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研究成果の概要（和文）：カリウムイオン濃度の違いを感知し自身の活性をオン/オフする機能性核酸は細胞内
外で活性を自律的にスイッチする新規機能性核酸と成り得る。我々はGGAが繰り返す四重鎖構造形成配列を機能
性RNAであるアプタマーと組み合わせることでカリウムイオン応答性アプタマーを開発した。さらに機能性RNAの
構造やダイナミクスをこれらの分子が働く場所である生きた細胞内で観測するためにヒト生細胞を用いた核酸の
in-cell NMR測定の手法を確立した。これによりヒト生細胞内核酸の構造情報を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The potassium ion concentration inside cells (100-150 mM) is much higher 
than that outside the cells (3.5-5.5 mM), therefore functional RNAs that sense the potassium ion 
concentration can switch their activities ON/OFF between the intra- and extracellular environments. 
Here we developed an RNA aptamer whose binding activity is altered in response to potassium ion via 
quadruplex structure formation. Furthermore, in order to monitoring the functional RNA inside the 
living cells, we tried to measure in-cell NMR spectra of RNAs in living human cells. Here NMR 
signals of DNA and RNA were successfully observed in living human cells. The observed signals 
indicated the formation of DNA and RNA hairpin structures in living human cells.

研究分野： 構造生物学

キーワード： in-cell NMR　四重鎖核酸　リボザイム　アプタマー　カリウムイオン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カリウムイオン濃度を感知して細胞内に取り込まれた時のみ活性がオンになる新規機能性RNA分子は細胞内分子
を標的とする核酸医薬品および同分野で課題となっているドラッグデリバリーシステム開発の一助と成り得る。
また、細胞内は試験管内環境とは異なり、様々な生体分子が密に詰まった分子混雑環境である。このような混雑
環境中では核酸の挙動が試験管内環境とは異なる。本研究で確立したヒト細胞を用いた核酸のin-cell NMR法は
このような分子混雑環境下で核酸の挙動を詳細に調べる手法と成り得る。これは核酸の制御する様々な生命現象
を調べるツールと成ることが期待される。

※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 
機能性 RNA は近年急速に注目度が増し、特に核酸医薬品やドラッグデリバリーシステム(DDS)

開発の分野において期待が高まっている。従来の医薬品は膜タンパク質を中心とした細胞外に
存在する分子を標的としている。一方で、病因性タンパク質や低分子を捕捉・不活化する RNA ア
プタマー(標的分子に高い親和性で結合する RNA 分子の総称)や病因性標的分子を切断・不活化
するリボザイム(酵素活性を有する RNA 分子の総称)などの機能性 RNA の標的は、細胞外に留ま
らず細胞内分子を標的とすることが期待されている。細胞内分子を標的とする際、副作用を抑え
るという観点から細胞外では機能性 RNA は自身の活性をオフに保っていることが望ましい。一
方で細胞内、即ち働くべき場所に取り込まれると高い活性を発揮し、高効率に働くことが求めら
れる。細胞内に取り込まれた時にのみ活性がオンになるという新規機能性 RNA 分子は核酸医薬
品および同分野で課題となっている DDS 開発の一助と成り得る。 

生体内では細胞外のカリウムイオン濃度が約 5 mM と低いのに対し、細胞内では約 100 から
150 mM と高濃度に保たれている。そのため、カリウムイオン濃度を感知し自身の活性を自律的
にオン/オフ可能な機能性 RNA を開発することで、細胞の内側と外側で自律的に活性を切り替え
る新規機能性 RNA 分子が開発可能であると思い至った(図 1)。 

また、細胞内は試験管内の希薄で均一な環境とは異なり、様々な生体分子が密に詰まった分子
混雑環境である。このような分子の込み合った環境を人工的に模倣した試験管内での実験では
核酸の立体構造や活性が希薄溶液条件下とは大きく異なる例が多数報告されていた。そのため、
細胞内で働く機能性 RNA を開発するには、実際の生細胞内での RNA の構造やダイナミクスを観
測・検証することが必要であった。生きた細胞内に生体高分子を導入し、この生細胞丸ごとを測
定試料とすることで細胞内の生体高分子の NMR スペクトルを測定する in-cell NMR 法は、実際
の生細胞中の生体高
分子を直接観測可能
な手法である。しか
し、核酸の in-cell 
NMR の報告は本研究
開始当初はほとんど
なく、特にヒト由来
の細胞を用いた成功
例は皆無であった。 
我々の報告以前

は、in-cell NMR 測定
のための細胞内への
核酸導入法として、
微細なニードルで細
胞内に直接核酸を注
入するマイクロイン
ジェクション法が用
いられていた。しか
しながら、マイクロ
インジェクション法
はアフリカツメガエ
ルの卵母細胞などの
限られた巨大な細胞
にのみ適用可能であ
り、ヒト細胞をはじ
めとした多くの細胞
には適用が困難であ
った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞の内側と外側で自律的に活性を切り替えることができるカリウムイオン応

答性の新規機能性 RNA の開発を目的とした。加えて、このような機能性 RNA 開発のための方法論
として実際の生きたヒト細胞内に存在する機能性 RNA を直接観測可能な in-cell NMR 法の確立
も目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)カリウムイオンを感知して活性のオン/オフを制御する RNA アプタマーの開発 
我々はこれまでにグアニン－グアニン－アデニンの繰り返し配列r(GGAGGAGGAGG)を持つ11残

基の RNA(以下 R11 と呼ぶ)がカリウムイオン存在下でのみグアニン四重鎖構造と呼ばれるコン
パクトな構造を形成することを NMR 法による構造解析から明らかにしていた。さらに、この知見
に基づき、カリウムイオン濃度に依存した R11 のグアニン四重鎖構造の形成によって活性のオ
ン/オフを切り替える機能性 RNA を開発していた。具体的には機能性分子を 2つのサブユニット

図 1. QHR(リボザイム)、QTAp(アプタマー)の細胞内外での活性スイッ
チング. (左)細胞外はカリウムイオン濃度が低く, QHR, QTAp は四重
鎖を形成せず, 活性も発揮しない. (右)細胞内はカリウムイオン濃度
が高く, QHR, QTAp は四重鎖を形成し, 両端の機能性サブユニットが
近接することで活性構造を形成し活性がオンになる. 



に分割した上で各サブユニッ
トを R11 の両末端に配置した
RNA を設計した。低カリウムイ
オン濃度下ではサブユニット
同士が離れているため活性が
オフになり(図 1、左)、一方の
高カリウムイオン濃度下では
R11 のグアニン四重鎖構造形
成によってサブユニット同士
が近接して活性型構造を形成
するため活性がオンとなる
(図 1、右)。我々はこれまでに
標的 RNA を分解するハンマー
ヘッドリボザイムの活性をカ
リウムイオン依存的にオン/
オフ可能な四重鎖ハンマーヘ
ッドリボザイム(Quadruplex 
Hammerhead Ribozyme, QHR)を
開発していた。そこで、本研究
ではR11を用いた本手法をRNA
アプタマーの活性スイッチン
グへと応用した。ヒト免疫不
全ウイルス(HIV)の病因タン
パク質の 1 つである Tat タン
パク質を捕捉・不活化する Tat
補足アプタマーを、5サブユニ
ットと 3サブユニットに分割
し、R11 の両末端に連結した
(図 1)。こちらは四重鎖 Tat 補
足アプタマー(Quadruplex Tat 
binding Aptamer, QTAp)とし
た。QTAp と Tat タンパク質由
来ペプチドとの結合の検出に
は両端を FAM と TMR の二種類
の蛍光色素で標識した Tat ペ
プチドを利用した(図 2C)。Tat
単独の状態では FAM と TMR が
コンタクトクエンチングして
おり、蛍光を発しないが(図
2C)、QTAp と結合することで
Tat の構造が変化し、両端の蛍
光色素のコンタクトクエンチ
ングが解消されて蛍光を発す
る(図 2D)。 
 

(2)In-cell NMR 法を用いたヒ
ト生細胞内核酸の構造情報の
取得 

ヒト生細胞を用いた核酸の
in-cell NMR 法を確立するた
めに我々は細胞膜に細孔を形成するバクテリア由来の毒素タンパク質、ストレプトリシン O 
(SLO)を用いてヒト生細胞内に核酸分子を導入した。SLO によって細胞膜上に細孔を形成後、核
酸分子とこの細胞をインキュベーションした。その後、カルシウムイオンを添加することで細孔
を閉じ、生きた細胞内へ目的の核酸を封入した。この際、細孔形成時に流出する細胞内容物など
を補うために、核酸と共に細胞抽出物と ATP 再生系も細胞内へ導入した。SLO 法によって導入し
た核酸の細胞内での局在は FAM 標識核酸を導入することで、共焦点蛍光顕微鏡を用いて検証し
た。 
 
４．研究成果 
(1)カリウムイオンを感知して活性のオン/オフを制御する RNA アプタマーの開発 

100 mM KCl 条件下において、QTAp と蛍光標識 Tat ペプチドを混合すると、Tat に連結されて
いる蛍光色素に由来する強い蛍光が観測された(図 2A、赤)。これは QTAp が Tat に結合すること
で Tat の両端に連結されている FAM と TMR のコンタクトクエンチングが解消されたためである

図 2. カリウムイオン依存的な QTAp(四重鎖 Tat補足アプタ
マー)の Tat 補足活性のスイッチングと結合アッセイ.(A) 
100 mM KCl 条件(赤)と 100 mM NaCl 条件(青)における蛍光
標識 Tat の蛍光スペクトル. (B) KCl とカリウムイオンキレ
ート剤(18-クラウン 6-エーテル)を交互に加えた時の遊離
のカリウムイオン濃度(〇)と各条件下での蛍光標識 Tat の
蛍光強度(●). (C、D)蛍光標識 Tat を用いた QTAp-Tat の結
合アッセイの模式図. 図中の Fは FAM, R は TMR を表してい
る. (E、F) KCl とカリウムイオンキレート剤による可逆的
な活性スイッチングサイクルの模式図. 



(図 2C、D)。つまり、カリウムイオン存在条件下にお
いて QTAp が Tat と結合できることが示された。一方、カリウムイオンの代わりに 100 mM NaCl
が存在する条件ではほとんど蛍光は見られず、QTAp は Tat と結合していないことが示された(図
2A、青)。これらの結果から、開発した RNA
分子 QTAp はカリウムイオン特異的に活性
がオンになるスイッチングアプタマーで
あることが示された。生体においては細胞
内ではカリウムイオン濃度が高く、ナトリ
ウムイオン濃度が低い。一方、細胞外では
これとは逆に高カリウムイオン濃度、低ナ
トリウムイオン濃度となっている。我々の
開発した QTAp は細胞外の高ナトリウムイ
オン濃度環境では自身の活性を抑え、一度
細胞内へと到達すると細胞内のカリウム
イオンを感知して高い活性を発揮するこ
とが期待される。 
次に KCl とカリウムイオンキレート剤

である 18-クラウン 6-エーテルを交互に
加え、QTAp の活性のオン/オフを可逆的に
制御可能かどうか検証した(図 2E、F)。ま
ず、カリウムイオンを添加することで
QTAp は活性構造を形成し、Tat と結合する
(図 2B、I、〇:遊離のカリウムイオン濃度、
●:蛍光強度。図 2E から F方向)。次に 18-
クラウン 6-エーテルを加え、遊離のカリ
ウムイオン濃度を低下させると Tat の蛍
光強度も低下し、QTAp と Tat の結合が解
離したことが示された(図 2B、II。図 2F か
ら E 方向)。これは遊離のカリウムイオン
濃度が低下したことにより、QTAp のグア
ニン四重鎖構造が不安定になり、活性構造
が崩れたためと考えられる。ここに再度カ
リウムイオンを添加することで QTAp は再
び活性構造を形成し、Tat と結合する(図
2B、III)。このように QTAp は周囲のカリ
ウムイオン濃度を感知し、可逆的に活性
をオン/オフ可能であることが示された。 
 
(2)In-cell NMR 法を用いたヒト生細胞内
核酸の構造情報の取得 
 細胞膜上に集積し細孔を形成する毒素
タンパク質 SLOを用いてヒト生細胞(HeLa
細胞)内に核酸分子を導入した。この際、

図 3. SLO による HeLa 細胞への物
質導入. 細胞抽出液および ATP 再
生系の導入なし(左上)とあり(右
上)での蛍光色素の導入. 緑は SLO
によって細胞内へ導入された蛍光
色素 FITC の蛍光. 赤はカルシウム
イオンの添加によって細孔が閉じ
た後に加えた蛍光色素 PI の蛍光. 
つまり, 緑の蛍光は物質導入に成
功した細胞を示し、赤い蛍光を発し
ている細胞は細孔が閉じず死んだ
細胞を意味している. (左下、右下) 
SLO によって導入された蛍光標識
RNAの蛍光(緑)と hoechstによって
染色した細胞核(青). SLO によって
導入された核酸は主に細胞核に存
在していた. スケールバー: 20 
µm. 

図 4. ヒト生細胞を用いた RNA の in-cell NMR 測
定. (a)導入したヘアピン RNA. (b)ワトソン－ク
リック塩基対の模式図とイミノプロトン(赤丸). 
(c) SLO 法によって処理するが, RNA 導入は行っ
ていない細胞のスペクトル. (d) SLO 法によって
RNA を導入した細胞のスペクトルから測定後の上
清のスペクトルを差し引いた差スペクトル(= 正
味の細胞内核酸の NMR スペクトル). (e) 試験管
内で測定した RNA の NMR スペクトル. 



核酸と共に細胞抽出物と ATP 再生系を細胞内へ導入することにより、カルシウムイオン添加に
よる細胞の再封後の回復が促進され、細胞の生存率が劇的に改善した(図 3、左上、右上)。SLO
法によって蛍光標識 RNA を導入し、共焦点蛍光顕微鏡によって細胞内での局在を評価した。
Hoechst 色素による細胞核の染色画像と比較した結果、SLO 法によって導入された RNA の多くは
細胞核内に存在していることが分かった。 
次に、ヒト生細胞を用いた核酸の in-cell NMR 測定を試みた。モデル核酸として試験管内環境

ではヘアピン構造を形成する短鎖の DNA および RNA (図 4a)を SLO 法によって HeLa 細胞内に導
入し、これらの細胞を懸濁液として NMR 測定試料管へ移して in-cell NMR 測定を行った。ここで
はグアニンおよびウラシル(またはチミン)塩基がもつイミノプロトン(図 4b、赤)シグナルが見
られる領域(およそ 10-15 ppm)に注目した。細胞懸濁液のスペクトルにおいて複数のイミノプロ
トンシグナルが観測された。ここで、測定後の細胞懸濁液の上清のみを測定したスペクトルにも
わずかながらシグナルが観測された。これは測定中に細胞が死に、内部の核酸が上清に漏れ出た
ためである。そのため、細胞懸濁液のスペクトルから上清のスペクトルを差し引いた差スペクト
ルとすることで真に細胞内の核酸に由来する in-cell NMR スペクトルを得た(図 4d)。SLO 法に
よって細孔形成は行うが核酸は導入しなかった HeLa 細胞の NMR スペクトルを測定し、ここでは
シグナルが観測されないことも確認した(図 4c)。このように、ヒト細胞内に導入した DNA およ
び RNA の NMR スペクトルを測定することに成功した。今回測定した短鎖 RNA の細胞内のスペク
トルは、試験管内で測定した NMR スペクトル(図 4e)とよく一致していた。この結果は試験管内
でヘアピン構造を形成する RNA がヒト細胞内においてもその構造を維持していることを示して
おり、ヒト生細胞内の RNA の構造情報を得ることに成功したことを意味する。さらに、in-cell 
NMR 法によって核酸の塩基対に含まれるイミノプロトンと周囲に存在する水のプロトンとの交
換速度を解析した。その結果、この短鎖 RNA は細胞内においても試験管内と似たヘアピン構造を
形成するが、一方で、細胞内ではその構造は試験管内よりも不安定になっていることが示唆され
た。このように in-cell NMR 法を用いることでヒト生細胞内の核酸の構造およびその構造安定
性を評価することに成功した。 
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