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研究成果の概要（和文）：本研究では、生命の設計図といわれている遺伝子情報に直接作用する

人工核酸の設計と合成を行い、その人工核酸を用いて遺伝子情報伝達を人工的に制御する手法

の基盤技術の確立を目指した。天然の核酸では相互作用が不可能な２本鎖 DNA に対して、特異

的に相互作用が可能な人工核酸の開発に成功した。さらに、遺伝子情報を保有している２本鎖

DNA を標的とし、この人工核酸を導入した分子を創製し遺伝子情報の伝達阻害をする事にも成

功した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we designed and synthesized the nucleoside analogs 
which interact with duplex DNA.  Moreover, we aimed to establish the basic technology 
of the regulation of the gene expression using these nucleoside analogs.  We have found 
that oligonucleotide containing the nucleoside analogs formed the stable triplex DNA as 
a result of interaction between the nucleoside analogs and duplex DNA.  And this 
oligonucleotide inhibited the gene expression in the cultured cell.   
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの全遺伝子配列が公表され、ゲノ
ム情報を利用した病気の診断や治療など、
様々な研究が盛んに行われている。2本鎖 DNA
を標的としたアンチジーン核酸、1 本鎖 RNA

を標的としたアンチセンス核酸や RNA干渉は
病気の原因となる遺伝子を直接的に標的と
する方法として注目されている。また、遺伝
子の異常そのものを人工的に修復する手法
の開発にも大きな期待がかけられている。2
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本鎖 DNA にもう一本の DNA 鎖（TFO: Triplex 
forming oligonucleotide）が配列特異的に
結合して形成される 3 本鎖 DNA に着目した。
生体内では遺伝子のプロモーター領域に 3本
鎖 DNA が形成できる配列が存在し、遺伝子発
現の調節には 3本鎖 DNAが関与していると考
えられている。また、人工的に形成させた 3
本鎖 DNA 領域では、突然変異が誘起されたり
あるいは修復されたりするなど遺伝子編集
に利用できる可能性が示されている。さらに、
3 本鎖 DNA 形成が病気の原因の一つである遺
伝子転座にも関与していることも示唆され
ている。これらは詳細な機構は未解明である
ものの内在性因子の介在は明らかである。ま
た、近年、RNA 干渉による効率的な遺伝子サ
イレンシングの機構が明らかにされ、これま
での核酸医薬とは異なり細胞の内在性機構
が有効に活用されていることが明らかにな
った。遺伝子発現制御機構に関わるこのよう
な発見の経緯から、機能性人工核酸を利用し
つつ、さらにそれによって誘起される生体内
機能を活用し、従来の人工核酸を凌駕する革
新的な機能を獲得するための新しい研究の
着想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、2 本鎖 DNA を標的とし人工核酸
（WNA: W-shaped Nucleoside Analogs）を組
み込んだ 3 本鎖形成オリゴヌクレオチド
（TFO）を用いることによって安定な 3 本鎖
DNA を形成させ、さらに生体内に内在するた
んぱく質本来の機能を利用し、人工分子と生
体内分子の機能を融合活用する革新的な遺
伝子発現制御法の確立を目指す事にした。人
工分子を用いて遺伝子発現の阻害、活性化や
遺伝子の変異・修復に関わる生体内の機能を
コントロールする事ができれば、これらの機
能を人工的に調節できる化学と生物学を融
合した手法の創製が可能となると期待され
る。 
 
３．研究の方法 
本研究は 2本鎖 DNA を標的とする機能性核酸
を用いて生体内機能を利用したアプローチ
として、3 本鎖 DNA 形成の機能あるいは 2 本
鎖 DNA に潜り込む機能を利用し、遺伝子発現
の阻害、活性化や修復・編集などの生体内反
応を惹起する人工分子の検索を行うことで
ある。しかし、安定な 3 本鎖 DNA の形成は 2
本鎖 DNA配列のホモプリン領域にしか形成で
きないという本質的な制限がある。すなわち、
プリン塩基とピリミジン塩基が入れ替わっ
た部分は 3本鎖形成障害部位（ミスマッチサ
イト）と呼ばれ、安定な 3本鎖 DNA を形成で
きる天然の塩基は存在しない。既に申請者は、
3 本鎖形成障害部位が含まれる 2 本鎖 DNA 配
列でも安定な 3本鎖 DNA形成が可能なビシク

ロ型人工核酸（WNA）の開発に世界に先駆け
て成功している。しかし、これまで開発して
きた WNA誘導体の認識能には配列依存性があ
るという重大な改善点があるため、認識塩基
部分（水素結合サイト）、芳香環部分（スタ
ッキング部分）の最適化を行い、3 本鎖形成
能の評価、構造解析、さらに得られた結果を
もとにした計算化学的手法による分子設計
を繰り返し、3 本鎖形成障害部位の認識の一
般性を有する人工核酸の開発を行う。さらに、
ビシクロ骨格を有さない新規誘導体の設
計・合成を行い、認識の一般化を目指す。 
本研究で新たに取り組む課題では、人工分子
を搭載したオリゴヌクレオチドが 2本鎖 DNA
に作用することによって誘起される生体内
反応を検索する目的で、がん遺伝子に着目し
アポトーシス誘導に関わる因子の検索を開
始する。この目的を達成するために、まず転
写阻害実験としてがん細胞で過剰発現して
いる c-myc 遺伝子を含む 2本鎖 DNA を標的と
し、WNA-βT 搭載オリゴヌクレオチドをアンチ
ジーン核酸として用いる。c-myc 遺伝子は多
機能生遺伝子で細胞分裂、細胞育種、アポト
ーシス等の機能に関連している。この遺伝子
のプロモーター領域の一部に 3本鎖障害部位
を 3ヶ所含むがプリン塩基が連続した配列が
ある。その配列を標的として 3本鎖形成能評
価や実際に細胞を用いて細胞増殖能の検討
や mRNA の量の測定さらにはアポトーシスに
関与する因子等の解明を行う。現在までに
WNA-βT を組み込んだオリゴヌクレオチドが
安定な 3本鎖 DNA を形成可能であるという結
果を見いだしている。さらに Raji 細胞で効
果的にアポトーシスを誘導している可能性
を示している結果も得ており、研究期間内に
3本鎖形成に関連するポトーシス因子を解明
するための準備は整っている。また、新たに
見いだした新規 WNA誘導体を含むオリゴヌク
レオチドが標的 2本鎖 DNA内に潜り込むとい
う機能も利用してアポトーシス誘導因子の
解明を効率的に行う。 
 
４．研究成果 
人工核酸（WNA）の問題点を克服するために
これまで得られた結果を基に新たに分子設計
を行った。この化合物はWNA誘導体の芳香環部
分に2本鎖DNAのリン酸部位と相互作用するよ
うに、アミノ基を導入した誘導体（図１左）
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図１．ビシクロ型人工核酸誘導体 



 

 

であり、有機化学的手法を用いて合成し、3
本鎖形成オリゴヌクレオチド（TFO）に導入し
た。このTFOの塩基選択性は低いという結果が
得られたが、ほとんど全ての配列で同じよう
な性質を示したことから、認識塩基による認
識能よりも芳香環に結合させたアミノ基の相
互作用の方が強く出たものと考えられる。さ
らに、塩基部分を5員環構造にして、小さくし
た誘導体（図1右）を設計し合成した。このWNA
誘導体を含むTFOを用いることにより、CG塩基
対を選択的に認識するという結果を得た（図
２）。WNAの芳香環や認識塩基を種々に変換し
た誘導体だけではなく、ビシクロ骨格に着目
した分子設計を行い、糖部分の1’位と2’位
に置換基を有する二置換WNA誘導体を合成し
た。この誘導体を含むTFOは、安定性は低いも
ののミスマッチサイトの認識に成功した。ま
た、糖骨格をシクロヘキサン環構造にするこ
とで、3本鎖DNA形成が低下することも見いだ
した。さらに、ガン遺伝子であるbcl-2遺伝子
に対するWNA誘導体搭載3本鎖形成オリゴヌク
レオチドの設計し合成を行った。3本鎖形成能
の評価の結果、このオリゴヌクレオチドは天
然型の3本鎖DNAよりもより安定な3本鎖DNAを
形成することを見いだした。また、survivin
遺伝子を標的とたオリゴヌクレオチド（TFO
）を用いてガン細胞を用いて機能を評価した
ところ、天然型のTFOよりも強く細胞死を誘導
することを見いだした。 

研究期間に得られた結果は国内外でも例が
無く非常にインパクトが高く、世界に先駆け
て公表した結果である。今後、本研究で得ら

れた基盤技術を用いて、社会に貢献できる成
果として発展していくことができると期待さ
れる。 
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