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研究成果の概要（和文）： 
我々は、ヌクレオシドやオリゴヌクレオチドに導入したアミジン型保護基を 1-ヒドロキシベン

ゾトリアゾールまたはイミダゾリウムトリフラートを含む弱酸溶媒で、加熱脱保護する新手法

を開発した。さらに、この手法を用いて塩基性条件下非常に不安定なアデニン塩基にアシル基

を有するオリゴヌクレオチドの合成にも成功した。現在は、この手法を駆使し、様々な人工ア

ミノアシル RNA の合成をおこなっている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed a new method for the thermolytic deprotection of amidine-type protecting groups on 
nucleosides and nucleotides under acidic conditions using HOBt and IMT. Moreover, our new strategy 
allowed the first synthesis of an RNA oligomer carrying a base-labile acyl group on adenine. These 
results have prompted us to study the introduction of various artificial aminoacyl groups into RNA 
oligomers. These additional studies are now underway. 
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１．研究開始当初の背景 
 核酸関連研究の近年の進展はめざましく、

現在では遺伝子発現の高精度な解析や制御

が可能になり、着々と医療分野に貢献し始め

ている。特に、修飾 RNA 分子を用いた RNA

テクノロジーは、次世代の創薬技術として脚

光を浴びている。 
 その中でも、非天然アミノ酸を 3’-CCA 末

端に有する修飾 tRNA は、タンパクを自由に

機能化するプロテインエンジニアリングの

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2008～2009 

課題番号：20750129 

研究課題名（和文）アミノアシル tRNA の革新的精密有機化学合成 

                     

研究課題名（英文）Development of a new method for chemical synthesis of aminoacylated  

tRNA. 

研究代表者 

大窪 章寛（OHKUBO AKIHIRO） 

東京工業大学・大学院生命理工学研究科・助教 

 研究者番号：60376960 



 

 

キー分子として期待されている。この分子を

無細胞タンパク質合成系（タンパク質合成に

必要な成分を抽出し再構成させた系）に用い

て、目的タンパク質の特定位置に任意の官能

基を導入できれば、これまで大幅に制限され

ていたタンパク質の多機能化研究のブレイ

クスルーになりえる 
 これまでのアミノアシル tRNA の合成は、
アミノアシル tRNA 合成酵素やリボザイムを
用いる酵素的手法と非天然アミノ酸を有す
る RNA 分子を化学合成する手法が報告され
ている。酵素的手法では、用いるアミノ酸の
種類によってその導入効率が大きく異なる
のに対し、化学的手法は様々なアミノ酸を効
率よく導入できる利点がある。しかし、アミ
ノアシル RNA は、エステル結合を有してい
るため塩基性条件で非常に不安定であり、
DNA/RNA 合成で汎用されている固相合成で
は、アンモニア処理による脱保護・切り出し
操作で分解してしまう。そのため、これまで
のアミノアシル tRNA の化学合成では、液相
反応を用いて煩雑な操作を繰り返してアミ
ノアシル RNA2 量体を合成し、別途合成した
長鎖 RNA にライゲーションしていた。すな
わち、従来法では様々なアミノアシル tRNA
を大量に安定供給することは容易ではなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、非天然アミノ酸を有するア

ミノアシル tRNA を使って、酵素の触媒部位

を有機化学的知見に基づいて改変し、今まで

触媒できなかった反応までも進行させるこ

とのできる"スーパー人工酵素"の構築を最終

目標としている。そのために、まず、合成が

非常に難しく報告例の少ない、修飾アミノア

シル tRNA の簡便かつ効率的な固相合成法の

確立を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、ヌクレオシドの塩基部アミノ基に導
入したアミジン型保護基を中性〜弱酸性条
件で除去する新規脱保護法の開発をおこな
う。その結果得られた「穏和な新規脱保護法」
を使って、オリゴヌクレオチドに導入したア
ミジン型保護基の脱保護反応の追跡をおこ
なう。この時、固相担体とオリゴヌクレオチ
ドをつなぐリンカーに中性条件下切り出し
可能なシリルリンカーを用いることで塩基
性条件で分解されやすい修飾基をもつオリ
ゴヌクレオチドの合成が可能になる。 
 
 
４．研究成果 

 2008 年度にわれわれは、核酸塩基部位に導
入したホルムアミジン型保護基が、弱酸性の
穏和な条件下 50℃の熱を加えることで脱保
護できることを見いだしている。そこで、
2009 年度はこの酸脱保護反応を用いて、塩基
性条件下不安定な修飾官能基を有する RNA
オリゴマーの合成をおこなった。この合成で
は、中性条件で切り出し可能なシリルリンカ
ーを介してヌクレオシドを導入した固相担
体を用いる。まず、糖部の 2'水酸基にトリイ
ソプロピルシリルオキシメチル基を、核酸塩
基の保護基には N,N-ジブチルアミノメチレ
ン基（rC, rA）または N,N-ジメチルアミノメ
チレン基（rG）を有する RNA ユニットを用
いて固相担体上で鎖伸長した。その後、ホル
ムアミジン型保護基の酸脱保護をおこない、
フッ化物処理をすることで RNA オリゴマー
を切り出した。HPLC 解析により目的の RNA
オリゴマーが純度よく合成できていること
が確認できたので、現在は、本手法を用いて
様々なアミノアシル RNA のライブラリー作
製をおこなっている。 
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