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論 文 の 内 容 の 要 旨 
 

核酸医薬、特にアンチセンス医薬や small interfering RNA (siRNA) は、創薬開発の

簡便さと標的選択性の高さから次世代の医薬品として期待・注目されている。アンチセ

ンス核酸は 17～20 塩基から成る一本鎖核酸であり、標的 mRNA と二重鎖核酸を形成

し、標的 mRNA が RNase H により切断されることでタンパク質の発現を抑制する。

siRNA は、2 塩基のオーバーハング塩基を持つ約 19 塩基対から成る短鎖二本鎖 RNA
であり、Ago タンパク質を主因子とする複数のタンパク質と RNA induced silencing 
complex (RISC) を形成し、相補 mRNA が RISC に取り込まれた後、Ago タンパク質

の持つスライサー活性により mRNA が切断されることでタンパク質の発現が抑制され

る。この様に、アンチセンス核酸及び siRNA は触媒量で作用することから高い活性が

期待されるが、核酸医薬に応用するためには様々な問題点を解決する必要がある。最も

大きな問題点として、天然の DNA 及び RNA は生体内で容易に分解されてしまうこと

から、アンチセンス核酸及び siRNA の実用化にはヌクレアーゼ耐性を増す必要がある。

これまでヌクレアーゼ耐性の増強、標的 mRNA との親和性の向上を目的として、種々

の人工核酸が合成されている。特に、Meggers らは、糖部開環型核酸として GNA 
(glycerol nucleic acid; 図 1) を報告した。GNA は、相補鎖 RNA と熱的安定な二重鎖

を形成するが、DNA とは二重鎖を形成しない RNA 選択性を持つことが報告されてい

る。また、チミジン塩基部 5 位にプロピニル基を導入したヌクレオシドアナログを含む

DNA は、疎水性相互作用の増強により相補鎖との二重鎖が熱的に安定化されるとの報

告がされてる。このような背景を基に、本研究では、グリコール骨格にエチニル基を介

して塩基を結合させた新規糖部開環型ヌクレオシドアナログTa及びCaを設計・合成し、

それらを含む siRNA 及びアンチセンス核酸の性質について検証した。 



(R)-glycidol を出発原料とし、水酸基のシリル基による保護、エポキシへのアセチリド

イオンの求核付加反応によりプロピニル誘導体を合成した。その後、ウラシルから誘導

した N1-メチル-5-ヨードウラシルとプロピニル誘導体との園頭クロスカップリング反

応によりチミジンアナログ Ta の保護体を合成した。一方、イソシトシンより誘導した

N1-メチル-5-ヨードイソシトシンとプロピニル誘導体を縮合することによりシチジン

アナログ Caの保護体を合成した。常法に従いアナログ Ta及び Caをアミダイト体へと

変換した後、核酸自動核酸合成機によりアナログを含むオリゴヌクレオチド (ON) を
合成した。アナログ Ta及び Caを含む ON と RNA との二重鎖の安定性を 50％融解温度 
(Tm) を測定することにより検証した。また、アナログの塩基対形成能を詳細に解析す

るため、van't Hoff プロットから熱力学的パラメータを算出した。その結果、Ta 及び

Caを導入した ON はいずれも天然の DNA と比較して相補 RNA との二重鎖を熱的に不

安定化させることが明らかとなった。また、熱力学的パラメータの比較から不安定化の

要因は主にエンタルピー項に起因するものであるが、一方、アナログの導入は二重鎖形

成においてエントロピー的には有利に働いていることも判明した。 
次に、アナログ Taを siRNA へ導入し、その遺伝子抑制能を検証した。Taを導入した

siRNA は天然型よりもわずかに熱的安定性が低下するものの Taは塩基識別能を有して

いることが明らかとなった。アナログのヌクレアーゼ耐性に及ぼす影響を確認したとこ

ろ、RNA の 3′末端へアナログ Taを導入することで RNA の 3’-エキソヌクレアーゼ

に対する耐性が大幅に向上することも明らかとなった。更に、ルシフェラーゼ・アッセ

イにより遺伝子発現抑制能を検証したところ、導入部位により異なる遺伝子発現抑制能

を示した。特に、Taを両鎖の 3′末端オーバーハング部位に導入した siRNA とセンス

鎖 3′末端付近に導入した siRNA で遺伝子発現抑制能が向上することが判明した。こ

れは、Ta を導入することによりヌクレアーゼ耐性が向上したことに加え、二重鎖の熱

力学的安定性の変化から RISC へのガイド鎖の取り込みの選択性が向上したことによ

るものと考えられる。 
最後に、DNA の両末端部位にアナログ Ta及び Caを導入したギャップマー型アンチ

センス核酸 (AON) を合成し、その性質を検討した。アナログ Ta 及び Ca を導入した

AON/RNA 二重鎖では天然型と比較して二重鎖の熱的安定性が低下した。一方で、CD
測定から AON/RNA 二重鎖は天然型と同様に A 型らせん構造をしていることが示唆さ

れた。アナログを含む AON/RNA 二重鎖の RNase H 活性化能を測定したところ、Ta

を導入した AON/RNA 二重鎖では RNase H による RNA 分解速度が天然型二重鎖より

も速くなることが判明した。これは、AON/RNA 二重鎖の熱的安定性が天然型と比較し



て低いため、RNase H による RNA 分解後の RNA の AON からの解離が速まることで

RNase H のターンオーバー速度が向上したためと考えている。 
以上、本研究では、新規糖部開環型ヌクレオシドアナログ Ta及び Caを設計・合成し、

それらを含む siRNA 及びアンチセンス核酸の性質について検証した。その結果、アナ

ログの導入は、siRNA の遺伝子抑制能を増強させること、また、アンチセンス核酸の

RNase H 活性化能を向上させること、更に、ヌクレアーゼ耐性を増強させることから、

本アナログは核酸医薬に利用する上で有用であることが示された。 
 

審 査 結 果 の 要 旨 
 

核酸医薬，特にアンチセンス医薬や small interfering RNA (siRNA) は，創薬開発の

簡便さと標的選択性の高さから次世代の医薬品として期待・注目されている。しかし，

天然の DNA 及び RNA を核酸医薬に応用するためには様々な問題点を解決する必要が

ある。最も大きな問題点として，天然の DNA 及び RNA は生体内で容易に分解されて

しまうことから，アンチセンス核酸及び siRNA の実用化にはヌクレアーゼ耐性を増す

必要がある。これまでヌクレアーゼ耐性の増強，標的 mRNA との親和性の向上を目的

として，種々の人工核酸が合成されている。特に，Meggers らは，糖部開環型核酸と

して GNA (glycerol nucleic acid) を報告した。GNA は，相補鎖 RNA と熱的安定な二

重鎖を形成するが，DNA とは二重鎖を形成しない RNA 選択性を持つことが報告され

ている。また，チミジン塩基部 5 位にプロピニル基を導入したヌクレオシドアナログを

含む DNA は、疎水性相互作用の増強により相補鎖との二重鎖が熱的に安定化されると

報告されている。このような背景を基に，本研究では，グリコール骨格にエチニル基を

介して塩基を結合させた新規糖部開環型ヌクレオシドアナログとして，チミジンアナロ

グ Ta及びシチジンアナログ Caを設計・合成し，それらを含む siRNA 及びアンチセン

ス核酸の性質について検証した。 
(R)-glycidol を出発原料とし，水酸基のシリル基による保護，エポキシへのアセチリ

ドイオンの求核付加反応によりプロピニル誘導体を合成した。その後，ウラシルから誘

導した N1-メチル-5-ヨードウラシルとプロピニル誘導体との園頭クロスカップリング

反応によりチミジンアナログ Ta の保護体を合成した。一方，イソシトシンより誘導し

た N1-メチル-5-ヨードイソシトシンとプロピニル誘導体を縮合することによりシチジ

ンアナログ Caの保護体を合成した。常法に従い，Ta及び Caをアミダイト体へと変換し

た後，核酸自動核酸合成機によりアナログを含むオリゴヌクレオチド (ON) を合成し

た。アナログを含む二重鎖の安定性を 50％融解温度 (Tm) を測定することにより検証

した。その結果，Taの導入は siRNA の熱的安定性を下させるものの，Taは塩基識別能

を有していることが明らかとなった。また，RNA の 3′-末端へ Taを導入することで RNA
の 3’-エキソヌクレアーゼに対する耐性が大幅に向上することが明らかとなった。更に，

Ta を両鎖の 3′-末端オーバーハング部位及びセンス鎖 3′-末端付近に導入することで，

siRNA の遺伝子発現抑制能が向上することが判明した。 
続いて，DNA の両末端部位に Ta及び Caを導入したギャップマー型アンチセンス核

酸 (AON) を合成し，その性質を検討した。アナログ Ta及び Caの導入は，AON/RNA



二重鎖の熱的安定性を低下させるものの，CD 測定から AON/RNA 二重鎖は天然型と同

様に A 型らせん構造をしていることが明らかとなった。アナログを含む AON/RNA 二

重鎖の RNase H 活性化能を測定したところ，Ta を導入することで RNase H による

RNA 切断速度が天然型二重鎖よりも速くなることが判明した。これは，RNase H によ

る RNA 切断後の RNA の AON からの解離速度が速まることで RNase H のターンオー

バー速度が向上したためと考えられた。 
以上、本研究では，新規糖部開環型ヌクレオシドアナログ Ta及び Caを設計・合成し，

それらを含む siRNA 及びアンチセンス核酸の性質について検証した。その結果，アナ

ログの導入は，siRNA の遺伝子抑制能を増強させること，また、アンチセンス核酸の

RNase H 活性化能を向上させること，更に，ヌクレアーゼ耐性を増強させることから，

本アナログは核酸医薬に利用する上で有用であることが示された。 
 

以上について，審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の 
学位論文として十分価値あるものと認めた。 
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