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１．研究実施の概要

　本研究は、遺伝子DNAのかかわる分子認識を有機化学のレベルで精密にとらえ、

その基本原理を究明し、これに基づいて極限機能を発揮できる分子システムを設計

合成し、その機能を制御することを目的とする。本年度は、最終年度なので本来の

目的を達成すべく、以下の研究を行った。全く新しいタイプの遺伝子治療剤として

の、１）任意の塩基配列をアルキル化する次世代ドラッグのデザインとして、まず、

�）完全な選択性をもつ高効率なヘアピンポリアミドDNAアルキル化剤の開発、な

らびに、�）配列特異性を持つインターストランドクロスリンカーの設計である。次

に、遺伝子診断のためのSNP検出手法の開発のための、２）各種のミスマッチ塩基

対を認識する分子のデザインとSNP検出法の開発。さらに、昨年度からはじめてい

る研究として、３）光を用いる遺伝子操作手法の開発、さらには以前から続けてい

る４）非天然人工DNAの合成、特にDNAワイヤーの開発とその応用、５）DNAを経

る電子移動とDNAのHOMOのマッピングなどのDNAの量子化学的な研究、６）抗

ガン剤のアンプリファイアーの開発、などである。

　京大工学研究科グループと東京医科歯科大グループが中心となって、上記の６つ

の研究課題を押し進めるが、DNAをめぐる量子化学的立場からの研究は三重大学工

学部吉岡グループならびに阪大理学部山口グループ、医学的応用研究、特に抗ガン

剤の増強効果等については三重大医学部川西グループとの共同研究で研究をおこ

なった。

２．研究実施内容

２．１　任意の塩基配列をアルキル化する次世代ドラッグのデザイン

　本研究は次世代のDNAをターゲットとする抗ガン性DNAアルキル化剤の開発を

目指すものである。この方法は従来の天然物やその類縁体の抗ガン剤とは全く異

なって、任意のあらかじめ目標を定めたＤＮＡ塩基配列のみをアルキル化するこ

とができるという次世代ドラッグの開発を目指すものである。本年度は以下の重

要な成果が得られた。
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�）高効率高選択ヘアピンポリアミドの開発

　これまでの研究によって抗がん性抗性物質デュオカルマイシンのアルキル化部

位であるセグメントAとピロールイミダゾールヘアピンポリアミドとの複合体、

例えばImPyPygImPyPyDu�によって任意のDNA塩基配列でDNAがアルキル化

できることを見いだしている。しかしアルキル化反応の完結には１週間程度の長

期間を要し、反応性の向上が望まれていた。一方ジアミドとセグメントAとの複

合体においてはビニルリンカーを導入し、同時に化学安定性を高めたDu８６のセグ

メントAにかえると反応性が著しく向上することが明らかになった。しかし、ヘ

アピンポリアミドにおいてこのような構造の最適化はこれまで行なってこなかっ

た。そこで、ImPyPyg ImPyPyDu８６�、ImPyPyg ImPyLDu８６�、

ImPyPygImPyPyLDu８６�３種のヘアピンポリアミドを新規に合成し、その反応

性について検討をおこなった。その結果、化学安定性を高めたDu８６に替えた２で

は反応は全く起こらないことが明かとなった。分子モデリングの結果からの予想

に反し、１にビニルリンカーを導入した４では反応性と選択性が低下した。しか

しピロールをビニルリンカーで置換した３は反応性が顕著に向上し、ほぼ２時間

で反応が完結することが明らかになり、アルキル化ヘアピンポリアミドの最適化

ができた。今後特定遺伝子発現の制御や抗がん剤としての可能性について検討す

る予定である。

�）高い配列特異性をもつインターストランドクロスリンカーの設計

DNAの２本鎖を共有結合で結ぶ、インターストランドクロスリンクは完全に

DNAの複製や転写を阻害するため、強い抗がん活性が期待できるが、配列特異性

をコントロールできないため強い毒性もある。効率良くDNAをアルキル化する

ImPyLDu８６を様々なリンカーで結んだ２量体分子を合成し、そのインターストラ

ンドクロスリンク能を検討した。その結果、-（CH２）４- で結合させた化合物のみが

パ－トナ－分子であるImImPy存在下DNAをインタークロスリンクさせること

が明らかとなった。これによって、任意の配列でしかも反応性のない分子を添加

することにより反応をコントロールできる、新しいタイプのインターストランド

クロスリンカーの開発が可能となった。

２．２　ミスマッチ塩基対を認識する分子のデザインと応用

�）簡便なSNP検出法の開発

　ヒトゲノムのドラフト配列が明らかにされ、ゲノムサイエンスは名実共にポス

トシークエンスに突入した。昨年遺伝子の一塩基多型（SNP 、Single Nucleotide 

Polymorphism）の簡便な検出法として、SNPの一種であるＧからＣもしくはCか

らGへの変異に対応するG-Gミスマッチを認識する分子（ナフチリジン二量体）を

開発し、表面プラズモン共鳴センサーとして利用できることを明らかにした。本
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年度はG-Gミスマッチ認識コンセプトを拡張し、G-A、G-Tミスマッチ認識分子の

開発を進めてきたが、現在までには成功していない。

　ヒトゲノムのドラフト配列が明らかにされたことにより、SNP検出に関して

は、SNPマッピングからSNPタイピングへと必要とされる技術が変わりつつあ

る。即ち、ヒトゲノム配列解読に向けて精度と速度が格段に向上した配列決定技

術により、ヒトゲノム上でのSNPマッピングはここ数年以内に終了してしまうこ

とが予測されている。この状況変化に対応して、我々の研究も新しいSNPタイピ

ング技術開発に移行しつつある。SNPタイピングでは、ターゲットＤＮＡの配列

情報が利用可能であり、現在これに基づいて新しい分子設計に取り組み始めてい

る。

�）ヒトテロメア配列へのナフチリジン二量体の結合解析

　ナフチリジン二量体は、G-Gミスマッチに結合することからも分かるように、

グアニンの連続する配列に結合しやすいことが明らかとなった。グアニンが連続

する配列は、ヒトテロメア（TTAGGG）や（CGG）トリプレットリピートのように、

染色体DNAの特徴的な構造や、遺伝子のプロモーター領域に多数存在している。

ヒトテロメアに特異的に結合する分子リガンドは、テロメラーゼの阻害剤として

機能することが期待される。テロメラーゼは、染色体DNAの複製が盛んに行われ

ているガン細胞で特に多量に発現していることが知られており、従って、テロメ

ラーゼ阻害剤は抗ガン剤としての応用が期待される。ナフチリジン二量体をヒト

テロメア配列に添加するに従い、ヒトテロメア配列の構造が著しく変化すること

を明らかにした。今後ヒトテロメアだけでなく遺伝子のプロモーター領域への結

合を調べる予定である。

２．３　光を用いる遺伝子操作手法の開発

　長鎖DNAの末端同士をテンプレート存在下で光照射をトリッガーとして効率よ

く連絡する新手法（photoligation）を既に開発している。短波長照射でDNAをそ

の位置で切断できるので、光の波長によりON-OFFできるDNA鎖伸長反応を行う

事が出来る。この方法で、環状DNA、DNAカテナン、DNAのクリッピング、枝

分かれ（Branched）DNA, DNA-PNA キメラ等、さまざまなDNAを可逆的に作りだ

すことが出来た。この方法は、酵素を用いたこれまでの遺伝子操作法ではできな

いさまざまなDNAの操作を、レーザー光など光を用いておこなうもので、本研究

により次世代での躍進が期待されるレーザー遺伝子操作法やレーザーバイオテク

ノロジーの基礎を確立する事が出来た。本年度は前年度にひき続き、以下の成果

を得ている。

　我々が開発した可逆的なphotobranching 反応を利用し、光を用いてDNAや

RNAの任意の位置のシトシンをウラシルへと点変異させる新しい手法を開発し、
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蛋白工学への応用が現在行われている。又、プラスミドDNAの配列選択的パド

ロック手法を開発することにも成功している。さらに、より長波長でより高効率

に作動する光遺伝子操作法への改良が現在行われている。また、この方法を用い

るDNA nanotechnology への応用も現在検討している。

３．主な研究成果の発表（論文発表）
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