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研究成果の概要（和文）：7-デアザプリン類を核酸塩基とする架橋型人工核酸を合成し、また、そのグリコシド結合周
りの回転角を見積ることで、架橋型人工核酸が二重鎖を強固に安定化するにはRNA中で観察される塩基の回転角をもつ
ことが重要である事を明らかとした。また、テトラヒドロピラン骨格をもつ3',6'-結合型核酸とシクロヘキセン骨格を
もつ架橋型人工核酸などを合成した。さらに、これらを導入したDNAが核酸分解酵素への高い耐性を示すこと、テトラ
ヒドロピラン骨格をもつ3',6'-結合型核酸が天然のDNAと比べて１塩基あたり3℃程度の熱的安定化効果を示し、核酸技
術に利用可能な新しい核酸分子としての可能性を見いだす事に成功した。

研究成果の概要（英文）：Several artificial nucleic acids bearing 7-deazapurine-analog were synthesized and
 those torsion angles about glycosidic bond were estimated. We found that bridged nucleic acids have a sim
ilar glycosidic bond angle to RNA to stabilize the double stranded oligonucleotides. Moreover, nucleic aci
ds bearing tetrahydropyran or cyclohehene as a sugar moiety were synthesized. These artificial nucleic aci
ds showed a high resistance to 5'-3' exonuclease, and one of nucleic acids bearing a tetrahydropyran sugar
 present a high stabilization property of duplex oligonucleotides.
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１．研究開始当初の背景 
（１）低分子化合物を基盤としたこれまでの
創薬研究に陰りが見られるなか、低分子創薬
を補う新たな創薬手法としてバイオ医薬が
近年期待されている。その中で核酸医薬は、
標的遺伝子の働きを特異的に抑制すること
で疾病の原因となるタンパク質の発現を抑
制するものと、抗体のように標的分子を捕獲
するものとに大きく分類できるが、いずれも
いくつかの医薬候補品が臨床試験中にある
など、次世代医薬としての高い期待が寄せら
れている。申請者はこれまで、有機化学を基
盤とした核酸素材の設計と合成、そしてその
核酸素材を用いた核酸検出技術や遺伝子発
現調節技術の開発に従事し、なかでも、当研
究室で開発を続けている構造の揺らぎを抑
制した架橋型人工核酸類の高い有用性を示
してきた。生物学的安定性に優れ、相補的な
RNA と の 結 合 親 和 性 が 極 め て 高 い
2’,4’-BNA/LNAは、分子生物学のツールとし
て世界中においても広く利用され、海外では
核酸医薬品としての臨床試験も進められて
いる。 
（２）そうした中で申請者は、特定の核酸塩
基 8-アザ -7-デアザグアニンを有する
2’,4’-BNAが、BNA類の最も特徴的な性質で
あるRNA高選択的な結合親和性とは異なり、
DNA への高親和性を有していることを見い
だし、その DNA 構造制御法への展開に成功
した。例外無く RNA 選択的な結合親和性を
示してきた 2’,4’-BNA類が特定のわずかな化
学修飾でその特徴を大きく変化させたこと
は興味深く、その理由は現在、8 位窒素原子
上の孤立電子対がフラノース環 O4’位の孤立
電子対と反発する事により、核酸塩基の回転
角が2’,4’-BNA グアニンの回転角と比べてず
れが生じたためと考察している。加えて最近、
基本骨格を刷新した架橋型人工核酸 BsNAを
合成し、核酸塩基の回転角の制御が安定な二
重鎖核酸の形成に重要である可能性を示し
た。これらの結果は、核酸の糖部構造固定だ
けではなく、適切な核酸塩基の回転角規定が
2’,4’-BNA/LNA 類の RNA 選択的な高い結合
親和性を誘起していることを強く示唆して
いる。一方、核酸塩基の回転角を大きく回転
（反転）させることで核酸の高次構造を制御
する研究は古くから現在でも広く行われて
いるが、上述した微小な回転角の違いが核酸
高次構造の安定化に与える影響については
ほとんど研究されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでその重要性についての
議論がなされてこなかった核酸塩基の回転
角が核酸高次構造の熱的安定性に与える影
響を明確化し、医薬品化が期待されている
2’,4’-BNA/LNAに次ぐ新たな人工核酸を創出
する。本計画では、（I）核酸塩基の回転角が
異なる人工核酸モノマー（ヌクレオシド）を
数種類合成すること、（II）そのヌクレオシド

を導入したオリゴ核酸が形成する二重らせ
ん構造などの高次構造の熱的安定性を系統
的に明らかとする事、そして（III）それらオ
リゴ核酸の構造特性を精査することの３点
が最重要である（図３）。従って、これら項
目を着実に達成することで医薬品素材に資
する人工核酸の創製に繋げる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、新たな３つのコンセプトの下に
核酸塩基の回転角を大きな角度に制御した
人工核酸を創出する。一つは、BsNA の成果
を踏まえ、核酸塩基の結合位置の変更と糖部
構造を刷新した人工ヌクレオシドを合成し、
そのオリゴ核酸が形成する高次構造の熱的
安定性を評価する。また、糖部と塩基部との
間に共有結合を介することで核酸塩基の回
転そのものを制御した人工ヌクレオシドを
合成する。さらに、構造解析について精査し、
核酸塩基の回転角が核酸高次構造に与える
影響を精査する。 
 
４．研究成果 
（１）グリコシド結合周りの二面角（核酸塩
基の回転角）の違いが架橋型人工核酸の二重
鎖形成能に与える影響を調べるため、7-デア
ザプリン類ならびに 8-アザ-7-デアザプリン
類を核酸塩基とする LNA ヌクレオシドを計
４種類合成した（この内、8-アザ-7-デアザグ
アニン体はすでに合成済み）。また、DNA合
成機を用いた核酸合成に適用するため、それ
ぞれのアミノ基をピバロイルまたは N,N-ジ
メチルアセトアミド基で保護したホスホロ
アミダイト体へと誘導した。各アミダイトブ
ロックを用いることで、効率的に１２塩基長
の DNA 鎖中に 7-デアザプリン類を核酸塩基
とする架橋型人工核酸の合成に成功した。合
成した LNA 類の二重鎖核酸形成能を詳細に
調べたところ、アデニン類縁体かグアニン類
縁体かの違いに因らず、プリン塩基の 8位に
窒素原子を持つ 8-アザ-7-デアザプリン LNA
の二重鎖形成能は、LNAプリン類よりも大き
く低下する事が分かった。一方で、7-デアザ
プリン類ではこの不安定化効果は観察され
なかった。8 位に窒素原子をもつプリン塩基
を核酸塩基とする LNA の核酸塩基の回転角
は、8 位に窒素原子をもたないプリン塩基を
核酸塩基とする LNAやRNAの核酸塩基の回
転角とは大きく異なっており、この違いが二
重鎖核酸の安定化能の違いとして表れてい
る事、すなわち架橋型人工核酸が二重鎖を強
固に安定化するには RNA 中で観察される塩



基の回転角をもつことが重要である事を明
らかとした。 
 

 
（２）核酸の糖部構造をテトラヒドロピラン
骨格へと刷新した 3',6'-結合型核酸を合成し、
これまでに合成した 4',6'-結合型核酸との性
質の違いを様々な角度から比較した。テトラ
ヒドロピラン骨格をもつ人工核酸のなかで、
アノマー位に核酸塩基が結合しかつ６位（5
位ヒドロキシメチル基）を介してオリゴマー
化した人工核酸が天然の核酸類と安定な二
重鎖を形成した例は無い。この理由は、二つ
のリン酸ジエステル結合と核酸塩基との空
間的な配置が天然の核酸と異なることで、天
然核酸と同じピッチで二重鎖らせん構造を
形成できないためと考えられている。しかし、
これまでの申請者の研究成果から、二つのリ
ン酸ジエステル結合と核酸塩基との空間的
な配置が天然の核酸と同じになるようにテ
トラヒドロピラン骨格を固定化した BsNAも
また天然の核酸と安定な二重鎖を形成でき
ない事をしめし、この理由が核酸塩基の回転
角が天然の人工核酸とは大きく異なるため
である事を明らかとした。申請者は、この回
転角の違いを修正するために、これまでの
4',6'-結合型から 3',6'-結合型へと変更する事
でとヌクレオシドそのものの配向を回転さ
せることとした。3',6'-結合型の BsNAは、4',6'-
結合型 BsNAの合成中間体から、ラジカル反
応とヒドロホウ素化—酸化を含む水酸基の立
体選択的導入をへて合成した。 
 

 
オリゴヌクレオチドへと導入後に二重鎖安
定化能を BsNA と比較したところ、天然の
DNA と比べて１塩基対あたり 3 ℃程度、
BsNA と比較して１塩基対あたり 11 ℃程度

の安定化効果を示す事を明らかとした。リン
酸ジエステル結合間の距離（ピッチ）が天然
の核酸類と異なるにもかかわらず二重鎖を
安定化させたこの結果は、核酸塩基の回転角
が安定な二重鎖核酸を形成する重要な因子
である事を明確に示している。 
 

 
（３）核酸塩基の結合位置を変える目的でシ
クロヘキセン骨格を糖部にもつ人工核酸を
設計した。安価なメチルマンノシドを出発原
料とし、アルドール反応による 2位へのヒド
ロキシメチル基の導入と、塩化パラジウムを
用いた転位反応によってシクロヘキセン骨
格の構築を経て、18工程、総収率 17%でシク
ロヘキセン骨格をもつ人工ヌクレオシドの
合成を達成した。続いてホスホロアミダイト
法に従い、オリゴデオキシヌクレオチドへの
導入に成功した。 
 

 
また、シクロヘキセン骨格をもつ人工核酸の
エキソヌクレアーゼへの耐性を評価した結
果、期待通り DNAや 2’,4’-BNA/LNAより遥
かに高い酵素耐性能を有することを明らか
とした。一方、二重鎖形成能を Tm 値で評価
したところ、一塩基修飾ではその効果はほと
んど観察されなかったが、連続した修飾によ
り二重鎖を大きく不安定化させることがわ
かった。類似のシクロヘキセニル核酸は多修
飾においても天然の核酸と同等の二重鎖形
成能を示す事が報告されており、またその構
造制限アナログである今回合成した人工核
酸2’,4’-BNA/LNAに近い立体構造をもつこと
から、その二重鎖形成能が低下したことは核
酸分子の化学設計上大変興味深い。 
 
（４）さらに、糖部と塩基部との間に共有結
合を介することで核酸塩基の回転そのもの
を制御した人工ヌクレオシド誘導体の合成
を検討した。沃化サマリウムを用いたラジカ
ル反応を用いる事で、当初の計画通り、糖部
と塩基部との間に共有結合を形成する事に
成功した。しかし、予想に反してその核酸塩
基部の構造が不安定化されたためか、核酸塩
基部の芳香族性が失われ、研究期間内での改

図4．3',5'-結合型BsNAとRNAとの重ね合わせ図

3',5'-結合型�BsNA
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善はできなかった。今後研究費が得られた際
に引き続き検討していきたい。 
 
（５）合成に成功した人工核酸類の高次構造
情報を収集するため円二色性を測定し、天然
核酸や 2’,4’-BNA/LNAやセレノ LNAなどの
天然と類似の糖部構造を有した人工核酸類
とのスペクトルを比較した。その結果、核酸
の種類に関わらず、すべての人工核酸でほぼ
同じスペクトルを示した。このことは、人工
核酸の導入が熱的安定性に影響を与えてい
るかどうかには関わらず、核酸の高次構造は
ほとんど変化させていない事を示唆してい
る。従って、人工核酸の導入がなぜ熱的安定
性を大きく変化させるのかを議論するには、
エックス線結経構造解析などを用いたより
詳細な構造解析の必要と考える。 
 

 
（６）熱力学的な解析をあわせて実施した。
その結果、二重鎖の熱的安定性が向上した人
工核酸の多くの場合においてエンタルピー
項が有利になっていることが分かった。これ
は、核酸塩基が適切な配向にあることで、二
重鎖形成時に構造変化する必要性がなくな
った事やスタッキングを効率的にできるよ
うになった事などが考えられ、本研究のコン
セプトが正しい事を強く示唆している。以上
のように本研究では、これまでその重要性に
ついての議論がなされてこなかった核酸塩
基の回転角が核酸高次構造の熱的安定性に
与える影響を精査するため、様々な人工核酸
を合成し、その性質を比較検討した。その結
果、特に RNA を標的とする際に核酸塩基の
回転角がもともと適切な配向に存在してい
る事が安定な二重鎖核酸を形成することに
重要である事が明確にした。報告されている
核酸高次構造中の核酸塩基の配向はその高
次構造によって大きく異なっているため、二
重鎖・三重鎖・四重鎖など、それぞれの構造
安定化のために適した人工核酸を設計する
ための指針の一つとして核酸塩基の配向は
考慮すべきパラメーターであることを示す
事ができた。 
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