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1．はじめに

    転写、複製、修復などの細胞の基本機能の発現、維持には多くのタンパク質が協調し、

複雑なネットワークを形成している。それらを理解するための、核酸―夕ンパク質の相互

作用解析は、このネットワークの単位を紐解く重要テーマであり、約四半世紀来、多くの

研究が精力的に行われてきた。情報、機能媒体としてのDNAは当然、その配歹Uに依存し

た相互作用をするため、相互作用の大部分は「配列依存的」なDNA認識に係るものであ

る。また、DNAやRNAに固有の構造的特徴（グルーヴ認識など）に関する研究報告も多

いが、これらの構造情報もデオキシリボ核酸、リボ核酸の連続した配列情報に帰着すると

考えられる。一方で「配列非依存的」な相互作用、とくにDNA修復に関わるタンパク質

による認識は、配列に非依存的に振る舞う。その認識に重要な因子は、DNAの構造異常、

例えば二重螺旋の歪み、例えば湾曲(bending)や巻き戻し(unWinding)などの特殊な高次構

造であり、シスプラチンに誘導される架橋構造や、紫外線の暴館で生じるチミンダイマー

を題材に、多くの基礎的検討が為されてきた。実際、これらの研究を通じて、関連タンパ

ク質の同定や機能解析など有用な知見が発掘されてきたが、特異な高次構造を有する

DNAなどの研究題材が限定されていることで、配列非依存的核酸一夕ンパク質相互作用に

関する研究の系統的理解が制限されていることもまた事実である。

    上述の課題の解決を図るため、本研究では新規な人工的歪みDNAモチーフの開発を

目標に設定し、アルキレン類を架橋子とした2’‐デオキシウリジル酸二量体を含むDNAオ

リゴマー（ペントDNA)の設計および合成を行った。その性質に関して種々の評価を行っ

た結果、開発したぺントDNAは螺旋構造を大きく歪めており、異常構造DNAの新たな

モチーフとして有用であることが示唆された。そこで、開発したベントDNAの特性を配

列非依存的な核酸→夕ンパク質問相互作用解析へと適用し、創薬標的としての潜在性を有

するhigh mobility group Bl (HMGBl)タンパク質との相互作用解析を行った。

2．結果と考察

    アルキレン架橋型2’‐デオキシウリジル酸二量体は、5‐位に適当な置換基を有する2’‐

デオキシウリジン誘導体から合成し、DNAの固相合成に対応したビルディングブロック

を調製した。このものを用いることで、簡便に種々のぺントDNAを調製できる。

    実際にアルキレン架橋型2’‐デオキシウリジル酸二量体を中央部に含む各種のDNAニ

本鎖（5’―d(TCTCCTTCAXXACTTCCTCT)-3’／5’-d(AGAGGAAGTAATGAAGGAGA)-3’；XX
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の位置にアナログを導入した。）を調製し、その熱的、熱力学的および光学的特性を評価

したところ、修飾導入部において局所的な歪み構造が発現していることが示唆されるが、

その歪みはその他の領域に大きな影響を与えておらず、設計したDNAは修飾部で鋭くべ

ントしていることが予想された。そこで、アナログを導入したDNAのぺント構造を直接

的に観察することを目的とし、FRET (fluorescence resonance energy transfer)法を用いた実験

を行った。20塩基対からなるDNA二本鎖の両末端問の距離を測定し、ベント角を算出し

た と こ ろ 、 最 大 94゚ （ メ チ レ ン 架 橋 型 DNA)の ぺ ン ト 構 造 が 検 出 さ れ た 。

    以上のように 、開発したぺントDNAの構造的特性が理解できたので、この人工DNA

を用いた配列非依存的核酸一夕ンパク質問相互作用研究を行った。標的としたのは近年、

免疫誘導性サイト カイン様の振る舞いが明らかになりつっあるHMGB1夕ンパク質であ

り、本タンパク質へ結合性を示すDNAは創薬展開可能なデコイ分子として有用であると

考えた。そこで、 完全鎖長HMGB1タンパク質および、二つの機能性部分構造(A-box．

B・boxドメイン）を対象に親和性評価実験を実施した。実験はゲルシフトアッセイ法、若し

くはフイルターバインディングアッセイ法によって行い、開発したベントDNAとの結合

解離定数（島）を求めた(A－boxに対しては約2nM、B-boxに対しては約300 nM、完全鎖

長 HMGB1に対 して は約 300 nM)。こ の ベントDNA―HMGBI間相互作用は、今後の創 薬

展開を見据えることのできる強度であり、本研究はべントDNAの医薬リードとしての可

能性を提示した。

3．結語

1）核酸の高次構造を制御することを目的に、種々の鎖長のアルキレン類を架橋子として

  用いた2’―デオキシウリジル酸二量体を包括的に開発し、それらを含むオリゴヌクレオ

  チドを合成した。

2）ベントユニットおよびぺントDNAの物理化学的、構造化学的諸性質を精査することで、

  ベントDNAが架橋導入部付近での局所的構造変化による極めて深いぺント構造を発現

  していることを明確にした。各ベントDNA中の架橋ウラシル塩基は、相補塩基対との

  水素結合を相当程度維持しており、修飾部以外のステム域ではB・型様の二本鎖構造が

  示唆された。更に、FRET法を用いて直接的に検出した各2’‐デオキシウリジル酸二量体

  を含むDNA二本鎖のベント角は、メチレン架橋型DNA (U“。pU/ApA)で最大94°と極め

  て深いものであった。

3）応用展開として、ペントDNAの創薬利用を意図した核酸一夕ンパク質相互作用の解析

  を行った。HMGB1タンパク質、およびその部分構造(A-boxおよびB-boxドメイン1を

  対象に各種結合能を評価した結果、その結合解離定数は、HMGBl A-boxドメインに対

  して 約2 nM、 同B-boxド メイ ンに 対し約300 nMお よび完全鎖長HMGB1に対して 約

  300 nMと見積も られた。この結果は、ベントDNAがシスプラチン修飾DNAに匹敵す

  る極めて高い親和性を有していることを示す。
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  転写、複製、修復などの細胞の基本機能の発現や維持には多くのタンバク質が協
調し、複雑なネットワークを形成している。それらを理解するための、核酸
パク質の相互作用解析は、このネットワークの単位を紐解く重要テーマであり多く

の研究が精力的に行われてきた。情報や機能媒体としてのDNAはその配列情報に基
づく「配列依存的」なDNA認識に関わるものである。一方、「配列非依存的」な相
互作用、とくにDNA修復に関わるタンパク質による認識は、配列に非依存的に振る
舞う。その認識に重要な因子は、DNAの構造異常、例えば二重螺旋の歪み、例えば

湾曲(bending)や巻き戻し(uriwind irig)などの特殊な高次構造であり、抗がん剤シ
スプラチンに誘導される架橋構造や、紫外線の暴露で生じるチミンダイマーを題材
に、多くの基礎的検討が行われてきた。これらの研究を通じて、関連夕ンバク質の
同定や機能解析などがなされたが、特異な高次構造を有するDNAの研究題材が限定
されていることで、配列非依存的核酸夕ンパク質相互作用に関する系統的理解が
制限されている。この課題を解決するために、本研究では新規な人工的歪みを持つ
DNAモチーフの開発を目標にし、アルキレン類を架橋子とした2’ーデオキシウリジ
ル酸二量体を含むDNAオリゴマー（ベントDNA)の設計および合成を行った。さら
に、それらの性質を解明を通して、合成したべントDNAは螺旋構造を大きく歪めて
おり、異常構造DNAの新たなモチーフとして有用であることが示唆された。さらに、
開発したべントDNAの特性を配列非依存的な核酸夕ンバク質問相互作用解析へ
と展開し、創薬標的としての潜在性を有するliigfi mobility group Bl (HMGBl)夕
ンバク質との相互作用解析を行った。

1．Z2k主ヒZ架橋型仝2bユ三型bQ合成
‘アルキレン架橋型（メチレン，工チレンおよびプ□ピレン）2’―デオキシウリジ
ル酸二量体は、5ー位に適当な置換基を有する2’ーデオキシウリジン誘導体から合
成し、DNAの固相合成に対応したピルディングブ口ックを調製した。このユニット
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を用いることで、簡便に種々のべントDNAが調製できた。

2．垈ZヒDNAの金成と撞造

  アルキレン架橋型2’ーデオキシウリジル酸二量体を中央部に含む各種のDNA二

本鎖（5’―d (TCTCCTTCAXXACTTCCTCT)―3’／5’ーd(AGAGGAAGTAATGAAGGAGA)－3’：XX

の位置にべントユニットを導入）を調製し、その熱的、熱力学的および光学的特性

を調べたところ、修飾導入部で局所的に鋭くべン卜していることが示唆されるが、

その歪みは局所に限定され、その他の領域に大きな影響を与えていないことが予想

された。そこで、ベントユニットを導入したDNAの構造を直接的に観察することを

目的とし、FRET（fluorescence resonance energy transfer)法を用いた実験を行

った。20塩基対からなるDNA二本鎖の両末端間の距離を測定し、ベント角を算出

したところ、メチレン架橋型DNAで94゚ 、エチレン架橋体で86゚ 、プ口ピレン架

橋体で84°であった。

3．仝2bDAとHMGB_1空2Z！2質とQ相互佐屈鰹抵

  以上のように、ベントDNAの構造的特性が理解できたので、この人工DNAを用い

た配列非依存的核酸ータンパク質問相互作用研究を行った。標的としたのは近年、

免疫誘導性サイトカイン様の振る舞いが明らかになりつっあるHMGB1夕ンバク質

であり、本夕ンパク質へ結合性を示すDNAは創薬展開可能なデコイ分子として有用

であると考えた。そこで、完全鎖長HMGB1夕ンバク質および、二つのDNA結合性部

分構造（A－box，B―boxドメイン）を対象に親和性評価実験を実施した。実験はゲル

シフトアッセイ法、若しくはフィルターバインディングアッセイ法によって行い、

合成したべントDNAとの結合解離定数(Ad)を求めた（Aーboxに対しては約2nM、

B―boxに対しては約300 nM、完全鎖長HMGB1に対しては約300 nM)。このべント

DNAHMGB1間相互作用は、今後の創薬展開を見据えることのできる強度であり、
本研究はべントDNAの医薬リードとしての可能性を提示した。

  以上のように本研究では、1）核酸の高次構造を制御することを目的に、種々の

鎖長のアルキレン類を架橋子として用いた2’－デオキシウリジル酸二量体を包括

的に開発し、それらを含むオリゴヌクレオチドを合成した。2）ベントユニットお

よびべントDNAの物理化学的、構造化学的諸性質を精査することで、ベントDNAが
架橋導入部付近での局所的構造変化による極めて深いべント構造を発現している

ことを明確にした。各ベントDNA中の架橋ウラシル塩基は、相補塩基対との水素結

合を相当維持しており、修飾部以外のステム域ではB一型様の二本鎖構造が示唆さ

れた。更に、FRET法を用いて直接的に検出した各2’―デオキシウリジル酸二量体

を含むDNAニ本鎖のべント角は、メチレン架橋型DNA（U“。pU/ApA)で最大94゚ と極
めて深いものであった。3）応用展開として、ベントDNAの創薬利用を意図した核

酸夕ンバク質相互作用の解析を行った。HMGB1夕ンバク質、およびその部分構造

（A－boxおよびB－boxドヌイン）を対象に各種結合能を評価した結果、その結合解離

定数は、HMGBlA―boxドメインに対して約2nM、同B－boxドメインに対し約300 nM

および完全鎖長HMGB1に対して約300 nMと見積もられた。この結果は、ベントDNA
がシスプラチン修飾DNAに匹敵する極めて高い親和性を有していることを示すも

のであったことから、博士（薬学）の学位を授与するに足る内容を持っものと認定

した。
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