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2一チオ ウリジ ン を利用 したア ン チセ ン ス 核酸の

　　　化学合成 と性質

清尾 　康志 1＊ ・岡本 到 2 ・関根 　光雄 2

　化学的 に合成 した DNA や RNA を用 い る核酸医薬に は

ア ン チ セ ン ス 法，ア ン チ ジー
ン 法，RNAi ，デ コ イ法 ゲ

ノ ム 修復法など多くの 手法 が あ る．中で もア ン チ セ ン ス

法はす で にい くつ か の 疾患に 対 して 臨床応用 され ， 実用

性 の 高い 手 法 と して 期待 され て い る．［）

　 こ れ ま で に ，ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 効果を高 めるた め

に ，多くの デザイ ン 分子 の 合成が行われ て きた．そ の 目

的 は ， （1）標的 mRNA と の ハ イ ブ リダ イ ゼ ー
シ ョ ン 強

化，（2）生体内 の 核酸分解酵素 に 対す る安定性 の 向上 ，

（3）脂溶性 向 h に よ る薬物動態の 改善な どで あ る．

　ア ン チ セ ン ス 核酸 の 効果増強を指向 した これ ら の 分子

デ ザイ ン に対 し，目的 の lnRNA の み を標的 とす る た め

の ハ イ ブ リ ダイ ゼ ーシ ョ ン の 選択性 向 上 の 試 み は あま り

行 わ れ て い な い ．生体内 に は，標的 とする mRNA と部

分的 に 共通す る配列 をもっ た多種類 の mRNA が 存在す

る た め ， ア ン チセ ン ス 核酸 の ハ イ ブ リダイ ゼー
シ ョ ン の

強 さと同 時 に 選択性 を向上させ る こ とが，ア ン チセ ン ス

核酸 の 毒 性 や 副作 用 を 軽 減 す る た め に重 要 で あ る と考 え

られ る．

　 こ の よ うな考え に 基づ き，筆者 らは，核酸塩基部 を修

飾 した 人 工 核酸の ハ イ ブ リ ダイ ゼ ーシ ョ ン の 選 択性 に着

目し，新規 な 人 工核酸の デザ イ ン と合成 お よ び物理 化

学的性質 の 解明を進 め て きた．本稿 で は 特 に ，tRNA の

修飾 ヌ ク レ オ シ ドの ひ とつ で あ る 2一チオ ウリジ ン 類が ア

デ ニ ン を究めて 精度 よ く認識す る 能力 を利用 した新規ア

ン チ セ ン ス 核酸候補の 合成 とRNA −RNA
．
こ重鎖 ハ イブ リ

ダイゼ ー
シ ョ ン に関する研究につ い て 紹介 し，それ らの

ア ン チ セ ン ス 核酸 の 新素材 とし て の 可 能性 に っ い て 述べ

た い ．

2一チ オ ウ リ ジ ン を含む RNA の 性質

　 2一チ オ ウリジ ン （s2U ）は種 々 の tRNA 中に 存在す る修

飾 ヌ ク レ オ シ ドで ，ウ リジ ン の ウ ラ シ ル 塩基 2位 の カ ル

ボ ニ ル 基 が チ オ カ ル ボ ニ ル 基 に 置 き 換 わ っ た 化合物 で あ

る．ま た，tRNA 中の ア ン チ コ ドン 部位 に は 2一チ オ ウ ラ

シ ル 環 5 位 が さ らに 修飾 され た，5一メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル

ー2一チ オ ウ リジ ン （mnm5s2U ）や 5一メ チ ル ー2一チ オ ウ リジ

ン （mss2U ）な ど の 構造類縁体 も存在 して い る （図 IA）．
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図 LtRNA に 存在す る 2一チ オ ウ リジン 誘導体 とそ の 特徴

　 こ れ らの s2U 誘導体 は tRNA の 立 体構造 の 安定化や コ

ドン
ー

ア ン チ コ ドン相互作用 の 安定化な どに 寄与す る こ

と が 知 られ て い る．ま た s2U を含む 合成 RNA の ハ イ ブ

リダイゼ ー
シ ョ ン の 研究か ら，

二 重鎖 RNA を安定化す

る効果も あ る こ とが報告 され て い る．こ れ らの 効果 は，

2一チオ ウリジ ン の リボース 環 コ ン ボ メー
シ ョ ン が 2一チ

オカル ボ ニ ル 基 と 21一水酸基 との 立 体反発をさけ て N 型

に 固定化 され て い て ，こ れ が RNA の 高次構造形 成 に

有利 に 働 くた め と考え ら れ て い る （図 IC）．2・3＞ま た 2一

チ オ カ ル ボ ニ ル 基 の 硫黄原子 が，高 い 分極率を持 っ て い

る た め，RNA 二 重鎖中で ヒ下 の 塩基間の 大きな分散力 で

ス タ ッ キ ン グが 安定化 され る こ と も大事な要因 で あ る

（図 IB ）．

2一チ オウリジ ン の 塩基識別能

　生 体内の RNA には 4 種類 の 塩基 （A ，
　U ，

　G ，
　G）が存在

し，A −U ，　 G −C の ワ トソ ン ク リッ ク塩基対を形成す る．し

か し，ワ トソ ン ク リ ッ ク塩基対 以外 の ミス マ ッ チ 塩 基 対

も比 較的安定で あ り，ア ン チ セ ン ス 核酸 が標的 mRNA に

結合す る 際 の 選択性 が低 下す る
一

因ともな っ て い る．

　RNA −RNA 二 重鎖 中で ， ミス マ ッ チ 塩基対 の 安定性 は

G −U ＞ G −G ＞ G −A の順で あ る．41

　筆者 らは RNA −RNA 二 重鎖中 で 最 も安定な G −U ミ ス

マ ッ チ 塩 基対 に 着 目 し，G との 対合 を防ぎ A と選択的 に

結合す る 人 エ ウ リジ ン ヌ ク レ オ シ ドの 開発 を計画 した．

　G −U ミ ス マ ッ チ は wobble 型 と 呼 ば れ る ，2本 の 水素

結合で 安定化 さ れ た 塩 基対を形成 す る こ とがわ か っ て

い る．そ こ で，A −U ワ ト ソ ン ク リ ッ ク 塩基 対 と G −U
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図 2．2一チ オ ウ リジ ン の ア デニ ン 選択的認識 機構

wobble 塩基対 の 構造を見 比 べ た と こ ろ，ウラ シ ル 環 2 位

の カ ル ボ ニ ル 基を，水素結合能 の 低 い チ オ カル ボ ニ ル

基 に 変換し た 2一チ オ ウリジ ン 誘導体 をウリジ ン の 代わ

り に 用 い れ ば ，A との 塩基 対形成は 阻害せ ず，　 G と の

wobble 塩 基対 の み を選 択的 に 阻害す る こ とが 可能 で あ

る と考えた （図2）．

　実 際 筆 者 ら が 行 っ た 実 験 で は，RNA ：

（GGUUs2UUUGC ，）中の s2U は，　 G よ り もA を，7
「
m に し

て 14．7°C も強 く認識す る こ とが 分 っ た （未修飾 の ウリジ

ン で は 3．9°C の 差 しかない ）．J
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ア ン チ セ ン ス 核酸を指向 した s2u 誘導体 の 合成

　以 上 述 べ て き た よ うに s2U や そ の 誘 導体 を含ん だ

RNA は ，
　RNA −RNA 二 重鎖安定化能やア デニ ン 選択的分

子認識能を有 し，ア ン チ セ ン ス 効果 の 増強や標的 mRNA

に 対す る選択性向 上 な どの 好ま し い 効果 が 期待 され る．

そ こ で s2u の こ の 性質を ア ン チ セ ン ス 核酸に応用 する

ため に，生体内 の 核酸分解酵素に 対す る耐性 が 必 要なア

ン チ セ ン ス RNA に 広 く用 い られ て い る 2t−0 一ア ル キル 型

の 修飾を施 し た s2U 誘導体を RNA に導入 し，そ の 性質

を 調 べ る こ と に した ．従 来，s2U は有毒な ス ズ 化合物 を

用 い て，リボース 誘導体 と 2一チ オ ウラ シ ル とを結合 させ

て 合成す るため，ア ン チ セ ン ス 核酸などの 医薬 目的 に は

適し て い な い ，ま た s2u の 2層水酸基選 択的に種 々 の ア ル

キ ル 化 を行 うこ とは 2位 の チ オ カ ル ボニ ル 基が求核性 を

もつ た め容易 で は な く，新規合成法 の 開発 が 望まれ る．

　今 回 ， 新 た に 2「−0一ア ル キ ル ー2一チオウ リジ ン 誘導体 の

簡便な合成法を 開発する こ と に した ．6）そ の 合成 ス キー

ム を 図 3 に 示 す ．ア ル キ ル 基 と し て は メ チ ル ，ア リル ，

2一ヒ ドロ キ シ エ チ ル ，2一メ トキ シ エ チ ル な どア ン チ セ ン

ス 核酸と し て 好 ま しい 性質が期待 で き る もの を選 ん だ．

　3t，5T水 酸 基 を環 状 シ リル エ
ーテ ル で 保 護 した ウ リジ ン

（1）の 4 位 の 酸素原 子 を 2，6一ジメ チ ル フ ェ ニ ル 基 （DMP ）

で 保護 し（2），続い て 水酸基 を 適当な方法 に よ りア ル キ ル

化 した （3a−3c）．引 き 続 き ロ ーソ ン 試薬 を 用 い て 2位 の カ

ル ボ ニ ル 基 の み を 選 択的 に チ オ ン 化 し （4a−4c），そ の 後 に

　 　 　 　 　 　 　 R （tetal　yield　from　1）

a 　
− CH3 （41％），　 b　−CH2CH ＝CH2 （53 ％ ）、　 c 　

− CH2CH20C （0 ＞CH3 （46％ ）

図 3．2一チ オ ウリジ ン 誘導体の 合成

脱保護す る こ とで ，21一水酸基をア ル キ ル 基 で 修飾 し た 2一

チ オ ウリジ ン 誘導体 （5a−5c）を収率 よく合成す る こ とが

で きる．5cはさらに濃 ア ン モ ニ ア 水で 処 理 し，2一ヒ ドロ

キ シ エ チ ル 体 （5d） へ と誘導した ．ま た 21水 酸基 を 2一メ

トキ シ エ チ ル 化 し た 5e は 文献公 知 の 2’−0 −（2一メ トキシ

エ チ ル ） ウリジ ン 6 か ら図 4 の ル
ー

トで合成 した ．

　 こ の 方法 に よれ ば，硫黄原子 の 導入 に先立 ち 21一水酸基

の修飾を行 うた め，硫黄原 子の 求核性 に 起因す る 副反応

を 回 避す る こ とが で きる．ま た ，ス ズ 化合物を使 っ た グ

リコ シ ド化反応 も回避す る こ とがで き，ト
ー

タル 収率 も

良好 な ア ン チ セ ン ス RNA の 原料 と し て 有用 な反 応 と
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な っ た ．

　合成 し た 5a−5c，5e はさらに RNA 合成用 の ホ ス ホ ロ

ア ミダイ トユ ニ ッ トに容 易に誘導す る こ とが で きた ．

s2U 誘導体 （5a・5d ）の コ ン ポ メーシ ョ ン と

　　　　　　二 重鎖安定化能

　合成した s2U 誘導体 （5a ，
5b

，
5d

，
5e） に つ い て そ の リ

ボース 環 コ ン ボ メ
ー

シ ョ ン を
iH −NMR の ノ11．2’，ノ3・4 を測

定す る こ とに よ り解析 した ．そ の 結果 ，2’位 を修飾 した

s2U 誘 導体は，2’

位 を未修飾 の s2U と 同様に N 型 の コ

ン ポ メ
ー

シ ョ ン を優勢にとる こ とが わ か っ た ．特 に 2冰

酸基 に 2一ヒ ドロ キ シ エ チ ル 基を有す る 5d で N 型 の 存在

比 が最も高い こ とが 分っ た （表 1）．この コ ン ポ メ
ー

シ ョ

ン 特性 か ら，5a，5b，5d，5e は s2U と 同様に RNA 二 重鎖

を安定化す る能力を有 して い る こ とが示唆 された．

　そ こ で ，実際に こ れ らの s2U 誘導体を含む RNA9 量体

（CGUU 坐 UGG ：旦！が 5a，5b，5d，5eを表 す ） を 合成 し，

相補鎖 RNA との ハ イ ブ リダイゼー
シ ョ ン 能 を UV 融解

曲線 か ら得 られ る Tm 値 で 評価 し た，

　5d を含む RNA は ， そ の ア セ チ ル 体 5c か ら誘導 し た

ホ ス ホ ロ ア ミ ダイ トを用 い て RNA 合成を行 い ，合成終

了後，濃 ア ン モ ニ ア 水 に よ りア セ チ ル 基 を 除 去 して 合成

し た．そ の T．値 の 測定結果を表 2に示す，い ずれ の s2u

誘導体も，ウリジ ン に くらべ 3．4 − 6．9CC の 明らか な安定

化効果 を示 し た．しか し，最も Tn，上昇が 高か っ た の は ，

最も N 型 コ ン ポ メー
シ ョ ン の 割合 の 多い 5d で は な く

S2U で あ っ た ．つ ま り，2’一位 の 修飾 を有す る S2U 誘導体

表 1．結合 定数 （Hz） と％N

U 　　 Um 　　s2U 　　 5a　　 5b　　 5d　　 5e

3．1　　　3．4　　　2．4　　　2，9

7．0　　 6．7　　 7，6　　 7．3

10，且　　10．l　　lO．  　　10，2

70　　　　67　　　　76　　　　72

で は RNA 二 重鎖 の 安 定化 は，リボ ー
ス 環 N 型 コ ン ポ

メ
ー

シ ョ ン の 安 定 性 と は 相関が な く，逆 に修飾基 の 立 体

障害などが RNA 二 重鎖 を不安定化 し て い る可能性 が 示

唆され た．

　 しか し，ア ン チ セ ン ス 核酸と して 考え た 場合特筆す べ

きは，ヌ ク レ ア
ーゼ 耐性 が 向上 す る と され る 2卩一〇一ア リル

修飾や 2LO・（2一メ トキ シ エ チ ル ）修飾 を施 した 5b や 5e

が 明 らか な RNA 二 重鎖安定化を示 す こ とで あ る．こ れ

らを総合的 に 考え る と，今回合成した s2U 誘導体は ア ン

チセ ン ス RNA の 新素材 と し て 十分 な 期待 が もて る．

ノ匹
．．2・　　　　　4．6　　 4．O

Ys．4・　　　　　 5，2　　　5．9

／1
．．2．＋ゾs

・．4．　　9，8　　　9，9

％N 　 　 　 　 53　 　 60

2．56

．08

，57

 

　我 々 が 開発 した 2一チ オ ウ リ ジ ン 誘導体の 新規合成 法

とそれ らをふ くむ RNA の 二 重鎖形成能につ い て 紹介 し

た．2一チオウ リジ ン の 最大 の 特徴 で あるア デ ニ ン 選択的

な塩基識別能 に つ い て は ，21−0 一メ チ ル ー2一チ オ ウ リジ ン

（5a）を含む RNA と相補的な RNA を用 い て 検討 し，5a

は G よ り も A を，T，，、に して 15．7°G も強 く認識す る こ と

が 分 っ た ．S）最初に述べ た よ うに ，こ の 値は ウリ ジ ン で は

3．9°C ，2一チ オ ウリジ ン で は 】4．7°C で あ るか ら，2「水酸

基 をア ル キ ル 基 で 修飾す る こ とに よ り， 2一チ オ ウリジ ン

の 塩 基識別能が さらに 向上す る 可 能性 も期待 され る．

　今後，こ れ らの 塩 基 識別 能 と と も に ヌ ク レ アーゼ耐 性

や ア ン チ セ ン ス 効果 も検討 し2一チ オ ウリジ ン 誘導体を用

い た ア ン チセ ン ス RNA にっ い て 検討す る予定 で ある．

　ま た，冒頭 で 述 べ た ウラ シ ル 環 5位 に修飾基を有す る

2一チ オ ウリジ ン 誘導体や，さ らに 視野 を広 げて 天然 の

RNA 中に 存在す る 数多 くの 修飾 ヌ ク レ オ シ ド8）に つ い

て も ， そ の RNA −RNA 二 重鎖安定化能や塩基識別 能な ど

は あま り調べ られ て い な い ．こ れ ら性質未知 の 修飾 ヌ ク

レ オ シ ドを含 む 人 工 RNA に つ い て も，簡便 な合成法 が

開発 されれば，ア ン チセ ン ス 核酸 に代表 され る核酸医薬

の 新 素材 と し て，そ の 性 質 に 興 味 が 持 た れ る．
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