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ゲノム修復型遺伝子治療を指向した、機能性DNAドラッグのデザ
インと創製
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〈研究の目的と進め方〉
本研究では特異な塩基識別能を有する人工核酸の開発

とその医学・生物学分野への応用を目的とし、塩基部が
アシル化されたオリゴヌクレオチドの合成法の開発、二
重鎖形成能、および塩基対形成能の評価を行った。また、
分子軌道計算を用いた、人工核酸塩基の塩基対およびス
タッキング能の計算化学的手法も用いて、より合理的な
分子デザインを行った。

開発すべき人工核酸の性質としては、ターゲットとな
る塩基をより高い精度で認識する高精度塩基認識能、お
よびそれとは逆にミスマッチ塩基を認識するミスマッチ
認識能をもった人工核酸塩基の開発を目指した。高精度
な塩基認識は、より正確にターゲット核酸を検出するた
めに遺伝子検出用プローブとして、PCRやDNAチップへ
の応用が可能である。また、ミスマッチ塩基認識能をも
った人工核酸塩基については、生体内のミスマッチ修復
系タンパク質により強固に結合する可能性を考慮し、ミ
スマッチ修復系によるゲノム修復を利用した新しいDNA
ドラッグの開発を目指した。

常に低いため、実用化にはいたっていない。

〈研究開始時の研究計画〉
１．Ｎ－カルバモイルおよびＮ－アルコキシカルボニル
シトシンを含むオリゴデオキシヌクレオチドの合成法の
開発とハイブリダイゼーション能の解析
２．Ｎ－アシルシチジンヌクレオシドの誘導体合成
３．人工核酸の遺伝子修復タンパクMutSとの相互作用解
析

〈研究期間の成果〉
１．合成ターゲットとしてまず、下記のＮ－カルバモイ
ルシトシンおよびN-アルコキシカルボニルシトシンを含
むホスホロアミダイトユニットの合成検討を行った（図1）

いずれの化合物もデオキシシチジンから短工程でかつ
収率よく合成することができた。得られたホスホロアミ
ダイトを用いて合成することができた。これらのホスホ

ロアミダイトを用いてオリゴヌクレオチドを合成し、そ
のハイブリダイゼーション能を評価した。

まずオリゴヌクレオチド中のアルコキシカルボニルシ
チジン(ROC(O)dC)とグアニンとの塩基対は天然のＧ－
Ｃ塩基対に匹敵する強度を有していることが分かった。
また興味深いことに、RocdCはアデニンとも非常に安定
な塩基対を形成することが分った。（表１）

また、同様にオリゴヌクレオチド中のカルバモイルシ
チジン（R'NHC(O)dC)とグアニンとの塩基対について調
べたところ、こちらもグアニンとは天然型シトシンとほ
ぼ同等の塩基対を形成し、かつアデニンと著しく安定な
ミスマッチ塩基対を形成することがわかった。(表２）

これらの結果からアルコキシカルボニルおよびカルバ
モイル基でシトシン塩基を修飾すると、アデニンとのミ
スマッチ塩基対を安定化させる効果を有することが明ら
かとなった。

そこで、このミスマッチ塩基対の構造を明らかにする
ために、アルコキシカルボニル修飾のひとつである、メ
トキシカルボニル体を用いて、塩基対構造の解析を有機
溶媒中のヌクレオシドレベルでの1H-NMRスペクトルに
より行った。その結果、アルコキシカルボニルシトシン
は天然型のシトシンとアデニンとが中性条件の水溶液中
でとっている構造であるreverse-wobble型塩基対を形成
していることが示唆された（図２）
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また、オリゴヌクレオチド中でも同様のreverse -
wobble型塩基対を形成していることを確かめるために、
メトキシカルボニルシトジンとアデニンとのミスマッチ
を含む二本鎖DNAのＴｍを、pHを変えて測定した。一般
に天然型のＣ－ＡミスマッチはｐＨが低いほうから高い
ほうに上昇するにつれてアデニンをプロトン化された安
定なwobble型塩基対から不安定なreverse-wobble型塩基
対へと変化する。これに従い、二重鎖のＴｍが低下する
ことが知られている。

一方、メトキシカルボニルシトシンを導入した上記の
d(TTTTTTC*TTTTTT)/d(AAAAAAAAAAAAA)のＴｍは
pH5.5から7.0の範囲でほとんど一定であった。この結果
からもメトキシカルボニルシトシンなどのアルコキシカ
ニルボニルシトシンwobble型の塩基対を形成せずオリゴ
ヌクレオチド中でも、reverse-wobble型塩基対を形成す
るユニークな人工核酸塩基であることが示唆された。

そこでこの、ミスマッチ塩基対形成能をさらに高める
ために、カルバモイル型化合物の構造をさらに修飾し、
カルボニル基の配向を固定化した、二環性核酸塩基、ジ
ヒドロピリミドピリミジン塩基（hpp）をデザインし合
成を検討した。

その構造と合成法を図４に示した。

合成したhppをホスホロアミダイトに誘導し、オリゴ
ヌクレオチドに導入し、そのTmを測定した（表３）。

グアニンとの塩基対についてはシトシンとhppとでは
１．１℃か差がなかったが、Aとのミスマッチについて
は、hppの方が10.2℃安定であった。これからｈｐｐが予
想通りアデニンとのミスマッチを著しく安定化するの効
果を有していることがあきらかとなった。

そこでhppにより安定化されたC-Aミスマッチ塩基対と
ミスマッチ修復系タンパク質であるMutSタンパク（好熱
菌由来）との相互作用を調べることにした。

これまでに報告されたMutSタンパクとG-Tミスマッチ
を含む二本鎖DNAとの構造生物学的な研究では、G-Tミ
スマッチが通常のWobble塩基対ではなくreverse-wobble
型塩基対に似た特異な構造をとっていることがわかって
いる。したがって、reverse-wobble型で安定な塩基対を
形成するhpp―ＡミスマッチもMutSタンパクに強く認識
されると考えた。

GCATACGGAAGTTAAC*GTGCGGATCATCTCTAGCC
CGTATGCCTTCAATTA CACGCCTAGTAGAGATCGG
とMutSと混合し、ゲルシフトアッセイにてその結合を解
析した。その結果、予想に反して、MutSとhpp-A塩基対
の相互作用はmutSとC-Aミスマッチとの相互作用と同等
がやや弱い程度であることがわかった。

この研究の後になって、MutSとC-Aミスマッチを含む
二本鎖DNAとのX線結晶解析構造が報告され、この複合
体中でC-Aミスマッチはこれまで二本鎖中で知られてい
た構造とは全く異なり、アデニンがsyn型配向をとった特
異な構造をとっていることが分かった。これから、hpp-
AミスマッチがmutSに認識されにくかったのは、hppに
よりreverse-wobble型塩基対が安定化されたため、かえ
ってアデニンがsyn配向にコンホメーション変化されにく
かったからだと予想される。

〈国内外での成果の位置づけ〉
本研究を通して、起案者は特異な化学構造を有するア

ルコキシカルボニルシトシンおよびカルバモイルシトシ
ンの合成法を確立し、その性質を詳細に調べた。これま
で核酸のアミノ基は塩基対を形成する際の水素結合サイ
トとして必要不可欠であるため、この部位に化学修飾を
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ほどこすことはワトソンクリック型塩基対の安定性を損
ないうと考えられていた。しかし、本研究から明らかに
なったように、核酸塩基アミノ基へのアシル型修飾は、
ワトソンクリック型塩基対の安定性をそこなわないこと
に加えて新たな塩基対形成能（本研究においてはミスマ
ッチ塩基対安定化能）などを付与することができ、人工
塩基の塩基対形成能をモジュレートする簡便で有効な方
法であることが始めてあきらかになった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
本起案研究で開発したhppは予想に反して、ミスマッ

チ修復酵素MutSとの相互作用を安定化することはできな
かった。本研究を開始した当時はMutSとC-Aミスマッチ
を含む二本鎖DNAとのX線結晶解析構造の報告がなく、
構造に基づいたデザインができなかったことが理由であ
る。今後はこれらの構造情報に基づき、より合理的な分
子デザインが必要である。

〈今後の課題〉
本研究ではhppをはじめ種々のアルコキシカルボニル型

およびカルバモイル型ヌクレオシドの合成法とオリゴヌ
クレオチドへの導入法を確立した。カルバモイルシトシ
ン合成の知見をもとに、ｈｐｐの他に以下のようなユニ
ークな構造と特性をもつヌクレオシドを合成されている。

４－Ｎ－アリールカルバモイルシチジンはインターカ
レート型ユニバーサル塩基としての性質をもち、A, T, G,
C全ての塩基を同等の強さで認識するため、遺伝子のク
ローニングやハイブリダイゼーションプローブとして有
用である。また、この塩基をDNAチップ上のプローブの
両末端に導入することでDNAチップ上でのプローブのハ
イブリダイゼーション効率を向上することが可能である。
またpyrrolopyrimidopyrimidine(PPP)は大きなストークス
シフトと強い発光をするもつユニークな蛍光ヌクレオシ
ドであり、オリゴヌクレオチドに導入することで、核酸
のハイブリダイゼーションプローブや構造プローブとし
て有用である。

これら、本研究から得られたカルバモイル型シチジン
の特性を活用した人工核酸の開発や、シチジン以外の核
酸塩基をアシル基で修飾して塩基対形成能のモジュレー
トで、医学・生物学的に有用な人工核酸や、高精度塩基
認識能を有する、高精度人工核酸などによる遺伝子検出
法の開発が望まれる。
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