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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、核酸構造に依存した遺伝子の発現調節をゲノムワイド、トランスク
リプトームワイドに解析し、生命システムに維持されている「多元応答」の存在と、それに関与する核酸構造を
示すことを目的とした。グアニン四重らせん（G4）構造については、約6000種の生物種ゲノムから構造形成可能
領域を抽出し、データベースへの登録を行った。また、分子クラウディング環境下では、これまで考えられてき
た以上にゲノム上の様々な領域でG4構造が形成され得ることを実験的に示した。構造を形成したRNAがタンパク
質と結合し、タンパク質機能の調節やエピジェネティックな核酸の化学修飾にも関与し得ることを知見として得
た。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to analyze nucleic acid structures involved in "
Dimensional Response", which modulates gene expressions depending on various environmental factors. 
To demonstrate such nucleic acid structures maintained in living systems, this project performed 
genome wide and transcriptome wide analyses with biochemical and bioinformatic technologies. For the
 guanine quadruple (G4) structure, we extracted the G4-forming potential regions from the genomes of
 approximately 6,000 species and registered them in a newly constructed G4 database. In addition, we
 experimentally demonstrated that G4 structures can be formed in regions more than previously 
expected on the genome under molecular crowding environments. Experimental analyses also 
demonstrated that RNAs forming unique structures bind to specific proteins and can be involved in 
the regulation of protein functions and epigenetic chemical modifications of nucleic acids.

研究分野：生体分子機能工学

キーワード： 多元応答深化　核酸構造　環境応答　バイオインフォマティクス　オミクス解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な生物種のゲノムを網羅的に解析し、遺伝子の発現調節に関与し得る核酸構造をデータベースとして蓄積し
た。G4構造については、既にデータベースの公開準備が整っている。さらに、分子環境に応答して特定の核酸構
造を形成できる領域、タンパク質の機能調節に関与する核酸構造などをゲノムワイド、トランスクリプトームワ
イドに解析して明らかにした。本研究のように、生物種の分類枠組みを超えて核酸構造による遺伝子の発現調節
機構の共通点や相違点を明らかにしていく試みはほとんどなく、得られる成果の学術的意義は大きい。また、核
酸構造を変化させて遺伝子発現を制御する技術の開発といった社会的意義の高い研究への展開も期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子配列の解析技術の飛躍的な進歩にともない、様々な生物種のゲノム DNA やトラン

スクリプトーム RNAが解析されて公開されている。大規模な配列情報の処理能力も大幅に向上
し、遺伝情報の多様化と複雑化の過程を追跡できるようになってきている。これまで、バイオイ
ンフォマティクスを活用した大規模配列解析においては、DNAや RNAの配列情報（一次情報）
に基づいた解析が行われてきた。一方で、核酸（DNAおよび RNA）はその配列に依存して様々
な構造を形成し、遺伝子の発現に多大な影響を及ぼし得る。また、核酸の構造は、その一次配列
とは異なり核酸分子が存在する環境に依存して多元的に変動する。特に、特定の化合物の相互作
用や周囲の分子環境変化に応答して構造変化や熱安定性変化を示す。これらの知見に基づき、生
命体のゲノム DNAやトランスクリプトーム RNAには、様々な要因で多元的に変動する核酸構
造に基づいて遺伝子の発現が調節される機構（多元応答）が存在していると考えられる。 
これまで、多くの研究が核酸構造に依存した遺伝子の発現変動を個別の遺伝子や生物ごと

に報告してきている。しかしながら、生物種の分類枠組み（原核生物、真核生物などの枠組み）
を超えてその分子機構の共通点や相違点を示すまでには至っていない。各生物は、それぞれの生
育環境、あるいは遺伝子の発現システムの違いに応じて、多元応答としての遺伝子の発現調節機
構を巧妙に変化（多元応答深化）させ、維持していると想定される。このような学術的背景に基
づき、実験的検証に基づく DNAや RNAの網羅的解析、およびバイオインフォマティクスを活
用した大規模比較解析を連携して研究を展開することで、生命システムの進化と「多元応答深化」
の過程を明らかにできるのではないかと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、核酸構造に依存した遺伝子の発現調節をゲノムワイド、トランスクリプト

ームワイドに解析し、生命システムに維持されている「多元応答」の存在と、それに関与する核
酸構造を示すことを目的とする。特に、生物種の分類枠組みを超えて存在する多元応答機構の共
通点、相違点を議論するための核酸構造データベースを構築していく。 

 
３．研究の方法 
研究目的の達成のために、生化学的な実験を用いた解析、およびバイオインフォマティクス

を活用した解析を組み合わせ、遺伝子の発現調節に関与し得る核酸構造の探索を行う。さらに、
本学術変革領域研究の各グループと連携し、核酸構造の変動に基づいて遺伝子の発現が調節さ
れる分子機構を明らかにしていく。 

(1) バイオインフォマティクス解析によるグアニン四重らせん（G4）構造形成可能領域の解析 
DNAや RNAが形成する高次構造の中でも、G4構造は非常に安定であり、複製、転写、翻

訳などの遺伝子発現の過程を調節し得ることが知られている。本研究では、様々な生物種のゲノ
ムを対象に、G4構造を形成可能な配列領域を、既存のゲノムデータベースに基づいて網羅的に
検索した。微生物を中心とした生物種のゲノム情報（6318種）は、Microbial Genome Database 
(MBGD)からダウンロードした。MBGDに登録されていない真核生物のゲノム情報については、
26種をNational Center for Biotechnology Information (NCBI)のデータベースからダウンロ
ードした。また、ミトコンドリアゲノムについても、NCBIのデータベースからダウンロードし
た。バイオインフォマティクス解析で得られた G4構造形成可能領域について、ゲノム中に存在
する数や場所、予測される G4構造の安定性、G4構造がコードされている遺伝子種別などに着
目し、個別に、あるいは生物種間で比較しながら解析できる新たなデータベース（G4 database）
の構築を進めた。具体的には、ClickHouse技術（データベースの構築）、Angularフレームワー
ク（ユーザーインターフェイスのフロントエンド開発）、Uvicorn 技術（サーバー側のバックエ
ンド開発サポート）、JBrowseツール（ゲノム上の位置のマッピングと表示の提供）、FastAPIツ
ール（高速なデータ転送）などのデータベース開発ツールの組み合わせに基づいて、新規データ
ベースの構築を実現した。 

(2) 生化学的な実験による G4構造形成領域の解析 
特定の分子環境において実際に G4 構造を形成している DNA の配列領域を選別して取得

する手法の構築を行った。ゲノム DNAを断片化したライブラリを調整し、ライブラリに由来す
る 1コピーの DNA断片を増幅しつつ個別の微粒子上に固定化した。固定化された DNA断片が
G4構造を形成し、G4構造に対するプローブ分子が結合して蛍光を発している微粒子を、FACS
（fluorescence activated cell sorting）を用いて選別、回収を行った。選別、回収された微粒子
群に固定化されている DNA 断片を再度増幅し、次世代シーケンサーを用いて配列解析を行っ
た。配列解析された断片が一定数以上マッピングされた領域を G4構造形成領域とし、上述のバ
イオインフォマティクスを活用した G4 構造形成可能領域の解析結果と照らし合わせ、実際に
G4構造を形成する領域の配列特性の解析を行った。 
 



(3) タンパク質と相互作用する RNA領域のトランスクリプトームワイドな解析 
特定の分子と相互作用する RNA を効率よく取
得する技術として、微粒子上の DNAから RNAを
転写しつつ固定化し、蛍光シグナルを用いて標的分
子が相互作用するRNAを取得する技術の構築を行
った（T. Endoh et al., Anal. Chem., 95, 976 
(2023)）。さらに、タンパク質を蛍光分子で標識す
ることで、標的タンパク質に相互作用する RNAを
選別、取得できる技術を構築した（図 1）。本研究
では、ヒト培養細胞株の RNAライブラリに由来す
る RNA断片を固定化した微粒子群を調整し、新型
コロナウイルス（SARS-CoV-2）の RNA合成酵素
である RNA依存性 RNAポリメラーゼ（RdRp）、
およびヒト内在性の RNA メチル化酵素である
METTL3/14に相互作用する RNA断片の選別、取
得を行った。METTL3/14に相互作用する RNAの
解析については、当該学術変革領域研究のグループ
間連携として進めた。 

(4) シュードノット RNA構造に対する分子環境効
果の物理化学的解析 

RNAに特徴的な構造として、ステム構造をつな
ぐループ領域が、分子内の別の領域と塩基対を形成
するシュードノット構造が存在する。シュードノッ
ト構造は、RNAがより複雑な高次構造を形成するための基本構造であり、シュードノット構造
そのものが遺伝子の発現調節にも関与する。トランスクリプトーム RNAにおいて、どこでどの
程度安定なシュードノット構造が形成されるのかを予測できるデータベースを構築することを
目的とし、シュードノット構造の熱安定性を分光学的に解析した。特に、シュードノット構造を
特徴づける、ループ領域が形成している塩基対に焦点をあてた解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) バイオインフォマティクス解析による G4構造形成可能領域の解析 

6300種以上の生物種のゲノムについて、G4構造形成可能領域を検索した。大腸菌や枯草菌
などの微生物ゲノムでは、ゲノムの GC含有率によって抽出される領域の数は異なるものの、3
枚のカルテットを形成するG4構造と 2枚のカルテットを形成するG4構造の形成可能領域がお
およそ 1:50の比率で抽出された。特徴的な分布として、植物を含む真核生物において、ミトコ
ンドリアゲノム中に 3 枚のカルテットを形成する G4 構造形成可能領域が高頻度に存在するこ
とが明らかとなった。このことから、G4構造がミトコンドリア内で「多元応答」による遺伝子
の発現調節を担っている可能性が予測された。抽出された G4構造形成可能領域については、新
規に構築する G4 database への登
録を進め、ゲノム中に存在する数や
場所、予測される安定性やコードさ
れている遺伝子種別などを生物種
間で比較しながら解析できる新た
なツールとしての公開を目指す。既
に、当該学術変革領域のグループ内
で限定的に共有できるツールとし
て、G4 database （alpha version）
が活用され、公開準備が整っている
（図 2）。 

(2) 生化学的な実験による G4構造形成領域の解析 
大腸菌、枯草菌のゲノ
ムを断片化したライブラ
リを調整し、ライブラリ由
来のDNA配列を個別の微
粒子に固定化した。得られ
た数百万種類の微粒子群
をG4構造に対するプロー
ブ分子と混合し、微粒子の
蛍光シグナルを解析した。
本研究では、細胞内を特徴
づける高濃度な分子夾雑
環境（分子クラウディング

 

 

図 1 タンパク質と相互作用する RNA
領域の取得方法 

図 2 新規に構築した G4 databaseの概要 

 

図 3 ゲノム DNA断片を固定化した微粒子群および G4構造のプロー
ブ分子を利用した分子環境に応答する G4構造形成領域の解析と取得 



環境）を再現するために、平均分子量 200のポリエチレングリコール（PEG200）を含む緩衝液
中での解析を行った。G4構造を安定化するカリウムイオン存在下において、リチウムイオン存
在下と比較して有意に強い蛍光シグナルを発する微粒子が多数観測された（図 3）。強い蛍光シ
グナルを発する微粒子群は、カリウムイオンと分子クラウディング環境に応答して G4構造を形
成する DNA断片を固定化していると考えられる。 
実際に G4構造を形成している配列を網羅的に取得するために、FACSを用いて微粒子を選

別、回収し、固定化されている DNA配列の解析を行った。その結果、3枚のカルテットを形成
する G4構造の形成可能領域のほとんどが、実際に G4構造を形成する配列として実験的にも取
得されることが示された。また、2枚のカルテットを形成す
る G4構造の形成可能領域も多数回収された。この場合は、
グアニン塩基に塩基対を形成するシトシン塩基が周囲に存
在する割合が少ないほど、G4 構造を形成する可能性が高い
ことが示された。さらに、グアニンの連続配列の間に長いル
ープ配列が存在し、バイオインフォマティクスによる解析で
はG4構造の形成可能領域としてリストされない配列であっ
ても、PEG200を含む緩衝液中で G4構造を形成できること
が見出された（図 4）。このことは、これまで考えられてきた
以上にゲノム上の様々な領域で G4 構造が形成され、「多元
応答」として遺伝子の発現調節に関与し得ることを示してい
る。特に、2 枚のカルテットを形成する適度に不安定な G4
構造は、細胞内のカリウム濃度などに敏感に応答して遺伝子
発現に影響する可能性が高いと考えられる。 

(3) タンパク質と相互作用する RNA領域のトランスクリプトームワイドな解析 
細胞内在性の RNA 断片が固定化された
微粒子群を調整し、蛍光分子で標識した
SARS-CoV-2の RdRpと混合した。その後、
RdRp と RNA との結合により強い蛍光シグ
ナルを示している微粒子を選別、回収した。
結果として、RdRp による RNA の合成反応
を抑制できる RNA を獲得することに成功し
た（図 5）。また、獲得した RNAは G4構造
を形成することで、RNAの合成反応を抑制で
きることが明らかとなった。最も抑制効果が
高かった RNA は、ラミニン遺伝子から転写
される mRNA のイントロンに存在している
ことも明らかとなった（T. Endoh et al., 
Chem. Commun., 59, 872 (2023)）。このこと
は、これまで不要と思われてきたノンコーデ
ィングなイントロンの RNA 領域が、特定の
RNA 構造を形成してタンパク質機能を制御
できる可能性を示している。 

RNAメチル化酵素であるMETTL3/14に結合するヒト内在性 RNAについても、同様にして
選別、回収を行った。METTL3/14については、既に G4構造に結合し得ることがモデル配列を
用いた研究から示されており、ヒト内在性の RNA を用いた場合でも、G4 構造の形成可能配列
を含む領域が多数取得された。さらに、取得された配列の中に RNAのメチル化サイトが有意に
多く存在することもバイオインフォマティクスによる解析で明らかとなった。つまり、分子環境
に応じて構造を変化させ得る G4 構造とタンパク質との相互作用が、「多元応答」としてエピジ
ェネティックな RNAの化学修飾にも関与していると推測される。 

(4) シュードノット RNA構造に対する分子環境効果の物理化学的解析 
シュードノット構造を構成する 2つのステム領域のうち、一方（ループ領域が塩基対を形成
してできるステム領域）に焦点を絞った解析手法を構築した。ループが形成するステム領域の配
列を様々な配列に変換したモデル配列を設計し、このステム領域が熱融解する過程を解析した。
設計した 23種類のシュードノット構造の解析を行った結果、異なる配列であっても同じ最近接
塩基対の組み合わせを有するシュードノット構造の間での熱安定性（ΔG°）の差（ΔΔG°）は、異
なる最近接塩基対の組み合わせを有するシュードノット構造の間での ΔΔG°よりも有意に小さ
いことが明らかとなった。また、実験的に得られた ΔG°と、最近接塩基対に基づいて予測される
RNA 二重らせん構造の ΔG°とに直線的な相関関係が見出された（S. Satpathi et al., Chem. 
Commun., 58, 5952 (2022)）。これらの結果より、最近接塩基対モデルと組み合わせたバイオイ
ンフォマティクスによる解析で、トランスクリプトーム RNA上でのシュードノット構造の形成
可能領域の抽出とその安定性予測もできるようになる。さらに、分子クラウディング環境に応答
してこのステム領域が安定化されることも見出された。つまり、シュードノット構造も分子環境
に応答する核酸構造の 1つとして、「多元応答」に寄与していると考えられる。 

 

 

図4 長いループ配列を持つDNA
配列による分子クラウディング環
境下での G4構造の形成 

図 5 ヒト内在性 RNAによる RdRpの機能抑制 
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