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研究成果の概要（和文）：本研究は、生体中の酸化ストレスによって生成する損傷分子「8位酸化グアノシン誘
導体」を標的とした、機能性認識分子の開発を目的として行われた。実際に、8-ニトログアノシン、8-チオグア
ノシン及び8-オキソグアノシン誘導体をそれぞれ標的とした、特異的な捕捉反応分子及び蛍光プローブを設計・
合成し、機能性として有用であることを示した。またこれらの分子は生体条件下でも有効に機能し、汎用性の高
いプローブとしても期待された。

研究成果の概要（英文）：In this study, several functional recognition molecules for 8-oxidized 
guanosine derivatives produced by oxidative stresses in biological systems have been developed. 
Actually, capture molecules or fluorescence probes targeted toward 8-nitroguanosine, 8-thioguanosine
 and 8-oxoguanosine have been designed, synthesized and evaluated. These functional molecules 
exhibited specific capture reactivity or fluorescence response for target nucleosides in the 
biomimetic condition. The functional molecules developed in this study are expected as specific and 
versatile probes for 8-oxidized guanosine derivatives.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 分子認識　捕捉分子　8位酸化グアノシン

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された「8位酸化グアノシンを標的とした機能性認識分子」は、検出プローブや創薬リードとして
の学術的・社会的貢献が想定される。すなわち検出プローブとしては、8位酸化グアノシンの生体中での新たな
機能性の発見など学術的知見の進展に貢献することが期待され、創薬リードとしては新たな作用メカニズムによ
る新薬開発への展開など社会的貢献も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体が酸素消費によってエネルギーを産生する過程で、副次的に活性酸素種 (ROS) や活性窒素
種 (RNOS) などの酸化ストレス物質が発生する。生体で代謝バランスが崩れると酸化ストレス
が蓄積し癌など多くの疾患に関与することが示唆されてきた。DNA 及び RNA 塩基の一種であ
るグアニンは酸化反応を受けやすく、様々な損傷塩基へと変換されて遺伝子突然変異を誘発す
る。そのため、これら酸化損傷塩基は酸化ストレス負荷量を示す生体分子マーカーとして捉えら
れ、高度な機器的検出法が開発されている。細胞中で ROS 酸化により生成する 8-oxo-dGTP (8-
オキソデオキシグアノシントリリン酸) は、トランスバージョン変異を引き起こす最も典型的な
酸化損傷ヌクレオシドである。一方で、RNOS によって誘導される 8-nitro-cGMP (8-ニトロサイ
クリック GMP) は生体中のチオール基に付加体を形成する反応 (S-グアニル化反応) が見出さ
れ、細胞内シグナル伝達物質として機能することが提唱された。また 8-nitro-cGMP は内因性パ
ースルフィドと反応することで 8-thio-cGMP (8-チオサイクリック GMP) へと変換され、新しい
シグナル伝達系も明示されつつある。このように様々な 8 位酸化グアニンヌクレオシドが生体
中酸化ストレス及び疾患と密接に関連しており、これら生体分子を標的として作用する認識分
子は分子生物学的及び創薬化学的にも大きな意義があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述した 3 種の酸化損傷ヌクレオシド (8-nitro-cGMP、8-thio-cGMP、8-oxo-dGTP) 
を標的として、①共有結合により捕捉する、②蛍光応答を示すなどの機能性を付与した特異的認
識分子を開発することを目指す。さらにそれらの機能性認識分子について、生体中での応用が可
能か検証することを目的とした。それぞれ具体的には、①申請者がこれまでに開発したモデル分
子「nitroG-Grasp」又は「8-thioG-Grasp」のさらなる機能性付与、②申請者が開発した 8-oxoGTP
認識分子「8-oxoGTP Receptor」の長寿命蛍光分子への展開を行っていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、上記 3 種の酸化損傷ヌクレオシドに対してそれぞれに特異的な機能性認識分子 (以
下[1]~[3]) を開発した。それぞれの分子の基本骨格には、グアニン塩基と相補的に安定な水素結
合錯体を形成することが知られている 1,3-ジアザフェノキサジン環を用いている (図 1)。 
[1] 8-nitro-cGMP を水中で共有結合捕捉する人工ホスト分子 
<基盤分子> 申請者は 8-nitroG を効率的に共有結合捕捉するモデル分子「nitroG-Grasp」を開発し
た 1。nitroG-Grasp は水素結合で 8-nitroG を認識し、腕を伸ばしたチオール基によってニトロ基
を置換して共有結合を形成する。いくつか誘導体を検証した結果、リンカー部分を固定化したベ
ンジルチオール誘導体が非常に高い反応性を示した 2。 
<本研究の分子設計> nitroG-Grasp は水素結合を介して捕捉反応を効率化させるため、水中では
著しく反応性が低下する。そこで本研究では、8-nitro-cGMP の環状リン酸ジエステルに対して、
水中でも相互作用する官能基を検索し、グアニジノ基を導入した誘導体 (NGG, NitroG-Grasp-
Guanidine) を設計した (図 1A)。さらに 8-nitro-cGMP との反応部位も修飾することとし、基盤分
子を基にベンジルチオールを有する NGG-H に加え、配向性制御を狙った NGG-oMe 及びそのコ
ントロール化合物として NGG-pMe についても合成し、水中での捕捉反応性を調べた。 
[2] 8-thio-cGMP を水中で特異的に蛍光検出するプローブ分子 
<基盤分子> 申請者は 8-thioG を共有結合捕捉するモデル分子 「8-thioG-Grasp」も設計・合成し
た。この分子は 8-thioG からの求核置換攻撃によって結合形成させる設計とし、有機溶媒中で効
率的に 8-thioG を共有結合捕捉することに成功した 3。 
<本研究の分子設計> 8-thioG-Grasp も同様に水素結合認識が鍵であり、さらに強塩基性条件が必
須であることが分かった。これら知見を基に本研究では、共有結合捕捉するコンセプトを脱却し、
水中で 8-thio-cGMP を特異的に蛍光検出する分子を新たに設計することとした。具体的には蛍光
性の 1,3-ジアザフェノキサジン骨格を活用し、消光基として Ns (ノシル) 基や DNs (ジニトロベ
ンゼンスルホニル) 基を導入した分子 (図 1B) を設計した。すなわち、8-thio-cGMP による求核
攻撃を引き金として消光団が脱離し、蛍光が ON となる設計である。 
[3] 長寿命蛍光により 8-oxo-GTP を水中で特異的に検出するユウロピウム錯体分子 
<基盤分子> 申請者は 8-oxo-dGTPを水中で特異的に検出する亜鉛錯体分子「8-oxoGTP Receptor」
を開発した 4。この分子はリン酸アニオン認識部位としてサイクレン-亜鉛錯体を導入しており、
水中で 8-oxo-dGTP に対して選択的な蛍光消光が観測されることを見出した。また nM レベルの
低濃度 8-oxo-dGTP を検出することが可能で、細胞溶解液中でも利用できることを示した。 
<本研究の分子設計> 8-oxoGTP Receptor のコンセプトを応用し、亜鉛錯体に代わりユーロピウム
錯体を導入することを計画した。ユーロピウム錯体はトリリン酸と強く結合し、一般の有機蛍光
物質と比べて蛍光寿命が非常に長いことから、時間分解蛍光測定を利用することで特異的で高
感度な検出が可能となる。本研究では、ジアザフェノキサジン環を塩基認識部位且つユーロピウ
ム励起部位 (アンテナ) とし、8-oxo-dGTP を認識することで光誘起電子移動機構を経て、ランタ
ノイド発光が消光する新しいメカニズムを想定した (図 1C)。 
 
 



 
図 1 本研究で開発した機能性認識分子の分子設計 A) 8-nitro-cGMP 捕捉分子“NGG”誘導体 B) 8-
thio-cGMP の特異的蛍光検出プローブ C) 8-oxo-dGTP を特異的検出するユウロピウム錯体分子 
 
４．研究成果 
(1) 8-nitro-cGMP を水中で共有結合捕捉する人工ホスト分子 
設計したNGG誘導体は、ジアザフェノキサジン骨格とベンジルチオール部位をそれぞれ合成し、
トリホスゲンを用いて縮合させることで合成した。合成したNGG誘導体を8-nitro-cGMPとpH7.8
の緩衝溶液中で 1:1 の割合で混合し HPLC で反応を追跡したところ (図 2A, B)、反応性は NGG-
o-Me 体が最も高く、NGG-H と NGG-p-Me 体は同程度であることが示された (図 2C)。また、水
中での捕捉反応におけるグアニジノ基とリン酸部位の静電相互作用および水素結合の重要性は
コントロール実験から確認された。すなわち、①グアニジノ基を持たない nitroG-grasp は、捕捉
反応性を示さない、②環状リン酸エステルのない 8-nitroG は全く反応性を示さなかった。さら
に、置換基効果を明らかにするために各種速度論的パラメーターを求めた結果、NGG-o-Me は
NGG-H と比べて、活性化エントロピー項が有利に作用していることが分かった。このことから
オルトメチル基はベンジルチオールをニトロ基への攻撃に有利な配向に作用しているものと考
えられる。また NGG-H は培養液中でインキュベーションすることで HEK293 細胞中に取り込ま
れることを、蛍光顕微鏡により観測した。さらに NGG-H と 8-nitro-cGMP を同時に HEK293 細胞
に取り込ませて、細胞中の 8-nitro-cGMP 量を抗体によって蛍光定量した結果、明らかに減少し
ていることが示された。すなわち NGG 誘導体は細胞中でも機能性を発揮することが示唆され、
生体応用も期待される予備的結果が示された。 

 
図 2 NGG 誘導体による 8-nitro-cGMP 捕捉反応 A) NGG-H による 8-nitro-cGMP 捕捉反応条件 B) 
捕捉反応の HPLC 追跡 C) NGG 誘導体の捕捉反応性比較 
 
(2) 8-thio-cGMP を水中で特異的に蛍光検出するプローブ分子 
標的との反応部位にはエチレンリンカーを介したノシルアミド体 (又は DNs アミド) を選択し 
(図 3A)、電子求引性基のドナー型光誘起電子移動 (d-PeT) 機構によりジアザフェノキサジン環
の蛍光を消光させることを期待した。プローブの合成はグアニジノ基を導入したジアザフェノ
キサジン環部と (NGG と同様の合成法)、Nosyl アミド化したエチレンジアミンを縮合させてウ
レア構造を構築した。本合成の途中段階で、ジアザフェノキサジン環誘導体の X 線結晶構造解
析にも成功した。合成した誘導体 (Ns 体と DNs 体) について、各種有機溶媒中における UV 吸
収・蛍光スペクトルを測定し絶対蛍光量子収率を算出した。その結果、Ns 体では蛍光量子収率



が 0.07 以下を示し、さらに DNs 体では 0.01 よりも小さくほぼ蛍光消光していることが明らかと
なった (図 3B)。Ns 基が無いジアザフェノキサジン環誘導体では量子収率が 0.35~0.58 であった
ため、Ns 体及び DNs 体は想定した d-PeT 機構によって蛍光消光していることが明らかであっ
た。次に 8-thioG との反応によって蛍光が回復するか予備的に調べるために、各種有機溶媒中で
塩基性条件下 Ns 体と 8-thtioG (8-SG) を混合した後、任意の時間毎に蛍光スペクトルを測定し
た。その結果、DMSO 中でわずかな蛍光回復が観測されたが (図 3C)、長時間の反応においても
大きな蛍光回復が見られず、反応性が低いことが示唆された。DNs 体でも同様の結果が得られて
いる。以上の結果より、8-thioG による Ns 基の脱離反応では厳しい反応条件が必要であることが
示唆され、生体応用も不適合であると考えられた。今後は消光性のジスルフィドなど、新たな反
応機構による蛍光プローブを設計して検討する予定である。 

 

図 3 新規 8-thio-cGMP 検出蛍光プローブの開発検討 A) 本研究で合成・評価した分子設計 B) 各
種有機溶媒中における各誘導体の絶対蛍光量子収率比較 C) Ns 体と 8-SG との反応の蛍光スペク
トル追跡 
 
(3) 長寿命蛍光により 8-oxo-GTP を水中で特異的に検出するユウロピウム錯体分子 
本研究で設計・評価した Sensor1－3 分子を以下に示す (図 4A)。Sensor1－3 の合成はジアザフェ
ノキサジン環部位とユーロピウムとの配位子部位を縮合させた後に、錯体形成させることで目
的分子を得た。初めにユーロピウムに対し 8 配位可能なリンカーの長い錯体分子を合成・評価し
たが (Sensor 1)、水中ではユーロピウム錯体による発光が観測されなかった (図 4B)。この原因
として、アンテナ部位として導入したジアザフェノキサジン環部が離れていることにより、ユー
ロピウムの励起効率が低下していると考えられた。次にリンカーの短い 7 配位型の錯体 (Sensor 
2, 3) を合成し蛍光評価を行った結果、水中でもユーロピウム由来の発光 (615 nm) を示し、特に
ジメチルアミド型リガンド (Sensor 3) で強い発光を示した (図 4B)。また時間分解蛍光スペクト
ル測定することで、蛍光寿命が長いユーロピウム錯体由来発光のみを特異的に検出した。Sensor2
よりも Sensor3 で強い発光を示した理由として、振動子として蛍光消光の原因となり得る NH 基
プロトンの消失が挙げられる。さらにヌクレオチドトリリン酸に対する認識能を時間分解蛍光
強度測定により評価した結果、Sensor 3 は高濃度のピロリン酸存在下でも 8-oxo-dGTP に対して
選択的かつ濃度依存的な消光が示された (図 4C)5。ユウロピウム錯体に対する水の配位数につい
て発光寿命測定より算出した結果、Sensor2, 3 では狙い通り 2 つの水分子が配位していることが
示され、8-oxo-dGTP との錯形成によってその水分子が排除されていることも明らかとなった。
また細胞内へ導入されることも蛍光顕微鏡により確かめられており、新たな蛍光プローブとし
て生体応用への展開も期待される。 

 
図 4 新規 8-oxo-dGTP 検出 Sensor 分子の開発 A) 本研究で合成・評価した分子設計 B) 中性水溶
液中における各誘導体の蛍光スペクトル測定 C) Sensor3 を用いた各種ヌクレオシド認識能評価 
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ACS Omega 20715～20723

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名  ４．巻
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Satoru
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Development of Turn-On Probes for Acids Triggered by Aromaticity Enhancement Using Tricyclic
Amidine Derivatives

The Journal of Organic Chemistry 6612～6622
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