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研究成果の概要（和文）：実験と理論に立脚し、以下の３つの主要な研究課題を統一的に推進した。
1)ゲノムDNAの高次構造転移と遺伝子活性に関しての実験を進めた。Kイオン存在下ではNaイオン存在下に比べ
て、発現活性が2倍以上亢進することを明らかするなど新規性の高い成果が得られている。2)細胞の実空間モデ
リングの研究課題では、水溶性の高分子混雑溶液を用い、ゲノムDNAおよび、リン脂質を加えて攪拌すると、安
定化された人工的モデル細胞が自己創生することを明らかにした。3)細胞の３次元(3D)組織体自己生成では、上
皮系や間葉系の細胞が、相分離液滴の界面や内部に選択的に取り込まれることなどを発見した。

研究成果の概要（英文）：Studies have been carried out to uncover the essentials of life, by 
combining experiments and theoretical analysis. 1) Transitions of higher-order structure of 
genome-sized DNA were systematically investigated. For example, environmental substances such as 
polyamines and alcohols cause bimodal effect, promotion and inhibition, on genetic activity 
depending on their concentrations. Specific changes on the higher-order structure of DNA were 
clarified through single molecule observations. 2) Self-emergence of cell-like structure were 
successfully demonstrated through simple experimental procedure by mixing various biomacromolecules 
such as DNA and skeletal proteins under the solution condition to undergo micro phase-separation. 3)
 By adapting crowding aqueous solution, it was found that differentiated cells are localized in a 
specific manner, either in the interior or at the periphery, for micro phase-separated water/water 
droplets. 

研究分野：生命物理学、非線形科学

キーワード： DNA高次構造転移　人工細胞モデル　ミニ臓器創成　生命現象の物理　非平衡開放系　非線形ダイナミク
ス　水/水ミクロ相分離　ゲノムサイズDNA

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムサイズDNAの高次構造変化が、遺伝子活性のon/off変化をもたらすといった、モデル実験での実証は、細
胞分化やガンなどでの基本的なメカニズムの解明に今後寄与するものと大いに期待される。高分子混雑溶液での
ミクロ相分離により、DNAや骨格タンパクが液滴内に自発的に取り込まれるといった発見は、人工細胞モデルの
研究に貢献すると考えられる。さらに、生命の起源などとの関連でも重要な意義がある。多細胞系での空間的組
織化が、水/水相分離と直接関連するといった今回の研究での発見は、生物の発生、成長の基本的なメカニズム
の解明にも寄与するものと期待される。今後、医学や生命科学の発展に貢献するものと思われる。

※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 
部品たる生体分子がどのような機構に基づいて自発的に集合し、適材適所に配列して生命現象
を発現しているのかといった課題が、今後に残された未解決の難問として立ちはだかっている。
この難問に迫るため、多くのパラメータを入れた数理モデル（仮想空間）での研究も近年増大し
てきている(Systems Biology)。しかしながら、コンピュータによる計算・モデル化のみでは、生
命現象を包括するこの難問解決に迫ることは極めて難しい。生命体が、地球上の実在である以上、
実空間のモデリングを通して、生命の本質・課題を問い直すことが必要となってきている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで確立されていない細胞場を模擬する実験系として、本研究グループで独自
に発展させてきた、水/水ミクロ相分離現象を活用した細胞サイズの高分子液滴を基盤とした実
験手法を用いる点で他にはない独創性および新規性をもつ。本申請で採用する高分子液滴系は、
細胞内に存在する DNAなどの生体高分子や ATPを導入させることができ、生体高分子が混雑
に存在する細胞環境を模擬する実験系として最適な特性をもつ。これまでの実験結果から、この
高分子液滴を含む水溶液にリン脂質を添加することで、細胞膜様のリン脂質膜を自発的に形成
させることに成功しており、本研究を遂行することで、細胞を特徴づける構造秩序の本質的な理
解を加速させ、生命現象の根源的な課題に対する知見が得られることが期待できる。さらに本研
究では、水/水ミクロ相分離液滴を、細胞組織体を構築する場として採用し、高分子枯渇効果
（depletion effect）を基盤とした方法論を組み合わせることにより、実空間細胞モデルの創成や
細胞集団の空間的自己組織化現象の本質に迫ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
課題 I)ゲノム DNA の高次構造転移と遺伝子活性に関して、溶液中での１分子の動的高次構造観
測を中心にして、100kbp 塩基対のサイズの長鎖 DNA の折り畳み転移特性についての実験を進め
るとともに、高次構造と転写・発現・複製の活性との関連を明らかにすることを目指す。細胞内
環境条件に加えて DNA の長さや GC 含量にも注目して、DNA のミクロ相分離構造も含めた高次構
造転移に影響を与える要因に関する実験を飛躍的に発展させる。課題 II) 細胞の実空間モデリ
ングでは、ゲノム DNA と各種タンパク質、基質を取り込み、外周をリン脂質二分子膜で安定化さ
せた、人工的モデル細胞を生成し、生細胞並みの機能を示すような実験系を創り出す。Actin-
myosin や microtubule-kinesin 系の取込による自己運動や自己変形の発現、挿入方向制御した
膜タンパク質による受容機能の発現、を可能とする実験系を構築する。課題 III) 細胞の３次
元(3D)組織体自己生成では、上皮系や間葉系の細胞を自己組織的に 3 次元配列させる実験系を
発展させる。各種培養細胞を自在に 3D 配置する手法を開発することにより、再生医療に活用可
能な細胞組織体、さらにはミニ臓器構築も視野に入れて研究を発展させる。 
 
４．研究成果 
課題 I)ゲノム DNA の高次構造転移と遺伝子活性 
ゲノム DNA の高次構造転移と遺伝子活性に関して、溶液中での１分子の動的高次構造観測を活
用し、高次構造と転写・発現・複製の活性との関連を明らかにすることを目指して研究を推進し
た。無細胞発現系を用いた実験により、一価カチオンの影響を定量的に調べた。その結果発現活
性が、Rb>K>Cs>Na≒Li 、このような順番となることを明らかにした(T. Nishio,et al., Adv. 
Biol. (2022).)。ethanol などのアルコールが発現活性を亢進させることを見出し、これが一分
子鎖観察のデータを解析することにより求めた長鎖 DNA の弾性の変化と相関していることを明
らかにしている（K. Fujino, et al., Polymers (2023).）。抗がん剤 Daunomycin などが遺伝子
活性とDNA高次構造変化に対して、特徴的な作用を示すことなども解明した(T. Nishio, et al., 
Inter. J. Mol. Sci.(2023).) 。遺伝子活性と高次構造に関して、重要な成果として、DNA 分子
鎖長の依存性を調べた研究結果が挙げられる(T. Nishio, et al., Sci. Rep. (2022).)。
Luciferase 遺伝子を組み込み、開環した線上構造の DNA を用いて、無細胞発現系を用い、遺伝
子活性の DNA 鎖長依存性を計測した結果、図 1に示すように、1.7kbp の DNA に比べ、25.7kbp の
DNA は約千倍高い発現活性を示すことを明らかにした。無細胞発現溶液中の DNA の高次構造を
AFMを用いて測定した結果を図２に示した。1.7kbpのDNAでは、短鎖であることを反映してstiff
な conformation となっているが、25.7kbp の DNA では、DNA 鎖が緩やかに凝縮し、RNA polymerase
が DNA 鎖上に偏在している傾向が確認される。このような DNA の高次構造と遺伝子活性の相関
を調べる目的で、本研究者らは、polyamine による遺伝子活性の変化を、無細胞発現系を用いて
定量的な評価を行う研究も実施している(T. Kitagawa, et al., Inter. J. Mol. Sci.(2021).)。
0.1mM 程度の polyamine は、遺伝子発現が polyamine を加えない control の実験系と比べて 4-5



５倍となり、促進効果があるこ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
倍の促進効果を示すことが明らかとなっている。そして、1mM 程度の polyamine では、遺伝子活
性が完全に阻害されることも分かっている。AFM および蛍光顕微鏡を用いた DNA 一分子観察か
ら、0.1mM 程度の polyamine では DNA は緩く凝縮した高次構造をとり、1mM 程度になると硬く凝
縮した構造となることなども明らかにして報告している。 
 
課題 II) 細胞の実空間モデリング 
水溶性の高分子混雑溶液を用い、ゲノム DNA および、リン脂質を加えて攪拌すると、DNA を自発
的に取り込み外周がリン脂質二分子膜で安定化された人工的モデル細胞が自己創生することを
明らかにした（H. Sakuta, et al., ChemBioChem （２０２０）。）。水/水ミクロ相分離液滴を生
成させるときに、微小管やキネシンを共存させると、多様な変形を示す細胞様の構造が自己組織
的に創成され、さらに液滴内に回転流を引き起こすことを見出した(図３参照；H. Sakuta, et 
al., Comm. Chem. (2023).)。さらには、ガラス細管内で水/水相分離を起こすと、規則的に配列
しサイズの揃った細胞サイズの液滴が生じることを明らかにしている。また、細胞の混雑環境が
細胞顆粒の特異的な局在化を引き起こすことを、マクロな実空間のモデル（振動盤上の粒子粒子
群の挙動）を用いて明らかにし、理論的なモデルも用い、現象の一般性を理論・実験両面から解
明してきている(M. Kuroda, et al., J. Phys. Soc. Japan (2023); C.-Y. Shew and KY, Chem. 
Phys. Lett. (2023).)。 

 
 
 
 
課題 III) 細胞の３次元(3D)組織体自己生成 
水溶性の高分子共存化、ミクロ相分離による、上皮系や間葉系の細胞が、相分離液滴の界面や内
部に選択的に取り込まれることなどを実験的に確認することができている(K. Tsumoto, et al., 
Biophys. Rev. (2020).)。さらに、細胞から取り出したミトコンドリアを、ミクロ相分離により
細胞サイズ液滴に取り込ませることが可能であることなども見出している。また、DNA やアクチ
ンなどを自発的に取り込んだ細胞サイズの液滴が細管内で規則的に配列するような自己組織化
現象を見出し研究を進展させてきている(M. Shono, et al., Sci. Rep.(2021); Small (2023); 
ACS Macro Lett. (2024).)。がん細胞の全ゲノム解析により、活性な遺伝子群の時間発展の過程
を明らかにするといった内容の研究も論文としてまとめている (M. Tsuchiya, et al., Inter. 
J. Mol. Sci.(2020).)。 

図１ 発現活性の DNA鎖長依存性。無
細胞発現系を用い、Luciferase発光強度
を計測 

図２ 無細胞発現溶液中の DNA の高次構造
（AFM観察） 

図３ 微小管とキネシンを自律的に取り込んだ水/水相分離液滴内での自発的な回転運
動 （PEG/Dextran系） 
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