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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の細胞内で形成される液滴には、リピート配列をもつRNAやペプチドが
含まれる。この液滴は、細胞毒性を示す場合があるが詳細な液滴形成機構は解明されていなかった。本研究で
は、細胞の分子環境を再現した細胞モデル系を構築し、細胞内環境が核酸の構造や液滴形成に及ぼす影響を解析
した。その結果、液滴の形成には、核酸の四重らせん構造形成が重要であることが示された。さらに、四重らせ
ん構造は周辺の環境によって、安定性を変化させ、液滴の形成を加速させることが示された。つまり、疾患の進
行に伴う細胞内の環境変化が、核酸の構造を変化させ、液滴の形成を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Droplets formed in neurodegenerative disease cells contain RNA and peptides 
with repeat sequences and should exhibit cytotoxicity although the detailed mechanism of droplet 
formation has not been clarified. In this study, to elucidate the mechanism of droplet formation, we
 constructed an intracellular molecular environment evaluation system and analyzed the effects of 
the molecular environment on the structure of nucleic acids and droplet formation. The results 
indicated that the formation of RNA G-quadruplexeschanged depending on surrounding conditions and 
showed key roles for droplet formation. Interestingly, the droplet formation was accelerated with 
increasing the G-quadruplex stability. Our results suggested that changes in the intracellular 
environment associated with disease progression may alter the structure of nucleic acids and 
regulate the formation of droplets.

研究分野： 核酸化学

キーワード： 核酸構造 　擬似細胞内環境　相分離　定量的解析　神経変性疾患　細胞モデル系

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸の構造は、周辺環境に応答して変化し、遺伝子発現に関わる反応の変異を誘起させる可能性がある。本研究
では、核酸の構造が生命現象を制御する機能をもつことを示す一例として、神経変性疾患に関わるRNA構造に焦
点をあてた。その結果、細胞毒性に関わる液滴形成を制御する核酸構造を特定することができた。本知見は、細
胞毒性を示す凝集体形成を阻害する化合物の合理的な分子設計に有効である。
さらに、本研究で構築した細胞モデル系は、核酸相互作用だけでなく、実細胞内での薬剤と解析対象分子の結合
性評価等も簡便に行うことができる。そのため、医療、診断、創薬など実社会に貢献する幅広い応用分野への研
究展開が期待される。

※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 

細胞質内及び核内には、相分離によって形成された多様なタイプの液滴（または顆粒）が存

在する。これらの液滴は、可逆的に形成・消失を繰り返し、転写・翻訳反応、タンパク質などの

会合反応、アミロイド形成に関わる等（A. J. Plys, et al., Science, 361, 329 (2018), C. Dean, et al., 

Nature, 569, 265 (2019)等)、興味深い現象が相次いで報告されている。近年、トリプレットリピー

ト病や筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの神経変性疾患に関与する遺伝子上の繰り返し配列から

転写される RNA（例えば C9orf72 遺伝子の(GGGGCC)リピート）が、液滴を形成することが報告

されている（A. R. Haeusler, et al., Nature, 507, 195 (2014)、A. Jain, et al., Nature, 546, 243 (2017)）。

また、細胞毒を示すタンパク質（またはペプチド）の凝集体に RNA が含まれるという報告もあ

る（S. Ambadipudi, et. al., Nat. Commum., 8, 275 (2017)）。このような液滴（凝集体）と疾患進行の

関連が議論されており、細胞内で液滴（凝集体）形成・解離を制御できれば、神経変性疾患の新

規の薬剤開発において重要な知見となるが、これらの液滴構造の形成機構は明らかではない。

アミロイドなどで報告があるように、一般的にタンパク質やペプチドとの凝集体の形成は、小分

子やイオンなどの Seed となるような分子の添加によって劇的に促進される。一方で、RNA を含

めた核酸は溶液環境に応じて、二重らせん、四重らせん構造等のように構造を変化させることを

核酸構造の熱力学的解析によって研究代表者らは明らかにしてきた（H. Tateishi-Karimata et al., 

Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem., 7, 7.19.1 (2013)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) 。研究代表者は、近年、悪性がん細胞内では、カリウムイオンを細胞外に放出する

チャネルが過剰発現していることに注目し（L.A. Pardo, et. al., Nat. Rev. Cancer, 14, 39 (2014)）、イ

オン環境の摂動が核酸構造に及ぼす影響について解析した。その結果、正常細胞や初期がんの細

胞内では、DNA 四重らせん構造が形成されるが、悪性がん細胞内では四重らせんが解離し、こ

のような DNA 構造の変化はがん遺伝子の発現を制御していることを見出した（J. Am. Chem. Soc., 

140, 642 (2018)）。疾患の発症と進行に応じたイオンチャネルの変化は、多数の液滴が形成されて

いる神経疾患細胞でさらに顕著であると報告されているが、神経疾患細胞内での核酸構造の変

化や、核酸構造が液滴形成に及ぼす影響については未だ明らかではない。 

つまり、疾患の進行

に伴う細胞内の環境変化

が RNA の構造を変化さ

せ、ペプチドとの相互作

用を制御し、さらに液滴

や細胞毒となる凝集体の

形成を制御している可能

性があるのではないか、

と研究代表者は着想した

（図 1）。このような核酸

構造による液滴の制御機

構を明らかにできれば、

液滴形成を標的とした薬剤の設計にも有用であるが、細胞内は非常に複雑であるため、分子機構

を理解するための相互作用パラメータの算出など物理化学的な解析に適しておらず、細胞外で

も細胞内の分子環境を適切に再現できる実験評価系はないため、液滴の形成機構を詳細に解析

することは困難であった。 

 

図 1. 予測される RNA の構造選択的なペプチド-RNA 相互作用に

よる液滴および凝集体形成機構。 



２．研究の目的 

本研究では、RNA の構造変化を介した液滴形成および細胞毒を示す凝集体構造の形成機構

を解明し、得られた知見を基に RNA 構造を制御し、細胞毒凝集体の形成を阻害する技術の開発

を行うことを目的とする。 

細胞内の環境は、細胞小器官や

可溶、不溶のタンパク質、細胞骨格な

どで混みあった分子クラウディング

環境である（図 2）。このような環境

は、試験管内の実験における標準環

境（100 mM NaCl などを含む希薄な

水溶液）研究代表者は、核酸構造の熱

力学的に解析によって得られた相互

作用パラメータを用いて、核酸構造の安定性は、共存するイオンや溶質（細胞内のクラウディン

グ環境を模倣する分子等）の種類や濃度によって大きく変化することを見出してきた (J. Am. 

Chem. Soc., 128, 7957 (2006), J. Am. Chem. Soc, 139, 7768 (2017)、Chem. Commun., 51, 6909 (2015)

等)。神経変性疾患の発症と進行に由来する細胞質のタンパク質や、イオンチャネルの発現量の

変化によって、細胞内のクラウディング状態やイオン環境は大きく異なり、このような環境変化

は核酸構造に影響を及ぼしていると考えられる。RNA による液滴形成に関わる核酸の構造や安

定性を知るためには、核酸構造の物理化学的手法による相互作用パラメータの算出が有用であ

るが、細胞内は非常に複雑であるため、相互作用パラメータは算出できない。そこで本研究では、

実細胞の分子環境を再現し、細胞内の分子環境が核酸の構造に及ぼす影響を解析できる細胞モ

デル系を構築する。本細胞モデル系は、本研究の解析対象とする核酸の相互作用だけでなく、実

細胞内における薬剤と解析対象分子の結合性評価なども簡便に行うことができる。そのため、医

療、診断、創薬など実社会に貢献する幅広い応用分野への研究展開が期待される。 

 

３．研究の方法 

本研究では、「ペプチド・RNA による液滴構造および凝集体構造は、RNA の構造によって制

御されているのではないか」、という仮説を、細胞内の環境を再現した細胞モデル系を用いて検

証し、細胞内で液滴形成を制御を目指し、核酸構造を制御する技術の開発を行った。研究は下記

の 2段階の研究計画で遂行した。 

(A) 細胞内での核酸構造が液滴形成に及ぼす影響の解明（知る研究） 

本研究において、液滴形成には核酸構造変化が重要であると推察されたことから、細胞内の

分子環境が核酸構造に及ぼす影響をまず、解析した。細胞内の環境を再現するために、試験管内

に中性高分子や糖などを添加した分子クラウディング環境を構築した。さらに、より細胞内の環

境を模倣するために、実細胞により構築した実験系（細胞モデル系）も構築した。 

ALS/FTD患者の細胞内で細胞毒の原因となるペプチド（poly-GA, poly-GPペプチド）、ハン

チントン病などに関わる r(CAG)リピートおよび poly-Q ペプチドなどの 10 種類の RNA 配列とペ

プチドの相互作用を分光光度計による懸濁率測定、ダイナミック光散乱高度計、等温滴定型カロ

リメトリー、分子動力学計算等によって解析した。このような環境下において、凝集体の形成を、

凝集体に特異的に結合する蛍光ブローブ(チオフラビン T)によって視覚化し、顕微鏡にて解析し

た。さらに、試験管内で重要であることが予想された相互作用が、細胞内でも重要か否かについ

て解析を行った。細胞内の液滴構造の形成は共焦点レーザー顕微鏡や、蛍光プレートリーダーで

 

図 2. 細胞内の環境の違い。(a) 試験管内の実験の標

準県境、（b）細胞内の分子クラウディング環境。 



解析は行った。また、細胞内と試験管内の核酸の挙動を比較し、溶液のどの物理化学的パラメー

タ（イオン強度、水や溶質の活量、誘電率、粘性、表面張力など）が核酸の構造を決定する因子

であるかを考察した。 

（B）核酸構造による液滴形成制御技術の開発（活用する研究） 

これまで得られた液滴形成に重要な相互作用を基に、液滴形成を制御する技術の開発を試

みた。研究代表者は、四重らせん構造はカリウムイオンによって安定化する一方で、細胞内の代

謝産物であるコリンイオンによって劇的に不安定化することを見出している（Chem. Commun., 

51, 6909 (2015)）。液滴構造を形成する四重らせん RNA に対しても同様の相互作用が考えられ

るため、RNA構造を制御できる分子を開発した。まず、試験内で液滴構造および凝集体を形成さ

せ、イオンや人工核酸を添加し、これらの構造の解離、形成を制御することを試みた。これらの

構造は分光高度計による懸濁率の解析および蛍光顕微鏡等で観察し、定量的に解析した。また、

分子動力学計算によって、RNA、ペプチド（タンパク質）や制御分子（イオンや人工核酸）との

相互作用を解析も行った。これらの相互作用を基に、設計通りの RNA構造変化を誘起できている

かを確認し、制御分子を最適化した。 

本研究においては、研究代表者が所属する研究施設に設置されている実験装置を活用して

研究を行った。また、本研究において高解像度カメラシステムを顕微鏡に付属させて（2020 年

度購入）液滴構造を観察し、蛍光顕微鏡落射蛍光投光管 (2021 年度購入) を付属させ、効率良く

液滴内の構造を観測、定量化した。さらに、本研究では、実験補助を行う研究員を雇用し、細胞

モデル系の開発やモデル系を用いた核酸構造解析を迅速に行うことができるように人員体制を

整えた。 

 

４．研究成果 

(A) 細胞内での核酸構造が液滴形成に及ぼす影響の解明（知る研究） 

細胞内の核酸構造について知るために、中性高分子や代謝産物類字体を用いて細胞内を模

倣した環境を構築し、疾患に関わる核酸配列の構造や安定性を解析した。その結果、細胞内の分

子環境は核酸の水和やカチオンとの相互作用に摂動を与え、核酸の構造や安定性を変化させる

ことがわかった（Biochemistry, 59, 2640 (2020)、Nucleic Acids Res., 48, 12042 (2020)など）。これら

の結果から、核酸構造に及ぼす分子環境の重要性が明らかになったため、神経変性疾患の原因と

なるリピート拡張配列から転写されるリピート RNA（r(G4C2)リピートなど）の凝集体形成に及

ぼす分子環境の効果を物理化学的手法によって解析した（図 3a）。その結果、転写されたリピー

ト RNA が含まれる水溶液は、液-液相分離溶液のため、転写開始から溶液が白濁する。転写開始

後 30 分後の水溶液を観察した結果、分子クラウディング環境下においては、転写開始から 30 分

後には白濁するが、標準環境である希薄溶液中では、相分離は観測されなかった（図 3b）。相分

離に及ぼす核酸の構造について解析した結果、相分離には、リピート RNA の四重らせん構造の

形成が重要であり、相分離が形成されるまでの速度の指標である tmax (時間)の値は、四重らせん

構造の安定性の指標である融解温度(Tm)が高いほど、tmax (時間)の値が低くなる（相分離する速度

が速くなる）ことが示された（図 3d）。また、四重らせん構造の安定化には G-カルテット面への

カチオンの配置が重要であることが知られており、溶液の誘電率の低下はこのようなカチオン

と四重らせん構造の相互作用に有利であると考えられる。物理化学的解析の結果、四重らせん構

造を安定化する溶液では、誘電率が低下おり、相分離形成が加速されることが示された

（Biochemistry, 59, 1972 (2020)）。このような相互作用は、疾患細胞内において毒性を示す凝集形

成に重要であると考えられる。さらに、液滴を形成する RNA と液滴とペプチドの相互作用を分



子動力学計算や、細胞内

でより詳細に解析した。

その結果、液滴形成を促

進させる四重らせん構造

の相互作用を見出すこと

が で き た （ Chem. 

Commun., 58, 12931 

(2022)、第 16 回バイオ関

連 化 学 シ ン ポ ジ ウ ム 

(2022 年)で発表）。 

これらの相互作用を

細胞内で評価し、また細

胞内での核酸構造形成機

構を理解するために、実

細胞を用いて細胞内の分

子環境を再現した細胞モ

デル系を開発した（特願

2022-189538）。本細胞内

モデル系において、試験

管内の分子クラウディン

グ環境では、解析できな

かった核酸―イオン相互作用の重要性を物理化学的観点から明らかにすることができた。 

(B) 核酸構造による液滴形成制御技術の開発（活用する研究） 

凝集体を形成する四重らせん RNA の構造を制御できる分子の開発を試みた。具体的には、

イオン環境変化や代謝産物類似体で修飾した人工核酸によって、核酸構造を制御することを試

みた。まず、試験内で液滴構造および凝集体を形成させ、イオンや人工核酸を添加し、これらの

構造の解離、形成を制御することを試みた。 

神経変性疾患やがん細胞などのイオンチャネルの発現バランスに注目し、イオン濃度やク

ラウディング分子（中性高分子）濃度を変化させることによって、細胞内環境評価系を構築した。

このような環境下で実験を遂行することにより、細胞内の分子環境が、二重らせん構造がｉ－モ

チーフや四重らせん構造への構造遷移する機構や、四重らせん構造のトポロジーに及ぼす周辺

環境の重要性を示唆する結果を得ることができた（J. Am. Chem. Soc., 143, 16458 (2021)、Chem. 

Commun., 58, 38 (2021)、RSC Adv., 11, 37205 (2021)）。さらに、これらの構造が疾患に関わる転写

や複製反応に及ぼす影響を物理化学的に解析し、核酸の構造変化に応じた反応効率の変化が誘

起されることを定量的に明らかにした（J. Am. Chem. Soc., 143, 16458 (2021)、 Chem. Commun., 
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