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DNA，RNAの末端および内部に対する
化学修飾法の開発

１． は じ め に

PCR，マイクロアレイ，高速シークエンサーなど，現在

バイオ研究において頻繁に用いられている様々な遺伝子解

析技術には，多くの核酸化学の手法が用いられている．同

様に，アンチセンス，デコイ，アプタマーをはじめ

siRNA，microRNAなど，核酸は最近になって医薬品とし

ても再度注目を浴び，それらの生体内への導入効率や持続

性を向上させるためにも，化学的手法は不可欠になってい

る１）．また，二本鎖 DNAが電導性を示すといった新たな

性質も見出され２），今後は工学的技術の発展とも融合し，

より広範な領域において核酸が活用される可能性が高い．

これらの核酸の可能性を引き出して有効に応用するには，

核酸を任意に修飾して取り扱う化学的技術が必須であり，

今後はこれまで以上にそうした修飾技術の必要性が増すこ

とは間違いない．

DNA，RNAへの多くの化学的修飾法の中でも，それら

に対する機能性分子の導入や，固体表面への固定化に用い

られる技術が，将来的にも重要で汎用性のある修飾技術の

一つになると考え（図１），我々は「核酸の末端および内

部に対する化学修飾技術」に関する開発を行ってきた．そ

の結果，DNA，RNAの末端および内部修飾に対し，これ

までに用いられてきた修飾試薬よりも高い性能を有する新

しい化学試薬を開発し，その一部は実用化されるに至っ

た．本稿ではそれら一連の化学修飾の中で，初めに合成核

酸の５′末端への化学修飾に必要なリンカーの開発について

述べ，続いて核酸の鎖内ならびに３′末端に対する修飾法に

関して記述する．

２． オリゴヌクレオチドの５′末端修飾に利用する

アミノリンカーの開発

遺伝子の検出や解析には，DNA，RNAを蛍光標識し，

あるいは固相表面上に固定化する反応が必要になる３，４）．そ

のような反応は，プローブと標的遺伝子の相補的な結合が

阻害されないようにオリゴの末端部位に反応性のリンカー

を介して行われ，幾種類かのリンカーが用途に応じて使い

分けられている．中でも化学的に安定で，応用範囲も広い

“アミノリンカー”が，最も頻繁に用いられている

（図２a）．

このアミノリンカーには，直鎖の炭素鎖に一級アミノ基

が結合した構造が，全世界で広く用いられてきた（図２a

従来型（C６）リンカー）５，６）．５′末端にアミノ基が結合した

オリゴ（以下アミノ化オリゴ）は，オリゴ合成の最終段階

にアミノ化試薬をオリゴ末端に結合させて合成される．そ

の際，アミノリンカーの導入に失敗したオリゴが生成する

場合があり，それら“不良オリゴ”は，アミノ化オリゴの

図１ DNA，RNAの修飾部位と目的
内部修飾として DNA中の脱塩基部位への修飾を記載
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正確な濃度規定を妨げるため，アミノ化オリゴのみを精製

しなければならない．つまり，アミノリンカーの有無に応

じたオリゴの精製技術が必要となる．

アミノ基が結合（合成に成功）したオリゴでは，アミノ

基の保護基として非常に高い疎水性を有するモノメトキシ

トリチル基（MMT基）が結合している（図２b）．そこで

このMMT基の性質と逆相性のカラムの親和性を利用する

ことによって，MMT基をもつアミノ化オリゴを不良オリ

ゴから分離可能になる．しかしながら，アミノ基の有無に

よる分離が成功しても，このMMT基をアミノ基から除去

するには非常に強い酸性条件で長時間処理しなければなら

ず，酸性に不安定な DNAには不適切な精製であった．一

方で多くの遺伝子を同時解析する必要性から，多数のアミ

ノ化オリゴの需要が最近になって高まった．しかしながら

上記のような問題から，多数のアミノ化オリゴを短時間に

高純度で精製することは極めて困難であり，多くの場合に

は不十分な精製のみが行われた状態でユーザーに提供され

ていた．不十分な精製状態のオリゴを遺伝子解析に使用す

ることは，得られるデータも安定せず，十分な検出感度も

得られないといった本質的問題にも直結することであると

考えられる．

また，従来のアミノリンカーではアミノ基の反応性が不

十分であるために，アミノ基に機能性分子を導入する場合

には，必要以上に多くのアミノ化オリゴが必要とされるこ

とになる．そのため，医薬品などのように化学修飾した核

酸を大量に必要とする場合，このアミノ基の反応性は合成

コストの面からも大きな障害になる．

これらのアミノ化オリゴの精製と反応性における問題点

から，我々は，�複数のアミノ化オリゴのハイスループッ

ト精製を可能にし，�高い反応性を発揮する，という二つ

図２ アミノリンカー試薬
a５′-末端に結合したアミノリンカーの構造，b アミノ化オリゴの簡易逆相精製のスキー
ム，c FITC標識反応（４０度，３０分後の分析）
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の課題を達成する新しいアミノリンカーの開発を目指し

た．

我々はまず初めに，アミノ化オリゴと標的分子との水溶

液中における会合効率を疎水的相互作用によって増加させ

ようと考え，一級アミノ基の近傍に，ナフタレン，または

アントラセンなどの芳香族基を連結したアミノリンカーを

設計した．また，導入された疎水性基は，逆相カラムへの

アミノ化オリゴの親和性を高めるため，精製も簡便化され

ることも期待した．実験の結果，芳香族基を有するアミノ

リンカーは，水溶液中において活性エステルと効率良く反

応し，精製効率においても従来のアミノリンカーより優れ

ていることが明らかになった７）．しかしながら，このアミ

ノリンカーの安定性試験を行ったところ，ある条件下にお

いて，わずかだが一部の構造が分解するという結果が得ら

れてしまった８）．また，芳香族基を導入したことにより，

リンカー試薬の単価が従来型よりも上がることになり，こ

の芳香族基結合型アミノリンカーの実用化は断念すること

になった．そこで，化学的性能を維持しつつ，「安定性」と

「低コスト」といった実用的ニーズにも応じ得る新しいリ

ンカーの開発を目指し，再度リンカーの改良に取り組んだ．

芳香族基結合型アミノリンカーの構造を基に，幾つかの

新しい構造のアミノリンカーを合成して性能を評価した結

果，アミノ基に隣接した直鎖の構造にカルバメート基を導

入した場合，隣接するアミノ基の化学的性質が変化するこ

とを見出した８）．一般的な一級アミノ基の pKaは１０程度で

あり，中性～弱アルカリ性緩衝液中では一部のアミノ基は

プロトン化されている．そのため，この高い pKa値はアミ

ノ基の活性エステルなどへの反応収率を低下させる原因に

なっている．しかしながらカルバメート構造は，わずかに

電子を引き寄せる効果を有するため，隣接したアミノ基へ

のプロトン化を抑制し，その pKa値を低下させる効果があ

ることを見出した．このカルバメート構造の隣接基効果

は，アミノ基とカルバメート構造との距離が離れるにつれ

て減少し，炭素二原子分離れた「アミノエトキシカルバ

メート」構造（図２a，第二世代型 ssRリンカー）がオリ

ゴ合成とアミノ基への反応性の観点からは最適であること

を明らかにした．一例として図２cに各アミノリンカーが

結合したオリゴヌクレオチドの FITCによる標識効率の結

果を示す．カルバメート構造とアミノ基の間に炭素三原子

を有する ssProリンカー（図２a，b）の反応性は，炭素二

原子離れた ssHリンカーより大きく低下することがわか

る．このカルバメート構造とアミノ基の距離の効果に加

え，その連結部位に置換基（R）を導入した場合，置換基の

分子量に依存してアミノ基の反応性が増加するという結果

も得られた８）．これは，導入した置換基が嵩高いほど，ア

ミノ基と置換基の anti 型配置が促進され，アミノ基とカ

ルバメート酸素原子との間の分子内水素結合が形成される

ようになり，その結果アミノ基の求核性が変化したためで

あると考えている．

このような化学的性質によって新型の ssRリンカーで

は，アミノ基の保護基であるMMT基が，弱酸性条件下５

分以内という極めて短い時間で完全に除去されるようにな

り（図２b），逆相カラムによるオリゴの精製を素早く行う

ことが可能になった．また，この新型アミノリンカーは蛍

光色素をはじめ（図２c），アミノ酸，コレステロールなど

に対しても効率良く反応し，従来型リンカーよりも高い収

率で目的物質が得られることも示された９）．

開発した ssRリンカーには，複数の構造が含まれる．そ

の中で最も安定で低コストである“ssHリンカー”（図２a）

の性能が試薬会社に認められ，現在では核酸合成会社や研

究機関を対象に同試薬は全世界に向け販売されている．一

般の核酸受託合成でも利用されるようになったことで，

ssHリンカー結合 DNAを搭載した DNAチップも製作さ

れ実用化されている．

３． DNA，RNA鎖の内部および３′末端を化学修飾する

試薬の開発

核酸の末端部位と同様に，DNA，RNAの鎖内もまた化

学修飾部位として頻繁に利用される．特に生体より回収し

た核酸を検出する場合には，鎖内の特定部位に対して選択

的に蛍光色素などの化合物を共有結合させる方法が取られ

る場合が多い．鎖内への修飾には幾つかの方法があるが，

その中でも核酸中のアルデヒド基に対してアミノ基などの

求核剤を結合させる方法は代表的標識法の一つである．

核酸中のアルデヒド基の生成部位の一つに，塩基と糖の

結合が加水分解されて生じた脱塩基部位（AP site）１０）が挙

げられる．この脱塩基部位は種々の環境因子によってゲノ

ム中に生成する他に，デオキシウリジンを DNAに中に取

り込ませた後に酵素（ウラシル DNAグリコシラーゼ；

UDG）を作用させることによって人為的に DNA中に生成

させることも可能である．また RNAでは，酸化によって

３′末端特異的にアルデヒド基を発生させることもでき，

RNAへの機能性分子の導入をはじめ，RNAの検出にこの

アルデヒド基が利用される場合もある．このようにアルデ

ヒド基は核酸に化学修飾の場を提供する重要な構造であ

り，それに反応する試薬は，アミノリンカーと同様に高い
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汎用性を有すると言える．

アルデヒド基（―CHO）に反応する有機基として，既述

のアミノ基が挙げられるが，反応して生成するシッフ塩基

（Shiff base；―C＝NH―）は，可逆的結合で不安定であるた

め，さらに還元して安定化（―CH２―NH―）しなければなら

ない．これに対し，アミノオキシ基（NH２O―）は，結合体

も通常の生理的条件下では安定であることから，幾つかの

アミノオキシ誘導体がアルデヒド基検出用試薬にすでに利

用されている１１，１２）．しかしながら，それらは必ずしも核酸

に対して高い反応性を示すようにデザインされていなかっ

た．我々は，核酸に対してより高い反応性を発揮するアミ

ノオキシ基含有試薬を開発するため，同基の核酸への親和

性を改善することを考えた．そこで核酸塩基とスタッキン

グする芳香族基，あるいは負電荷の核酸と静電的，親水的

相互作用が可能なグアニジノ基をアミノオキシ基の近傍に

それぞれ連結した試薬を合成した（図３b）．

合成した幾つかの試薬を用い，DNA中の脱塩基部位に

対する反応性を調べたところ，芳香族基のみが導入された

［アミノオキシ基］―［芳香族基］誘導体は水に難溶であり，

反応性も市販品と同等であった．一方，グアニジノ基のみ

を有する［アミノオキシ基］―［グアニジノ基］誘導体は，

芳香族基単独の化合物よりも早い反応速度を示したが，芳

香族基とグアニジノ基の双方を分子内に有する［アミノオ

キシ基］―［芳香族基］―［グアニジノ基］誘導体では，いずれ

の化合物よりも極めて高い反応効率が得られることが明ら

かになった１３）．これは，芳香族基とグアニジノ基の相乗的

効果によって，試薬分子の核酸への親和性が増強された結

果，高い反応効率が獲得できたと考えている．

続いて実際の遺伝子検出に開発した試薬を用いるため，

ビオチンを試薬に導入した（［アミノオキシ基］―［芳香族

基］―［グアニジノ基］―［ビオチン］）（図３a）．この試薬を用

い，合成 DNA中の脱塩基部位を調べたところ，我々の開

発した試薬は，同一条件下では市販の試薬よりも高い感度

で脱塩基部位を検出できることが明らかになり（図３c），

仔ウシ胸腺由来 DNAを用いた実験でも同様の結果が得ら

れた１３）．同様に同試薬は，RNAの３′末端に生成したアル

デヒド基に対しても，極めて素早く反応するという結果を

得ており，核酸の内部と末端に対する有効な化学修飾試薬

であることが示された．

４． お わ り に

遺伝子解析技術では，今後も一層の高性能，高速化が進

図３ 新型アルデヒド標識試薬
a 合成した試薬（aoN-g-bio）の構造，b 二本鎖 DNAに対する反応の模式図，c デオキシ
ウリジン含有 DNAを UDGで処理した後に試薬と反応させ，イムノプレートで測定した結
果（◆，○ aoN-g-bio，△ARP（市販試薬））．
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行することは疑いようがない．それと同時に，我々にとっ

ても遺伝子解析から得られる結果がさらに身近になり，

様々な場面で生活に利用される機会が増えることが予想さ

れる．一方で，そのような遺伝子解析技術の発展とも並行

して，医薬，工学分野において核酸が有効な素材としての

役割を果たすことで，その応用範囲がさらに広がる可能性

も高い．しかしながら，こうした広範な需要に対応するに

は，品質と性能が均質な核酸が，より安価で安定して供給

されなければならず，今回我々が開発した試薬は，そのよ

うな現実的需要の一部に応じるものであると考えている．

今後も核酸の潜在的性質を引き出すような修飾技術を開発

し，未知な応用分野に対しても核酸の利用を進めたいと考

えている．
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DNA損傷応答機構によるテロメアの維持

は じ め に

真核生物の染色体は直線状であるが，その両末端部位は

テロメア（telomere）と呼ばれる．テロメアは，特徴的な

繰り返し配列をもつ DNAと，そこに局在するタンパク質

からなる．DNA損傷によって生じた DNA二本鎖切断

（double-strand break）は，DNA損傷応答（チェックポイン

トおよび損傷修復）を引き起こす．一方，テロメアの DNA

末端は生理的なものであるため，チェックポイントおよび

修復機構による認識から逃れる．しかし，細胞はテロメア

の維持のために，DNA損傷応答機構を巧妙に利用してい

ることが明らかになりつつある．

１． 二本鎖切断末端修復機構

DNA二本鎖切断は重篤な DNA損傷であり，その修復

機構は制限酵素により生じた DNA末端を DNAリガーゼ

でつなぎあわせるような単純なものでない．そのため，生

物は，大きく分けて，相同組換え（homologous recombina-

tion）と非相同末端結合（non homologous end joining）と

呼ばれる二つの機構を備えている１）．二本鎖切断の修復は，

Mre１１-Rad５０-Nbs１脚注１（MRN）複合体が DNA末端を認識す

ることにより開始される．Mre１１は，エキソヌクレアーゼ

活性，また，Rad５０は，ATPase活性を持つ．一方，Nbs１

には酵素活性は見いだされていない．MRN複合体の機能

は大きく分けて三つある．一つは，DNA二つの末端をで

脚注１：NBSは，nijmegen breakage syndromeの略，Nbs１
は，nibrinとも呼ばれる．
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