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研究成果の概要（和文）：我々が開発したリピート短縮効果は、転写の際に形成されるスリップアウト構造を固
定することで、DNA修復因子による認識に影響を及ぼし、結果としてリピート長が短くなると考えられた。この
ことに着想を得て、「異常伸長した(CXG)nリピートの短縮誘導を加速する新規リピート結合分子」の開発を目的
とした。CGGリピート結合分子をモデルに求電子活性なエポキシ基をもつNCD-epoxyを合成したが、化学的に不安
定であった。一方、シトシンデアミナーゼであるAPOBECファミリー蛋白質を用いることにより、リピート配列上
のシトシンが基質となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The repeat shortening effect we developed was thought to be due to the 
fixation of the slip-out structure formed during transcription, which affects recognition by DNA 
repair factors and results in shorter repeat lengths. Inspired by this idea, we aimed to develop "a 
novel repeat-binding molecule that accelerates the induction of shortening of abnormally elongated 
(CXG)n repeats." Using the CGG repeat-binding molecule as a model, we synthesized NCD-epoxy with an 
electrophilically active epoxy group, but it was chemically unstable. On the other hand, by using 
APOBEC family proteins, which are cytosine deaminases, we found that cytosine on the repeat sequence
 can be used as a substrate.

研究分野： 化学生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脆弱Ｘ症候群、ハンチントン病、筋強直性ジストロフィーなどのリピート病は、ヒトゲノム中のリピート配列の
異常伸長や異常挿入を原因とする遺伝性の神経変性疾患であり、リピート伸長抑制による発症抑制等の根治療法
や症状緩和等のQOL改善法が待ち望まれている。本研究はこれら不治の疾患に対する治療介入の手法として、リ
ピート結合分子の効果を基礎化学的な側面から検討したものである。今回合成した分子には化学的な安定性と高
い化学反応性という相反する性質が求められたため、望む化合物を得ることはできなかったが、より精緻な分子
設計により克服することができれば、難治性疾患に悩む多くの方の一助となると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

脆弱Ｘ症候群、ハンチントン病、筋強直性ジストロフィーなどのリピート病（図１）は、ヒト
ゲノム中のリピート配列の異常伸長や異常挿入を原因とする遺伝性の神経変性疾患である。「リ
ピートの長さ」が長いほど「発症年齢」が低下し、「症状」が重篤になるなど、リピート長と病
態が直接に関連するため、リピート伸長抑制による発症抑制等の根治療法の開発はもちろんの
こと、リピート短縮による症状緩和等の QOL 改善法が待ち望まれている。平成 26 年度に開始し
た特別推進研究「リピート結合分子をプローブとしたトリヌクレオチドリピート病のケミカル
バイオロジー研究」において、リピート結合分子の開発とその効果を検討した結果、ハンチント
ン病モデルマウスの脳線条体への分子「ナフチリジンアザキノロン（NA）」の直接投与による CAG
リピートの短縮効果（図２a）、脊髄小脳変性症脊髄小脳変性症(SCA) 31 型モデルショウジョウ
バエの幼虫へ、分子「ナフチリジンカルバメートダイマー（NCD）」の給餌による複眼変性抑制効
果（図２b）、さらに、CUG リピート結合分子 JM642 の創成に成功し、筋強直性ジストロフィーモ
デルマウスにて、スプライシング異常の回復（図２c）を、それぞれ個体レベルで確認した。 

 
 
２．研究の目的 

 
これまでのリピート結合分子開発研究では、リピート配列への結合により「何らかの生体内プ

ロセスへの効果」を「期待」し、運良く個体レベルでの効果が見出してきたが、「リピート結合
分子はどういう分子機構で、個体レベルで活性を発現しているのか？」を詳細に理解することが、
本提案課題の核心をなす学術的問いとして残っていた。一方、特別推進研究を開始した時点とは
異なり、我々は個体レベルで活性を示す複数の化合物を持っていた。即ち、研究の次のステージ
として、「生体内プロセスへの効果を積極的に発揮する分子の設計に着手するべき」と判断した。 
我々が開発したリピート結合分子のひとつである NA のリピート短縮効果は、細胞が持つ修復系
を介して発揮されていることが示唆された（図３）。すなわち、転写の際に形成される d(CAG)リ

図２．リピート結合分子による (a) リピート長短縮、(b) 複眼変性緩和、(c) スプライシング異常回復
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図１. 代表的リピート病におけるリピート配列とそのゲノムにおける存在領域
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ピートのヘアピン構造（スリップアウト構造）に NA が結合し、その構造を固定することで、DNA
修復因子による認識が変わって修復機構に影響を及ぼし、結果としてリピート長が短くなると
考えられた。このことに着想を得て、「リピート短縮誘導を加速する、修復系を積極的に活性化
する新規リピート結合分子」の創成を考えた。NA のハンチントン病モデルマウスでのリピート
短縮効果は４週間で３リピート程度であり、運動機能などへの影響を調べるには、リピート短縮
誘導の効率を格段に上げる必要があった。本提案研究では、特別推進研究の成果として手にした
「個体レベルで効果が観察されるリピート結合分子」のリピート短縮誘導の分子機構を理解す
るため、また、より高次の表現型への影響を観察するために、「異常伸長した(CXG)nリピートの
短縮誘導を加速する新規リピート結合分子」の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
下記の課題について、研究を進めた。 
１）NCD 結合部位近傍での化学反応の加速効果の検討 
リピート結合分子に CGG リピートに結合する NCD を選び、NCD 結合部位近傍での化学反応の加速
効果を、ビピリジンー四酸化オスミウムによる酸化反応で検討した。NCD にビピリジン環を共有
結合により結合させた NCD-Bpyを合成し、CGG/CGG, 5mCGG/CGG, TGG/CGG 等に結合することを確
認した後に、四酸化オスミウム存在化でのフリップアウトしたシトシン、5m-シトシン、チミン
の酸化反応を HPLC により追跡した。 
 
２）求電子性置換基を有するリピート結合分子 NCD-epoxyの合成と反応 
１）の結果に基づいて、フリップアウトしたシトシンをアルキル化するエポキシを有する NCD-
epoxyを合成した。 
 
３）シトシンデアミナーゼによるフリップアウトシトシンの修復系への影響検討  
異常伸長リピートに特異的に結合し、リピート配列が形成するヘアピン内のシトシンをウラシ
ルへ化学変換反応を加速する分子の創成を目指して、シトシンの３位窒素もしくは４位アミノ
基を化学修飾できる化合物 NCD-epoxyを合成し、その化学反応性と C→U への化学変換効率を調
べてきたが、NCD-epoxyの化学的な不安定性のため、フリップアウトシトシンのデアミネーショ
ンについて検討した。 
 
４．研究成果 
１）NCD 結合部位近傍での化学反応の加
速効果の検討 
NCD-Bpy が CGG リピート配列に結合する
ことを確認するとともに、四酸化オスミ
ウム存在化に、TGG/CGG 配列のフリップ
アウトした Tを速やかにチミングリコー
ルに酸化した。チミングリコールの生成
は、チミングリコールを含むオリゴマー
をピペリジン存在下に加熱して、DNA 鎖
を切断したのち、末端のリン酸基をアル
カリフォスファターゼ処理により除い
た後に、質量分析ならびに標品のオリゴ
マーとの比較により確認した。一方、シ
トシンや５－メチルシトシンでは、酸化
反応は非常に遅く、酸化生成物を確認す
ることはできなかった。これにより、NCD
の結合によりフリップアウトした塩基
が、近傍の反応剤との反応が加速されて
いることを明らかにした。 
２）求電子性置換基を有するリピート結合分子 NCD-epoxyの合成と反応  
NCD に対してエピクロルヒドリンを作用させる方法を用いて合成を検討したところ、収量は低か
ったが少量の NCD-epoxyを得ることができた。NCD-epoxyの化学的安定性を評価したところ、反
応性の高いエポキシ基を有すること、また、エポキシ基と三級アミノ基との距離（原子数１）で
あることなどから、化合物自身の化学反応性が非常に高く、一方、安定性が低いことが明らかと
なった。実際に、DNA二本鎖との反応もパイロット的に検討したところ、pH7.0のバッファー溶
液中の化合物自身の分解半減期の間に、標的の CGG/CGG 配列との化学反応が生じた可能性は低
い可能性が示唆されている。pH 条件などによる影響を引き続き検討するとともに、化学的不安
定性の原因解明を行っている。 
考えられる原因は、三級アミンによるエポキシ基の求核攻撃であると推測される。当初この三級
アミノ基については、生理的条件においてプロトン付加を受けてアンモニウム塩となっている
ため、求核性は喪失していると考えていたが、分子内の求核的エポキシ基の開環反応が進行して



 

 

いる可能性がある。一方、NCD-epoxyのメチレン数を２に増やしたホモローグも合成したところ、
化学的安定性は向上したものの結合サイト近傍でのシトシンとの反応は観察できなかった。 

 

 

３）シトシンデアミナーゼによるフリップアウトシトシンの修復系への影響検討  
シトシンデアミナーゼ活性を持つ APOBEC ファミリー蛋白質を用いることにより、各種リピート
配列におけるシトシンデアミネーションの効率を比較することが可能となった。その結果、リピ
ートが形成するミスマッチを含むヘアピン構造において、Gを含まない、もしくは Gの含量が少
ないリピート配列が、APOBEC ファミリー蛋白質の比較的良い基質となることがわかった。一方、
CGG、CAG リピートなどは、あまりいい基質ではないことが明らかとなった。これらの知見を合
わせ、ヘアピン構造形成時に C-C ミスマッチや T-Tミスマッチを形成するリピートなどが、本来
の研究目的に最も良いリピート配列であることがわかった。CCG、CTG リピート配列に結合する
低分子化合物を用いることにより、これら低分子が修復酵素系に及ぼす影響を見積もることが
可能となることがわかった。 

 

APOBEC A3 を反応させたリピート配列のゲル電気泳動図。NCD を添加しているがその効果はあま

り認められなかった。これは、NCD の結合が弱いためと考えられる。今後、これらのりピーと配

列に結合する低分子を用いることにより、修復酵素系への低分子の影響を見積もることが可能

と考察された。 
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