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研究成果の概要（和文）：生体内で安定なsiRNA分子の創製を目的として，3'-突出末端をホスフ

ィン酸型ジヌクレオチド誘導体で置換した新規修飾型siRNA分子を設計し，それらの合成を検討

した．二つ合成法についてそれぞれ検討したが，いずれの場合においても目的とするホスフィン

酸型ジヌクレオチドユニット（ジヌクレオチド誘導体）を効率良く合成することができなかった

．  
 
研究成果の概要（英文）：For the production of stable siRNA molecules in vivo, We have 
designed novel modified siRNA molecules that contain phosphinate type dinucleotide 
derivatives at 3'-end. Though we examined various synthetic routes of phosphinate type 
dinucleotide derivatives, we could not find effective synthetic route. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の様々な研究により，RNA分子は細胞
内において，転写制御や転写後遺伝子制御な
ど多様な機能を担っていることが明らかと
されつつあり，分子細胞生物学やバイオテク
ノロジーをはじめとして遺伝子疾患や遺伝
子治療への短鎖RNA分子の応用が検討されて
いる．これら RNA分子の機能のうち，RNA干
渉（RNAi）は現在最も研究されている転写後
遺伝子抑制効果であり，その発見以降，遺伝
子抑制ツールとして様々な生物種に利用さ

れてきた．その RNAi効果の発現機構は未だ
不明な点が多々あるものの，現在，哺乳類細
胞へのRNAiの適用には，3'-末端に2塩基の
突出をもつ 21ヌクレオチド程度の短鎖二本
鎖RNA（siRNA）分子を用いた場合，効果的に
遺伝子発現を抑制できることが明らかとな
っている．しかしながら， siRNA分子を細胞
や生体試料に利用する際，天然型siRNA分子
が生物学的に不安定であることから，なんら
かの化学修飾により安定化する必要がある．
この観点から，これまでに様々な修飾型
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siRNA分子の創製研究が行われてきたが，天
然型siRNA分子と同等なRNAi効果を維持し，
且つ生物学的安定性をもった修飾分子の報
告例は少ない． 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究は，天然型 siRNA分子の 3'-突出末

端構造に着目し，RNAi効果を維持した生物学
的に安定な新規修飾型siRNA分子の創製を目
的としており，それを RNAi効果の発現機構
の詳細を明らかとするための分子プローブ
に活用すると共に，遺伝子抑制ツールとして
利用可能な汎用性の高い修飾型siRNAを見い
だすことを最終目的としている． 

新規修飾型 siRNA分子の設計にあたり，
RNAi効果の発現過程においてsiRNA分子との
結合に深く関与しているタンパク質群のう
ち，PAZドメインに着目した（Fig. 1）．  
 
 

 
 

このPAZドメインとsiRNA様短鎖RNA分子
とから成る複合体の構造情報は明らかとさ
れている（Fig. 2）． 

これらの情報に基づき，siRNA分子の 3'-
突出末端のジヌクレオチドを連結している
リン酸ジエステル結合を非加水分解性の等
価体であるホスフィン酸型あるいはジフル
オロメチレンホスフィン酸型に化学修飾す
ることで，siRNA分子に生物学的な安定性を
付与できるものと考えた（Fig. 3）． 
 
 

 
 

そこで，これらのホスフィン酸型ジヌクレ
オチドユニットの合成法の確立および siRNA
分子に組み込んだ場合の有用性について検
討することとした． 
 
 
 
３．研究の方法 
3'-突出末端ユニットの核酸塩基部は，こ

れまでの知見からウラシルを導入すること
とした．まず，これらジヌクレオチド誘導体
の効率的な合成法を確立した後，DNA/RNA固
相合成法を適用し新規siRNA分子を合成する
（Fig. 4）．その後，新規 siRNA分子の物理
化学的性質（二本鎖RNA分子の熱的安定性や
その二本鎖構造）や酵素（3'-エキソヌクレ
アーゼ）耐性を明らかとし，RNAi効果につい
て検討することとした．標的とするホスフィ
ン酸型ジヌクレオチドユニット（ジヌクレオ
チド誘導体）の効率的な合成法を確立するた
めには，多官能基性のヌクレオシドを基質と
した炭素-リン結合形成反応が鍵になると考
えられる．そこで申請者は，官能基選択性が
高いラジカル反応に着目し，この反応をジヌ
クレオチド誘導体の合成に適用し，汎用性の
ある合成法を確立することを検討した． 



 
 
 
４．研究成果 

ホスフィン酸型ジヌクレオチドユニット（

ジヌクレオチド誘導体）の合成にあたり，二

つ合成法を考案し，それらについて検討した

．すなわち，その一つとして，5’位にアルケ

ニル基を有するウリジン誘導体と次亜リン酸

ナトリウムとの分子間ラジカル反応を鍵反応

とする段階的な合成法（ウリジンより誘導し

た5'-アルケン体を次亜リン酸ナトリウムで

処理しH-ホスホネート体とした後，3-メチレ

ンフラノシド誘導体と処理することで，ホス

フィン酸誘導体を合成した後，ウラシル塩基

を導入し，種々保護基の変換を行い，目的と

するジヌクレオチド誘導体へと誘導する合成

法）について検討した（Scheme 1）． 

その結果，目的とするジヌクレオチド誘導

体の生成はわずかに確認できたものの，効率

良く合成することができなかった．これは，

用いた保護基や反応条件が不適切であったた

めであると考えられ，今後この点に関して更

に検討する必要がある． 

 

 

 

また，もう一つの合成法として，シリルケ
タール基を利用した分子内ラジカル環化反
応を鍵反応とする合成法についても検討し
た．すなわち，まず 5’位にアルケニル基を
有するウリジン誘導体と 3’位にエキソメチ
レン基を有するリボース誘導体との連結反
応について検討したところ，望みとするシリ
ルケタール体の生成は確認できなかった
(Scheme 2)．  
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