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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、遺伝子の転写制御等に関係し、そ
の探索は新たな創薬標的の発見につながる。また各G4の選択的な安定化により、当該G4機能の選択的制御が可能
となる。我々が開発してきた大環状ポリオキサゾール型G4リガンド（6OTD, 7OTD）を基に、ビオチン化した新規
7OTDを創製した。本リガンドを用いて作製したG4アフィニティカラムを用い、ゲノム中からG4形成配列のみを探
索する手法を確立した。またG4の代表的な３構造中から、２構造をそれぞれ選択的に誘起する6OTD誘導体の創製
に成功した。

研究成果の概要（英文）：G-quadruplex (G4), a higher order structure of DNA, is involved in 
transcriptional regulation of genes, and detection of G4s in genome leads to the discoveries of new 
drug targets. Furthermore, selective stabilization of each G4 would become the selective control of 
the corresponding G4 function. Based on our macrocyclic polyoxazole type G4 ligand (6OTD, 7OTD), we 
have developed a new 7OTD analog attached with biotin-function. With the new ligand, we prepared a 
G4 affinity column, which enable us to detect the G4-forming DNA sequences in genome. In addition, 
we have developed new 6OTD derivatives for stabilizing two out of three representative topologies in
 G4 selectively.

研究分野：有機合成化学

キーワード： グアニン四重鎖　テロメア　大環状ポリオキサゾール　ビオチンプローブ　G４アフィニティカラム　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 
 グアニン四重鎖構造（以下 G4、図 1）は、
DNA 中の高次構造の１つであり、グアニン豊
富な一本鎖DNAで形成される。これは通常、
二本鎖または鎖状一本鎖（テロメアなど）と
の動的平衡にある。G4 は、グアニン四分子
と一価カチオン  (K+, Na+ 等 ) から成る
G-quartet 平面が、π−π 相互作用を介して通常
２〜３層が積層することで安定化し形成さ
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ グアニン４重鎖（G4）構造 
 
 これまで生体内における G4 の機能は未知
であった。2002 年、Hurley らは、c-myc 遺伝
子のプロモーターで形成される G4 (c-myc 
G4) を低分子化合物で安定化すると、c-myc
の転写が抑制されることを見出した。それ以
後、c-kit や k-ras 等のがん関連遺伝子のプロ
モーター領域で形成される十数種の G4 につ
いても、転写因子様の遺伝子発現調節機能が
見いだされ、現在、G4 は「生命現象を制御
する新たな因子」として捉えられている。ま
た機能を有する G4 類は新たな創薬標的であ
り、これらをそれぞれ特異的に安定化する低
分子化合物（G4 リガンド）は、創薬リード
や機能解明のための分子プローブとなる。 
 G4 形成配列はこれまで十数種しか知られ
ていなかった。しかし配列相同性解析から、
G4 を形成する可能性のある配列は、ヒト遺
伝子プロモーターの約 40%に存在すること
が示唆された。最近我々は、独自に開発した
G4 リガンド（OTD、後述）に蛍光基を導入
した蛍光 G4 リガンドを創製し、これを DNA
マイクロアレイ解析に付すことで、CpG アイ
ランド領域中の DNA 配列（約 90,000 配列）
のから、約 2,000 配列もの新規 G4 の探索に
成功し、G4 がゲノム中に広く分布している
ことを実験的に明らかとした。 
これらの背景から、ゲノム中に存在する G4

を網羅的に探索し、見いだされた G4 の中か
ら創薬標的になり得る、生物機能を有する
G4 を同定し、同定した機能性 G4 を特異的に
安定化するリガンドの創製が求められてい
る。しかしこれまでに既知の G4 リガンドの
中で、G4 への特異的結合能（二本鎖 DNA 等
と G4 との選択性）を示すのは、我々が開発
した OTD 系統化合物を含んだ３系統のみで
ある。また G4 間で特異的な安定性を示す G4
リガンドは見出されていない。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに、天然の G4 リガンドで

あるテロメスタチンをリードに、ポリオキサ
ゾールからなる大環状化合物 OTD 類（６つ
のオキサゾールからなる 6OTD および７つの
オキサゾールからなる 7OTD）を G4 リガン
ドとして開発してきている。そこで本研究で
は、これらの構造をもとにした新規化学プロ
ーブを創製し、(1)ゲノム中における G4 の網
羅的探索手法の確立、(2)機能を有する G4 を
選択的に安定化することを志向し、G4 が形
成する特徴的な３つのトポロジー（アンチパ
ラレル、ハイブリッド、パラレル）と特異的
に相互作用するリガンドの創製、を目的とす
ることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム中における G4 の網羅的探索手法

の確立 
 ゲノム中の G4 形成配列を、低分子リガン
ドを用いて網羅的に探索する手法の確立を
目的とし、様々な G4 形成配列と普遍的に相
互作用することを見出している 7OTD 骨格を
もとに、どう骨格にビオチン官能基を導入し
た新規リガンド（図２）を合成することを計
画した。これを用いて、以下図３に示す方法
により、G4 の網羅的探索手法を検討するこ
ととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ビオチンをコンジュゲートした新規

7OTD 型 G4 リガンド(1)の構造 
  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ G4 リガンド 1 を用いた G4 形成配列の
探索計画 

 
すなわち、①ビオチンを結合した 7OTD (1)

をアビジン化したビーズに担持し（行程 A）、
超音波処理で断片化した DNA とインキュベ
ーションする（行程 B）。これにより G4 形成



配列が G4 リガンドと結合する。②結合しな
かった DNA（G4 非形成配列）を洗浄操作に
より除去後（行程 C）、ビーズ上から G4 リガ
ンド 1 に結合した DNA を変性条件により溶
出させ、G4 形成配列を回収する（行程 D）。 
 なお本 pull-down 実験により得られる G4
形成配列は、FRET 実験、EMSA、CD／UV、
DMS foot printing によりその G4 形成能を確
認する。また得られた配列を次世代シークエ
ンサーで解析し、ゲノム中における G4 の存
在領域、配列の同定を行う。 
 
(2) G4 の各トポロジーを特異的に安定化する

G4 リガンドの創製 
 機能を有する G4 を選択的に制御するため
には、各 G4 を特異的に安定化するリガンド
が必要である。一方、多様な構造を形成する
G4 は大きく、アンチパラレル型、ハイブリ
ッド型、パラレル型に分類することができる
（図 4）。そこで G4 配列特異的なリガンド創
製を志向し、まずこれら各トポロジーと選択
的に相互作用するリガンドの創製を OTD 骨
格の誘導体を用いて計画する。 
 
 
 
 
 
  
 
 
図４ G4 が形成する代表的な３種のトポロ

ジーの模式図 
 
 G4 は、G-quartet 平面が２〜３層積層した
共通構造を持つが、G4 の各トポロジーは、
固有のループ構造を持つ。従ってトポロジー
特異的なリガンド創製のためには、ループ構
造やループにより形成されるグルーブを標
的とする必要がある。 
 これまでに創製した、3,3-型 L2H2-6OTD (2)
は、テロメアで形成される配列においてアン
チパラレル型と選択的に相互作用する（図
５）。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
図５ 3,3 型 L2H2-6OTD (2)とアンチパラレ

ル型テロメア G4 とのドッキングモデ
ル 

 
 これらのドッキング計算結果から、環構造
に導入されたアミノブチル基の側鎖の位置
を変化させることで、各トポロジーとの相互

作用能が変化することが示唆された。そこで
図６に示す、側鎖の方向が異なる 4,2 型
L2H2-6OTD (3)、5,1 型 L2H2-6OTD (4)をそれ
ぞれ合成し、これらの各トポロジーとの相互
作用能について CD 測定を行うことで評価す
ることを計画した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 設計した 4,2 型 L2H2-6OTD (3)、5,1 型

L2H2-6OTD (4)の構造 
 
４．研究成果 
(1) ゲノム中における G4 の網羅的探索手法

の確立 
 我々の研究室で確立した合成法をもとに
リシン由来の側鎖を有する 7OTD を合成し、
これにビオチンを結合することで新規 G4 リ
ガンド 1 を合成した。合成した 1 は、これま
で合成を行ってきた 7OTD 類と同様、基地の
G4 と普遍的に相互作用することを、FRET、
EMSA、CD の測定により確認した。 
 そこで 1 を用い、まずテロメア配列をモデ
ル配列とし、当該配列の選択的 pull-down に
ついて検討を行った（図７）。なおコントロ
ールとして２本鎖 DNA を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ ビオチン化 7OTD (1)を用いたテロメ

ア配列の pull-down 実験結果 
  
 その結果、ビーズに固定したビオチン化
7OTD (1)を加えることで、テロメアモデル配
列が選択的にビーズと結合し、反応系から消
失することがわかった（lane 4）。一方取り出
したビーズを DNA 変性条件下にするとリガ
ンドと結合していた DNA が溶出され、テロ
メア配列を回収することができた（lane 6）。 
 そこで次にテロメア以外の G4 形成既知配
列、H-telo(21)、bcl-2、c-kit1、c-kit2、K-ras、
について、それぞれ pull-down 実験を検討し
た（図８）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ ビオチン化 7OTD (1)を用いた G4 形成

既知配列（５種）の pull-down 実験結果 
  
 その結果いずれの場合においても、G4 を
形成する配列が選択的に pull-down されるこ
とがわかった。 
 そこで次に、実際のゲノム中から G4 形成
配列の探索を想定し、これら既知 G4 形成配
列と dsDNAとの混合物からG4形成配列のみ
の pull-down について検討することとした。
その結果、ビオチン化 7OTD (1)の濃度に依存
してG4形成配列が選択的に pull-downされる
ことがわかった（図９）。現在これらの知見
をもとに、ビオチン化 7OTD (1)を用い、ゲノ
ム中からの G4 形成配列探索について検討を
行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ ビオチン化 7OTD (1)を用いた G4 形成

既知配列（６種）と dsDNA 混合物から
の pull-down 実験結果 

 
(2) G4 の各トポロジーを特異的に安定化する

G4 リガンドの創製 
 4,2 型 L2H2-6OTD (3)、および 5,1 型
L2H2-6OTD (4)の合成について、それぞれ
Scheme 1、Scheme 2 に示した。 

4,2 型 L2H2-6OTD (3)の合成は、L-serine、
L-lysinからそれぞれ４環性オキサゾール化合
物、２環性オキサゾール化合物をそれぞれ合
成し、これらの縮合、大環状化をへて合成す
ることができた。同様に、5,1 型 L2H2-6OTD 
(4)も合成することができた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 1  4,2 型 L2H2-6OTD (3)の合成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 2  5,1 型 L2H2-6OTD (4)の合成 
 
 そこで得られた 3、4 について、テロメア
モデル配列を用い、FRET 融解実験により G4
構造の安定化能について評価を行った。その
結果、3 および 4 の ΔTm 値はそれぞれ 12.3、
7.1 °C であり、他の配列と比べて G4 形成配
列を優位に安定化することがわかった。そこ
で次にこれらのリガンドによる G4 構造のト
ポロジー選択性について、CD 測定により評
価を行った。 
 テロメア配列 telo24 に対し、イオン非存在
下 4,2 型 L2H2-6OTD (3)を５当量加えたとこ
ろ、アンチパラレル型を誘起することがわか
った。しかしその誘起能は 3,3 型 L2H2-6OTD 
(2)よりも弱いことがわかった。一方 5,1 型
L2H2-6OTD (4)の場合、テロメア配列 telo24
をハイブリッド型に強力に誘起することが



明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 CD による化合物 2-4 の telo24 に対す

るトポロジー誘起能の評価 
 
 これらのことから、6OTD に導入される側
鎖（アミノブチル基）の位置がトポロジー誘
起に大きく影響する事が明らかとなった。現
在、3,3 型 6OTD 構造を基本骨格として、こ
れに側鎖の導入位置を変換した誘導体を合
成し、そのトポロジー誘起能についてさらな
る検討を行っている。 
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