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光による細胞内DNAの構造解析法の開拓
一
託

q

はじめに

我々の「生命の設計図」である遺伝子の塩基配列がほぼ決定された。今後は3万程度存在するヒ

ト遺伝子の同定と、その発現がどのように制御されているのかを分子レベルで調べる必要がある。

遺伝子発現の制御は一つの遺伝子で、単独に行なわれている場合はむしろ少なく、多数の遺伝子発

現系が相互に連動している。このような巧妙な遺伝子発現の制御は、蛋自問の相互作用や、蛋自

の結合によってひき起こされるDNAの構造変化によって行なわれていると考えられている。しか

し、このようなDNAの構造変化を解析する方法がまだないため、その詳細は不明のままである。

我々は光の細胞透過性に着目し、細胞内のチミンを 5-ハロウラシルで震換し、その光反応性を

用いてDNAの構造解析を行なうことを目指し基礎研究を進めている。本研究では、ハロウラシル

を含む DNAの光反応性について解析し、 DNAの構造と反応性を詳細に調べることによって、 DNA

の構造変化と遺伝子発現との関連を明らかにし、光による細胞内DNAの構造解析法の確立を目指

し研究を行なった。

研究組織

研究代表者:

研究分担者:

杉山 弘 (京都大学大学院理学研究科・教授)

板東 俊和 (京都大学大学院理学研究科・助手)
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平成 15年度 11，800 3，540 15，340 
平成 16年度 9，600 2ヲ880 12，480 

総計 21，400 6，420 27，820 
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( 3)その他の著作物

著書・総説

1. テーラーメイド抗がん剤の創製 -先端バイオナノテクノロジーの開発と応用一

杉山弘 化学工業社化学工業 4月号 (20 0 4) pp. 6 3 -6 8 

2. DNA塩基配列を正確に認識するピロール"イミダゾールポリアミド

杉山弘 和光純薬時報 Vol.7 2， No. 2 (2 0 0 4) pp. 5 -7 

3. DNAを中心としたケミカルバイオロジー

杉山弘 東京化学同人 「現代化学JNo.4 0 8 (2 0 0 5) pp.2 7 -3 3 

4. 配列特異的アルキル化剤の医薬品としての可能性

板東俊和、喜納克仁、宮津宏、杉山弘

医薬品研究 Vo1.36No.l pp.1-12 (2005) 

研究成果

1.研究の経緯
ヒトゲノムプロジェクトにより我々の「生命の設計図Jである遺伝子の塩基配列がほぼ決定され

た。細胞は必要な持に必要なだけ遺伝子が発現することにより精密な生命現象が営まれており、

今後は 3~4万程度存在するヒト遺伝子の同定と、その発現がどのように制御されているのかを

分子レベルで調べる必要がある。これまで様々な遺伝子発現を調節する蛋白が同定され、これら

が特定の塩基配列に結合することにより遺伝子の発現が制御されていることが示されてきた。し

かし研究が進むにしたがって、遺伝子発現の制御が一つの遺伝子で単独に行なわれている場合は

むしろ少なく、多数の遺伝子発現系が相互に連動していることが明らかになってきた。このよう

な巧妙な遺伝子発現の制御は、蛋白聞の相互作用や、蛋白の結合によってひき起こされる DNA

の構造変化によって行なわれていると考えられている。しかし、このようなDNAの構造変化を解

析する方法がまだないため、その詳細は不明のままである。

2.研究目的
申請者のグループでは光の細胞透過性に着目し、細胞内のチミンを 5-ハロウラシルで置換し、

その光反応性を用いてDNAの構造解析を行なうことを目指し基礎研究を進めてきた。本研究では

生きた細胞内でハロウラシルを含むDNAの光反応性について解析し、これまで、我々が蓄積してき

たDNAの構造と反応性の知見に照らし合わせることによって、 DNAの構造変化と遺伝子発現との

関連を明らかにし、光による細胞内DNAの構造解析法の確立を目指す。

3. 研究の学術的な特色・独創的な点・予想される結果と意義
これまでに我々はハロウラシルを含むDNAの光反応性がそれをふくむDNAの局所的な構造に著し

く反映することを明らかにしてきた。本研究ではこれらの知見を細胞内のDNAの構造変化の解析

に利用しようとするものである。構造生物学の進歩によって、 DNAのさまざまな構造の多様性が

X線や問まなどにより原子レベルで明らかにされてきた。しかしこれらはすべて invi troで再



構築されたモデル系での構造であり、細胞内でそれらが実際にどのような時期にどの程度存在し

ているかは全く不明である。そこで細胞中の凶A局所構造の存在を特定するために、様々な化学

フ。ローブや抗体の開発が行なわれている。しかしいずれの場合も検出の為にはDNAを核から単離

する必要があり、生きている細胞に適用できるものではない。遺伝情報を担う DNAは核内におい

てヌクレオソーム構造をとり、きっちりと収納されている。遺伝子発現のためにはヌクレオソー

ム構造が開き、 2本鎖がほどけ、ダイナミックな構造変化が起こる必要がある。そのような理由

から DNAの局所構造について様々な魅力的な仮説が出されているものの、未だその生物学的意義

は不明である。本研究の特色は、チミンのかわりにゲノムに取り込まれるハロウラシルを光プロ

ーブとして用いることにより、ダイナミックに変化する DNAの局所構造を解析する点である。光

反応では、生きた細胞に対しでもある特定の細胞周期や遺伝子発現における DNAの局所構造を瞬

間的に固定することが原理的に可能であり、その DNAの構造変化の生物学的な役割を考察するの

に適している。このような研究は学術的にも他に例を見ない独創的な研究である。また我々が

1 0 年にわたって培ってきた DNA の構造と光反応性の基礎研究の知見 (J.A~ Chem. Soc. 9報、

Tetrahedron Lett. 5報などに報告)を細胞レベルに生かす画期的な試みであり、学術的にも大

きな意義がある。また最近発見されたうつ病など、の原因と密接にかかわっている 2本鎖RNAヂア

ミネース (ADAR2)とZ型 DNAの特異的な結合はADAR2の遺伝子発現の分子機構ばかりでなく、

うつ病の発症機構解明や治療法の開発など、脳神経科学にとっても大きなブレークスルーとなる

可能性がある。このような光反応性を利用して細胞中の DNA構造を解析していくアブローチはこ

れまで国内外において例がなく、光反応の特性を生かした独創的な研究と考えられる。遺伝子は

光科学の新しいターゲ、ットであり、 DNAの構造解析にとどまらず、医学、生物学などのライフサ

イエンスにも大きな波及効果が期待でき、光科学技術の利用という点からも大きな意義をもつも

のと考える。

4. 研究成果の概要
新しい光照射による細胞中のDNAの機能と構造解析法の解析を呂指し、以下に示すDNA構造と反

応性に関する研究を進展させた。光反応によるDNA解析法の主な特徴は， 5-ハロウラシル (XU)を

光プローブとして用いることにより，大きく変化する郎Aの局所構造をモニタリングできる点で

ある。

(l)Z型DNA構造の強力な安定化

Z型DNA構造を強く安定化することができる修飾塩基 (8回メチル.グアノシン)の開発にも成

功した。その結果、 Z型DNAを低塩濃度条件下で構成することが可能になり、今後の研究におい

てZ型DNAの構造・光反応解析の有力なツールとなった。ふMethylguanosine:A Powerful Z心NA

Stabilizer. Xu，Y.; Ikeda， R; Sugiyama， H. J. Am. Chem. Soc. 2003，125， 13519-13524. 

(2)光反応によるG-カルテット構造解析

染色体の遺伝子調節領域にはグアニンに富む配列が存在し、特異なG-カルテット構造を形成

することが示唆されており、生物学的機能との関連が関心を集めている。実際に、 Gーカルテッ

ト構造を形成するDNAオリゴマーの塩基配列中にXUを導入したDNAオリゴマーの合成・評価を進め、

光反応によって構造特異的なDNA損傷が発生することを確認した。その結果、締胞DNA中でGーカ

ルテット構造の検出法としてXuの光反応の有用性を提案した。 HighlyE自cientPhotochemical 



2¥Deoxyribonolactone Formation at the Diagonal Loop of a 5-Iodouracil幽ContainingAntiparallel 

G-q 

(3) 4塩基スタッキングの発見

5ブロモウラシルを含むZ型のDNAの光反応性を調べ、 4塩基スタッキンングが存在し、その中

でのグアニンからの5ブロモウラシルへの電子移動過程の存在を証明した。 UniqueCharge 

Transfer Properties of the F our同basep-Stacks in Z帽DNA.Tashiro， R.; Sugiyama， H. J. Am. Chem. Soc. 

2003，125， 15282-15283. 

(4)蛍光によるZ型-B型DNAおよび、 RNA間の構造解析

Z型と B型の DNAやRNAの聞の構造変化を塩基配列中にアミノフリンを導入することにより、

蛍光発色の強度によって構造変化や温度変化を観察することに成功した。興味深いことに、 Z型

とB型 DNAの間の構造変化は温度によっても依存しているので、蛍光発色の強度を活用した

DNAナノ温度計としての有用性も報告した。 ANanothermometer Based on也eDifferent p鳴Stacking

ofB-and Z幽DNA.Tashiro， R.; Sugiyama， H. Angew Chem Int. Ed. 2003，42，6018-6020.さらに、 RNAに

おいてDNAと逆の温度一構造変化の挙動を有しているので、インプットに対して異なるレスポン

スを示すDNAや郎Al分子のナノデバイスとしての可能性を示した。 Biomolecule畑basedswitching 

devices that respond inversely to thermal stimuli. Tashiro， R.; Sugiyama， H. J. Am. Chem. Soc. 2005， 127， 

2094幽2097.

(5)光反応性の高いハロウラシルを含む塩基配列の解析

DNA中のチミンは町に置き変えることができる。実際に， XUですべてのチミンを置換したDNA
に対する光反応について解析を行なった結果、 5'…(G/C)AAxUxU-3'配列で配列特異的なウラシルラ

ジカルによる効率的な水素引き抜き反応が起こった。 5'側に存在するグアニンからの篭荷移動が，

Xuによる DNA損傷において重要な役割を果していることを確認した。 E在icientGeneration of 
2¥Deox戸ridin-5-ylat 5に(G/C)AAXUXU開3'(X=Br， 1) Sequences in Duplex DNA under UV Irradiation. 

WatanabeラT.;Bando， T.; Xu， Y.; Tashiro， R.; Sugiyama， H. J. Am. Chem. Soc. 2005， 127，44-45. 


