
京都大学・エネルギー理工学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

神経変性疾患に関連した反復配列RNA分子の反復回数に依存した液液相分離の構造基盤

Structural basis of LLPS of RNA repeats related to neurodegenerative diseases

７０２１１８４４研究者番号：

片平　正人（Katahira, Masato）

研究期間：

２０Ｈ０３１９２

年 月 日現在  ６   ６ ２１

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：瀧ノ上らによって見出されたY字型DNA(Y-DNA)に関して生じる液液相分離(Sato等, 
Science Advances, 2020)について、コンデンセート層における分子の挙動を、並進運動の速度を反映する拡散
係数と回転運動の速度を反映する横緩和時間をNMR法によって決定する事で解析した。コンデンセート中のY-DNA
においては、並進と回転が共に抑制されていた。このコンデンセートに他の分子が巻き込まれた場合には、その
分子の大きさと電荷に依存して、並進と回転が抑制される事とされない時がある事が分かった。液液相分離で生
じる液滴を反応場として理解・活用する上で、今回得られた知見は意義深い。

研究成果の概要（英文）：Regarding the liquid-liquid phase separation (Sato et al., Science Advances,
 2020) that occurs with Y-shaped DNA (Y-DNA) discovered by Takinoue et al., the behavior of 
molecules in the condensate layer was analyzed by determining the diffusion coefficient reflecting 
the speed of translational motion and the transverse relaxation time reflecting the speed of 
rotational motion by NMR method. In the case of Y-DNA in condensate, both translational and 
rotational were suppressed. When other molecules are involved in this condensate, it was found that 
the translation and rotation may or may not be suppressed, depending on the size and charge of the 
molecules. The findings obtained in this study are significant in understanding and utilizing the 
droplets generated by liquid-liquid phase separation as reaction fields.

研究分野： 生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質あるいはタンパク質と核酸の複合体が液液相分離を生じる事が見いだされ、生命現象を理解する鍵と
なる事象として大きな注目を集めている。また液液相分離で生じる液滴は、反応場として活用できる可能性もあ
る。その後、核酸のみで生じる液液相分離も見出されたが、知見は未だ限られている。今回核酸のみからなるコ
ンデンセート中の分子の挙動に関する定量的な情報が得られた事により、同液滴に関する理解とその応用が格段
に進むと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質あるいはタンパク質と核酸の複合体が液液相分離を生じる事が見いだされ、生命

現象を理解する鍵となる事象として大きな注目を集めている。また液液相分離で生じる液滴は、
反応場として活用できる可能性もある(Dolgin 等, Nature, 2018)。その後、核酸のみで生じる
液液相分離も見出された。特定の 3 つの塩基の並びが繰り返す事で生じるトリプレットリピー
ト病というものがあるが、特定の 3 つの塩基の並びが繰り返した RNA は液液相分離を生じる事
が見出された(Jain 等, Nature, 2017)。病気を発症するリピートの繰り返し数あたりから液液
相分離が生じるようになる事から、液液相分離が生じる事が発症と関係している可能性が指摘
された。しかし、核酸のみで生じる液液相分離に関する報告・知見は限られていた。 
瀧の上らは、部分的に相補性を有する 3 本の DNA が Y 字型を形成し、さらに末端に自己相補

的な配列を有する為にお互いが末端で結合して延伸する DNA（Y-DNA）が、液液相分離を生じる
事を報告した(Sato 等, Science Advances, 2020) (図 1)。上述のトリプレットリピートからな
る核酸は、その特異な塩基配列の為に発現と精製が困難で、生物物理化学的な解析を行うのに十
分な量を調製する事ができなかった。一方 Y-DNA に関しては、生物物理化学的な解析を行うのに
十分な量を調製する事が可能であった。そこで、Y-DNA が生じる液液相分離を NMR 法によって解
析する事で、核酸のみで生じる液液相分離に関する知見を獲得する事とした。 
 
 
２．研究の目的 
 Y-DNA が生じる液液相分離を NMR 法によって解析する事で、核酸のみで生じる液液相分離の実
態を、分子レベルの分解で解明する事を目的とした。第一に、液液相分離で生じたコンデンセー
ト中における Y-DNA の分子挙動(並進運動と回転運動）を、NMR 法によって並進拡散速度と横緩
和時間を決定する事によって決定する。次に Y-DNA が生じる液液相分離に巻き込まれた他の分
子(テロメア配列の DNA が形成する 4 重鎖 DNA(これ自体は液液相分離を生じない)、AMP 及びア
ルギニン)の分子挙動(並進運動と回転運動）に関しても、NMR 法によって並進拡散速度と横緩和
時間を決定する事によって、各々決定する。液液相分離で生じる液滴は反応場として機能するの
ではないかという事が議論されているが、後者の研究によって、液滴の反応場としての性質に関
する情報・知見が得られると期待される。また、将来的に生細胞内における液液相分離を解析す
る事を見越して、核酸に関するインセル NMR の方法論の開発も並行して行う事とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 図 1 に示す 3本の DNA を調製し、これを混ぜてアニーリングする事で Y-DNA を形成させた。
液液相分離が生じる温度以下で静置する事で下層(コンデンセート相)と上層(分散相)に分離さ
せ、上層と下層を各々別の NMR 試料管に入れて NMR 法による解析に供した(図 2)。 
 上層と下層の各々に関して、並進拡散係数と横緩和時間を NMR によって決定し、並進運動と回
転運動に関する知見を得た。 
 
(2)テロメア配列の DNA が形成する 4 重鎖 DNA(これ自体は液液相分離を生じない)を Y-DNA と混
合し、アニーリングした。液液相分離が生じる温度以下で静置する事で下層(コンデンセート相)
と上層(分散相)に分離させ、上層と下層を各々別の NMR 試料管に入れて NMR 法による解析に供
した。上層と下層の各々に関して、並進拡散係数と横緩和時間を NMR によって決定し、並進運動
と回転運動に関する知見を得た。これにより、Y-DNA による液液相分離に巻き込まれた 4 重鎖
DNA の挙動に関する情報を獲得した。 
 
(3) テロメア DNA の代わりに AMP を Y-DNA と混ぜ、上記と同様な実験を行った。これにより、Y-
DNA による液液相分離に巻き込まれた AMP の挙動に関する情報を獲得した。 
 
(4) テロメア DNA の代わりにアルギニンを Y-DNA と混ぜ、上記と同様な実験を行った。これに
より、Y-DNA による液液相分離に巻き込まれたアルギニンの挙動に関する情報を獲得した。 
 
(5) 核酸に関するインセル NMR 法の方法論の開発も並行して行った。 
 
４．研究成果 
(1) 下層(コンデンセート相)の Y-DNA の並進拡散係数は、上層(分散相)の Y-DNA の並進拡散係
数よりも小さい事が分かった。これはコンデンセート層においては、Y-DNA の末端の自己相補的
な塩基配列において生じた Y-DNA 間の塩基対によって Y-DNA の網目構造が形成され、並進運動
が抑制されている為だと考えられる(図 3)。また、下層(コンデンセート相)の Y-DNA の横緩和時
間は、上層(分散相)の Y-DNA の横緩和時間よりも小さい事が分かった。これも、コンデンセート



層においては、Y-DNA の網目構造の為に回転運動が抑制されている為だと考えられる(図 3)。 
 
(2) 下層(コンデンセート相)において Y-DNA による液液相分離に巻き込まれたテロメア配列の
DNA が形成する 4 重鎖 DNA の並進拡散係数は、上層(分散相)の 4重鎖 DNA の並進拡散係数よりも
小さい事が分かった。これはコンデンセート層においては、Y-DNA の末端の自己相補的な塩基配
列において生じた Y-DNA 間の塩基対によって Y-DNA の網目構造が形成され、4重鎖 DNA の並進運
動が抑制されている為だと考えられる(図 4)。一方は下層(コンデンセート相)の 4重鎖 DNA の横
緩和時間は、上層(分散相)の 4重鎖 DNA の横緩和時間と同じであった。これは、コンデンセート
層においても、4重鎖 DNA がその場で回転運動を行う為の空間は確保されており、回転運動が抑
制される事は無い事を示しているのだと考えられる(図 4)。 
 
(3) 下層(コンデンセート相)において Y-DNA による液液相分離に巻き込まれた AMP の並進拡散
係数は、上層(分散相)の AMP の並進拡散係数と同じである事が分かった。これはコンデンセート
層においては、Y-DNA の末端の自己相補的な塩基配列において生じた Y-DNA 間の塩基対によって
Y-DNA の網目構造が形成されるが、AMP はこの網目の大きさより小さい為に、並進運動が抑制さ
れる事は無い為だと考えられる。 
 
(4) 下層(コンデンセート相)において Y-DNA による液液相分離に巻き込まれたアルギニンの並
進拡散係数は、上層(分散相)のアルギニンの並進拡散係数よりも小さい事が分かった。これはコ
ンデンセート層においては、Y-DNA の末端の自己相補的な塩基配列において生じた Y-DNA 間の塩
基対によって Y-DNA の網目構造が形成されるが、この網目構造中のリン酸基の負電荷とアルギ
ニンの正電荷の間の静電引力により、アルギニンの並進運動が抑制される為だと考えられる。 
 
(5) 核酸に関するインセル NMR 法の方法論の開発も並行して行い、新たな結果を得た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 Y-DNA の塩基配列と 2次構造 

図 2 コンデンセート相と分散相の NMR スペクトル 

図 3 コンデンセート中の 
Y-DNA の分子描像 

図 4 コンデンセート中に
巻き込まれた 4 重鎖 DNA の
分子描像 
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