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研究成果の概要（和文）：生きた細胞内は極めて高濃度に生体分子が込み合った環境であるため、核酸の立体構
造やダイナミクス、相互作用が試験管内とは異なっていると考えられている。本研究では、細胞内の核酸分子の
NMRスペクトルを取得するin-cell NMR法により、 (1)ヒト生細胞内においてDNA三重鎖構造が形成可能である直
接的な証拠をしめした。また、(2)ヒト生細胞内においてはグアニン四重鎖構造のG-G塩基対が試験管内よりも高
頻度で開裂していることを明らかにした。さらに、(3) RNAアプタマーと標的分子との相互作用をヒト生細胞内
において検出した。これにより核酸in-cell NMR法の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：The intracellular environment is highly crowded with macromolecules and 
physicochemical properties inside the cells are different from those of in vitro. Therefore, it has 
long been thought that structures, dynamics, and interactions of nucleic acids can be different in 
in-cell and in vitro conditions. Here we evaluated the structural properties of nucleic acids in 
living human cells by in-cell NMR. In terms of intracellular structure, the direct evidence of the 
formation of parallel and antiparallel triplex structures were provided. Furthermore, base-pair 
opening dynamics of telomere G-quadruplex structure in living human cells was evaluated at base-pair
 resolution. We found that all G-G base-pairs open more frequently in living human cells than in 
vitro. We also detected the interaction of RNA aptamer to its target small molecule in living human 
cells. The potential of in-cell NMR for investigation of structural properties of nucleic acids in 
living human cells was demonstrated.

研究分野： 構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、in-cell NMR法により、ヒト生細胞内において核酸の構造、ダイナミクス、相互作用を解析する手
法を確立し、その有用性を実証した。核酸が実際に機能を発揮する細胞内において核酸の構造情報を高い空間分
解能で解析可能にする本技術は、核酸が関わる多くの基本的な生命現象の理解に貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生きた細胞内(in-cell)は極めて高濃度に生体分子が込み合った分子混雑環境であり、試験管内

(in vitro)における希薄で均質な環境とは様々な物理化学的性質が異なっている。そのため、細胞
内環境下では核酸の立体構造やダイナミクス、相互作用が試験管内とは異なっていると考えら
れている。生細胞内で上記の情報を得る手法として in-cell NMR 法は有効な手段であり、蛋白質
を対象として精力的に開発が進められてきた。一方、核酸を対象とした in-cell NMR 測定の報告
は限られていた。申請者は細胞表面に細孔を形成する毒素蛋白質を用いることでヒト生細胞に
核酸を導入し、ヒト生細胞を用いた核酸の in-cell NMR スペクトルの測定に世界に先駆けて成功
した[1,2]。さらに、得られた in-cell NMR スペクトルから、ヒト生細胞内の核酸に関し、初めて
残基分解能で構造情報を得ることに成功した[1,2]。 
 
２．研究の目的 
本研究では、様々な構造モチーフを有する核酸について、ヒト生細胞内における立体構造、ダ

イナミクス、分子間相互作用を in-cell NMR 法を用いて評価することを目的とし、その手法開発
を行った。 
 
３．研究の方法 
細胞膜の表面に細孔を形成する毒素蛋白質ストレプトリシン O を用いてヒト生細胞内に観測

対象となる核酸を導入した。この細胞丸ごとを NMR 試料管に移し、NMR スペクトルを測定す
ることで、ヒト生細胞内に存在する核酸の in-cell NMR スペクトルを取得した。 

 
(i) ヒト生細胞内における核酸構造の解析 
得られた in-cell NMR スペクトルを in vitro NMR スペクトルと比較することにより、ヒト生細

胞内の核酸の構造情報を得た。 
 
(ii) ヒト生細胞内の核酸のダイナミクスの解析 
核酸のイミノプロトンは交換性プロトンであり、塩基対を形成していないときには容易に水

のプロトンと交換する。一方、塩基対中では水素結合を形成しており、この交換は抑えられてい
る。このため、イミノプロトンと水プロトンの交換速度はその塩基対の開閉のダイナミクスを反
映する。本研究では、in-cell NMR 法により、細胞内においてイミノプロトンと水プロトンの交
換速度を求めることでその塩基対のダイナミクスを評価した。一次元の 1H-NMR スペクトルを
得る際、事前に水のプロトンのみを選択的に反転させることで、水と交換するほどイミノプロト
ンのシグナル強度が低下する。水反転後の待ち時間を変えて測定することでイミノプロトンと
水プロトンの交換速度を算出した。 

 
(iii) ヒト生細胞内の核酸の相互作用解析 
ヒト生細胞内に導入した核酸と標的分子の複合体のイミノプロトンシグナルを in-cell NMR 法

によって観測し、in vitro NMR スペクトルと比較することにより、ヒト生細胞内核酸と標的分子
との相互作用を評価した。 
 
４．研究成果 
(i) ヒト生細胞内における平行型および逆平行型三重鎖構造形成の検出 
試験管内においては、二重らせん構造に第三の鎖が配向することで平行型および逆平行型三

重鎖構造が形成されることが知られており、疾患との関わりが示唆されている。また、三重鎖構
造はアンチジーンドラッグなどの開発においても重要な構造モチーフである。本研究では、試験
管内において平行型および逆平行型三重鎖構造を形成するDNAが細胞内でどのような構造を形
成するのかを in-cell NMR 法によって検証した。試験管内で平行型および逆平行型三重鎖構造を
形成することが報告されている各 DNA をヒト生細胞内に導入し、in-cell NMR スペクトルを測
定した。得られた in-cell NMR スペクトルと試験管内で得られた NMR スペクトルを比較したと
ころ、試験管内での NMR スペクト
ルで観測されていた三重鎖構造に
由来するすべてのイミノプロトン
シグナルが、in-cell NMR スペクト
ルにおいても観測された(図 1)。こ
の結果は、実際のヒト生細胞内環境
下において各三重鎖構造が形成さ
れていることを示している。これに
より、初めてヒト生細胞内において
平行型および逆平行型三重鎖構造
が形成可能であることの直接的な 図 1. 平行型三重鎖形成 DNA の in-cell NMR 測定. 



証拠を示した[3]。 
  
(ii) ヒト生細胞内におけるグアニン四重鎖構造の塩基対開閉ダイナミクスの評価 
グアニン(G)に富んだ配列を

もつ核酸は、グアニン四重鎖
(GQ)と呼ばれる強固な構造体を
形成することが知られている
(図 2A)。GQ 構造は、試験管内で
は非常に安定であり、その構成
塩基対はほとんど開かないこと
が知られているが、細胞内GQ構
造の構造ダイナミクスは不明で
ある。本研究では、ヒト染色体末
端テロメア領域に由来する
DNA 配列(teloDNA)が形成する
GQ構造について、in-cell NMR法
を用いることにより、ヒト生細
胞内における G-G 塩基対開裂の
ダイナミクスを解析した。 
核酸のイミノプロトンは交換

性であり、塩基対が開いている
ときには容易に水分子のプロト
ンと交換する。一方、塩基対が閉
じているときは、水素結合の形成によりプロトン交換は抑えられている。このため、イミノプロ
トンと水プロトンの交換速度 は塩基対の開閉のダイナミクス情報( , )を内包してい
る(図 2B)。ここで、プロトンの交換は塩基対が開裂した際にのみ起こるため、 の値は塩基対
の開裂速度 よりも大きくなることはない。プロトン交換を促進する( , 値を増大させ
る)塩基触媒(Tris)を試験管内(in vitro)で滴定したところ、Tris 濃度増加に伴い teloDNA のすべて
のグアニンについて  が増大した。その最大値は試験管内環境下における塩基対の開裂速
度  に等しい(図 2C, 点線)。続いて teloDNA に対して in-cell NMR 測定を行い、全グアニ
ンについてヒト生細胞内環境下におけるプロトン交換速度 を求めたところ、いずれも

 より大きな値を示した(図 2C)。前述のように、 がヒト生細胞内環境下における塩
基対開裂速度 を上回ることはないことから、 は  より大きいことが言える。
従って、ヒト生細胞内では teloDNA の GQ 構造に含まれる全塩基対が、試験管内に比べて頻繁
に開裂していることが明らかとなった。本研究により、試験管内とヒト生細胞内における GQ 構
造のダイナミクスの違いを初めて塩基対分解能で示すことに成功した。 
 
(iii) ヒト生細胞内における RNA アプタマーとその標的分子との相互作用解析 
 HIV ウイルスの増殖因子である Tat タンパク質に対して高い親和性で結合し、不活化する RNA
アプタマーに着目し、この RNA アプタマーとアルギニンアミドとの複合体形成をヒト生細胞内
において観測することを試みた。アルギニンアミドは Tat タンパク質の最小のモデル分子として
本 RNA アプタマーと結合することが知られている。RNA アプタマー－アルギニンアミド複合
体をヒト生細胞内に導入し、in-cell NMR スペクトルを測定した。得られた in-cell NMR スペクト
ルが試験管内における RNA アプタマー－アルギニンアミド複合体のイミノプロトン領域のスペ
クトルと良く似ていたことから、RNA アプタマーは細胞内においてもアルギニンアミドと複合
体を形成していることが示唆された。 
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図 2. ヒト生細胞内における GQ構造の塩基対開裂速度の
解析. (A) GQ 構造の模式図. 緑の四角形はグアニン塩基. 
(B) G-G 塩基対の開裂とイミノプロトンの交換スキーム. 
(C) 細胞内と試験管内における G3 を含む塩基対開裂速度
の比較. 
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