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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞で行われる核酸反応を解明するための新規モデル実験系を構築した。化学的
アプローチが可能な実験系を用いて、従来の分子クラウディング研究では解明できなかった様々な環境要因（繊維状構
造体、細胞内物質、溶媒物性）が、核酸の構造と機能に与える影響を明らかにした。とくに、核酸の静電相互作用に関
わる分子環境（荷電分子や誘電率）が大きく影響することが見出された。本研究によって、従来の分子クラウディング
研究を飛躍させるモデル実験系が構築され、今後の研究の進展に役立つ知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Model studies under biomimetic conditions are important to understand the effects 
of the cellular environment on nucleic acid interactions. Neutral water-soluble polymers, such as 
polyethylene glycol and polysaccharides, are often used as cosolutes in the study of molecular crowding. 
The present research has developed new model experimental systems for investigating nucleic acid 
interactions in the intracellular environment. The model sytems enabled to evaluate the effects of 
various environmental factors, including confined condition, cellular molecules, and altered solvent 
properties, on the structures and catalytic activities of nucleic acids. The quantitative analysis 
revealed that the environmental factors that contribute to electrostatic interactions have large impact 
on the stability of nucleic acid interactions. The observations demonstrate the significance of the model 
studies for the understanding of the behavior of nucleic acids in the intracellular environment.

研究分野： 生体物理化学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 

	 細胞にはタンパク質をはじめとする様々
な分子が高濃度で存在している。この環境は
分子クラウディングと呼ばれ、通常の in	 
vitro 実験で用いられる水溶液とは大きく異
なっている。細胞内部の特殊な分子環境は、
遺伝子発現をはじめとする様々な生体反応
に影響を与えていると考えられている。	 
	 細胞の分子環境は様々な要素によってつ
くり出されるため、モデル実験系から得られ
る定量データは分子環境効果の解明に役立
つ。これまでは、細胞の分子クラウディング
環境が生体分子に与える影響を調べるため
に、ポリエチレングリコール(PEG)や多糖類
などの水溶性ポリマーを溶解させた水溶液
が広く用いられてきた。しかし、中性ポリマ
ーを用いる従来の実験系は細胞モデルとし
ては単純化されすぎているため、細胞環境に
より近い実験系による評価が必要とされて
いた。	 
	 
２．研究の目的	 
	 細胞内分子環境が生体分子に与える影響
を明らかにするには、化学的アプローチによ
る研究が有効である。本研究は、細胞で行わ
れる核酸反応を解明するための新規モデル
実験系を構築し、従来のモデル研究では解明
できなかった様々な環境要因の影響を明ら
かにすることを目的とした。そこで、排除体
積効果以外の環境要因として、繊維状構造体
による閉じ込め効果（confinement）、細胞内
物質（アニオン性低分子化合物とタンパク
質）の影響、溶媒物性の影響を調べるための
実験系を構築した。さらに、中性ポリマーを
用いる従来の実験系と融合させたハイブリ
ッド実験系による評価も試みた。本研究によ
って分子クラウディング効果の化学的側面
を明らかにし、核酸反応の理解を進めるとと
もに、様々な分子環境において望みの機能を
発揮する機能性核酸の設計に有用なデータ
を得ることを目指した。	 
	 
３．研究の方法	 
本研究では、次の（１）〜（３）の新規モデ
ル実験系の構築を試みた。	 
（１）繊維状構造体の影響を評価するための
モデル実験系の構築	 
	 細胞では、細胞骨格フィラメントなどの繊
維状構造体によって分子クラウディング環
境がつくり出されている。このモデルとして、
アガロースゲル（網目サイズ：数十 nm〜数百
nm）とポリアクリルアミドゲル（網目サイ
ズ：数 nm〜数十 nm）を調製した。これらの
ゲルは光吸収が大きく、そのままでは分光法
による核酸分子の測定が困難であった。そこ
で、分光測定が可能な高品質ゲルを作製する
ために、ゲルの調製条件（溶液組成や温度、
操作時間など）を検討した。ポリアクリルア
ミドゲルでは、固化させたゲルを緩衝溶液で
洗浄して UV（紫外線）吸収を減らす方法を確

立した。また、洗浄したゲルを一度乾燥させ
た後に緩衝溶液で膨潤させることで、ゲル作
製後に核酸分子をゲル繊維に閉じ込める実
験手順も開発した。脱水ゲルは、高張液（平
均分子量 2万の PEG 水溶液）による浸透圧法
によって調製し、高張液に晒す時間を変える
ことでゲルの水分量を調節した。	 
	 アガロースゲルのゾル−ゲル転移温度は可
視分光測定によって得た。核酸の構造安定性
（熱融解温度：Tm）は、紫外線吸収または蛍
光強度の熱融解曲線から算出した。蛍光測定
には、FAM（蛍光物質）と Dabcyl（消光物質）
で蛍光標識化されたオリゴマーDNA を用いた。
核酸構造に対する影響は円偏光二色性（CD）
スペクトルによって調べた。	 
	 
（２）様々な細胞内環境要因の影響を評価す
るためのモデル実験系の構築	 
	 排除体積効果以外の環境要因として、アニ
オン性化合物と溶媒物性の影響を調べるた
めの実験系を構築した（図１）。まず、アニ
オン性化合物が金属イオン−核酸相互作用に
与える影響を調べるために、排除体積効果が
小さいオリゴマー核酸による評価系（ハイブ
リダーゼーションとハンマーヘッドリボザ
イム）を利用した。一本鎖あるいはヘアピン
構造の核酸分子のハイブリダーゼーション
に対しては、ゲル電気泳動あるいは熱融解曲
線から得られる熱力学的パラメータを解析
した。リボザイムに対しては、反応速度解析
から RNA 切断反応の速度定数を得た。また、
様々な種類の水／有機溶媒（アルコール、PEG、
グリセロール、アミド化合物、非プロトン性
溶媒など）の混合溶液を用いて同様の評価を
行い、溶媒の物性データ（誘電率、水の活量、
粘度など）との関連性を調べた。	 
	 

	 

図 1.	 核酸の相互作用に影響する細胞内環境因子	 

	 
（３）タンパク質による分子クラウディング
効果を検討するためのモデル実験系の構築	 
	 タンパク質が共存する分子環境の影響を
解明するために、図 2に示すタンパク質を用
いた。市販のタンパク質であるウシ血清アル
ブミン、ヘモグロビン、ミオグロビン、リゾ
チームは、スピンカラムによる精製を行った。
脂肪酸結合タンパク質（FABP）は、大腸菌
BL21(DE3)pLysS株とpETベクターによる発現
系を用いて調製した。FABP の精製には、イオ
ン交換カラム（Hi-Trap カラム）とアフィニ
ティーカラム（His-tag カラム）を用いた。	 
	 タンパク質の熱変成温度は CD スペクトル



の熱融解曲線から得た。タンパク質による
DNA 加水分解の有無は変性ゲル電気泳動によ
って調べた。また、二重鎖 DNA の構造安定性
は、蛍光測定によって得られる熱融解曲線か
ら算出した。	 

図 2.	 本研究で用いたタンパク質	 

	 
４．研究成果	 
（１）繊維状構造体による閉じ込め効果を調
べるために、ハイドロゲルを用いた実験系を
構築した。ポリアクリルアミドゲルに閉じ込
められた核酸構造の熱安定性を正確に評価
するには、ゲル内部の不純物（未反応のアク
リルアミドや重合開始剤など）を除去してお
くことが不可欠であることが示された。そこ
で、洗浄を施したゲルを使って、ポリマーDNA
二重鎖の Tmを UV 融解曲線から算出した。そ
の結果、10〜15％を超える濃度のゲルに閉じ
込められると DNA 構造の安定性は上昇するこ
とが見出された。さらに、CD スペクトル測定
によって、ゲル内部では二重鎖構造が変化す
ることも示された。一方で、10％以下のポリ
アクリルアミドゲルや、UV 測定が可能な数パ
ーセント濃度のアガロースゲルを用いた場
合は、二重鎖の構造と安定性に変化は見られ
なかった。	 
	 さらに、核酸の分子サイズの影響を調べる
ために、オリゴマーDNA による検討を試みた。
オリゴマーDNA に対しては紫外分光測定が困
難であったため、蛍光測定による評価を行っ
た。様々な DNA 配列の Tmを測定したところ、
オリゴマーDNA が形成する構造体の安定性は、
高濃度ポリアクリルアミドゲルやアガロー
スゲル内部でも水溶液中と変わらなかった。
このことから、オリゴマー核酸に対しては数
ナノメートルの網目サイズによる閉じ込め
効果は小さいことが明らかになった。さらに、
PEG を共存させたハイブリッド実験系による
評価も試みた。アガロースゲルに PEG を加え
ると白濁したため、実験に用いることはでき
なかった。一方で、ポリアクリルアミドゲル
は白濁せず、蛍光融解曲線から、DNA 二重鎖
に対する PEG 効果は繊維状構造体の影響を受
けないことが示された。	 
	 次に、このハイドロゲル実験系を利用して、
水分量が核酸構造の安定性に与える影響を
調べた。高張液を用いると、ゲル内部に低水
分量の環境をつくり出すことができる。この
脱水ゲルを用いた実験から、脱水の程度に応
じて DNA 二重鎖の Tmが低下し、核酸構造の安
定性には水の活量が大きく影響することが
見出された。この実験は予定されていなかっ
たものであり、当初の研究計画を超える展開
となった。	 

	 
（２）細胞には様々な種類のアニオン性化合
物が存在する。このような環境では金属イオ
ンの多くが結合した状態にあり、核酸が利用
できる金属イオンの量は限られる。アニオン
性分子による金属イオン局在化の影響を調
べるために、様々なアニオン性分子（DNA、
RNA、アミノ酸、リン酸化合物、脂肪酸など）
の共存下でハンマーヘッドリボザイムの酵
素活性を測定した。リボザイムによる基質
RNA の切断速度は金属イオン濃度に依存する
ので、酵素活性から RNA が利用できる金属イ
オン（マグネシウムイオン）濃度を見積もる
ことができる。速度解析の結果、アニオン性
分子はリボザイム反応に大きな影響を与え、
多価アニオンの共存下では酵素活性が著し
く低下することが示された。多くのアニオン
性化合物は、未結合状態のマグネシウムイオ
ンの量から期待される程度の抑制効果を示
したが、核酸分子が共存する環境（核酸によ
る分子クラウディング環境）では、その電荷
から予想される以上の阻害が見られた。同様
に、脂肪酸を用いた場合（脂肪酸ミセルの共
存環境）も予想以上の大きな阻害であった。
これらの結果は、アニオン性分子の高分子電
解質としての作用（対イオン濃縮効果とイオ
ン雰囲気の形成）が原因であると考えられる。
興味深いことに、アニオン性分子によって抑
制されたリボザイム活性は、PEG による分子
クラウディング環境では回復することが見
出された。	 
	 新しい分子環境効果の評価系として、非水
溶液環境の影響についても検討を行った。
様々な水／有機溶媒の混合溶液を調製し、ハ
ンマーヘッドリボザイムの酵素活性に与え
る影響を速度解析および FRET（蛍光共鳴エネ
ルギー移動）測定により調べた。その結果、
混合溶液中では RNA のフォールディングと基
質の切断反応が促進されることが見出され
た。このリボザイム活性の促進効果と溶媒物
性の関連性を解析したところ、溶媒の誘電率
が大きく影響していることが明らかになっ
た（図３A）。同様の検討を、ヘアピン構造あ
るいは一本鎖核酸によるハイブリダイゼー
ションに対して行ったところ、混合溶液中で
はハイブリダイゼーション効率が向上し、こ
の効果は溶液の誘電率と関連していた（図３
B および 3C）。一方で、水の活量や粘度、あ
るいは有機溶媒の分子量との関連性は見ら
れなかった。細胞内部の比誘電率の値は 60
以下であると報告されており、この条件では
水中（比誘電率は約 80）と比べて金属イオン
の結合力が数倍から数十倍に向上すること
も見出された。この混合溶液を用いた定量評
価によって、従来の分子クラウディング実験
系では解明できなかった核酸の静電的相互
作用に対する影響を明らかにすることがで
きた。	 



	 

図 3.	 溶液の誘電率と様々な核酸反応との相関性：（A）

ハンマーヘッドリボザイムの RNA 切断活性、(B)ヘアピ

ン構造によるハイブリダイゼーション、(C)RNA 二重鎖の
形成反応	 

	 
（３）タンパク質による分子クラウディング
環境の影響を検討するために、市販されてい
るタンパク質に加えて、脂肪酸結合タンパク
質（FABP）を用いた（図 2）。FABP は、大量
のエネルギー消費を必要とする心臓や神経
細胞において、細胞の全可溶性タンパク質の
数%〜十%を占める細胞内タンパク質である。
実際に細胞で分子クラウディング環境をつ
くり出している FABP を使った評価は前例が
なく、細胞内部の分子環境効果を解明するた
めの重要な実験である。これらのタンパク質
を数％含む水溶液（溶解度の限界のため最大
5	 wt%）を調製した。全てのタンパク質は実
験中に DNA 鎖を分解することはなく、その熱
変成温度は 60	 ˚C 以上と比較的高いことが確
認された。DNA の蛍光融解曲線（60	 ˚C 以下
の温度）を解析した結果、タンパク質が共存
するとDNA二重鎖のTmが変化することが明ら
かになった。一方で、PEG やデキストランの
場合は高濃度（最大 20	 wt%）であっても、Tm
への影響は小さかった。また、電荷をもたな
い PNA（ペプチド核酸）に対しては、タンパ
ク質共存の影響はほとんどなかった。これら
の結果は、細胞の分子環境効果を理解するに
は、タンパク質を用いた分子クラウディング
研究が重要であることを示している。	 
	 高濃度の分子クラウディング環境をつく
り出すために、タンパク質と PEG を共存させ
たハイブリッド実験系を構築した。PEG を共
存させるとタンパク質の溶解度は低下した
が、タンパク質と PEG を合わせて 20	 wt%の分
子クラウディング溶液を調製することがで
きた（タンパク質濃度は 1〜3	 wt%）。この実
験系を用いて DNA の Tmを測定したところ、リ
ゾチームのみがDNA二重鎖のTmを上昇させる
ことが見出された。この現象はタンパク質に
よる排除体積効果や溶媒物性（粘度、水の活
量、誘電率など）で十分に説明することがで
きず、塩基性タンパク質であるリゾチーム特
有の性質によって生じたものと考えられる。
リゾチームはループ構造を有する DNA 配列の
Tmも大きく上昇させ、この安定性の変化は塩
濃度が低いほど顕著であった。さらに、PEG
の分子量が大きいほど Tm の上昇が大きかっ
たことから、分子クラウディング環境では

DNA と塩基性タンパク質の静電的相互作用が
顕著になった可能性がある。これは細胞の分
子環境が核酸に与える影響を理解する上で
重要な知見である。	 
	 
以上（１）〜（３）の実験から、細胞では排
除体積効果以外の環境要因として、核酸の静
電相互作用に関わる荷電分子や誘電率が大
きな影響を及ぼしていることが明らかにな
った。このように、本研究によって分子環境
効果を調べるための実験手法が増え、分子ク
ラウディング研究の新たな展開を迎えるこ
とができた。本研究結果は、様々な分子環境
において望みの機能を発揮する機能性核酸
の設計にも有用であり、分子環境効果を考慮
した核酸の分子設計が可能になりつつある。	 
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