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研究成果の概要（和文）：（1）ミニ染色体モデルの化学合成…連結するDNAユニットの合成まで完成した。DNA
ユニット2種類あり、各々Widom601DNA配列を含めた。ユニットの末端は突出末端になっており、制限酵素に対応
した配列を有する。
（2）ミニ染色体モデルに含まれる機能性ヒストンの化学合成…大気中でも安定な有機ルテニウム触媒を用い
て、ワンポットで複数のペプチドを連結する方法を開発した。有機ルテニウム触媒は、従来のパラジウム錯体に
比べて50倍以上の活性を示した。この有機ルテニウム触媒を用いて、リン酸化、ユビキチン化、シトルリン化、
アセチル化などの部位特異的な翻訳後修飾を有するヘテロクロマチン因子を合成した。

研究成果の概要（英文）：(1) Chemical synthesis of the mini-chromosome model...We have completed the 
synthesis of the DNA units to be connected. There are two types of DNA units, each containing the 
Widom601 DNA sequence, and the units have protruding ends with sequences corresponding to 
restriction enzymes.
(2) Chemical synthesis of functional histones in mini-chromosome models... We developed a one-pot 
method for connecting multiple peptides using organoruthenium catalysts that are stable in air. The 
organoruthenium catalyst was 50 times more active than the conventional palladium complex. Using 
this organoruthenium catalyst, we synthesized heterochromatin factors with site-specific 
post-translational modifications such as phosphorylation, ubiquitination, citrullination, and 
acetylation.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 化学合成　クロマチン　DNA　ヒストン　ペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミニ染色体モデルを創出する方法を確立することに意義がある。任意の配列を含む染色体構造を人工的に作るこ
とはまだ可能になっていない。この方法が確立できれば、簡便に目的の配列や人工的な機能性修飾を含むミニ染
色体モデルを獲得することが可能になり、飛躍的に染色体機能研究が進むと考えられる。また、ミニ染色体モデ
ルを創出することにより、細胞内DNA本来の構造や反応に関わる情報を獲得できるようになる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
物質生産細菌などの目的の機能や性質を含有する細胞を確実に獲得するためには、まず生物機
能をゲノムレベルで理解する必要があり、人工的に創出したゲノムモデルを用いて検討を重ね
なければならない。しかし、これまでのゲノム DNA 研究では、何の修飾もない裸の DNA 分子
を用いて研究されてきた。実際の細胞の中の DNA は、染色体構造の中でヘテロクロマチン構造
を有しており、一部ほどけたオープンクロマチン領域でもそこにはタンパク質が結合していて
DNA 分子が丸裸でいることは稀だと考えられる。したがって、研究代表者がこれまで細胞内
DNA のエピゲノム研究を進めていく中で、真の DNA 機能を明らかにするためには、ミニ染色
体モデルを作製して、これを用いて研究する必要性に気が付いた。したがって、研究代表者は、
DNA とともに機能化ヒストンタンパク質を含めたミニ染色体モデルを合成するべきであり、そ
うして初めて、真のゲノム機能の解析と理解が可能になると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、長鎖 DNA の反応解析に存在する構造上の問題点を解消してゲノム機能研究へ
の発展を誘起するために、人工的なミニ染色体モデルの作製とその作製の要素技術を構築する
ことを目指す。さらに、獲得したミニ染色体モデルを用いて、構造解析と化学反応解析を進めて、
生物機能における染色体構造の役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）ミニ染色体モデルの化学合成…ヌクレオソームライゲーションの方法を確立する。そのた
めに、末端に 20bp の突出末端を含む 193bp 長単位で Widom601DNA を合成する。制限酵素で切断
された突出末端を有し、異なる制限酵素で切断された両端構造にすることによって、自己集合を
防ぐ。ヒストンオクタマーと共にヌクレオソームを構成する（ただし、ヌクレオソーム構成能お
よび安定性が配列によって異なることを事前に確認する）。 
（2）ミニ染色体モデルに含まれる機能性ヒストンの化学合成…ペプチド連結のための金属触媒
を検討する。特に、触媒反応でワンポット合成が可能になるような有機金属錯体を探索する。得
られた金属錯体を用いて、複数のエピジェネティック修飾を含む人工ヒストンの化学合成をお
こなう。さらに、DNA と形成される複合体の熱的安定性について議論する。 
 
 
４．研究成果 
（1）ミニ染色体モデルの化学合成  
ゲノムは、本来、DNA 成分だけで構成されているのではなく、これをコンパクトに折りたたむタ
ンパク質成分が一体となって機能していることを忘れてはならない。DNA とともに機能化ヒスト
ンタンパク質を合成して初めて、真のゲノム機能の制御と解析が可能になる。一方、長鎖 DNA の
作成では DNA ライゲーションが用いられるが、思わぬミスハイブリダイゼーションによるライ
ゲーションエラーが問題になっている。また、合成中の長鎖 DNA は外的要因によって不安定な状
態に曝露されている。そこでゲノム合成ビルディングブロックとして、あらかじめ 200bp 長 DNA
を用いてヌクレオソームを作成する。これらに対して好熱性細菌から採取されたリガーゼによ
る連結反応を順次行うことによって、クロマチンパッキングされた状態の長鎖ゲノム DNA を作
製する。今回は、連結する DNA ユニットの合成まで完成した。DNA ユニット 2 種類あり、各々
Widom601DNA 配列を含めた。ユニットの末端は突出末端になっており、制限酵素 BstXI や DraIII
に対応した配列を有する。現在、ヌクレオソームを作成して、ライゲーション反応の検討を進め
ている。 
（2）ミニ染色体モデルに含まれる機能性ヒストンの化学合成 
有機金属化合物のユニークな反応性を利用したタンパク質科学への応用が注目されている。近
年、遷移金属錯体を用いたタンパク質の全化学合成法が開発され、部位特異的な翻訳後修飾を有
する様々なタンパク質の製造が可能となった。しかし、多くの求核性官能基を持つタンパク質を
化学反応させるためには、一般に大量の金属錯体が必要であった。さらに、20kDa 以上の中サイ
ズのタンパク質を合成する際には、煩雑な精製と分離の手順に時間がかかり、様々な装飾を施し
たタンパク質を入手することができなかった。今回研究を進めることにより、大気中でも安定な
有機ルテニウム触媒を用いて、ワンポットで複数のペプチドを連結する方法を開発した。有機ル
テニウム触媒は、従来のパラジウム錯体に比べて 50倍以上の活性を示し、触媒量（20mol％）の
金属錯体を用いることで、過剰なチオールが反応溶液中に存在する場合でも、タンパク質を迅速
かつ定量的に脱保護することができた。この有機ルテニウム触媒を用いて、リンカーヒストン
H1.2 やヘテロクロマチンタンパク質 1α（HP1α）など、リン酸化、ユビキチン化、シトルリン
化、アセチル化などの部位特異的な翻訳後修飾を有する 20kDa 以上のヘテロクロマチン因子を



合成した。その結果、H1.2 の R53 をシトルリン化すると、DNA との静電的相互作用が低下し、ヌ
クレオソームとの結合親和性が低下することが明らかになった。さらに、HP1αの DNA 結合能を
制御する鍵となるリン酸化領域を発見した。今回開発したルテニウム化学は、PTM や非天然アミ
ノ酸を含む、生物学的・医学的に重要なさまざまなタンパク質の調製を容易にしてくれると考え
る。 
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