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研究成果の概要（和文）：本研究では脱塩基部位 (APサイト) に特異的に結合し切断する分子リガンドをAPサイ
ト検出プローブおよび抗がん剤の作用増強剤へと展開する事を検討した。
本研究期間を通じでアデニンおよびグアニンリガンドのin vitroによる細胞実験を行い、その細胞毒性効果を明
らかにし、DNAアルキル化剤MMSとの併用により細胞毒性効果がわずかながら増強される事を明らかにした。ま
た、親和性向上を目的とした4.4-トリアミンを有するグアニンリガンドを新規合成し、そのAPサイト親和性およ
び切断能を明らかにした。向上には至らなかったもののリガンドのAPサイト結合および切断における重要な情報
が得られた。

研究成果の概要（英文）：DNA is continuously damaged by endogenous and exogenous factors. In the base
 excision repair pathway, the damaged nucleobases are removed by DNA N-glycosylase to form AP sites.
 The AP site is representative DNA damage and the alkylating antitumor agents exhibit cytotoxicity 
through the formation of the AP site. Therefore blockage or modulation of the AP site repair pathway
 may enhance the antitumor efficacy of DNA alkylating agents. We studied the effects of 
nucleobase-polyamine conjugates (G-, A-ligands), which specifically bind and cleave at the AP site, 
on the potentiation of the cytotoxicities by the alkylating agents. In the combined application of 
the ligand and DNA alkylating agents MMS, the G- and A-ligands showed the potential of the 
enhancement of antitumor efficacy. Therefore we designed and synthesized the new ligand having the 
high affinity and cleavage activity to AP sites.The new ligand showed the affinity to the AP sites 
but have only a modest ceavage activity.

研究分野：有機化学

キーワード： b-脱離　抗がん作用増強

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
DNA中の核酸塩基の酸化やアルキル化は、
高い変異原性を有する DNA 損傷の一つであ
り、細胞内では脱塩基部位 (APサイト) と呼
ばれる中間体を経由し修復される。アルキル
化抗がん剤の多くは DNA 中にアルキル化損
傷塩基を生成し抗がん効果を発揮するが、ア
ルキル化塩基の修復過程に生じる APサイト
の細胞毒性もまた抗がん効果の一因である。
ニトロソウレア系の抗がん剤と APサイト結
合分子との併用により抗がん効果の増強が
観察されたとの報告もある。そのため、AP
サイトの修復を阻害する物質は、そのものの
新規抗がん剤としての可能性だけでなく、抗
がん剤との併用による抗がん効果の増強剤
としても期待される。詳細は未解明であるも
のの APサイト結合分子は抗がん効果との関
連において魅力的な標的である。 
核酸塩基とポリアミンの結合体は、AP サ
イトと対をなす位置の核酸塩基に応じて塩
基配列特異的に結合する APサイト認識分子
である (図 1)。本分子の核酸塩基部は APサ
イト内で G : C, A : Tの相補的なワトソン-ク
リック塩基対形成を再現し、隣接塩基対との
スタッキング相互作用の寄与により APサイ
ト内で安定化する。また、ポリアミン部は
DNA リン酸部との非特異的な静電的相互作
用により DNA2 本鎖に対する親和性を高め
るだけでなく、AP サイト部位特異的に 1 本
鎖切断をも引き起こす。しかし、その詳細な
切断機構および切断産物の解明は未だなさ
れていなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに明らかとなった核
酸塩基-ポリアミン結合体の AP サイト認識
および切断作用の詳細を解明し、結合および
切断能を向上させた新規 APサイト認識分子
を開発する。これらの性質を応用する事によ
り、AP サイト検出プローブおよび抗がん剤
の作用増強剤へと展開する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、AP サイト認識および切
断能を向上させた新規リガンドの開発にあ

たり、まず結合および切断作用の詳細解明を
行う。次に、得られた情報を基に蛍光基の導
入検討、最適なポリアミン構造の検討を行い、
検出プローブおよび APサイト親和性向上を
期待した新規分子の合成を行う。 
具体的には、本分子の切断作用はポリアミ
ン部の一部の中性アミンによる APサイトへ
の求核攻撃であり、-脱離反応が起こってい
ると考えられた為、これを確かめる為に蛍光
標識した APサイトを有する ODNを用いて
AP サイト切断反応を行い、その切断産物を
HPLC分析し、質量分析により切断断片の分
子量を決定する事を計画した。得られた情報
からより良いポリアミン部の長さや構造を
検討し、新規 APサイト認識分子を合成する。
そののち、APサイトを有する短鎖 ODN2本
鎖を用いて UV/Vis 分光計による融解温度測
定を行い、新規分子の有無における APサイ
ト安定化効果を検証する。更に、新規分子と
APサイトとの切断反応をHPLC分析および
ゲル電気泳動により経時的に観察し、その切
断効率についても検証する。これらの情報を
基に、ヒト肺がん細胞由来 A549細胞やヒト
乳がん細胞由来 MCL-7 細胞などのがん細胞
株に DNA アルキル化剤単独投与および新規
分子との併用投与を行い、細胞生存率を指標
として分子の抗がん効果増強剤としての可
能性についても検証する。 
  
４．研究成果 
 核酸塩基-ポリアミン結合体による AP サ
イト切断作用を解明する為に、核酸塩基とし
てグアニンを持つ分子、グアニンリガンドを
用いてAPサイトを有するODN2本鎖との切
断反応を行い HPLC 分析により各ピークを
分取した。これらのMALDI-TOF MS測定を
行い反応産物の分子量決定を行った。基質と
なる APサイトを有する ODNは反応開始か
ら 2時間程度で完全に消失し、新たに得られ
たピークは AP サイトの-脱離により生じる
と予想される切断断片と分子量が一致した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、本リガンドの APサイト
切断は、最も核酸塩基部に近く pKa値の低い
アミンの求核攻撃による-脱離反応であり、

図 1 核酸塩基-ポリアミン結合体による
APサイト認識 

切断断片 

** 

* 

図 2 グアニンリガンドによる AP サイト
切断反応 
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核酸塩基部: 
AP サイトの欠如した塩基を補い、
対をなす位置の核酸塩基と
水素結合を形成する。 
ポリアミン部: 
溶液中において正電荷を帯びる
ことで DNA リン酸部と静電的に
相互作用する。 

AP サイトの 
相手側の塩基 

シトシン 
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切断産物として, -不飽和アルデヒドが 3´
末端に結合した構造が出来ている事が確認
できた (図 2)。 
また、新規分子の評価における予備検討と
してアデニンおよびグアニンリガンドの in 
vitro感受性試験を行った。計 39系のがん細
胞株を用いたがん細胞パネル評価ではアデ
ニンおよびグアニンリガンドそのもののが
ん細胞増殖阻害効果はほとんど観察されな
かったが、A549細胞やMCF-7細胞など比較
的感受性の高い細胞株についての情報が得
られた。更に、A549 細胞を用いてアデニン
およびグアニンリガンド単独または DNA ア
ルキル化剤メチルメタンスルホナート 
(MMS) との併用による細胞生存率の比較を
行い (図 3)、わずかではあるもののリガンド
の併用によりMMSの細胞毒性が増強される
事を明らかにした (表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 得られた結合および切断作用の詳細な情
報から、蛍光基の導入と最適なポリアミン部
の構造について検討した結果、蛍光基につい
てはポリアミン部の静電的相互作用を阻害
しないよう 2-アミノプリンに変更し蛍光性
の核酸塩基類似体を導入する事にした。また、
ポリアミン部は当初生体アミンの導入を予

定していたが、4. 4-トリアミンが細胞内取り
込みに有利であるとの文献を参考に、新規分
子を設計・合成した (図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 新規合成した 4.4-トリアミンを有するグア
ニンリガンドについて-脱離反応の起こらな
い安定な AP サイトアナログを持つ 2 本鎖
ODNを用いて融解温度測定を行った (表 2)。
AP サイトと対をなす位置の核酸塩基がシト
シンの場合に高いTm 値 (+6.1ºC) の上昇が
観察され、従来の 3. 3-トリアミンを持つグア
ニンリガンド同様、高い塩基選択性が得られ
たが、顕著な結合親和性の向上には至らなか
った。 

 
 また、新規分子の APサイト切断活性につ
いてもゲル電気泳動を用いて評価を行い、AP
サイトと対をなす位置の核酸塩基がいずれ
の場合においても、切断活性が低い事が明ら
かとなった (図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回合成した 4. 4-トリアミンを有するグア
ニンリガンドはエチル基で核酸塩基部とポ

表 1  IC50値 
 MMS単独 G-ligand 
  +10 M + 50 M 

A549 585.5 M 442.2 M 295.2 M 
 MMS単独 A-ligand 
  +10 M + 50 M 

A549 561.7 M 497.2 M 399.5 M 
Cell viability and IC50 values were determined with 
curve-fitting analysis (nonlinear regression curve, variable 
slope) provided by GraphPad Prism4 software. 

表 2 融解温度測定 
 

duplexes 
+G-ligand 

(4.4) 
Tm 

AP/A 37.23 39.97 +2.74 
AP/G 37.56 38.56 +1.0 
AP/C 32.95 39.09 +6.14 
AP/C 36.76 38.93 +2.17 

The selective stabilization effects of the G-ligand (4.4) to the 
duplex ODN containing the AP site. [duplexes]: 4 M, [ligand]: 20 
M, [NaCl]: 100mM. 5’-d GCG TAC AP CAT GCG-3’ and 5’-CGC 
ATG X GTA CGC-3’. AP and X represent the tetrahydrofuran part 
and the nucleobase opposite the AP site, respectively. 

図 3 アデニンおよびグアニンリガンド 
によるMMSの細胞毒性効果増強 

図 4 新規リガンドの合成 

a) c.f. Gardner R. A. et al. J. Med. Chem. 2004, 47, 
6055-6069. b) 1,2-Dibromopropane, K2CO3, dry DMF c) 
2-amino-6-chloropurine, K2CO3, dry DMF d) 0.5M HCl/MeOH, 
60ºC e) thiophenol, K2CO3, dry DMF 

a) 

c) d) e) 

b) 

G-ligand(4.4) 

図 5 新規 G-リガンド (4.4) による 
-脱離反応 



リアミン部を連結しており、従来のプロピル
基で連結したグアニンリガンドよりも短く
なる。これにより APサイト反応部位とポリ
アミン部の求核性のアミンの距離が遠くな
り切断反応性が低下したと考えられる。本結
果は目的とした親和性および切断能向上に
は至らなかったが、核酸塩基部とポリアミン
部の結合距離が切断反応に大きな影響を与
える事を明らかにした。 
 以上の結果は、今後の APサイト検出プロ
ーブおよび抗がん剤の作用増強剤への展開
において重要な情報となり、構造のさらなる
最適化および細胞実験において役に立つと
考えられる。 
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