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研究成果の概要： 

水溶性の高いペプチド核酸の開発を行った。水溶性の高いペプチド核酸は細胞内に単独で導入

できることが明らかとなった。しかし種々の塩基を含むペプチド核酸は天然の核酸を十分に認

識することはできなかった。そこで次に、親水性が高く、そして細胞内導入能をもつペプチド

を修飾したペプチド核酸を開発し、これを siRNA のキャリアーとして用いた。これによりう

まく細胞内での mRNA の機能発現制御に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

 

ペプチド核酸は天然の核酸に塩基配列特異的

に結合する人工核酸である。ペプチド核酸は

天然の核酸よりも強く核酸に結合できること

から、アンチセンス試薬や生体機能性ツール

として期待できる。しかし、従来のペプチド

核酸は水溶性が低いため、生体内で用いるこ

とが難しかった。 

 

２．研究の目的 

 

そこで本研究では水溶性の高いペプチド核

酸を開発し、かつ細胞内導入能を付与するこ
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とで、生体内でも利用可能なペプチド核酸を

開発することを目的とした。さらにこのペプ

チド核酸を用いることで細胞内の機能発現

制御を目的とした。 

本目的の成功は、核酸医薬をより有効に活用

することができ、医療・診断の分野で役立つ。 

本研究は以下の二つのアプローチから上記

目的を達成することとした。 

(１) ペプチド核酸自体に水溶性および細

胞内導入能を与え、そのペプチド核酸を核酸

医薬とする。 

(２) 従来のペプチド核酸に水溶性および

細胞内導入能をもつペプチドを修飾し、その

ペプチド核酸を核酸医薬のキャリアーとし

て用いる。 

 

３．研究の方法 

 

（１） ペプチド核酸自体に水溶性と細胞内

導入能を与える方法として以下のように行な

った。 

① 主鎖骨格中に水溶性の高いエーテル結合

を含むペプチド核酸モノマーおよび三級アン

モニウム塩を含むペプチド核酸モノマーを有

機化学合成により作製した。 

② 上記で作製したペプチド核酸モノマーを

ペプチド固相合成によりオリゴマー化し、新

規水溶性ペプチド核酸を作製した。 

③ 核酸との結合をUV融解曲線から調べた。 

 

（２） 従来のペプチド核酸に水溶性と細胞

内導入能を与える方法として以下のように行

なった。 

① 従来のペプチド核酸モノマーとアルギニ

ンを用いてペプチド固相合成からアルギニン

の8量体を修飾したペプチド核酸を作製した。 

② このペプチド核酸を用いて、siRNAまたは

shRNAを細胞内に導入し、そのRNAi効果をルシ

フェラーゼ活性から評価した。 

 

４．研究成果 

 

（１） 

① 側鎖にアデニン、チミン、シトシン、グ

アニンをもち、主鎖骨格にエーテル結合また

は第３級アンモニウム塩を含むペプチド核酸

モノマーをそれぞれ合成した。合成の確認は

1H-NMRおよび質量分析により行なった。いず

れのモノマーもうまく合成できることがわか

った。さらに、これらのモノマーを用いて新

規水溶性ペプチド核酸が合成できることもわ

かった。 

 

② UV融解曲線から合成した新規水溶性ペプ

チド核酸とそれに相補的なDNAもしくはRNAを

混合し、ハイブリッドを形成するかを調べた。

その結果、ハイブリッド形成時に認められる

シグモイド曲線が認められなかった。以前の

結果も含めて、本水溶性ペプチド核酸はプリ

ンリッチな場合は、DNAやRNAに対し、塩基配

列特異的に結合したが、シークエンスに対し

て汎用性はないということが本研究で明らか

となった。 

 

（２） 

① アルギニンの8量体を含むペプチド核酸

をペプチド固相合成法により作製した。この

ペプチド核酸は質量分析により同定できた。

また、このペプチド核酸の塩基配列に相補的

な配列をダングリングエンドに含むshRNAを

作製した。 

 

② このアルギニン8量体を修飾したペプチ

ド核酸とそれに相補的なDNAとのUV融解曲線

を測定した。その結果、本ペプチド核酸は塩

基配列特異的に核酸とハイブリッドを形成で



 

 

きることが明らかとなった。さらにペプチド

核酸に修飾されたアルギニンの8量体は完全

相補な核酸に対しては、塩基間の相互作用が

静電相互作用よりも優先されることが明らか

となった。 

 

③ アルギニンの8量体を修飾したペプチド

核酸とそれに相補的なダングリングエンドを

含むshRNAとを混合し、CHO細胞内に導入でき

ることが、共焦点顕微鏡やFACS解析により明

らかとなった。 

 

④ ルシフェラーゼ活性を抑制するRNAを含

むshRNAと本ペプチド核酸を混合し、ルシフェ

ラーゼを発現するCHO細胞に添加し、インキュ

ベートした結果、shRNAと本ペプチド核酸を混

合したときのみルシフェラーゼ活性が抑制さ

れることが分かった。この結果より、アルギ

ニンの8量体を修飾したペプチド核酸はうま

くshRNAを細胞内に運搬することができ、そし

て運搬されたshRNAは細胞内でうまく機能発

現を調整できることが明らかとなった。 
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