
 0

 

 

「ゲノム化学に基づくウイルス感染症に対する新規遺伝子治療薬の開発」「ゲノム化学に基づくウイルス感染症に対する新規遺伝子治療薬の開発」「ゲノム化学に基づくウイルス感染症に対する新規遺伝子治療薬の開発」「ゲノム化学に基づくウイルス感染症に対する新規遺伝子治療薬の開発」    

 

 

 

 

 

 

             日本大学大学院総合科学研究科 

                 生命科学専攻 

 

 

 

                  井口晃史 

 

 

 

 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    



 1

目次目次目次目次    

 

 

第１章 研究の背景・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・2 

 

第２章 序論 

 

 1. 新興感染症 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・3 

 2. SARS・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4 

  3. インフルエンザ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 

 

第３章 本論 

 

 1. ゲノム化学に基づく創薬 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・9 

  2. 遺伝子発現制御薬・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・12 

 3. リボザイム・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・14 

  4. ピロールイミダゾール (PI) ポリアミド・・・・・・・・・・・・・・・・・17 

 5. 研究：新規遺伝子発現制御薬ピロールイミダゾールポリアミドの RNA結合への性

質の検討 

  背景と目的 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・19 

  方法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・20 

  結果 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・23 

 

第４章 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・28 

 

第５章 総括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 2

第１章第１章第１章第１章    研究の背景研究の背景研究の背景研究の背景    

 

 

 医学領域での研究の目的は、癌や腎臓病など未だに治らない病気が多く存在している

事実に基づき、病態解明、新規診断法や治療法の開発により、難治性疾患で苦しんでい

る患者さんに光明をもたらし、人類を幸福にすることである。しかしながら最近では医

学領域だけでの研究では健全な医療を創成するには不十分であり、環境学、生物学、経

済学を含めた統合的領域から健全な医療を創成する試みがなされている。 

これまでの治療法の開発として、人類は細菌を殺すために抗生物質を発見し開発して

きた、。現在では第 4 世代の抗生物質により老人の肺炎をも改善するが、一方で抗生物

質の乱用による緑膿菌、MRSA、VRE など抗生物質の効かない弱毒菌による日和見感

染がはびこり、現在の医療で大きな問題であり、多大な医療費の無駄使いとなっている。

地球には微生物が存在し、その後人類が誕生した後共存し生命を営んでいたが、人類が

抗生物質という武器を手に入れエゴイズムで細菌を殺してきたところ日和見感染と言

う微生物の逆襲にあっていると言える。一方、中国などでは急速な経済成長の反面、大

気汚染、水質汚濁、土壌汚染、廃棄物問題等の環境汚染問題が深刻化している。ダイオ

キシン類等の汚染が拡大し生態系を狂わせ、環境ホルモンとして生殖細胞の寿命が短縮

し、中国の人口は減少している。これらは健康と医療問題として解決が急務である。さ

らに SARS、鳥インフルエンザなどの人畜感染症および新興感染症が起こっており、

地球上での人類、植物、動物、微生物が共存すべく環境および生態系が崩れたことによ

る生命体への負の連鎖により世界の人口にも影響を与えている。これらの弊害は学問と

して医学、生物学、薬学などが縦割りになっているためそれぞれの分野でのみ研究をし

てきた結果である。 

 ゲノム化学とは、ゲノムに限らずプロテオミクスをも含む広い範囲のバイオロジーの

分野において化学を活用する研究全般を指し、ゲノム創薬、遺伝子診断、バイオチップ、

バイオセンサー、バイオ材料などきわめて広い応用分野がある。 ヒトの遺伝子構造の

解読が完了し、ポストゲノムの時代に入り、ゲノム化学が今後の医療の中核をなすと考

えられる。 

このように今後人類の共存と発展を育む地球社会システムを形成するためには、医学、 

環境学、生物学、工学、人口学、経済学などが融合した学問領域での研究が必要である。

特に、ゲノム化学に基づくウイルス感染症に対する新規遺伝子治療の開発は融合科学と

して重要である。今回、総合科学研究科生命科学専攻にて、私がこれまで行ってきたウ

イルス感染症に対する新規治療法開発を融合領域科学として、ゲノム化学に基づいた新

規バイオ医薬の開発を試みた。 
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第２章第２章第２章第２章    序論序論序論序論    

 

 

1. 1. 1. 1. 新興感染症新興感染症新興感染症新興感染症    

新興感染症とは、その発症がにわかに注目されるようになった感染症に対する総称で

ある。通常は新興感染症例は局所的あるいは、人物の移動による国際的な感染拡大が公

衆衛生上の問題となるような感染症について取り上げられる (1, 2)。病原体としてはウ

イルス、細菌、スピロヘータ、寄生虫など様々でウイルスによるものとしてはエイズ、

エボラ出血熱、ラッサ熱、severe acute respiratory syndrome (SARS)、インフルエン

ザなどがある (3)。 

 世界保健機関（WHO）の定義によると新興感染症は「かつては知られえていなく、

この 20 年間に新しく認識された感染症で局地的に、あるいは国際的に公衆衛生上の問

題となる感染症」とされている (4)。この定義は 1990 年に初めて発表されたものであ

り、1970年以降に発生したものが新興感染症として扱われている (5)。 

新興感染症はエマージングといい、そのウイルスはエマージングウイルスという。最

近話題になったものにエボラ出血熱、マールブルク熱などがある。このような新しい感

染症がなぜ起きるのか。一つはウイルス側の事情にある。ウイルスはしばしば変異を起

こす。新しいウイルスに対してヒトは必ずしも十分な対応がとれない。人間側の原因と

しては、森林の伐採などにより自然環境を破壊した結果、森林の奥深くに生息する動物

が保有する病原体を顕在化してしまった、ということが挙げられる。また、交通手段の

発達により、人的、物的輸送が拡大し、高速化した現代において、一地方に出現したウ

イルスが瞬く間に world wide に拡散してしまうこと、などがあげられる。人間の側か

ら見れば、ウイルスの襲撃を受けたようにみえるが、実際は人間の営みがウイルスを含

めた野生動物との共生関係を崩したことが原因である。 

ウイルスは DNAもしくは RNAの遺伝情報と増殖に使う酵素蛋白を持つだけで、自

らの代謝系を持たないため、宿主動物に感染して初めて生き、殖えることが出来る。よ

って野生動物と共生するウイルスは宿主を殺すことはせず、感染しても病気は発症しな

い。熱帯雨林に生息する野生動物に寄生しているウイルスは約 3600種あるとされ、そ

れらのウイルスはおのおの野生動物を自然宿主として、自然に世代交代を続けている。

しかし人間は熱帯雨林を開発して野生動物を追い払い、野生動物を人間社会に持ち込む

という、自分勝手な行動をし始めた。その結果、野生動物を自然宿主にしているウイル

スが開発によって行き場を失った動物と共に人間社会に入ってきた。ウイルスは自然宿

主には無害でも新しい宿主に遭うと猛烈な攻撃を開始する、というのがエマージングウ

イルス出現のパターンである。 

エマージングウイルス感染に対して抗生物質は無効であり、ワクチン生成も間に合わ

ないことが多い。今まで使用された抗ウイルス薬に代わり、新たな方法で製造された抗
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ウイルス薬の開発が必要である。したがって今後はゲノム化学に基づく遺伝子治療薬や

核酸医薬が有望であると考えられる。 

 

2. SARS2. SARS2. SARS2. SARS 

 2002 ~ 2003 年冬にかけて、新型肺炎の重症急性呼吸器症候群 (SARS) が中華人民

共和国の広東省で猛威をふるい、その高い死亡率と感染拡大の速さから感染発生国のみ

ならず全世界を震撼させた。世界 30 か国以上で 8400 名を超える症例と約 800 名の死

者がWHOに報告され (6)、総死亡率は、9.6%と推定された (7, 8)。 

 SARS の原因ウイルスは、従来とは異なるタイプの新たな SARS コロナウイルス 

(SARS-CoV) である (9, 10)。一般にコロナウイルスは約 20 nm の特徴的なスパイク

を持つエンベロープウイルスで直径 100 ~ 200 nmの円形、楕円形および多形成の形状

を示し、エンベロープに囲まれてゲノム RNAが存在し (図 1)、それに核蛋白が結合し

螺旋状のヌクレオキャプシドを形成している (11)。 

 

 

図 1. コロナウイルスの構造 (参考文献 11 より引用)。 

 

 

ゲノム RNAは現在知られるウイルス RNAとしては最大の約 31kb の(+)鎖 RNAであ

る (12)。ゲノム RNA5’ 末端には cap構造、3’ 末端には poly (A) が存在する。ゲノム

5’末端には約 70ベースから成る leader sequence があり、その下流にRNA polymerase 

(ORF 1a, 1b)、スパイク蛋白、エンベロープ蛋白、膜蛋白、核蛋白の順で存在する (図 

2)。コロナウイルスは種特異性が高く、固有宿主以外の動物に感染することは少ないが、

SARS-CoV はヒト以外にサル、ネコ、フェレットやマウス、ラットなどにも感染する 

(9)。SARS-CoVの高い病原性は、ウイルスの増殖に伴う直接的な細胞損傷というより、

ウイルスが誘発する宿主反応が大きく影響していると考えられる。このウイルスの発生

原はハクビシンが疑われていたが、キクガシラコウモリが保菌者であった。 
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図 2. SARS ウイルスゲノム構造 (参考文献 11 より引用)。 

 

 

したがって SARSは一種の人畜感染症といえる。 

 SARS-CoV はおもに飛沫感染によって拡がる。飛沫感染とは空気感染ではなく、咳

やくしゃみで飛んだ SARS 患者の唾液を吸い込むことによる感染である。飛沫は大き

いため、飛ぶ距離は通常 1m 以内である。しかし、SARS-CoV は空気や汚染された物

を介してもっと広範囲に広がる可能性もある。汚染された物を触ることによる感染リス

クを減らすために、石鹸と水で十分に手を洗うことを勧めている。 

 これまで SARS に罹患した患者に対し様々な治療が試みられ、その後も SARS-CoV

に特異的な新薬やワクチンが広く開発されてきた (13)。しかし効果的な治療薬の開発

のためにはさらなる実験的、臨床的研究が必要であり、これには遺伝子治療薬や核酸医

薬が有望であると考えられる。 

 SARSは 2003年 7月 5日の終息宣言以後は散発的に発生したのみであったが、今後

再流行する可能性は否定できない。また SARS 創薬で培われた経験は、今後新興ウイ

ルス感染症が発生した際に薬剤開発をする上で重要な経験となるであろう。 

 

3. 3. 3. 3. インフルエンザインフルエンザインフルエンザインフルエンザ    

 インフルエンザとはインフルエンザウイルスによる急性感染症の一種で流行性感冒

ともいう。発病すると、高熱、筋肉痛などを伴う風邪の様な症状があらわれる (14)。

急性脳症や二次感染により死亡する例もある (15)。本来はカモなどの水鳥を自然宿主

として、その腸内に感染する弱毒性のウイルスであったものが、突然変異によってヒト

の呼吸器への感染性を獲得したと考えられている (16, 17)。 

 インフルエンザとヒトとの関わりで、最も重大な転機は 1918 年から 1919 年にかけ

て発生したスペインかぜの世界的な大流行（パンデミック）である。これは規模、死亡

率の点で強力であり、感染者数 6 億人、死亡者数 4000 万〜5000 万人にのぼり、第一

次世界大戦終結の遠因ともいわれる (18)。その後、1957 年のアジアかぜ、1968 年の
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香港かぜと大きな変異を起こして世界的大流行を発生させ、スペインかぜ以降も、イン

フルエンザは毎年継続して感染流行を起こしている。さらに数年から数十年ごとに新型

のヒトインフルエンザの出現とその新型ウイルスのパンデミックが起こっており、毒性

の強い場合は多数の死者が出ている (19)。2009年には豚由来の新型インフルエンザの

パンデミックが発生し、大きな問題となった (20)。この 2009年型と毎年流行する季節

性が共に死亡率がとても低いことなどから「インフルエンザは風邪の一種、恐れる病気

にあらず」と捉える人が多くなったが、これは誤解である。インフルエンザの症状はい

わゆる風邪と呼ばれる症状の中でも特別に重く、区別して扱うことも多い。また風邪だ

から軽度の病気だというのは近年の認識であり、歴史的にはスペイン風邪、アジアかぜ

などの風邪と呼ばれたインフルエンザのパンデミックは、大勢の人間を死に至らしめた。

現在においても、パンデミック化した新型のインフルエンザは、人類にとって危険なウ

イルスであるとされる (21)。 

 インフルエンザの病原体はインフルエンザウイルスである (22)。ウイルスの分類上

は「エンベロープを持つ、マイナス鎖の一本鎖 RNA ウイルス」として分類されるオ

ルトミクソウイルス科に属する、A型インフルエンザウイルス (23, 24)、B型インフル

エンザウイルス (25, 26)、C型インフルエンザウイルスの 3属を指す (27, 28)。ただし

一般にインフルエンザウイルスと呼ぶ場合は、特に A 型、B 型のものを指し、その中

でもさらにヒトに感染するものを意味する場合が多い (29)。 

A型インフルエンザウイルスは、直径 80 – 120 nm程度のエンベロープを持つマイナ

ス鎖の一本鎖 RNAウイルスである (図 3A)。ただし患者から分離した直後に実験室で

培養したものでは 1 – 2 µm程度の繊維状の形態を示すことがある。インフルエンザウ

イルスのエンベロープは、ウイルスが放出されるときに宿主となる細胞の細胞膜を獲得

したもので、その表面には 10 nm程度の長さの 2種類のスパイクが存在しており、そ

れぞれHA (ヘマグルチニン)、NA (ノイラミニダーゼ) と呼ばれる (30)。またエンベロ

ープ表面には小数の M2 (マトリックス蛋白 2) と呼ばれるエンベロープ蛋白も存在す

る。エンベロープの内側には、それを裏打ちする形で、M1 (マトリックス蛋白 1) と呼

ばれる蛋白が局在しており、これが実質的な殻の役割を果たしている (31)。また、M1

の内側にごく微量の、NS2 (非構造蛋白 2) と呼ばれる蛋白が結合している。ウイルス

の遺伝子は 8つの分節に分かれている (図 3B)。遺伝子はそれぞれエンベロープ内部に

ある NPと呼ばれる核蛋白にらせん状にまき付いており、これがインフルエンザウイル

スではヌクレオカプシドに相当する (32)。また、それぞれのヌクレオカプシドの片側

には PA (RNA ポリメラーザαサブユニット)、PB1 (RNA ポリメラーゼβ1サブユニッ

ト)、PB2 (RNA ポリメラーゼβ2) の 3つのサブユニットからなる RNA依存 RNAポリ

メラーゼが結合しており、これによってmRNAの合成やウイルス遺伝子の複製が行わ

れる (33, 34)。A型インフルエンザウイルスにはHAとNAの変異が特に多く、これま

で HAに 16 種類、NAに 9 種類の大きな変異が見つかっており、その組み合わせの数
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の亜型が存在し、亜型の違いはH1N1 – H16N9といった略称で表現されている。 

 

       A 

                  

 

        B  

 

  

図 3. (A) インフルエンザ A 型ウイルス粒子の模式図 （参考文献 33より引用） 

(B) インフルエンザ A 型ウイルスゲノムの可能性のあるパンハンドル構造と配列 

パンハンドルはループ構造部分と I と II の部分に分けられる。(参考文献 34 より引用)  

 

 

B 型インフルエンザウイルスは、その特徴や臨床症状の点で A 型とよく似ている。

特に臨床症状からは A 型と B 型は区別出来ず、A 型と同様、ヒトインフルエンザの病

原体として重要である。B型インフルエンザウイルスの遺伝子分節のうち、NAとM分

節は A 型との違いが大きい。A 型の NA 分節が 1 種類の蛋白をコードしているのに対

して、B型では NAと NBという 2種類の翻訳開始点が異なる遺伝子がコードされてい

て、それぞれ合成される。また A型のM分節が選択的スプライシングによってM1と

M2 を合成するのに対し、B型では M1 と BM2という、翻訳開始点が異なる 2つの遺
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伝子がM分節にコードされていてそれぞれが合成される (35)。B型インフルエンザウ

イルスの HA と NA には A 型に見られるほどの多様性がない。このため亜型による分

類は行われない。 

 C 型インフルエンザウイルスは、構造や臨床症状の点で A 型、B 型との差異が大き

い。C型インフルエンザウイルスには、A型と B型が共通して持っている、HAとNA

という 2種類のスパイクがなく、その代わりにHE (ヘマグルチニン-エステラーゼ) と

呼ばれる、HA と NA の両方の役割を演じる 1 種類のスパイク蛋白を有する。また M

分節の発現機構が、A 型 B 型のどちらとも異なり、選択的スプライシングにより M1

と P42という 2種類の蛋白を合成した後で、P42が宿主の酵素によってM1’と CM2に

切断される (36)。C型インフルエンザウイルスの HEにも A型に見られるほど多様性

がなく亜型による分類は行われない。 

 A型、B型、C型の 3属のインフルエンザウイルルの中で、A型インフルエンザウイ

ルスは、特に突然変異によって変異型ウイルスが出現しやすい。インフルエンザウイル

スが変異する場合、重要視されるのはHAと NAの、2種類のスパイク蛋白の変異であ

る。これらのスパイク蛋白はウイルス粒子表面にあるため、ヒトに感染したときに体内

の抗体が結合して中和する抗原になるが、ウイルスに変異が起こると過去の感染によっ                    

て作られていた抗体と反応しなくなるため、感染を起こしやすく、また重症化しやすく

なる。またHAが大きく変異すると、レセプターとの結合性が変わった結果として、そ

れまでヒトに感染しなかった鳥や他の動物のインフルエンザウイルスがヒトに感染す

る。インフルエンザウイルスが変異を起こしやすい理由は、他のウイルスと異なり突然

変異のメカニズムを 2つ持っているためで、このメカニズムはそれぞれ連続変異、不連

続変異とよばれる。連続変異は、ウイルス核酸が一塩基単位で変異を起こすものである。

これは一般に言う遺伝子の突然変異と同じ機構である。不連続変異は、A型インフルエ

ンザウイルスなど分節した遺伝子を持つウイルスのみに見られる突然変異の機構であ

る。異なる亜型のウイルスが 1つの細胞に同時に感染すると細胞内で合成されたウイル

ス遺伝子や蛋白が集合するときに混ざり合い、結果として元のウイルスとは異なった組

み合わせの遺伝子分節を獲得した「合いの子」のウイルスが新たに生じる。HA、NA

以外のウイルス遺伝子についても同様の組み換えが起こる。特に、ヒト型のウイルスと

他の動物のウイルスとの間で組み換えが起きると、それまでヒトの間には存在しなかっ

た新型のヒトインフルエンザウイルスが出現する。 

 インフルエンザにはワクチンが製造されている。ワクチンの接種により仮にインフル

エンザにかかったとしも軽症で済むとされるが、個人差や流行株とワクチン株との抗原

性の違いにより、必ずしも十分な効果が得られない。その作製は孵化鶏卵を用いて行わ

れ、目的とするウイルス株を孵化鶏卵に接種して増殖させ、それを精製することで行わ

れる。ワクチンの製造には 6か月程度かかるため、次の冬に流行するウイルス株を正確

に予測することは難しい。また、新型ウイルスのパンデミックが起きたときには間に合
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わない。 

 インフルエンザには、その増殖を阻害する薬剤が数種類開発され、実際にインフルエ

ンザの治療に利用されている。実用化されている抗インフルエンザ薬はアマンタジン、

ザナミビル、オセルタミビル、ペラミビル、ラニナミビルの 5 種類である。このうち、

アマンタジン、リマンタジンは A 型インフルエンザウイルスの M2 蛋白を阻害するこ

とで、ザナミビル、オセルタミビル、ペラミビル、ラニナミビルは A 型または B 型イ

ンフルエンザウイルスのノイラミニダーゼを阻害することで、それぞれウイルスの増殖

を阻害する (37)。一方、これらの薬剤に対する耐性を獲得した、アマンタジン耐性イ

ンフルエンザウイルスやザナミビル、オセルタミビル耐性インフルエンザウイルスの出

現も既に報告されている (38)。特にアマンタジンでは耐性ウイルスが出現しやすい。

アマンタジン耐性は主に連続変異によってM2蛋白の構造が変化することによる。中枢

神経系への副作用が出ることと共に、本剤を使用する上での重要な注意点である。この

ような薬剤耐性ウイルスの出現に対抗するため、薬剤開発の取り組みが継続されている。

効果的な治療薬の開発のためにはさらなる実験的、臨床的研究が必要であり、これには

遺伝子治療薬や核酸医薬が有望であると考えられる。 

    

第３章第３章第３章第３章 本論本論本論本論    

 

 

1. 1. 1. 1. ゲノム化学に基づく創薬ゲノム化学に基づく創薬ゲノム化学に基づく創薬ゲノム化学に基づく創薬     

 1990 年代以降の遺伝子工学の急速な発展は、生物学に新たな分野を付与することに

なった。つまり、遺伝子工学の発展により、標的細胞にベクターを導入して形質転換さ

せたり、或いは特定の方法を用いて標的遺伝子を破壊するもしくはその発現を抑える、

といったように細胞の遺伝子の発現を制御出来るようになった。この結果、生物を遺伝

子レベルから研究することが可能になり、ヒトやイネを初めとする様々な生物のゲノム

解析が進んだ。ゲノム化学の研究の具体的な研究内容を二つ挙げておく。 

 任意の DNA塩基配列を修飾するテーラーメイドのドラッグの開発研究は、ゲノム研

究において重要な配列特異的ジーンブロッカーや DNAをターゲットとする (次世代抗

癌剤（特定の遺伝子に作用する特異性の高い）、つまり副作用のない抗癌剤）の開発を

目的にしている。現在までのところ、任意の塩基配列を特異的に認識し、かつ抗癌作用

の高い DNA修飾剤の開発に成功している。今後これらの修飾剤に対する改良及び臨床

試験などによる実用化に向けての進展が待たれる。 

 電気化学的な DNA 検出法の開発研究は電気化学を利用する遺伝子診断法が簡便性、

コストなどの観点から注目されている。従来の DNA検出法では、一つの DNA塩基配

列に対し一つの DNA修飾電極が必要であり、このためハイスループット（膨大な数の

サンプルの解析を行うこと）な検出を行うことが出来なかった。しかし、電気化学的な
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DNA 検出法が開発され、標的塩基配列の認識能やハイスループット解析の実用化が注

目されている。 

ゲノム化学の研究の進展により新薬開発といったゲノム産業の進展や新規の研究分

野の創出などが期待出来る。近年、医薬品開発のあらゆるステージにおいてトランスク

リプトームやゲノミクス手法を積極的に取り入れる、いわゆるゲノム創薬が潮流になっ

ている。当初トランスクリプトームはハイスループットな創薬標的探索の方法論と考え

られていたが、現実にはこれに研究シーズを求めたもので臨床開発まで至った事例は少

ない。一方トランスクリプトームによる疾患や生命現象の解明は、個々の遺伝子に還元

して解析する手法に加えて、数十から数百個の遺伝子を巨視的な視点で解析する新たな

手法を生み出した。またヒトゲノムプロジェクトにより明らかになった染色体上に点在

する 564 万件以上の SNP（一塩基多型）情報は生活習慣病などの多因子疾患の病因や

薬物の有効性に関わる個体差をヒトで解析することを可能にしつつある。これらの情報                    

の活用により、今後の医薬品開発の成功確率が高まると期待出来る。 

2004年 10月に International Human Genome Sequencing Consortiumが高い精度

のヒトゲノム情報を公開した (39)。1953 年に DNA の構造が明らかにされてから 50

年目であった。1990 年代中頃より、米国ではゲノム関連のベンチャー企業が、日本で

は公的研究機関がそれぞれ中心となって網羅的完全鎖長 cDNA クローンコレクション

とその解読を行い、ヒトやマウスの多くの蛋白の一次構造を明らかにした。さらに個別

遺伝子の発現情報をハイスループットかつ網羅的に解析する手法が米国バイオベンチ

ャー企業により確立された。これらの出来事は、遺伝子情報を応用した医学研究のパラ

ダイムシフトが訪れたことを印象づけた。 

 創薬研究の最も重要なことの一つは、開発対象となる適応疾患に対しどのような標的

分子を選択するかである。全ゲノムが情報解明される以前は、500種類足らずの創薬標

的分子が報告されていた (40)。ゲノム情報は、28.5 億ベースの染色体上にヒトの蛋白

をコードする遺伝子はわずか 25,000種類程度であることが示された (39)。その中で既

知ならびに機能予測が出来る遺伝子は約 60％であり、残りは機能予測が出来ないもの

であった。さらに、経口医薬品を創出する可能性のある標的分子は全ゲノム中 3,000種

余りであり、その中で本当の意味で病態に大きく影響しうるもの、すなわち真の創薬的

分子は最大でも、1,500種類程度と推定されている (40)。ゲノム解読は予想外に少ない

創薬標的分子の存在を明らかにした。 

 ゲノム情報や cDNA配列情報をもとに、個別の遺伝子を識別出来る短い DNAオリゴ

ヌクレオチドを高密度にスポットされたチップ や特定の遺伝子ファミリー (kinase, 

GPCR) や特定研究領域（免疫炎症関連分子、癌遺伝子関連分子）にフォーカスをした

cDNAクローンの PCR 断片を高密度にスポットした cDNAアレイを用いた、体系的、

網羅的 mRNA の発現解析技術が開発され、1990 年代中盤より創薬研究に相次いで利

用されるようになった (41)。 
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 一方、マイクロアレイ技術や高密度 Real-Time PCR プラットフォームは疾患解析

を個々の遺伝子に還元して解析する手法に加えて、数十から数百個の遺伝子を巨視的な

視点で解析する手法を生み出した。これらの考え方は、クラスター解析 (42) やパスウ

ェイ解析とよばれ、その背景にある真の病態発症のメカニズムやより重要な創薬標的分

子に迫ることが出来ると期待される。マイクロアレイなどのトランスクリプトームの一

次情報そのものは、新しい創薬標的分子を生み出すと言うより、新たな創薬探索のコン

セプトを研究者に気付かせるツールであると考えられる (43)。マイクロアレイ技術や

高密度 Real-Time PCRプラットフォームは、創薬標的分子探索以外の医薬品開発ステ

ージにも応用されつつある。例えば、特定の創薬標的分子を予め設定せず、細胞レベル

での表現型としてトランスクリプトームの一次情報をある種のバイオマーカーとして

化合物の最適化、生物活性の差別化に応用している (44)。また、医薬品開発で失敗の

原因となる化合物の毒性予測において、前臨床段階でトキシコゲノミクスといった手法

が導入されつつある (45)。 

 ヒトゲノム解読とともに注目されているのが、ゲノム上に点在する SNP (一塩基多

型)である。遺伝子上のさまざまな領域の SNPは蛋白の直接的な機能変異を誘発し、特

定の蛋白の量を変動させる可能性が示されている。TaqMan SNPは 200万に及ぶ SNP 

をカバー出来るプローブをすでに作成し、Real-Time PCR プラットフォームでの解析

を可能にしている。また、Mapping 500K Array Set は 50万個の SNPを同時解析す

ることを可能にし、実際に、医学、生物学研究の方法として活用されている (46)。2006

年後半より、循環器疾患の疫学調査である Framingham Heart Study のサンプルを用

いた、Affymetrix 社のプラットフォームによる SNP 解析が開始されている。これら

の結果の解析から、信頼度の高い疾患パスウェイが発見され新規の創薬標的分子の創出

が生まれるであろうと期待されている。 

 この様に、ポストゲノム時代において病気の遺伝子レベルでの治療法としてゲノム化

学に基づいた遺伝子治療の臨床応用が始まっている。遺伝子治療は遺伝子の欠損もしく

は異常に基づく患者に対し遺伝子を補充する方法と、特定の遺伝子や蛋白の過剰によっ

てもたらされる疾患に対し遺伝子を抑制する方法に分けられる。前者はいわゆる遺伝子

治療で、細胞に遺伝子を導入することにより蛋白を産生させて補充を行う。後者は核酸

医薬による遺伝子の制御であり、疾患の責任遺伝子に対し自由に設計出来ることから、

新たな治療法として期待されている。遺伝子治療は従来、癌やエイズ等の致死的疾患に

対しての適応であったが、現在では薬物療法抵抗性疾患にもその適応の裾野が広がって

きた。 

 世界初の遺伝子治療は、1980 年に米国でβサラセミアに対して行われた (47)。その

後、NIH で遺伝子治療のガイドラインが作製され、1990 年に先天性代謝疾患である

ADA欠損症の患児に行われた (48)。その後、米国を中心に 300以上のプロトコールが

実施されている。我が国の遺伝子治療は 1995 年に北海道大学で ADA 欠損症に対して
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行われ (49)、その後各種の癌に対して 2003年 3月までに 42例が行われている。しか

し、1999年に FDAは肝臓病治療に対してアデノウイルスを使用した遺伝子治療で死亡

者が出た事を受け (50)、臨床試験を一時中止するよう命じた。また、2003年には、重

症複合免疫不全症に対して行われたレトロウイルスを使用した遺伝子治療で白血病の

発症が報告され (51)、レトロウイルスを使用した臨床試験を中止している。現在のと

ころ最も効果を上げている疾患は ADA欠損症で、それ以外の疾患においては患者を治

療するまでには至っていない。ゲノム化学に基づく遺伝子治療は、現在はまだ実験的医

療の段階にあるが、21世紀には本格的実用化が進むものと予想される。 

 

2. 2. 2. 2. 遺伝子発現制御薬遺伝子発現制御薬遺伝子発現制御薬遺伝子発現制御薬    

 遺伝子治療は遺伝子の欠損もしくは異常に基づく疾患に対して、遺伝子を補充する方法

と、特定の遺伝子や蛋白の過剰によってもたらされる疾患に対し、遺伝子を抑制する方法

に分けられる。後者が核酸医薬であり、疾患の責任遺伝子に対し自由に設計できることか

ら、今後、新たな治療法として期待されている。これまで創薬開発は分子量 500 以下の低

分子化合物が主体であったが、既に多くのケミカルライブラリーからの可能性の高い化合

物の抽出は限界があり、現在では低分子化合物からの実用化薬物開発の確率は 32,500分の

１であり、多大な研究開発費に対し、費用対効果が悪く、そこで最近は核酸医薬に注目が

集まっている。遺伝子発現を抑制する核酸医薬としては DNAレベルでは、二本鎖 DNA

にトリプルヘリックスを形成し、遺伝子発現を抑制するアンチジーン、アンチセンス

PNA (peptide nucleic acid)があり、RNAレベルではアンチセンスオリゴ、siRNA、リ

ボザイムなどがある。 

 

1) 1) 1) 1) アンチセンスアンチセンスアンチセンスアンチセンスオリゴ    

 アンチセンスオリゴは 20塩基程度の短いオリゴを標的 mRNA に相補的に分子設計

する。アンチセンスオリゴは細胞の貧食作用により細胞内に入り、標的 mRNAとハイ

ブリッドする事により主に mRNA から蛋白への翻訳を抑制するが (図 4)、 分子生物

学では遺伝子の発現を抑えて、その遺伝子の機能を研究する目的に用いられていたが、

癌関連遺伝子などの有害な蛋白をコードする遺伝子の発現を抑えることが可能な薬と

して利用されている。 mRNA の塩基配列がわかるとアンチセンス DNA の設計が可

能であり、アンチセンス DNA は細胞内で mRNA と RNA-DNA ハイブリッドを形

成し、それ以降の遺伝子の流れを遮断する。また、RNase H の活性化により RNA を

分解する機序によっても遺伝子発現を抑制する。問題点としては安定性の低さと膜透過

性の低さがあげられている。オリゴヌクレオチドは脂溶性が低く、かつ DNase によっ

て分解されやすいため、生体内に投与すると血液中の DNaseによって速やかに分解さ

れてしまう。また細胞膜を透過する確率は極めて低い。これらについては種々の工夫で

改善されてきたが、他の問題点として非特異的な効果が指摘されている。 



 13

 

 
図 4. アンチセンスオリゴ(AS)の遺伝子発現抑制メカニズム。ASは二本鎖 DNAにアンチジーンとして働

いたり、Pre-mRNAのプロセッシング部位にハイブリッドして、mRNAへのプロセッシングを抑制したり、

リボゾームで mRNAの開始コドン ATG領域にハイブリッドして、ペプチドへの翻訳抑制と RNase H活

性刺激によるmRNAの分解を促す。 

 

 

 アンチセンスは様々なサイトカインを産生させ、 NK 細胞の活性化や免疫応答を誘

導することが明らかにされている。これまでアンチセンス薬による臨床試験が行われ、

その特異性は認められてきた。 

 最終責任増殖因子である PDGF-A鎖に対するアンチセンス DNA は高血圧ラットの

血圧を降げることなく、血管増殖や腎硬化症を著明に抑制することを認め、降圧と関係

なく高血圧症の心血管腎障害の新しい治療薬と考えられた (52, 53)。 

 アンチセンス PNAは DNA に類似構造をもったペプチドであり、核酸にハイブリッ

ドするため、核酸分解酵素に耐性な遺伝子治療薬として期待されている。 PDGF-A 鎖

に対するアンチセンス PNA は、高血圧ラット由来血管平滑筋細胞 (VSMC) の増殖を

認めている (54)。  

 

2) siRNA2) siRNA2) siRNA2) siRNA    

 siRNAは二本鎖の RNAにより、配列の相同な遺伝子の働きが抑制される現象 RNA 

interferenceを基にして mRNA を破壊して遺伝子機能を抑制し、ゲノム遺伝子には影

響を与えない。RNAi を用いた遺伝子のノックダウン法は、 siRNA を用いることによ

り哺乳類細胞にも適用可能であることが明らかになってから、遺伝子解析の一般的なツ

ールとして広く使用されはじめるとともに、医薬への応用の可能性が広がっている。 

siRNA を応用した遺伝子治療としては C 型ウイルス肝炎 (55)やアルツハイマー病 

(56)などへの適応が考えられているが、実用化にはほど遠い状態である。 
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3. 3. 3. 3. リボザイムリボザイムリボザイムリボザイム    

 リボザイムとは RNA を酵素的に切断する RNA 核酸であり、人工的に作成し、ア

ンチセンスと同様、特定の遺伝子発現を抑制出来る。リボザイムはヘアピン型、ハンマ

ーヘッド型などの構造をとり、保存配列に RNA 切断酵素活性があり、標的 mRNA の

GUC配列の直後で切断する (図 5)。一旦 mRNA を切断すると、リボザイムは mRNA 

から離れ、別の mRNA にハイブリッドし更なる切断を繰り返す。リボザイムは RNA

のループ構造を切断する事により mRNA の高次構造を変えて、 mRNA 機能を抑制

する (57)。標的となる mRNA の塩基配列にあわせて設計が可能であり、その特異性

の高さから各種難治性疾患の遺伝子治療薬として期待されている。 

 

 

図 5. ハンマーヘッドリボザイムのターゲットmRNA切断の原理。ハンマーヘッドリボザイムは Stem I, 

Stem III をターゲット mRNA の GUC 配列部位にハイブリッドする様に設計される。ホックス内の

Consensus sequenceは RNA構造で、RNA切断酵素活性を持つ。 

 

 

PDGF-A 鎖 mRNA の二次構造のループ部位に存在する GUC 配列に対し分子設計さ

れたハンマーヘッド型リボザイムは、 in vitro 切断実験において切断活性が確認され

た。さらに RNase に耐性にするため、切断活性をもつ保存配列のみを RNA とし、

さらに 3’末端を phosphorothioate型に化学修飾した DNA-RNA キメラ型リボザイム

は高血圧ラット由来 VSMC の増殖、PDGF-A 鎖発現を濃度依存性に抑制した (58)。

さらに、リボザイムによる PDGF-A 鎖 mRNA 発現抑制の特異性はマイクロアレイ法

にて確認されている (59)。 

 リボザイムの生体への投与方法は、合成リボザイムを直接投与する方法と、リボザイ

ムをコードする遺伝子を導入し、細胞内で転写する方法がある。細胞に感染後 mRNA 

としてリボザイムを発現する PDGF-A鎖リボザイム発現組み換えアデノウイルスは高
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血圧ラット由来 VSMCの基礎増殖、 PDGF-A 鎖発現を有意に抑制した (60, 61)。 

 TGF-βに対する DNA-RNA キメラ型リボザイムのラット頸動脈のバルーン障害後

の新生内膜形成の抑制度は PDGF-A 鎖に対する DNA-RNA キメラ型リボザイムよ

り大きく、フィブロネクチン、コラーゲン発現抑制を伴っており、 TGF-βに対する 

DNA-RNA キメラ型リボザイムも血管増殖性疾患の遺伝子治療として有効であると考

えられた (62, 63)。また、 TGF-βに依存して進行性腎障害を示す高血圧ラットにおい

て 200 µg の DNA-RNA キメラ型リボザイムは腎皮質の TGF-β、 I型コラーゲン、

フィブロネクチン mRNA 発現の低下を認め、腎硬化が改善し、キメラ型リボザイムは

重症高血圧症における腎障害の遺伝子治療として有効である。 

 これまで心血管および腎臓疾患に対して  growth factor をターゲットとした

DNA-RNA キメラ型ハンマーヘッド型リボザイムが開発されてきたが、癌や HIVウイ

ルスにおいてリボザイムが遺伝子発現を阻止することに成功しているとの報告もみら

れており、ウイルス性疾患への応用も期待されている。 

 

1) 1) 1) 1) SARSSARSSARSSARS ウイルスに対するウイルスに対するウイルスに対するウイルスに対する DNADNADNADNA////RNARNARNARNAキメラ型リボザイムの開発キメラ型リボザイムの開発キメラ型リボザイムの開発キメラ型リボザイムの開発    

 リボザイムの影響を最も受けやすいウイルスはライフサイクルの全てが DNA を介

することなく RNA に依存したウイルスである。リボザイムには幾つかの種類があり

その一つがハンマーヘッド型で生体内では植物のウイロイドやウイルソイド、イモリの

サテライト DNA の転写産物で発見された (64)。自然環境の中ではこれらの酵素は分

子内で必須の塩基配列 (通常 GUC) の 3’ 側を切断する。ハンマーヘッド型リボザイ

ムは二つの機能の構成部分すなわち標的 RNA を切断し幾つかの保存配列を含む触媒

の核となる部分と核酸相補性を通してリボザイム核を特異的な標的領域に導く側方の

部分を含んでいる。これらの二つの構成部分の機能の柔軟性を利用することが可能であ

る (65)。切断された mRNA はすぐに分解しリボザイムは解離して新しい標的 RNA 

と反応することが可能である。 

 リボザイムを標的 RNA 特異的に設計する時には切断部位と両側の接続領域を考慮

しなければならない。まず、切断の標的となる遺伝子領域は、切断後に対応する蛋白の

機能が確実に失われるような重要な機能領域になくてはならない。さらにリボザイムの

有効性を保つために標的の切断部位及び側方の塩基配列は出来るだけ保存されたもの

でなくてはならない。すなわち SARS-CoV の構造はレプリカーゼ、スパイク、エンベ

ロープ、メンブレングリコプロテイン、ヌクレオカプシドプロテインをコードした 

RNA で構成されている。スパイクを構成する RNA 配列は急速に変異しやすく、リボ

ザイムの標的切断部位は他の部位でなくてはならない。また標的の GUC 切断配列が 

mRNA の stem 構造にある場合、 mRNA の機能は抑制されない。これは二次構造が

影響を受けにくいからである。そのため、 SARS-CoV RNA の二次構造を解析し、両

方の binding arm がリボザイムの切断により RNA 配列を露出するループ構造を標
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的とした最適な切断部位が選択された(66)。 

 

    
図 6. SARS-CoV RNA(NC_004718) と MHV の共通塩基配列のうち GUC 配列（ボックス）を含む配列の二次構

造。 

 

 

 我々は SARS-CoV に対する DNA/RNA キメラ型ハンマーヘッドリボザイムを、

SARSの治療薬としての開発実験を行った。実際の SARS-CoV を用いた実験はその感

染リスクのためこの研究では行う事が出来ない。そのため DNA/RNA キメラ型ハンマ

ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム を 標 的 の GUC 配 列 を 含 む  SARS-CoV と  MHV 

(Mousehepatitisvirus: マウス肝炎ウイルス) の共通領域に相補的に設計された (図 

6)。 

 

 
図 7. 設計した DNA-RNA キメラ型ハンマーヘッドリボザイムとミスマッチリボザイムの構造と塩基配

列。下線が RNAでその他は DNA。＊の塩基間は phosphorochyoate型に化学修飾した。 

 

 

 SARS-CoV RNA をコードした合成標的 RNA を切断するリボザイムの能力は in 

vitro で評価し (図 7)、リボザイムが MHV の増殖を抑制する効果は細胞実験で検討
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された (図 8)。 

 MHV はコロナウイルス科に属する一本鎖 RNA ウイルスでコロナウイルスのグル

ープ II に属する。コロナウイルスは典型的には宿主や培養細胞の範囲が狭く、他の 

げっ歯類 がこのウイルスの血清抗体を持っていることはあるが MHV の宿主はマウ

スのみである。細胞培養では DBT 細胞で増殖する時に合胞体性巨細胞形成 (プラー

ク)を形成する。 SARS-CoV を標的とした DNA/RNA キメラ型リボザイムの DBT 

細胞へのトランスフェクション効率は 60 % であり MHV の増殖抑制率は約 60 %を

示した。これはリボザイムがウイルス活性を抑制したことを示唆した。さらにこのキメ

ラ型リボザイムは pCR3 プラスミドから転写した合成 SARS-CoV RNA の 3T3 細

胞においての発現を著明に抑制することが示されている。以上よりこの研究で開発され

た SARS-CoV を標的にした合成 DNA/RNA キメラ型リボザイムは SARS の治療薬

となる可能性がある。   

 

 

図 8. DBT細胞にリボザイム、ミスマッチリボザイムを投与した後、MHVを感染させた。培地中に含まれる

MHVタイターをプラークアッセイにより測定した。リボザイムで処理した細胞ではミスマッチリボザイムで

処理した細胞と比較して感染細胞の培地中のウイルス量が著明に減少していた。 

 

 

4. 4. 4. 4. ピロールイミダゾールピロールイミダゾールピロールイミダゾールピロールイミダゾール    (PI) (PI) (PI) (PI) ポリアミドポリアミドポリアミドポリアミド    

 核酸医薬は核酸分解酵素により速やかに生体内で分解される。そこで、塩基配列を認

識し、DNAに結合する PIポリアミドが新規の遺伝子治療薬として開発された。 

 N-メチルピロールアミド骨格を有する抗生物質ネトロプシン、ディスタマイシン A



 18

は三日月型の構造をし、この 2つの天然物は DNAの A・T塩基対を多く含む配列のマ

イナーグルーブに対して高い親和性を示す。ネトロプシン – DNAの X線結晶構造が報

告されて以来、ディスタマイシン A やネトロプシン誘導体と DNA の複合体の X 線結

晶構造が解析され、ピロールアミドによる詳細な分子認識が明らかになった (67)。そ

の結果 N-メチルピロールアミドは、A・T塩基対により作られる狭いマイナーグループ

ブの構造に適合する。 

 一方、N-メチルピロールアミドを N-メチルイミダゾールアミド (Im) に置き換える

と、G・C塩基対に対して親和性を持つ分子が設計出来ることが提案された (68)。 

PI ポリアミドは 1996年にカルフォルニア工科大学の Dervan らにより抗生物質で

あるデユオカルマイシン A とディスタマイシン A が協同的な DNA のアルキル化能

を有していることをヒントとし、 PI ポリアミドは分子設計され、 DNA のマイナー

グルーブを認識していることから発見された化学合成物質である (69)。同時に京都大

学の杉山らも PI ポリアミドが協同的な DNA のアルキル化能を有していることを発

見し、それに基づいてこれまで PI ポリアミドを基盤とした様々な機能分子が設計され

ている(図 9)。 

 

 

図 9.  PIポリアミドの構造と２本鎖 DNAへの結合 

 

 

PIポリアミドは、Py/Im ペアが GC、Py/Py ペアは AT または TA、Im/Py ペアは GC

を認識し、これにより様々な任意の二本鎖 DNA に塩基特異的に結合し、ターゲット

遺伝子プロモーターに結合するよう設計すると、転写因子の結合を阻害し遺伝子発現を

抑制する (図 10)。PI ポリアミドは生体内で安定であり、ベクターやデリバリー試薬

なしに細胞の核に取り込まれる。 

 PI ポリアミドの特徴として、転写因子より強力に 2本鎖 DNA に結合し、遺伝子発

現を抑制する遺伝子制御薬であり、有機化合物であるため核酸医薬と違い核酸分解酵素

に分解されず細胞や生体内で安定であり、DDS なしに細胞の核に取り込まれ、様々な
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遺伝子をターゲットとして自由に分子設計出来る。このように PI ポリアミドは新規遺

伝子制御薬であり、これまで治療薬の無かった疾患の責任因子に対しても自由に設計出

来、核酸医薬の分解性の欠点がなく、疾病で活性化した転写活性を抑制するため病変の

みを抑制し、副作用が少ない、転写活性抑制遺伝子制御薬として期待出来る。 

 

 

図 10.  PI ポリアミドによる転写因子結合抑制による遺伝子発現抑制。ターゲット遺伝子プロモーターの

転写因子結合部位に設計された PIポリアミドはプロモーターに水素結合し、転写因子の結合を抑制する。 

    

    

5. 5. 5. 5. 研究：新規遺伝子発現制御薬ピロールイミダゾールポリアミドの研究：新規遺伝子発現制御薬ピロールイミダゾールポリアミドの研究：新規遺伝子発現制御薬ピロールイミダゾールポリアミドの研究：新規遺伝子発現制御薬ピロールイミダゾールポリアミドの RNARNARNARNA 結合への性結合への性結合への性結合への性

質の検討質の検討質の検討質の検討    

 

背景と目的背景と目的背景と目的背景と目的    

PI ポリアミドは標的となる塩基配列を自由に選択出来て、さらに細胞膜や核膜の透

過性も確認されているため、細胞外から遺伝子の発現を制御する分子として大きく発展

する可能性を秘めている。    

核酸医薬に代わる新規遺伝子発現制御薬である PI ポリアミドは心血管、腎臓病への

遺伝子制御薬として創薬開発が行われてきた。ヒトおよびラット TGF-β プロモーター

活性調節領域が同定され、血管増殖性疾患、腎炎において重要となる領域が決定され、 

PI ポリアミドの分子設計、合成が行われた。 PI ポリアミドの TGF-β プロモーター

への結合はゲルシフトアッセイで確認され、 TGF-β プロモーター活性、 TGF-β 発現

の抑制が確認された (70)。 

 また PI ポリアミドは、ウイルス感染症への遺伝子制御薬として創薬開発が行われて

きた。ヒト HIV type 1 (HIV-1) 転写の阻害を目的として、転写因子である TATA-box

結合蛋白 (TBP)、 Lymphoid-enhancer 結合因子 (LEF-1)、 Ets-1に拮抗して結合す

る PI ポリアミドを合成し、転写の阻害効果が測定された (71)。次に、 HelLa 細胞

の核抽出物を用いて HIV-1 転写に対する PI ポリアミドの効果が試され、60 nM PI

ポリアミド存在下において、 HIV-1 転写は 50 %阻害されることが明らかとなった。

このような抑制はミスマッチヘアピン PI ポリアミドでは全く観測されなかった。これ

らの結果から遺伝子制御に対する PI ポリアミドの有効性は確認され、ゲノム化学の応
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用としての抗ウイルス薬の可能性が示されている。 

 新興感染症としては、SARSやインフルエンザがあるが、特にパンデミック化した新

型のインフルエンザウイルスは、人類にとって危険なウイルスである。効果的な治療薬

の開発のためにはさらなる実験的、臨床的研究が必要であり、これには遺伝子治療薬と

しての PI ポリアミドが有望であると考えられる。インフルエンザウイルスのようにマ

イナス鎖の一本鎖 RNA をゲノムに持つウイルスの増殖を抑制する実験が必要である。

そこでまず、 PI ポリアミドの結合を TGF-β1 に依存して進行性腎障害を示す高血圧

ラット遺伝子の TGF-β1 DNAと二本鎖 RNA で測定する。そして、インフルエンザウ

イルスの増殖に重要なパンハンドルの二本鎖 RNA 部位 (34)への PI ポリアミドの結

合を測定する。 

 

方法方法方法方法    

 

PI PI PI PI ポリアミドの設計ポリアミドの設計ポリアミドの設計ポリアミドの設計    

 この研究で使用された PI ポリアミドの構造は図 11 に示されている。ラット 

TGF-β1 (TGF-β1 ポリアミド) を標的としたポリアミドはラット TGF-β1 プロモータ

ーの AP-1 結合領域の境界域に対して設計された (72)。ミスマッチポリアミドはプロ

モーターの転写因子の結合領域でないところに設計された (図 11A)。一本鎖 RNA で

マイナス鎖の 8分節であるインフルエンザ A 型ゲノムの酸性のポリメラーゼ (PA) を

標的とした PI ポリアミドは (73)、 インフルエンザウイルスの複製領域のパンハンド

ル部位に対して設計された (図 11B)。 
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図  11. ピロール -イミダゾール  (PI) ポリアミドの構造。  (A) ラット transforming growth 

factor-β1 (TGF-β1)   を標的とした  PI ポリアミドはラット TGF-β1 プロモーターの AP-1 結合部位 

(-2303-2297) の境界域に設計された。ミスマッチポリアミドはプロモーターの転写因子結合部位でないと

ころに設計された。 (B) PI ポリアミド (PA ポリアミド) はマイナス鎖で一本鎖の 8分節から構成される

インフルエンザ A 型ゲノムの酸性ポリメラーゼ (PA) を標的としてインフルエンザウイルスの複製部位

に設計された。 

 

 

PI PI PI PI ポリアミドの合成ポリアミドの合成ポリアミドの合成ポリアミドの合成    

 ヘアピン型の PI ポリアミドの自動合成を補助する機械は（PSSM-8、島津、京都、

日本）、0.1 mmol スケールの連続流動のペプチド合成機と共に動かされた (200 mg of 

Fmoc-b-alanine-CLEAR Acid Resin, 0.50 meq/g、ペプチド研究所、大阪、日本)。自動

固相は以下のシリーズ方法に従って行われた。 dimethylformamide (DMF)で洗浄され、   

20 % piperidine/DMF と共に Fmoc グループに移動させた。メタノールで洗浄され、 

1-[bis(dimethylamino)methylene]-5-chloro-1H-benzotriazolium 3-oxide 

hexafluorophosphate (HCTU) 存在下のモノマーと diisopropylethylamine (4 eq 

each)を 60 分結合させた。メタノールで洗浄され、acetic anhydride/pyridine で保護

され、最後に DMF で洗浄された。Fmoc-β-alanine-Wang 樹脂から Fmoc グループ

への移動の後、メタノールで連続的に洗浄された。結合の方法はメタノールで洗浄され

るに従って、 Fmoc-amino acid と共に行われた。 これらの方法は全体の配列が完全

になるまで繰り返された。結合の方法が完全になった後、N-terminal amino グループ

は保護され DMF で洗浄され、反応容器は排出された。合成されたポリアミドは冷や

されたエチルエーテルの沈殿による開裂の方法 (5 ml of 91 % trifluoracetic acid 

(TFA)-3 % triisopropylsilane (TIS)-3 % 5 dimethylsulfide (DMS)-3 % water/0.1 mmol 

resin) の後に抽出された。その合成されたポリアミドは冷やされたエチルエーテルの

沈殿による開裂の方法 (5 ml of N、 N-dimethylaminopropylamine/0.1 mmol resin、

50 ℃ overnight) の後に抽出された。ポリアミドはケムコボンド 5-ODS-H カラム 

(Chemco Scientific、大阪、日本) と UV-975 HPLC UV/VIS 検出器 (Jasco、 Easton、 

MD、 米国) と PU-980 HPLC ポンプと共に高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 

で精製された。 

 

表面プラズモン共鳴技法表面プラズモン共鳴技法表面プラズモン共鳴技法表面プラズモン共鳴技法    (BiaCore (BiaCore (BiaCore (BiaCore アッセイアッセイアッセイアッセイ))))    

 標的とする dsDNA と dsRNA に対する PI ポリアミドの結合の動力学は分子相互

作用と共に表面プラズモン共鳴技法によって数値を求めた。ラット TGF-β1 プロモー

ターに対して一致するビオチンでラベルされた dsDNA または dsRNA とインフルエ

ンザ A ウイルスのパンハンドル部位に対して一致する dsDNA または dsRNA は合成
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された (図 12A と 12B)。ビオチンでラベルされたオリゴヌクレオチドは dsDNA ま

たは dsRNA にアニールした。そして、ストレプトアビジンが機能的についたセンサ

ーチップ SA 上に固定された (Biacore Life Sciences、東京、日本)。 PI ポリアミド

とビオチンでラベルされた ds-オリゴヌクレオチド との間の相互作用の動力学は 

Biacore 2000 システムで測定された (Biacore Life Sciences)。結合反応のデータは拡

散率と共に Langmuir 二分子相互作用モデルに対して適合させた。 

 

 

図 12. (A) ラット transforming growth factor-β1 (TGF-β1) プロモーターに対して一致する標的とした二

本鎖 DNA または二本鎖 RNA のビオチンでラベルされた構造と配列。そして、(B) インフルエンザ A ウ

イルスのパンハンドル (PA) 領域の構造と配列。ピロール-イミダゾールポリアミドは太い活字面に示され

る。 

 

 

ゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイ    

 インフルエンザ A 型ゲノムの PA 遺伝子と -2289から -2310 (ラットTGF-β1上の 

AP1 結合部位を含む) に一致する DNA と RNA は gel mobility shift assays に対

して合成された。 2 picomole の DNA または RNAは TGF-β1 ポリアミドとミスマ

ッチポリアミドの 5から 100 µM に対して、PA ポリアミドは 0.1から 200 µM に対し

て、37 ℃ 1時間インキュベートされた。この複合体の結果は電気泳動で分離され、 

Clear Stain Ag で視覚化された (Nippon Gene、東京、日本)。 
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結果結果結果結果    

 

目標とする目標とする目標とする目標とする    RNA RNA RNA RNA またはまたはまたはまたは    DNA DNA DNA DNA へのへのへのへの    TGFTGFTGFTGF----ββββ1111の結合の結合の結合の結合    

 TGF-β1 ポリアミドとミスマッチポリアミドのセンサーグラムの結果から合され得

られた標的とする dsRNA または dsDNA への結合の動力学は図 13 に示される 

(Biacore アッセイ)。標的とする dsDNA に対する TGF-β1 ポリアミドの急速な結合

は高い濃度でマッチ結合とミスマッチ結合がお互いに均衡し、相互に表われた (図 

13A)。BiaCoreアッセイは TGF-β1 ポリアミドが二本鎖 RNA に急速に結合するのに

対してミスマッチポリアミドは二本鎖 RNA に対して結合しないことが示され、明ら

かとなった (図 13B)。 

 表 1 と表 2 には標的とする dsDNA と dsRNA への TGF-β1 ポリアミドとミスマ

ッチポリアミドの相互作用に対する動力学の定数が示される。標的とする DNA への 

TGF-β1 ポリアミドの相互作用に対する解離定数 (dissociation equilibrium constant: 

KD) は 2.4 x 10-9 で結合速度定数 (association rate constant: ka) は 7.8 x 104 であっ

た (表 1)。同時に、標的とする RNA への KD は 6.7 x 10-7 で ka は 2.3 x 105 であ

った (表 2)。ミスマッチポリアミドの KD は標的とする DNA で 1.7 x 10-7 であり、

標的とする RNA で 3.7 x 10-5 であった (表 1、 2)。これらの結果は TGF-β1 ポリア

ミドの RNA 結合が DNA 結合親和性よりも 2 log 低い結合親和性であることが示さ

れた。 
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図 13. ラット transforming growth factor-β1 (TGF-β1) プロモーターの二本鎖 (ds) DNA と dsRNA を

標的としたピロール-イミダゾール (PI) ポリアミドの相互作用の典型的な表面プラズモン共鳴センサーグ

ラム (BiaCoreアッセイ)。 (A) TGF-β1 dsDNA を標的にした PI ポリアミドの結合のBiaCoreアッセイ。 

(B) dsDNA を標的にしたミスマッチポリアミド。 (C) TGF-β1 dsRNA 標的にした PI ポリアミド。(D) 

dsRNA を標的にしたミスマッチポリアミド。環状の部分以外のビオチンでラベルされたオリゴヌクレオチ

ドは dsDNA または dsRNA としてアニールし、ストレプトアビジンで機能づけられたセンサーチップ 

SA 上に固定化された。 PI ポリアミドとビオチンでラベルされた ds-オリゴヌクレオチドとの間の相互作

用の動力学はビアコア 2000 システムを使用して測定された。結合反応のデータは mass transport とと

もに Langmuir 二分子相互作用モデルに適合させた。 

    

    

表表表表 1.  

Kinetic constants for the interaction of TGF-β1 Polyamide with the target dsDNA
a
 

 KD (M) KA (1/M) kd (1/s) ka (1/Ms) Specificity
b 

Polyamide 

binding 

(TGF-β1 

Polyamide) 

2.41 x 10-9 4.15 x 108 1.89 x 10-4 7.84 x 104 68.5 

Mismatch binding 1.65 x 10-7 6.06 x 106 3.14 x 10-3 1.90 x 104  

TGF-β1: transforming growth factor-β1, 
a
 KD: dissociation equilibrium constant; KA: 

association equilibrium constant; ka: association rate constant; kd: dissociation rate constant. 
b
 

Specificity is defined as KA (Polyamide binding)/ KA (Mismatch binding). 

 

表表表表 2.  

Kinetic constants for the interaction of TGF-β1 Polyamide with the target dsRNA
a
 

 KD (M) KA (1/M) kd (1/s) ka (1/Ms) Specificity
b 

Polyamide 

binding 

(TGF-β1 

Polyamide) 

6.69 x 10-7 1.49 x 106 1.56 x 10-1 2.33 x 105 54.6 

Mismatch binding 3.66 x 10-5 2.73 x 104 1.13 x 10-2 3.09 x 102  

TGF-β1: transforming growth factor-β1, 
a
 KD: dissociation equilibrium constant; KA: 

association equilibrium constant; ka: association rate constant; kd: dissociation rate constant. 
b
 

Specificity is defined as KA (Polyamide binding)/ KA (Mismatch binding). 
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図 14 に dsDNA と dsRNA に対する TGF-β1 ポリアミドの結合に対する gel 

mobility shift assays が示される。TGF-β1 ポリアミド (5 から 100 µM) は適度な 

dsDNA に結合したのに対して、ミスマッチポリアミドは適度な DNA に対して結合し

なかった (図 14A)。TGF-β1 ポリアミドとミスマッチポリアミドの 5から 100 µM の

濃度では適度な dsRNA のはっきりとしたゲルシフトは観察されなかった (図 14B)。 

 

 

図 14. ラット transforming growth factor-β1 (TGF-β1) プロモーターを標的としたピロール-イミダゾー

ル (PI) ポリアミドの 二重鎖 (ds)DNA または dsRNA に対する gel mobility shift assays. (A) dsDNA 

または dsRNA の 2 picomole は TGF-β1 (TGF-β1 ポリアミド)  を標的とし、そしてミスマッチポリアミ

ド (ミスマッチ) を標的とする5から100 µM の PI ポリアミドとともに 37 ℃ で 1 時間インキュベートさ

れた。それらの結果の複合体は電気泳動で分離され、Clear Stain Ag で視覚化された。 ss(S): センス一

本鎖、ss(AS): アンチセンス一本鎖 

    

    

PA PI PA PI PA PI PA PI ポリアミドの目標とするポリアミドの目標とするポリアミドの目標とするポリアミドの目標とする    RNA RNA RNA RNA またはまたはまたはまたは    DNA DNA DNA DNA への結合への結合への結合への結合    

 次に、私達はインフルエンザ A 型ウイルスの PA 遺伝子を標的とする dsDNA と 

dsRNAに対する PA ポリアミドの結合を評価した。ビアコアアッセイは高い濃度の互

いに均衡したマッチの結合に従い、ミスマッチポリアミドと比較して標的とする 

dsDNA に対して PA ポリアミドは速い結合を示した (図 15A)。ビアコアアッセイは 

PA ポリアミドが dsRNA に対して速い結合を示すことを明らかにした (図 15B)。 

PA遺伝子のモデル DNA に対する PA ポリアミドの相互作用において、KD は 3.4 x 

10-8 であり、 ka は 1.3 x 105 であった (表 3)。 PA遺伝子のモデル RNA に対する 

PA ポリアミドの相互作用において、 KD は 4.6 x 10-7であり、 ka は 2.0 x 104 であ

った (表 3)。 
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図 15. インフルエンザ A ウイルスのパンハンドル (PA) 領域の二本鎖 (ds)DNA と dsRNA を標的とし

たピロール-イミダゾール (PI) ポリアミドの相互作用の典型的な表面プラズモン共鳴センサーグラム    (ビ

アコアアッセイ)。 (A) dsDNA または (B) dsRNA を標的とする PA ポリアミドの結合のビアコアアッセ

イ。環状領域以外のビオチンでラベルされたオリゴヌクレオチドは dsDNA または dsRNAとしてアニー

ルした。そして、ストレプトアビジンで機能づけられたセンサーチップ SA 上に固定化された。ビオチン

でラベルされた ds-オリゴヌクレオチドと PI ポリアミドとの間の相互作用の動力学はビアコア 2000 を

使用して測定された。結合反応のデータはmass transport とともに Langmuir 二分子相互作用モデルに

適合させた。 

 

 

表表表表 3.  

Kinetic constants for the interaction of PA Polyamide with target dsDNA and dsRNA 

 KD (M) KA (1/M) kd (1/s) ka (1/Ms)  

dsDNA 3.44 x 10
-8
 2.91 x 10

7
 4.41 x 10

-3
 1.28 x 10

5
  

dsRNA 4.57 x 10
-7
 2.19 x 10

6 9.25 x 10
-3
 2.02 x 10

4
  

PA: influenza virus panhandle resion; 
 a
 KD: dissociation equilibrium constant; KA: association 

equilibrium constant; ka: association rate constant; kd: dissociation rate constant. 

 

dsDNA と dsRNA に対する PA ポリアミドの結合に対する Gel mobility shift 
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assays が図 16に示される。 PA ポリアミド (0.1から 200 µM) は適度な dsDNAに

対し結合したしたのに対して (図 16A)、いくつかの濃度の PA PI ポリアミドは適度な 

dsRNAに対して明らかなゲルシフトは観られなかった (図 16B)。 

 

 
図 16. インフルエンザ A ウイルスのパンハンドル (PA) 領域を標的としたピロール-イミダゾール (PI) 

ポリアミドの二本鎖 (ds)DNA または dsRNAの gel mobility shift assays. (A) dsDNA または dsRNAの

2 picomole は PA ポリアミドの 0.1から 200 µΜ と共に37 �で1時間インキュベートされた。それらの結

果の複合体は電気泳動で分離され、Clear Stain Ag で視覚化された。 

 

 

dsDdsDdsDdsDNA NA NA NA とととと    dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA へのへのへのへの    PI PI PI PI ポリアミドの分子結合ポリアミドの分子結合ポリアミドの分子結合ポリアミドの分子結合    

ラット TGF-β1 dsDNA と dsRNA を標的とする PI ポリアミドの分子模型図は

CFF力場変数を用いて Discover Program によって行い、dsDNA と dsRNA の構造

体は標準的な結合の長さ及び角度を用いた Program の Insight II Builder Moduleを

用いて構築した（図 17）。ラット TGF-β1 ポリアミドは B 型の dsDNA のマイナーグ

ルーブに確りと挿入れた。理想的な A 型の dsRNA へは推定されるマイナーグルーブ

に緩やかに合体した。 

 

 

 

   

 

 

 

図 17. TGF-β1 を標的とする PI ポリアミドの推定される結合構造 (A) dsDNA (B) dsRNA  

A       B 
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第４章第４章第４章第４章    考察考察考察考察    

 

 

 リボザイムや siRNA のような RNA を標的とした核酸医薬はインフルエンザウイ

ルス薬に発展しているが、薬剤治療や現在のワクチンはインフルエンザを防止するのに

制限された価値を持っている (74, 75)。しかしながら、それらの核酸医薬は標準的な治

療としては確立されていない。 

 RNA を標的とした化合物は多様な種類の RNA に対して結合する。アンチセンスオ

リゴヌクレオチドとリボザイムはワトソンークリック塩基対に対して相補的な RNA 

の配列に特異的に交雑する。 RNA 結合蛋白は二つの連続したマイナーグルーブに相

互作用し、最初の A 型 RNA 螺旋の一つの面である全体にはまるメジャーグルーブに

相互作用する (76)。アミノグリコシドのような抗生物質であるトブラマイシンとカナ

マイシン A は GA 対と GG 対にそれぞれ結合し、 RNA の内部ループのなかのピリ

ミジンに富んだ領域に結合する (77)。それらの RNA 結合化合物の多くは RNA 構造

の中の内部ループと湾曲とヘアピンのような対でない要素の化合物を標的に特異的な

構造の基本を示す (78)。 

 天然物であるネトロプシンとディスタマイシンはマイナーグルーブに結合すること

が報告されている。ヘキスト染色で RNA に対して低い親和性を示す。それに対して

アミノグリコシドと挿入物は DNA と RNA との間の結合を分けることが出来ない 

(79)。 dsDNA に対する Py と Im が 1:1 の複合体である PI ポリアミドの結合は 

DNA の A-T 域の狭いマイナーグルーブに三日月型の Py-Py の安定結合が選択的に

認識される構造の過程から考えられた。カルボキシアミデースの NHs は A の N3 と 

T の O2 のようにラセンを形成する特異的な A-T と T-A の塩基対であるマイナー・

グルーブ面の方向に突き出ている。 このように、Im を除く Py 環は立体機構の 1:1

複合体の GC 塩基対の環の外の NH2 を読んでいる (68)。ここで紹介する研究の中で、

私達はそれらの DNA 結合原理に対して一致する PI ポリアミドの RNA 結合能を評

価した。 

 今回の研究での BiaCore アッセイでは dsRNA に対する TGF-β1 ポリアミドの明

らかな結合を示した。 KD 値 (7 x 10-7) は dsDNA に対する KD 値 (2.4 x 10-9) よ

りも 2 log 低かった。 PA ポリアミドはまた、 dsRNA に対して速い結合を 示した。

それらの結果は TGF-β1 ポリアミドが DNA 結合親和性より 1から 2 log 低い親和性

で RNA に結合することを示している。ゲルシフトアッセイはしかしながら標的 RNA 

に対する PI ポリアミドの明らかなシフトは見られなかった。標的 dsRNA に対する 

PI ポリアミドの結合定数は TGF-β ポリアミドと標的 RNA との間がとても弱いこ

とを示し、 DNA との結合が 10-9 M であったのに比較して 10-7 M であった。 

CFF 力場変数を用いた  Discover Program によるラット  TGF-β1 dsDNA と 
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dsRNA を標的とする  PI ポリアミドの推定される結合の分子模型図ではラット 

TGF-β1 ポリアミドは B 型の dsDNA のマイナーグルーブに確りと挿入され、A 型の

dsRNA へは推定されるマイナーグルーブヘは緩やかに合体した。また、最近 Dervan

らは螺旋 DNA と RNA に対する結合に対し、構造的に PI ポリアミド分子の 3種類の

明らかな能力を比較する thermal melting temperature 解析によって RNA に対す

る PI ポリアミドの結合が研究された。そして、構造的に PI ポリアミドは構造の相違

に影響されない dsDNA に対して大きく熱安定性を示し、それに対して、 PI ポリア

ミドは dsRNA に対する熱安定性を示さなかった。この研究の著者達は A 型標的 

dsRNA 上の PI ポリアミドの推定される結合を解析した。そして、 Py と Im のサ

ブユニットが DNA 螺旋に対して相対的に同等でわずかに曲線を示すことを明らかに

して、PI ポリアミドに相補的な RNA の不足した形を論証した (80)。 

 今回の研究では dsRNA 上のPI ポリアミドが低い親和性であることが可能であると

思われる標的 dsRNA 上の PI ポリアミドの低い親和性は RNA リボース糖の 2’-OH 

からの結果の螺旋 RNA の形状から連想された (81)。A 型 RNA の構造は PI ポリア

ミドが要求する特徴の多くと矛盾するかもしれない DNA に対して浅いマイナー・グ

ルーブを持っている。加えて、 A 型 RNA の塩基対は傾斜していて、マイナー・グル

ーブ面の浅い湾曲から導かれる螺旋幅の全体の膨張の原因である螺旋軸から外れてい

る。 

 RNA の機能構造はしばしば特異的な 3列構造を要求する。この構造の骨格は分子の

範囲内の水素結合の形状の二次構造の要素によって規定される。この幹構造から導き出

される内部環構造と湾曲部とヘアピン環のような二次構造のいくつかは認識される領

域に対して導かれる (82)。インフルエンザウイルス RNA の二重鎖パンハンドル構造

は複製、転写そしてビリオン RNA のビリオンへのパッケージングに重要である。一

部の相補的な RNA の二重螺旋構造の形状は A 型に近い。この幹構造を含んでいるも

のはワトソンークリック塩基対の形状から湾曲している (83)。今回の研究で、私達は

インフルエンザ A ウイルスのパンハンドルの幹領域を標的とした PI ポリアミドの

結合能力を試験した。BiaCore アッセイは RNA に対する PI ポリアミドの親和性が 

標的とする dsRNA に対して PI ポリアミドが低い親和性を示し、DNA (PA ポリアミ

ドの KD 値は DNA の (3.4 x 10-8) に比較して dsRNA は 10-7 であった) よりも 1 

log 低いことを明らかにした。 

今回の研究で PI ポリアミドは標的とする dsDNA よりも標的とする dsRNA への

低い結合能力を持っていることを示唆した。 dsRNA と dsDNA 

への PI ポリアミドの明らかな結合の性質は二次構造と化学的結合の性質の中の標的 

とする RNA と DNA との間の差異を連想させるかもしれない。インフルエンザ A ウ

イルスの標的としたパンハンドルの幹領域のここで紹介された PI ポリアミドはイン

フルエンザへの実際の医療の発展には難しいだろう。 
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第５章第５章第５章第５章 総括総括総括総括    

 

 

 遺伝子機能の設計された不活化は特に遺伝子治療の中で使用され、ウイルス感染の中

で取り扱われ、癌や異常な遺伝子発現による他の病気などの遺伝子の機能を明確にする

手法として重要である。遺伝子の機能はアンチ遺伝子 (84) またはアンチセンスペプチ

ド核酸のような核酸医薬によって DNA レベルで不活性化が可能で、また、アンチセ

ンスオリゴデオキシヌクレオチド (85) とリボザイム (86) と siRNA (87) とアプタマ

ー (88) による RNA レベルで不活化が可能である。 

 それらの核酸薬品は化学的修飾に相当する核酸分解酵素によって簡単に分解される。

また、ベクターを含むドラッグ・デリバリーシステムは治療的な適用を要求する。転写

調節は遺伝子発現の基本である。転写の開始は遺伝子プロモーターの中の同一 DNA 

の反応分子に対して転写因子が結合することが要求される。このなかで私達は新規の遺

伝子抑制薬であるピロール-イミダゾール (PI) ポリアミドを発展させた。 PI ポリアミ

ドは duocarmycin A と distamycin A から最初に認識され、N-methylpyrrole と 

N-methylimidazole アミノ酸の芳香族環を構成する小さな合成分子から最初に認識さ

れた (89)。合成された PI ポリアミドは高い親和性と特異性で二本鎖の DNA のマイ

ナー-グルーブの中に特異的な塩基配列で結合することが出来る。PI ポリアミドは核酸

分解酵素に対して完全に抵抗性であり、いくつかのドラッグデリバリーを除く組織に対

して届けることができる。 PI ポリアミドは医学的に潜在力があり、分子生物学の使い

勝手のよい道具となることが期待される。結合位置の特異性はピロール (Py) 対とイミ

ダゾール (Im) 対が Py/Im 対で CG 塩基対を標的として、 Py/Im が GC 塩基対を

認識して、 Py/Py が AT と TA 塩基対の両方に結合することに対して依存する (69, 

90, 91) 。 

私達は動脈の狭窄と肥大化 (92) の進行性腎障害 (70, 72, 93) に潜在力がある 

transforming growth factor-β1 (TGF-β1) を標的とした PI ポリアミドを説明した。私

達はまた、アテロー性動脈硬化症 (94) へのレクチン様酸化 LDL 受容体-1を標的とし

た PI ポリアミドを発展させた。それらの PI ポリアミドは標的遺伝子の転写を強力に

抑制する dsDNA のプロモーター領域の転写因子結合領域に対して設計された。DNA 

二重螺旋への PI ポリアミドの対則が二重螺旋の RNA へ結合可能かどうかを明らか

にすることが残っている。記述されたこれまでに PI ポリアミドの RNA への結合の

性質は報告されていない。この研究で報告されたビアコアアッセイでは PI ポリアミド

は標的 dsRNA に対する PI ポリアミドの結合定数は TGF-β ポリアミドと標的 

RNA との間がとても弱いことを示し、 DNA との結合が 10-9 M であったのに比較し

て 10-7 M であった。そして、それらの結果は TGF-β1 ポリアミドが DNA 結合親和

性より 2 log 低い親和性で RNA に結合することを示していた。 現行の PI ポリアミ
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ドでは RNA への結合親和性が低いので、アルキル化剤の添付や化学的に構造変化さ

せた PI ポリアミドの化学合成が必要かもしれない。核酸医薬は核酸分解酵素により速

やかに生体内で分解されるが、 PI ポリアミドは生体内で安定であり、DDS なしに細

胞に取り込まれ、様々な遺伝子をターゲットとして自由に分子設計出来る。そこで、

PI ポリアミドを基盤とした様々な機能分子が新たに設計されることが期待される。 

 インフルエンザは毎年継続して感染流行を起こしている。さらに数年から数十年ごと

に新型のヒトインフルエンザの出現とその新型ウイルスのパンデミックが起こってい

る。インフルエンザ  A ウイルスはヒトの中の呼吸器域に感染流行を示す原因の 

Orthomyxoviridae 属のメンバーである。現行の研究で標的とする TGF-β1 とインフ

ルエンザ A ウイルスでの DNA 結合の性質とを比較して PI ポリアミドの RNA へ

の結合を探求した。ビアコアアッセイは RNA に対する PI ポリアミドの親和性が 標

的とする dsRNA に対して PI ポリアミドが低い親和性を示し、DNA (PA ポリアミド

の KD 値は DNA の (3.4 x 10-8) に比較して dsRNA は 10-7 であった) よりも 1 log 

低いことを明らかにした。ここで紹介した実験の結果から、 PI ポリアミドは標的とす

る dsDNA よりも標的とする dsRNA への低い結合能力を持っていることを示唆した。 

TGF-β1 の時と同様に現行の PI ポリアミドでは RNA への結合親和性が低いので、

ここで紹介された PI ポリアミドはインフルエンザへの実際の医療の発展には難しい

と思われた。アルキル化剤の添付や化学的に構造変化させた PI ポリアミドの化学合成

が必要かもしれない。今回の研究はこれまで二本鎖 DNAをターゲットとしていたピロ

ールイミダゾールポリアミドが二本鎖RNAに塩基配列特異的に結合する事を今回始め

て明らかにした。核酸医薬は核酸分解酵素により速やかに生体内で分解されるが、 PI 

ポリアミドは生体内で安定であり、DDS なしに細胞に取り込まれ、様々な遺伝子をタ

ーゲットとして自由に分子設計出来、遺伝子発現を抑制出来る。そこで、PI ポリアミ

ドを基盤とした様々な機能分子が新たに設計されることが期待される。 

 本研究は微生物学、環境学、化学、医学の領域に基づき、振興ウイルス感染症である

SARS、インフルエンザに対し、ゲノム化学に基づきリボザイム、PIポリアミドの開発

について纏めたものである。 
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