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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA、ヒストン、化学環境を決定する浸透圧調節分子の三元的な効果を
定量することを目的とした。ヒストンタンパク質を模倣した合成高分子やペプチドとその化学修飾体とTMAOや尿
素などの代謝産物存在下におけるDNA構造安定性を検討した。その結果、模倣高分子が、DNAの重らせん構造をB
型からA型へ遷移させることや、DNAの三重らせん構造を特異的に安定化することが示された。また、TMAOがDNA
の二重らせん構造を直接相互作用することも示唆された。このように、細胞核内におけるDNAの構造やその熱力
学的安定性を予測するために有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：In cell nucleus, DNA exists with histone proteins, which form nucleosome 
complex. Binding affinity between DNA and the histone proteins is one of the critical factors for 
epigenetic regulation of gene expression. Moreover, there are highly concentrated osomolytes inside 
cells, which may also affect the binding affinity of DNA with the histone proteins. Therefore, to 
elucidate the epigenetics, it is important to study combination effects of the epigenetic 
modifications on the histone proteins and on DNA, and osmolytes, on DNA structures and their 
thermodynamic stability. 
In this project, we utilized peptides and synthetic polymers to mimic the histone tails, and TMAO 
and urea to mimic the osmolytes. It was found that histone-mimicking polymers drastically change DNA
 structures and thermodynamics. Moreover, it was found for the first time that TMAO directly binds 
and stabilizes DNA duplex at lower concentration, whereas it destabilizes it because of dehydration 
from DNA structure. 

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
DNA の構造と熱力学的安定性は、(1)水素
結合、(2)スタッキング相互作用、(3)溶媒和（水
和）、 (4)対イオン濃縮によって決定される。 
タンパク質の場合は、これに種々の相互作用
が加わる。(1)(2)の項目は、核酸の塩基配列に
よって決定される。一方、(3)(4)は、活量、誘
電率、粘度等に依存する。すなわち、(1)(2)
は分子がもつ官能基によって、(3)(4)は近傍の
化学環境によって決定される。このように、
生体分子の構造や機能は、その生体分子の官
能基と生体分子近傍の化学環境の両者によ
って決定される。 
特に遺伝子発現を制御するエピジェネテ
ィクス機構では、タンパク質と DNA の官能
基が決定的な役割を果たす。エピジェネティ
クスの機能ユニットは、146 塩基対の DNA
とヒストン八量体からなるヌクレオソーム
である（図 1）。ヌクレオソームでは、DNA
の化学修飾とヒストンの化学修飾の組み合
わせによって DNA-ヒストンの親和性が変化
し、遺伝子の発現が制御される。 

 
一方、細胞内の分子環境は、体積の 40%が
生体分子に占められる分子クラウディング
状態にある（図 2）（Miyoshi et. al. Chem.Rev. 
114, 2733 (2014)以下申請者らの文献には著
者名を示さない）。細胞内で、特に高濃度に
存在するのが、オズモライト（浸透圧調節分
子）である。オズモライトの細胞内での総濃
度は、数mol/Lにも達する。さらにオズモラ
イトは代謝産物としても産生され、遺伝子発
現の調節を介して、細胞のアポトーシスやが
ん化等の細胞運命決定に重要な役割を果た
すことが明らかになりつつある。 

 
２．研究の目的 

負電荷をもつ DNA と正電荷をもつヒストン
のポリイオンコンプレックスであるヌクレ
オソームは、ヒストンと DNA の化学修飾、
ヌクレオソーム近傍の化学環境に依存して、
その構造や熱力学的安定性が変化する。本研
究では、ヌクレオソームの構造安定性とその
変化に伴うエピジェネティックな遺伝子発
現制御機構の化学的理解を目的とし、DNA、
ヒストン、化学環境を決定する浸透圧調節分
子の三元的な効果を定量することを目的と
した。具体的には、次の三点の研究の目的と
して定めた。 
 
（１）ヒストンを化学的に模倣した合成高分
子と DNA のポリイオンコンプレックスにお
ける DNAの構造と安定性の検討。 
（２）ヒストンや DNA に見られるエピジェ
ネティックな化学修飾（メチル化やアセチル
化）を前述の人工高分子や DNA 鎖に導入し
た際の DNAの構造安定性の評価。 
（３）オズモライト依存的な DNA の構造安
定性や、ヒストン模倣高分子の複合効果につ
いての解明。 
 
３．研究の方法 

DNAとポリイオンコンプレックスを形成
するヒストン模倣合成高分子として、ポリ L
リシンとポリアリルアミンを用いた。ポリイ
オンコンプレックス形成時の水溶性を確保
するために、それぞれの高分子には、デキス
トラン側鎖をグラフト重合で導入した。以下
で は 、 それ ぞ れ を PLL-g-Dex 、 及 び
PAA-g-Dexと記す。用いた DNA は、定法に従
い固相合成したものを精製した。DNA は目的
に従って様々な二次構造を形成するように
設計した 
測定に関しては、主に分光学的な方法を用
いた。熱力学的諸量は、核酸の熱力学的安定
性は、温度変性に伴う吸光度変化を測定する
ことで、融解曲線を得て、理論式でカーブフ
ィッティングすることで評価した。 

 
４．研究成果 
上記の目的別に得られた成果を記す。 
（１）ヒストンを化学的に模倣した合成高分
子と DNA のポリイオンコンプレックスにお
ける DNA の構造と安定性の検討：
PLL-g-Dexと PAA-g-Dexが及ぼす核酸構造
安定性に対する効果を系統的に検討した。
様々な GC 割合の塩基配列を有する 10 塩基
対の DNA 二重らせん構造に対して、上記高
分子を添加して、構造を同定したところ、GC
リッチな配列は、PAA-g-Dexによって、B型
二重らせん構造から、A型二重らせん構造へ
と構造が遷移することが示された（次項図 3）。
さらに、負電荷の高分子を添加することで、
この構造遷移を化学的に繰り返すことも可
能であった。これは、細胞核内を模倣した環
境では、DNA鎖が A型の二重らせん構造を
形成する可能性を示唆するものである。本成

 

図 1. ヌクレオソームの結晶構造 

 
図 2.細胞内と試験管内の化学環境 



 

図 3．DNAの B-A構造遷移 

 

図 4．PAA-g-Dexによる三重らせん構造

の安定化 

 

図 5．DNA二重らせん構造と TMAOの

相互作用 

果は、英国王立化学会誌 Chem. Commun.誌
の表紙に掲載され、新聞紙上でも紹介される
など、科学的・社会的インパクトの強い成果
となった。これ以外にも、PAA-g-Dexが DNA
の三重らせん構造を特異的に安定化するこ
と（図 4）、また、DNA と RNA 四重らせん
構造における熱力学的安定性と周辺環境の
相関を解明するなど、多くの成果が得られた。 

（２）ヒストンや DNA に見られるエピジェ
ネティックな化学修飾（メチル化やアセチル
化）を前述の人工高分子や DNA 鎖に導入し
た際の DNA の構造安定性の評価：上述の
PLL-g-Dex及びPAA-g-Dexに、アセチル化、
トリメチル化を施した修飾高分子を合成し
た。DNA の二重らせん構造の熱力学的安定
性に対するこれらの修飾高分子の効果を検
討したところ、エピジェネティック修飾が、
高分子の DNA 二重らせん構造安定化能を抑
制することが示された。エピジェネティック
修飾の効果に関する初めての定量的知見と
して、細胞核内の DNA 構造安定性を予測す
るために有用な成果であると言える。 
 
（３）オズモライト依存的な DNA の構造安
定性や、ヒストン模倣高分子の複合効果につ
いての解明：細胞質や細胞核内に高濃度に存

在するオズモライトとその参照物質として、
トリメチル Nオキシド（TMAO）、グリシン
ベタイン、グリセロール、尿素による分子ク
ラウディング環境下における DNA 二重らせ
ん高騰と四重らせん構造の熱力学的安定性
を検討した。その結果、低濃度の TMAO は
DNA 二重らせん構造と結合し構造を安定化
させた。一方、高濃度の TMAO の添加が二
重らせん構造の水和を阻害することで構造
を不安定化することが示された（図 5）。この
ような非線形の効果は、オズモライト依存的
な特異な効果として、細胞核内におけるDNA
構造安定性を検討する上でも重要な知見と
なる。 
 

上述のような、細胞内、細胞核内での核酸
構造とその熱力学的安定性に関する知見を
もとに、展開研究にも取り組んだ。例えば、
過剰の正常細胞内に存在するたった二つの
子宮がん細胞を検出することが可能となっ
た。さらに、核酸構造安定性に関する定量的
知見をもとに、核酸の四重らせん構造を細胞
内環境でも特異的に識別できる化合物を同
定し、それを用いることで、がん細胞内で過
剰に発現し、がん細胞の分裂や悪性化に中心
的な役割を果たすタンパク質の機能を抑制
することにも成功した。 
以上のように、本研究課題では、当初の細胞
核内の分子環境を化学模倣し、ヒストン、
DNA、オズモライトの三元的な効果を定量的
に解析した。さらに、その展開研究に関して
も、実サンプルからの子宮がん細胞の検出や、
がん細胞に対する非侵襲的治療法につなが
る成果を得ており、当初の目的を十分に達成
したと言える。 
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