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論文の内容要旨 

 

小路 美彩 

 

mRNA を標的とするアンチセンス核酸は、翻訳を阻害してタンパク質の発現量を制

御することができるため、創薬への応用が期待されている。アンチセンス核酸は一般

的に様々な化学修飾が施されており、中でも、糖部の 2ʹ位と 4ʹ位を架橋でつないだ
2ʹ,4ʹ-架橋型核酸が注目を集めている。架橋型核酸は、その 2ʹ,4ʹ-架橋により、糖部の立
体配座を RNAの配座と同じ N型へと固定化することができるため、それを含むオリゴ

核酸は一般的に高い RNA 結合親和性を示す。また、架橋部の立体障害のために高いヌ

クレアーゼ抵抗性も有している。このような架橋型核酸は、核酸医薬材料として頻繁

に利用されている 2ʹ,4ʹ-BNA/LNA や ENA をはじめとして、これまでに数多く開発され

てきた。これまでの研究から架橋型核酸の架橋部の構造がオリゴ核酸の物性・性質に

影響を与えることが示唆されており、架橋部にヘテロ原子や様々な置換基を導入する

ことにより、オリゴ核酸の特性が改善することが明らかになっている。一方で、既存

のものを凌駕するような架橋型核酸は未だ不足しており、有望な核酸材料の開発が望

まれている。そのような中、興味深い分子デザインとして、連続するアセタールを含

むユニークな構造からなる、架橋部 6ʹ位に酸素原子を持つ架橋型核酸に着目した。これ
は 6ʹ-酸素原子の周りに構築されうる水和ネットワークにより標的核酸との結合親和性
の向上が期待される。そこで、著者は、このような構造活性相関の知見を基に、新た

な架橋型核酸として、2ʹ位かつ 6ʹ位に酸素原子を持つ、3 つの連続アセタール構造を持

つMe-TaNAを設計した (Figure 1)。 

 

 
Figure 1. Molecular design of Me-TaNA. 

 

第一章は、Me-TaNA を含むオリゴ核酸を合成し、相補鎖核酸との二重鎖安定性及び

ヌクレアーゼ抵抗性の評価を行った。また、架橋部のメチル基が二重鎖安定性やヌク

レアーゼ抵抗性に与える影響を調べるため、無置換 TaNAとの比較を行った。それぞれ

の合成に関しては、5-メチルウリジンを出発原料としてオリゴ核酸合成の材料となるホ

スホロアミダイト体へと誘導し、DNA自動合成機を用いてオリゴ核酸に導入した。 
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合成した修飾オリゴ核酸の相補鎖核酸に対する二重鎖の熱安定性を Tm測定により評

価した。その結果、Me-TaNA を含むオリゴ核酸は天然のオリゴ核酸よりも相補鎖 RNA

との二重鎖を劇的に安定化し、核酸材料として頻繁に利用されている 2ʹ,4ʹ-BNA/LNAや

ENA 修飾のものと同様の高い RNA 結合親和性を示した。また、Me-TaNA 修飾の相補

鎖 RNA に対する二重鎖の安定化能は相補鎖 DNA に対するものよりも高く、Me-TaNA

修飾は RNA 選択性を有することが示された。従って、Me-TaNA を含むオリゴ核酸は

2ʹ,4ʹ-BNA/LNA や ENA 修飾に匹敵する実用レベルの相補鎖核酸認識能を持ち、かつ核

酸創薬に好都合な RNA 選択性を有することが示された。一方、無置換 TaNA 修飾との

比較により、架橋部のメチル基は二重鎖の安定性に影響を与えないことが示された。

核酸塩基識別能においては、Me-TaNA 修飾は対応する塩基と選択的に結合できること

が確認され、2ʹ,4ʹ-BNA/LNA や ENA 修飾と同様の十分な塩基選択性を有することが示

された。また、Me-TaNA を含む二重鎖の全体的な構造は CD 測定により A 型の二重ら

せん構造であることが確認され、1 カ所修飾しただけでも RNA 二重鎖様の構造をとる

ことが示された。 

次に、Me-TaNA を含むオリゴ核酸のヌクレアーゼに対する抵抗性を評価した。その

結果、Me-TaNA 修飾は天然のオリゴ核酸の抵抗性を大幅に向上し、ENA 修飾と同様の

高いヌクレアーゼ抵抗性を有することが明らかになった。また、無置換 TaNA修飾との

比較により、Me-TaNA の架橋部のメチル基はヌクレアーゼ抵抗性の向上に大きく寄与

していることが示された。 

以上の結果から、Me-TaNAは高い RNA結合親和性及び高いヌクレアーゼ抵抗性を有

しており、アンチセンス核酸にとって有望な修飾核酸であることが示唆された。 

また、最近では、二重鎖 DNA を標的とするアンチジーン核酸への関心が高まってお

り、2ʹ,4ʹ-架橋型核酸を含むオリゴ核酸は二重鎖 DNA に対して高い三重鎖形成能を有す

ることが報告されている。そこで、Me-TaNA を含むオリゴ核酸においてもアンチジー

ン核酸としての有用性を調べるため、Tm 測定により評価を行った。その結果、Me-

TaNA を含むオリゴ核酸は 2ʹ,4ʹ-BNA/LNA や ENA 修飾と同等以上の高い三重鎖形成能

を有することが明らかになった。また、無置換 TaNA 修飾との比較により、Me-TaNA

の架橋部のメチル基は三重鎖の安定化に寄与することが示された。これらのことから、

Me-TaNA修飾はアンチジーン核酸としても有望であることが示唆された。 

第二章は、前章で Me-TaNA を含むオリゴ核酸は優れた物性を有することが明らかに

なったため、Me-TaNA を上回る特性を持つ新たな材料の開発を目指した。架橋部のメ

チル基をよりかさ高くした、比較的合成が容易である 4 種類の TaNA 誘導体 

(Hydroxymethyl-TaNA, Methoxymethyl-TaNA, Aminomethyl-TaNA, Acetamidomethyl-TaNA) 

に関して、それらを含むオリゴ核酸の相補鎖核酸との二重鎖安定性及びヌクレアーゼ

抵抗性を評価した (Figure 2)。これらの合成については、共通の合成中間体からそれぞ
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れ対応する官能基変換を行い、オリゴ核酸合成の材料となるホスホロアミダイト体へ

と誘導した後、DNA自動合成機を用いてオリゴ核酸に導入した。 
 

 
Figure 2. Structure of Me-TaNA derivatives. 

 

合成した TaNA 誘導体を含むオリゴ核酸の相補鎖核酸に対する二重鎖の熱安定性を

Tm測定により評価した。その結果、いずれの TaNA誘導体においても Me-TaNA修飾と

同様の高い RNA 結合親和性及び RNA 選択性を有することが示された。従って、架橋

部にメチル基よりもかさ高い置換基を導入しても、相補鎖 RNA に対する二重鎖の安定

性に影響を与えないことが示唆された。また、CD測定により 4種類の TaNA誘導体を

含む二重鎖の構造は、Me-TaNA と同様、RNA 二重鎖様の構造になっていることが示さ

れた。 

次 に 、 3 種 類 の TaNA 誘 導 体  (Methoxymethyl-TaNA, Aminomethyl-TaNA, 

Acetamidomethyl-TaNA) を含むオリゴ核酸のヌクレアーゼに対する抵抗性を評価した。

その結果、いずれの TaNA 誘導体においても Me-TaNA 修飾と同様の高いヌクレアーゼ

抵抗性を有することが示された。 

さらに、二重鎖 DNA に対する三重鎖の熱安定性は、いずれの TaNA 誘導体において

も Me-TaNA 修飾と同様の高い三重鎖形成能を示した。従って、メチル基よりもかさ高

い置換基を導入しても、二重鎖 DNA に対する三重鎖の安定性に大きな影響を与えない

ことが示唆された。 

以上の結果から、架橋部に比較的かさ高い置換基を持つ TaNA誘導体に関しても Me-

TaNA と同様の高い RNA 結合親和性及び高いヌクレアーゼ抵抗性を有することが示さ

れた。従って、将来的に TaNAを母格として、架橋部の置換基をさらに種々検討するこ

とにより、高い二重鎖安定性や高いヌクレアーゼ抵抗性に加え、さらに別の新しい機

能を付与させた有用な材料の開発ができると考えられる。 

以上、本研究により、Me-TaNA及び TaNA誘導体を含むオリゴ核酸は高い RNA結合

親和性及び高いヌクレアーゼ抵抗性、さらに高い三重鎖形成能を有することが示され

た。近年では、1 つのオリゴ核酸から様々な誘導体を合成できるオリゴ核酸合成後修飾

法が報告されている。この手法を利用することで、TaNA の架橋部に様々な置換基を導

入したオリゴ核酸が効率的に合成でき、今回合成した TaNA誘導体を上回る新たな材料

の創出につながることが期待される。このように、TaNA 誘導体は核酸医薬材料として

有望であり、今後の核酸創薬や核酸テクノロジーの進展に役立つと考えられる。 
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論文審査結果の要旨 

 

本論文は 2つの章から構成されており、3連続アセタール構造を含む架橋型核酸を設

計し、それを含むオリゴ核酸の合成と物性評価について論じている。mRNA を標的と

するアンチセンス核酸は一般的に様々な化学修飾が施されており、中でも、糖部の 2ʹ位

と 4ʹ位を架橋でつないだ架橋型核酸が近年、注目を集めている。この架橋型核酸はこれ

まで多数報告されているが、核酸材料として実用されているものは少なく、高い RNA

結合親和性及び高いヌクレアーゼ抵抗性を併せ持つ有望な核酸材料の開発が望まれて

いる。そこで著者は、構造活性相関の知見を基に、高い特性を有することが期待され

る架橋部に 2つの酸素原子を持つ、ユニークな構造から成る Me-TaNA及びその誘導体

を設計し、本架橋型核酸の合成と物性評価を行った。 

 第一章では、この Me-TaNA を合成し、それを含むオリゴ核酸の物性評価を行った。

また、比較検討のため無置換 TaNAについても合成した。合成に関しては、出発原料 5-

メチルウリジンからオリゴ核酸合成の材料となるホスホロアミダイト体をそれぞれ合

成し、DNA 自動合成機を用いて、修飾オリゴ核酸を合成した。物性の評価方法として

は、合成した修飾オリゴ核酸の標的核酸に対する二重鎖の安定性及びヌクレアーゼに

対する抵抗性、二重鎖 DNA に対する三重鎖の安定性の評価を実施し、核酸材料として

利用されている 2ʹ,4ʹ-BNA/LNA や ENA 修飾のものと比較した。二重鎖の安定性におい

ては、Me-TaNA修飾オリゴ核酸は 2ʹ,4ʹ-BNA/LNA及び ENA修飾に匹敵する実用レベル

の相補鎖核酸認識能を持ち、かつ核酸創薬に好都合な RNA 選択性を有することが示さ

れた。また、架橋部のメチル基が二重鎖の安定性に与える影響について調べるため、

無置換 TaNA 修飾オリゴ核酸と比較検討を行った。その結果、Me-TaNA 修飾の二重鎖

の安定性は無置換 TaNA修飾と同様であり、架橋部のメチル基は二重鎖の安定性に影響

を与えないことが示された。ヌクレアーゼに対する抵抗性においては、Me-TaNA 修飾

は ENA 修飾と同様、高いヌクレアーゼ抵抗性を有することが明らかになり、架橋部の

メチル基はヌクレアーゼ抵抗性の向上に大きく寄与することが示された。二重鎖 DNA

に対する三重鎖の安定性においては、2ʹ,4ʹ-BNA/LNA 及び ENA 修飾と同等以上の高い
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三重鎖形成能を有することが明らかになり、架橋部のメチル基は三重鎖の安定化に寄

与することが示された。 

 第二章では、架橋部にメチル基よりもかさ高い置換基を持つ 4 種類の TaNA 誘導体 

(Hydroxymethyl-TaNA, Methoxymethyl-TaNA, Aminomethyl-TaNA, Acetamidomethyl-TaNA) 

を合成し、それらを含むオリゴ核酸の物性評価を行った。合成に関しては、共通の合

成中間体からそれぞれ対応する官能基変換を行い、ホスホロアミダイト体を合成した

後、DNA 自動合成機を用いて、修飾オリゴ核酸を合成した。合成した TaNA 誘導体を

含むオリゴ核酸のいずれの場合においても、Me-TaNA修飾と同様、高い RNA結合親和

性及び高いヌクレアーゼ抵抗性、さらに高い三重鎖形成能を有することが示された。

従って、架橋部にかさ高い置換基を導入しても、二重鎖及び三重鎖の安定性に影響を

与えず、高いヌクレアーゼ抵抗性を維持できる可能性が示唆された。 

 以上のように著者は、3 連続アセタールを持つ TaNA 誘導体の合成に成功した。更に

本架橋型核酸を含むオリゴ核酸は高い RNA 結合親和性、高いヌクレアーゼ抵抗性、高

い三重鎖形成能を有することを見出した。近年では、様々な種類のオリゴ核酸が効率

的に合成できるオリゴ核酸合成後修飾法が報告されており、この手法を用いることに

より、今回合成した TaNA誘導体を上回る特性を持つ新たな材料の創出につながること

が期待される。以上得られた知見により、今後の核酸創薬や核酸テクノロジーの進展

が期待され、薬学的に重要であると考えられる。よって、本論文は博士 (薬学) の学位

に値するものと認める。 

 

論文審査委員 主査 (教授)  吉田 昌裕     

       副査 (教授)  堂上 美和     

       副査 (教授)  山本 博文     
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1 

 

論文の内容要旨 

田口 央基 

 

【背景】  

シスプラチン（CDDP; cis-diamminedichloro-platinum(II)）は、臨床応用された
最初の白金系抗がん剤であり、現在も精巣がん、卵巣がん、肺がんなどの幅広
い固形がんの治療に使用されている。しかし、CDDP は主に腎臓から排泄され
るため、CDDP 化学療法を受けている患者の約 30%で腎障害が発症する。CDDP

腎障害の発症は、化学療法の中止や減薬を検討する必要があるため、患者の予
後に重大な影響を及ぼす。また、実験動物に CDDP を投与する研究により、
CDDP が腎臓近位尿細管 S3 領域に特異的な障害を引き起こすことが示されてい
る。しかし、この CDDPによる S3領域特異的な毒性発現の分子機序は、明らか
になっていない。  

本研究では、「CDDP の S3 領域における高感受性には何が関与しているの
か？」を学術的な「問い」として位置付け、CDDP 腎障害における責任因子を
特定することを目的とした。具体的には、同一種由来で近位尿細管 S1, S2, S3領
域由来の 3 種揃った唯一の細胞株であるマウス腎臓近位尿細管領域由来不死化
細胞を活用することで、各領域における CDDP の反応性の違いについて詳細な
検討に取り組んだ。  

 

【第 1 章  白金系抗がん剤による各領域由来不死化細胞間での感受性の比較】  

本章では、マウス腎臓近位尿細管 S1, S2, S3 細胞を用いて、白金系抗がん剤
に対する感受性の評価、腎障害マーカーの解析、および細胞内 Pt 蓄積量の比較
を行った。また、CDDP の細胞内輸送に関与するトランスポーターのタンパク
質発現量を解析し、細胞間で比較した。その結果、実験動物を用いた先行研究
と同様に、近位尿細管 S3 領域由来である S3 細胞が白金系抗がん剤に対して最
も高い感受性を示すことが明らかとなった。また、この高感受性は、細胞内 Pt

蓄積量やトランスポーターの発現量では説明できず、その他の要因が関与する
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可能性が示唆された。次章より、S3 細胞における CDDP 高感受性の機序を明ら
かにするために、CDDP 曝露後の細胞間での応答性の違いを比較し、CDDP 腎
障害の解明を目指した。  

 

【第 2 章  S3 細胞における CDDP 高感受性にフェロトーシスが関与する】  

CDDP 腎障害における細胞死には、活性酸素種（ROS）の増加による酸化ス
トレスの亢進が関与することが報告されている。しかし、CDDP 曝露による細
胞毒性において、近位尿細管細胞のどの領域で、どのような種類の細胞死が起
こるかについては明らかになっていない。本章では、S1, S2, S3 細胞を用い、S3

細胞が ROS 関連物質（パラコート（PQ）、過酸化水素、クメンヒドロペルオキ
シド、 tert-ブチルヒドロペルオキシド）に対しても脆弱であるかを調べ、CDDP

に対する S3 細胞の高感受性に ROS が関与するかについて検討した。  

ROS 関連物質に対する細胞毒性試験の結果から LC50値を算出して比較したと
ころ、すべての ROS 関連物質に対して、S3 細胞が S1, S2 細胞より 2～3 倍高い
値を示した。一方、S3 細胞における CDDP の感受性は、S1, S2 細胞より 10～15

倍高い値を示したことから、S3 細胞における CDDP の高感受性には、ROS 以外
の要因が関与するのではないかと考えた。そこで、細胞内で ROS を産生するこ
とが既に知られている PQ を比較対象として更なる検討に取り組んだ。その結
果、CDDP 曝露後の S3 細胞では、細胞内 ROS 量の増加に加え、抗酸化タンパ
ク質の減少、細胞内遊離 Fe2+量の増加、および細胞内過酸化脂質の増加といっ
た複数の要因から鉄依存性細胞死（フェロトーシス）が誘導されることが明ら
かとなった。  

 

【第 3 章  CDDP 短時間曝露による遅発性腎障害機構の解明】  

CDDP 腎障害は、ラットを用いた研究で投与後 3～5 日目に発症することが報
告されている。一方、CDDP は投与後 72 時間以内に 90%以上が尿中に排泄され
ることが知られている。これらの研究論文から、CDDP は腎臓から速やかに排
泄されるにもかかわらず、遅発性の腎障害を引き起こすというユニークな特性
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を持つ。しかし、CDDP による遅発性腎障害の発症機序に関する詳細な研究は
行われていない。本章では、CDDP による遅発性腎障害の分子機構を明らかに
するため、実験動物および S1, S2, S3 細胞を用いた検討に取り組んだ。  

CDDP を腹腔内単回投与したマウスにおいて、CDDP の腎臓組織中 Pt 蓄積量
は投与後 15 分でピークに達し、腎障害は投与後 4 日目に発症した。このことか
ら、既報通り CDDP は、投与後速やかに腎臓に取り込まれた後、数日後に腎障
害を引き起こした。次に、S1, S2, S3 細胞を用いた in vitro 実験においても、
CDDPの細胞内 Pt蓄積量は曝露後 15分でピークを示した。さらに、CDDPの 15

分間曝露によって、いずれの細胞においても培養日数依存的に増強する細胞死
が観察され、特に S3 細胞で高感受性を示した。これらの結果から、S1, S2, S3

細胞においても CDDP による遅発性毒性が検出できることが明らかとなった。
また、CDDP 曝露によって S1, S2, S3 細胞では、DNA 付加体形成を介した細胞
周期障害が誘導され、その影響が S3 細胞で最も大きいことを明らかにした。  

 

【第 4 章  CDDP 耐性細胞を用いた新規腎障害責任因子の探索】  

一部のがん細胞は、CDDP 化学療法において CDDP 耐性を獲得することが報
告されている。がん細胞における CDDP 耐性の獲得は、治療効果を低下させ、
がんの再発や転移、生存率の低下につながる可能性があり、CDDP 化学療法に
おける臨床上の大きな課題である。CDDP 耐性獲得機構として、細胞内 Pt 蓄積
の低下、SH基を有するグルタチオンやメタロチオネインなどの CDDP との結合
による CDDP の不活化などが報告されている。これらの研究は、各種がん細胞
の培養細胞株に対して CDDP 耐性を獲得させることで検討が行われてきた。一
方、副作用の標的となる腎臓近位尿細管細胞に CDDP 耐性を獲得させる研究は、
ほとんど行われていない。本章では、近位尿細管細胞の中でも特に CDDP に対
して高感受性を示す S3 細胞を親株細胞として、CDDP耐性細胞（CisR細胞）を
樹立し、S3 細胞と CisR 細胞間での性状解析を行うことで、これまで報告され
ていなかった新規 CDDP 腎障害の責任因子の同定が可能になるのではないかと
考え、検討に取り組んだ。  



―11―

4 

 

S3 細胞に CDDP を低濃度で曝露し、生存した細胞のみを継代することで、最
終的には、CDDP に約 14 倍の耐性を獲得した細胞（CisR 細胞）を樹立した。さ
らに、CDDP を曝露した CisR 細胞では、S3 細胞と比較して、細胞内 Pt 量が増
加し、DNA 中 Pt 量は低下していた。この結果から、CisR 細胞では細胞質中で
CDDP と結合するデコイタンパク質が高発現しているのではないかと仮説を立
てた。DNA マイクロアレイ法によって、CisR 細胞においてセレノプロテイン P

（SeP）の発現量が 10.68 倍増加しており、タンパク質発現量も同様に増加して
いた。さらに、S3 細胞に対する SeP ノックダウンを検討したところ、SeP のタ
ンパク質発現量の増加が CDDP による細胞毒性の抑制に寄与することが示唆さ
れた。今後は、CDDP 腎障害に対する新規治療標的として SeP の確立を目指す
ため、SeP による CDDP 腎障害の防御機構について詳細な検討を行う。  
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論文審査結果の要旨 
 

 

本論文は 4 章からなり、近位尿細管 S1, S2, S3 領域由来不死化細胞（S1, S2,S3

細胞）を使用することで、シスプラチン（CDDP）腎障害の発症機構の解明を
目的とした研究について論じられている。  

第 1 章では、実験動物を用いた先行研究と同様に、近位尿細管 S3 領域由来で
ある S3細胞が白金系抗がん剤に対して最も高い感受性を示すことを明らかにし、
この S3 細胞における高感受性は、細胞間における細胞内 Pt 蓄積量やトランス
ポーターの発現量では、説明できないことを示している。そこで著者は、
CDDP 曝露後の S1, S2, S3 細胞間での反応性の違いについて着目し、研究を展開
した。  

第 2 章では、CDDP による S3 細胞の高感受性に活性酸素種（ROS）が関与す
るのかについて検討を行っている。CDDP を曝露した S3 細胞では、細胞内 ROS

量の増加だけでなく、細胞内過酸化脂質量も増加しており、この増加は細胞内
遊離 Fe2+量の増加や過酸化脂質の消去に関与するグルタチオンペルオキシダー
ゼ 4（GPX4）のタンパク質発現量が低下することに起因することを見出してい
る。その結果、CDDP を曝露した S3 細胞ではフェロトーシスが誘導されており、
S3 細胞における CDDP 高感受性に関与していることを示唆している。  

第 3 章では、CDDP による遅発性腎障害の分子機構を明らかにするため、 S1, 

S2, S3 細胞を用いた検討に取り組むことで、S1, S2, S3 細胞においても CDDP に
よる遅発性毒性が検出できることを明らかにしている。また、CDDP 曝露によ
って S1, S2, S3 細胞では、DNA 付加体形成を介した細胞周期障害が誘導され、
その影響が S3 細胞で最も大きいことを見出している。  

第 4 章では、近位尿細管細胞の中でも特に CDDP に対して高感受性を示す S3

細胞を親株細胞として、CDDP耐性細胞（CisR細胞）を樹立し、S3細胞と CisR

細胞間での性状解析を行うことにより、CisR 細胞ではセレン含有タンパク質で
あるセレノプロテイン P のタンパク質発現量が増加していることを見出してい
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る。また、SePのタンパク質発現量を増加させることで、CDDPによる細胞毒性
が軽減されることを明らかにしている。  

以上、これらの研究より、近位尿細管領域由来不死化細胞である S1, S2, S3細
胞が CDDP 腎障害の発症機構解明に有用であることを見出し、CDDP による様
々な細胞応答について明らかにしている。本研究で得られた結果は、CDDP 腎
障害の発症機構の解明に大きく貢献できるものであると判断できる。また、筆
頭著者として学術論文 3 報を含む、計 6 報を既に発表しており、業績としても
十分である。よって、本博士論文は博士（薬学）の学位に値するものと評価さ
れた。  

 

論文審査委員  主査（教授）   鈴木  真也  

副査（教授）   深田  俊幸  

副査（准教授）  堀ノ内裕也  
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論文の内容要旨 

佃 京華 

 

神経細胞は、活動電位を軸索といわれる突起構造を用いることで情報を遠くまで伝え

（伝導）、処理している。脳の神経細胞の多くは軸索が髄鞘（ミエリン）によって覆われ

た有髄神経であり、それにより神経の伝導速度を飛躍的に高めた跳躍伝導を可能にして

いる。この有髄神経の軸索が集積して走行している領域を白質と呼び、脳の離れた領域

や左右半球間を接続して、特定領域間で情報のやり取りを行っている。難病として知ら

れる多発性硬化症（Multiple Sclerosis；MS）では、この髄鞘が破壊（脱髄）されることで

脳内の領野間の情報伝達が阻害され、様々な神経症状がおこると考えられている。これ

までに MS の病態は、分子病理学的な観点や fMRI などの非侵襲的機能評価を用いて調

べられてきた。しかし、神経回路レベル、特に脳内の左右大脳半球間における機能的な

欠損については解析手法が限られており、十分には解明されていない。そこで本研究で

は、脱髄による前頭前野の神経回路機能障害を明らかにすることを目的として、これま

でに前頭前野の急性脳スライスにおける広範囲の神経回路解析に成功している膜電位

感受性色素を使用したイメージング（VSDI）と免疫組織学的解析を組み合わせて、

Cuprizone（CPZ）誘発性脱髄モデルマウスにおける前頭前野の神経興奮伝播障害につい

て解析した。また、後半では、加齢による脳内炎症を伴った神経回路機能の変調を明ら

かにすることを目的とし、上記と同様の解析手法により、記憶の座とされる海馬におけ

る、神経回路機能障害と脳内炎症の関係について解析した。 

本博士論文は 4 つの章からなり、第 1 章 諸論では本研究の背景および目的を述べる

と共に、多発性硬化症と CPZモデルの関連性や半球間の情報伝達において重要な役割を

果たす脳梁（Corpus Callosum; CC）と前帯状皮質（Anterior Cingulate Cortex; ACC）、MS

モデルの作製に古くから用いられている CPZ の給餌投与による脱髄のメカニズムと神

経病理、そして VSDIの特徴と病態モデルへの適用について述べた。 

第 2章では、「膜電位感受性色素イメージング法を用いた CPZ誘発性脱髄によるマウ

ス前頭前野障害の解明」について述べた。銅キレーターの CPZは、げっ歯類で髄鞘の脱

落を引き起こすことが知られている。また、脱髄の病態がMSを代表とする脱髄関連疾
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患の病態に類似していることから、MS 動物モデルの作製に古くから用いられている。

特に、CPZは投与を中止すると髄鞘の再生が起こるため、脱髄と再髄鞘化の研究に適し

ている。CPZ の脱髄効果は CC で顕著であり、CC は大脳の左右半球間の情報伝達を担

う主要構造である。CCは前頭前野の ACCで重要な役割を果たしているが、脱髄が神経

興奮伝播に与える影響については未解明である。そこで、本研究では脱髄によるマウス

前頭前野の神経回路機能障害を解明する目的で、これまでに先行研究で前頭前野の急性

冠状断脳スライスにおける広範囲の神経回路解析に成功した膜電位感受性色素を使用

した VSDIを用いて、CPZ誘発性脱髄モデルマウスにおける前頭前野の神経興奮伝播を

可視化した。その結果、 CPZ投与による左右大脳半球間の神経興奮伝播の障害は、前頭

前野において、特定の冠状断スライス標本で最も深刻であることが明らかになった。ま

た、CPZ投与を中止すると半球間の神経興奮伝播はほぼ回復したが、組織化学的評価で

は顕著な回復が見られなかった。これらの結果は、CPZモデルのような病態モデルにお

いて生理学的アッセイを用いる必要性を示している。 

第 3 章では、「膜電位感受性色素イメージング法を用いた加齢による海馬機能変調の

解明」について述べた。近年、医学や医療技術のめざましい進歩により、寿命は延び、

高齢人口が急増している。そのため、加齢に伴う神経変性疾患や認知機能障害（アルツ

ハイマー病など）の有病率も上昇している。したがって、神経変性疾患や加齢に伴う通

常の認知障害の根底にあるメカニズムの解明は、高齢化に伴う認知機能低下を予防また

は改善するために重要である。最近では、加齢に伴う神経回路の過興奮が問題視されて

おり、代表的な認知機能障害であるアルツハイマー病でも重要な危険因子である。神経

回路の過興奮は、電気生理学的手法や神経活動マーカーの上昇を通じて度々示されるが、

神経回路自体の興奮性を直接可視化した研究は限られている。これらの知見の蓄積にも

かかわらず、正常な加齢動物における海馬の機能的な理解は未だ不十分であり、神経興

奮伝播を可視化した例はほとんどない。そこで、本研究では、海馬における加齢による

脳内炎症を伴った神経回路の変調を明らかにすることを目的とし、VSDIにより 70週齢

のマウスにおける海馬神経興奮伝播を可視化し、さらに、その光計測に用いたスライス

を使用して、脳内炎症に関与するミクログリアとアストロサイトについての免疫組織化

学的解析をおこなった。その結果、VSDIでは老齢マウスにおいて海馬 CA1領域での過
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興奮性が見られた。免疫染色では、老齢マウスにおいて VSDI の電気刺激によりミクロ

グリアおよびアストロサイトがより顕著に活性化されることが明らかになった。これら

の結果は、加齢に伴う神経回路の興奮性増大と同時に、脳内炎症の発生に対する脆弱性

の増大を示唆している。 

本研究は、CPZ誘発性脱髄モデルを用いて、機能的評価が組織学的評価を補完する重

要性を示し、前頭前野における神経回路機能の障害と回復過程を可視化した点で意義深

い。特に、神経興奮伝播の障害が特定の部位で顕著であること、神経回路の機能的な回

復が組織学的評価と必ずしも一致しないことを明らかにした点は、脱髄疾患の病態解明

や治療法開発に貢献するものである。また、加齢に伴う海馬神経回路の過興奮とグリア

細胞の過剰活性化を示すことで、認知機能低下やアルツハイマー病の理解に新たな知見

を加えた。これらの結果は、神経回路の機能評価が今後の脱髄疾患や加齢関連疾患の予

防・治療戦略における重要な基盤となることを示唆している。 

最後に第 1章から第 3章までで得られた知見を第 4章にまとめ、本論文の総括とした。 
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論文審査結果の要旨 

 

本論文は、膜電位感受性色素（VSD）イメージング手法を用いて広角視野での細胞膜電

位の変化を可視化し、毒物誘発性脱髄モデルマウスの前頭前野での両側性神経伝導障害、

及び、加齢による海馬機能変調、について、神経回路レベルでの解明を目指して行われ

た研究であり、4つの章で構成されている。 

第１章では、緒論として、主に研究背景（先行研究）をまとめている。中枢神経系にお

ける代表的な脱髄疾患と知られている多発性硬化症とクプリゾン (CPZ、正式名称は

Bis(cyclohexanone) Oxalyldihydrazone)によって誘発される脱髄モデルの関連性、CPZ

の給餌投与による脱髄のメカニズムと神経病理、及び VSDイメージングの特徴と病態モ

デルへの適用について述べられている。 

第 2 章では、実験結果について述べている。①CPZ 誘発性脱髄マウスモデルの冠状断前

頭前野スライスを用いて VSDイメージングを行い、②脱髄した脳の特定の位置でのスラ

イスにおいて、顕著な半球間連絡の障害が生じること、③CPZ 投与を中止し再髄鞘化さ

せた回復マウスでは、髄鞘形成の回復は不十分であるものの半球間の神経活動伝播はほ

ぼ回復するという、非常に興味深い３点の生理学的知見を見出した。また、神経回路研

究における生理学的手法を用いた機能解析と組織病理学的手法による構造解析に違い

もあることから、双方を組み合わせた評価の必要性を示した。 

第 3章では、70週齢の老齢マウスの海馬スライスを用いて VSDイメージングと蛍光染

色を行い、加齢に伴う海馬機能変調の解析結果を示した。VSD イメージングでは老齢マ

ウスにおいて過興奮の傾向が見られた。また、免疫蛍光染色では老齢マウスにおける加

齢に伴うミクログリアの活性化と、刺激によるミクログリアおよびアストロサイトの活

性化が見られ、老化脳の炎症性グリア細胞の刺激に対する過敏性が示された。アルツハ

イマー病での、根本的な原因として、近年、過興奮や脳内炎症が注目されていることか

ら、加齢脳での生理学的な特徴の理解はアルツハイマー病の発症予防のために重要であ

ることを示唆した。 
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第 4章では、総括として第 1章から第 3章までに得られた主要な知見をまとめ、考察してい

る。 

以上のように、本論文では、広角視野での膜電位感受性色素イメージング手法は、脳神

経活動を解析する上で非常に有用な手法であることを示した。特に、この手法による生

理学的解析と、組織学的解析を組み合わせることで、CPZ 投与を中止した回復マウスで

は、半球間の神経活動伝播は回復するものの脳梁の再髄鞘化は部分的な回復にとどまる

と言う新奇な発見を提示した。回復マウスで観察された構造的回復と機能的回復の不一

致は、生理学的評価と組織学的評価を統合することの重要性を示しており、VSD を用い

たイメージング技術は、組織学的評価では見逃される可能性のある機能的代償メカニズ

ムの解明にも貢献すると考えられる。本研究の内容は、主論文 1報として公表されてお

り、業績としても充分である。したがって、本論文は博士（薬学）の学位に値するもの

と認める。 
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論文の内容要旨 

 

冨田 淳子 

 

高齢化が進む日本では医療費は増大し、中でも薬剤費の占める割合は大きく 2割を

超えている。生活習慣病薬は高齢になるほど使用割合は高くなり、長期使用されるこ

とから、予期しない作用・副作用が生じたり飲み残しや不必要な処方継続による残薬

が発生したりする。結果として、健康被害や薬の過剰交付が生じることとなり、これ

は国民医療費の増加の要因となり得る。生活習慣病薬は多くの疾患に用いられ、その

使用状況は薬の種類や地域の医療体制、患者一人ひとりの性格や習慣によって様々で

ある。薬の使用状況を把握し、個々の患者の状態に応じた生活習慣病薬の適正使用を

推し進めることが、医療費適正化に寄与すると考えられる。 

医療データベースが以前から存在する諸外国では、薬の使用状況や交付状況に焦点

を当てた医薬品使用研究が薬剤疫学研究の一領域として存在し、医薬品適正使用

や医療費削減の施策などにデジタルデータが活用されている。一方、日本にお

いては、デジタルデータにより医薬品使用状況を大規模に評価した研究は少な

く、デジタルデータの医療施策への活用は十分ではない。 

本研究は、日本の医療における生活習慣病薬の医薬品使用状況と問題点を明らかに

し、デジタルデータを数値化することで、その指標を医療施策に適用できるツール開

発ならびに医療施策立案への活用を目指している。このために、病院や薬局が変更し

ても患者を追跡できるレセプトデータベースのうち二つの大規模データベースの調剤

履歴を用いて、日本の 55歳以上の生活習慣病薬の交付・使用状況について解析した。 

まず、悉皆性が高く長期間の患者追跡が可能な匿名医療保険等関連情報データベー

ス（National Database of Health Insurance Claims and Specific Health Checkups 

of Japan, NDB）を用いて、生活習慣病薬の中でも、心血管疾患（cardiovalcular 

diseases, CVD）の予防に用いられる脂質異常症治療薬（lipid-modifying agent, 
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LMA）に着目した研究に取り組んだ。HMG-CoA還元酵素阻害薬（スタチン）に注目し、

スタチンの継続率と薬物治療アドヒアランスの proportion of days covered(PDC）を

解析した。その結果、スタチン開始者の多くは、開始後間もなくスタチン使用を中止

していたことが示された。また、継続率と薬物治療アドヒアランスは、CVD一次予防者

と二次予防の女性において低いことが見出された。これまでの海外の報告では、一次

予防、二次予防いずれにおいてもスタチンの継続率は女性で低いとされ、本研究結果

とは異なっている。 

そこで、この二次予防でのみ観察された性差の知見がスタチン以外の LMAにおいて

も同様であるかを確認するため、スタチンの他、エゼチミブ、フィブラートを単独で

開始した者（つまり、開始前及び開始時に他の LMAを使用していない者）において、

薬剤クラス別に、継続率、薬物治療アドヒアランス（PDC）、再開率を算出し、CVD予防

別に比較した。使用開始後に間もなく薬を中止する傾向はいずれの薬剤クラス、いず

れの予防でも観察されたが、継続率と薬物治療アドヒアランスの顕著な性差は二次予

防のスタチン開始者でのみ観察され、女性で低かった。二次予防のスタチンを除いて

は、いずれの薬剤クラス、いずれの予防においても、継続率の性差は無視できるほど

小さく、薬物治療アドヒアランスの性差もわずかであった。この性差の理由として考

えられうることに、スタチンの有害事象の発現が女性で多いことがあげられる。しか

し、スタチンの再開率は比較的高く、いずれの予防においても再開率に性差がないこ

とを考慮すると、観察された性差が有害事象の発現に起因するとは考えにくく、スタ

チン使用における性差の理由を明らかにするためには更なる研究が必要である。 

これら上記の研究を通して、薬物治療アドヒアランス指標には PDCの他に medication 

possession ratio (MPR)があり、MPRは薬物治療アドヒアランスの実態を示すだけでな

く、医薬品の過剰交付の程度を測ることができることに気づいた。そこで過剰交付に着

目した研究に、高齢者のレセプト情報を多く含む DeSC データベースを用いて取り組ん

だ。日本における 5つの生活習慣病薬（第 3世代カルシウム拮抗薬、アンギオテンシン

Ⅱ受容体拮抗薬、スタチン、ジペプチジルペプチダーゼ-4 阻害薬、ビグアナイド系薬）

の過剰交付を、まず、MPRにより特定して個々の患者の過剰交付の程度を求め、つぎに、
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過剰交付者の割合ならびに年間の過剰日数及び過剰コストを算出した。さらに、過剰交

付に関連する因子・理由を、定量的・定性的に解析した。いずれの薬剤クラスにおいて

も過剰交付者の割合は約 16 %で、年間 1か月以上の過剰な薬を持つ患者の割合は 1～2 %

であった。しかし、過剰な薬の日数が 983日/年や、過剰な薬の金額が約 9万円/年の者

がいた。過剰交付に大きく関連していた因子・理由は、「早めの交付」と「入院処方」で

あり、皆保険制度や医療施設へのフリーアクセスといった日本の医療制度や、DPC 病院

における入院中の持参薬使用ルールといった施策が過剰交付に大きく影響しているこ

とが示唆された。 

本研究は、二つの大規模レセプトデータベースの調剤履歴を用いて日本の生活習慣病

薬の交付・使用について、医薬品使用状況を可視化し、医薬品使用課題のある患者の特

定、患者個々の医薬品過剰交付レベルの算出、及び、過剰交付を生み出す要因の特定を

可能にした。レセプトというデジタルデータを数値化して見出された個々の患者の医薬

品使用上の課題（継続率や薬物治療アドヒアランスの低い患者の検出、薬の過剰交付傾

向にある患者の検出など）を、電子処方箋システムにおいてリアルタイムで提示できる

ツールが開発されれば、医師は処方段階で過剰な処方を回避でき、薬剤師は一層丁寧な

服薬指導・フォローアップができる。さらに、デジタルデータの数値化にもとづいて見

出された医薬品使用課題のある患者を集団で捉えることで、医療施策立案へ活用できる

と考える。このような薬剤疫学評価により導き出された指標を患者の薬物治療において

活用できる社会の到来は、医療安全の向上や医療効率化を導くと考える。 
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論文審査結果の要旨 

 

本論文は、大規模レセプト調剤履歴を用いて日本の生活習慣病薬の交付・使用状況に

ついて薬剤疫学的に評価した研究について論じている。高齢化が進む日本では、膨大な

医療費の適正化を図るため、医薬品の適正使用に向けた取り組みが推進され、電子処方

箋などデジタルデータ運用が開始されている。しかし、デジタルデータを用いて医薬品

の使用状況を評価した日本の研究報告は少なく、デジタルデータの医療施策への活用は

限られている。本研究は、日本の医療における生活習慣病薬の医薬品使用状況と問題点

を明らかにし、デジタルデータを数値化することで、その指標を医療施策に適用できる

ツール開発ならびに医療施策立案への活用を目指している。 

第一章では、緒論として研究背景である日本の医療費や医療制度について述べ、本論

文の研究目的と概要を提示した。第二章では、薬剤疫学におけるレセプトデータ研究と、

本研究で用いられた二つのレセプトデータベースの特徴について解説した。 

第三章、第四章では、悉皆性の高い匿名医療保険等関連情報データベース（NDB）を

用いて、日本の脂質異常症治療薬開始者の調剤履歴を解析し、医薬品使用課題のある

患者を明らかにした。第三章ではまず、HMG-CoA還元酵素阻害薬（スタチン）開始者の

継続率と薬物治療アドヒアランスの proportion of days covered(PDC)を解析し、スタ

チンの使用状況を明らかにした。スタチン開始者の多くは、開始後間もなくスタチン

使用を中止し、また、心血管疾患一次予防者と二次予防の女性において継続率と薬物

治療アドヒアランスが低いことを見出した。 

続く第四章では、スタチン以外の脂質異常症治療薬においても第三章の結果と同様

の性差があるかを確認するため、スタチン、エゼチミブ、フィブラートの継続率、薬

物治療アドヒアランス（PDC）、再開率を心血管疾患予防別に比較した。薬の種類や心

血管疾患予防別に関わらず、使用開始後間もなく薬を中止する傾向が観察され、二次

予防のスタチン開始者でのみ、継続率と薬物治療アドヒアランスに顕著な性差があ

り、女性で低いことを明らかにした。さらに二次予防のスタチンを除いては、薬の種

類や心血管疾患予防別に関わらず、継続率と薬物治療アドヒアランスの性差はほとん
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どなかったことも示した。 

第五章では、民間事業者が提供する DeSC データベースを用いた生活習慣病薬の過剰

交付の研究について述べている。この研究では、薬物治療アドヒアランスの medication 

possession ratio (MPR)が薬の過剰交付の程度を算出できることに着目し、MPRを用い

て血圧降下剤、脂質異常症治療薬、糖尿病治療薬の過剰交付を特定し、日本の医療制度

における過剰交付の実態及び過剰交付に関連する因子と理由を明らかにした。年間に１

か月以上の過剰な薬をもつ患者の割合はわずかであったが、中には無視できないほど過

剰な薬をもつ者がいた。また、過剰交付に関連する因子と理由は、「早めの交付」や「入

院処方」が大きく関連していることを明らかにした。これらの結果は、日本の医療制度

や施策が影響していると示唆された。 

本論文は、大規模医療データベースを用いることで、日本の医薬品使用状況を可視化

し、医薬品使用に課題のある患者やその課題の要因を特定できることを示した。これら

の研究結果は、医薬品の適正使用や医療者間の情報共有に活用できるだけでなく、デジ

タルデータ応用の幅を広げ、薬物治療における医療安全の向上や医療効率化に貢献でき

ると期待できる。また、筆頭著者として査読付きの学術論文 4 報を既に発表しており、

業績としても十分である。したがって、本論文は博士（薬学）の学位に値するものと認

める。 

 

 

論文審査委員  主査（教授） 芳地 一  
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論文内容の要旨 
 

花城 帆乃佳 
 

DNAの高次構造は、一般的に知られている B型 DNAの他に Z型 DNA、三重鎖、四重鎖
などの「非 B型 DNA」構造もとる。このような特殊な DNA構造は細胞内で局所的かつ一
時的に形成され、転写、翻訳、複製など遺伝子発現の制御に重要な役割を担っている。

DNA が多様な構造を形成できる要因の一つとしてプリン塩基の配向性がある。通常、プリ
ン塩基の配座は syn型と anti型の平衡状態であるものの、syn配座は熱力学的に不安定であ

るため、生体内に最も多く存在する B型 DNA中のプリン塩基は anti型をとる。一方、syn

型のプリン塩基を含む核酸高次構造として、Z型 DNAやアンチパラレル型のグアニン四重
鎖などが知られている。これら非 B型 DNAは生体内でタンパク等によってその形成が誘導
されるものの、in vitroで形成させるには低 pHや高塩濃度など特殊な条件を必要とする。そ
のような背景下、syn 型プリンヌクレオチドを含む核酸高次構造の安定性向上を目指し、8
位に様々な置換基を導入したグアノシンアナログが開発された。これらは、8位置換基と糖
部との立体障害を避けるため syn型を有利にとる。しかし、メチル基やブロモ基のように置

換基が小さい場合、syn型への偏りが十分でなく anti型もとることが知られている。一方、
フェニル基のように大きい置換基の場合、syn型をとりやすくなるものの置換基のかさ高さ

ゆえに天然の構造と大きく異なり、タンパクに認識されず生物学的機能を発現しない可能

性も考えられる。そこで著者は、小さい置換基でプリン塩基を syn型に固定できれば、天然
の syn型プリンヌクレオチドの等価体として機能する新たな核酸材料になると考えた。本研

究では、syn配座固定プリンヌクレオチドを含むオリゴ核酸を合成し、非 B型 DNAとして
Z型 DNAとパラレル型フーグスティーン二重鎖の二つの評価を行った。 

一つ目の Z型 DNAは、d(CG)nのようなプリン塩基とピリミジン塩基が繰り返される配列

で形成されやすい。通常は右巻きの B型 DNAをとり、塩濃度の上昇に従ってプリン塩基の
み anti型から syn型に反転することで左巻き Z型 DNAに遷移する。通常この B-Z遷移は高
塩濃度で起こるが、仮にプリン塩基を syn型に固定できればより低塩濃度で Z型 DNAを形
成することが可能になると考えた (Figure 1)。 
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Figure 1. syn型プリン塩基による Z型 DNAの形成 

 

パラレル型フーグスティーン二重鎖は、ホモプリン鎖とホモピリミジン鎖からなり、フ

ーグスティーン面での水素結合を介して平行な二重鎖を形成する。しかし、CG塩基対の形
成において、anti 型のグアニン塩基を認識するにはシトシンはプロトン化される必要があ

るため、パラレル型フーグスティーン二重鎖の形成には酸性条件を必要とする。仮にプリ

ン塩基を syn型に固定できれば、フーグスティーン側でワトソンクリック様水素結合を形成
できるため、シトシンのプロトン化が不要となり、かつ水素結合も三本形成できるため安

定なパラレル型二重鎖を pH 非依存的に形成できると考えた。一方、AT 塩基対も同様にワ
トソンクリック様水素結合をもつ安定な二重鎖を形成できる可能性がある (Figure 2)。 

 

 

Figure 2. syn型プリン塩基によるパラレル型二重鎖の形成 
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以上のことを実現するため、分子デザインとして Figure 3に示しているような構造を設計
した。これらのものはプリン塩基部 8 位と糖部 1ʹ位を小さなエチレンユニットで架橋して
いるため、生物学的機能を妨げず天然の syn型プリンヌクレオチドの等価体として機能する
ことが期待される。 

 
Figure 3. syn型固定プリンヌクレオチド 

 

第一章では、syn 配座固定 2ʹ-デオキシアデノシン (synA)、2ʹ-デオキシグアノシン (synG)、
2ʹ-デオキシイノシン (synI) を含むオリゴ核酸の合成を試みた。鍵反応に 1,5-水素原子移動を
経由するラジカル環化反応を利用して架橋を形成することとした。その結果、2ʹ-デオキシ
アデノシンの環化は成功したものの、2ʹ-デオキシグアノシンや 2ʹ-デオキシイノシンでは困
難であった。そこで、6-クロロプリンを用いて環化反応を行ったところ望みの環化体を得
ることができたため、その後塩基部をヒポキサンチンに変換し 2ʹ-デオキシイノシンの合成
に成功した。架橋構築できた synAと synIに関しては、その後オリゴ核酸合成で使用するため
のホスホロアミダイト体へと導いた。続いて、synA及び synIのオリゴ核酸への導入を検討し
た。まず、synAの導入を行うこととし、通常用いられるオリゴ核酸の5′末端のジメトキシト
リチル基を残す手法で合成を行った。しかし、その後の簡易精製において、ジメトキシト

リチル基の脱保護に用いる 1%トリフルオロ酢酸水溶液により synAの架橋部の開環及び水の
付加が起こった。そこで、オリゴ核酸合成で使用する 3%トリクロロ酢酸ジクロロメタン溶
液を用いて、DNA 自動合成機上であらかじめ 5′末端のジメトキシトリチル基を脱保護し、
簡易精製を行わず直接 HPLC で精製する手法を試みた。その結果、目的のオリゴ核酸を主
生成物として単離することに成功した。また、synI に関しても後者の方法で精製することに
よってオリゴ核酸へ導入することができたため、評価で使用する Z型 DNA用配列及びパラ
レル型フーグスティーン二重鎖用配列からなるオリゴ核酸を合成した。 

 第二章では、synAまたは synIを含むオリゴ核酸の非 B型 DNA形成能を評価した。まず、
一つ目のZ型DNA形成能は、円二色性 (CD) スペクトルを用いてB-Z遷移の中点を算出し、
天然の配列と比較することで評価した。一般的に、AT、AC、IC塩基対を含む配列は GCの
みの配列に比べ Z型 DNAを形成しにくいことが知られている。実際に、GCのみの配列は
約 2.5 Mで B-Z遷移が起こり、AT塩基対を含む自己相補二重鎖は 4 Mの NaCl濃度でも Z
型 DNAを示す CDスペクトルは観察されなかった。一方、Aを synAに置換すると、約 2 M
で B-Z遷移が起こることが明らかとなった。AC塩基対を含む配列においても同様に synAの
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導入により低塩濃度で Z型 DNAを形成した。また、 synIの Z型 DNA安定化効果は synAよ
り大きく、さらに低い 0.5 M で形成できることが明らかとなった。次に、パラレル型フー
グスティーン二重鎖形成能の評価を行った。synAを含む二重鎖は、pH 7.0条件下でフーグス
ティーン二重鎖が解離する時の 295 nm の融解曲線が見られ、また、CD スペクトルにより
パラレル二重鎖の特徴である 210 nm付近の負のコットン効果も確認できた。続いて、synIを
含む二重鎖の中性付近 (pH 6.8–7.4) における pH依存性を調べたところ、いずれの pHにお
いても 295 nm のはっきりとした融解曲線が観察された。また、天然二重鎖は pH 6.8 から
7.4の上昇に従い Tm値は 15 ºC低下したが、一方で synI を導入すると 3 ºCしか低下せず、pH
に非依存的なパラレル型フーグスティーン二重鎖の形成を可能とした。 

この syn配座固定プリンヌクレオチドは、syn配座をとったプリンヌクレオチド等価体と
して、Z型 DNAやパラレル型フーグスティーン二重鎖に限らず、多方面に利活用できるこ
とが期待される。 
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論文審査結果の要旨 

 

本論文は、天然の syn 型プリンヌクレオチドの等価体となる「核酸塩基とリ
ボースの架橋により syn 配座に固定された新たな核酸材料」の開発に関して論
じたものである。その新規 syn 配座固定プリンヌクレオチド誘導体を含むオリ
ゴ核酸の合成と当該オリゴ核酸の構造評価をまとめた本論文は、次の 2 つの章
から構成されている。 
第一章では、プリン塩基 8 位と糖部 1′位を小さなエチレンユニットで架橋し
た syn 配座固定プリンヌクレオチドを設計し、それを含むオリゴ核酸合成を目
指した以下の実験がなされている。架橋部は、1,5-水素原子移動を経由するラ
ジカル環化反応を利用することにより構築している。次に、syn 配座固定 2ʹ-デ
オキシグアノシン (synG) の合成は達成できなかったものの、2ʹ-デオキシアデノ
シン (synA) と 2ʹ-デオキシイノシン (synI) のホスホロアミダイト体の合成に成功し
ている。続くオリゴ核酸への導入において、通常オリゴ核酸合成で用いられる

5′末端のジメトキシトリチル基を残す手法で合成を行ったが、後の簡易精製に
おける脱トリチル化の酸条件により架橋部の開環及び水の付加が問題となった。

そこで、オリゴ核酸合成で使用する酸条件を用いてDNA自動合成機上で 5′末端
の脱トリチル化を行い、簡易精製を行わず直接 HPLC 精製を行うことで目的の
オリゴ核酸を得ることに成功している。 

第二章では、非 B型 DNAとして Z型 DNAとパラレル型フーグスティーン二
重鎖に着目し、synAまたは synIを含むオリゴ核酸の非 B型 DNA構造形成能の評
価が行われている。まず一つ目のZ型DNAに関しては、次のような仮説に基づ
いて実験が行われている。syn 配座を有利にとるグアノシンアナログは低塩濃
度で Z 型 DNA 構造を誘起するとが報告されているため、著者は今回開発した
syn配座固定プリンヌクレオチドを用いることで、より低塩濃度での Z型 DNA
形成を目指している。その結果、Z型 DNAの形成が困難とされる AT、AC、IC
塩基対を含む配列においても、synAまたは synIを導入することにより、天然より
低塩濃度での Z型 DNA形成を実現している。なお synAまたは synIを含む Z型
DNA では、CG のみの配列と同等以上の熱安定性を有することが示されている。
次にパラレル型二重鎖に関しても、以下に示すような成果を上げている。通常、

パラレル型二重鎖を形成する際には CG 塩基対はフーグスティーン型塩基対を
形成する。この際、シトシン塩基がプロトン化される必要があり、酸性条件で

のみパラレル型二重鎖を形成することが知られている。そこで著者は、syn 配

座固定プリンヌクレオチドを用いることによりフーグスティーン側でワトソン
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クリック型塩基対を形成させることで、中性条件でパラレル型二重鎖の形成が

可能になるという仮説を立てた。仮説の検証の結果、synA を含む二重鎖につい
て、pH 7.0、塩化マグネシウム添加条件下でパラレル型二重鎖を形成させるこ
とに成功している。synIを含む二重鎖では、中性付近 (pH 6.8–7.4) のいずれの pH
においてもパラレル型二重鎖形成が確認され、pHに非依存的なパラレル型二重
鎖の形成を可能としている。これらの事実より、synAおよび synIは、天然核酸塩
基に比べて中性条件で熱安定性の非常に高いパラレル型二重鎖を形成させるこ

とができる有用な構造素子であると結論している。 

以上、これらの研究結果は、この syn 配座固定プリンヌクレオチドが天然の

syn 型プリンヌクレオチドの等価体として機能することを示した有用な研究で
ある。加えて syn配座固定プリンヌクレオチドが、Z型 DNAやパラレル型二重
鎖を積極的に形成させるための有効な構造素子となることも本博士論文によっ

て実証された。syn 配座固定プリンヌクレオチドをもちいて作製された Z 型
DNAやパラレル型二重鎖は、それらの結合タンパク質に対するデコイ核酸とし
て機能する可能性がある。このようなデコイ核酸は遺伝子発現制御を通じた医

薬品応用・生命現象の解析も期待できる分子であり、syn 配座固定プリンヌク
レオチドに関する本研究成果は多方面への発展が期待される学術的成果である

と考えられる。よって、本論文は博士 (薬学) の学位に値するものと認める。 
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