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アンチジーン医薬品 
 

はじめに 
	
 人工核酸を用いる遺伝子治療は、標的とする DNAや mRNAなどの核酸に対
して相補塩基を配置することにより選択的に結合できる原理を基盤とするもの

であり、核酸の化学合成が開始された当初より、核酸化学者の夢であり到達す

べき目標でもあった。遺伝子治療法として、mRNAを標的とするアンチセンス
法、１—４）DNA二重鎖を標的とするアンチジーン法がその代表的なものである。
５—７）最近では、RNA干渉８）が発見されて以来、短い二重鎖 RNAからなる siRNA
を用いるいわゆる RNAi法も盛んに研究されている。９）さらに、転写因子など

が結合する DNA二重鎖領域と同じ構造を含ませる環状核酸誘導体などを用い
るデコイ法もある。１０）一方、悪性タンパク質に選択的に結合できる RNAの本
来もつ高次構造を利用した RNAアプタマー法も最近では、大きな注目を集めて
いる。１１）このように、様々な標的に結合できる人工核酸の開発は、国内外を問

わず活発に進められている。 
	
 本稿では、そのなかで DNA 二重鎖を標的とするアンチジーン法の最近の我々
の研究成果を含めて研究の動向について紹介する。 
 

１. アンチジーン法 
	
 DNAは細胞の核の中に存在するが、このような DNA を標的とするためには
医薬品として人工核酸には１）血中および細胞内の加水分解酵素に耐性、２）

化学的に安定、３）細胞膜と核膜透過性、４）低毒性、５）強力に標的塩基配

列部位に結合できる能力、６）塩基配列を認識できる能力の性質が求められる。
５－７） 

２.アンチジーン核酸の配向性 
	
 アンチジーン法の原理は、DNA二重鎖に対して３本目の核酸が結合すること
を基盤とするものであるが、その結合様式は２通りある。２つとも、３本目核

酸の塩基がプリンーピリミジン塩基対のプリン塩基と水素結合することで、平

面内に３つの塩基が連続して並ぶ構造をとることによって三重鎖形成が可能と

なる。１２、１３）図１で示すように、三本目の核酸の塩基の１′位の炭素の位置が外
を向いているものとそれと正反対になるものの２種類があり、前者がいわゆる

パラレル配向であり、後者がアンチパラレル配向のものである。パラレル配向



 3 

のアンチジーン核酸は、塩基間で水素結合をするとき方の鎖と同じ方向性（３′→
５′）をもっている。 
 

 
図１ パラレル配向型の三重鎖形成核酸（TFO）とその塩基 
 

 

図２ アンチパラレル配向型の三重鎖形成核酸（TFO）とその塩基 
 

２. パラレル配向のアンチジーン核酸の研究 
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 まず、三重鎖核酸が形成できることは、最初にプリンリッチな塩基配列に酸

性条件で結合できるものが報告され、これは、図１で示すように、DNA二重鎖
中の A-T塩基対と G−C塩基対に対して３本目の単鎖 DNAが Aと Gにそれぞれ
Tとプロトン化された Cが結合することで形成されている。１２、１３） 
	
 しかし、細胞内の核の中の pHは７.２−７.４であり、弱アルカリ性である。そ
のため、このようなアンチパラレル配向型の三重鎖核酸は自然界では形成され

るとは考えられない。そのため、この水素結合様式を保持しつつ、中性条件で

も塩基対形成できる人工塩基が開発されている。１４－１９） 

 

 
図３ パラレル型配向性をもつアンチジーン核酸に導入された人工塩基 
 
	
 しかし、それらの多くは合成に多工程かかったり、A-T 塩基対と G−C 塩基対
に対する結合力が弱かったりで、実用化されていない。このような現状のなか、

我々は、これまでの三重鎖形成核酸の分子設計が主に水素結合部位の構築に費

やされていたが、視点を変え、上下の塩基とスタッキングできる人工塩基に着

目した。Saenger らは、ポリ-2-チオウリジル酸が２分子で右巻きの二重らせん構
造をとることを報告した。２０）これは２分子間の s2U塩基同士が塩基対を形成で
きるとわかっている。また、高度好熱菌の tRNAは、高温でも高次構造を維持で
き、2-チオウラシル基が連続的にスタッキングすることにより、安定な二重鎖が
形成されていることがその耐熱性がウラシル塩基の代わりに導入されていた２-
チオウラシル基の強いスタッキング能力により獲得されていることがよく知ら

れていた。２１、２２）一方、２−チオウリジンはウリジンと比べ、糖部コンホメー
ションがRNA二重鎖でみられるC3′-endoにより強く偏っていることも報告され

ていた。２３）一般に、パラレル型三重鎖中の本目の鎖のコンホメーションは

C3′-endoをとっている。したがって、C3′-endoに偏ったコンホメーションをもつ
s2U塩基をもつ 核酸はエントロピーロスが少なく、結果的にΔHが大きくなり、
結合能が高くなると考えられた。そこで、この 2-チオウラシル基を３本目の鎖
に導入し、スタッキング効果により、三重鎖核酸の安定化効果を期待し、2-チオ
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ウラシル基を導入したオリゴヌクレオチド（TFO）の合成を検討した。その結果、
図３に示すように、ヘアピン型 DNA 二重鎖に対して、T6C(s2T)4CT3を結合させ

たところ、未修飾のオリゴマーT6CT4CT3より 14.4˚Cも高い熱融解温度を示した。
２４）s2Tのチオカルボニル基は下流の s2Uとスタッキングしている。 

 
図４  s2Tと s2U塩基のスタッキング効果によって耐熱性を獲得した tRNAと 2-
チオウリジンの C3′-endoのコンホメーション特性 
 

	
 一方、先に報告された人工塩基のうち、8-オキソアデニン(o8A)塩基１７－１８）に

着目した。この塩基は、天然塩基の場合には通常アンチ型に塩基が存在してい

るが、この人工塩基は、８位のケトン基のかさ高さによって、シン型に偏って

いて、その水素結合部位がプリンの背後にちょうど位置している。そこで、こ

のケト基の代わりにチオカルボニル基に置換すれば、さらに大きくなりシン型

にもっと固定化されやすくなり、しかもスタッキング効果が期待できるものと

考え、この人工核酸を含む TFOを合成した。２６） 

 
図５ 2-チオチミン(s2T)と 2-チオウラシル(s2U)塩基を組み込んだ TFO 
	
 実際に 8-チオオキソアデニン(s8A)塩基を導入した TFOを合成し、ヘアピン型
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DNAと結合させたところ、散発的に配置するとあまり効果がないが、連続的に
配置すると、強い結合能をもつことがわかった。２５）図６に示す通りに、pH 7.0
では、シトシン塩基や o8A 塩基よりもはるかに優れた結合能をもつことがわか
った。pH 5.4 にしてもその特性には変化がなく、プロトン化されたシトシン塩
基とほぼ同等な結合能をもつことも明らかになった。 

 
図６  8-チオオキソアデニン塩基を含む TFOの強い DNA二重鎖との結合能 
 

	
 さらに、4つ連続した s8Aの前後に s2Tを２つずつ配置したところ、益々三重
鎖が安定化することがわかった。 

 
図７	
 8-チオオキソアデニン塩基を含む TFOの強い DNA二重鎖との結合能 
	
 このように、８つのチオカルボニル基をもつ人工塩基をただ並べただけでも、
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大きなスタッキング効果が認められた。このスタッキング効果は、図 7 に示す
ように塩基配列を変えても同様に現れた。この場合、s8Aを s2Tで両側を挟むこ
とによって、高い三重鎖結合能が獲得できることがわかった。２６） 
	
 また、興味深いことに、s8Aでなく m5s2C塩基を用いてもかなり、スタッキン
グ効果とこの塩基であると中性条件でも少しプロトン化が起こっているようで、

やはり強い DNA二重鎖に対して結合することがわかった。しかし、s8Aと m5s2C
との違いは、一本鎖 RNA と二重鎖 DNA との結合能に顕著に現れた。この s8A
が導入されると極めて大きな結合能に差が生じることがわかった。一方、m5s2C
では、識別能があまりないことが明らかになった。これは、アンチジーン法の

これまでの解決しにくかった大きな問題点でもあったが、この人工塩基 s8Aの活
用によって解決された。 

 
図７. s8Aと s2T塩基の３重鎖形成能をもつ修飾 DNA  
 

３. アンチパラレル配向のアンチジーン核酸の研究 
	
 アンチジーン核酸としてパラレル配向と逆のアンチパラレル配向で DNA 二
重鎖と結合できるものは、図２に示すように、A-Tと G−Cのプリン塩基に結合
できるチミン塩基 T とグアニン塩基 G がある。１２）	
 このアンチパラレル三重

鎖形成核酸でも、T と G のカルボニル基をチオカルボニル基に置き換えること
で、同様なスタッキング効果が期待できると考え、４−チオチミン（s４T）と６
—チオグアニン(s6G)を組み込んだ三重鎖形成核酸を構築した。 
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図８ s４Tと s6Gを組み込んだ TFO 
 

	
 アンチパラレル型の結合様式の場合、三重鎖形成能を調べるときに、パラレ

ル配向のアンチジーン核酸のときのように熱融解曲線からは判別しにくい。す

なわち、ハイパークロミシティーが弱く、そのためゲル電気泳動シフトアッセ

イで調べている。我々は、C-Myc P2 promoter領域に存在する 11merの GA配列
をもつヘアピン二重鎖に対するアンチパラレルの塩基配列をもつ DNA の単鎖
11merを結合実験をおこなったところ、Kd値が>800 mMであった。 
	
 4-チオチミン(s4T)塩基および 6-チオグアニン(s6G)塩基を組み込んだ DNA 
11merのヘアピン型 DNA二重鎖に対する Kd値をはかったところ 0.33という極
めて高い結合能を見いだすことができた。これは、2400 倍の結合力が増強した
こと意味している。さらに、HIV2 nef geneに存在する 13merの GA配列に対し
ても、同様にこのような アンチパラレル配向をもつアンチジーン DNA11 量体
と結合させたところ、この場合には、14倍の結合能力することがわかった。 
	
 一方、 二重鎖 DNAと単鎖 RNAとの認識能を調べたところ、この s4Tと s6G
を組み込んだ DNA11merは、単鎖 RNAにはほとんど結合できないことがわかっ
た。これらの結果は、mRNAに結合しにくく、DNAに効率よく結合できる基礎
的な性質を示したものであり、今後研究の進展が期待されるものである。 
 

おわりに 
	
 アンチジーン法による遺伝子治療の可能性は、それが言及されてから長い間

暗黙の中に閉じ込められていたように、筆者には感じられる。今、スタッキン

グという意外と強力な三重鎖を安定化できる因子を有効利用することで、すこ

し日が射してきたと実感している。今後は、人工核酸の毒性は細胞膜と核膜の

透過性に関するきめ細かい研究が必要であり、その方向性で研究を進めていき

たい。近いうち、この方法が臨床試験にも登場することを期待して筆を置く。 
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英文タイトル： Antigene Drugs 
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