
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０４

挑戦的萌芽研究

2016～2015

副作用の少ない抗癌剤を目指した四本鎖DNA特異的分子の創製と評価

Creation and evaluation of tetraplex DNA specific molecules aiming at 
anti-cancer drug with low side effect

６０１８８２０８研究者番号：

竹中　繁織（Takenaka, Shigeori）

九州工業大学・大学院工学研究院・教授

研究期間：

１５Ｋ１３７４８

平成 年 月 日現在２９   ６   ６

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：G4構造に強く結合するリガンドは、テロメラーゼ活性の低下が起こることから、抗癌
剤として期待されている。本研究では、種々の環状ナフタレンジイミドを合成し、それらの性能評価を行った。
リンカーに芳香環を有さないcNDIは、2本鎖DNAに対する結合を効果的に阻害し、高い4本鎖選択性を示した。し
かし、4本鎖DNAに対する結合能、構造安定化能は若干弱い結果を示した。一方でリンカーに芳香環を有するcNDI
は、4本鎖DNAに対する結合能、構造安定化能に非常に優れていることが示された。しかし、2本鎖DNAに対しても
強く結合するため、4本鎖選択性はあまり高くないという結果を示した。

研究成果の概要（英文）：To develop an anti-cancer drug without side-effect, a series of cyclic 
naphthalene diimide (cNDI) derivatives was synthesized and studied their interactions with teraplex 
DNAs (tDNA) using spectrophotometric and isothermal titration calorimetric technique with telomerase
 and growth inhibition assay of cancer cell. cNDIs carrying none-aromatic moiety have a high 
preference for tDNA over duplex one (dsDNA). However, their binding affinity and stabilization 
effect for tDNA is not enough for use of anticancer drug.  On the other hand, cNDIs carrying 
aromatic moiety have high binding affinity for tDNA and, however, their preference for tDNA over 
dsDNA is not enough because of their interaction for dsDNA. The affinity of cNDIs for tDNA was 
correlated with telomerase and growth inhibition assay of cancer cell. These results suggested that 
cNDI open new concept to design anti-cancer drug with diminished side effect.

研究分野：核酸化学

キーワード： 4本鎖DNA　環状ナフタレンジイミド　抗癌剤　テロメアDNA
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
細胞の染色体の端にはテロメアという部

分があり、細胞が老化すると短くなる。テロ
メラーゼはテロメアを伸長する酵素であり、
ガン細胞の不死化のカギを握るとされてい
る。発癌に関する遺伝子として、癌遺伝子と
テロメア DNAが知られている。癌遺伝子はそ
の上流に存在するプロモータ配列の ON によ
って、テロメア DNA はテロメラーゼによる伸
長によって ON となる。プロモータ配列やテ
ロメア配列は、それ自身が折りたたまれて G4
構造となることによって、その発現が停止す
る。従って、G4構造を誘起してそれを安定化
するリガンドは、新たなテロメラーゼ阻害剤
＝抗癌剤として期待されている(図 1)。これ
までこの視点による薬剤が研究されている
が、2 本鎖 DNA へも結合するため副作用を引
き起こすことが問題であった。  

 
２．研究の目的 
 
染色体末端のテロメア DNAは 4つのグアニ

ン(G) 塩基が水素結合によって 4本鎖 DNA構
造(G4)を形成する。細胞分裂に従いテロメア
が短縮され細胞死へと導かれるが、癌のよう
な不死化した細胞ではテロメラーゼにより
テロメア配列が伸長される。G4構造に強く結
合するリガンドは、テロメラーゼ活性の低下
が起こることから、抗癌剤として期待されて
いる。しかし、従来の G4 結合リガンドは、
通常の 2本鎖 DNAにも結合することが副作用
を引き起こす。本研究では、図２に示したよ
うな立体的にナフタレンジイミドの一つの
環平面を置換基で立体的に塞がれた環状リ
ガンドの設計によって G4 構造特異的なリガ
ンドを創成し、発育鶏卵による in vivo 評価
を行う。これによって副作用の低い抗癌剤開
発の新しい指針を提案するとともに G4 をタ
ーゲットとする機能化環状リガンドへの展
開、新規癌診断システムの開発等を行う。 
 

３．研究の方法 

 
環状ナフタレンジイミドは、両置換基末端

にアミノ基を有する前駆体とジカルボン酸
体と縮合させることによって合成した。図 3
に合成した誘導体の例を示した。これらの誘
導体とヒトテロメア、c-myc、c-kit などの 4
本鎖 DNAとの相互作用は以下の合成オリゴヌ
クレオチド を用いて物理化学的な評価を行
った。ここでは、ヒトテロメア配列 TA-core 
(5’-TAG GGT TAG GGT TAG GGT TAG GG-3’)
と 2本鎖 DNA、HP27(5’-GCG ATT CTC GGC TTT 
GCC GAG AAT CGC-3’)のデータについて述
べる。結合能評価は、ナフタレンジイミド部
分の DNA 結合による吸光度変化を用いた
Scatchard 解析を行った。また、直接的な相
互作用を評価するために、滴定型等温カロリ
ー メ ト リ ー (Isothermal Titration 
Calorimetry, ITC)にて評価した。これによ
って結合に伴う熱力学的パラメーターの評
価も行った。 
温度上昇に伴う DNA構造融解に対するリガ

ンドの添加効果、リガンドの添加に伴う DNA
構造変化の解析を円二色性  (Circular 
dichroism, CD)測定によって行った。 
また、テロメラーゼの阻害効果をテロメラ

ーゼ活性検出法として知られている TRAP 
(telomeric repeat amplification protocol) 
アッセイにおいてリガンド添加に伴うテロ
メラーゼ阻害能を評価した。テロメラーゼ活

 
図 1. 4 本鎖 DNA特異的リガンドによる
4 本鎖 DNA 形成と安定化. これによっ
て癌遺伝子の発現を止める. 

 
図 2. 4本鎖 DNA 構造特異的リガンドの分
子デザインの例(cNDI-1)と 4 本鎖構造特
異的結合模式図. 

 
図 3. 本研究で合成した cNDI 誘導体の構
造. 



性が半分阻害されるリガンドの濃度を IC50と
した。また、リガンド添加に伴う増殖阻害能
は、WST-1 細胞増殖アッセイによって行い細
胞増殖阻害能を IC50として評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究結果 
 
① cNDI の各種 DNA に対する結合能および 4
本鎖 DNA 選択性の評価 
cNDI-1 と DNA との相互作用解析のために

ITC 測定を行った。ITC による 4 本鎖 DNA で
ある TA-coreとの相互作用解析結果は、結合
定数 K=8.6×106 M-1、座位数 n=2 となり吸収
スペクトル変化を利用して得た値とほぼ同
程度であった。しかし、2 本鎖 DNA モデルの
HP27との相互作用においては、熱的な変化が
小さくほぼ結合していない結果となった。吸
収スペクトル変化を用いた 2 本鎖 DNA 
(ds-oligo)との相互作用解析においても単
調な吸収極大の減少が見られた。 

 
 
そこで Benesi–Hildebrandプロットによる結
合能評価を行った。このとき得られる値は、
n×K となる。cNDI 誘導体の 2 本鎖 DNA に対
する 4本鎖 DNAへの選択性は吸収スペクトル
測定から得られた値によって評価した（実際
は、ここで得られた選択性よりも高いものと
考えられる）。Table 1 に 4 本鎖 DNA である
TA-coreとの cNDIの TA-coreに対する吸収ス
ペクトル変化を利用して得た結合能をまと
めた。すべての cNDIが 2本鎖 DNA (ds-oligo)
に比べ 4本鎖 DNA である TA-coreに強く結合
することが示された。その中でも特にリンカ
ーに芳香環をもつ cNDI-4、cNDI-5 は 4 本鎖
DNA に強く結合することが示された。データ
はここでは示していないが、4 本鎖 DNA 同士
で結合能を比較すると、芳香環を持つ cNDI
は c-mycに比べ TA-coreに強く結合している
ことが分かった。これは、TA-core が KCl 存
在下において Hybrid 構造を形成し Lateral 
loopを有しているため、リンカーの芳香環と
DNA のループ塩基との間で π-π スタッキン
グによって相互作用し、強く結合していると
考えられた。一方で c-mycは KCl存在下にお

いて、Parallel構造を形成し Propeller Loop
しか存在しない。従って、リンカーの芳香環
と DNA のループ塩基との相互作用が弱く、
TA-core に比べるとわずかに小さい結合定数
を示したと考えられる。対照的に、リンカー
に芳香環を持たない cNDI-1～cNDI-3 は、
TA-core と c-myc に対しほぼ同等の結合能を
示した。これは、ループ塩基との π-π スタ
ッキングによる相互作用が難しいためと考
えられる。 
 先ほど述べたように、リンカーに芳香環を
有する cNDI は 4 本鎖 DNA に対し強く結合す
ることが示された。しかし、cNDI-4 または
cNDI-5 の 2 本鎖 DNA (ds-oligo)に対する結
合定数は 105オーダーであり、4本鎖選択性は
約 20 倍とあまり高くないことが示された。
これは、cNDI-4、cNDI-5が 2 本鎖 DNAに対し
てビスインターカレートしており、結合を効
果的に阻害できていないためだと考えられ
た。一方で、芳香環を持たない cNDI-1～
cNDI-3 は 2 本鎖 DNA に対する結合定数が 104

オーダーと低く、インターカレートを抑制す
ることが出来ていると考えられる。残りの
cNDI-5のベンゼン環部分に tBu基を導入した
誘導体 cNDI-7 は芳香環を有しているにもか
かわらず、2 本鎖 DNA に対する結合定数が芳
香環を有さない cNDIとほぼ同等であり、2 本
鎖 DNA への結合を抑制することが示された。
これはベンゼン環に立体障害の大きい tBu基
を付加させたことで、2 本鎖 DNA の塩基対間
へのインターカレートを抑制できたためだ
と考えられる。一方で、4 本鎖 DNA に対する
結合定数は、cNDI-4、cNDI-5 に比べるとわず
かに小さい値となった。これは、tBu 基を付
加させたために、DNA のループ塩基との相互
作用がわずかに弱くなったためだと考えら
れ る 。 し か し 、 4 本 鎖 DNA 選 択 性 
(TA-core/ds-oligo)は 205倍と高く、すべて
の cNDI の中で最も 4 本鎖 DNA 選択的である
ことが示された。 

金属錯体部位としてリンカー部にフェロ
センを導入した cNDI-6の合成にも成功した。
この 4本鎖 DNA に対する結合能は、リンカー
に芳香環を有する cNDI よりも若干低いもの
であったが、芳香環を持たない cNDI に比べ
ると強いものであった。 
 
② cNDI の各種 DNA に対する構造安定化能評
価 

cNDI の各種 DNA に対する Tm測定の結果を
Table 2にまとめた。すべての cNDIで 2本鎖
DNA より 4 本鎖 DNA を強く安定化しているこ
とが分かる。特にリンカーに芳香環を有する 

 

 

 
図 4. cNDI-1 と TA-core（左）または 2
本鎖 DNA モデル(HP27)との相互作用に
おける ITC測定結果 

 



cNDI-4, cNDI-5はTA-coreを用いた場合、ΔTm

値が 10℃以上と強い安定化能を示す。一方で、
芳香環を有さない cNDI-1～cNDI-3 は ΔTm値
がそれぞれ 3.0、2.5、5.5℃と芳香環を有す
る cNDI に比べると低いことが分かる。従っ
て、リンカーの芳香環が TA-core の構造安定
化に大きな影響を与えていると示唆される。 
 2 本鎖 DNA を用いた場合、芳香環を有する
cNDIはわずかではあるが DNAの構造安定化が
見られた。2 本鎖 DNA に対してインターカレ
ートしているためだと考えられる。一方で、
芳香環を有さない cNDI は 2 本鎖 DNA に対す
る ΔTm値は小さく、構造安定化にほとんど影
響を与えないことが示された。 

 

 

③ cNDIのテロメラーゼ阻害能 
cNDI-7 添加に伴う TRAP assay の結果を図 5
に示した。cNDI-7 濃度の増加に伴い、ラダー
数の減少が確認された。このことから、
cNDI-7 はテロメラーゼ阻害能を有すること
が示唆された。 
 TRAP assayで得られたゲル電気泳動画像を
基に定量的解析を行い、その解析結果を図 5
に示した。図 5 よりテロメラーゼに対する
IC50を算出したところ、cNDI-7は 0.5 μMと
なった。一方、cNDI-5の IC50は 1.7 μM であ
った。IC50 は、テロメラーゼ活性の 50%を阻
害した時の cNDI濃度であるため、IC50が低濃
度であるほどテロメラーゼを効果的に阻害
していると言える。従って、cNDI-7はこれら
の cNDI の中で最もテロメラーゼ阻害能が優
れていることが示された。 

 
④ cNDI-1の癌細胞増殖阻害実験 
 WST-1 アッセイによって抗癌剤として知
られているドキソルビシンと cNDI-1 の
EMT6 細胞に対する増殖阻害実験を行った。
結果を図 6 に示した。ドキソルビシン、
cNDI-1 の IC50 はそれぞれ 1.48 μM、0.17 
μM であった。現在、発育鶏卵による in vivo
評価を行っている。 
 

 
(2) 結論 
 
本研究で開発した環状ナフタレンジイミ

ドの性能評価を行った。リンカーに芳香環
を有さない cNDIは、2本鎖 DNAに対する結
合を効果的に阻害し、高い 4本鎖選択性を
示した。しかし、4 本鎖 DNA に対する結合
能、構造安定化能は若干弱い結果を示した。
一方でリンカーに芳香環を有する cNDIは、
4 本鎖 DNA に対する結合能、構造安定化能
に非常に優れていることが示された。しか
し、2 本鎖 DNA に対しても強く結合するた
め、4 本鎖選択性はあまり高くないという
結果を示した。 
その中で、本研究で開発した cNDI-7は 4

本鎖 DNAに対する高い結合能、構造安定化
能を有し、さらに 2本鎖 DNAに対する結合
を効果的に阻害することが示された。その
結果、すべての cNDIの中で最も高い 2本鎖
DNAに比べ約 205倍の4本鎖選択性を示した。
TRAP assay では、cNDI-7 がテロメラーゼ阻
害能を有することが示され、IC50 は 0.5 μM
と 3 つの cNDI-1～cNDI-3 の中で最も高いテ
ロメラーゼ阻害能を有することが示された。
予備的検討ではあるが、WST-1アッセイによ
る増殖阻害実験や発育鶏卵による in vivo
評価も良好な結果を得ており、当初の目的を
達成できたと考えられる。リンカー部にフェ
ロセン部を導入した cNDI-6 は、厚さを有す
る芳香環と考えられ、2 本鎖 DNA を効果的に
阻害し、4 本鎖 DNA 結合の際に TA-core の
Hybrid 構造において Lateral loop とフェロ
センのペンタジエニル環と DNAのループ塩基
との間でπ-πスタッキングによる相互作用
によって強く結合していると考えられたが、
若干の効果は見られるに留まっていた。今後、
リンカー部の長さに効果など検討すること
によって更に高性能の分子の創製が可能に
なると期待される。 
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図 5. cNDI-7 添加に伴う TRAP assay の
ゲル電気泳動画像と IC50の解析結果. 

 
図 6. EMT6細胞を用いた WST-1アッセイ
によるリガンドの増殖阻害実験。ドキソ
ルビシン、cNDI-1の IC50は、1.48 μM、
0.17 μMであった。 
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