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研究成果の概要（和文）： 

近年、DNA 結合蛋白質 NFB や HMGA と発がん、がんの浸潤との関連が指摘されている。本研
究では DNA 結合蛋白質 NFB と HMGA を機軸とし、酸素活性化剤や架橋剤の連結により DNA を酸
化切断・架橋する人工分子の創製を行うことを目的とした。 
はじめに、ジメチルアミノピリジンとヒスチジンからなる新規人工配位子を合成した。本配

位子の２価鉄錯体は活性酸素ラジカルを産生し、DNA を切断した。 
この人工配位子をもとに、SH 基をもつ任意の蛋白質と in situ で結合し特異的 DNA 切断能力

を持つように誘導体化することを検討した。ジメチルアミノピリジンの 2 位および 6位にホル
ミル基を導入し、ここにヒスチジンメチルエステルおよびリンカーをもつヒスチジンを順次連
結することにより、目的とする化合物の合成を完了することができた。 
本化合物が得られたことにより転写因子 NFB や構造的クロマチン因子 HMGA などの蛋白質の

認識する DNA を切断するための基礎を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Recently, NFB and HMGA proteins attract the interest because of their relation to 
carcinogenesis and tumor invasion. The present study aimed at design and synthesis of 
DNA-cleaving/crosslinking molecules based on the NFB and HMGA proteins. 
  We first synthesized a novel artificial ligand comprising a dimethylaminopyridine and 
histidines. This ligand formed ferrous complex to generate oxygen radical, cleaving DNA. 
In the present study, we are successful to prepare a new dimethylaminopyridine/histidine 
based ligand equipped with a chloroalkyl linker that could bind a SH group of various 
proteins in situ. This would enable us to cleave DNA sequences that NFB and HMGA proteins 
recognize. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 多くの DNA 結合タンパク質は、遺伝子発現
の調節、クロマチンの高次構造形成など種々
の重要な生体反応に関与している。転写因子
NFB は、DNA のプロモーター領域に存在する
B 配列に結合し、免疫系に関連する種々の遺
伝子の転写を調節し、がん、エイズなどの疾
患にも関与していることが知られている。研
究代表者らは NFB と DNA の結合を阻害する
人工化合物を開発してきた。 
 

 
転写因子 NFB と DNA の相互作用 

F. E. Chen, D.B. Huang, Y.Q. Chen, G.Ghosh Nature 391, 

410-413 (22 January 1998) 

 
 また、非ヒストン性クロマチン構造因子で
ある HMGA タンパク質（HMGA1、HMGA2）は転
写因子やコファクターとともに大きなタン
パク質複合体を形成することが知られてい
るが、中尾らは HMGA2 タンパク質が膵がん細
胞の上皮間葉転換に関わることを見出した。
HMGA タンパク質は、AT フック構造を持ち、
DNA の狭い溝の AT に富んだ配列に結合する。 
 

 
AT フックと DNA の相互作用 

J.R. Huth, C.A. Bewley, M.S. Nissen, J.N.S. Evans, 

R. Reeves, A.M. Gronenborn ,G.M. Clore,  Nat. Struct. 

Biol. 1997 4 ,  657–665.  

 
 これらの DNA結合タンパク質の機能を解明
し、また機能を制御し、ひいてはこれらが関
与する疾患の治療に結びつけるためには、こ
れらが結合する DNA の塩基配列を特異的に破
壊することが有効と考えられる。 
 研究代表者らは、DNA を修復できないよう

に酸化切断することを目的としてブレオマ
イシンの鉄錯体形成部位の構造を再構成し
た人工化合物を設計合成した。すなわち、ピ
リジンと 2つのヒスチジンを対称的に配置し、
二級アミノ結合で連結した化合物 HPH及びペ
プチド結合で連結した化合物 HPH-Pepを合成
した。 
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 ピリジン部位とヒスチジン部位が二級ア
ミノ結合した HPH は、ブレオマシン同様に２
価の鉄イオンと錯体を形成し、分子状酸素を
還元的に活性化することが確認された。また、
ピリジン部位とヒスチジン部位がペプチド
結合した HPH-Pepは鉄錯体にしても酸素を活
性化せず、この化合物を銅錯体にすると活性
酸素の一種であるスーパーオキシドを消去
する活性を示した。HPH-Pep- Cu(Ⅱ)の X 線
結晶構造解析を行ったところ、HPH-Pep はピ
リジン窒素、ペプチド窒素、イミダゾール窒
素により銅に配位していることが明らかと
なった。 
 HPH の酸素活性化能力は、ピリジン環上の
４位にジメチルアミノ基を導入することに
より大幅に増大することが明らかになった。
鉄から酸素への電子移動をピリジン環上の
電子供与基が促進したためと考えられる。 
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２．研究の目的 
 
 HPH 化合物の Fe(Ⅱ)錯体は DNA 切断能を示
したが、活性発現には 100μM 程度の高濃度
を必要とし、DNA 切断における塩基配列特異



性もみられなかった。 
 そこで本研究では、HPH 化合物に DNA 結合
部位を導入するための機能性リンカーを持
たせた化合物 1 の合成を目的とした。 
 化合物 1 はリンカー末端のクロロ基で SH
基を持つ（あるいは導入した）DNA 結合タン
パク質と in situ にて連結し、DNA 切断能を
持たせることが可能と考えられる。 
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３．研究の方法 
 
 化合物 1 は、3 つのフラグメントに分割す
ることができる。すなわち、ピリジン部位、
ヒスチジン部位、および後に DNA 結合タンパ
ク質を連結させるヒスチジン-リンカー部位
である。本研究ではこれら３つのフラグメン
トをそれぞれ合成し、次いで順次連結するこ
とにより、化合物 1 を合成することとした。 
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４．研究成果 
 
(1) ピリジン部位の合成 
 研究代表者らがさきに開発したケリダム
酸 2を出発原料とする合成法を用いて化合物
12の合成を行った。化合物2を順次クロロ化、
メチルエステル化することにより化合物 3を
得た。化合物 3 を加水分解してジカルボン酸
4 とし、封管中 120℃でジメチルアミンと反
応させ化合物 5 を得た。化合物 5 を再びエス
テル化を行いジメチルエステル 6 とし、これ
を NaBH4 存在下で還元することにより、モノ
アルコール体 7 を得た。化合物 7 のアルコー
ルをアルデヒドに酸化して化合物 8 とし、引
き続きジエチルアセタール化を行ったとこ
ろ、メチルエステル 9 とともに、エステル交
換により生成するエチルエステル体 10 が得
られた。化合物 9、10 を混合物のまま NaBH4

にて還元してアルコール11とし、これを MnO2 

にて酸化してアルデヒド 12 を得た。 
 

 

 
 この合成法によるアルデヒド 12 の通算収
率は 2％と高いものではなかったので、合成
経路の再検討を行った。4-ジメチルアミノピ
リジン 13 にホルミル基を導入する改良合成
経路を開拓した。 
化合物 13 に THF 中、BF3・OEt2を加えて 1

時間攪拌後、-78℃で t-BuLi、DMF を加えて
攪拌することでアルデヒド 14 を得た。化合
物 14 をアセタール 15 に導いた後、化合物 14
を得た同様の方法でアルデヒド 12 を得た。
この合成法の通算収率は 24％であった。工程
数の短縮と収率の向上を実現された。 
 

 
 
(2) ヒスチジン部位の合成 
 Ｎ α-Benzyloxycarbonyl-L-histidine(16)
をメチルエステル 17 へと変換し、更にイミ
ダゾールをTs にて保護した化合物18を得た。
化合物18のα-アミノ基に導入されたCbz基
の脱保護を行い、化合物 19 を得た。 
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(3) ヒスチジン-リンカー部位の合成 
 ヒスチジン部位 20 とリンカー部位 24 を縮
合させ、化合物 25 を得た。化合物 25 の α-
アミノ基に導入された Cbz基の脱保護を行い、
ヒスチジン-リンカー部位の化合物 26を得た。 
 



 
 
(4) 化合物 1 の合成 
 ピリジン部位 12 とヒスチジン部位 19 を還
元的アミノ化反応により結合させ、二級アミ
ノ化合物 27 を得た。化合物 27 のイミダゾー
ルの Ts 基を脱保護して化合部つ 28 とし、次
いで、ジエチルアセタールを脱保護しアルデ
ヒド 29 を得た。 
 

 

 
 続いて、ヒスチジン-リンカー部位を結合
させるため、NaBH(OAc)3を用いた還元的アミ
ノ化反応を行った。29 を 26 と NaBH(OAc)3存
在下、ClCH2CH2Cl 中、室温で 24 時間撹拌する
ことで 30 を得た。最後に、イミダゾールの
Ts 基を AcOH と水(1:1)の混合溶媒中、50℃で
4 時間撹拌することで化合物 1 を得た。 
 

 

 
本化合物が得られたことにより転写因子

NFB や構造的クロマチン因子 HMGA などの蛋
白質の認識する DNA を切断するための基礎を
得ることができた。 
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出願年月日：平成 21 年 2月 26 日 
国内外の別：国内 

 
  
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.pharm.kumamoto-u.ac.jp/Labs/
bunsigouseiHP/index.html 
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