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論 文 内 容 要 旨

ThechemistryofDNA-bindingdrugsand/Orligandsisofongoinginterestduetotheirpromisingfunctions

andbiologicalactivitiestowardanalytical,biological,andmedicinalapplicationsIInour laboratory,DNA-

bindingfluorescentligandshavebeendevelopedforanalyticalapplications,includingsingle-nucleotidepoly-

morphism (SNP)typing,affinity-labelinginaptamerassays,andmicroRNA detection.Theseligandsshow

selectivebindingtothetargetnucleobaseoppositeanabasicsite(APsite)inDNAduplexes,whichaccompa-

niesthefluorescenceslgnallingofligand.Inthiswork,IdevotemyselftodevelopmorepowerfulAPsite-

bindingligandfortheanalysisofnucleobaserecognltioninnucleicacid.First,inordertominimizethe
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variationofenvironmental,probeconcentrations,andlightintensity onthefluorescenceresponseoftheseAP

site-bindingligands,IdesignanewkindofratiometriCligandswhichshowsmoreaccurateanalysisfortarget

analytes･Second,Idevelopanewgenerationofon-offlikeligandswithlight-uppropertywhichshowshigh

selectivity andstrongaffinity foranalysisofnucleobaseinnucleicacid.

Chapter1:Introduction

Thischapterisintroductionofbackgroundofrelatedstudiesandobjectiveofthisresearch.

Chapter2:DesignandsynthesisofratiometriCfluorescentligandsforanalysisofSNPs

APsite-bindingligandsaredevelopedintotheratiometriCfluorescentligands,C2,forwhichATMND (2-amin0-

5,6,7-trimethy1-1,8-naphthyridine)isconjugated with (4-(N,N-dimethylaminosulphonyl)-1,2,3-benzoxadiazole)

DBD･ThefluorescenceresponseofC2to21-merAPsite-containingDNA duplexes(5'-GCA GCTCCC

GXGGTCTCCTCGl3'/3'-CGTCGAGGGCNCCAGAGGAGC-5',X-APsite;SpacerC3,N-G,C,

A orT)wasexamined･C2exhibitsaselectivefluorescentresponsetopyrimidineoverpurinenucleobases,

andtheresponseisthemosteffectivetothym ineoverotherthethreenucleobases.Wh enbindingwith

thym ine(N-T),thefluorescenceofATMND moiety iseffectivelyquenchedwhiletheemission丘om DBD

moiety issignificantly enl1anCed.Itislikely thatthe DBD moiety islocated atthehydrophobic

microenvironmentoftheDNA duplex,whichwouldberesponsiblefortheobservedfhorescenceenhance-

ment.Indeed,theexaminationoftheenergy-minimizationofDNA-C2complexrevealsthattheDBDmoiety

isprotrudingintothehydrophobicminorgrooveoftheDNAduplexes･

Thenthebinding-inducedresponseofC2allowstheratiometriCfluorescenceslgnallingforthedetectionof

thetargetnucleobase,forwhichweutilizethechangeintheratiooftheemissionintensities(F585/F420).Upon

bindingtothym ine(N-T),thevalueofF585/F420 increasesbyafactorof27andthisenablesthehighlyse-

lectivedetectionofthym ineovertheotherthreenucleobases.Moreover,theratiometricresponseofC2was

applicabletothenaked-eyedetectionofthym ine-relatedsingle-basemutation･Finally,C2wasappliedtothe

analysisofsingle-basemutationin107-mericDNAs (K-rasgene,sensestrand,condon12)whichcouldbeap-

plicabletoanalysisoftransversion丘om py血 idinebasestopurinebases.(orviceversa)

Insummary,conjugationwithanenvironmentallysensitivenuorescentdyetoprobehydrophobicgroovesof

theDNA helixwasdevelopedinthischapter.C2exhibitsaratiometricresponsewith selectivity for

pyrimidinebase.TheratiometricmethodisapplicabletotheanalysisofPCRproducts.SoratiometriCfluores-

centligandwassuccessfullydeveloped.

Chapter3:Designandsynthesisofonl0fflikefluorescentslgnalingligands

Incombinationwith intercalatorthiazoleorange(TO)andAPsite-bindingligand,ACIDMND -CIOITOwas

developedwhichindicatestwobindingmodewith DNA,ACIDMND moiety actsashydrogenbondingwith

targetnucleobaseoppositean APsiteinDNAduplexandTOfunctionsasintercalatingbindingbetweenbase

pal一sOfnucleicacid.

First,thecharacteristicofACIDMND -C1O-TOand21-mericAPsite-containingDNAduplexeswasinvesti-

gatedbyUVIVisibleand仙10reSCenCeSPeCtrOSCOPy.TheUV-visiblespectrashowedthatwhenthebaseoppo-

sitetheAPsiteiscytosine,theabsorptionincreasedremarkablyduetotheintercalationofTObetweenbase
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pairs.FluorescenceexperimentalsoindicatesthequenchingatACIDMND moiety andenllanCingatTOmoi-

ety.TheseresultssuggestedthattheeffectivebindingofACIDMND totargetnucleobaseoppositetheAPsite

andintercalationofTObetweenDNAbasepalrSoccurs.Fluorescencetitrationexperimentsrevealedthatthe

bindingafflnity ofACIDMND -C1O-TOforcytosineintheAPsite-containingDNAduplexreachesupto108

Mll(1:I,bindingconstantKll),WhichistwoordersofmagnitudehigherthantheACIDMND moiety itself.

Forcomparison,theotherligandfeaturesthatACIDMND moietyisconnectedthroughbenzothiazolenitrogen

issynthesized,namedasACIDMND -C1O-TOE.However,theligandshowedpoorproperty comparedtothe

ACIDMND -C1O-TOthatlinkedthroughquinolinenitrogen,ACIDMND -C1O-TO.Thereasonwasprobablydue

tothequinolineandbenzothiazolemoiety threaddifferentgrooveofDNA helixwhenTO intercalatesinto

DNAbasepairs.Moreinteresting,incaseoftargetnucleobaseiscytosine,ACIDMND -C1O-TOD)NA shows

greenemissionunderUV irradiationwhileACIDMND -C1O-TOz/DNAexhibitsalmostnofluorescence.

Insummary,chloro-substituednaphthyridine-TO conjugatewassynthesized,inwhichon-offlikeresponse

wasobtainedwithahigh selectivityforcytosineandbindingaffinityreachestonM level.Basediscrimination

canbeseenbynakedeyes(DNA'･500nM).Soweconcludedthatfluorescentligandwithimprovedsignalling

andbindingpropertieswassuccessfullydeveloped.

Chapter4:UseofACIDMND -CIOITOformicroRNA(miRNA)detection

Basedontheaboveresults,ACIDMND -C1O-TOwasappliedforRNAdetection,forwhichDNAandRNA

probewereutilized･TheresultsindicatethatACIDMND -C1O-TOshowshigheraffinity forcytosine(K‖-4.5

×107 M-1) intheDNA probeRNA targethybridscomparedtothatofRNA probe/RNA targetduplexes

(K..-0.07×107 M-1).ThereasonismostlikelyduetothedifferenceinconfomationsbetweenDNA/RNA

hybridsandRNA収NAduplexes.DNARNAhybridstendtoadoptB-formconformationwhileRNA/RNAdu-

plexesemployA-form conformation,andB-form structurewouldprovidemorespaceforintercalationofTO

moiety betweenbasepairs.Thus,IdesignaDNAprobeformiRNA (letl7familymembers)detection,and

fluorescenceexperimentrevealedthatACIDMND -C1O-TOwasabletodiscriminatelet-7dkomtheotherlet-7

familymemberswith abindingaffinity upto107 M-I.

Inthischapter,WehavedemonstratedthatuseofACIDMND-C1O-TOformiRNA detection.Byutilizing

aDNAprobe,theligandexhibitedstrongbindingaffinity andhighselectivity forcytosineinRNA.Dueto

thehighspecificity ofthisligand,aslowasnM miRNAcanbeaccuratelydetermined.

Chapter5:Conclusion

Inthiswork,nucleicacid-bindingligandshavebeendevelopedwithhighselectivity andstrongbindingaf-

finity･ThisnewtypeofligandexhibitshigherdetectionsensitivityovertraditionalAPsite-bindingligandsby

twoordersofmagnitudeandhighspeficity fortargetnucleobasesIThesekindsofligandscanbepotentially

appliedtomiRNAdetectioninthetotalRNAsample･Moreover,thisproposedmethoddoesnotrequlreany

modifiedorlabelledDNAprobes,whichshouldsignificantlyreducethecostandsimplify theexperimental

procedure.
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論文審査の結果の要旨

本論文は､｢蛍光性色素を連結したナフチリジン誘導体の設計と合成､また､それらの遺伝子解析への

応用｣に関する研究成果について報告したものである｡

第 1章では､序論として､遺伝子解析の現状､特に一塩基多型検出やマイクロRNA検出に関する現状

をまとめるとともに､本研究の目的について述べている｡

第 2章では､ナフチリジン骨格 (ATMND :2-amin015,6,7-trimethy1-1,8-naphthyridine)と疎水場環境応答

性色素 (DBD:4-P,N-dimethylaminosulphonyl)-I,2,3-benzoxadiazole)を､アルキル基を介して連結 したリ

ガンドを合成し､脱塩基部位含有DNA二重鎖 (5'-GCAGCTCCCGXGGTCTCCTCG-3'/3'-CGTCGA

GGG CNCCAG AGGAGC-5',X-APsite;SpacerC3,N-G,C,A orT)への結合力や結合選択性､

また､蛍光応答特性について評価している｡その結果､ATMNDとDBDをェチレン基で連結したリガン

ド(C2)が､ピリミジン塩基 (チミン､シトシン)に対して優れた結合選択性 (解離定数& -150nM fbr

T)を発現しうることを見出している.また､ATMND とDBDに由来する蛍光応答を利用することで､

二波長蛍光強度比解析が可能で､検出限界は2.InM (forT)に達 している｡さらに､実試料に準 じた

107-mericPCR (polym erasechainreaction)産物の解析が可能であることを示しており､実用レベルの検

出機能が得られていると判断できる｡

第 3章では､ナフチリジン骨格と蛍光性色素チアゾールオレンジ (TO)を､アルキル基 (C】｡) を介し

て連結したリガンド (ACIDMND-C10-TO)を設計 ･合成し､その結合特性と蛍光応答特性を評価してい

る｡ここでは､ナフチリジン骨格に電子求引基 (クロロ基)を導入し､ナフチリジン骨格のプロトネーショ

ン部位を制御することで､シトシンに対するはぼ特異的な結合選択性を達成している (&-6.7nM)｡さ

らに､結合に伴ってon-off的な蛍光応答 (TO基由来)が得られており､極めて実用性の高いDNA検出リ

ガンドの開発を達成している｡

第 4章では､第 3章で合成したリガンド (ACIDⅣm -C10lTO)をマイクロRNA検出に適用した結果に

っいて述べられている｡ここでは､DNAプローブを用いることで､ACIDMNDICIOITOの結合力と蛍光

応答特性が飛躍的に向上することを見出しており､RNAn)NAハイブリッド二重鎖への解離定数は23nM

に達している｡さらに､ACIDMND-C1O-TOをlet-7ファミリーメンバーの検出に適用した結果､標的メ

ンバー (let-7d)を特異的に検出することが可能であることを示している｡

第 5章では､本研究で得られた知見を総括している｡

以上の研究成果は､論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること

を示している｡したがって､王春霞君提出の博士論文は博士 (理学)の学位論文として合格と認める｡
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