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研究成果の概要（和文）：次世代型の核酸医薬として期待されているRNA干渉法への応用を目指し、本代表者らはプロ
ドラッグ型RNA分子：2'-O-メチルジチオメチル (MDTM)-RNAの開発を行ってきた。MDTM-RNAは、血清中で優れた安定性
を示し、細胞内環境に酷似したグルタチオン還元環境下で速やかに天然型RNAへ変換が可能であった。更に本分子は天
然型RNAに匹敵する優れた二重鎖親和性を示し、プロドラッグ分子として十分な基礎特性を有していた。また安定前駆
体としてオリゴ核酸に導入した後に、MDTM-RNAへ効率よく変換可能な“オリゴ合成後修飾法”の開発にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed 2'-O-methyldithiomethyl (MDTM)-RNA as a prodrug-RNA. T
he MDTM-RNAs showed high stability under fetal bovine serum, and were easily converted into native-RNAs un
der glutathione reducing condition found in the intracellular environment. In addition, the MDTM-RNAs show
ed enough affinity toward complementary RNA. The synthesis of MDTM-RNAs was effectively achieved by a post
-synthetic approach. The MDTM-RNA might be an excellent candidate for RNA technologies such as RNA interfe
rence.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

RNA 干渉 (RNAi) 法は、20 mer 程度の二本
鎖 RNA (siRNA) を細胞内に導入すると内因
性タンパク質と複合体である RISC を形成し、
相補的な mRNA を切断することで、特定の遺
伝子発現を抑制する手法である。これは従来
のアンチセンス法と比較し、低濃度下で効率
よく作用することから次世代型の核酸医薬
として期待されている。しかし RNA を核酸
医薬へ展開する場合、RNA 自身の分解酵素に
対する不安定性克服が極めて重要となる。更
に、機能性人工核酸を RNAi 法へ応用する場
合、関連する酵素系に厳密に認識される必要
があることから、従来のアンチセンス法にな
い特有の機能性が要求される。そのような背
景下、本代表者らは、十分な酵素耐性能を有
し、細胞内の還元環境下で活性化することで
十分な RNAi 活性を示す “プロドラッグ型
RNA 分子： 2’-O- メチルジチオメチル 
(MDTM)-RNA” を設計し、開発を進めてきた。 
 
２．研究の目的 

RNAi 法に基づいた核酸医薬の開発において、
RNA 自身の分解酵素に対する不安定性克服
と、細胞内での十分な RNAi 活性の発現の両
立が極めて重要な鍵となる。本代表者らは、
酵素耐性を有する前駆体から細胞内の還元
環境をスイッチとして native (天然)-RNA へ
と自発的に化学変化し活性化するプロドラ
ッグ型人工 RNA 分子：2’-O-MDTM-RNA (1) 
を設計した。 本研究は、1 の効率的合成法の
確立と、プロドラッグ型分子としての物性を
評価し、将来的に細胞を用いた RNAi 法へ展
開し、RNA 医薬の発展に貢献できる分子とす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

スキーム 2 に、2’-O-MDTM-オリゴヌクレオ
チド (ON) (1) の合成を示す。2,4,6-トリメト
キシベンジルチオメチル (TMBTM) 基を有
するウリジン誘導体  (6) の合成し、
DNA/RNA 自動合成機を用いてオリゴヌクレ
オ チ ド へ 導 入 し た 。 合 成 し た
2’-O-TMBTM-ON (7) は HPLC にて分析・精
製し、MALDI-TOF MS にてその構造を決定し
た。次に 2’-O-TMBTM-ON (7) を酢酸ナトリ
ウ ム 緩 衝 液  (pH 4) 中 、

dimethyl(methylthio)sulfonium tetrafluoroborate 
(DMTSF) を作用させることでMDTM基への
変換反応を行い、HPLC にて反応を追跡した。
2’-O-MDTM体 (1) の構造はMALDI-TOF MS
にて確認した。酵素耐性評価はチミジン
dT-10 mer [5’-d(TTTTTTTTXT)-3’ (X: 
2’-O-MDTM-uridine or thymidine)] の配列を
用い、 一定時間ごとに反応液の一部をとり
反応を停止させ、HPLC にて解析した。還元
条件 [① 10 mM グルタチオン (還元型, pH 
7), 及び ② 100 mM ジチオトレイトール 
(pH 8)] 下における 2’-OH-ON (天然型 RNA) 
への変換反応は HPLC にて反応を追跡した。 
 
４．研究成果 

本代表者らの設計した  “プロドラッグ型
RNA 分子: 2’-O-MDTM-ON (1)” は、細胞内の
高濃度なグルタチオン還元環境 (1-10 mM)1) 
をスイッチとして天然型 RNA への変換を期
待した分子である。具体的に 2’-O-MDTM-ON 
(1) のジスルフィド (S-S) 部位が還元環境下
で切断され、不安定なチオヘミアセタール体 
(2) を経て native (天然)-RNA (3) へと化学変
化するものと考えた (スキーム 1)。一般に核
酸糖部の 2’位水酸基への修飾は、酵素耐性能
が向上することから、2) 本分子は細胞内導入
まで十分な酵素耐性能を示し、細胞内で天然
型 RNA へと速やかに変換され、十分な RNAi
活性を示すものと考えられる。 
そこで核酸糖部の 2’位水酸基に MDTM 基を
導入したウリジン誘導体を合成し、オリゴ合
成導入前駆体であるアミダイト体の合成を
試みた。しかし三価のリン原子とジスルフィ
ド結合間の反応により本化合物は極めて不
安定であり合成が困難であった。分子内にジ
スルフィド結合とアミダイトが共存する化
合物は分子内で酸化還元反応が起こり、安定
性の面で問題があると幾つか報告例がある

 
 

 

スキーム 1.  プロドラッグ型人工 RNA 分子： 2′-O- 
MDTM-RNA の設計コンセプト. 

 
スキーム 2.   2’-O-MDTM-ON の合成. 
条件 : (a) DTBS(OTf)2, DMF; (b) DMSO, Ac2O, 
AcOH; (c) SO2Cl2, CH2Cl2; (d) 2,4,6-(MeO)3BnSH, 
NaH, DMF; (e) Et3N•3HF, THF; (f) DMTrCl, pyridine; 
(g) (i-Pr2N)2POCE, diisopropylammonium 
tetrazolide, CH2Cl2; (h) DNA/RNA 自動合成機, HPLC
精製; (i) DMTSF, 酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 4). 



ことからも、3) 本分子の創製には新たな合成
法の開発が必要とされた。そこで本代表者ら
は、オリゴヌクレオチドへ安定前駆体として
導入した後に MDTM 基へ変換可能な独自の 
“オリゴ合成後修飾法  (ポストシンセシス
法)” を考案し、容易に大量合成可能な実用性
の高い合成法を開発することにした。また、
プロドラッグ RNA 素子として必要とされる
2’-O-MDTM-ON (1) の各種物性評価を行っ
た。 
“オリゴ合成後修飾法”によるメチルジチオメ
チル (MDTM) 基への変換のための前駆体と
して要求される条件として、オリゴヌクレオ
チド伸長反応上で使用される各種試薬 [トリ
クロロ酢酸溶液 , ヨウ素溶液 , キャップ化 
(アセチル化) 試薬, カップリング試薬 (1H-
テトラゾール) 等] による暴露に十分耐え得
ること、CPG 樹脂からの切出しの際の熱アン
モニア水に対して安定性を有することが要
求される。更にオリゴヌクレオチドは水溶性
であることから、水系溶媒中でジスルフィド
化が可能な条件が必要とされる。そこで、こ
れらの条件を満たす前駆体の 2’位導入基と
して 2,4,6-トリメトキシベンジルチオメチル 
(TMBTM) 基を設計した。  本導入基は、
Bishop ら 4) のモノメトキシベンジルチオメ
チ ル 基 か ら dimethyl(methylthio)sulfonium 
tetrafluoroborate (DMTSF) を利用して MDTM
基へ変換する手法を参考にし、核酸のために
本代表者らが独自に改良を施し最適化した
ものである。予備検討として、3’, 5’位を環状
シリル保護したウリジンの 2’位水酸基に
TMBTM 基を導入した誘導体を、水溶性溶媒
中で DMTSF 処理を施すと副反応を生じるこ
となく数分以内に極めて迅速に MDTM 基へ
変換可能であった。そこで TMBTM 基を有す
るウリジン誘導体のアミダイト体 (6) の合
成を行った (スキーム 2)。ウリジンを出発原
料とし 3’,5’位を di-tert-butylsilanediyl (DTBS) 
基にて保護した後、ジメチルスルホキシド、
無水酢酸、酢酸を作用させることで、2’-O-
メチルチオメチル体 4 を得た。続いて、塩化
スルフリルと反応させることで、2’-O-クロル
メチル体へと変換した後、直ちに 2,4,6-トリ
メトキシベンジルメルカプタンに水素化ナ
トリウムを加えた溶液中に添加することで、
収率よく 2’-O-TMBTM-ウリジン (5) を得た。
続いて定法に従い、DTBS 基を脱保護した後、
5’位水酸基の 4,4’-ジメトキシトリチル化、3’
位水酸基のアミダイト化を行い、オリゴ合成
導入前駆体である 6 を首尾よく得ることに成
功した。アミダイト体 6 は、オリゴ縮合反応
時に用いる無水アセトニトリル中で極めて
安定であり、長鎖のオリゴ合成サイクルに十
分組み込めるだけの安定性を有していた。 
続いてアミダイト体 6 を DNA/RNA 自動合成
機にて、活性化剤として 5-エチルチオ-1H-テ
トラゾール (ETT) を用い、縮合反応時間を
延長することで、天然 DNA と同等の効率に
て縮合反応が進行した。続いて 28% アンモ

ニア水 (55oC, 10 時間) で CPG 樹脂から切出
し、HPLC にて解析したところ、オリゴヌク
レオチド配列に 1-3 個導入したものは、副反
応や分解物を生じることなく天然 DNA 合成
に匹敵する極めて高いグレードにて合成可
能であった (図 1)。 
次に、dT-10 mer の 2’-O-TMBTM-ON に水中
で DMTSF を作用させたところ、副反応を生
じることなく数時間で極めて効率よく
MDTM 基へ変換されることが分かった。しか
し、プリン塩基を含む配列中で同様な反応を
行ったところ、反応は効率よく進行するもの
のプリン塩基の脱離したものが一部生じて
いた。本反応の強酸性条件によりプリン塩基
が脱離したものと考え、酢酸ナトリウム緩衝
液 (pH 4) 中で反応させると、反応速度は若
干低下したものの脱プリン化を防ぐことが
でき、各種塩基配列に問題なく対応可能とな
った (図 2)。 
続いて、2’-O-MDTM-ON の蛇毒 3’-エキソヌ
クレアーゼ (snake venom phosphodiesterase, 
SVPDE) に対する安定性を評価した (図 3)。
天然 DNA (2’-deoxy 体) に対しては、完全長
体の半減期が 20 分以内であるのに対し、
2’-O-MDTM-ON は 40 分であり、2’位水酸基
に MDTM 基を導入することで有意に酵素耐
性が向上することが分かった。ウシ胎児血清 
(Fetal bovine serum; FBS) に対しても評価し
たところ、SVPDE の場合と同様に優れた安定
性を有していた。 

 
 

図 1. HPLC データ (2’-O-TMBTM-ON, アンモニア
処理後, 精製前). 配列:  
5’-d(GCGTTXTXTGCT)-3’(X: 2’-O-TMBTM-uridine). 

 
図 2. HPLCデータ (MDTM基への変換反応).  
配列:  5’-d(GCGTTXTXTGCT)-3’  
(X: 2’-O-TMBTM-uridine 2’-O-MDTM-uridine). 



続いて、2’-O-MDTM-ON に 100 mM ジチオト
レイトール (DTT) (pH 8) を添加したところ、
数分以内に極めて速やかに 2’-OH 体 
(native-RNA) へ変化することが分かった (図 
4)。 更に、細胞内条件である 10 mM グルタ
チン (還元型, pH 7) 中で反応させたところ、
約 20 時間後には完全に 2’-OH 体へ変換した。
このことから、本分子は細胞内で期待通りに
2’-OH 体へ化学変化するものと考えられる。 

 
RNAi 法において、siRNA は二重鎖を形成さ
せた状態で投与することが十分な活性発現
を得る上で重要となってくる。そこで、
MDTM-ON の相補鎖 RNA に対する二重鎖形
成能を評価したところ、MDTM-ON は、天然
型 RNA 二重鎖と同等の親和性 (融解温度, 
Tm) を示し、RNAi 法へ十分な性質を有して
いた。 
一方、様々な遺伝子配列に対応するためには
全核酸塩基種  (A, G, C, U) を有する
2’-O-MDTM 体の合成が不可欠である。そこ
で、シトシン、アデニン、グアニン塩基を有
する 2’-O-TMBTM ヌクレオシドの合成を試
み、ウリジン体と同様な経路にて首尾よく合

成に成功した。今後、これらをオリゴヌクレ
オチドに組込み、同様に MDTM 基への変換
反応を検討する。 
本代表者らが開発した “オリゴ合成後修飾
法” は、最終工程で MDTM 基へ変換可能で
あることから、本法を応用することで、種々
の誘導体合成が容易となる。MDTM 体は二重
鎖親和性への影響を考慮して、末端置換基は
最小のメチル基としていたが、末端置換基 
(R) を種々変更することで、機能性の拡張が
可能となるものと考えられる。そこで、末端
置換基をエチル基に変えたエチルジチオメ
チル (EDTM) 体の合成を試み、MDTM 体と
同様に効率よく合成が可能であった。今後、
様々な機能性基を導入し、プロドラッグ型
RNA 分子の機能を拡張する。 
RNAi 法のためのプロドラック型人工核酸と
して、2’位にアシル基を導入した誘導体が開
発されている。5)  この 2’-O-アシル化体は細
胞内のエステラーゼで加水分解を受け、
native-RNA (2’-OH 体) へと誘導する分子設
計である。しかし、この分子は血清中のエス
テラーゼ 6) で分解する可能性があることか
ら、生体への応用は困難が予想される。我々
の分子の特徴は細胞内での過剰に存在する
グルタチオンの還元条件下で分解し活性化
するものであり、酵素反応と異なり、基質特
異性を考慮する必要がないため、効率のよい
分解活性が期待され、そして分子設計が容易
であるという特徴をもつ。さらに既存の修飾
核酸を用いた siRNA オリゴは、RNAi 機構に
認識されないものが殆どであり、配列の中央
に修飾した場合、劇的に活性が低下するため、
RISC 認識に重要でない配列末端に修飾する
必要があった。7)  しかし、本分子は、理論
上、siRNA 配列のどこでも自在に修飾が可能
となることから、酵素による分解が大幅に抑
制できる可能性があり、その結果、低濃度下
でも機能する可能性を秘めている。つまり、
濃度の低下が可能となれば、細胞毒性の低減
や低コスト化につながる可能性があり、RNAi
法の基盤技術として革新的な結果が期待さ
れる。 
以上、本研究において、プロドラッグ型 RNA
分子として 2’-O-MDTM-RNA を設計し、細胞
内と同様な還元条件下で極めて速やかに分
解を受け、不安定なチオヘミアセタール体を
経て 2’-OH 体 (native-RNA) へ変換すること
を見出した。更に本分子の合成法として、安
定修飾体 2’-O-TMBTM 体としてオリゴ核酸
へ導入した後に、MDTM 基へ変換可能な独自
の“オリゴ合成後修飾法 (ポストシンセシス
法 )” を 開 発 す る こ と に 成 功 し た 。
2’-O-MDTM-RNAは優れた酵素耐性能を示し、
プロドラッグ RNA として十分な特性を有し
ており、in vivo 応用へ向けての基礎を構築で
きた。 
今後、本人工核酸を、細胞を用いた RNAi 法
へと応用展開し、RNA 医薬としての有用性を
見出す。 

  
図 3. 酵素耐性評価 (3’-エキソヌクレアーゼ, SVPDE). 
反応条件：10 mM MgCl2 and 50 mM Tris-HCl buffer 
(pH 8.0), each strand 12.5 nmol/ml, SVPDE 
(Boehringer Mannheim) 0.1 g/ml at 37 °C.  
配列: 5’-d(TTTTTTTTXT)-3’  [X: 2’-O-MDTM- uridine 
or thymidine (2’-deoxy)]. 

 

図4. HPLC分析 (DTT還元反応, pH 8). 
配列:  5’-d(GCGTTXTXTGCT)-3’  
(X: 2’-O-MDTM-uridine 2’-OH-uridine). 
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