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研究成果の概要（和文）：　我々は、機能性Py-Imポリアミドを用いてエピジェネティックな遺伝子発現を制御
する方法論を開発した。加えて、原子間力顕微鏡（AFM）を用いるDNAフレーム技術によって１分子レベルで分子
の挙動を直接可視化することに成功した。これらのケミカルバイオロジー研究技術を組み合わせることによっ
て、DNA構造と機能に基づく化学的なアプローチを通した特異的な遺伝子発現機構の解明に近づくだろう。

研究成果の概要（英文）：The regulating methodologies of epigenetic gene expression were developed by
 using functional Py-Im polyamide conjugates in our laboratory. In addition, dynamic　motions for 
one molecule level were directly visualized by using DNA frame technologies with atomic force 
microscope (AFM). By the combination with these chemical biology researches,we would realize to 
elucidate the mechanism of specific gene expression through the chemical approach based on DNA 
structures and functions. 

研究分野：ケミカルバイオロジー、生物有機化学、DNA構造機能解析
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１．研究開始当初の背景 
 
  生命科学において遺伝子発現制御は
極めて重要な研究課題である。とりわけ、
細胞の初期化や分化に関わるエピジェ
ネティックな遺伝子発現の制御が注目
されている。遺伝子発現の制御機構にお
いて、ヒストンの化学修飾の制御やシト
シンの脱メチル化などの遺伝子発現の
制御機構は、生命科学の根本であり、そ
の解明は重要である。しかしながら、こ
れらの遺伝子発現に関与する分子が動
的にどのような挙動を示すのかについ
ての情報は十分に得られていない。加え
て、より簡便かつ安全性な細胞の初期化
や分化誘導の方法論の開発は、常に求め
られている。現在まで、いくつかの遺伝
子発現量を変化させる化合物が報告さ
れているが、塩基配列特異性がないため
その作用機構は十分解明されていない。 
 
 我々は、DNA塩基配列特性をもつ人工
分子である機能性Py-Imポリアミドを用
いて、世界ではじめて、特定遺伝子のサ
イレンシングを達成している (総説Acc. 
Chem. Res. 2006, 39, 935)。また、塩基配
列だけではなくDNA自体の高次構造変
化によっても遺伝子発現が制御される
ことが知られており、申請者らはこの分
野で新規なグアニン四重鎖構造やそれ
に結合する分子を開発してきた (J. Am. 
Chem. Soc. 2010, 132, 3778)。  
 同時に、化学的に様々なDNA高次構造
を検出可能にする方法も開発してきた
(総説Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 
1354)。特に、生体分子の直接観察では、
DNAナノ構造体を足場とした１分子観
察系を構築し、酵素の挙動や反応を動的
に解析する方法の開発に成功した。  
 以上のように、申請者らのグループは
DNAの構造と機能に関する長年の情報
の蓄積と化学合成技術及び１分子解析
技術を持ち、世界に先駆けて研究を遂行
してきた。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究提案では、遺伝子発現の制御や反応
機構をエピジェネティックな観点から捉え
なおす。つまり、従来の単なる DNA 配列の
みを考えた遺伝子発現ではなく、DNAの構造
変化を誘起するヌクレオソーム構造や染色
体末端のテロメア構造など、より構造依存的
な遺伝子発現を考慮して、それに適した DNA
結合分子を分子設計し、細胞内で遺伝子発現
の制御を行い、その遺伝子発現の機構を分子
レベルで解析する。 
 具体的には、DNAの配列特異的な結合分子
Py-Im ポリアミドとエピジェネティックな遺
伝子発現の活性化分子により細胞の初期

化・分化誘導を試み、DNAテロメア構造を認
識する分子を設計することによりその遺伝
子発現を制御する新たな方法を提案する。こ
れに伴い、分子レベルの解析が必要であり、
分子の動きを直接可視化する方法の開発を
行う。 
 これらが、強力に組み合わせられることで、
目的とする構造依存的な遺伝子発現の制御
と可視化について、従来なかった DNA の構
造に基づくアプローチで遺伝子発現のメカ
ニズムを解き明かし、人工機能性分子による
細胞の初期化や分化の制御まで総合的に検
討することが可能になると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
 研究の方法として、下記の３つの事項を集
中的に遂行した。 
（１）培養細胞を用いて、細胞の初期化 (iPS
細胞) を効率的に誘導する機能性 Py-Im ポリ
アミドの構築と種々の細胞への分化を誘導す
る方法論を確立した。 
（２）現在まで開発してきた DNAの局所構造
の検出法を用いて、細胞内でテロメア構造や
Z型 DNA構造、さらに遺伝子のダイナミック
な動態変化を検出した。 
（３）原子間力顕微鏡によって実時間で生体
分子の挙動を直接可視化しそれを解析する
ことで、遺伝子発現における動的な分子の挙
動や相互作用を研究した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞の初期化に関連する遺伝子を活性
化する SAHA Py-Imポリアミドの開発 
 Py-Imポリアミドの遺伝子発現制御分子と
しての機能の有用性を実証するために、細胞
の多能性に関連する遺伝子を活性化する機
能分子の開発を行ない成功した。 
 我々の研究している Py-Im ポリアミドは、
優れた配列特異的 DNA 結合性と核膜内への
集積性を有している。従って、ヒストン脱ア
セチル化酵素(HDAC)の阻害剤である SAHA
をPy-Imポリアミドと連結させたコンジュゲ
ートの合成によって、特定の DNA 遺伝子配
列近傍に SAHA を運搬することを可能にし
た。 
 本研究の遂行により、32 種類の HDAC阻
害能を有する SAHA Py-Im ポリアミドのラ
イブラリーを構築し、DNA 配列特異性を基
盤とした特定遺伝子の活性化を試みた。実際
に、マウス胎生線維芽細胞(MEF)を用いる実
験系において、特定の SAHA Py-Im ポリアミ
ドが Sox2 や Nanog などの多能性に関連す
る遺伝子群の発現を上昇させていることを
確認した(39. Sci. Rep. 2012, 33. Angew. Chem. 
Int. Ed. 2013(hot paper)) 。最近では、ヒト皮
膚線維芽細胞(HDF)に対しても同様の活性化
機能を有する SAHA Py-Im ポリアミドも見
出した（24. Sci. Rep. 2014, 10. ACS Chem. Biol. 



2014）。興味深いことに、DNA マイクロア
レイの結果から、これらの機能分子の配列特
異性毎に異なる遺伝子の発現が活性化して
いることが示されている。 
 

 
図 1 SAHA Py-Im ポリアミドの化学構造の例 

「ヒストンのアセチル化のようなエピジェ
ネティクな変化を DNA の特定領域に起こす
ことによって、特定遺伝子の発現を活性化す
ることが可能である。」このコンセプトープ
ルーフを SAHA Py-Imポリアミドによって示
すことが出来たと考える。また、2015 (平成
27) 年には、機能性 Py-Imポリアミド研究の
一環として千葉がんセンター•永瀬教授らと
共同研究を進めていた変異KRASを標的とす
るアルキル化 Py-Imポリアミドの研究成果を
報告した(5. Nat. Commun. 2015)。 
 
(2) 特定遺伝子を活性化するCTB Py-Imポリ
アミドの開発 
 HDAC阻害剤である SAHAと Py-Imポリア
ミドとのコンジュゲートの研究が進むにつ
れ、ヒストンアセチル化酵素(HAT)の活性化
剤においても同じ効果が得られるかは興味
が持たれる。HAT を活性化する分子として
CTB が報告されているので、実際に CTB を
Py-Im ポリアミドと連結させた化合物を合成
しその機能を評価した所、SAHAと同様に特
定遺伝子の発現を活性化できることが明ら
かとなった。CTBポリアミドは合成と精製に
おいて簡便性が高く、これまでの SAHAポリ
アミドと並行して評価する価値のある Py-Im
ポリアミドコンジュゲートとなった。 

 
 

 
 
 
 

図 2 CTB Py-Im ポリアミドの化学構造の例 

 尚、CTBに関連した論文は現在まで 2報の
論文として報告  (2. Angew. Chem. Int. Ed. 
2015, 3. J. Am. Chem. Soc. 2015) しており、京
都大学より特許「特定遺伝子の発現を活性化
する CTB PI ポリアミドコンジュゲート」を
2015 (平成 27) 年に出願した。 
 
(3) ヒトテロメア配列を識別する蛍光性
Py-Imポリアミドの開発 
 本研究は DNA 構造解析研究の一環として、
染色体末端に存在するテロメア領域に対し
て特異的に結合する蛍光性 Py-Im ポリアミ
ドの開発を進めた。ヒトテロメア配列

(5’-TTAGGG-3’/5’-CCCTAA-3’)n に対する特
異性を向上させるために、2 つのヘアピン型
Py-Im ポリアミドを連結させたタンデム型
Py-Im ポリアミド（1−4）の効率的な合成法
を開発した。我々は新しく中間パーツ（IP）
を固相合成に活用する手法を用いて、タンデ
ム型 Py-Imポリアミドの合成を報告した。こ
の成功によって新たにタンデム型Py-Imポリ
アミドの有用性が実証され、テロメア研究ツ
ールとしての可能性が新たに開かれたと考
える。 

 

このような蛍光性 Py-Im ポリアミドは DNA
と結合することによって、自身の蛍光性を上
昇させる性質を有することが知られており、
DNA 配列特異的なイメージングに向けた応
用が期待される。実際に、遺伝研、前島教授
の染色体の構造解析技術によって、長いテロ
メア領域を有するヒト HeLa 細胞やマウス 
MC12 細胞内での染色体末端テロメア領域に
対する特異的な蛍光が観察された。 
 現在迄に、前島教授、京都 HIPEP研究所と
のテロメア標的型 Py-Imポリアミドの共同研
究の成果をまとめ、三報の論文として報告し
ている(32. J. Am. Chem. Soc. 2013, 14. J. Am. 
Chem. Soc. 2014, 4. Chem. Sci. 2015)。我々の機
能性 Py-Im ポリアミドの設計・合成技術と、
前島教授の染色体の高次構造解析技術を活
かして、高い研究レベルでの蛍光性 Py-Imポ
リアミドの細胞内機能解析が進展した。 
 
(4) 高速原子間力顕微鏡(AFM)による１分子
の動的可視化技術の開発 
 我々は、DNAナノ構造体上に機能性分子を
プログラムに基づいて配置し、そのナノ構造
体上でのタンパク質などの１分子の動的な
解析、距離と空間を制御した状態での相互作
用の解析研究を進めた。特に、DNAのナノ構
造変化を誘起するヌクレオソーム構造や G-
四重鎖構造に対して、高次構造の変化やタン
パク質との相互作用を直接可視化する技術
を確立することに成功した。 
 実際に、鋳型 DNA を 2 か所で結合した
DNA ナノ構造体上での基本転写因子との複
合体構造を構築し、T7 RNAポリメラーゼ II 
による転写を動的に観察することに成功し
た（40. Angew. Chem. Int. Ed. 2012: 図 4）。 

 



 また、CG 繰り返し配列の 2 本鎖 DNA は塩濃
度によって右巻きらせんのB型DNAから左巻き
のZ型のDNA構造をとることが知られている。こ
のB-Z転移を可視化するため、（5-methyl-CG）6
回繰り返し配列をナノフレーム内に導入すること
で、B-Z構造転移のナノ構造内での可視化に成
功した(35. J. Am. Chem. Soc. 2013: 図 5) 

 
その他に特定波長の光により構造を異性化
させる置換基を導入したDNAナ ノ構造体を
構築し、光による構造と機能を制御する技術
の開発も進めた(44. J. Am. Chem. Soc. 2012)。
最近では、DNAナノフレーム内での DNA組
み換え酵素 Creの１分子の挙動の解析にも成
功した(19. Nucleic Acids Res. 2014)。 
 
 結果としてDNAナノ構造体とAFMによる
1 分子の動的な計測方法の確立によって、世
界に先駆ける研究成果をあげることに成功
した。また、国内外の研究者との共同研究を
介して高い研究成果を出した。 
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