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研究成果の概要（和文）：ヒドロキシアミノ基を有するBODIPY誘導体（8-(4-((2-(aminooxy)acetamido)methyl)
phenyl)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene）の合成に成功した。この化合物はDNA損傷の一つであ
る脱プリンサイトのデオキシリボースおよびメチル化シチジンの酵素的酸化物である5-formylcytidineと反応し
蛍光性物質を容易に生成することがわかった。一方でDNAの参加損傷物である8-oxo-deoxyguanosineやFAPY-dAな
どとは反応せず、選択性の高い試薬であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The synthesis of BODIPY derivatives with hydroxyamino groups (8-(4-((2- 
(aminooxy) acetamide) methyl) phenyl) -4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indacene) was successful. 
It was found that this compound reacts with deoxyribose, which is one of the DNA damages. Moreover, 
it reacted with 5-formylcytidine, an enzymatic oxidation product of methylated cytidine, to easily 
produce a fluorescent substance. On the other hand, it did not react with 8-oxo-deoxyguanosine and 
FAPY-dA, which are DNA oxidation damages, and was found to be a highly selective reagent.

研究分野： 環境化学

キーワード： アルデヒド検出　DNA損傷　蛍光プローブ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAの損傷（または内因性の修飾）には様々な種類があるが，ホルミル基（アルデヒド基）を有するDNA損傷に関
しては，LC/MS/MSなどによる分析では感度が低く，十分に分析がなされていない。そこで，遺伝毒性物質の作用
等によって生じる「ホルミル基を有するDNA損傷」を高感度かつ網羅的に分析する試薬を合成した。これにより
種々のDNA試料について網羅的な分析を行い，各種損傷を定量することが可能となった。

※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 

細胞内 DNA には様々な DNA 損傷が生じており，内在性の因子も多数にある。DNA の

酸化等によるアルデヒド基（ホルミル基）の生成はその一つであり，5-formyluracil や脱

プリン／ピリミジン塩基で生じたアプリニックサイト（AP サイト）で生成するデオキ

シリボースもアルデヒドに相当する。これらに加え，最近では DNA 中の 5-methyl-dC 

(5mdC)が TET を代表とする酵素による脱メチル化反応にともない，5mdC のメチル基

が酸化され hydroxymethyl 基，さらに酸化され 5-formyl-dC（fdC）となることが明らか

にされている。fdC は細胞内でヒストンなどのタンパク質と反応し DNA とクロスリン

ク反応を行い，DNA の伸長停止や変異挿入に関わることも知られている。こうした細

胞中の DNA 損傷や生物学的な反応等により生じるホルミル基を有する DNA 損傷（ま

たは修飾）を検出することは，DNA 損傷性物質の作用機序や，それにより生じる DNA

の変異挿入の有無，DNA の損傷部位の特定，更には未知の DNA 損傷の同定などに大き

く寄与するため、効率的な分析方法論の開発が望まれていた。 

 

２．研究の目的 

電子吸引性のホルミル基を有する DNA 損傷は LC/MS において感度が不十分であるた

め高感度の検出できない。そのためホルミル基を有する DNA 修飾体はこれまでに十分

に分析されていない。これまでに DNA 中に生じるアルデヒドを検出する目的で、本研

究では，いくつかのホルミル基を有する化合物を同時に検出可能なホルミル基に対して

汎用的な反応性プローブとより感度の高い蛍光団を組み合わせた化合物の合成を行う。

そこでヒドロキシルアミンと BODIPY を結合する安定かつ新規な化合物を合成する。

得られた蛍光性ヒドロキシアミンと fdC，AP サイトとの反応を試み、この反応を用い

て分析方法の開発を行うとともに，培養細胞から抽出した DNA に対する反応の最適化

を行い，どのようなホルミル基を有する DNA 損傷を検出可能か，その適応範囲を検討

する。 

 

３．研究の方法 

合成は右図の方法で行うこととした。すなわ

ち、蛍光性物質である BODIPY の 8 位にベンジ

ルアミンンを導入した化合物をまず作成し、

得られた化合物に対してさらにヒドロキシア

ミン酢酸誘導体をアミド結合で結合させるも

のである。最終的に BOC を脱保護することに

より、目的の化合物を得ることが可能となる 

目的の化合物が得られれば、さらにいくつか

の代表的な DNA 損傷物質との反応を試みそれ

らの高感度分析方法について検討をおこなっ

た。 

４．研究成果 



細胞中の DNA には様々な損傷が生じている。これらの損傷は UV や環境因子に由来する

外的要因に起因する場合の他、内在性の因子も多数に存在している。これらの損傷は、

通常、速やかに修復されるが、修復を逃れた場合突然変異を誘引し、細胞のがん化の要

因となる。DNA に生じた損傷の一部にはアルデヒド基（ホルミル基）を有するものがあ

り、アプリニック/アピリミジン残基や、エピゲノムに関与するホルミルデオキシシチ

ジンなどが相当する。これらの損傷を網羅的に分析する，なおかつ予想される新たなホ

ルミル基を有する DNA 損傷部位を効率よく同定，定量するために，これらのホルミル

基と効率的に反応する蛍光プローブが必要となるため，この合成方法について検討した。

蛍光団として BODIPY を採用し、BODIPY にヒドロキシルアミノを結合させる合成するル

ートを検討した。4- (Chloromethyl)benzoyl chloride に対して 2,4-dimethylpyrrole

を作用させ、8-(chloromethyl)-phenyl-BODIPY 骨格を合成した。いくつかの反応条件を

検討し、おおよそ収率２５％程度で合成することが可能であった。得られた化合物のハ

ロゲン部位をアミノ基に変換させるためにシュタウディンガー反応を用いた。当量のア

ジ化ナトリウムを室温で処理させることでハロゲン基をアジドとした。系中からナトリ

ウムアジドを溶媒抽出で取り除いた後，引き続きトリフェニルフォスフィン・水で処理

することでアミノ体とした。化合物 3 からの収率は 17％であった。この反応からさら

に BOC 保護をした O-(carboxymethyl)hydroxylamine を反応させ、目的とする化合物の

合成を試みた。BOC 保護を行った Carboxymethylhydroxylamine と、８－Phenyl－BODIPY

カルボン酸誘導体とのカップリング反応に関しては、DCC を用いた常法により効率よく

反応が進むことが明らかとなった。その後の BOC の脱保護により、目的とする化合物が

得られるが、脱保護剤の作用により BODIPY 環内の N－B結合が切断されることが明らか

となった。脱保護剤としていくつかの検討を行った。アセトニトリル中で、TMSI を用い

る反応では、０℃で反応が進行するが、副反応を制御することができなかった。また、

塩酸－メタノールの系では、室温で２４時間程度で、化合物の蛍光性が失われることを

見出した。３０％トリフルオロ酢酸―ジクロロメタンを用いる系では、わずかながら化

合物を得ることができるが収率は極めて低い。このことから、蛍光物質として BODIPY

を用いることが、必ずしも目的化合物を得る上で、最適ではないと考えられた。 

BOC で保護を行ったヒドロキシアミンを 8－phenyl-BODIPY 誘導体と反応では脱保護の

時点で収量が極端に低下することから、保護基をフタルイミドに変更し、合成ルートを

確立することを試みた。合成したフタルイミド―BODIPY 誘導体はヒドラジン処理によ

り、容易に脱保護されることが分かった。またこの化合物は溶媒量を適切に用いること

で、脱保護後、沈殿することが分かったため、反応後の精製が格段に容易となり、大量

に合成する方法論の確立も可能となった。得られたヒドロキシアミノ―BODIPY 誘導体

は 5－メチルシチジンの酵素的酸化物であるホルミルシチジンや、脱プリンサイトであ

るデオキシリボースとアニシジンの存在下、容易に反応することが分かった。一方で、

酸化的損傷である 8－オキソグアニンや FAPY-A などとは反応せず、選択的に DNA 損傷

を修飾することが明らかとなった。得られた化合物は HPLC－蛍光検出により高感度に

分析することが可能となった。一方で、生成物は安定性が低く、光存在下では反応生成

物が迅速に分解されるという欠点を有していることも明らかとなったため、反応温度な

どの条件によっては検出できない可能性も示された。このため、より、厳密な反応条件

の管理などが必要となることが分かった。一方で、ホルミル基選択的に修飾できる本試

薬は、細胞内の DNA 損傷を網羅的に検出できる可能性があり、今後、試薬の安定性など



を向上させて、DNA 損傷の分析を可能とする系を構築する。 
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