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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な生理活性を有する環状ジヌクレオチド(CDN)について、アミン分
子を骨格とした誘導体を設計・合成し、その機能評価を行った。アミン骨格の利用により、多種の誘導体への構
造展開が可能であり、分解酵素への耐性向上などの機能を付与できることが分かった。活性は充分ではないもの
の、合成した誘導体において、グラム陽性菌に対するバイオフィルム形成阻害活性や哺乳類の免疫関連タンパク
質であるSTINGの刺激もしくは抑制作用を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cyclic dinucleotides (CDNs) are molecules with a variety of biological 
activities. In this study, CDN derivatives based on amine molecules have synthesized and evaluated 
their functions. The introduction of an amine skeleton into the CDN molecule enabled the synthesis 
of a wide variety of derivatives and can impart functions such as improved resistance to degradative
 enzymes. Although the activity was not sufficient, the synthesized derivatives showed biofilm 
formation inhibitory activity against Gram-positive bacteria, and stimulation or inhibition of 
STING, an immune-related protein in mammals.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 環状ジヌクレオチド 　c-di-GMP　バイオフィルム　STING　アミン　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CDNは病原菌のバイオフィルム形成阻害作用やI型インターフェロンの誘導作用など、医薬品としての利用が期待
されている。本研究では、アミン構造を利用したCDN誘導体によって、迅速な合成、分解酵素への耐性、また膜
透過性の改善など、医薬品として重要な機能の付与が可能であることを示した。この成果は、将来のCDNの医薬
品としての応用において有用な知見となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、c-di-GMP や c-di-AMP (図 1 左)に代表される環状ジヌクレオチド(CDN : Cyclic 

DiNucleotide)分子の生体内における重要な機能が次々と明らかになってきており、例えば c-di-
GMP には細菌によるバイオフィルム(細菌を病巣に固着させ抗生物質の透過性を著しく減弱さ
せる)の形成を阻害する作用があることがわかっている。また、最近では CDN 分子によって哺
乳類の免疫関連タンパク質である Stimulator of interferon genes (STING)への刺激を介して I
型インターフェロンを誘導することも明らかとなった 1。このように CDN分子は様々な生理活
性を有しており、医薬品としての応用も期待されている。しかしながら、天然型の CDN分子は
生体内の酵素で分解されてしまう点や、細胞膜透過性に乏しいことが医薬品としての利用に制
限をかけている。これらの点を克服すべく、天然の CDN分子構造の元素を置き換えた修飾体の
合成法が確立されている (図 1右)2。しかしながら、その方法が適用できるのは従来の糖骨格を
有する CDN構造分子のみに限られており、工程数も多いことから多様な分子構造を有する誘導
体合成には適していない。 
 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、天然の CDN 分子の糖-リン酸骨格を置換することで既存の CDN が抱え
る構造上の問題点の克服を目指した。具体的には新規の CDN誘導体の構造としてアミン分子を
基本骨格とした構造を利用することで、迅速合成、また機能付加を行うことし、その設計・合成
を計画した。また、得られた誘導体の物性や生理活性を評価することで新規の医薬品候補となり
うる CDN誘導体を創出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）アミン分子をベースとした CDN誘導体の合成 
 CDN誘導体の合成においては、多種の化合物を簡便に合成するために環状もしくは鎖状のア
ミン分子を母骨格とした合成経路を設定した (図 2)3,4。 
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図 1. 既存の CDN誘導体の例 
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図 2. アミン分子を母骨格とした CDN誘導体の合成 



（２）CDN誘導体のバイオフィルム形成阻害活性評価 
細菌のバイオフィルム形成阻害活性については、グラム陽性菌として、黄色ブドウ球菌、ミュ
ータンス菌、表皮ブドウ球菌、リステリア菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌を選択した。また
グラム陰性菌として、緑膿菌、多剤耐性緑膿菌、アシネトバクター、大腸菌を選択した。これら
の細菌を CDN誘導体の存在・非存在下にて培養し、形成されたバイオフィルムをクリスタルバ
イオレット法によって染色し、洗浄後、抽出した色素を吸光光度測定によって測定することでバ
イオフィルムの形成率を定量した。また同時に、化合物による抗菌作用によって細菌数が減少し
ていないかを確認するために、595 nmにおける吸光度測定によって濁度を計測した。 
 
（３）CDN誘導体の STINGに対する刺激・抑制活性評価 
 CDN誘導体の STINGに対する作用は、STINGをコードするプラスミドをトランスフェクシ
ョン試薬によって導入したHEK 293T細胞を用いたルシフェラーゼレポータージーンアッセイ
により評価した。この細胞について CDN誘導体の存在・非存在下にて培養した後、発光試薬の
処理によって得られた蛍光発光から、ルシフェラーゼ活性を測定し、STINGに対する刺激 (ア
ゴニスト)活性もしくは阻害 (アンタゴニスト)活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）アミン分子をベースとした CDN誘導体の合成 
図 2 に示す経路においては、環状アミンを利用することで環化の工程を省略できる。入手容
易な環状もしくは鎖状アミンを出発原料として、核酸塩基部を導入することで複数の新規 CDN
誘導体を簡便に合成することができた。 
 
（２）CDN誘導体のバイオフィルム形成阻害活性評価 
 合成した CDN 誘導体のうち、アセチル基を有する環状アミン誘導体 2 がグラム陽性菌のう
ち、特に黄色ブドウ球菌に対して強いバイオフィルム形成阻害活性を示すことが明らかとなっ
た (図 3)。この時、細菌細胞数は減少していなかったことから、この化合物は細菌に対する抗菌
活性ではなく、バイオフィルムの形成を選択的に阻害していることが分かった。また、すでに形
成されたバイオフィルムについては除去・分解作用を示さなかったことから、この分子はバイオ
フィルムの接着過程や成長過程において阻害活性を示すことが示唆された 3。一方で、合成した
CDN誘導体はグラム陰性菌に対しては有意なバイオフィルム形成阻害活性を示さなかった。構
造活性相関の結果から、核酸塩基としてグアニンを 2 つ有する構造が誘導体 2 のバイオフィル
ム形成阻害活性に重要であることも分かった。 

図 3. アミン分子を母骨格としたCDN誘導体のバイオフィルム形成阻害活性評価 

   DMSO c-di-GMP 1 2 3 4 5 6 

E. coli 100 (100) 81 (76) 133 (93) 36 (52) 153 (105) 118 (559) 138 (91) 83 (85) 

P. aeruginosa 100 (100) 48 (78) 85 (100) 60 (90) 76 (118) 114 (313) 86 (105) 82 (90) 

S. aureus 100 (100) 123 (106) 89 (108) 20 (150) 76 (124) 87 (267) 80 (111) 74 (117) 

S. mutans 100 (100) 18 (98) 96 (138) 40 (136) 46 (117) 88 (206) 17 (143) 90 (105) 
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（３）CDN誘導体の STINGに対する刺激・抑制活性評価 
 合成したアミン骨格を有する CDN誘導体を評価した結果、化合物の濃度依存的な STING活
性の上昇が確認され、環状化合物 14が天然アゴニストである 2'-3'-cyclic GMP-AMP (cGAMP)
と比べ、弱いながらもアゴニスト活性を示すことが分かった (図 4)4。 

また、アゴニストである cGAMP と共添加した際に濃度依存的な活性の低下が見られたこと
から鎖状化合物 9がアンタゴニスト活性を有することが示された。環状化合物 14や鎖状化合物
9をリン酸加水分解酵素であるNuclease P1で処理した反応物を HPLCで分析した結果、これ
らの分子はリン酸加水分解酵素に対して安定であることが確認された (図 5)。 

 
（４）まとめ 
 本研究では CDN誘導体の医薬品としての利用を指向し、アミン構造をベースとした誘導体の
設計、合成経路の確立および機能評価を行った。活性は従来の CDN分子と比較して弱いものの、
骨格置換した分子においても元の分子と同様の作用を示すことが分かった。今後は活性の向上
や膜透過性の付与などを念頭とした構造展開を実施していく。 
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