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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現の制御に関与していると考えられているエピジェネティック修飾シトシン
のひとつである5-カルボキシシトシンを含むオリゴ核酸の簡便な合成法を確立した。本合成法では、5-トリフル
オロメチルシトシンを含むオリゴ核酸をアルカリ水溶液で処理することにより、トリフルオロメチル基をカルボ
キシ基へと変換している。また本手法を応用し、1種類のオリゴ核酸から様々な修飾オリゴ核酸を合成すること
にも成功した。

研究成果の概要（英文）：A concise and practical synthesis of oligonucleotides containing 
5-carboxycytosine, which is one of the epigenetic cytosine nucleosides and thought to be involved in
 regulating gene expression, was developed. The trifluoromethyl group was successfully converted 
into carboxylic acid by treatment of oligonucleotides containing 5-trifluoromethylcytosine with 
alkaline solution. Furthermore, this method can be applied to post-synthetic modification of 
oligonucleotides containing 5-trifluoromethylpyrimidine bases for the preparation of a variety of 
modified oligonucleotides.

研究分野：有機合成化学

キーワード： エピジェネティック修飾シトシン　オリゴ核酸　5-トリフルオロメチルシトシン　5-カルボキシシトシ
ン　オリゴ核酸合成後修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティック修飾シトシンをオリゴ核酸へと導入するために必要なアミダイト体(原料)は非常に高価(5-
カルボキシシトシンホスホロアミダイト: 約13万円/250mg)であるため、これら原料を安価に供給する手法の開
発が必要不可欠である。したがって、本手法は5-カルボキシシトシン導入オリゴ核酸を簡便かつ安価に合成する
手法としてエピジェネティクス研究の発展に資するツールになると期待される。また、トリフルオロメチル基を
様々な置換基へと変換できることから、オリゴ核酸合成後修飾法として機能性オリゴ核酸創出への展開も期待さ
れる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エピジェネティクスは、DNA の塩基配列に変化を起こすことなく後天的に遺伝子発現を制御
する仕組みである。代表的なエピジェネティック修飾としてシトシン 5位のメチル化による 5-
メチルシトシン (mC) の生成が知られており、生命の恒常性を維持するうえで重要な役割を担
っている。近年では Tet タンパク質の働きにより、mCが 5-ヒドロキシメチルシトシン (hmC) → 
5-ホルミルシトシン (fC) → 5-カルボキシシトシン (caC) へと酸化され、mCの脱メチル化機
構に関与していると考えられている [Ito, S. et al. Science, 2011, 333, 1300.]。このよ
うに、新たなエピジェネティック修飾シトシンの存在が明らかとなり、現在その機能の解明が
精力的に行われている。特に、化学合成により核酸中の望みの位置に修飾シトシンを導入する
手法は、エピジェネティック修飾が遺伝子発現に与える影響を精査するための有効な手段であ
る。しかし、これらの原料となるホスホロアミダイト体が市販されているものの極めて高価で
あり (例: caC phosphoramidite 約 13 万円/250 mg)、現在のところ多くの研究者が容易に使用
できる状況にない。したがって、短工程でエピジェネティック修飾シトシンを含むオリゴ核酸
を合成できる新手法の開発はエピジェネティクス研究を発展させるための重要な課題といえる。 
２．研究の目的 
 エピジェネティック修飾シトシンをオリゴ核酸へと導入する実用的な手法の開発を目指す。
そのために、簡便に合成できるエピジェネティック修飾シトシン前駆体となる化合物を見出す。 
３．研究の方法 
 エピジェネティック修飾シトシン前駆体として 5位にフッ素化されたメチル基を有するシト
シン塩基が活用できると考えた。例えば、トリフルオロメチル(CF3)基は一般的に安定な官能基
であるが、2ʹ-デオキシ-5-トリフルオロメチルウリジン(dUCF3)は水酸化ナトリウム水溶液中で
加水分解され、2ʹ-デオキシ-5-カルボキシウリジンへと変換されることが知られている 
[Nestler, H. J. and Garrett, E. R. J. Pharm. Sci., 1968, 57, 1117.]。このような背景
から私は、CF3基の特異な性質に着目し、オリゴ核酸へと導入した 2ʹ-デオキシ-5-トリフルオロ
メチルシチジン(dCCF3)を加水分解することにより caC に変換できると考えた。また同様に、ジ
フルオロメチル基やモノフルオロメチル基を有するシトシンをfCやhmCへと誘導できると期待
した。そこで、5位にフッ素化されたメチル基を有する 2ʹ-デオキシシチジンのホスホロアミダ
イト体を合成し、オリゴ核酸へと導入した後、エピジェネティック修飾シトシンへと変換でき
るか検討した。 
４．研究成果 
はじめに、5位に CF3基を有するピリミジン塩基をオリゴ核酸へと導入するため、ホスホロア
ミダイト体を合成した。なお、5位に CF3基を有するピリミジン塩基は医薬品や DNA プローブと
して利用されているものの、これを導入したオリゴ核酸が二重鎖 DNA(dsDNA)との三重鎖形成に
及ぼす影響については検討されていない。したがって、5-トリフルオロメチルピリミジン導入
オリゴ核酸の熱安定性評価を行うため、dCCF3に加え、dUCF3のホスホロアミダイト体も合成する
こととした。 
まず、dUCF3のホスホロアミダイト体を合成した (Scheme 1)。2ʹ-デオキシウリジンを tert-
ブチルヒドロペルオキシド(TBHP)とトリフルオロメチルスルフィン酸ナトリウムで処理すると、
ウラシル塩基 5位への CF3ラジカル付加反応が進行し、dUCF31 が得られた。続いて、5ʹ位水酸基
のジメトキシトリチル化および3ʹ位水酸基のホスホロアミダイト化を行うことによりdUCF3のホ
スホロアミダイト体 3を得た。 

 
Scheme 1. ホスホロアミダイト 3の合成 
 
 次に、dCCF3のホスホロアミダイト体の合成を行った (Scheme 2)。まず、dUCF3の合成と同様
に、2ʹ-デオキシシチジンの 5位を CF3化し、dCCF34 を得た。続いて、3ʹ位と 5ʹ位水酸基を TBS 化
した後、4 位アミノ基を無水酢酸で処理してモノアセチル化体 6 とジアセチル化体 7 を得た。
これらを TBAF で処理すると、TBS 基の脱保護と同時にジアセチル化体がモノアセチル化体へと
変換された。最後に、適切な保護基を導入し、dCCF3のホスホロアミダイト体 9を得た。合成し
たホスホロアミダイト体3と9はDNA合成機を用いてオリゴ核酸へと導入することに成功した。
一方、ジフルオロメチル化体やモノフルオロメチル化体の合成も検討したが、研究期間内にそ
れらのホスホロアミダイト体を得ることはできなかった。 



 
Scheme 2. ホスホロアミダイト 9の合成 
 
 次に、得られた dUCF3や dCCF3導入オリゴ核酸(TFO)と dsDNA からなる三重鎖核酸の熱安定性を
融解温度(Tm)測定により評価した (Table 1)。その結果、dUCF3導入オリゴ核酸 1c の dsDNA(YZ = 
AT)に対する Tm値は 30 ℃であり、2ʹ-デオキシウリジン(dU)やチミジン(T)導入オリゴ核酸 1a
や 1b と比較して 4-5 ℃低かった。また、dCCF3導入オリゴ核酸 1d の dsDNA(YZ = GC)に対する
Tm値は 18 ℃であり、2ʹ-デオキシシチジン(dC)や 2ʹ-デオキシ-5-メチルシチジン(dCm)導入オリ
ゴ核酸 1e や 1f と比較して 11-13 ℃も低いことが明らかとなった。dCCF3の Tm値が大きく低下
した理由を考察するため、プロトン化された dCCF3の pKa を測定したところ、その値は約 2.6 で
あり、dC(4.4)や dCm(4.5)と比較して低いことが明らかになった。この結果から、中性条件下
では dCCF3の 3位窒素原子のプロトン化が起こらず、水素結合を形成できないため Tm値が大きく
低下したと予想される。さらに、Tや Cは CG 塩基対とも三重鎖を形成できることから、TFO1a-f
と dsDNA(YZ = CG)との三重鎖形成能も評価した。その結果、TFO1c(dUCF3)は 1a(dU)や 1b(T)と
比較して Tm値が 3-4 ℃低下するものの、TFO1f(dCCF3)の Tm値は 17 ℃と 1d(dC)や 1e(dCm)と同
程度であることが明らかになった。また、dCCF3-CG と dCCF3-GC の三重鎖形成能に差がないこと
から、dCCF3は選択的に CG塩基対を認識する核酸塩基として利用できる可能性を示した。 
 
Table 1. TFO1a-f と dsDNA からなる三重鎖核酸の Tm値 (℃)a) 

 YZ  YZ 
TFO (X)  AT CG TFO (X) GC CG 
1a (dU) 
1b (T) 
1c (dUCF3) 

34 
35 
30 

20 
19 
16 

1d (dC) 
1e (dCm) 
1f (dCCF3) 

29 
31 
18 

18 
18 
17 

a) Conditions: 10 mM sodium cacodylate buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 50 mM MgCl2 and 1.89 
µM of TFO1a-f and hairpin dsDNA. The sequence of TFOs is 5ʹ-d(TTTTTCTXTCTCTCT)-3ʹ. The 
sequence of dsDNA is 5ʹ-d(GGCAAAAAGAYAGAGAGACGC-C18 spacer-GCGTCTCTCTZTCTTTTTGCC)-3ʹ. C 
indicates 2ʹ-deoxy-5-methylcytidine. 
 
 次に、dCCF3導入オリゴ核酸の合成後修飾を検討した。反応には Scheme 3 に示す 4種類の DNA
塩基と dCCF3を含むオリゴ核酸 ON1 を用いた。ON1 を 20 mM の水酸化ナトリウム水溶液を用いて
60 ℃、24時間処理したところ、期待通り CF3基の加水分解が進行し、エピジェネティック修飾
シトシンである caC を有するオリゴ核酸 ON2 を得ることに成功した。 

 

Scheme 3. dCCF3導入オリゴ核酸から caC 導入オリゴ核酸への変換 
 



 さらに、本手法は CPG に担持された未精製のオリゴ核酸にも適用可能であった (Scheme 4)。
すなわち、未精製の ON1 を 100 mM の水酸化ナトリウム水溶液で 60 ℃、24 時間処理すること
により、CPG 担体からの切り出し、脱保護、CF3基の変換を一挙に行った。その後、Sep-Pac®を
用いてジメトキシトリチル基の脱保護を含む前処理をした後、逆相 HPLC を用いて生成を行うこ
とで ON2 を得ることに成功した。このように、本手法は簡便にオリゴ核酸へと導入できる dCCF3

を固相担体からの切り出す条件で caC へと効率的に変換できるため、エピジェネティクス研究
の発展に資する手法になることが期待される。 

 
Scheme 4. 未精製の dCCF3導入オリゴ核酸を用いた合成後修飾 
 
 また、求核剤としてアミン類を用いることによりオリゴ核酸中のピリミジン塩基 5 位の CF3
基を様々なカルボン酸誘導体へと変換できることを見出した。例えば、dUCF3導入オリゴ核酸を
アンモニア、メチルアミンおよびピロリジンで処理すると、それぞれ CF3基がニトリル、アミ
ジン、アミド(アミジニウム)へと変換された (Scheme 5)。また、dCCF3導入オリゴ核酸をメチ
ルアミンと反応させるとアミド体が得られ、dUCF3とは反応性が異なることを見出した。以上の
ように、本手法はオリゴ核酸中のピリミジン塩基の 5位に様々なカルボン酸誘導体を導入でき
ることから、オリゴ核酸合成後修飾法として様々な修飾オリゴ核酸の合成に利用できると期待
される。 

 
Scheme 5. dUCF3導入オリゴ核酸の合成後修飾 
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