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研究成果の概要（和文）：ポリメラーゼによるDNAやRNA重合反応において、分子クラウディング環境が変化する
ことで、重合するDNAやRNAの量や質が変わってくることを明らかにした。これらの現象はタンパク質を介さない
遺伝子発現制御であることから、タンパク質が無かったRNAワールドでは鋳型核酸の構造が遺伝子発現制御を司
っていたことが示唆された。さらに、細胞内解析により、鋳型核酸の構造による遺伝子発現制御が現在の細胞シ
ステムでも活用されていることを見出した。したがって、RNAワールドからDNAワールドに移り変わる過程で、そ
の制御システムがRNAからDNAに引き継がれた可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We studied the effect of molecular crowding on DNA or RNA polymerization 
reactions and found that changes in molecular crowding caused the quantity and quality of 
polymerized products. These phenomenon were the process of gene regulations without protein. Thus, 
the structure of template nucleic acids played a role for gene expression in the RNA world where 
there was no protein. Furthermore, we identified that the regulation system is utilized in the 
modern cells by analysis of living cells. Therefore, in the process of transition from RNA world to 
DNA world, the gene regulation system by the structure of the template was took over form RNA to 
DNA.

研究分野： 生命分子化学

キーワード： 分子クラウディング　核酸　酵素　複製　転写
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１．研究開始当初の背景 
生命は進化の過程において細胞膜によるコ
ンパートメント化や、種々の機能性高分子、
さらには細胞小器官の誕生があり、細胞内の
分子環境は進化と共に混み合った環境、いわ
ゆる分子クラウディング環境になっていった
と考えられる。申請者はこれまで定量的な解
析により、分子クラウディングは核酸構造の
安定性を大きく変化させることを報告してき
た。（最近ではN. Sugimoto et al., Chem. Rev., 
2014, 134, 20060, J. Phys. Chem. B, 2013, 
117, 963等。以降、申請者の論文は著者名を
略して記載する）。また、水和イオン液体中で
は AT 塩基対が GC 塩基対よりも安定化する
ことや、高圧力下では二重らせん以外の非標
準核酸構造の安定性が大きく変わることを見
いだしてきた（Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 
51, 1416，Angew. Chem. Int. Ed., 2013, 53, 
13774）。このような特殊な環境下ではリボザ
イムやタンパク質酵素の触媒活性が変化する
（J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 14330，
Biophys. J. 2012, 102, 2808, A. Minton et al., 
Ann. Rev. Biophys. 2008, 37, 375）。核酸関連
酵素はたった一つの OH 基の差から RNA と
DNAを区別する。これはわずかな静電的相互
作用と分子体積の化学的性質の変化が酵素の
活性部位での物性変化と一致するからである。
しかしこのような化学的特徴はクラウディン
グ環境による水の活量変化、誘電率の変化、
排除体積効果の変化等によって容易に変化す
ると考えられる。そこで申請者は酵素反応に
直接関わらない分子のクラウディングによっ
て酵素の活性が変換され、生命が進化した「ク
ラウディングワールド」が実在したと考えた。
そして、本原理を活用することで、変異導入
なしに酵素が基質を変換する新規な工学的手
法が開発できると着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、分子クラウディング環境の
変化が生命進化をもたらしたとする「クラウ
ディングワールド仮説」を提唱し、酵素活性
が分子クラウディング環境によって変換する
かどうかを検証することである。それにより、
変異導入不要の酵素機能変換システムの開発
をめざし、医薬・工学分野への応用展開を目
指す。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では生命の誕生や進化に欠かせない
DNAや RNAを合成する反応（複製および転写）
をターゲットに分子クラウディング環境の影
響を定量的に解析した。鋳型となる核酸（DNA
や RNA）は化学合成で調製した。酵素としては
DNA ポリメラーゼ（大腸菌やファージ由来）や
RNA ポリメラーゼ（ファージ由来）を用いた。
鋳型核酸と酵素、及び基質となる核酸モノマ
ー（dNTPs や NTPs）を加え、ポリエチレング
リコール（PEG）などの分子クラウディング剤
を一定濃度存在下において、反応を開始させ

た。反応はゲル電気泳動により反応産物の時
間変化を観察した。反応速度は鋳型核酸の構
造安定性と相関付けるなど、分子クラウディ
ング環境の影響を定量的に解析した。	
	
４．研究成果	
１）DNA 複製反応に対する分子クラウディン
グ環境の影響について	
	
核酸は遺伝情報を保持するための分子であ
ると同時に、様々な構造を形成することがで
きる特徴を持つ。このことが進化的に核酸に
様々な機能を付与してきた可能性がある。四
重らせん構造の特徴としてそのトポロジーの
違いが挙げられる。グアニン四重鎖にはアン
チパラレル、ハイブリッド、パラレルの 3 種
類、別の四重らせんである i-motif 構造には
少なくとも 2 種類のトポロジーが現在まで知
られている。これらの構造安定性やトポロジ
ーは分子クラウディング環境の影響によって
変化する。四重らせん構造は複製反応を阻害
し、遺伝情報にエラーを引き起こすため、生
命進化における四重らせん構造と分子クラウ
ディングの関係性が注目されている。しかし、
このような四重らせん構造のトポロジーの違
いが複製反応に及ぼす影響についてはこれま
で明らかになっていなかった。	
そこで、四重らせん構造を含めたDNA の特徴
的な構造の熱安定性と複製反応速度の相関性
を定量解析し、各構造のトポロジーに依存し
て複製反応が阻害される仕組みを調べた。弱
酸性の溶液中で、Klenow	 Fragment	 DNA ポリ
メラーゼによる複製反応を行いゲル電気泳動
で解析した。その結果、ヒトのがん関連遺伝
子であるテロメア由来ハイブリッド型グアニ
ン四重らせんと Hif1a 遺伝子由来の i-モチー
フ構造の複製反応では、完全に複製された反
応産物の他に、短い不完全な反応産物が観察
された（図 1）。不完全な反応産物は、Klenow	
Fragment が鋳型 DNA 上の四重らせん構造を乗
り越えられずに、複製が停止していることを
示す。続いて、UVメルティング法を用いて各
DNA 構造の熱安定性（-∆G°37）を算出し、
Klenow	 Fragment が DNA 構造を乗り越える複
製速度を比較した。その結果、熱安定性は同
程度であったにもかかわらず、複製速度はi-
モチーフ構造とパラレル型グアニン四重らせ
んが最も遅く、続いてアンチパラレル型グア
ニン四重らせん、ハイブリッド型グアニン四
重らせんの順に速くなることが分かった。つ
まり、DNA 構造の違いによって複製反応の阻
害効果が異なることが見出された。	
複製速度と熱安定性の相関性解析（図 2）か
ら、活性化エネルギーの比として、i-モチー
フ構造の複製は、ハイブリッド型グアニン四
重鎖の約 3 倍のエネルギー障壁があった。一
方、パラレル型およびアンチパラレル型グア	



	
図 1	 特殊 DNA 構造の複製反応のゲル電気泳
動結果	
	 （A）特殊構造を持たない DNA の複製、（B）ヒトテロ
メア由来のG四重らせんを形成するDNAの複製、（C）Hif1a

配列由来の i-モチーフ構造を形成する DNA の複製、およ

び（D）ヘアピン構造を形成する DNA の複製。四重らせん

構造の影響で、複製が途中で停止した産物が観察される。	

	
ニン四重らせんに関しては i-モチーフ構造
と同様の高い複製阻害効果を示したことから、
複製反応はトポロジーの違いによっても影響
を受けることが明らかになった。これらの結
果は、i-モチーフやパラレル型およびアンチ
パラレル型のグアニン四重らせんの形成が、
複製反応を強く阻害することで、がんの発生
を引き起こす可能性を示す。四重らせん構造
のトポロジーは、溶液の環境によっても変化
する。実際、ポリエチレングリコールを高濃
度添加すると、i-モチーフやパラレル型グア
ニン四重らせんの構造形成が促進され、複製
反応速度のさらなる低下が観察された。これ
は、細胞内の環境変化で複製阻害効果が強ま
り、がんが発生するメカニズムを示唆する重
要な結果と考えられる。本研究から、四重ら
せんの形成やトポロジーの変化によって遺伝
子変異が起こる可能性が明らかになった。こ
れらの現象は、タンパク質を介さない遺伝子
発現制御であることから、タンパク質が無か
った RNA ワールドでは鋳型核酸の構造が遺伝
子発現制御を司っていたことが示唆された。
また、ここで得られた知見を医工学的に活用
することで、四重らせん構造の形成を人為的
に抑え、異常停止する DNA 複製反応を正常化
できる技術の開発に貢献できると考えられる。
今後、四重らせんの安定性や巻き方を変え、
複製反応を制御できる化合物を探索・設計す
ることで、がんの予防・治療ができる新薬の
開発が期待できる。本研究成果は	 PNAS 誌に
掲載され、2018 年 10 月 25 日付けの神戸新聞

に取り上げられた。	
	

図 2	特殊 DNA 構造の複製速度とその安定性の
相関性解析	
	 i-モチーフ（緑）、ハイブリッド型 G 四重らせん（水

色）、ヘアピン構造（紫）のそれぞれのプロットを直線回

帰した。傾きが大きいほど複製に必要なエネルギー障壁

が高いことを示す。同じ G 四重らせんでもパラレル型や

アンチパラレル型（青）ではハイブリッド型より複製に

必要なエネルギー障壁が高い。	

	
	
２）DNA 転写反応に対する分子クラウディン
グ環境の影響について	
	
DNA 情報から RNAを合成する転写反応につい
ても分子クラウディングの影響を検討した。
これまでの研究によって、試験管内で四重ら
せん構造が鋳型 DNA 上に形成されると転写反
応が阻害されることが知られている。さらに
分子クラウディング環境により四重らせんの
安定性が強まることによって、転写阻害効果
は強まる。このような四重らせん構造の形成
はがん関連遺伝子で多く報告されていたが、
細胞のがん化やその進行過程において、四重
らせん構造がどのような役割を持つかはわか
っていなかった。		
そこで、四重らせん構造をもつ	DNA	から転
写される	RNA	の生産量を正常細胞、がん細胞、
悪性がん細胞内で比較した。その結果、四重
らせん構造をもたない DNA	と比べて、正常細
胞内では四重らせん構造をもつ DNA から転写
される RNA は非常に少なく、四重らせん構造
によって転写が抑制されていることがわかっ
た。一方で、がん細胞、悪性がん細胞中では、
四重らせん構造をもつ	 DNA からの転写量が
徐々に増大することを見出した。さらに、細
胞内で形成される四重らせん構造は、がんの
悪性化によって減少することも見出した（図
3）。これまでの申請者らの研究成果からカリ
ウムイオン濃度が低下した溶液では四重らせ
ん構造が大きく不安定化することが明らかに
なっている。がん細胞内においてカリウムイ
オン濃度を低下させるカリウムチャネルの発
現量を解析した結果、悪性がん細胞ほどカリ
ウムチャネルの発現量は増大し、四らせん鎖
構造をもつ	DNAからの転写量も増大すること
がわかった。このことから、正常細胞におい
て四重らせん構造は転写を阻害するが、悪性
がん細胞では、四重らせん構造が不安定化さ
れ、がん関連遺伝子の転写が促進されると考
えられる（図 4）。	
	



以上の結果から、鋳型核酸の構造による遺伝
子発現制御が現在の細胞システムでも活用さ
れていることが確認できた。したがって、本
研究成果は、RNA ワールドから DNA ワールド
に移り変わる過程で、その制御システムがRNA
から DNA に引き継がれた可能性を示す重要な
知見となる。	
以上の研究成果は、がんの活性化に関わる新
規の機構が解明されたと注目され、JACS 誌に
掲載され、掲載号の表紙を飾った。また、1月
29 日付けの日刊工業新聞および 2 月 21 日付
けの神戸新聞に取り上げられた。	

図 3	 がんの悪性化による四重らせん構造の
減少	
	

図 4	 四重らせん構造によって制御される転
写機構	
	
	
３）RNA ポリメラーゼの酵素活性に対する分
子クラウディング環境の影響について	
	
分子クラウディング環境の変化が生命進化を
もたらしたとする「クラウディングワールド
仮説」を検証するために、RNA ワールドから
DNA ワールドへと移る過程を分子クラウディ
ング環境の変化によって実現できるかどうか
を検討した。鋳型核酸として特に構造を形成
しない RNA を用い、プライマーRNA からの RNA
および DNA 重合反応を各種酵素を用いて観察
下。まず、RNA ワールドのモデルとして RNA 重
合活性を有するリボザイム酵素である tC9Y	
を用いて反応を行ったところ、添加するポリ
エチレングリコール（PEG）の分子量にかかわ
らずPEGの濃度が上がるにつれRNAおよびDNA
重合反応が促進した。一方 RNA ワールドから
DNA ワールドへの移行時期のモデルとして T7	
RNA	 polymerase を用いて反応を行った場合、
平均分子量 200 の PEG200 を添加するにした
がい、RNA 重合反応は低下する一方、DNA 重合
反応が促進した（図 5）。分子量の小さいエチ
レングリコールでは添加量に応じて RNA も
DNA 重合も促進した。一方、平均分子量 8000
の PEG8000 を用いた場合は、RNA、DNA 重合両
方とも抑制された。さらに、DNA ワールドのモ

デルとして、DNA ポリメラーゼである Klenow	
Fragment では RNA 重合は一切観察されず、DNA
重合反応は各種 PEG 濃度が上がるにつれ促進
した。以上の結果から、T7	RNA ポリメラーゼ
は PEG200 の添加濃度に応じてその基質特異
性が NTP から dNTP に変換することが見出さ
れた。これらの結果から、RNA ワールドから
DNA ワールドへと移る過程において、PEG200
と同じような分子によるクラウディング環境
が RNA ポリメラーゼに影響することで、DNA重
合が行われていたことが示唆された。	
分子クラウディング環境によって酵素活性
を転換できることを活かして、分子クラウデ
ィングによる核酸重合反応の調節を工学的に
活用することも検討した。その結果、T7	 RNA
ポリメラーゼの反応系内に高濃度の PEG200
を添加することで、DNA の 2'位が F や OMe に
修飾されたモノマーを重合できるように酵素
活性が変化する事を見出した。以上の成果に
関して、現在論文投稿準備中である。	

図 5	 T7	 RNA ポリメラーゼの RNA および DNA
重合活性に対する PEG200 濃度の効果。（左）
反応産物の電気泳動結果。Lane	2-6 が基質を
NTP にした際のRNA 重合活性。Lane	7-11 が基
質を dNTPにした際の DNA 重合活性。PEG200濃
度はそれぞれ 0,	5,	10,	15,	20%で反応を行
った。（右）電気泳動結果から解析した反応効
率。緑が RNA、青が DNA 重合活性。	
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Figure 2. RNA and DNA polymerization in 0-20 wt% PEG200. (a) Analysis of primer extension by 

tC9Y by denaturing PAGE. (b) Percentage of primers extended by tC9Y. (c) Analysis of primer 

extension by T7 RNAP by denaturing PAGE. (d) Percentage of primers extended by T7 RNAP. (e) 

Analysis of primer extension by KF by denaturing PAGE (f) Percentage of primers extended by KF. 

For PAGE analyses, the conditions were: Lane 1, unreacted primer; Lane 2, 0 wt% PEG200 with 

NTPs; Lane 3, 5 wt% PEG200 with NTPs; Lane 4, 10 wt% PEG200 with NTPs; Lane 5, 15 wt% 

PEG200 with NTPs; Lane 6, 20 wt% PEG200 with NTP; Lane 7, 0 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 8, 

5 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 9, 10 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 10, 15 wt% PEG200 with 

dNTPs; Lane 11, 20 wt% PEG200 with dNTP; Lane 12, unreacted primer. Positions of products (n+1, 

2, 3, 4, 5, or 6, where n is the primer length) are indicated. In graphs, percentage of primers extended 

in reactions with NTPs is indicated in green, and percent extension in reactions with dNTPs is 

indicated in blue. Conditions were: 0.5 µM T7RNAP, 0.5 µM RNA primer G, 0.5 µM RNA template A 

with 100 µM NTPs in 0-20 wt% PEG200, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), and 10 mM MgCl2 at 25 °C for 12 

h. Percentage of primers extended was determined by dividing the fluorescence intensity (LAU/mm2) 

of the bands of extension products by the summed fluorescence intensities (LAU/mm2) of all 

detectable bands. Data points are averages of three samples. Errors shown are the standard 

deviations. 
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extension by T7 RNAP by denaturing PAGE. (d) Percentage of primers extended by T7 RNAP. (e) 

Analysis of primer extension by KF by denaturing PAGE (f) Percentage of primers extended by KF. 

For PAGE analyses, the conditions were: Lane 1, unreacted primer; Lane 2, 0 wt% PEG200 with 

NTPs; Lane 3, 5 wt% PEG200 with NTPs; Lane 4, 10 wt% PEG200 with NTPs; Lane 5, 15 wt% 

PEG200 with NTPs; Lane 6, 20 wt% PEG200 with NTP; Lane 7, 0 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 8, 

5 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 9, 10 wt% PEG200 with dNTPs; Lane 10, 15 wt% PEG200 with 

dNTPs; Lane 11, 20 wt% PEG200 with dNTP; Lane 12, unreacted primer. Positions of products (n+1, 

2, 3, 4, 5, or 6, where n is the primer length) are indicated. In graphs, percentage of primers extended 

in reactions with NTPs is indicated in green, and percent extension in reactions with dNTPs is 

indicated in blue. Conditions were: 0.5 µM T7RNAP, 0.5 µM RNA primer G, 0.5 µM RNA template A 

with 100 µM NTPs in 0-20 wt% PEG200, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), and 10 mM MgCl2 at 25 °C for 12 

h. Percentage of primers extended was determined by dividing the fluorescence intensity (LAU/mm2) 

of the bands of extension products by the summed fluorescence intensities (LAU/mm2) of all 

detectable bands. Data points are averages of three samples. Errors shown are the standard 

deviations. 
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