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研究成果の概要（和文）：細胞内には多様な膜のないオルガネラ（液滴）が存在しており、遺伝子の発現制御な
どの様々な生命現象と関わっていること、さらにはがんや神経変性疾患の発症にも寄与することが示唆されてい
る。液滴のほとんどは核酸を含んでいるが、その核酸の性質や、核酸が液滴の性質に及ぼす影響を説明する一般
則はまだない。本研究では、液滴の形成・消失のメカニズムを核酸の構造変化という視点から解明することを目
指した。
核酸の非標準構造の一つであるグアニン四重らせん構造に着目して、その特性を系統的に調べた結果、構造中の
グアニンカルテットの枚数により、液滴形成に与える影響が異なることを示唆する結果が得られた。 

研究成果の概要（英文）：The membrane-less organelles (droplets) in cells has been suggested to be 
involved in various biological phenomena, such as the regulation of gene expression, and also to 
contribute to the pathogenesis of cancer and neurodegenerative diseases. Most droplets contain 
nucleic acids, but there is still no general rule that explains the properties of these nucleic 
acids and the effect of nucleic acids on the properties of droplets. In this study, we aimed to 
elucidate the mechanism of droplet formation and disappearance from the viewpoint of structural 
changes of nucleic acids.
We focused on G-quadruplexes, which is one of the non-canonical structures of nucleic acids, and 
systematically investigated its properties. The results suggest that the number of guanine quartets 
in the structure has different effects on droplet formation. 

研究分野： 核酸化学、生体関連化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内に存在する液滴は、認知症やアルツハイマー病などの神経変性疾患を引き起こすアミロイド形成に関わ
る。RNAグアニン四重らせん（G4）は、液滴形成に関わるRNA配列中に存在する核酸の高次構造の一つであり、本
研究ではRNA G4に着目して、この構造の周辺環境への応答、液滴形成への影響を調べた。その結果、G4に含まれ
るグアニンカルテットの枚数により、周辺環境の変化への応答が異なることが明らかになった。この結果は、
RNA G4が液滴形成に与える影響が、グアニンカルテットの枚数で異なることを示唆するものであり、RNA G4の疾
患への影響解明やRNA G4を標的とした創薬研究の基盤となる成果である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞内には、液−液相分離することにより形成する膜のないオルガネラ（Membrane-less 
organelles）や生体分子の濃縮体（Biomolecular condensates）、液滴（Droplet）とよばれる構
造体が多数存在していることが明らかになりつつある（以下液滴とする）。細胞内に存在するこ
れらの液滴には核酸分子（特に RNA）が含まれている例が多く報告されている。しかしながら、
核酸が液滴形成に及ぼす影響や液滴に含まれる核酸の特性を総括的に説明する一般則はない。
核酸の細胞内での液滴形成への寄与及び必然性を理解することは、細胞がストレスなどの環境
変化に応じて瞬時に遺伝子発現制御を行うメカニズムの解明に繋がる重要な課題である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、多様な核酸の高次構造の液−液相分離による液滴の形成への影響を分子レベルで
定量的に解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、多様な核酸の高次構造の液−液相分離による液
滴の形成への影響を分子レベルで定量的に解明する。そのた
め、下記の２ステップに分けて研究を行う。（１）液滴に含ま
れる RNA の特徴を明らかにする。（２）核酸が液滴の性質に及
ぼす影響を明らかにする。 
（１） RNA グアニン四重らせん（G4）は、液滴形成に関わる

RNA 配列中にも存在する核酸の高次構造の一つであ
り、本研究では RNA G4 に着目して、この構造の周辺
環境への応答、さらには液滴形成への影響を調べる
こととした。RNA G4 が周辺の分子環境の変化により
どのようにその熱力学的安定性を変化させるのかを
系統的かつ定量的に調べた。具体的には、0-40 wt%の
PEG200（ポリエチレングリコール（平均分子量 200））
の存在下における、２−４枚のグアニンカルテットお
よび２−４塩基長のループを有する G4 の熱安定性を
調べた（図１）。 

（２） 試験管内に形成させた液滴に共局在する核酸の特徴を調べる。具体的には細胞質でスト
レス粒に局在していることが報告されている hnRNPA1を用いて試験管内に液滴を形成す
る。hnRNPA1 は多様な RNA 結合タンパク質ファミリーに属しており、選択的スプライシ
ングや核輸送といった RNA プロセシングに広く関わるタンパク質である。hnRNPA1 のプ
リオン様ドメインはセリンやグルタミン、アスパラギン等の極性無電荷アミノ酸残基や、
チロシン、フェニルアラニン等の芳香族アミノ酸残基を多く持ち、液滴形成に寄与して
いることが知られている。蛍光ラベルした RNA G4 を形成した液滴に添加し、蛍光顕微
鏡で hnRNPA1の液滴との局在を観察する。また、共局在する核酸とタンパク質の相互作
用を等温滴定型カロリメーター（ITC）及び、表面プラズモン共鳴（SPR）測定により解
析する。核酸構造の安定性は融解温度測定（Tm）により解析する。これによりそれぞれ
の核酸構造の持つ物性がタンパク質との相互作用及び液滴形成に及ぼす影響を調べる。 

 
 
４．研究成果 
（１） 系統的に配列を変化させた RNA G4 の熱安定性を調べたところ、グアニンカルテットの

枚数が多いほど，PEG200 による安定化の程度が大きいことが明らかになった。PEG200非存
在下での熱安定性と比べて、３枚のグアニンカルテットを有する RNA では 40 wt%の PEG200
によりDGº25はほとんど変化しなかったのに対し、３、４枚のグアニンカルテットを有する
RNA では安定化することが明らかになった（図２）。この結果は、細胞内の様々なクラウデ
ィング環境における応答がグアニンカルテットの枚数によって異なることを示しており、
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図１ 本研究に用いた RNA 配列

が形成する G4構造 



同じグアニン四重らせん構造でもグアニ
ンカルテットの枚数により相分離への影
響や液滴内での挙動が異なることが示唆
された。さらに、グアニンカルテットの
枚数が異なる G4 は、ヒトのノンコーディ
ング RNA 内で異なる分布を示すことも明
らかになった（図３）。この研究成果は、
ノンコーディング RNA を介した疾患が細
胞内環境に依存する可能性を示唆する重
要 な 報 告 で あ り 、 米 国 化 学 会 の
Biochemistry 誌の Supplementary Cover
の論文として掲載された（Biochemistry, 
59, 2640-2649 (2020)）。 

（２） （１）で用いた核酸が液滴の性質に
及ぼす影響を調べるため、モデル系とし
て hnRNPA1 を用いた液滴の形成を試み
た。全長 hnRNPA1及び変異 hnRNPA1の配
列を導入したプラスミドベクターを遺伝
子工学的に作製し、大腸菌を用いたタン
パク質の合成・精製を行なった。しかし
ながら、hnRNPA1 は精製後すぐにゲル化
してしまい、顕微鏡を用いた液滴の観察
実験に至らなかった。そのため、液滴を形成することが報告されている PR（プロリン−アル
ギニン）ポリペプチドを用いて実験を行うこととした。条件検討の結果、PR ポリペプチド
は 30wt% PEG200 存在下では顕微鏡下で液滴の形成が確認されなかったのに対し、40wt%以
上の PEG200 存在下では液滴が形成することが明らかになった。またコントロールとして調
整した GP（グリシン−プロリン）ポリペプチドでは PEG200 を添加しても液滴の形成は観察
されなかった。今後、蛍光ラベル化した様々な配列を有する RNA G4 を調整し、様々なクラ
ウディング条件下における PR ポリペプチドによる液滴形成への影響や、相互作用を詳細に
調べる予定である。これにより RNA G4 が液滴の性質に及ぼす影響の詳細を明らかにする。 
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図２ 0-40 wt% PEG200 存在下における G2U3

（赤）、G3U3(オレンジ)、G4U3（緑）の熱安定

性（DGº25） 
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