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研究成果の概要（和文）：本研究は、（１）Py-Imポリアミド(PIP)にエピジェネティックな発現制御機能を付与
し、体細胞の初期化やiPS細胞の分化を誘導可能にする機能性PIPの開発、（２）グアニン四重鎖構造(G4)に特異
的に結合する機能分子の開発、（３）DNAフレームと高速原子間力顕微鏡(AFM)を使用した遺伝子発現機構の解明
とヌクレオソームの動的な一分子解析、等を目指した。それらの研究成果をまとめ論文として報告し、化学的観
点から遺伝子発現に関連する分子レベルでのヌクレオソーム全体の動態解析、遺伝子発現機構の解明に関する研
究が進捗した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is the following three items.（１）Development 
of functional Py-Im polyamide (PIP) to regulate epigenetic expression, and to induce somatic cell 
reprogramming and iPS cell differentiation.（２）Development of functional molecules that 
specifically bind to the guanine quadruplex structure (G4). （３）Elucidation of gene expression 
mechanism using DNA frame by high-speed atomic force microscope (AFM) and dynamic single-molecule 
analysis of nucleosomes.
We reported those research results as papers. From a chemical point of view, research on the dynamic
 analysis of the entire nucleosome at the molecular level related to gene expression and the 
elucidation of the gene expression mechanism has progressed.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 遺伝子発現制御　エピジェネティックス　DNAナノ構造体　AFM 解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
特定の遺伝子発現を活性化する技術、人工転写因子として応用を目指すアプローチは、挑戦的で魅力ある研究で
ある。体細胞の初期化やiPS細胞からの分化誘導が可能になれば、将来的には現在も治療法がない先天性遺伝疾
患に対する治療にも応用が期待できる。また、AFM測定技術を遺伝子発現に関連するヌクレオソーム全体の動態
解析、遺伝子発現機構の解明を目指す。分子設計した機能性分子を用いて遺伝子発現を制御し、バイオインフォ
マティクスを駆使して分子レベルで解析するアプローチは国内外に例はなく、非常に独創的である。様々な病気
の原因の解明にもつながる可能性があり、医学生物学への波及効果は計り知れない。

※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 

 研究代表者は、基盤研究(S)「分子科学的アプローチによる遺伝子発現の制御と機構の解明」
の支援を受けて、精力的に遺伝子発現の制御機構の解明を進めてきた。具体的には、塩基配列特
異性をもつ機能性 Py-Im ポリアミドを用いて、特定遺伝子の発現をオン-オフに制御するシステ
ムを成立させた(オンスイッチについて: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 8700., Sci. Rep. 2014, 
4, 3843., オフスイッチについて: Nature Commun. 2015, 6, 6706.)。また近年、塩基配列だけで
はなく DNA の構造変化によっても遺伝子発現が制御されていることが明らかになっており、
我々は独自の一分子観察系である DNA フレームと呼ぶナノ構造体を用いてグアニン四重鎖構
造など DNA の高次構造変化や酵素の挙動や反応を動的に解析する方法論を開発した(総説: Acc. 
Chem. Res. 2014, 47, 1645., Chem. Rev. 2014, 114, 1493.)。2019 年 10 月には本課題は研究進
捗評価結果として、「期待以上の進展と成果が見込まれるものと判断できる。問題点の整理も適
切であり、更なる進展を期待する。」と総評 A+を受けた。それらのコメントにそって、遺伝子発
現制御の機構を分子レベルで解明し、人工遺伝子スイッチの実現を目指したいと考え、本申請の
着想に至った。 

    
 
 このような背景のもと、遺伝子発現の制御とその分子レベルでの解析を行う研究代表者のグル
ープは国内外に例がなく、独自の挑戦的研究を遂行する技術力を備えていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、エピジェネティックな遺伝子発現制御のメカニズムを、研究代表者の研究グループ
が培ってきた独自の分子科学的アプローチにより総合的に解明し、応用を目指すものである。 
 第一に、DNA の配列特異的な結合分子である Py-Im ポリアミドにエピジェネティックな遺伝
子発現の活性化機能を付与し、体細胞の初期化や、iPS 細胞を目的とした細胞へ分化させること
を目指す。第二に、遺伝子発現制御に連動する DNA 自身やヌクレオソームの高次構造の変化に
ついて、これらを一分子レベルで可視化し動的な状態を解析する技術を確立する。 
 これら２つのアプローチで研究を車の両輪のように進めることにより、エピジェネティック
な遺伝子発現制御の機構を分子レベルで解明し、人工遺伝子スイッチの実現を目指す。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、（１）Py-Im ポリアミドにエピジェネティックな発現制御機能を付与し、体細胞の
初期化や iPS 細胞の分化を誘導可能にする機能性 Py-Im ポリアミドの開発、（２）グアニン四重
鎖構造に特異的に結合する機能分子の開発、（３）遺伝子発現機構の解明に向けて、DNA フレー
ムというナノ構造体と高速原子間力顕微鏡(AFM)を活用する DNA 三重鎖やグアニン四重鎖構
造、ヌクレオソーム等の動的な一分子解析、以上の３つの研究目標を立て研究を進めた。

 

 



 

 

４．研究成果 

（１）細胞の初期化や分化に関連する遺伝子群を活性化する機能性PIPの開発  
 本研究期間において、遺伝子発現を特異的に活性化する機能分子を比較検証した結果、新しく
ブロモドメイン阻害剤(Bi)が PIP とのコンジュゲート分子として、非常に有望であることを見
だした。合成した Bi-PIP コンジュゲートを用いて、PIP の配列特異性に誘導された特異的な遺
伝子発現の活性化をマイクロアレイと RT-PCR の解析によって確認した。それらの研究成果を
まとめて、2018 年に論文として報告した。DNA の 6
塩基配列を認識能する分子設計を基盤として、新しく
32 種の Bi-PIP コンジュゲート（A-φ）のライブラリー
を合成し、細胞系評価への準備を整えた。これらの Bi-
PIP コンジュゲートにおいて、PIP と Bi を繋ぐリンカ
ー部分には PEG を採用し、コンジュゲートの水溶性を
高めている。 
  また、機能性 PIP開発の一環として、機能性ペプチドと PIP との新しいコンジュゲートの開発
にも成功した。実際に、ミトコンドリア膜に特異的に結合するペプチドとのコンジュゲートによ
って、ミトコンドリア DNA 内の遺伝子発現の特異的な抑制を確認した。その他、トリアルギニン
を導入した PIP コンジュゲート、ヒトテロメア配列を標的とする近赤外蛍光性 PIP コンジュゲートの開発
など、新しい機能性 PIP コンジュゲートの可能性を拓くことができた。それらの研究成果をまとめ論
文として報告した。 

 

（２）グアニン四重鎖構造に結合する機能性PIPの開発  
 Py-Imポリアミドの開発の一環として、DNAの特殊な高次構造、グアニン四重鎖（G4）
構造に特異的に結合するプローブ分子の開発を進めた結果、2016年始めにG4構造に特異
的に結合するリガンド(cIKP)の開発に成功
した。さらに開発研究を進めた結果、本研
究期間において、cIKP とPIP のコンジュ
ゲートを新しく合成し、G4構造とその近傍
配列を同時に認識して特異的に結合する
プローブ分子の開発に成功した。その結合
特異性はNMR測定技術を活用して解析し、
Phan, A.T.教授との海外共同研究の成果と
して論文として報告した。  
  また、ヒトテロメア配列において、DNAの特殊な高次構造の一つであるグアニン四重
鎖構造とその近傍の二本鎖DNA塩基配列を同時に認識して特異的に結合するピリドス
タチン-PIPコンジュゲートの開発に成功した。ケント州立大学Hanbin Mao教授の光ピン
セット測定技術によって、結合特異性  (Kd = 0.8 nM) を解析し、得られた解析結果を海
外との共同研究成果として報告した。加えて、G4構造に対する解析技術を活かし塩田教
授との共同研究の成果として、ATR-X症候群とG4構造の関連性、5-ALAの症状に対する
抑制効果を報告した。 

 

（３）forward/reverse配向を制御する環状Py-Imポリアミドの開発 
 従来、PIP の結合配向において、5’-3’/ N-C 配向（forward 配向）が優先的に起きている。し
かしながら、近年 5’-3’/ C-N 配向（reverse 配向）と呼ばれる逆の結合配向を好むケースが報告
されており、標的外配列(Off-Target)の共存による特異性の低下が懸念された。研究代表者らは
Py-Im ポリアミドの開発の一環として、環状 PIP の forward/reverse 配向に関する結合能を評
価した結果、turn 部に（R）-アミノ基を持つ環状 PIP の優れた forward 配向性と、turn 部に
（S）-アミノ基を持つ環状 PIP の前例のない reverse 配向性を確認した。その結果、turn 部の
アミノ基の不斉が、forward/reverse 配向における優先性を決める重要な要素であることを解明
した。 



 

 

 さらに、reverse 配向 DNA 結合性の環状 PIP の機構を理解するために、X 線結晶構造解析を
進めた。様々な結晶化条件を検討し、得られた
DNA-環状 PIP 複合体の単結晶を用いて SPring-
8 での X 線結晶構造解析に成功した。その結果、
これまで報告されていない reverse 配向に結合
した結晶構造 (NDB: 6M5B) を解明し、京都大
学 竹田一旗 准教授グループとの共同研究の成
果として論文として報告した。 
 アミノ基の不斉による forward/reverse配向制
御技術は、標的遺伝子配列への特異性を改善する
ために役立つものと考える。 

 

（４）DNAナノ構造体による一分子解析技術の開発  
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測定
技術の開発を進めた。その研究成果として、京
都大学理学部植物学研究室・鹿内教授、西村助
教とのHolliday junctionに関する共同研究が円
滑に進んだ。特に、Holliday junction上のMBP-
AtMOC1系の結合から解離に至る機構のAFM
による直接観察と挙動解析に応用することに成功し、研究成果をまとめてScience誌に報
告した。 
 また、ヌクレオソームの構成成分である H3-H4 オクタソーム形成の動態や、各ヌクレオソー
ム間に働く相互作用を DNA フレーム技術と高速 AFM によって詳細に解析し、その研究成果を
報告した。 
 さらに、DNA 鎖を折り曲げて数ナノメートルの角筒状の構造体「ナノケージ」を用いる DNA
構造解析法の開発を進めた。構築したナノケージを用い、その中にグアニン四重鎖 (G4) 構造を
配置することで、ナノ空間内に DNA 分子を閉じ込めることができる。そこに共同研究者である
ケント大学のHanbin Mao 教授の光ピンセッ
ト技術を用いて、両方向から引っ張ることで、
ナノケージ内に導入したグアニン四重鎖構造
が解け、再び折り畳まれる過程を 1 分子レベ
ルで測定することに成功した。また、より狭
小な空間では G4 構造はより安定化すること
を見出した。これらの成果を Nature 
Nanotechnology 誌に報告した。さらに、i-モ
チーフ構造をナノケージ内に導入すると空間
内での安定化が見られ、その安定化の要因が
ナノケージ内での水の物性に影響されること
を明らかにした。これらの成果を PNAS, 
JACS 誌に報告した。 
 
 これは、空間の広さを制限することによって生体分子がどれくらい安定化するかを実
測した世界で初めての例である。DNA ナノ構造体によって多様なナノ空間を構築する
ことができるため、今後様々なタンパク質等の生命現象を捉えるナノスケールの1分子
解析システムとして期待できる。 
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