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4’―チオDNAの性質解明と機能性人工核酸への展開

学位論文内容の要旨

【序論J

  機能性人工核酸とは化学的修飾を施した核酸に様々な機能を付与したものであり、それらを利用した

核酸医薬や新解析技術の開発が現在贐んに行なわれている。一般に核酸は核酸分解酵素により速やかに

分解されるため機能性人工核酸の設計においては、いかにして分解されにくい修飾体を設計するかが重

要とる。しかし、過度の修飾は核酸分子が本来持っ二本鎖形成能や酵素による認識能の低下という負の

効果をもたらす。そこで、著者はフラノース環内酸素原子の硫黄原子への置換という、最小限の修飾を

ほどこした2’‐デオキシ一4’‐チオリボヌクレオシドを設計した。これらを含む4’．チオDNAの合成はす

で になされており、RNAに対する高いハイブリダイゼーション能や核酸分解酵素に対する安定性が示さ

れている。しかし、ヌクレオシドユニットである2’｜デオキシ14’．チオリポヌクレオシドの合成の困難さ

から完全修飾の4’．チオDNAは合成されておらず、その後の詳細な研究はまったくなされていない。こ

れらの事実を踏まえ、本研究では4’－チオDNAの合成、性質解明と機能性人工核酸への展開を目的とし

た。

I結果と考察］

！よ2'-T左主24゚ ・チオ塑盤墨2ヒ左vピQ盒成と性質

  2’．デオキシ‐4’‐チオリボヌクレオシドは4’．チオリボヌクレオシドの2’位水酸基のデオキシ化により

合成することにした。まず5‐メチル゛4’．チオウリジン誘導体をチオカーボネート体へと変換後、加熱条件

下 ラジ カル還 元反応 を行な った。しかし、この条件下では目的とする2’位デオキシ体が48%の収率で

し か得 られず 、c-s結合が 開裂し た副 生成物 が35%生成し た。そ こで 、より温和な条件でデオキシ化

するために、まず2．2’．アンヒドロチミジン誘導体を経由し2’．ブロモ．4’．チオチミジン誘導体を合成した。

続いて、室温でラジカルを発生するVー70Lを用いラジカル還元反応を行なったところ、2．‐デオキシ‾4’‐

チオチミジン誘導体を高収率で得ることに成功した。同様の合成法により他の3種の2’‐デオキシ‐4’‐

チオリポヌクレオシドについても合成した。この方法により、各ヌクレオシドユニットをグラムスケー

ルで合成することが可能となった。

IL生：：乏立DNAQ性質

  合成 した2’． デオキシ4’‐チオリボヌクレオシドを用いてDNA自動合成機により4’｜チオDNAを化

学的手 法に より合 成した 。合成 した】 5merの4’． チオDNAニ本 鎖に ついて 熱的安 定性の指標である

50%融 解 温度（ 瓦値） を調べ た。 その結 果、4’． チオDNA二本 鎖は天 然型 DNA二 本鎖と 比較し 、n値

が上昇し(DNA； 55.7°C,4’‐チオDNA： 65.2°C）、天然型RNA二本鎖と同等の熱的安定性を持っことも

明らかとなった(RNA： 66.2°C)。次に核酸分解酵素であるDNasel（エンドヌクレアーゼ）に対する天然

型 DNA二 本鎖と 4’ ．チオ DNAニ 本鎖の 抵抗性 を調 べた。 その結 果、DNAニ本 鎖の 半減期 はわず か3.3

分 であ っ た 。 一 方、 4’ ‐ チ オDNAニ本鎖 の半減 期は 24時間以 上とな り、 DNA二 本鎖と 比較し 400倍

以上という驚異的な核酸分解酵素に対する抵抗性を持っことが明らかとなった。このような結果が得ら

れ たの は 4’ ‐チオ DNAニ 本鎖が DNA二 本鎖と その 高次構 造が大 きく異 なっ ている ためで はない かと

考えた。

  そこ で次に 二本鎖 核酸の 高次 構造を 調べるため、円偏光二色性(CD)スペクトルを測定した。その結

果 、4’ ‐ チ オ DNA二 本 鎖の ス ペク トルは B型 構造を とる天 然型 DNAニ 本鎖の スペク トルと は大 きく
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異 なり 、A型 構造 をとる RNA二 本鎖の スペク トルと類似していることが明らかとなった。4’－チオDNA

二 本 鎖 に 関 し 、さ ら な る 構 造学 的 知見 を得 るため にRNAニ本鎖 特異的 核酸 分解酵 素であ るRNaseVJ

を 用 い た 競 合阻 害実験 を行な った 。実験 の結果 、RNAニ本鎖 はRNaseV｜存在 下速や かに分 解され た

（半減期：1.8分）。ー方、この結果と，は対照的に、阻害剤として4’．チオDNA二本鎖を加えた場合では

RNA二 本 鎖の 半 減 期 が 8.2分 ま で 延長 し 、 4’ ．チ オ DNAニ 本 鎖がRNA二本 鎖切断 反応 の阻害 剤とな

る こ と が 示 さ れた 。 こ の こ とは 4’ ― チ オDNA二 本鎖 が RNaseVlに RNA二 本 鎖 とし て認 識され たこ

と を示 してい る。こ れらの 実験 の結果 から、 4゚ ‐チオDNA二本鎖は2’位の水酸基がないDNA誘導体で

あ るに もかか わらず 、A型構造 をとる RNAニ 本鎖 と類似 した高 次構造 を持 っとい う特異 な性質を持つ

ことを明らかとした。

III：DNA丞塑 ざ乏ニ 望睦よ 歪型 ：量空 DNAQ醸塞 曲金成

  4’．チオDNA二本鎖は高い熟的安定性とヌクレアーゼに対する抵抗性を持ち、4’＾チオDNAは機能性

人 工核酸としての資質を有していることを明らかとなった。そこで、著者は機能性人工核酸への展開研

究 として4’’チオDNAアプタマーの獲得を計画した。アプタマーとはある特定の分子に特異的に結合す

る 核 酸 分 子の こと であり 、SELEXと呼ば れる 手法に よって 獲得さ れる 。4’ ‐チ オDNAアプタ マーを

SELEXによ り獲得 する には4’‐ チオDNAを酵 素により増幅する必要がある。そこで著者は2’‐デオキ

シ -4'-チ オ リボ ヌクレ オシド トリ リン酸 体(dtNTP)を合 成し、 まずDNAポリ メラ ーゼに よるdtNTPの

取 り込み 反応に 関する 基礎 的研究 を行う ことと した 。合成 したdtNTPを用 い、 DNAか らなるテンプレ

ー ト 、 プ ライ マー 複合体 に対し 、様々 なDNAポリ メラー ゼによ る4’．チ オDNAの鎖伸 長反 応の検 討

を 行 な っ た。 そ の 結 果 、Taq DNAポ リ メ ラー ゼ な ど の Aフ ァミ リーに 属す るDNAポリメ ラーゼ では

鎖 伸長反 応がほ とんど 進行 しなか った。 一方、 Therminator DNAポ リメラーゼやKOD Dash DNAポリメ

ラ ー ゼ な どの Bフ ァ ミ リー に 属 す るDNAポリ メラー ゼを用 いると 効率 よく鎖 伸長反 応が進 行する こ

と が明ら かとな った。

  dtNTPを 用いた 定常状 態速度 論解析 を行 なった結果、Aファミリーではk値の増大が原因となり4．‐

チ オDNAの鎖伸 長反応 が進 行しな いこと が明ら かとな った 。一方 、Bファミ リーで はその ような傾向

は 観 察 さ れ ず 、 効 率 よ く 4’ ＿ チ オ DNAの 鎖 伸 長 反 応 が 進 行 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。

  次 に dtNTPを用 い た PCRに よ る 4’‐チ オDNAの増幅 反応 の検討 を行っ た。前 述の鎖 伸長 反応で 比

較 的 効 率 よく 反応 が進行 したKOD Dash DNAポリ メラー ゼを 用いて PCRを 行った 。種々 反応 条件を 検

討 し た 結 果、 1種 類 ま たは 2種 類 の dtNTPを天 然 型 dNTPと 置換 した系 では PCRが 進行し 、4’＿チ オ

DNAを 含 む DNAが 得 ら れ た 。 し か し 、 そ れ 以 上 dtNTPを 増 や す と PCRの 効 率 は 低 下 し た 。

  こ れ まで の 実験結 果から 4’ ．チオ DNAは 天然型 DNAをテン プレー トとし た鎖伸 長反 応を行 なうこ

と は可能 である が、4’‐ チオDNAをPCRにより直接増幅することは困難であることが明らかとなった。

以 上 の 結 果を 踏ま え、4’‐ チオDNAをPCRによ り直接 増幅す る必 要のな いサイ クルで 4‾ ‐チオ DNA

ア プタマ ーの獲 得を行 なう ことに した。 種々検 討の 結果、 4’ ‐チオDNAをSELEXへ適用可能なことを

確 認し、 4’ ‐チオ DNAア プタマ ー獲 得の方 法論を 確立し た。

1結語1

・   2’ ‐ デ オ キ シ -4’ ‐ チ オ ヌ ク レ オ シ ド を 効 率 的 に 合 成 す る こ と に 成 功 し た 。

・4’‐チオDNAを化学的に合成し、高いハイブリダイゼーション能と、ヌクレアーゼに対する抵抗性を

  持っこ とを明 らかと し、 さらに 4’ ーチオ DNAは RNAに 類似し た構 造を持 つこと を明ら かとし た。

・ dtNTPの速度 論的解 析を 行ない 、それ らを用 いてDNAポ リメラ ーゼに よる鎖伸長反応を行なうこと

  で4’‐チオDNAを酵素的に合成することに成功した。

・4’‐チオDNAアプタマー獲得の方法論を確立した。
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学 位 論 文 題 名

4’―チオDNAの性質解明と機能性人工核酸への展開

  機能性人工核酸とは核酸に化学的修飾を施し様々な機能を付与したものであり、そ

れらを利用した核酸医薬や新解析技術の開発が盛んに行なわれている。一般にヌクレ
アーゼにより速やかに分解されるために機能性人工核酸の設計では、いかにして酵素
耐性を持たせるかが重要となる。しかし、過度の修飾は核酸分子本来の二本鎖形成能

や酵素による認識能を低下させる。そこで、著者はフラノース環内酸素原子を硫黄原
子へ置換し、最小限の修飾を施した2’‐デオキシ4’‐チオリポヌクレオシド(dsN)を設

計した。本研究では完全修飾型4’‐チオDNAの合成、性質解明と機能性人工核酸への
応用を目的とした。

1．2’・デオキシ－4’．チオリポヌクレオシドの合成と性質

  dsNは4’‐チオリボヌクレオシドの2’位水酸基のデオキシ化により合成した。まず

2，2’ーアンヒド口チミジン体を経由し2’‐ブ口モ‐4’‐チオチミジン体を合成した。続いて、
V-70Lを用いラジカル還元を行ない、2’―デオキシ4’‐チオチミジン(dsT)体を高収率

で得た。同様の合成法で他の3種のdsNも合成した。
2．4’‐チオDNAの性質
  合成したdsNを用いて4’‐チオDNA（15mer）を化学的に合成した。4’‐チオDNA二

本鎖の熱的安定性を調べたところ，天然型DNA二本鎖と比較し、m（50％融解温度）
値が上昇し（DNA：55．7℃，4’‐チオDNA：65．20C）、天然型RNA二本鎖とほぽ同等の

熱的安定性を示した（RNA：66．2°C）。次に核酸分解酵素であるDNaseI（エンドヌクレ
アーゼ）に対する抵抗性を調べた。その結果，DNA二本鎖の半減期は313分であった。
一方、4’‐チオDNA二本鎖の半減期は24時間以上となり、400倍以上の抵抗性を示し

た。このような結果が得られたのは両者の高次構造の違いが原因ではないかと考えた。
  そこで円偏光二色性（CD）スベクトルを測定した。4’・チオDNA二本鎖のスベクトル

はB型構造をとる天然型DNA二本鎖のスベクトルとは大きく異なり、むしろA型構
造をとるRNA二本鎖のスベクトルと類似していた。4’‐チオDNA二本鎖に関し、さら
なる構造的知見を得るためにRNA二本鎖特異的核酸分解酵素であるRNaseV1を用い

た競合阻害実験を行なった。実験の結果、RNA二本鎖はRNaseVl存在下速やかに分
解された（半減期：1．8分）が、4’．チオDNA二本鎖を加えた場合はRNA二本鎖の半減期

が8．2分まで延長し、4’‐チオDNA二本鎖がRNA二本鎖切断反応の阻害剤となること
が示された。これらの実験結果から、4’＿チオDNA二本鎖は2’位の水酸基がないDNA
誘導体であるにもかかわらず、A型構造をとるRNA二本鎖と類似した高次構造を持つ
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ことを明らかとした。
3． DNAポリメラーゼによる4’・チオDNAの酵素的合成
  4’‐チオDNA二本鎖は高い熱的安定性とヌクレアーゼに対する抵抗性を示し、機能
性人工核酸として応用できる可能性がある。そこで、4’―チオDNAアプタマーの獲得
を計画した。アプタマーとはある特定の分子に特異的に結合できる核酸分子であり、
SELEX法により獲得できる。そのためには4’‐チオDNAを酵素により増幅する必要
がある。最初に2’‐デオキシ‐4’‐チオリボヌクレオシドトリリン酸体(dsNTP）を合成し、
まずDNAポリメラーゼ（pol）によるdSNTPの取込みに関する基礎的研究を行なった。
合成したdsNTPを用い、天然型DNAからなるテンプレート、プライマー複合体に対
し、様々なDNApolによる鎖伸長反応を検討した。その結果、TaqDNApolなどのA
ファミリーに属するDNApolでは鎖伸長反応がほとんど進行しなかった。一方、
Ther血natorDNApolやKODDashDNApolなどのBファミリーに属するDNAp01を用
いると効率よく鎖伸長反応が進行した。
  次にdsNTPを用いたPCRによる4’‐チオDNAの増幅反応を検討した。前述の鎖伸
長反応で比較的効率よく反応が進行したKODDaShDNApolを用いてPCRを行った。
種々反応条件を検討した結果、1種類または2種類のdsNTPを天然型dNTPと置換
した系ではPCRが進行し、4’―チオDNAを含むDNAが得られた。しかし、それ以上
dsNTPの種類を増やすとPCRの効率は低下した。
  以上の結果を踏まえ、核酸増幅反応を天然型DNAで行ない、鎖伸長反応を4’‐チオ
I）NAで行なうSELEX法を考案した。条件を種々検討し、SELEXへ適用可能なことを
確認し、4’．チオDNAアプタマー獲得の方法論を確立した。

  論文発表に続いて発表内容を中心として関連のある専門分野を含めた口頭試問を
実施した。その内容は、本研究の背景、目的および関連分野等における知識、また核
酸の構造や機能など多岐に亘った。これらに対する回答は、適切かつ高度なものであ
り、博士の学位を与えるに相応しいと判断した。
  提出された学位論文に含まれる研究成果は独創的かつ有用性に富み、本専門研究分
野の中で高く評価されるに値する内容であると判断した。
  以上の結果、本論文審査委員会は、猪上尚徳氏を博士（薬学）の学位を授与するに
相応しい十分な学カと研究能カを有するものと認めた。
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