
図1．核酸医薬の種類（上：細胞内で作用するもの，
　　　下：受容体等に作用するもの）

１．はじめに

　“核酸医薬品”は次世代の医薬品として期待され
ているが，これまでに上市・承認された核酸医薬品
は3品目で未だ開発途上である。その原因として核
酸医薬品の本体であるオリゴヌクレオチドが生体内
で不安定なことや有効なDDSがないことが挙げら
れるが，一昨年米国で承認された3品目目の核酸医
薬品であるKYNAMRO®は，化学修飾により生体
内で分解されにくいヌクレオチドで構成され，全身
投与が可能な仕様になっている。核酸医薬品開発は
一時期停滞感があったが，この承認の前後から以前
にも増して活発になってきている。
　（株）ジーンデザインではオリゴヌクレオチドの
製造（化学合成）を行っており，研究開発用から治
験薬まで生産している。本稿ではオリゴヌクレオチ
ドの製造とその高機能化や分析方法などについて弊
社での実例を少し交えながら紹介する。

２．核酸医薬品

　核酸医薬品とは，疾患ターゲットに対して有用な
機能を持つようにヌクレオチドの順序を設計し，数
個～百数十個程度のヌクレオチドを化学合成により
つなげたオリゴヌクレオチドである。核酸医薬品と

しての研究開発が進んでいるものでは図1に示すよ
うなものなどが知られており，それらは全て基本的
には同じように製造されている。同じく核酸を用い
る遺伝子治療は，製造方法が化学合成ではないとい
う点と，また核酸そのものが作用するのではなく，
主としてタンパク質を発現させてそれが作用すると
いう点が核酸医薬品とは大きく異なる。
　核酸医薬品はターゲット特異的で副作用も少ない
と考えられ，非常に有効な医薬品になりうるとされ
ている。しかしオリゴヌクレオチドは生体内では速
やかに分解・排出されてしまうことが核酸医薬品開
発の障害となっている。血中ではエキソヌクレアー
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図3．オリゴヌクレオチドの合成サイクル（①→④の反応を繰り返して付加していく）（B:Base,塩基）

図2．オリゴヌクレオチドの合成（3塩基【5’-GCT-3’】の合成例）

ゼ（特に3’-エキソヌクレアーゼ）により，細胞内
ではエンドヌクレアーゼにより分解されることが多
く，またオリゴヌクレオチドは高い水溶性のため速
やかに腎排泄もされてしまう。もうひとつの障害と
して有効なDDSがないことも挙げられる。このよ
うな障害を克服するためにこれまでオリゴヌクレオ
チドの化学修飾やオリゴヌクレオチドの末端への様々
な分子の付加などが行われてきている。

３．オリゴヌクレオチドの製造

３－１ オリゴヌクレオチドの合成

　オリゴヌクレオチドの合成にはホスホロアミダイ
ト法と呼ばれる固相合成法を用いるのが主流であり，
この合成のための装置が市販されている。弊社でも
少量合成用の装置を開発し，装置の販売も行ってい

る。また最近では実用化を見据えた液相合成法も開
発が進んでおり，将来のスケールアップ製造時の大
幅なコストダウンが期待されている。
　固相合成に用いる担体としてはCPG（Controlled 
Pore Glass）と呼ばれる細孔を持つガラスビーズ，
またはポリスチレンビーズを用いている。この担体
表面上にアルキル鎖を介してモノマーのヌクレオチ
ドの 3’末端が結合したものを用いることが多く，
そこにアミダイトと呼ばれる修飾ヌクレオチドモノ
マーを繋げていきオリゴヌクレオチドを合成する。
担体上への合成は，図2に示すように目的とするオ
リゴヌクレオチドの配列の3’末端側から5’末端に
向けて1つずつヌクレオチドを付加していくが，1
つのヌクレオチドを付加するためには，図3に示す
4段階の反応が必要である。
　合成サイクル完了後は，オリゴヌクレオチドを固
相担体からの切り出しと塩基部の脱保護を行い，
RNAの場合はさらに2’位の保護基を外す。以上の
工程を経て粗オリゴヌクレオチド溶液が得られる。

３－２ オリゴヌクレオチドの精製

　得られた粗オリゴヌクレオチド溶液は，次に液体
クロマトグラフィーを用いて精製する。液体クロマ
トグラフィーとして，陰イオン交換液体クロマトグ
ラフィー（AEX-LC）あるいは逆相イオンペア液体
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表1．各種修飾とその機能性

図4．オリゴヌクレオチドの精製例（一部S化した20merDNAの精製例）

　

クロマトグラフィー（RP-IP-LC）を単独で，または
両方を組み合わせて用いるものが多い。
　分子量が数千から数万程度のオリゴヌクレオチド
の精製を行うが，例えば図4に示すようにホスホロ
チオエート化（S化）オリゴヌクレオチドに含まれ
るSがOに置き換わった不純物（目的物の分子量
より16小さい）でも条件を最適化すれば精製が可
能である。
　このように液体クロマトグラフィーにより分離し
た画分は，高速液体クロマトグラフィー（RP-IP-
HPLCおよびAEX-HPLC）での純度確認や，質量分
析による分子量の確認などの後に，目的の分子量の
ものを含み，目的の純度に達している画分を回収す
る。次に限外ろ過により溶媒の置換や塩の除去を行
い目的のオリゴヌクレオチド水溶液を得る。さらに

この後，siRNAやデコイを製造する場合は，このあ
と2本鎖化が必要である。

４．オリゴヌクレオチドの高機能化

　表1に示すようにオリゴヌクレオチドの化学修飾
により機能性の向上が期待できる。配列内部の化学
修飾として，ヌクレオチドそのものの修飾やリン酸
ジエステル結合部分への修飾（図5）がある。例えば，
井上らが開発した2’-OMe 1)を用いるとヌクレアー
ゼ耐性の向上が見られ，今西・小比賀らのグループ
が開発したBNA 2)や森田らが開発したENA 3)を用
いると，ヌクレアーゼ耐性の向上や2本鎖の安定性
の向上（Tm値の上昇）が見られる。山田らが開発
したMCE 4)を用いるとヌクレアーゼ耐性の向上や
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表2．末端修飾と結合物質例

図5．各種修飾核酸の例とリン酸ジエステル結合のＳ化

　

エキソンスキッピングでモルフォリノ核酸と同等以
上の効果が得られる。また，リン酸ジエステル結合
部分へのＳ化を行うとヌクレアーゼ耐性が上がる。
Ｓ化ではＳが1個の場合光学異性体の混合物になる
が，和田らのグループにより立体選択的なS化も開
発され 5)，WaVe Life Science社により実用化研究
が進められている。
 一方末端への修飾では表2に示すように他の化合
物を結合させるための反応性の官能基を付加するこ
とができ，そこからさらにさまざまな化合物を結合
させることができる。アミノ基では5’末端，3’末
端ともにこれまでのアミノ基よりも反応性の高いも
のが小松・小島らにより開発されている 6)（図6）。
表2にも示すように末端修飾はDDSを目的とした

　

ものが多い。例えばアプタマーは，細胞表面の受容
体と結合するため細胞内に導入する必要はないが，
生体外へ速やかに排出されてしまうことを防ぎ，血
中滞留性を向上させるために高分子のPEGを付加
することがある。また，細胞内で作用するものでは，
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図6．高反応性アミノリンカー（上：3’末端用アミノリン
　　　カー（3’-アミノCAリンカー），下：5’末端用アミノ
　　　リンカー（ssHアミノリンカー））



図7-2．LC-MSによる質量分析の例（52mer RNA, 分子量16676）（上：クロマトグラム，中：メインピークの
　　　 MSのデコンボリューション後の結果，下：ショルダー部分のMSのデコンボリューション後の結果）

図7-1．LC-MSによる質量分析の例（190mer DNA, 分子量56309）（上：クロマトグラム，中：メイ
　　　ンピークのマススペクトル，下：デコンボリューション後の結果）

細胞内への導入効率向上を目指して末端にペプチド
などを付加することがある。

５．オリゴヌクレオチドの分析

　得られたオリゴヌクレオチドが目的の通りに製造
されたものかどうかを確認するために，種々の分析
法により確認を行う。通常行う分析はRP-IP-HPLC，
AEX-HPLC，キャピラリーゲル電気泳動などの純度
分析，質量分析（MALDI-TOF-MSやLC-MS（TOF-
MSまたはOrbitrap））による質量の確認試験（図7），
その他にはpHや凍結乾燥後の水分含量などがあり，
一般的な化学合成の低分子医薬品と同じように分析
を行う。質量分析では数万の分子量でも検出可能な
条件を見出している（図7-1）。例えば図7-2ではメ

インピークは目的の分子量だが，ピークの右側にシ
ョルダーがあり，この部分の分子量は目的物の分子
量+14を示した。これは塩基部の脱保護時に使用し
たメチルアミン由来のシトシンへのメチル基の付加
によるものだと考えられる。
　また，オリゴヌクレオチド特有の分析として配列
確認があり，これには質量分析を用いている。その
方法として，質量分析装置のイオン源内で分解させ
て解析する方法（図8-1）や，MS/MSにより解離
させて解析する方法，酵素あるいは酸 7)で分解し分
解物を質量分析で確認する方法（図8-2），合成途中
でキャップされたもの（図3の④）を質量分析で検
出することにより間接的に配列を確認する方法など
がある。以上のような分析により，核酸医薬品とな
るオリゴヌクレオチドの品質を管理している。
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図8-1．MALDI-TOF-MSの In source decayによる配列解析例
　　　（配列： ATCGACTCTCGAGCGTTCTC全S化DNA配列は文献 8)に記載のもの）
　　　　MALDI-TOF-MSのイオン源でS化DNAを分解させ測定し，質量差から製造した
　　　　オリゴヌクレオチドの配列を確認した．

図8-2．酸加水分解によるRNAの配列解析例（配列：UCGAAGUACUCAGUGUAAGtt配列は文献 9)に
　　　　記載のもの）
　　　　酸で加水分解したRNAをMALDI-TOF-MSで測定し，質量差から製造したオリゴヌクレオチド
　　　 の配列を確認した．

６．おわりに

　核酸医薬品の研究開発は国内でも活発になってき
ており，今後医薬品として実用化が期待できる。上
述のように核酸の化学修飾などは日本発の技術が多
く，このような技術を基に核酸医薬品が創出される
ことを願っている。この中で弊社も微力ながら日本
発の核酸医薬品開発に貢献したい。
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