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研究成果の概要（和文）：i-motifは、シトシンが豊富に存在するDNA 配列で形成される特殊な高次構造である。これ
までにi-motif構造を選択的かつ強力に安定化する低分子化合物が存在せず、その機能はほとんど未解明である。本研
究では、i-motifの機能解明を指向し、i-motifを選択的に安定化するリガンドの創製について検討を行った。我々のこ
れまでの化合物合成ライブラリーおよびイン・シリコドッキング実験により候補化合物を数十種類得た。これらについ
てFRET融解実験、CDスペクトル解析実験により、i-motifと選択的にかつ強力に相互作用する化合物を見いだすことが
できた。

研究成果の概要（英文）：i-Motif is one of a non-B DNA structure, which is believed to construct in the 
C-rich regions in DNA. Since the no i-motif stabilizing compounds have been reported, no information 
about the function of i-motif has been obtained. In this research we aimed to develop i-mtoif selective 
interacting molecules, i.e., i-motif ligands.
Among our synthetic libraries together with the compounds suggested by the in silico docking studies, we 
started ca. forty compounds as candidates for i-motif ligands. With the evaluations by FRET melting 
analysis, CD spectra analysis, and EMAS experiments, we found the compound which selectively stabilize 
i-motifs derived from telomere, c-kit, c-myc and bcl-2, respectively. Stabilizing ability of the ligand 
is high, and delta Tm valu was obtained at 20 °C.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
	 DNAには、よく知られている２重らせん
構造の他に、様々な高次構造を形成する。
その中の１つにアイモチーフ（以下 i-motif）
構造がある。転写調節を担う遺伝子のプロモ
ータには、GC ボックスとよばれるグアニン
とシトシンが豊富な領域が多数存在する。こ
れらの領域では、DNAの二本鎖が部分的に一
本鎖にほどけると、特殊な高次構造、即ちグ
アニン豊富な配列ではグアニン四重鎖（以下
G4）構造が、その相補鎖であるシトシン豊富
な配列では i-motif構造が、可逆的に形成され
る（図１）。最近、G4構造が、転写や複製等
の制御に大きく関係していることが報告さ
れている。一方 i-motifは最近、いくつかのが
ん遺伝子のプロモータ領域で、G4 と相補的
に形成されることが示唆されている。さらに
G4 と同様、i-motif も転写過程において重要
な役割を果たすと考えられている。しかし実
際にはその機能は全く解明されていない。こ
れは、i-motif構造を安定化する低分子化合物
（ i-motif
リ ガ ン
ド）が存
在しない
ことに起
因する。
そこで現
在 、
i-motif 機
能解明の
た め の
i-motif リ
ガンドの
創製が強
く望まれている。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、i-motifと選択的に相互作用す
る低分子化合物（i-motifリガンド）を創製す
ることを目的とした。 
	 私達はこれまで、天然物テロメスタチンを
起点とした G4 リガンドの創製研究を展開し
てきている。一方 i-motif は、G4 と構造上の
類似点を持つ。そこでこれまでの G4 リガン
ド創製研究での構造展開から得られた成果
を基盤として、i-motifリガンドの創製を検討
することとした。	 
 
３．研究の方法 
	 i-motifリガンドはこれまでに報告されてい
ない。従って i-motifリガンドを創製するには、
まず i-motif リガンドのリード構造を取得す
る必要がある。そこで G4 の創製成果を基盤
に、以下のアプローチを検討することとした。	 
	 i-motif と G4 は、それぞれシトシンとグア
ニンが形成する平面が垂直方向に積み重な
ることで形成される。全体的な形は共によく
似ているが、その平面の大きさは、i-motifの
方が約 60%小さい。 

そこで i-motif に特徴的
なシトシン−シトシン
塩基対（以下、C-C塩基
対）平面と π—πスタッ
キング可能な分子の設
計を行うことを計画し
た。この際分子設計は、
分子の平面性と、C-C塩
基対平面と同程度の大
きさをもつ分子構造、豊
富なπ電子を有する構
造、高い平面生構造、の
３点に着目して、構造探索を検討することと
した（図２）。なお合成した化合物は、①FRET
融解実験（i-motif形成配列との相互作用解析）、
②CD スペクトル測定（i-motif への構造誘起
を解析）、③EMSA（電気泳動実験：i-motif
衛生配列との相互作用解析）を用いて、i-motif
リード化合物の探索を計画した。 
 
４．研究成果	 
	 i-motifリード化合物の探索にあたり、これ
まで私達の研究室で合成を行ってきた化合
物ライブラリーの中から、C-C 塩基対平面と
同程度の大きさをもつ分子構造をもつ化合
物を数十種類選抜した。また i-motif との
dockingシュミレーションを用いた in silico法
から数十種類の候補化合物を選抜した。選抜
した化合物に対し、上述した①〜③の評価を
行い i-motif 形成配列との相互作用について
解析を行った。その結果、３種類の化合物が
i-motif構造と顕著に相互作用することが明ら
かとなった。以下に、取得された化合物の解
析結果を示す。 
①FRET融解実験 
	 FRET融解実験では、リガンドと DNA配列
を混合し昇温させる。この際、より高い相互
作用を示す場合には、より大きなΔTm値が得
られる。Table 1には、リガンドとテロメア、
bcl-2、c-kit、c-myc由来の各 
G4および i-motifに対するΔTm値をまとめた。 
 
Table 1	 FRET 融解実験 

 
FRET 融解実験より、i-motif 配列を用いた場
合に、いずれも高いΔTm値が得られたことか
ら、見いだしたリガンドは、i-motif配列と選
択的に相互作用することが明らかとなった。 
②CDスペクトル解析 
	 ついで得られたリガンドの i-motif 構造誘
起に関する検討を CDスペクトルを用いて検
討した（図３）。 
 

 G４配列におけ
るΔTm値（°C） 

i-motif配列にお
けるΔTm値（°C） 

telo24 5.1 22.5 
bcl-2 2.4 13.8 
c-kit 7.6 24.7 

c-myc 2.3 21.5 
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図３ リガンドによる i-motif 配列の CD スペ

クトル変化 
 
 取得した i-motif リード化合物の濃度を 0-5
等量に変化させ CD スペクトルを測定したと
ころ、当該リガンドはオリジナルの i-motif
構造を濃度依存的に他の構造に変化させて
いることが明らかとなった。どのような構造
に変化させているかは現在のところまだ解
明できていない。今後の研究課題である。 
③EMSA による解析 
 EMSA（電気泳動）によるリガンドとテロ
メア由来の i-motif 形成配列との相互作用に
ついて解析を行った。その結果、以下の泳動
バンドを得た（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ テロメア由来の i-motif 配列とリガンド

との電気泳動結果 
 
 図４より、リガンドは濃度依存的に i-motif
形成配列と相互作用していることが明らか
となった。 
 
まとめと今後の展望 
 本研究では、i-motif 構造と相互作用する低
分子化合物の創製を目的として研究を行っ
た。その結果、i-motif 配列と選択的に相互作
用するリガンドの取得に成功した。 
 今後当該化合物の相互作用様式、当該リガ
ンドをリードにより強力なリガンンドの取
得およびこれを用いた i-motif 構造の機能解
析を検討していく。 
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