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研究成果の概要（和文）：DNAの高次構造であるグアニン四重鎖（G4）は、遺伝子の転写制御に関係し、その探索は新
たな創薬標的の発見につながる。我々は大環状ポリオキサゾール化合物（6OTD, 7OTD）がG4に強力かつ選択的に結合す
ることを見いだしている。本研究では7OTDへ蛍光団を導入した蛍光プローブの合成を行い、DNAマイクロアレイへ応用
することで、未同定のG4を検出する手法開発を検討した。
7OTDに蛍光団としてCy5を導入し、G4蛍光プローブを合成した。これを用い、DNAマイクロアレイによるハイスループッ
トスクリーニング実験を行った。その結果、約２,０００の新規G4形成配列を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：G-Quadruplexes (G4s) are three-dimensional structures that are formed in guanine-r
ich polynucleotides.  Relatively few G4-forming oligonucleotides (GFOs) have been identified so far, but t
hey are important because they play significant roles in regulation of gene expression and replication.  C
omputational analysis suggests huge numbers of GFOs are present in the genome.  However, there has been no
 simple and direct screening methodology for large-scale screening of GFOs.
In this project, we have developed a high-throughput screening method for GFOs by using the fluorescent G4
 ligand L1Cy5-7OTD with a DNA microarray.  With this method, we found 1,998 novel GFOs in a CpG island (CG
I) microarray bearing 88,737 targets. Gene Ontology (GO) analysis suggests that these GFOs were mainly ass
ociate with metabolic processes, transcriptional regulation, biosynthetic processes and developmental proc
esses.  The present method would be easily applicable to other DNA microarrays. 
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１．研究開始当初の背景 
 染色体末端に存在するテロメアに代表さ
れるように、グアニン残基を豊富に含む DNA
の一本鎖配列では、1価カチオン（K+, Na+等）
の存在下、4分子のグアニン残基がG-quartet
と呼ばれる平面構造を形成し、それがさらに
π−π 相互作用により重なることで、グアニ
ン四重鎖（以下 G4）と呼ばれる高次構造を形
成する。G4 を形成する可能性のある DNA 配列
は、配列相同性解析の結果から、ヒト遺伝子
プロモーターの約 40%以上に存在することが
示唆されている。しかし実際に見いだされて
いるのは、テロメアを含む、c-myc, c-kit, 
bcl-2遺伝子プロモーターなど約10種類のみ
である。またこれらが形成する G4 の機能に
ついては、殆ど知られていなかった。 
 一方 Hurley 等は 2009 年、c-myc 癌遺伝子
のプロモーターで形成される G4 構造（c-myc 
G4）が、ヌクレオリンタンパク質と結合し、
c-myc の転写が抑制されることを見出した。
これは、「G4 が、遺伝子の転写調節を制御す
る」ことを意味する。即ち、G4 やそれを介在
するタンパク質は新たな転写制御因子とし
て捉えることができ、新規な G4 形成配列や
それに結合タンパク質の発見は、新たな創薬
標的に直結する。しかし、新規 G4 形成配列
の探索は困難な状況にある。 
 現在、任意の DNA 配列に対する、直接的な
G4形成の有無を確認する方法は、NMRである。
NMR による解析は、多数のシグナルの重なり
から常に困難を極め、多大な時間を要する。
一方、間接的な確認法として用いられるのが、
ジメチル硫酸（DMS）を用いた Footprinting
法である。これは、対象 DNA 配列において、
G-quartet を形成するグアニンが DMS による
メチル化を受けないことに基づく検出方法
である。本手法は、DNA メチル化→DNA 切断
→電気泳動による断片の検出、の工程を含み、
多大な時間を要する。 
 したがって現在、G4 の簡便かつ確実な検出
法が求められている。 
 
２．研究の目的 
 最近我々は、開発した２種類の大環状ポリ
オキサゾール化合物（6OTD および 7OTD）を
G4 リガンドとして開発した。そこで本研究で
は、これらの知見を基に、7OTD に蛍光官能基
を導入した、「新規蛍光型 G4 リガンド」を合
成し、これを用いることで、新規 G4 形成配
列の簡便な検出法を確立することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 7OTD 骨格に蛍光官能基を導入した蛍光型
G4 リガンドを用い、GFM の G4 形成を、蛍光
で検出することを検討することとした。そこ
でまず以下の実験を計画した。 
１．新規蛍光型 G4 リガンドが、既知の G4 形
成配列（c-myc, c-kit, bcl-2, k-ras, n-ras, 
VEGF）に対し、G4 へ構造誘起し、それを安定

化することを、Footprinting 法を用いて評価
する。 
２．既知の G4 形成配列について、蛍光型 G4
リガンドによる G4 構造の可視化を、電気泳
動法にて確認したのち、蛍光偏光法への適用
を検討する。 
３． G4 形成配列の変異型配列（G4 を形成し
ない）について、蛍光型 G4 リガンドと相互
作用せず蛍光検出されないことを、項目１、
２の実験より確認する。（蛍光型 G4 リガンド
の G4 への選択的相互作用に関する評価）。 
 これら上述の実験により、新規蛍光型 G4
リガンドを用いた蛍光による G4 の簡便な検
出法を確立する。 
 確立した手法を基に、蛍光 G４リガンドと
DNA マイクロアレイを用いることで、網羅的
な G4 形成配列の探索手法の開発を行うこと
を計画する。 
 
４．研究成果 
 まず、DNA マイクロアレイに適用可能な蛍
光 G4プローブとして L1Cy5-7OTD を合成した 
(Figure 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  L1Cy5-7OTD の構造 
 
L1Cy5-7OTD を得ることができたので、次に
L1Cy5-7OTD が新規 G4 同定法のためのプロー
ブとしての特性を有していることを評価す
るため、G4-FID（G-quadruplex fluorescent 
intercalator displacement）を行った。本
手法により、DNA の塩基対に結合した
thiazole orange（TO）の追い出し効率を G4
安定化能の指標として評価することができ
る。その結果、L1Cy5-7OTD は G4 形成配列と
して知られる5種のG4（telo24, c-myc, c-kit, 
bcl-2, K-ras）を強力に安定化する一方、二
本鎖配列とは相互作用しないことが明らか
となった（Table 1）。なお、このときの追い
出し効率（DC50 : 50%TO が追い出される濃度）
は、DNA が 0.25μM、TO が 0.5μM存在下にお
いて、5 種の G4 形成配列が 0.31-0.67μM、
二本鎖が 2.5μM以上であった。 
 
 L1Cy5-7OTD が新規 G4 同定法のプローブと
して有効であることが示されたので、実際に
DNAマイクロアレイ上でのG4同定を検討する
こととした。DNA マイクロアレイは、CpG ア
イランドに G4 が多数存在することが示唆さ
れていたため、マウス CpG アイランド 
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