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緒 言 

 

核酸医薬は、難治性疾患に対する次世代の医薬品として注目されており、国内外で医薬品実現に向けた研究が競って

行われている。特に、RNase H の作用を利用したアンチセンス核酸、Ago タンパク質とRISC 複合体を形成し作用す

る siRNA は、配列選択的に標的 mRNA に結合し、触媒的に標的を切断するため、狙ったタンパク質の発現を効率的

に抑制することが可能である。しかし、アンチセンス核酸や siRNA はいずれも酵素の基質になる必要があるため生体

内安定性付与等を目的とした化学修飾には制限がある。一方、化学的な mRNA 切断能を持つ人工核酸は 1990 年代か

ら人工酵素開発研究の一環として盛んに研究されるようになった。例えば、RNase Aの切断活性中心を模倣し、イミダ

ゾール（Im）基をオリゴ核酸の末端にコンジュゲートした人工核酸は、配列特異的にRNA鎖を切断することが報告さ

れている。このような単純な Im基修飾でも切断反応は進行するが、酵素反応と比べ速度は遅く触媒的な反応ではない

ため実用レベルには程遠いのが現状であった。本研究では生理的条件下、酵素非依存的かつ触媒的にmRNAを切断す

る新規人工核酸の開発を目的とし、従来とは異なる位置にイミダゾール基を持つ機能性核酸の設計・合成・RNA 切断

能評価を行ったので報告する。 
 

方法、結果および考察 
 
生体内RNA は様々な遺伝子疾患の創薬ターゲットとなっており、特にRNA の配列選択的な切断はその機能を強く

阻害することができるため、核酸医薬品開発にとって重要な戦略の一つになっている。その中で、核酸医薬品開発の主

流であるアンチセンス核酸や siRNAはRNase HやAgo2タンパク質と複合体を形成し、標的RNAの切断を行う。特

にmRNAの切断は翻訳過程の阻害につながるため、狙ったタンパク質の生成を抑えることが可能になる（図1）。RNA
の切断技術としてこれらは非常に強力な方法であるが、アンチセンス核酸、siRNA は酵素の基質になる必要があるた

め、化学修飾には制限があった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これらの背景のもと、RNA切断酵素の一つであるRNase Aの切断メカニズムを模倣しRNAを切断する研究も行わ

れている。RNase AはRNA2’-OH基の脱プロトン化、続く5’-OH基のプロトン化によってRNAを切断する（図2）。
このプロトンの授受には酵素活性部位中の二つのイミダゾール基が関与している。したがって、イミダゾール誘導体を

オリゴ核酸に化学修飾しそれらを適切にRNA へ接近させることができればいくつか例があるようにRNA を切断する

図1．mRNAの切断による翻訳過程の阻害 
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ことが可能になる。このような方法は酵素反応に比べ切断速度が極めて遅いという欠点がある［1，2］。しかし、オリ

ゴ核酸部分を自由に化学修飾可能であるため、適切にイミダゾール基を RNA へ接近できれば更なる発展が見込める。 

 
一方で私たちは標的RNA配列に対して自発的に図3のような貫通構造、いわゆる擬ロタキサン構造体を形成するこ

とのできる人工核酸を開発している［3，4］。この構造と反応収率の系統的な相関研究を行う中で、効率的に反応が進

行した構造は、らせん間で結ばれたリンカーが標的鎖のリン酸バックボーンの丁度上側に位置することがモデル計算か

ら示唆された。この構造情報を基に、リンカー部位にイミダゾール基を導入すれば、標的RNAの切断点にうまく接近

し効率的にRNAを切断できるのではないかと考えた。図4に具体的な分子設計を示す。3つのイミダゾール基をもつ

3 分岐リンカー（rc リンカー）で 2 本のオリゴ核酸を連結した RNA 切断人工核酸（rcON）を設計した。擬ロタキサ

ン構造の安定性情報から A 鎖は塩基部、B 鎖は糖部で連結することでこの rcON は歪みを最小限に相補鎖と二本鎖を

形成することが期待できる。また3級アミンを4カ所もつカチオン性リンカーを用いることで、静電相互作用によりリ

ンカーが相補鎖リン酸基へ接近し、それにより効率的な切断が進行することを期待した。 

 

 
rcリンカーの合成を図5に示す。Tris(2-aminoethyl)amineを出発原料に、福山アミン合成によってイミダゾールユ

ニットを導入、続いて、アジドリンカーを修飾、最後に TFA によるトリチル基の脱保護にて、設計した rc リンカー6
を合成した。続いて rcONの合成を図6に示す。この rcONはDBCOが修飾されたDNA(rcON-A)と rc linkerが修飾

図2．RNase AによるRNA切断メカニズムとRNA切断能を持つ人工核酸の例 

図3．擬ロタキサン形成核酸の概念図 

図4．RNA切断能を持つ人工核酸の分子設計 
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されたDNA(rcON-B)からなる。それぞれのDNA鎖をテンプレートDNAと二本鎖形成させることで、DBCOとアジ

ド基を接近させ、A 鎖とB 鎖をクリック反応にて連結させることを計画した。rcON-A は内部のX の位置にアミンが

修飾された修飾オリゴ核酸 rcON-A0をDNA自動合成装置によって合成し、DBCO基を持つ活性エステルと反応させ

ることで得られた。rcON-B は内部のYの位置にアルキンが修飾された修飾オリゴ核酸（rcON-B0）を合成し、rc linker
のアジド基とクリック反応させることで得られた。次に、rcON-A と B を用いて rcON の合成を行った。16 mer の

DNAテンプレート存在下、A鎖とB鎖を1:1で混合したところ、HPLC上で2つの大きなピークが検出された。これ

らのピークを分取し、MALDI-TOF-MSで分子量を測定したところ、目的の rcONと一致する値が両方で観測された。

したがって、これらはDBCO上で生じる cis-trans異性体であると考えて、両方の rcONに関してRNA切断を行うこ

とにした。 

 

 
クリック反応時に得られた異性体は、保持時間が短い方を1、長い方を2とし、それぞれの rcONをRNAに対して

2等量加えて反応させ、5時間、24時間における切断反応の進行をゲルシフトアッセイにて調査したところ、片方の異

性体、rcON（1）でのみ 6%の切断が観測された（図 7）。続いて、RNA のバルジ構造が切断に有利であるという情報

を基に、アデニンによってバルジ構造が形成されるRNA2から5に対して先ほどと同じ条件で切断反応を行った。5時

間、24時間の切断反応をゲルシフトアッセイにて調査したところ、先ほどと同様に rcON（1）でのみ切断反応が観測

図5．rcリンカーの合成 

 図6．rcONの合成 
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され、収率も先ほどと大きくは変わらなかった（図 8）。また、これらの検討の中で、どの配列においても 5 時間から

24時間で切断反応の収率はほとんど上昇しなかった。そこで、より短い時間で反応を追跡したところ、30分から5時

間における切断反応の収率もほとんど変わらなかった。したがって、この rcON（1）は30分以内で反応はほぼ完了し

ていると考えられる。 

 

 
一方で時間経過によって反応がほとんど進行していないことから rcON（1）に含まれる微量の化合物が活性種とし

て働いている可能性を考えた。RNAマーカーを用いてゲルシフトアッセイにて切断位置を確認したところ、標的RNA
の中心付近のA-C 間で切断されていることが分かった（図 7）。モデル計算から導かれたイミダゾールが近接する位置

と実際に切断が起きた位置が少しずれていることから、やはり設計した rcONではなく、rcONに含まれる微量の化合

物が活性種として働いているのではないかという考えに至った。今回得られた結果は、低収率ながら 30 分以内に反応

が完了していたため、真の活性種の切断能力は非常に高いことが考えられる。今後、真の活性種、切断メカニズムを明

らかにし、高効率、高収率かつ触媒的に切断可能な人工核酸の創製を目指す。 

図7．rcONによるRNA切断反応 

図8．バルジ構造を持つRNAに対するRNA切断反応 
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図9．rcONによるRNA切断の切断位置 
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