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研究成果の概要（和文）：グアニン四重鎖（以下G4）は核酸の高次構造の一つであり、グアニンが豊富な一本鎖
領域で過渡的に形成されると考えられている。本研究では生細胞内でのG4形成を明らかにすることを目標とし、
G4構造形成時に相互作用し、同時に蛍光特性が変化するリガンド（ライトアップ型リガンド）の創製を目的とし
た。
　私達は、G4と選択的かつ強力に相互作用する大環状ヘキサオキサゾール型G4リガンド（6OTD）を報告してい
る。そこで6OTD骨格にビニルナフチル基を導入した新規リガンドを創製した。その結果、本リガンドはG4と相互
作用することで蛍光特性が大きく変化するライトアップ型リガンドであることを見出した。

研究成果の概要（英文）：G-quadruplex (G4) is one of a higher-order structures of nucleic acids, and 
it is considered to be formed stochastically in a guanine-rich region with a single strand.  In this
 study, we examined to develop light-up type G4 ligand, which shows fluorescence by only the 
interaction with G4.  This ligand would be useful to analyze the G4 behaviors in living cell.
In our group, we have synthesized a series of macrocyclic hexaoxazoles (6OTDs) as G4 specific 
ligands.  In this research, novel G4 ligands bearing vinylnaphtyl type substituents in the side 
chain of 6OTD core structure were developed.  We evaluated their fluorescence property effected by 
interaction with G4 forming DNA sequences, and we found that fluorescence spectrums of these ligands
 were drastically changed by interacting with G4.

研究分野： ケミカルバイロオジー、有機合成化学、天然物化学

キーワード： グアニン４重鎖　ライトアップ　リガンド　大環状ポリオキサゾール　蛍光リガンド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
G4は近年、DNAの複製、遺伝子の転写調節など様々な生命現象を直接的に制御することが報告されている。また
G4は、がんなどの難治性疾患の分子標的としても知られている。今回、形成されたG4を可視化するリガンドの開
発に成功した。これにより、生細胞内でG4が形成されるタイミング、形成される箇所を検出することが可能とな
り、G4形成に伴う生物機能を解析することが可能となる。またがん等の疾患とG4形成の関連についても生細胞レ
ベルで解析することができ、G4リガンドをリードとする創薬研究への応用も期待できる。



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 (G4) 構造とその生物学的意義 

 グアニン四重鎖（以下 G4）は、グアニンが豊富な核酸の１本鎖領域で形成される、特殊な

高次構造である。G4 は、4 つのグアニンで形成され

る G-カルテット平面が積層することで形成される。

G4 を形成し得る DNA 配列は、テロメア領域や、が

ん関連遺伝子（c−myc, c−kit 等）のプロモーター領

域を中心に、数十万種見いだされている。最近これ

らのうち数種の配列では、G4 が形成されることで、

DNA の複製、遺伝子の転写調節、がん細胞のアポト

ーシス誘導などの生命現象が、直接的に制御される

ことが報告されている (図１)。一方、本研究を開始

した当初、生細胞内での G4 の形成を直接的に確認した報告はなく、G4 を介した生命現象は、

in vitro での観察にとどまっていた。 

生細胞内での G4 の形成を直接的に観察するための手法の一つとして、リガンドを用いた蛍

光検出手法が考えられる。これまでに蛍光低分子化合物を用いて G4 を可視化する試みが、我々

の研究グループを含め、数グループから報告されている。これらは、G4 構造と選択的に相互

作用する低分子化合物に蛍光基を導入することで、蛍光 G4 リガンドを創製し（常時蛍光を発

するパーマネント型 G4 リガンド）、これを用いることで G4 構造を形成する DNA 配列を可視

化している。またリガンドの、細胞や核内への移行も観察している（ただしリガンド常時蛍光

を発するためこれが G4 と相互作用している確証はない）。これらの実験では、細胞抽出液や固

定化細胞を用いていることから、in vitro で安定的（静的）に形成されている G4 の観察にしか

用いることはできなかった。生命現象に関連して動的に形成されると考えられている G4 の生

細胞中での形成とその機能はいまだ未解明なことが多く、これらの課題を解決するためには、

G4 と相互作用した時にのみ蛍光を発するリガンド（蛍光特性が大きく変化するライトアップ

型 G4 リガンド）の開発が求められていた。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、大環状ヘキサオキサゾール化合物（6OTD）が、極めて高い選択性で１

本鎖の G4 形成 DNA 配列と相互作用し、強力にこれを安定化することを見いだしている。ま

た 6OTD 骨格に蛍光基を導入することで、

パーマネント型 G4 リガンドの創製に成功

し、これを用いることで、G4 を形成し得

る配列の網羅的探索に成功している。 

そこで本研究ではこれらの知見をもと

に、ライトアップ型 G4 リガンドの創製を

目標とした。 

 

３．研究の方法 

ライトアップ型 G4リガンドの創製を計画する上で、G4 を構成する G−カルテット平面の活用

を考えた。G4は、グアニン４分子からなる平面（G−カルテット平面）が２〜３枚積層すること

で形成される（図１）。そこで、リガンドが G−カルテット平面と相互作用することで蛍光を発

する、または蛍光波長が変化する仕組みを利用し、以下を計画した。 

すなわち同一分子中で、互いにねじれ関係にある芳香族ユニットは、構造変化により平面に

なることで、蛍光を発する化合物群が知られている。そこで、G4を構成する G−カルテット平面

とのπ−π相互作用を介してねじれを解消し、平面構造を形成することで蛍光を発する化合物を

設計し合成することとした。具体的には、6OTD に対してビニルナフチル基類を導入した誘導

G4
G豊富な配列

図１ G4形成と関連生命現象

動的に
形成

＜グアニン四重鎖(G4)＞
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図２ ライトアップ型G4リガンド設計コンセプト



体 1 を設計した。化合物 1 は、リガンド単体ではビニル基の単結合が回転しているのに対し、

G−カルテット平面とのπ−π相互

作用を駆動源として G4 と相互作

用することでリガンドが同一平

面に固定され、蛍光特性が変化す

ると考えられる。 

誘導体 1 を用いて、G4 形成配

列との相互作用に関する配列選

択性、G4 形成配列と相互作用し

た際の蛍光特性の変化を解析す

ることで、化合物 1のライトアッ

プ特性を評価することとした。 
 
４．研究成果 

化合物 1（R = OAc）の合成は、これまでに我々の研究室で確立された 6OTD の合成手法を基

盤に以下の通り行った（Scheme 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 1 化合物 1 の合成 

 

アミノ酸（セリン、リシン）を原料に数行程を経て、ビニル基が置換したオキサゾールを一

つ含むオキサゾール環が三環連続して結合したエステル 2 を合成した。三環性オキサゾール 2 のメ

チルエステルを水酸化リチウムを用いて加水分解を行いカルボン酸 3 とした後、これに対し DMT-MM

を縮合剤として別途合成した 4 とのアミド化を行い 5 を 85%（２行程）で得た。5 の Alloc 基を Pd 触媒

存在下、モルホリンを用いて選択的に脱保護しアミンを得（64%）、ついでエステルの加水分解を行い

アミノ酸を得た。さらに高希釈度条件下、DPPA を縮合剤として分子内マクロラクタム化を行うことで、大
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環状化合物 7 を 32%（２行程）で得た。7 に対し、第二世代グラブス触媒を用い、別途合成したナフチ

ル 8 とのオレフィンメタセシス反応を行い側鎖にビニルナフチル基を導入することができた（82%）。最

後に得られた 9 の Boc 基を、TFA を用いて脱保護することで目的とする化合物 1 を合成することがで

きた（86%）。 

  そこで次に合成した化合物 1について、(1) G4 形成配列との相互作用能、(2) 蛍光特性、に関

して以下それぞれ評価を行った。 

 

(1) 化合物 1の G4 形成配列との選択的相互作用能に関する評価 

化合物 1について、G4 形成配列との選択的な相互作用能を評価することを目的として、telo24

（ G4 形 成 モ デ ル 配 列 ： (TTAGGG)4 ） お よ び dsDNA （ G4 非 形 成 配 列 ：

TATAGCTATATTTTTTTATAGCTATA）を用

い、これらの配列との相互作用能を電気泳

動により検討した。その結果化合物 1 は、G4

形成配列（telo24）存在下で泳動した時のみ

バンドのシフトが観察された（図４）。このことか

ら、合成した化合物 1 は、これまで合成してき

た 6OTD 誘導体と同様に、G4 形成配列と選

択的に相互作用することを確認した。 

 

(2) 化合物 1の蛍光特性関する評価 

 化合物 1 に対して、G4 形成配列および G4 非形成配列存在

下における蛍光特性を調べた。すなわち、telo24（G4 形成モデ

ル配列：(TTAGGG)4）および dsDNA（G4 非形成配列：

TATAGCTATATTTTTTTATAGCTATA）を用い、これらをそれ

ぞれ化合物 1 と混合させ、蛍光特性を観察した（図５）。 

 

 

 

 

 

 

その結果、化合物 1 は、G4 形成配列である telo24 を添加した時のみ、蛍光を発することわかった。

1 は、リガンドのみでは蛍光が見られず、G4 非形成配列を添加した際も蛍光を発していないことから、

合成した誘導体 1 は、G4 存在下のみ、すなわち G4 と相互作用し、選択的に蛍光を発するライトアッ

プ型蛍光リガンドであることがわかった（図４）。 

 

  図５から観察された蛍光特性について、蛍光スペクトル測定により確認することとした。すなわち、

化合物 1 に対し、G4 形成配列（telo24）および G4 非形成配列（dsDNA）を添加した際の蛍光スペクト

ルを測定した。その結果、G4 形成配列を添加したときのみ蛍光を発し、かつその強度は DNA の等量

依存的に強くなることが観察された。一方、dsDNA を添加した場合には、蛍光特性の変化が見られな

かった（図６）。このことから、図４で観測された蛍光特性を確認することができた。 

 

 

 

1 + telo24 1 + dsDNA

図４ DNA 配列（telo24 および dsDNA）に対し
化合物 1 を添加した際の電気泳動 

図５ 化合物 1 に対してそれぞれ DNA 配列を添加した際の蛍光変化 
左から 1 のみ、1 に G4 形成配列を添加、1 に G4 非形成配列を添加 



図６  化合物 1 に対してそれぞれ DNA 配列を添加した際の蛍光スペクトル 
左から、1 に G4 形成配列を添加、1 に G4 非形成配列を添加 

 

そこで次に化合物1を細胞内でのG4検出に適応した。生細胞に対して化合物1を添加し、蛍光染

色を行った。その結果化合物1由来の蛍光を生細胞内にて観察することができた。今後、観察さ

れた蛍光に関してより詳細な解析（G4形成の有無の確認と形成のタイミング）を計画する。 
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