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研究成果の概要（和文）：核酸構造の塩基部を化学修飾した人工核酸は、核酸医薬材料の候補となり得る。しか
しながら、塩基部を修飾した核酸をオリゴ核酸配列に組み込み、その機能を詳細に調べた例は少ない。そこで本
研究では、アデニンやグアニンに疑似した擬プリン塩基をもつ新規人工核酸について、機能性を評価した。これ
らの人工核酸を組み込んだオリゴ核酸は、天然の核酸塩基と同等の二重鎖安定性を有することが示された。また
生体中の代謝酵素に対する安定性が高いことも見出し、蛍光発光することも示された。本研究で開発した人工核
酸は、天然と同等の機能を保持しつつ、天然にはない機能も付与された新たな核酸材料になることが期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, novel artificial nucleobase derivatives were synthesized and 
evaluated. The designed nucleosides were mimics of adenine and guanine nucleobases. These 
nucleosides were incorporated into oligonucleotides, and the oligonucleotides exhibited comparable 
duplex stability with the corresponding natural nucleobases. In addition, the developed nucleosides 
showed high enzymatic stability and fluorescence emission. Therefore, the artificial nucleosides 
developed in this study would become a new material of oligonucleotide.

研究分野：核酸化学

キーワード： 人工核酸　複素環　擬プリン塩基

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した擬プリン塩基をもつヌクレオシド誘導体は、天然の核酸塩基の代替になる核酸材料として有用
であることが示された。天然のものよりも高い代謝安定性が示されたことから、新しい核酸医薬材料の候補にな
り得ると考えられる。すなわち、創薬分野における社会的貢献につながることが期待される。また天然にはない
機能性（蛍光性）が見出された点においては、核酸高次構造の詳細な解明など基礎研究に利用できることが期待
され、学術的知見の進展に貢献できると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生命の情報全てをコードする核酸 (DNAと RNA) を標的とした核酸医薬は、疾患の原因遺伝
子に対して作用するため、医療において正に「根本治療」といえる。核酸医薬として用いられる
遺伝子制御法には、DNAを標的としたアンチジーン核酸、RNAを標的としたアンチセンス核酸
や siRNA、タンパク質を標的としたアプタマーなどがある。核酸医薬はヌクレオシド構造による
精密な分子認識が可能であるため、低分子医薬品と比べて標的特異性が高く、難病などに対して
も治療効果が高い。しかしながら、加水分解酵素などによって容易に代謝されることや、生体内
への吸収効率が悪いことなど、薬理効果を発揮するためにはいくつかの障害を乗り越える必要
がある。これらを克服するために、ヌクレオシド構造を化学的に修飾した人工核酸分子が多数応
用されている。 
 
２．研究の目的 
現在まで、核酸医薬に導入された人工核酸は、ヌクレオシド構造の糖部またはリン酸ジエステ
ル部位を修飾した誘導体がほとんどである。糖部修飾の代表例としては、2′-O-アルキル体や 2′,4′-
架橋型 (BNA/LNA) ヌクレオシドなどがある。またリン酸ジエステル部位修飾の代表例として、
ホスホロチオエート体などが挙げられる。さらに糖・リン酸骨格を変換したモルフォリノ核酸 
(PMO) も利用されている。一方で塩基部位を化学修飾した人工核酸自体は多数報告されている
が、核酸医薬として展開されている例が少ないのが現状である。しかしながら、最近話題となっ
た COVID-19に対する mRNAワクチンには、塩基部修飾体であるシュードウリジンが利用され
ており、塩基部修飾人工核酸の新たな可能性が注目されつつある。そこで本研究では、現在まで
に報告されていないオリジナルな塩基部修飾人工核酸を開発し、核酸医薬も視野に入れた新た
なヌクレオシドモノマーを提供することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では新たな人工核酸を設計・合成し、
それらをオリゴ核酸配列中に組み込んで機能
性を評価し、核酸材料としての有用性を明ら
かにした。 
【分子設計】新規人工核酸を開発するにあた
り、糖と塩基間に炭素-炭素結合をもつ「C-ヌ
クレオシド」に着目した。前述のシュードウ
リジンもピリミジン塩基型の C-ヌクレオシ
ドの一種であり、化学安定性が高い構造とな
っている。本研究ではプリン塩基型の新規 C-
ヌクレオシドとして、Figure 1 に示す誘導体 
(SN及び SO2N、N= Aまたは G) を考案した。
これらはチエノ[3,2-d]ピリミジンを母骨格として、天然の核酸塩基 A、Gを模倣した設計となっ
ており、天然と同様の塩基対形成が可能と予想される。チオフェン環部分は脂溶性を向上させ、
二重鎖中でスタッキング相互作用を高めることを期待した。さらに酸化してチオフェン S,S-ジオ
キシド (SO2型) とすることで、水素結合受容体としての機能を付与する狙いとした。これら S
原子や SO2基は、二重らせん構造に組み込んだ際、主溝側に当たる面 (Hoogsteen面) に位置し、
この面において二次的な相互作用 (水素結合やファンデルワールス力) が機能することが予想
される。そのため標的核酸配列との安定な二重鎖形成だけでなく、三重鎖核酸、核酸—タンパク
質複合体などのより複雑な高次構造形成に関与することも期待している。 
【合成計画】設計したヌクレオシドは、塩基部のブロモ体と糖部のグリカールを Heck反応によ
りカップリングさせ、チオフェン体 (SN) を合成した。またチオフェン環の S原子を酸化するこ
とで、チオフェンジオキシド体 (SO2N) を合成した。これらは基本構造であるヌクレオシドモノ
マー (3′,5′-ジオール体) を構築した後に、5′位をジメトキシトリチル保護、3′位をホスホロアミダ
イト化することで、オリゴ核酸固相合成のためのモノマーを合成した。 
【ヌクレオシドモノマーの物性評価】合成したヌクレオシドモノマーを用いて、物性評価を行っ
た。まずは紫外可視吸光スペクトルを測定し、基底状態における天然核酸塩基との違いを比較し
た。アデノシン類縁体の SA及び SO2Aについては、生体中の代謝酵素であるアデノシンデアミナ
ーゼ (ADA) に対して代謝活性を示すかを調べた。 
【修飾オリゴ核酸の物性評価】DNA/RNA自動合成装置を使用し、合成したホスホロアミダイト
体から修飾オリゴ核酸を合成した。合成した修飾オリゴ核酸を用い、相補的な DNAまたは RNA
配列に対する二重鎖安定性を、融解温度 (Tm) 測定により評価した。また修飾オリゴ核酸による
高次構造形成に関する知見を調べるために、三重鎖核酸の Tm測定も行った。 
 
４．研究成果 

Figure 1 新規人工核酸の分子設計 



【塩基部修飾人工核酸の合成】設計した新規人工核酸の合成は、下記 Schem 1, 2に従って合成し
た。まず Scheme 1に示すアデノシン類縁体の合成は、市販の化合物 1を出発原料として用い、
2工程でアミノ基を保護した塩基部ユニット 2を構築した。化合物 2と、別途合成した糖部ユニ
ットのグリカール 3 を Heck 反応によりカップリングすることで化合物 4 を合成した。その後、
還元することでジオール体 5 を得た後、MMTr 基を脱保護することで SA モノマーを合成した。
中間体 5を酸化し、同様に脱保護することで SO2Aモノマーも合成した。 
 

 

Scheme 1 SA及び SO2Aモノマーの合成経路 
 

SG モノマーの合成は Scheme 2 に従って行った。SO2G モノマーは現在も合成検討中である。
初めに市販の化合物 7 と 8 を縮合し、チエノピリミジン体 9 を合成した。その後、ブロモ化と
MMTr保護を経て塩基部ユニット 11を合成した。その後は上記と同様、グリカール 3と反応さ
せることで化合物 12を合成し、脱保護、還元反応を経て SGモノマーを合成した。 
 

 
Scheme 2 SGモノマーの合成経路 

 
【ヌクレオシドモノマーの物性評価】合成した SA、SO2A、SGモノマーを用いて、まずはメタノ
ール溶液中と水溶液中で紫外可視吸光スペクトルを測定した (Table 1)。これらの分子は天然の
Aや G (≅ 260 nm) よりも長波長側に吸収極大波長を有することが示された (≥ 297 nm)。また興
味深いことに、これらの分子は蛍光発光を示したため、溶液中での蛍光スペクトルも測定した。
SAや SG モノマーではそれぞれ波長 330、370 nm 付近の紫外領域に蛍光発光が観測され、相対
蛍光量子収率は 2~5%であった。一方、SO2Aでは波長 450 nm付近の可視光領域に蛍光発光が観
測されたが、蛍光量子収率は 1%以下であり、蛍光発光が極めて低いことが明らかとなった。 
 
 



Table 1 SA、SO2A、SGモノマーのスペクトルデータ 

 Solvent λAbs. (nm) λem (nm) QY a 

SO2A MeOH 331 452 <0.01 

 Water 331 465 <0.01 

SA MeOH 298 333 0.03 

 Water 297 334 0.02 

SG MeOH 314 371 0.05 

 Water 312 373 0.03 

a measured using tryptophan as a standard (0.13) 

次にアデノシン類縁体の SA及び SO2Aについて、生
体中の代謝酵素であるアデノシンデアミナーゼ 
(ADA) に対して代謝活性を示すかを調べた。ADA は
アデノシン類の塩基部を加水分解し、イノシン (I) 類
へ変換させる酵素である。実際に ADA と反応させて
HPLC追跡した結果、天然の Aでは反応開始後 40分以
内で完全に変換されたのに対し、SA 及び SO2A では
ADAによる変換反応が全く起こらなかった。また、SA
及び SO2Aを A と同じ濃度で共存させた条件下、ADA
を反応させてみたが、A の変換反応速度に変化が無か
った (Figure 2)。すなわち、SA及び SO2Aは ADAの基
質にはならず、生体中で代謝安定性の高いヌクレオシ
ドになることが示唆された。 
 
 
【修飾オリゴ核酸の物性評価】合成した SA、SO2A、SGモノマーの 5′位をジメトキシトリチル保
護、3′位をホスホロアミダイト化することで、オリゴ核酸固相合成のためのモノマーへと誘導化
することに成功した。その後 DNA/RNA自動合成装置を使用し、1か所から複数か所修飾したオ
リゴ核酸を合成した。しかしながら、SO2Aではオリゴ核酸合成後の、塩基を用いた固相からの切
り出しの際、分解反応が進行して目的の修飾オリゴ核酸を得ることが出来なかった。実際、SO2A
モノマーのみで塩基処理して反応を HPLC追跡した結果、濃アンモニア水 (28%) で 2時間処理
しただけでも分解が進行することが分かった。詳細は不明であるが、SO2A は構造中にマイケル
アクセプターを有しており、塩基性条件下で付加反応が進行したと考えられる。一方、SAや SG
では修飾オリゴ核酸を問題無く得ることが出来たので、これらを用いて物性評価を行った。まず
はこれらの修飾オリゴ核酸を用い、相補的な DNA または RNA 配列に対する二重鎖安定性を、
融解温度 (Tm) 測定により評価した (Table 2、3)。Table 2に示すように、SAを導入した修飾オリ
ゴ核酸では、相補的な RNA及び DNAに対して天然と同等の二重鎖安定性 (Tm値) を示した。 
 
Table 2 SA修飾オリゴ核酸の相補鎖 RNA又は DNAに対する二重鎖安定性 

 vs RNA target vs DNA target 

 Tm (ºC) ΔTm/mod. (ºC) Tm (ºC) ΔTm/mod. (ºC) 

5ʹ-d(ACGAGAACATCC)-3ʹ 46.0 +1.3 50.4 -0.4 

5ʹ-d(ACGAGAACATCC)-3ʹ 45.9 +1.2 49.9 -0.9 

5ʹ-d(ACGAGAACATCC)-3ʹ 46.5 +0.9 49.2 -0.8 

5ʹ-d(ACGAGAACATCC)-3ʹ 45.9 +0.6 48.5 -1.2 

5ʹ-d(ACGAGAACATCC)-3ʹ 44.7 - 50.8 - 

A = SA. Conditions: 10 mM phosphate buffer (pH 7.0), 200 mM NaCl, and 2.5 µM of each oligonucleotides. 

Figure 2 ADAによる代謝活性の評価 



SGを導入した修飾オリゴ核酸の二重鎖安定性も、SAの場合と同様に相補鎖 RNA及び DNAに
対して天然と同等の Tm値を示した。Tm値を詳しく見てみると、SA、SG 修飾オリゴ核酸ではど
ちらも相補鎖 RNAに対してわずかに安定性が向上した (ΔTm/mod. = 0.6—1.8 ºC)。この要因とし
ては、DNA-RNAヘテロ二重鎖において、チオフェン環構造によるスタッキング相互作用が強く
働いたためと考察している。また、SAや SG修飾の相補的な位置にミスマッチ塩基を導入した配
列との二重鎖安定性も評価した結果、天然と同様の塩基選択性をもつことも示された。さらに SG
修飾オリゴ核酸では、核酸配列中でも強い蛍光発光が観測されたため、蛍光測定を利用した二重
鎖核酸の Tm値測定も行った。この場合も UVで測定した Tm値と同様の値を示し、二重鎖安定性
の測定方法を拡張することが出来た。 
 
Table 3 SG修飾オリゴ核酸の相補鎖 RNA又は DNAに対する二重鎖安定性 

 vs RNA target vs DNA target 

 Tm (ºC) ΔTm/mod. (ºC) Tm (ºC) ΔTm/mod. (ºC) 

5ʹ-d(ACGAGAGCATCC)-3ʹ 52.8 +1.8 55.4 0.0 

5ʹ-d(ACGAGAGCATCC)-3ʹ 53.6 +1.3 55.7 +0.2 

5ʹ-d(ACGAGAGCATCC)-3ʹ 54.4 +1.1 54.1 -0.4 

5ʹ-d(ACGAGAGCATCC)-3ʹ 51.0 - 55.4 - 

G = SG. Conditions: 10 mM phosphate buffer (pH 7.0), 200 mM NaCl, and 2.5 µM of each oligonucleotides. 

 
さらに修飾オリゴ核酸による高次構造形成に関する知見を調べるために、三重鎖核酸の Tm測
定を行った。まずパラレル型三重鎖のうちのプリン鎖中に SA を組み込み、TFO (三重鎖形成オ
リゴ核酸) との三重鎖安定性を評価した。その結果 SAを組み込んだ配列では、天然の三重鎖と
異なる挙動が観測された。SAの Hoogsteen 面にはチオフェン環の S 原子が存在するため、水素
結合以外の何らかの相互作用が関連していると考えられ、現在その詳細を調べている。SG につ
いては TFO 中に組み込み、パラレル型三重鎖の G-TA ミスマッチ塩基対の安定性を評価した。
その結果、天然のものよりも三重鎖安定性が大幅に低下することが明らかとなった。これは、SG
が C-ヌクレオシド構造を有しているため、糖部のコンフォメーションが天然と異なり、G-TA塩
基対形成に不利な構造をとったのが要因と考察している。 
 
【研究成果のまとめ】本研究では、設計した塩基部修飾核酸 SA、SO2A、SGについて、合成と物
性評価を行った。SA、SO2A、SGともに、Heck反応を利用してヌクレオシドモノマーを合成する
ことに成功した。SA、SO2A、SG のスペクトル測定より、これらは天然の塩基にはない蛍光発光
性を示すことが明らかとなった。ADAを用いた評価より、SA、SO2Aは生体中で代謝安定性の高
いヌクレオシドであることが示唆された。オリゴ核酸合成において、SAと SGは核酸配列中に導
入出来たが、 SO2Aを導入することが出来ず別の方法を模索する必要があった。SAまたは SGを
導入したオリゴ核酸は、相補的な配列に対して天然と同等の二重鎖安定性を示した。一方、三重
鎖核酸においては、天然と異なる物性が示された。以上、本研究で開発された SA、SGモノマー
は、天然と同等の性質 (二重鎖安定性) を持ちながら、天然にはない性質 (代謝安定性や蛍光特
性) を持つことが明らかとなり、核酸医薬材料としてだけでなく、基礎研究における核酸材料と
しても有用であることが示された。今後はこれらヌクレオシドのトリリン酸体を合成し、さらに
有用性を拡張したいと考えている。 
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