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研究成果の概要（和文）：本研究ではDNA四重鎖構造のトポロジーの変化が遺伝子複製反応に及ぼす影響を定量
的に解析しその細胞内機能を解明することを目的とした。そのために、核酸構造のエネルギー値と複製速度に与
える影響の相関解析法を開発し、核酸トポロジーが関与する遺伝子の複製制御機構を定量的に解析した。それに
より、四重らせんトポロジーの違いによって複製阻害効果が異なることを明らかにした。さらに、ピレン結合型
人工核酸を用いることで、酸化で損傷したVEGF遺伝子のG四重鎖のトポロジーを変化させ、酸化損傷で低下した
複製反応の制御機能を回復させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to quantitatively analyze the effects of topological
 changes in DNA quadruplex structures on gene replication reactions and to elucidate their 
intracellular functions. For this purpose, we developed a correlation analysis method between the 
energy value of the nucleic acid structure and  the replication rate, and quantitatively analyzed 
the gene replication control mechanism involving the nucleic acid topology. It was found that the 
replication inhibition effect was different depending on the quadruplex topology. Furthermore, by 
using pyrene-modifieded artificial nucleic acids, we succeeded in changing the topology of the 
G-quadruplex of the oxidatively damaged VEGF gene and restored the regulatory function of the 
replication reaction that was impaired by oxidative damage.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： DNA　四重鎖構造　トポロジー　DNA複製　分子環境　細胞内環境　熱力学解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかにしたトポロジー依存的な遺伝子制御は、遺伝子配列の変化が伴わないことが特徴である。つま
り、生命は核酸構造の化学環境に対する多様な応答性を利用し、遺伝子発現を高次化することで、高度な生命現
象を獲得してきたと考えられる。例えば、細胞分化・発生などの塩基配列の変異を伴わずに細胞の状態が変化す
る過程において、このトポロジー制御が重要な役割を果たしている可能性がある。また、このようなシステムが
破綻することによって、癌、神経疾患、生活習慣病などの後天的な疾患が引き起こされると考えられる。本研究
のさらなる発展により、医療、診断、創薬などの実社会に貢献する様々な分野への研究展開が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

DNA の標準構造は二重鎖であるが、その一方でグアニン四重鎖構造のような非標準構造も取
り得る。そのような非標準構造は、染色体の伸長・組換え・変異といった遺伝子の複製反応に深
く関わっていることが近年明らかになりつつある（M. Bochman et al., Nat. Rev. Genet. 13. 770 
(2012)等）。構造解析から、四重鎖構造は配列によって様々なトポロジーを有することが明らか
にされており、またこのような非標準構造のトポロジーは化学環境変化で多様に変化する（N. 
Sugimoto et al., Chem. Rev., 114, 2733 (2014)）。均一な構造の二重鎖とは違い、四重鎖はそのトポロ
ジーの違いが分子ターゲットになり得る。つまりトポロジーの差を認識する、あるいは活用する
分子によって、特定の四重鎖の機能を特異的に制御することができる。実際、細胞内には多種多
様な四重鎖結合タンパク質が存在することから、個々の四重鎖トポロジー依存的な複製制御機
構の存在が示唆される。それにより、特定の四重鎖からの染色体組換え誘導や、逆に不都合な組
換えが起これば細胞のガン化の原因ともなり得る。しかしながら、四重鎖のトポロジーの違いと
複製反応のような細胞機能を結びつけた研究例はほとんど無く、その生物学的意義は未だ明ら
かになっていない。 
 申請者は近年、高圧力を利用した DNA 構造安定性解析により、四重鎖の形成に伴うダイナミ
クス（揺らぎの大きさ）がそのトポロジーと溶液環境によって大きく異なることを見いだした（S. 
Takahashi, et al., Angew. Chem. Int. Ed., 52, 13774 (2013), Phys. Chem. Chem. Phys., 17, 31004 (2015)
（以下申請者らの文献は著者を略す））。また、四重鎖上で触媒されるヘムの酸化反応効率は、ト
ポロジー依存的に変化する四重鎖ーヘム間の構造適合性に相関することを示した（J. Inorg. 
Biochem., 166, 199 (2016)）。トポロジーが構造安定性では無く、ダイナミクスに大きく寄与する
という以上の知見から、トポロジーの違いによる四重鎖の解消ダイナミクスが複製反応の速度
を調節し、特定の四重鎖の特異的な遺伝子の複製制御が起こっている可能性がある。この仮説が
正しければ、細胞内環境変化により四重鎖のトポロジーが変化することで複製異常が生じ、ガン
などの疾患が引き起こされると考えられる。そこで申請者は、細胞機能の制御を促す特定のトポ
ロジーを有する四重鎖構造を介した複製反応のメカニズムを解明することで、四重鎖依存的な
複製反応を調節し、細胞機能を制御する新たな医薬品の探索・開発が展開できると着想した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、DNA 複製反応における四重鎖構造のトポロジーの影響を定量的に解析し、トポ

ロジー依存的な複製制御メカニズムを解明する。さらに得られた知見から任意の四重鎖構造に
作用するリガンド分子やタンパク質を探索・開発し、人為的に複製反応を制御することを目指す。
そのためにまず、トポロジー依存的な四重鎖の複製反応を物理化学的に解析する。複製反応の観
察を従来のゲル電気泳動に代わる、ハイスループットな手法を確立し、四重鎖の複製反応に対す
るトポロジー・構造安定化エネルギー・溶液環境の相関性を定量的に解析する。次に、特定のト
ポロジーを認識する低分子リガンドやタンパク質による安定化エネルギーが与える複製反応速
度への影響を定量的に解析する。開発した複製反応の物理化学的評価法を活用し、特定の四重鎖
の複製反応を制御する低分子リガンドやタンパク質を探索・開発する。さらに、応用展開の一つ
として、細胞機能の人為的制御を行う。上記化合物を細胞内に導入し、染色体内の特定の四重鎖
構造の形成を促進、あるいは抑制することで複製反応に由来する細胞応答性を観察する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、四重鎖を有する DNA の複製反応速度に対して、四重鎖トポロジーおよび安定性

が及ぼす影響の定量的解析を行った。複製反応速度を解析するため、鋳型 DNA には四重鎖構造
をとる配列と、プライマーDNA には FAM ラベルを施した配列を用いた。酵素が四重鎖を乗り越
えて鋳型 DNA を複製する様子を電気泳動によって解析した。また、時間毎にサンプルを解析す
ることで、四重鎖依存的な複製反応の時間変化を追跡し、複製速度定数（k）を解析した。四重
鎖構造として、ヒト由来のテロメア配列、ガン遺伝子の VEGF 等のグアニン四重鎖を形成する
配列を用いた。リファレンスとして構造をとらない配列、二重鎖構造をとるヘアピン配列を検討
した。四重鎖の構造安定性は UV メルティング法により熱安定性（-∆G°37）を算出した。熱安定
性（-∆G°37）は、複製速度の対数（lnk）との相関性を解析した。同一構造を有する核酸の解離過
程の活性化自由エネルギー（∆G‡）はその∆G に比例すること（N. Sugimoto et al., Chem. Commun., 
26, 2750 (2007), B. Rauzan et al. Biochemistry, 52, 765 (2013)）と、Eyring の遷移状態論から反応速
度 lnk が∆G‡とまた比例することから、lnk と-∆G は直線関係が得られると期待される。異なるト
ポロジーでは lnk が∆G‡の比例関係が変わるため、lnk と-∆G°37の傾きの大きさがトポロジー依存
的な複製の抑制効果を示す定量的な数値αとして扱った。 
また、細胞内環境による四重鎖のトポロジー変化を解析するために、四重鎖のトポロジー変化

を FRET 効率で検出できる蛍光 DNA センサーを開発した。この DNA センサーを HeLa 細胞内



にマイクロインジェクションで導入し、共焦点顕微鏡による細胞内 FRET イメージングを行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
まず、四重鎖トポロジーに依存する遺伝子発現の制御機構を調べるために、DNA の複製反応

に及ぼす影響を検討した。ここでは、核酸構造のエネルギーパラメータと遺伝子発現に与える影
響の相関解析 QSTR（Quantitative Study of Topology-dependent Replication）を開発し、核酸トポロ
ジーが関与する遺伝子の複製制御機構を定量的に解析した。それにより、四重鎖トポロジーの違
いによって複製阻害効果が異なることを明らかにした（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2017）（図 1）。
これは核酸トポロジーが熱安定性だけでなく、構造動力学を変化させることで、遺伝子複製を制
御していることを示す。さらに重要なことに、溶液環境の違いで四重鎖のトポロジーが変わるこ
とでも複製阻害効果が変化した。この成果は、四重鎖トポロジーが遺伝子発現を調節することを
示した初めての例であるだけでなく、塩基配列が変化せずに環境に応じて遺伝子発現が変調す
る新しい遺伝子発現の制御機構を示すものである。四重鎖を形成する配列は癌遺伝子に多く含
まれる。そのため、細胞内環境変化に伴い、癌遺伝子の四重鎖トポロジーが変化し、DNA 複製
異常が引き起こされる可能性がある。その結果、癌遺伝子の発現が変調し、癌発生の原因となる。
したがって本研究成果は、細胞の環境変化で四重鎖のトポロジーが変わることで、DNA 複製異
常が生じ癌が発生するという新しい発癌メカニズムを示唆する。 

以上の知見から、四重鎖トポロジーの化学的制御は、癌予防・治療の新たな戦略となると考えら
れる。癌遺伝子 VEGF 由来の G 四重鎖は通常 Parallel 型のトポロジーを形成するが、配列中のグ
アニンが酸化されると、そのトポロジーが Mixed 型に変化する。その結果、複製反応の抑制効果
が弱まり、癌化が進行する可能性がある。そこで、酸化した VEGF の G 四重鎖の機能を回復さ
せるために、G 四重鎖リガンドであるピレンを GGG 配列の 5’末端に共有結合させた核酸材料を
作製した。酸化 VEGF G 四重鎖と結合させたところ、酸化で損傷したグアニン連続配列とピレ
ン結合核酸が置き換わって、Parallel 型の G 四重鎖を安定に形成した。その結果、複製反応の抑
制機能を回復させることに成功した（図 2）。トポロジーを化学的に調節して遺伝子制御をする
研究は他に例が無く、本研究はその独創性が認められ JACS 誌の表紙に採択された（JACS, 2018）。 

 

図 2 ピレン結合核酸による酸化 G四重鎖のトポロジー制御による機能回復 

図 1 DNA トポロジー依存的な複製速度とその安定性の相関性解析 QSTR の結果。回帰直線の傾き（α）
が大きいほど複製に必要なエネルギー障壁が高いことを示す。 
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 これらのトポロジー変化が実際に細胞内で生じるかを確かめるために、溶液環境によってト
ポロジーを変化させるヒトテロメア由来の G 四重鎖の各末端に Cy3、Cy5 ラベルを施した DNA
センサーを開発した。それにより、トポロジーの変化を FRET 効率から解析した。その結果、興
味深いことに細胞核では Mixed 型トポロジー（中程度の FRET 効率）が検出される一方、核内小
器官の核小体では Parallel 型トポロジー（高い FRET 効率）が検出された（図 3）。この結果は、
細胞内では局所的に水和環境が異なり、核酸トポロジーを通じた遺伝子発現が制御される可能
性を示す重要な発見である（Anal. Chem. 2019、表紙に採択）。 

 
以上、一連の研究により、核酸は幾何学的特性を活用し、その熱安定性や構造動力学を変化さ

せることで、化学環境に応答した遺伝子発現の積極的な調節をしていることが明らかになって
きた。トポロジー依存的な遺伝子制御は、遺伝子配列の変化が伴わないことが特徴である。つま
り、生命は核酸構造の化学環境に対する多様な応答性を利用し、遺伝子発現を高次化することで、
高度な生命現象を獲得してきたと考えられる。例えば、細胞分化・発生などの塩基配列の変異を
伴わずに細胞の状態が変化する過程において、このトポロジー制御が重要な役割を果たしてい
る可能性がある。また、このようなシステムが破綻することによって、癌、神経疾患、生活習慣
病などの後天的な疾患が引き起こされると考えられる。したがって、本研究のさらなる発展によ
り、医療、診断、創薬などの実社会に貢献する様々な分野への研究展開が期待される。 
 
 
 

図 3 DNA センサーによる細胞内での四重鎖トポロジーの観察。(a)DNA センサーの構造。（b）HeLa 細胞
の FRET イメージング。細胞核内において核小体の高い FRET 効率を示している。 
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