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研究成果の概要（和文）：申請者のグループではブロモウラシルに置換したDNAの光照射を用い
てDNAの構造と反応性について分子レベルで研究を進めてきた。検討の結果、DNAの局所構造と
光照射によって生成したウラシルラジカルによる水素引き抜きの相関を明らかにすることがで
き、この手法を用いたDNA構造の検出が可能であることを示した。本研究によって、特定の遺伝
子発現に連動したDNAのダイナミックな構造変化とその制御法への道が拓けた。

研究成果の概要（英文）：Our research group are utilizing photo-irradiation of BrU
substituted DNA to investigate the DNA structure and reactivity relationship at a
molecular level. These studies demonstrated the detailed relationships between the local
DNA structures and the photochemical products of photoinduced hydrogen abstraction by
the resulting uracil-5-yl radicals, and proposed that this photochemical method can be
used to detect DNA structures. Dynamic DNA conformational change which directly relates
to specific gene expression can chemically be understood.
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１．研究開始当初の背景
我々の「生命の設計図」である遺伝子配列
がほぼ決定された現在,今後は３万程度存在
するヒト遺伝子の同定と,一連の発現制御機
構の解明に興味が移っている.遺伝子発現の
制御は一つの遺伝子で単独に行なわれてい
る場合はむしろ少なく,多数の遺伝子発現系
が相互に連動している.このような巧妙な遺
伝子発現の制御は,蛋白間の相互作用や結合
によって誘導される DNA の高次構造変化に

よると考えられている.しかしながら,この
ような DNA の高次構造変化を解析する方法
が確立していないため,その詳細は依然不明
のまま残されている.
申請者のグループではこれまで光の細胞透
過性に着目して DNA の機能と構造に関する
基礎研究を進めていた.中でも,細胞内のチ
ミンを５-ハロウラシル(XU)で置換すること
によって,その光反応性を利用した DNA 高次
構造解析法の実現を目指した.
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２．研究の目的
本研究では,DNA の構造と機能の制御に関す
る化学的研究を推進することによって,遺伝
子発現に連動した DNA のダイナミックな構
造変化を解明し,特定遺伝子の一般的な発現
制御法の開拓を目的としている.
特に,遺伝子発現の制御機構について配列

情報と DNA の局所構造の２つ認識を切り口
として解明する.

３．研究の方法
研究目的の達成に向けて,まず５-ハロウラ
シルの光照射によって得られるウラシルラ
ジカルの水素引き抜き反応を用いて DNA の
局所構造の解析法を確立する.次に,特定遺
伝子を標的としたアルキル化ポリアミドを
用いて,それにより誘起される DNA 局所構造
のダイナミックな変化を,５-ハロウラシル
や修飾塩基を導入した DNA の光反応性を利
用して精密に解析する.その結果に基づ
き,DNA の局所構造に選択的に結合する分子
を細胞核内に導入する.それにより引き起こ
される遺伝子発現の変化について分子生物
学的手法を駆使して評価する.これらの結果
から細胞内の遺伝子発現の制御を分子レベ
ルで化学的に理解し,DNA の塩基配列レベル
と構造レベルでの遺伝子発現の人為的な制
御の可能性を追求する.

４．研究成果
　DNAの構造と機能の制御に関する化学的研
究を推進することによって,遺伝子発現に連
動したDNAのダイナミックな構造変化を解明
すること.特に,特定遺伝子の一般的な発現
制御法の開拓を目指し,以下に示すDNA構造
と反応性に関する研究を進展させた.

(１) ヒトテロメア配列が形成する４本鎖構
造の安定化
　転写開始領域で観察されるグアニン連続
配列や,染色体末端のテロメア配列を対象と
して,有機化学と光化学の両側面から構造特
異的な特性評価を進めた.中でも,ヒトテロ
メア配列の４本鎖形成能が生体内の安定な
ラリアット構造形成に強く関与しているこ
とを, 詳細なDNAフラグメントのPAGE解析に
基づいて示した.[論文9]また, 同様の詳細
なPAGE解析に基づいて, ４本鎖構造外に伸
びる末端のヌクレオチドが与える高次構造
の影響を, 構造内のGのanti-synの配向性と
共に検証した. [論文7]

(２) ヒトテロメア配列が形成する４本鎖構
造の解析
ヒト染色体末端のテロメア配列,GGGTTA繰

返配列で形成される４本鎖構造に関する研
究を進めた.例えば,BrGによる４本鎖構造中

のGのsyn構造を安定化することによって,単
分子FRET測定を可能にし, 直接４本鎖構造
の安定性を観察することに成功した. [論文
10] また, DNAナノフレーム内のGGGTTA繰返
配列からなる４本鎖構造の形成と解離の過
程を分子間力測定装置によって直接可視化
できることを示した. [論文2]これらの実験
的知見を基盤にして,どのように一本鎖ヒト
テロメア配列が４本鎖構造を形成するのか,
そのフォールディング過程の計算化学的な
理論解析を行ない, G-G塩基対形成からのヘ
アピン構造を経由する経路を提案した. [論
文3]

(３) ヒトテロメア配列が形成する４本鎖構
造に特異的に結合する機能分子
染色体末端のテロメアが形成する４本鎖

構造のような特徴的なDNA高次構造に対して,
選択的に結合する新規機能分子を設計・合
成を進めてきた.網羅的に候補化合物群の誘
導体合成と機能評価に努めた結果,ヒトテロ
メア配列から成る４本鎖構造に特異的に結
合する新規機能分子,キラルヘリセンを見出
した.[論文1]

(４) 5-ハロウラシル(XU)を用いる光反応
によるDNA電子移動解析
　XUを含むB型の二本鎖DNAの合成・反応性に
関する評価を進めた結果,配列特異的なDNA損
傷が光反応によって発生することを確認した.
特に, 特定配列中に存在するグアニンからの
XUへの電子移動過程の重要性を示した. [論
文13] 実際に, 5’末端に電子供与性をもつピ
レン基を導入したDNAオリゴマー配列中にXU
を導入したDNAオリゴマーの合成・評価を進
め,光反応によってピレンからの電子移動の
距離に依存するDNA損傷が発生していること
を確認した. [論文4]
　現在,5-ハロシトシン(XC)の光プローブと
しての可能性も新たに探索している. XU に
加えて XC も DNA 構造解析プローブとして利
用することができれば, 細胞内へ適用可能
な塩基配列の範囲が広がり一層 DNA 構造解
析技術としての汎用性が高まると考える.実
際, 特定位置のシトシンをXCに置換したDNA
フラグメントに対する光反応について詳細
に解析を行なった結果,XU と類似した構造特
異的なシトシンラジカルによる水素引き抜
き反応とリボノラクトンの形成が起きてい
ることを確認している.

(５) DNA 配列特異的結合能をもつピロール
(Py)-イミダゾール(Im)ポリアミドの設計
インドール基とアルキル化反応部位

(seco-CBI)を conjugate した Py-Im ポリア
ミドの Fmoc 固相合成法による合成・機能評
価を進めてきた.その結果,マイナーグルー



ブ内でヘテロダイマーを形成して働く 10 塩
基対認識能をもつ機能分子の設計を見出し
た.[論文 14]
10 塩基対配列を認識する機能性 Py-Im ポ

リアミドの設計を契機として, β-アラニン
のポリアミド構造内の位置を調節したポリ
アミドの機能評価, [論文 11] DNA 塩基配列
認識様式を拡張したタンデムヘアピン型ポ
リアミドの機能評価, [論文 12] アルキル化
反応部位をクロラムブシルに変換したポリ
アミドとの比較評価, [論文 5] などのよう
に様々な機能性 Py-Im ポリアミドに関する
機能評価を展開した.

(６) 二本鎖ヒトテロメア配列に対する配列
特異的反応性の評価
　染色体末端のテロメアには二本鎖 DNA 繰
返配列(5’-GGGTTA-3’/5’-TAACCC-3’)が存在し
ており, 特異的に結合する機能分子による
テロメア機能の阻害効果が期待される. Py-
Im ポリアミドの配列特異性を活用すること
によって, 二本鎖テロメア配列特異的なア
ルキル化反応を目指した. 実際に, ヘテロ
ダイマーを介して 11 塩基対を認識する機能
性 Py-Im ポリアミドの合成・評価に関する
研究を進めた. アルキル化反応部位にそれ
ぞれ seco-CBI, クロラムブシルをもつ分子
設計を確立し, その DNA に対する反応性を
評価した. [論文 6,8]
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