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緒 言 

 
天然のA：T及びG：C核酸塩基対は選択的かつ強固に形成されることから、遺伝情報の保存と伝達に大きな役割を

果たしている。もしこれらに加えて第3の塩基対をDNA中に導入することができれば、遺伝暗号の拡張により人工ア

ミノ酸を持った生物を作り出すことも可能になる。実際これまでにいくつかの非天然塩基対が開発され、中でもBenner
らによるP：Z、Romesberg らによるNaM：5SICS そして平尾らによるDs：Px 塩基対はPCR による酵素的な増幅

が可能であることから特に実用性が高いとされている［1］。また、これらの非天然塩基対は近年注目されている核酸医

薬品の素材としても非常に有用である。一例として、平尾らはDsを加えた5種類の核酸塩基からなるDNAアプタマ

ーを作製し、それらが天然塩基のみからなるものと比較してはるかに高い標的結合力を有することを報告している［2］。
このような人工アプタマーをはじめ、非天然塩基対を搭載した核酸分子は今後の核酸創薬研究で大きな役割を担ってい

くことが予想される。しかし、既存の非天然塩基対にはいくつかの欠点が存在し、実用化へのハードルは未だ高いのが

現状である。例えば、Z の3 位NH のpKa は5 位ニトロ基の電子求引効果によって7.8 に低下しており、中性条件下

においても脱プロトン化による塩基対形成能の低下が起こり得る［3］。また、NaM：5SICS とDs：Px はポリメラー

ゼによる連続的な伸長が不可能であり、酵素的に増幅できる配列に制限が存在する。さらに、NaM：5SICS 塩基対に

ついては光細胞毒性［4］についても指摘がなされている。以上の背景から、創薬研究に資するためのより高い実用性

と汎用性を有する非天然核酸塩基対の開発が強く求められている。 
本研究で我々は、①高い化学的安定性 ②安定かつ選択的な塩基対形成 ③配列制限のない酵素的伸長 ④高い安全性

の全てを兼ね備え、真に核酸創薬研究に資することができる新規非天然塩基対An：Syの開発を行う（図1）。Anは通

常のプリン塩基と同様のアンチ型のコンホメーションをとる一方、Sy は 2 位硫黄原子の立体的な嵩高さからシン型を

優先すると考えられる［5］。本塩基対は、①An と Sy が共に生理的条件下においてプロトン化や脱プロトン化を受け

ないため、化学的に安定であると考えられる。また、②水素供与基/受容基のパターンから天然のA、T、G及びCとは

高い直交性を持ちつつ、2本の水素結合によって安定な塩基対を形成するように設計した。③については、疎水性相互

作用や形状フィッティングによって安定化するNaM：5SICSとDs：Pxの酵素的連続的伸長が不可能である一方、水

素結合により塩基対が安定化するP：Z はそれが可能であることが分かっている［6］。An：Sy は水素結合によって安

定化するように設計していることから、酵素的な連続伸長が可能であり、増幅できる配列に制限はないと考えている。

④の安全性について予想できる部分は多くないが、NaM：5SICS と比較するとAn：Sy は天然の核酸塩基対と化学構

造が類似しており、毒性の低下が期待できる。以上のように、An：Syは弱点のない完璧な非天然核酸塩基対となり得

る。 

 
図1．非天然塩基対An：Syの構造と期待される特性 
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方法および結果 

 

1．AnとSyを導入したオリゴヌクレオチドの合成 
まず、Anを塩基部にもつアミダイトブロックを化学合成した（図2）。具体的には、文献既知化合物1［7］とHoffer’s 

sugarとのグリコシル化反応によりAnヌクレオシド誘導体2をα：β= 1：1の異性体混合物として得た。続いて塩基

性条件下Tol基を除去した後、1級水酸基をDMTr化、2級水酸基をホスホロアミダイト化し、望みのAnアミダイト

ブロックを合成した。 

 
図2．Anアミダイトブロックの合成経路 

 
同様に、Syアミダイトブロックの合成を実施した（図3）。文献既知化合物6［8］のチオール基を選択的にシリル基

で保護した後、Hoffer’s sugarとのグリコシル化反応によりSyヌクレオシド誘導体8を望みのβ体選択的に得た。Tol
基を加水分解により除去した後、塩基部アミノ基を選択的にDMA基で保護した。最後に1級水酸基のDMTr化、2級

水酸基のホスホロアミダイト化を行い、望みのSyアミダイトブロックを合成に成功した。 

 
図3．Syアミダイトブロックの合成経路 

 
続いて合成したAnおよびSyアミダイトブロックをDNA自動合成基によりオリゴヌクレオチド中に導入した。An

ヌクレオチドが強塩基性条件に不安定であることが判明したため、合成条件としてウルトラマイルド法を採用した。 
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2．An：Sy塩基対形成能の評価 
合成したオリゴヌクレオチドが形成する二重鎖の融解温度（Tm 値）測定により、An：Sy 塩基対の安定性を評価し

た。測定結果を表1にまとめて示す。An：Sy塩基対は36℃のTm値を示し、天然のA：T塩基対（Tm = 47℃）よりも

不安定であるが、A：Cミスマッチ塩基対 （Tm = 28℃）と比較すると熱的に安定であることが明らかとなった。また

選択性に着目すると、AnはSyを他の天然塩基より4から7℃のTm値の差で認識していた。一方で、SyのAn認識能

が不十分であることも分かった。すなわち、An：Sy塩基対のTm値（36℃）はA：Sy塩基対と同値であり、選択的な

An：Sy塩基対は困難であった。 
 

表1．Tm値測定結果  
5’-d(ATGCGAXAGCGTA)-3’ 
3’-d(TACGCTYTCGCAT)-5’ 

X：Y  Tm
b （C)  ΔTm

c （C)  X：Y  Tm
b （C)  ΔTm

c （C) 

An：Sy  36  ‐       

An：A  29  7  A：Sy  36  0 

An：G  30  6  G：Sy  34  2 

An：C  32  4  C：Sy  24  12 

An：T  31  5  T：Sy  33  3 

A：T  47  ‐11  A：C  28  8 

 
考 察 

 
SyのAn認識能の低さの原因の1つとして、Syのチオケトン-イミノチオール間の互変異性化を考えた。量子化学計

算ソフト Spartan を用いてエネルギー計算を実施した結果、六員環構造内の窒素原子が増加するにつれて異性化のエ

ネルギー障壁が大きくなり、チオカルボニル構造が安定化されることが示唆された（図4）。すなわち、予想通りSyは

イミノチオール型に互変異性しやすく、An：Sy塩基対形成の選択性低下に寄与していることが示唆された。この計算

結果から、現在はSyの六員環部分に窒素原子を導入した誘導体の合成に取り組んでいる。 
 

 
図4．量子化学計算による異性化エネルギー障壁 
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