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研究成果の概要（和文）：遺伝毒性物質を簡便に検出する目的で、蛍光物質であるBODIPY誘導体をデオキシグアノシン
に隣接させた化合物の合成を行い、その評価を行った。熱的に安定なプローブとしてアシクロビルーBODIPY-FL修飾体
、さらに8-oxo-dGの生成を検出する目的で、B-F結合をB-OMe結合へ置換したBODIPY誘導体を合成した。これらプローブ
の活性酸素に対する蛍光強度の増減について検討を行った。その結果、いずれのプローブも目標とする性質を有してい
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In order to detect genotoxic compounds in a rapid manner, new fluorescence probes 
were synthesized. One probe has a property with heat resistant. The Acyclovir moiety is one of the 
synthetic candidate because the alkoxymethyl moiety at N9 position of guanine is thought to be torrent 
for the depurinaion condition at elevated temperature. BODIPY-FL was able to be attached to OH group of 
Acyclovir that had been protected with DMTr at N2 positon. Obtained probe was found to enhance its 
fluorescence activity when alkylating reagents was treated. The second synthesized probe contained 
8-pheny-BODIPY, of which F atom was substituted to OMe group. This probe was attached to deoxyguanosine 
as a general manner. Treatment of the Fenton reagent to this BODIPY derivative decrease its fluorescence 
activity as expected. Therefore, a probe to detect 8-oxo-dG formation was pursued. In other probes, 
oligonucleotide containing BODIPY modified dC is now undertaken to detect DNA strand breaks

研究分野：環境変異原
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１． 研究開始当初の背景 

 

環境中に数多く存在している遺伝子損傷性
の物質は発がん要因になるのみでなく，近年
では，胎児の低体重の出生との関連性も疑わ
れている。このようなヒト健康に重篤な悪影
響を生じる可能性のある遺伝子損傷性物質
には，未同定のものが存在していることが指
摘されており，そのため環境中の新規な遺伝
子損傷性物質の構造とその生体影響を明ら
かにする事はヒト健康影響を鑑みる上で極
めて重要である。新規遺伝子損傷物質の検索
には UMU 試験（遺伝毒性の検出）や Ames

試験（変異原性の検出）などのバイオアッセ
イが必要不可欠であるが，これらのバイオア
ッセイは前培養を含め，試験時間を要する欠
点があり，新規化合物を環境中から単離・同
定する際の律速段階となっている。またこれ
らのバイオアッセイには，試験方法の技術の
習得や施設及び菌の管理の問題など，専門分
野外の研究者等にとってはいくつかの困難
な点がある。そこで，バイオアッセイに頼ら
ずに，より簡便に DNA 損傷性物質を検出す
る系を提供する事ができれば，環境モニタリ
ングに適用できるだけでなく，新規環境汚染
物質の同定にも威力を発揮する事が期待さ
れるため，極めて意義が大きい。この DNA

損傷性物質の検索を可能とする新規蛍光プ
ロ ー ブ の 候 補 と な る 化 合 物
(BODIPY-FL-dG)を開発している（図 1）。こ
のプローブはデオキシグアノシンと蛍光物
質 BODIPY-FLで構成されている。このプロ
ーブは dG からの電荷移動により，通常の状
態では BODIPY 自身の蛍光が減弱している
が（90%以上），dG部位に脱プリン，一部の
酸化的損傷，アルキル化などの損傷が生じる
と強い蛍光が復活する事をこれまでに明ら
かにしてきた。特に，酸化損傷のうちヒダン
トインを生成する損傷や，発がん性物質とし
て知られているベンゾピレン(BaP)の代謝産
物(+S9 mix の条件)に対しても，蛍光強度の

上昇を明らかとしてきた。特に BaPでは先の
Ames 法と同じ濃度範囲で検出が可能であり，
変異原性試験の代替法として用いる事が可

能である事を示している。一方で，この第１
世代のプローブは，（a） 熱に対して弱い，(b)

メジャーなグアニンの酸化損傷である
8-oxo-dG の検出ができない，(c) 染色体の構
造異常を誘導するような DNA 鎖の切断を検
出することができない，といった欠点が存在
する。そこで本研究では，剛直で使いやすい
様々な DNA 損傷の検出が可能となるいくつ
かの蛍光プローブを合成し評価する。 

 

２． 研究の目的 

 

環境中の遺伝子損傷性物質の検索を行う目
的で，新規の「DNA 塩基損傷性物質の検索
を行う蛍光プローブ」および「DNA 鎖切断
物質を解析する蛍光プローブ」を合成し，そ
の評価を行う事を目的とする。このプローブ
は蛍光物質であるBODIPYがDNAの塩基で
あるデオキシグアノシンに隣接すると消光
する性質を利用し，DNA 塩基損傷性物質の
検索蛍光プローブでは熱的に安定で塩基部
位が損傷を受けると蛍光発光または消光す
るプローブを，DNA 鎖切断物質検索蛍光プ
ローブでは DNA 鎖の切断が生じる事により，
蛍光を発するプローブを合成し，これら蛍光
プローブを用いて遺伝子損傷性物質で評価
を行うとともに，実環境試料での有効性を示
す事を目的としている。遺伝子損傷の検出は
これまでバイオアッセイのみで行われてき
たため，この系の有効性を示すことにより既
存の生物試験方法の代替法としての利用を
最終的な目標とする。 

 

３．研究の方法 

研究の計画はいくつかに分けて行った。 

 

I.剛直な構造の塩基損傷検出プローブの合成 

グリシドール誘導体などの弱い変異原性物
質は，加熱によりその反応性を上げ，
BODIPY-FL-dG で蛍光検出することができ
る。しかしながら同時にバックグラウンドの
上昇も観察される。このバックグラウンドの
上昇は，熱による脱プリン反応の進行に起因
している。そこでグリコシド結合を有さず，
核酸塩基に近い構造を有する化合物
BODIPY-FL-Acyclovir の合成を行う(図２)。
この化合物は,適切に保護を行ったアシクロ
ビル誘導体とBODIPY-FLとのエステル結合
により合成を行う。 

 

 

 

図１ BODIPY-FL-dGの構造とアルキル化剤に

対する反応，アルキル化により蛍光を発する。 

 
図２：新規な塩基損傷検出蛍光プローブ

BODIPY-FL-Acyclovir 



 

 

 

II, 8-oxo-dGを検出できる新規DNA損傷検出

蛍光—消光プローブの開発 

 

BODIPYのグアニン塩基による消光は，光に
よって励起された蛍光物質 BODIPY（F*）
と核酸塩基の酸化電位で簡易的に決定され
ることが知られている。一電子励起された
BODIPY-FLの還元電位は 1.59Vであり，こ
れは dG の酸化電位（1.49V）より大きい。
そのため，蛍光消光が観察される。一方，
8-oxo-dG は dG より酸化電位が低く，その値
はおおよそ 1.1V である。そのため，
BODIPY-FL-dG では，dG 部位が酸化され
8-oxo-dG が生成するとより消光作用が強く
なる。すなわち BODIPY-FLを用いた場合で
は，dGおよび 8-oxo-dGのいずれも消光作用
を有するが，例えば，BODIPY部位を図３中
の BODIPY-1 または BODIPY-2 のようにす
ることにより，F*の還元電位を下げ，dG の
ままでは強い蛍光性物質であるが，8-oxo-dG

が生成することにより，その蛍光が消失する
蛍光プローブとすることができる。新しく合
成された 8-oxo-dG 検出用プローブをもちい
ることにより，8-oxo-dGを生成するような環
境中の活性化合物の検出や，細胞内での
8-oxo-dG の検出にこの系を用いることが可
能であり，このプローブを用いた細胞内検出
や環境モニタリングをおこなう BODIPY 誘
導体として 8-Phenyl-BODIPY-OMe 誘導体
の合成（図 3：化合物２）を進める。BODIPY

の８位に結合しているフェニル基のパラ位
にカルボキシエチル基を導入し，最終的には
上述の BODIPY-FL-Acyclovir に相当する化
合物の合成を行う。 

 

III. DNA鎖切断検出蛍光プローブの合成 

 

DNA 鎖の切断を簡便に検出するバイオアッ

セイ法は存在しないため，この系の開発の意

義は大きい。オリゴDNAの5’末端をBODIPY

により修飾し，二重鎖を形成させると，対と

なるDNA鎖のグアニンがBODIPY近傍に配

置されるとその蛍光が減弱することが実験的

に確かめられている。そこで，二重鎖のオリ

ゴ DNA を用意し，グアニンの対となる塩基

に「BODIPYで修飾されたシチジン塩基」を

配置することにより，二重鎖の場合は蛍光が

消光しているが，DNA 鎖の切断が生じると，

切断部のヌクレオチド鎖が短くなり，Tm 値

が減少するため，この Tm 値の変化を観察す

ることで，DNA切断を検出することが可能で

ある。そのため，BODIPY で修飾した dC の

アミダイトを合成し，それを用いて BODIPY

修飾オリゴヌクレオチドを合成し，DNA切断

プローブとしての評価を行う。BODIPY修飾

デオキシシチジンを合成し，さらにこれをア

ミダイト化し，オリゴ合成とする。BODIPY

修飾デオキシシチジンの保護基として，ベン

ゾイル基を選択し，定法に従って合成を進め

ていく。 

 

４． 研究成果 

 

I.剛直な構造の塩基損傷検出プローブの合成 

 

この合成はオリジナルの BODIPY-ｄG がデ
オキシリボース部位を持つのに対し、デオキ
シリボースをアルコキシメチル部位に置換
した化合物を合成することにより、熱的な安
定性を有するプローブを合成することを目
的とした。またデオキシリボース部位は細胞
内でグリコシラーゼによって切断される可
能性があるため、より細胞内で安定性のある
化合物を得るためである。目的とする化合物
は 既 知 化 合 物 で あ る Acyclovir に
BODIPY-FL をエステル結合で結合させた化
合物であるため、Acyclovir の保護から行う
こととした。 

合成は，デオキシグアノシンと構造が類似し
ているアシクロビルを選択し，BODIPY-dG 

と同様の化学構造の化合物の合成を進めた
(図２)。 

デオキシグアノシンと同様に，まずプリン塩
基の環外のアミノ基にフェノキシアセチル
基を導入することから行った。アルキル末端
基の水酸基をまずシリル保護を行い，さらに，
フェノキシアセチル基の導入を試みた。しか
しながらフェノキシアセチルクロライドや，
同様の酸無水物を反応させたが，収率は極め
て低く，直接的に合成することは困難である
ことが分かった。これはアミノ基の電子密度
が低く，求核性が乏しいことに由来する。一
般的に，グアニンの O6 位を保護することに
より，アミノ基の求核性が高まることが知ら
れているので， O6位を一時的にシリル基で
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図 3：8-oxo-dGを検出する BODIPY の構造 

 

図 4：Acyclovirの保護基の選択 



 

 

保護を行い，反応させる方法を試みた。アシ
クロビルをピリジンに溶解させ，そこの
TMSCl を３等量加えた。さらにフェノキシ
酢酸無水物を 1.2 等量添加し，さらに温和な
アルカリ処理を行うことで，目的とする
N2-phenoxyacetylacyclovir を合成すること
が出来た。得られたアシクロビル誘導体はジ
クロロメタン中，DCC 共存下，BODIPY-FL

と反応させた。しかしながら，反応の進行を
確認することが出来なかった。同様の方法で
デオキシグアノシン誘導体との反応は容易
に進行したが，アシクロビル誘導体では反応
が進行しないことは，両者の溶媒への溶解性
の違いによるもの推察された。すなわち，
N2-phenoxyacetylacyclovir はジクロロメタ
ンへの溶解性が悪く，反応が進まなかったと
考えられる。同様の溶解性の悪さによる反応
への影響は他の保護基を用いたデオキシグ
アノシン誘導体を用いた反応でも確認され
ている。そこで，溶媒への溶解性を高める目
的で，別の保護基を用いた反応を試みること
とした。ジクロロメタンへの溶解性を高める
ために，より脂溶性の高い保護基を導入する
か，O6位をベンジルなどの保護基で保護をす
る等が考えられるが，合成ステップが多くな
ることにより，目的の化合物を得る量が減少
することを恐れて，前者の選択を行った。す
なわち，水酸基を TBDMSで保護したアシク
ロビルの N2 位のアミノ基をジメトキシトリ
チル基で保護を行うこととした（図４）。ピ
リジン溶媒を用い，ジメトキシクロライドを
３等量用いることでアミノ基のトリチル保
護を行うことが出来た。この化合物は PAC

保護に比して，非常にジクロロメタンなどの
ハロゲン有機溶剤に易溶であった。得られた
化合物をもちいて，先と同様に BODIPY-FL

と DCC 共存下反応を試みたところ，スムー
ズに反応が進行し，目的の化合物を得ること
が出来た。得られた BODIPY-Acyclovir誘導
体に，メタンスルホン酸やエピクロロヒドリ
ンなどの N7 位を攻撃するアルキル化剤を処
理することにより，強い蛍光発光を観察する
ことが出来た。これは，N7位に修飾が起きる
だけで蛍光が復活するという当初の予測通
りであることが分かった。 

また実際に細胞（CHL/IU）を用いて、
BODIPY-Acyclovir および変異原性物質であ
る MNNG で処理したところ、BODIPY-dG

より高感度に DNA 損傷を検出することが可
能であった。 

II, 8-oxo-dG を検出できる新規 DNA 損傷検
出蛍光—消光プローブの開発 

 

8-oxo-dG などの酸化損傷を受けると蛍光が
減弱するプローブの合成を行った。目的とす
る化合物は図 5に示した。この合成はベンジ
ルアルコール誘導体を二酸化マンガンにて
酸化させ、さらにピロール誘導体と反応させ
て BODIPY 誘導体とし、B-F 結合のひとつ
を MeO-に置換して得た（図６）。 

8-Phenyl-BODIPY-OMe-カルボン酸誘導体
は、3’-TBDMS-N2-pheoxyacetyl-dG とカッ
プ リ ン グ 後 、 目 的 の 化 合 物
8-Phenyl-BODIPY-OMe-dG を得た。得られ
た化合物に対してフェントン試薬をもちい
た酸化損傷の検出を試みた。 

その結果、8-Phenyl-BODIPY-OMe-dG はフ
ェントン試薬の過酸化水素濃度が上昇する
につれて蛍光が減弱することが明らかとな
った（図７）。詳細なメカニズム解析を今後
行う必要がある。 

 

 

III. DNA鎖切断検出蛍光プローブの合成 

 

DNA鎖の切断は，放射線や活性酸素等の様々
な因子によって生じる事が知られているが，
その検出方法はこれまでに知られていない。

 

図６ 8-Phenyl-BODIPY-OMe 誘導体の

合成 
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図７ 各種蛍光プローブのフェントン反

応による蛍光の変化 

 

図５ 8-oxo-dG の生成により蛍光が減弱

するプローブ 8-Phenyl-BODIPY-OMe-dG 



 

 

そこで本研究では DNA 鎖の切断の検出系の
作成を行う事とした。 

この検出系の概念図を図８に示した。dG の
塩基対として BODIPY 修飾デオキシシチジ
ン（dC）を配置する事により，DNA 鎖が２
重鎖となっている時は蛍光が減弱している
が，二重鎖切断が生じると DNA の Tm 値が
減少し，常温付近で DNA は単鎖となり蛍光
が復活するため，蛍光が復活することを期待
している。 

合成の容易さから目標とするデオキシシチ
ジンの５位に phenyl基を介したBODIPY修
飾 dCを最終的な化合物とした（図 9）。そこ
でまず，dCの 5 位に８−phenyl-BODIPYを
結合させた化合物の合成に着手した。これは
BODIPY のメソ位にフェニル基が結合した
化合物は一般に量子収率が高い性質を有す
るためである。この際，BODIPY-dC 誘導体
５ を 得 る た め に ， あ ら か じ め
8-(4’-phenylboronic acid)-BODIPYを合成し，
それを 5-iodo-dC 誘導体とクロスカップリン
グさせる方法で効率よく合成を行えること
がわかった。オリゴ合成においてアミダイト
体を得るために，この化合物５を多量に合成
する必要があり，そのために大量合成に着手
したが，その際にいくつかの困難な点が生じ
た。まず，カップリング時に必要な，
8-(4’-phenylboronic acid)-BODIPY６は溶解
性の低さから，通常の方法で大量に合成する
ことに向かず，精製過程が困難であったため，
こ の 化 合 物 の 前 駆 体 と も 言 え る
8-(4’-phenylpinacolboronate)-BODIPY を代
替化合物として用いることとした。ピナコー
ル誘導体の BODIPY ボロン酸はジクロロメ
タン中，ジメチルピロール溶液にトリフルオ
ロ酢酸を添加することで効率よく８１％の
収率で得ることができた。通常，ピナコール
エステル体もボロン酸と同様に，Suzuki カ
ップリングを行うことが知られているが，ピ
ナコールエステルの場合，２４時間経過後も
目的とする化合物を得ることができなかっ
た。そこで，ピナコールエステルの加水分解
を行い，ボロン酸としてから，Suzuki カッ
プリングを行うこととした。ピナコール体の

脱エステルは通
常，希釈塩酸で
行うことができ
るが，この常法
では目的物を得
ることができな
かった。そのた
めジエタノール
アミンでトラン
スエステル化さ
せ，脱保護を行
うことで目的と
する化合物を約
４０％の収率で
得ることができ
た。この方法に

より，比較的多量の化合物５を調整すること
が可能となった。得られた化合物は，さらに
アミノ基を保護した後，オリゴ合成に用いら
れるフォスフォルアミダイト体への変換を
行う必要がある。アミノ基の保護はジクロロ
メタン中，トリエチルアミン共存下，無水酢
酸を処理する事により，定量的にアセチル化
が進行することを昨年度報告したが，このア
セチル基は非常に脱離しやすいことがわか
った。アセチル体を単離後，約３日間，室温
に放置後に約５０％のアセチル基の脱離が
観察された。この理由は明らかではないが，
アセチル基は比較的弱い保護基であり，シチ
ジン塩基のイミノ体の異性体が，通常よりよ
り生じやすい可能性がある。そこでより強固
な（しかしオリゴ合成に使用出来る）保護基
が必要であることがわかった。アセタール保
護を最初に検討を行ったが，ジメチルアセタ
ールは BODIPY 環そのものを攻撃すること
がわかり，この反応には不向きであった。そ
のため，アミノ基の保護として，ベンゾイル
基を用いることとした。この反応は塩基存在
下，無水安息香酸との反応により目的化合物
を得ることが可能であるが，別法として，ベ
ンゾトリアゾール誘導体の存在下安息香酸
を作用させることでも合成が可能であるこ
とがわかった。更に後者の方法では目的化合
物の，3’および 5’の水酸基を特別に保護して
いない状態でも効率よくアミノ基のみと反
応する事がわかった。このことは新たな知見
であり，今後，同様の反応について詳細に検
討を行う予定である。得られたベンゾイル体
はトリエチルアミン・トリハイドロジェンフ
ルオリドでシリル基の脱保護を行った。 

得られた化合物は更に，ピリジン溶媒中
4,4’-dimethoxytrityl chloride で処理を行い
５’−トリチル体を得ることができた。得られ

 
図８：DNA鎖切断検出蛍
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図９ BODIPY修飾 dC誘導体の合成ルー

ト 

dR’はシリル保護を行ったデオキシリボー
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たトリチル体はアミダイトへの変換を行い，
今後，オリゴ合成へと使用する。 
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