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研究成果の概要（和文）：  
 
多くの蛋白質や核酸が立体構造を形成する過程では、分子内の様々な相互作用が段階的に効率
よく形成されており、分子内の 2 点間が衝突する運動は生体分子の複雑な構造形成における最
も基礎的な過程であるといえる。特定の構造をとらないペプチド内の衝突速度はよく調べられ
ているが、核酸内の衝突速度に関する研究はあまり進んでいない。そこで本研究では、DNA
および RNA の両末端間の衝突速度の塩基依存性、鎖長依存性、温度依存性を調べることを目
的とした。核酸の両末端に発光分子と消光分子を修飾し、発光寿命から発光分子と消光分子の
衝突速度を測定した。20 塩基を超える DNA の場合、比較的低温条件下ではポリアデニンのコ
ンフォメーション変化速度が両末端衝突速度に大きく寄与するものの、高温条件下ではこの寄
与が消失し、ポリチミジンと同じ速度で両端が衝突するということを明らかとした。同様の測
定を RNA についても行ったが、消光分子の有無で発光寿命に明確な差を観測できなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Formation of three dimensional structures of a protein and an oligonucleotide require stepwise formation 
of intramolecular interactions, indicating that intramolecular collision is the most essential process of 3D 
structure formation.  Although the intraolecular collision dynamics of unstructured polypeptides have 
seen extensively studied, those of oligonucleotides are limited.  Thus motivated, in this study I aimed 
to investigate the base-composition, chain-length and temperature dependences of the end-to-end 
collision rates for both oligonucleotides of DNA and RNA.  I measured the intramolecular collision 
dynamics using lifetime of a luminophore modified at the end of a oligonucleotide whose the other 
terminal was modified with a quencher.  For a DNA over 20 bases in length, conformational change of 
polyadenine contributes on the end-to-end collision dynamics at lower temperature.  At high 
temperature, however, this contribution disappears and the dynamics of polyadenine corresponds to the 
dynamics of polythymine.  A similar experiment on RNA did not exhibit clear difference of the 
luminophore lifetimes between with presence of the quencher and absence of the quencher.  
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１．研究開始当初の背景 
 

多くの蛋白質や核酸が立体構造を形成す
る過程では、分子内の様々な相互作用が段階
的に効率よく形成される。この相互作用形成
の過程を細かく見てみると、分子の内部で衝
突が非常に多く繰り返されるなかで、最終的
に分子のエネルギーが低くなる構造に落ち
着いているとみなせる。このことから、生体
分子の複雑な構造形成における最も基礎的
な過程は、分子内の 2 点間が衝突する運動で
あるといえる。 

生体関連分子の中では、特定の構造をとら
ないペプチド内の衝突速度はよく調べられ
ているが、核酸内の衝突速度に関する研究は
あまり進んでいない。これは、これまでは生
体内の重要な反応はタンパク質が司ってい
るとされていたことに起因すると考える。し
かしながら、RNA も立体構造を形成したう
えで生命活動に重要な役割を果たしている
ことが明らかとなっている。例えば、タンパ
ク質を作成するリボソーム RNA や、リボソ
ームにアミノ酸を運搬するトランスファー
RNA は生命活動に必須であり、これらはそ
の RNA 配列特異的な構造に折り畳むことで
機能している。このような重要な分子である
にもかかわらず、RNA の立体構造形成にお
ける最も基礎的な過程である、RNA 分子内
の 2 点間が衝突する運動に関する、温度依存
性や鎖長依存性といった詳細な実験報告は
なされていない。 
 
２．研究の目的 
 
RNA 分子内運動に関する詳細な実験がなさ
れない理由の一つは、構造が似ている DNA
と RNA は同じ運動性を持つと考えられてい
ることに起因していると考えられる。しかし、
これまでに構造変化における DNA と RNA
のエンタルピーとエントロピーは異なると
いう報告もされており、DNA と RNA の熱力
学的および速度論的パラメーターは異なっ
ていると考えらえる。これに加えて、実際に
生体内で両者は全く異なる構造と機能を有
しており、両者の違いがダイナミクスにある
可能性は十分にある。そこで、申請者のこれ
までの経験を生かして、一本鎖 RNA の分子
内２点間の衝突速度を調べ DNA のそれと比
較することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

まず、DNA の両末端に発光分子であるル

テニウム錯体と消光分子である DABSYL を
修飾したラベル化一本鎖 DNA（ポリチミジ
ンおよびポリアデニン）の発光寿命を測定し、
両末端間の接触速度を算出した（図 1）。 

 

 
6 から 25 塩基までの鎖長のポリアデニンお
よびポリチミジンにおいて鎖長依存性と温
度依存性を調べた。その結果、20 塩基では
57 度、25 塩基では 50 度以下では、ポリアデ
ニンのコンフォメーション変化速度が両末
端衝突速度に大きく寄与するものの、これよ
りも高温条件下ではこの寄与が消失し、ポリ
チミジンと同じ速度で両端が衝突するとい
うことが明らかとなった（図 2）。この結果は
Biophys J 誌に掲載予定である。 
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図 1 両末端が衝突する速度（kend-to-end）は，電子移

動に伴う消光過程が非常に速い場合（kd>>k-）に，発

光分子の消光速度（kq）と等しくなる。 
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図 2 ポリアデニン DNA の方がポリチミジン DNA

よりも両末端の衝突速度は遅いが、鎖長が長く、温度

が高くなると両者の違いが無くなる。 



 

 

 同様の測定を RNA についても行う際、ル
テニウム錯体と DABSYL の RNA への直接
修飾が困難であったため、ルテニウム錯体修
飾 DNA と DABSYL 修飾 DNA を RNA の両
末端にそれぞれハイブリダイズさせてルテ
ニウム錯体の発光寿命を調べた。しかし、
DABSYL修飾DNAの有無でルテニウム錯体
の発光寿命に明確な差が観測されなかった。
これはルテニウム錯体もしくは DABSYL が
DNA/RNA の二本鎖に対して親和性を持ち、
ルテニウム錯体もしくは DABSYL が衝突で
きないような状況になっていることを示唆
していた。 

そこで RNA に対するルテニウム錯体およ
び DABSYL の親和性を逆手にとり、進化分
子工学を用いてルテニウム錯体および
DABSYL に結合する RNA を選び出した。具
体的には、1013種類の RNA 配列の集団の中
から、ルテニウム錯体に結合する RNA を釣
り上げるという操作を行った。その結果、
100nM の Kd でルテニウム錯体に結合する
RNA 配列を探し出すことに成功した（図 3）。 
更に DABSYL と同等の消光分子であるメ
チルビオロゲン（MV）に対して親和性を持
つと考えられる RNA 配列の選出にも成功し
ている。今後、これらの配列を両末端にもつ
RNA を使うことで、修飾なしに RNA の運動
を調べられると考える。 

 
４．研究成果 
 
DNA の運動性における核酸依存性および温
度依存性を明らかとし、Biophys J 誌に掲載
予定である。また、RNA の運動性における
これらの依存性を調べるために、ルテニウム
錯体結合 RNA および MV 結合 RNA の選出
に成功している。今後本研究を進めることに
より、RNA の運動を詳細に調べられると期
待でき、RNA の構造形成の解明への第一歩
となるだけではなく、RNA 医療等の産業に
も波及すると考える。 
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図 3 等温滴定熱測定によって、ルテニウム錯体と結

合する RNA の Kdを 100nM と見積もった。 

図 4 MV を固定化し、RNA との結合と解離を観測し

た。結合と解離の速度から Kdは 700M 程度と予想で

きた。 
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