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研究成果の概要： 
核酸の構造と熱力学的安定性に関して細胞核内を模倣した分子クラウディング条件下で検討し

た結果、分子クラウディングによって核酸の標準構造（二重らせん構造）が不安定化し、核酸

の非標準構造は安定化した。さらに、細胞核内に存在するヒストンの核酸結合部位を化学的に

合成し、核酸構造の安定性に及ぼす効果を検討したところ、ヒストン模倣ペプチドによって、

核酸の非標準高次構造のみが安定化することが示された。また、これらの知見を用いることで、

テロメラーゼなどの酵素機能も制御できた。 
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１．研究開始当初の背景 

生命化学研究における最も重要な目標の
一つが、細胞内における生命分子（核酸・タ
ンパク質・糖鎖など）の挙動を定量的に解明
することである。この目標を達成するために、
現在、様々な方法論が展開されている。この

ような研究における機能分子の設計・開発や、
マイクロアレイなどを用いた標的分子の網
羅的解析は、試験管内環境において行われて
いる。この試験管内環境は、実際に生命分子
が存在し、機能する細胞内環境とは全く異な
る。しかし、生命分子の構造や機能は、その
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分子の化学的周辺環境と密接に関係してい
る。そのため、上記の研究を定量的に遂行す
るためには、試験管内環境と細胞内環境の違
いを考慮することが必要である。 

細胞内には驚くべき密度で生体分子が存
在することが可視化され、細胞内が、体積の
30～40%が多様な生体分子に占有されてい
る、分子クラウディングの状態にあることが
明らかになった。すなわち、細胞内の分子は、
細胞外実験で用いられる均一希薄溶液と大
きく異なった環境にある。実際に、生体分子
の構造、安定性、機能に及ぼす分子クラウデ
ィングの効果は、細胞内での生体分子のふる
まいを解明する上で、最も重要な因子の一つ
であることが明らかになりつつある。しかし、
細胞外環境である希薄溶液と比べ、分子クラ
ウディング溶液中における生体分子の高次
構造の熱力学的検討や機能活性の定量的解
析は困難である。そのため、分子クラウディ
ングが生体分子の挙動に及ぼす影響を定量
的に検討した例は殆ど無かった。 

そこで申請者は、分子クラウディング状態
が核酸の構造に及ぼす影響を検討した。その
結果、分子クラウディング状態における核酸
の高次構造が、試験管内環境である希薄溶液
中と全く異なることを見いだした。さらに、
そのメカニズムに関しても定量的に検討し、
水分子の活量変化が、核酸の塩基対様式に依
存して構造安定性を決定していることを示
した。しかし、上記の申請者らの研究成果は、
分子クラウディング環境を誘起するために、
ポリエチレングリコールなどの合成高分子
を用いている。分子濃度という点に関しては、
擬似細胞環境の模倣に成功しているが、細胞
内環境を完全に再現するにはいたっていな
い。特に、核酸は細胞の核内に存在している。
核内では、DNA がヒストンタンパク質に強
固に結合している。すなわち、DNA が存在
する細胞核内は DNA とヒストンが非常に高
濃度に存在する状態である。しかし、このよ
うな状態における DNA の物性や挙動を化学
的に解明しようとする試みはほとんど行わ
れていない。 

 
２．研究の目的 

DNA が実際に存在する細胞核内の化学的
環境に着目することにより、DNA の構造や
安定性、さらにその機能を解明するために有
用な知見が得られると考えられる。さらに、
細胞内環境因子が DNA を基質とする酵素群
に及ぼす効果を検討することで、ヒストンの
持つ転写活性調節（エピジェネティック）機
能を合理的に再現することも可能となる。そ
こで本研究では、細胞内の環境因子が DNA
や DNA を基質とする酵素の分子物性に及ぼ
す効果について定量的に検討し、遺伝子発現
や細胞状態の合目的的制御を達成すること

を目的とした。さらに、環境因子のみならず、
金属イオンや様々な低分子化合物に応答す
る核酸鎖を開発することにより、より精密に
DNA の物性を制御することも試みた。 
 
３．研究の方法 

DNA の構造や熱力学的安定性に及ぼす分
子クラウディングの効果に関する一般則を
解明するために、様々な高次構造を形成する
DNA 鎖を設計・合成した。これらの核酸鎖
の構造は、円二色性スペクトル・紫外吸収ス
ペクトルの測定や、未変性ゲル電気泳動によ
って検討した。また、DNA 鎖の構造やその
安定性に及ぼす様々な分子クラウディング
剤の効果を検討するために、温度変化に伴う
核酸構造の融解挙動を分光学的に観測した。
さらに、得られた融解曲線を理論式によって
解析することによって、熱力学的諸量を算出
した。 
同時に、DNA を基質とし、細胞のプログ

ラム死（アポトーシス）の際に DNA を分解
するヌクレアーゼや染色体末端のテロメア
DNA 領域を伸長することで細胞のがん化や
細胞寿命に関与することが知られているテ
ロメラーゼ活性に及ぼす分子クラウディン
グの効果についても定量的に検討した。 
 
４．研究成果 
全く同一の塩基配列をもちながら、

Watson-Crick 塩基対によって逆平行型二重ら
せん構造を形成する DNA 鎖、および
Hoogsteen 塩基対によって平行型二重らせん
構造を形成する DNA 鎖を設計した（図 1）。
さらに、Watson-Crick 塩基対と Hoogsteen 塩
基対の両方によって平行型三重らせん構造

 
図 1 本研究で用いた DNA 鎖 

とその構造 



 

 

を形成する DNA 鎖も設計した。これらを用
いることで、DNA が形成する高次構造とその
熱力学的安定性に及ぼす様々な分子クラウ
ディング剤の効果を定量的に評価した。その
結果、分子クラウディングによって、
Watson-Crick 塩基対から形成される核酸の構
造が一様に不安定化するのに対し、Hoogsteen
塩基対から形成される核酸の構造は分子ク
ラウディング剤の種類に依存して大きく安
定化する場合や不安定化することが見出さ
れた。これらの結果から、常に二重らせん構
造を作り遺伝情報を保持していると考えら
れてきた DNA であるが、細胞内においては
二重らせん以外の様々な構造を作り出す可
能性が示された(図 2) （J. Am. Chem. Soc. 131, 
3522 (2009) 、 Nucleosides, Nucleotides and 
Nucleic Acids, 26, 589 (2007))。 
細胞の中で、DNA が多様な形を作るのであ

れば、それが目印となって、様々な細胞内の
働きが制御されている可能性がある。例えば、
遺伝情報から細胞の機能に必要なたんぱく
質を作り出す過程をＤＮＡの構造の変化に
よって制御できる。また、細胞の中での DNA
の形は、医薬品の開発にも重要であり、今後、
このような多様な構造を標的にした医薬品
開発の加速につながると期待される。 

そこで、得られた成果を用いて、細胞で非
常に重要な役割を果たす DNA を基質とし酵
素の機能活性を制御することを実際に試み
た。例えば、細胞内で DNA を分解する酵素
（ヌクレアーゼ）の機能を合目的的に増幅、
抑制することを試みた。4 種類のヌクレアー
ゼの核酸分解活性をゲル電気泳動によって
測定したところ、分子クラウディング剤とし
て PEG（ポリエチレングリコール）を添加す
ることで、エンドヌクレアーゼの活性を大幅
に上昇させることができた。逆に同じ手法に
よりエキソヌクレアーゼの活性は減少した。
ヌクレアーゼの構造や活性をより詳細に検
討したところ、PEG の添加はエンドヌクレア
ーゼの触媒反応を約 30 倍も促進し、エキソ
ヌクレアーゼの触媒活性を約 5 分の 1 に減少
させることがわかった。この成果は、ヌクレ
アーゼの核酸の切断様式（核酸鎖の内部から
切断するか末端から切断するか）の違いによ
って、PEG の効果がまったく逆になることを
示している。このように、ヌクレアーゼの活

性を容易に制御できる方法を構築できた。
（Nucleic Acids Res., 35, 4086 (2007)）。 

さらに、染色体末端のテロメア DNA の長
さを伸長することで細胞の寿命を決定する
テロメラーゼの機能活性を制御することを
試みた。その結果、低分子量のクラウディン
グ剤の添加により、テロメラーゼ活性が向上
し、高分子量のクラウディング剤の添加によ
ってテロメラーゼ活性が抑制されることが
明らかになった（図 3）（Angew. Chem. Int. Ed. 
47, 9034 (2008）)。この成果は、掲載された
Angew. Chem. Int. Ed.誌において中表紙とし
て掲載されるなど、国際的にも高く評価され
ている。このように細胞を模倣した環境下に
おいて、核酸の構造安定性や酵素の機能活性
を合目的的に調節できたことは、本研究の目
標である「転写活性の合目的的制御」を満た
す成果であるといえる。さらに、細胞核内に
存在するヒストンが核酸と結合している部
位を化学的に合成し、核酸の構造安定性に及
ぼす効果についても定量的に検討した。その
結果、ヒストン模倣ペプチドによって、フー
グスティーン塩基対から形成される核酸の
構造のみが安定化することが見出された
（ Nucleic Acids Symp. Ser. (Oxf), 51, 167 
(2007)）。この結果は、細胞内で転写活性を
制御しているクロマチン構造の状態変化に
対応するものとして非常に興味深い。また、
化学修飾や低分子化合物を用いて核酸の構
造や安定性を制御する方法も見出した
（ChemBioChem, 9, 1040 (2008)、J. Am. Chem. 
Soc., 129, 5919 (2007)、Tetrahedron Lett., 48, 

 
図 2 本研究結果から類推される細胞

内における DNA の多様な構造 

 
図 3 本研究成果が掲載された Angew 

Chem 誌の中表紙 



 

 

8514 (2007)）。以上のように、本研究の目標
の達成する成果が得られた。 
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