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３．研究のねらい 

老化、分化、癌化といった多くの生命現象が遺伝子の発現によって調節されており、その遺伝

子発現を制御しているのは、転写因子と呼ばれる一群の蛋白質である。本研究の目標は、転写

因子を小分子有機化合物で模倣し、生物学の道具とすることである。振りかけるだけで細胞膜を

透過し遺伝子の発現を制御したり、動物に投与するだけで生体内で自由自在に遺伝子発現を制

御する小分子転写因子を開発したい。小分子転写因子の DNA 結合部位にはヘアピンポリアミド

化合物を用い、転写活性化部位としては、私たちが開発したレンチノロールという有機分子を用い

る。これまでの予備試験によると、このような小分子転写因子の創成は可能だと考えられる。生物

学や医学の研究に実際に用いられる道具を開発するため、この提案では原理を証明する実験を

行う。本研究は、小分子化合物の夢と限界に挑戦するものであり、その成果は将来の革新技術

の礎となるかもしれない。 

 

 

４．研究成果 

 

 
図１ 小分子転写因子の化学構造。 

ヘアピンポリアミド分子 

（DNA 結合部位） 
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小分子転写因子は合成可能！ 

私たちの研究室が見つけ出

したレンチノロールという小分

子化合物は、転写活性化部位

の小分子版ともいえる(JACS, 

126, 3461)。この化合物に DNA

に結合する小分子化合物を共

有結合させれば、転写活性化

部位と DNA 結合部位を併せ持

った「小分子転写因子」ができ

あがるはずである。このさきが

け研究開始以前に、私たちの

研究室では、試験的に小分子

転写因子を合成して原理の証

明 を 行 っ た (JACS, 126, 

15940)。 

DNA 結 合 部 位 と し て 、

Dervan らによって開発されたヘアピンポリアミド化合物の一つを利用した（図１）。この化合物は

5’-TGACCAT配列に特異的にｎM オーダーの解離定数で結合する。この DNA 結合分子とレンチノ

ロールを融合させた化合物は、5’-TGACCAT 配列をエンハンサーとしたレポーター遺伝子の転写

を活性化するが、エンハンサー配列を変えると転写活性化せず、配列特異的に転写を活性化す

る。さらに、生化学的な実験から、Sur-2 と RNA ポリメラーゼ II をプロモーターにリクルートするこ

とで転写が活性化されていることも分かった。この融合化合物はまるで転写因子のように振舞う。

有機化合物で転写因子ができるということが直接証明された。 

しかしながら、この化合物には二つの問題があった。（１）レンチノロールの転写活性化能力が

天然の転写活性化部位に比べて弱い。（２）小分子転写因子の細胞透過性が低い。 
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このさきがけ研究の目的は、この二つの問題を解決することである。 

 

●転写活性化能を向上させたレンチノロール類縁体の探索 

分子設計および合成 

合成したレンチノロール誘導体を図２に示した。一般的に、転写因子の転写活性化ドメインには

疎水性部位と親水性部位が点在していることが言われている。私たちの研究によって、レンチノロ

ールが ESX の転写活性化ドメインの疎水性部位を模倣して、Sur2 と相互作用していることが分か

っている。そこで親水性部位も模倣できるように、レンチノロールへ水酸基やカルボキシル基を導

入した誘導体の合成を行った（2a～3c）。次に、ビピペリジン部位にベンゼン環を挟むことによって

レンチの幅を長くした類縁体(4a)やメタ置換にすることで角度を変えた類縁体(4b, 4c)の合成を

行なった。さらに、レンチノロールの骨格をフレキシブルにすることを狙い、ビピペリジン部位を

様々な長さのアルキル鎖に置換した類縁体(5a～5c)の合成を行なった。 

 
図２ レンチノロール誘導体の化学構造 

 

レンチノロール類縁体の生物学的評価 

 合成した類縁体の転写活性化能の評価は二種類の方法を用いて行なった。一つ目は in vitro
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の系でビオチン化類縁体の転写活性化能が高いほど RI ラベルされた mRNA が多く発現するため

濃いバンドが見られる（図３Ａ）。次に、in vitro 系の評価で成績の良かった 9 個の類縁体を

Gal4-SA plasmid お よ び SEAP 

reporter plasmid を用いた細胞ベー

スのレポーターアッセイ（図３Ｂ）によ

って評価した。その結果、レンチノロ

ールに比べて約２倍の活性を持つ 2a

と約３倍の活性を持つ 4a を見出すこ

とができた。4a の転写活性化能力は

天然の転写活性化部位（ESX）に匹敵

する。 

 

類縁体 4aによる内因性遺伝子の発

現 

4a の転写活性化能力が強いので

あれば、人工的なレポーター遺伝子

ではなく、内因性の遺伝子を活性化

できるはずである。そこで MyoD 転写

因子に着目した。この筋細胞分化の

マスター転写因子は、筋肉分化のた

めの遺伝子を活性化し、筋芽細胞か

ら筋細胞への分化を誘導する。この

MyoD の転写活性化部位を 4a で置き

換えた。 

 MyoD 遺伝子の DNA 結合ドメインとス

トレプトアビジンの融合タンパク質

(MyoD-SA)を発現するベクターをマウス筋芽細胞（C2C12）に導入し、安定発現株をネオマイシン耐

性により選択して樹立した。この細胞株を 2% horse serum を含む培地で培養し、4a（1μM）により

一週間処理した。 

図３ レンチノロール誘導体の転写活性化能の測定 

 

筋線維は多核の筋細胞によって構成されるが、未分化な段階の筋芽細胞は単核である。すな

わち分化の過程で細胞は多核化していくということである。下の写真では、MyoD -SA 発現株をレン

チノロール-ビオチン結合化合物で処理し、１週間後に細胞核の核酸塩基に特異的にインターカレ

ートする蛍光色素である Hoechst33342 により染色した結果、筋細胞への分化が顕著に誘導され

ていることがわかった(図３ＣＤ)。 

なぜ 4a の活性が強くなったのかを明らかにするためにウエスタンブロット法を用いてレンチノロ

ールおよび 4a と Sur2 の相互作用を評価した(図３Ｅ)。その結果、4a はレンチノロールよりも強く

Sur2 と結合することが示唆された。さらに 4a と Sur2 の解離定数を蛍光偏光法によって測定した。

その結果 4a の解離定数は 0.32 μM でありレンチノロール（0.86 μM）よりも約 2.6 倍の強さで

Sur2 と結合していることがわかった。 

これらの成果をまとめ、現在論文投稿中である。 

 

５．自己評価  

このさきがけ研究では以下の事項を達成することができた。（１）インビトロで遺伝子を発現する

小分子転写因子が合成できた。（２）ＤＮＡに結合するヘアピンポリアミド分子を安定供給する化学

合成法を開発した。（３）レンチノロールを最適化し、細胞内で強く遺伝子発現を活性化できる小分

子化合物を見つけ出した。（４）さまざまなタイプの小分子転写因子を合成した。 

現時点での問題点は、小分子転写因子の細胞透過性を上げることが予想以上に困難だったと

いうことである。これは比較的分子量の大きな分子には普遍的な問題である。今後も続けて研究

を行い、この普遍的な問題に挑戦する。 
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６．研究総括の見解 

本研究者が見いだしたレンチノロールを出発点として分子設計した数多くの有機分子の合成と

スクリーニングの末、有効な小分子転写因子を開発したことは極めて高く評価される。しかしなが

ら、細胞膜透過性に難点があり、是非ともこの点を今後の研究で克服してほしい。また、分解性の

問題なども課題となろう。大きな目標を持った研究なので本研究者の情熱と執着心をもってすれ

ば必ず達成されるであろう。 
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