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研究成果の概要（和文）：本申請研究は、神経変性疾患の原因となる異常伸長した(CXG)nリピートが形成するヘ
アピン構造に着目し、「ヘアピン構造に結合して自発的にオリゴマー化する分子の開発」による「疾患の原因と
なる長鎖リピートの選択的認識」を目的とした。結果、当初考えていたCGGリピートテンプレートオリゴマー化
する分子は合成できなかったものの、研究期間中に新規に合成したNAダイマーにより、「長鎖リピートの選択的
認識」を達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to achieve selective recognition of long 
trinucleotide repeat by synthesizing small molecules that bind to the hairpin structure formed by 
abnormally expanded (CXG) n-repeats and spontaneously become oligomers. As a result, although we 
could not synthesize such molecules, "selective recognition of expanded repeats" was achieved by the
 newly synthesized NA dimer.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 核酸　有機合成　低分子　トリヌクレオチドリピート

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果であるNAダイマーは、CAGリピートDNA・RNAの両方に結合する、これまでになかったタイプのRNA結
合性低分子であり、重篤な神経変性疾患であるCAGリピート関連病の発症・重篤化の機構を明らかにするための
分子プローブとして期待される。さらに近年、国内外でRNA標的低分子創薬が急速に進んでいるが、RNA－低分子
複合体の具体例が少ないこと、低分子とRNAの複合体構造予測が困難である点が、RNA標的低分子創薬のボトルネ
ックになっている。NAダイマーはその貴重な具体例であり、今後、複合体構造を明らかにしていくことでRNA標
的低分子創薬を推進するリード化合物となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
トリヌクレオチドリピート(TNR)病は、遺伝的に不安定な 5'-(CXG)n-3'の異常伸長によって引

き起こされる遺伝性神経変性疾患である。図１に(CGG)n リピートの伸長で詳しく説明する。異

常伸長した長鎖(CGG)n リピートが、DNA の複製・転写・修復時に、C-G 塩基対に挟まれた G-G ミ

スマッチを有するヘアピン構造((CGG)n ヘアピン: 図 1 左)を形成することが発症の原因と考え

られている。(C. E. Pearson, Nat. Rev. Genet. 2005) 近年、中森・中谷らは、(CAG)n ヘアピ

ンに強固に結合する低分子 NA (K. Nakatani, et al. Nat. Chem. Biol. 2005) をハンチントン

病のモデル細胞に作用させると、リピート長の短縮を誘起することを明らかにしている。 (Nat. 

Genet. 2020) これを踏まえ、申請者は、「リピートヘアピン中のミスマッチ構造に特異的に結合

した後、リピートヘアピン上でオリゴマー化する低分子」による「長鎖リピート選 的認識択 」を構

想し、NCD-CC (T. Yamada, et al. Chem. Commun. 2018, 図 2)を開発した。 

NCD-CC は、(CGG)n ヘアピン中の G-G ミスマッチを認識

する低分子 NCD (K. Nakatani et al., BMCL, 2005, 図
2) に、リンカーを介してシステイニルシステイン (CC)を

結合させた化合物である。NCD-CC は、水中では分子内環

化体(構造：図 2) を形成するが、(CGG)n ヘアピンに結合

するとヘアピン上に階段状に整列し、ダイマー化、さらに

は、オリゴマー化すると考えた。(図 1右) NCD が結合す

る G-G ミスマッチの数は、リピート長に応じて増減するた

め、より長い CGG リピートでは G-G ミスマッチの数が多く

なり、結合する NCD の数も必然的に増える。リピートに結合した分子を生体内条件下で数珠つ

なぎにしてオリゴマーを形成させることができれば、より長いリピートヘアピンではより長い

結合分子オリゴマーの形成が期待できる。図３に示した実験の結果、(CGG)n ヘアピン上ではダ

イマー(構造: 図 2)が主生成物として生成し、そのダイマーは非修飾の NCD よりはるかに強く

(CGG)n ヘアピンを安定化することを明らかにした。NCD-CC をリード化合物として、オリゴマ

ー化に必要な二つのチオール基の空間配置を最適化することで、異常伸長したリピート上で自

発的にオリゴマー化する低分子の開発を達成出来るのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究は、分子内にミスマッチ結合部位とオリゴマー化反応を誘起する部位の双方を有する分

子を合成し、標的リピートヘアピンへの結合によってオリゴマー化が自発的に開始し、リピート

サイズに応じたオリゴマー化が起こる分子の合成を初期の目的とした。その後、後述する NA ダ

イマーが長鎖リピート RNA に強く結合する性質を見出し、その化学的性質と配列選択性の解明

図 3 NCD-CC のテンプレートダイマー化 
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に重点的に取り組んだ。 

 
３．研究の方法 
以下を、３年の研究期間で行った。 

(1) 低分子リガンド（NCD-3-CTC, NCD-l-CTC）の有機合成 

(2) NCD-3-CTC, NCD-l-CTC のジスルフィド形成反応の HPLC 解析 

(3) NCD-CGG/CGG 複合体の NMR 構造解析 

(4) NA dimer (NAD)の有機合成と、SPR による NAD の結合能解析 

研究成果の項に各項を詳述する。 

 
４．研究成果 

(1) 低分子リガンド（NCD-3-CTC, NCD-l-CTC の有機合成 

これまでに、(CGG)n リピート DNA に結合しジスルフィド結合を介して二量化する低分子 NCD-

CC をリード化合物に、前述の NCD-CC のシステイニルシステインの間にトリエチレングリコール

リンカーを配した NCD-3-CTC、NCD-3-CTC の NCD と CTC 間のリンカーを更に長くした NCD-l-CTC

を合成した。（化合物構造：図 4） 

(2) NCD-3-CTC, NCD-l-CTC のジスルフィド形成反応の HPLC 解析 

CGG リピート DNA 存在下、NCD-3-CTC, NCD-l-CTC の経時変化を、RP-HPLC で測定した。観測さ

れた主要なピークは単離して ESI-TOF-MS を用いて同定した。NCD-3-CTC（左）、 NCD-l-CTC（右）

の結果を図 4に示す。 

 

図 4. CGG リピート存在下における、NCD-3-CTC（左）, NCD-l-CTC（右） の 時 化経 変  

NCD-3-CTC(1)は測定開始１０分後には自己環化体(2)との混合物として観測されたが、１時間

後にはそれらとは異なる新しいピーク 3 が観測され、ESI-MS による同定により二量体であるこ

とを確認した。２４時間後の測定では、分子内環化体・NCD-CTC ダイマーが 2:1 程度の比率で観

測された。これに対し NCD-l-CTC では 18時間後においても分子内環化体のみで二量体は観測さ

れなかった。 

NCD-CC, NCD-3-CTC, NCD-l-CTC の３種類の NCD 誘導体の結果から推定されるテンプレートダイ

マー化の反応機構を図５に示し、以下のように考察した。NCD誘導体は、CGGヘアピン中のCGG/CGG

トリアッドに 1:2 の化学量論で結合する。（図６）この時、二つの NCD-CC のシステイニルシステ

イン部位は DNA 二重鎖の主溝側に突き出して隣接していることが予想される。NCC-CC や NCD-3-
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CTC においては、NCD 部位に近い方のチオール基が隣接することで分子間ジスルフィドを形成し、

さらに遠い方のチオール間で分子内ジスルフィド形成反応が起きると考えられる。これに対し

て NCD-l-CTC は、NCD 部位に近い方のチオール基が NCD から離れ過ぎているため、十分に隣接基

効果を得ることができず、結果分子内環化反応のみが進行したと考えられる。 

結果、NCD-CC, NCD-3-CTC, NCD-l-CTC の３つの誘導体では考えていた CGG リピートテンプレー

トオリゴマー化は観測できなかったが、得られた実験結果よりだいぶ惜しいところまで反応を

制御できていることが確認できた。隣接する CGG/CGG トリアッドに結合した NCD 誘導体間で反

応を制御することが今後の課題である。また、NCD-3-CTC ではオリゴマー化は確認できなかった

ものの、大員環化合物である NCD-CTC 二量体が DNA と混合するだけで生成されたのは驚きであ

った。NCD-CTC 二量体の環状部分は４０員環に達し、マクロラクタムであると同時に一部クラウ

ンエーテル構造も有している。今後は、NCD-CTC 二量体の環状構造と、遷移金属などとの錯体形

成能について調べていきたい。 

 

図 5. テンプレートダイマー化の推定機構 

 

(3) NCD-CGG/CGG 複合体の NMR 構造解析 

前項の結果を踏まえ、目標とする分子の開発には正確な NCD-CGG/CGG 複合体の構造解析が必要

不可欠と考え、横浜国大児嶋教授、大阪大蛋白研古板助教と共同研究を行い、NCD-CGG/CGG 複合

体の NMR 構造解析を行った。（図６）今後、得られた NMR 構造を用いて NCD-CC 誘導体の分子デザ

インを改良しリピートテンプレートオリゴマー化する分子の開発を目指す。本 NMR 構造解析の

結果は現在論文投稿中である。 

 

(4) NA dimer(NAD)の有機合成、SPR による NAD の結合能解析 

上記(1)-(3)の検討とは別に、CAG リピート DNA に結合する分子である NAを元に、新規に NAダ

イマーを本研究期間中に合成した。（図７）NAはナフチリジン部位とアザキノロン部位をリンカ

ーで結合した NCD に類似した化合物（図７）で、CAG リピート DNA ヘアピン中の CAG/CAG に２：

１の化学量論で協働的に結合する。しかしながら、NA は CAG リピート RNA に対してはほとんど

結合しなかった。NA ダイマーは二つの NA部位をアルキルリンカーによって結合した分子で、ダ

イマー化による結合能の強化を期待してデザインした。SPR センサーチップ上に固定した標的核

酸に対する表面プラズモン共鳴(SPR)測定結果より、NA ダイマーは CAG リピート DNA/RNA の双方

に強い結合を示すことがわかった。興味深いことに、NA ダイマーは RNA 二重鎖中の CAG/CAG ト

リアッドには結合せず、CAG リピート配列が結合に必要であることを確認している。 

図 6. CGG/CGG を含む二重鎖 DNA と NCD の複合体 
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図 7. NA ダイマーの化 構造学 と結合特性 

NA ダイマーは「リピートヘアピン上で自発的にオリゴマー化する低分子」ではないものの目標

としていた「長鎖リピートの選択的認識」をしている可能性が高い。また、NA ダイマーは配列

選択性が高く、CGG リピートなどの他のリピートには結合しない。今後は NA ダイマーがどのよ

うな結合で CAG リピート RNA を認識しているか解明する。また近年 CAG リピート RNA が細胞内

で相分離して高次構造体を形成しているという興味深い報告が出ており、それらの実験に NA ダ

イマーを用いることを検討している。 
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