
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ４月３０日現 在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要： 

細胞内のゲノムＤＮＡはヒストン蛋白質との複合体を形成し、高次構造へ階層的に折り畳まれ

ている。このＤＮＡとヒストンの複合体状態が変化することでＤＮＡ遺伝子活性が自然制御さ

れている。本研究では、ＤＮＡとヒストンサイズのナノ粒子からなる「人工クロマチン」とい

う単純なモデルを化学的構築し、ＤＮＡとナノ粒子との相互作用および自己組織化の制御へア

プローチを開発した。そこで、人工クロマチン高次構造と人工クロマチン中のＤＮＡの生物学

的活性の関係を明らかにした。人工クロマチン系の展開により、将来の遺伝子治療の新技術と

してＤＮＡバイオ活性を化学的制御が可能になると期待されている。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内のゲノムＤＮＡはヒストン蛋白質と
数十ナノメートルオーダーのコンプレック
スを形成し、規則正しい高次構造へ階層的に
折り畳まれている。このようなＤＮＡとヒス
トンのコンプレックス高次構造が変化する
ことでＤＮＡ遺伝子活性等が自然制御され
ている。ヒストンの人工類似体としてシリカ
ナノ粒子を使用することにより、人工クロマ

チンの構築を目指し、本研究は、長い二重鎖
ＤＮＡの高分子と正帯電シリカナノ粒子（Ｎ
Ｐ）との複合体に形成することで、人工クロ
マチン（人工染色体）モデルとしての新しい
生体模倣ナノ構造システムを開発できると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、二重らせん長鎖ＤＮＡとカ
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チオン性ナノ粒子と間の反応による、人工ク
ロマチン（人工染色体）モデルとしての新し
い生体模倣ナノシステムを組み立てること
を目的するものである。また、ナノ粒子とコ
ンプレックスすることによりＤＮＡ高次構
造変化およびＤＮＡのバイオ活性制御のメ
カニズムを解明しようとする研究である。 
 

３．研究の方法 

（１）人工クロマチンモデルは、Figure １

であるように化学的修飾されたナノ粒子お

よび長鎖ＤＮＡから構成されている。10-100 

nm のシリカナノ粒子はポリリシンまたはポ

リメトキシシランにより修飾した。 

 

 
Figure 1．（Ａ）実験系：カチオン性ナノ粒子とバ

クテリオファージＴ４のＤＮＡ, 166 kbp；（Ｂ）

１０－１００ｎｍサイズナノ粒子の電子顕微鏡写

真 

 

（２）ナノ粒子とＤＮＡと間の相互作用やコ

ンプレックス形成を主に単一分子レベルに

おいて蛍光顕微鏡、電子顕微鏡、原子間力顕

微鏡等により観測および解析を行った。 

（３）転写活性は、ＲＮＡ合成量を蛍光強度

の増大で測定する方法（人工ヌクレオチドで

ある UTP-γAmNSを使用する方法）を使用し、

ＲＮＡの蛍光分光測定および蛍光顕微鏡観

察を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ＤＮＡ―ナノ粒子相互作用観察。ＤＮ

Ａとコンプレックスするナノ粒子は、シリカ

ナノ粒子（直径 10-100 nm）の表面上に正電

荷高分子により修飾した。ＤＮＡ溶液にカチ

オン性ナノ粒子を付加すると、様々なＤＮＡ

―ナノ粒子コンプレックスが形成すること

を単一ＤＮＡ分子観察した（Figure 2）。ナ

ノ粒子の濃度が上がるとＤＮＡと結語する

ナノ粒子数が増えており、最終的、全長のＤ

ＮＡ鎖がナノ粒子と付着し、コンパクト状の

コンプレックスになる。 

（２）ＤＮＡと結合するナノ粒子のサイズに

より、ナノ粒子のＤＮＡ凝縮転移効率および

ＤＮＡ相互作用メカニズムが大きく異なっ

ている。 

 

 

Figure 2．蛍光顕微鏡観察によりＤＮＡ―ナノ粒

子コンプレックス形成：（上）ＤＮＡ蛍光像、（中）

ナノ粒子の蛍光像、（下）ＤＮＡ－ナノ粒子コンプ

レックスのイメージ 

 

このようなＤＮＡ―ナノ粒子コンプレック

スの電子顕微鏡観察により、直径 15 nm の小

さいナノ粒子に対しては、ナノ粒子との複合

体形成によるＤＮＡ分子の凝縮は、様々な形

態の“beads-on-a-ring”構造の形成を通し

て進行する（Figure 3a）。 

 

 
Figure 3.（Ａ）ナノ粒子濃度の上昇によりＤＮＡ

とナノ粒子コンプレックス形成（Ｂ）分子シミュ

レーションによりＤＮＡ―ナノ粒子複合体の構造

変化 

 

（２）ＤＮＡ－ナノ粒子交互作用メカニズム。

ナノ粒子のサイズにより、ＤＮＡ―ナノ粒子

複合体を三種類に分けられる。 

①� 大きいナノ粒子の場合(100nm と 40nm)は、

ＤＮＡ鎖がナノ粒子の表面に吸着して、

タイプ１(adsorption)複合体が形成する。

しかし、二重鎖ＤＮＡの半屈曲性の高分

子であるため、ナノ粒子のサイズが縮小

する際に、タイプ１のメカニズムが実現

しない。 

②� 15 nm のナノ粒子の場合は、ＤＮＡ鎖が



 

 

各ナノ粒子の円周線に沿って巻き付け、

タイプ２(wrapping)複合体が形成する。

タイプ２のＤＮＡ―ナノ粒子複合体構造

が 生 体 ク ロ マ チ ン の ナ ノ 構 造

（beads-on-a-string）を最も模倣し、同

様な物理性質をもつ（塩濃度依存性等）。 

③� 最後に、最も小さいナノ粒子（10nm）に

ＤＮＡ鎖が巻き付けず、ＤＮＡ鎖に沿う

って、ＤＮＡ鎖上に多数のナノ粒子が集

まったようなタイプ３(collection)複合

体が生成する。 

この三つメカニズムの発生が分子動力学計

算法により確認された。（Figure 4） 
 

 

Figure 4.ＤＮＡ―ナノ粒子相互作用メカニズ

ム：adsorption, collection と wrapping 

 

人工クロマチン構築について以上の結果の

中、最も大事な発見は、ＤＮＡが簡単な無機

テンプレートと自己組織化により生体ヌク

レオソームとよく似ているコンプレックス

を形成する（Figure 5）。さらに、約 10 nm

ヌクレオソームにおいて実現する wrapping

モードが、より大きいナノ粒子（15-20 nm）

の場合も可能であることを明らかにした。 

 

 
Figure 5.（左）ヌクレオソーム構造と（右）２０

ｎｍの粒子に巻き付いたＤＮＡ断片 

 

（３）１価と２価カチオンがＤＮＡ―ナノ粒

子相互作用へ与える影響。細胞内、ナトリウ

ム、カリウム、カルシウム、マグネシウムの

カチオンが重要な役割を果たしており、様々

な細胞内の過程へ影響与える。本研究では、

ＤＮＡ・ナノ粒子ナノ構造体の形成効率に影

響を与えるファクターの一つとして、Na+と

K+の一価カチオンの影響を調べた。その結果

は、大きいナノ粒子の場合は、ナトリウムと

カリウムの影響が同じだったが、小さい（10 

nmと 15 nm）ナノ粒子の場合は、ナトリウム

の溶液ではＤＮＡ凝縮がより低い濃度のナ

ノ粒子により起こる。さらに、２価カチオン

の Mg2+と Ca2+の中も、ナトリウム、カリウム

と同じようにより小さいマグネシウムイオ

ンの溶液では、ＤＮＡ凝縮が起こりやすい。 

（４）ナノ粒子表面電荷がＤＮＡ―ナノ粒子

相互作用に与える影響。人工クロマチンに対

して、ナノ粒子の表面電荷影響を調べるため

に、ナノ粒子の表面を化学的に修飾行って、

負荷電シリカナノ粒子から完全に正電荷の

修飾されたナノ粒子にかけて、ＤＮＡとの相

互作用を研究した。ナノ粒子の正電荷は、Ｄ

ＮＡ―ナノ粒子複合体の生成効率へ影響を

与え、ナノ粒子の正電荷が上昇すると、ＤＮ

Ａの凝縮が少量のナノ粒子によりできます。

また、溶液条件等に関係せず、凝縮されたＤ

ＮＡナノ粒子の複合体が負電荷のコンプレ

ックスであり、すなわち、正電荷表面のナノ

粒子に過剰量のＤＮＡが吸着する。以上のよ

うに、ナノ粒子がＤＮＡ鎖で逆電化されるこ

とは明らかにした。さらに、ナノ粒子の正味

電荷が負の場合においても、ナノ粒子表面上

は両電荷があれば、ナノ粒子と負電荷のＤＮ

Ａ鎖との反応により、ＤＮＡ鎖の凝縮が起こ

る。 

次は、10-100 nm サイズのナノ粒子の修飾条

件を変えて、ナノ粒子サイズごとに表面電荷

が異なる粒子群を合成し、ＤＮＡ―粒子相互

作用を蛍光顕微鏡および電子顕微鏡により

観察した。表面電荷の低いナノ粒子はＤＮＡ

とほとんど強い結合しないが、高濃度の条件

下はＤＮＡがナノ粒子に折り畳まれる。従っ

て、ナノ粒子の正味電荷が負の場合でも、ナ

ノ粒子の表面上のＤＮＡと結合する機能基

がある場合、ナノ粒子がＤＮＡに対して折り

畳む働きをすることが明らかになった。より

多くカチオン機能基を有するナノ粒子はＤ

ＮＡと結合し、高効率的にＤＮＡを折り畳む。

一方は、より高い正電荷のナノ粒子のＤＮＡ

凝縮効率が減少する。従って、ＤＮＡ凝縮転

移においては、ナノ粒子の最適表面電荷密度

があることが分かりました。 

（５）ヒストンキラリチの影響。生体内での

ＤＮＡを折り畳むヒストンはキラルタンパ

ク質であるが、そのキラリティーの役割はま

だはっきり分かっていない。本研究では、キ

ラリティーの役割を明らかにするため、人工

クロマチンモデルを用いて検討した。粒子表

面をキラルポリリシン（ポリ-Ｌ-リシンまた

はポリ-Ｄ‐リシン）で修飾し、粒子表面に



 

 

吸着させたポリリシンのキラリティーのみ

で異なる 100 nm および 10 nm ナノ粒子を合

成した。キラルナノ粒子のＤＮＡ凝縮効率を

調べ、いずれの場合においても、ＤＮＡ凝縮

効率に対してキラリティーの影響が与えら

れていない。従って、実際のヌクレオソーム

の場合でも、ＤＮＡ折り畳み過程へのキラリ

ティー寄与率が低いと考えられる。 

（６）ＤＮＡ－ナノ粒子コンプレックスにお

けるＤＮＡのバイオ活性。最後に、ＤＮＡ―

ナノ粒子複合体におけるＤＮＡバイオ活性

を調べた。10-40 nm のナノ粒子を用いて、

ナノ粒子サイズによりＤＮＡ転写活性度を

測定及び観察を行った。全種類のナノ粒子が

転写活性阻害を及ぼすが、ナノ粒子のサイズ

により転写活性阻害の変化が大きく異なる。

（Figure 6） 

 

Figure 6.ナノ粒子サイズに依存するＤＮＡポリ

メラーゼ抑制のメカニズム：L（40nm）、M(15nm)

と S(10nm)ナノ粒子とのＤＮＡとコンプレックス 

 

大きいナノ粒子（L, 40 nm）の場合は、微量

付加においてもＤＮＡ転写活性を効率的抑

制する。より小さいナノ粒子は（M, 15 nm）

閾値濃度まで転写活性へ影響が、高濃度のナ

ノ粒子を付加すると転写活性が完全に阻害

される。小さいナノ粒子（S, 10 nm）の高濃

度の条件においても、ＤＮＡ転写活性がほと

んど変化しない。この研究の主な成功として

は、ナノ粒子サイズ変化により、ＤＮＡ転写

反応の制御が可能になった。特に、小さいナ

ノ粒子を用いると、生体クロマチンと、同じ

ようにＤＮＡが凝縮する際にも、転写活性が

多く残ってある。以上のＤＮＡ―ナノ粒子複

合体（人工クロマチン）による転写活性制御

に関する研究は、Biophysical Journal 誌に

掲載されたが（Zinchenko et al. 2007）、同

誌において”New and Notable” で取り上げ

られた（S. Lindsay, “Chromatin Control of 

Gene Expression: The Simplest Model” , 

Biophys. J. 92, 1113-1113, 2007）） 

（７）結論 本研究の結果により、単純な人
工クロマチンの実験モデルが組み立てられ
た。このようなモデルを展開すれば、人工ク
ロマチンを用いた細胞内のＤＮＡバイオ活
性コントロールへ新しいアプローチが見出
されると考えられる。 
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