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研究成果の概要（和文）：グアニン塩基に富む核酸が形成する４重鎖構造は、タンパク質性のイ

オンチャネルと類似した構造を有している。ジャイアントリポソームに４重鎖核酸を埋め込み、

リポソーム内のカリウムイオン濃度を蛍光指示薬で追跡した。また４重鎖核酸とプトロンイオ

ノフォアをカップルさせたリポソームを調製し、リポソーム内の pH を蛍光指示薬で追跡した。

両実験から４重鎖核酸がチャネルとして機能している可能性が示唆された。また４重鎖核酸の

活用という観点から派生・発展した項目として、同核酸の抗プリオン活性とその構造学的基盤

の解明、及び同核酸を核酸酵素のスイッチング素子として活用する事に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：The structure of a DNA/RNA quadruplex resembles that of an 
ion-channel. We tested if the quadruplex functions as an ion-channel. The quadruplex was 
embedded into liposome and a flow of ions was examined using fluorescent indicators. The 
results suggested that the quadruplex could function as an ion-channel. We also succeeded 
to elucidate the structural basis of the quadruplex as an anti-prion agent. The quadruplex 
was also utilized to switch the activity of a ribozyme. 
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１．研究開始当初の背景 

片 平 等 は d(GGAGGAGGAGGA) 及 び
r(GGAGGAGGAGGA)が、カリウムイオン非存在
下では 1 本鎖の伸びた状態にあるが、カリウ
ムイオンを添加すると４重鎖を形成してコ
ンパクトな状態になる事を世界で初めて見
出 し た (J. Mol. Biol.,2001; 
J.Mol.Biol.,2002; J.Biol.Chem.,2003; 
Nucleic Acids Res.,2009)。また申請者はこ
れ以外にも、ヒトのテロメア DNA が形成する
特異な４重鎖核酸構造等も決定してきた
(FEBS,2007)。４重鎖構造中では、カリウム

イオン等がグアニン塩基のカルボニル酸素
との配位結合を介してキレートされている
(図１左)。この姿が、タンパク質性のイオン
チャネルおいてイオンがアミノ酸残基との
結合を介してキレーとされているのと酷似
している事に気付いた。そして４重鎖核酸を
膜に埋め込めば、核酸性のイオンチャネルと
して動作するのではないかと思い至った(図
1 右)。核酸でイオンチャネルを創製しようと
いう試みは、これが世界初のものである。 
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２．研究の目的 

グアニン塩基に富む配列からなる核酸
(DNA 及び RNA)は、生理的な濃度のカリウム
イオン等の存在下で、４重鎖構造を形成する。
この４重鎖構造は、イオンの結合という観点
から見ると、タンパク質性のイオンチャネル
と類似した分子構造を有している。そこで本
研究では、４重鎖構造を形成した核酸を膜に
埋め込む事で、核酸で構成された人工のイオ
ンチャネルを創製する事を目指す。 

 
３．研究の方法 

４重鎖核酸をリポソームに組み込み、この
核酸を介したイオンの流出が生じるのかを、
以下の２つの検出系によって独立に検証す
る。 
(1) 第一の検出系では、ジャイアントリポ
ソーム内にカリウムイオンと蛍光性のイオ
ン指示薬を封入する。リポソームの２重膜に
組み込まれた核酸４重鎖がイオンチャネル
として機能すれば、イオンが流出してリポソ
ーム内部の蛍光強度の減少が観測されるは
ずである。これを蛍光顕微鏡で調べる。 
 

(2) 第二の検出系では、通常型リポソームの
内液のカリウムイオン及び pH を、外液より
高くしたものを調製する。ここにプロトンイ
オノフォアを添加すると、リポソームの２重
膜に組み込まれた核酸４重鎖がイオンチャ
ネルとして機能すれば、カリウムイオンの流
出とプロトンの流入がカップルして生じ、内
液の pH が下がるはずである(図 2)。蛍光性の
pH 指示薬を内液に封入しておき、蛍光分光器
を用いてこのような pH 変化が生じるのかを
調べる。 

 
４．研究成果 
(1) カリウムイオン、カルシウムイオン等を
キレートする事で 4重鎖構造を形成する事が
確認されている 3種類の核酸を調製した。ま
たリン脂質にコレステロールを少量加えた
ものを真空引きによってフィルム化し、その
後水和する事によって、ジャイアントリポソ
ームを調製した。そして水和の際に 4重鎖核
酸を共存させる事で、4 重鎖核酸をジャイア
ントリポソームの２重膜に組み込む事を行
った。ジャイアントリポソーム内にはカリウ
ムイオンとその蛍光指示薬を封入した。蛍光
顕微鏡でジャイアントリポソームの内部を、
時間を追って観察したところ、リポソーム内
部の蛍光強度の減少が観測された。これより
4 重鎖核酸がチャネルとして機能して、イオ
ンの流出が生じた事が示唆された。 
 
(2) 次に通常サイズのリポソームにカリウ
ムイオン及び外液より高いｐＨの水溶液を
封入し、ここにプロトンイオノフォアを添加

した。４重鎖核酸がイオンチャネルとして機
能すれば、リポソーム内外の濃度の差に起因
して、カリウムイオンの流出とプロトンの流
入が同時に生じ、リポソーム内のｐＨは下が
るはずである(図 2)。リポソームに蛍光性ｐ
Ｈ指示薬(HPTS)も封入する事で、上記の現象
を蛍光強度の変化として、蛍光分光器で検出
した。その結果予想した通りの pH の低下が
観測された。即ちこの系によっても、４重鎖
核酸がイオンチャネルとして機能する事が
強く示唆された。 
 
(3)４重鎖核酸の活用という観点から派生・
発展した項目として、４重鎖核酸の抗プリオ
ン活性とその構造学的基盤を解明する事に
成功した。 
 
(4) 同観点から派生・発展した項目として、
４重鎖核酸を核酸酵素(リボザイム)のスイ
ッチング素子として活用する事にも成功し
た。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 (左)核酸の４重鎖構造. カリウムイオ
ンが、上下計 8 個のグアニン塩基のカルボ
ニル酸素との配位結合によってキレートさ
れている. そして中央部において, カリウ
ムイオンが複数個連なっている. (右)核酸
４重鎖を膜に組み込み,イオンチャネルと
しての応用する模式図. 
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