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研究成果の概要（和文）：DNA四重鎖が形成されると種々の生体反応の変異が誘発さるため、四重鎖の形成と疾
患発症機構との関連性が注目されている。本研究では、がんや神経変性疾患などの疾患特有の細胞内環境に注目
し、細胞内の環境変化がDNAの構造と機能に及ぼす影響を解析した。さらに、得られた知見をもとにして、疾患
細胞内で生体反応を抑制するため、四重鎖を安定化する人工核酸を開発した。

研究成果の概要（英文）：The relationship between the G-quadruplex formation and disease onset has 
received attention because the formation of G-quadruplexes induces mutations in various biological 
reactions. Here, we focused on the intracellular environment peculiar to diseases such as cancer and
 neurodegenerative diseases, and analyzed the effect of environmental changes in the cell on the 
structure and function of DNA. Furthermore, based on the findings, we have developed an artificial 
nucleic acid that stabilizes the G-quadruplex in order to suppress biological reactions in diseased 
cells.

研究分野：生体機能化学

キーワード： 細胞内環境　構造変化　非二重らせん構造　転写変異　がん遺伝子　定量的解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAの非二重らせん構造である四重らせん構造が形成されると、転写・翻訳反応など、生体内の重要な反応の変
異が誘発さるため、四重らせん構造の形成と疾患発症機構との関連性が注目されている。本研究では、DNAは遺
伝子の情報を保持するという役割をもつだけでなく、DNAの“構造”を介して生体反応を制御するという“機
能”をもつことを試験管内、細胞内の実験において示すことができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生体内における核酸の標準的な構造は二重鎖であるが、核酸は三重鎖、四重鎖等の非

標準構造も形成する（S. Balasubramanian, et al, Nat. Chem. 2013, 5, 182など）。これまで研究

代表者や代表者の所属する研究所では、細胞内の分子クラウディング環境を試験管内で再

現し、分子クラウディング環境下における核酸構造を解析してきた。その結果、分子クラ

ウディング環境下では、二重鎖は不安定化されるが、非標準構造は大きく安定化されるこ

とを物理化学観点から明らかにしてきた（H. Tateishi-Karimata et al., Curr. Protoc. Nucleic 

Acid Chem., 2013, 7, 7.19.1など。以降、研究代表者の論文は著者名を省略して記載する) 。

さらに、細胞内における非標準構造の形成に関する報告も相次いでおり（M. L. Bochman et 

al., Nat. Rev. Genet., 2012, 13, 770、S. Balasubramanian et al., Nat. Chem., 2013, 10, 261等）、細

胞内での非標準構造の役割を解析する研究が加速していた。 

研究代表者は、細胞内の重要な反応である転写や逆転写反応に注目し、これらの反応

に及ぼす非標準構造の影響を解析した。その結果、鋳型となる DNA に非標準構造が形成

されると転写や逆転写の変異が誘起されることを見出した（PLoS ONE, 2014, 9, e90580, 

Nucleic Acids Res., 2014, 42, 12949, ChemBioChem, 2016, 17, 1399）。特に転写反応においては、

DNAに安定な四重鎖（構造形成に伴う－ΔGo
37値が 8.2 kcal mol-1以上）が形成されると、

正常な転写産物が生産されないが、それ以下であるとポリメラーゼの Slipping により、転

写産物量が増減されることを見出した（PLoS ONE, 2014, 9, e90580）。この結果から、細胞

内において、四重鎖が細胞内の環境に応じて安定性を変化させ、遺伝子の発現量を調整す

るという“機能”をもつのではないかと研究代表者は着想した。四重鎖を形成可能な DNA

配列はヒト遺伝子上に 30万カ所存在し、その多くは細胞のがん化によって発現量が増加す

るがん遺伝子またはがん原遺伝子上に集中している（S. Balasubramanian, et al., Nucleic 

Acids Res 2005, 33, 2908）。がん化した細胞は、正常細胞とは細胞内の物理化学的性質（イ

オン強度、pH、誘電率、粘度、水の活量、分子クラウディング等）が大きく異なる。興味

深いことに、核酸は、溶液の物理化学的性質に応答して構造や安定性を変化させる。しか

しながら、細胞内環境変化に応じた DNA の構造変化を定量的に解析した研究は皆無であ

った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、細胞の環境変化が、DNA四重鎖に及ぼす影響を物理化学的手法によっ

て解析する。さらに、細胞内の環境変化による四重鎖の形成が、がん関連遺伝子の転写機

構に及ぼす影響を解析する。これらの知見は、細胞内での DNA 構造調整機構を解明でき

るだけではなく、細胞のがん化を検出する DNAセンサーの分子設計にも有用である。 

 

３．研究の方法 

本研究では、がん細胞などの細胞の環境変化に注目し、環境変化が DNA の構造と機

能に及ぼす影響を知り（「知る研究」）、それらの知見を活用する（「使う研究」）。そのため、

下記の 3ステップに分けて研究を行う。 

(a) 「試験管内の擬似細胞内環境において DNA構造を知る研究」 

試験管内で、ポリエチレングリコール（PEG）や多糖などのクラウディング分子によ

って構築した擬似細胞内環境下における DNA 構造の定量的解析を行う。種々の擬似細胞

内環境下の溶液環境を物理化学的パラメータによって評価し、四重鎖の構造形成に重要な



相互作用をエネルギーレベルで定量的に解析する。 

(b) 「細胞内の DNA構造を知る研究」 

鋳型 DNA 上に形成される四重鎖の安定性に応じて異なる転写変異が誘起される

（PLoS ONE, 2014, 9, e90580等）。この現象を活用し、擬似細胞内環境と細胞内環境におい

て、転写産物を解析し、細胞内の四重鎖の安定性を見積もる。 

(c) 「DNA構造変化を使う研究」 

四重鎖をもつがん遺伝子の転写産物を擬似細胞内環境、正常細胞、がん細胞、悪性が

ん細胞内環境下で比較し、種々の環境下における DNA 構造や安定性予測できるエネルギ

ー・パラメータをデータベース化する。これらのデータベースを基に細胞内のがんの進行

に応じた DNA 構造変化を塩基配列からどの程度予測可能か検討する。さらに、がん化の

進行により環境変化に応じた DNA 構造変化を活用し、細胞のがん化の進行を定量的に解

析可能な新規のセンシングシステムを開発する。 

 
４．研究成果 

2017年は、上述した(a)および(c)の細胞内環境が核酸構造に及ぼす影響について解析を

行った。DNA二重鎖、四重鎖の構造や安定性を試験管内の擬似細胞内環境において、がん

等の疾患に関わる領域の DNA の構造と安定に及ぼす影響を解析した。その結果、細胞の

分子クラウディング環境下を PEG で模倣した擬似細胞内環境は、DNA の標準構造である

二重鎖内のワトソン・クリック塩基対を不安定化させるが、二重鎖内のミスマッチ塩基対

はほとんど不安定化させないことがわかった (Biochem. Biophys. Res. Commun., 496, 601 

(2018))。これらの核酸の構造に依存した細胞内環境の影響をデータベース化した。さらに、

得られた知見を基に、擬似細胞内環境、正常細胞、がん細胞、悪性がん細胞内環境下で核

酸構造が転写に及ぼす影響を解析し、核酸構造の機能についても明らかにすることができ

た。具体的には、細胞のがん化とその進行にともなった細胞内の夾雑環境が変化（カリウ

ムイオン濃度の低下）することに注目し、カリウムイオンとの結合によって構造が安定化

する四重鎖が、がん遺伝子の転写量を制御していることを見出した(J . Am. Chem. Soc., 

140,642 (2018))。これらの研究成果は、米国化学会誌「Journal of the American Chemical Society

誌」2018 年 1月 17日号の表紙（Supplementary Journal Cover）に掲載され、新聞各紙（2018

年 1月 29日付日刊工業新聞、2018年 2月 21日付神戸新聞）の朝刊に取り上げられた。 

 

2018年度は、上述した(a)の研究をより詳細に遂行するとともに、(b) の細胞内の DNA

四重鎖の安定性を定量的に解析し、(c) を目指して試験管内で DNA構造を使ったセンシン

グシステムの開発も行った。 

まず、擬似細胞内環境においてクラウディング分子と DNA 四重鎖の熱安定性及び構

造を解析した。その結果、クラウディング分子は四重鎖の部位の塩基の構造を変化させる

ことを明らかにした（Nucleic Acids Res, 46, 4301 (2018)）。また、立体配座の異なる天然 DNA

（D-DNA）の鏡像対応物としての L-DNA は四重鎖に結合する小分子の結合性を共に解析

した（Angew. Chem. Int. Ed., 57, 15723 (2018)）。さらに、これらの四重鎖の構造形成に及ぼ

す生体反応についても解析を行った。グアニンに富んだ鋳型 DNA を用いて転写反応を行

い、転写反応が四重鎖に及ぼす影響を解析した。その結果、鋳型鎖と非鋳型鎖との間の相

互作用が、鋳型 DNA の構造を決定し、転写効率に重要な役割を果たしていることが示さ

れた（Bull. Chem. Soc. Jpn., 92,572 (2019)）。これらの知見を基に、細胞内、擬似細胞内環



境において四重鎖をもつ鋳型 DNA の転写変異の産物を解析し、形成される四重鎖の構造

や安定性を見積った（第 45回国際核酸化学シンポジウムにて発表）。 

さらに細胞内において、四重鎖を標的とした遺伝子制御法の開発や、イオンーDNAの相

互作用を活用した乳がん遺伝子を高感度に検出するセンシングシステムを開発した

(Molecules, 23, 2889 (2018)など)。これらの知見は、細胞のがん化を検出する DNAセンサー

の分子設計にも有用である。 

 

2019 年度は、(a)および(b)として、生体反応に変異を与える二重らせん構造の擬似細

胞内での挙動を物理化学的手法によって解析し、細胞内では DNA の水和している水分子

と共存溶質やイオンの相互作用によって、DNA 構造が決定されていことを見出した

（Biochem. Biophys. Res. Commun., 525, 177 (2020)、Molecules, 25, 707 (2020)）など。 

さらに上記の細胞内の DNA構造を予測する指針ができたことから、(c)の研究として、

四重らせん構造を安定化するよう分岐型オリエチレングルコールをもつ人工核酸を合成し、

安定な四重らせん構造を誘起させる技術を開発した（Molecules, 25, 387 (2020)）。さらに、

細胞の周期などの環境変化に応答して変化する核酸構造のを制御するため研究に、神経変

性疾患細胞において凝集体を形成する RNA の構造変化メカニズムを溶液のカチオンや共

存溶質との相互作用（静電的相互作用）の観点から明らかにした（Biochemistry, 59, 1972 

(2020)）。 

また、これらの核酸構造は転写、翻訳などの疾患に関わる重要な生体反応を制御して

いることから非二重らせん構造を標的として疾患治療法について、研究代表者らの最近の

研究成果と共に総説としてまとめ発表した。 
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