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研究成果の概要（和文）：塩基配列特異的な合成分子ピロール－イミダゾールポリアミドを用い

た遺伝子発現の制御を検討した。一方で、エピジェネティック制御の機構解明のため、ヌクレ

オソームや関連酵素を１分子で可視化する技術開発を検討した。ヌクレオソームの挙動を直接

観察するため、DNA ナノ構造体を用いて、酵素の１分子観察系を構築した。この結果、機能

化したポリアミドの配列特異性を DNA ナノ構造体上で１分子で可視化することに成功した。

また、DNA ナノ構造内で高速原子間力顕微鏡を用いて、動的に酵素反応を１分子で観察する

系を確立した。この系を用いて、DNA ナノ構造体にヌクレオソームをトラップし、動的に直

接観察することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We tried to investigate the regulation of gene expression using synthetic pyrrole-imidazole 
polyamide. For the investigation of the mechanism of epigenetic regulation, we developed 
the imaging method for nucleosome and related enzymes. For direct visualization of the 
nucleosome, we constructed the single molecule observation system using the designed 
DNA nanostructures. We successfully visualized the sequence-selectivity of functionalized 
polyamide in the designed DNA nanostructure. We also constructed the single-molecule 
observation system for the behavior of enzymes using high-speed atomic force microscopy. 
Using this system, we successfully captured the nucleosome to the DNA nanoscaffold, and 
observed its behavior at the single-molecule level. 
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１．研究開始当初の背景 

特定遺伝子の活性化は、細胞増殖の維持や

分化の制御等を肯定的に行なうために非常

に重要である。本研究では、近年明らかに
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されつつある、ヒストンのアセチル化やメ

チル化などの修飾によるクロマチン構造の

制御による遺伝子の活性化及びプロモータ

ー部位の脱メチル化による活性化の機構

（エピジェネティック制御）に立脚し、化

学生物学的な手法（ケミカルバイオロジー）

でこの機構の解明を行う。具体的には特定

の DNA 配列を認識し結合するピロール－

イミダゾールポリアミドを用いて、エピジ

ェネティックな活性化に寄与する分子を結

合した融合分子を合成する。これを用いて、

特定のターゲット遺伝子の活性化を狙い、

これらの分子が細胞中で機能することをそ

の遺伝子の発現と細胞応答から検討する。

また、エピジェネティック制御の機構解明

のため、ヌクレオソームや関連酵素を１分

子で可視化する技術を確立する。 

 

２．研究の目的 

近年、ヒストンのアセチル化やメチル化など

の修飾によるヌクレオソーム構造の制御と

遺伝子の活性化及びプロモーター部位の脱

メチル化による遺伝子の活性化（エピジェネ

ティック制御）が注目されてきている。また、

特定の遺伝子をターゲットとする手法の開

発が盛んにおこなわれている。本研究では、

塩基配列特異的な合成分子ピロール－イミ

ダゾールポリアミドを用いて、遺伝子活性化

の制御を目指した。その目的のために、ケミ

カルバイオロジーの手法によって遺伝子の

活性化の機構の解明と手法の開発を検討し

た。第一に、酵素やヌクレオソームの動的な

観察系の確立と反応機構の解明を検討した。

第二にポリアミドの配列特異性を検討する

１分子観察系の検討を行った。この知見をも

とに、特定の DNA 配列を認識し結合するピロ

ール－イミダゾールポリアミドを用いて、エ

ピジェネティックな活性化に寄与する分子

を導入した融合分子を設計する。 

 

３．研究の方法 

(１) 生体分子の挙動を可視化するため、１

分子観察系を確立する。DNA オリガミ法を用

いて、DNA ナノ構造体を設計し、基質となる

２本鎖 DNA を DNA ナノ構造体に導入し、酵素

を加えることで高速原子間力顕微鏡（AFM)を

用いて動的な挙動を直接 1分子観察し解析す

る。この系を用いて、再構成したヌクレオソ

ームを DNA ナノ構造体に導入し、ヒストン修

飾酵素によるヌクレオソーム構造の変化を

１分子観察し、その機構を解析する。 

(2) 機能化したポリアミドを設計合成し、

DNA ナノ構造体に特異的な配列を導入して、

その結合を見ることで塩基配列特異性を１

分子レベルで観察する。 

 
４．研究成果 

（１）高速原子間力顕微鏡による酵素反応の

可視化 

DNA 修飾酵素と修復酵素の反応を直接観察で

きる系の構築を行った。Eco RI メチル転移酵

素は、緩んだ 2本鎖 DNA（74 塩基対）がちょ

うどの長さの 2本鎖 DNA（64 塩基対） 

生体分子の 1分子の運動の可視化は、分子

の挙動やその反応を解析でき、分子の持つ固

有の振る舞いを見ることが可能となる。本研

究では、DNA オリガミ法によって 100x80 nm

の長方形構造内に 40x40 nm の中空構造をも

つ DNA ナノ構造体「DNA フレーム」構造を設

計・構築し、その内部に基質となる 2 本の 2

本鎖 DNA を導入して、酵素反応の 1分子観察

を行った(図 1)。メチル転移酵素(M. EcoRI)

は DNA 鎖を折り曲げて adenine の N6 位をメ

チル化するため、張った状態の 64 塩基対と

緩んだ状態の 74 塩基対では、反応性の違い

が表れると考えられる。これら異なる張力の

２本鎖 DNA に対して、M.EcoRI の結合の挙動



を高速 AFM によって解析した(図 1A)。AFM に

よる直接観察とメチル化反応効率を解析し

た結果、74 塩基対の配列がよりメチル化され

やすいことが明らかとなった。このことから、

DNA ナノ構造体によって 2 本鎖 DNA の持つ張

力を変えることで酵素反応を制御できるこ

とが示され、酵素の挙動の１分子解析も可能

となった。 (J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 

1592–1597 ). 

この系を使用しDNA修復酵素(8-oxoguamine 

glycosylase 及び pyrimidine dimer glycosylase)

の 1分子観察と反応の制御を行った。これら

の酵素は DNA鎖を折り曲げることで修復反応

を行うため、同様に 64 塩基対と緩んだ状態

の 74 塩基対の 2 本鎖 DNA を DNA フレーム内

に導入し、反応の制御と修復酵素の反応の挙

動を解析した。還元による酵素の捕捉と切断

反応(図 2)の反応効率を解析した結果、74 塩

基対の配列がより反応しやすく、ナノ構造体

によって酵素反応を制御できることが示さ

れた。また、高速 AFM によって、酵素１分子

の挙動が可視化でき、DNA への結合、DNA 上

での運動、触媒反応、DNA からの解離といっ

た一連の酵素反応の 1分子観察が可能となっ

た 。 (Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 

9412–9416). 

また、DNA 組み換え酵素の反応系を 1 分子

観察するため、DNA 構造体に DNA 組み換えの

ための DNA 配列を導入して、組み換え反応が

観察できる系の構築を行った。高速 AFM によ

って DNA組み換え酵素が動的に１分子観察を

でき、その組み換え反応を直接観察できるこ

とが可能となった。 

 

（２）機能性ポリアミドの設計と配列選択性

の１分子観察 

また、ポリアミド誘導体の配列特異性を検

討するため、５個のウエルをもつ DNA 構造体

を構築し、その中に特異的な配列とミスマッ

チ配列を導入した。合成した PI ポリアミド

にはビオチンを結合してあり、反応後ストレ

プトアビジンでラベルが可能である(図 3A)。

長鎖の２本鎖 DNA を基質として使用すると、

特異的な塩基配列の位置に対してアルキル

化がおこり、ストレプトアビジンでラベルで

きた。５個の異なる配列を持つ DNA 構造体に

対して、アルキル化分子とビオチンを結合し

たポリアミドは、特異的な配列により選択的

(88%)に結合し、アルキル化反応をすること

図２ 修復酵素ｈOgg1 の構造と中央に基質を持つ 2

本鎖 DNA を導入した DNA フレーム。還元による酵素

の捕捉(左)と切断反応(右)の AFM イメージ。 

 

図１ ナノ構造上での酵素反応の制御と１分子解

析。(A) 観察に用いた DNA フレーム構造と 2 本鎖

DNA(64 と 74 塩基対)を導入した DNA フレーム。M. 

EcoRIが 2本鎖DNAに結合したDNAフレームのAFM

イメージ。  



が 1分子で確かめられた。(J. Am. Chem. Soc. 

2012, 134, 4654-4660) 

 

(３)ヌクレオソームの１分子観察 

この１分子観察系を用いて、再構成したヌク

レオソームの１分子観察を試みた。ヒストン

８量体を結合するための２本鎖DNAの両端に

DNAフレームに結合させるための相補的な１

本鎖DNA配列を付加し、再構成したヌクレオ

ソームをDNAフレームに2か所で結合し導入

した。高速AFMによってこの構造体を観察す

ると、ヌクレオソームが構造を保ったまま

DNAフレーム内に支持された複合体が観察で

きた。しかしながら、安定に長時間観察する

には支持するためのDNAナノ構造体のさらな

る検討が必要である。 
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