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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞内で変化する非二重らせん構造の定量的解析と制御を目的とした。研
究の結果、様々な細胞内局所環境で二重鎖構造の安定性予測や（PNAS, 117, 14194 (2020)）、シュードノット
構造などの非標準核酸構造の安定性予測に成功した（Chem. Commun., 58, 5952 (2022)）。これらの研究を基
に、四重鎖構造を安定化するリガンド開発（J. Am. Chem. Soc., 144, 5956（2022））や植物（イネ）の生育を
制御する核酸構造の発見（Sci. Adv., 8, eadc9785 (2022））など海外共同研究を通じて成果をあげた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we worked on the development of methods for predicting the 
stability of nucleic acid structures in order to quantitatively investigate non-duplex structures 
that change within the cell. As a result, we succeeded in developing methods that can predict the 
stability of duplex structures in various intracellular local environments (PNAS, 117, 14194-14201 
(2020)) and non-canonical nucleic acid structures such as pseudoknot structures (Chem. Commun., 58, 
5952-5955 (2022 )). Based on these studies, we have achieved results through overseas collaborative 
research, such as the rational development of ligands that stabilize quadruplex structures (J. Am. 
Chem. Soc., 144, 5956-5964 (2022)) and the discovery of nucleic acid structures that control the 
growth of plants (rice) (Sci. Adv., 8, eadc9785 (2022)).

研究分野： 生命化学

キーワード： 非標準核酸構造　熱力学　結晶構造解析　NMR　植物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌や神経変性疾患、生活習慣病などの疾患は、塩基配列の変化を伴わない細胞状態の変化に基づいて発症する。
本研究による成果から、細胞環境に応じた非標準核酸構造の機能変化を人為的に制御できれば、細胞内で正しく
機能する薬剤分子の開発ができ、医薬分野への応用が期待される。また、農業分野においても、倫理的な面で課
題のある遺伝子組換え技術に代わる、革新的な農作物の改良技術への研究展開も期待できる。つまり、本研究の
成果は医療産業・農業などの社会的希求が高い分野への応用展開が可能であると考えられる。

※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 
細胞内は分子が混み合った「分子クラウディング環境」であり、さらに膜や小器官などが存在
する不均質な環境である。生体分子は、分子環境の変化で機能や活性が大きく影響を受ける。電
荷を有する核酸分子（DNAおよび RNA）の場合、その構造および安定性は周囲の化学環境の影
響を特に受けやすい。申請者はこれまで、細胞内の環境を特徴づける分子クラウディング環境を
考慮した実験系を構築し、核酸分子の物理化学的な特性を定量的に解析してきた（N. Sugimoto et 
al., Chem. Rev., 2014, 114, 2733。以降、申請者らの研究成果については著者名を略す）。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（非標準核酸構造）が安定
化することを見出した（最近では、Angew. Chem. Int. Ed., 2016, 55, 899、J. Am. Chem. Soc., 2012, 
134, 20060、他）。一方、非標準核酸構造が細胞内でどのような立体構造を形成するのかは未だ明
らかになっていない。特に分子環境の変化に伴って核酸構造の形態（トポロジー）も変化する（J. 
Am. Chem. Soc., 2017, 139, 7768、Angew. Chem. Int. Ed., 2016, 55, 14315）。そのため、細胞内環境で
はトポロジーの変化を含めた核酸構造のダイナミックな変化が遺伝子発現の調節に重要な役割
を担っている可能性が高いと考えられる。実際申請者らは、分子クラウディングによる非標準核
酸構造のトポロジーの変化が複製反応の効率を変化させることを見出している（PNAS, 2017, 114, 
9605、J. Am. Chem. Soc., 2018, 140, 5774）。また、非標準核酸構造による複製異常が、構造の安定
性だけでは説明できない現象も報告されている（D. Schiavone et al., EMBO J., 2014, 33, 2507）。さ
らに近年では、非標準核酸構造の影響が個体レベルでの疾患発症などに関与することも示唆さ
れている。例えば、癌や筋萎縮性側索硬化症(ALS)等の神経疾患の原因遺伝子における非標準核
酸構造の形成が挙げられる（A. L. Wolfe, et al., Nature, 2014, 513, 65、A. Jain, et al., Nature, 2017, 
546, 243 等）。このような知見によって、非標準核酸構造をターゲットとする薬剤開発の重要性
が高まってきている。しかし、前述したように実際の細胞内での核酸構造のトポロジーと安定性
に関する情報はほとんどない。つまり、細胞内での非標準核酸構造の精密なトポロジーの決定と
その遺伝子発現への関与の定量的な解析は、学術的のみならず社会的に喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非標準核酸構造の安定性と立体構造を細胞内環境で解析し、非標準核酸構造によ
る遺伝子発現制御機構を分子レベルで解明することを第一の目的とした。細胞環境に応じて変
化する非標準構造の挙動を化学的かつ定量的な視点で理解することができれば、核酸の非標準
構造の機能と構造を予測できる解析システムを構築することができる。そこで、基礎的な分子レ
ベルでの解析から明らかになる非標準核酸構造に関する構造機能相関の知見によって、細胞・個
体レベルでの非標準核酸構造の機能制御に活用することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞内環境に応答する非標準核酸構造を物理化学的に解析した。次に、非標準核
酸構造による遺伝子の発現調節機構を、トポロジーと熱力学的安定性の観点から分子レベルで
明らかにすることを検討した。さらに、非標準核酸構造に関する構造機能相関の知見を活用し、
細胞・個体レベルにて、非標準核酸構造の機能制御も試みた。具体的には以下の 3 段階で研究を
進めた。 
1. 細胞内環境で遺伝子発現制御する非標準構造のエネルギーパラメータを【測る】。共存溶質、
pH、イオン濃度などを変化させ、細胞内を模倣した分子環境下での核酸の構造変化や熱力学的
安定性の変化を解析した。 
2. 細胞内環境での非標準核酸構造のトポロジーを解析し、遺伝子発現制御機構を【探る】。分子
クラウディング環境での精密立体構造解析について実績のある英国 Reading 大学のグループや
チェコ Masaryk 大学のグループと連携し、細胞内の分子環境の違いに依存した非標準核酸構造
の変化を明らかにし、非標準核酸構造が細胞内で複製・転写・翻訳を制御するメカニズムの解明
を検討した。 
3. 得られた構造機能相関から細胞・個体レベルでの非標準構造の機能発現に【活かす】。植物（イ
ネ）の品種改良を専門とする中国南京農業大学のグループと連携し、個体レベルでの複製・転写・
翻訳の制御を試みた。特に、イネの発生や分化、組織形成などの各成長段階において、非標準核
酸構造の制御に基づいた遺伝子配列の変化を伴わない遺伝子発現操作が、どのように個体成長
に影響を及ぼすのかを評価した。 
以上の研究計画を段階的に遂行することで、非標準核酸構造によって調節される細胞内での
遺伝子発現制御機構の理解と、その化学的な制御技術の開発を行った。 
 
４．研究成果 
1. 細胞内環境で遺伝子発現制御する非標準構造のエネルギーパラメータを【測る】。 
 細胞内外での核酸の物性変化を正確に理解し、その挙動の予測をするために、細胞内環境での



各種核酸構造の安定性を予測できる手法の開発を試みた。希薄溶液中では、二重鎖構造の安定性
は塩基対の組み合わせとその直近の塩基対の影響によって決まるNearest-Neighborモデルが広く
受け入れられており、配列情報から安定性を予測することができる。そこで、細胞内環境を模倣
するために水溶性の高分子であるポリエチレングリコールを高濃度添加した分子クラウディン
グ環境で、DNA二重鎖の安定性を網羅的に解析した。その結果、Nearest-Neighbor モデルが分子
クラウディング環境においても成り立つことを見出した。さらに、分子クラウディング環境下に
特化した Nearest-Neighbor パラメータを新たに提案し、実際に分子クラウディング環境下での
DNA 安定性が正確に予測できることを証明した。以上の成果は、細胞内における二重鎖構造の
安定性を正確に予測することができる画期的な手法として注目され、英国核酸科学誌 Nucleic 
Acids Research 誌に掲載され、掲載号の表紙としても採択された（Nucleic Acids Res., 23, 3284-3294 
(2019)）。本研究ではこの手法を様々な細胞内局所環境で用いることのできる安定性予測法へと
発展させることにも成功した（PNAS, 117, 14194-14201 (2020)）。さらに RNA二重らせん構造お
よび RNA/DNA 二重らせん構造の安定性予測の開発にも成功した（Nucleic Acids Res., 51, 4101-
4111 (2023)、J. Am. Chem. Soc., 145, 23503–23518 (2023)）。これらの成果によって、複製や転写と
いった DNA二重鎖構造が融解する生体反応の理解だけでなく、細胞外から添加する核酸で二重
鎖を形成させるアンチセンス法などの核酸医薬の開発に非常に有用で、今後の応用研究が期待
できる。 
 これらの二重らせん構造で得られた知見も踏まえ、非二重らせん構造形成のエネルギーパラ
メータを蓄積した。その一例で、イオン濃度が異なる環境での核酸構造の挙動を予測する技術の
開発も取り組んだ。ポリアニオンである核酸はカチオン濃度でその構造安定性が大きく変化す
る。細胞内のイオン環境は、細胞の局所的な環境でそれぞれ異なるため、核酸の構造安定性も細
胞内のその場その場で大きく異なると考えられる。特に非標準構造はイオン濃度でその構造が
大きく変化することが知られている。本研究において非標準構造の一つである三重鎖構造につ
いて検討したところ、その三重鎖目を形成するのに必要な Hoogsteen 塩基対が希薄溶液中ではカ
リウム濃度の低下によって顕著に安定性が低下するのに対し、分子クラウディング環境ではそ
の安定性低下が大幅に抑えられることを見出した（Molecules, 25, 387 (2020)）。他にも、RNAが
形成する高次構造についても、その基礎構造として欠かせないシュードノット構造の熱安定性
解析を行った。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
となるだけでなく、シュードノット構造そのものが、新型コロナウイルスを含む様々な遺伝子の
発現調節に重要な役割を果たしている。本研究では、上述の二重鎖構造の安定性予測の基盤とな
る最近接塩基対モデルでシュードノット構造の安定性が予測できるかを検証した。シュードノ
ット構造に欠かせないステム領域に焦点を絞り、シュードノット構造からヘアピン構造への変
化における熱安定性解析を行った結果、このステム領域の安定性を最近接塩基対モデルから予
測可能であることを示す結果を得た。本研究は、シュードノット構造が、RNA 機能の発現にど
の程度寄与するのかを定量的に予測するための重要な成果である（Chem. Commun., 58, 5952-5955 
(2022)）。今後は周囲の溶液環境に依存したシュードノット構造の安定性の変化が、疾患などに
も関連するRNAの機能変動とどのように相関しているのかを議論できるようにもなると期待さ
れる。 
 
2. 細胞内環境での非標準核酸構造のトポロジーを解析し、遺伝子発現制御機構を【探る】。 

1.で得られたエネルギーパラメータを活かし、海外共同研究を軸に非標準核酸構造の形成の化
学的な制御を活かした検出技術の開発および創薬に関する研究を進めた。その一つとして、がん
治療のターゲットであるヒトテロメア由来のグアニン四重鎖構造に着目し、その四重鎖を安定
化するリガンド分子の合理的な開発に取り組んだ。様々なリガンド分子存在下でのグアニン四
重鎖の構造安定性と、ポリメラーゼによる複製反応の相関性を解析することで、リガンド分子の
機能を定量的に分類した。それにより、四重鎖のトポロジーの違いに対応して強く結合する分子
を合理的に設計・開発することができた。新たに開発した化合物は、初期に開発されたテロメア
結合性化合物（TMPyP4）と比較して、100 倍以上の効率でテロメア DNAの複製を阻害すること
ができた。以上の成果は、グアニン四重鎖が関わる疾患の治療薬を開発するための新しい指針で
あり、創薬において重要な報告である（J. Am. Chem. Soc., 143, 16458-16469（2021））。この研究を
基に、英国 Reading大学とのグアニン四重鎖結合分子に関する共同研究を加速させた。上記の定
量的かつ合理的なヒトテロメア由来のグアニン四重鎖構造に対するリガンド開発技術に加
え、英国 Reading 大学のグループの立体構造解析技術を組み合わせることで、四重鎖構造を
より効果的に安定化するリガンド開発を取り組んだ。それにより、ルテニウムを配位した新
規の金属錯体を合成し、この化合物がヒトテロメアグアニン四重鎖構造のイス型トポロジ
ーに結合して複製反応を抑制することを明らかにした。結晶構造解析を行うことで、ルテニ
ウム錯体の一方の光学異性体がヒトテロメアグアニン四重鎖構造のイス型トポロジーに特
異的に結合している様子が原子レベルで明らかにされた。以上の成果は、特定のグアニン四
重鎖をターゲットする治療薬を開発するための新しい指針であり、創薬において重要な報
告である（J. Am. Chem. Soc., 144, 5956-5964（2022））。 

 
 



図 開発したルテニウム錯体とヒトテロメア四重鎖構造の X 線結晶構造解析。 
 
グアニン四重鎖構造だけで無く、別の四重鎖である i-モチーフ構造についても検討した。

がん遺伝子の一種である BCL2 遺伝子のプロモーター領域に存在する i-モチーフ構造に着
目し、様々な小分子との結合を検討した。その結果、クリスタルバイオレットが、がん遺伝
子の一種である BCL2 の DNA の一部に存在する i-モチーフ型 DNA 四重らせんに特異的に
結合することを見出した。変異体解析や分子動力学計算によって、クリスタルバイオレット
は BCL2 遺伝子の i-モチーフ構造中のループ領域と呼ばれる部分に特異的に相互作用して
いることが示唆された。クリスタルバイオレットの抗がん特性を調べるために、ヒト乳がん
細胞（MCF-7）にクリスタルバイオレットを添加したところ、BCL2 遺伝子の発現量が有意
に減少したことから、クリスタルバイオレットが DNA 四重らせん構造をターゲットとした
抗がん剤として働くことが明らかになった。これまで特定の i-モチーフ型 DNA 四重らせん
に結合して遺伝子発現を制御する分子の報告例はほとんどなかったことから、クリスタル
バイオレットは i-モチーフ型 DNA をターゲットとして特定のがん遺伝子の発現を抑えると
いう新しい作用機序をもつ抗がん剤として作用すると考えられます。本研究成果を元に、ク
リスタルバイオレットの i-モチーフの選択性をより向上させるような分子設計を施すこと
により、発がん性や副作用を抑えた新しい抗がん剤の開発が期待できる。現在チェコ Masaryk
大学のグループと連携し、細胞内での i-モチーフ構造とリガンド分子の結合について共同研究を
進めている。 
また、非標準核酸構造のトポロジーと細胞老化との関連についても検討した。老化細胞の特徴
として分子クラウディング環境が一般的な健康な細胞よりも薄いことと、5-メチルシトシン
(5mC)と 5-ヒドロキシメチルシトシン(5hmC)による DNA エピジェネティック修飾のパターンが
異なることがあげられる。本研究では、分子クラウディング環境の下、二重鎖構造から四重鎖（i-
モチーフおよびグアニン四重鎖）構造へ遷移する挙動に 5mCおよび 5hmCの修飾がどのように
及ぼすかを検討した。その結果、老化細胞環境では、エピジェネティック修飾により二重鎖から
四重鎖構造への遷移が抑制されることを見出した。バイオインフォマティクスによりメチル化
領域の遺伝子解析を行ったところ、四重らせん形成配列を持つ遺伝子と持たない遺伝子の間に
機能の違いが見られたことから、老化細胞における分子クラウディング環境と非標準核酸構造
による遺伝子発現制御が相互に関係していることを見出した。本研究は老化細胞の核酸構造の
形成に関する物理化学的な指標を初めて示した成果である（RSC Adv., 11, 37205-37217 (2021)）。
さらに、特定の組織における加齢に加え、がんや永久細胞株などの細胞では DNAのメチル化が
進行しやすいことは、細胞内環境の変化が DNA メチル化に何らかの影響を与えている可能性が
ある。メチル化が多く見つかる CpG アイランドと呼ばれる CpG 配列に富む領域はグアニン四重
鎖構造を形成できる配列を含むことから、グアニン四重鎖構造の形成がメチル化に影響を及ぼ
す可能性が高いと考えられる。解析の結果、老化細胞で促進される DNAのメチル化反応がグア
ニン四重鎖構造の安定性とトポロジーによって抑制されることが見出された。本成果により、グ
アニン四重鎖構造が細胞内の環境の変動に応じて安定性やトポロジーを変化させ、DNA の化学
修飾状態を調節している可能性が示された（Chem. Commun., 58, 12459 (2022)）。 

 
3. 得られた構造機能相関から細胞・個体レベルでの非標準構造の機能発現に【活かす】。 



1.および 2.の基礎研究から細胞や組織レベルでの研究を加速させ、医工学応用を見据えた、非
標準核酸構造ターゲットとする診断技術の開発や創薬に関する応用研究を展開した。その一つ
として、植物が外界温度の変動によって大きく生育を変化させることに注目し、植物科学を専門
とする中国南京農業大学の Fan教授らと申請者が共同で、温度に依存した核酸の構造変化が、個
体の生育に影響し得ることを植物（イネ）を用いて世界で初めて解析した。これまで、小さな
RNA によるタンパク質の生産制御の機構は、mRNA と小さな RNA の塩基配列に依存した親和
性が重要視されてきた。一方で本研究では、小さな RNAの構造に依存した親和性の変化によっ
てタンパク質の生産が制御されるという新しい知見が得られた。この結果は、窒素利用効率や収
穫量に大きな影響を与える OsNRT2.3の発現に対する複雑な制御機構を明らかにし、高温下でも
収穫量の高いイネの育種に関して、新しい指針を与えるとして注目された。核酸の構造が周辺環
境によって変化することを見出し、このような構造変化が生命現象に影響を及ぼすことを組織
レベルで明らかにした重要な研究成果である（Sci. Adv., 8, eadc9785 (2022)）。 

図. （左）小さな RNA である sNRT2.3-1 と sNRT2.3-2 の強制発現がイネの生育に及ぼす
影響。（右）分子動力学（MD）計算から得られた(A) 25℃および（B）32℃における sNRT2.3-
1 (配列 UGUUGGAGAUGGAG)の構造。sNRT2.3-1 は、25℃では、（A）の構造を形成するが、
温度を上昇させると構造を変化させ、32℃では（B）を形成する。 

 
本研究は新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の影響を受け、研究の停滞などにより当初の研
究期間を延長して行った。一方で、当初は想定していなかった予想外の成果として、SARS-CoV-
2に関連する二つの研究を発表することができた。一つは SARS-CoV-2をはじめとする、ウイル
スの変異における核酸構造に関する研究である。本研究では、ウイルス由来のポリメラーゼによ
るRNAの重合が溶液中の誘電率などの化学環境の変化によって変異が生じ易くなることを明ら
かにした。さらに、一度変異が生じると、複製ミスが次々と生じる現象も見出した。これらの結
果から、溶液環境によって非標準核酸構造の相互作用様式が優先されることで核酸が複製され
得ることが明らかとなった。本研究の知見は、ウイルス遺伝子が宿主細胞の中でどのように変異
するかを理解する上で重要な手がかりとなるだけでなく、新型コロナウイルスの新たな変異株
の発生の予測などの技術開発が期待される（Sci. Rep., 12, 1149 (2022)）。もう一つの研究は、SARS-
CoV-2 の細胞内増殖を防ぐ核酸医薬の開発である。SARS-CoV-2 のゲノム複製を担う RNA 依存
型 RNA ポリメラーゼ（RdRp）に、ウイルス自身の RNA よりも強く結合できる RNA が取得で
きれば、ウイルスの増殖を抑制できる核酸医薬として活用が期待できる。そこで本研究では、
SARS-CoV-2 が感染すると重症化を引き起こす可能性のある肺組織に由来する細胞株から精製
した RNAに着目した。その結果として、RdRpによる RNAの合成反応を抑制できる RNAを複
数種類獲得することに成功した。興味深いことに、獲得した RNAはグアニン四重鎖構造を形成
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。また、最も抑制効果が高か
った RNAは、ラミニンと呼ばれる細胞外マトリクスを構成するタンパク質の遺伝子（複数の遺
伝子のうちの 1つ）から転写されるメッセンジャーRNA（mRNA）のイントロンに存在している
ことが明らかとなった。本研究成果は、RNA を基にした薬剤開発への展開が期待される成果で
ある（Chem. Commun., 59, 872-875 (2023)）。 
以上、本研究は途中新型コロナウイルスの影響を受け、補助事業期間を延長して実施すること
で、一定の成果を上げることができた。特に、海外共同研究先とは J. Am. Chem. Soc.誌や Sci. Adv.
誌といったトップジャーナルに研究成果を発表することができたことは特筆に値する。さらに、
本研究に参加した若手研究分担者が筆頭著者である論文を多く発表することができた（Teng: 
Molecules, 25, 387 (2020)、Ghosh: PNAS, 117, 14194-14201 (2020)など 3報、松本: Chem. Commun., 
58, 12459 (2022)など 3報 ）。そのため、海外共同研究を通じた若手育成の観点からも成果を上げ
ることができたと考えられる。本研究で確立した国際研究ネットワークは、現在 JSPS研究拠点
形成事業に採択された研究提案の一部として引き続き行われている。今後は、申請者のグルー
プ・研究組織を拠点とした国際研究ネットワークが構築され、非二重らせん構造を活用した画期
的な遺伝子発現の制御法が開発されることが期待できる。 
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