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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学環境の効果を考慮して非二重らせん構造の物理化学的な解析を行
い、セントラルドグマのDimensional Codeとして想定される非二重らせん構造の機能を分子レベルで明らかに
し、人工分子を用いてDimensional Codeを人為的に制御することを目的に研究を進めた。研究期間を通じて、細
胞内の化学環境に応答する非二重らせん構造に関する種々の物理化学的パラメータを得た。得られた知見を基
に、非二重らせん構造を誘起、安定化する人工分子、人工核酸などを設計、合成した。さらに、これらの分子
を、複製、転写、翻訳などのセントラルドグマに重要な反応の制御に活用できることを細胞内外で示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, physicochemical analyses of non-canonical nucleic acid 
structures were performed in consideration of the effect of chemical environment in cells. The 
functions of the non-canonical nucleic acid structures, which are assumed as Dimensional Code of 
central dogma in this research, have been clarified at the molecular level. This study also tried 
artificial regulation of the Dimensional Code by rationally designing molecules that induce and 
stabilize the non-canonical nucleic acid structures. Throughout the study, various physicochemical 
parameters in different chemical environments were obtained. Based on the obtained findings, we 
designed and synthesized artificial small molecules and nucleic acids that specifically interact 
with the target non-canonical nucleic acid structure. Furthermore, the molecules were applied for 
controlling fundamental reactions in central dogma, such as replication, transcription, and 
translation, both inside and outside cells.

研究分野：核酸化学、生体関連化学

キーワード： 非二重らせん構造　化学環境　エネルギーデータベース　分子クラウディング　遺伝子発現　分子間相
互作用　構造変化　セントラルドグマ

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、化学環境に応答する非二重らせん構造の分子挙動を物理化学的に明らかにした。これにより、核酸
構造の安定性に影響する化学的な要因（水素結合、スタッキング相互作用、静電相互作用など）を考慮した合理
的な設計で、特定の核酸構造に結合する人工分子の設計技術を飛躍的に発展できる。本研究で示した、非二重ら
せん構造を標的とした分子による遺伝情報の発現制御は、「化学」に基づいた後天的疾患の制御技術などの確立
に有用であると考えられる。このような研究は学術的、社会的な価値が高く、本研究による成果は、研究分野を
リードする国際的に著名な学術雑誌に掲載されるだけではなく、新聞等を通じて社会一般にも紹介された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内の分子環境は、タンパク質、核酸、代謝産物など、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）として特徴づけられる。このような分子クラ
ウディング環境においては、一般的な生化学実験が行われる希薄溶液環境と比較して、生体分
子の物理化学的な特性が大きく異なってくることが知られている。 
種々の生体分子の中でも、核酸分子（DNAおよび RNA）は、周囲の分子環境の影響を受け
やすい。研究代表者らは、細胞内の「分子クラウディング環境」を考慮した実験系を構築し、
核酸分子の構造や安定性を物理化学的な側面から定量的に解析してきた。その結果、分子クラ
ウディング環境下では核酸の二重らせん構造が不安定化する一方、三重らせん構造や四重らせ
ん構造、あるいは枝分かれ構造といった非標準的な核酸構造（非二重らせん構造）が安定化す
ることを見出している。このような知見に呼応するように、細胞内で DNA や RNA が実際に
非二重らせん構造を形成していることも明らかになりつつある。これらの知見は、細胞内環境
で安定化される非二重らせん構造が、何かしらの重要な役割を担って遺伝子の発現を調節して
いることを想起させる。特に遺伝子の
発現過程においては、複製、転写、翻
訳などの反応の進行に伴い核酸の構
造は形成と解離を繰り返すことにな
る。また、反応が進行するそれぞれの
場（核、細胞質、あるいはタンパク質
との複合体内部など）において、核酸
分子の周囲の環境は大きく異なると
考えられる。これらのことから、核酸
の非二重らせん構造は、細胞内におけ
る空間や時間といった情報に応答し、
セントラルドグマの反応過程を調節
する役割を担っていると考えられる。
これは、生命固有の塩基配列に基づい
た調節機構（Sequence Code）とは異
なり、高次構造の多様性に基づいた新
たな調節機構（Dimensional Code）
という事ができる（図 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、化学環境の効果を考慮して非二重らせん構造の物理化学的な解析を行い、セン
トラルドグマの Dimensional Codeとして想定される非二重らせん構造の機能を分子レベルで
明らかにする。さらに、化学環境の変化に応じて非二重らせん構造を誘起する分子を合成し、
Dimensional Codeを人為的に制御する。 
 
３．研究の方法 

[１] 非二重らせん構造の安定性や形成速度を、核酸構造のエネルギーパラメータとして
「得る」。 
セントラルドグマに存在する各反応の場（核内環境、細胞質内環境など）を模倣した実験系
を構築し、複製、転写、翻訳などの反応に影響を与える核酸の非二重らせん構造を物理化学的
に解析する。細胞内の化学環境変化を考慮し、温度、pH、圧力、基質濃度、イオン強度などを
変化させた際の構造安定性や構造形成速度への影響を定量的に評価する。 

[２]エネルギーパラメータに基づき、非二重らせん構造の安定性を調節する分子を「生む」。 
非二重らせん構造の安定化エネルギーに影響する分子間の相互作用エネルギーを考慮し、相
互作用に伴って非二重らせん構造の機能を制御しうる人工分子を構築する。低分子化合物や人
工核酸を中心に、特定の非二重らせん構造を認識して結合する人工分子を設計・合成する。 

[３] 合成した分子を用いて、生体反応の制御が可能であることを「示す」。 
「生む」研究で合成した人工分子を用いて、非二重らせん構造が関与するセントラルドグマ
の各反応の効率、核酸自身の機能（触媒活性など）、核酸と他の分子との相互作用などが変動す
ることを細胞内外で示す。 
 
４．研究成果 

[１] 非二重らせん構造の安定性や形成速度を、核酸構造のエネルギーパラメータとして
「得る」。 

（1-1）非二重らせん構造のエネルギーパラメータの解析 
細胞内の分子クラウディング環境を含め、種々の化学環境が及ぼす非二重らせん構造の安定
性や構造そのものへの影響を系統的に解析した。代表的な非二重らせん構造であるグアニン四
重らせん構造（G四重鎖構造）に関して、異なる分子量の共存溶質による影響を構造学的観点
から解析するために、スロベニア NMRセンターの研究グループとの国際共同研究を行い、パ

 
図 1. 非二重らせん構造の形成に伴う遺伝子の発
現過程の調節機構 



ラレル型のG四重鎖構造を形成するDNAを用いてNMRによる構造解析を行った。その結果、
水の活量低下で間接的に G四重鎖構造を安定化する低分子量のエチレングリコールと、直接的
な相互作用と排除体積効果によって G 四重鎖構造を安定化する高分子量のポリエチレングリ
コールによる立体構造への異なる影響を明らかにした（Nucleic Acids Res., 46, 8, 4301 
(2018)）。分子クラウディング環境下における G 四重鎖構造の詳細な構造解析は、その構造の
生物学的意義、あるいはその機能発現機構の解明に重要な知見を与えると考えられる。本研究
では、非天然型の塩基対を組むことでアンチパラレル型に構造様式が固定された人工の G四重
鎖構造を設計、合成し、その安定性の定量的な解析も行った。その結果、金属イオンのサイズ
と、G四重鎖構造のトポロジーに依存した水和状態が、G四重鎖構造のトポロジーおよびその
安定性を決める重要な要因となることを示した（J. Inorg. Biochem., 166, 190 (2017)）。これ
らの知見は、G 四重鎖構造以外にも、DNA が形成する非二重らせん構造として、遺伝性神経
疾患の原因となり得る 3塩基の繰り返し配列（トリプレット・リピート（d(CXG) (X ＝ A、C、
Gまたは T））の解析を行った。分子クラウディング環境下における熱安定性の解析を行った結
果、トリプレット・リピートが形成する X-Xミスマッチを有するヘアピン構造が、ミスマッチ
塩基対周囲の水和構造の違いにより、分子クラウディング環境下での不安定化の度合いが大き
く異なることが示された（Biochem. Biophys. Res. Commun., 496, 601 (2018)）。この成果は、
トリプレット・リピート病が関わる核酸構造の形成機構を理解する上で重要であり、これらの
核酸構造を標的とした人工分子を設計するための重要な知見となる。 

RNA が形成する特徴的な高次構造とその機能に関しても、代謝産物に応答して構造変化を
引き起こし、遺伝子の発現を調節する機能性 RNA（リボスイッチ）を対象に、代謝産物に結
合する RNA 領域（アプタマードメイン）の構造と標的代謝産物との相互作用を分子クラウデ
ィング環境で解析した。その結果、分子クラウディング環境中ではアプタマードメインの初期
構造が崩れた状態にあるものの、代謝産物との結合に伴ってダイナミックな構造変化を示すこ
とが見出された（Angew. Chem. Int. Ed., 57, 23, 6868 (2018)）。このような特性は、リボスイ
ッチが遺伝子の発現をダイナミックに調節するためにも重要であると考えられ、分子クラウデ
ィングの環境でこそ現れてくる RNA構造の新たな側面を明らかにした。さらに、RNAの構造
変化に依存したエンタルピー変化（ΔH）が、RNAの高次構造を安定化するマグネシウムイオ
ンが存在しない条件下でも、RNA と代謝産物とが分子クラウディング環境中で相互作用でき
る大きな要因であることが示された。 

（1-2）非二重らせん構造によって変動する遺伝子発現過程の解析 
本研究では、天然に存在する核酸配列、あるいは人工的に設計したモデル配列を用いて、非
標二重らせん構造複製反応、転写反応、翻訳反応の各反応過程に及ぼす影響を、その熱安定性
と構造様式（トポロジー）の観点から解析した。 
複製反応への影響に関しては、G 四重鎖構造、および i-motif 構造を中心に検討を行った。
その結果、G四重鎖構造、i-motif構造共に、DNAポリメラーゼによる DNAの複製反応を阻
害することが明らかとなった（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 114, 9605 (2017)）。G四重鎖構造
に関しては、パラレル型、アンチパラレル型、ハイブリッド型といったトポロジーの違いによ
って、複製反応の阻害効果が異なることを見出した。さらに、溶液環境により G四重鎖構造の
トポロジーが変化することで複製反応の阻害効果も同様に変動することが明らかとなった。こ
れらの成果は、環境応答型の非標準核酸構造のトポロジーにより、複製反応の変動が細胞内で
起こっている可能性を示唆する重要な知見である。 
転写反応に関しては、転写反応の進行に伴って変化する鋳型 DNA鎖状の非二重らせん構造
を解析した。その結果、安定な G四重鎖を形成できる鋳型 DNAは、転写反応によりその形成
が促進され、鋳型 DNA と非鋳型 DNA のシトシンに富んだ配列が三重鎖構造を形成できる場
合は、転写前に形成されていたG四重鎖構造が転写反応によって解離することが示された（Bull. 
Chem. Soc. Jpn., 92, 3, 572 (2019)）。このことは、鋳型鎖と非鋳型鎖との間の動的な相互作用
により、鋳型 DNA 上に形成される非標準構造が変動し、遺伝子発現の制御に機能している可
能性を示唆している。 
翻訳反応に関しては、がん遺伝子から転写されるmRNAの非翻訳領域の配列をモデルに、 
共存する核酸分子による G 四重鎖構造の構造形成過程および遺伝子発現への影響を解析した。
ここでは、がん細胞の中での存在量が増大することが知られる転移 RNA（tRNA）に着目して
評価した。その結果、tRNAが共存溶質として存在している環境では、転写反応直後の G四重
鎖構造の形成が有意に減少し、その結果として mRNA からの遺伝子発現量が上昇することを
明らかにした（Angew. Chem. Int. Ed., 55, 14315 (2016)）。本研究成果は、細胞内に普遍的に
存在する tRNAが、分子間の相互作用で別の RNAの構造を変化させて遺伝子の発現を調節す
るという、従来の考えを越えた機能を有している可能性を示している。さらに本研究では、G
四重鎖構造などによって翻訳反応が一時的に停滞することによるタンパク質構造への影響を評
価するために、翻訳反応の停滞が起こるように終始コドンを除いた mRNA を用いて翻訳反応
の評価を行った。N末端側で多量体を形成し得るタンパク質では、翻訳反応の停滞が起こるこ
とで、伸長途中にあるタンパク質の構造が定まらないうちに分子間の相互作用が起こり、機能
が失われたタンパク質の凝集塊が形成される可能性があることを見出した。さらに、英国
University of Cambridgeの研究グループとの国際共同研究により、大腸菌の中でも同様のタ



ンパク質の凝集体形成が起こることを明らかにした（Nat. Struct. Mol. Biol., 25, 279 (2018)）。
様々な生物に由来するホモ多量体タンパク質に、C末端側に複合体形成領域が存在しているこ
とも見出しており、本研究成果は、ホモ多量体タンパク質の構造と機能がより複雑なものへと
進化する間に、翻訳途中のタンパク質間相互作用によるミスフォールディングが起こらないよ
うに構造が淘汰されてきたと考えられる。 

[２] エネルギーパラメータに基づき、非二重らせん構造の安定性を調節する分子を「生む」。 
（2-1）非二重らせん構造に相互作用する低分子化合物 
中国科学院の研究グループとの国際共同研究を行い、天然には存在しない L 体のモノマー
から構成される DNA（L-DNA）を用いて、ヌクレアーゼに耐性を示す非天然型 G四重鎖構造
を構築すると共に、この非天然型 G 四重鎖構造に結合する化合物の合成を行った（Angew. 
Chem. Int. Ed., 57, 15723 (2018)）。L体のモノマーから形成される DNAの構造は、天然の
DNAの鏡像体となり、これを特異的に認識できる化合物は、DNAを使った分子機械や論理デ
バイスなどの材料開発にとっても有用な分子となる。また、特定の条件においてのみ遺伝子発
現の制御を行うための化合物として非常に有用である。 

（2-2）非二重らせん構造を誘起する人工核酸 
本研究では、東京工業大学の研究グループとの共同研究により、テトラエチレングリコー

ル（TEG）を修飾した核酸塩基を開発した。開発した人工塩基をループとなる領域に挿入した
人工の G四重鎖構造は、天然の DNAから構成される G四重鎖構造と比較して安定化されるこ
とが明らかとなった。そこで、神戸大学の研究グループとの共同研究により TEG 修飾された
塩基を有する G四重鎖構造が安定化される化学的な要因を分子動力学計算により解析した。そ
の結果、これまで注目されていなかった新しい相互作用（CH-π 相互作用）によって、G 四重
鎖構造が安定化されることが明らかとなった（Nucleic Acids Res., 45, 12, 7021 (2017)）。この
成果は、細胞内のほとんどの分子に存在する CH結合が、CH-π相互作用を通じて G四重鎖構
造の安定化に寄与する可能性を示唆する重要な知見を与えた。 

RNA を標的とした人工核酸として、ペプチド骨格を有するペプチド核酸（PNA）の構築
も行った。米国 Binghamton Universityの研究グループとの国際共同研究により、非天然の塩
基構造を有する PNAを開発した。本研究では、開発した PNAが配列特異的に RNAの二重ら
せん構造を認識して PNA/RNA三重鎖構造を形成する特性を利用し、アデニンからイノシンへ
のRNA編集反応（A-to-I編集）を高感度に検出することに成功した（Chem. Commun., 52, 7935 
(2016)）。本研究で構築した PNAは、細胞状態の変化に伴い A-to-I編集が起こる RNAを標的
とすることで、細胞状態を感知しつつ遺伝子の発現を人為的に制御する技術への応用が可能で
あると考えられる。さらに本研究では、PNA/RNA三重鎖構造の形成反応における熱力学的、
速度論的な定量解析を行い、低い pH環境で安定な三重鎖構造が形成されることを明らかにし
た（Phys. Chem. Chem. Phys., 18, 32002 (2016)）。そのため、がん細胞内の pH環境変化に
応答し、遺伝子発現を制御する人工核酸分子としての活用も期待される。 

[３] 合成した分子を用いて、生体反応の制御が可能であることを「示す」。 
任意の配列領域に非二重らせん構造を誘起し、生体反応を制御することができる人工核酸

として、標的配列に二重鎖構造を形成しつつその近傍に分子間で G四重鎖構造を形成する人工
核酸を設計した。合成した人工核酸を用いてヒト免疫不全ウイルス（HIV）由来の RNA 上に
人工 G四重鎖構造を形成させたところ、逆転写反応を阻害することに成功した。さらに、上述
の TEG 化学修飾した人工塩基を用いることで、G 四重鎖構造がさらに安定化して逆転写反応
の阻害効果が増強されることが明らかとなった（ChemBioChem., 17, 1399 (2016)）。本研究で
は逆転写反応を標的として人工核酸による生体反応の制御を示したが、任意の領域に分子間で
の安定な G四重鎖を誘起する技術は、転写、翻訳、テロメア伸長などの反応の抑制にも活用で
き、種々の反応が関わる疾患を標的とした核酸医薬の開発にも展開できると考えられる。 
細胞内環境で引き起こされる化学修飾により物性が変化した G四重鎖構造を標的とし、人

工核酸を補うことでその構造及び機能を回復させて生体反応を制御することも試みた。韓国浦
項工科大学の研究グループとの国際共同研究を行い、G四重鎖構造を安定化する効果を示すピ
レン分子を化学修飾した短鎖のグアニン連続配列を構築した。構築した人工核酸は、酸化損傷
した G 四重鎖構造の一本の鎖と置き換わり、他の三本の鎖と安定に分子間での G 四重鎖構造
を形成した。またその結果として、酸化によって失われていた G四重鎖構造の複製反応の制御
機能を回復させることに成功した（J. Am. Chem. Soc., 140, 17, 5774 (2018)）。鎖の置き換え
を利用して分子間で G四重鎖構造を形成させる技術は、グアニンに富んだ配列が存在するプロ
モーター領域などで転写反応を調節していることが知られている G 四重鎖構造が酸化損傷を
受けた場合、その機能を回復させることができる汎用性の高い技術となり得る。 
本研究では、人工分子による非標準核酸構造への摂動とは別に、細胞内の化学環境自体に

摂動を与えることで、非標準核酸構造が関与する遺伝子の発現を調節することにも研究を展開
した。G四重鎖構造の熱安定性がカリウムイオンの濃度に依存して大きく変動すること、細胞
が発現するカリウムチャネルタンパク質の量ががん細胞の悪性化に伴い上昇することに着目し、
細胞内のカリウム濃度という化学環境が、G四重鎖構造を形成し得るプロモーターからのがん
関連遺伝子の発現量変動を引き起こしていることを見出した。さらに、カリウムチャネルタン



パク質の発現を人為的にノックダウンし、細胞内のカリウム濃度を上昇させることで、悪性化
したがん細胞内での遺伝子の発現量を、正常細胞と同程度にまで調節することにも成功した（J. 
Am. Chem. Soc., 140, 642 (2018)）。 
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