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研究成果の概要（和文）：本研究では活性窒素種によって生成する8-nitro-cGMPや8-thio-cGMPなどの核酸系シ
グナル分子を共有結合捕捉する低分子化合物を開発し、検出プローブや創薬リードへ展開することを目指してい
る。まず申請者らが開発したモデル分子nitroG-Graspと8-thioG-Graspの反応性を向上させるために、新規誘導
体を合成した。新規nitroG-Graspは中性の水溶液中でも高い反応性を示した。また8-チオグアノシンの新しい反
応性を見出せた。水中でのリン酸認識部位としてサイクレン-亜鉛錯体を選択して評価したところ、酸化損傷塩
基8-oxo-dGTP検出分子として有用であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have been developing the novel molecular probes for the 
8-nitro-cGMP or the 8-thio-cGMP as signal molecules formed by the reactive nitrogen species in 
cells. These probes with covalent reactivity in a cell condition may be available for a detecting 
tool or a drug candidate. We synthesized the new nitroG-Grasp and 8-thioG-grasp to increase the 
reactivity. Indeed, the new nitroG-Grasp molecule exhibited high reactivity in the neutral aqueous 
condition. We found an interesting character of 8-thioguanosine when the capture reaction was 
performed using the novel 8-thioG-grasp. The model compounds with the cyclen-zinc complex were 
synthesized due to recognize the phosphates in the water. These fluorescence metal complexes 
exhibited as a molecular probe for 8-oxo-dGTP.

研究分野：核酸化学
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１．研究開始当初の背景 

生体は常に活性酸素種や活性窒素種などの
酸化ストレスに曝されており、DNA や RNA

が化学的に酸化修飾されることで多くの疾
患が引き起こされる。活性窒素により生成し
た酸化損傷塩基 8-nitro-cGMPは生体中のチオ
ール基と反応して付加体を形成する性質 (S-

グアニル化反応) が見出され、毒性の生体分
子ではなく細胞内シグナル伝達物質として
機能する可能性が提唱されている。また
8-nitro-cGMP は内因性のパースルフィドが反
応することで 8-thio-cGMP へ変換されて新た
なシグナル伝達系を構成することも見出さ
れた。 

 

２．研究の目的 

本研究では 8-nitro-cGMP や 8-thio-cGMP など
の核酸系シグナル分子を、生理的条件下で共
有結合捕捉する低分子化合物を開発し、検出
プローブや創薬リードへ展開することを目
的としている。申請者は既に 8-nitroG (8-ニト
ログアノシン) 又は 8-thioG (8-チオグアノシ
ン) を効率的に共有結合捕捉するモデル分子
を開発した。本研究ではこれら分子を基本に
リン酸基結合部位を導入するなどさらに発
展させ、生体条件下での応用を目指した。 

 

３．研究の方法 

本研究では 8-nitro-cGMP や 8-thio-cGMP を生
理的条件下で効率的かつ特異的に認識・捕捉
するプローブを開発することを計画した。ま
ず申請者らが開発したモデル分子 nitroG 

-Grasp及び8-thioG-Graspの課題を解決するた
めの具体的方策 (1) 又は (2) を計画した。さ
らに水中で機能させるために、cGMP のリン
酸部位と静電相互作用によって結合するよ
うな官能基検索を行った (3)。 

(1) nitroG-Grasp については中性水溶液中での
反応性を大幅に向上させるため、コンフォメ
ーションを固定化したスペーサーを設計・合
成し、最適構造を決定した。 

(2) 8-thioG-grasp については、中性条件下で進
行させるための捕捉反応を新たに開発する
ことを目指し、ラジカル反応や光誘起反応な
どを検討した。 

(3) 水中でトリリン酸や環状モノリン酸体と
結合する官能基として、サイクレン-亜鉛錯体
を選択した。nitroG-Grasp や 8-thioG-grasp の
塩基認識部位として用いている 1,3-ジアザフ
ェノキサジン環に、サイクレン亜鉛錯体を導
入した誘導体を合成して、水中での相互作用
を蛍光スペクトルなどで評価した。 

 

４．研究成果 
(1) 新規 nitroG-Grasp 誘導体の開発 

申請者が開発した nitroG-Grasp による
8-nitroG の捕捉反応を速度論的に解析した結
果、反応性がチオール pKa 及びリンカー部の
自由度により制御されていることが示唆さ
れた。この結果を基に、さらに反応性を向上

させることを目的として、3 種類の新規誘導
体 (Hydroxy、Dioxane、Benzyl) を設計・合成
した (Fig. 1 A)。それぞれの誘導体はリンカー
のコンフォメーションを固定化し、チオール
の pKa を下げることを目的とした。新規誘導
体を用いて、pH 7 の緩衝液とアセトニトリル
を混合した条件で捕捉反応を行った結果、C3

リンカー体と比較して飛躍的に反応性を向
上させることに成功し、反応性は Benzyl > 

Dioxane > Hydroxy の順であることが示され
た (Fig. 1 B)。また速度論的解析を行った結果、
活性化エンタルピー値がリンカー部の Log P

値 (脂溶性) と良い直線相関を示すことが見
出され、疎水性相互作用による反応中間体の
安定化と捕捉反応の効率化が示唆された (発
表論文③)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 A) 新規 nitroG-Grasp 誘導体の分子設計、
B) 8-nitroG との反応性比較 

 

(2) 8-thioG-grasp 誘導体の開発 

nitroG-Grasp のコンセプトを基に、脱離基と
してクロロアルキルリンカーを導入した
“8-thioG-grasp”誘導体を設計・合成した (Fig. 

2 A)。アセトニトリル中、塩基性条件下で
8-thioG からの求核置換反応によって共有結
合捕捉することを見出し、ウレア型のプロピ
ルリンカー体が最も高い反応性を示すこと
を明らかにした (発表論文②)。 

次に 8-thioG-graspの反応性を向上させること
を目指して、8-thioG との反応性基としてのオ
レフィンを導入した 2 種類 (エンド型、エキ
ソ型) の誘導体を設計・合成した (Fig. 2 B)。
エンド型反応では、ラジカル的経路を予測し
て光照射下や様々な金属添加条件を検討し
たが、期待したような反応は進行しなかった。
しかしながら 2 価銅を添加した条件では
8-thioG がグアノシンに変換される、興味深い
反応を発見した。 

一方でエキソ型反応では、反応性基としてア
リルアルコールを導入した誘導体を合成し、
8-thioG 捕捉を検討した。その結果、1 価の塩
化銅を添加した条件において、8-thioG との付
加体を形成する反応が見出された。しかしな
がら反応収率が低く、また立体異性体も同時
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に多数生成してくることから、今後改善して
いくことで画期的な反応分子になることが
充分に期待された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 A) 8-thioG-grasp の設計と反応性比較、
B) 新規 8-thioG-grasp 誘導体 

 

(3) 水中で 8-oxo-dGTP を特異的に認識する
“8-oxoGTP Receptor”の開発 

8-オキソ-2’-デオキシグアノシントリリン酸 

(8-oxo-dGTP) は、ヌクレオチドプール中で活
性酸素種によって dGTP が酸化されて生成
する。本研究では 8-oxoG-clamp 誘導体の知見
を基に、水中で 8-oxo-dGTP を特異的に認識
する分子“8-oxoGTP Receptor”を設計した。塩
基認識部位として 1,3-ジアザフェノキサジン
環を用い、トリリン酸との相互作用部位とし
てサイクレン-亜鉛 (Zn2+) 錯体を導入した誘
導体を設計した (Fig. 3 A)。さらにサイクレン
部位と、ジアザフェノキサジン環を接合させ
るリンカー部分として 3 種類設計し、末端に
は塩基部とのスタッキング相互作用を期待
して 3 種類の芳香環を導入することで、全て
組み合わせて計 9 種の誘導体について調べた。
合成した 8-oxoGTP Receptor 誘導体を用い水
中でヌクレオチド認識能を蛍光スペクトル
によって評価した結果、8-oxo-dGTP に対して
特異的に蛍光消光することが観測された 

(Fig. 3 B)。またリンカー部位によって認識能
に差があることが示され、エチルリンカー体
が最も選択的かつ効率的に蛍光消光するこ
とを見出した。また滴定実験より 8-oxo-dGTP

に対する結合定数を算出した結果、エチルリ
ンカー体が最も結合能が高いことが示され
た。さらに HeLa 細胞溶解液中で評価した結
果、8-oxo-dGTP に対して選択的な蛍光強度の
減少を示し、細胞実験のような夾雑系にも応
用可能であることが示唆された (発表論文
①)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 A) 8-oxoGTP Receptor 誘導体の設計、B) 

蛍光スペクトル評価 
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