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研究成果の概要（和文）：DNAリピート病は、3個から5個の塩基を含む配列が異常に繰り返された伸長構造によ
って発症する。本研究では、単独配列には低い親和性しか示さないものの、繰り返し配列に対して、リガンドど
うしが共同的に作用しDNA上に集積する低分子リガンドの開発を目指した。
DNAへの結合評価にはd(CGCG/GCGC)に選択的制限酵素AccIIと、配列リピート数およびその間隔を変えたDNA基質
を用いた。その結果、金属錯体部位を持つアントラセノンリガンドは、d(CGCG/GCGC)繰り返しDNA鎖に選択的か
つ協同的結合を示し、協同的集積性を実現するための有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：DNA repeat expansion disease is a class of human genetic disorders that 
arise from the vastly repeated DNA sequence such as three or five nucleotides. This study has aimed 
at the development of small molecular ligands that have low affinity to a single site but 
nonetheless, they accumulate to a multiple sites or repeated DNA site. Evaluation of cooperative 
binding has been investigated using the restriction enzyme AccII and DNA containing its substrate 
sequence. The ligands used in this study include natural product Chrmomycin A3 and the 
structure-simplified anthracenone derivatives. In conclusion, we have successfully demonstrated that
 the new synthetic ligands exhibit cooperative binding to the DNA with the multiple sequence.

研究分野： 核酸化学
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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 
2018 年 3 月 14 日に亡くなられたホーキング
博士は筋萎縮性側索硬化症(ALS)にも関わら
ず現在の最高の知性として強い影響力を示
されていた。ALS は通常は 2－20 回しか繰り
返されていない GGGGCC 配列が患者では
700 回以上繰り返されている。また、ハンチ
ントン病や筋緊張性ジストロフィーは 3塩基
の異常リピート数が発症に関連している。こ
れらはリピート病と総称され、多くは遺伝性
であり、未だに有効な治療法が開発されてい
ない[1]。リピート領域が遺伝子のコード領域
にある場合にはタンパク質中に同じアミノ
酸が繰り返される。ハンチントン病では CAG
が繰り返され、タンパク質中にポリグルタミ
ン酸が合成され、細胞毒性を示す。非翻訳領
域に含まれるリピート領域は、異常な構造体
を生成すると考えられており、ALS の場合は
転写された RNA が形成する高次構造(G4 本
鎖)は細胞毒性の一因と考えられている。核酸
高次構造に結合する有機化合物[2,3]や繰り
返し単位を認識する結合分子[4]、アンチセン
ス医薬[5]などが検討されているが、有望な治
療方針は確立されていない。このような背景
のもと、長大なリピート配列に選択的に結合
する低分子リガンドは発症メカニズム研究
の有用なツールとして期待され、さらには創
薬リードに展開可能と考えられる。 

 
参考文献[1] Mirkin SM, Nature 447:932–940 
(2007). [2] Nakatani K, et al, Nat Chem Biol. 
1:39–43 (2005). [3] Zamiri, B. et al. J. Biol. 
Chem. 289:4653–4659 (2014). [4] Burnett R, et 
al., Proc Natl Acad Sci U S A 
103:11497–11502(2006). [5] Donnelly CJ, et al. 
Neuron 80:415–428 (2013). 
 
２．研究の目的 
我々は DNA 上に協奏的に結合し、集積体を
形成するリガンド開発を検討してきた[6]。本
研究は、抗腫瘍活性天然物 Chromomycin A3
がMg2+と 2量体錯体を形成しDNAのGC豊
富領域と錯体を形成することに着目し、DNA
結合性を示す基本ユニットとしてアントラ
セノン骨格を決定したことに始まる [7]。引
き続き、この骨格をもとに DNA リピート配
列に協奏的に集積するリガンド開発を目指

してきた。この間、リガンドの効率的合成法、
リガンドの難水溶性、さらには最も困難な課
題として協奏性を的確に評価する手法の確
立など、多くの難問に遭遇したが、一つ一つ
課題を解決してきた。最近、リガンドにヒド
ロキサム酸を導入し水溶性の改善と新たな
金属イオン結合部位としての役割を付与し
たリガンド分子(1)を合成し、独自に考案した
方法で DNA 結合を評価したところ、DNA 繰
り返し数の増加に伴い親和性が増大すると
いう極めて重要な機能を確認することに成
功した。そこで、本研究では、アントラセノ
ン骨格の 2 位、3 位および 6 位に種々の官能
基を導入し、DNA 親和性や配列選択性なら
びにリピート配列への協奏性に関する構造
活性相関を明らかにする。最終的には、細胞
あるいは非細胞系遺伝子発現系を用いて、翻
訳領域内外に長大なリピート配列を含む遺
伝子への影響を調べる。これまで異常リピー
ト配列標的化の成功例はなく、本研究は極め
て独創性の高い化学的アプローチを提案し
ており、リピート病に対する新しい分子ツー
ルおよび創薬に展開可能と期待される。 
参考文献 [6] 一例, Koda H. et al., Bioorg. 
Med. Chem. 23:4583-4590 (2015). [7] Imoto S. 
et al., Bioorg. Med.Chem.Lett.,14:4855-4859 
(2004). 
 
３．研究の方法 

 
本研究では、様々なアントラセノン誘導体を
合成し、DNA リピート選択的なリガンド開発
を行った。すでにモデルリピート配列に対し
てリガンド 1 がリピート選択的な親和性を示
すことを確認したので、２位置換基、６-ヒド
ロキシ基へのリンカー構造およびリンカー
末端構造に関して種々の誘導体を合成する。
2 位置換基はリガンドのリピート繰り返し数
に対する選択性に関連する因子として、リン
カー末端は協奏性に影響を与える要因とし
て詳細に検討した。リピート配列への親和性
評価はDNAの酵素切断の阻害で評価するが、
必要に応じてその他の手法を検討する。さら
に、合成したリガンドの中からリピート病配
列に選択性の高いリガンドを用いて、非細胞
系転写系における効果について基礎的検証
を行った。 
リガンドは、一般構造(2)に示される様々な構
造体を合成した。2 位置換基(R1)はリガンドの
2 量化と DNA 親和性に影響をもち、リピート
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図2．リピート配列選択的リガンド検索のための
各種のアントラセノン誘導体
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認識に与える効果を検討する目的で、無置換
およびプロピル置換体を合成した。天然物で
は 3 位置換基(R2)は配列選択性に影響を与え
ることが分かっているので、本研究では R2

の構造変異体も合成した。予備的検討によっ
て R3 末端がメトキシ基のリンカーをもつリ
ガンドは協奏的 DNA 結合能を示さなかった
が、カルボキシル基を持つリガンドは協調的
結合性を示したため、リンカー末端構造は協
奏性発現に重要である。そこで、R3にはエー
テルリンカーの末端にヒドロキサム酸を導
入し、協調的親和性への効果を調べた。アン
トラセノン 6 位ヒドロキシ基の選択的アルキ
ル化反応では複雑な副生成物が生じること
から、誘導体化はホモフタル酸ジエステル体
の段階で行った(スキーム１)。アントラセノ
ン骨格の構築はホモフタル酸無水物とシク
ロへキセノンスルフォキシドとの 2+3 付加環
化によって合成した(Tetrahedron, 2008, 64, 
7211)。 

 
４．研究成果 
1) 抗腫瘍活性天然物 Chromomycin A3 の協
調的 DNA 結合特性の評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

制限酵素 AccII の切断配列 d(CGCG) の数と
その間の A/T 部位数の違う DNA 基質
（GC(1)~GC(5-5)）を６種類合成し、その切
断反応液をゲル電気泳動で分析した。全長
DNA はすべての d(CGCG)部位に同時に
CMA3 が結合し、切断から保護していること
を意味している。この全長 DNA を定量する
と、は d(CGCG)部位数の増加は CMA3 の結
合量低下させる一方d(CGCG)部位間のA/T数
の減少は CMA3 結合量を増大させることが
分かった。これらのことから DNA に結合し
た隣接する CMA3 には協調的に DNA に結合
させる性質があることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. AccII inhibition assay with CMA3. 
 
Fnu4HI は 5’-GC↓GGC-3’/3’-CGC↑CG-5’の配
列の 5’側 CG 部を切断する制限酵素である。
この配列を含む(CGG)16への CMA3 の作用を
調べたところ、全長 DNA の生成し協調的結
合が確認された。本成果は BMCL 誌に掲載さ
れた。 
 
2) 人工化合物の協調的 DNA 結合特性の評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CMA3 の Mg2+錯体形成部の単純化化合物ア
ントラセノン１を基本に数種の化合物を合
成した。以前の研究で２位アルキル鎖は Mg2+
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GC(1) 
5’-AGATACATTATTTAGTAATTAAACGCGATATTCATTAAAATCTATATTTG 
3’-TCTATGTAATAAATCATTAATTTGCGCTATAAGTAATTTTAGATATAAAC 

GC(2-5) 
5’-AGATACATTATTTAGTAATCGCGTTAAACGCGATTCAAAATCTATATTTG 
3’-TCTATGTAATAAATCATTAGCGCAATTTGCGCTAAGTTTTAGATATAAAC 

GC(3-5) 
5’-AGATACATTATTTACGCGTTAAACGCGATATTCGCGAAAATCTATATTTG 
3’-TCTATGTAATAAATGCGCAATTTGCGCTATAAGCGCTTTTAGATATAAAC 

GC(5-5) 
5’-AGATACGCGATTTACGCGTTAAACGCGATATTCGCGAAAATCGCGATTTG 
3’-TCTATGCGCTAAATGCGCAATTTGCGCTATAAGCGCTTTTAGCGCTAAAC 

GC(5-3) 
5’-AGATCATATCGCGATACGCGAAACGCGATACGCGTAACGCGATACTATTG 
3’-TCTAGTATAGCGCTATGCGCTTTGCGCTATGCGCATTGCGCTATGATAAC 

GC(5-1) 
5’-AGATACATTATTTCGCGACGCGACGCGACGCGACGCGAAATCTATATTTG 
3’-TCTATGTAATAAAGCGCTGCGCTGCGCTGCGCTGCGCTTTAGATATAAAC 
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(C)  GC(5-5) 

 
(B)  GC(2-5) 
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との２量体錯体の形成を促す作用が分かっ
ている。合成化合物の中で、７位ヒドロキシ
基にエーテルスペーサーを介してヒドロキ
サム酸をもつ化合物が AccII を用いた制限酵
素切断阻害実験において興味深い結果を与
えた。すなわち、リガンド 2 は d(CGCG)部位
１個ではほとんど結合能を示さないものの、
２個、５個と数が増えることにより協調的結
合が増加した（Fig. 2）。ヒドロキサム酸をメ
トキシ基に変えたものではこのような協調
的結合は全く示さなかったことから、ヒドロ
キサム酸が分子間の相互作用を強めている
ことが分かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. AccII inhibition assay with 2 for the DNA 
substrates with the five (A/T) intervals between 
the (CGCG) sites. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. AccII inhibition assay with 3 and 4 for the 
DNA substrates with five (CGCG) sites and 
varying (A/T) intervals. 
 
リガンド 3 はリガンド 2 と同様の結合特性を
示したが、d(CGCG) 間の (A/T) 数が５の
GC(5-5)に選択的に協調的結合を示した。そこ
で、リガンド 3 よりスペーサーの短い 4 で同
様の阻害実験を行ったところ、今度は
d(CGCG)間の(A/T)数が２の時にもっともす
ぐれた協調的結合特性を示した。このことは
スペーサー長を調製することで、d(CGCG)間
の間隔が識別できることを示している。 
 
3) 人工化合物の協調的 DNA 結合による転写
阻害の評価 
リガンド 2 および 3 が GC(5-5)に選択的協調
結合特性を示したことから、この結合が転写

阻害に有効かどうかを確認した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Inhibition of the transcription of the DNA 
with the T7 promotor sequence by the ligands.. 
 
T7-プロモーター下流にCGCG部位をもつ基質
を用いた転写反応においてリガンドの阻害
効果を調べた。興味深いことに、この実験で
はリガンド２が有効な阻害効果を示さなか
ったのに比べ 3 は GC(5-5)に対して選択的な
阻害効果を示した。この結果からリガンド 3
はより強い協調的結合能を持つものと考え
られる。 
結論として本研究では Chromomycin A3 の
協調的 DNA 結合特性を明らかにし、さらに
CMA3 の単純化構造のリガンドを用いて繰
り返し配列に選択的な協調的 DNA 結合を実
現した。本研究は、疾患原因となるトリプレ
ットリピート配列に協調的に結合する分子
の開発の基盤となるものと考えられる。 
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