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研究成果の概要（和文）：本研究は、申請者の開発してきたアルキル化反応性Py-Imポリアミドの分子設計を基盤とし
て新たな機能性Py-Imポリアミドを創成することを目的とした。
具体的には、細胞内での応用における利便性を高める機能性を付与することによって、特定遺伝子の発現を制御する汎
用的な方法論の確立を目指した。
本研究の実施によって得られた研究成果は速やかに生物化学系の論文として報告し、本研究を遂行した。

研究成果の概要（英文）：In our research, we developed novel functional Py-Im polyamide conjugates based 
on molecular design of DNA alkylating Py-Im polyamide conjugates.
In fact, we added various biological function to Py-Im polyamide conjugates in cell application by the 
chemical modification for the specific regulation of gene expression. And, we reported the results of our 
research.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
1つの遺伝子＝1つの機能という前提の基に

成立していた遺伝子組み換え技術による遺

伝子機能の調節法にも新しい手法が必要で

ある。例えば、一般的なノックアウトマウ

ス法は、特定の遺伝子を組み換えにより破

壊することで、その遺伝子の機能を解析す

る有力な方法であるが、胎生致死や維持管

理コストの問題が大きい。最近、優れた配

列特異性と作成の容易さから mRNA 発現

を制御する方法としてリボザイムや RNAi

法も注目されているが、RNA の化学構造

の易分解性や難膜透過性の問題が残され

ている。 

転写因子に匹敵する結合能と塩基配列認

識能を有する Py-Imポリアミドは、細胞内

取り込み、核内取込み能がそれぞれ確認さ

れており、二本鎖 DNA 塩基配列を標的と

する機能分子として開発できる可能性を

有している。これまでに、米国のベンチャ

ー企業や大学において、Py-Im ポリアミド

を用いた DNA の認識と、それを用いた遺

伝子の発現の制御についての研究開発が

行なわれていた。[Dervan, P. B. Bioorg. Med. 

Chem., 2001, 9, 2215.] 

 
申請者は、有機合成化学と分子生物学を駆

使し、DNA 塩基配列認識能を有する

Py-Im ポリアミドに抗生物質由来の共有

結合形成能を付与することにより、認識配

列を自在に設計できる機能分子の合成と

評価に成功し、その研究結果を論文に報告

してきた（2002年〜2011年）。 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、様々な特定塩基配列に対応した

アルキル化反応性ピロール(Py)-イミダゾ
ール(Im) ポリアミドの分子設計・合成、
及び、それらの効率的な配列特異的アルキ

ル化能評価を一貫して進めてきた。その経

験と技術を活かして、効率的な共有結合形

成能と塩基配列認識能を高いレベルで両

立したアルキル化反応性 Py-Im ポリアミ

ドの分子設計と合成基盤を確立した。 

 
本研究は、申請者の開発してきたアルキル

化反応性 Py-Im ポリアミドの分子設計を

基盤として新たな機能性 Py-Im ポリアミ

ドを創成することを目的とした。 
具体的には、細胞内での応用における利便

性を高める機能性を付与することによっ

て、特定遺伝子の発現を制御する汎用的な

方法論の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
本研究目的である新規機能性 Py-Im ポリ

アミドを創成のために、Py-Imポリアミド
に対してビオチン基の導入、蛍光基による

ラベル化、膜透過性の改善に向けた化学修

飾や分子設計によって、細胞内応用に有用

になると考えられる様々な「機能性」を

Py-Imポリアミドに付与し検討した。 
また、機能分子設計・合成・機能評価と並

行して、この方法論の有用性を実証するた

めに、特定配列に対する共有結合形成反応

がヒト培養癌細胞に与える生物学的影響

も評価した。それらの研究成果の蓄積によ

り、様々な遺伝子の機能制御に応用できる

と考えた。 
遺伝子配列はケミカルバイオロジー分野

の魅力的なターゲットのひとつである。こ

のような配列特異的結合性を利用して細

胞内の遺伝子機能の制御を試みるアプロ

ーチは、Py-Imポリアミドの特性を有効に

活かす独創的な研究と考える。 

本研究の実施によって、大別して以下に挙げ

る６つの研究成果が得られた。得られた研究

成果は速やかに生物化学系の論文として報

告し、本研究を遂行した。	 



 

 

４．研究成果	 

(1)機能性 Py-Im ポリアミドの合成技術	 

島津製ペプチド合成機を用いた Fmoc 固相合

成機を活用し、細かな合成条件の改善を進め

ながら、各種標的塩基配列に対応する機能性

Py-Im ポリアミドを合成した。Py-Im ポリア

ミドは標的配列に対応して、分子内の Py と

Im の配置を換える必要がある。	 

その配置に応じて、適切な位置にβ-アラニ

ンを導入して、認識配列の長さを拡張させ

た。また、特殊なポリアミドブロックユニ

ットを開発し、目的の機能性 Py-Im ポリアミ

ドの合成を遂行した。 

（論文 14 には長鎖 Py-Im ポリアミドに必要

なブロックユニットの合成,論文 27にはタン

デム型 Py-Im ポリアミド合成に必要なブロッ

クユニットの合成を記載）	 

	 

(2)アルキル化反応性 Py-Im ポリアミド

の開発	 

本研究期間の間に様々な標的配列をもった

機能性 Py-Im ポリアミドを合成し、その生物

学的機能を評価してきた。以下に、開発した

機能性 Py-Im ポリアミドについて論文を挙げ

て列記する。	 

①ハンチントン病等の遺伝子性疾患の原因

となっている CAG 繰り返し配列を標的とする

クロラムブシル-	 Py-Im ポリアミドの合成、

機能評価を報告した（論文 14）。	 

②タンデム型 Py-Im ポリアミドの設計を配列

特異的な DNA アルキル化反応に応用し、それ

らの合成、機能評価の結果を報告した（論文

12）。特に、ヒトテロメア配列を標的とした

ものについては別途報告した（論文 11）。	 

③がんに関連する遺伝子、KRAS の Codon12 変

異配列（論文 8）と Codon13 変異配列（論文

20）を特異的に認識してアルキル化する

Py-Im ポリアミドの合成と評価を行なった。

特に、Codon12 変異配列を標的とした Py-Im

ポリアミドについては、その変異配列をもつ

ヒト癌細胞を移植したマウス実験にて抗が

ん活性を評価し、有効性を示した。	 

	 

(3)特定遺伝子群を制御する機能性 Py-Im

ポリアミドの開発	 

HDAC（ヒストン脱アセチル化酵素）阻害能を

有する抗がん剤として知られている SAHA	 

(suberoylanilide	 hydroxamic	 acid)を Py-Im

ポリアミドに連結させた誘導体の開発を進

めた。その結果、MEF(マウス胎生線維芽)細

胞中の初期化に関連する Oct4/Nanog 遺伝子

群を SAHA	 Py-Im ポリアミドによって特異的

に活性化することに成功し、その研究成果を

報告した（論文 28）。マイクロアレイを用い

る遺伝子活性化能の評価結果から、様々な遺

伝子群を活性化する SAHA	 Py-Im ポリアミド

ライブラリーが見出された。	 

研究の進展に伴い SAHA	 Py-Im ポリアミドの

配列特異性を変えることによって、ヒト皮膚

線維芽細胞(HDF)中の様々な遺伝子群を特異

的に活性化できることを RT-PCR や DNA マイ

クロアレイを用いて解析評価し、それらの研

究結果を報告した（論文 5,	 19,	 21,	 26）。	 

最近、HAT(ヒストンアセチル基転移酵素)を

活性化する機能分子である CTB を Py-Im ポリ

アミドに連結させた誘導体によって、HDF 中

の遺伝子群を特異的に活性化することに成

功した（論文 4）。	 

また、ビオチンラベル化した SAHA	 Py-Im ポ

リアミドを用いて、次世代シーケンサーによ

る特異的結合と塩基配列認識能についての

機能解析、評価も進めた（論文 18）。現在、

エピジェネティクスを制御する機能性 Py-Im

ポリアミドの特異的な制御メカニズムにつ

いて解析評価を進めている。	 

また、特定遺伝子の発現を抑制する Py-Im ポ

リアミドの開発に向けて、転写開始領域の塩

基配列に特異的に結合する Py-Im ポリアミド

を用いて、機能解析と評価研究を進めている

（論文 6,	 15）。	 



 

 

(4)タンデム型 Py-Im ポリアミドによる

細胞内テロメア配列中への局在化	 

	 ヒトテロメア配列には一本鎖領域と二本

鎖領域が存在しており、グアニンに富んだ配

列	 (5’-TTAGGG-3’)の繰り返しによって構

成されている。申請者は、ヒトテロメア配列

を標的とする蛍光ラベル化したタンデム型

Py-Im ポリアミドの効率的な合成に成功し、

培養ヒト細胞内でのテロメア領域への局在

性を示すことに成功した（論文 27）。	 

更なる研究の進展にむけて、異なるリンカー

部を持ったタンデム型 Py-Im ポリアミドを合

成し、それらの SPR 測定を含めた詳細な特異

的結合性の解析研究によって、リンカー部の

最適化に成功した（論文 16）。	 

最近では、ヒトテロメア配列を標的とする蛍

光性タンデム型 Py-Im ポリアミドの三量体の

合成に成功しており、最長 18 塩基対を認識

する機能評価により細胞内での優れた局在

性を実現した。（論文 9）	 

	 

(5)環状 Py-Im ポリアミドの開発	 

これまでの研究で培った高い固相合成技術

を応用して、環状 Py-Imポリアミドの合成
と機能評価を進めた。環化反応には、環状

ペプチドの合成にも応用されているシステ

インとクロロアセチル基との間の連結反応

を活用し、効率的な環化反応を実現した 
（論文 22）。 
環状 Py-Im ポリアミドは合成に手間が多

くかかるものの、ヘアピン型やタンデム型

Py-Imポリアミドからは得られない配列特
異性や結合能を付与できる可能性を有して

いる。最近、グアニン四重鎖構造に特異的に

結合する環状 Im ポリアミドの開発に成功し
その研究成果を報告した（論文 1）。この環状

Im ポリアミドは二本鎖 DNA 構造に対する結

合性を消失しており、環状化による新規機能

性の付与する新しい概念を提示している。	 

	 

	 (6)	 Py-Im ポリアミドの共同研究	 

特定 DNA 塩基配列に対する優れた結合性をも

つ Py-Im ポリアミドを、標的配列に対応して

設計、合成を行い、共同研究者と機能評価を

遂行してきた。	 

実際に、外国の共同研究者の Nanoscript 技

術と組み合わせることで、Py-Im ポリアミド

の DNA 結合性を Nanoscript に複合化させる

ことに成功した（論文 7,17）。	 
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