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研究成果の概要：本研究では、インテリジェント機能性分子をナノ医薬に発展させるための基

礎検討行い、(1)ハイブリッド内において、中性条件下ではシトシン特異的でありアルカリ条件
下でグアニン特異的な官能基転移反応、（2)新規ヌクレオシドアナログの合成に成功し、非天然
型３本鎖ＤＮＡの形成、(3) DNA中の酸化損傷塩基、8-oxodGの検出プローブの開発、(4) ク
ロスリンク反応によるアンチセンス阻害の効率向上、を達成した。 
  
交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 12,400,000 3,720,000 16,120,000 

2006 年度 11,600,000 3,480,000 15,080,000 

2007 年度 7,700,000 2,310,000 10,010,000 

2008 年度 7,700,000 2,310,000 10,010,000 

年度  

総 計 39,400,000 11,820,000 51,220,000 
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノムシークエンス時代に突入し

た現在では個々の遺伝情報に基づく新しい
医薬品ならびに治療法の開拓が急務となっ
ている。人工核酸を用いて DNA や RNA などの
遺伝情報分子を直接標的にするバイオテク
ノロジー(ゲノム標的分子)はナノサイズの
高機能分子として、ナノ医薬への展開が精力
的に検討されている。我々はこれまで継続的
にゲノム標的分子について有機化学的な検
討を行い、ハイブリッド形成にシンクロナイ
ズしたアルキル化反応、配列特異的なニトロ
シル転移反応、３本鎖 DNA 標的を拡張する認
識分子など従来にないインテリジェント機

能性分子の創製に成功した。さらにナノ輸送
システムを利用することによってアルキル
化反応性オリゴ核酸を細胞内で機能させる
ことにも成功した。 

２．研究の目的 
ゲノム標的化学に関するこれまでの成果
を踏まえ、本研究では、インテリジェント機
能性分子をナノ医薬に発展させるための基
礎検討を目的として、次の項目を検討した。 
(1)生体内でゲノムを標的とする新規反応の
開発と機能評価 
(2) ゲノム標的化のための有用な認識分子
の設計とアンチジーンとしての評価 
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(3)ナノ医薬のための高機能集積型分子の設
計 
(4)ナノ医薬としての新しい生物活性の検証。 
 
３．研究の方法 
(1)生体内でゲノムを標的とする新規反応の
開発と機能評価 
①効果的なクロスリンク分子の開発 すで
に我々はハイブリッド形成を活性化刺激と
する特異的なクロスリンク反応性分子を用
いて生細胞中で有効なアンチセンス阻害活
性を達成した。本研究では、より効率的クロ
スリンク分子の開発を検討した。 
②新規官能基転移反応の開発 ハイブリッ
ド形成によって生起する更なる反応として
シトシン特異的なニトロシル転移反応を開
発し、反応点にピンポイントで変異を誘起す
ることに成功した。本研究ではこの人工核酸
をナノ医薬化して細胞への展開を図るのと
平行し、新しい官能基転移反応の開発を検討
した。 
③RNA 検出プローブとしての人工核酸の開発 
更なる新規反応性分子としてハイブリッド
形成により自己分解する人工核酸を設計し
た。この反応の進行によってハイブリッドが
解離するため、標的 mRNA のリサイクルによ
る、反応の触媒化を期待した。 
(2)ゲノム標的化のための有用な認識分子の
設計とアンチジーンとしての評価 
新しい非天然型ヌクレオシドの開発 ３本
鎖 DNA形成によって認識できる遺伝子配列を
拡張するため、我々はビシクロ糖構造を持つ
人工核酸(WNA)を開発し、世界に先駆けて４
種の認識コードを完成させることに成功し
た。本研究では、これらを利用したアンチジ
ーンによる遺伝子阻害を検討した。さらに認
識の一般性を高めるため、ベンゼン環を種々
の芳香族に置換した構造を合成し、３本鎖形
成能を検討した。 
(3)ナノ医薬のための高機能集積型分子の設
計 
DNA への自己集積分子の開発 天然物
chromomycin をリードとする新しい DNA 結合
分子は Mg2+を介して２量体となって DNA 副溝
に結合する。そこで、本研究では DNA 結合性
ユニットを結合した分子を合成し、DNA 上に
自己集合する分子の開発を検討した。 
(4)ナノ医薬としての新しい生物活性の検証 
本研究では、細胞を用いた評価によってナ

ノ医薬としての基礎検討を行うため、細胞実
験系を立ち上げ、種々の人工核酸の生体機能
の評価を行った。 
 

４．研究成果 
(1)生体内でゲノムを標的とする新規反応の
開発と機能評価 
①生体内で効果的なクロスリンク分子の開
発 
【分子設計】2-アミノ-6-ビニルプリンスル
フィド保護体（Figure 1）は、細胞内におい
て天然型よりも高いアンチセンス効果を持
つことが示されている。しかしながら、これ
らの ODN は試験管内反応で標的に RNA を用い
た場合、ほとんど反応性を示さないことが明
らかになった。そこで本研究では、RNA に対
して高いクロスリンク反応性を示し、かつシ
トシンへの塩基選択性を保持する 2-アミノ
-6-ビニルプリン誘導体の開発を検討した。 
RNA に対する反応性が低い原因として、近
接効果がうまく得られていないことが予測
された。そこでビニルプリンに炭素鎖のスペ
ーサーを導入し、反応点の自由度を上げるこ
とで効果的な近接効果が得られることを期
待した（Figure 1）。スペーサーは長さの異
なる三種類（炭素数 1, 2, 4）を選択し、そ
れぞれの効果を比較した。 
 
 
 
【クロスリンク反応性評価】合成した ODNと、

5’末端を FAM で標識した相補的な DNA およ
び RNA とのクロスリンク反応を行ったた。そ
の結果メチレンスペーサー体（n = 1）およ
びブチレンスペーサー体（n = 4）の反応性・
選択性は共に低かったが、エチレンスペーサ
ー体（n = 2）は RNA 中のシトシン選択的に
高い反応性を示した（Figure 2）。 
 

Figure 1 スペーサーを導入した新クロスリンク分子 
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【アンチセンス効果の評価】ルシフェラーゼ
の mRNA を標的とした反応性 ODN の PEG コン
ジュゲート体を細胞抽出液中でインキュベ
ートし、発現したルシフェラーゼにルシフェ
リンを加えて発光量を測定することでアン
チセンス効果の評価を行った（Figure 3）。

その結果、エチレンスペーサー体を含む ODN
はスペーサーのないオリジナルビニルプリ
ンより高いアンチセンス効果を示した。本成
果により、従来型よりも有効性の期待できる
機能性分子が開発された。 
 
②新規官能基転移反応の開発 
タンパク質をコードしない non-cording RNA 
による RNA レベルでの遺伝子発現調節メカ
ニズムが注目を集めている。RNA をターゲッ
トとした新たなテクノロジーの中で、RNA の
部位特異的修飾技術は、RNA の構造機能研究
の基礎科学的ツール、遺伝子診断技術や医薬
品への応用が期待されている。本研究では、

RNA の配列を認識し、化学反応により官能基
転移を起こす RNA 標的官能基転移分子の開
発を目指した。すでに、配列・塩基特異的に
シトシンアミノ基へ NO を転移させ、脱アミ
ノ化を誘起することにより、塩基構造の改変
に成功している。本研究では、転移後安定に
存在できる官能基の転移反応を検討し、RNA 
を部位特異的に修飾できる新しい技術の開
発を目指した(Figure 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
合成した官能基転移性核酸に、シトシンを標
的部位に含む相補的 RNA2 を加えることで官
能基転移反応を行った。標的塩基 Cに対して
選択的に転移生成物である RNA4 が新たに生
成した(Figure 4)。転移反応により修飾され
たシトシンを含む RNAをテンプレートに用い
て逆転写反応を行うと、修飾された C で反応
が特異的に停止し 14mer の DNA が生成した。
この結果により、本分子が逆転写反応を部位
特異的に阻害できることが示された。 
 
③RNA/DNA 検出プローブとしての人工核酸の
開発 

X = NO, vinyl derivative (previous study)   
X = photo-activated vinyl derivative (this study)

Figure. 4. 官能基転移反応 

N

N

N

S

NH2N

O

DNA

O

NH

N

N

S

NH2N

DNA

N
N

H2N

RNAO

N
N

NH

O

O

RNAO

0

20

40

60

80

0 2 4 6 8 10 12

反応時間（hr） 

Figure 2. RNAシトシンに対する反応性 
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Figure 4.  塩基欠損箇所（ＡＰ）認識リガンド 

当初の計画では自己分解型人工核酸の開発
を目指したが、多くの困難のため、この計画
は断念した。その検討の過程で塩基欠損 DNA
箇所(ＡＰサイト)を認識する低分子の候補
を見出すことができた。 
 

AP サイトに結合する低分子リガンドとして、
DNA と非特異的に相互作用するカチオン部、
AP サイトにはまり込み、対をなす位置に存在
する核酸塩基と相補的な塩基対を形成して
特異的に認識するアデニン、グアニン、シト
シン、チミンの 4種類の核酸塩基の結合体を
設計・合成した。核酸塩基としてアデニンを
有するリガンドを用いて融解温度 (Tm) 測定
を行った結果、AP サイトと対をなす位置に存
在する核酸塩基がチミンの時に選択的な Tm
値の上昇 (・Tm = 7.7 

oC) が観察され、低分
子リガンドが AP サイトに選択的に結合して
いる可能性が示された。 

(2)ゲノム標的化のための有用な認識分子の
設計とアンチジーンとしての評価 
①新しい非天然型ヌクレオシドの開発 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

本研究では、WNA 誘導体ｎ3 本鎖の安定性に
関与していると考えている芳香環に置換貴
を導入した oBr-, mBr-, pBr WNA-・Tおよび
に oMe-, mMe-, pMe WNA-・T を合成し(Figure 
5)、3 本鎖安定化効果を評価した。その結果、
mMe-WNA-・Tは 3本鎖形成障害部位である TA
塩基対に対して選択性は示さなかったが、隣
接 塩 基 に G を も つ 配 列 (3’AZG5’, 
3’GZG5’, 3’GZA5’)では天然型 3 本鎖
（dG/GC）よりも安定な 3 本鎖を形成した
(Figue 6) 。 さらに興味深いことに、
oMe-WNA-・T は DNA 鎖挿入効果があることが
見出され新しいゲノム標的分子の可能性が
見出された。 
②DNA への自己集積分子の開発 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
長い繰り返し配列に集積する分子の開発に
あたり、金属錯体形成により二量化して DNA
結合性を示す低分子化合物に着目した。この
ような DNA結合性金属錯体形成分子をリンカ
ーで結合したビスリガンドは、一つの金属錯
体形成が次の錯体形成を誘起することによ
り協奏的に DNA上での自己集積を促進できる
ものと期待される（Figure 7）。すでに
ChromomycinA3 をリード化合物とする DNA 結
合性リガンドをリンカーで結合したビスリ
ガンドを用いて長い繰り返し配列の DNA上へ
の自己集積の実現を目指した。その結果、
ESI-MS測定によってMg2+を介して連続的に集
積している構造が示唆されたが、DNA 上への
集積は確認できなかった。現在、水溶解性を
高めた分子による更なる検討を継続中であ
る。 

(3)生体利用のためのナノ医薬分子の設計 
新たに開発したエチルスペーサーを含むク
ロスリンク分子（Figure 1）の生体利用のた
めに、PEG 化 ODN 体を合成してアンチセンス
阻害効果を調べた。その結果、従来のスペー
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Figure 5. 新WNA誘導体の構造式 

Figure 6.  3本鎖形成能の評価 
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サー構造のないクロスリンク核酸よりも効
果的な阻害効果が得られることが分かった。 
 

(5)結論 
当初計画を順調に達成し、ゲノム標的分子の
新しい局面を開くことができた。今後は成果
を統合・融合し、ナノ医薬としての展開を目
指す予定である。 
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