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研究成果の概要（和文）：ナノテクノロジー分野で活用されている水和イオン液体（リン酸二水素型コリン）である超
高塩濃度環境および細胞内の細胞小器官などで混み合った環境を模倣した超クラウディング環境などの極限環境下にお
ける核酸構造安定性を定量的に解析した。
超高塩濃度環境下では、二重鎖のワトソン・クリック塩基対の安定性が生化学実験の標準溶液とは逆転するなど、核酸
の挙動は全く異なった。さらにその原因は溶液中のカチオン（コリンイオン）のグルーブ部位などの特異的な結合によ
ることが示された。一方で、超クラウディング環境における安定性の変化は、溶液の水の活量の低下によって、核酸の
水和構造が影響を受けることが原因であると推察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the DNA and RNA behavior under ultimate environments such as ionic
 liquid and molecular crowding conditions.
 We estimated the stability for DNA duplexes with Watson-Crick base pairs in a hydrated ionic liquid (IL) 
of choline dihydrogen phosphate (choline dhp), because hydrated ILs are green solvents and useful for nano
technology. Our quantitative analysis demonstrated that A-T base pairs are more stable than G-C base pairs
 in the choline dhp. This is the reverse of base pair stabilities of DNA duplexes in buffered NaCl solutio
n. Moreover, our molecular dynamics simulations revealed the mechanism underlying this difference. In cont
rast, we investigated the effect of molecular crowding induced by cosolutes on the stabilities of nucleic 
acids: Cosolutes change the water activity of solution and perturb the water binding to nucleic acids. The
 DNA and RNA behavior under ultimate environments will be useful in the design of oligonucleotides for use
 in nanomaterials.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

リボザイム（デオキシリボザイム）、リボス
イッチなど、自立的または外部刺激に応答し
て機能を発揮する多くの機能性核酸が発見
されている。この核酸の優れた機能に着目し、
機能性核酸を細胞内で遺伝子発現を制御す
るための材料や、細胞外でセンサーやコンピ
ューターの論理素子などを構築する材料と
して活用する試みが、現在、行われている。
これらの核酸は高次構造を形成することで
機能を発揮する。例えば、長鎖の１本鎖 RNA

は、分子内で二重鎖を形成し、この二重鎖が
折り畳まって、高次構造を形成する。二重鎖
部位は主に、ワトソン・クリック(Ｗ・Ｃ) 塩
基対によって形成されるが、ミスマッチ、ル
ープ構造、ダングリングエンドなどの非Ｗ・
Ｃ塩基対も多く含まれる。そのため、核酸の
機能を材料として活用するためには、W・C

塩基対と非 W・C 塩基対の安定性を加味し、
核酸の一次配列から高次構造を正確に予測
する技術が求められている。これまで、I. 

Tinoco, Jr.らによって、Ｗ・Ｃ塩基対および非
Ｗ・Ｃ塩基対部位の安定性に関するデータベ
ースが構築されている (I. Tinoco, Jr. et al., J. 

Mol. Biol., 86, 843 (1974) など)。このデータベ
ースは、世界標準化している核酸の高次構造
予測プログラムの根幹をなしている。しかし、
既存の予測プログラムは、生化学的な実験が
行われる標準溶液 (1 M NaCl 溶液) 中で得ら
れたパラメータを用いているため、細胞内環
境や核酸をテクノロジーとして使う環境で
の核酸構造としばしば一致しないことが報
告され始めている。 

機能性核酸が活用される環境は、既存のデ
ータベースが構築された標準環境とは全く
異なる非標準的な“極限環境”である。具体
的には、細胞内は多様な生命分子が可溶物や
不溶物として混在して込み入った“超クラウ
ディング環境”である（図 1a）。我々は、この
ような環境が核酸高次構造を大きく変化さ
せ る こ と を 明 ら か に し て き た （ H. 

Tateishi-Karimata et al., Curr. Protoc. Nucleic 
Acid Chem., 7, 7.19 (2013) など。以降、申
請者の論文は著者名を省略して記載する)。一

方で、核酸を細胞外で活用する際は、2 種類
の極限環境を考慮する必要がある。まず、1

点目として DNA を使ってセンシングなどを
行う際には、DNA はセンサーチップなどの基
板やナノ粒子上に固定化されており、基板ま

たはナノ粒子表面では、固定化された核酸そ
のものによって込み合った超クラウディン
グ環境であり、この環境も核酸の構造に大き
く影響を及ぼす。例えば、基板近傍の核酸濃
度は数 mM という超高濃度であり（標準溶液
では数M 程度）、このような環境では、DNA

の構造の Folding が溶液環境と全く異なる
（Chem Lett, 2011, 4 など)。2 点目としては、
核酸を材料として活用する際の“溶媒”によ
り誘起される極限環境である。具体的には、
不揮発、不燃の特性を持つため、安全性や環
境に優しい点で優れた“Green” solvent として
ナノテクノロジー分野で活用されているイ
オン液体や水和イオン液体（イオン液体に少
20 wt%以下の水を加えた液体）の “超高塩
濃度環境”である(図 1b)。生体分子をナノテ
クノロジーに活用することも生分解性の観
点から“Green”であると考えられているが、超
高塩濃度環境は、生体分子を失活させること
が危惧されていた。高塩濃度環境下での生体
分子（特に核酸）の構造が予測できれば材料
として生体分子を活用する際に簡便な分子
設計が可能となる。しかし、負電荷をもつ核
酸のイオン液体中の相互作用は複雑である
ため、定量的な相互作用パラメータは全く明
らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、極限環境下における核酸の構造
安定性を予測するためのデータを蓄積する
ことを目指す。そのために、(a) 試験管内で
構築した擬似細胞内環境中、およびナノ粒子
上の“超クラウディング環境”及びイオン液
体中の“超高塩濃度環境”を構築する。そし
て、これらの環境下における核酸高次構造安
定性を定量的に解析する。さらに、 (b) 極
限環境を溶液の物性の観点から評価し、極限
環境下での核酸構造安定性が変化する機構
を物理化学的観点から解明する。これらの知
見をデータベース化すれば、機能性核酸の分
子設計に活用でき、問題点をフィードバック
させながらより精度の高い核酸高次構造予
測のツールが開発できると期待できる。 

 

３．研究の方法 

1) 評価対象の核酸の選択  

極限環境の効果を定量的に解析するために、
一本鎖から各構造への遷移が二状態遷移で
ある核酸構造（二重鎖、三重鎖、四重鎖など）
を評価対象とした。さらに、高次構造形成に
おいて重要なミスマッチ構造にも着目した。
長鎖の核酸を用いるとミスマッチ部位のみ
の影響を評価することは困難であるため、こ
れまで一本鎖から二重鎖への遷移が二状態
遷移であると報告されている 9 塩基対の
DNA 及び RNA 鎖を用いた。 

2) 極限環境の構築  

[1] 細胞内の超クラウディング環境は、核酸
と直接相互作用しないポリエチレングリコ
ールや Ficoll と核酸の水和圏と相互作用する

 
 
図 1．超極限環境の例。（a）細胞内やチップ基板及びナ
ノ粒子上の超クラウディング環境。（ｂ）イオン液体中の

超高塩濃度環境 



グリセロールなど 20～80 wt%を標準溶液
（0.1~1 M NaCl 緩衝溶液）に添加することで
構築する（図 2）。これまでの一般的なクラウ
ディングの研究では、細胞内が 40 wt%までの
クラウディング環境であるため、10～40 wt％
のクラウディング分子共存下で実験が行わ
れてきた。本研究ではこれまでの研究をさら
に拡張して、共存溶質が溶解する極限の約 80 

wt%まで溶液に共存溶質を添加した環境下で
実験を行った。 [2] 超高塩濃度環境はナノ
テクノロジーへの応用を考慮して、DNA を長
期間安定に保存できるという報告があるリ
ン酸二水素コリン（Choline dhp）からなるイ
オン液体（D. R. MacFrlane et. al,  Angew. 

Chem. Int. Ed. 49, 1631(2010)） を用いた。 

 

3) DNA 構造に及ぼすイオン液体の効果のエ
ネルギー的評価   

極限環境下での核酸高次構造形成エネルギ
ーを熱力学的手法により算出する。具体的な
実験法として、まず、紫外可視分光光度計、
円二色性分散計により、核酸構造の融解曲線
を測定する。そして、この融解曲線から、核
酸二重鎖の熱力学的パラメータを算出する。
これらの知見を基に、極限環境が DNA 及び
RNA 構造に及ぼす影響をエネルギー的（Δ
H

o、ΔS
o、ΔG

o
37）に議論する。 

4) 溶液の物性変化 

溶液の物理化学的パラメータ（水や溶質の活
量、誘電率、粘性、表面張力など）を測定し、
標準溶液と比較する。そして、溶液のどの物
性変化がDNA及びRNAに及ぼす影響が一番
大きいのかを比較し、極限環境の物性と核酸
構造の安定性変化の相関関係を模索した。 

5) 核酸とイオン液体の結合評価  

核酸は負電荷の高分子であるため、溶液中の
カチオンと結合する。この結合は核酸構造の
安定性に大きく寄与しているが、このカチオ

ンの結合数やカチオンとの親和性は核酸構
造によって大きく異なる。（J. Am. Chem. Soc., 

2006, 128, 7957, Bull. Chem. Soc. Jpn., 80, 1987 

(2007)）。イオン液体中のカチオンの核酸への
結合を積もり、標準溶液（NaCl）溶液中に含
まれるカチオン（ナトリウムイオン）の核酸
に結合様式の違いについて熱力学的手法に
より解析した。カチオンと核酸構造の相互作
用を微視的に明らかにするために、in silico

での分子動力学計算によってカチオン-核酸
の相互作用を解析した。分子動力学計算は、
AMBER12 software package を用いて行い、力
場は AMBERff03.r1 force field を用いた。 

 

４．研究成果 

本研究では核酸を材料として活用する際の
分子環境である細胞内やチップ基板上の“超
クラウディング環境”やイオン液体中の“超
高塩濃度環境”などの“極限環境”が核酸に
及ぼす効果を解析した。 

(1) 核酸構造に及ぼす“超クラウディング環
境”の効果 

核酸と直接相互作用しないポリエチレン
グリコールや多糖等の共存溶質や核酸の水
和圏と相互作用するグリセロール等の共存
溶質 20～50 wt%を標準溶液（1 M NaCl 緩衝
溶液）に添加し、細胞内の超クラウディング
環境を構築した。この環境下における DNA

及び RNA 二重鎖のワトソン・クリック塩基
対やミスマッチなどの非塩基対部位に及ぼ
す超クラウディング環境の効果を解析した
結果、分子クラウディング環境における塩基
対部位の安定性は、塩基対部位の水和構造に
よって決定されていることを見出した
（Biophys. J., 102, 2808 (2012)）。 

さらに分子クラウディング環境下におい
て抗がん剤となるリガンドと DNA 四重鎖構
造の結合を見積もった結果、リガンドの電荷
や水和構造よって種々の分子クラウディン
グ環境下において四重鎖とリガンドの結合
能が大きく異なることを見出した（Methods, 
64, 19 (2013)）。また、細胞表面に DNA を
固定化し、DNA 二重鎖形成速度を測定した
結果、標準溶液中と比較して、細胞表面上で
は二重差の形成速度が低下し、低下の度合い
は二重鎖の DNA 配列によって異なることを
見出した（Chem. Commun., 49, 8444 (2013)）。
さらに、転写過程において、鋳型 DNA 中に
形成される DNA 高次構造によって転写が中
断されるが、転写の中断を分子クラウディン
グ環境下における核酸高次構造形成エネル
ギーから予測できることも見出した（PLoS 

ONE, 9, e90580 (2014)）。これらの研究成果を
踏まえて、分子クラウディング環境における
核酸の挙動を決める因子は、溶液の水の活量
の添加に伴う核酸の水和状態に起因するこ
とが推察された（Curr. Protoc. Nucleic Acid 
Chem., 7, 7.19 (2013)、Methods, 67, 151 (2014)）。 

(2) 核酸構造に及ぼす“超高塩濃度環境”の
効果 

 

図 2. (a) クラウディング分子と(b)イオン液体の化

学構造 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23562626


①核酸構造に及ぼす“超高塩濃度環境”の効
果の熱力学的解析 

ナノテクノロジー分野での活用が期待され
ているイオン液体による超高塩濃度環境を
構築し、核酸二重鎖構造に及ぼす影響を解析
した。その結果、標準溶液である NaCl 水溶
液と Choline dhp 中において自己相補的な
DNA 二重鎖で A-T 塩基対から成る Ds1

（5’-A3TATAT3-3’）及び G-C 塩基対からなる
Ds2（5’-G3CGCGC3-3’）の UV 融解挙動を測
定した。その結果、NaCl 水溶液中における 5 

M Ds1 及び Ds2 の融解温度は、17.4、61.1℃
となった (図 3a)。一方、Choline dhp 中の融
解温度は ODN1及び ODN2でそれぞれ、37.7、
33.1 となり(図 3b)、Choline dhp 中では、A-T

塩基対の方が G-C 塩基対よりも安定である
ことが示された（Angew. Chem. Int. Ed., 51, 

1416 (2012) [裏表紙に掲載、WILEY、Hot topic

に選出]、朝日新聞に掲載）。さらに、これら
の溶液条件下における二重鎖形成に伴う熱
力学的パラメータを算出した結果、水和イオ
ン液体中における DNA 二重鎖安定性の変化
はエンタルピー変化に由来するとことが示
された。 

 

三重鎖の構造は W・C 塩基対と H 塩基対
によって形成される（図 4a 及び 4b）。標準水
溶液において G*C 塩基対（H 塩基対を*で表
す）は非常に不安定であるため、G*C 塩基対
の含有量が増加すると H 塩基対は形成され
ない。まず、G*C 含有量の異なる 30 M DNA

三重鎖 [Ts1、Ts2、Ts3 (図 4c)] の 260 nm

における UV 融解挙動を測定した。標準溶液
である NaCl 溶液における Tmの値は、Ts1：
39.4、Ts2：14.5 及び 48.1、Ts3：51.6℃となっ
た（図 5a）。H 塩基対の解離を確認するため
に 295 nm における UV 融解挙動も測定した
結果、Ts1 および Ts2 において H 塩基対の解
離に由来する融解挙動が観測され、これらの
Tm 値は、Ts1：38.8、Ts2：15.0℃となった。
Ts3 では H 塩基対由来の融解挙動は観測され
なかった。このことから、三重鎖の解離にお
いて Ts1 は W・C 塩基対が同時に解離し、Ts2

では H 塩基対が解離したのち W・C 塩基対が
解離し、Ts3 では H 塩基対の形成は確認され
ないほど不安定であるため W・C 塩基対のみ
解離していることがわかった。一方で、choline 

dhp 溶液中では、すべての三重鎖において
W・C塩基対と H塩基対が同時に解離した（図
5b）。これらの結果より、choline dhp 中では H

塩基対が W・C 塩基対と同程度までが安定化
されることがわかった。さらに、choline dhp

中における三重鎖構造形成時の熱力学的パ
ラメータを算出した結果、choline dhp 中にお
ける三重鎖構造の安定化も、三重鎖構造形成
時のエンタルピー変化に由来した。 

②カチオンと核酸構造の相互作用解析 

Choline dhp 中における核酸構造の安定化機
構を解析するために、choline dhp 中で安定化
した A-T 塩基対を持つ DNA 二重鎖 Ds3

（5’-A10-3’/5’-T10-3’）および Ts1 をナトリウ
ムイオン及びコリンイオン共存下において
20 ns の分子動力学計算を行った。分子動力学
計算の trajectory のうち 15~20 ns の 25000 枚

 

図 3.  5  M DNA 二重鎖(Ds1 [実線]、Ds2 [破線])の融

解挙動、 (a) NaCl 溶液及び (b) choline dhp 溶液。 

 
 

図 6. 分子動力学計算によって予測された DNA 二重鎖

Ds3 周辺の (a) ナトリウムイオン、(b) コリンイオンの分

布（青色）。DNA 二重鎖を灰色で示す。黄色の破線は特に

コリンイオンが集積した部分を示す。 

 

図 4.  DNA三重鎖の(a) トリプレット及び (b) 全体構

造内のグルーブの名称。 (c) DNA 三重鎖の配列と名

称。 

 

 

図 5. 30 M DNA 三重鎖 Ts1 (青)、Ts2 (緑)、Ts3 (赤)

の UV 融解挙動。測定は、50 mM Tris (pH 7.0), 1 mM 

Na2EDTA, (a) 4 M NaCl または (b) 4 M choline dhp 溶液

中で行われた。グラフ内に各融解挙動から算出された融

解温度（Tm）値を示す。 



の snap shotsからDs3から 3.5Å以内に存在し
たカチオンを抽出し、青色の点で図示した
（図 6）。その結果、Ds3 近傍にはナトリウム
イオンよりコリンイオンが多く集積した。特
に minor groove 内にコリンイオンが多く集積
していた（図 6b、黄色の破線内）（J. Phys. 

Chem. B., 118, 379 (2014)）。 

さらに Ts1 に関しても同様の解析を行った。
ナトリウムイオン共存下では、Ts1 の骨格の
近傍に灰色の点が集積し、リン酸基の負電荷
を遮蔽するようにナトリウムイオンは Ts1 に
結合していることが推察された（図 7a）。 

 

一方で、コリンイオン共存下では、灰色の点
は骨格近傍だけでなく、三重鎖の groove 部位
（特に Major-part of major [Ma-major] groove

及び Minor groove）に集積し、コリンイオン
はリン酸基のみならず groove 部位に結合す
ることがわかった（図 7b、赤色矢印）。コリ
ンイオンの Ts1 への結合を詳細に解析するた
めに、20 ns後の snap shotから Ts1のMa-major 

groove 及び Minor groove に結合したコリンイ
オンを解析した。その結果、コリンイオンが
水酸基などを介して三重鎖の groove を形成
する塩基や糖と水素結合を形成し、三重鎖の
grooveへはまり込みようにコリンイオンが結
合することが示された。このようなコリンイ
オンの結合は、choline dhp 中で安定化される
A-T 塩基対から成る DNA 二重鎖でもみられ
たことから、コリンイオンの部位特異的な結
合が DNA の全体構造を安定化させているこ
とが示された。（Sci. Rep., 4, 3593 (2014)、日
刊工業新聞に掲載）。 

 

以上、本研究結果から、“超クラウディング
環境”下では核酸の水和状態が、核酸構造安
定性やリガンドとの親和性を決める重要な
因子であり、choline dhp から成る “超高塩濃
度環境”では、コリンイオンと核酸の部位特
異的な結合が核酸構造の安定性を決めるこ
とが示された。 
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