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論文内容の要旨

現在までに、塩基部及び糖部が修飾された様々な機能を有する合成ヌクレオシドが数多く見出されており、これら

の研究からヌクレオシドを化学修飾することはヌクレオシド医薬品開発の有効な手法であることが示された。一方で

分子生物学の目覚しい発展とともに、疾病に関与している遺伝子が明らかになると、遺伝子を標的にした医薬品の開

発に興味が向けられるようになった。その一つにオリゴヌクレオチドを利用したアンチセンス法やアンチジーン法等

の遺伝子治療法がある。これらオリゴヌクレオチドにも化学修飾が施されるようになり、化学修飾核酸はモノマーと

しての利用のみならずオリゴ、マーに組み込まれて利用されるようになった。様々なヌクレオシドの化学修飾法がある

なか、通常 N 型と S 型との平衡状態で存在しているヌクレオシド糖部立体配座を、あらかじめ適切な形に固定化する

ことは生理活性発現等、種々の用途へ適用できる可能性があり、非常に有効な核酸修飾法である。一般的に一本鎖オ

リゴヌクレオチドが二重鎖を形成する際にはエントロビーは不利に働く。そこであらかじめ糖部立体配座を望ましい

形に固定することで二重鎖を形成する際のエントロビーの損失を軽減することができ、相補鎖との二重鎖形成能が向

上するものと理解できる。この考え方はヌクレオシドと酵素との結合や、受容体に対するヌクレオシドの活性発現に

寄与するコンホマーの探索にも展開可能であり、糖部立体配座をあらかじめ固定化する化学修飾法の意義は大きい。

当研究室においてもこれまでに糖部立体配座の固定化に着目して種々の架橋型人工核酸の開発研究を進めており、

RNA あるし、は DNA に対する高い二重鎖結合能など優れた物性を獲得した人工核酸の開発に成功している。代表的な

架橋型人工核酸に糖部立体配座を N 型に固定化した 2'-0， 4' ・ Omethyleneribonucleoside (2' ,4' -BNA : ゚ridged 

N ucleic Acid) があり (Figure 1) 、優れた二重鎖結合能等を有することを明らかにしている。また、フラノース環

の 3' 位、 4' 位間でトランス架橋を施すこ

とで糖部立体配座を S 型に固定化した

trans-3' ， 4' ・BNA の合成にも最近成功して

いる (Figure 1) 。この両化合物の構造を詳

しく見ると架橋部分の環サイズの影響によ

るためか糖部の N性あるいは S 性が極端に

強調された構造となっている。すなわち、
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Fi郡lre 1. Structures of 2' ， 4' ・BNA-Uand trans-3' ，4' ・BNA-T.
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天然の A型及び B 型二重鎖核酸で観測される値 Table 1. Structural parameters of oligonucleotide duplex.6) 

(Table 1) と比較して、 5 員環で架橋した 2ペイー

BNA ではより小さいねじれ角 8 値 (66
0

) とよ

り大きな最大ねじれ角 V max (57
0

) を有しており、

また 6 員環で架橋した trans- 3' ,4' -BNA ではよ

り大きな 6 値 (175
0

) と V max (52
0

) を示してい

る。

そこで、分子モデリングにより種々検討した

duplex conformation 
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ところ、それぞれの架橋構造を 7員環にすることで糖部立体配座の固定化とともに、ねじれ角 6 、及び最大ねじれ角

V max が天然の二重鎖核酸で観測される配座をもっ新規な架橋型人工核酸が開発できることがわかった。著者は合成

の簡便性と化合物の親水性を考慮して二つの架橋型核酸、 2'-deoxy-trans-3' ,4' -BNA と 2' ， 4ヘBNACOC を設計した

(Figure 2) 。これらは、それぞれ天然の二重鎖核酸中で見られる S 型及び N型立体配座を有することからモノマー

としての物性に興味が持たれるばかりか、オリゴヌクレオチドへ導入することができれば DNA や RNA を標的とし

た DNA チップやアンチセンス法への展開が大いに期待できる。

2' -Deoxy-trans-3' ， 4' ・BNA を合成するために、構造上 DNA に類似させることを考慮してチミジンを出発原料とし

た。糖部を固定化するための基本構造となるこつのヒドロキシメチル基はゲ位続いてど位へ導入した。導入した

二つのヒドロキシメチル基を足掛かりにメチレンアセタール化反応にて 7員環架橋構造を構築することができた。最

後に保護基を脱保護して目的の 2んdeoxy-trans-3' ， 4' ・BNA を合成することに成功した。本化合物はX線結晶構造解析

より適切に糖部が S 型に固定化されていることに加えて、 B 型二重鎖核酸形成時において望ましいねじれ角 (γ 、 6 、

χ 、 V max) を有する理想的な DNA構造類縁体であることを明らかにした (Figure 2) 。

一方、糖部 N 型核酸である 2ペイーBNACOC については、 2に4んBNA合成中間体へ核酸塩基(チミン)を導入後、 2' 位

水酸基とイ位ヒドロキシメチル基の水酸基からメチレンアセタール化反応により 7 員環架橋構造を構築して効率良

く合成することに成功した。 X線結晶構造解析より A型二重鎖核酸形成時に観測されるねじれ角に近い値をもっRNA

構造類縁体であることがわかった (Figure 2) 。続いて 2にど-BNACOC を含むオリゴヌクレオチドの物性を評価した。

その結果、 RNA に対する二重鎖結合能を見てみると、 2' ， 4'-BNA オリゴヌクレオチドは、 2' ， 4' ・BNACOC オリゴヌク

レオチドより相対的に高い二重鎖結合能を示した。 011直が 2ペイ-BNACOC では 78
0

、 2' ，4'-BNA では 66
0

と小さくなる、

すなわち糖部のN性が大きくなるにつれてRNAに対するこ重鎖結合能が高くなることがわかる。このことから、RNA

に対する優れた二重鎖結合能の獲得には糖部立体配座を天然で観測される N型で固定するより、さらに強調された N

型で固定するほうが良いことが示唆された。本研究により修飾核酸の糖部 N性と相補鎖 RNA に対するこ重鎖結合能

との関係を考察することができた。これら

の結果は、今後相補鎖に対する二重鎖結合

能の獲得を志向した修飾核酸を開発するう

えで貴重な知見である。なお、 2' ,4' 

-BNACOC オリゴヌクレオチドは現在臨床

で使用されている S-オリゴと同等の酵素

耐性能を有しており、実用的アンチセンス

分子としての展開が期待できる。
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Figure 2. Structures of 2' ・deoxy-trans -3' ， 4' ・BNAand 2ヘイ-BNACOC.

論文審査の結果の要旨

アンチセンス法やアンチジーン法などのゲノムテクノロジーは、ゲノム情報に基づく新しい創薬手法や遺伝子診断

手法として注目されている。その基盤材料となる人工核酸の開発研究が世界中で活発に展開されている。

申請者は、天然核酸の糖部立体配座を架橋構造化により固定した高機能性人工核酸類の開発研究の一環として、優
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れたゲノムテクノロジー基盤材料となりうる新しい架橋構造型人工核酸の開発研究に着手し、以下の成果を得た。

1) メチレンアセタール骨格を含む 7 員環架橋構造化で糖部を S 型立体配座に固定した新規人工核酸 2'-deoxy

trans-3' ， 4' ・BNA モノマーの合成法を開発した。また、本化合物の糖部が B 型らせんの二重鎖核酸における糖

部とほぼ同じ立体配座に固定されていることを、 X線結晶構造解析や分子軌道計算により明らかにした。

2) メチレンアセタール骨格を含む 7 員環架橋構造化して糖部を N 型配座に固定した新規人工核酸 2ペイ-BNACOC

モノマーの合成法を開発した。当人工核酸の糖部は、 X線結晶構造解析や分子軌道計算から A型らせんの二重

鎖核酸に近似した立体配座に固定されていることが判明した。

3) 2にどーBNACOC で部分修飾したオリゴヌクレオチドは相補鎖 RNA に対して安定な二重鎖を形成し、強いヌクレ

アーゼ耐性も有していることを明らかにし、 2にど-BNACOC が様々なゲノムテクノロジーの基盤材料として有

用であることを示す知見を得た。

以上の研究成果は、博士(薬学)の学位論文として相応しい内容であると判断致します。
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