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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、次世代の医薬品として注目を集めている、核酸医薬の開発を目的として、
これまで殆ど研究がなされていない3本鎖DNA形成による遺伝子発現制御法に関する検討を行った。天然の核酸では安定
な3本鎖DNAを形成する事ができない領域に対して安定な3本鎖DNAを形成可能な人工核酸を創成し、その3本鎖形成能の
評価を行った。本研究課題で開発した人工核酸は安定な3本鎖DNAを形成可能で、なおかつ細胞内の特定の遺伝子発現を
効果的に抑えうる事に成功した。本成果は、人工核酸による3本鎖DNA形成を利用した画期的な遺伝子発現制御技術であ
り、次世代の核酸医薬開発に向けた基盤となる成果である。

研究成果の概要（英文）：The triplex DNA formation against duplex DNA offers a potential basis for genome 
targeting technology and/or medicine with sequence specificity. In triplex DNA, the sequence-specificity 
is established via the formation of specific base triplets between a triplex forming oligonucleotide and 
a duplex DNA, however, there is no natural nucleoside which can recognize inverted sites. The application 
of the triplex formation is consequently limited to the homopurine-homopyrimidine region of a duplex DNA. 
We showed the design and synthesis of artificial nucleoside analogues for selective recognition of CG 
base pair to expand triplex-forming sequence. The 2’-deoxycytidine derivatives were shown to possess 
high selectivity and affinity toward CG base pair without being effected by neighboring bases. 
Furthermore, TFO bearing them was demonstrated to effectively inhibit gene expression in living cells.

研究分野： 生物有機合成化学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの解読により、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。このような研究の中で
タンパク質をコードしないncRNAの重要な機
能の発見はライフサイエンスの革命的な変
化を生み出している。小さな RNA (miRNA) は
複数の遺伝子発現を制御していることから
癌や糖尿病など多因子疾患の創薬標的ある
いはリードとして臨床応用に向けた研究が
活発化している。一方、RNA の制御・調節機
能の複雑さが明らかになるにつれ、RNA 産生
そのものの制御など謎が深まっている。2 本
鎖 DNAを標的にするアプローチは RNAを中心
とする創薬に比べて展開速度は遅いものの、
病気に関与している異常遺伝子に直接作用
するため次世代の核酸医薬（アンチジーン核
酸）として注目すべき手法である。 
アンチジーン核酸は、遺伝子の異常が関与

する様々な病気の根本的な原因となる2本鎖
DNA に高い配列特異性と安定性で 3 本鎖
DNA1)を形成し転写過程を阻害する方法であ
る。さらに、人工的に形成させた 3 本鎖 DNA
領域では特定の遺伝子発現（転写）を人工的
にコントロール、内在性機構を利用した突然
変異の誘起や修復など遺伝子編集に利用で
きる可能性も示されている。これらの詳細な
機構は未解明であるものの 3本鎖 DNA形成の
有用性は明らかである。しかしながら、3 本
鎖 DNAを形成できる 2本鎖 DNA塩基配列に制
限があり一般的な利用の妨げになっている。
この制限を克服するための非天然型核酸の
開発研究も行われ、糖部を修飾した BNA や塩
基部分を修飾した核酸誘導体により一部制
限を克服した例が報告されている。 
 
２．研究の目的 
疾病の原因となる異常遺伝子を標的にし

た創薬として核酸医薬の開発研究が行われ、
多様な機能をもつRNAを標的とする創薬が注
目を集め、臨床応用に向け活発な研究が展開
されている。一方、RNA 調節機構は複雑に相
互関連していることから、RNA 制御の根幹と
なるDNAを標的とした創薬の重要性が再認識
されると考えられる。これまでに、2本鎖 DNA
標的に配列特異的に 3本鎖 DNAを形成する独
自の人工核酸を創製してきた。本研究では、
3 本鎖 DNA 技術を創薬として展開するための
基盤として、化学的検討により、より効果的
な人工核酸の開発を検討し、さらに、3 本鎖
形成による遺伝子発現制御法を確立し、新た
な核酸医薬の基盤構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、3 本鎖 DNA 形成を基盤と

した新たな核酸医薬の創製を目指し、人工核
酸搭載アンチジーン核酸をより低濃度での
機能させるため、アンチジーン核酸の生体内
安定性を高めるエンハンサー分子、生体内因
子を特異的に誘導するパイロット分子修飾

法の確立、3 本鎖 DNA 形成配列拡張し適用範
囲を拡大するため、配列依存性を克服した 3
本鎖 DNA形成可能な新規人工核酸の創製を行
う計画をした。具体的には、in vitro で細胞
増殖阻害活性が確認された人工核酸搭載ア
ンチジーン核酸の細胞増殖阻害活性を高め
るため、ポリエチレングリコール、ペプチド、
コレステロールなどで修飾し、細胞への反応
を検証する。さらに、A549 細胞以外の細胞に
も作用させ、遺伝子発現制御法の一般性を確
立する。同時に、独自のプラットホーム核酸
分子を用いて、効率的に 3本鎖 DNA 形成人工
核酸を合成し 3本鎖形成配列の拡張をし、細
胞増殖に関わる遺伝子を標的として人工核
酸搭載アンチジーン核酸による細胞増殖阻
害効果の向上を行う計画をした。 
 

４．研究成果 
アンチジーン核酸の分解耐性の獲得に向

けてプロピルアミノリンカーを導入したア
ンチジーン核酸の合成を行い、各種 DNA 分解
酵素と作用させる事で、未修飾体よりも安定
に存在する事を確認できた。本成果の一環と
して、アンチジーン核酸の末端にアリキン基
を有する新規核酸誘導体を導入し、別途合成
したアジド基を有するピレン、ナフタレン、
ベンゼン、アルキル、ポリアミンやポリエー
テル基の導入に固相担体上でのクリック反
応を用いて成功した。末端に導入したアンチ
ジーン核酸は３本鎖DNAの安定性の向上には
至らなかったが、酵素耐性は有すると期待さ
れる。一方、アンチジーン核酸の内部に導入
すると、ピレン基を導入したアンチジーン核
酸で３本鎖 DNA の安定化に成功した。この核
酸を細胞に導入する事で細胞増殖阻害活性
があり、有望な化学修飾(エンハンサー分子)
である事を明らかにした（図１）。 
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図１ 固相担体上での人工核酸合成 



3 本鎖 DNA 形成配列拡張し適用範囲を拡大
するため、配列依存性を克服した 3 本鎖 DNA
形成可能な新規人工核酸の分子設計を天然
型の弱い相互作用である T/CG-3 重鎖構造を
参考に行った。N-グアニジノエチル-2’-デ
オシキイソシチジン骨格を見いだし一部の
配列で安定性は低いものの全ての配列で CG
塩基対を認識する事に成功した（図２）。ま
た、グアノシン認識ユニットを連結している
リンカー部分を固定化する事により、より安
定にしかも全ての配列で CG 塩基対の認識が
可能な、イソシチジン誘導体の開発に成功し、
機能の向上を達成した（図３）。 

配列依存性の克服可能な基本概念を確立
したため、3 本鎖 DNA の安定性の向上に期待
した誘導体開発に着手した。より柔軟性を制
御する為に、リンカー部分を短くしようと試
みたが、化合物の N-グリコシド結合が分解し
たため合成を断念した。そこで、N-グリコシ
ド結合部分の窒素原子を炭素原子に置き換
えた C-ヌクレオシド誘導体を設計した（図
４）。合成したる擬シチジン誘導体を用いて 3
本鎖 DNA 形成能を調べた結果、天然型の 3重
塩基対である T/AT-3 重鎖よりも安定な 3 本
鎖 DNAを形成する事を世界で初めて見いだし
た。分子モデリングによる認識構造の予測を
行った結果、予想通りに認識には人工核酸の
プロトネーションが必要であり、さらに多点
型水素結合が形成可能である事が示された。
そこで、3’末端をアミノプロピルリンカー
で修飾し擬シチジン誘導体を組み込んだア

ンチジーン核酸（TFO: Triplex Forming 
Oligonucleotide）を合成した。このアンチ
ジーン核酸は、細胞のがん化に関与している
と考えられている、hTERT 遺伝子のプロモー
タ領域を標的としている。3 本鎖形成能の評
価を行った結果、人工核酸を含むアンチジー
ン核酸の方がより安定な 3本鎖 DNAを形成す
る事を見いだした（図５）。さらに、培養細
胞に導入し内因性のhTERTmRNAを定量したと
ころ、人工核酸を含むアンチジーン核酸の方
がより発現量を抑えている事を見いだした。 
以上の結果は、人工核酸搭載アンチジーン

核酸による効果的な遺伝子発現制御であり、
次世代の核酸医薬の一つになる可能性を示
している。 
 
 

図２ CG塩基対を認識可能な人工核酸 

図３ CG塩基対を認識可能な人工核酸 

図６ mRNA 遺伝子発現制御 

図５ 3 本鎖形成能の評価 

図４ 新規人工核酸 
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