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研究成果の概要（和文）：我々は、連続ハイブリダイゼーションによって集合体を形成する配列を持つ1対の化
学合成ヘアピン型核酸を作成した。試験管内実験でこの核酸対がmiRNAを起点にして集合体を形成することを確
認した。核酸対を細胞導入剤とともにHeLa細胞に加えると細胞質でmiRNAを起点にして集合体を形成した。核酸
の蛍光標識のFRETの蛍光顕微鏡観察によって観察を行った結果、細胞質内で相分離を引き起こして液滴状顆粒を
形成していた。さらに、FACSで解析すると、標的のmiR-21を過剰発現した細胞でFRET由来の強い蛍光が現れたの
に対し、miR-21の発現量が小さい細胞ではFRET由来の蛍光が弱かった。

研究成果の概要（英文）：We have created a pair of chemically synthesized hairpin nucleic acids with 
sequences that form assemblies by sequential hybridization. In vitro experiments confirmed that 
these nucleic acid pairs form aggregates starting from miRNAs. When the nucleic acid pairs were 
added to HeLa cells together with a cell transfection agent, the nucleic acid pairs formed 
aggregates in the cytoplasm starting from miRNAs. Observation by fluorescence microscopy of FRET of 
the fluorescent labeling of the nucleic acids showed that they caused phase separation in the 
cytoplasm and formed droplet-like granules. Furthermore, FACS analysis revealed that strong 
FRET-derived fluorescence appeared in cells overexpressing the target miR-21, whereas FRET-derived 
fluorescence was weak in cells with low miR-21 expression.

研究分野： 生物有機化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果として、ヘアピン型人工核酸が細胞質内で相分離を引き起こすことやその原因が自然免疫関連タ
ンパク質cGASの結合によること、さらにはその複合体形成が細胞死へ至らしめることが明らかになり、新たな部
類の核酸医薬品のタネを見つけることができた。将来的には、化学合成ヘアピン型核酸対についてさらに検討を
加えることによって他のタンパク質をトラップして効率的にノックダウンできる相分離系を作成したい。

※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 

化学合成短鎖核酸は細胞に入り込んで蓄積して集合体を作る場合がある。その集合体が一定
の濃度で結合タンパク質を呼び寄せることができれば、相分離を引き起こして液滴状顆粒を形
成すると考えられる。核酸結合性タンパク質のトラップによる「核酸不溶化」による強制的な液
滴状顆粒の形成は、核膜内膜領域の「流動性」「粘度」「屈折率」を局所的に大きく変える可能性
があるが、顆粒形成条件を含めて未知である。タンパク質の結合を伴う短鎖核酸の凝集が細胞の
物理的な機能を変える可能性が期待されており、ここで核酸の新たな物理化学的な役割を定義
づけるべきである。 

 

２．研究の目的 

これまで外来短鎖核酸を用いた核酸医薬研究では内在性核酸やタンパク質に対する結合によ
るそれらのノックダウンが短鎖核酸に期待されている。しかし、我々の研究では、短鎖核酸に対
して異なる見方、つまり、短鎖核酸を細胞内の物理的性質を制御する物質と捉えることにした。
最近の細胞内相分離の研究では、細胞内で分子集合体を形成すれば相分離液滴を容易に形成さ
れるとの指摘がある。しかし、細胞内核酸と相互作用することなしに短鎖核酸それ自身がもしく
はタンパク質との結合を介して細胞内環境で自己集合して毒性を発揮する可能性、それらが液
滴形成することによって細胞機能を変えてしまう可能性についてこれまで検討されてこなかっ
た。本研究では、これらの課題の解決を目指して種々の合成実験・反応実験・細胞実験を進める。 

 

３．研究の方法 

ハイブリダイゼーション連鎖反応（HCR）を可能にするヘアピン型核酸対を合成する。HCR 生
成物は内在性タンパク質が結合できる二重鎖配列を与える。熱力学的な二本鎖安定性を考慮す
ると、20-40塩基長が望ましい。核内に存在する分解酵素を HCRのトリガーとする直鎖上の核酸
を用いる場合には 20 塩基長、miRNA など内在短鎖核酸を HCR のトリガーとするヘアピン型の核
酸を用いる場合には 30～40 塩基長（ステム部分 7～10 塩基長×2、突出末端部 8～10塩基長、ル
ープ部分 4～10 塩基長）の核酸を設計する。自己重合しないように、少なくとも２種類の異なる
配列を用意して HCRを作成する。ここでは、miR-21を標的にしてヘアピン型核酸対を設計する。
ゲル電気泳動によってヘアピン型核酸対が集合体を形成することを確認するとともに、miR-21
過剰発現細胞へ導入して細胞内で顆粒を形成することを観察する。 
 
４．研究成果 
4－1．ヘアピン核酸対（oHPs）の設計・合成・集合体形成評価 
 我々は、miR-21への結合をきっかけに集合体を形成する一対のヘアピン型核酸oHPsをDNA/RNA
自動合成機を用いて合成した。miRNA 選択的な集合体形成には、突出末端 toehold 領域の長さの
制御が重要であり、toehold 領域の長さを種々変えた oHPsを作成して、miRNA選択性を検討した
（図 1）。その結果、toehold 塩基長が 7～8 塩基であるとき、miR-21 存在下で効率的に集合体を
形成するとともに、非存在下では集合体形成が強く抑制されることが確認された。したがって、
以降は toehold 塩基長を 7～8塩基で検討することとした。 
 

図 1 
 



4－2．集合体への cGAS の結合 
 oHPsが集合してできる長鎖二重鎖核酸に対して、細胞質内では cGASが結合することが期待さ
れる。一般的な長鎖二重鎖核酸とは異なり、集合体では一定間隔でニックや修飾が入った構造で
あるため、cGAS の結合性をゲル電気泳動を用いて確認した（図 2）。その結果、miR-21をきっか
けにして oHPs が集合体を形成することによって cGAS が集合体に結合することを確認した。一
方で、単独の oHPs には cGAS は結合しなかった。 
 

 
図 2 

 
4－3．細胞内での集合体形成と相分離 
 蛍光修飾した oHPs を用意した。oHPs が集合体形成すると、蛍光色素間で FRET を生じるよう
に設計されている。この oHPs を細胞導入剤を用いて細胞に取り込ませた。その結果、miR-21を
過剰発現する HeLa 細胞の細胞質に FRET由来の斑点が蛍光顕微鏡で観察された（図 3）。これは、
核酸集合体に cGAS が結合することによって電荷が中和されてできた相分離液滴だと考えられる。
一方、miR-21 の発現が小さい HEK293T細胞に同様の実験を行うと、FRET由来の蛍光を示す相分
離液滴の増加は観察されず、集合体形成は進んでいないことが確認された。oHPsを導入した HeLa
細胞を FACS で解析すると、スクランブル配列のヘアピン核酸を導入した場合と比べて、明らか
に蛍光発光した細胞が増加しており、miR-21 選択的な集合体形成が進んでいることが示された
（図 4）。さらに、miR-21 の発現が小さい HEK293T 細胞に比べて miR-21 が過剰に発現している
HeLa細胞や、MM231細胞、A549細胞で FRET由来の強い蛍光が現れた。 
 

図 3 
 
 
 



 

図 4 
 
以上のように、短鎖核酸の機能に対する我々の新たな視点の提示は革新的な核酸医薬を生み

出すためのカギになるだろう。これらの知見は、核酸医薬をはじめとする医薬品の設計の発想の
転換に大いに寄与するに違いない。我々の新技術と新発見がサイエンスへ貢献するだけでなく
医薬イノベーションへの爆発的な発展に貢献することを期待したい。 
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