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研究成果の概要（和文）：本研究では標的核酸と選択的に反応する反応素子の創製を目指し、標的誘起反応性を
有する新しい核酸修飾素子の開発に取り組んだ。その結果、①標的誘起反応性のための優れた脱離基を発見、②
G4重鎖（G4）構造選択的な反応剤を開発、③化学修飾RNA探索法の開発に成功した。特に②ではパラレルG4構造
選択的な反応剤も開発することに成功、③では反応するRNAを簡便かつ大規模にランク化（1824種の配列の反応
性ランク化）することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to create a reactive unit that selectively reacts
 with the target nucleic acid, and worked on the development of a novel nucleic acid modification 
unit with target-induced reactivity. As a result, we succeeded in ① discovering an excellent 
leaving group for target-induced reactivity, ② developing a G-quadruplex (G4) structure-selective 
reactant, and ③ developing a chemically modified RNA search system. In particular, in ②, we 
succeeded in developing a parallel G4 structure-selective reactant, and in ③, we succeeded in 
ranking the reacting RNA easily and on a large scale (1824 types of sequences).

研究分野：核酸化学

キーワード： 核酸修飾　アルキル化　誘起反応性　G4　RNA　大規模解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した反応素子は、核酸との反応点が従来の反応素子とは異なり二本鎖構造の内部に存在する。さらに、標的
誘起反応性をキーワードに分子の反応性を巧みに制御することで、目的の核酸構造で活性化し修飾できる選択性
の高い分子を開発することに成功した。活性化のシグナルは標的核酸に結合すること、という非常にシンプルか
つ新規性の高いものであり、学術的意義は高い。共有結合性薬剤や核酸の構造解析試薬への展開が期待される。

※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 
生体夾雑系における生体高分子の標的選択的な化学修飾
は、生命現象の制御や解明にとって非常に重要である。例
えば、核酸に対する化学修飾では、ナイトロジェンマスタ
ード薬や白金製剤のような抗がん剤としての利用が有名で
あり、生化学的ツールとしてもよく用いられている（図１）。
現在でも核酸修飾のための様々な反応素子が研究・開発さ
れている一方で、チオール（グルタチオンなど）やアミン
（スペルミンなど）のような生体夾雑物との望まない反応
（不活性化）や標的以外の核酸への反応の回避は非常に難
しい課題となっている。 
DNA や RNA は二本鎖構造だけでなく、様々な高次構造を
形成することが知られている。近年の研究から配列情報だ
けでなく、これらの高次構造も遺伝子発現制御において重
要であることが明らかになってきた。私はこれまでに核酸が形成する高次構造の中でも、生体内
の遺伝子発現制御に重要な意味を持ち、創薬ターゲットになり得る G-四重鎖（G4）構造および
T-T/U-U ミスマッチ構造に注目し、その選択的な化学修飾の開発を行ってきた。①,②前者はテロ
メアやがん関連遺伝子に形成されると考えられており、その高選択的な化学修飾は抗がん剤開
発や G4 構造の機能解明研究ツールとして重要であると考えられている。後者は、トリプレット
リピート病の一つである筋強直性ジストロフィー１型（DM1）の原因となるCAG/CTGリピートDNA、
CUG リピート RNA 上に形成されると考えられており、高選択的な化学修飾は転写や複製阻害、酵
素結合阻害を引き起こすことが可能なため、未だ治療法が確立していないこの難病の治療薬開
発に役立つことが期待できる。 
また、RNA は多種多様な高次構造を形成し、様々な生命現象を制御している。例えば、miRNA
は癌を中心に数多くの病気での発現異常が報告されてきており、miRNA または miRNA 前駆体を標
的とした創薬が注目されている。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景の下、反応素子に標的誘起反応性を
付与することで反応素子の不活性化や標的以外への反
応を回避できると考えた。つまり、標的に結合したとき
にのみ反応性が ON になり、標的以外では反応が起こら
ない（OFF）、スマート反応素子の創製によりこれまでの
問題点の克服を狙う（図 2）。本研究課題では、核酸高次
構造上で活性化する新規反応素子の開発と各標的に対
する強力な阻害剤開発を目指し、4つの目標、（１）標的
誘起反応性のための最適脱離基の探索、（２）標的構造選
択性の付与（G4、ミスマッチ）、（３）化学修飾 RNA 探索
法の開発、（４）細胞での機能評価および機能探索を設定
した。 
 
３．研究の方法 
スマート反応素子の基本骨格には、ビニ
ルキナゾリノン（VQ）を選定した。この VQ
を高反応性活性種と想定して、この反応部
位を様々な求核剤（Nu）で保護をした化合
物を種々合成し、高次構造に対する化学修
飾能を調査する。研究開始時には、チオフ
ェニル（SPh）基を用いたときに、DNA 中の
チミジン（T）と効率的に反応できることを
見出していた（図 3）。①この反応は標的核酸
反応場が酸塩基触媒として働き E1cB 反応
が促進されるため（標的誘起反応）、VQが生
成し反応していると考えている。（１）最適
脱離基の検討および（３）化学修飾 RNA 探
索法の開発では幅広い高次構造に対するス
クリーニングのため、結合ユニットとしてインターカレーターであるアクリジンを用いた。（２）
と（４）では様々な核酸結合分子に VQ を修飾し、検討を行った。 
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図 1 既存の核酸修飾素子 

図 2 スマート反応素子の概念図 

図 3 標的誘起反応性を持つ反応素子 



４．研究成果 
（１）標的誘起反応性のための最適脱離基を探索するため、VQ 安定前駆体の脱離基を種々検
討した。pKa の異なる８種類のチオールや６種類のアミン、メタノールや水の付加物に関して、
G4 構造に対する反応を検討した。その結果、すべての付加体に関してアルキル化反応の進行を
観測することができた。チオール付加体に関して、反応性は pKa 依存的であり、pKa が低下する
にしたがって、反応性は増加した。pKa が 9.5 以上のチオール付加体の反応は、G4 構造に結合す
ることで脱離反応が促進される結合誘起反応であることも明らかになった。アミン付加体では
期待以上の高効率な反応が観測され
た。アミン付加体は VQ と平衡状態で
存在するため、標的がないときには
安定であった（図 4）。一方で、標的
を加えると速やかに反応し高収率で
DNA や RNA の付加体を生成すること
が分かった。このアミン脱離基によ
る反応は、アミンのプロトン化が重
要であった。メタノール付加体は不
安定であり、保存中次第に水付加体へと変化した。水付加体の反応効率は高くなかったものの反
応自体は進行した。通常の反応剤は水が付加すると失活するがこの分子は反応性を保っており、
興味深い性質である。 
 （２）標的構造選択性を付与するため、初期検討・反応スクリーニングに用いていたアクリジ
ンの代わりに G4や T-T/U-U ミスマッチ構造に対して選択的に結合するユニットをコンジュゲー
トした。G4 に対して高い結合性を持つテロメスタチン誘導体、ベルベリンや T-T/U-U ミスマッ
チ構造をクロスリンクするための二反応性基修飾ピクサントロンなどを合成し、そのアルキル
化能、クロスリンク能を調査した。テロメスタチン誘導体-VQ は東京農工大学の長澤教授に中間
体をいただき合成した。その結果、テロメスタチン誘導体-VQ はパラレル G4 構造選択的な反応
③（図５）、ベルベリンはどの G4 構造とも反応することを見出した。リガンドを変えることで、
期待以上に選択性をコントロールすることに成功した。特に、パラレル G4 構造選択的な反応は
RNA の機能制御、機能探索に極めて重要な技術である。二反応性基修飾ピクサントロンは、収率
は高くないものの、クロスリンクした生成物を確認することに成功した。 

 （３）化学修飾 RNA 探索法の開発では、バーコードマイクロアレイ法を応用した。本法は齊藤
博英教授（京大・iPS 細胞研究所）により開発された RNA-タンパク質相互作用大規模解析技術
（FOREST、RNP マイクロアレイ法）を改良したものである。④反応性分子としてはプルダウンの
ためにアジド基を修飾したアクリジン-VQ-S(O)Me-N3を合成した（図６）。次に、マイクロアレイ
法に付すことでアルキル化効率のランク化を試みた。得られた結果を実際に検証したところ、
1824 種類のモチーフ構造を精度よく反応性のランク化できていることが分かった（相関係数: 
0.96）。また、ランク上位の配列の中で疾患に関与する pre-miRNA が含まれていたため、その RNA
に対する反応点の検証を行い反応の詳細を明らかにした。本手法はアルキル化だけでなく、結合
分子のランク化にも成功した。今後、様々な結合分子の選択性を調査することでこれまで見逃さ
れていた反応や結合を見出していきたいと考えている。 

 
 （４）細胞での機能評価および機能探索では、ベルベリン-VQ、ピクサントロン-VQ を用いて

図４ アミン付加体の反応機構 

図５ テロメスタチン誘導体-VQのパラレル G4選択的なアルキル化 

図６ 反応性 RNAのランク化 



細胞株パネル（さまざまな臓器がん由来の細胞株計 39 種）に対する細胞増殖阻害活性を調査し
た（分子プロファイリング支援活動を利用）。その結果、反応性化合物の中で顕著な阻害活性を
持つものは見られなかった。結合分子、反応性分子どちらも改善が必要であると考えている。 
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