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研究成果の概要（和文）： 

ヒトゲノム情報の解析が終了し、ゲノムの大部分は蛋白に翻訳されずに機能すると考えられてき

ており、従来、「生命の設計図」であり情報の担い手であると考えられていたDNAやRNAに様々

な機能があることが次々と明らかになってきている。本申請研究では、ゲノムの分子レベルから

ナノレベルの構造変化を厳密に識別できる高機能性分子を開発し、生命科学研究の新たな方法論

に展開することを目指した。その結果、標的RNAの機能を制御できる人工分子の開発に成功し

た。 
                                     
研究成果の概要（英文）： 

After the human genome project, it is revealed that most of genome has functions without 

translation to protein. Especially, RNA has a variety of the functions to control the gene expression, 

for example, rebozyme, riboswich, siRNA and miRNA, so on. In this study, we have developed the 

novel molecules to recognize strictly the target RNA for regulation of these functions.    
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１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノム情報の解析が終了し、ヒトゲノム

サイズが31億塩基対であるにもかかわらず、

蛋白質へと翻訳される遺伝子の数はわずか

２万個から３万個であることがわかってき

た。つまりゲノムの大部分は蛋白に翻訳され

ずに機能すると考えられてきており、従来、

「生命の設計図」であり情報の担い手である

と考えられていた DNA や RNA に様々な機

能があることが次々と明らかになってきて

いる。特に注目されているのは RNA の機能

である。RNA は従来遺伝情報の仲介役であ

ると考えられてきた。しかし、近年の研究に

より、蛋白に翻訳されない、いわゆる non 

coding RNA (ncRNA)が遺伝子発現の制御に

おいて非常に重要な働きをもつことが明ら

かになってきている。特に 20 塩基程度の長

さを持つ内在性低分子 RNA である miRNA

は、癌の発症や脂質代謝、ウィルスの複製な

どにかかわることが明らかにされ、種々の疾

患の標的分子として注目を集めている[1]。ま

た２本鎖 DNA は片方の鎖のみが mRNA に

転写されると考えられていたが、センス遺伝

子(蛋白に翻訳される側)をコードする逆の

DNA 鎖からも RNA が転写され、内在性アン

チセンス RNA として遺伝子発現制御に働く

ことが次々とわかってきている[2]。さらに２

本鎖 DNA はその高次構造が遺伝子発現の制

御に重要な働きを持つことも明らかになっ

てきている。[3]このように DNA や RNA は

従来考えられてきたような蛋白質に翻訳さ

れるテンプレートとしての働きだけではな

く、遺伝子発現を調節する重要な担い手であ

ることから、生命科学研究における新たな標

的として期待される。 

 

２．研究の目的 

本申請研究では、ゲノムの分子レベルからナ

ノレベルの構造変化を厳密に識別できる高

機能性分子を開発し、生命科学研究の新たな

方法論に展開することを目指した。具体的に

は、ゲノム標的化学の新たな標的に作用する

革新的な遺伝子制御法への展開を目指し、機

能性 RNAを効率的に阻害する遺伝子応答型ア

ルキル化機能性核酸の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

ゲノムの機能を阻害する方法論としては標

的遺伝子に相補的な配列を持つオリゴヌク

レオチドを用いる方法が古くからしられて

いる。しかし天然型の核酸では細胞内におけ

る安定性また細胞内への透過性が低いこと

から、これを解決する手段として多数の人工

核酸が開発されており、標的遺伝子に対する

阻害の効率化が報告されている。本申請者は

遺伝子応答型アルキル化機能性核酸を創製

し１塩基の違いをも識別し標的遺伝子中の

シトシンに反応することで、細胞内における

蛋白質発現を効率的に阻害することに成功

した。本研究では我々が開発した遺伝子応答

型アルキル化機能性核酸をより広範なゲノ

ム標的化学に展開するために下記の３つの

課題について検討した。 

(1) RNA型アルキル化機能性核酸 

(2) ペプチド核酸型アルキル化機能性核酸 

(3) 第２世代遺伝子応答型アルキル化機能

性核酸 

以下、それぞれについてその研究成果を述べ

る。 

 

４． 研究成果 

(1)RNA型アルキル化機能性核酸 

従 来 の 機 能 性 核 酸 で あ る

2-amino-6-vinylpurine(2-AVP)はデオキシ

リボ型であり RNA に対する反応性が低いこ

とがわかっている。そこでこの項目では RNA

型の遺伝子応答型アルキル化機能性核酸を

合成し、RNA に対する反応性の向上を目指

した。細胞内に適用するために 2’-OMeRNA

型のアルキル化機能性核酸を合成した。こ

の分子を組み込んだ 2’-OMeRNA オリゴを

合成し、その反応性を評価したところ、非

常に興味深いことに、DNA のチミンに対し

て中性条件下において反応することがわか

った。デオキシ型 2-AVP では酸性条件下に

おいてのみシトシンに対して反応しており、

糖部構造を変えることで塩基選択性が劇的

に変化したことは非常に興味深い。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNA 標的に関しては酸性条件下ではウラシル

に反応したものの中性条件下での反応性は

それほど高くはなかった。そこで、前後の塩

基 配 列 を 検 討 し た と こ ろ 、 3’GXC5’

（X:2-AVP）の配列では中性条件下でも RNA

中のウリジンに対して効率的に反応するこ

とがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらにルシフェラーゼを発現する翻訳領域

及び miRNA-21 (miR21) の標的となる UTR を

持つ mRNA を調製し、1 を含む 2’-OMeRNA オ

リゴ RNA を反応させた後、miR21 を発現して

いる細胞内に投与した。その結果、翻訳領域

に架橋を形成させた mRNA(A)では非常に効率

よくルシフェラーゼの発現が阻害された。さ

らに UTR に架橋を形成させた mRNA(B)では、

miR21 の UTR への結合が阻害され、タンパク

質発現が活性化されることがわかった。この

ように 2’-OMe RNA 型 2-AVPを組み込んだオ

リゴ 2’-OMe RNAは RNAの標的の場所を選ぶ

ことで、蛋白質発現の阻害及び活性化を自在

に調節できることがわかった。 

 

(2)ペプチド核酸型アルキル化機能性核酸 

本項目では２本鎖 DNAにインベージョンする

性質を持つ PNA に 2-AVP を導入することで、

２本鎖 DNAに対するアルキル化反応を誘導す

る方法論の開発を目指した。まず 2-AVPを導

入した PNAを合成し、その反応性を検討した。

その結果、DNA オリゴヌクレオチドに組み込

んだ場合に比較し反応性は非常に低いこと

がわかった。その原因として、PNAと標的 DNA

との複合体の構造が DNA-DNAとの構造とは異

なるため、標的塩基に対して、反応点が近接

していない可能性が考えられる。 

 

(3)第２世代遺伝子応答型アルキル化機能性

核酸 

機能性核酸の標的塩基を拡大するために、新

規機能性核酸として 4-amino-6-oxo-2-vinyl 

pyrimidine (VAOP)を設計した。最初に設計

した VAOP 誘導体(2) は、種々検討したが合

成することはできなかった。そこで、この塩

基と糖部をエチルスペーサーで連結した機

能性核酸(3)を合成し、その反応性を調べた

ところ、標的 RNAの相補的位置にあるウラシ

ルと非常に効率的にクロスリンク反応する

ことがわかった。これらの付加体の構造を検

討した結果、VAOPはウラシルに対して 2つの

水素結合を形成し、反応点であるビニル基と

カルボニル基を接近させることで反応が速

やかに進行したことが示された。さらに、

VAOP をフレキシブルなリンカーで結合した

インテリジェント核酸(4)は RNA 中の相補的

な位置のグアニンに対して反応すること、さ

図２ 2’-OMe 型 2-AVP 核酸を用いた機能評価 
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らにこの反応は Zn、Ni の添加により加速さ

れることもわかった。この結果は、これらの

金属の添加によりグアニンの 2位のアミノ基

の反応性が向上し、VAOPに対する反応が加速

されたためと考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上、本研究では 2’-OMe型 2-AVPを合成し

モデル細胞系において遺伝子発現の阻害及

び活性化を達成した。さらに、新規機能性核

酸としてピリミジン誘導体(3, 4)の開発にも

成功した。本研究期間中に試験管内で標的

RNA に対して非常に高い選択性でウラシル及

びグアニンに対し架橋を形成する機能性核

酸の開発に成功した。本成果は今後革新的な

遺伝子制御法への展開に繋がるものと考え

ている。 
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