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研究成果の概要（和文）：リピート結合分子であるNAやNCDに、チオール基を導入した化合物を合成し、ミスマ
ッチDNA上の化学反応を逆送HPLCで追跡した。ミスマッチサイトに結合した二つのリガンド由来のチオール基は
空間的に非常に近い位置にあり、ジスルフィド形成反応が迅速に進行した。ジスルフィド形成反応により形成す
る二量化したリガンドは未修飾のNA/NCDよりもより安定な複合体を形成することが明らかになった。以上の結果
より、NA/NCDのチオール誘導体は結合サイトで二量化して強く結合する新規リガンドとしての可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Trinucleotide repeat disease is a group of neurodegenerative disorders, due 
to excessive elongation of 5'-CNG-3' (N = A, C, G and T) repeat sequences in genome. We previously 
developed a small molecule NA and NCD, which strongly bound to AA and GG mismatches in CAG and CGG 
repeats with 2 : 1 stoichiometry and high cooperativity, respectively. Based on those results, a 
series of DNA binding molecules NA-Cn-SH and NCD-Cn-SH in which the mismatch binding domain and a 
thiol moiety are linked via a linker were developed. Those thiol derivatives oxidatively dimerized 
under aerobic conditions. The reaction rate of the dimerization was dramatically accelerated in the 
presence of corresponding repeat DNA. These results suggested that NA-Cn-SH and NCD-Cn-SH 
selectively accumulated on targeting repeat DNA, resulting in the formation of a dimer with higher 
thermal stability, and are attractive for the chemical biological studies focusing on trinucleotide 
repeat diseases.

研究分野：生体関連化学

キーワード： トリヌクレオチドリピート
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 (CAG)n リピートは、CAG３塩基単位が、
CAGCAGCAG・・・のように連続する繰り
返し配列を指す。Huntingtin 遺伝子において、
グルタミンをコードする CAG コドンの繰り
返しは一般の健常人では 10～34 回であるの
に対し、ハンチントン病の発症者では 35 回
以上に過伸長されている。異常に伸びたグル
タミン鎖は神経細胞核にタンパク質凝集体
を形成し、ハンチントン病発症の原因となる
ため、(CAG)n リピートの過伸長を阻害すれ
ば、ハンチントン病の発症・進行を抑制が可
能になる事が示唆されている。 
 (CAG)n リピートの過伸長は、DNA二重鎖
中には通常形成しないスリップ DNA がリピ
ート配列内では形成可能となることが原因
である。図１にスリップ DNA を経由して過
伸長する分子機構を示した。リピート配列複
製プロセス中に、何らかの原因でテンプレー
ト鎖からリピート鎖が一部かい離する（A）。
かい離したリピート鎖がスリップ DNA（B）
を形成した後テンプレートに再結合する。
DNAポリメラーゼによる複製が再び開始し、
ヘアピン部分が伸長する（C）。 

 スリップ DNA は、形成するヘアピン部分
の安定性に依存し、リピート長が長くなるほ
ど形成し易くなる。Huntingtin 遺伝子では、
スリップ DNA の形成はリピート 35 回以上
で急激に上昇し、過伸長が加速度的に増大す
る。（S. Andrew et al. Nat. Genet. 1993）
一方、35回以上のCAGリピートであっても、
異なる配列がリピート内に混在すると連続
するリピート長が短くなり、スリップ DNA
の形成が阻害され、過伸長が抑制されること
が報告されている。(C. E. Pearson et al. 
Biochemistry, 1998) 
 
２．研究の目的 
 連続するリピート配列中に異なる配列が
出現するとスリップ DNA が形成しにくくな
ることに注目し、当研究室で報告されている
(CAG)n リピート結合分子 naphthyridine 
azaquinolone（NA）(K. Nakatani et al. Nat. 
Chem. Biol. 2005) に、CAG リピート内の C
→Uへの変異（デアミネーション）を促進す
る官能基を付加した低分子リガンドを創製
し、シトシン（C）→ウラシル（U）への変
異促進効果の有無を検討した。（図２） 
 低分子リガンドのデザインの一つとして、
図3に 低分子リガンドがCAGリピートに結

合して C→Uへの変異を促進する概略図を示
した。リピート結合分子 NAは次ページに示
した水素結合様式で、CAG リピート内にはま
り込むように結合する。この時、グアニン(G)
と相補塩基対を形成していたシトシン(C)は
NA に押し出されるようにフリップアウトす
る(A)。フリップアウトしたシトシンは６位へ
の p求核剤の付加反応が加速される。求格付
加反応に伴い、シトシン塩基の５、６位の二
重結合が飽和する(B)ことでシトシン塩基の
芳香族性が崩れ、シトシン環内の２位のアミ
ノ基がプロトン化しやすくなり (C)、環外ア
ミノ基の加水分解（デアミネーション）が生
体 pH条件で進行する(D) (R. Shapiro et al. J. 
Am. Chem. Soc. 1974)。アミノ基が加水分
解してカルボニル基になり、レトロマイケル
反応が促進され、求核剤が脱離(E)し C to U
変異が完結する。 
 フリップアウトしたシトシン塩基の求核
剤に対する反応性が増大することは、申請者
が所属する研究室において明らかにされて
いる(Oka, Y. et al. Org. Lett. 2009)。これを
踏まえ、C to U 変異を促す低分子リガンドを
開発し、それをもちいてスリップ DNA の形
成が阻害されることを実験的に明らかにす
ることを目標とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 低分子リガンドのデザインと合成 
 本研究でデザインした低分子リガンドは
リピート DNA 中のミスマッチ構造を分子認
識する部位と、シトシンと反応する求核性置
換基をリンカーで結合した構造である。 
 リピート結合分子として、研究目的で記載
した NA に加え、CGG リピートに結合する
リ ピ ー ト 結 合 分 子 naphthyridine 
carbamate dimer (NCD) (Peng, T. et al. 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005)をもちいる

図1. スリップDNA形成機構 
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図2. 低分子リガンドによるスリップDNA形成の抑制 
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図３. 低分子リガンドが誘起するC→U変異反応
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ことにした。NCDは CGG リピート中の GG
ミスマッチに、NAの CAG リピート中の AA
ミスマッチへの結合と同様の結合様式で結
合することがわかっており、NCD 誘導体で
得られた知見はそのままNA誘導体に応用で
きる。また、NCD は NA より原料合成のス
テップ数が短いため(NA=10 ステップ, 
NCD=５ステップ)、求核性置換基の網羅的検
証に有効であると考えた。 
 次に、求核性置換基の検討を行なった。シ
トシンに対して反応性を有する求核種とし
てよく知られているのは、バイサルファイト
法でもちいられる亜硫酸水素ナトリウムで
ある。またヒドロキシルアミン塩酸塩も一本
鎖 DNA 中のシトシン塩基へ求核反応し、６
位付加体などを与えることがわかっている。 
また、生体内では、DNA メチルトランスフ
ェラーゼの活性中心に存在するシステイン
残基由来のアルカンチオール基はシトシン
６位への求核反応をする。亜鉛を活性中心に
もつシトシンデアミナーゼはヒスチジンや
システインと配位して、亜鉛-ヒドロキソ錯体
を形成し、配位水がヒドロキソ種となること
で求核種としてはたらき、シトシンのデアミ
ネーションが起きる。 
 亜硫酸イオンについてはリンカーによっ
て NCD や NA と結合させることが困難であ
ると考え合成を断念し、ヒドロキシアミノ基、
チオール基を求核種として用いることにし
た。チオール基としてはアルカンチオール基、
ベンゼンチオール基をデザインした。さらに、

亜鉛イオンの配位を志向してシステイン、ヒ
スチジンやそれらのジペプチドを結合した
低分子リガンドもデザインした。 
 
(2) ミスマッチ DNA に対する C→U 変異反
応実験 
 前項によって合成したリピート結合分子
のC to U変異反応の有無をRP-HPLCとウラ
シル DNA グリコシラーゼ(UDG)をもちいた
実験系で評価した。CAGやCGGリピートは、
結合部位が多数存在するため定量的な測定
が困難であると考え、回文配列の中央にミス
マッチを有する二重鎖 DNA(5’-TCAA  CXG 
TTGA-3’/ 3’-AGTT GXC AACT-3’: X = A or 
G)をモデル化合物としてデザインした。図４
にコントロール実験の例を示した。上図中の
27 分に観察されるピークは化学合成により
調整した DNA (5’-TCAA  UAG TTGA-3’ ：
但し U は 2’-デオキシウリジン)、14 分のピ
ークは内部標準物質である。5’-TCAA  UAG 
TTGA-3’は回文配列であるため、水溶液中で
は中心に AA ミスマッチを有する二重鎖
DNAを形成する。これに UDGを反応させた
ところ、ミスマッチ部位 Xの 5’側近傍のウラ
シル-グリコシド結合が切断され脱塩基部位
が生成し、さらに熱ピペリジン処理すること
で、脱塩基部位で鎖切断反応が進行する。
UDG-ピペリジン処理後の溶液を HPLC 解析
の結果を下図に示した。DNA 切断産物を保
持時間 22.5 分と 24.5 分に観察し、
MALDI-TOF-MASS で同定した。 
 これを踏まえて、ミスマッチ DNAと(1)で
合成した低分子リガンドを３７度で１日イ
ンキュベートし、その後 HPLC で観察、さら
に UDG・ピペリジン処理の後に HPLC で観
察した。 
 C to U 変換が起きた場合はコントロール
実験のように切断産物が確認され、その他の
反応が起きた時も1回目のHPLCの観察で確
認できる。 
 
4．研究の成果 
(1) アルキルチオール基で修飾された低分子
リガンドの合成 

 図５にアルカンチオール基で修飾された 
NCD 誘 導体 (NCD-Cn-SH), NA 誘 導体

RP-HPLC profiles in the presence of DNA (5ʹ-d(TCAA UAG 
TCAA)-3ʹ). The absorbances of 260 nm were monitored by PDA. 
Reaction conditions: DNA (5 µM), sodium cacodylate buffer (10 mM, 
pH 7.0), NaCl (100 mM), internal standard (*:adenosine 20 µM). 
HPLC conditions: C18-endcapped column, A: 0.1 M TEAA, B: 
CH3CN, gradient 0.5%/min. 
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図4. スリップDNA形成実験 

MeO
Br

O TrSH
NaH

n = 2 - 5

DMF
0 °C to rt

2 h

DIBAL
Et2O

-78 °C
2 h

n
MeO STr

O

n

n = 2 : 89%,
n = 3 : 46%
n = 4 : 98%
n = 5 : 78%

H STr
O

n

n = 2 : 64%
n = 3 : 59%
n = 4 : 59%
n = 5 : 77%

H
N O N

O

NN

2

STr

NaCNBH3

MeOH/CHCl3
rt, 8 h - 18 h

n

n = 3 : 63%
n = 4 : 87%
n = 5 : 47%
n = 6 : 36%

TFA/DCM
rt, 2 min

Et3SiH
H
N O N

O

NN

2

SH
n

n = 3 : 70% NCD-C3-SH
n = 4 : 63% NCD-C4-SH
n = 5 : 97% NCD-C5-SH
n = 6 : 94% NCD-C6-SH

NA or NCD

H
N N STr

O

NN
n

TFA/DCM
rt, 2 min

Et3SiH
H
N ONN

H
O

H
N N SH

O

NN
n

H
N ONN

H
O

n = 3 95%:  NA-C3-SH
n = 4 99%:  NA-C4-SH

n = 3 23%
n = 4 30%

図５　NCD-Cn-SH, NA-Cn-SHの合成

N N N O

O

N

NNH

H
O

N
N

H

DNA

H NH

O N

O

N N

N

N N H

H
O

N
N

H

DNA

H

N N N

O

N

NNH

H
O

N
N

H

DNA

H NH

N
H

O
N N O

H
N

N

NH

H

N
N

DNA

NCDNA



(NA-Cn-SH)の合成について記した。 
 NA と NCD は既報の合成法に従って合成
した。次に、炭素鎖数 3-6 のブロモメチルエ
ステルに対しトリチルチオール基を求核置
換反応で導入後、DIBAL-H 還元で末端にト
リチルチオール基を有する直鎖アルデヒド
を得た。 
 次に、NCD や NA と得られたアルデヒド
を 還 元 ア ミ ノ 化 条 件 で 反 応 さ せ 、
NCD-Cn-SH、NA-Cn-SH のトリチル保護体
を得た。トリチル基の脱保護はトリエチルシ
ラン存在下酸性条件で定量的に進行し、
NCD-Cn-SH (n = 3 to 6), NA-Cn-SH (n = 3 
to 4)を定量的に得ることができた。 
 
(2) ベンゼンチオール基で修飾された低分子
リガンドの合成 

 図６に、末端にベンゼンチオール基を有す
る NCD 誘導体 NCD-tTyr の合成スキームを
示した。4-ヨード-L-フェニルアラニンを出発
原料に、適切に保護した後に１価の銅イオン
存在下でチオールのカップリング反応を行
い、高収率で 4-チオ-L-フェニルアラニンを得
た。これを、適宜アルデヒドに誘導した後、
還元アミノ化で NCD を導入、保護基を脱保
護して NCD-tTyr を定量的に得た。 
 
(3) アミノヒドロキシル基で修飾された低分
子リガンドの合成 

 図７に、末端にアミノヒドロキシル基を有
する NCD-C6-ONH2 の合成を示した。ε-カ
プロラクトンを出発原料に、DIBAL-H 還元
でラクトールに誘導し、NCD と還元アミノ
化条件で反応させて末端にヒドロキシル基
を有する NCD 誘導体を合成した。これを、
メシル化した後、アミノ基を Boc 基で保護し
たヒドロキシルアミン誘導体を求核置換反
応で導入し、NCD-C6-ONH の Boc 保護体を

得た。Boc 基を酸性条件下脱保護し、
NCD-C6-ONH2 を得た。 
 
(4) システイン、ヒスチジン残基で修飾され
た低分子リガンドの合成 

 図８に、末端にシステイン・ヒスチジンを
有する NCD 誘導体の構造を示した。合成は
(2)で示した方法とほぼ同様であるので詳細
は省略する。 
 
(5) ミスマッチ DNA に対する C→U 変異反
応実験 

 (1)から(5)で合成した低分子リガンドが、C
→U 変換を誘起できるかを研究の方法(2)で
示したUDGと逆相HPLC を用いた実験で確
認した。 
 図９に NCD-C4-SH を GG ミスマッチ
DNA と反応させた時の実験結果を示した。

図6.　NCD-tTyrの合成
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図8. システイン・ヒスチジンを有するNCD誘導体の合成

RP-HPLC profiles in the presence of DNA (5ʹ-d(TCAA CGG 
TTGA)-3ʹ). The absorbances of 260 nm (black line) and 330 nm 
(blue line) were monitored by PDA. Reaction conditions: Ligand (0 
or 40 µM), DNA (5 µM), Na cacodylate buffer (10 mM, pH 7.0), 
NaCl (100 mM), internal standard (*:adenosine 20 µM), and ZnCl2 
( 0 or 40 µM). HPLC conditions: C18-endcapped column, A: 0.1 M 
TEAA, B: CH3CN, gradient 0.5%/min.  

図9. GGミスマッチDNAに対する 
NCD-C4-SHの反応の分析結果 
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上図はリガンドと DNA をリン酸緩衝液 
(pH 7.0)中で 0 時間反応させた後、中図は 24
時間後、下図は、24 時間後さらに UDG・熱
ピペリジン処理後の RP-HPLC の結果である。
下図では、保持時間 25.5 分に新たなピーク
が見られたが、このピークはピペリジン処理
後に NCD 部位の加水分解によって生じたア
ミノナフチリジンだった。コントロール実験
の結果と照らし合わせても、保持時間 22.5
分、24.5 分に DNA由来のピークが現れない
ことから、C to U 変換は起きていないと結論
付けた。他のリガンドにおいても、同様の実
験を行ったが、C to U 変換は確認されなかっ
た。また、ジチオスレイトールを加えた還元
的条件下や、亜鉛イオンを加えた条件でも実
験を行なったが C to U 変換は確認されなか
った。 
 
(6) NCD-Cn-SH のシミュレーション実験 
 変換反応が進行しなかった理由を探るた
め、分子シミュレーション実験を行なった。 

図 10.  GG ミスマッチ DNA への 
NCD-C4-SH の結合 

 
 NCD と GG ミスマッチ DNA の複合体の
NMR 構造解析 (Nucleic Acids Symp. Ser. 
2005, 49, 213-214) から初期構造を作成し、
Macromodel をもちいてミニマイゼーショ
ンを行ない、図 10 に示した NCD-C4-SH２
分子と GG ミスマッチ DNA との複合体の分
子モデルを作成した。得られた分子モデルの
解析より、二つのリガンド由来の二つのチオ
ール基（図中黄色）は、空間的に非常に近い
位置に存在することがわかった。結果、シト
シンへの求核反応よりも速くリガンドのジ
スルフィド形成に伴う酸化的ダイマー化反
応が進行していると考えられた。 

 
(7) リピートを合成テンプレートとするリガ
ンドの酸化的ダイマー化反応 
 前項の考察を基に、リピート存在下におけ
るNCD-C4-SHのダイマー化速度を検証した。 

図 11. CGG リピート存在下での 
NCD-C4-SH の酸化的ダイマー化 

 
 
 NCD-C4-SHをCGGリピートDNA存在下、
リン酸緩衝液(pH 7.0)中 0 時間(図 11(a))、6
時間(図 11(b))37 度でインキュベート後、
RP-HPLC で解析した結果を示した。HPLC
の移動相にDNA解析でもちいたTEAAに変
え TFA をもちいた。結果、NCD-C4-SH が
15 分に観測され、CGG リピートはこのウィ
ンドウ中には観測されなかった。6 時間後に
は原料はほぼ消失し新しいピークが 17 分に
観測された。このピークを単離し、ESI-HRMS
で同定したところ、NCD-C4-SH のダイマー
であることがわかった。同様の反応解析を
CGGリピート存在下(図11(c)中、青のライン)、
非存在下(同、赤のライン)、CAG リピート存
在下(同、緑のライン)で行いプロットティン
グした。結果、NCD-C4-SH の酸化的ダイマ
ー化反応は CGG リピート存在下でのみ優位
に加速することがわかった。これは、
NCD-C4-SH が CGG リピートに結合するこ
とでチオール基をジスルフィド形成に適し
たジオメトリーに固定化するためであると
考えられる。 
 
(8) NCD-Cn-SH ダイマーの結合能の評価 
 次に、ダイマー化したリガンドの GGミス
マッチ DNA に対する安定化効果を調査する
ため、リガンド存在下における GGミスマッ
チ DNAの二重鎖融解温度(tm)を測定した。 
表１. リガンド存在化での GG ミスマッチ
DNA の tm 値の変化 a 

NCD–C4–SH

(NCD–C4–S)2

*
(a)

(b)

(c)
0 5 10 15 20 

min 

�RP-HPLC profiles of NCD−C4−SH in the presence of 5′- (CGG)9-3′ repeat DNA in 
aerobic conditions at 37 °C after (a) 0 and (b) 4 h detected at 260 nm. Reaction 
conditions: NCD−C4−SH (40 μM), 5′-(CGG)9-3′ (5 μM), sodium cacodylate buffer (10 
mM, pH 7.0), NaCl (100 mM), internal standard (*, adenosine 20 μM), and 0.1% 
Tween20. HPLC: 0.1% TFA and MeCN were eluted 1 mL/min through an ODS-end-
capped column. The percentage of MeCN was changed from 0 to 40 gradually for 20 
min. The eluted compounds were detected at 260 nm by PDA. (c) Plot of 
[NCD−C4−SH] in the absence of DNA (red) and in the presence of NaCl (100 mM) 
and 5′- (CGG)9-3′ (5 μM, blue) or 5′-(CAG)9-3′ (5 μM, green). 



compound 
 

tm (SD) 
(°C) 

Δtm b 
(°C) 

- 32.6 (2.5)  
NCD 54.6 (0.3) 22.0 
NCD-C4-SH 55.7 (0.1) 23.1 
(NCD-C4-S)2 58.0 (0.7) 25.4 
NCD-C5-SH 51.4 (0.3) 18.8 
(NCD-C5-S)2 59.1 (1.3) 26.5 
NCD-C6-SH 51.2 (0.3) 18.6 
(NCD-C6-S)2 59.1 (1.1) 26.5 

aUV-melting profiles for the 5 µM DNA 5’-(TCAA CGG 
TTGA)-3’/3’-(AGTT GGC AACT)-5’ in the absence or the 
presence of each compound were measured in 10 mM sodium 
cacodylate buffer (pH 7.0) containing 100 mM NaCl, and 
0.1% Tween 20. bΔtm = tm - tm (w/o ligand).  
 
 結果を表 1 にまとめた。NCD を加えた時
のΔtmは 22.0 度、これに対し NCD-Cn-SH モ
ノマーを加えた時のΔtmは 23.1 (n =4),18.8 
(n=5), 18.6 (n=6)で、NCD 中央部のアミン
から伸ばしたチオールリンカーは複合体形
成に大きな影響を与えていない。これに対し
対応するダイマーのΔtm はそれぞれ 25.4 
(n=4), 26.5 (n=5), 26.5 (n=6)で全てモノマ
ーより高いΔtm を示した。このことから
NCD-Cn-SH のダイマーは、GG ミスマッチ
に対して、対応するモノマーや未修飾のNCD
よりも高い結合力を有していると考えられ
る。 
 特徴的な例として、NCD-C6-SH の例を図
12 に示した。 

図 12. リガンド存在下の GG ミスマッチ
DNA の tmプロファイル 

 
 ダイマーを加えた時の tm カーブの特徴と
して、その傾きがモノマーを加えた時に比べ
て急であることである。これについては、４
枚のナフチリジン環のGGミスマッチに対す
る協働的な結合が、モノマーの時に比べてダ

イマーで高くなるためであると考えている。 
 
以上の結果より、NCD にチオールリンカー
を結合した NCD-Cn-SH は、当初期待したよ
うなリピートDNAのC to U変換を触媒する
低分子リガンドとしては働かなかったもの
の、標的リピート存在下で迅速にダイマー化
して強い結合を示す新規低分子リガンドと
しての可能性が示唆された。また、本研究中
に合成した様々な低分子リガンドはそれぞ
れ興味深い性質が見つかっており、今後それ
らについても順次報告する予定である。 
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UV-melting profiles for the 5 µM DNA 5′-(TCAA CGG TTGA)-3′/ 3′-
(AGTT GGC AACT)-5′ in the absence or the presence of each 
compound were measured in 10 mM sodium cacodylate buffer (pH 
7.0) containing 100 mM NaCl, and 0.1% Tween20. NCD−C6−SH 
(blue) concentration was 40 and 60 µM TCEP was added. 
(NCD−C6−S)2 (red) concentration was 20 µM. 
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