高分子である．近年，このタンパク質合成（翻訳反応）を，無細胞・試験管内で人為的に行える
ようになったが，その鋳型には mRNA ではなく DNA が代用され，mRNA への転写/翻訳反応の
二工程を要する手法が汎用されている．これは mRNA が加水分解を受けやすく，非常に不安定
であるためである．mRNA の加水分解標的部であるリン酸部を化学的安定な連結部に改変でき
れば，直接的・簡便な翻訳反応を実現することが可能となる．しかし，mRNA に対して非リン酸
型の連結部を導入した例はなく，このような人工 mRNA が翻訳系において許容されうるのか，
対応するアミノ酸間のペプチド結合生成反応を促進することができるのか，などの基礎的な知
見さえ不明であった．本研究では，mRNA のコドンに対応する 3 塩基をトリアゾール連結型に
置き換えたキメラ型 TLRNA を開発し，人工コドンの翻訳効率とアミノ酸への忠実性を初めて明
らかにした．  
  これまでのキメラ型 TLRNA 合成法では
トリアゾール連結部を一つしか導入でき
なかったため，複数のトリアゾール連結
部を導入するための新規手法として三種
の単量体を組み合わせた合成法を開発し
た（図 4）．これをホスホアミダイト合成
法の伸長単位に適用することで 13量体か
らなる長鎖 RNA を天然型 RNA に匹敵す
る高い効率で合成した．この 13 量体の塩
基配列はジペプチド（fMet-Phe）の合成を
指示するように設計しており，これを鋳
型とした翻訳反応を行った，翻訳産物の
同定には HPLC 解析を利用し，別途化学
合成した各種ペプチドの保持時間を指標
として決定した．さらに翻訳産物を放射
線標識化することで，生成物の定量評価
を行った．標識メチオニン存在下で反応
を行った後，得られた粗生成物をHPLCに
より分画し，その全画分の放射線量を計
測した．これにより人工 mRNA の翻訳効
率・アミノ酸への忠実性を網羅的・定量的に評価した． 
 
 人工 mRNA を鋳型として得られた翻訳産物の HPLC-質量分析（LCMS）を行った結果，fMet-
Phe が生成したことを確認できた（図 5）．これは人工 mRNA がリボソームから基質として認識
されると同時に tRNA の相補鎖となり，tRNA 上のアミノ酸どうしの結合生成を促したことを示
している．さらに副生成物として fMet-Leu，fMet-Ile が生成していることも確認でき，人工 mRNA

 

図 3．クリック連結した DNA を鋳型とした DNA 複製反応 

 
図 4. トリアゾール連結部をもつ人工 mRNAの合成 
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が一塩基異なるアンチコドン部からなる
Leu-tRNA や Ile-tRNA にも結合したこと
がわかった．fMet-Phe と副生成物である
fMet-Leu/Ile の生成比は 57:43 であり，副
生成物も比較的多く生成したことがわか
った．天然型 mRNA を鋳型した翻訳産物
との比較を行ったところ，翻訳効率にお
いて人工 mRNA が天然型 mRNA を圧倒
することがわかった．fMet-Phe 生成量は
約 2 倍，fMet-Leu/Ile 生成量は約 3 倍であ
った．一方，天然型 mRNA を用いた場合
の fMet-Phe と副生成物 fMet-Leu/fMet-Ile
の生成比は 77:23 であり，人工 mRNA が
アミノ酸への忠実性を低下させることが
わかった．リアゾールの電気的中性の骨
格に由来するものと考えられる．中性の
連結部は負電荷を帯びた tRNA との静電
反発がないため，tRNA への結合力が強ま
り翻訳反応を促進させた一方で，塩基配
列への選択性を低下させたものと考えて
いる．  
 
 
（3）トリアゾール連結 RNA と RNA との二重鎖形成における熱力学的・構造解析 4 
 
  TLRNA の生命化学機能を探索するなかで特異な機能性を見出してきたが，その機構を理解す
るにおいて，トリアゾール連結部を含む非天然型 RNA 部がどのような熱力学的・構造的性質を
示すのかが鍵となる．これまでにこうした非天然型連結部の存在による効果への知見はごく限
られ，本トリアゾール連結部の効果は未検討であった．本研究では，こうした解析を可能とする
モデル化合物として，全ての連結部をトリアゾール部とした糖保存・非リン酸型 RNA で最長の
オリゴマーを合成し，その天然 RNA 相補鎖との二重鎖形成におけるトリアゾールの導入効果を
明らかにした．  
 
 TLRNA の合成はこれまで最長で 3 量体までしか達成できていなかったが，今回新たに固相反
応条件の精査により，13 量体の合成を達成することができた．とくに銅触媒の選択・調整法が
再現性において重要であることがわかり，その最適化によって高効率な伸長法を確立した．クリ
ック連結とテトラブチルアンモニウムフルオリドによる脱シリル化反応の繰り返しにより 11 量
体まで伸長したのち，最終的に塩基性条件下で固相担体からの切り出し・脱保護を行い，糖保存・
非リン酸型 RNA での最長鎖の高効率合成を達成した（一段階あたりの平均収率 93%）． 
 この 11 量体と天然 RNA との二重鎖の融点は，24.8 °C と RNA 同士からなる二重鎖の融点
（53.7 °C）と比較して低かった．その融解曲線を二状態と過程した熱力学的解析 5から各熱力学
的パラメーターを見積もったところ，TLRNA•RNA二重鎖ではエンタルピー貢献が小さい一方で，
負のエントロピー貢献が小さいことがわかった．熱力学的寄与を構造的に明らかにすべく，分子
動力学計算を用いて構造解析
を行ったところ，TLRNA•RNA
二重鎖は RNA•RNA 二重鎖に
類似の A 型構造を示した（図
7a）．詳細な構造パラメーター
解 析 か ら ，  Buckel (k) と
Stagger （ Sz ） に お い て ，
TLRNA•RNA は RNA•RNA よ
りも顕著に大きな絶対値を示
し，非共平面塩基対に由来す
る構造的歪みが生じているこ
とがわかった（図 7c）．分子構
造からも TLRNA 鎖ではトリア
ゾール環と 2'-OH 基が近接し
ていることが見てとれた（図
7b），これがトリアゾール配向
を制約して tRNA と RNA 鎖間
のヌクレオシド間距離のミス

 

図 6．TLRNA•RNA／RNA•RNA の熱力学的解析 
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図 5．TLRNA の mRNA 鋳型基質化 
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マッチを引き起こし，その結果二重鎖形成のためのエンタルピー低下をもたらしたものと考え
られる．本研究成果は，（2）で示したようにトリアゾール連結 RNA を mRNA 中に組み込んだ際
に， tRNA と翻訳反応のために一時的な二重鎖形成できることを見出し，その翻訳効率が天然
RNA よりも高いことを明らかにした．今回その熱力学的・構造解析からその TLRNA•RNA 二重
鎖が，RNA•RNA 二重鎖よりも熱的に劣っていることを考慮すると，TLRNA オリゴマーは，短命
で一過性の二重鎖を必要とする用途に特に適していることを示唆している． 
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図 7．TLRNA•RNA／RNA•RNA の構造パラメーター解析 
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