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-外部因子による核酸認識制御機能を有する

核酸モデル (PRNA)の設計 ･合成 ･機能 一
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2001年2月にヒトの遺伝子配列の ドラフ トシークエンスが報告され､いよ

いよ個人のDNA配列から薬の効き易さ･副作用の強弱などを予想し､その予

想に基づいた医療､いわゆるオーダーメイ ド医療が夢物語ではない状況となっ

てきた｡このヒトゲノム計画に代表されるように人間の遺伝的疾患の原因遺

伝子の解明やガンを始め様々な疾病の原因遺伝子あるいは関連遺伝子の探索､

またウイルス性疾患の発現機構解明のための遺伝子解析などが精力的に行わ

れ､現在多くの病気の遺伝子

的原因が明らかにされてきて

いる｡それに伴って､遺伝性

疾患やウイルス病､ガンなど

に対する新しい治療法として

遺伝子治療法が大きな期待を

集めている｡遺伝性疾患とは

遺伝子の異常が関連する病気

の総称で､ダウン症などの染

色体異常､血友病や色盲など

の単一遺伝子障害､そして成

人病やガンなどの多因子障害

が知られている｡現在遺伝子

治療のターゲットとしては単

一遺伝子障害が最も有望視さ

れている｡

実際､正式な手続きを経た

最初の遺伝子治療は1990年

アメ リカ国立衛生研究所

(NIH)でアデニンデアミ

ナーゼ (ADA)欠損症の患

者に対して行われた｡この治

療法は患者のリンパ球 (T細
胞)を取り出し細胞外で培養

し増殖させ､患者に欠損して

Fig.1TypicalAntisenseRNAandAntigeneStrategy.
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Fig.2TypicalAntisenseRNAandAntigenemolecules.

いるADA遺伝子を組み込んだベクターを感染させることによりADA遺伝子を

リンパ球遺伝子に導入する｡このT細胞は､患者に点滴により戻され患者の

体内でもADAを合成することが出来､一定の成果を納めた｡しかしこの療法

にもいくつか欠陥があり､そのひとつはリンパ球に寿命があり､ある一定期

間後に繰り返しADA遺伝子導入リンパ球の点滴を必要とする点である｡この

ように患者の遺伝子に欠陥あるいは欠損した遺伝子配列を人為的に導入する

遺伝子導入法は､遺伝子導入を体内で行う体内法と､ADA欠損症と同様に体

外で行う体外法に二分され医学 ･生化学者により精力的に研究されている｡

遺伝子治療にはこのような遺伝子導入法の他に､疾病の原因細胞に特有の

タンパク質合成やガン細胞などの増幅に不可欠なタンパク質合成を､mRNA

の段階で外部から核酸誘導体を加えることにより抑制するアンチセンスRNA

法や､より根本的に標的タンパク質のコー ド領域遺伝子すなわち二重らせん

DNAに塩基特異的に結合する核酸誘導体を加えることにより､転写段階を阻

害しようとするアンチジーン核酸法が検討されている｡アンチジーン核酸法

は大きくアンチセンス法に含まれることも多い｡アンチセンス法は､1970年

代後半にオリゴヌクレオチ ドや修飾オリゴヌクレオチ ドを用いた検討により

その有用性が証明され､さらにエイズウイルスに対する興味深い結果も報告

されたことから今日では医学分野-の応用はもちろん､分子生物学の有効な

ツールとして広く検討されるようになってきている｡これらアンチセンス法

は核酸レベルでのタンパク質合成抑制を目的としているため､遺伝子の複製 ･

転写 ･翻訳のどの過程を阻害することも可能で (図1)､核酸に非常に高い

特異性､特に塩基配列特異性と高い親和性を持って結合する化合物の開発が
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必要となる｡この点から化学者がアンチセンス法に貢献するためのテーマが

数多く見受けられる｡

アンチセンス分子に求められる性質は数多くあるが､①高い核酸塩基配列

認識能 ②コンプレックスの高い安定性 ③化学的､特に酵素的な安定性

④高い細胞膜透過性 ⑤核酸との特異的な相互作用性 などが重要である｡

当初用いられた天然型のオリゴヌクレオチ ドの場合①､②は比較的満足でき

るものの､生体内のヌクレアーゼなどにより即座に酵素分解されてしまい目

的の成果が得られない｡一方､今日アンチセンスRNA分子として最も広く用

いられている化合物は､通常のホスホジェステル結合を有するオリゴヌクレ

オチ ドのリン酸基部の酸素原子を硫黄原子で置換したホスホロチオェ- ト型

オリゴヌクレオチ ド (5-オリゴ)で､5-オリゴはヌクレアーゼに対して比較

的強い抵抗性を示し③の条件は満足するものの､酸素原子を硫黄原子で置換

したためリン酸基部に立体異性体が生じ､この異性体間で標的核酸に対する

親和性が異なる｡例えばn量体の5-オリゴを自動合成機で合成 した場合､生

成する5-オリゴは2n-1個の異性体混合物となり､標的遺伝子-の結合安定性

は低下する｡また､硫黄原子の疎水性のため5-オリゴの水に対する溶解性は

通常のオリゴヌクレオチ ドに比較して低下し､疎水性タンパク質などとの疎

水相互作用も強くなるなどの問題点も報告されている｡しかし､現在の多く

の研究はこのホスホロチオエー ト型オリゴマーを用いて行われており､アン

チセンス配列を有するオリゴマーのみにアンチセンス効果が観測される報告

も多く､その有効性は一般的にも認められている｡しかし､このS-オリゴが

アンチセンスRNA分子として最適の化合物とは言い難く､他の多くの化合物

が設計 ･合成され､アンチセンス機能について検討されている｡

現在報告されているアンチセンス分子としては図2に示すような､①リン

酸基部を修飾した誘導体 ②リボース糖部のグリコシル結合あるいは水酸基

を修飾した誘導体 ③塩基部を修飾した誘導体 ④糖一リン酸骨格以外の骨

格構造を有する核酸モデル分子 などが研究されている｡ ①については5-オ

リゴ以外にホスホロジチオエー ト型､ホスホロアミデー ト型やメチルホスホ

ネ- ト型､さらにメチルホスホノチオエー ト型オリゴマーなどが研究されて

いる｡②としては通常のヌクレオシドが有するβ-グリコシル結合とは逆の

α-アノマーも合成され興味深い知見が得られている.また､糖3.-5'リン酸

ジェステル結合をリボヌクレオシドを用いて2'-5■結合に変化させた誘導体

は､インターフェロン処理細胞から得られる2■-5'ポリアデニル酸 (2■,5L

A)との関連からも興味深く､通常のオリゴヌクレオチ ドとハイブリッド形

成能が異なることも見出されている｡また糖- リン酸ジェステル結合以外を

基本骨格とする④のタイプの核酸モデルも多数報告されているが､特にペプ

チ ド核酸とよばれるペプチ ド骨格を有する化合物が注目されている｡ペプチ

ド核酸 (PNA)は､核酸塩基を導入したアミノエチルグリシンをモノマーと

1412-



｢第47回 物性若手夏の学校 (2002年度)｣

WaterSo)tIbleArti瓜cialNucleicAcids

-
C

-
N

-
C

1
0

+ cH-CH2+nl

=N
:

J

P
8aS○

H00
H

PAL-Nu

ll
+Nr+CHC+n

一､aH

NH

○

諾

H
諌

HO0

c
c
･
N
･C
･

0

C

PL1.-C1y-Urd

9 9
H2N-CH-C- HN-CHIC-OH
l l-

C
-
C
-
C
-

?H2

7H2
C=O
J

zN
zN

g

""でjBa剛 N~げ as句
HOOH HOOH

SequencedGbtami cAcidType

Fig.3Typicalnucleicacidmodels.

し､アミド結合により縮合した核酸モデルで､相補的な塩基を有するDNA･

RNAに対して天然核酸よりも非常に高い7hを示し､さらにミスマッチとよ

ばれる非相補的な塩基が-塩基導入されるだけでnnは大きく低下し､非常

に優れた塩基特異性を有する｡さらに､ホモプリン･ホモピリミジン系二重

らせんDNAに相補的なホモピリミジンPNAを加えると安定な3重らせんを形

成するが､興味深いことにDNA二重らせんにPNAが割り込み安定な二重らせ

んを形成し､剥がされたDNAが3本目の鎖としてDNA-PNA二重鎖に巻き付

いていることが明らかとされ､PNAのもつ高い可能性が注目されている｡し

かし､ PNAは細胞内タンパクとの非特異的吸着､比較的水溶性に乏しいな

どの問題を抱えており､分子構造に改良の余地を有すると考えられる0

このようにアンチセンス分子に関する研究は､化学者が分子生物学的な知

識を学び､これまで化学の分野で広く展開されている分子認識化学の知見を

基に精力的に研究を行っており､まさに新しいバイオテクノロジーの一分野

といえる｡

私はこのような化学者の立場からのアンチセンス分子開発､さらにそれら

を通じて現在化学の分野で精力的に研究されている分子認識化学 ･構造一認

識相関化学での新領域を､生化学の素材を用いて切り開こうと考えている｡

具体的には核酸の特異的認識を､核酸塩基等を認識部位とする図3に一例を

示すような種々のモデル分子の設計 ･合成を行い､DNA･RNAとの相互作用

について検討することにより､構造一分子認識相関の点から検討している｡

さらに､これまで報告されている核酸モデルのほとんどは､ターゲット鎖

とのコンプレックス形成による遺伝情報の発現抑制を目的とする｡単純な抑

制的制御ではなく､コンプレックス形成能自身の制御､すなわち認識能の自

在な制御が可能になれば､抑制効果のみならず核酸の機能発現の積極的なコ
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ントロールが可能になると考えられ､核酸認識分子の応用範囲がさらに広が

ることが期待される (図4)0

核酸の水素結合に基づく塩基対形成 ･認識過程においては塩基部の配向が

重要であり､塩基配向は糖部のコンホメーションにより影響を受けることが

知られている｡すなわち､フラノース糖を有する核酸認識分子において､外

部因子により糖部コンホメーション変化を誘起し､塩基部の配向制御が可能

になれば､認識制御が期待できる｡

これらの観点から､我々は外部因子による認識部位のコンホメーションならび

に塩基部の配向の変化を検討し (図5)､RNAを認識部位として有する新規ペプ
チドリボ核酸 (PRNA)の開発を行った｡まず､外部因子による塩基部の配向制
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御が可能なヌクレオシド誘導体を探
索した結果について述べ､この知見
を基に設計･合成したPRNAの認識
能制御について述べる｡
一般にピリミジンヌクレオシドの
塩基部は､溶液中でピリミジン塩基
部カルボニル基が糖部とが立体障害
を避けるため､逆の方向を向いた
aJlf婚己向を優先する｡リボヌクレオ
シド糖部2-,3.-水酸基に架橋構造
を有する誘導体ではこのカルボニル
基と糖部との立体障害が減少し､
syn/anti比が増加していることが
報告されている｡ しかしこのよう
なヌクレオシド誘導体の場合､外
部因子による配向の可逆的な変化
を誘起することは困難である｡外
部因子によるsyn配向の誘起を達
成するため､(i)塩基部2位カルボ
ニル酸素とフラノース部5'位水素
間の水素結合形成､(ii)フラノース
部2',3--cl'S-ジオールとホウ酸類
との架橋構造形成の共同効果の利
用に着目した｡ホウ酸類はcl'S-
1,2-ジオールと水中で可逆的にエ
ステルを形成することが知られて
いる｡リボヌクレオシドにおいて
も2',3'位にcis-ジオールを有し､ホ
ウ酸エステル形成による糖部コン
ホメーション変化に伴う塩基部の
配向変化が期待される｡
この観点から5-位水酸基をアミ
ノ基に変換した 5㌧アミノ-5--デオ
キシリボヌクレオシド (5■-NH 2-
Urd)を合成し､塩基部配向を円二
色(CD)スペクトルならびにNMR
スペクトルにより検討した｡5'-
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NH2-UrdのCDスペクトルをホウ酸緩衝液中で測定すると[0]Ⅷ値はantl'配向を

示す9800から､syn配向に基づく1600にまで減少した (図6)0

すなわち､ホウ酸類による2-,3■間の架橋構造形成､ならびに分子内水素結合形

成の共同効果によりホウ酸を外部因子とするsyn配向の誘起が達成されることが

明らかになった｡また､ホウ酸による5'-NH21Urdのantl'-Syn配向変化はNMR

NOEスペクトルからも確認された(図7)｡すなわちリン酸緩衝液中でのピリミジ

ン塩基部6位水素の照射により､塩基部5位水素･糖部1.位水素に加えて糖部2--

,3■-そして5--位水素にも核オーバーハウザー効果 (NOE)に基づくピークが

観測され､塩基部カルボニル部位が糖部の反対を向くanti配向が示唆されたのに

対し､ホウ酸添加系では同じく塩基部6位水素照射より塩基部5位水素･糖部1-

位水素にのみNOEピークが観測され､ホウ酸の添加により核酸塩基部がantl'か

らsynに配向変化したことが示された.すなわち､5'-NH2-Urdはホウ酸類を外
部因子として塩基部配向制御可能な分子であることが明らかとなった0

また､同じくピリミジン塩基を有し5--水酸基をアミノ基に変換した5'-アミ

ノー5'-デオキシシチジンにおいても同様にホウ酸類を外部因子として塩基部配向

をanti≒synに配向制御可能であることが示された.一方､2'位水酸基が存在し

ない5'-アミノチミジンや2位カルボニル基が存在しない5●-アミノリボアデノシ

ンや5--アミノイノシンではホウ酸添加に伴う塩基部配向は全く観測されず､非

常に構造特異性の高い配向制御法であることが明らかとなった｡図8に様々なヌ

クレオシド誘導体に対してホウ酸類による可逆的塩基部配向制御について検討し

た結果を示した｡

これらの結果を踏まえ､5●-アミノリボヌクレオシドを導入した新しいカテゴ
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Fig.9StructuresofPRNA'S.

リーの核酸モデルとして､ペプチドリボ核酸(PRNA)を設計 ･合成した (図8)0

ホウ酸類を外部因子とする5--アミノピリミジンリボヌクレオシド塩基部配向の

anti≒syn配向制御を実現するために必要な構造条件として､①ホウ酸と可逆的

にホウ酸エステルを形成するために必要な2',3'-cis-ジオール､②塩基部2位カ

ルボニル基と水素結合形成可能な5'位水素結合供与基を有する必要がある｡しか

し､この様な構造的必要条件は天然DNA･RNAでは当然満足されず､従来報告

されている膨大な種類の核酸モデル化合物でも満足されない｡そこで､①と②の

条件を満足すると共に､様々な塩基配列を有するモデルが容易に合成可能であり､

天然核酸と同程度の核酸塩基の繰 り返し距離を有する核酸モデルとしてγ -

PRNAを設計 ･合成した｡また､主鎖としてα-Helix構造を持っことが期待さ

れるα-PRNAも合成した｡

α-pRNA､γ-PRNAいずれのモノマ｣こおいてもリン酸緩衝液中ではピリミ

ジン塩基部はant嫡己向を優先するのに対し､ホウ酸添加に伴いsyn配向優先に変

化することがCD,lH-NMR 6･

NOEスペクトル検討により明

らかとなった｡

さらにFmoc保護PRNAモノ

マーを合成することにより､自

動･半自動固相合成法-の適用

が可能となり､種々の配列を有

するオリゴpRNAが簡便かつ

高収率で合成可能となった｡

ホウ酸類よるオリゴpRNA

のantl'-Syn配向制御について

もCD,NMR-NOEを用いて検

討した｡図9にγ-PRNAのリ

ン酸緩衝液にホウ砂を添加した

系におけるCDスペクトル変化

を示した｡リン酸緩衝液中では

3

0

i_10

∈PN∈
06apJcIoL
X
【

0]

0 【Na2B407】/mM00.060.120.200.400.791.361.92

210 250 300 350

Wavelength/nm

Fig･10CDspectrachangesof(isoGln(5.U)){Lys･HCl

withincreasingCOnCentrationsofNa2B.0,inphosphate

buffer;luracilbase]-1.0xlOL4M.
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Table1TvaluesofPRNAcomplexeswithcomplementaryDNAm

yIPRNA Tm/oC
orOligodeoxyribonucleotide Complement Additive

None 20rriMBorax

NIもーUUUtm -Lys-OH d(A)8 52.8 <0
(T)8 d(A)8 45.0 56.9

NH2-UCUCUCUC-Lys-OH d(GpApGpApGpApGpA) 49.2

NH2-UCUCUCUC-Lys-OH d(ApGpApGpApGpApG) 41.6

0

0
く

く
Solvent:PhosphatebuffTer(1/30MKH2PO｡-1/30MNa2HPO｡,pH7･2)

anti配向を優先することが示されたのに対し､ホウ砂を添加することにより

PRNAモノマーや5'-アミノピリミジンリボヌクレオシドより効率よくsyn配向

が誘起されることが明らかとなった｡この外部因子による塩基部配向変化はlH-

NMRNOEスペクトルによっても確認され､PRNAは外部因子によって可逆的に

塩基部配向制御が可能なはじめての核酸モデルであることが示された0

最後に最も重要なターゲットDNA･RNAとの錯形成挙動､錯体安定性､そし

て錯形成･解離制御能を検討するために相補的塩基配列を有するポリヌクレオチ

ドを用いて､ホウ酸類添加に伴う錯形成 ･解離挙動について検討した0

pRNAオリゴマーは固相合成法を用いて得た｡PRNAオリゴマーの塩基認識能

を融解温度 (Tm)を指標として､相補的塩基配列を有するDNAを用いて検討し

た｡各コンプレックスの塩基ユニット比はUVスペクトルの淡色効果のJobプ

ロットから1:1であることが明らかとなった｡また､非相補鎖との混合溶液で

は淡色効果､Tmともに観測されなかったことから､PRNAとDNAの錯体は核酸

塩基間の特異的水素結合により形成されていることが明らかになった｡ウリジン

を有するPRNA8量体とd(A)8のリン酸緩衝液中における7h 値は､DNA錯体の

Tmと比較すると8℃高い値を示しPRNAは天然核酸と比較してより安定な錯体

を形成することがことが明らかになった (表1)｡また､UrdおよびCydを交互

に有するPRNAの場合､アミノ末端と天然核酸の3.末端を同じ側に有する二重

鎖がより安定に存在することが明らかになった｡

一方､ホウ酸を添加するとPRNAとDNAの混合系ではどの系においてもTm

および淡色効果は観測されなくなり､PRNAの塩基部がsyn配向を優先するため

DNAとの塩基対形成が困難になったためと考えられる｡また､ホウ酸エステル

形成にともなうホウ素上に生じる負電荷による両鎖の静電的な反発も塩基対解離

Compkxation

Borax
========::≡ + ⑦ot

Decomplexation

/十＼

Fig･11Schematicdrawingofon-offswitchingofcomplexationbetweenPRNAandDNAbyborax･
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の要因として考えられる (図 10)0

以上のようにペプチドリボ核酸 (PRNA)という新しいカテゴリーの分子を用

いることにより､従来の単なる核酸の認識から一歩進んで､認識の外部因子によ

る制御を行う新たな方法論を提案し､いくつかの具体例でその有効性を実証した｡

この方法論は一般性を有し､緒言で述べたように次世代の遺伝子治療用アンチセ

ンス分子としてだけでなく､DNAチップなどの遺伝子診断薬や分子生物学-の

応用も大いに期待され､現在精力的に研究を展開している｡
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