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研究成果の概要（和文）：本研究では8,2'-環状グアノシンおよび5’,8-環状グアノシンのような核酸塩基の自由度を
制限したヌクレオシドを導入したヒトテロメアRNAを合成し、このRNAで形成される四重鎖構造中の修飾の影響を調査し
た。主な成果として、核酸塩基の自由度を制限したヌクレオシドの導入が四重鎖構造の巻きやトポロジーの変化を誘起
することを見出した。これらの成果はヒトテロメアRNAの新たな構造と機能を解析する上で重要な知見と期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, human telomeric RNA oligonucleotides incorporating a 
conformationally restricted nucleoside such as 8,2’-O-cycloguanosine and 5’,8-cycloguanosine were 
synthesized and evaluated for their structural properties to find out new functions on the G-quadruplex 
structure. As main results, we found that introductions of the conformationally restricted nucleosides 
into human telomeric RNA oligonucleotides induced the helicity and topology changes on the G-quadruplex 
structure. These results would be valuable to analyze the structures and function of the human telomeric 
RNA.

研究分野：化学

キーワード： テロメアDNA　ヒトテロメアRNA　四重鎖構造　核酸　ねじれ角　トポロジー　8,2'-環状グアノシン　5'
,8-環状グアノシン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 寿命を司るテロメアは染色体の末端部位
であり、老化およびガンに深く関与している。
これに関して、近年テロメア DNA が転写さ
れテロメア RNA が生体内に存在していると
いうことが明らかとなった。この発見により
テロメア RNA がテロメアの機能あるいは制
御に関与している可能性が考えられ、盛んに
研究がなされている。 
 このテロメア RNA はテロメア部位の新た
な構成要素のひとつと考えられ、このテロメ
アRNAの分子構造やテロメアDNAや関連タ
ンパク質との関連性を明らかにすることに
より、染色体構造の安定化、老化の調節およ
びがん化の生命現象の理解につながり、それ
らの知見に基づいた老化やがん化に対する
新薬開発に寄与するものと期待できる。この
ような生物学的に重要なヒトテロメア RNA
の構造と機能に関して解明するため、当研究
室では化学的アプローチにより、その本質に
迫ってきた。 
 当研究室を含めた過去の報告から、テロメ
ア RNA（および関連タンパク質）がグアニン
四重鎖構造を形成し、テロメア末端の保護を
制御している可能性が示唆された。さらに重
要なことは、そのテロメア RNA 自身が高次
構造を形成することによって生物学的な機
能を発揮していると予想されることである。
そこでテロメア RNA 自身が形成する高次構
造を研究の対象とすることとした。 
 現在まで数多くの修飾された RNA が細胞
内に存在し、機能していることが知られてお
り、一例にプリン骨格の 5’,8-環状化核酸は生
体内に存在することが同定され、核酸への損
傷に関して重要な機能を果たしていること
が報告されている。また通常ではリボースの
3’位と 5’位がホスホジエステル結合で連結さ
れた 3’,5’-結合型が 2’,5’-結合型となっている
アデノシン核酸が生体内で機能しているこ
とも確認されている。 
 本研究では、テロメア RNA の高次構造に
影響を及ぼすような上記のような修飾を化
学的に導入した修飾核酸を用いて、その高次
構造の評価を行なった。 
 具体的に着目したのは、先に述べたグアニ
ンの 8位とリボースの 5’位が共有結合を介し
て環状となっている 5’,8-環状グアノシン（図
１a）およびグアニンの 8 位とリボースの 2’
位が酸素を介して環状となっている 8,2’-環
状グアノシンを含む核酸である（図１b）。グ
アニン四重鎖構造形成にはグアニン塩基の
空間的配置が非常に重要な要素となってお
り、今回着目した環状化体の最大の特徴は、
環状となることでグアニン塩基の配置が anti
または syn 型とも異なる配置となり、核酸塩
基の方向が固定されることである。このよう
な特殊な核酸で形成される四重鎖構造は新
規な情報を提供し得る。また核酸塩基の方向
性に関するもののみならず、ホスホジエステ

ル結合が 2’,5’-結合型となっている修飾核酸
にも注目した（図１c）。核酸の主鎖がグアニ
ン四重鎖のような高次構造形成に及ぼす影
響について理解できる。 
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図 1．修飾体の化学構造（a）8,2’-環状グアノ
シン修飾核酸、（b）5’,8-環状グアノシン修飾
核酸、（c）2’,5’-結合型 RNA 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では背景で述べたテロメア部位に
おける新たな構成要素であるテロメア RNA
の高次構造を核酸塩基の自由度を制限した
種々の修飾核酸を用いて解析し、新規な機能
を解明することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 具体的には、5’,8-環状グアノシンを含む修
飾核酸（１）、8,2’-環状グアノシンを含む修飾
核酸（２）および 2’,5’-結合型 RNA（３）の
３種類の修飾核酸を化学合成し、その修飾核
酸がグアニン四重鎖形成にどのような影響
を及ぼすのかを天然型と比較しながら検討
を進めた。ここで四重鎖構造の評価は円偏光
二色性（CD）測定、1H-NMRによるグアニン
のイミノプロトンの観測およびゲルシフト
アッセイを用いた。また四重鎖構造の熱安定
性および熱力学パラメーターは CDおよび紫
外線吸収（UV）スペクトルを用いて算出した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）8,2’-環状グアノシンを含む修飾核酸に
ついて 
 核酸塩基の自由度の制限が四重鎖構造に
どのような影響を及ぼすのかを検証するた
め、図２に示す合成スキームにより、8,2’-環
状グアノシンのホスホロアミダイト体を合
成した。出発原料のグアノシンの 8位の臭素
化の後、2’位水酸基の選択的なトシル化を施
し、酢酸ナトリウム存在下で環化反応を行な
い、8,2’-環状グアノシンヌクレオシドを合成



した。2 位のアミノ基のイソブチリル化およ
び 5’位水酸基の DMTr化の後、3’位水酸基を
ホスホロアミダイト化した。その後、
DNR/RNA 合成機によりオリゴヌクレオチド
を合成すると同時に所定の位置に修飾を施
した。合成された修飾核酸は、逆相 HPLCを
用いて単離精製し、質量分析（MALDI TOF 
MS）により目的生成物を同定した。 
 

 
図２. 8,2’-環状グアノシンのホスホロアミダ
イト体の合成スキーム 
 

 
図３. 8,2’-環状グアノシン修飾 RNAにより形
成される四重鎖構造の CDスペクトル（a）と
熱安定性（b）の評価 
 
 
 次いで、合成したオリゴヌクレオチドの四
重鎖形成能を CDスペクトルの測定により評
価した（図３）。通常、4本の鎖の方向が全て
同じ向きで形成された四重鎖構造（パラレル
型）は 260 nm 付近に正のコットン効果を示
す。またこの 260 nm のシグナルの温度変化
を観測することでこの四重鎖構造の熱安定
性（Tm）が評価できる。検討の結果、天然の
6 量体 RNA の場合には既報と同様の正のコ
ットン効果が観測され、その Tm も値も妥当

であることが確認された。一方で、8,2’-環状
グアノシンを含む 6量体の修飾 RNA（配列は
5’-UAGGGU-3’）のカリウムイオン存在下に
おける CD スペクトルは興味深いことに 260 
nm付近に負のシグナルを示した。その Tm値
は天然の Tm値と比較すると低い値であった。
CD スペクトルの強度から考察しても妥当で
ある値である。CD スペクトルが対称的にな
るということは、四重鎖構造の巻きやねじれ
が天然のものと反対であることが示唆され
る。これまで L-体の DNA を用いて四重鎖構
造の巻きやねじれを反対とした報告はある
が、D-体の核酸を用いた報告はない。即ち、
D-体の核酸を用いた場合でも核酸塩基の回転
方向を制限することで四重鎖構造の巻きや
ねじれを変化させることができるという新
たな報告となる。 
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図４. 8,2’-環状グアノシン修飾 RNAにより形
成される四重鎖構造の 1H-NMR スペクトル
（a）とゲル電気泳動図（b） 
 
 
 これに関しては、1H-NMRによる解析を試
みた（図４a）。四重鎖構造を形成した場合、
グアニン塩基のイミノプロトンは 11 ppm 付
近に特徴的なピークとして観測されるため
である。測定の結果、10.5 ppm付近にブロー
ドなピークが観測され、四重鎖構造の形成が
確認された。しかしながら、構造の詳細は明
らかとなっていない。また、ゲル電気泳動に
よる解析も行なった（図４b）。天然の RNA
および修飾 RNA をカリウムイオン中または
ナトリウムイオン中で四重鎖構造を形成さ
せたものを解析した。その結果、修飾 RNA
の四重鎖構造の移動度は天然のものと比較
して小さいことから、修飾 RNA の四重鎖構
造が単純な鏡像体ではなく、かさ高い構造体
となっているか、もしくは四重鎖構造が複数
個相互作用した高次構造体となっているこ
とが示唆された。 
 以上のように、8,2’-環状グアノシン修飾の
核酸塩基の自由度の制限は四重鎖構造の巻
きやねじれを変化させることが可能である
ことを見出した。これはテロメア RNA とテ
ロメア関連タンパク質の相互作用を解析す
る上で重要な知見となり得る。 



表１. 本研究で使用した 8,2’-環状グアノシン
修飾核酸の配列と Tm値 

n.d. = not detected 
= negative cotton effect at 260 nm * 

5’-UAGGGU-3’ 

5’-UAGGGU-3’ 

5’-UAGGGU-3’ 

75.0 > 90 

n.d. n.d. 

n.d. * 67.0 

53.5  57.1  

37.7  38.5  

66.8  56.2  5’-AGGG(TTAGGG)3-3’  

5’-AGGG(TTAGGG)3-3’  

5’-AGGG(TTAGGG)3-3’  

DNA 

RNA 

Na+ K+ 

Tm (°C) 

 
 
 さらに RNAのみならず、DNAの四重鎖構
造上でどのような影響を及ぼすのかについ
ても検討した。配列と Tm 値は表１にまとめ
た。結果はいずれの修飾位置においても熱安
定性は低下した。しかしながら注目すべき点
は、形成される四重鎖構造のトポロジーにつ
いてである。カリウム存在下での結果は、図
５a に示すように天然の CD スペクトルと比
較して修飾核酸ではそのスペクトルに違い
がある。265 nm付近に負のコットン効果、ま
た 245 nm 付近に正のコットン効果を示して
いる。これは図５の模式図にあるようなハイ
ブリッド型の四重鎖構造からアンチパラレ
ル型の四重鎖構造に構造変化を誘起してい
ることが示された。このように 8,2’-環状グア
ノシン修飾を導入することで DNA の四重鎖
構造のトポロジーを変化させることを見出
した。 
 
 

 

図５. カリウムイオン（a）およびナトリウム
イオン（b）存在下における 8,2’-環状グアノ
シン修飾 DNA により形成される四重鎖構造
の CDスペクトル 
 
 

 
（２）5’,8-環状グアノシンを含む修飾核酸に
ついて 
 8,2’-環状グアノシンの結果から、グアノシ
ンの O1’−H1’−N9−C8 でなすねじれ角（χ）
に着目した。過去の知見から 8,2’-環状グアノ
シンのねじれ角は 120°であり、5’,8-環状グア
ノシンのねじれ角は 30°であることが X線結
晶構造解析から見積もられている。一方、核
酸の高次構造を支配する要因のひとつであ
るグアノシンのグリコシド結合まわりのコ
ンホメーションである anti型のχは−10~80°、
また syn型のχは 170~260°であることが知ら
れている。またパラレル型の四重鎖構造中の
グアノシンのコンホメーションはすべて anti
である。従って、30°のねじれ角を有する 5’,8-
環状グアノシンを四重鎖構造の antiコンホメ
ーションを有するグアノシンの位置に導入
することで四重鎖構造の安定性を向上させ
ることができると考えられる。これはテロメ
ア RNA の生体内機能を模索する上で有用な
手法となり得る。 
 出発原料を 2-デオキシグアノシンとし、既
報の合成法を参考にして光環化反応を介し
て 5’,8-環状グアノシンのホスホロアミダイ
ト体を合成した（図６）。その後、（１）と同
様に所定の位置に修飾を施した目的生成物
を合成・精製した後、同定した。 
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図６. 5’,8-環状グアノシンのホスホロアミダ
イト体の合成スキーム 
 
 
表２. 本研究で使用した 5’,8-環状グアノシン
修飾核酸の配列と Tm値 

5’-UAGGGU-3’ 

5’-TGGGGT-3’ 
5’-TGGGGT-3’ 

5’-AGGG(TTAGGG)3-3’  

5’-UAGGGU-3’ 

5’-AGGG(TTAGGG)3-3’  

63.9 > 90 

Na+ K+ 

Tm (°C) 

39.1 79.5 

56.2 66.8 
48.0 54.2 

n.d. n.d. 
75.0 > 90 

DNA 

RNA 

Sequence 

n.d. = not detected  



 
 検討の結果、当初の予想に反してこの修飾
RNA で形成された四重鎖構造の熱安定性は
天然のものと比べて低かった（表２）。さら
に、カリウムイオン存在下では、この修飾
DNA で形成された四重鎖構造は 8,2’-環状グ
アノシン修飾 DNA と同様にトポロジーを変
化させることが明らかとなった。 
 
 
（３）2’,5’-結合型 RNAについて 
 次に RNA のホスホジエステル結合が 2’,5’
の結合となっている RNA の四重鎖構造につ
いて検討した。配列と Tm 値は表３にまとめ
た。修飾位置は 5’末端のウリジンもしくは
RNA鎖中のグアノシンとした。結果は 5’末端
修飾の場合は、天然と比較すると、その熱安
定性は全く同じ値であった。一方で鎖中のグ
アノシンを修飾した RNA では、四重鎖構造
の形成を確認できなかった。 
 
 
表３. 本研究で使用した 2’,5’-結合型 RNAの
配列と Tm値 

5’-UAGGGU-3’ 
5’-UAGGGU-3’ 

Na+ K+ 

Tm (°C) 

n.d. n.d. 

75.0 > 90 
RNA 

Sequence 

5’-UAGGGU-3’ 

75.0 > 90 

n.d. = not detected  

 
 
（４）6量体のテロメア RNAが 16量体のテ
ロメア DNA とハイブリッドのグアニン四重
鎖を形成することを報告した（Bioorg. Med. 
Chem. 2014, 22, 4419）。 
 
 
（５）テロメア研究において重要となる単一
染色体のテロメア長さを測定する技術に関
してプロトコル化した（Curr. Protoc. Nucleic 
Acid Chem. 2015, in press.）。 
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