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RNAにおけるU-Uミスマッチ構造

Acridine-VDAT

2-Vinyl-4,6-

diamino-1,3,5-

triazine (VDAT)

≡

Acridine

VDAT

Alkylation

◆Recognizing U-U by the 

formation of hydrogen bonds.

◆Alkylation by a electrophilic 

vinyl group.

U U

Abnormal splicing
Caused of myotonic 

dystrophy type 1(DM1)

CUG repeat sequence: the cause of DM1  

Inactivat
ed !MBN

L1

MBN

L1

Target Kd / µM

r(CUG)2 2.1 ± 0.2

d(CTG)2 0.39 ± 0.08

Zimmerman S. C. et al. Proc Natl. Acad. Sci. 

U.S.A. 2009, 106, 16068

■miRNA precursor (miR-544)

[1]

Abnormal splicing

Caused of myotonic 

dystrophy type 1(DM1)

MBNL1… alternate splicing regulator protein

■ CUG repeat sequence: the cause of DM1  
Inactivated 

!
MBNL

1

MBNL

1

[2]

G-quadruplex

K+

(3+1) Hybrid
Na+

Anti-parallel

K+, PEG200

Parallel

d[TA(GGGTTA)3GGG]

12137 8 9

5’-FAM-d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)-3’

① stop around 7 mer

[M-H]- Calcd.: 3214.5 Found: 3215.6

付加体の酵素加水分解による反応
部位予想

(A) (3+1) Hybrid form 1( K+ ) (B) Antiparallel ( Na+ )

グアニン４重鎖に対するアルキル化反応

ミスマッチ構造に対するアルキル化反応

Acridine-AVPとG4DNAとの付加体のＣＤスペクトル
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1.5 mM FAM labeled DNA in K+ buffers. Sensitivity: Standard (100 mdeg), 500 to 200 nm, scan rate: 100 

nm/min,Data acquisition: 0.2 nm, Response: 4 sec., Band width: 2 nm,  Scan number: 2 times, 1 oC / min

・Acridine-amine-AVP 
adduct

・9-Aminoacridine (5 equiv.)

Adduct
Non-modified

(＋) 9-AA
(－) 9-AA

T-T U-U

Triaminotriazine(TAT)-acridine

conjugate

Zimmerman, S.C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2009, 106, 16068.

Zimmerman, S.C. et al., ChemBioChem 2012, 13, 2505.
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T
U U

T-T/U-Uミスマッチ構造結合分子

T-T/U-Uミスマッチ構造アルキル化分子の設計

Acridine-VDATの反応性 トリプレットリピート配列への化学修飾

5´-FAM-GCCTGCTGCTGCTGCTGCTG

3´-CGGTCGTCGTCGTCGTCGTC

[(CTG)12 (5 µM)]

NaCl (100 mM)

pH 7.0, 37ºC
Alkylation
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•擬一次反応

-2.5

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0 100000 200000 300000

ln
([

C
T

G
]/

[C
T

G
0
])

Reaction time / sec

(CTG)2

kobs = 4.2 µM·s-1

(CTG)12

kobs = 26.4 µM·s-1

Target Half life t1/2 / min

(CTG)2 2751

(CTG)12 437.6
1/6 (CTG)2000 t1/2 / min 

=2.75

疾患に関わるリピート配列選択的に超高速な化学修飾
及び強力な複製および転写阻害が行える
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Ratio of full length production (DNA)

primer primer
extension

primer-FAM : 5’-FAM-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

(CTG)20:                 3’-ATTATGCTGAGTGATATCCC(GTC)20  -5’ 

(CAG)20:                 3’-ATTATGCTGAGTGATATCCC(GAC)20  -5’ 

Ratio of full length production(RNA)
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T7 promoter transcription
RNA

sense-(CAG)20:     5’-TAATACGACTCACTATAGGG(CAG)20 -3’

sense-(CTG)20:     5’-TAATACGACTCACTATAGGG(CTG)20 -3’

template (CTG)20: 3’-ATTATGCTGAGTGATATCCC(GTC)20 -5’ 

template (CAG)20: 3’-ATTATGCTGAGTGATATCCC(GAC)20 -5’ 

アルキル化によるDNA複製及びRNA転写に
対する影響

グアニン4重鎖と共有結合分子

② stop around 12mer

[M-H]- Calcd.: 4819.5 Found: 4821.7

付加体をテンプレートにしたprimer 
extension 阻害による反応部位予想

G4-template: 5’-TAG GGT TAG GGT TAG GGT TAG GGC AGA GAG-3’

primer-9                                                                   3’-CCG TCT CTC-FAM-5’

primer-11                                                           3’-TC CCG TCT CTC-FAM-5’
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Primer 9を用いたプライマー
伸長反応

Primer 11を用いたプライマー
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転写 翻訳

遺伝子発現とDNA ・ RNAの高次構造

2本鎖構造 ミスマッチ
DNA

脱塩基部位
(AP site)

グアニン4重鎖 インターナルループ バルジ構造

高次構造に結合する分子

K. Nakatani, S. Sando, I. Saito,

J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 2172
Y. Sato, S.Nishizawa, N. Teramae,

Biochimi.et Biophys. Acta, 2010, 1800, 599 .

Buldge structure Abasic site

(AP site)

➢ 水素結合形成により高次構造に結合する分子

➢ 高次構造に結合し共有結合を形成する分子

1) Repeated RNA (U-U mismatch)

Alkylating unit

Ht = Hoechst unit
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2) G-quartet DNA

Alkylating unit

テロメア領域で形成されるグアニン4重鎖

Telomere: (TTAGGG)n

T TAGG
G・・・

Chromatin

In Cancer 

Cells

telomerase Extend the telomere 

sequences

immortal

X

４本鎖DNAを
安定化する分子

T TAG
GG・・・

テロメラーゼが
阻害され癌細胞
の増殖も阻害

Introduction

脱離基のスクリーニング

標的DNA

安定OFF
反応性ON

S(O)Me SPhSMe S(O)Ph

電子求引基

Vinylquinazoline (VQ)

高次構造結合部位
高次構造に結合して活性化される安定前駆体

反応性OFF-ON型アルキル化分子の設計 VQ前駆体のG4構造に対する反応性

5’-FAM-d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)-3’G4 : ds  : 5’-FAM-d(GCGC T GCCAG)-3’

3’-d(CGCG A CGGTC)-Alexa-5’ss  : 5’-FAM-d(GCGC T GCCAG)-3’

VQ-SMe VQ-S(O)Me VQ-SPh

• Alkylation Selectivity (12 h):• Time course:
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5’-FAM-d(CAGCGC N AATTCGCGAGT)-3’
3’-d(GTCGCG X TTAAGCGCTCA)-5’

(N = T,C,A,G)

(X = dSpacer)

AP-site (DNA/DNA)

5’-FAM-r(CAGCGC U AAUUCGCGAGU)-3’
3’-d(GTCGCG X TTAAGCGCTCA)-5’

AP-site (DNA/RNA)

(X = dSpacer)

AP-site
N

DNA
DNA or RNA

+ alkylation

VQ前駆体の高次構造に対する反応性
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+
alkylation

N1=N2=T (DNA)

N1=N2=U (RNA)

反応性OFF-ON型アルキル化分子

G4結合部位

T-T (97%)

= Alexa (%) + FAM (%)

Acridine-VDAT

Acridine-VDAT

結 論

Spontaneous

VQ-SMe

VQ-S(O)Me

VQ-SPh

Equilibrium

Site-specifi

c

G-4

G-4

OFF-ON型アルキル化反応のメカニズムミスマッチ構造に対するアルキル化反応 グアニン４重鎖に対するアルキル化反応

Acridine-VDAT

➢ U-Uミスマッチを含むRNAに対してはほとんど反応
しなかった

➢ T-Tミスマッチを含むDNAに対して選択的に反応し
た

➢ T-Tミスマッチをアルキル化したDNAを用いて複
製・転写を検討したところアルキル化部位で阻害
が起こることがわかった

➢ G4構造に効率的にアルキル化反応を起こす
ことがわかった。

➢ 反応部位はループ部分のチミンであることが
示唆された。

➢ VQ前駆体のG4に対する反応性はスルホキシド体が一番高く、フェニ
ルスルフィド体、メチルスルフィド体の順に低くなることがわかった

➢ VQ前駆体は左記に示すメカニズムでG4構造をアルキル化することが
わかった。

➢ VQ誘導体はG4構造だけではなく、脱塩基部位およびT-Tミスマッチ
構造に対しても効率的にアルキル化反応が進行することがわかった。
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