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緒緒  言言  
 
中国湖北省、武漢を発生源とする新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）は、RNAウイルス感染症によるパンデミック

の恐ろしさを全世界に知らしめた。その後、ワクチンと治療薬が開発され、with コロナの時代を迎えつつあるが、こ

れまでのSARSやMERS、そしてSARS-CoV-2発生の歴史を振り返ると、近い将来、新興コロナウイルス感染症の再

来は不可避と予想される。現在、SARS-CoV-2感染症（COVID-19）の治療薬として、ウイルスの吸着を阻害する中和

抗体が3品、メインプロテアーゼ阻害剤が2品、そしてウイルスのRNA依存性RNAポリメラーゼ阻害剤が2品臨床

使用されているが、SARS-CoV-2をはじめとする新興・再興ウイルス感染症との闘いに勝利するためには、更なる治療

薬の創出ならびに新しい創薬標的の探索は必要不可欠と考えられる。 
以上の背景を鑑み、我々は中分子ならびに高分子によるRNAウイルス感染症治療薬開発の新しいプラットホームの

開発をめざした。具体的には、我々がこれまで独自に開発してきた4'-チオ核酸（核酸の糖部フラノース環酸素原子を硫

黄原子に置換した核酸の総称）の技術を基盤とし［1～3］、膜透過性環状ジヌクレオチド（c-di-4'-チオAMPB）開発に

よる中分子戦略とヌクレアーゼ抵抗性 small-interfering RNA（siRNA）開発による高分子戦略を実践することで

SARS-CoV-2との闘いに勝利するための礎を築くことを目的とした。 
 

方方  法法  
 
中分子戦略の目的化合物である c-di-4'-チオAMPBの合成にあたっては、ボラノホスフェート（PB）型結合の合成に

参考となる前例が極めて少なかった［4］。そこでまずモデル化合物として二つのウリジンモノマー1 と 2 を用いて     
c-di-UMPBを合成することで立案した合成経路の妥当性を検証することにした。すなわち、化合物1と2をN -PhIMT
を活性化剤として用いて亜リン酸ダイマー体 3 とした後、ボラノホスフェート（PB）型ダイマーとするため用いるボ

ラン・ジメチルスルフィド錯体の等量ならびに反応時間を検討した。続いて、得られたダイマー体4の5’位水酸基の保

護基を除去し、ジアミダイト試薬を用いたアミダイト化を行った後、連続して N -PhIMT を活性化剤とした環化とボ

ラン・ジメチルスルフィド錯体との処理を行い、c-di-UMPBの保護体を合成した。最後に保護基を除去し、c-di-UMPB

の合成を達成することで合成経路の妥当性を実証した。 
一方、高分子戦略であるヌクレアーゼ抵抗性 siRNA開発については、まず天然型の siRNAを用いて標的配列の最適

化を検討した。当初予定した leader配列の他、ウイルスが独自にコードするRNA依存性RNAポリメラーゼ（RdRp）
など、いくつかのタンパク質を標的とした siRNAを計11種類調製し、SARS-CoV-2感染細胞（Vero E6細胞）を用い

たプラークアッセイを行うことで最適な配列を見出した。続いて、最適な siRNA のパッセンジャー鎖とガイド鎖の各

位置を 4’-チオ RNA で修飾し、デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイにより RNAi 効果と修飾様式の相間解析

を行った。 
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結結果果おおよよびび考考察察  
  
モデル化合物として設定した c-di-UMPB の合成戦略（この方法は、我々のグループが開発したホスホロアミダイト

法に基づいて立案した合成法である［3］）を図1に示した。別途調製した1と2を、アセトニトリル中モレキュラーシ

ーブス存在下、N -PhIMTを活性化剤としてカップリングさせ亜リン酸ダイマー体3とした。続いてボラン・ジメチル

スルフィド錯体を用いてボラノホスフェート（PB）型ダイマー体 4 への変換を試みた。この反応では、ボラノ化によ

り脂溶性が向上し、TLC上に原料より低極性の化合物が観察されると予想し、TLC上のスポットの変化に基づいて反

応を追跡した。まずボラン・ジメチルスルフィド錯体を 10 等量用いて室温で攪拌したが、30 分後でもTLC のスポッ

トに変化は見られなかった。さらに反応時間を延長したところ、化合物が分解したと思われる高極性のスポットへと収

束した。用いる試薬の等量数を 4 等量とし 3 時間攪拌したが同様の結果となった。そこで試薬の等量数を 1.5 等量と

し、反応開始15分で反応を止め、原料と思われるスポットを回収し構造決定したところ、望みとするダイマー体4で

あることが確認された。望みとするダイマー体が合成できたので、続いて5'位のDMTr基を除去したのち、得られた5
に対してジアミダイト試薬を用いたアミダイト化を行い、連続してN -PhIMTを活性化剤とした環化の条件に付した。

得られた化合物のマススペクトルと 31P-NMRから環化が進行した7の生成が確認できたので、それをボラン・ジメチ

ルスルフィド錯体との処理し c-di-UMPBの保護体8を合成した。最後に、保護基を除去することで c-di-UMPBの生成

をマススペクトルにより確認した。 

 
図1．c-di-UMPBの合成 

 
現在、この合成経路によって c-di-4'-チオAMPBの合成を進めているが、ボラノホスフェート（PB）結合は不安定で

あり、基質の分解がしばしば確認された。加えて、合成中間体がリン原子の不斉によるジアステレオマー混合物として

得られるため単離精製と構造確認が困難であった。一方、我々はごく最近、環状ジヌクレオチドに膜透過性を付与する

新たなアプローチに成功したので［5］、この戦略を用いた膜透過性 c-di-4'-チオAMP誘導体合成も進めている。 
siRNAによる抗ウイルス剤開発については、まず天然型 siRNAを用いて最適な標的配列を決定することにした。当

初予定した leader配列に加え、RdRp、メインプロテアーゼである3CLpro、ヘリカーゼ、スパイクタンパク質、さら

にnsp2、nsp9とnsp14の計8種類の標的に対して11種類の siRNAを合成した［6～8］。続いてそれらを用いてプラ

ークアッセイにより有効な配列を決定することにした。すなわち96 well plateに播種したVero-E6細胞（3×10４ cells） 
に合成したsiRNA（30 nM）をトランスフェクションし、6時間後にSARS-CoV-2（MOI＝0.01）を感染させ、感染後

O

O

DMTrO

OTBDMS

N

O

HO OTBDMS

O U

O

HO OTBDMS

NHO

O

O OTBDMS

NDMTrO

P
NiPr2O

N-PhIMT
MS 3Å
MeCN P

NC

O
NC

BH3•THF

86%

NH

O

O

NH

O

O
NH

O

O

91%

THF

O

O

RO

OTBDMS

N

O

HO OTBDMS

O U
P

O
NC BH3

NH

O

O

1

2

3 4: R = DMTr
5: R = H

DCA
CH2Cl2

86%

N-PhIMT
(1.5 eq)
MS 4Å
CH2Cl2

P
O

NC
NiPr2

NiPr2

1)

O

O

O

OTBDMS

N

O

HO OTBDMS

O U
P

O
NC

NH

O

O

BH3

P
iPr2N

O
NC

O

OTBDMSO
O

O OTBDMS

O

O

P

P
O

N

N

CN

O NH

O

O

NC

HN

O

O
BH3

O

OTBDMSO
O

O OTBDMS

O

O

P

P
O

N

N

CN

NH

O

O

HN

O

O

BH3•THF
THF

BH3

O

CN

BH3

N-PhIMT
(2.0 eq)

2) 2steps 37%

85%O

OHO
O

O OH

O

O

P

P
O

N

N

NH

O

O

HN

O

O
BH3

O
BH3

1) NH3/MeOH

2) Et3N•3HF
Et3N

MeOH

6

78c-di-UMPB

2



 

48時間後のウイルス力価をプラークアッセイにより評価した。活性を評価したsiRNAの標的タンパク質とプラークア

ッセイの結果を表1に示したが、RdRpを標的とした siR004がウイルスの複製抑制効果が最も高いことが示された。 
 

表1．プラークアッセイによる標的配列のスクリーニング 

 
NSP：non-structural protein、3CLpro：3C-like protease、Mock：非SARS-CoV-2感染コン

トロール、MOI：multiplicity of infection。 
 
 続いて、この siR004 に、まずG を除く 4'-チオ体を 1 残基ずつ導入し、修飾体の導入が抗ウイルス効果に与える影

響を調べることにした。また、ルシフェラーゼ遺伝子の下流に標的配列を組み込んだレポータープラスミドを調製し、

デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイにより修飾体導入位置が RNAi 活性に影響を調べることにした。すなわ

ち96 well plateに播種したVero-E6細胞（3×10４ cells）に4'-チオ修飾siRNAとレポータープラスミドをそれぞれト

ランスフェクションし、48時間後のRNAi効果を測定した。その結果、4'-チオ修飾 siRNAのRNAi効果は、いずれも

天然型 siRNAとほぼ同程度であることが明らかとなった（図2）。 

 
図2．レポーターアッセイによる4'-チオ修飾 siRNAのRNAi効果 

a）RdRpを標的としたsiRNAの配列。  
b）センス鎖に4'-チオヌクレオチドを導入したsiRNAのRNAi効果。 
c）アンチセンス鎖に4'-チオヌクレオチドを導入したsiRNAのRNAi効果。 
Statistically significant differences were determined using a one-way ANOVA followed 
by Sidak multiple comparisons test to compare with non-treated cells (* p＜0.05,   

** p＜0.005). 
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4'-チオ核酸は、ヌクレアーゼ抵抗性に加えて天然型核酸との生物学的等価性を期待して開発した人工核酸である。今

回の実験結果から、4'-チオ体の導入が RNAi 効果に許容であることが示された。今後、さらに修飾体の導入数を増や

し、より詳細なRNAi効果と修飾様式の相関解析を行うことで、ヌクレアーゼ抵抗性 siRNAによる抗SARS-CoV-2治

療薬の開発を進めたい。 
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