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研究成果の概要（和文）：分子クラウディングのモデル実験系を構築することで、細胞で行われ

る相互作用や化学反応の橋渡しとなる定量データを取得し、核酸の構造と機能に対する分子環

境効果を化学的に解明する試みを行った。こうして得られたデータに基づいて、分子環境効果

を利用した機能性核酸の開発とその機能解析を行い、細胞反応を理解するための新規実験系や、

細胞内部のような特殊環境で機能する種々の核酸マテリアルを開発することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： We studied nucleic acid interactions and reactions by using 
a model experimental system that mimics the intracellular molecular environment. This 
research provided quantitative insights into influences of the molecular crowding 
medium on nucleic acid folding, a ribozyme activity, and interactions with proteins 
and peptides. It is supposed that these data can bridge the gap between the results 
obtained in vitro and in cells. Based on results regarding the effects of molecular 
environment, we developed novel nucleic acid materials and sensing methods that 
efficiently work under unusual conditions such as in living cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内で使用できる機能性分子や、細胞内
分子センシングシステムの開発には、細胞内
環境における分子の物理化学的な特性、とく
に生命分子の高次構造と相互作用エネルギー

の評価が重要な研究課題となる。通常、in 
vitro実験で用いられるのは分子濃度1 g/L以
下の希薄水溶液である。ところが、細胞内部
は様々な生命分子が非常に高密度（数百g/L）
に密集した分子クラウディング状態にある。
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このような特殊な分子環境において生命分子
がどのような振る舞いをするのかは明らかで
はなく、in vitro実験の結果だけで細胞での
挙動を予測することは極めて困難である。細
胞で利用できる新規核酸マテリアルを開発す
るには、細胞環境の影響を分子クラウディン
グという化学的側面から検討し、細胞内での
核酸の挙動を予測する方法が必要とされてい
た。 
 
２．研究の目的 
 核酸マテリアルが機能を発揮する特殊な分
子環境として、最も応用範囲が広いのは細胞
内環境であろう。しかしながら、細胞内での
相互作用を実測するための実験系は多いもの
の、定量的な情報を与えることができる実験
系は少ない。細胞内部で使用できる機能性核
酸マテリアルを開発するには、細胞の特殊な
分子環境が生体分子に及ぼす影響を分子レベ
ルで解明し、分子環境効果を化学的に解明し
ておく必要がある。本研究では、DNAおよびRNA
の構造と機能に対する細胞環境効果、とくに
分子クラウディングの化学的側面を明らかに
することで、核酸を使ったナノバイオテクノ
ロジー開発に有用な新規核酸マテリアルの創
製を試みた（図１）。 

 
３．研究の方法 
 核酸の相互作用エネルギーデータを得るた
めに、分子クラウディング環境のモデル実験
系を構築した。ポリエチレングリコール（PEG）
以外にも、様々な水溶性高分子や有機化合物
を広く検討することで、分子間相互作用の立
場から分子クラウディング効果を解明する試
みを行った。オリゴマー核酸（DNAとRNA）が
形成する様々な高次構造とその熱力学的安定
性に対する分子クラウディング効果を調べる
とともに、長鎖核酸が形成する構造体や修飾
核酸の検討も行った。主に、分光学的な測定
とゲル電気泳動による解析手法を用いること
で核酸の相互作用エネルギーを取得した。 
 
４．研究成果 

(1) 短鎖・長鎖DNAが形成する特殊構造体に及

ぼす影響 

 DNAが形成する逆平行型二重らせん、平行型
二重らせん、三重らせん構造の熱力学的安定
性を、希薄溶液と分子クラウディング溶液で
比較した。その結果、分子クラウディングは、
ワトソンクリック塩基対を不安定化させるの
に対し、フーグスティーン塩基対を安定化さ
せることが見出された。さらに、核酸の高次
構造中に頻出する枝分かれ構造に及ぼす影響
を調べたところ、3本の二重らせんが連結する
枝分かれ構造は、分子クラウディング環境で
は安定化することが示された。このことを利
用すると、分子内で形成される枝分かれ構造
と分子間の二重らせん構造の間の構造遷移を
制御できることもわかった。また、四重鎖の
構造体であるi-motif構造に対しても分子ク
ラウディングは安定化効果をもたらし、DNA
塩基のpKa（酸解離定数）の変化が安定化の主
な要因であることも明らかにした。この他に
も、DNAとRNAが形成する四重らせん構造に対
する分子クラウディングの効果や、化学修飾
されたDNA鎖が形成する構造安定性に及ぼす
分子クラウディングの環境因子の効果などに
ついても明らかにした。 
 

(2) 細胞内分子環境で機能する核酸マテリア

ルの創製 
 (1)の結果から、核酸の高次構造の形成エネ
ルギーや、金属イオンとの結合性が分子環境
の影響を大きく受けることが考えられた。そ
こで、ハンマーヘッド型のリボザイム（RNA
酵素）を用いた検討を行った。このリボザイ
ムは比較的小さく、マグネシウムイオン濃度
依存的に基質RNAを高効率で位置選択的に加
水分解できることから、遺伝子発現の人工制
御やバイオセンサーマテリアルとしての利用
が期待されている。リボザイム活性は希薄溶
液中よりも分子クラウディング環境の方が高
く、低マグネシウムイオン濃度における高い
酵素活性、至適温度の上昇、ターンオーバー
数が増大するといった現象が見出された。さ
らに、リボザイムが活性化するのに必要なマ
グネシウムイオン濃度が、分子クラウディン
グ環境下ではおよそ1/10にまで低下すること
も明らかにした。この結果は、細胞環境では
RNAは効率よく金属イオンと結合できること
を示唆しており、分子環境によってリボザイ
ム活性や核酸の構造形成反応を制御できるこ
とが明らかになった。 
 一方で、細胞で効率よく機能発現する新規
リボザイムのin vitro選択を行った。その結
果、細胞内の塩濃度条件で、アミノ酸を補酵
素とする自己切断RNA分子を得ることができ
た。得られた自己切断RNAの機能評価を行った
ところ、数十mMのアミノ酸存在下で、ハンマ
ーヘッド型リボザイムと同程度の反応速度定
数で自己切断することがわかった。この自己
切断RNAは二価金属イオンを必要としない新

図１．分子クラウディング研究による in vitro 研
究とナノバイオテクノロジー研究の橋渡し 



 

 

たな機構で切断反応が進行していることも明
らかとなった。この他にも、相互作用エネル
ギーデータに基づいて、DNAやRNAが形成する
高次構造とその熱力学的安定性を制御するこ
とで、細胞外で有用なナノ構造体や、細胞内
で遺伝子発現を制御できるリボスイッチとし
て機能する分子なども開発することができた。 
 
(3) タンパク質との相互作用を定量化する
ための実験系の構築 
 細胞の核と細胞質に特徴的な分子環境効果
を明らかにするために、核酸とタンパク質の
相互作用に与える影響について検討を行った。
核DNAの分子環境として、ヒストンタンパク質
が及ぼす効果について調べた。ヒストンタン
パク質のDNA結合部位として知られているN末
端部位（ヒストンテール）のモデルペプチド
を化学合成し、DNAの構造安定性に及ぼす効果
を検討した。その結果、ヒストンペプチドは、
三重らせん構造や四重らせん構造のような特
殊構造を安定化することがわかった。一方で、
二重らせん構造の熱力学的安定性にはほとん
ど影響を及ぼさなかったことから、分子クラ
ウディング効果とヒストンタンパク質との結
合による効果によって、核内においては、DNA
の非標準構造が強く安定化されていることが
示唆された。 
 タンパク質とRNAの結合は、細胞の遺伝子発
現の起点になる相互作用である。そこで、人
工的な化合物を用いて、遺伝子発現を制御可
能にする新規な機能性核酸マテリアルの構築
を試みた。ヒト免疫不全ウイルス（HIV）由来
のTatタンパク質は、HIV mRNAの転写における
初期段階で産生されるTAR-RNAに対して相互
作用し、mRNAの転写反応を大きく促進させる。
そこで、TAR-RNAに対して、低分子の化合物（テ
オフィリン）を認識するRNA配列（アプタマー）
を付加した人工RNAを設計した。設計した人工
RNAとTatとの相互作用は、テオフィリンの濃
度依存的に抑制されることがin vitroでの実
験から示され、ヒト細胞内でのテオフィリン
による遺伝子発現の抑制を可能にした。この
成果は、細胞内での核酸と化学物質との相互
作用を評価する実験システムとしても利用可
能である。 
 細胞質のタンパク質-RNA相互作用を解析す
るための実験系として、in vitroとin vivo
双方で非常に安定な高次構造を形成するRNA
分子の構築も試みた。相互作用エネルギーを
簡便に定量化できる実験系を構築するために、
RNAの二次構造形成の核として利用可能な2種
類の熱安定なペンタループに関して詳細な熱
力学的解析を行い、二次構造予測のためのパ
ラメータを算出した。熱力学的安定性を算出
した安定な5塩基ループ構造（boxBヘアピン）
は、生体内でタンパク質と特異的に相互作用
をすることが知られていることから、生体内

での相互作用解析に適している。そこで、こ
こで算出されたパラメータを用いてmRNAの構
造を予測し、生体内でboxBヘアピンループ構
造を形成する非翻訳領域（boxB領域）の塩基
配列を設計した。このboxB領域配列を利用し
て、大腸菌内で新規機能性核酸を選択するた
めの、細胞内相互作用解析系の構築を試みた。
まず、細胞内でのタンパク質-RNAの複合体形
成によって転写終結阻害が起こるλファージ
由来のNタンパク質-boxB RNAの系をベクター
へ組み込んだ。Nタンパク質を発現する制御プ
ラスミドDNAと、レポータータンパク質mRNA
の5’非翻訳領域にboxB領域配列を組み込んだ
レポータープラスミドDNAを構築した。レポー
タープラスミドDNA のboxB配列下流に蛍ルシ
フェラーゼを導入した。ルシフェラーゼタン
パク質の発現量は、mRNA量をリアルタイムPCR
で、タンパク質量を酵素活性で定量化するこ
とで、細胞内におけるアルギニンリッチモチ
ーフとRNAペンタループの相互作用を評価で
きる実験システムを構築した。 
 

(4) バイオセンシングマテリアルの創製 
 分子環境の違いが与えるタンパク質–核酸
相互作用への影響を評価するために、上記の
boxB RNAとアルギニンリッチモチーフを用い
てその結合性を測定した。希薄溶液（蛍光消
光を指標とした滴定実験）、バイオセンサー表
面（BIAcore）、大腸菌内のそれぞれで得られ
た相互作用エネルギーを比較したところ、天
然型のNタンパク質モデルペプチドおよび変
異型ペプチドのいずれも、直接算出される結
合定数は測定系ごとに異なっていた。ところ
が、boxB RNAに対する天然型と変異体の親和
性の違いを結合に伴う自由エネルギーの差（∆
∆G˚）として表すと、その値はどのような測定
系においてもほぼ一致することが見出された。
つまり、大腸菌内での相互作用解析系で得ら
れた∆∆G˚の値と、溶液中あるいは固相上のin 
vitro実験で得られた∆∆G˚は近い値となった。
このことから、分子環境が希薄溶液から細胞
環境、あるいは液相から固相に変わっても、
タンパク質–核酸の相対的な親和性は維持さ
れており、希薄溶液を使ってこれまで蓄積さ
れてきた相互作用データを適切に補正するこ
とで、細胞環境やバイオセンサー表面での相
互作用を予測できるものと考えられる。 
 バイオセンサーで行われるタンパク質-DNA
相互作用に対する分子クラウディング効果に
着目した研究も行った。バイオセンサーとし
て広く用いられるDNAチップの利便性を向上
させることを目的として、固相表面における
分子クラウディング効果の影響について検討
を行った。ここでは、DNAミスマッチ結合タン
パク質であるMutSを使った、DNAミスマッチ検
出のためのDNAチップを作製した。MutSは約90 
kDaという大きなサイズであり、MutSがDNAと



 

 

結合するには、その周辺に十分なスペースが
確保されている必要がある。2種類のDNA混合
溶液を使った新規手法を用いると、チップ表
面における分子クラウディング状態を容易に
コントロールできることが示され、このDNA
チップを用いると、MutSによるDNAミスマッチ
検出の感度と応答速度が改善された。こうし
て作製されるDNAチップは繰り返し利用が可
能であり、MutS以外の様々なDNA結合タンパク
質の結合解析やバイオセンシングに利用でき
ると考えられる。 
 
(5) 本研究成果の波及効果 
 分子クラウディング環境における核酸の構
造と機能を化学的に解明するという試みは世
界的にも前例がなく、分子クラウディング実
験系とその評価系を構築し、in vitroと細胞
における核酸構造と相互作用エネルギーの違
いを定量的に解明する試みはとても重要であ
る。本研究で構築した細胞内相互作用解析系
から得られる定量データは、これまで蓄積さ
れてきた膨大な希薄溶液と細胞データの橋渡
しとなるもので、細胞で行われる相互作用の
実態を知り、予測するための手法を与えるも
のになる。 
 本研究成果は、細胞機能の解明にとどまら
ず、医療分野や工学分野でも必要とされてお
り、社会的インパクトが非常に高いものであ
る。核酸化学や分子生物学などの基礎研究分
野から、核酸医薬や機能性ナノマテリアル開
発までの幅広い領域への波及効果が期待され
る。本研究では世界に先駆けて核酸の分子物
性に対する分子環境効果の重要性を提唱し、
現在では、米国、中国、ドイツ、シンガポー
ルなど世界中の研究者が参画する新しい研究
分野を開拓するに至り、今後さらなる研究の
進展が期待される。 
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