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研究成果の概要（和文）：円偏光二色性(CD)ストップトフローを用いて、一本鎖DNAおよびRNAが溶媒のイオン濃度や小
分子との相互作用によってどのように構 造が変化するのかを明らかにした。特にG-quadruplexを形成する配列に注目
し、溶液の条件を変えることによってグアニン塩基間の相 互作用が時間とともにどのように変化するのかや形成過程
をを明らかにした。これまでG-quadruplexと相互作用が考えられていなかったNMNなどの分子で相互作用を示唆する結
果を得た。現在、この過程における溶媒分子やイオンの核酸高分子との相互作用をシミュレーションによって再現する
ことにより明らかにしている。

研究成果の概要（英文）：Oligonucletides with a G-rich sequence can form G-quadruplex. G-quadruplex exist 
in living cells and has drawn attention as a target for gene expression control, cell division, and 
design of drugs foe cancer. The binding of ligand TMPyP4 with G-quadruplex has been extensively studied. 
TMPyP4 is well known for the telomerase inhibiter, but interaction of the TMPyP4 and G-quadruplex were 
studied by ESI-MS, NMR, FRET, and circular dichroism. Irinotecan is a drug used for the treatment of 
cancer, and prevents DNA from unwinding by inhibition of topoisomerase. We make a hyposys that irinotecan 
is interact with G-quadruplex, because irinotecan resembles TMPyP4 in action mechanism. Stopped-flow 
circular dichroism is used to characterize the assembly of complexes consisting of G-quadruplex bound to 
the ligands. In this study, the rates of each process were determined over the temperature range of 
10-50°C and activation energies were determined from the slope of Arrhenius plots.

研究分野：生物物理学

キーワード： 生命分子計算　DNA局所構造変化　G-quadruplex　DNA　RNA　円偏光二色性　ストップトフロー　分子動
力学
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１．研究開始当初の背景 
 DNAの構造は、これまでX線回折やNMRのデー

タを基に、分子動力学法によって多くの研究

が行われてきた。特に、parmbsc0 や charmm27 

等の力場を用いることにより、数マイクロ秒

にわたる比 較的長い時間のシミュレーショ

ンも可能となった。しかし、DNA が凝集や巻

き付きなど大きく変形する場合には、さらに

長い時間のシミュレーションが必要となる。

このような、長い時間をシミュレーションす

るためには、長距離間の相互作用や、最近傍

以外の対イオンの影響などを考慮した力場等

を検討しなければならない。また、タンパク

質や薬剤が DNA と相互作用するときの機序 

については、反応時間が長くなることもあり、

ほとんど調べられていない。私はこれまで、

DNA の溶液中の構造を実験的に研究し、特に

低イオン強度溶液中における DNAの挙動を詳

しく調べた。低イオン強度下では DNA や合成 

RNA は非常に屈曲性に乏しくなり剛体棒 状

に近い性質を持ち、このとき対イオンは DNA 

とともに動く。これに対して、イオン強度を

増していくと、屈曲性が現れるとともに多く

のイオンが DNA と相互作用し、イオン雰囲気

を形成し、 Manning の高分子電解質理論での

説明との一致が良くなる(Yamaoka, Tanigawa 

et al., J. Chem. Phy. 1625, 101, 1999)。

さらにイオンの価数が高いものやスペルミン

やスペルミジン等を用いると、DNA は二重鎖

構造に由来するねじれの影響が現れるように

なり、さらに、これらのイオンの濃度を高く

することにより DNA が凝集する過程につい

ても明らかにしてきた(Tanigawa et al., 

Anal. Chim. Acta, 365, 19-25, 1998)。しか

し、ここで明らかにできたのは、個々の DNA 

を調べた場合でも分子全体の平均的な力に基

づく挙動であり、1イオンの DNA 近傍の滞留

時間等の相互 作用に関する情報や、DNA 分子

内の共有結合に働く力については、まだ明ら

かにできていない。 

 

２．研究の目的 
 DNAの溶液中での挙動およびタンパク質複

合体を形成する際の挙動を（1）分子動力学を

用いた計算によるシミュレーションと（2）ス

トップトフローを用いた実験的研究を併せる

ことにより明らかにする。 

（1）分子動力学を用いた計算によるシミュレ

ーション 

 この研究では分子動力学法を用いて、これ

までの実験結果およびこの課題で実験するス

トップトフローを用いた実験結果を用いて、

DNA の伸長・屈曲・折りたたみなどの動的性

質とタンパク質との相互作用の機序を明らか

にする。特に DNA はリン酸部がイオン化によ

り非常に電荷密度の高い高分子電解質である

ため、これまでの計算パラメーターでは、長

時間のシミュレーションには適さない部分が

ある。これまでの実験でスペルミンやスペル

ミジンなどの多価の陽イオン性の分子が存在

すると DNA は凝集することがわかっており、

その過程を AFM 等で明らかにしてきた。こ 

れらの多価イオンが存在する場合については

相互作用が複雑になり、モンテカルロシミュ

レーション以外の研究例は非常に少ない。こ

のような、2 価以上のイオン存在下や、イオ

ン強度が大きく なるときのDNAの挙動を再現

できるパラメータについて詳しく検討する。

また、DNAが転写因子な どのタンパク質と相

互作用するときの挙動をシミュレーションで

検討する。これまでに、転写因 子Sp1がDNA

に結合する際に、溶媒中にATPもしくはADPの

いずれが存在するかにより、Sp1間の 相互作

用が変わることを見いだした(Tanigawa et 

al., Biosci. Biotech. Biochem., 61, 

1751-1753, 1997)。またミスマッチ塩基に特

異的に結合する mutS がミスマッチの種類に

より結合 能が変わることも見いだした

(Tanigawa et al., Nucleic Acids Res., 28, 

E38, 2000)。これら の分子的機構を明らかに



するために、分子動力学法によるシミュレー

ションを行う。また下記の ストップトフロー

の実験では、DNA とタンパク質との相互作用

にかかる時間を遅くする必要がある ため、溶

媒条件を変えてシミュレーションを行い、影

響を検討する。 

（2）ストップトフローを用いた分光学的実験 

 円偏光二色性(CD)スペクトルでは、DNA の

局所的な構造を反映したスペクトルを得られ

るので、 ストップトフローを用いて測定する

ことにより、動的な挙動を明らかにする。こ

れまでのモンテカルロシミュレーションによ

って対イオンが DNA の溝に位置し(配列依存

的に)塩基と相互作用することが示されてい

るため、この相互作用による微細な構造変化

を CD によって検出し、イオン種や強度を変

え てシミュレーションと比較することによ

り DNA 近傍でのイオンの挙動を詳しく調べ

る。 

 
３．研究の方法 
 DNA の分子動力学シミュレーションで比

較的精度が高く、長時間に耐えうるものと

して charmm27 や parmbsc0 が用いられて

いる。これらのパラメータを用いて 0.1〜

数μ秒のシミュレーションが行われている。

これらのパラメータの検証を行うため、対

イオン種に Na+と Mg2+を用いてイオン強

度を 0.1〜1mM の範囲で計算を行った。計

算は第一段階として、amber ver.12 および 

gromacs ver4.5.5 によって、GPU NDIVIA 

C-2070 を 2 枚搭載した CPU Xeon W3565 

のワークステーションで行った。 

 これまでの計算による研究結果から、対

イオンのイオン近傍での挙動は DNA の配

列依存性があることが分かっているので、

配列の定まった合成核酸を作製し実験に用

いた。測定は JASCO 製 円偏光スペクトル

測定装置 J-720 にストップトフロー装置 

SFS-492 を組み込んで行った。 
 

４．研究成果 

(1）分子動力学を用いた計算によるシミュ

レーション 

1-1 これまで実験データとの比較による計

算に用いる力場等のパラメータの検証およ

び改良  

 計算はナノ秒程度までを行い、条件の妥

当性を検証した。また、パラメータについ

ては、 これまでの実験結果を基に考えられ

る可能性のものを組み込み、計算に破綻を

きたさないか、得られた結果が妥当なもの

であることを示した。 

1−2 多価イオン存在下における DNA の凝

集過程のシミュレーション 

 溶媒中にスペルミンやスペルミジンが存

在するとその濃度に応じて、部分的に凝集

する。また DNA を導電性基板であるグラフ

ァイト(HOPG)上においても凝集することを、

これまでの実験で見いだしている。また、

転写因子(Sp1)と DNA を結合させ、このと

き DNA に屈曲がおこることも明らかにし

てきた。また DNA に力を加えて伸長させた

状態で固定し、原子間力顕微鏡で観察して

いる。この引き延ばされた DNA は近年の研

究で、タンパク質によっても引き延ばしが

行われ、転写調節に使 われていることが指

摘されている。これらの挙動を MD によっ

て計算し、実験であられた結果と比較した。

この結果をもとにパラメータを再検討し、

DNA が凝集起こす場合 や、タンパク質と相

互作用する場合など、大きな変化を起こす

ときのパラメータを決定した。 

1−3 タンパク質-DNA 複合体形成過程のシ

ミュレーション 

 DNA—タンパク質の複合体の形成過程を計

算によってシミュレーションを検討した。 

特にmutSはDNAの1塩基もしくは2塩基の

ミスマッチ塩基の部位に結合させるため、

このミスマッチ部分の構造について十分検

討した。これは実験データがほとんど無い



ため、可能性の高いいくつかのモデルを作

り、モデルごとに複合体のシミュレーショ

ンを行い、得られた結果と X 線構造解析の

データなどと比較して検討した。我々の実

験で、ミスマッチの種類によって、 結合効

率が異なることを見いだしているので、こ

れらについてもシミュレーションによって

解析した。また、ATP 存在下では mutS は 2 

量体同士の相互作用は小さいが、ADP 存在

下では 2 量体と DNA の複合体が相互作用

することを AFM 観察によって明らかにして

いる。この現象についても、シミュレーシ

ョンによって考察した。 

これまでに転写因子 Sp1 と DNA との複合

体を原子間力顕微鏡で観察し、また、ミス

マッチ塩基 

（2）ストップトフローを用いた実験 

 特異的に結合する mutS タンパク質と 

DNA の複合体を観察し、複合体形成時の形

状変化を調べ、Sp1 では、ADP 存在下と ATP

存在下における複合体でタンパク質間の相

互作用が変わり形状が変化することを明ら

かにした。さらに、これらの静的結果に加

えて動的な形成過程について調べ、相互作

用の機序について考察した。この研究では、

これらの作用機序についてタンパク質およ

び DNA の局所的構造変化を CD ストップ

フローで調べることにより詳細に調べ、こ

の形成過程にかかる時間は非常に短いこと

を明らかにし、モデルを作製した。また、

DNA とタンパク質では特に短波長側で吸収

スペクトルは重なるため、スペクトルを分

解して解析する必要があったため、これま

でに主成分分析を用いたプ ログラム(二色

性スペクトル解析用)を作成し、解析に用い

ルコとにより、それぞれの挙動を詳しく解

析した。 
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