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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリア内の化学環境変化によってミトコンドリアDNA（mtDNA）の
変異が生じる化学的メカニズムを定量的に解明することを目的とする。そのために、四重らせんDNA構造による
複製反応の制御機構について定量的な解析を行うと共に、特定の四重らせん構造を制御する小分子化合物の探
索・設計・合成を行った。さらに、ミトコンドリア内環境の評価計の開発により、HeLa細胞でミトコンドリア内
の四重らせん形成解析を行った。これらの業績は米国化学会誌Journal of the American Chemical Society誌な
どはじめとする国際誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to quantitatively elucidate the chemical 
mechanisms by which mtDNA mutations are caused by changes in the chemical environment within 
mitochondria. To this end, we quantitatively analyzed the control mechanism of the replication 
reaction by the quadruplex DNA structure, and explored, designed, and synthesized small molecular 
compounds that regulate specific quadruplex structures. Furthermore, by developing an instrument to 
evaluate the intramitochondrial environment, he analyzed the formation of intramitochondrial 
quadruplexes in HeLa cells. These achievements have been published in international journals, 
including the Journal of the American Chemical Society.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： グアニン四重鎖　i-motif　熱力学　遺伝子複製　分子クラウディング　ミトコンドリア　圧力　リガン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、物理的な環境の効果と生物学的な遺伝子変異を定量的に結びつけるという特色がある。本研究成果を
基盤として、ミトコンドリア内の溶液物性、四重鎖構造の安定性、および複製阻害効果を統合したデータベース
を構築することができる。それにより、ミトコンドリア内の環境変化とmtDNAの変異発生を定量的に結びつけ
る。このようなデータベースを活用することで今後新しい医工学技術の創出が期待できる。例えば、細胞内環境
から生活習慣病の発症リスクを評価する診断技術の確立や、mtDNAの四重鎖構造を制御して複製阻害を抑える薬
剤の合目的的な開発などに貢献できると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは真核生物の細胞小器官の一つで、高エネルギー分子（ATP、アセチル CoA
など）を生産し、細胞の恒常性を維持する役割を担う。エネルギー産生に関する遺伝子は核内
DNA（nDNA）ではなくミトコンドリア固有の DNA（mtDNA）にコードされている。mtDNA
の変異は、高エネルギー分子の産生を変動させ、nDNA のメチル化などのエピジェネティック
な化学修飾の変化を生じさせる。その結果、代謝に関わる様々な遺伝子発現が変動することで生
活習慣病と呼ばれる癌や糖尿病などの後天的疾患が引き起こされる。近年、このようなmtDNA
の変異は、細胞内外の環境変化の影響をミトコンドリアが受けることが原因であることが明ら
かになってきた（A. Latorre-Pellicer et al., Nature, 535, 561 (2016)）。しかしながら、環境変
化によってmtDNAの変異が引き起こされる化学的なメカニズムの解明は未だ進んでいない。 
申請者は以前より、グアニン（G）四重らせんなど、DNA が形成する非標準核酸構造の化学的
特徴について、物理化学的手法を用いて解析することでその生体内の役割を研究してきた（S. 
Takahashi, et al., Angew. Chem. Int. Ed., 52, 13774 (2013), PCCP, 17, 31004 (2015) など（以
下申請者が筆頭著者の文献は著者を略す））。最近になり、四重らせんの生体内での働きの一つと
して、DNAポリメラーゼの進行を阻害し、DNA複製を停止させることを明らかにした（PNAS, 
114, 9605 (2017)）。その際、DNA周囲の分子クラウディング環境（高濃度の共溶質が存在する
分子で混み合った環境）で四重らせんのトポロジーが変化し、その構造が安定化することで、
DNA複製が強く阻害された。このような四重らせん構造の安定化は特定の小分子化合物が結合
することによっても生じた（JACS, 140, 5774 (2018)）。したがって、ミトコンドリア内に局所
的に生じる化学環境変化によって、mtDNAの四重らせん構造が安定化し、mtDNAの複製が阻
害される可能性がある。CRISPR/Casによるゲノム編集でも利用されているように、DNA複製
阻害で生じた DNA鎖の切断は、その修復過程においてミスが生じ、DNA変異が発生する。し
たがって、ミトコンドリア内の化学環境変化とそれに対応した mtDNA の変異発生の関連性を
明らかにすることは極めて重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ミトコンドリア内の化学環境変化によって mtDNA の変異が生じる化学的メカニ
ズムを定量的に解明することを目的とする。そのために、本研究ではミトコンドリア内の溶液環
境を解析し、その物理化学的な物性を決定する。続いて、決定された溶液物性と同等の物性を有
する擬似的なミトコンドリア環境を調整する。その中で四重らせん形成の熱力学的安定性や複
製反応の動力学を解析することで、ミトコンドリア内環境での複製阻害効果を定量的に評価す
る。さらに、溶液の物性を変化させることで、四重らせん構造による複製阻害が生じる化学的環
境を系統的に調べ、ミトコンドリア内の化学環境変化に伴う mtDNA の変異発生の関連性を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
ミトコンドリア内環境と同等の水の活量と排除体積効果を有するミトコンドリア擬似環境を、
分子量の異なるポリエチレングリコール等を用いて調整した。調整したミトコンドリア擬似環
境中で四重らせんを形成した DNAの複製反応速度（k）を定量的に解析した。四重らせんは mtDNA
に存在するものの他、ヒトテロメアなどヒトの遺伝子に存在する配列を中心に解析した。続いて、
UVメルティング法で算出した四重らせんの熱安定性（-∆G）と kの相関性を評価した。本手法を
基盤として、四重らせんに結合する化合物を探索し、特定の四重らせん構造を安定化し、複製反
応を効率よく制御するリガンド分子の設計、合成を行った。さらに、ミトコンドリア細胞内環境
で四重らせん構造がどのような挙動を調べるための、四重らせんベースの分子プローブの開発
を行った。そのために、基礎的なデータ収集のための四重らせん周囲の水和環境を定量化する物
理化学的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、ヒトテロメア由来のグアニン四重らせんをモデルとして、グアニン四重らせんの構造安
定性と複製阻害効果の定量的解析法を確立した。このような効果を定量的に解析するために、
「Quantitative Study of Topology-dependent Replication（QSTR）」と呼ばれる独自の手法を
開発した（図 1）。QSTRは、複製速度とグアニン四重らせんの安定性の関係性から、グアニン四
重らせんのトポロジー依存的に働く、結合分子を系統的に分類できる。それにより、グアニン四
重らせんに結合する分子が複製の中間状態やグアニン四重らせんの巻き戻しの速度をどのよう
に制御しているかを定量的に判断する指標（インデックス）が得られる。本手法を用いて複製を
効率的に阻害するリガンド分子を評価し、ナフタレンジイミド化合物を合理的に新規化合物を
設計・合成した。この化合物は、特定のトポロジーを有するグアニン四重らせんを安定化する性
質を持ち、初期に開発されたテロメア結合性化合物(TMPyP4)と比較して、100 倍以上の効率でテ
ロメア DNAの複製を阻害することができた(J. Am. Chem. Soc., 143, 16458-16469(2021))。こ



の成果は雑誌の表紙として掲載された。 
 

 
図 1. 本研究で開発したテロメアグアニン四重らせん構造に強力に結合する分子の設計指針。
(a)複製速度とグアニン四重らせんの安定性の相関関係を評価するための QSTRのプロット。(b)
ナフタレンジイミド誘導体（NDI-DM）を基準とし、グアニン四重らせん構造の安定化効果と複製
阻害効果の双方を高めた新規分子（cNDI1-py）の開発に成功した。 
 
さらに本手法を活用することで、英国 Reading 大学のグループと共同で、ヒトテロメア由来の

グアニン四重らせんに特異的に結合するルテニウム錯体を合成し、その複合体の立体構造を X 線

結晶構造解析によって決定することができた(J. Am. Chem. Soc., 144, 5956-5964 (2022))。
これらの研究に加え、DNA 上に形成される四重らせん構造の形成を調節してミトコンドリア DNA

の変異発生を化学的に制御する技術の開発を進めた。その中で、i-motif 型の四重らせん構造に

対し、配列選択的に結合するリガンド分子を見出すことに成功した。一例として、クリスタルバ

イオレットがヒト Bcl2遺伝子のプロモーター領域由来の i-motifに選択的に結合し、その転写

活性を抑制することを示した（図 2）。得られた結果は、i-motifのループ領域がアプタマーのよ

うに配列に応じて様々な低分子化合物の結合サイトになり得る事を示唆しており、今後はミト

コンドリア特有の i-motif 配列をターゲットとする低分子化合物を開発することで、ミトコン

ドリア DNAの変異発生を化学的に制御できることが期待される。 
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Design of tetraplex specific ligands: cyclic
naphthalene diimide†

Yugo Esaki,a Md. Monirul Islam,a Satoshi Fujii,b Shinobu Satoac and
Shigeori Takenaka*ac

Cyclic naphthalene diimide 1 bound to hybrid-type tetraplex DNA

from 50-AGGG(TTAGGG)3-30 (K = 8.6 ! 106 M"1) with 260-fold

greater affinity than binding to a double stranded oligonucleotide

consisting of 50-GGG AGG TTT CGC-30 and 30-CCC TCC AAA GCG-50

(nK = 3.3 ! 104 M"1) with 0.5 lM of IC50 for telomerase activity.

Telomerase is a ribonucleoprotein that adds DNA sequence repeats
to eukaryotic chromosome termini. Constitutive telomerase activity
can lead to cell immortalization and cancer, so drugs that target the
activity of this enzyme are garnering great interest. Telomere DNA is
known to form tetraplex structures through guanine (G)-quartet
formation,1 and because this structure inhibits telomerase access,
ligands that strongly bind these structures and stabilize these com-
plexes are expected to be highly specific anticancer agents.2,3 Until
recently, these tetraplex-specific ligands have been exclusively
designed to stack with the plane formed by a G-quartet,2 or to
arrange their four substituents in the four grooves of tetraplex DNA.3

In this study, we designed and synthesized two cyclic naphthalene
diimide compounds (1 and 2) by linking two substituents of different
lengths with 2,20-cyclohexane-1,1-diyldiacetic acid. Human telomere
DNA is known to have several tetraplex structure conformations,
including hybrid, basket, chair, or propeller type.4 All of these
tetraplex structures retain spaces at both termini of three stacked
G-quartets to permit stacking with a ligand.5 Cyclic naphthalene
diimides as shown in Fig. 1A are expected to bind these sites
through a stacking interaction (Fig. 1B). These compounds are also
expected to have reduced binding for double stranded DNA (dsDNA)

because of their linker substituents (Fig. 1B and Fig. S1, ESI†),
so cyclic naphthalene diimides should have higher affinity for tetra-
plex DNA compared to dsDNA. This interaction has already been
reported as a classical intercalator.6 Connecting substituents from
the amido parts of naphthalene diimides might be more effective
for reducing dsDNA affinity, due to blocking of one face in the
intercalator plane with the aliphatic chain, so intercalation into
duplex DNA is prevented, while end stacking onto G-tetrads can
utilize a single face of the naphthalene diimide. To evaluate the
selectivity of these derivatives for hybrid-type tetraplex DNA
and dsDNA, we evaluated the interactions of 1 and 2 with
50-AGGG(TTAGGG)3-30 (a-core) and with a double stranded
oligonucleotide consisting of 50-GGGAGGTTTCGC-30 and
30-CCCTCCAAAGCG-50 (dsOligo). The a-core is known to form either
hybrid or basket type tetraplexes in the presence of K+ or Na+,
respectively,5 so the presence of these ions was used to test selective
binding to these conformations. The different conformations were
confirmed by circular dichroism spectra of a-core in the presence of
0.10 M KCl or NaCl (Fig. S10A, ESI†). The naphthalene diimide

Fig. 1 (A) Chemical structures of 1–3 and (B) the concept of a G-quartet
specific ligand based on cyclic naphthalene diimide.
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circular dichroism spectral measurements, melting curve measurements,
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Fig. S1–S17. See DOI: 10.1039/c4cc01005a
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Cyclic naphthalene diimide 1 bound to hybrid-type tetraplex DNA

from 50-AGGG(TTAGGG)3-30 (K = 8.6 ! 106 M"1) with 260-fold

greater affinity than binding to a double stranded oligonucleotide

consisting of 50-GGG AGG TTT CGC-30 and 30-CCC TCC AAA GCG-50

(nK = 3.3 ! 104 M"1) with 0.5 lM of IC50 for telomerase activity.

Telomerase is a ribonucleoprotein that adds DNA sequence repeats
to eukaryotic chromosome termini. Constitutive telomerase activity
can lead to cell immortalization and cancer, so drugs that target the
activity of this enzyme are garnering great interest. Telomere DNA is
known to form tetraplex structures through guanine (G)-quartet
formation,1 and because this structure inhibits telomerase access,
ligands that strongly bind these structures and stabilize these com-
plexes are expected to be highly specific anticancer agents.2,3 Until
recently, these tetraplex-specific ligands have been exclusively
designed to stack with the plane formed by a G-quartet,2 or to
arrange their four substituents in the four grooves of tetraplex DNA.3

In this study, we designed and synthesized two cyclic naphthalene
diimide compounds (1 and 2) by linking two substituents of different
lengths with 2,20-cyclohexane-1,1-diyldiacetic acid. Human telomere
DNA is known to have several tetraplex structure conformations,
including hybrid, basket, chair, or propeller type.4 All of these
tetraplex structures retain spaces at both termini of three stacked
G-quartets to permit stacking with a ligand.5 Cyclic naphthalene
diimides as shown in Fig. 1A are expected to bind these sites
through a stacking interaction (Fig. 1B). These compounds are also
expected to have reduced binding for double stranded DNA (dsDNA)

because of their linker substituents (Fig. 1B and Fig. S1, ESI†),
so cyclic naphthalene diimides should have higher affinity for tetra-
plex DNA compared to dsDNA. This interaction has already been
reported as a classical intercalator.6 Connecting substituents from
the amido parts of naphthalene diimides might be more effective
for reducing dsDNA affinity, due to blocking of one face in the
intercalator plane with the aliphatic chain, so intercalation into
duplex DNA is prevented, while end stacking onto G-tetrads can
utilize a single face of the naphthalene diimide. To evaluate the
selectivity of these derivatives for hybrid-type tetraplex DNA
and dsDNA, we evaluated the interactions of 1 and 2 with
50-AGGG(TTAGGG)3-30 (a-core) and with a double stranded
oligonucleotide consisting of 50-GGGAGGTTTCGC-30 and
30-CCCTCCAAAGCG-50 (dsOligo). The a-core is known to form either
hybrid or basket type tetraplexes in the presence of K+ or Na+,
respectively,5 so the presence of these ions was used to test selective
binding to these conformations. The different conformations were
confirmed by circular dichroism spectra of a-core in the presence of
0.10 M KCl or NaCl (Fig. S10A, ESI†). The naphthalene diimide

Fig. 1 (A) Chemical structures of 1–3 and (B) the concept of a G-quartet
specific ligand based on cyclic naphthalene diimide.
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図 2. （上）様々な遺伝子に由来する非二重らせん構造を形成する DNA と各種トリフェニル

メタン化合物と混合した際の蛍光強度測定の結果。（下）濃度の異なるクリスタルバイオレット

（CV）添加 24 時間後のβ-アクチン mRNAに対する MCF-7細胞内の BCL2、HRAS、KRAS mRNAの相

対発現量を qRT-PCRで測定した結果。 
 
続いて、ミトコンドリア内の分子クラウディング環境を計測するための核酸プローブの開発

を進めた。プローブのコアとしてとして G四重らせん構造を用いるために、G四重らせん構造の

分子クラウディング環境下での挙動を定量的に解析した。圧力変化による体積値測定と分子動

力学計算を用いることで、G四重らせん構造の配列に依存して変化する周囲の水和水の定量化に

成功した(Anal. Chem. 94, 7400 (2022))。それにより、溶液中の水の活量変化を核酸プローブ

で測定するための基礎的データを収集することができた（図 3）。各四重らせん構造をコアとし

た核酸プローブを調製し、溶液中の水の活量変化と排除体積効果を定量的に解析できることを

in vitroの実験系で確認し、現在は細胞内での解析を進めている。 

 

 
図 3.  圧力によるグアニン四重らせんの水和研究。G4 の外側の体積と内側の体積の割合を

求めることで、グアニン四重らせん形成に伴う水和量変化を算出できる。 

 

さらに本研究では、細胞中のミトコンドリア内環境が四重らせん構造に及ぼす影響を観察す

るために、ミトコンドリア内あるいは核内で緑色蛍光タンパク質(GFP)を発現するレポーター系

を構築した（図 4）。 プロモーター下流に四重らせん配列を導入したところ、ミトコンドリア内

で GFPの発現量が減少した配列が得られた。以上から、ミトコンドリア内は核内とは異なる 溶

液環境により四重らせん構造の形成が制御されており、その解明がミトコンドリア DNA の変異

発生を理解する上で重要であることを示した（日本化学会第 104春季年会で発表）。 
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図 4.ミトコンドリア遺伝子発現のための mitoNEET-(RH)9と G4 レポータープラスミド DNAと

の複合体によるトランスフェクト HeLa細胞の共焦点顕微鏡像。 

 

本研究を進める上で、DNA複製反応制御の検討を進める過程で、本研究のアプローチが様々な

核酸複製反応の制御法開発に活用できるという予期していなかった結果を見いだした。その一

例として、新型コロナウイルスの RNA 依存性 RNA ポリメラーゼの反応を、細胞内の G 四重らせ

ん構造を形成する RNA で RNA 複製が阻害できることを発表した (Chem. Commun., 59, 872 
(2023))。さらに、高温にすることで低下する複製反応の効率を、圧力を上げることでその低下

を抑制できることを明らかにした (Biophys. Chem. 292, 106914 (2023)。 
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