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ゾロンを同定することができた。ミトコンドリアでは ATP産生の際、かなりの活性酸素種が発生するためミトコ

ンドリアゲノムは酸化ストレスにさらされ変異しやすいはずと考えた。ミトコンドリアの独自のタンパク質合成

系のグリシンコドンは進化的に酸化損傷を受けやすいGGGを避けて、３文字目はG以外を使っているので

はないかと仮説を立てたが、残念ながらそのような偏りを見出すことはできなかった。 
 ２０００年代に入り、左巻きの Z 型 DNA やグアニン４重鎖(G４)構造などの非 B 型 DNA 高次構造の中の

グアニンの化学反応性に関心をもって取り組んでいった。例えば、Z 型 DNA ではグアニンが４塩基連続し

たπスタックの状態をとっているため、外部環境にある溶媒にさらされ、活性酸素種などと反応しやすくなっ

ていることや、染色体末端のテロメアにも存在する G４構造もグアニンの酸化損傷を受けやすい構造である

ことを研究してきた。特に、テロメアではゲノム本体の情報を守るために、あえて酸化的損傷を受けるための

スカベンジャーとなっていることも提案されており、そこに G4 構造の存在が繋がっているのではないかと見

立てている。 
 京都大学の山中教授によって iPS 細胞が発見され、次世代シーケンサーとバイオインフォマティックスに

よって生命の本質に対する理解はさらに加速度がついたと言える。エピジェネティクスによる遺伝子発現制

御のメカニズムが分子レベルで解明されてきた。現在、ヒトゲノムにはテロメア以外にも少なくとも 10,000 カ
所ほどの G４構造が存在することが G4-seq で示され、最近では酸化的損傷に対応する修復系機構が作動

することによって遺伝子発現が誘起されることなどが提案されている。また、ミトコンドリアゲノムの重鎖には

軽鎖と比べ格段に数多くの G４構造をとりうる配列が偏って存在していることは興味深い。さらに、テロメア

の伸長に関わるテロメラーゼもミトコンドリアに存在しており、ミトコンドリアの品質管理に寄与していることが

示された。全く予想されていなかったミトコンドリアとテロメアの間で、G４構造による酸化的なストレスのアン

テナをたてて、あたかも細胞の運命を相互に連携して階層的に決めているように見える。実験的な証拠は

ほとんどないが、核酸が作り出す様々な局所構造の変化によって生じるグアニンの特異的な反応性は、生

体系内でも積極的に利用している可能性が高いと感じている。暇に任せて調べてゆくと、核酸の高次構造

が生体系に大きなインパクトを与えているとの確信が深まり、４０年近く過ぎていった時代の潮流の中で自ら

の研究に対する尽きぬ思いを想起することができたのだった。 
 最後に、確かに今回の新型コロナ禍によって、常在する感染リスクが日常生活の形態すら様変わりさせて

しまい、国内、国際問わず主だった学会は軒並み延期や中止となる大きな影響を受けている。振り返ると、

日本核酸化学会は杉本直己会長の見事なリーダーシップによる船出から早３年が経ち、これまで座礁する

ことなく無事に航海を続けられたのは僥倖だった。ポストコロナの苦難の時代、２期目の会長として就任予

定の和田猛先生には、今後の学会活動を含めて臨機応変な対応と変革に臨む気概が求められることだろ

う。もちろん我々研究者一人一人に対しても、自分の化学と向き合う奇貨と捉えて、自らの研究を進める覚

悟が問われているのだろう。 
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multimer might be a good model for stabilizing G-quadruplex repeats. 
  Therefore, here we adopted cNDI (1) to construct a group of cNDI dimers with different linker lengths of 
alkyl chain, cNDI-ac (5) was adopted as monomer control (Figure 3a). Regarding the stabilization performance 
for dimeric telomeric G-quadruplex (G2T1), 5 showed much weaker ability to stabilize G2T1 structure in 1:1 
ratio with increasing the Tm only by 2.7 ± 0.6°C; upon continuing to add 5 to G2T1 in 2:1 ratio, Tm was 
increased by 8.8 ± 1.1°C. In comparison, when adding cNDI-dimers to G2T1 in 1:1 ratio, Tm of G2T1 was 
increased by 15.7–16.1°C, which is even higher than adding 5 in 2:1 ratio (Figure 3b). The result suggested 
the enhanced ability of cNDI-dimers for stabilizing dimeric G-quadruplex. However, cNDI dimers exhibited 
lower binding affinity towards recognizing dimeric G-quadruplex than 5. One possible reason was that, the 
higher ΔS of 2–4 with dimeric intramolecular G-quadruplex (resulted in a higher ΔG) may partly reflect 
inherent differences in hydration for DNA structure and/or binding-induced release of counterions. Then, a 
PCR-free electrochemical telomerase assay was adopted to evaluate the ability of 2-5 for inhibiting telomerase 
activity. In consistent with the result of Tm measurement, cNDI dimers showed stronger ability to inhibit the 
elongation of telomeric DNA in lower concentration (Figure 3c)12.   

 To improve the water solubility and flexibility of developed cNDI dimer, peptide also was introduced as 
linker to connect cNDI monomer to construct new cNDI dimers. Interestingly, peptide tethered cNDI dimers 
showed significantly enhanced binding affinity for c-myc G-quadruplex (up to 107 M-1), and also stronger 
ability to stabilize G-quadruplex structure. Using the peptide linker, cNDI trimers and tetramers are under 
construction for creating new group of cNDI multimers with potentially interesting binding performance.  

4. The binding performance of cNDI derivatives as G4 binder under molecular crowding condition 

It’s considerable that highly crowded cellular milieu might impair the binding of some molecules for G-
quadruplex13, however, few studies has been reported about G-quadruplex recognition under molecular 
crowding condition. Although we developed many cNDI derivatives including the above cFNDs and cNDI 
dimers, whether cNDIs could keep comparable binding ability in molecular crowding condition is still an 
ambiguous question yet.   

To clarify the above question, except previously reported cyclic naphthalene diimide with cyclohexane 
substituent (cNDI-ch), we constructed another two new cNDI derivatives, cNDI-mBen and cNDI-c3 (Figure 
4a). Parallel c-myc G-quadruplex and hybrid telomere G-quadruplex were adopted for evaluation. Under K+-
free polyethylene glycol (PEG) mimicked molecular crowding condition, a mixture of hybrid and parallel 
telomere G-quadruplex was observed. With increasing the amounts of cNDIs, the cotton effect around 290 nm 
increased gradually, especially with adding cNDI-mBen in 10 equivalents to telomere G-quadruplex, the CD 
spectra transferred to quite hybrid-like (Figure 4b). This supposed that cNDIs prefer to induce telomere to form 
a hybrid G-quadruplex under cation-free molecular crowding condition.   

Then the binding parameters of cNDIs for G-quadruplex were measured by ITC and UV-Vis-based 
Scatchard plot analysis. When comparing to dilute condition, the ITC fitting curve’s saturation rates of cNDIs 
with G-quadruplex under molecular crowding condition were slightly slower, which indicated a decreasing 
binding ability. However, the decreasing of Ka for G-quadruplex were generally less than 3 folds, and still 
could keep around 106 M-1 order. Consistent results were acquired from both ITC and UV-Vis, and supported 
that cNDIs recognizing G-quadruplex were not significantly interrupted under crowding condition (Figure 4c). 
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techniques have been employed for investigating the binding property of G4 ligand with G-quadruplex, when 
towards elucidating the interaction process of G4 ligands for multiple G-quadruplex targeting, some techniques 
may give ambiguous result or even not able to work for calculation. For these reasons, establishing a standard 
and applicable evaluation system for multiple G-quadruplex targeting ligands is in demand.  
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できたものと考えている。現在、MeAP-YdC 誘導体をもとにしたさらなる構造最適化 9や TA塩基対認識ヌク

レオシドの開発 10も進んでいる。核酸化学を基盤とする 3 本鎖 DNA 形成技術の進展が、アンチジーン医

薬をはじめとする新たなゲノム標的手法につながることを強く期待する。 
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鎖形成能を見出し，その生命化学・材

料科学における機能性ツールとして

の展開まで行ってきている． 
1. TLDNA／TLRNA合成法の開発 
 単量体糖部の分子設計において

は，伸長後のオリゴマーが天然型核

酸との二重鎖形成を促進するため

に，天然型と同様の 6 結合周期性を

踏襲した．安価な出発原料を出発原

料として，簡便・高効率な合成経路を

チミン／ウラシル，シトシン，アデニ

ン，グアニンの 4 種の核酸塩基でそれ

ぞれ実現している（スキーム 1）2-5． TLRNA 用単

量体の合成においては，2'位アセトキシ基の導入

を足がかりとして，天然型と同様のb異性体を高

選択的に得る手法を確立した．いずれにおいて

も，グラムスケールでの量的供給法の確立まで

行ってきている． 
 
 多段階の合成工程を要するオリゴマーの伸長

法には，反応後の精製工程を省略することで簡

便合成を可能とする固相合成法を活用した．ポリ

スチレン上に担持させた単量体を出発点とし，固

相上で CuAAC 連結と脱シリル化からなる 2工程
を繰り返すことで，12 量体までの長鎖のオリゴマ

ーを合成した（スキーム 2）2,4,6．反応条件の精査

により一伸長あたりの平

均効率が 85%以上の高
効率・高選択的・簡便な

長鎖オリゴマー合成法

を確立できた． 
 
 全ての連結部をトリアゾ

ール連結部としたオリゴマ

ーに加えて，水易溶性の

トリアゾール環をメチル化

したトリアゾリウム連結部

を持つ TLDNA＋7 や，トリ

アゾール・リン酸混合連結

 

図 2．トリアゾール連結核酸の構造多様化． 
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スキーム 2． TLDNA／TLRNAの CuAAC伸長法． 
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スキーム 1．TLDNA／TLRNA単量体合成法． 
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    Et3N, 98%
    (2 steps)
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N

O

N
H

iPr
OBase:

T (R = Me)
U (R = H)

R

Cbz

N
NN

N

NHR

Aoct (R = COC7H15)
Abz  (R = Bz)

N
NN

N

OCONPh2

N
H

O

Gibu Gdpc,ac

TLRNA 単量体

TLDNA 単量体
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(非特異的錯形成)
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ノイズキャンセル法:
RNA加水分解 + 5’-エキソヌクレアーゼ (RecJ,     )

「cDNA高純度化」

3' 5'

4量体
開始鎖
なし 8量体 12量体 4量体 8量体 12量体

TLDNA開始鎖 DNA開始鎖

(モデルノイズDNA)

A A A A

3'

+ TLDNA開始鎖

T T T T
5'3'

5'

 (RecJ,     )

82%持続/18%分解 48%持続/52%分解 ：逆転写後のcDNA
：ノイズキャンセル後のcDNA
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環状 RNA による細胞内ビルドアップ型

RNA 干渉法 

～細胞内化学反応に基づく核酸医薬分子

の高機能化～ 

 

名古屋大学大学院理学研究科 

木村 康明 

Graduate School of Science, Nagoya University 
Yasuaki Kimura 

(y-kimura@chem.nagoya-u.ac.jp) 
 

Abstract: RNA interference (RNAi), which is mediated by 20–23 base pairs of double-

stranded RNA (siRNA), is widely used for target-specific gene suppression and in therapeutic 

applications. However, standard siRNAs cause undesired immune responses and exhibit 

instability and off-target effects in vivo. Various RNA molecular designs have been reported 

to solve these problems based on chemical modification of nucleotides and the nanostructure 

design of RNA oligomers. In this study, we developed an intracellular build-up reaction for 

siRNA assembly, in which circular precursor RNAs form siRNA in cells. Here, two circular 

single-stranded RNAs with an environmental responsive linker (nitrobenzyl-type or disulfide 

linker) were converted into the corresponding linear RNAs in the cell, and this process was 

triggered by light irradiation or by a GSH-mediated reductive reaction. Subsequently, they 

formed double-stranded RNA, namely active siRNA, thereby exhibiting an RNAi effect. The 

circular RNAs showed comparable RNAi activity to that of normal siRNA, indicating that 

these precursor RNAs can be converted into active siRNA in cells in response to an external 

stimulus (photoirradiation) or the intracellular environment (GSH). When administrated to the 

cells without lipofection, the circular RNAs showed higher RNAi activity than normal siRNAs, 

suggesting that the circular RNAs had higher cellular uptake than normal siRNAs. These 

results demonstrated the effectiveness of the circular structure format siRNA precursors.  

 

１．はじめに 

RNA干渉（RNAi）は、siRNAと呼ばれる20〜23塩基対の二本鎖天然RNAによる、標的特異的な遺伝子

の発現抑制法であり1、近年では疾病治療法としても応用されている2, 3。しかし、通常のsiRNAは、生体内

で望ましくない免疫応答を惹起し、不安定性とオフターゲット効果を示す。これらの問題を解決するために

核酸モノマーの化学修飾や、RNAのナノ構造設計に基づいた様々なRNAの分子設計が提案されてきた4-

9。一方我々は、新たなRNAiの手法としてsiRNAの細胞内ビルドアップ反応を初めて報告した。このアプロ

ーチでは、断片化した短鎖RNAを用いて細胞内で活性型siRNAの構築する（図1A（i））。すなわち細胞内

総 合 論 文 
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海外からは以下の4名の著名な先生をお招きし、ご講演いただきました。 

Prof. Cynthia J. Burrows (University of Utah) 
“Oxidative damage in G-quadruplexes is epigenetic” 
Dr. Valérie Gabelica (Universiｔé de Bordeaux, CNRS, INSERM)  
“Advanced mass spectrometry approaches to decipher nucleic acid folding and binding” 
Prof. Man Bock Gu (Korea University) 
“Graphene-oxide assisted SELEX (GO-SELEX) for pair of aptamers and its application on sandwich-type 
biosensors” 
Prof. Danzhou Yang (Purdue University) 
“G-quadruplexes in human telomeres and oncogene promoters as anticancer drug targets” 

 

若手優秀講演賞（大塚賞）（Ohtsuka Award, ISNAC Outstanding Oral Presentation Award for Young 
Scientist 2019）は、大会実行委員による厳正なる審査に基づき、以下の3名が受賞されました。 

Dr. Keiji Murayama (Nagoya University) “Photo-control of reversible duplex formation between SNA and 
RNA by [2+2] photocycloaddition of 8-pyrenylvinyl adenine” 
Dr. P.K. Hashim (The University of Tokyo) “siRNA Embedded GroEL Protein Nanotube as ‘Artificial 
Viruses' for gene therapy” 
Dr. Saptarshi Ghosh (Konan University, Japan) “Prediction method for DNA duplex stability in molecular 
crowding conditions” 

 

優秀ポスター賞（ISNAC Outstanding Poster Award 2019）は以下の4名が受賞されました。 

Mr. Akihiro Eguchi (The University of Tokyo)  
Ms. Kinuko Ueno (Tokyo University of Agriculture and Technology)  
Mr. Hiroyuki Chaya (The University of Tokyo)  
Mr. Shogo Sasaki (Tokyo University of Agriculture and Technology)  

 

2 日目終了後に吉祥寺第⼀ホテルにおいて交流会が開催され、180 名を超える皆さまにご参加いた

だき、東京農工大学の大野弘幸学長、招待講演者、第一線で活躍する研究者や若手研究者、大学院生

が有意義な交流の時間を過ごすことができました。各賞授賞者や招待講演者のスピーチ等を交え、和や

かで、稔りある交流会となりました。 

Prof. Burrows           Dr. Gabelica            Prof. Yang             Prof. Gu 
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