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4’―thioRNAの機能性核酸分子としての性質解析と

    RNA干渉法への展開

学位論文内容の要旨

時論】

  オリゴヌクレオチドによる倉喋は遺伝子の特定の配列を標的とし、その発現を抑制可能なため様々な疾

病に対してテザインカミ容易であるという特徴があり、近年盛んに研究がなされている。しかしオリゴヌク

レオチドは、1）核酸分解酵素により容易に分解されること、2）細胞膜透過性が低いこと、3）生体内

で標的分子と安定な複合体の形成を要求されることなど、医薬分子へと展開する上で克服すべき問題点が

ある。これらの問題点を解決するために様々な化学修飾オリゴヌクレオチドが合成されーアンチセンス法

などへの応湃弼吟劬なされている。また近年、RNAiの発見‘やSEI.EX法により様々な機能性RNA分子の

獲 得 が 可 能と な っ た ため 化 学 懺 罐RNAア ナ ロ グの 創 製研究 。囀に 活発に 行われ 始めて いる。

  本研究で筆者カ漕目した4’-thioRNAは、リポヌクレオシド糖部の環内酸素原子を硫黄原子へと置換した

4’‐チオリポヌクレオシドを構成単位とする化学修飾RNAのーつである。既にLe甜缸らが4’ImioRNAの合

成と若干の性質について報告しているが、各モノマーユニットの合成の困難さから、その後、機能性核酸

分子としての応用・展開研究はなされてしゝない。

  ところで最近、当研究室のN甜皿らはnlm：rばer反応を用いた4’‐チオリボヌクレオシドの効率的合成を達

成している。この方法により、4’ldlioRNAを容易に供給することカゞ可能となった。そこで本研究では4’―

mb恥弧を医薬核酸分子として応用することを視野に入れ、その性質をより詳細に解析した。さらに遺伝

子発現駒御法への応用研究として4’‐チオリポヌクレオシドを用いた化学修飾虹NA分子の魚臓噺究を行っ

た。

【結果と考察】

114’曲ioRト塗Q金成と機能性櫛！盆王とkエQ性質鰹抵

  Nakaらの合成法より得られる4種の4’－チオリポヌクレオシド誘導体の2’位を11ヨS基で保護したのち4’‐

恤）RNA合成のためのアミダイト体へと変換した。得られたアミダイト体を用いて、まず151Mの4’也oRNA

G’‐A（HぬニGAAUUく二虻GU＿3’とその相補鎖、3’IUCAGCUUAAGU・G（、．A・5’）を合成した。最初にこれら

を含む二本鎖の熱的および熱力学的安定性を示差走査型カロリメーターを用いて解析した。その結果、天

然型RNA二本鎖の焉値は5319℃であったカ14’－価o恥帆恥弧二本鎖では6619℃であった。さらに4’‐

廿曲恥n：4’IdlioRNA二本鎖の疋値は91，0℃となり、他の二本鎖の値を大きく上回った。すなわち、各二本

鎖の熱的安定性の序列は4’‐廿め恥nゲ圸ioRNA冫糾’－mio恥むkRNA）．RNA：恥nとなり、4’．th繍NA：4’‐

mjoRNA二本鎖が熱的に非常に安定であることが明らかとなった。また各二本鎖の熱力学的安定性△ぱ07

℃）値は熱離皮定性の序列に一致し、その安定化効果はェンタルピー項の寄与カ吠きいことが示された。

  続いて各二本鎖の構造につしゝてCDスペクトルを用いて解析した。天然型RNA二本鎖は典型的なA型

構造のスベクトルを示し、4’―価oRNA州A二本鎖もほぼ同様のスペクトルを示した。一方4’ImioRNAニ4’‐
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thioRNA二本鎖 では 正のコ ットン 効果が 減少、 負の コット ン効果 カ鞘失 した が同様 の波形を示したため、

構造ヒ、若干違いがあるものの天9嚠RNA二本鎖と類似していることカ萌寸唆された。

  修飾 核酸を 機能性 分子 として 利用す るため には、 その ものが ヌクレアーゼ抵抗性を有することが要求さ

れ る。 そ こ で 50%ヒ ト 血 清 中で の 天 然 型 RNAお よ び 4’ -thioRNA一本 鎖 の 安 定性を 比較し た。そ の綣 罧

天 然型 RNAは 10秒 で そ の ほと ん ど が 分 解さ れ た の に対 して4’曲 ioRNAの半減 期は107分と なり、 ヒト 血

清 中 4’ 坩 め RNAカ タ 鬱 楚 型 融 岨 よ り も 600倍 以 上 も 安 定 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

2－に対立釜魁AZZ空ヱニQ豊：〓王室り杢墨2ヒ耋皇ピによる恕直！nodi6ca血岨

  4’ mtoRNAの 性質解 析より 、この 修飾 核酸が 全体構 造に大 きな変 化を 伴わず に熱的 に安定な高次構造を

とり 、かつ ヌクレ アーゼ に対し て高 い抵抗 性を示 すこと が明 らかになった。そこで機能性核酸分子として

の 応用 研 究 の 一 環 とし て 、 SHJ！ X法 に よっ て 獲 得 され た31merのNF‐ ぬに対 するRNAアブ タマー の様 々

な部 位へ4’← チオリ ポヌク レオシ ドでposmodi6c面Dnを行 った。 その 結果、 M＝ 柚との 結合部位への修飾

は親 和性を 消失さ せたが 、結合部位ピェ外への修飾では天然型アプタマーと同等の親和性を示した。さらに

その修飾アプタマーは熱的に安定化され、ヌクレアーゼに対しても抵抗性を示し、4’‐チオリボヌク‘レオシ

ドによるposh匚r10di6caめnが有用であることが明らかとなった。

墨豊：些一空目！≧たM‘△壬邊による遺伝壬発現趨倒

  m岨 干 渉 は 二本 鎖 融 岨 を 細胞 内へ と導入 するこ とで相 同な配 列を もつ遺 伝子発 現を抑 制す る現象 であ

る 。こ の 現 象 ｜ 剤 齢翁 瑚 覡 抑 制 の新 手 法 と な り得 る こ と か ら21残 基 の 短鎖 二本 鎖RNA、すな わち蠍 NA

を用 いた核 酸医薬 分子の 開発研 究カ 錦晩に 行われ てしゝ る。 その中で化学修飾によってm玳Aの安定化を図

る試 みが清 力的に 行われ ている 。筆 者は上 述した 4’ 圸ioRNAの性 質を利用すれば大きな構造変化伴わずに

細胞内で安定な二本ま削篝造を保持し、かつ高いヌクレアーセ両j性を有した頭RNAを倉囎舮朧であると考え、

4’m面．RNAを新規なf匕学鰰蝴貯岨として禾惘することを言1画した。

  まず、ホタルルシフェラー・セ鑓臨；＾子を標的とした種々の修飾竝ミNAを用い、修嚠磯殳および繼喰幃耐立カミRNAi

効果 に及ぼ す影響 を検討 した。 修飾 体の導 ス位置 は虹玳 A分 子中（ セン ス鎖お よびア ンチセンスをめの、

1） ウリジ ン残 基、シ チジン残基および全残基の修飾、2）5’‐末端および3’‐末端6残基、中央部7残基の

修飾 丶3） 5’ ‐末端 およ び3’ ‐末 端の修 飾数を6から4、2残基と減少、の3通りの様式で行った。その結黙

修 飾蚶 玳 Aで は 修飾 数 お よ び 修飾位 置に応 じて 恥蝋効 果に大 きな違 いが 観察さ れた。 センス 鎖の修 飾で

は ほと ん ど の 配 列 が高 い RNAi効 果 を 示 した が 、 ア ンチ センス 鎖の修 飾では その導 入位 置が大 きくRNAj

効 果に 影響 を及 ぽした 。特に アンチ センス 鎖の 中央部 への修 飾はRNAi効果を 大きく 低下 させた 。また 末

端部 の修飾 はアン チセン ス鎖の 5’ 側の方 がよ り融゛ん効果に影響することも明らかとなった。以上のよう

に 修餉 墹試 を種 々検討 した結 果、セ ンス鎖 の両 末端を 4残 基ずつ の8残基、 アンチ センス 鎖の 3’末 端を 4

残基懺罐した虹RNAカ雀嚠澂カ渉くかつ高いRNAi効果を示した。

  ホタルリレシフェラーセ漣齢i子を楞誼匂とした実験結果から得られた修飾様式は他の遺丘汗を標的とした場

合も 有効で あった 。すな わちウミシイタケルシフェラーセ鑓維ミ子を標的とした遺伝子発現抑制実験を行っ

た とこ ろ 、 天 然 型 頭RNAの 心゛ A効 果はわ ずか 4117％であ った が、上 述した 修飾様 式の 虹RNAは9110％ と

高 いRNAi効 果を 示 し た 。 以上 の 結 果 か ら著 者 は 鰰 匂 mRNAの 配 列に 依 存 ぜ ヂ 、高 い RNAi効 果 を 示す 修

飾娵NAを見出した。

  繝

1）4’心0RNAの合成と機能離ヒ杉澑髟汗としての禾惘を志向した性質鰯祈を行った。

2） NF・． 1毋に 対す るRNAアプタマーへのp0軸10d価c面onを行い、NF‐1dBに対する藉拝ロ性を損なうことな

く、高し螻拍匏馬ま牲とヌクレアー・セ瀧め弛をもつ修飾アプタマーを創！した。

3） mボ Aへ の 化 学 修 飾 と 恥 qん 効 果 の 相 関 を詳 細 に 検 討 し、 標 的 I鼎 NAの 配 列 に 依存 せ ず 、 高 いRNん

効果を示す修飾錨RNAを見エ出した。
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学 位 論 文 題 名

4’―thioRNAの機能性核酸分子としての性質解析と

    RNA干渉法への展開

  オリゴヌクレオチドによる創薬は遺伝子の特定の配列を標的とし，その発

現を抑制可能なため様々な疾病に対してデザインが容易であるという特徴が
あり，近年盛んに研究がなされている．しかしオルゴヌクレオチドは，1）

核酸分解酵素により容易に分解されること，2）細胞膜透過性が低いこと，

3）生体内で標的分子と安定な複合体の形成を要求されることなど，医薬分
子へと展開する上で克服すべき問題点がある．これらの問題点を解決するた

めに様々な化学修飾オリゴヌクレオチドが合成され，アンチセンス法などへ
の応用研究がなされている，また近年，RNAiの発見やSELEX法により様々

な 機能性 RNA分子 の獲得が可能となったため化学修飾RNAアナログの創製

研究が特に活発に行われ始めている．
  このような研究背景のもと，星加周一は4’‐チオリポヌクレオシドからなる

RNA，すなわち4’―thioRN．Aを医薬核酸分子として応用することを視野に入れ，
その性質をより詳細に解析した．さらに遺伝子発現制御法への応用研究とし

て4’‐チオリボヌクレオシドを用いた化学修飾si心乢A分子の創製研究を行っ
た。

！：4'-thioRNA cD盒成と機能性拡酸盆壬とkエ(性質鰹抵

  まず15merの4’-thioRNA（5’―AGUCCGAAUUCACGU―3’とその相補鎖，

3’-UCAGGCUUAAGUGCA―5，）を合成し，これらを合む二本鎖の熱的および

熱力学的安定性を示差走査型カロリメーターを用いて解析した．その結果，

各二本鎖  の熱的安定性の序列は

4’―thioRNA:4’-thioRNA>>4’‐thio耐乢A：RNA〉RNA：融乢A  と  な  り  、
4’－thiom岨．：4’‐thioRNA二本鎖が熱的に非常に安定であることが明らかにし

た．さらにCDスペクトルを用いた構造解析から，4’‐thioRNAを含む二本鎖

核 酸 は 天 然 型 RNA二 本 鎖 と 類 似 し て い る こ と を 明 ら か に し た ．
  修飾核酸を機能性分子として利用するためには，そのものがヌクレアーゼ



抵抗性を有することが要求される．そこで50%ヒト血清中での天然型RNAお
よび4’-thioRNA一本鎖の安定性を比較した．その結果，天然型RNAは10秒
でそのほとんどが分解されたのに対して4’-thioRNAの半減期は107分となり，
ヒト血清中4’-thioRNAが天然型RNAよりも600倍以上も安定であることを
明らかにした．

釜NF-xB lC対空墨B謹△ZZ空ヱニ堕4：＝乏耋リ耋墨2ヒ空2ピ壁よ墨
pQ5童＝InQ盤£a虹ori
  4’-thioRNAを機能性核酸分子として応用する研究の一環として，SELEX法
によって獲得された31merのNF－KBに対するRNAアプタマーの様々な部位
へ4’―チオリポヌクレオシドでpost―modificationを行った．その結果，NF-KB
との結合部位への修飾は親和性を消失させたが，結合部位以外への修飾では
天然型アプタマーと同等の親和性を示した．さらにその修飾アプタマーは熱
的に安定化され，ヌクレアーゼに対しても抵抗性を示し，4’－チオリボヌクレ
オシドによるpost-modificationが有用であることを明らかにした．

さ ： 4'-thioRNA査 田 ！ ≧ た RNA壬 邃 に よ る 遺 伝 壬 発 現 趨 倒
  RNA干渉は二本鎖RNAを細胞内へと導入することで相同な配列をもつ遺
伝子発現を抑制する現象である．この現象は遺伝子発現抑制の新手法となり
得ることから21残基の短鎖二本鎖RNA，すなわちsiRNAを用いた核酸医薬
分子の開発研究が活発に行われている．その中で化学修飾によってsiRNAの
安定化を図る試みが精力的に行われている．星加周一は上述した4’-thioRNA
の性質を利用すれば細胞内で安定な二本鎖構造を保持し，かつ高いヌクレア
ーゼ耐性を有したsiRNAを創製可能であると考え，4’－thioRNAを新規な化学
修飾siRNAとして利用することを計画した．
  まず，ホタルルシフェラーゼ遺伝子を標的とした種々の修飾siRNAを用い，
修飾数および修飾部位がRNAi効果に及ぼす影響を検討した．修飾体の導入位
置はsiRNA分子中（センス鎖およびアンチセンス鎖）の，1）ウリジン残基，
シチジン残基および全残基の修飾，2）5’―末端および3’一末端6残基，中央部
7残基の修飾，3）5’‐末端および3’‐末端の修飾数を6から4，2残基と減少，
の3通りの様式で行った．その結果，修飾siRNAでは修飾数および修飾位置
に応じてRNAi効果に大きな違いが観察された．センス鎖の修飾ではほとんど
の配列が高いRNAi効果を示したが，アンチセンス鎖の修飾ではその導入位置
が大きくRNAi効果に影響を及ぽした．特にアンチセンス鎖の中央部への修飾
はRNAi効果を大きく低下させた，また末端部の修飾はアンチセンス鎖の5’
側の方がよりRNAi効果に影響することも明らかにした．修飾様式を種々検討
した結果，センス鎖の両末端を4残基ずつの8残基，アンチセンス鎖の3’末
端をJ残基修飾したsiRNAが修飾数が多くかつ高いRNAi効果を示した．
  ホタルルシフェラーゼ遺伝子を標的とした実験結果から得られた修飾様式
は他の遺伝子を標的とした場合も有効であった．すなわちウミシイタケルシ
フェラーゼ遺伝子を標的とした遺伝子発現抑制実験を行ったところ，天然型
siRNAのRNAi効果はわずか41.7%であったが，上述した修飾様式のsiRNA
は91.00/0と高いRNAi効果を示した．



  以上の研究成果は、機能性RNA分子の諸性質の詳細な解析と遺伝子発現抑
制法の有効な手法を明らかにしたものであり，核酸医薬品の創製研究に大い
に寄与するものである。特に、詳細な化学修飾とRNAi効果の相関研究から標
的mRNAの配列に依存せず，高いRNAi効果を示す修飾siRNAを見出したこ
とは大いに評価できる．従って薬学博士の学位を授与するに十分値するもの
と判断した。


