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研究成果の概要（和文）：細胞内の分子環境を考慮した核酸の非標準構造に関するエネルギーデータベースを構築し、
安定化エネルギーを制御する分子の合理的な設計、および転写反応、翻訳反応などの遺伝子発現過程の調節に活用して
いくことを目的に研究を遂行した。細胞内の分子クラウディング環境を模倣した実験系を構築し、これらの環境が非標
準核酸構造の物理化学的性質に与える影響を定量的に明らかにした。また、転写反応、翻訳反応に対する非標準核酸構
造の影響を、核酸の構造安定性と相関させて評価した。さらに、核酸構造の安定化エネルギーを変化させうる人工分子
および人工システムを構築し、遺伝子発現の制御が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We quantitatively analyzed biophysical parameters of nucleic acids. To obtain the 
biophysical parameters, we constructed experimental systems considering molecular crowding conditions, 
which mimic intracellular molecular environment. We investigated effects of the biophysical parameters 
for non-canonical nucleic acid structures on gene expression. In addition, based on the chemical 
properties of the non-canonical structures, we designed artificial molecules that affect formation on the 
structures and their stabilities. We also demonstrated that transcription and translation reactions could 
be controlled by using the artificial molecules and systems. The results obtained in this study will 
provide new insights of biological significance of the non-canonical nucleic acid structures and novel 
technologies to regulate their functions in cells.

研究分野： 化学

キーワード： 核酸構造　安定化エネルギー　相互作用エネルギー　分子クラウディング　化学環境　四重鎖構造　転
写反応　翻訳反応

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
「セントラルドグマ」として知られる遺伝

情報の発現過程は、細胞が生命としての機能
を発揮するうえで不可欠なプロセスである。
細胞内における遺伝子発現の調節は多岐に
わたり、DNA、RNA、タンパク質、代謝産
物など、大小様々な生命分子が協働的に機能
を果たす機構が知られている。特に、DNA、
RNA といった核酸分子が、非標準的な高次
構造を形成して遺伝子発現を調節する新た
な機構についての報告が相次いでいる。これ
に伴い、核酸構造を制御することで、細胞内
の遺伝子発現を人為的に調節する技術へ活
用できる可能性が高まりつつある。 

細胞内の化学環境は、一般的な生化学実験
が行われる希薄溶液環境とは異なり、様々な
分子が高濃度で存在する分子クラウディン
グ環境（分子が混み合った状態）となってい
る。これまで、細胞内の分子クラウディング
環境が反応場として活用され、生命分子の機
能が飛躍的に高められていることが明らか
になりつつある。特に核酸の構造やその熱安
定性は、分子クラウディング環境の影響を受
けやすい。そのため、遺伝子の発現に関与し
うる核酸の非標準構造を解析し、人為的に活
用していくうえでは、分子クラウディング環
境を考慮して核酸の構造安定性や構造特性
などを定量的に評価していくことが肝要で
ある。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞内の分子環境を考慮した
核酸の非標準構造に関するエネルギーデー
タベースを構築し、安定化エネルギーを制御
する分子の合理的な設計、および転写反応、
翻訳反応などの遺伝子発現過程の調節に活
用していくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
〔1〕 天然の核酸構造及びその安定化エ
ネルギーの観点から遺伝子発現の調節機構
を『知る』。 

非標準核酸構造の物理化学的特性を解析
し、安定化エネルギーとしてのデータベース
を構築する。同時に、核酸構造による転写反
応、翻訳反応などへの影響を評価するシステ
ムを構築し、非標準核酸構造による遺伝子発
現過程への影響を評価する。 
〔2〕 細胞内環境下で核酸の構造形成及
び構造変性を誘起する人工分子を合目的的
に『生む』。 

核酸の構造特性に基づいたエネルギーデ
ータベースを活用し、分子クラウディング環
境において非標準構造の安定化エネルギー
に摂動を与え得る機能性分子あるいは機能
システムの設計・構築を行う。 
〔3〕 細胞内における遺伝子発現の制御
に『活かす』。 

非標準核酸構造の安定化エネルギーや相
互作用エネルギーを人為的に変動させ、遺伝

子の発現制御に活用する。 
以上、三つのステップを段階的に遂行する

ことで、効率的かつ合理的な機能性分子の創
出を行う（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 本研究における段階的な研究の進展 
 
４．研究成果 
〔1〕 天然の核酸構造及びその安定化エ
ネルギーの観点から遺伝子発現の調節機構
を『知る』。 
（1-1） 非標準核酸構造に対する分子クラ
ウディング環境の影響 

核酸の熱安定性に対する分子クラウディ
ング環境の効果は、核酸構造の水和や、核酸
構造に対する排除体積効果などから議論さ
れている。本研究では、高圧力下における四
重鎖構造の熱安定性から、四重鎖構造が形成
される際の体積変化を定量的に解析した。そ
の結果、水和構造までを含めた体積変化が、
四重鎖構造の熱安定性を決定づける大きな
要因となることを見出した。また、四重鎖構
造とタンパク質、あるいは低分子化合物との
相互作用についても定量的な解析を行い、相
互作用に伴う水和の重要性を示した。さらに、
テロメア領域の連続配列に対する分子クラ
ウディング環境の影響を解析し、テロメア領
域の四重鎖構造間にあるリンカー配列が秩
序立った構造をとり、数珠つなぎ状の連続し
た四重鎖構造を形成することも見出した。 

本研究では、二重鎖領域末端のダングリン
グエンドに対する分子クラウディング環境
の影響も評価した。その結果、分子クラウデ
ィング環境下では、ダングリングエンド部位
をもつ RNA は標準溶液と比較して大きく不
安定化した。この結果は、ダングリングエン
ド部位が細胞内の細胞周期などの環境変化
（周辺に存在する分子の濃度や種類）に応答
し、RNA の構造安定性を調整している可能
性を示していると考えられる。 

RNA に対する分子クラウディング環境の
影響として、機能性 RNA であるリボスイッ
チに由来するアプタマーとリガンド分子と
の相互作用について解析した。その結果、分
子クラウディング環境下ではアプタマーと
リガンドであるアデニンとの結合定数が、希
薄溶液環境と比較して 14倍上昇した。また、
アプタマーの高次構造が変化する際に、ステ
ム領域からの脱水和が起こることが親和性
を上昇させる主要因であることを明らかに
した。 



（1-2） 核酸の構造と熱安定性に対する局
所化学環境の影響 

細胞内には脂質二重膜を有する小器官が
様々存在している。そのため、均質な分子ク
ラウディング環境に加え、細胞内で局所的に
見られる環境を模倣した実験環境で核酸の
物理化学的な特性を評価することも重要で
ある。本研究では、核内の DNA が密に存在
する局所閉鎖環境を模倣するために、ナノメ
ートルサイズの逆ミセルを利用した実験系
を構築し、閉鎖空間において四重鎖構造が安
定化することを見出した。 

細胞内小器官などを形成する膜成分にも
着目し、脂質二重膜を構成する分子イオンの
一種であるコリンイオンを多量に含む溶液
環境での解析を行った。その結果、G-C 塩基
対に富んだ DNA 二重鎖よりも、A-T 塩基対
に富んだ DNA 二重鎖の方が安定に存在する
ことを見出した。この成果は、溶液内の化学
環環境を変化させることで、従来のワトソ
ン・クリック塩基対の常識（A-T 塩基対より
も G-C 塩基対の方が安定であるという考え）
を覆し、DNA 塩基対の安定性を逆転させる
ことができることを示している。また、分子
動力学計算を行い、微視的観点から DNA と
分子イオンとの相互作用をエネルギーレベ
ルで解析した。その結果、コリンイオン共存
下における核酸構造安定性は、核酸の主溝及
び副溝へのコリンイオンの結合が重要であ
ることを明らかにした。さらに、生細胞を用
いた直接的な実験系も構築し、細胞膜上での
DNA の二重鎖形成を速度論的に解析した。
その結果、細胞膜上では希薄溶液中と比較し
て二重鎖構造の形成が遅く、細胞膜からの距
離によって影響を受ける度合いが異なるこ
とを見出した。 
（1-3） 非標準核酸構造による生体反応へ
の影響解析 

非標準核酸構造による遺伝子発現過程へ
の影響を、核酸構造の熱安定性と相関させて
評価した。転写反応では、転写後 RNA が形
成するヘアピン構造、および鋳型 DNA が形
成する四重鎖構造や十字型構造を対象に、構
造安定性を系統的に変化させて転写反応効
率を評価した。その結果、転写後 RNA が安
定なステム構造を形成するほど転写反応効
率が低くなることを見出した。さらに、四重
鎖や十字型構造などの非標準構造が DNA 上
に形成されると、RNA ポリメラーゼが DNA
上で滑る（Slippage）、立ち止まる（Pause）、
さらには転写を停止し DNA から離れる
(Arrest)などの転写変異が起こることを見出
した。特に、核酸構造の安定化エネルギーと、
転写変異が起こる効率との相関を明らかに
し、塩基配列だけではなく、構造とその熱安
定性からどのような転写変異が誘発される
かを定量的に示すことに成功した。これらの
成果は、転写変異を原因とする疾患の発症機
構を解明するだけではなく、転写変異の抑制
を目的とした機能性分子の開発にむけて有

用な知見を与えると期待される。 
翻訳反応に対しては、mRNA の翻訳領域

に形成される四重鎖構造に着目し、翻訳伸長
反応に及ぼす影響の解析を試みた。そのため
に、Synchronized Translation という翻訳伸
長反応を継時的に解析する新規手法を確立
し、遺伝子配列の差によって生じる翻訳反応
速 度 の 変 化 を 解 析 し た 。 さ ら に 、
Synchronized Translation を利用すること
で、翻訳領域に形成される RNA 四重鎖構造
の5–7塩基手前のコドンの位置で翻訳伸長反
応が停滞することを見出した。これらの研究
成果は、翻訳領域に形成される四重鎖構造が
翻訳の伸長反応速度を調節することで、遺伝
子の発現制御に関わっている可能性を示し
ていると考えられる。そこで、四重鎖構造を
形成しうる mRNA の候補としてヒトエスト
ロゲンレセプターアルファ（ERα）に着目し、
四重鎖構造が ERα の発現に与える影響につ
いても解析した。様々な熱安定性の四重鎖構
造を形成する変異配列を ERα に導入し、細
胞内でのタンパク質発現を解析した。その結
果、形成される四重鎖構造の安定性に応じて、
完全長の ERα が分解を受けた翻訳産物の量
が変化した。つまり、mRNA は単にタンパク
質のアミノ酸配列を規定するだけではなく、
タンパク質の構造形成から分解に至るまで
に関与する高次なメッセージを有している
可能性があると考えられる。 

 
〔2〕 細胞内環境下で核酸の構造形成及
び構造変性を誘起する人工分子を合目的的
に『生む』。 

物理化学的な基礎解析で明らかとなった
相互作用エネルギーのパラメータを活用し、
細胞内環境下で四重鎖構造の安定化エネル
ギーに寄与できる分子設計を行った。分子ク
ラウディング環境では、分子間の相互作用に
伴う水和量変化が相互作用エネルギーに大
きく影響することを『知る』研究で見出して
いる。そこで、水和量変化の観点から、分子
クラウディング環境でも四重鎖構造と結合
しうる分子の検討を行った。その結果、核酸
との静電反発の面で相互作用に不利に働く
と予測されるアニオン性の化合物が、カチオ
ン性の化合物と比較して結合に伴う脱水和
量が小さくなる傾向にあり、分子クラウディ
ング環境でも四重鎖構造との相互作用エネ
ルギーを維持できることを見出した。また、
核内のような DNA を多量に含む分子クラウ
ディング環境を構築し、カチオン性化合物よ
りもアニオン性化合物の方が四重鎖構造へ
の選択的な結合能を有していることも見出
した。さらに、アニオン性のフタロシアニン
を用いることで、テロメア領域の伸長を行う
テロメラーゼの活性を抑制することにも成
功した。本研究で構築した細胞核環境の模倣
実験系は、試験管と細胞を繋ぐ新たな実験系
としても有用であると期待される。 

『知る』研究で得られた、四重鎖構造が転



写変異に関与するという知見、および生体膜
に存在するコリイオンが非標準核酸構造の
熱安定性に影響するという知見から、生体膜
成分を用いて四重鎖構造の安定性を制御す
る技術の構築を行った。種々の脂質を使って
擬似生体膜を調製し、膜上での核酸二重鎖及
び四重鎖の安定性を解析した。その結果、膜
表面のコリンイオンとグアニン塩基の相互
作用により、四重鎖構造が膜表面上で不安定
化することを見出した。さらに、四重鎖が形
成されると転写産物量が低下するが、生体膜
の表面上では転写産物量が水溶液中よりも
増大することがわかった。この成果は、細胞
内での分子局在で非標準構造の形成・解離を
制御し、遺伝子の発現に変動を与えるという、
新たな制御技術の可能性を示したと言える。 

本研究では、分子間相互作用を用いて特定
の核酸構造を誘起する研究も行った。プロテ
アーゼ（カルパイン）によって認識されるア
ミノ酸配列を、グアニン塩基を有するペプチ
ド核酸（PNA）に挿入した機能性 PNA を設
計した。このPNAは、グアニンに富んだDNA
配列と相互作用することで四重鎖構造を誘
起した。さらに、カルパインで PNA を切断
することで形成されていた四重鎖構造を解
消させるという、構造制御にも成功した。カ
ルパインとは別に、低分子化合物を入力シグ
ナルとして特定の核酸構造を誘起させる核
酸配列のセレクションを行った。テオフィリ
ンやテトラサイクリンいった RNA アプタマ
ーの標的分子に応答して、特定のペプチドと
アロステリックに結合する RNA を選択的に
獲得することに成功した。さらに、合理的な
配列設計に基づき、テオフィリン、テトラサ
イクリン以外の様々な標的分子に対しても
RNA-ペプチド間のアロステリックな相互作
用を引き起こす RNA を創出し、バイオセン
サーへの応用を示した。本研究で用いた
RNA-ペプチド相互作用は、遺伝子の転写活
性化に重要な役割を果たす分子間相互作用
である。そのため、本研究で獲得・設計した
RNA は、細胞内での遺伝子発現制御にも応
用できると期待される。 
 
〔3〕 細胞内における遺伝子発現の制御
に『活かす』。 

『知る』研究より、転写反応、翻訳反応と
いった遺伝子発現過程に対して、非標準核酸
構造を中心とした特定の核酸構造が強く影
響を及ぼしていることが示された。このこと
から、核酸構造の安定化エネルギーを制御す
る分子を『生む』ことで、人為的な遺伝子発
現の制御技術に『活かす』ことができると考
えられる。 

本研究では、RNA 四重鎖構造の安定化エ
ネルギーを活用した遺伝子発現制御システ
ムの構築を試みた。天然の mRNA に由来す
る四重鎖構造形成配列を翻訳領域に導入し
たレポーター遺伝子を構築し、細胞内でのタ
ンパク質発現への影響を評価した。その結果、

mRNA 上に形成される四重鎖構造が安定で
あるほど、タンパク質の発現量が抑えられる
ことを見出した。この成果、および先の ERα
の分解挙動に関する研究成果より、翻訳領域
に形成される四重鎖構造は、細胞内でも翻訳
伸長反応を停滞させていると予測される。 

四重鎖構造による翻訳伸長反応の停滞を、
リボソームによる読み枠変化（フレームシフ
ト）を制御する技術へ展開することも試みた。
本研究では、四重鎖構造により翻訳伸長反応
が停滞するコドンの位置を『知る』研究から
明らかにしている。そこで、フレームシフト
を起こす滑り配列（U-UUA-AAC）を、四重
鎖構造の手前の適切な位置に導入した
mRNA を設計して細胞に導入した。その結果、
四重鎖構造によりフレームシフトが誘起さ
れることを見出した。さらに、四重鎖構造に
結合して安定化させるベルベリンを用いて、
細胞内でのフレームシフト効率を制御する
ことを試みた。その結果、ベルベリンの濃度
に応じてフレームシフトの効率を上昇させ
ることに成功した。この成果は、細胞内での
タンパク質発現過程（通常の読み枠を翻訳し
て終了するのか、フレームシフトを起こして
下流のタンパク質まで翻訳を継続するのか）
を非標準核酸構造の安定化エネルギーで制
御する技術へ展開できると考えられる。 

本研究では、フラビンモノヌクレオチド
（FMN）に応答するリボスイッチのアプタマ
ーを対象に、アプタマーの高次構造を維持し
たまま FMN との結合に影響を及ぼす配列領
域を明らかにし、人為的な遺伝子発現の制御
に活用する研究を展開した。本研究では、『知
る』研究により、アプタマーのステム領域が
標的分子との相互作用に影響することを既
に示している。そこで、FMN に結合するア
プタマーのステム領域の熱安定性を変化さ
せ、FMN との結合を速度論的に解析した。
その結果、ステム領域の熱安定性を高くする
ほど、リガンド分子との解離速度定数が小さ
くなり、相対的に相互作用の親和性も高くな
ることを見出した。さらに、得られた知見を
活用し、ステム領域を改変した人工リボスイ
ッチによる遺伝子発現制御システムを構築
し、天然型のリボスイッチに比較して、FMN
の濃度に対する応答を 9.3 倍にまで高めるこ
とに成功した。 

 
以上のように、人為的な遺伝子発現の制御

システムの構築例では、本研究の前期に得ら
れた核酸構造の安定化エネルギーに関する
物理化学的な知見と、後期で得られた非標準
構核酸構造による遺伝子発現過程への影響
に関する知見が、システムの設計段階におい
て十分に活用されている。つまり、本研究に
おける基礎化学研究で得られるデータベー
スを工学応用研究に適用するという流れが
効果的であることを示している。これは、遺
伝子発現系が一連の化学反応の結果として
成立していることを考えれば理にかなって



いると考えられる。今後、細胞内に存在する
非標準核酸構造の制御技術の確立へ本研究
を展開させることにより、基礎化学の知見を
活かした医工学研究などへの発展が期待さ
れる。 
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