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研究成果の概要（和文）：Non-B DNAの代表的構造であるi- motifとG-四重鎖の構造安定性と構造変化のダイナミクス
を解明し、ナノ生命工学への応用するためにi- motifとG-四重鎖中の電荷分離を研究した。その結果、i- motif四重鎖
がワイヤ（電子キャリア）として有用であり、G-四重鎖のG-カルテットの優れた正孔捕獲能によって効率的に進行する
ことを見出し、G-四重鎖のG-カルテットが、G一つや2・3つ連続したGより低い酸化電位を有するがわかった。更に、DN
Aの相同組換えを触媒するタンパク質RecAに注目し、ヒトテロメア配列との相互作用をバルクレベル、単一分子レベル
の両面から明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The charge transfer in i-motif and G-quadruplex DNA, which have a tetraplex 
structure, has been investigated by various time-resolved spectroscopies. The result showed that i-motif 
and G-quadruplex DNA can act as a good electron carrier or hole captor in DNA-based electronic devices.
Meanwhile, the RecA@ssDNA filament, which is formed by the interaction between RecA protein and G-rich 
sequence, was dissociated by the addition of K+ ions and the dissociated G-rich sequence was quickly 
folded to G-quadruplex structure. The conformation of G-quadruplex is converged to the specific 
G-quadruplex with one double-chain-reversal loop upon association of RecA protein. Furthermore, I found 
that the folding reaction of G-rich sequence (37htel) may undergo with two-state mechanism without any 
detectable intermediate and that the global structureis still occurring even after the formation of a 
secondary structure.

研究分野： Biophysics
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１．研究開始当初の背景 
最近、希釈溶液（in vitro）で生体分子のダ
イナミクスの研究結果をもとに、それらの細
胞内で起こる構造変化と機能について類推
してきたのとは異なり、細胞内で直接に生体
分子のダイナミクスを研究したり、細胞内と
できるだけ同じような環境を構築した分子
crowding 状態での研究が活発に展開されて
いる。細胞内は核酸、タンパク質、および様々
な高分子の代謝物質が、比較的高濃度で存在
し、その濃度は約 400g /l であり、これらの
生体分子が占める体積は細胞全体の 20－
40％程度で、様々な分子が共存している。こ
のような様々な分子の高密度の共存状態を
意味する分子 crowding 状態で起こる分子の
構造変化やダイナミクスは、希釈溶液（in 
vitro）での観測される分子の挙動とは全く
異なると報告されている。 しかし、 生体分
子の構造と安定性に対する分子 crowding 効
果は解明されておらず、さらに詳細な研究が
必要である。 
２．研究の目的 
細胞内では核酸、蛋白質などの様々な物質が
高濃度で存在し、その濃度は約 400g / l で
あり、それらが細胞内で占める体積は細胞全
体の 20〜40％程度で、様々な分子が共存する
（分子 crowding 状態）。そのため、分子
crowding 状態で起こる分子の構造変化やダ
イナミクスは、希釈溶液（in vitro）で観察
される分子の挙動とは全く違う。したがって、
より複雑な生命現象全体を正確に究明する
ためには、細胞内で生体分子の構造変化やダ
イナミクスの研究が非常に重要である。本研
究では、様々なレーザー分光システムと高い
空間と時間分解能を持つ共焦点蛍光顕微鏡
を利用して分子の crowding 状態（in vitro）
と細胞内（in vivo）での non-B DNA（i-motif
と Z-DNA）の構造変化のダイナミクスを研究
する。 
３．研究の方法 
本研究では、様々なレーザー分光法（蛍光、
円偏光二色性（CD）、transient absorption、
etc）を使用して、non-B DNA の構造変化のダ
イナミクスを in vitro の分子 crowding 状態
での研究と高空間分解能（数 nm〜数十 nm）
と時間分解能（<50 ps）を備えた共焦点蛍光
顕微鏡を用いた細胞内での研究を行う。平成
24年度には、分子 crowding 状態で、non-B DNA
の代表的構造の一つであるi-motif四重体構
造の安定性と構造変化のダイナミクスを研
究して得られた結果をもとに細胞内での
i-motif 四重体存在の可能性と構造変化ダイ
ナミクスを解明する。平成 25 年度 fast 
mixing が搭載された単一分子分光装置を使
用して B-DNA から Z-DNA への構造変化を明ら
かにする。 
４．研究成果 

Non-B DNA の代表的構造である i- motif
と G-四重鎖の構造安定性と構造変化のダイ
ナミクスを解明し、ナノ生命工学への応用す

るために i- motif と G-四重鎖中の電荷分離
を研究した。その結果、テロメア配列である
d（5-(CCCTAA)2CCC-

PyUAA-CCC-AQU-3）)の DNA 
22-mer 一本鎖中に、ピレン(Py)とアントラキ
ノン(AQ)をそれぞれ電子供与体(D)と電子受
容体(A)として修飾し、二重らせん構造の DNA 
と i-motif四重体での光誘起電子移動を観察
したところ、前者では Dと A間の電子移動が
起こらないが、i-motif 四重体では電子移動
が速く効率的に起こった。これは、i- motif
四重鎖がワイヤ（電子キャリア）として有用
であることを示す。 

グアニン(G)を多く含む G-四重鎖にリボ
フラビンを修飾し、リボフラビンと G塩基間
の電荷分離が、平面構造を有する G-カルテッ
トの優れた正孔捕獲能によって効率的に進
行することを見出し、G-四重鎖の G-カルテッ
トが、G一つや 2・3つ連続した Gより低い酸
化電位を有するがわかった。この結果は G-
四重鎖ワイヤの開発につながる。 

更に、DNA の相同組換えを触媒するタン
パク質 RecA に注目し、ヒトテロメア配列と
の相互作用をバルクレベル、単一分子レベル
の両面からしらべた。RecA@G-四重鎖複合体
の形成が示唆された。さらに、RecA の G-四
重鎖への結合に関する FRET 効率の Job plot
から、G-四重鎖 1 つに対して RecA が 2 つ結
合することが示された。RecA１つは DNA の 3
塩基に対して結合し、DNA に巻きつくように
連なることで螺旋状のフィラメントを形成
す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、
Cy3-25htel-Cy5 に RecA を添加して RecA@単
鎖 DNA複合体を形成させた後にK+を加えたと
ころ、Cy3-25htel-Cy5 は G-四重鎖を形成す
ることが分かった。このことは K+存在下にお
いて、RecA@単鎖 DNA 複合体より G-四重鎖の
方がより形成されやすいことを示す。また、
このときの遷移濃度は~11 mM であった。 
  次に、RecA@G-四重鎖の形成を単一分子
レベルで確認するため、共焦点蛍光顕微鏡を
用いて FRET 測定を行った(図 3)。今回用い
た 25htel は K+存在下において G-四重鎖は 2
種類の構造(major体とminor体)をとること
が報告されているが 5、FRET 効率の統計分布
からもその 2種類の構造が確認された。しか
し、興味深いことに、これに RecA を添加す
ると FRET 効率 0.86 を示す minor 体が消え
(major 体に変化)、major 体だけになった。
この結果は、RecA の G-四重鎖への結合が G-
四重鎖の構造変化を誘起し、major 体の G-
四重鎖との複合体を形成することを示唆し
ている。 さらに、FCS 測定によって RecA@G-
四重鎖の流体力学半径を求めたところ(図
４)、その大きさはG-四重鎖の1.5倍であり、
G-四重鎖が RecA と複合体を形成することを
示している。ただし、1.5 倍は質量変化に基
づく理論値(2.1 倍)よりも小さく、これは電
荷分布あるいは構造の変化によると考えら
れる。 
  以上の結果より、あらかじめ RecA@単鎖



DNA を形成しておいた状態からでも K+によっ
てヒトテロメア配列が G-四重鎖を形成する
ことから、K+存在下においては G-四重鎖構造
がより有利な構造であることが示された。さ
らに、ヒトテロメア配列における G-四重鎖は
RecA２つと結合して複合体を形成し、その G-
四重鎖は特異的にmajor体構造をとることが
明らかになった。 

一方、ヒトテロメア鎖が in vitro で形
成する G四重鎖の構造に関して、これまで主
に 4つの GGG配列を含む 22～26mer のヒトテ
ロメア鎖を対象とした研究が多く行われて
きたが、GGG 配列 5 つ以上のヒトテロメア鎖
でのG四重鎖形成とその構造についてはあま
り知られていない。ヒトテロメア 3’末端で
は TTAGGG の繰り返しが 150 塩基以上続くた
め、理論的にはどの位置でも G四重鎖を形成
しうるが、実際にどの位置で優先的に形成さ
れるかは明確でない。また、このような比較
的長鎖のヒトテロメア鎖が形成するG四重鎖
の構造多様性についてもほとんど知られて
いない。 
 これらを明らかにするため、我々は各種分
光学的手法によって GGG配列を 6つ含むヒト
テロメア鎖のK+存在下でのG四重鎖形成に関
する研究をおこなった。まず観測対象として
蛍 光 標 識 単 鎖
DNA(3’-FAM-TAGGG(TTAGGG)5TT-TAMRA-5’, 
37htel)と、その一部の Gをイノシン(I)に置
換した単鎖 DNA を合成した。GGG の中心の G
を Iに置き換えた GIG連続配列は G四重鎖形
成の構成要員でなくなるため、形成しうる G
四重鎖の種類を減らすことができる。これを
利用してそれぞれ主に 1つの G四重鎖を形成
するように設計した 5種類の G-I置換ヒトテ
ロメア配列と 37htel を熱力学的に解析する
ことによって、比較的長鎖のヒトテロメア鎖
のK+存在下における構造と安定性を明らかに
した。 
しかし、研究目的である細胞内（in vivo）

での non-B DNA の構造変化のダイナミクスに
対する研究はできなかった。 
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