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研究成果の概要（和文）： 
バイオテクノロジーでは DNA が様々な状況下で利用されるが、細胞やバイオチップ表面とい

う特殊な環境下で DNA の機能をいかに高めるかがバイオテクノロジーを成功に導く要である。

本研究では、周辺環境が DNA と RNA に大きな影響を与え、特殊な環境下では遺伝子発現の

制御に関わる DNA 構造体が形成されることや、RNA の酵素活性が向上することなどが見出さ

れた。この成果は、バイオテクノロジーで利用される DNA と RNA の設計に役立つことが期

待される。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
DNA is widely used in biotechnology, and the DNA properties under unusual conditions, such as in 
living cells and on biochips, are the critical issue for the success of biotechnology. Due to the 
polyelectronic nature of DNA and RNA, significant influences of molecular environment on their 
functions, including molecular recognitions and structure formations, are expected. Here, we have found 
facilitations of unusual structure formations of DNA relevant to gene regulations, and enhancements of 
the catalytic activity of an RNA enzyme. These finding could lead to applications as monitoring 
molecular environment and design of functional oligonucleotides that efficiently function under unusual 
conditions applied for biotechnology. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体分子を利用した機能性材料は、工学、
化学、医学、薬学などで用いられるテクノロ
ジーで高い注目を集めている。とくに、核酸
がもつ高い分子認識能力は、遺伝子発現制御
や遺伝子診断などの医療関連分野だけでな
く、分子センサーやナノ構造体などの分子材
料開発にも利用されるようになった。しかし、
in vitro 実験系（均一希薄水溶液を用いた実験
系）で高評価を得た DNA 分子を、テクノロ
ジー分野に利用しても望みの機能が発揮さ
れないことも多い。これは細胞への導入や材
料化によって、核酸の分子環境が大きく変わ
ってしまうことが主要因であると考えられ
る。例えば、核酸を使った DNA チップや分
子センサー開発では、無機、あるいは有機材
料表面に核酸分子が固定化される。これによ
り、核酸分子は高密度に混み合った状況（分
子クラウディング）となり、核酸分子の運動
性が大きく制限されるとともに、水溶液中と
比べて誘電率や水の活量が低い分子環境で
核酸が機能することになる。また、遺伝子発
現制御や細胞内分子センシングを目的とし
た機能性核酸を設計する場合、全体積の 30
〜40%が生体分子に占有された細胞内部の分
子環境による影響を考慮する必要がある。こ
のような in vitro とは大きく異なった分子環
境では、核酸の分子間相互作用が大きく変化
してしまうことが知られているものの、その
複雑性のため、分子環境に着目して核酸の分
子認識や構造形成を解明する研究はほとん
ど行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究開始前に我々は、ポリエチレングリ
コール（PEG）などの中性分子を用いて分子
クラウディング環境を再現し、分子環境が
DNA 構造の安定化エネルギーを大きく変化
させることを報告していた。本研究は、定量
解析が可能なこのモデル実験系を使って、分
子環境の変化によるDNAおよびRNA機能へ
の影響を定量的に明らかにすることを目指
した。 
 核酸の構造安定性が分子環境の影響を大
きく受けることを利用して、本研究では、分
子環境に応答する機能性核酸の設計も目標
に掲げた。具体的には、分子環境に応じて構
造変化する DNA および RNA 配列を開発し、
その塩基配列を基に設計される“構造安定性
が厳密にコントロールされた核酸分子群”を
得る。そして、この分子群をセンシング分子
として利用することで、DNA と RNA に対す
る分子環境効果を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）研究に用いたオリゴマーDNA と RNA
は固相合成法、あるいは酵素合成法を利用し
て得た。核酸構造と構造安定性の測定には、
UV 分光光度計システム、円二色性分散計、
電子スピン共鳴測定装置、ゲル電気泳動法に
よる定量化手法などを用いた。塩基対の形
成・解離速度は、温度ジャンプ法に基づくデ
ータ解析によって得た。 
（２）分子クラウディング環境を再現できる
実験系として、高濃度の中性溶質（高分子
PEG、低分子 PEG、多糖鎖、アルコール類、
エチレングリコール類縁体など）を溶解させ
た水溶液を用いた。溶質の種類や分子量、濃
度を変えることで溶液環境が変化し、必要に
応じてカチオン（金属イオン、ポリアミン、
塩基性ペプチド）やアニオン性分子（ヌクレ
オチド誘導体、酸性アミノ酸など）を共存さ
せた。核酸に対する分子環境効果を決定する
因子（エントロピーエネルギー、誘電率、水の
活量など）の特定を図るために、核酸構造の
熱力学的安定性、溶液の誘電率・浸透圧・粘
度測定を行った。 
（３）ハンマーヘッドリボザイムは、マグネ
シウムイオン存在下で基質 RNA を切断する
RNA 酵素の一つである。5’末端をフルオロセ
インでラベル化した基質 RNA を使って、マ
グネシウムイオン存在・非存在下におけるリ
ボザイムによる基質 RNA の切断反応速度を
追跡した。反応の経時変化はポリアクリルア
ミドゲル電気泳動で調べ、フルオロイメージ
ャーによるゲルの画像解析から反応速度、あ
るいは反応速度定数定数を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）特殊な分子環境における核酸の構造と
構造安定性の検討 
 PEG などの中性分子を高濃度（数十重量パ
ーセント）で溶解させた溶液を使って分子ク
ラウディング環境を再現し、様々な核酸構造
とその熱力学的安定性を系統的に調べた。そ
の結果、分子クラウディング環境は DNA と
RNA の塩基対構造に大きな影響を与えない
一方で、構造安定化エネルギーは大きく変化
させることが見出された（Mol. BioSyst., 2008, 
4, 579-588）。さらに、塩基配列によっては Z
型構造への二次構造遷移が誘起されたり（図
１）、四重鎖構造（i-モチーフ構造）が中性 pH
で形成されることも明らかになった（Chem. 
Commun., 2010, 46, 1299）。細胞では重要な働
きを担っているが、通常の水溶液中では形成
されにくいこれらの DNA 構造体が、分子ク



ラウディング環境では安定に存在できると
いう知見は、細胞内分子環境が核酸機能や遺
伝子発現を決定する重要な要因であること
を示唆するものとして興味深い。 
 

 
図１ 分子環境の変化に伴って生じる核酸構造の

変化 
 

 分子クラウディング環境において、DNA の
構造安定性を決定する相互作用因子につい
ても検討を行った。PEG はヌクレオチドと直
接的な相互作用をするとは考えにくい。そこ
で、共存物質の影響を系統的に調べた結果、
DNA の構造安定性を決定する主たる相互作
用因子として、ヌクレオチドに結合するカチ
オンと水和水の重要性を明らかにした（Bull. 
Chem. Soc. Jpn., 2007, 80, 1987）。さらに、熱
力学的な検討だけでなく、DNA の構造形成と
解離に対する速度論的な影響についても調
べ、PEG が及ぼす核酸構造の熱力学的・速度
論的な知見も得られた（Chem. Commun., 2007, 
2750）。 
 
（２）DNA—カチオン相互作用を簡便に検出
できる実験系の構築と分子環境効果の検討 
 一般に、核酸の構造形成には金属イオンの
結合が不可欠である。このため、分子クラウ
ディング環境が DNA と金属イオンの相互作
用に及ぼす影響を明らかにしておく必要が
ある。金属イオンは主に DNA リン酸近傍に
結合するが、比較的弱い結合力のため定量的
な測定は容易ではない。そこで、我々はまず、
ヘアピンDNAの性質を利用してDNA塩基対
とカチオンの結合を簡便に調べることがで
きる実験系を構築した。これは、自己相補的
配列 DNA の二量化反応が、ループ部位への
金属イオンの結合に伴うエネルギーレベル
の変化によってもたらされることを利用し
た新しい手法である（図２）。この実験系で
は、ゲル電気泳動実験によって DNA と金属
イオンの結合力を簡便に調べることができ、
細胞内に存在する様々なカチオン（金属イオ
ン、ポリアミン、塩基性ペプチド）のと DNA
の結合エネルギーを評価することに成功し
た（Chem. Commun., 2008, 700）。 
 

 
図２ DNA とカチオンの結合反応を簡便に検出で

きる実験系 
 
 次に、この実験系を DNA とカチオンの結
合反応に対する分子環境効果を調べるため
に利用した。まず、分子環境の変化に応答す
るヘアピン DNA の構築を試みた（Nucleic 
Acids Res., 2007, 35, 486-494）。ヘアピン構造
はループ配列や鎖長、あるいは非塩基対部位
の導入によって構造体の安定性をコントロ
ールできるという利点がある。様々な塩基配
列を検討した結果、金属イオン（ナトリウム
イオン）濃度あるいは分子環境の変化（PEG
の添加）に応答して構造変化するヘアピン
DNA 配列を得ることができた。この DNA を
用いて検討したところ、PEG 存在下では金属
イオンとの結合が起こりやすくなることが
示唆された。 
 
（3）構造安定性が厳密に制御された核酸分
子群の創製 
 DNA—カチオン相互作用に対する PEG 効
果の一般性を明らかにするために、多様な構
造安定性をもつヘアピン DNA 分子群の開発
を試みた。ヘアピン DNA がもつ分子環境変
化への応答領域（ダイナミックレンジ）が、
ループ配列と鎖長を変えることで簡単に調
整することができる。様々な塩基配列を検討
した結果、構造安定性が厳密にコントロール
されたヘアピン分子群を得ることができた
（Chem. Commun., 2008, 700）。さらに、DNA
配列設計技術に基づいて、ヘアピン RNA 分
子群の取得にも成功した。 
 そこで、DNA および RNA 分子群を用いて、
細胞内部に特徴的な分子クラウディング環
境、カチオン性分子が共存する環境、あるい
はアニオン性分子が共存する環境下におけ
る核酸構造と機能を検討した。これらの分子
群に含まれるDNAおよびRNAは構造安定性
が少しずつ異なるため、金属イオンやカチオ
ン性分子に対して異なる応答領域（ダイナミ
ックレンジ）を示す。分子群の中から各種カ
チオン（一価金属イオン、二価金属イオン、
ポリアミン、塩基性ペプチドなど）の結合測
定に適した塩基配列を選び、PEG や多糖類の
添加に伴うカチオン結合の変化を検討した。
その結果、DNA と RNA ともに高分子 PEG を
用いた場合に顕著な結合エネルギーの増大
が観測され、分子クラウディング環境ではヌ
クレオチドへのカチオンの結合が高められ
ることが明らかになった（Nucleic Acids Symp. 
Ser., 2009, 53, 519-520）。 



 
（4）ハンマーヘッドリボザイムの酵素活性
に及ぼす影響 
 ヌクレオチドと金属イオンの結合性が分
子環境によって大きく変化することが明ら
かになったことから、さらにハンマーヘッド
リボザイムを用いた検証を行った。このリボ
ザイムに関しては立体構造と反応機構が詳
しく調べられており、マグネシウムイオン存
在下で基質 RNA の切断活性を示すことが知
られている。リボザイム活性が RNA のマイ
クロスコピックな金属イオン濃度と pH に敏
感であることを利用して、RNA 加水分解反応
の速度論的解析によって、分子クラウディン
グが及ぼす金属イオン濃度と pH への影響を
明らかにする試みを行った。 
 PEG や多糖類、アルコール誘導体などの中
性共存溶質によってリボザイム活性は数倍
〜数千倍に向上し、RNA とマグネシウムイオ
ンの結合エネルギーが PEG によって高めら
れることがその原因であることを見出した（J. 
Am. Chem. Soc., 2009, 131, 16881）。さらに、活
性構造の安定化、低マグネシウムイオン濃度
下での活性の維持、ミスフォールディングの
抑制効果なども見られ（図３）、ハンマーヘ
ッドリボザイムの活性は PEG の添加によっ
て大きく向上することを明らかにした。また、
共存するアニオン性分子（塩基性アミノ酸、
アデニンヌクレオチドなど）の影響について
も調べたところ、アニオン性分子によって低
下したリボザイム活性が、分子クラウディン
グ環境では回復することが見出された。これ
らの結果は、特殊環境におけるリボザイム活
性に関する知見を与えるとともに、細胞内部
で機能する機能性核酸の設計に役立つと期
待される。また、リボザイム反応を高めるた
めの添加剤としての PEG の利用が考えられ
る。 

 
図３ ハンマーヘッドリボザイムが触媒する基質

RNA 切断反応に対する PEG の効果 
 
 以上のような化学の立場から分子環境効
果を数値化し、特殊環境下でも有効に機能す
るDNAあるいはRNAの設計のための指標と
なるデータは分子環境効果の解明にとどま
らず、医療分野や工学分野、そして生物機能
解明にも役立つことが期待される。 
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