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第 1章 

序論 

 

１-１. 緒言 

生物の遺伝情報の担い手である DNA や RNA は分子生物学の基本概念であるセントラ

ルドグマの構成要素であり、生物の遺伝情報の発現に不可欠な生体物質である。これらDNA

やRNAは塩基配列やカウンターイオン、さらにmolecular crowding条件などによって様々

な高次構造を形成することが知られている 1–3。例えば、DNA鎖の基本構造である 1本鎖構

造、1本鎖 DNAと相補的な 1本鎖 DNA鎖が結合することで形成される 2本鎖構造 4,5、2

本鎖構造のmajor groove (主溝)に 1本鎖が結合し形成される 3本鎖 (triplex)構造 6,7、グア

ニン豊富 (G-rich)な塩基配列においてみられる 4 本鎖 (quadruplex, tetraplex)構造 8–10、

さらに配列の一部において 2 つのヘアピン構造を含む十字架構造 11,12 などが挙げられる 

(Fig. 1-1-1)。 

 

 

 

Fig. 1-1-1. DNAや RNAの高次構造 13. (A) 2本鎖構造，(B) 3本鎖構造，(C) 4本鎖構造，

(D) ヘアピン構造による十字架構造. 

 

また、これらの高次構造は遺伝子の複製、翻訳、転写といった遺伝子発現に影響を及ぼ

す 14だけでなく、染色体末端のテロメアやプロモーターなどの特定の DNA 領域において

様々な生物学的反応に関与していることが実証されている。 
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プロモーターとは遺伝子の転写開始領域を意味し、そこへ結合する転写制御タンパク質

因子やクロマチン構造といった高次構造因子、メチル化などの塩基修飾因子などが作用し

あうことで転写が開始される。プロモーターDNAは因子が作用していない状態では相補鎖

DNA と結合した 2本鎖 DNA 構造を形成するが、RNA ポリメラーゼによりほどかれ 1 本

鎖 DNAとなると、グアニン豊富な配列において 4本鎖構造を形成することが可能となる。 

c-myc 遺伝子を 4 本鎖構造形成可能なプロモーター配列の例として挙げる。c-myc 遺伝

子はがん遺伝子の 1 種 15であり、複数のプロモーターによる複雑な転写制御が行われてい

る。その中でも Fig. 1-1-2A に示す P1と P2が主なプロモーター領域で、特に P1プロモ

ーターの 117塩基上流に存在する nuclease hypersensitivity element (NHE)Ⅲ1は c-myc

転写の 80-90%を制御することが報告されている 16–18。また、この配列は

TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGGTGGGGA とグアニン豊富な配列であること

から Parallel 4本鎖構造を形成でき 19–21、4本鎖 DNA結合分子である TMPyP4による G-

quadruplex 構造の安定化が c-MYC 発現制御に関与する 22。また、相補鎖であるシトシン

豊富な一本鎖 DNAにおいて i-Motifとよばれる特殊な 4本鎖構造を形成することも報告さ

れている 16,20。以上のことから 4 本鎖構造が c-myc 遺伝子制御のターゲットとして注目さ

れている。 

 

 

Fig. 1-1-2. (A) 遺伝子のプロモーター領域. (B) リガンドによる c-MYCの発現制御 15. 
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一方でMYC 4本鎖構造による転写因子結合阻害の例外としてNM23H223が挙げられる 

(Fig. 1-1-2B)。NM23H2は 4本鎖構造を分解することができるタンパク質で、さらに別の

タンパク質 (CNBP, HNRNPK)が 4 本鎖構造であった領域に結合することで転写が活性化

される。一方でMYC 4本鎖構造を安定化する化合物がMYC 4本鎖構造と結合することで

NM23H2による MYC 4本鎖構造の分解を阻害でき、遺伝子発現を抑制することから抗が

ん剤におけるターゲットとしても期待されている。 

このように、DNAの高次構造は生体内の遺伝子の複製、翻訳、転写に大きく関わってお

り、現在ではより複雑な高次構造に関する研究 21,24–26や High-throughput sequencing を

用いたゲノム DNAの高次構造の解析 27–29、さらには HIVや SARSなどのウイルス中に存

在する DNA 高次構造に関する研究 30–35などへ発展している。著者は数ある DNA の高次

構造の中でも、テロメア領域で形成される 4 本鎖構造に着目し、その 4 本鎖構造に特異的

に結合・安定化する化合物について検討してきた。  
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１-２. テロメアとテロメラーゼ 

テロメアは、真核生物の染色体末端に存在する高度に調節された動的な DNA-タンパク

質複合体であり、DNA 反復配列(TTAGGG)n と関連する保護タンパク質で構成されている

36–39 (Fig. 1-2-1)。 

テロメアは、染色体 DNAの末端が「壊れた末端」として認識されないようにゲノム DNA

を保護している。これにより、不安定な染色体につながるプロセス（DNA末端結合、DNA

組換え、DNA修復など）が防止される。一般的な染色体 DNA複製機構では、DNAポリメ

ラーゼ複合体はラギング鎖の 5‘末端を複製できないことから、細胞分裂の過程で染色体末

端のテロメア DNAの欠失に繋がる (末端複製問題, end-replication problem)。 

細胞分裂に伴うテロメア DNA の欠失は、テロメア DNA を伸長させる酵素であるテロ

メラーゼによって修復される。テロメア DNAはオーバーハング部位が 1本鎖として存在し

ており、テロメラーゼはその 1本鎖 DNA鎖にテロメア反復配列を付加していく 38 (Fig. 1-

2-2)。テロメラーゼは多くの成人細胞中では非常に少ないか、全く検出されないことからテ

ロメアの短縮が生じる。一方でテロメラーゼが活性であれば、染色体の末端にテロメア反復

配列を補完合成することができるため、テロメア DNAを伸長し、短縮を防ぐことができる。

しかし、テロメラーゼは不死化した培養細胞やがん組織由来の細胞中でその活性が報告さ

れていることから、がん細胞の不死化・腫瘍化において重要な役割を担っているとされてい

る 40,41。 

 

 

Fig. 1-2-1. 染色体末端に存在するテロメアの構造 42. 
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Fig. 1-2-2. テロメラーゼによるテロメア DNAの伸長 42. 

 

テロメア DNAは既に述べたように(TTAGGG)nの反復配列であることから、テロメラー

ゼにより G-rich な配列が伸長されることで、4 本鎖構造を形成できる配列として注目され

ている 39,43。この 4本鎖構造に対して、テロメラーゼは認識・結合できず更なる伸長反応を

起こすことができない 44,45ことから、小分子によるテロメア 4 本鎖構造の安定化は効果的

な抗がん作用を示す化学療法剤開発に貢献できると期待されている (Fig. 1-2-3)。 

 

 

Fig. 1-2-3. テロメア 4本鎖構造の安定化によるテロメラーゼ阻害 46. 
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１-３. 4本鎖構造のトポロジー及び 4本鎖構造に特異的に結合する分子 

DNAや RNAの高次構造の中で最も複雑な構造である 4本鎖構造は、カチオン存在下に

おいて G-richな配列で、4つのグアニンが Hoogsteen水素結合とWatson-Crick水素結合

により形成される G-quartetと呼ばれるグアニン平面 4量体が π-πスタッキング相互作用

により積み重なることで形成される 47。 

さらに、塩基配列や 4 本鎖構造を安定化させる金属イオンの種類によって 1 本の DNA

鎖から形成される分子内 4本鎖構造 (intramolecular, unimolecular)や、2本や 4本の DNA

鎖から形成される分子間 4 本鎖構造 (bimolecular, tetramolecular)など様々な構造の形成

が報告されている (Fig. 1-3-1) 48–51。また、4本鎖構造の中でもParallel, Antiparallel, Chair, 

Basket, Hybridといった様々なループ構造の異なるトポロジーが存在することからも 4本

鎖 DNAの複雑さが理解できるだろう 52。  

 

 

Fig. 1-3-1. (A) グアニンから G-quartet形成までの過程 53. (M+は 1価の金属イオン, Rは核

酸の糖-リン酸骨格), (B) 分子内 4本鎖 DNAでの代表的なトポロジー54 (緑: DNA骨格、青: 

G-quartet). 
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興味深いことに、(TTAGGG)nの反復配列であるヒトテロメア DNAにおいても異なるト

ポロジーが存在する。例えば d[AG3(T2AG3)3] (Tel22)はNa+溶液で Basket 4本鎖構造を形

成することが NMR による構造解析で示されている 55 (Fig. 1-3-2A)が、X 線結晶解析で

Tel22がK+存在下で Parallel 4本鎖構造を形成することが報告されている (Fig. 1-3-2B)56。

さらにNMR構造解析を用いて d[TAG3(T2AG3)3] (Tel23)57と d[TAG3(T2AG3)3TT] (Tel25)58

配列は K+溶液中でそれぞれ(3+1) Hybrid form I, IIの立体構造を形成する (Fig. 1-3-2C, D)。

また、Tel23と Tel25と比較して 3’末端に 1個のチミン残基を有する d[G3(T2AG3)3T] (NF3)

は K+溶液中で 2 個の G-quartet 層を持つ basket 4 本鎖構造を形成する 59。これらの例か

ら、ヒトテロメア配列の小さな変化が 4 本鎖形成トポロジーに大きな違いをもたらす可能

性が示唆される。 

 

 

 

Fig. 1-3-2. ヒトテロメア 4本鎖構造のトポロジー. 50 (A) NMR構造解析による Na+溶液で

の d[AG3(T2AG3)3] (Tel22); Basket type, (B) X 線結晶解析による K+存在下での Tel22; 

Parallel type, (C) NMR 構造解析による K+溶液での d[TAG3(T2AG3)3] (Tel23); Hybrid I 

type, (D) NMR構造解析による K+溶液での d[TAG3(T2AG3)3TT] (Tel25); Hybrid II type. 

 

いまだに死亡率が最も高い病気であるがんは全体の約 30％を占め、次点で心疾患、脳血

管疾患がそれぞれ 15%, 10%程度占めている。p53遺伝子 (がん抑制遺伝子)などの変異など

に基づいて細胞はがん化する 60–62が、他にも 1-2 で述べたように染色体末端に存在するテ

ロメア DNAと伸長酵素であるテロメラーゼが細胞のがん化に関与している。 
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従って、伸長されたテロメア DNA が形成しうる 4 本鎖構造に特異的に結合する化合物

開発は、テロメラーゼによるテロメア DNAの伸長を阻害することから抗がん剤開発の有力

なアプローチとして注目を集めている。既に開発されている 4 本鎖構造結合分子の一部を

Fig. 1-3-3に示す 63–66。これらの化合物は G-quartetに疎水的相互作用によってスタッキン

グすることで 4 本鎖構造を安定化し、テロメラーゼ活性阻害能を発揮することが報告され

ている。さらに、テロメラーゼを 50％阻害する時の化合物濃度である IC50 を比較すると 

(Table 1-3-1)、Fig. 1-3-3に示す化合物の中で最も IC50が低い、つまり最もテロメラーゼ活

性阻害能を有するものは telomestatinであった。IC50の低い 4本鎖 DNA結合分子は有用

な抗がん作用が期待されるが、問題点として 2 本鎖 DNA に対する 4 本鎖 DNA 選択性が

70倍で低いことが挙げられる。この数値は抗がん剤の 2本鎖 DNA 結合による副作用を踏

まえると低い値であるため、より 4 本鎖選択性の高い 4 本鎖 DNA 結合分子の開発が必要

となる。 

 

 

Fig. 1-3-3. DNA 4本鎖構造に結合する化合物の構造式 63–66. 

 

Table 1-3-1. 4本鎖結合分子による IC50 (テロメラーゼを 50％阻害する時の化合物濃度) 

 BRACO-19 AA8 PIPER telomestatin 

IC50 (μM) 0.12 64 0.14 65 0.2 66 0.005 63 
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Takenaka らは、様々な骨格が存在する 4 本鎖結合化合物の中でもナフタレンジイミド 

(NDI)に着目し機能性化合物開発を行ってきた。NDI は電子不足の芳香族平面分子であり、

イミド部位や芳香環へ官能基を導入することが可能な化合物である。この特徴を利用した n

型半導体材料やナノ材料、光学材料の研究などに利用されている 67。例に挙げた研究以外に

も NDIは DNAとの結合分子として用いられ、2本鎖 DNAの核酸塩基対間へ平行挿入し、

核酸塩基と芳香環がπ-πスタッキングによる相互作用を介し複合体を形成する。この複合

体は安定であり、イミド部位の両置換基末端が 2本鎖 DNAの主溝と副溝に突出した構造で

あるため、多くの機能化NDIが開発され、遺伝子解析に関する研究へと応用されている 67–

73。近年、NDIは 2本鎖 DNA結合分子としてだけでなく 4本鎖 DNAに結合可能な分子と

しても注目されている 74,75。これは 4本鎖 DNA構造の G-quartetを形成するグアニンは酸

化されやすく、電子不足な NDIと G-quartet平面間で電荷移動が起こり安定した錯体を形

成することを期待している。当研究室では NDI誘導体と 4本鎖 DNAとの相互作用解析や

4本鎖 DNA の電気化学的検出を行っている (Table 1-3-2) 76,77が、抗がん剤開発を目指し

た際に NDI は上記で述べたように 2 本鎖 DNA へも結合可能である 69ため、4 本鎖 DNA

への結合選択性が低く 2本鎖 DNAで本来起こるべき遺伝子発現に NDIが作用することで

異常を来す危険性がある。この危険性は Fig. 1-3-3で述べた 4本鎖 DNA結合分子において

も同様であるため、2本鎖 DNAに結合しにくい新たな 4本鎖 DNA結合分子を考案する必

要があった。 

 

Table 1-3-2. 4本鎖 DNA結合可能なフェロセン化ナフタレンジイミド誘導体 76,77 
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そこで 2 本鎖 DNA に結合しにくく副作用の少ない抗がん剤開発を目指した、2 置換体

ナフタレンジイミドの置換基同士を繋いだ環状ナフタレンジイミド (cyclic naphthalene 

diimide, cNDI)を開発した (Fig. 1-3-4) 78–84。 

 

 

Fig. 1-3-4. (A) 環状ナフタレンジイミド (cyclic naphthalene diimide; cNDI)の構造, (B) 

cNDIの DNA構造への結合様式, (C) cNDIの 3Dモデル図 79. 

 

分子構造を環状にすることで 2 本鎖 DNA への平行挿入を阻害し、4 本鎖構造への結合

特異性を期待した。cNDIを合成し、2本鎖 DNAと 4本鎖 DNAとの相互作用解析を行っ

たところ、期待通り 4 本鎖選択性と 4 本鎖構造の安定化を示した。この魅力的な性質を持

つ cNDIに関して多くの誘導体がこれまでに合成され、研究されてきた (Table 1-3-3)。こ

れまでの研究から、NDI 骨格以外のリンカー部の種類が 4本鎖構造への結合能や安定化能

へ寄与していることが分かってきた。テロメア 4 本鎖 DNA への結合能は cNDI-NMe-

Cyclohexaneが最も高く (Ka = 8.6×106 M-1)、2本鎖 DNAへの結合能 (Ka = 3.3×104 M-

1)と低かったことから 4本鎖 DNAへの結合選択性が 260倍という結果になった 79。先で述

べた 4 本鎖 DNA 結合分子でテロメラーゼ活性阻害能が高かった telomestatin で 4 本鎖

DNA 結合選択性が約 70 倍であったことから、分子設計を環状構造にすることで著しい 4

本鎖 DNA 結合選択性の向上を達成した。cNDI-NMe-Cyclohexane を他の cNDI 誘導体と

比較した所、類似体の cNDI-pip-Cyclohexaneで約 50倍だったことから、リンカー部の長
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さによる化合物の若干の立体構造変化が 4 本鎖 DNA 結合選択性に大きく影響することが

明らかとなった。また、cNDI-NMe-Cyclohexane は 4本鎖 DNA結合能及び選択性は高か

ったが、テロメア 4 本鎖 DNA の熱安定性は 3°C ほどしか上昇しなかった。一方、リンカ

ー部にベンゼン環を有する cNDI-NMe-pBenや cNDI-pip-pBenでそれぞれ 15°C, 9°Cの熱

安定性上昇が確認された。これはベンゼン環などの芳香環が有する π 電子と 4 本鎖構造の

ループ部分の距離が近い位置に存在した時に π-π 相互作用が働いたためと考察する。テロ

メラーゼ阻害能で比較した所、4本鎖 DNA 結合選択性で最も性能が高かった cNDI-NMe-

Cyclohexane (IC50 = 0.5 μM)と 4 本鎖 DNA の熱安定性効果が最も高かった cNDI-NMe-

pBen (IC50 = 0.4 μM)であったことから、抗がん剤開発に向けて 4本鎖 DNAへの結合能と

結合選択性、熱安定性向上の優れた化合物を設計することが重要である。 

 

Table 1-3-3. 環状ナフタレンジイミド (cNDI)誘導体 78–84 

 

 

先に示したように、抗がん剤開発に向けて 4本鎖 DNA結合分子に関する研究は盛んに

行われてきたが、これらの研究の多くは 20-30塩基からなる短いテロメア DNAやプロモ

ーターDNAの 4本鎖構造を対象にしてきた。抗がん剤開発でターゲットとしているテロ

メア配列はヒト細胞中で 3’末端に (TTAGGG)nが 20-45回繰り返された 200±75 ntの 1

本鎖突出部位が存在する 85ため、より長い塩基配列からなるテロメア DNAから形成され

る 4本鎖 DNA構造を対象とすることが重要視されている。1₋3で述べたように同じテロ

メア DNAでも 1塩基の違いや包摂する 1価カチオンの種類によってトポロジーが異なっ

たことから、より長いテロメア配列でもトポロジーに関して知ることが結合分子を設計す

るうえで大切である。 
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Sugimotoら 86は、より長いテロメア配列から形成される 4本鎖構造が (A) 4本鎖 DNA

ユニットがそれぞれ独立した状態、もしくは (B) 4本鎖 DNAユニットの G-quartet同士が

互いにスタッキングした状態のどちらかを形成すると仮説を立てた。この仮説を検証する

ために、長さの異なるテロメア配列から形成される 4本鎖構造を熱力学的に解析し、4本鎖

DNAユニットが独立した (A)の状態 (多量体 4本鎖 DNAもしくは 4本鎖 DNAクラスタ

ー)を形成することを初めて明らかにした。他にも、GGG(TTAGGG)7で 2 つの連続した 4

本鎖 DNA ユニットの形成が ESI-MS で確認され 87、また(TTAGGG)16配列において 4 つ

の 4本鎖 DNA構造が TTAリンカーで連結した多量体 4本鎖 DNAを形成することを原子

力間顕微鏡  (AFM)測定を用いた研究で報告されている 88。さらに High-throughput 

sequencingの研究が進み、ヒトゲノム中に 716319個の 4本鎖構造形成可能部位が存在し、

その中の 9651 個が 4 本鎖 DNA クラスターの存在が示唆された。さらにその中でも 3766

個の 4 本鎖 DNA クラスターが少なくとも 1 個の転写開始部位を含む 29ことから、4 本鎖

DNA クラスターによる遺伝子の調節は生体にとって非常に重要であり、4 本鎖 DNA に代

わる新たな抗がん剤の新たなターゲットとして期待されている。 

4本鎖 DNAクラスター結合分子の開発は近年報告例が増えており、(1) ヘテロ芳香族環

リガンド 89–91、(2) 芳香環をリンカーで連結したリガンドに大きく分類される 92–95。(1) の

１つである環状ヘリセン (Fig. 1-3-5A)はテロメア多量体 4本鎖 DNAの 4本鎖構造ユニッ

ト間の裂け目を認識することで結合するが、テロメア単量体 4本鎖 DNAに結合を示さなか

ったことから 4本鎖 DNAクラスター識別可能な化合物である 89。(2) に分類されるリガン

ドの内、Fig. 1-3-5Dのように 1分子で 4本鎖 DNAの両末端 G-quartetを挟み込む (サン

ドイッチのような結合)ことで、1 本鎖 DNA とそれに結合するタンパク質 (RPA)複合体の

乖離を誘導することが報告されている 95。また別の結合様式として、2個の 4本鎖 DNAの

末端 G-quartetに橋を架けるように nickel-salphenが結合する (Fig. 1-3-5F)ことで、単量

体 4本鎖 DNAよりも Antiparallelテロメア多量体 4本鎖構造に対して 30倍以上の結合能

及び結合選択性を示した 94。 
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Fig. 1-3-5. M1の構造式 (A)とテロメア多量体 4本鎖DNAとの複合体モデル (B) 89, (360)2A

の構造式 (C), (360)2AとテロメアDNAとの結合モデル (D) 95, nickel-salphenの構造式 (E) 

及び nickel-salphenとテロメア多量体 4本鎖 DNAへの結合モデル (F) 94. 

 

  

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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１-４. 本研究の目的 

これまでに述べてきたように、テロメア DNA から形成される 4 本鎖構造に結合し、安

定化する化合物は新たな抗がん剤候補として注目されており、当研究室で開発された cNDI

は分子構造的に副作用の少ない抗がん剤として魅力的な化合物である。さらに、近年注目さ

れている多量体 4 本鎖構造に対し特異的に結合する cNDI を開発することができれば、従

来の cNDIよりもテロメア 4本鎖構造識別能が向上することが期待される。 

著者はまず官能基導入可能な機能性 cNDI としてリンカー部にオレフィン部とアミノ基

を有する 2種類の cNDI誘導体を設計・合成を試み、官能基導入を検討した。結果、オレフ

ィン部へ官能基を導入することができず、一方でアミノ基への官能基導入に成功したこと

からリンカー部にアミノ基を有する cNDI誘導体を起点に、機能性 cNDI誘導体の設計・合

成を検討した。まず、多量体 4本鎖 DNAに特異的に結合し、DNA構造を安定化する化合

物である 2 量体 cNDI (cNDI-dimer)の設計・合成を試みた。環状構造を有する cNDI を 2

量体化することで、元々持っていた 2本鎖 DNAとの結合能低下に加え、1量体 4本鎖 DNA

との結合能低下し、多量体 4本鎖 DNAを特異的に認識することが期待される。そこで 2量

体 4本鎖 DNA に選択的に結合できるよう 2個の cNDI を連結した cNDI誘導体と 1個の

cNDI内に 2個の NDI骨格を有する cNDI誘導体の 2種類を合成し、これらが従来の 1量

体 cNDIよりも多量体 4本鎖 DNAを特異的に認識し、強い抗がん作用を示すと考えた。 

また 4本鎖構造のセンサーとしての高感度蛍光プローブの開発も近年注目を集めている。

非常に特異的なテロメア 4 本鎖構造プローブの開発は 4 本鎖構造と機能を理解するために

重要であり、抗がん剤開発にも大きな影響を与えることが期待される。そこで蛍光イメージ

ング試薬として、cNDIに蛍光色素である FITC（fluorescein isothiocyanate）と蛍光色素

修飾アビジンと相互作用するビオチンの導入を試みた。Ta-Chau Changら 96–100は独自に

開発した 4本鎖DNA結合化合物が 4本鎖DNAと結合した際に蛍光を示す特性を利用した

4本鎖 DNAの蛍光イメージングを行っているが、化合物の構造が平面構造であるため 2本

鎖 DNAへ結合してしまう可能性がある。そこで cNDIに蛍光色素を導入することができれ

ば、cNDIの分子構造的に 2本鎖 DNAへ結合しにくい特性を生かし、4本鎖 DNAの蛍光

イメージングを行うことができると期待した。さらに、cNDIに直接蛍光色素を導入した手

法と、蛍光色素修飾アビジンとビオチン修飾 cNDIによる間接的手法を用いることで、細胞

内の 4本鎖構造の分布や制御機構に関する新たな知見を得ることができると考えた。 
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本論文では 7章構成として、これらの成果について述べた。 

第 1章は序論で、遺伝子の基本構造であるDNAが形成する高次構造や生体内での役割、

生命の寿命にかかわるテロメアと高次構造の関係性、そして本研究の目的や意義などにつ

いて述べた。 

第 2 章では、cNDI に置換基導入を行うためにリンカー部にオレフィン部とアミノ基を

有する cNDI誘導体について、その合成法から DNAとの相互作用についての基礎研究成果

について述べた。具体的には、cNDI の前駆体合成から環状化、DNA との結合様式や安定

化効果に関する検討、オレフィン部への 3-Mercaptopropionic acid 導入などについて検討

した。 

第 3章では、テロメアの 4本鎖構造クラスター構造に特異的に結合するよう設計した２

量体 cNDIの合成と DNAとの相互作用について述べた。具体的には、第 2章で開発に成功

したリンカー部にアミノ基を有する cNDI の 2 分子間を異なる長さのアルキル鎖で連結し

た cNDI-dimerを合成した。さらに、様々な分析技法による DNAとの結合様式や安定化効

果、ゲル電気泳動と電気化学的手法を用いたテロメラーゼ活性阻害の評価を行った。 

第 4章では、第 3章で設計・合成した cNDI-dimerの cNDI間のアルキル鎖をポリエチ

レングリコール (PEG)鎖で連結した cNDI-PEG-dimerの設計・合成と DNAとの相互作用

解析について述べた。更に、テロメア 1量体、2量体 4本鎖 DNAとの複合体形成確認を行

い、多量体 4本鎖 DNAの識別能を評価した。 

第 5章では、第 3, 4章で述べた cNDIの 2量体化とは異なるアプローチで 4本鎖構造ク

ラスターを強く安定化する新たな化合物の設計・合成、DNAとの相互作用について述べた。

具体的に、1分子内に 2個のNDI骨格を有する cdNDI (cyclic dinaphthalene diimide)を合

成し、2量体 4本鎖 DNAとの 2個の 4本鎖 DNAの隙間に cdNDIが入り込むことによる

2量体 4本鎖構造への結合能増大や安定化、多量体 4本鎖 DNA識別能について検討した。 

第 6章では、第 2章のアミノ基を有する cNDI誘導体を応用し、蛍光性の cNDIに関す

る研究を行った。具体的には cNDI のアミノ基へ蛍光色素である FITC とビオチン化合物

を導入し、4本鎖 DNAや 2本鎖 DNAとの相互作用について述べた。さらに、蛍光性 cNDI

を細胞へ導入することで、細胞内 4本鎖構造イメージングを行った。 

第 7章では、結論として本研究で得られた成果を総括し、今後の展望について述べた。 
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第 2章 

置換基導入可能な機能性 cNDIの合成と評価 

 

２-１. 緒言 

1 章で述べたように、これまでに数多くの 4 本鎖 DNA (G4)結合リガンドが開発されて

おり、G4との結合挙動解析や熱安定化評価、細胞実験など様々な測定法を用いた化合物評

価が行われてきた 1–8。G4結合リガンド開発として G4への親和性の向上を目指した多くの

研究例の中、G4に関する新たな知見を得ようと G4結合リガンドに新たな機能を付加した

研究例が報告されてきている。その中でもナフタレンジイミド (NDI)を基本骨格として新

たな機能を付与した G4リガンドの研究例が活発に行われてきた。 

Freccero9らは 3置換 NDIを合成し、そのうちの 1つの側鎖と NDIの間に Cuを配位さ

せたNDI-Cu-DETAを開発し、FRET融解温度測定、NMR、ゲル電気泳動、MSからNDI

部位がG-quartetとスタッキングした際にCu配位部位に最接近したDNA構造を切断する

ことを証明した。またMilelli10らは 2本鎖 DNAと 4本鎖 DNAに結合可能な NDI誘導体

と Scriptaid と呼ばれるヒストン非アセチル化 (HDAC)阻害剤のナフタルイミド誘導体を

組み合わせることで NDI誘導体に更なる機能を付加させ、in vitro, in vivo療法での HDAC

阻害と細胞増殖の減少を誘発したことを明らかにした。また、Takenaka8らは 4置換 NDI

誘導体を開発し、電気化学的手法を用いた癌診断へと応用を行っている。NDI の 4 つの置

換基へ電気応答を示すフェロセンを導入した 4置換フェロセン化 NDI (tFND)が設計・合成

され、これによる電気化学的テロメラーゼ活性検出を達成している。手法としては、テロメ

ア配列を有する 1本鎖 DNAを金電極に固定化し、tFND溶液を用いて 1本鎖 DNAの電流

値を見積もる。その後、テロメラーゼ、1価カチオン含有溶液を金電極上に添加しテロメア

DNA 伸長反応が起こると伸長されたテロメア DNA はカチオンを包摂し G4 を形成する。

これを tFND溶液に入れると、tFNDが G4に結合し電流が増加する。tFNDは 1本鎖 DNA

への結合能は低く、G4 への結合能が高い特性を利用し、1 本鎖 DNA に対する G4 の電流

値の増加率から電気学的テロメラーゼ活性検出を行うものである。 

以上のように本来の G4リガンドが持つ G4結合能に DNA 切断、HDAC阻害、センシ

ングなど新たな機能を加えることで、より低濃度で効果を発揮する抗がん剤開発やより特

異的ながん遺伝子診断へと展開することが可能となる。上記で紹介したようにNDIへの機

能付加の報告例が数多い理由としては、NDIの 2か所のイミド部位や NDI骨格の 2, 3, 6, 

7位への置換基付加が可能であることが挙げられる。 
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環状ナフタレンジイミド (cNDI)へ置換基導入を検討したところ、2か所のイミド部位は

環状構造にするために使用されているため 2, 3, 6, 7位もしくは環状リンカー部位への導入

が候補に挙がったが、2, 3, 6, 7位への置換基導入は cNDIのNDI骨格とは異なる構造とな

るため G4への結合挙動などが変わる可能性があった。従って、環状リンカー部に置換基を

導入できるような分子構造を考案した (Fig. 2-1-1)。 

環状リンカー部に置換基を導入する方法として 2 種類の化合物を設計・合成した。1 つ

目はリンカー部にオレフィン部を有する分子構造で、オレフィン部へ 3-Mercaptopropionic 

acid を修飾し、カルボン酸への機能性置換基導入が期待される (Fig. 2-1-2A)。2 つ目はリ

ンカー部にアミノ基を有する分子構造である。アミノ基はカルボン酸との縮合反応により

容易に置換基を導入することができるため、本研究に適していると判断した(Fig. 2-1-2B)。 

そこで本章では、cNDI のリンカー部にオレフィン部を有する構造とアミノ基を有する

構造の 2種類の新規 cNDIの開発を試み、置換基導入前での 4本鎖 DNAや 2本鎖 DNAと

の相互作用について検討した。 

 

Fig. 2-1-1. (A) cNDI-NMe-Gluの構造式と(B) cNDI-NMe-Glu-NH2の構造式. 

 

Fig. 2-1-2. (A) cNDI-NMe-Glu のオレフィン部へチオール付加後、カルボン酸へ置換基を

導入するモデル図と(B) cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基へ置換基を導入するモデル図.  
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２-２. 実験 

２-２-１. 合成 

化合物 3までの合成は文献 11、cNDI-NMe-Gluの合成は文献 7を参考に合成し、下記の

スキームに従って、リンカー部にオレフィン部を有する cNDI-NMe-Glu (Scheme 2-1)とア

ミノ基を有する cNDI-NMe-Glu-NH2 (Scheme 2-2)の合成を行った。 
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Scheme 2-2 

 

２-２-１-１. NH2-NMe-Boc (1)の合成 

 

 

 

N,N -Bis(3-aminopropyl)methylamine (東京化成) 8.05 mL (50.0 mmol)を 1,4-Dioxane 
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て滴下した。反応中に溶液が白濁した時に、白濁が無くなるまでMilli-Q水を加えた。滴下
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レーターで溶媒を減圧留去し、真空乾燥にて黄色油状物質を得た。収量: 2.47 g (10.1 mmol)、

収率: 20% (文献値 11: 25%)。MALDI-TOF-MS (positive mode, α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid (α-CHCA)): m/z = 248.3228 (理論値: [C12H27N3O2+H]+ = 246.3698)。1H-NMR (400 

MHz, CDCl3): δ = 1.44 (9 H, s), 1.57-1.67 (4H, m), 2.17-2.19 (3H, s), 2.36-2.40 (4H, m), 

2.73-2.77 (2H, t, J = 6.9 Hz), 3.16-3.19 (2H, t, J = 5.9 Hz), 5.40 (1H, bs) ppm。 

 

２-２-１-２. NDI-NMe-Boc (2)の合成 

 

 

 Naphthalene-1,4,5,8-tetra-carboxylic dianhydride (東京化成) 1.18 g (4.03 mmol)と化合

物 1 2.47 g (10.0 mmol)に Toluene (和光純薬) 300 mLを加え、加熱を開始し 4時間還流し

た。その後、エバポレーターを用いて溶媒を減圧留去した。残渣にMilli-Q水 200 mLを加

え、超音波照射後、吸引ろ過し、得られたろ物を真空乾燥して黄土色固体物質を得た。収量: 

2.88 g (3.99 mmol)、収率: 99% (文献値 11: 62%)。MALDI-TOF-MS (positive mode,α-CHCA): 

m/z = 724.6778 (理論値: [C38H54N6O8+H]+ = 723.8790)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 

1.42 (18 H, s), 1.62-1.69 (4H, quin), 1.88-1.95 (4H, quin), 2.23 (6H, s), 2.40-2.43 (4H, t, J 

= 6.6 Hz) , 2.48-2.51 (4H, t, J = 6.8 Hz), 3.20-3.22 (4H, t, J = 2.9 Hz), 4.24-4.28 (4H, t, J 

= 7.6 Hz), 5.50 (2H, bs), 8.77 (4H, s) ppm。 
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２-２-１-３. NDI-NMe-NH2 (3)の合成 

 

 

化合物 2 2.88 g (3.99 mmol)と Trifluoroacetic acid (TFA, 和光純薬) 10.0 mLをナスフ

ラスコに入れ撹拌を開始した。6時間後撹拌を終了し、エバポレーターで溶媒を減圧留去し

た。残渣に Ethyl acetate 350 mLを加えたところ沈殿物が生じた。その後、超音波照射、

吸引ろ過し、得られたろ物を真空乾燥して白桃色固体物質を得た。MALDI-TOF-MS, 

Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC), 1H-NMR測定

により目的物を高純度で得たことを確認した。収量: 0.97 g (0.99 mmol) (NDI-NMe-NH2/ 

4TFA換算)、収率: 90% (文献値 11: 97%)。MALDI-TOF-MS (positive mode,α-CHCA): m/z 

= 524.4656 (理論値: [C28H38N6O4+H]+ = 523.6474)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.95-

2.06 (8H, m), 2.58 (6H, s), 2.91-2.94 (4H, t, J = 7.8 Hz), 3.10-3.21 (8H, m), 4.06-4.09 (4H, 

t, J = 7.0 Hz), 8.52 (4H, s) ppm。 

 

２-２-１-４. cNDI-NMe-Gluの合成 
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化合物 3 0.50 g (0.51 mmol)と trans-Glutaconic acid (Sigma-Aldrich) 0.67 g (0.51 

mmol)をナスフラスコに入れ、そこへN,N-dimethylformamide (DMF, 和光純薬) 200 mL, 

Triethylamine (TEA, 和光純薬 ) 20 mL を追加した。さらに、 (Benzotriazol-1-yloxy) 

tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP, 渡部化学) 0.891 g (1.71 mmol)

と Benzotriazol-1-ol (HOBt, 渡辺化学) 0.231 g (1.71 mmol)を加え、室温で 48時間攪拌し

た。その後、エバポレーターを用いて溶媒を減圧留去し、真空乾燥したところ黒色の液体が

残った。展開溶媒 (CHCl3: CH3OH: Diethylamine (DEA, 和光純薬) = 1: 0.2: 0.03)を用い

てシリカゲルカラムクロマトグラフィーで Rf = 0.675の部分を分取した。エバポレーター

を用いて分取したサンプルの溶媒を減圧留去し真空乾燥したところ茶色の固体物質を確認

した。そのサンプルを CHCl3 10 mLに溶解させ、Hexane (関東化学) 200 mLで再沈殿し

た。24 時間放置後、溶液中に薄茶色の沈殿が生成したのを確認し、吸引ろ過を行い、ろ物

を真空乾燥したところ茶色の固体物質を得た。MALDI-TOF-MS, RP-HPLC, 1H-NMR測定

により目的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 106 mg (0.172 mmol)、収率: 34%。

MALDI-TOF-MS (positive mode, 2,5-Dihydroxybenzoic Acid (DHBA)): m/z = 618.9270 

(理論値: [C35H39N7O6+H]+ = 617.7155)。1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.94-2.04 (14H, 

m), 2.14-2.17 (4H, t, J = 6.2 Hz), 2.25-2.29 (4H, t, J = 8.5 Hz), 2.73-2.76 (4H, t, J = 6.8 

Hz), 2.97-2.99 (4H, t, J = 5.8 Hz), 4.30-4.40 (2H, m), 5.70-5.74 (1H, m), 6.12 (1H, bs), 6.50-

6.57 (1H, m), 6.73 (1H, bs), 8.73 (4H, s) ppm。 

 

２-２-１-５. cNDI-NMe-Glu-S-COOHの合成 

 

 

cNDI-NMe-Glu を 35 mg (0.048 mmol)秤量し、ナスフラスコへ入れた。そこへ 3-

Mercaptopropionic acid (東京化成) 3.81 μL, Na2CO3 (和光純薬) 15 mg, CH3OH 1 mLを加

えたところ、均一溶液になった。1晩撹拌したのち、溶媒を留去し、MALDI-TOF-MSを測

定したが目的物由来のピークを得ることはできなかった。MALDI-TOF-MS (positive mode, 

DHBA): m/z = - (理論値: [C36H46N6O8S+H]+ = 723.8601)。 
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２-２-１-６. cNDI-NMe-Glu-Boc (4)の合成 

 

 

化 合 物  3 4.70 g (5.10 mmol) と 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-

triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxide hexafluorophosphate (HATU, 渡辺化学) 4.84 g (12.72 

mmol), Boc-Glu-OH (渡辺化学) 1.26 g (5.10 mmol)を混合した。そこへ DMF 500 mL, TEA 

50 mLを加えた。攪拌開始から 2時間後、攪拌を終了しエバポレーターで溶媒を減圧留去

し、真空乾燥した。残渣に 200 mL CHCl3を加え 5分間超音波照射し、MilliQ-水を用いて

洗浄を行った (100 mL×3)。得られた有機層にMgSO4 (和光純薬)を加え 1時間乾燥し、自

然ろ過を行い、エバポレータでろ液の溶媒を減圧留去した。さらに、シリカゲルカラムクロ

マトグラフィーによる精製を行った。展開溶媒 (CHCl3: DEA = 1: 0.06)で Rf＝0.30の部分

を分取後、エバポレーターで溶媒を減圧留去、真空乾燥をした。真空乾燥後、橙色の固体物

質を得ることができた。MALDI-TOF-MS, RP-HPLC, 1H-NMR測定により目的物を高純度

で得たことを確認した。収量: 0.70 g (0.95 mmol)、収率: 19%。MALDI-TOF-MS (positive 

mode, DHBA)): m/z = 734.5192 (理論値: [C38H51N7O8+H]+ = 734.8619)。1H-NMR (400 

MHz, CDCl3): δ = 1.37 (9H, s), 2.00-2.03 (4H, t, J = 6.6 Hz), 2.06 (4H, m), 2.12 (4H, m), 

2.30-2.32 (4H, m), 2.58-2.61 (4H, m), 2.90 (2H, m), 3.02-3.08 (8H, q, J = 7.3 Hz), 3.83 (1H, 

m), 4.31-4.37 (2H, q, J = 7.4 Hz), 5.65 (1H, bs), 6.97 (1H, s), 7.14 (1H, s), 8.71-8.76 (4H, 

q, J = 6.1 Hz) ppm。 
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２-２-１-７. cNDI-NMe-Glu-NH2 の合成 

 

 

化合物 4 0.70 g (0.95 mmol) に CHCl3 20 mLを加え溶解後、TFA 10 mLを加え攪拌を

開始した。1時間後、攪拌を終了しエバポレーターで溶媒を減圧留去したところ黒色のオイ

ル状物質を得た。さらに 10 mL CH3OHによる共沸を 4回行うことで黒色の固体物質を得

た。固体物質を真空乾燥後、100 mL Ethyl acetateを加えて超音波照射した。その後、吸

引ろ過より得られたろ物を真空乾燥し、得られた薄黄色の固体物質を得ることができた。

MALDI-TOF-MS, RP-HPLC, 1H-NMR 測定により目的物を高純度で得られたことを確認

した。収量: 0.66 g (0.68 mmol) (3TFA 塩換算)、収率: 72%。MALDI-TOF-MS (positive 

mode, DHBA)): m/z = 634.3963 (理論値: [C33H43N7O6+H]+ = 634.7461)。1H-NMR (500 

MHz, D2O): δ = 1.58-1.73 (4H, m), 1.97-2.11 (4H, m), 2.73-2.77 (6H, m), 2.89-2.96 (8H, 

m), 3.10-3.23 (2H, m), 3.57-3.64 (1H, s), 4.20 (4H, s), 8.45 (4H, s) ppm。 
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２-２-２. DNAとの相互作用測定 

２-２-２-１. 本章で使用した化合物と DNA 

cNDI-NMe-Glu, cNDI-NMe-Glu-NH2のモル吸光係数はUV/Vis測定により決定された

30560 cm-1M-1を用い、DNAはTable 2-2-2-1-1に示す配列とモル吸光係数を用いた。DNA

はジーンネットより購入した。ds-oligoは12-ss (+)と12-ss (-)を混合することで調製した。 

 

２-２-２-２. 吸収スペクトル測定 

最初にアニーリング処理を以下の通り行った。エッペンドルフチューブに 50 mM Tris-

HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 150 μM DNA溶液を調製した。その後、エッペンドル

フチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷

却した。アニーリングを行った DNA溶液は使用するまで 4ºCで保存した。 

1500 μLのセル中に 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を調製し、溶

液を撹拌した状態で初めにベースライン測定を行った。続いて、cNDI溶液を最終濃度が 5.0 

μMになるようベースライン測定後のセルへ添加し、1 分 30秒撹拌後に測定を行った。そ

の後、DNA溶液を数 μL添加し、1 分 30秒撹拌後に測定を行うという操作を繰り返した。

リファレンス溶液として 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を用いた。 

cNDI-NMe-Glu-NH2 vs. TA-core, ds-oligoでの測定条件を次に示す。測定機器: Jasco V-

750 spectrophotometer (Jasco)、サンプリング間隔: 0.5 nm、積算回数: 1回、測定温度: 25°C. 

上記以外のサンプルでの測定条件を次に示す。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日立

ハイテクノロジーズ)、走査速度: 600 nm/min、サンプリング間隔: 1 nm、スリット: 5 nm、

積算回数: 1回、測定温度: 25ºC. 

測定後のデータ解析として下記に示す Scatchard plotの式を用いた。 

𝑣

𝑐
= 𝐾 (𝑛 − 𝑣) ・・・(1) 

vは DNA 1モルに結合しているリガンドのモル数、cは結合していないリガンドのモル

数、Kは結合定数、nは 1分子の DNAに結合するリガンド数(結合個数)を意味する。 

Table 2-2-2-1-1. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 DNA配列 
モル吸光係数 

/cm-1M-1 

TA-core 5'-TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 236500 

c-myc 5’-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA-3’ 225400 

HP-27 5’-GCGATTCTCGGCTTTGCCGAGAATCGC-3’ 245800 

12-ss (+) 5'-GGGAGGTTTCGC-3' 114000 

12-ss (-) 5'-GCGAAACCTCCC-3' 108600 
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また、化合物と DNAが結合する際の結合能が低い時、解析した際の直線から Scatchard 

plot上に乗るプロットの個数が著しく少なくなり、正しく解析できない。そこで、弱い結合

で相互作用を起こす複合体においては Benesi-Hildebrand 解析により評価を行うことでそ

の問題を解消することができる。Benesi-Hildebrandの式を下記に示す。 

1

𝛥𝐴𝑏𝑠.
=

1

𝐾𝑙𝛥𝜀[𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑]
×

1

[𝐷𝑁𝐴]
+

1

𝑙𝛥𝜀[𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑]
 ・・・(2) 

ΔAbs.は吸光度の変化量、lはセル長、Δεはモル吸光係数の変化、[Ligand]は Ligand濃

度、[DNA]は DNA濃度、Kは結合定数を意味する。 

 

２-２-２-３. 等温滴定型熱量測定 

最初にアニーリング処理を次の通り行った。まず、エッペンドルフチューブに 10 μM 

DNA, 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)を調製した。その後、エッペンドルフ

チューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºCで 10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却

した。サンプルセルにアニーリング処理後の DNA 溶液を専用シリンジで 250 μL 充填し、

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)存在下の 100 μM cNDI溶液を滴下シリンジ

に 50 μL充填した。その後、滴下シリンジを機器にセットし測定を開始した。 

測定条件は以下の通りである。測定条件: 測定温度: 25ºC、攪拌速度: 350 rpm、滴下シ

リンジサイズ: 50 μM、1~25滴定: 1.96 μL、インターバル: 120秒、装置: Nano ITC LV (TA 

Instrument). 

ブランクとして、サンプルセルに 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)を 250 

μL加え、シリンジを用いて 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)存在下の 100 μM 

cNDI溶液を滴下した際のデータを取得した。解析時にブランクを差し引いて解析した。ま

た、初滴定の値を除外した 2~25回目のデータを用いて Independentモードで解析を行い、

熱力学パラメータを算出した。解析ソフトはTA Instrument社のNano Analyzeを用いた。 

装置内のサンプルセルに入っている DNA 溶液へ専用シリンジを用いてリガンド溶液を

添加することで DNAとリガンドとの熱力学的な相互作用を観測し、特定の部位へ 1分子の

みが結合する independent model の(3)式と(4)式で fittingすることで結合パラメータ及び

熱力学的パラメータを算出した。 

 

Q =
𝑛𝑀𝑡∆𝐻𝑉0

2
[1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
− √(1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
)

2
−

4𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
]  (3)  

∆𝑄(𝑖) = 𝑄(𝑖) +
𝑑𝑉𝑖

𝑉0
[

𝑄(𝑖)−𝑄(𝑖−1)

2
] − 𝑄(𝑖 − 1)   (4)  

Qは全体の熱量、ｎは結合個数、Q(i)は i回目の滴下後の熱量、ΔQ(i)は熱量変化、ΔHは

エンタルピー変化、V0は体積、Mtは V0での DNA 濃度、Xtはリガンド濃度、Kは結合定

数である。 
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２-２-２-４. 円二色性 (CD)スペクトル測定 

最初にアニーリング処理を以下の通り行った。エッペンドルフチューブに 1.5 μM DNA, 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClを調製した。エッペンドルフチューブの蓋

をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。 

まず、セルに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClを加え、ベースライン測定

を行った。次に、アニーリング後の DNA溶液をセルに添加し、約 500 rpmで 1 分間撹拌

後に測定を行った。その後、cNDI溶液をセルへ滴下し、約 500 rpmで 1分間撹拌後に測

定を行った。cNDI溶液の滴下は、cNDIの濃度が 4.5 μM ([cNDI]/[DNA] = 3)になるまで行

った。 

測定条件は以下のとおりである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分散計 (日本分光社), 

感度: 100 mdeg, 走査速度: 50 nm/min, レスポンス: 4 sec, データ間隔: 0.2 nm, バンド幅: 

2 nm, 積算回数: 4回, 測定温度: 25ºC. 

 

２-２-２-５. 融解温度 (Tm)測定 

アニーリング処理は 2-2-2-4と同様の方法で行った。セルに 1.5 μM DNA, 50 mM Tris-

HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClを 2500 μL加え、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を

行った。その後 DNA溶液の入ったセルに 4.5 μM cNDIを加え再度測定を行った。 

TA-coreを用いた実験の測定条件は以下の通りである。測定機器: JASCO J-820 円二色

性分散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, レスポンス: 1 sec, バンド幅: 1 nm, データ読み

取り間隔: 0.2ºC, 積算回数: 1回, 温度勾配: -1ºC /min (95-25ºC)。 

ds-oligo を用いた実験の測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-

3010 (日立ハイテクノロジーズ)、測定波長: 260 nm, スリット: 5 nm, データ取り込み間隔: 

0.5ºC, 積算回数: 1 回, 温度勾配: -1ºC /min (95-20ºC). 
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２-３. 結果と考察 

２-３-１. cNDIと DNAとの結合挙動解析 

化合物濃度を一定に保って DNA 濃度を種々変化させた時、化合物の吸収スペクトルが

変化する時、Scatchard 解析や Benesi-Hildebrand 解析により、その結合状態の詳細が評

価できる。 

まず、50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClの条件で cNDI-NMe-Gluが存在

する水溶液に、アニーリング処理済み TA-core, c-myc, ds-oligo溶液を添加していった時の

吸収スペクトルを測定した。その結果を Fig. 2-3-1-1にそれぞれ示す。TA-core添加に伴う

大きな淡色効果と若干のレッドシフト (長波長シフト)が観測されたことから、cNDI-NMe-

Glu の NDI と TA-core の G-quartet 部分が効果的に相互作用しているものと考える。ま

た、400 nm 付近の等吸収点が 1 点に収束していることを確認した。このことから、cNDI

は単一の結合様式で TA-coreに結合していることが示唆される。一方で cNDI-NMe-Glu溶

液へ ds-oligoを添加した時、TA-core添加で生じた 50%の淡色効果に比べて 40%と小さな

淡色効果が観測され、レッドシフトは観測されなかった。400 nm付近の等吸収点が観測さ

れたことから、単一の結合様式で cNDIは ds-oligoと相互作用を起こしているが、その効果

は 4本鎖 DNAに比べて小さかった。 

ここで得られた吸収スペクトルの変化より結合率を算出し、TA-core に対しては

Scatchard plotを、ds-oligoでは Benesi-Hildebrand plotを行い、cNDIの各 DNAに対す

る結合定数と結合個数を算出した (Fig. 2-3-1-2)。cNDIと TA-coreの結合に関して(1)式に

fittingした時の結果が Fig. 2-3-1-2Aで、cNDIと ds-oligoの結合に関して(2)式に fittingし

た時の結果が Fig. 2-3-1-2Bである。 

次に cNDI-NMe-Glu, cNDI-NMe-Glu-NH2と核酸の結合パラメータを Table 2-3-1-1、

淡色効果とレッドシフトを Table 2-3-1-2に示した。 
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Fig. 2-3-1-1. DNA添加による cNDI-NMe-Gluの吸収スペクトル変化 (A, C, E)と 385 

nmの吸光度変化 (B, D, F). (A, B): TA-core, (C, D): c-myc, (E, F): ds-oligo. 5.0 μM 

cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Table 2-3-1-1. cNDI誘導体と各種 DNAとの結合定数及び結合個数 

DNAs 
cNDI-NMe-Glu-NH2 cNDI-NMe-Glu 

10-6 K/M-1 n 10-6 K/M-1 n 

TA-core a 3.5 2 1.9 2 

c-myc a 2.1 2 2.2 2 

ds-oligo b 0.03 - 0.02 - 

a: Calculated by Scatchard plot. 

b: Calculated by Benesi-Hildebrand plot. 

5.0 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 

Table 2-3-1-2. cNDI誘導体と各種 DNAによる淡色効果およびレッドシフト 

DNAs 
cNDI-NMe-Glu-NH2 cNDI-NMe-Glu 

Hypochromicity/% Red shift/nm Hypochromicity/% Red shift/nm 

TA-core 56 2 54 2 

c-myc 51 2 56 2 

ds-oligo 38 0 39 0 

5.0 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 2-3-1-2. (A) cNDI-NMe-Gluに TA-coreを添加した時の Scatchard plot、(B) cNDI-

NMe-Gluに ds-oligoを添加した時の Benesi-Hildebrand plot. 
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cNDI-NMe-Glu-NH2の DNA への結合に関して cNDI-NMe-Gluと比較すると Parallel 

G4である c-myc, 2本鎖 DNAである ds-oligoへの結合定数は同程度であるが、Hybrid G4

である TA-core では cNDI-NMe-Glu よりも約 2 倍強く結合した。この結合定数の違いは

G4構造を形成する Gラン以外のループ部分によるものだと考えられる。Fig. 2-3-1-3に G4

構造のループの模式図を示す。Parallel G4 構造のループは G4 構造の側部に形成される

Propeller loop  (Fig. 2-3-1-3c)のみであるが、Hybrid G4はPropeller loop以外にG-quartet

に対して垂直な位置に Lateral loop (Fig. 2-3-1-3a)が存在する。この Lateral loop は G-

quartetと結合した G4結合分子と Propeller loopよりも近い位置に存在するため、結合能

評価をする上では重要な部位である。今回の cNDI-NMe-Glu-NH2が Hybrid G4に結合し

た際に、上記で説明した Lateral loop と cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基との相互作用が

起こり、結合定数が増大したと考えられる。また、2本鎖 DNAである ds-oligoへの結合能

は Benesi-Hildebrand plotで fittingできていることから G4に比べて相互作用は弱いと考

える。最後に淡色効果とレッドシフトに関して、cNDI-NMe-Glu-NH2は cNDI-NMe-Glu が

同程度の淡色効果とレッドシフトが観測され、いずれの G4においても 2 nmと同じであっ

たことから、リンカー部の構造の違いはレッドシフトに影響しないものと考えられる。 

 

Fig. 2-3-1-3. G4 構造のループの概念図. (a) edge-wise もしくは lateral, (b) diagonal, (c) 

double chain-reversalもしくは propeller, (d) V-shaped loops. 

 

次に、等温滴定型熱量 (ITC)測定を行った。cNDI-NMe-Glu-NH2と TA-core, c-myc, HP-

27による ITC測定結果と等温滴定曲線を Fig. 2-3-1-4に示した。4本鎖 DNAである TA-

coreや c-myc溶液へ cNDI溶液を添加した時、Fig. 2-3-1-4A, Bのような発熱量の減少が見

られシグモイド曲線を得ることができ、そこから結合パラメータと熱力学的パラメータを

算出した。一方、2本鎖 DNAであるHP-27では Fig. 2-3-1-4Cに示す図のように熱量変化

が小さく、cNDIと 2本鎖 DNAの結合が弱いことが示唆される。 

他の化合物、DNA について ITC 測定を行い、(1)式と(2)式で fitting して得られた結合

パラメータ及び熱力学的パラメータを Table 2-3-1-3 に示す。結合能 (Ka)で比較すると、

cNDI-NMe-Glu-NH2は c-mycに比べて TA-coreへの結合能が低いという結果が得られた。
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これは TA-coreへ cNDI-NMe-Glu-NH2が結合する際に TA-coreの Lateral loopが結合を

阻害している可能性が考えられる。 

熱力学的パラメータを見ると化合物ごとで傾向が異なるという面白い結果が得られた。

両化合物ともに ΔG に大きな差異は見られなかったものの、cNDI-NMe-Glu-NH2の ΔS が

cNDI-NMe-Glu よりも高い結果が得られた。これにより cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基

が DNA と相互作用した際に脱水和の影響によりエントロピーロスが生じたことが示唆さ

れる。また、cNDI-NMe-Glu のリンカー部に置換基は飛び出していないので cNDI-NMe-

Glu-NH2とは異なりエントロピーロスが小さかったと考える。 

 

 

 

Table 2-3-1-3. ITC測定により算出した各熱力学的パラメータ 

 
cNDI-NMe-Glu-NH2 cNDI-NMe-Glu 

TA-core c-myc TA-core c-myc 

10-5 Ka/M-1  6.2 13.7 24.0 11.2 

n  2 1 1 2 

ΔH /kcal mol-1 -15.8 -14.4 -9.6 -9.1 

-TΔS /kcal mol-1 7.9 6.0 0.86 0.84 

ΔG /kcal mol-1 -7.9 -8.4 -8.7 -8.3 

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 

Fig. 2-3-1-4. cNDI-NMe-Glu-NH2 の ITC 測定結果 (上段)と等温滴定曲線 (下段). (A) 

TA-core, (B) c-myc, (c) HP-27. 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 
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２-３-２. cNDIによる DNA構造変化の解析 

TA-core, c-myc, ds-oligo溶液への cNDI-NMe-Glu滴下に伴う CDスペクトルの変化を

それぞれ Fig. 2-3-2-1に示した。また、TA-core, c-myc, ds-oligoへの cNDI-NMe-Glu-

NH2添加に伴う CDスペクトル測定結果を Fig. 2-3-2-2に示した。 

KCl存在下でリガンド添加前における TA-coreの CDスペクトルは 290 nm付近に正の

コットン効果、270 nm付近の小さな肩、240 nm付近の負のコットン効果が観測されたこ

とからHybrid構造を形成していると判断される。TA-core溶液に cNDI溶液を添加すると

290 nm付近の正のコットン効果の増大と 240 nm, 270 nmのスペクトルの若干の変化を観

測したが元の DNA のみの CD スペクトルの形を保持していたことから、cNDI-NMe-Glu, 

cNDI-NMe-Glu-NH2はHybrid構造を維持したままTA-coreと相互作用したと考えられる。 

続いて、cNDI添加前における c-mycの CDスペクトルは 260 nm付近に正のコットン

効果、240 nm付近に負のコットン効果を示したことから、Parallel構造を形成しているこ

とが判断できる。cNDIを 1等量分添加したところ、260 nm付近の正のコットン効果大幅

な減少、240 nm付近の負のコットン効果の若干の減少し、2等量目以降はスペクトルの変

化はほとんど起こらなかった。また、スペクトルの全体の形が変化していないことから、c-

myc G4に対し、2つの cNDIがそれぞれ DNA本来の Parallel構造を維持したまま 1: 1で

強く相互作用したと考えられる。最後に、cNDI添加前における ds-oligoの CDスペクトル

は 280 nm付近に正のコットン効果、250 nm付近に負のコットン効果が見られた。化合物

添加に伴うコットン効果の変化は観測されなかった。 
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Fig. 2-3-2-1. cNDI-NMe-Glu添加による CDスペクトル測定結果. (A) TA-core, (B) c-

myc, (C) ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 1.5 μM 

DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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２-３-３. cNDIによる DNA構造の熱安定性評価 

cNDIの 4 本鎖安定性を評価するために融解温度 (Tm)測定を行った。2本鎖 DNA であ

る ds-oligoの Tm測定は 260 nmの吸光度変化を用いて測定したが、4本鎖 DNAではその

吸光度の変化量が小さいため、CDによる G4特有の楕円率の変化より Tm測定を行った。 

cNDI-NMe-Glu-NH2添加に伴う各種 DNAの Tm測定結果を Fig. 2-3-3-1に示す。これ

らの測定結果と他の化合物、DNAを用いた測定結果から算出した Tm値を Table 2-3-3-1に

まとめる。Table 2-3-3-2では、1.5 μM DNAに対し、3倍量である 4.5 μM cNDI存在下で

の Tm測定結果と化合物存在下、非存在下での Tm値の差から算出した ΔTm値も合わせて示

している。 

Table 2-3-3-1. 各 cNDI添加に伴う各種 DNAの Tm値及び ΔTm値 

DNAs 
Tm/°C Tm/°C (ΔTm/°C) 

No Ligand cNDI-NMe-Glu-NH2 cNDI-NMe-Glu 

TA-core 60.0 74.0 (14.0) 69.0 (9.0) 

ds-oligo 51.5 52.5 (0.7) 52.0 (0.5) 

1.5 μM DNA, 4.5 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl. 

Fig. 2-3-2-2. cNDI-NMe-Glu-NH2添加による DNAの CDスペクトル測定結果. (A) TA-

core, (B) c-myc, (C) ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 

1.5 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 2-3-3-1の結果から、cNDI-Me-Glu-NH2は G4である TA-coreに対して化合物濃度

増大に伴い Tm曲線が高温側へシフトしていることから、G4 構造の熱安定性が向上してい

ることが確認された。また、ds-oligoに対して化合物濃度増大に伴う Tm曲線のシフトは示

されなかったため、cNDI による 2 本鎖 DNA の安定能は低いことが示唆された。cNDI-

NMe-Gluにおいても同様の傾向が観測された。Table 2-3-3-1より、3倍量の cNDI共存下

で 4本鎖 DNAである TA-coreの Tm値が約 10°Cほど上昇したことから、cNDIは 4本鎖

DNAを安定化することが分かった。一方、2本鎖 DNAである ds-oligoに対しては、Tm値

が 1°C未満であったことから 2本鎖 DNAへの安定化は低いことが示唆された。cNDI間で

の TA-coreに対する熱安定性を比較すると cNDI-NMe-Gluよりも cNDI-NMe-Glu-NH2の

方が TA-core を安定化する効果が高いという結果が得られた。この要因として、環状構造

のリンカー部の違いが影響していると考察される。両化合物で共通しているNDI骨格がG4

の G-quartetとスタッキングすることで、Hybrid構造の Lateral loopと化合物のリンカー

部の距離が近くなる。その際にリンカー部に存在する cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基の方

が cNDI-NMe-Gluのオレフィン部よりも Lateral loopの核酸塩基と強く相互作用すること

が示唆される。 

  

Fig. 2-3-3-1. cNDI-NMe-Glu-NH2 添加に伴う Tm 曲線 . (A) TA-core, (B) ds-oligo. 

[cNDI]/[DNA] = 0 (blue),1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 1.5 μM DNA, 50 mM Tris-

HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl. 
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4本鎖 DNAである TA-coreに対して cNDI-NMe-Glu-NH2を 1倍量、2倍量、3倍量と

細かく加えた時の Tm値及び ΔTm値を Table 2-3-3-2に示す。1量体 G4である TA-coreで

は化合物 1倍量加えた時に最も高い Tm値を示したことから、化合物と TA-coreが 1: 1の

時に強く安定化することが明らかとなった。さらに、化合物を 2 倍量加えた条件でも 1 倍

量に近い Tm値の上昇を示したことから、cNDI-NMe-Glu-NH2は TA-coreの上下の末端 G-

quartet に 2 分子結合して DNA 構造を安定化すると考えられる。また、UV/Vis 測定で得

られた結合定数より 2倍量 cNDI存在下での TA-core との結合率は 72%であった。2 倍量

cNDI存在下で結合サイトが約 3割残っているのに対し 3倍量の cNDIでの Tm値の上昇が

低かったことから、TA-coreと cNDIが 1: 1や 1: 2で結合した際に複合体が電荷的に安定

し、3倍量の cNDIでの熱安定化効果が小さくなったと示唆された。 

  

Table 2-3-3-2. cNDI-NMe-Glu-NH2濃度変化に伴う TA-coreの Tm値及び ΔTm値 

 
[cNDI-NMe-Glu-NH2]/[TA-core] 

0 1 2 3 

Tm/°C  59.4 66.4 72.5 73.9 

ΔTm/°C  - 7.0 6.1 1.4 

1.5 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl. 
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２-４. 結論 

本章では、置換基導入可能な機能性 cNDI としてリンカー部にオレフィン部を有する

cNDI-NMe-Glu 及びリンカー部にアミノ基を有する cNDI-NMe-Glu-NH2を合成し、純度

の高い目的物を得ることに成功した。さらに cNDI-NMe-Gluのオレフィン部へチオール付

加を検討した所、検討した条件では、チオールを付加することができなかった。これはオレ

フィン部とナフタレンジイミド環との立体的な配置によって反応性が低下しているものと

考えられた。そこで cNDI-NMe-Gluと 4本鎖 DNAとの相互作用を検討した。 

本章では、2 個の cNDI 誘導体 (cNDI-NMe-Glu, cNDI-NMe-Glu-NH2)に関して DNA

との相互作用解析を行った。DNAとの相互作用解析として吸収スペクトル測定、等温滴定

型熱量 (ITC)測定、円二色性 (CD)スペクトル測定、融解温度 (Tm)測定を行った。両化合物

ともに 4本鎖である TA-coreと c-mycに対して 106 M-1程度で結合し、2本鎖 DNAに対し

てUV測定では 104 M-1で結合したことから 4本鎖DNAに選択的に結合することが明らか

となった。また UVでの結果よりも ITCでの結果が全体的に低い傾向を示したが、これは

DNA溶液添加初期でリガンド過剰条件のUV測定で結合能が過大評価された可能性が考え

られる。ITCの熱力学的パラメータでは cNDI-NMe-Glu-NH2の方が-TΔSの値が大きかっ

た。この要因としては、cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基が DNAと相互作用した際に、脱

水和を起こすことによるエントロピーロスが生じたことが示唆される。 

CDスペクトル測定の結果は cNDI-NMe-Glu-NH2と cNDI-NMe-Gluで類似の CDスペ

クトル変化を示した。また Tm測定では cNDI-NMe-Glu よりも cNDI-NMe-Glu-NH2の方

がテロメア G4である TA-coreを安定化した。この要因として、TA-coreの hybrid構造の

lateral loopと作用し DNA構造の熱安定性を向上したと考える。 

以上のようにリンカー部がオレフィン部やアミノ基など違いがある cNDI はリンカー部

に関係なく結合能や DNA 構造安定化において同程度の性能を示すことが明らかとなった。

3 章以降で cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基へ実際に置換基を導入した新規 cNDI と DNA

との相互作用について報告する。 
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第 3章 

アルキル鎖で連結した 2量体環状ナフタレンジイミド 

(cNDI-dimer)による 4本鎖 DNAクラスターの識別 

 

３-１. 緒言 

第 1章で述べたように 4本鎖 DNA (G-quadruplex, G4)クラスターは、ヒトゲノム中で

は単量体 G4と異なり、テロメア領域に固有の DNA構造である 1–3。従って、G4クラスタ

ー結合分子はプロモーター領域などに多く存在する単量体 G4への結合を阻害し、かつテロ

メア領域の G4 クラスターに結合することでテロメラーゼの伸長反応を阻害できる新たな

抗がん剤候補として注目を集めている。近年、単量体 G4結合分子を応用した G4クラスタ

ー結合分子が開発されており、G4クラスター識別能やテロメラーゼ阻害能に関する化合物

評価が行われている 4–7。しかし、報告されている G4 クラスター結合分子の芳香族部位は

いずれも平面構造であるため、抗がん剤開発を目指す上で重要な 2本鎖 DNAとの結合が懸

念される。 

このような背景を基に、新たな G4 クラスター結合分子として 2 本鎖 DNA にも結合し

づらい分子開発を目指した。これまでに、2本鎖 DNAへの結合阻害を目的とした単量体 G4

結合分子である環状ナフタレンジイミド (cNDI)が既に報告されており 8–11、本研究では

cNDIを 2量体化することで G4クラスター特異的結合分子の開発を試みた。このような芳

香族の側鎖が環状構造を有する G4 クラスター結合分子の報告例はまだされておらず、G4

クラスターへの高い識別能、さらには抗がん剤の新たなアプローチ法として期待される。 

本章では、これまでに開発に成功したリンカー部にアミノ基を有する cNDI-NMe-Glu-

NH2を用いた cNDI-dimerの合成を行った。具体的には、cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基

とジカルボン酸との縮合反応を用いて cNDI ユニット間のリンカー長が異なる 3 種類の

cNDI-dimer (cNDI-Cn-cNDI, n = 3, 5, 7)、及びコントロール化合物として cNDI-NMe-Glu-

NH2 のアミノ基をアセチル化した cNDI-NMe-Glu-Ac の合成を行った (Scheme 3-1-1)。

cNDI-dimerと G4との結合は Fig. 3-1-1に示すように連続した２個の G4に対して cNDI-

dimer が架橋するように結合することが考えられる。次に、相互作用解析として開発した

cNDI誘導体の単量体 G4や 2量体 G4および 2本鎖 DNAへの結合能や DNA構造変化、

DNA構造の熱安定化効果を評価した。最後に、ゲル電気泳動と電気化学的手法を用いた化

合物のテロメラーゼ活性阻害能評価を行い、テロメラーゼ阻害剤としての可能性について

検討した。 
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Scheme 3-1-1. 本章で設計・合成した cNDI誘導体. 

 

 

Fig. 3-1-1. cNDI-dimerの G4クラスターへの結合モデル図. 

  



 

46 

  

３-２. 実験 

３-２-１. 合成 

３-２-１-１. cNDI-C3-cNDIの合成 

 

 

ナスフラスコに化合物 1 199 mg (0.204 mmol)を加え、DMF: TEA = 1: 0.1の溶液 30 mL

で溶解し、撹拌を開始した。Glutaric acid (東京化成) 13 mg (0.10 mmol)、HATU 99 mg 

(0.26 mmol)を DMF 40 mLで溶解し、ナスフラスコ内の溶液にゆっくりと滴下した。1時

間滴下後、室温で 8時間撹拌した。その後、溶液中に生じた沈殿を回収するために吸引ろ過

し、得たろ物を CHCl3: DEA = 1: 0.2の混合溶媒で洗浄した。その後、真空乾燥にて橙色の

粉末物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 3-2-1-1-1), RP-HPLC (Fig. 3-2-1-1-2), 1H-NMR 

(Fig. 3-2-1-1-3), 13C-NMR (Fig. 3-2-1-1-4) 測定、元素分析および旋光度測定により目的物

を高純度で得られたことを確認した。収量: 59 mg (0.043 mmol)、収率: 43%。MALDI-TOF-

MS (positive mode, DHBA): m/z = 1364.9036 (理論値: [C71H90N14O14+H]+ = 1364.5683); 

1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 1.19 (3H, m), 1.63 (8H, bs), 2.10 (4H, bs), 2.80 (6H, m), 2.90 

(12H, m), 3.26 (1H, s), 4.19 (4H, m), 8.44 ppm (4H, d, J = 4.3 Hz); 13C-NMR (125 MHz, 

D2O): δ = 174.5, 173.8, 173.7, 173.6, 173.4, 173.3, 163.8, 131.4, 125.8, 125.7, 125.6, 53.9, 

53.8, 53.6, 53.4, 53.2, 53.1, 53.0, 48.9, 40.1, 40.0, 37.3, 35.6, 35.4, 31.4, 31.3, 25.7, 25.6, 

23.3, 23.0, 22.6, 22.5, 21.6, 21.5 ppm。Found: C, 60.23; H, 6.49; N, 13.85%. Calculated 

for C71H90N14O14: C,61.82; H, 6.73; N, 13.64%。旋光度: -21˚ (10 mg/mL Ligand in aqueous 

solution)。 
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Fig. 3-2-1-1-1. cNDI-C3-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 3-2-1-1-2. cNDI-C3-cNDI の RP-HPLC 測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 3-2-1-1-3. cNDI-C3-cNDIの 1H-NMR測定結果. 

 

 

Fig. 3-2-1-1-4. cNDI-C3-cNDIの 13C-NMR測定結果. 
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３-２-１-２. cNDI-C5-cNDIの合成 

 

 

ナスフラスコに化合物 1 500 mg (0.512 mmol)を加え、DMF 40 mL、TEA 3 mLで溶解

し、撹拌を開始した。そこへ Pimelic acid (東京化成) 40 mg (0.25 mmol)、HATU 0.3 g (0.8 

mmol)を DMF 40 mLで溶解した溶液をナスフラスコ内の溶液にゆっくりと滴下した。3時

間かけて滴下後、室温で 9時間撹拌した。撹拌終了後、溶液中に生じた沈殿を回収するため

に、吸引ろ過し、得たろ物を CHCl3: DEA = 1: 0.2の混合溶媒で洗浄した。その後、真空乾

燥にて黄色の粉末物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 3-2-1-2-1), RP-HPLC (Fig. 3-2-1-2-

2), 1H-NMR (Fig. 3-2-1-2-3), 13C-NMR (Fig. 3-2-1-2-4) 測定、元素分析及び旋光度測定に

より目的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 50 mg (0.036 mmol)、収率: 14%。

MALDI-TOF-MS (positive mode, DHBA): m/z = 1393.2145 (理論値: [C73H94N14O14+H]+ = 

1392.6214); 1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 1.19 (10H, m), 1.73 (16H, m), 2.10 (8H, bs), 

2.82 (12H, m), 2.96 (26H, m), 4.26 (8H, m), 8.47 ppm (4H, s); 13C-NMR (125 MHz, D2O): 

δ = 174.5, 163.9, 131.4, 125.6, 53.7, 53.4, 53.1, 40.2, 40.0, 37.2, 35.7, 34.8, 25.7, 23.3, 22.6, 

10.5 ppm。Found: C, 60.79; H, 6.58; N, 13.43%. Calculated for C73H94N14O14: C,63.00; H, 

6.81; N, 14.09%。旋光度: -5˚ (10 mg/mL Ligand in aqueous solution)。 
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Fig. 3-2-1-2-1. cNDI-C5-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 

0

20

40

60

80

100

0 500 1000 1500 2000

%
In

te
ns

ity

Mass(m/z)

1393.2145

 

Fig. 3-2-1-2-2. cNDI-C5-cNDI の RP-HPLC 測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 3-2-1-2-3. cNDI-C5-cNDIの 1H-NMR測定結果. 

 

 

Fig. 3-2-1-2-4. cNDI-C5-cNDIの 13C-NMR測定結果. 
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３-２-１-３. cNDI-C7-cNDIの合成  

 

 

ナスフラスコに化合物 1 550 mg (0.530 mmol)を加え、DMF : TEA = 1 : 0.1の溶液 30 

mLで溶解し、撹拌を開始した。Azelaic acid (東京化成) 50 mg (0.27 mmol)、HATU 0.3 g 

(0.8 mmol)を DMF 40 mLで溶解した溶液をナスフラスコ内の溶液にゆっくりと滴下した。

6時間かけて滴下後、室温で 6時間撹拌した。撹拌終了後、溶液中に生じた沈殿を回収する

ために、吸引ろ過し、得たろ物を CHCl3: DEA = 1: 0.2の混合溶媒で洗浄した。その後、真

空乾燥にて橙色の粉末物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 3-2-1-3-1), RP-HPLC (Fig. 3-2-

1-3-2), 1H-NMR (Fig. 3-2-1-3-3), 13C-NMR (Fig. 3-2-1-3-4) 測定、元素分析および旋光度測

定により目的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 200 mg (0.141 mmol)、収率: 

52% 。 MALDI-TOF-MS (positive mode, DHBA): m/z = 1421.2183 ( 理 論 値 : 

[C75H98N14O14+H]+ = 1420.6746); 1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 0.94 (16H, m), 1.75 (16H, 

m), 2.17 (8H, bs), 2.81 (12H, m), 2.87 (24H, m), 4.26 (8H, bs), 8.45 ppm (4H, m); 13C-NMR 

(125 MHz, D2O): δ = 174.5, 163.8, 131.4, 126.2, 126.1, 125.9, 125.6, 53.8, 53.3, 40.3, 39.9, 

39.8, 37.2, 35.7, 35.3, 28.1, 25.0, 22.6, 10.5 ppm。Found: C, 60.79; H, 6.69; N, 13.20%. 

Calculated for C75H98N14O14: C,63.45; H, 6.96; N, 13.81%。旋光度: +5˚ (10 mg/mL Ligand 

in aqueous solution)。  
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Fig. 3-2-1-3-1. cNDI-C7-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 3-2-1-3-2. cNDI-C7-cNDI の RP-HPLC 測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 3-2-1-3-3. cNDI-C7-cNDIの 1H-NMR測定結果. 

 

 

Fig. 3-2-1-3-4. cNDI-C7-cNDIの 13C-NMR測定結果. 

  



 

55 

  

３-２-１-４. cNDI-NMe-Glu-Acの合成 

 

 

ナスフラスコに化合物 1 400 mg (0.410 mmol)を加え、dichloromethane (CH2Cl2, 和光

純薬) 10 mL、TEA 1 mLで溶解した。室温で撹拌しながら、無水酢酸 (和光純薬) 500 μL

を添加したところ溶液がゲル状に変化し撹拌子が停止したため、CH2Cl2 5 mLを追加し溶

解させた。また、無水酢酸を加えた際に赤橙色溶液が橙色へと変化した。10 分間撹拌後、

エバポレータを用いて溶媒を減圧留去し、真空乾燥し、橙色固体を得た。シリカゲルカラム

クロマトグラフィー (CHCl3: MeOH: DEA = 1: 0.02: 0.05)にて Rf値 = 0.26のフラクショ

ンを分取した。溶媒を減圧留去し、真空乾燥を行い橙色の粉体を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 

3-2-1-4-1), RP-HPLC (Fig. 3-2-1-4-2), 1H-NMR (Fig. 3-2-1-4-3), 13C-NMR (Fig. 3-2-1-4-4) 

測定および旋光度測定により目的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 174 mg 

(0.258 mmol)、収率: 63%。MALDI-TOF-MS (positive mode, DHBA): m/z = 676.4632 (理

論値: [C35H45N7O7+H+] = 675.7748); 1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 1.16 (3H, m), 1.63 (8H, 

m), 2.10 (4H, m), 2.80 (6H, m), 2.90 (12H, m), 32.6 (1H, s), 4.19 (4H, m), 8.4 ppm (4H, d, 

J = 4.3Hz); 13C-NMR (125 MHz, D2O): δ = 174.5, 173.8, 173.7, 173.6, 173.4, 173.3, 163.8, 

131.4, 125.8, 125.7, 125.6, 53.9, 53.8, 53.7, 53.6, 53.4, 53.2, 53.1, 53.0, 48.9, 40.1, 39.9, 

39.7, 37.3, 35.6, 35.4, 31.5, 31.4, 31.3, 25.7, 25.6, 23.3, 23.0, 22.6, 22.4, 21.6, 21.5 ppm。

旋光度: +5˚ (10 mg/mL Ligand in aqueous solution)。 
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Fig. 3-2-1-4-1. cNDI-C3-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 3-2-1-4-2. cNDI-C3-cNDI の RP-HPLC 測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30

A
. U

. 
C

H
3C

N
%

Retention Time (min)

210 nm

384 nm



 

57 

  

 

Fig. 3-2-1-4-3. cNDI-NMe-Glu-Acの 1H-NMR測定結果 

 

 

Fig. 3-2-1-4-4. cNDI-NMe-Glu-Acの 13C-NMR測定結果 
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３-２-２. DNAとの相互作用測定 

３-２-２-１. 本章で使用した DNA及び化合物 

DNAは Table 3-2-2-1-1に示す配列及びモル吸光係数を用いた。DNAは Thermo Fisher 

Scientific より購入した。12-ss (+)と 12-ss (-)は相補的配列であり、ds-oligo と呼ばれる 2

本鎖 DNAモデルとして測定に用いた。 

 

3-2で合成に成功した cNDI-dimerのモル吸光係数εは元素分析、UV/Vis測定より決定

された (Table 3-2-2-1-2)。コントロール化合物である cNDI-NMe-Glu-Ac のモル吸光係数

は UV/Vis測定より決定された 30560 cm-1M-1を使用した。 

 

  

Table 3-2-2-1-1. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 DNA配列 
モル吸光係数 

/cm-1M-1 

G1 5'-TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 236500 

G2T1 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT  

AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
472900 

HP-27 5’-GCGATTCTCGGCTTTGCCGAGAATCGC-3’ 245800 

12-ss (+) 5'-GGGAGGTTTCGC-3' 114000 

12-ss (-) 5'-GCGAAACCTCCC-3' 108600 

Table 3-2-2-1-2. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 モル吸光係数/cm-1M-1 

cNDI-C3-cNDI 44420 

cNDI-C5-cNDI 35788 

cNDI-C7-cNDI 38137 

cNDI-NMe-Glu-Ac 30560 
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３-２-２-２. 吸収スペクトル測定 

アニーリング操作と測定操作を以下に示す。DNA溶液として、エッペンドルフチューブ

に 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 150 μM DNA溶液 (130 μL)を調製し

た。その後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºC で 10 分間保持

後、25ºC までゆっくりと冷却した。アニーリングを行った DNA 溶液は使用するまで 4ºC

で保存した。所属研究室では、1500 μLのセル中に 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 

mM KCl溶液 1200 μLを調製しセルへ溶液を添加後、ベースライン測定を行った。リファ

レンス溶液として 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を用いた。続いて

cNDI溶液を添加後、ベースライン測定後のセルへ添加し、ピペッティングでセル内の溶液

を撹拌した。その後、DNA 溶液を数 μL添加しピペッティング後に測定を行う操作を複数

回繰り返した。 

ds-oligo への cNDI-C3-cNDI の測定条件は以下の通りである。測定機器: Jasco V-750 

spectrophotometer (Jasco)、サンプリング間隔: 0.5 nm、積算回数: 1回、測定温度: 25°C. 

その他の吸収スペクトル測定の条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-

3010 (日立ハイテクノロジーズ)、走査速度: 600 nm/min、サンプリング間隔: 1 nm、スリ

ット: 5 nm、積算回数: 1回、測定温度: 25ºC. 

測定後の解析を下記に示す Scatchard plotの式でおこなった。 

 
𝑣

𝑐
= 𝐾 (𝑛 − 𝑣)     (1) 

 

vは DNA 1モルに結合しているリガンドのモル数、cは結合していない Ligandのモル

数、Kは結合定数、nは 1分子の DNAに結合するリガンド数 (結合個数)を意味する。 

また、化合物と DNA が結合する際の結合能が低い時は、Scatchard ではなく Benesi-

Hildebrand 解析により評価を行うことでその問題を解消することができる。Benesi-

Hildebrandの式を下記に示す。 

1

𝛥𝐴𝑏𝑠.
=

1

𝐾𝑙𝛥𝜀[𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑]
×

1

[𝐷𝑁𝐴]
+

1

𝑙𝛥𝜀[𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑]
    (2) 

 

ΔAbs.は吸光度の変化量、lはセル長、Δεはモル吸光係数の変化、[Ligand]は Ligand濃

度、[DNA]は DNA濃度、Kは結合定数を意味する。 
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３-２-２-３. 等温滴定型熱量測定 

DNA 溶液として、エッペンドルフチューブに所定の濃度の DNA, 50 mM Potassium 

phosphate buffer (pH 7.0)を 400 μL調製した。その後、エッペンドルフチューブの蓋をセ

ロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。アニーリン

グ処理後のDNA溶液を専用シリンジで 250 μLサンプルセルに充填し、所定の濃度の cNDI、

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)を滴下シリンジに 50 μL充填した。その後、

滴下シリンジを機器にセットし測定を開始した。DNAと cNDIは次に示す濃度で実験を行

った (100 μM cNDI +10 μM G1, 150 μM cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7) + 30 μM G2T1, 300 

μM cNDI-NMe-Glu-Ac +15 μM G2T1, 100 μM cNDI +10 μM HP-27)。ブランク測定とし

て、50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)をサンプルセルに 250 μL加え、滴下シ

リンジを用いて cNDI、50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)溶液を滴下した際の

パラメータを得て、解析時にブランクを差し引いて解析した。また、初滴定の値を除外した

2~25回目のデータを用いて Independentモードで解析を行い、熱力学パラメータを算出し

た。解析ソフトは TA Instrument社のNano Analyzeを用いた。 

測定条件: 測定温度: 25ºC、攪拌速度: 350 rpm、滴下シリンジサイズ: 50 μM、1~25滴

定: 1.96 μL、インターバル: 120秒、装置: Nano ITC LV (TA Instrument). 

測定終了後、特定の部位へ 1分子のみが結合する independent modelの式(3)と式(4)で

fittingし、結合パラメータ及び熱力学的パラメータを算出した。 

 

Q =
𝑛𝑀𝑡∆𝐻𝑉0

2
[1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
− √(1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
)

2
−

4𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
]  (3) 

∆𝑄(𝑖) = 𝑄(𝑖) +
𝑑𝑉𝑖

𝑉0
[

𝑄(𝑖)−𝑄(𝑖−1)

2
] − 𝑄(𝑖 − 1)   (4) 

Qは全体の熱量、ｎは結合個数、Q(i)は i回目の滴下後の熱量、ΔQ(i)は熱量変化、ΔHは

エンタルピー変化、V0は体積、Mtは V0での DNA 濃度、Xtはリガンド濃度、Kは結合定

数である。 

 

３-２-２-４. 円二色性 (CD)スペクトル測定 

最初にアニーリング処理を以下の通り行った。エッペンドルフチューブに 30 μM DNA, 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液が全量 150 μLとなるように調製した。

エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持後、25ºCまで

ゆっくりと冷却した。その後、セルに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液

2500 μLを加え、ベースライン測定を行った。次に、アニーリング後の 30 μM DNA溶液

をセルに 125 μL添加し、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を行った。その後、cNDI溶

液をセルへ滴下し、約 500 rpmで 1分間撹拌後に測定を行った。その後 cNDIの最終濃度

が 1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM ([cNDI]/[DNA] = 1, 2, 3)になるまで cNDI溶液の滴下を行った 
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(cNDI-NMe-Glu-Acと ds-oligoのみ cNDIを加えていない時と 4.5 μM加えた時の 2回だ

け測定)。 

測定条件は以下のとおりである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分散計 (日本分光社), 

感度: 100 mdeg, 走査速度: 50 nm/min, レスポンス: 4 sec, データ間隔: 0.2 nm, バンド幅: 

2 nm, 積算回数: 4回, 測定温度: 25ºC. 

 

３-２-２-５. 融解温度 (Tm)測定 

エッペンドルフチューブに 30 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl

溶液が全量 150 μLとなるように調製した。エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープ

で封じ、95ºC で 10 分間保持後、25ºC までゆっくりと冷却した。その後、セルに 1.5 μM 

DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl溶液を 2500 μL加え、約 500 rpmで

1 分間撹拌後に測定した。測定終了後、1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM cNDIをそれぞれ含んでい

る 1.5 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl溶液をセルへ入れ測定した。 

G1, G2T1を用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分

散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, レスポンス: 1 sec, バンド幅: 1 nm, データ読み取り

間隔: 0.2ºC, 積算回数: 1回, 温度勾配: 1ºC/min (20-95ºC)。 

ds-Oligoを用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日

立ハイテクノロジーズ)、測定波長: 260 nm, スリット: 5 nm, データ取り込み間隔: 0.5ºC, 

積算回数: 1回, 温度勾配: 1ºC/min (20-95ºC). 

 

３-２-２-６. ゲル電気泳動 

サーマルサイクラーを用いて 500 cells/μLの Telomerase 15 μLを 95°Cで 2時間加熱し

テロメラーゼの熱失活を行った。サーマルサイクラーは ASTEC 社製の PC818 を用いた。 

 TRAP assay kitは TRAPEZE Telomerase Detection Kit S7700 (Merck Millipore)を使

用した。4×10-3 amole/μL TSR8, 1×TRAP Reaction buffer, 1×dNTP, TS primer, Primer 

mix, PCR Grade Water included 0.5 U/μL Recombinant RNase Inhibitor (タカラバイオ)), 

0.04 U/μL GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega)、20 cells/μL Telomerase (熱失活し

ていないものとしたもの)、cNDI (0-0.3 μM cNDI-dimer or 0-5.0 μM cNDI-NMe-Glu-Ac)

溶液を用いてサンプルを 12 μL ずつ調製した。次に調製済みサンプルをサーマルサイクラ

ーにて伸長反応と増幅反応を行った (Table 3-2-2-6-1)。 
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12.5% Polyacrylamide gelの作製のため、Milli-Q水 3.5 mL, 5×TBE buffer (445 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethane, THAM) (NACALAI TESQUE), 445 mM ほう酸 (和

光純薬), 10 mM EDTA-2Na・2H2O (NACALAI TESQUE)) 2.0 mL, 40%アクリルアミド/

ビス混合液 (mono: bis = 19: 1) (NACALAI TESQUE) 2.5 mLを混合した。この溶液に 10% 

Ammonium peroxodisulfate (和光純薬) 50 μL、N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine, 

TEMED (NACALAI TESQUE) 5.0 μLを加えて、10回程度転倒混和し、gel作製用のガラ

ス板に流し込んだ。その後、ガラス板を 37ºCで 1時間インキュベートした。 

ゲル電気泳動を以下の手順に従って行った。泳動 buffer として 0.7×TBE 溶液 480 mL

を、ラダーとして 20 bp Ladder (TAKARA BIO) 0.50 μL, 0.7×TBE 9.50 μLで調製した溶

液を使用した。6×Roading buffer (TAKARA BIO) 2.0 μLとサンプル溶液及びラダー溶液

10 μL をそれぞれ混合し、混合した溶液を 10 μLずつ作製した gelにインジェクションし

た。泳動は初めに 5分間 200 Vの定圧で電気泳動を行った後、130分間 120 Vの定圧で電

気泳動を行った。ゲル電気泳動装置は AE-6530 (ATTO)を使用した。 

 電気泳動終了後、0.7×TBEに GelStar (Lonza)を加え 1×GelStar染色液を調製した。こ

れに泳動後のゲルを加え 30分間振とうした。その後、ゲルをMilli-Q水 50 mLで 3回洗浄

し、トランスイルミネーター (TPB-26MCP, (ATTO))を用いて 312 nmの波長を照射した状

態で、写真撮影 (カメラ: A590 IS (Canon))を行った。 

各 Ligandのテロメラーゼに対する 50%阻害濃度 (IC50)を算出するために、TRAP assay

のポリアクリルアミドゲルの撮影画像を用いて定量的解析を行った。ゲル画像解析には画

像処理ソフトウェア Image Jを用いた。解析は以下の手順で行った。初めに、6塩基ずつ伸

長されたラダーの強度をレーンごとに測定した。熱失活させたテロメラーゼを添加したサ

ンプルのラダー強度を X0、Ligandを添加したサンプルのラダー強度を X、テロメラーゼを

添加していないサンプルのラダー強度を r0、TSR8のラダー強度を rとした。次に、内部標

準 (Internal Control = IC)として各サンプルの 36 bpの強度を測定し、各サンプルの値を

C、0.1 amolの TSR8の値を CRとした。以下の式に解析したラダー強度を代入していくこ

とで、PCR増幅産物の量 (Total Product Generated = TPG)を算出した。 

Table 3-2-2-6-1. 伸長反応、増幅反応における PCR条件 

操作 温度/℃ 時間/min サイクル数 

テロメラーゼ伸長反応 30 60 1 

 Taq polymerase活性化 95 5 1 

熱変性 94 1 

35 アニーリング 62 1 

伸長反応 72 1 

伸長反応 72 10 1 

保存 4 - - 
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TPG (units) =  
(𝑋−𝑋0)/𝑐

(𝑟−𝑟0)/𝑐𝑅
∗ 100   (5) 

 

その後、増幅産物の量を縦軸 (TPG)に Ligand濃度を横軸にプロットし、Ligand濃度が

0 のサンプルを 100%、完全にテロメアの伸長が阻害された際の Ligand 濃度を 0％としノ

ーマライズすることで IC50を算出した。 

 

３-２-２-７. 電気化学測定 

金電極の前処理として、薄膜電極 (表面積: 7.06 mm2, 田中貴金属販売株式会社)を

FEMTO SCIENCE社製 LEプラズマ発生装置 CUTE 1MP/Rを用いて、プラズマ照射を

行った (プラズマ照射条件: 85%, 減圧度: 60 Torr, 空気量: 30 mL/min, 照射時間: 30 s)。続

いて、1 mL Biopack水で湿らせたキムワイプを 1枚入れた保湿タッパにプラズマ照射を行

った金電極に 100 mM NaClを含む 0.10 μM TS-primer (5'-HO(CH2)6-SS-(CH2)6-TTT TTT 

TTA ATC CGT CGA GCA GAG TTA GGG-3')を 1電極につき 10 μLずつディップし、37ºC

で 30分インキュベートし、金電極に DNA を固定化した。その後、電極を Biopak水で洗

浄、エアブロアで乾燥後、1電極につき 1 mM 6-メルカプトヘキサノールを 10 μLディッ

プした。保湿タッパ内で、45ºCで 1時間インキュベートして金電極のマスキングを行った。 

マスキングが終了した DNA固定化電極を 10 mLの Biopak水、10 mM Tris-HCl溶液 

(pH 7.4)の順で洗浄した。その後、10 mM Tris-HCl溶液 (pH 7.4) 1.1 mLに浸し、5分間

待機後 CC測定を行った。測定後は洗浄せずにそのまま Ru錯体溶液での測定を行った。電

極を 50 μM 塩化ヘキサアミンルテニウム (Ⅲ)、10 mM Tris-HCl溶液 (pH 7.4) 1.1 mLに

浸し、5分間待機後 CC測定を行った 12。 

続いて、50 cells/μL Telomerase 含有/非含有 12.5 nM and 25 nM cNDI-C3-cNDI or 

cNDI-NMe-Glu-Ac溶液をそれぞれ10 μLずつ各電極にディップし、保温タッパに入れ37ºC

で 30分間インキュベートした。その後、DNA固定化電極を 10 mL Biopak水、10 mM Tris-

HCl溶液 (pH 7.4)で洗浄した。電極を 50 μM 塩化ヘキサアミンルテニウム (Ⅲ)、10 mM 

Tris-HCl溶液 (pH 7.4) 1.1 mLに浸し、CC測定を行った。 

CC測定の測定条件は以下に示すとおりである。参照電極: Ag/AgCl, 対極: Pt, 測定装

置: Electrochemical Analyzer Model 1222C, テクニック: CC, Init E (V) = 0.1, Final E (V) 

= -0.4, Step = 1, Pulse Width (s) = 0.25, Sample Interval (s) = 0.00025, Quiet Time (sec)  

= 2, Sensitivity (A/V) = 10-5 

塩化ヘキサアミンルテニウム (Ⅲ) (RuHex)非存在/存在下でのクロノクーログラム (Q 

vs. t1/2)を示すコットレルの式 (5)において、x = 0での y軸切片を Qdl, Qbeforeとする。Γ0は

得られた Qdl, Qbefore を使って式 (6), (7)から算出した。電極のテロメラーゼ反応終了後、

RuHex 存在下におけるクロノクーログラムでの y 軸切片から Qafterが得られた。得られた
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Qbefore, Qafterと式 (8), (9)から、TTAGGGの伸長具合 (TTAGGG)xを算出した。 

Q =  
2nFAD0

1/2
C0

+

π1/2
t1/2  +  Qdl  +  nFAΓ0    (6) 

Γ0 =
 (Qbefore− Qdl)

nFA
       (7) 

ΓDNA = Γ0(
z

m
) NA       (8) 

ΔΓ =
 (Qafter− Qbefore)

nFA
     (9) 

(TTAGGG) x  =  
 ΔΓ(z/6)NA

ΓDNA
      (10) 

  

各パラメータは以下の通りである。 n: 酸化還元に関係する電子数，F: ファラデー定数

（C/equiv），A: 電極の表面積（cm2），D: 拡散係数（cm2/s），C: 電気化学活性物質のバル

ク濃度（mol/cm2），Qdl : 容量性電流（C），Γ0: 酸化還元物質の量（mol/cm2）, ΓDNA : プロ

ーブ DNA の固定化密度（molecules/cm2），z: 酸化還元物質の荷電， m: プローブ DNA 

の塩基数，NA: アボガドロ数（molecules/mol）。 
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３-３. 実験結果と考察 

３-３-１. cNDI-dimerと DNAとの結合挙動解析 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClの条件で、cNDI-dimerの 1種である

cNDI-C5-cNDIと単量体 cNDIである cNDI-NMe-Glu-Acにおける G1, G2T1添加に伴う

吸収スペクトル変化をそれぞれ Fig. 3-3-1-1に示した。全てのスペクトルが 400 nm付近の

等吸収点を通っていることから、化合物はフリーな状態と結合している状態の 2 つの状態

であることが示唆された。また、G1, G2T1添加に伴う大きな淡色効果と小さなレッドシフ

トが観測されたことから、cNDI 誘導体の NDI 骨格と G4構造の末端 G-quartet が相互作

用していると考える。 

 

 

  

 

Fig. 3-3-1-1. G1 (A, B), G2T1 (C, D)添加による化合物の吸収スペクトル変化. (A, C) 

cNDI-C5-cNDI, (B, D) cNDI-NMe-Glu-Ac. 5.0 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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cNDI-NMe-Glu-Ac のモル吸光係数を用いて cNDI-dimer の分子内スタッキングを起こ

していない時の理論的なモル吸光係数を算出し、元素分析と UV/Vis測定から算出したモル

吸光係数 (ɛfree)と合わせて cNDI-dimerの分子内スタッキングの度合い (Hfree)を算出した。

さらに、DNA添加後の吸光度から DNAと結合後のモル吸光係数を算出し、分子内スタッ

キングを起こしていない時のモル吸光係数と合わせて、分子内スタッキングが起こってい

なかった時の淡色効果率 (HG1, HG2T1)を算出した (Table 3-3-1-1)。まず cNDI-C3-cNDI, 

cNDI-C5-cNDI, cNDI-C7-cNDIの分子内スタッキングはそれぞれ 27, 41, 38%であったこ

とから、cNDIユニットの 3-4割がお互いにスタッキングを起こし、その結果化合物のみの

UVスペクトルにおいて吸光度が低い値を示したことが明らかとなった。また、1量体 cNDI

である cNDI-NMe-Glu-Acの淡色効果率は G1, G2T1ともに 55%であったが、cNDI-dimer

はG2T1の方がG1よりも高い淡色効果率を示したことから 2量体G4と強く結合したと考

えられる。cNDI-dimer 間では cNDI-C5-cNDI が他の 2 個よりも DNA 添加時の淡色効果

率が全体的に高かったが、ɛfreeの cNDI２分子から計算した淡色効果率が高かったことから、

DNAに強く結合したのではなく分子内スタッキングが多く起こっていたことが示唆された。 

 

 

続いて、G1, G2T1添加に伴う cNDI-C5-cNDI, cNDI-NMe-Glu-Acのスペクトル変化の

最大吸収波長である 386 nm での吸光度変化をそれぞれ Fig. 3-3-1-2 に図示した。まず、

cNDI-NMe-Glu-Ac の測定結果では、G1 と G2T1 がそれぞれ類似の吸光度減少を示し、

DNA高濃度領域ではともに飽和状態に達している (Fig. 3-3-1-2B)。一方、cNDI-C5-cNDI

ではG1添加時の結果は cNDI-NMe-Glu-AcとG1の結果よりも吸光度減少が小さく、G2T1

添加時は DNA添加初期段階で著しい吸光度減少が確認されたことから、cNDI-C5-cNDIは

2量体 G4である G2T1と強く結合することが示唆された (Fig. 3-3-1-2A)。 

 

Table 3-3-1-1. cNDI誘導体単体と各種 DNA添加後のモル吸光係数及び淡色効果率 

DNA 
 cNDI-C3-

cNDI 

cNDI-C5-

cNDI 

cNDI-C7-

cNDI 

cNDI-NMe-

Glu-Ac 

None 
ɛfree 44420 35788 38137 30560 

Hfree% 27 41 38 - 

G1 
ɛbound 28285 24496 27907 13830 

HG1% 54 60 54 55 

G2T1 
ɛbound 24140 20180 22912 13887 

HG2T1% 61 67 63 55 

H (Hypochlomicity)% was calculated from the ɛfree of cNDI-NMe-Glu-Ac. 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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次に式(1), (2)を用いて算出した cNDI-dimer, cNDI-NMe-Glu-Acと核酸の結合パラメー

タを Table 3-3-1-2、淡色効果とレッドシフトを Table 3-3-1-3にまとめた。 

cNDI-C3-cNDIは G1, G2T1に対して結合定数が 105オーダーで結合個数が６個であっ

た。この結果から結合モデルを想像すると、１個の G-quartetに２個以上の cNDIユニット

が結合し、NDI が G-quartet と完全に結合できていなかったことから結合定数が低くなっ

たことが考えられる。コントロール化合物である cNDI-NMe-Glu-Ac に関しては、cNDI-

NMe-Glu-NH2よりも低い結合能を有していることが明らかとなった。これは、アミノ基と

DNAのリン酸が静電的相互作用を起こしたと思われる。2本鎖 DNA である ds-oligoに対

しては両化合物とも 104オーダーと低い結合能であったことを確認した。また、cNDI-C5-

cNDI, cNDI-C7-cNDI に関しては G1, G2T1 のみ測定を行ったが、結合個数が cNDI-C3-

cNDIと大きく異なる結果となった。これは Fig. 3-3-1-2で示した最大吸収波長での吸光度

変化が cNDI-dimer 間で類似の結果を示したのにも関わらずパラメータがばらついたこと

から、2量体リガンドでは Scatchard解析は解析方法として適していなかったと考える。 

  

 

Fig. 3-3-1-2. 吸収スペクトル測定での 385 nmにおける吸光度変化. (A) cNDI-C5-

cNDI, (B) cNDI-NMe-Glu-Ac. ●: G1, 〇: G2T1. 
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cNDI-NMe-Glu-Ac の淡色効果とレッドシフトを cNDI-NMe-Glu と cNDI-NMe-Glu-

NH2のそれと比較すると、4 本鎖 DNA に対する結果に大きな差異は見られなかった。一

方、2本鎖 DNAである ds-oligoに関しては cNDI-NMe-Glu-Acは淡色効果が約 16%低く、

レッドシフトも 0 nm であった。これは官能基がリンカー部から飛び出していない cNDI-

NMe-Gluや親水性のアミノ基がリンカー部から飛び出ている cNDI-NMe-Glu-NH2よりも、

cNDI-NMe-Glu-Acのリンカー部に存在する疎水性のアセチル基が 2本鎖DNAへのインタ

ーカレートの際に立体障害として作用したと考察される。cNDI-C3-cNDI の淡色効果に関

しては 4本鎖 DNAに対して 1量体 cNDIよりも全体的に低かったことから、一部の化合物

が分子内スタッキングを起こし、Fig. 3-3-1-1で示したように化合物のみの吸光度が低くな

ったと考えられる。 

  

Table 3-3-1-2. cNDI誘導体と各種 DNAとの結合定数及び結合個数 

DNAs 
10-6 K/M-1 (n) 

cNDI-C3-cNDI cNDI-C5-cNDI cNDI-C7-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

G1a 0.92 (6) 1.34 (3) 0.77 (3) 1.8 (2) 

G2T1a 0.69 (6) 0.40 (10) 0.51 (4) 2.0 (2) 

ds-oligob 0.01 - - 0.01 

a: Calculated by Scatchard plot. b: Calculated by Benesi-Hildebrand plot. 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 

Table 3-3-1-3. cNDI誘導体と各種 DNAによる淡色効果およびレッドシフト 

DNAs 
Hypochromicity/% (Red shift/nm) 

G1 G2T1 ds-oligo 

cNDI-C3-cNDI 36 (1) 46 (2) 34 (0) 

cNDI-C5-cNDI 32 (1) 44 (2) - 

cNDI-C5-cNDI 27 (1) 40 (2) - 

cNDI-NMe-Glu-Ac 55 (2) 55 (2) 22 (0) 

cNDI-NMe-Glu 54 (2) - 39 (0) 

cNDI-NMe-NH2 56 (2) - 38 (0) 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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G1, G2T1, HP-27に対する cNDI-C3-cNDI, cNDI-NMe-Glu-Ac添加に伴う ITC測定デ

ータと等温滴定曲線を Fig. 3-3-1-3, Fig. 3-3-1-4, Fig. 3-3-1-5に示した。G1, G2T1に対し

てすべての化合物でシグモイド曲線が得られたことから、化合物が G4に結合していること

を確認した。またHP-27ではいずれの化合物においても化合物添加に伴う発熱量が小さく、

各パラメータを算出するほどの熱量変化を観測することが出来なかった。従って、cNDI-C3-

cNDI, cNDI-NMe-Glu-Acが G4と 2本鎖 DNAを識別する能力を有することが示された。

cNDI-C5-cNDI, cNDI-C7-cNDIについても C3と同様の変化が見られた。 

 

.  

Fig. 3-3-1-3. G1に対する各化合物添加に伴う ITC測定データ (A, C)と等温滴定曲線

(B, D). (A, B) cNDI-C3-cNDI, (C, D) cNDI-NMe-Glu-Ac. 50 mM Potassium 

phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 

-0.14

-0.12

-0.1

-0.08

-0.06

-0.04

-0.02

0

0.02

0 500 1000 1500 2000 2500 3000C
or

re
ct

ed
 H

ea
t R

at
e 

(
ca

l/s
)

Time/ s

(A)

(B)

(C)

(D)

-0.14

-0.12

-0.1

-0.08

-0.06

-0.04

-0.02

0

0.02

0 500 1000 1500 2000 2500 3000C
or

re
ct

ed
 H

ea
t R

at
e 

(
ca

l/s
)

Time/ s

-2.5

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

N
or

m
al

iz
ed

 F
it 

(k
ca

l/ 
m

ol
)

[cNDI-C3-cNDI]/[G1]

-2.5

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

N
or

m
al

iz
ed

 F
it 

(k
ca

l/ 
m

ol
)

[cNDI-NMe-Glu-Ac]/[G1]



 

70 

  

 

 

G1, G2T1で得られた cNDI-C3-cNDIと cNDI-NMe-Glu-Ac添加に伴う等温滴定曲線か

ら算出した熱力学的パラメータを Table 3-3-1-4, 3-3-1-5にまとめた。cNDI-C5-cNDI, 

cNDI-C7-cNDIについても G1, G2T1に対して C3と同様の ITC変化が見られたので、

Table 3-3-1-4, 3-3-1-5に合わせて示した。 

 

Fig. 3-3-1-4. G2T1に対する各化合物添加に伴う ITC測定データ (A, C)と等温滴定曲

線 (B, D). (A, B) cNDI-C3-cNDI, (C, D) cNDI-NMe-Glu-Ac. 50 mM Potassium 

phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 
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Fig. 3-3-1-5. HP-27に対する各化合物添加に伴う ITC測定データと等温滴定曲線.  

(A) cNDI-C3-cNDI, (B) cNDI-NMe-Glu-Ac. 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 

7.0), 25°C. 
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全ての化合物において、1量体 G4である G1に対して同程度の結合親和性を示し、その

中でも cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)は cNDI-NMe-Glu-Acよりもわずかに高かった。しか

し、2量体 G4である G2T1に対して cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)の結合親和性は低い結果

となった。この要因としては、cNDI-dimerと G2T1の結合時に生じる ΔGが G1での結果

よりも高く、cNDIユニット間のリンカー長が異なるにも関わらず ΔH, ΔSにばらつきがな

いことから、1個の cNDIユニットが結合後、リンカー部が G4のループ間に生じる溝や G4

の側面、G4 ユニット間の TTA リンカーとスタッキングを起こしたことでエンタルピーが

cNDI-NMe-Glu-Acよりも高くなったが、同時に G4構造を歪ませたことでエントロピーロ

スが生じたと考える。cNDI-NMe-Glu-Acに関しては、G1, G2T1ともに同程度の結合定数

を示し、熱力学的パラメータも類似のデータを示した。 

 

 

  

Table 3-3-1-4. G1を用いた ITC測定により算出した各熱力学的パラメータ 

 G1 

cNDI-C3-cNDI cNDI-C5-cNDI cNDI-C7-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

Ka/105 M-1 41.9±0.8 44.9±2.0 38.6±1.3 21.2±0.1 

n   1 1 1 2 

ΔH /kcal mol-1 -11.8±0.06 -13.4±0.1 -13.8±0.2 -7.7±0.50 

-TΔS /kcal mol-1 2.76±0.07 4.31±0.11 4.79±0.09 -0.92±0.54 

ΔS /cal mol-1 K-1 -9.25±0.25 -14.5±0.38 -16.1±0.31 3.08±1.81 

ΔG /kcal mol-1 -9.0±0.2 -9.1±0.03 -9.0±0.03 -8.6±0.04 

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0) 

Table 3-3-1-5. G2T1を用いた ITC測定により算出した各熱力学的パラメータ 

 G2T1 

cNDI-C3-cNDI cNDI-C5-cNDI cNDI-C7-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

Ka/105 M-1 2.80±0.01 3.8±0.02 3.1 ±0.00 17.2±0.1 

n   1 1 1 3 

ΔH /kcal mol-1 -11.3±0.07 -11.5±0.2 -11.4±0.2 -8.7±0.04 

-TΔS /kcal mol-1 3.88±0.18 3.88±0.22 3.93±0.06 0.06±0.04 

ΔS /cal mol-1 K-1 -13.0±0.59 -13.0±0.73 -13.2±0.22 -0.19±0.14 

ΔG /kcal mol-1 -7.4±0.01 -7.6±0.02 -7.5±0.04 -8.5±0.01 

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0) 
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３-３-２. cNDI-dimerによる DNA構造変化の解析 

cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7), cNDI-NMe-Glu-Ac添加に伴う G1, G2T1, ds-oligoの CD

スペクトル測定結果を Fig. 3-3-2-1, Fig. 3-3-2-2, Fig. 3-3-2-3, Fig. 3-3-2-4にそれぞれ示し

た。Hybrid構造の G1溶液に cNDI-NMe-Glu-Acを添加すると 290 nm付近の正のコット

ン効果の増大と 240 nm, 270 nmのスペクトルの若干の変化を観測したが元のDNAのみの

CDスペクトルの形を保持していたことから、cNDI-NMe-Glu-Acは Hybrid構造を維持し

たまま G1と相互作用したと考えられる。一方、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)の結果では、

290 nm付近の正のコットン効果の増大は cNDI-NMe-Glu-Acと同様であったが、240 nm

付近の負のコットン効果が 250 nm へシフトし、さらに cNDI ユニット間のリンカー長が

短いほど負のコットン効果が増大したことから、cNDI-dimer の 1 個の cNDI ユニットが

G1と結合することでリンカー部が G4構造の溝や側面と相互作用し、G1のHybrid構造が

若干変化したことが示唆される。また、cNDI-C7-cNDI では 390 nm 付近の若干の正のコ

ットン効果の存在が確認されたが、これは化合物の吸光帯がレッドシフトしたことによる

ものと考える。 

続いて、KCl存在下で cNDI添加前における G2T1の CDスペクトルは、240 nm付近

に負のコットン効果、290 nmに正のコットン効果、さらに 250 nm付近の肩が生じている

ことが確認できる。cNDI添加後は、cNDI-dimerと cNDI-NMe-Glu-Acで化合物添加によ

る CD スペクトル変化に大きな差は見られず、240 nm 付近の負のコットン効果の増大、

290 nm付近の正のコットン効果の増大が確認されたことから、cNDIと G2T1が結合した

ことで G2T1の DNA構造が若干歪んだが、DNAの立体構造を変えるほどではなかった。 

最後に、cNDI添加前における ds-oligoの CDスペクトルは 280 nm付近に正のコット

ン効果、250 nm付近に負のコットン効果が見られた。1量体 cNDIである cNDI-NMe-Glu-

Ac を添加しても ds-oligo の CD スペクトルに変化は全く見られなかったが、cNDI-dimer

添加時に 280 nmの若干の変化と、240 nm付近の大きな変化が観測された。一方、cNDI-

Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)では化合物添加に伴い 250 nmのピークが減少し、新たに 230 nmに

ピークが出現した。以上の結果から、cNDI-dimerの cNDIユニット間のリンカー部が 2本

鎖 DNAと相互作用しており、リンカー長が長くなるほど DNA構造に影響を及ぼしている

ことが分かる。また 390-400 nm 付近に正の誘起 CD と見られる CD スペクトル変化が見

られたが、groove bindingのようなタイトな結合が生じていると示唆される 13。 
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Fig. 3-3-2-1. cNDI-C3-cNDI添加に伴う CDスペクトル測定結果. G1, (B) G2T1, (C) ds-

oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 3-3-2-2. cNDI-C5-cNDI添加に伴う CDスペクトル測定結果. G1, (B) G2T1, (C) ds-

oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 3-3-2-3. cNDI-C7-cNDI添加に伴う CDスペクトル測定結果. G1, (B) G2T1, (C) ds-

oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 3-3-2-4. cNDI-NMe-Glu-Ac添加に伴う CDスペクトル測定結果. G1, (B) G2T1, (C) 

ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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３-３-３. cNDI-dimerによる DNA構造の熱安定化評価 

cNDI-C3-cNDI, cNDI-NMe-Glu-Acに伴う各種DNAの Tm測定結果をFig. 3-3-3-1, Fig. 

3-3-3-2に示した。2本鎖 DNAである ds-oligoの Tm測定は 260 nmの吸光度変化を用いて

測定を行ったが、4本鎖 DNAでは CDによる Tm測定を行った。また全ての化合物、DNA

での Tm測定結果から算出した Tm値を Table 3-3-3-1, Table 3-3-3-2, Table 3-3-3-3に DNA

ごとにまとめた。 

Fig. 3-3-3-1C, 3-3-3-2Cから cNDI添加に伴う ds-oligoの熱安定性上昇は小さいことが

分かり、Table 3-3-3-3に示すように Tm値からも DNAのみの時から cNDIを添加しても上

昇していないことから、cNDI誘導体による 2本鎖 DNAの熱安定化は小さいことが示唆さ

れた。また、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)の Fig. 3-3-3-1A, Bと Fig. 3-3-3-2A, B、Table 3-

3-3-1、Table 3-3-3-2を見ると DNAに対して cNDI-dimerを 3等量加えた所で Tm値の上

昇具合が小さくなっていることが分かる。 

 

 

 

Fig. 3-3-3-1. cNDI-C3-cNDI添加に伴う Tm測定結果. (A) G1, (B) G2T1, (C) ds-oligo. 

[cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (red), 2 (purple), 3 (black). 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4), 30 mM KCl. 
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Fig. 3-3-3-2. cNDI-NMe-Glu-Ac 添加に伴う Tm測定結果. (A) G1, (B) G2T1, (C) ds-

oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (red), 2 (purple), 3 (black). 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 30 mM KCl. 
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Table 3-3-3-1, Table 3-3-3-2でまとめた Tm値から ΔTmを算出しグラフ化したデータが

Fig. 3-3-3-3, Fig. 3-3-3-4である。 

まず、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)と G1の 1: 1と 2: 1で Tm値が異なっていることが確

認できる。仮に cNDI-dimerが G1へサンドイッチのように結合する(1分子の cNDI-dimer

の cNDIユニット 2個両方が G1の G-quartetに結合する様式 (Fig. 3-3-3-5))ことができる

のであれば、2:1では既に G1の G-quartet部分はほとんど埋まっているはずなので Tm値

は大きく増大しない 14。従って、cNDI-dimerは G1とサンドイッチのように結合している

のではなく、cNDIユニットの 1個分が G-quartetと結合し熱安定性上昇が見られたと考え

Table 3-3-3-1. 各濃度の cNDI添加に伴う G1の Tm 

 
Tm/ºC 

[cNDI]/[G1] 0 1 2 3 

cNDI-C3-cNDI  55.6 66.0 71.9 73.8 

cNDI-C5-cNDI  56.6 67.0 70.8 71.8 

cNDI-C7-cNDI  56.5 66.2 71.0 72.2 

cNDI-NMe-Glu-Ac  55.3 60.0 64.2 65.6 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl. 

Table 3-3-3-2. 各濃度の cNDI添加に伴う G2T1の Tm 

 
Tm/ºC 

[cNDI]/[G2T1] 0 1 2 3 

cNDI-C3-cNDI  51.7 67.4 73.9 75.2 

cNDI-C5-cNDI  50.9 67.0 73.1 73.8 

cNDI-C7-cNDI  51.1 67.1 72.8 73.4 

cNDI-NMe-Glu-Ac  51.1 53.8 59.9 63.1 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl. 

Table 3-3-3-3. 各濃度の cNDI添加に伴う G2T2の Tm 

 
Tm/ºC 

[cNDI]/[G2T2] 0 1 2 3 

cNDI-C3-cNDI  50.6 51.1 51.4 51.9 

cNDI-C5-cNDI  50.8 51.4 51.9 51.9 

cNDI-C7-cNDI  50.3 51.4 51.5 51.7 

cNDI-NMe-Glu-Ac  50.3 50.6 51.1 51.4 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl. 
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られる。次に、cNDI-NMe-Glu-Acと G1の 2: 1の Tm値が cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)と

G1の 1: 1の Tm値と同程度であることを確認した (Fig. 3-3-3-3)。これは、上記で述べたよ

うに cNDI-dimer が G1 にサンドイッチのように結合できず、1 個の cNDI ユニットが G-

quartetとスタッキングし、その後遊離している別の cNDIユニットやユニット間のリンカ

ー部が G4構造と何らかの相互作用を形成し、G4の熱安定性を向上した可能性がある。 

Table 3-3-3-2, Fig. 3-3-3-4 の G2T1 の結果を見ると、cNDI-NMe-Glu-Ac は 1: 1 の時

2.7°Cしか上昇しておらず、2: 1では 8.8°Cであった。一方、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)

は 1:1の時 15.7-16.1°Cであったことから、cNDI-dimer/G2T1の複合体は高い熱安定性を

示すことが示唆される。これは、cNDI-NMe-Glu-Ac と G2T1 の 2: 1 で想定される結合モ

デルである、2個の G4ユニットに対して 1個ずつ cNDI-NMe-Glu-Acが結合した場合より

も高い熱安定性を示した。さらに、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)と G2T1が 3: 1の時 2: 1の

Tmとほとんど変化していないことから、cNDI-dimer が 2 つの G4 ユニットを強く安定化

する能力を有することが示唆された。 

最後に、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)と 3種類の cNDIユニット間のリンカー長の異なる

cNDI-dimerを開発したが、リンカーの長さによる優位性は観察できなかった。これは cNDI

ユニット独自の環状構造とリンカーの長さが G4 構造を認識する距離を調整した可能性が

考えられる。 

 

 

Fig. 3-3-3-3. 各濃度の cNDI存在下での G1の ΔTm値. 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 

30 mM KCl. 
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Fig. 3-3-3-4. 各濃度の cNDI存在下での G2T1の ΔTm値. 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4), 30 mM KCl. 

 

 

Fig. 3-3-3-5. 1分子の cNDI-dimerの cNDIユニット 2個両方が 1個の G4の G-quartet

に結合する様式 (‘‘sandwich-like’’ manner). 
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３-３-４. テロメラーゼ活性阻害能評価 

３-３-４-１. ゲル電気泳動によるテロメラーゼ活性阻害能評価 

cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7), cNDI-NMe-Glu-Ac存在下でのテロメラーゼ活性阻害能評

価として TRAP (Telomerase Repeat Amplification Protocol) assayを行った。cNDI-C3-

cNDI, cNDI-C5-cNDI, cNDI-C7-cNDI, cNDI-NMe-Glu-Acを用いた TRAP assayのゲル電

気泳動画像結果とテロメラーゼ活性率を示す定量的解析の結果を Fig. 3-3-4-1-1, Fig. 3-3-

4-1-2, Fig. 3-3-4-1-3, Fig. 3-3-4-1-4に示す。 

Fig. 3-3-4-1-1A, Fig. 3-3-4-1-2Aの画像結果から、各 cNDI濃度増大に伴いラダー数の減

少を確認した。ラダー数の減少はテロメラーゼによる伸長反応が阻害されていることを意

味するため、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7), cNDI-NMe-Glu-Acはともにテロメラーゼ活性阻

害能を有することが示唆された。さらに、Fig. 3-3-4-1-1B, Fig. 3-3-4-1-2B より、cNDI-

dimer の方が cNDI-NMe-Glu-Ac よりも低濃度でテロメラーゼ活性の減少を確認したこと

から高いテロメラーゼ阻害能を有することが明らかとなった。Fig. 3-3-4-1-1B, Fig. 3-3-4-

1-2Bから、IC50を算出し Table 3-3-4-1-1にまとめた。IC50が低濃度であるほどより低濃度

の cNDI でテロメラーゼを効果的に阻害することから、IC50からも cNDI-dimer が cNDI-

NMe-Glu-Ac より高いテロメラーゼ阻害能を示すという結果が得られた。他の cNDI と比

較すると cNDI-NMe-Chの IC50が 0.5 μMと低い値であった 9が、36 bpに現れる ICバン

ドが消失している。一方、今回用いた化合物では ICバンドの消失は確認されなかった。IC

バンドの消失は化合物が 2 本鎖 DNA と結合することによる PCR 阻害を意味するので、

cNDIの 2量体化によるすることで PCR阻害が生じることなくテロメラーゼ阻害能評価を

行うことができ、その性能は高いことが示唆された。 

 

 

Fig. 3-3-4-1-1. 異なる cNDI-C3-cNDI濃度下でのTRAP assayゲル電気泳動結果 (A), 

テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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Fig. 3-3-4-1-2. 異なる cNDI-C5-cNDI濃度下でのTRAP assayゲル電気泳動結果 (A), 

テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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Fig. 3-3-4-1-3. 異なる cNDI-C7-cNDI 濃度下での TRAP assay ゲル電気泳動結果  

(A), テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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３-３-４-２. 電気化学測定によるテロメラーゼ活性阻害能評価 

電気化学的手法により、PCRを用いないテロメラーゼ阻害アッセイを行った。電気化学

測定によって得られた結果を Fig. 3-3-4-2-1 に、得られたデータを式(6)-(10)に導入するこ

とでテロメラーゼによるテロメア DNAの伸長具合(TTAGGG)xを算出し、Fig. 3-3-4-2-2に

まとめた。リガンド・テロメラーゼ非存在下での(TTAGGG)xは x = 2で、リガンド非存在

下・テロメラーゼ存在下での(TTAGGG)xは x = 14と、TTAGGGの伸長具合に差が出たこ

とから、本測定法によりテロメラーゼ活性阻害能を評価できると判断した。 

次にテロメラーゼ存在下でのリガンドの有無による(TTAGGG)x を比べた所、伸長度合

いに差が出たことからリガンドによるテロメラーゼ活性阻害が起きていることが示唆され

た。さらに、25 nM cNDI-Acと 12.5 nM cNDI-C3-cNDIは溶液中に存在する cNDIユニッ

ト数が同じ条件になるため、cNDIの 2量体化によるテロメラーゼ阻害能の向上が起きてい

るかを確認することができる。結果、25 nM cNDI-Ac では x = 13, 12.5 nM cNDI-C3-cNDI

では x = 9と 4回繰り返し分の差が見られたことから、cNDIを二量体化することでテロメ

ラーゼ活性阻害能が向上したと示唆された。 

Table 3-3-4-1-1. テロメラーゼ活性率を示す IC50算出結果 

Ligand cNDI-C3-cNDI cNDI-C5-cNDI cNDI-C7-cNDI cNDI-Ac 

IC50/μM 0.5 0.4 0.7 7.0 

 

Fig. 3-3-4-1-4. 異なる cNDI-NMe-Glu-Ac濃度下での TRAP assayゲル電気泳動結果  

(A), テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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Fig. 3-3-4-2-1. 電気化学的手法を用いたテロメラーゼ活性評価. テロメラーゼなし

(negative control), (B)テロメラーゼあり(positive control), (C)Telomerase + cNDI-

NMe-Glu-Ac (25 nM), (D)Telomerase + cNDI-C3-cNDI (25 nM). 
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Fig. 3-3-4-2-2. 各条件における(TTAGGG)伸長具合. W/O Telomerase: without 

telomerase, W/ Telomerase: with telomerase (-): negative, (+): positive. 
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３-４. 結言 

本章では、G4クラスター結合分子として第 2章で開発した cNDI-NMe-Glu-NH2のアミ

ノ基とジカルボン酸を縮合した 2量体 cNDI (cNDI-dimer, cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7))を

合成し、純度の高い目的物を得ることに成功した。cNDI-C3-cNDI, cNDI-C7-cNDI は 40-

50%の収率で目的物を得たが、cNDI-C5-cNDIの収率は 14%であった。これは Pimelic acid

溶液を cNDI-NMe-Glu-NH2 溶液に添加する際のスピードが速かったことで副生成物が合

成されたことが原因と考察する。 

次に DNAとの相互作用解析として、吸収スペクトル測定、等温滴定型熱量 (ITC)測定、

円二色性 (CD)スペクトル測定、融解温度 (Tm)測定、さらにゲル電気泳動と電気化学測定を

行った。まず、吸収スペクトル測定では cNDI-dimerの初期吸光度が単量体 cNDIと同程度

であったことから、cNDI-dimer の NDI 同士が分子内スタッキングしている可能性が考え

られる。分子内スタッキングを起こしていない場合の DNA添加前後での淡色効果の変化量

を算出した所 (Table 3-3-1-3)、単量体 cNDIは G1, G2T1ともに同程度の淡色効果を示し

た。一方、cNDI-dimerは G2T1の方が G1よりも 7-10%ほど淡色効果が起こっている、つ

まり G2T1により強く結合していることが明らかとなった。ITC測定では、G1に対して同

程度の結合親和性を示したにも関わらず、G2T1に対して cNDI-dimerの結合親和性は低い

結果となった。この要因としては、1個の cNDIユニットが結合後、リンカー部が G4のル

ープ間に生じる溝や G4の側面、G4ユニット間の TTAリンカーとスタッキングを起こし、

残りの cNDIユニットが G-quartetと結合できなかったことが考えられる。 

CDスペクトル測定の結果は cNDI-NMe-Glu-Acでは 4本鎖 DNAである G1, G2T1の

DNA構造を維持したまま相互作用を起こし、2本鎖 DNAである ds-oligoに対してはスペ

クトル変化が小さかった。一方、cNDI-dimerではいずれの DNAにおいてもその構造を誘

起する CDスペクトル変化が見られたことから、2量体にすることで一個の cNDIが DNA

と相互作用した際に cNDIユニット間のリンカーやもう一方の cNDIユニットがDNA構造

の溝に相互作用し、DNA構造を若干歪ませていると考察する。 

DNA構造の熱安定性評価としてTm測定を行った。cNDI-NMe-Glu-Acは 1: 1の時 2.7°C

しか上昇しておらず、2: 1では 8.8°Cであった。一方、cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)は 1:1

の時 15.7-16.1°Cであったことから、cNDIを 2量体化することで単量体 cNDIの場合より

も 2量体 G4構造の熱安定性を著しく向上させることが示唆された。 

テロメラーゼ阻害能評価としてゲル電気泳動と電気化学の 2種類の測定法を用いた。ゲ

ル電気泳動では、cNDI-dimerの IC50が 0.4-0.7 μM、cNDI-NMe-Glu-Acで 7.0 μMであっ

たことか 10倍程度のテロメラーゼ阻害能の向上が確認された。また、電気化学測定におい

ても(TTAGGG)n 4 回繰り返し分の差が見られたことから、cNDI を二量体化することでテ

ロメラーゼ活性阻害能が向上したと示唆された。 
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第 4章 

ポリエチレングリコール鎖で繋げた 

2量体環状ナフタレンジイミド (cNDI-PEG-dimer)による 

4本鎖 DNAクラスターの識別 

 

４-１. 緒言 

第 3章では、異なる長さのアルキル鎖で連結した cNDI-dimerを設計・合成し、DNAと

の相互作用解析を行った。その結果、DNA構造の熱安定性向上やテロメラーゼ活性阻害能

を有していることから cNDI-dimer は抗がん剤としての可能性が示唆された 1。しかし、4

本鎖 DNA (G4)構造に対する結合定数の低さが問題となった。そこで、新たな２量体 G4結

合分子の構造としてアルキル鎖で芳香環構造を連結した分子ではなく、ポリエチレングリ

コール (PEG)鎖で連結した分子構造に着目した (Fig. 4-1-1)2。PEG鎖はアルキル鎖よりも

柔軟性に富んだ構造であるため、PEG 鎖をリンカーとして用いることで G4 クラスターに

結合しやすいように PEG 鎖の構造変化が期待される。また、2 量体リガンドは分子量が

1000 g/mol 近くになることから水溶性に乏しいことが予想されるが、リンカー部を水溶性

の高いPEG鎖に変更することで化合物の水溶性向上も期待される。このような考えのもと、

cNDI を PEG 鎖で連結した cNDI-PEG-dimer は cNDI-dimer で問題視されていた結合定

数の低さを PEG鎖の柔軟性により解決できると期待される。 

また、G4クラスターに結合する分子だけでなく、G4クラスター構造における G4間の

塩基長の重要性にも着目した 3–6。(TTAGGG)nの繰り返し配列であるテロメア DNAは 4回

分伸長が繰り返される度に G4構造が 1個ずつ増えていくことが可能であるが、生体中では

G4構造が常に最密な構造を形成しているとは限らない。そこで、最密な G4クラスター構

造だけでなく最密でない構造に対して、G4クラスター結合分子の結合挙動や構造安定化効

果、テロメラーゼ阻害能について調べることで、特定の G4クラスター構造に対する結合選

択性や安定性が評価できると考えた。 

そこで、本章では新たな G4 クラスター結合分子として cNDI ユニット間のリンカー部

に PEG 鎖を用いた cNDI-PEG-dimer の設計・合成を試みた (Fig. 4-1-2)。その後、DNA

として G4ユニット 1個の G1、G4ユニット 2個で、それらの G4 を繋ぐリンカー塩基の

長さの異なる G2Tn (n = 1-6) との相互作用解析を行うことで G4に対する結合能や安定化

能、テロメラーゼ阻害能、G4クラスター識別能を評価した。 
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Fig. 4-1-1. ポリエチレングリコール (PEG)鎖で連結した G4クラスター結合分子. 

 

 

Fig. 4-1-2. 本章で開発した cNDI-PEG-dimerの分子構造. 
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４-２. 実験 

４-２-１. 合成 

４-２-１-１. cNDI-PEG2-cNDIの合成 

 

 

化合物 1 380 mg (0.389 mmol)をナスフラスコに入れ、DMF 18 mLにて溶解し、攪拌

開始した。その後、TEA 2 mLを加えた所、溶液の色が黄色から橙色に変化した。Bis-PEG2-

acid (BroadPharm) 35.9 mg (0.174 mmol)と HATU 196 mg (0.515 mmol)を DMF 30 mL

に溶解させ滴下ロートにセットし、ナスフラスコ内の溶液へゆっくり滴下した。2時間かけ

て滴下後、16 時間室温で攪拌した。滴下終了の段階で、ナスフラスコ内の溶液に沈殿物が

生成されたことを確認した。混合溶液を吸引ろ過し、ろ物を CHCl3: DEA = 1: 0.1の溶液

10 mLにて洗浄後、真空乾燥した所、橙色の固体物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 4-2-

1-1-1), RP-HPLC (Fig. 4-2-1-1-2), 1H-NMR (Fig. 4-2-1-1-3), 13C-NMR (Fig. 4-2-1-1-4) 測

定及び元素分析により目的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 108 mg (0.0758 

mmol)、収率: 49%。MALDI-TOF-MS (positive mode, α-CHCA): m/z = 1439.4146 (理論値: 

[C74H96N14O16+H]+ = 1438.6468); 1H-NMR (500 MHz, D2O): δ = 1.23 (4H, m), 1.70 (12H, 

m), 2.13 (12H, m), 2.82 (12H, s), 2.92 (24H, m), 3.25 (4H, s), 3.49 (10H, m), 4.22 (8H, s), 

8.40 ppm (8H, s); 13C-NMR (125 MHz, D2O): δ = 174.4, 173.2, 163.9, 131.3, 125.8, 125.7, 

69.4, 66.5, 54.0, 53.2, 40.0, 37.3, 35.8, 25.9, 23.3, 22.7 ppm。Found: C, 59.61; H, 6.62; N, 

13.20%. Calculated for C74H96N14O16: C, 61.82; H, 6.73; N, 13.64%。 
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Fig. 4-2-1-1-1. cNDI-PEG2-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 4-2-1-1-2. cNDI-PEG2-cNDIのRP-HPLC測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 4-2-1-1-3. cNDI-PEG2-cNDIの 1H-NMR測定結果. 

 

 

Fig. 4-2-1-1-4. cNDI-PEG2-cNDIの 13C-NMR測定結果. 
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４-２-１-２. cNDI-PEG4-cNDIの合成 

 

 

化合物 1 172 mg (0.176 mmol)をナスフラスコに入れ、DMF 18 mL, TEA 2 mLにて溶

解し、攪拌開始した。Bis-PEG4-acid (BroadPharm)27.7 mg (0.0940 mmol)と HATU 88.1 

mg (0.261 mmol)を DMF 30 mLに溶解させ滴下ロートにセットし、ナスフラスコ内の溶液

へゆっくり滴下した。3.5時間かけて滴下後、17時間室温で攪拌した。滴下終了の段階で、

ナスフラスコ内の溶液に沈殿物が生成されたことを確認した。その後、混合溶液を吸引ろ過

し、ろ物を CHCl3: DEA = 1: 0.1の溶液 10 mLにて洗浄後、真空乾燥した所、橙色の固体

物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 4-2-1-2-1), RP-HPLC (Fig. 4-2-1-2-2) 1H-NMR (Fig. 

4-2-1-2-3), 13C-NMR (Fig. 4-2-1-2-4) 測定及び元素分析により目的物を高純度で得られた

ことを確認した。収量: 36.0 mg (0.0236 mmol)、収率: 25%。MALDI-TOF-MS (positive 

mode, α-CHCA): m/z = 1527.2492 (理論値: [C78H104N14O18+H]+ = 1526.7519); 1H-NMR 

(500 MHz, D2O): δ = 1.68 (12H, m), 2.10 (12H, m), 2.75 (12H, s), 2.90 (30H, m), 3.57 (18H, 

s), 4.22 (8H, s), 8.41 ppm (8H, s); 13C-NMR (125 MHz, D2O): δ = 174.5, 163.8, 131.4, 125.9, 

125.6, 69.6, 69.5, 66.6, 53.3, 42.3, 40.0, 37.3, 37.0, 35.5, 31.4, 25.8, 23.4, 22.7, 10.5 ppm。

Found: C, 59.17; H, 6.76; N, 12.33%. Calculated for C78H104N14O18: C, 61.40; H, 6.87; N, 

12.85%。 
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Fig. 4-2-1-2-1. cNDI-PEG4-cNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 4-2-1-2-2. cNDI-PEG4-cNDIのRP-HPLC測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% 

TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 4-2-1-2-3. cNDI-PEG4-cNDIの 1H-NMR測定結果. 

 

 

Fig. 4-2-1-2-4. cNDI-PEG4-cNDIの 13C-NMR測定結果. 
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４-２-２. DNAとの相互作用測定 

４-２-２-１. 本章で使用した DNAおよび化合物 

DNAは Table 4-2-2-1-1に示す配列及びモル吸光係数を用いた。DNAの購入先は北海道

システムサイエンスである。12-ss (+)と 12-ss (-)は相補的配列であり、ds-oligoと呼ばれる

2本鎖 DNAモデルとして測定に用いた。 

 

4-2-1で合成に成功した化合物 cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の元素分析後、吸収スペクト

ル測定を行い、化合物の水溶液中でのモル吸光係数εを算出した (Table 4-2-2-1-2)。 

 

  

Table 4-2-2-1-1. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 DNA配列 
モル吸光係数 

/cm-1M-1 

G1 5'-TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 236500 

G2T1 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT  

AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
472900 

G2T2 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT  

ATTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
503100 

G2T4 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT  

ATTATTATTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
563500 

G2T6 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTATT 

ATTATTATTATTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
623900 

HP-27 5’-GCGATTCTCGGCTTTGCCGAGAATCGC-3’ 245800 

12-ss (+) 5'-GGGAGGTTTCGC-3' 114000 

12-ss (-) 5'-GCGAAACCTCCC-3' 108600 

Table 4-2-2-1-2. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 モル吸光係数ε/cm-1M-1 

cNDI-PEG2-cNDI 39849 

cNDI-PEG4-cNDI 36519 
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４-２-２-２. 吸収スペクトル測定 

エッペンドルフチューブに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 150 μM DNA

溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持

後、25ºC までゆっくりと冷却した。アニーリングを行った DNA 溶液は使用するまで 4ºC

で保存した。続いて、セルに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を調製し

セルへ溶液を添加後、ベースライン測定を行った。リファレンス溶液は 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を用いた。その後、cNDI溶液をセル中での最終濃度が

5 μMになるようベースライン測定後のセルへ添加し、ピペッティングでセル内の溶液を撹

拌した。その後、DNA溶液を数 μL添加しピペッティング後に測定を行う操作を複数回繰

り返した。 

測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日立ハイテクノロジ

ーズ)、走査速度: 600 nm/min、サンプリング間隔: 1 nm、スリット: 5 nm、積算回数: 1回、

測定温度: 25ºC. 

化合物濃度を一定に保って DNA 濃度を増加させた時、化合物由来の吸収スペクトルが

変化したので、Scatchard解析により、結合定数や結合個数などの結合状態の詳細が評価し

た。Scatchard plotの式を下記に示す。 

 
𝑣

𝑐
= 𝐾 (𝑛 − 𝑣)     (1) 

 

vは DNA 1モルに結合しているリガンドのモル数、cは結合していないリガンドのモル

数、Kは結合定数、nは 1分子の DNAに結合するリガンド数 (結合個数)を意味する。 

 

４-２-２-３. 等温滴定型熱量測定 

エッペンドルフチューブに DNA, 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)を調製

後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºC で 10 分間保持後、25ºC

までゆっくりと冷却した。アニーリング処理後の DNA溶液を専用シリンジで 250 μLサン

プルセルに充填し、cNDI含有 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)溶液を滴下シ

リンジに 50 μL 充填した。その後、滴下シリンジを機器にセットし測定を開始した。次に

示す DNAと cNDIの濃度で実験を行った (100 μM cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4) +10 μM 

G1, 250 μM cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4) + 30 μM G2T1, 150 μM cNDI-PEGn-cNDI (n = 

2, 4) + 20 μM G2T2, 250 μM cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4) + 20 μM G2Tn (n = 4, 6))。ブラ

ンク測定として、DNA非含有 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)をサンプルセ

ルに 250 μL加え、滴下シリンジを用いて cNDI, 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 

7.0)溶液を滴下した際のパラメータを得て、解析時にブランクを差し引いて解析した。また、

初滴定の値を除外した 2~25 回目のデータを用いて Independent モードで解析後、熱力学

パラメータを算出した。解析ソフトは TA Instrument社のNano Analyzeを用いた。 
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測定条件は以下の通りである。測定条件: 測定温度: 25ºC、攪拌速度: 350 rpm、滴下シ

リンジサイズ: 50 μL、1~25滴定: 1.96 μL、インターバル: 120秒、装置: Nano ITC LV (TA 

Instrument). 

特定の部位へ 1分子のみが結合する independent modelの式(2)と式(3)で fittingし、結

合パラメータ及び熱力学的パラメータを算出した。 

Q =
𝑛𝑀𝑡∆𝐻𝑉0

2
[1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
− √(1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
)

2
−

4𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
]  (2) 

∆𝑄(𝑖) = 𝑄(𝑖) +
𝑑𝑉𝑖

𝑉0
[

𝑄(𝑖)−𝑄(𝑖−1)

2
] − 𝑄(𝑖 − 1)   (3) 

Qは全体の熱量、ｎは結合個数、Q (i)は i回目の滴下後の熱量、ΔQ (i)は熱量変化、Δ

Hはエンタルピー変化、V0は体積、Mtは V0での DNA濃度、Xtはリガンド濃度、Kは結

合定数である。 

 

４-２-２-４. 蛍光測定 

４-２-２-４-１. EtBr (Ethidium Bromide)追い出し実験 

エッペンドルフチューブに 50 μM G2Tn (n = 1, 2), 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM 

KClを調製した。 その後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºCで

10分間保持後、ゆっくりと 25ºCまで冷却し、その後 4°Cで保存した。DNA溶液が 5.0 μM

になるように buffer溶液 (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KCl)でアニーリング溶液を

セル中で希釈した。冷蔵保存している 24.36 mM エチジウムブロマイド (ニッポン・ジー

ン)を常温に戻し、12.18 mMになるように Biopak水で希釈した。セル内で G2Tn (n = 1, 

2 ): EtBr = 1: 5となるように、予め調製したセル溶液へ EtBr希釈溶液を 25 μMとなるよ

うに加えた。ブランク測定では buffer溶液のみをセルに加え、そこへ 25 μMとなるように

EtBr を入れた。EtBr 添加後、30 分間常温でインキュベートし、蛍光測定を行った。1 回

目の測定後、Ligand溶液を少量ずつ加え、その都度測定を行った 7,8。 

測定機器：Perkin-Elmer LS-55 Luminescence Spectrometer, 走査速度：600 nm, サン

プリング間隔：1.0 nm, スリット：5.0 nm, 積算回数：1回, 測定温度：室温, 測定波長: 蛍

光 518 nm, 測定波長域: 550-700 nm. 

 

４-２-２-４-２. GelStar追い出し実験 

エッペンドルフチューブに 50 μM G2T1, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KClを調製

した。 その後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºCで 10分間保

持後、ゆっくりと 25ºCまで冷却し、その後 4°Cで保存した。DNA溶液が 5.0 μMになる

ように buffer溶液 (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KCl)でアニーリング溶液をセル中

で希釈した。冷蔵保存している 10000 × GelStar (Lonza)を常温に戻し、Biopak水で 14倍

希釈した。700 μLセルで 5.0 μM G2T1になるようにアニーリング溶液を希釈し、その後
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GelStar希釈溶液を 1.0 μL加え、1 × GelStarとなるように調製した。EtBr添加後、30分

間常温でインキュベートし、蛍光測定を行った。1 回目の測定後、Ligand 溶液を少量ずつ

加え、その都度測定を行った 7,8。 

測定機器：Perkin-Elmer LS-55 Luminescence Spectrometer, 走査速度：600 nm, サン

プリング間隔：1.0 nm, スリット：5.0 nm, 積算回数：1回, 測定温度：室温, 測定波長: 蛍

光 492 nm, 測定波長域: 500-700 nm. 

 

４-２-２-５. 円二色性 (CD)スペクトル測定 

エッペンドルフチューブに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KClの入った 30 

μM DNA溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10

分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。サンプルセルに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4), 100 mM KCl溶液を加え、ベースライン測定を行った。次に、アニーリング後の DNA

溶液をセルに 1.5 μMとなるように添加し、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を行った。

その後、cNDIの濃度が 1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM ([cNDI]/[DNA] = 1, 2, 3)になるまで cNDI

溶液の滴下を行った。 

測定条件は以下のとおりである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分散計 (日本分光社), 

感度: 100 mdeg, 走査速度: 50 nm/min, レスポンス: 4 sec, データ間隔: 0.2 nm, バンド幅: 

2 nm, 積算回数: 4回, 測定温度: 25ºC. 

 

４-２-２-６. 融解温度 (Tm)測定 

エッペンドルフチューブに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KClの入った 30 

μM DNA溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10

分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。セルに 1.5 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), 30 mM KCl溶液を加え、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を行った。測定終了

後、1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM cNDIの入った 1.5 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 

30 mM KCl溶液をセルへ入れ、それぞれのリガンド濃度で測定を行った。 

ds-Oligoを用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日

立ハイテクノロジーズ)、測定波長: 260 nm, スリット: 5 nm, データ取り込み間隔: 0.5ºC, 

積算回数: 1回, 温度勾配: 1ºC/min (20-95ºC).  

ds-oligo 以外の DNA を用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: JASCO J-820 

円二色性分散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, レスポンス: 1 sec, バンド幅: 1 nm, デー

タ読み取り間隔: 0.2ºC, 積算回数: 1回, 温度勾配: 1ºC/min (20-95ºC). 
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４-２-２-７. ゲル電気泳動 

４-２-２-７-１. 化合物/DNAの複合体形成の確認 

まず、濃度決定しておいた DNA溶液を 100 μMになるように Biopak水で希釈した。そ

の後、エッペンドルフチューブに 1.25 μM G2T1 or 2.5 μM G1, 12.5 mM Tris-HCl (pH 7.4), 

75 mM KClをそれぞれ調製した。 エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、

95ºCで 10分間保持後、ゆっくりと 25ºCまで冷却した。アニーリング処理後の DNA溶液

へ予め調製しておいたリガンド溶液を添加し、10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KCl条件

下で 0.5 μM, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μMリガンドと 0.5 μM G2T1, 1.0 μM G1の一方もしく

は共存下の溶液を調製し、4°Cで 3時間インキュベートした。 

17.5% Polyacrylamide gelを以下の操作で作製した。Milli-Q水 2.9 mL、5 × TBE buffer 

(445 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane、445 mM ほう酸、10 mM EDTA-2K・2H2O) 

1.6 mL, 40% アクリルアミド/ビス混合液 (mono: bis = 19: 1) 3.5 mLを混合し、この溶液

に 10% Ammonium peroxodisulfate 100 μL, TEMED 5.0 μLを加えて、10回程度転倒混

和し、ゲル作製用のガラス板に流し込んだ。その後、ガラス板を室温で 1時間インキュベー

トした。 

ゲル電気泳動を以下の通りに行った。泳動 bufferとして 1 × TBE溶液 480 mLを、ラダ

ーとして 20 bp Ladder 0.50 μL、1×TBE 9.50 μLで調製した溶液を使用した。6 × Roading 

buffer 2.0 μLとサンプル溶液及びラダー溶液 10 μLをそれぞれ混合し、混合した溶液を 10 

μLずつ作製したゲルにインジェクションした。泳動は 4°C条件下で初めに 5分間 200 Vの

定圧で電気泳動を行った後、30分間 120 Vの定圧で電気泳動を行った。 

 電気泳動終了後、1 × TBE 50 mLに Gelstar 5.0 μLを加え染色剤を調整した。これに泳

動後のゲルを加え、30分間振とうした。その後、ゲルをMilli-Q水 50 mLで 3回洗浄し、

トランスイルミネーター (TPB-26MCP)を用いて 312 nm の波長を照射した状態で、写真

撮影 (カメラ：A590 IS)を行った 5。 

 

４-２-２-７-２. テロメラーゼ活性阻害能評価 

サーマルサイクラー (GeneAtlas)を用いて 500 cells/μLの Telomerase 15 μLを 95°Cで

22時間加熱し、テロメラーゼの熱失活を行った。 

 TRAP assay kit は TRAPEZE Telomerase Detection Kit S7700 を使用した。4×10-3 

amole/μL TSR8, 1×TRAP Reaction buffer, 1×dNTP, TS primer, Primer mix, PCR Grade 

Water included 0.5 U/μL Recombinant RNase Inhibitor (タカラバイオ)), 0.04 U/μL 

GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega)、20 cells/μL Telomerase (熱失活していないも

のとしたもの)、cNDI (0-0.25 μM cNDI-PEG2-cNDI or 0-1.0 μM cNDI-PEG4-cNDI)溶液

を用いてサンプルを 12 μL ずつ調製した。次に調製済みサンプルをサーマルサイクラー 

(LifeECO, Bioer Technology)にて伸長反応と増幅反応を行った (Table 4-2-2-9-1)。 
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12.5% Polyacrylamide gelの作製のため、Milli-Q水 3.5 mL, 5×TBE buffer (445 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethane), 445 mM ほう酸, 10 mM EDTA-2Na・2H2O) 2.0 mL, 

40%アクリルアミド/ビス混合液 (mono: bis = 19: 1) 2.5 mLを混合した。この溶液に 10% 

Ammonium peroxodisulfate 50 μL、TEMED 5.0 μLを加えて、10回程度転倒混和し、ゲ

ル作製用のガラス板に流し込んだ。その後、ガラス板を 37ºCで 1時間インキュベートした。 

ゲル電気泳動では、泳動 bufferとして 0.7 × TBE溶液 480 mLを、ラダーとして 20 bp 

Ladder 0.50 μL, 0.7 × TBE 9.50 μLで調製した溶液を使用した。サンプル溶液及びラダー

溶液 10 μLを 6 × Roading buffer 2.0 μLとそれぞれ混合し、混合溶液を 10 μLずつ作製し

たゲルにインジェクションした。泳動は初めに 5分間 200 Vの定圧で電気泳動を行った後、

130分間 120 Vの定圧で電気泳動を行った。ゲル電気泳動装置は AE-6530を使用した。 

 電気泳動終了後、0.7 × TBEに GelStarを加え 1 × GelStar染色液を調製した。これに泳

動後のゲルを加え 30分間振とうした。その後、ゲルをMilli-Q水 50 mLで 3回洗浄し、ト

ランスイルミネーター (TPB-26MCP)を用いて 312 nm の波長を照射した状態で、写真撮

影 (カメラ: A590 IS)を行った。 

ゲル画像解析には画像処理ソフトウェア Image Jを用いた。解析は以下の手順で行った。

初めに、6塩基ずつ伸長されたラダーの強度をレーンごとに測定した。熱失活させたテロメ

ラーゼを添加したサンプルのラダー強度を X0、Ligandを添加したサンプルのラダー強度を

X、テロメラーゼを添加していないサンプルのラダー強度を r0、TSR8のラダー強度を rと

した。次に、内部標準 (Internal Control = IC)として各サンプルの 36 bpの強度を測定し、

各サンプルの値を C、0.1 amolの TSR8の値を CRとした。以下の式に解析したラダー強度

を代入していくことで、PCR増幅産物の量 (Total Product Generated = TPG)を算出した。 

 

TPG (units) =  
(𝑋−𝑋0)/𝑐

(𝑟−𝑟0)/𝑐𝑅
∗ 100   (4) 

その後、増幅産物の量を縦軸 (TPG)に Ligand濃度を横軸にプロットし、Ligand濃度が

0 のサンプルを 100%、完全にテロメアの伸長が阻害された際の Ligand 濃度を 0％としノ

ーマライズすることで IC50を算出した。 

Table 4-2-2-9-1. 伸長反応、増幅反応における PCR条件 

操作 温度/℃ 時間/min サイクル数 

テロメラーゼ伸長反応 30 60 1 

 Taq polymerase活性化 95 5 1 

熱変性 94 1 

35 アニーリング 62 1 

伸長反応 72 1 

伸長反応 72 10 1 

保存 4 - - 
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４-２-２-８. Cell assay 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM培地, Sigma-Aldrich) (10% Fetal bovine 

serum (FBS)含有)にて HeLa細胞を 3代目まで培養した。コンフルエントの状態になった

後、HeLa細胞を 50000 cells/mL (in DMEM培地)となるように調製し、96-wellsプレート 

(96F Nontreated Black Microwell SI (black), Thermo Fisher Scientific)に 2500 cells/mL

になるように 100 μLずつ播種し、インキュベーター (MCO-170AIC-PJ, Panasonic) (37ºC, 

5%CO2)で 24時間培養した。 

DMEM培地を用いて、冷凍保存している濃度決定済みの化合物溶液を 10倍濃度に希釈

し、24時間培養後の各 wellsに希釈した化合物溶液を 10 μL添加した。 

その後、Endo-Porter (フナコシ)存在下での実験では各 wells に対して 720 μM Endo-

Porter溶液を 1 μLずつ添加した。その後、インキュベーター (37ºC, 5%CO2)で 48時間培

養し、各 wells の培地を吸引除去した。を PBS (-) (137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4・

12H2O, 2.68 M KCl, 1.47 mM KH2PO4)で 50倍に希釈した Cell Counting Kit-F (Dojindo) 

10 μLを各 wellsに添加した後に、PBS (-) 100 μLをさらに加え、インキュベーター (37ºC, 

5%CO2)で 30 分間静置した。最後に、蛍光マイクロプレートリーダー  (Gemini XS, 

Molecular Devices)で各 wellsの蛍光強度を測定した。 
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４-３. 実験結果と考察 

４-３-１. cNDI-PEG-dimerと DNAとの結合挙動解析 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl の条件で、cNDI-PEG-dimer である

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)における G1, G2T1, G2T2添加に伴う吸収スペクトル変化を

Fig. 4-3-1-1に示した。 

cNDI-NMe-Glu-Acのモル吸光係数を用いて cNDI-PEG-dimerの分子内スタッキングが

起こらない場合の理論的なモル吸光係数を算出し、元素分析とUV/Vis測定から算出したモ

ル吸光係数 (ɛfree)と合わせて cNDI-dimer の分子内スタッキングの度合い (Hfree)を算出し

た。さらに、DNA添加後の吸光度から DNAと結合後のモル吸光係数を算出し、分子内ス

タッキングを起こしていない時のモル吸光係数と合わせて、分子内スタッキングが起こっ

ていなかった時の淡色効果 (HG1, HG2T1)を算出した (Table 4-3-1-1)。 

cNDI-PEG-dimerの分子内スタッキングはそれぞれ 35%, 40%であったことから、cNDI

ユニットの約 4割が分子内スタッキングを起こしたことで Fig. 4-3-1-1のように NDI由来

の 384 nmの吸光度が減少したと考察する。cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)の分子内スタッキ

ングはそれぞれ 27, 41, 38%であったことから、リンカーの長さが短いと分子内スタッキン

グは起こりづらく、ある程度の長さになるとリンカーの種類に関係なく G4クラスター結合

分子の芳香族平面の約 4 割が互いにスタッキングすることが明らかとなった。また分子内

スタッキング無しでの DNA添加後の淡色効果より、cNDI-PEG-dimerは単量体 G4よりも

2量体 G4と強く結合したことが示唆された。 

 

 

  

Table 4-3-1-1. G1, G2T1, G2T2存在下での化合物のモル吸光係数及び淡色効果 

DNA  cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

None 
ɛfree 39850 36520 30560 

H% 35 40 - 

G1 
ɛbound 28810 30180 13830 

H% 53 51 55 

G2T1 
ɛbound 24810 26330 13890 

H% 59 57 55 

G2T2 
ɛbound 24560 25520 13090 

H% 60 58 57 

H (Hypochlomicity)% was calculated from the ɛfree of cNDI-NMe-Glu-Ac. 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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全スペクトルが 400 nm付近の等吸収点を通っていることから、化合物は DNA に結合

していない状態と結合している状態の 2 つの状態であることが示唆された。化合物存在下

の溶液へ DNA を添加すると大きな淡色効果と小さなレッドシフトが観測されたことから、

cNDI誘導体のNDI骨格と G4構造の末端 G-quartetが相互作用していると考える。 

続いて、G1, G2T1, G2T2添加に伴う cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)のスペクトル変化の

最大吸収波長である 386 nm での吸光度変化をそれぞれ Fig. 4-3-1-2 に図示した。cNDI-

PEGn-cNDI (n = 2, 4)と G4クラスターである G2T1 (■), G2T2 (▲)に関しては 9 μM DNA

で飽和状態に達しているが、G1 (●)に対しては飽和に達していないことを確認した。これ

は単量体 G4 と 2 量体 G4 への結合挙動の違いが影響している。2 量体 G4 では、cNDI-

dimerの NDIと 2量体 G4の G4が 1: 1で結合し、さらに互いのもう一方同士が結合する

ことで Fig. 4-3-1-2 のような DNA 濃度増大に伴い吸光度が減少したと考えられる。一方

G1では、DNA低濃度域 ([DNA] = 0-6 μM)でフリーな cNDI-dimerのうち１個の NDIが

G1と結合することで吸光度が減少する。その後 DNAが高濃度 ([DNA] = 6-13 μM)になる

に伴い、cNDI-dimerの残り 1個の NDIと結合していない別の G1との結合に平衡が傾く

ことで更に吸光度が減少するため、G1に対しては飽和に達しなかったと考察される。 

 

 

 

Fig. 4-3-1-1. G1 (A, D), G2T1 (B, D), G2T2 (C, F)添加による吸収スペクトル変化. (A, 

B, C): cNDI-PEG2-cNDI, (D, E, F): cNDI-PEG4-cNDI. 5.0 μM cNDI, 50 mM Tris-

HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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次に、等温滴定型熱量 (ITC)測定を行った。各種 DNAに対する cNDI-PEG2-cNDI添加

に伴う ITC測定データと等温滴定曲線を Fig. 4-3-1-3に示した。G1, G2T1, G2T2, G2T6

に対して cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)でシグモイド曲線が得られたことから、cNDI-PEG2-

cNDIが G4に結合することを確認した。また、G2T4では化合物添加に伴う発熱量は観測

したが、その変化量が小さすぎて解析ができなかった (Fig. 4-3-1-3G, H)。G2T4での解析

が上手くいかなかった理由として 2個の G4ユニット間の TTAリンカーが長かったことが

挙げられるが、より TTAリンカーの長い G2T6では解析ができたため、G2T4の TTAリン

カーの長さが cNDI-PEG-dimerに適していなかったと考える。 

G1, G2T1, G2T2, G2T6で得られた cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)添加に伴う等温滴定曲

線から算出した結合パラメータ、熱力学的パラメータをTable 4-3-1-2, 4-3-1-3にまとめた。

Table 4-3-1-2 より cNDI-PEG-dimer の G4 DNA に対する結合能は cNDI-PEG2-cNDI > 

cNDI-PEG4-cNDIであるが若干の差でしかなかった。両 cNDIで G2T1に対して 105オー

ダーと結合能が低かったが、G2T2に対して強く結合し cNDI-PEG2-cNDIでは G1の結合

能を上回る結果となった。これは cNDI-PEG2-cNDI の cNDI ユニット間のリンカー長が

G2T2に適しており、Table 4-3-3-2-2のΔG値が cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の中で最も

低かったことからも熱力学的に安定であったことが示唆される。 

また、両 cNDIともに TTAリンカーの長い G2T6に対して G1, G2T2と同程度の結合能

を示した。一方、熱力学的パラメータより G4クラスターのリンカーが長くなるとエントロ

ピー的に大きく不利になり、それに反するようにエンタルピーが増加した。このことから、

リンカー長が長くなると、G4 クラスターと cNDI-PEG-dimer がお互いに結合しやすいよ

うにリンカー構造を変形すると考えられる。一方でコントロール化合物である cNDI-NMe-

 

Fig. 4-3-1-2. 吸収スペクトル測定での 386 nmにおける吸光度変化. (A): cNDI-

PEG2-cNDI, (B): cNDI-PEG4-cNDI. ●: G1, ■: G2T1, ▲: G2T2. 
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Glu-Acと比較すると、cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)は G1, G2T1の両方で cNDI-NMe-Glu-

Acに結合能で劣っている結果となった。この要因としては、cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)

が G4構造と結合するには初めに分子内スタッキングを解消する必要があるため、見かけの

結合能が小さくなったのではないかと考えられる。 

 

 

 

 

Table 4-3-1-2. 各種 G4に対する cNDI誘導体の結合パラメータ 

DNA 
10-6Ka/M-1 

cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

G1 1.0±0.1 0.9±0.2 2.1±0.2 

G2T1 0.2 0.1 1.7 

G2T2 1.3 0.7±0.1 - 

G2T6 0.9±0.1 0.6±0.1 - 

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0) 

Table 4-3-1-3. 各種 G4に対する cNDI誘導体の熱力学的パラメータ 

 
cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI 

cNDI-NMe-

Glu-Ac 

G1 G2T1 G2T2 G2T6 G1 G2T1 G2T2 G2T6 G1 G2T1 

n 2 1 1 1 2 1 1 1 2 3 

ΔH -7.16 -12.6 -11.95 -31.1 -8.29 -31.5 -12.05 -34.0 -7.7 -8.6 

-TΔS 1.02 5.19 3.62 23.0 0.2 24.9 4.05 26.2 -0.92 0.06 

ΔG -8.18 -7.34 -8.35 -8.16 -8.09 -6.69 -7.99 -7.84 -8.6 -8.5 
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Fig. 4-3-1-3. 各 DNA に対する cNDI-PEG2-cNDI 添加に伴う ITC 測定データ (G1: 

A, G2T1: C, G2T2: E, G2T4: G, G2T6: I)と等温滴定曲線 (G1: B, G2T1: D, G2T2: F, 

G2T4: H, G2T6: J). 50 mM Potassium Phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 
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更なる結合挙動評価として EtBr追い出し実験を行った。この実験は予めセルに DNAと

EtBr を結合させ、その後リガンドを添加していくことで EtBr と競合することで DNA か

ら追い出す。さらに各リガンド濃度での EtBr 由来の蛍光強度を測定することで、EtBr の

追い出された度合いを知ることができ、最終的に EtBr を 50%追い出した時の化合物濃度

である EC50を算出することが可能となる 7,8。 

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4), cNDI-NMe-Glu-Acを用いた G2T1での測定結果及び最大

蛍光波長である 518 nmの蛍光強度変化を Fig. 4-3-1-4に示した。Fig. 4-3-1-4A, C, Eより

化合物濃度増大に伴う蛍光強度減少を観測したことから、EtBr追い出しに成功したことを

確認した。次に Fig. 4-3-1-4B, D, F から算出した EC50値を Table 4-3-1-4 にまとめた。

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の EC50値が cNDI-NMe-Glu-Ac よりも低かったことから、

cNDI-PEG-dimerは単量体 cNDIよりも結合定数が高いことが示唆された。 

 

Table 4-3-1-4. 蛍光強度が 50%減少した時の化合物濃度 (EC50)算出結果 

Ligand cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

EC50/μM 8.2 7.3 14.3 
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Fig. 4-3-1-4. 蛍光測定による G2T1での EtBr追い出し実験. (A, B): cNDI-PEG2-

cNDI, (C, D): cNDI-PEG4-cNDI, (E, F): cNDI-NMe-Glu-Ac. 5.0 μM G2T1, 10 mM 

Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KCl. 
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４-３-２. cNDI-PEG-dimerによる DNA構造変化の解析 

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)添加に伴う G1, G2T1, G2T2の CDスペクトル測定結果を

Fig. 4-3-2-1, Fig. 4-3-2-2にそれぞれ示した。Fig. 4-3-2-1A, Fig. 4-3-2-2Aより、KCl存在

下でリガンド添加前における G1 の CD スペクトルは 290 nm 付近に正のコットン効果、

270 nm付近の小さな肩、240 nm付近の負のコットン効果を観測したことから Hybrid構

造の形成を確認した。G1存在下のセル溶液に cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)を添加した所、

290 nm付近の正のコットン効果の若干の増大が観測されたが、240 nm付近の負のコット

ン効果が 250 nmへシフトした。この変化は cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7)添加時の G1の CD

スペクトル変化と同様の挙動であったことから、cNDI- PEGn-cNDI (n = 2, 4)は cNDI-Cn-

cNDI (n = 3, 5, 7)と同様に G4結合時に元々の DNA構造を歪ませたことが示唆された。 

続いて、Fig. 4-3-2-1B, Fig. 4-3-2-2Bより KCl存在下で cNDI添加前における G2T1の

CDスペクトルは、240 nm付近に負のコットン効果、290 nmに正のコットン効果、さら

に 250 nm付近の肩が生じていることが確認できたことから、K+存在下でMixed-type G4

構造の形成が示唆される。cNDI添加後 240 nm付近の負のコットン効果の増大、290 nm

付近の正のコットン効果の増大が確認されたことから、cNDI と G2T1 が結合したことで

G2T1の DNA構造が若干歪んだが、立体構造を変えるほどではなかった。 

最後に、Fig. 4-3-2-1C, Fig. 4-3-2-2Cより KCl存在下で cNDI添加前における G2T2の

CDスペクトルは、240 nm付近に負のコットン効果、290 nmに正のコットン効果、さら

に 250 nm 付近の肩が生じていることが確認できた。この CD スペクトルは上記で述べた

G2T1と類似の波形であったことから G2T1と同じ Mixed-type G4構造を形成しているこ

とが示唆される。また、cNDI添加に伴う CDスペクトルの変化も G2T1と同様であったこ

とから、TTAリンカー１個分の違いに関係なく cNDI-PEG-dimerは G2T2にも結合するこ

とが分かった。 

 

 

 

Fig. 4-3-2-1. cNDI-PEG2-cNDI 添加に伴う CD スペクトル測定結果. (A): G1, (B): 

G2T1, (C): G2T2. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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４-３-３. cNDI-PEG-dimerによる DNA構造の熱安定化評価 

2 本鎖 DNA である ds-oligo の Tm測定は 282 nm の吸光度変化を用いて測定を行った

が、4本鎖 DNAでは CDによる 290 nmでの Tm測定を行った。cNDI-PEG2-cNDIに伴う

各種 DNAの Tm測定結果を Fig. 4-3-3-1に示した。さらに cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)と

コントロール化合物である cNDI-NMe-Glu-AcでのTm測定結果から算出したTm値をTable 

4-3-3-1 に DNA ごとにまとめた。Fig. 4-3-3-1A-C より化合物濃度増大に伴い、Tm値が高

温側にシフトしていることから DNA構造の Tm値の増大を確認した。一方、Fig. 4-3-3-1D

から cNDI-PEG-dimer添加に伴う ds-oligoの熱安定性上昇は小さいことから、2本鎖 DNA

の熱安定性を向上する能力は低いことが確認できた。 

cNDI-PEG-dimerにおいて G1での Tm測定では 6倍量の化合物まで測定を行っている

が、G2T1, G2T2 に対して化合物量が 3 倍量までしか測定を行っていない。これは cNDI-

PEG-dimerが G2T1, G2T2を安定化する能力が高く、3倍量以上の量比では正確な Tm値

を測定できなくなると判断したためである。cNDI-PEG-dimerが G2T1, G2T2に対して 1

倍量存在する条件で Tm値が G2T1 で約 15°C、G2T2 で約 10°C と大きく上昇したことか

ら、cNDI-PEG-dimer は G4 ダイマーを識別しその構造を強く安定化することが明らかと

なった (Fig. 4-3-3-2)。また、cNDIユニット当たりの G4ダイマーの熱安定性を検討するた

めに、[cNDI-PEG-dimer]/[G2T1] = 3 と[cNDI-NMe-Glu-Ac]/[G2T1] = 6を比較した所、

cNDI-NMe-Glu-Ac よりも cNDI-PEG2-cNDI は 3.4°C、cNDI-PEG4-cNDI は 4.7°C ほど

Tm値が高かった。一方、G2T2でも同様の比較を行ったところ cNDIユニット当たりの G4

ダイマーの熱安定性に差異は見られなかった。以上のことから、G2T1に対して 1量体 cNDI

を 2倍量加えるよりも 2量体 cNDIを 1倍量加える方が Tm値は増大するが、G2T2では 2

量体化の効果は低いという結果が得られた。 

 

 

Fig. 4-3-2-2. cNDI-PEG4-cNDI 添加に伴う CD スペクトル測定結果. (A): G1, (B): 

G2T1, (C): G2T2. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 4-3-3-1. cNDI-PEG2-cNDI 添加に伴う Tm測定. (A) G1, (B) G2T1, (C) G2T2, (D) 

ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (red), 2 (purple), 3 (black), 4 (green), 6 (orange).  

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl. 
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Table 4-3-3-1. cNDI-PEG-dimerと cNDI-NMe-Glu-Acの Tm値まとめ 
 

Tm/ºC 

G1 [Ligand]/[DNA] 0 1 2 3 4 6 

cNDI-PEG2-cNDI  57.8 61.3 69.5 73.2 74.6 75.0 

cNDI-PEG4-cNDI  57.8 62.5 70.2 72.9 74.3 75.0 

cNDI-NMe-Glu-Ac  56.6 60.4 63.9 65.9 68.8 69.9 
 

  

     

G2T1 [Ligand]/[DNA] 0 1 2 3 4 6 

cNDI-PEG2-cNDI  50.6 64.5 68.5 72.7 - - 

cNDI-PEG4-cNDI  50.6 64.4 69.7 74.0 - - 

cNDI-NMe-Glu-Ac  51.3 53.8 59.9 63.1 65.2 69.3 
 

  

     

G2T2 [Ligand]/[DNA] 0 1 2 3 4 6 

cNDI-PEG2-cNDI  50.6 59.5 65.3 69.3 - - 

cNDI-PEG4-cNDI  50.6 60.2 65.8 70.7 - - 

cNDI-NMe-Glu-Ac  51.0 53.3 60.0 63.6 65.8 69.5 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30 mM KCl 

 

Fig. 4-3-3-2. 化合物濃度増大に伴う G2T1の DNA構造の熱安定性評価. 
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４-３-４. cNDI-PEG-dimer/DNAの複合体形成確認 

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4), cNDI-NMe-Glu-Acそれぞれを用いて G4 DNAとの複合

体形成確認を行ったゲル電気泳動画像結果を Fig. 4-3-4-1に示した。cNDI-PEGn-cNDI (n 

= 2, 4)の化合物濃度は 1分子当たりの cNDIのユニット数を考慮し、cNDI-NMe-Glu-Acの

半分の濃度で実験を行った。 

G1は単一のバンドを確認したが、G2T1, G2T2は濃いバンドの上部に薄いバンドの存在

を確認した。2つのバンド距離が離れていないことから、G2T1, G2T2の G4構造が様々な

構造を形成したと考えられる。G1に対しては 3倍量の cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4), cNDI-

NMe-Glu-Ac 共存下でもバンドのシフトが観測されなかった (G1 + Ligand)が、0.5 μM 

G2T1, G2T2において 1.5 μM cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)存在下で 20-40 bp間の濃いバ

ンドとその上部に存在した薄いバンドが消失し、もともと存在した濃いバンドの下部に薄

いバンドが出現した(G2T1 or G2T2 + Ligand)。以上のことから cNDI-PEG-dimerが G4ダ

イマーと複合体を形成し DNA 構造がコンパクトになったため下部へシフトしたと考える。

さらに、1.0 μM G1と 0.5 μM G4ダイマー共存下で cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の濃度を

0.5 μM, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μMと増大した所 (G1 + G2T1 or G2T2 + Ligand)、G1由来

のバンドに変化はなく G4ダイマー由来のバンドのみに変化が現れた。したがって、cNDI-

PEGn-cNDI (n = 2, 4)は G4モノマーと共存下でも G4ダイマーに選択的に結合することが

示唆された。Fig. 4-3-4-1E, Fより、cNDI-NMe-Glu-Ac共存下での G1, G2T2と G4ダイ

マー由来のバンドの変化は観測されなかった。G2T1では若干バンドの移動が遅かったこと

から、cNDI-NMe-Glu-Acとの複合体形成の部分的な証拠になりえると考える。 
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Fig. 4-3-4-1. ゲル電気泳動による化合物と G4 DNAの複合体形成確認. DNA: 1.0 μM 

G1 + 0.5 μM G2T1 (A, C, E) or 0.5 μM G2T2 (B, D, F). (A, B): cNDI-PEG2-cNDI, 

(C, D): cNDI-PEG4-cNDI, (E, F): cNDI-NMe-Glu-Ac. 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 

mM KCl. 
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４-３-５. cNDI-PEG-dimerによる GelStar追い出し能評価 

化合物/DNA の複合体形成確認の実験で得られた結果では、cNDI 濃度増大に伴い

GelStarによる染色が行われていないことが明らかとなった。この原因が cNDIと DNAの

結合能が強くて、後染めの GelStar による cNDI との置換が起こらなかったことが考えら

れる。この考察を裏付けるために、予め DNAと GelStarを結合させた溶液へ化合物を添加

し、化合物濃度増大に伴う GelStar 由来の蛍光強度の減少が起こるのかを確認した。最終

的に EtBrを 50%追い出した時の化合物濃度である EC50を算出した 7,8。 

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)を用いた G2T1での測定結果及び最大蛍光波長である 492 

nmの蛍光強度変化を Fig. 4-3-5-1に示した。Fig. 4-3-5-1A, Bより化合物濃度増大に伴う

蛍光強度減少を観測したことから、GelStar追い出しに成功したことを確認した。次に Fig. 

4-3-5-1Cから算出した EC50値を Table 4-3-5-1にまとめた。cNDI-PEG4-cNDIの EC50値

が cNDI-PEG2-cNDIよりも低かったがその差が小さかったから、cNDI-PEG-dimerのPEG

鎖の長さに依存せず GelStarを追い出すことが示唆された。 

  

 

Fig. 4-3-5-1. 蛍光測定による G2T1での EtBr追い出し実験. (A): cNDI-PEG2-cNDI, 

(B): cNDI-PEG4-cNDI, (C) 492 nm での化合物濃度に伴う蛍光強度変化 (●: PEG2, 

〇: PEG4). 5.0 μM G2T1, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 60 mM KCl. 
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４-３-６. テロメラーゼ活性阻害能評価 

cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)存在下でのテロメラーゼ活性阻害能評価として TRAP 

(Telomerase Repeat Amplification Protocol) assayを行った。cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)

を用いた TRAP assay のゲル電気泳動画像結果とテロメラーゼ活性率を示す定量的解析の

結果を Fig. 4-3-6-1, Fig. 4-3-6-2に示した。 

Fig. 4-3-6-1A, Fig. 4-3-6-2Aの画像結果から、各 cNDI濃度増大に伴いラダー数の減少

を確認した。ラダー数の減少はテロメラーゼによる伸長反応が阻害されていることを意味

するため、cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)はテロメラーゼ活性阻害能を有することが示唆され

た。Fig. 4-3-6-1B, Fig. 4-3-6-2Bから、IC50を算出し Table 4-3-6-1にまとめた。IC50が低

濃度であるほどより低濃度の cNDI でテロメラーゼを効果的に阻害することから、IC50か

らも 2量体である cNDI-PEG-dimerが単量体である cNDI-NMe-Glu-Acより高いテロメラ

ーゼ阻害能を示すという結果が得られた。アルキル鎖で連結した cNDI-dimer と比較する

と IC50はほぼ同程度であったことから、リンカーの種類や長さによるテロメラーゼ阻害能

の変化は小さいことが分かった。この結果は、既に述べた結合挙動解析や熱安定性評価から

リンカーの種類や長さによる特定のリンカー長による著しい結合定数の増大や高い熱安定

性が見られなかったことからも示唆された。 

 

Table 4-3-6-1. テロメラーゼ活性率を示す IC50算出結果 

Ligand cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI cNDI-NMe-Glu-Ac 

IC50/μM 0.4 0.3 7.0 

Table 4-3-5-1. 蛍光強度が 50%減少した時の化合物濃度 (EC50)算出結果 

Ligand cNDI-PEG2-cNDI cNDI-PEG4-cNDI 

EC50/μM 5.28 3.82 
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Fig. 4-3-6-1. 異なる cNDI-PEG2-cNDI 濃度下での TRAP assay ゲル電気泳動結果 

(A), テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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Fig. 4-3-6-2. 異なる cNDI-PEG4-cNDI 濃度下での TRAP assay ゲル電気泳動結果 

(A), テロメラーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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４-３-７. がん細胞を用いた cNDI-PEG-dimerの細胞毒性評価 

cNDI-PEG-dimer の HeLa 細胞に対する細胞毒性評価として、培養した HeLa 細胞へ

cNDI-PEG-dimer を添加する実験を行った。その結果を Fig. 4-3-7-1 にまとめた。化合物

が HeLa 細胞に対して作用し毒性を示す場合、化合物濃度増大に伴い細胞生存率が低下す

る。本実験で使用した cNDI-PEG-dimerでは、cNDI-PEG4-cNDIでは化合物濃度増大に伴

う細胞生存率の低下は観測できたが、著しい細胞生存率の低下は見られなかったこと。この

から、cNDI-PEG-dimerは HeLa 細胞を死滅する能力が低いことが明らかとなった。この

要因として、分子サイズが大きいために細胞内に cNDI-PEG-dimerが導入されなかったこ

とが示唆された。そこで、化合物を細胞内に導入しやすい試薬である Endo-Porter を用い

て再度HeLa細胞への cNDI-PEG-dimerの細胞毒性を調べた。 

Endo-Porter はそれ自体では細胞毒性を示さず、直接培地に加えるだけで細胞膜を損傷

せずに化合物の細胞内導入を促す試薬である。この試薬を用いることで cNDI-PEG-dimer

を細胞内へ導入しやすくなるのではと予想し、Endo-Porterを用いた実験系で細胞毒性評価

を行った。その結果を Fig. 4-3-7-2に示したが Endo-Porterを用いていない Fig. 4-3-7-1と

同様に細胞生存率は 100%を維持するという結果となった。Endo-Porter無しでの細胞実験

結果では cNDI-PEG4-cNDIは若干の細胞生存率の低下が観測されたが、Endo-Porter有り

では細胞生存率は変化しなかった。今回使用していた Endo-Porterは PEG溶液で調製され

ている試薬であるが、cNDI-PEG-dimerの cNDIユニット間を連結している PEG鎖と相互

作用を起こすことで細胞導入率が低下したのではないかと考察する。一方で、分子サイズが

そもそも大きすぎることが原因で Endo-Porter を用いたとしても細胞内導入が難しいとい

うことも予想される。 
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Fig. 4-3-7-1. HeLa細胞を用いた cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の細胞毒性評価. 

 

 

Fig. 4-3-7-2. HeLa細胞を用いた cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の細胞毒性評価. Endo-Porter

使用. 
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４-４. 結言 

本章では、第 3 章で開発した cNDI-dimer のアルキル鎖をポリエチレングリコール 

(PEG)鎖に変更した cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)を新たに合成し、純度の高い目的物を得る

ことに成功した。cNDI-PEG2-cNDIの収率は 49%であったが、cNDI-PEG4-cNDIは 25%

と低かった。これは同じ溶媒量にも関わらず、cNDI-PEG4-cNDI合成での前駆体の物質量

が cNDI-PEG2-cNDIの約半分であったことから、分子間衝突が起こりづらく目的物の収量

が減少したことで収率が減少したと考察する。 

次に相互作用解析を行った。まず、吸収スペクトル測定より cNDI-PEG-dimer の NDI

同士が分子内スタッキングし、更に cNDI間のリンカーが長いほど、より分子内スタッキン

グが起きると考えられる。さらに、cNDI-PEG-dimer は 2 量体 G4 に対して単量体 G4 よ

りも淡色効果が 6-7%高いことから、2 量体 G4 により強く結合することが分かった。ITC

測定では、cNDI-PEG-dimer で単量体 G4 に比べて 2 量体 G4 との結合能が同程度もしく

は低いという結果が得られたが、分子内スタッキングや結合後のエントロピーロスが影響

したことで見かけの結合能が小さくなった可能性が挙げられる。そこで更なる結合能評価

として蛍光測定による EtBr追い出し実験を行った所、cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)の EC50

値が cNDI-NMe-Glu-Ac よりも低かった。このことから、実際の 2 量体 cNDI の結合能は

単量体 cNDIよりも強いことが示唆された。また、Tm測定により、cNDI-PEG-dimerは 2

量体 G4を強く安定化し、特に cNDI-PEG4-cNDIの方がより安定化することが明らかとな

った。しかし、cNDI-PEG-dimer 間で厳密な G4 クラスター識別能の差が見られなかった

ことから、G4 クラスターおよび cNDI-PEG-dimer のリンカー構造が互いに結合しやすい

ように変化したと考える (Fig. 4-4-1)。最後に、ゲル電気泳動を用いた化合物と G4との複

合体形成では cNDI-PEG-dimerは G4ダイマーを選択的に識別する能力を有すること、そ

してテロメラーゼ活性阻害能評価では単量体 cNDI よりも約 6 倍以上強くテロメラーゼを

阻害することが明らかとなった。以上のことから、cNDI-PEG-dimer はテロメア阻害によ

る抗がん剤治療のターゲットである G4 クラスターに適した化合物であることが期待され

るが、細胞内導入を達成するために分子構造を設計しなおす必要があると考える。 

 

Fig. 4-4-1. リンカー長の異なる 2量体 cNDIの G4クラスターへの結合模式図. a: cNDIユ

ニット間が短い場合. b: cNDIユニット間が長い場合. 

a b
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第 5章 

環状 2量体ナフタレンジイミド (cdNDI)による 

4本鎖 DNAクラスターの識別 

 

５-１. 緒言 

2 本鎖 DNA の塩基対間に挿入する分子群であるインターカレータ分子は、古くは細胞

の核染色剤として知られており、抗腫瘍剤や抗がん剤の観点から研究されている 1,2。その

中でも分子内に複数個のインターカレート部位を有するポリインターカレータは DNA へ

の結合能の向上を目指す研究が行われており 1–4、その中で二つのインターカレータを環状

に連結した環状ビスインターカレータは連結部のリンカー長によってユニークな結合挙動

が報告されている 5–13。連結部のリンカー長が短い環状ビスアクリジンは 2本鎖 DNAより

もヘアピン DNAに結合することが知られている 5。一方、連結部のリンカー長が長い環状

ビスナフタレンジイミドは 2 本鎖 DNA にビスインターカレートすることが知られている

11。また最近では、2本鎖 DNAだけでなく４本鎖 DNA (G-quadrruplex; G4)に対する連結

部のリンカー長が短い環状ビスアクリジンとの結合挙動が報告されており、G-quartetとの

stackingにより強く結合することが明らかとなった 10,13。 

ヒトテロメア DNA は数十の TTAGGG 反復配列からなる一本鎖オーバーハング(～200 

nt)を有しており、この配列から連続した G4クラスターが形成されると考えられている 14–

16。さらに G4ユニットが互い相互作用して積み重なることで、これらの安定化や関連タン

パク質の相互作用に寄与していることが予想されている。すなわち、G4ユニット間の溝部

位である cleftが重要であると示唆されている。そこで、G4ユニット間の cleftに注目した

研究例が報告されている (Fig. 5-1-1)17–20。 

 

 

Fig. 5-1-1. ヒトテロメア DNAから形成される G4クラスター構造. G4ユニット間の溝部

位が cleftと呼ばれる領域. 
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これまでのビス環状インターカレータの 2 本鎖 DNA との相互作用、および最近の４本

鎖 DNAとの相互作用の例を紹介する。 

 

これまでに 2 本鎖 DNA や単量体 G4 との結合が報告されている環状ビスインターカレ

ータは、多量体 G4 構造の G4 ユニット間の cleftを効率良く埋めることができると期待さ

れる (Fig. 5-1-2)が、著者らの調査からはこれまでに環状ビスインターカレータを用いたG4

クラスターの cleftに特異的に結合する分子の報告は無い。そこで G4の G-quartet平面と

効果的に相互作用できるナフタレンジイミドを 2 分子連結させたビス環状ナフタレンジイ

ミド (cyclic dinaphthalene diimide; cdNDI)を新たに合成し、各種 DNAとの相互作用を検

討した。 

 

 

Fig. 5-1-2. 環状ビスインターカレータによる G4クラスターの cleftへの結合模式図. 
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５-２. 実験 

５-２-１. cdNDIの合成 

 

 

ナスフラスコに Naphthalene-1,4,5,8-tetra-carboxylic dianhydride 1.02 g (3.73 mmol),  

DMF 200 mL を 追 加 し 、 110°C で 加 熱 撹 拌 を 開 始 し た 。 別 で N,N-Bis(3-

aminopropyl)methylamine 0.6 mL (3.73 mmol)を準備し、そこへ DMF 100 mLと Acetic 

acid (和光純薬) 12 mLを加え溶解させ、滴下ロートにセットし、4時間かけて滴下を行っ

た。滴下終了後、加熱を止めた状態で 10時間撹拌を行い、エバポレーターにて溶媒を減圧

留去後、真空乾燥した。得られた固体を 15 mL CH3OHに加え、超音波照射後、吸引ろ過

し、得られたろ物を真空乾燥して薄茶色固体物質を得た。MALDI-TOF-MS (Fig. 5-2-1-1), 

RP-HPLC (Fig. 5-2-1-2), 1H-NMR (Fig. 5-2-1-3) 測定及び元素分析により目的物を高純度

で得たことを確認した。収量: 71 mg (0.094 mmol)、収率: 3%。MALDI-TOF-MS (positive 

mode,α-CHCA): m/z = 755.7681 (理論値: [C42H38N6O8+H]+ = 755.7948)。1H-NMR (500 

MHz, CDCl3): δ = 1.48-1.51 (8H, bs), 1.93 (6H, s), 2.34-2.36 (8H, t, J = 6.1 Hz), 3.83-3.85 

(8H, t, J = 6.4 Hz), 8.65 ppm (8H, s)。Found: C, 63.77; H, 4.80; N, 10.65%. Calculated 

for C42H38N6O8: C, 66.83; H, 5.07; N, 11.13%。 
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Fig. 5-2-1-1. cdNDIのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 5-2-1-2. cdNDIの RP-HPLC測定結果. カラム: Inertsil ODS-4, 

流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 溶離液: 0.1% TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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Fig. 5-2-1-3. cdNDIの 1H-NMR測定結果. 
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５-２-２. DNAとの相互作用測定 

５-２-２-１. 本章で使用した DNA及び化合物 

DNAは Table 5-2-2-1-1に示す配列及びモル吸光係数を用いた。DNAは北海道システム

サイエンスから購入した。12-ss (+)と 12-ss (-)は相補的配列であり、ds-oligoと呼ばれる 2

本鎖 DNAモデルとして測定に用いた。 

 

5-2-1で合成に成功した化合物 cdNDIの元素分析後、吸収スペクトル測定を行い、化合

物のモル吸光係数εを算出した所、ε = 36766 (cm-1M-1)であった。 

 

５-２-２-２. 吸収スペクトル測定 

５-２-２-２-１. 化合物の測定条件検討 

100 mM KClを含む 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)と 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4) + 5% DMSO, 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5)の 3種類をそれぞれ調製し、セルに溶液を

添加後、ベースライン測定を行った。リファレンス溶液は同じ組成の溶液を用いた。ベース

ライン測定後、cNDI溶液をセル中での最終濃度が 5 μMになるようにセルへ添加後、定時

間ごとに測定した。測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日

立ハイテクノロジーズ)、測定波長: 260 nm, スリット: 5 nm, データ取り込み間隔: 0.5ºC, 

積算回数: 1回、測定温度: 25ºC. 

 

５-２-２-２-２. 化合物の DNAに対する結合能評価 

エッペンドルフチューブに 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl, 150 μM DNA

溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分間保持

後、25ºC までゆっくりと冷却した。アニーリングを行った DNA 溶液は使用するまで 4ºC

で保存した。続いて、50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl溶液を調製しセルへ溶液

を添加後、ベースライン測定を行った。リファレンス溶液は 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 

Table 5-2-2-1-1. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 DNA配列 
モル吸光係数 

/cm-1M-1 

G1 5'-TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 236500 

G2T1 
5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT  

AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 
472900 

c-myc 5’-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA-3’ 225400 

12-ss (+) 5'-GGGAGGTTTCGC-3' 114000 

12-ss (-) 5'-GCGAAACCTCCC-3' 108600 
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100 mM KCl溶液を用いた。その後、cNDI溶液をセル中での最終濃度が 5 μMになるよう

ベースライン測定後のセルへ添加し、ピペッティングでセル内の溶液を撹拌した。その後、

DNA溶液を数 μL添加しピペッティング後に測定を行う操作を複数回繰り返した。測定条

件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日立ハイテクノロジーズ)、走

査速度: 600 nm/min、サンプリング間隔: 1 nm、スリット: 5 nm、積算回数: 1回、測定温

度: 25ºC. 

 

５-２-２-３. 蛍光測定 

エッペンドルフチューブに 50 μM G1 or G2T1, 10 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 60 mM 

KClを調製した。 その後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºCで

10分間保持後、ゆっくりと 25ºCまで冷却し、その後 4°Cで保存した。セル内の溶液が 5.0 

μM G1, 2.5 μM G2T1になるように buffer溶液 (10 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 60 mM 

KCl)でアニーリング溶液を希釈した。冷蔵保存している 24.36 mMエチジウムブロマイド 

(ニッポン・ジーン)を常温に戻し、12.18 mMになるように Biopak水で希釈した。その後、

予め調製したセル溶液へ EtBr希釈溶液を 25 μMになるように加えた。ブランク測定では

buffer溶液のみをセルに加え、そこへ 25 μM になるように EtBrを入れた。EtBr添加後、

30分間常温でインキュベートし、蛍光測定を行った。1回目の測定後、Ligand溶液を少量

ずつ加え、その都度測定を行った。測定機器：日立分光光度計 U-3310, 走査速度：600 nm, 

サンプリング間隔：1.0 nm, スリット：5.0 nm, 積算回数：1回, 測定温度：室温, 測定波

長: 蛍光 518 nm, 測定波長域: 550-700 nm. 

 

５-２-２-４. 円二色 (CD)スペクトル測定 

エッペンドルフチューブに 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KClの入った 30 μM 

DNA溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分

間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。サンプルセルに 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 

100 mM KCl溶液を加え、ベースライン測定を行った。次に、アニーリング後の DNA溶液

をセルに 1.5 μMとなるように添加し、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を行った。その

後、cNDI溶液の滴定測定を行った。測定条件は以下のとおりである。測定機器: JASCO J-

820 円二色性分散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, 走査速度: 50 nm/min, レスポンス: 4 

sec, データ間隔: 0.2 nm, バンド幅: 2 nm, 積算回数: 4回, 測定温度: 25ºC. 

 

５-２-２-５. 融解温度 (Tm)測定 

エッペンドルフチューブに 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 30 mM KClの入った 30 μM 

DNA溶液を調製後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、95ºCで 10分

間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した。セルに 1.5 μM DNA, 50 mM AcOH-AcOK (pH 

5.5), 30 mM KCl溶液を加え、約 500 rpmで 1 分間撹拌後に測定を行った。測定終了後、
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1.5 μM, 3.0 μMまたは 4.5 μM cNDIを含む 1.5 μM DNA, 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 

30 mM KCl溶液をセルへ入れ、それぞれのリガンド濃度で測定を行った。測定条件は以下

の通りである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, レ

スポンス: 1 sec, バンド幅: 1 nm, データ読み取り間隔: 0.2ºC, 積算回数: 1 回, 温度勾配: 

1ºC/min (20-95ºC). 

 

５-２-２-６. ゲル電気泳動 

５-２-２-６-１. テロメラーゼ阻害能評価 

サーマルサイクラー (GeneAtlas)を用いて 500 cells/μLの Telomerase 15 μLを 95°Cで

12時間加熱し、テロメラーゼの熱失活を行った TRAP assay kitは TRAPEZE Telomerase 

Detection Kit S7700 (Merck Millipore)を使用した。4×10-3 amole/μL TSR8, 1×TRAP 

Reaction buffer, 1×dNTP, TS primer, Primer mix, PCR Grade Water included 0.5 U/μL 

Recombinant RNase Inhibitor (タカラバイオ)), 0.04 U/μL GoTaq® Hot Start Polymerase 

(Promega)、20 cells/μL Telomerase (熱失活していないものとしたもの)、cNDI (0-5.0 μM 

cdNDI)溶液を用いてサンプルを 12 μLずつ調製した。次に調製済みサンプルをサーマルサ

イクラー  (LifeECO)にて伸長反応と増幅反応を行った (Table 5-2-2-6-1)。 

12.5% Polyacrylamide gelの作製のため、Milli-Q水 3.5 mL, 5×TBE buffer (445 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethane), 445 mM ほう酸, 10 mM EDTA-2Na・2H2O) 2.0 mL, 

40%アクリルアミド/ビス混合液 (mono: bis = 19: 1) 2.5 mLを混合した。この溶液に 10% 

Ammonium peroxodisulfate 50 μL、TEMED 5.0 μLを加えて、10回程度転倒混和し、ゲ

ル作製用のガラス板に流し込んだ。その後、ガラス板を 37ºCで 1時間インキュベートした。 

ゲル電気泳動では、泳動 bufferとして 0.7 × TBE溶液 480 mLを、ラダーとして 20 bp 

Ladder 0.50 μL, 0.7 × TBE 9.50 μLで調製した溶液を使用した。サンプル溶液及びラダー

溶液 10 μLを 6 × Roading buffer 2.0 μLとそれぞれ混合し、混合溶液を 10 μLずつ作製し

たゲルにインジェクションした。泳動は初めに 5分間 200 Vの定圧で電気泳動を行った後、

130分間 120 Vの定圧で電気泳動を行った。ゲル電気泳動装置は AE-6530を使用した。 

 電気泳動終了後、0.7 × TBEに GelStarを加え 1 × GelStar染色液を調製した。これに泳

Table 5-2-2-6-1. 伸長反応、増幅反応における PCR条件 

操作 温度/°C 時間/min サイクル数 

テロメラーゼ伸長反応 30 60 1 

 Taq polymerase活性化 95 5 1 

熱変性 94 1 

35 アニーリング 62 1 

伸長反応 72 1 

伸長反応 72 10 1 

保存 4 - - 
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動後のゲルを加え 30分間振とうした。その後、ゲルをMilli-Q水 50 mLで 3回洗浄し、ト

ランスイルミネーター (TPB-26MCP)を用いて 312 nm の波長を照射した状態で、写真撮

影 (カメラ: A590 IS)を行った。 

 

５-２-２-６-２. G4との複合体形成の確認 

エッペンドルフチューブに 1.25 μM G2T1 or 2.5 μM G1, 12.5 mM AcOH-AcOK (pH 

5.5), 75 mM KClをそれぞれ調製した。 エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで

止め、95ºCで 10分間保持後、ゆっくりと 25ºCまで冷却した。アニーリング処理後の DNA

溶液へ予め調製しておいたリガンド溶液を添加し、10 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 60 mM 

KCl条件下で 0.5 μM, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μMリガンドと 0.5 μM G2T1, 1.0 μM G1の一

方もしくは共存下の溶液を調製し、4°Cで 3時間インキュベートした。 

17.5% Polyacrylamide gelを以下の操作で作製した。Milli-Q水 2.9 mL、5 × TBE buffer 

(445 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane、445 mM ほう酸、10 mM EDTA-2K・2H2O) 

1.6 mL, 40% アクリルアミド/ビス混合液 (mono: bis = 19: 1) 3.5 mLを混合し、この溶液

に 10% Ammonium peroxodisulfate 100 μL, N,N,N ’,N ’-Tetramethylethylenediamine 5.0 

μLを加えて、10回程度転倒混和し、ゲル作製用のガラス板に流し込んだ。その後、ガラス

板を室温で 1時間インキュベートした。 

ゲル電気泳動を以下の通りに行った。泳動 bufferとして 1 × TBE溶液 480 mLを、ラダ

ーとして 20 bp Ladder 0.50 μL、1 × TBE 9.50 μLで調製した溶液を使用した。6 × Loading 

buffer 2.0 μLとサンプル溶液及びラダー溶液 10 μLをそれぞれ混合し、10 μLずつ作製し

たゲルにアプライした。泳動は 4°C条件下で初めに 5分間 200 Vの定圧で電気泳動を行っ

た後、30分間 120 Vの定圧で電気泳動を行った。 電気泳動終了後、1 × TBE 50 mLに

Gelstar 5.0 μLを加え染色剤を調整した。これに泳動後のゲルを加え、30分間振とうした。

その後、ゲルをMilli-Q水 50 mLで 3回洗浄し、トランスイルミネーター (TPB-26MCP)

を用いて 312 nmの波長を照射した状態で、写真撮影 (カメラ：A590 IS)を行った。 

 

５-２-２-６-３. Topoisomerase I assay 

Topoisomerase I assayのキットとして DNA Topoisomerase I (タカラバイオ)を用いた。

キット内の試薬を用いて 1×DNA Topoisomerase I buffer (35 mM Tris-HCl (pH 8.0), 72 

mM KCl, 5.0 mM MgCl2, 5.0 mM DTT and 5.0 mM spermidine), 0.01% BSA (ウシ血清ア

ルブミン), 0.025 μg/μL pBR322, 0.25 units/μL Topoisomerase Iのサンプル溶液を 20 μL

ずつ 8本のエッペンドルフチューブに調製し、37°Cで 5分間インキュベートした。その後、

チューブのふたを開け、MilliQと予め調製しておいた cdNDI溶液を 1.0 μL添加し、ふた

を閉めた状態で 1 時間インキュベートした。酵素反応終了後、各チューブに 10% SDS を

2.0 μL加え、続いて 20 mg/mL proteinase K 0.5 μLを追加し 37°Cで 15分間インキュベ

ート後、チューブをインキュベーターから外し、1×TE 100 μLを添加した。最後に phenol: 
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chloroform: 3-methyl-1-butanol = 25: 24: 1を用いてサンプル溶液の精製を行った。 

1%アガロースゲルを以下の方法で作製した。1 gアガロースを 100 mL 1×TAE buffer

を加えた後、電子レンジで 500 W 30秒かけ沸騰しないように溶解させた。その後、5分ほ

ど法令氏、ゲル板に流し込みコームを刺し、30分室温で放置した。 

電気泳動の方法を以下に記した。泳動 bufferとして 1 × TAE 溶液を、Ladderとして 1 

kb Ladder 0.5 μL + 1 × TAE 9.5 μLで調製した溶液を使用した。さらに pBR322のみの溶

液として、0.5 μg/μL pBR322 0.2 μL + 1×TAE 24 μLを調製した。pBR322のみの溶液、サ

ンプル溶液及びラダー溶液 10 μLを 6 × Loading buffer 2.0 μLとそれぞれ混合した。その

後、固まった 1%アガロースゲルを装置にセットし、ゲルが十分に浸るくらいまで 1 × TAE

溶液を装置に加えた。混合溶液を 12 μLずつ作製したゲルにアプライした。泳動は 18 Vの

定圧で 3時間電気泳動を行った。ゲル電気泳動装置は Mupid®-exU (タカラバイオ)を使用

した。電気泳動終了後、1 × TAE 溶液に GelStarを加え 1 × GelStar染色液を調製した。

これに泳動後のゲルを加え 30分間振とうした。その後、ゲルをMilli-Qで 3回洗浄し、ト

ランスイルミネーター (TPB-26MCP)を用いて 312 nm の波長を照射した状態で、写真撮

影 (カメラ: A590 IS)を行った。 

 

５-２-２-７. Cell assay 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM培地, Sigma-Aldrich) (10% Fetal bovine 

serum (FBS)含有)にて HeLa細胞を 3代目まで培養した。コンフルエントの状態になった

後、HeLa細胞を 50000 cells/mL (in DMEM培地)となるように調製し、96-wellsプレート 

(96F Nontreated Black Microwell SI (black), Thermo Fisher Scientific)に 2500 cells/mL

になるように 100 μLずつ播種し、インキュベーター (MCO-170AIC-PJ, Panasonic) (37ºC, 

5%CO2)で 24時間培養した。 

DMEM培地を用いて、冷凍保存している濃度決定済みの化合物溶液を 10倍濃度に希釈

し、24時間培養後の各 wellsに希釈した化合物溶液を 10 μL添加した。 

その後、Endo-Porter (フナコシ)存在下での実験では各 wells に対して 720 μM Endo-

Porter溶液を 1 μLずつ添加した。その後、インキュベーター (37ºC, 5%CO2)で 48時間培

養し、各 wells の培地を吸引除去した。を PBS (-) (137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4・

12H2O, 2.68 M KCl, 1.47 mM KH2PO4)で 50倍に希釈した Cell Counting Kit-F (Dojindo) 

10 μLを各 wellsに添加した後に、PBS (-) 100 μLをさらに加え、インキュベーター (37ºC, 

5%CO2)で 30 分間静置した。最後に、蛍光マイクロプレートリーダー  (Gemini XS, 

Molecular Devices)で各 wellsの蛍光強度を測定した。 
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５-３. 実験結果と考察 

５-３-１. cdNDIと DNAとの結合挙動解析 

まず、cdNDIの測定に用いる buffer検討を行った。100 mM KCl を含む 50 mM Tris-

HCl buffer (pH 7.4)と 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) + 5% DMSO, AcOH-AcOK (pH 5.5)

の３種類の bufferをそれぞれセルに添加後、5 μM cdNDIを追加した。その後吸収スペク

トル測定を行い、384 nmでの最大吸収波長での時間経過に伴う吸光度変化を Fig. 5-3-1-1

に示した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)と 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) + 5% DMSO

を用いた測定では、時間経過に伴う吸光度の減少が見られ 600-800 nm に吸収スペクトル

の変化が見られなかったことから、NDI 同士のスタッキングが起こっていることが考えら

れる。一方、50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5)の条件では化合物添加して 1時間経過後も吸光

度の減少が見られなかったことから、cdNDI を用いた相互作用測定では 50 mM AcOH-

AcOK (pH 5.5)を使用することとした。 

 

50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl 条件での cdNDI の吸収スペクトルと 50 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM KCl条件でのNDI-DMの吸収スペクトルを重ねたグラフ

を Fig. 5-3-1-2Aに示した。両化合物が同じ濃度の場合、cdNDIは分子内に２個の NDIを

有するため、NDI-DMよりも cdNDIでの NDI由来の 384 nmにおいて理論的には２倍の

吸光度を示すことが考えられるが、実際はNDI-DMの約 1.1倍増であった。これは、cdNDI

の分子中に存在する 2個の NDIが分子内スタッキングを起こすことで 384 nmでの吸光度

が減少したと考える。続いて、G2T1添加に伴う cdNDIの吸収スペクトル変化を Fig. 5-3-

1-2Bに示した。G2T1添加に伴う吸収スペクトル変化が起きたことから、cdNDI が G2T1

と結合することが分かった。 

 

Fig. 5-3-1-1. 100 mM KCl 存在下での 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) buffer (●)と 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.4) buffer + 5% DMSO (■), 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5) buffer (▲)

を用いた cdNDI添加に伴う 384 nmの最大吸収波長での吸光度の経時変化.  
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他の DNA (G1, c-myc, ds-oligo)においても同様の実験を行い、各種 DNA 添加に伴う

cdNDIの吸収スペクトル変化の最大吸収波長である 384 nmでの吸光度変化を Fig. 5-3-1-

3Aに図示した。また、NDI-DMのモル吸光係数を用いて cdNDIの分子内スタッキングを

起こしていない時の理論的なモル吸光係数を算出し、元素分析と UV/Vis測定から算出した

モル吸光係数 (ɛfree)と合わせて cNDI-dimer の分子内スタッキングの度合い (Hfree)を算出

した。 

Hfree = ɛfree / 2 ɛ(NDI-DM) 

 

さらに、DNA添加後の吸光度から DNAと結合後のモル吸光係数を算出し、分子内スタ

ッキングを起こしていない時のモル吸光係数と合わせて、分子内スタッキングが起こって

いなかった時の淡色効果を算出した (Table 5-3-1-1)。 

cdNDIのみでの淡色効果は Hfree = 36800/(30600×2)×100 = 40%であったことから、NDI

ユニットの約 4割がお互いにスタッキングを起こしたことで、NDI由来の 384 nmの吸光

度が減少したと考察する。続いて、Fig. 5-3-1-2A より少ない DNA 量で結合率が 100％に

近づくほどcdNDIとDNAの結合能が高いことがわかり、その序列はG2T1>ds-oligo>G1>c-

myc の順であった。この結果は Table 5-3-1-1 の淡色効果の値と一致する。G1 よりも ds-

oligo に対して強い結合能を示した要因としては、G1 の G-quartet との結合よりも 2 本鎖

DNAである ds-oligoの溝部分や塩基対間に cdNDIが結合したことが考えられる。また G4

ユニット当たりの cdNDIとの結合率を調べるために、Fig. 5-3-1-3Aで示したG2T1のDNA

濃度を 2倍に変更し、G1との結合率変化と重ね書きした図を Fig. 5-3-1-3Bに示した。G2T1

 

Fig. 5-3-1-2. (A) 5.83 μM NDI-DM (50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl)

と 5.42 μM cdNDI (50 mM AcOH-AcOK buffer, 100 mM KCl)の吸収スペクトル. (B) 

G2T1添加に伴う cdNDIの吸収スペクトル変化. 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 

mM KCl, 25°C. 
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がG1と同じG4ユニット数になるように計算したにも関わらず、G1よりもG2T1が cdNDI

と効率よく結合することから、G1構造にはない G4ユニット間の cleft部分に cdNDIが結

合したのではないかとこの結果から考察する。 

 

 

  

Table 5-3-1-1. 各種 DNA存在下での cdNDIのモル吸光係数 (ɛ)及び淡色効果 (H) 

DNA  NDI-DM cdNDI 

None 
ɛfree 30600 36800 

H% - 40 

G1 
ɛbound - 19800 

H% - 68 

G2T1 
ɛbound - 18000 

H% - 71 

c-myc 
ɛbound - 22000 

H% - 64 

ds-oligo 
ɛbound - 18700 

H% - 69 

H (Hypochlomicity)% was calculated from the ɛfree of 2×NDI-DM. 

50 mM AcOH-AcOK buffer (pH 5.5), 100 mM KCl, 25°C. 

 

Fig. 5-3-1-3. (A) DNA濃度変化に伴う DNAと cdNDIの結合率変化. (G1: ●, G2T1: 

〇, c-myc: ■, ds-oligo: □). (B) G1 (●), G2T1 (〇)添加に伴う G4ユニット当たりの

cdNDIとの結合率変化. 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl, 25°C.  
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次に蛍光測定を用いた EtBr 追い出し実験を行った 21,22。cdNDI を用いた G1 での蛍光

測定結果及び最大蛍光波長での蛍光強度変化を Fig. 5-3-1-4に示した。G4構造を同数にす

るために、G1は 5.0 μM、G2T1は 2.5 μMで測定を行った。Fig. 5-3-1-4A, Bより化合物

濃度増大に伴う蛍光強度減少を観測したことから、cdNDI による EtBr の追い出しに成功

したことを確認した。 

各リガンド濃度での EtBr 由来の蛍光強度を測定し、最終的に EtBr を 50%追い出した

時の化合物濃度である EC50を算出した所、G1では 7.7 μM、G2T1では 5.4 μMであった。

G4ユニット数が同数になるように DNA濃度を調製しているので、G2T1での EC50が 1.4

倍ほど低かった要因として、吸収スペクトル測定での結果と同様に G2T1特有の G4ユニッ

ト間に存在する溝 (cleft)部分に cdNDIが相互作用を起こした可能性が示唆された。 

 

 

 

  

 

Fig. 5-3-1-4. (A) cdNDI 添加による G1 での EtBr 追い出しに伴う蛍光強度変化. (B) 

cdNDI添加に伴う最大蛍光波長での蛍光強度変化 (●: G1, 〇: G2T1). 10 mM AcOH-

AcOK (pH 5.5), 60 mM KCl, 25°C. 
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最後に Topoisomerase I assayによる cdNDIの 2本鎖 DNAとの結合挙動解析を行った

23。まず、pBR322 + Topoisomerase Iの共存条件で現れているバンドの位置が pBR322の

みで現れているバンドよりも位置が高いことから、Topoisomerase Iの働きにより環状のス

ーパーコイル分子である pBR322 のスーパーコイル状態が解消させ、リラックス状態にな

ったことが示唆された。1.0 μM cdNDI存在下では、リラックス状態からスーパーコイル状

態の間にかけてバンドが出現していることから、2状態の両方が共存している状態であると

考える。更に cdNDI濃度が増大するにつれてスーパーコイル状態を示す下のバンドの濃さ

が強くなり 10 μMでは完全に下のバンドのみが現れていることから、cdNDIがリラックス

状態の pBR322 にインターカレートすることでスーパーコイル状態へと誘起したことが示

唆された。以上の結果から、cdNDIは分子内NDI骨格の間で 2本鎖 DNAの塩基対を形成

した状態でインターカレートすることが明らかとなった。 

側鎖にアミノ基を有するナフタレンジイミド (N, N ’-Bis (3-trimethylaminopropyl) 

naphthalene-1,4,5,8-tetracarboxylic acid diimide (NDI-1))の Topoisomerase I assayでは、

3 μM でリラックス状態の pBR322 が完全にスーパーコイル状態になったことが既に報告

されている 24。今回開発した cdNDI は NDI-1 よりも pBR322を完全にスーパーコイル状

態にするまでに多くの化合物を必要とすることが明らかとなった。これは NDI-1 よりも

cdNDI の方が 2 本鎖 DNA へのインターカレートの際に座位数が多いことが要因と考察す

る。 

 

  

 

Fig. 5-3-1-5. cdNDI の Topoisomerase I assay. Lanes 1: 1 kb Ladder、Lanes 2: 

pBR322のみ、Lanes 3: pBR322 + Topo I、Lanes 4-10: pBR322 + Topo I + cdNDI 

(1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10, 20 μM). 
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５-３-２. cdNDIによる DNA構造変化の解析 

cdNDI添加に伴う G1, G2T1, c-myc, ds-oligoの CDスペクトル測定結果を Fig. 5-3-2-1

に示した。cdNDI を添加していない条件で、それぞれの DNA 構造に特有の CD スペクト

ルを観測した。続いて cdNDIを添加していくにつれて DNA構造由来の CDスペクトルが

変化したことから cdNDIと各種 DNAが相互作用したことが分かった。まず、G1では 240 

nm付近の負のコットン効果の増大が化合物 10倍量まで見られ 12等量で若干減少し、4等

量までは 290 nm付近の正のコットン効果の増大し、12等量までは正のコットン効果の減

少が見られた (Fig. 5-3-2-1A)。さらに 2等量から 10等量まで 360-400 nmで正の誘起 CD

が上昇した。正の誘起 CDは化合物が DNA構造のループ間に生じる溝部分に作用する際に

多く見られる挙動である 25。従って cdNDIが溶液中に過剰に存在する場合、G1のG-quartet

部分に stackingできる量を超えた cdNDIが DNA構造の溝部分に結合したと考察する。ま

た 12等量で 240 nm, 290 nm付近の負のコットン効果がほぼ変化していないこと、さらに

正の誘起 CDが変化しなかったことから、12等量では cdNDIが過剰すぎて DNAと相互作

用していない可能性がある。 

続いて、G2T1では 240 nm付近の負のコットン効果の減少、290 nm付近の正のコット

ン効果が 5等量まで増えた後減少が見られ、250 nm付近の肩は 5等量まで減少した後変化

が見られなかった (Fig. 5-3-2-1B)。従って、cdNDIが 5等量を超えると DNA構造が歪む

可能性が示唆された。さらに 5等量から 20等量まで 370-410 nm付近に正の誘起 CDの増

大、16等量から 330-360 nm付近に負の誘起 CDの増大が観測されたことから、cdNDIは

5 等量までは G-quartet との stacking で相互作用を起こしていたが、5 等量を超えると

DNA 構造のループ間に生じる溝部分に結合したため正の誘起 CD が現れ、その後 16等量

を超えると正と負の誘起 CD が同時に変化する Exciton-Coupled CD が観測された 26。こ

の挙動は G2T1以外では見られなかったことから、cdNDIは G2T1特有の cleft部分で 2個

の G-quartetと相互作用したことで Exciton Couplingが生じた際に見られる特有の CDス

ペクトル変化が観測されたと考察する。 

c-mycでは cdNDI添加に伴い、10等量までは 240 nm付近の負のコットン効果の若干

の増大と 270 nm付近の正のコットン効果の増大が観測されたことから、cdNDIは DNA構

造を歪めることなく相互作用していることが示唆された。12 等量ではセル中の溶液が沈殿

していたために CDスペクトルが大きく変形した (Fig. 5-3-2-1C)。また、340-400 nmで誘

起 CDが観測されたが、他の DNAでの CDスペクトル測定で出現した誘起 CDに比べて小

さいものであったことから、G-quartet以外の結合挙動はほとんど無いと考える。 

最後に 2本鎖 DNAである ds-oligoでは cdNDI添加に伴い、2等量目から 230 nm付近

に負のコットン効果が現れ 8等量まで増大後変化しなくなり、250 nm付近では 8等量まで

正の方向にスペクトルが変化した (Fig. 5-3-2-1D)。また、280 nm付近では 4等量までスペ

クトル変化は小さかったが 4等量以降大きく負のコットン効果が減少した後 12等量で変化

しなくなった。さらに 320-420 nmでは 4等量まで負の誘起 CDが観測されたが、8等量以
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降 380-400 nmに正の誘起 CDが現れた。4等量まで増大した負の誘起 CDは 2本鎖 DNA

の溝部分に cdNDIが結合した可能性が考えられる。更なる cdNDI添加による正の誘起 CD

の出現によりExcitonic Couplingのような分裂ピークへと変化したことから、cdNDIが ds-

oligoに対してインターカレートを起こしていることが示唆された。 

 

 

  

 

Fig. 5-3-2-1. cdNDI添加に伴う CDスペクトル測定結果. (A): G1, (B): G2T1, (C): c-

myc, (D): ds-oligo. 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl, 25°C. 
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５-３-３. cdNDIによる DNA構造の熱安定性評価 

cdNDI添加に伴う G2T1の Tm測定結果を Fig. 5-3-3-1に示した。0等量ではシグモイ

ド曲線が得られたことから G4構造が解けたことを確認したが、1等量では 0等量の時ほど

楕円率が減少していないことから cdNDI により安定化された G4 構造が 95ºC で完全に解

けていないことが示唆された。3, 6, 8等量では 1等量よりも楕円率が減少していないこと

から、cdNDIにより G4構造がさらに安定化されたことが分かった。以上の結果から、1等

量以上では G4構造が安定化されすぎて Tm値を算出することができないため、cdNDIの等

量数を減らした条件で Tm測定を行い、得られた Tm値を Table 5-3-3-1 にまとめた。G1, 

G2T1において、0.2等量では cdNDIによる DNAの熱安定化は Tm = 1-2ºCと小さかった

ことから、化合物濃度が DNA濃度に対して低すぎると化合物が DNAと結合する個数が少

なすぎるため DNA構造の熱安定性向上は小さいことが分かった。一方、G4ユニット当た

りの 0.5等量の cdNDIによる ΔTmは G1で 0.5等量と 0等量の差から 3ºC、2個の G4ユ

ニットを形成可能な G2T1では 1等量と 0等量の差から 8ºCとなった。このような結果と

なった理由としては、G2T1が形成可能な 2個の G4構造の cleft部位に cdNDIが作用する

ことで cdNDI 1分子で 2個の G4構造を同時に安定化することができる。G1ではそのよう

な安定化は起こらなかったため、G2T1よりも ΔTm値が低い結果になったと考察する。 

 

Table 5-3-3-1. cdNDIを用いた Tm測定で得られた Tm値 

[cdNDI]/[DNA] 0 0.2 0.5 1 

Tm (G1)/ºC 54 56 57 60 

Tm (G2T1)/ºC 63 63 65 71 

 

Fig. 5-3-3-1. cdNDI添加に伴う G2T1での Tm測定結果. [cdNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 

(red), 3 (purple), 6 (pink), 8 (green). 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 30 mM KCl. 
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５-３-４. テロメラーゼ阻害能評価 

0-5.0 μM cdNDI存在下でのテロメラーゼ活性阻害能評価として TRAP assayを行った。

その後、各 cNDI のテロメラーゼに対する 50%阻害濃度 (IC50)を算出するために、画像処

理ソフトウェア Image Jを用いて TRAP assayのポリアクリルアミドゲルの撮影画像の定

量的解析を行った (Fig. 5-3-4-1A)。 

Fig. 5-3-4-1の画像結果から、各 cNDI濃度増大に伴いラダー数の減少を確認した。ラダ

ー数の減少はテロメラーゼによる伸長反応が阻害されていることを意味するため、cdNDI

はテロメラーゼ活性阻害能を有することが示唆された。また、cdNDI濃度が 0.65 μM, 0.80 

μMの時、24塩基分伸長された際に現れるラダーが濃く観察された。このことから cdNDI

は TTAGGGが 4回繰り返し形成される G4に結合していることが示唆された。 

Fig. 5-3-4-1Bから、IC50を算出したところ 0.60 μMであった。これまでに開発した 2量

体 cNDIの IC50と比較すると、2量体 cNDIの IC50が 0.3-0.7 μMであったことから 2量体

cNDIと同程度のテロメラーゼ活性阻害能を cdNDIは有することが分かった。2量体 cNDI

は 2分子の cNDIをアルキル鎖や PEG鎖で連結するため分子のサイズは cdNDIに比べて

非常に大きいにもかかわらずテロメラーゼ活性阻害能が同程度であったことから、分子の

大きさではなく G4の G-quartetと強く結合する NDIの量が多いほどテロメラーゼ活性阻

害能が高くなる傾向にあるのかと予想する。 

 

 

 

  

 

Fig. 5-3-4-1. 異なる cdNDI濃度下での TRAP assayゲル電気泳動結果 (A), テロメラ

ーゼ活性率を示す定量的解析結果 (B). 
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５-３-５. cdNDIと G4との複合体形成評価 

cdNDIとG4 DNAとの複合体形成確認を行ったゲル電気泳動画像結果を Fig. 5-3-5-1に

示した。G1は単一のバンドを確認したが、G2T1は濃いバンドの上部に薄いバンドの存在

を確認した。2つのバンド距離が離れていないことから、G2T1の様々な G4構造を形成す

ることが考えられる。 

G1と 3倍量の cdNDI共存下では G1由来の濃いバンドが若干上にシフトし、バンドの

濃さが薄くなったが、G2T1と cdNDI共存下では G2T1由来の濃いバンドとその上部に存

在した薄いバンドが消失し、もともと存在した濃いバンドの下部に薄いバンドが出現した。

従って cdNDIは G1, G2T1に結合することが示唆され、G1との結合挙動は Zhouらの報告

では挙げられてない新たな挙動であった 27。さらに、1.0 μM G1と 0.5 μM G2T1共存下で

cdNDIの濃度を 0.5 μM, 1.0 μM, 1.5 μM, 2.0 μMにした所 (G1 + G2T1 + Ligand)、G1由

来のバンドは濃さを維持したまま上にシフトしたが、バンドの濃さに変化は見られなかっ

た。G1のみで cdNDI存在下ではバンドが薄かったことから、G1単体の場合よりも G2T1

共存下での G1 への cdNDI の相互作用は小さい、つまり cdNDI は G2T1 に優先的に結合

することが示唆された。また、cdNDI 濃度増大に伴い G2T1 でのバンドの濃さが段々薄く

なっていることから、GelStar が G2T1 に結合できるサイトに cdNDI が結合することで

GelStarによる cdNDI/G2T1の複合体の染色が起こりづらくなったことが示唆された。 

 

 

Fig. 5-3-5-1. ゲル電気泳動による cdNDIとG4 DNAの複合体形成確認. DNA: 1.0 μM 

G1 + 0.5 μM G2T1. Lanes 1: 20 bp Ladder, Lanes 2, 3: 1.0 μM G1 w/o or w/ 1.5 μM 

cdNDI, Lanes 4, 5: 0.5 μM G2T1 w/o or w/ 1.5 μM cdNDI, Lanes 6-10: 1.0 μM G1 + 

0.5 μM G2T1 + cdNDI (w/o, 0.5, 1.0, 1.5 or 2.0 μM). DNA溶液の buffer条件: 10 mM 

AcOH-AcOK (pH 5.5), 60 mM KCl, 25°C. 
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５-３-６. がん細胞を用いた cdNDIの細胞毒性評価 

cdNDIの HeLa細胞に対する細胞毒性評価として、培養した HeLa細胞へ cdNDIを添

加する実験を行った。その結果を Fig. 5-3-6-1にまとめた。化合物濃度増大に伴い細胞生存

率が低下したことから、cdNDIが HeLa 細胞に対して毒性を示すことが明らかとなった。

また、Endo-Porter 使用/未使用で化合物濃度増大に伴う細胞生存率を比較した所、大きな

差異は見られなかった。このことから、cdNDI は容易に細胞内へ導入され、がん細胞であ

る HeLa細胞を死滅する能力を有することが示唆された。 

Fig. 5-3-6-1で示した細胞生存率変化から、細胞を 50%死滅した時の化合物濃度を EC50

として算出した結果を Table 5-3-6-1に示した。従来開発されてきた cNDI誘導体を用いた

時の EC50は 5 μM程度であったが、cdNDIはそれよりも非常に低い値であったことから有

用な抗がん剤候補として期待される。また、Endo-Porter の有無による EC50 値は Endo-

Porter 無しの方が低かったことから、分子サイズの小さい cdNDI を細胞導入する際は

Endo-Porterは不要であることが分かった。 

 

Fig. 5-3-6-1. HeLa 細胞を用いた cdNDI の細胞毒性評価. ◇: Endo-Porter 無し、□: Endo-

Porter有り. 
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５-４. 結言 

本章では、新規環状 2 量体フタレンジイミドとして cyclic dinaphthalene diimide 

(cdNDI)の合成に成功し、MALDI-TOF-MS, RP-HPLC, 1H-NMR測定及び元素分析により

純度の高い目的物を得たことが分かった。 

次に相互作用解析を行った。まず、化合物のみ吸収スペクトル測定より 50 mM Tris-HCl 

(pH 7.4) bufferでは時間経過に伴う吸光度の減少が起きたが 50 mM AcOH-AcOK (pH 5.5) 

bufferでは吸光度減少が起きなかったことから、cdNDIでの測定 bufferは 50 mM AcOH-

AcOK (pH 5.5) bufferが適していると判断した。また cdNDIのNDI同士が分子内スタッ

キングを起こしているため、化合物のみの吸光度が低くなることが明らかとなった。更に

cdNDIは G2T1>ds-oligo>G1>c-mycの順で DNAと強く結合し、Table 5-3-1-1の淡色効果

の値と一致した。G1と G2T1の G4ユニット数を合わせた時の結合率を調べたところ、Fig. 

5-3-1-3B に示すように G2T1 の方が強く cdNDI と結合したことから、G1 構造にはない

G2T1特有のG4ユニット間に存在する cleft部分に cdNDIが結合したのではないかと考察

した。この結果は蛍光測定を用いた EtBr追い出し実験やゲル電気泳動を用いた複合体形成

評価の結果と一致した。また 2本鎖 DNAとの結合挙動解析として行った Topoisomerase I 

assayで、cdNDIは分子内 NDI骨格の間で 2本鎖 DNAの塩基対を形成した状態でインタ

ーカレートすることを明らかにした。 

CDスペクトル測定による DNA構造変化を調べたところ、DNAごとに異なる挙動が見

られた。G1と c-mycでは cdNDI過剰条件で正の誘起 CDが観測されたことから G4構造

のループ間に生じる溝部分に cdNDIが結合したと考える。一方、G2T1においては 5等量

を超えると正の誘起 CDが現れ、その後 16等量を超えると正と負の誘起 CDが同時に変化

する Exciton-Coupled CDが観測された。この挙動は G2T1以外の DNAでは見られなかっ

たため、cdNDIは G2T1特有の cleft部分で 2個の G-quartetと相互作用したと考察する。

最後に、ds-oligo では 320-420 nm で 8 等量以降 380-400 nm に正の誘起 CD が現れ、

Exciton Couplingのような分裂ピークへと変化したことから、cdNDIが ds-oligoに対して

インターカレートとグルーヴバインディングの両方を起こしていることが示唆された。 

テロメラーゼ活性阻害能評価を行った所、IC50を算出したところ 0.60 μMとなったこと

から、分子の大きさではなく G4の G-quartetと強く結合する NDIの量が多いほどテロメ

ラーゼ活性阻害能が高くなる傾向にあると考察する。また、HeLa細胞を用いて細胞生存率

を調べた所、cdNDIが HeLa細胞を 50％死滅した時の化合物濃度 (EC50)が 0.012 μMと非

常に低い値となった。このことから、G4結合分子による環状ビスインターカレータは新た

な抗がん剤開発のアプローチ法として非常に注目される手法であると考える。 
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第 6章 

蛍光色素を有する cNDI誘導体による 

4本鎖 DNA構造の蛍光イメージングの試み 

 

６-１. 緒言 

4 本鎖 DNA 構造は生細胞中で形成が確認されており、遺伝子制御の深く関わっている

ことも知られている。また、ヒトゲノム配列中に 375,000 ヶ所の潜在的な 4 本鎖 DNA 構

造形成可能配列が示唆されている 1。このことから、4 本鎖 DNA 構造の形成がどのように

生細胞中の活動に関与しているかを理解することは抗がん剤開発やプロモーター領域での

遺伝子制御の面で重要視されている。そこで、生細胞中で 4本鎖 DNAが形成される箇所を

イメージング可能な試薬の開発が行われている 2–6。 

これまでいくつかのグループで 4 本鎖 DNA イメージングの関連研究の論文が報告され

ている。最初の報告例は、2003年の台湾 Academia Scinicaの Ta-Chau Chang教授による

3,6-Bis (1-methyl-4-vinylpyridium)carbazole diiodide (BMVC)である 2。また、この化合物

を改良した o -BMVCは BMVCよりも強い蛍光を示し、2本鎖 DNAに対する 4本鎖 DNA

の選択性はおよそ 90倍となり、生細胞中での 4本鎖 DNAの局在をイメージングすること

に成功している 3。この手法を応用し、現在では既に開発されている 4本鎖 DNA結合分子

と o-BMVCとの競合アッセイを行うことで、結合分子の 4本鎖 DNAとの結合能を評価し

ている 4。他にも、蛍光色素連結抗体による生細胞の 4本鎖 DNA蛍光イメージングが報告

されている 5,6。この BG4と呼ばれる試薬は 4本鎖 DNAと RNAの両方に結合し、抗体を

赤く染める色素を用いることで細胞核内外での 4本鎖 DNAが蛍光イメージングされた。さ

らに、DNase や RNase などの分解酵素をそれぞれ用いることで DNA、RNA 一方のみを

選択的に染色することにも成功している。その後、数多くの論文が報告されているがいずれ

も 4本鎖結合分子である 7–11。先で述べた o-BMVCを含め、蛍光を示す 4本鎖結合分子は

いずれも平面構造であるため 2 本鎖 DNA と結合することが考えられる。実際に o-BMVC

は 2本鎖 DNAに対して 105 M-1で結合する 3。所属研究室で開発している cNDIは 104 M-1

で 2本鎖 DNAと結合する 12ことから、蛍光を示す 4本鎖結合分子よりも 4本鎖構造を選

択的にイメージングするのに適していると考えた。 

そこで、本章では第 2章で開発したアミノ基をリンカー部に有する cNDIに蛍光色素で

ある Fluorescein isothiocyanate (FITC)を組み合わせる手法を考案した。具体的には、cNDI

のアミノ基へ蛍光色素である FITC とビオチン化合物を導入した 2 種類の cNDI 誘導体を

合成し、4本鎖 DNAや 2本鎖 DNAとの相互作用を評価した。さらに、U2OS細胞を用い

た細胞内の 4本鎖 DNAの蛍光イメージングを試みた。 



 

146 

  

６-２. 実験 

６-２-１. 合成 

６-２-１-１. cNDI-NMe-Glu-FITCの合成 

 

エッペンドルフチューブに cNDI-NMe-Glu-NH2 37 mg (0.058 mmol)を入れ、そこに 250 

µLの CHCl3を加えた。次に、Fluorescein 5-Isothiocyanate (isomer I) (東京化成) 4.9 mg

を加えたが色、形状に変化は見られなかった。さらに TEAを 50 µL加えた所、溶液の色が

黄色から赤色へと変化したことを確認した。その後、37°Cで 1時間静置した。続いて、シ

リカゲルカラムクロマトグラフィーによる精製を行った。展開溶媒は CHCl3: CH3OH: DEA 

= 1: 0.4: 0.3を用いた。Rf = 0.3のバントを抽出後、エバポレーターで溶媒を減圧留去、真

空乾燥をした。真空乾燥後、橙色の固体物質を得ることができた。MALDI-TOF-MS (Fig. 

6-2-1-1-1), RP-HPLC (Fig. 6-2-1-1-2) 測定により目的物を高純度で得られたことを確認し

た。収量: 3.0 mg (2.9 μmol)、収率: 5%。MALDI-TOF-MS (positive mode, DHBA): m/z = 

1026.4114 (理論値: [C54H54N8O11S+H]+ = 1024.1279)。 
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Fig. 6-2-1-1-1. cNDI-NMe-Glu-FITC

のMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 6-2-1-1-2. cNDI-NMe-Glu-FITC の

RP-HPLC 測定結果 . カラム : Inertsil 

ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温度: 40°C, 

溶離液: 0.1% TFA aq., 7-70% CH3CN. 
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６-２-１-２. cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinの合成 

 

Biotinamidohexanoic acid N-hydroxysuccinimide ester (同仁化学 ) 5.0 mg (0.011 

mmol)をエッペンドルフチューブに入れ、DMSO 200 µLで溶解した。その後、cNDI-NMe-

Glu-NH2 30 mg (0.047 mmol)を加えたが色、形状に変化は見られなかった。次に TEAを

20 µL加えた所、溶液の色が黄色から橙色へと変化したことを確認した。その後、37°Cで

1時間静置した。続いて、シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる精製を行った。展開

溶媒は CHCl3: CH3OH: DEA = 1: 0.1: 0.1を用いた。Rf = 0.175のバントを抽出後、エバポ

レーターで溶媒を減圧留去、真空乾燥をした。MALDI-TOF-MS, RP-HPLC 測定により目

的物を高純度で得られたことを確認した。収量: 4.5 mg (4.6 μmol)、収率: 42%。MALDI-

TOF-MS (positive mode, DHBA): m/z = 976.4695 (理論値: [C49H68N10O9+H]+ = 974.2002)。 
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Fig. 6-2-1-2-1. cNDI-NMe-Glu-AC5-

biotinのMALDI-TOF-MS測定結果. 
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Fig. 6-2-1-2-2. cNDI-NMe-Glu-AC5-

biotin の RP-HPLC 測定結果. カラム: 

Inertsil ODS-4, 流速: 1.0 mL/min, 温

度: 40°C, 溶離液: 0.1% TFA aq., 7-70% 

CH3CN. 
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６-２-２. DNAとの相互作用測定 

６-２-２-１. 本章で使用した DNA及び化合物 

cNDI-NMe-Glu-FITC, cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinのモル吸光係数は30560 cm-1M-1を用

い、DNAはTable 6-2-2-1-1に示す配列とモル吸光係数を用いた。DNAはジーンネットより

購入した。12-ss (+)と12-ss (-)は相補的配列であり、ds-oligoと呼ばれる2本鎖DNAモデルと

して測定に用いた。 

 

 

６-２-２-２. 等温滴定型熱量測定 

エッペンドルフチューブに 10 μM DNA, 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)

溶液を調製した。その後、エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで止め、95ºC で

10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した (DNAのアニーリング)。装置内のサンプル

セルにアニーリング処理後の DNA 溶液を専用シリンジで 250 μL 充填し、50 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.0)存在下の 100 μM cNDI溶液を滴下シリンジに 50 μL

充填した。その後、滴下シリンジを機器にセットし測定を開始した。ブランクとして、サン

プルセルに 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)を 250 μL充填し、滴下シリンジ

を用いて 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0)存在下の 100 μM cNDI溶液を滴下

した際のデータを取得した。解析時にブランクを差し引いて解析した。また、初滴定の値を

除外した 2~25 回目のデータを用いて Independent モードで解析を行い、熱力学パラメー

タを算出した。解析ソフトは TA Instrument社のNano Analyzeを用いた。 

測定条件は以下の通りである。測定条件: 測定温度: 25ºC、攪拌速度: 350 rpm、滴下シ

リンジサイズ: 50 μM、1~25滴定: 1.96 μL、インターバル: 120秒、装置: Nano ITC LV (TA 

Instrument). 

  

Table 6-2-2-1-1. 各 DNAのモル吸光係数 

名称 DNA配列 
モル吸光係数 

/cm-1M-1 

G1 5'-TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3' 236500 

c-myc 5’-TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA-3’ 225400 

HP-27 5’-GCGATTCTCGGCTTTGCCGAGAATCGC-3’ 245800 

12-ss (+) 5'-GGGAGGTTTCGC-3' 114000 

12-ss (-) 5'-GCGAAACCTCCC-3' 108600 
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特定の部位へ 1分子のみが結合する independent modelの式(1)と式(2)で fittingし、結

合パラメータ及び熱力学的パラメータを算出した。 

Q =
𝑛𝑀𝑡∆𝐻𝑉0

2
[1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
− √(1 +

𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
+

1

𝑛𝐾𝑀𝑡
)

2
−

4𝑋𝑡

𝑛𝑀𝑡
]  (1) 

∆𝑄(𝑖) = 𝑄(𝑖) +
𝑑𝑉𝑖

𝑉0
[

𝑄(𝑖)−𝑄(𝑖−1)

2
] − 𝑄(𝑖 − 1)   (2) 

Qは全体の熱量、ｎは結合個数、Q (i)は i回目の滴下後の熱量、ΔQ (i)は熱量変化、Δ

Hはエンタルピー変化、V0は体積、Mtは V0での DNA濃度、Xtはリガンド濃度、Kは結

合定数である。 

 

６-２-２-３. 円二色性 (CD)スペクトル測定 

DNA溶液として、エッペンドルフチューブに 30 μM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4), 100 mM KCl溶液を調製した。エッペンドルフチューブの蓋をセロハンテープで封じ、

95ºCで 10分間保持後、25ºCまでゆっくりと冷却した(DNAのアニーリング)。その後、セ

ルに 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl溶液を加え、約 500 rpmで 1 分間撹

拌後にベースライン測定を行った。次に、アニーリング後の DNA溶液を 1.5 μMになるよ

うにセルに添加し、1 分間撹拌後に測定を行った。測定終了後、cNDI溶液をセルへ滴下し、

1分間撹拌後に測定を行った。その後 cNDIの濃度が1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM ([cNDI]/[DNA] 

= 1, 2, 3)になるまで cNDI溶液の滴下を続けた。 

測定条件は以下のとおりである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分散計 (日本分光社), 

感度: 100 mdeg, 走査速度: 50 nm/min, レスポンス: 4 sec, データ間隔: 0.2 nm, バンド幅: 

2 nm, 積算回数: 4回, 測定温度: 25ºC. 

 

６-２-２-４. 融解温度 (Tm)測定 

アニーリング処理は 6-2-2-3と同様の方法で行った(c-mycは 5 mM KCl)。セルに 1.5 µM 

DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl (c-mycは 5 mM KCl)溶液を加え、約

500 rpm で 1 分間撹拌後に測定を行った。測定終了後、新たに 1.5 μM, 3.0 μM, 4.5 μM 

cNDIをそれぞれ含んでいる 1.5 µM DNA, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl

溶液をセルへ入れ測定を行った。 

G1, c-mycを用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: JASCO J-820 円二色性分

散計 (日本分光社), 感度: 100 mdeg, レスポンス: 1 sec, バンド幅: 1 nm, データ読み取り

間隔: 0.2ºC, 積算回数: 1回, 温度勾配: 1ºC /min (20-95ºC)。 

ds-oligoを用いた測定条件は以下の通りである。測定機器: 日立分光光度計 U-3010 (日

立ハイテクノロジーズ)、測定波長: 260 nm, スリット: 5 nm, データ取り込み間隔: 0.5ºC, 

積算回数: 1 回, 温度勾配: 1ºC /min (20-95ºC). 
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６-２-２-５. 蛍光イメージング 

透過処理済みの間期 U2OS細胞に 10% NGS (ヤギ正常血清)含有 TE (10 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 1 mM EDTA) bufferを用いて 30分間ブロッキングを行った。その後、TE buffer

で洗浄を行い、100 nM cNDI-NMe-Glu-FITC, 1.8 μM DAPI, 10% NGSを含む TE buffer

で 37°C, 1時間処理した。1時間経過後、TEN 200 (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 

200 mM NaCl) bufferで 3分間×5回洗浄し、蛍光測定を行った。cNDI-NMe-Glu-biotinで

の細胞実験は FITC 修飾アビジンを併用するため処理は以下の通り行った。化合物処理を

行い TEN 200 bufferで洗浄後、5 mg/mL Fluorescein Avidin Dと 1% NGSを含む TEN 

200 bufferで室温、1時間処理した。その後、再び TEN 200 (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 

mM EDTA, 200 mM NaCl) bufferで 3分間×5回洗浄し、蛍光測定を行った。 
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６-３. 実験結果と考察 

６-３-１. cNDIと DNAとの結合挙動解析 

結合挙動解析として等温滴定型熱量 (ITC)測定を行った。各種 DNA に対する cNDI-

NMe-Glu-FITC及び cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添加に伴う ITC測定データと等温滴定曲

線を Fig. 6-3-1-1, Fig. 6-3-1-2に示した。両化合物において c-mycを対象にした測定ではシ

グモイド曲線が得られ、HP-27 では発熱量が小さくシグモイド曲線が得られなかったこと

から、化合物が Parallel 4本鎖 DNAに結合し、ヘアピン構造には結合が弱いことを確認し

た (Fig. 6-3-1-1B, C, Fig. 6-3-1-2B, C)。また、G1に対する結合挙動に関して、cNDI-NMe-

Glu-FITC では化合物添加に伴う発熱量が小さくシグモイド曲線が得られず、cNDI-NMe-

Glu-AC5-biotin では化合物添加に伴う発熱量の変化を観測するという対照的な結果が得ら

れた (Fig. 6-3-1-1A, Fig. 6-3-1-2A)。cNDI-NMe-Glu-FITCが G1と結合しなかった理由と

して、G1が形成するHybrid構造の G-run以外のループが G-quartetに対して垂直に存在

する (Lateral loopが存在する)ため、NDIと G-quartetがスタッキングした際にNDIの近

くに存在する FITC が Lateral loop と立体障害を起こし、結合が阻害されたと考察する。

一方、cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinでは NDIから biotinまでの距離が遠く、また biotinは

FITCに比べて立体的に嵩高くないため、Hybrid構造と結合する際に biotinが結合を妨げ

る働きをせずNDIと G-quartetが結合することができたと示唆された。 

 

 

 

Fig. 6-3-1-1. G1 (A), c-myc (B), HP-27 (C)に対する cNDI-NMe-Glu-FITC添加に伴う 

ITC 測定データ (上段)と等温滴定曲線 (下段). 50 mM Potassium phosphate buffer 

(pH 7.0), 25°C. 
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等温滴定曲線から算出した結合パラメータ及び熱力学的パラメータを Table 6-3-1-1 に

まとめた。いずれの結果において、結合個数が 1個であったことから G4構造の G-quartet 

と NDIが 1: 1でスタッキングすることが示唆された。また、結合定数は cNDI-NMe-Glu-

FITC vs. c-myc, cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin vs. G1の結合定数が 105 M-1なのに対し、cNDI-

NMe-Glu-AC5-biotin vs. c-mycが 106 M-1で結合したことを確認した。この結合の際に生じ

る ΔGが最も低い値を示したことから、FITCや TA-coreの Lateral loopで生じる立体障害

が最も少ない cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin vs. c-mycの複合体が熱力学的に安定であり、平

衡状態が他の組み合わせよりも複合体形成に傾いたためと考える。さらに詳しく熱力学的

パラメータを見ると、cNDI-NMe-Glu-FITC vs. c-mycではエンタルピー、エントロピーと

もに有利に働いているが、cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin は G1においてエントロピーロスが

生じていた。不利に働いた要因として cNDI の環状リンカーからビオチンまでの距離が遠

いためにエントロピーロスが生じたと考察した。しかし、このようなエントロピーロスはエ

ンタルピーによって補償されており、cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin は G4 平面とのスタッキ

ング相互作用が良好であることを示唆している。c-mycに対してもエントロピー支配の結合

挙動となっており、G4平面との良好なスタッキングが起こっていることが示された。 

以上の結果より、cNDI へ置換基を導入する際は立体的に嵩高い分子をスペーサー無し

で導入すると、種々の G4構造への結合挙動が導入前と変化することが明らかとなった。 

 

Fig. 6-3-1-2. G1 (A), c-myc (B), HP-27 (C)に対する cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添加

に伴う ITC測定データ (上段)と等温滴定曲線 (下段). 50 mM Potassium phosphate 

buffer (pH 7.0), 25°C. 
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６-３-２. cNDIによる DNA構造変化の解析 

G1, c-myc, ds-oligo溶液への cNDI-NMe-Glu-FITC及び cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添

加に伴う CDスペクトルの変化をそれぞれ Fig. 6-3-2-1, Fig. 6-3-2-2にそれぞれ示した。 

リガンド添加前での G1の CDスペクトルで 290 nm付近に正のコットン効果、270 nm

付近の小さな肩、240 nm付近の負のコットン効果が観測されたことから、G1は Hybrid構

造を形成していると判断される。G1溶液に cNDI溶液を添加すると cNDI-NMe-Glu-AC5-

biotin では 290 nm付近の正のコットン効果の増大と 240 nm, 270 nmのスペクトルの若

干の変化を観測したが、cNDI-NMe-Glu-FITC では 240 nm 付近のスペクトル変化しか観

測されなかった。これは cNDI-NMe-Glu-FITCと G1では ITC測定において化合物添加に

伴う熱量変化が観測されなかったことから、240 nm付近のスペクトル変化は結合に関する

相互作用ではなく FITCによる立体障害が働き G4構造を歪ませたと考察する。 

続いて、cNDI添加前における c-mycの CDスペクトルは 260 nm付近に正のコットン

効果、240 nm付近に負のコットン効果を示したことから、c-myc の Parallel構造形成を確

認した。cNDIを 1等量分添加したところ、スペクトルの波形を維持したまま 260 nm付近

の正のコットン効果と 240 nm付近の負のコットン効果が変化し、2等量目以降はスペクト

ルの変化はほとんど起こらなかった。このことから、c-myc G4 に対し、1 つの cNDI が

Parallel構造を維持したまま 1: 1で強く相互作用したと考えられる。 

最後に、cNDI添加における ds-oligoの CDスペクトル変化を確認した。ds-oligoのみで

は 280 nm付近に正のコットン効果、250 nm付近に負のコットン効果が見られた。その後

cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinの添加を行った所コットン効果の変化は観測されなかったこと

から、ds-oligoと相互作用していないことが示唆された。 

Table 6-3-1-1. ITC測定により算出した各熱力学的パラメータ. 

 
cNDI-NMe-Glu-FITC cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin 

c-myc G1 c-myc 

10-5 Ka/M-1 6.73 5.57 31.8 

n 1 1 1 

ΔH /kcal mol-1 -4.89 -11.59 -7.52 

－TΔS /kcal mol-1 -3.06 3.75 -1.36 

ΔG /kcal mol-1 -7.95 -7.84 -8.87 

50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.0), 25°C. 
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Fig. 6-3-2-1. cNDI-NMe-Glu-FITC添加に伴う CDスペクトル測定結果. (A) G1, (B) c-

myc, (C) ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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Fig. 6-3-2-2. cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添加に伴う CDスペクトル測定結果. (A) G1, 

(B) c-myc, (C) ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 1 (purple), 2 (green), 3 (orange). 50 

mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl, 25°C. 
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６-３-３. cNDIによる DNA構造の熱安定性評価 

cNDIの 4 本鎖安定性を評価するために融解温度 (Tm)測定を行った。2本鎖 DNA であ

る ds-oligoの Tm測定は 260 nmの吸光度変化を用いて測定を行い、4本鎖 DNAでは CD

による Tm測定を行った。 

cNDI-NMe-Glu-FITC及び cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添加に伴う各種DNAの Tm測定

結果を Fig. 6-3-3-1, Fig. 6-3-3-2に示した。さらに、これらの測定結果と他の化合物、DNA

を用いた測定結果から算出した Tm値を Table 6-3-3-1にまとめた。 

測定結果から、cNDI-NMe-Glu-FITC は c-mycでは化合物濃度増大に伴い Tm曲線が高

温側へシフトしたことから、Parallel 構造の熱安定性を向上したことを確認した。一方で、

Hybrid構造を形成する G1と 2本鎖 DNAである ds-oligoに対しては化合物濃度増大に伴

う Tm曲線のシフトが観測されず、Tm値の上昇はそれぞれ 1.8°C, 1.0°Cと小さかった。こ

の結果は ITC測定結果と相関していることから、cNDI-NMe-Glu-FITCは 2本鎖 DNAと

だけでなく Hybrid構造を形成する 4本鎖 DNAに対して嵩高い FITCが DNA構造と立体

障害を起こし、結合だけでなく熱安定性が低い結果になったと考察した。 

cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinでは、2本鎖 DNAである ds-oligoでの化合物濃度増大に伴

う Tm曲線のシフトは観測されず、1°C未満であったことから 2本鎖 DNAへの安定化は低

いことが示唆された。一方、G1, c-mycでは Tm曲線のシフトが観測されたことから Hybrid

構造、Parallel構造両方の 4本鎖 DNA構造を熱安定化する効果を有することが分かった。

さらに、cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin によるG1, c-mycのTm値上昇は cNDI-NMe-Glu-FITC

よりも高かったことから、cNDIに連結した AC5-biotin部分は FITCとは異なり DNA構造

の安定化に不利に働かないことが示唆された。 
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Table 6-3-3-1. 各 cNDI添加に伴う各種 DNAの Tm値及びΔTm値 

DNAs 
Tm/°C Tm/°C (ΔTm/°C) 

No Ligand cNDI-NMe-Glu-FITC cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin 

G1a 66.5 68.3 (1.8) 70.0 (3.5) 

c-mycb 69.2 80.6 (11.4) 85.0 (15.8) 

ds-oligoa 51.1 52.1 (1.0) 50.8 (-0.3) 

a: 1.5 μM DNA, 4.5 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl. 

b: 1.5 μM DNA, 4.5 μM cNDI, 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 5 mM KCl. 

 

Fig. 6-3-3-1. cNDI-NMe-Glu-FITC 添加に伴う Tm測定. (A) G1, (B) c-myc, (C) ds-

oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 3 (red). 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM KCl 

(c-myc: 5 mM KCl). 
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Fig. 6-3-3-2. cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin添加に伴う Tm測定. (A) G1, (B) c-myc, (C) 

ds-oligo. [cNDI]/[DNA] = 0 (blue), 3 (red). 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 100 mM 

KCl (c-myc: 5 mM KCl). 
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６-３-４. cNDIによる細胞の蛍光イメージング 

これまでに in vitro条件での cNDIと DNAとの結合能評価や DNA構造変化、DNA構

造の熱安定性評価を行ってきた。より応用的な実験として、実際に細胞を用いた in vivoで

のイメージングを行いたいと考え、京都大学の杉山弘教授との共同実験として cNDI 誘導

体を用いた生細胞中での 4本鎖 DNAのイメージングを試みた。 

cNDI誘導体を用いた U2OS細胞でのイメージング画像を Fig. 6-3-4-1, Fig. 6-3-4-2に

それぞれ示した。画像に示した青色は 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)と呼ばれる蛍

光色素で、2本鎖 DNAと結合することで青色の蛍光を発することから今回の測定では細胞

核の染色に使用した。緑色のスポットが FITC由来の蛍光であることから、2種類の cNDI

はともに細胞核内に局在したことが分かったが、染色の差異は見られなかった。各 Fig. 6-

3-4-1, Fig. 6-3-4-2の Aと Bを比較すると、Aの画像で示した DAPIの青色蛍光の強度が

弱い部分がいくつも存在する。さらに Bの画像で示した緑色のスポットの位置が Aの画像

の蛍光強度が弱い部分に現れていることから、cNDI誘導体は細胞核中の G4に結合したと

考えられる。しかし、G4イメージングの先行研究と比較すると緑色のスポットが凝集して

いることから、カチオン性の cNDI誘導体がアニオン性を示す核小体内の G4 DNAと強く

相互作用し、他の細胞核内の G4 をイメージングすることが困難であったと考察した。

 

 

Fig. 6-3-4-1. cNDI-NMe-Glu-FITCで染色した透過処理済みの間期 U2OS細胞を用い

た蛍光イメージング. (A): DAPI由来, (B): FITC由来, (C): (A)と(B)を重ねたもの. 

(A) (B) (C)

10 μm

 

Fig. 6-3-4-2. cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin + Fluorescein Avidin Dで染色した透過処理

済みの間期U2OS細胞を用いた蛍光イメージング. (A): DAPI由来, (B): FITC由来, (C): 

(A)と(B)を重ねたもの. 

(A) (B) (C)

10 μm
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６-４. 結言 

本章では、生細胞中の 4本鎖 DNA 構造の蛍光イメージングを目的とした cNDI誘導体

として、cNDI の環状リンカーに直接 FITC を修飾した cNDI-NMe-Glu-FITC とビオチン

化合物を導入した cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin の 2 種類を合成し、MALDI-TOF-MS, RP-

HPLC 測定により純度の高い目的物を得ることに成功した。目的物の収量が少なかったた

め 1H-NMR, 13C-NMR測定を行うことができなかった。 

DNAとの相互作用解析として、等温滴定型熱量 (ITC)測定、円二色性 (CD)スペクトル

測定、融解温度 (Tm)測定を行った。cNDI-NMe-Glu-AC5-biotinは 2章で述べたビオチン化

合物導入前の cNDI-NMe-Glu-NH2と同様に、Hybrid構造や Parallel構造を形成する 4本

鎖 DNAと相互作用し、2 本鎖 DNA との相互作用は小さいことが分かった。一方、cNDI-

NMe-Glu-FITCではHybrid構造を形成するG1に対する結合能やDNA構造の安定化能が

低い結果となった。この要因としては、cNDI に直接 FITC を導入したことにより Hybrid

構造に特有の Lateral loop と FITC が立体障害を起こし相互作用が阻害されたことが示唆

された。 

以上のことから、cNDI へ置換基を導入する際は立体的に嵩高い分子をスペーサー無し

で導入すると、種々の G4構造への結合挙動が導入前と変化することが相互作用解析の結果

から明らかとなった。またスペーサーが存在する場合、G4平面と cNDIとのスタッキング

には影響は少ないが、スペーサーが長すぎるとエントロピーロスが大きくなるので注意が

必要である。 

DNAとの相互作用解析以外の実験として、京都大学の杉山弘教授との共同研究で細胞内

蛍光イメージングを行った。透過処理済みの間期U2OS細胞を用いて実験を行った所、FITC

由来の緑色のスポットが細胞核内に局在したことを確認した。また、DAPIで染色した細胞

核の青色が薄くなっている部分に FITC 由来の緑色のスポットが現れていることから、

cNDI誘導体がアニオン性の核小体内のG4 DNAと結合しイメージングしたと考えられる。

研究目的であった任意のG4構造を選択的にイメージングすることは今回開発した cNDI誘

導体では困難なため、今後 4 本鎖構造結合分子を用いて細胞内イメージングを試みる際は

分子のカチオン性を抑え、核小体への局在を阻害できるような分子設計を検討し、荷電が変

化したことによる G4との結合挙動の変化がないことを確認すべきである。 
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第 7章 

結論 

７-１. 本研究の総括 

本論文では、機能性環状ナフタレンジイミドを開発し DNA との相互作用の精密な解析

を行うことで、抗がん剤開発における新たなアプローチ法の提案を目的とした。この目的の

ために設計・合成した環状ナフタレンジイミド誘導体は、3種類の大別できる。また、生細

胞中の 4 本鎖 DNA 構造の分布や制御を理解することは抗がん剤開発やプロモーター領域

での遺伝子制御の面で重要視されているため、生細胞中での 4本鎖 DNAのイメージングを

目的とした 2種類の環状ナフタレンジイミド誘導体も設計・合成した。さらに、これら誘導

体を用いた 2本鎖DNAや 4本鎖DNAとの相互作用を解析し化合物の性能評価を行うこと

で、新規開発した化合物の抗がん剤としての有用性および 4本鎖 DNAのイメージング試薬

としての可能性について議論を行った。 

 

第 1章では、DNA構造の 1種である 4本鎖 DNA (G4)のトポロジーおよび生体中での役

割と G4結合分子、さらに近年注目されている G4クラスターと G4クラスター結合分子の

現在までの研究報告に関して述べた。その上で、本論文で開発する G4クラスター結合分子

および G4イメージング試薬の可能性を示した。 

第 2章では、これまで開発されてきたナフタレンジイミド (naphthalene diimide; NDI)

に 2 か所存在するイミド部位を連結した環状ナフタレンジイミド (cyclic NDI; cNDI)に置

換基を導入可能な新たな cNDI誘導体の合成を試みた。まず、環状リンカー部にオレフィン

部を有する cNDI-NMe-Gluを設計・合成し、オレフィン部へ 3-Mercaptopropionic acidを

修飾することでカルボン酸への機能性置換基導入を期待したが、オレフィン部へのチオー

ル付加は困難と判断した。そこで、新たに環状リンカー部にアミノ基を有する cNDI-NMe-

Glu-NH2を設計・合成した。次に、cNDI-NMe-Glu, cNDI-NMe-Glu-NH2と各種 DNAと

の相互作用解析として吸収スペクトル測定、等温滴定型熱量 (ITC)測定、円二色性 (CD)ス

ペクトル測定、融解温度測定を行った。両化合物ともに 4本鎖 DNAに対して 106 M-1程度

で結合し、2本鎖 DNAに対して 104 M-1で結合した。また CDスペクトル測定では、cNDI-

NMe-Glu-NH2と cNDI-NMe-Gluで 2本鎖DNAにおいて変化を示さなかったが、G4 DNA

に対して化合物添加に伴う CDスペクトル変化を観測した。さらに融解温度測定では、2本

鎖 DNA に対して両化合物ともに熱安定化が起こらなかったが、G4 では cNDI-NMe-Glu-

NH2の方が cNDI-NMe-Gluよりも 5ºC高いという結果が得られた。以上の結果から第 2章

で述べた 2種類の cNDI誘導体は G4の熱安定化において、アミノ基を有する cNDI-NMe-

Glu-NH2が強く安定化することが分かったが、結合能評価や DNA 構造変化においては類



 

161 

  

似の結果を示した。また 2本鎖 DNAに対しては種々の測定で相互作用が起こっていないこ

とから、環状リンカー部にオレフィン部やアミノ基を有していても G4に選択的に結合する

分子であることを明らかにした。過去に開発された cNDI 誘導体で環状リンカー部に置換

基を修飾可能な分子は開発されていないことから、cNDI-NMe-Glu-NH2を起点に G4選択

性と機能性置換基を有する G4結合分子の開発が今後期待される。現在、電気応答を示すフ

ェロセンや DNA切断能を有する錯体分子、さらに蛍光色素を cNDIのアミノ基へ導入する

ことに成功しており、今後新たな機能性分子を cNDI へ付加することで未だに全貌が解明

されていない G4 に関する新たな知見や創薬開発の発展に貢献できるのではないかと注目

している。 

第 3 章では、近年抗がん剤開発の新たなターゲットとして注目されている G4 クラスタ

ーに特異的に結合する分子として 3種類の新規 cNDI誘導体を開発した。本章では、cNDI-

NMe-Glu-NH2のアミノ基と長さの異なる 3 種類のジカルボン酸を縮合した 2 量体 cNDI 

(cNDI-dimer; cNDI-Cn-cNDI (n = 3, 5, 7))、およびコントロール化合物としてアミノ基を

アセチル化した単量体 cNDI である cNDI-NMe-Glu-Ac を合成した。次に吸収スペクトル

測定より、cNDI-dimer の NDI 同士が分子内スタッキングしている可能性が示唆された。

分子内スタッキングを起こしていない場合の DNA 添加前後での淡色効果を算出した所、

cNDI-dimerは単量体 G4よりも 2量体 G4に強く結合していることが示唆された。CDス

ペクトル測定では、G4だけでなく 2本鎖 DNAに対しても化合物添加に伴う CDスペクト

ル変化が見られたことから、cNDIを 2量体化することで 1個の cNDIが DNAと相互作用

した際に cNDIユニット間のリンカーやもう一方の cNDIユニットが 2本鎖DNAの溝に作

用し、DNA構造を若干歪ませていると考察する。これは UV測定で得られた 2本鎖 DNA

に対する cNDI-NMe-Glu-Acと 2本鎖 DNAと cNDI-C3-cNDIの淡色効果の結果と相関す

る。さらに Tm測定より、cNDI-dimerの 2本鎖 DNAへの熱安定化は小さかったことから、

吸収スペクトル測定や CDスペクトル測定で観測された 2本鎖 DNAとの相互作用は DNA

構造の熱安定化にはそれほど影響を与えないことが示唆された。一方、単量体 G4 よりも 2

量体 G4を著しく熱安定化したことから、cNDIを 2量体化することで 2量体 G4構造の熱

安定性を著しく向上させることが明らかとなった。最後に、ゲル電気泳動や電気化学測定に

より cNDI-dimer は単量体 cNDI よりもテロメラーゼ阻害能が向上したことから、cNDI-

dimerは G4クラスターへの高い識別能、更には抗がん剤の新たなアプローチ法として期待

される試薬であることが示された。一方、DNAとの相互作用解析で単量体 G4よりも 2量

体 G4 に強く結合し安定化したが、既に報告されている G4 クラスター結合分子に比べて

G4に対する結合能が低いことも明らかとなった。以上のことから、既存の G4クラスター

結合分子の分子設計を参考にすることで、cNDI誘導体の更なる G4クラスター結合分子と

しての性能向上が期待された。 

  



 

162 

  

第 4章では、cNDI-dimerの 2量体 G4との相互作用を高めるために、cNDI間をポリエ

チレングリコール (PEG)鎖に変更した cNDI-PEGn-cNDI (n = 2, 4)を合成した。単量体 G4

に加え、2個の G4間の塩基長が異なる DNA配列を用いて測定を行った。まず、吸収スペ

クトル測定より cNDI-PEG-dimer の NDI 同士が分子内スタッキングしたことが示唆され

た。さらに、DNA添加を行うことで cNDI-PEG-dimerは 2量体 G4により強く結合するこ

とが分かった。この結果は EtBr 追い出し実験、およびゲル電気泳動を用いた cNDI-PEG-

dimer と G4 との複合体形成の結果と相関した。ITC 測定では、cNDI-PEG-dimer で単量

体G4に比べて2量体G4との結合能が同程度もしくは低いという結果が得られたが、cNDI-

dimerの結果よりも結合定数が向上した。また Tm測定より、cNDI-PEG-dimer、特に cNDI-

PEG4-cNDIの方が 2量体 G4を強く熱安定化することが明らかとなった。全ての相互作用

解析で、2個の G4間の塩基長が異なる DNA配列を用いたが、塩基長の違いによる相互作

用に関する大きな差異は見られなかった。特定の塩基長を有する G4クラスターに対して選

択的に結合、安定化を示す既存の G4 クラスター結合分子とは大きく異なる結果であった。

最後に、テロメラーゼ活性阻害能評価では単量体 cNDIよりも約 20倍、cNDI-dimerより

も 2 倍程度強くテロメラーゼを阻害することが明らかとなった。以上のことから、cNDI-

PEG-dimerは特定の塩基長ではなく、様々な塩基長を有するG4クラスターに対して結合、

安定化可能な分子であり、テロメラーゼ阻害能を有することが分かった。生体内での G4ク

ラスターのG4間の塩基長は多様であると予想されることから、本章で開発したcNDI-PEG-

dimer はテロメア阻害による抗がん剤治療のターゲットとして注目されている G4 クラス

ターに適した化合物であることが期待される。 

第 5章では、第 3, 4章で述べた 2量体 cNDIとは異なる分子構造による 4本鎖 DNAク

ラスターの識別試薬として、1個の環状分子内に 2個の NDIを有するナフタレンジイミド 

(Cyclic dinaphthalene diimide; cdNDI)を設計・合成した。次に DNAとの相互作用解析を

行った。分子内のNDI同士の距離が近いため、分子内スタッキングが生じることが吸収ス

ペクトル測定から明らかとなった。また、2量体 cNDIでは見られなかった 2本鎖 DNA添

加により cdNDIと相互作用し、その結合様式は 2本鎖 DNAの塩基対間へのインターカレ

ートであることが明らかとなった。また 2量体 G4の識別能を調べるために G4ユニット当

たりの相互作用を解析したところ、2量体 G4特有の G4ユニット間に存在する溝(cleft) 部

分に cdNDIが作用し、その結果 2量体 G4に強く結合し、熱安定性を向上させることが示

唆された。最後にテロメラーゼ活性阻害能評価では、2量体 cNDIと同程度のテロメラーゼ

活性阻害能を cdNDIは有することから、分子の大きさではなく G4の G-quartetと強く結

合する NDIの量が多いほどテロメラーゼ活性阻害能が高くなる傾向にあるのかと予想した。

以上の結果から、cdNDIは 2量体 cNDIと同程度のテロメラーゼ活性阻害能を示したが、

現在の分子構造では 2本鎖 DNAへインターカレートすることが懸念される。今後、環状ビ

スインターカレータを抗がん剤開発で研究していくためには、(1) 2量体 G4内の cleftと効

率よく相互作用すること、(2) 2本鎖 DNAへの結合を阻害することの 2点をクリアする必
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要があると考える。そこで、分子設計としては、本章で開発した cdNDIの NDI間のリンカ

ー長を検討することやナフタレン間への置換基導入などが有用ではないかと考えており、

有用な抗がん剤開発のアプローチ法として大変注目している。 

最後に第 6章では、生細胞中で G4イメージングが可能な cNDI誘導体として、第 2章

で述べた cNDI-NMe-Glu-NH2のアミノ基に蛍光色素である FITC とビオチン化合物を導

入した 2 種類の cNDI 誘導体 (cNDI-NMe-Glu-FITC, cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin)を合成

した。次に DNA との相互作用解析を行った。cNDI-NMe-Glu-AC5-biotin はビオチン化合

物導入前と類似の 4 本鎖 DNA との相互作用を起こしたが、直接 FITC を導入した cNDI-

NMe-Glu-FITCでは G1と結合していない挙動を示した。この結果から、cNDIへ置換基を

導入する際は立体的に嵩高い分子をスペーサー無しで導入することで、種々の G4構造への

結合挙動が導入前と変化することが明らかとなった。また U2OS 細胞を用いた蛍光イメー

ジングより、2本鎖 DNA染色試薬である DAPI由来の青色が薄い部分に FITC由来の緑色

のスポットが現れていることから、cNDI誘導体がアニオン性の核小体内の G4と結合しイ

メージングすることが考えられる。研究目的であった任意の G4構造を選択的にイメージン

グすることは今回開発した cNDI誘導体では困難なため、今後 cNDI結合分子を用いて細胞

内イメージングを試みる際は核小体への局在を阻害できるような分子設計を検討する必要

があると考える。またその際は、結合分子の荷電変化による化合物と G4との結合挙動の変

化がないことを確認するために DNAとの相互作用解析から行う必要があると考える。 

 

７-２. 本研究における今後の展望 

現在使用されている抗がん剤では副作用による人体への影響が懸念されているが、今後

2本鎖 DNA への結合が抑制でき、より高次なテロメア DNA構造 (G4クラスター)に特異

的に作用する化合物が副作用のない抗がん剤に成りえるかもしれない。現状では、G4クラ

スター結合分子として、単量体 G4 に結合する分子を 2 量体化する手法が主流であるが、

(1) 合成ステップが多くなる、(2) 分子サイズが大きいため細胞内導入が困難に、(3) 化合

物の溶解性が乏しいなどの問題点が挙げられる。そこで、G4 クラスターの cleft に選択的

に結合する分子として環状ビスインターカレータを用いることで 3 つの問題点が解決でき

ると考えた。(3)は解決できなかったものの(1), (2)は解決できたが、別の問題点として 2本

鎖 DNAへの結合が確認された。2本鎖 DNAへの結合を阻害しつつ、G4クラスターの cleft

への結合が出来れば、単量体 G4に結合する分子を 2量体化する手法よりも魅力的な抗がん

剤開発のアプローチ法として確立され、今後の副作用のない抗がん剤開発実現に貢献でき

ると期待している。 
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