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＜研究内容・成果等の要約＞ 
核酸（DNAやRNA）は標準的な二重鎖構造以外に四重鎖などの非標準構造を形成する。その中で

もグアニン（G）四重鎖は、様々ながん遺伝子の発現に関わっている。そのため、G四重鎖を安定化

してがん遺伝子の発現を調節することのできるリガンド分子が非常に注目されている。現在、様々な

G 四重鎖結合性リガンドが見つかっているが、種々の異なる G 四重鎖構造を見分けるリガンドはほ

ぼ皆無である。理由の一つとして、合理的にリガンドのターゲットへの結合適合性を改良する手法が

無いことがあげられる。申請者は、以前から高圧力を用いた核酸挙動の研究を行ってきており、圧力

変化から得られる体積情報が、核酸とリガンド分子間の結合適合性に依存することを見出してきた。

そこで本研究では高圧力を用いてリガンドの結合適合性を評価し、効率的かつ合理的に新規リガンド

分子を開発できる新しい手法の開発を目指した。 
その結果、ヒトテロメア由来のG四重鎖に結合して蛍光を発するチアゾールオレンジの蛍光値が高

圧力を加えることで増強することを見出した。一方、異なる蛍光性 G 四重鎖リガンドを用いた場合

同様の圧力効果は観察されなかった。したがって、今回観察された効果は、h-teloの構造に適合する

ようなチアゾールオレンジの励起構造が圧力増加によって容易に形成されたことによるものであっ

た。 
本研究によって、高圧力を用いたG四重鎖DNAに対して結合するリガンドの結合適合性を評価す

る技術の開発に成功した。今後は、圧力による構造適合化の分子メカニズムを推定し、リガンドの構

造適合性を向上する化学合成を合理的に行い、より結合選択性の高い G 四重鎖リガンドの開発が期

待できる。 
 
 本研究の成果は、3件の口頭発表として学会発表した。そのうちの一件はG四重鎖に関する国際シ

ンポジウムであるThe 7th International Meeting on Quadruplex Nucleic Acids（中国長春、2019
年9月）において招待講演として発表した。また原著論文として、ACS Omega誌に成果を発表した。 
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＜研究の目的、経過、結果、考察（5000字程度、中間報告は2000字程度）＞ 
 
【緒言】核酸（DNA や RNA）は標準的な二重鎖構造以外に四重鎖などの非標準構造を形成する。

その中でもグアニン（G）四重鎖は、様々ながん遺伝子の発現に関わっている。そのため、G四重鎖

を安定化してがん遺伝子の発現を調節することのできるリガンド分子が非常に注目されている。現

在、様々なG四重鎖結合性リガンドが見つかっているが、種々の異なるG四重鎖構造を見分けるリ

ガンドはほぼ皆無である。したがって、特定の遺伝子の G 四重鎖に対し、極めて高い選択性と結合

性を示す高度機能を有する G 四重鎖リガンドの開発が不可欠である。分子同士の結合の理解には、

立体構造の決定が有効であるが、X 線結晶構造解析や核磁気共鳴分光（NMR）法は時間とコストが

かかり現実的ではない。そのため、立体構造の情報を定量的かつ簡便に得ることは、合理的なリガン

ド開発として非常に有効な手段となる。申請者は、以前から高圧力を用いた核酸挙動の研究を行って

きており、構造変化の定量的解析から得られる体積値が核酸とリガンド分子間の形状適合性を表すこ

とを見出してきた。したがって、リガンド分子の構造適合性として体積値を定量的に評価しながらリ

ガンド分子の改良を進めることができれば、効率的かつ合理的に新規リガンド分子を開発できると考

えられる。そこで本研究では、特定の G 四重鎖構造に対して極めて高い特異性を有するリガンドを

圧力変化で得られる分子の体積情報から開発する手法の開発を目的とした。そのために、本研究では

G 四重鎖構造に対して構造適合性の高い分子をスクリーニングするための高圧力技術の開発を行っ

た。 
  
【実験手法】モデルとなるリガンドとしてチアゾールオレンジ（TO）を用いた（図1）。G四重鎖は

ヒトテロメア由来の DNA として h-telo（（5’-dAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG）-3 ’）を用

いた（図1）。DNAはK +バッファー（100 mM KCl、10 mM KH2PO4、1 mM K2EDTA、pH = 7.0）
に溶解し、予め95℃で3 分間加熱し、1℃/min で室温まで冷却し、G 四重鎖構造を形成させた。高

圧システムは、圧力制御システム（Syn Corporation社製）を接続したPCI-500光学ユニット（Syn 
Corporation社製）をJASCO FP-6500蛍光分光計に導入した。光学ユニット内の温度はF-25-ME
（Julabo 社製）サーキュレーターを使用して制御した。圧力については、 PV-400 圧力リザーバー

（Syn Corporation社製）を使用して、±0.1 MPa以内の一定圧力を維持した。サンプルの温度と想

定される光学ユニット内の温度は、熱電対を使用して測定した。蛍光値は、所定の圧力温度で一定に

なったのを確認してから計測した。全ての実験は K +バッファー条件（100 mM KCl、10 mM 
KH2PO4、1 mM K2EDTA、pH = 7.0）で行った。励起波長は501 nmとし、510〜650 nm の範囲

で蛍光スペクトルを測定した。 

 
図 1. TOの化学構造とh-telo G四重鎖の立体構造 

 
【結果と考察】まず、0.5μM のTO と0.25μM のh-telo を使用し、通常の大気圧（0.1 MPa）で

TOの蛍光スペクトルを測定したところ、540 nm付近に極大を持つ蛍光スペクトルが観察された。

TOは、G四重鎖のよく知られた蛍光プローブの1つで、G四重鎖に結合して蛍光を発する。TOお

よびその誘導体を含むこのタイプのリガンドは、自由回転する蛍光部分を持ち、平面構造が G 四重

鎖DNAへの結合に固定されると蛍光を発する。続いて静水圧を加えていくと、h-teloの存在下での

TOの蛍光が圧力の増加とともに増加することが観察された（図2a）。0.1 MPaでの結果と比較して、 
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200 MPaで約4.5倍の蛍光強度が観察された。一方、h-teloを加えない場合TOの蛍光は変化せず、

圧力が上昇しても蛍光値の変化は観察されなかった（図2b）。また、同じ濃度の二本鎖DNA（dx）
の存在下でTOの蛍光の挙動を評価したところ、圧力の増加に伴うh-teloの存在下でのTOの蛍光増

加は、dxの存在下でのTOの蛍光増加よりもはるかに大きいことが確認できた（図2aおよび2c）。
したがって、圧力は、h-teloに結合するTOの蛍光を特異的に高めることが明らかになった。 

 
図2. 蛍光スペクトル変化 (a) 0.5 µM TO, 0.25 µM of h-telo, (b) 0.5 µM TO (c) 0.5 µM TO, 0.25 µM 
dx 
 
 圧力の増加に伴うh-teloの存在下でのTOの蛍光が増強したことから、高圧力によってTOの結合

親和性が促進した可能性がある。そこで、0.1 MPaおよび200 MPaにおいて、TOに対するh-telo
の滴定実験を行い、それぞれの条件での結合定数（Ka）を求めた（図3）。その結果、Ka値は、0.1 MPa
で5.3×105 M-1、200 MPaで1.0×106 M-1となった。これらの結果は、圧力によってTOの結合が促

進されることを示唆しているが、Ka値のわずかな増加は200 MPaでの蛍光シグナルの大幅な増加

を説明するのに十分ではなかった。また、pH は圧力の影響も受けるため、TO の pH 依存性も確認

した。リン酸緩衝液のpHは-0.65 / 200 MPaで圧力を上げるとわずかに低下していた。一方、 h-telo
存在下におけるTOの蛍光強度は、pHの増加（pH 3.2から9.0）に伴って増加することがわかりま

した。TOのみを含む溶液の蛍光は、 pHの変化にほとんど応答しなかった。これらの結果は、圧力

の増加に伴う蛍光の増加が、pHの増加に伴う結果と反対であることを示唆している。これらの結果

から、親和性と pH 変化だけでは、高圧下で h-テロの存在下で TO の蛍光増加を説明することがで

きないことが分かった。したがって、高圧による TO の蛍光増加のもっともらしいメカニズムは、

TOの励起構造が圧力増加によって容易に形成されたことであると考えられる。 TO蛍光は、2つの

平面芳香環の間で形成される角度に依存する。この角度は、G 四重鎖の G カルテット平面によって

支えられている。高圧では、h-teloの構造が乱されてその体積が減少し、TOの励起された構造によ

り適したプラットフォームになる可能性がある。 

 
図3  TOに対するh-teloの滴定実験 

 
 TOの蛍光増強が圧力による構造適合化であることを確かめるために、他のG四重鎖リガンドであ

る tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl)-porphyrin (TMPyP4)を検討した。TMPyP4は、G四重鎖 DNAのよく知

られたリガンドの一種であり、TO同様G四重鎖に結合すると蛍光を発するが、その際に化学構造は

変化しない。蛍光測定の結果、圧力を高めるとむしろ蛍光は減少した。TMPyP4 の化学構造は TO
（平面構造および正電荷）と同じ特性を共有しているため、G四重鎖DNAに結合するこれらのリガ

ンドの結合駆動力は等しい。したがって、圧力変化に対する TO の蛍光応答は、リガンドの G 四重

鎖への結合の強化によるものではなく、むしろ蛍光発光のためのTOの構造適合化のためであると考

えられる。 
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 上記の結果に基づいて、TOとG四重鎖によるロジックゲートの構築を試みた。ここでは、h-telo 
G四重鎖と外部圧力を入力とし、540 nmでのTOの蛍光発光の強度を出力となる。h-telo非存在下

および大気圧（0.1 MPa）の場合[入力（0,0）]、TOの蛍光信号は非常に低い [出力0]。h-telo存在

下で大気圧の場合[入力（1,0）]、TOの蛍光強度は依然低い状態にある[出力0]。さらに、h-telo非存

在下で200 MPaの場合においても[入力（0,1）]、TOの蛍光強度は低い[出力0]。一方、h-teloと高

圧力（200 MPa）両方が入力された場合[入力（1,1）]、 TOの蛍光シグナルが高まり、出力は1に

なる（図 4）。 以上から AND 型のロジックゲートを構築することができた）。このように、圧力を

制御することで、蛍光特性の変化をシグナル化することにより、結合適合性が変化するリガンド分子

を見つけることができる。様々なリガンドや配列の組み合わせで同様の評価を行うことで、結合適合

性を評価できるスクリーニングシステムへの応用ができると考えられる。 

 
図4.（a）大気圧（0.1 MPa）および200 MPaで10μM h-teloを含む1μM TOの蛍光スペクトル、

0.1 MPa、h-telo非存在下（黒線）0.1 MPa、h-telo存在下（赤）、200 MPa、h-telo非存在下（緑）、

200 MPa、h-telo 存在下（青）。 （b）540 nm で規格化されたTO の蛍光強度。 （c）0.1 および

200 MPaでのTOとh-telo間相互作用の真理値表（d）今回作成したAND回路のロジックゲート。 
 
【結言】本研究によって、高圧力を用いた G 四重鎖 DNA に対して結合するリガンドの結合適合性

を評価する技術の開発に成功した。今後は、圧力による構造適合化の分子メカニズムを推定し、リガ

ンドの構造適合性を向上する化学合成を合理的に行い、より結合選択性の高い G 四重鎖リガンドの

開発が期待できる。 
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