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研究成果の概要（和文）：本研究ではDNA複製反応の経時的な観察を行い、鋳型核酸の安定性および周囲の分子
環境によって複製速度が制御されるメカニズムを定量的に解明することである。鋳型DNAの熱力学的安定性と複
製反応の相関性を定量的に解析することを中心に研究を推進した結果、DNA複製反応速度は鋳型核酸のもつ熱力
学的安定性だけでなく、鋳型DNAが形成する二次構造のトポロジーに大きく依存したことを見出した。さらに分
子クラウディング環境に応じてトポロジーが変化する事でも複製速度が変化した。以上の成果は、生体反応が核
酸構造によって制御される新たなメカニズムを示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we observed DNA repliation reaction in time and 
quantitatively investigated the replication rate depending on the stabiity of the template DNA and 
surronding chemical environments. As a result of analysis of the collerations between the stability 
of the template DNA and the replication rate, we found that the replication rate depended on not 
only the stability of the template DNA but also the topology of the structure of the template DNA. 
Furthermore, we identified that the changing the topology by molecular crowding conditions also 
affected the replication rate. These results imply the novel mechanism of the regulatino of 
biological reactions by the structures of nucleic acids.

研究分野：生体関連化学

キーワード： DNA　複製　グアニン四重鎖　分子クラウディング　i-motif
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝子を子孫へ引き継いでいくために
DNA複製は生命の最も基本的な現象である。
そのため複製反応の異常停止は細胞にとっ
て致命的で、ガン等の疾患の原因になる。そ
の一方で、複製速度の変調が染色体構造や細
胞分化が制御に深く関わっていることが分
かってきた（C. Alabert et al., Nat. Rev. Mol. 
Cell. Biol. 13. 153 (2013)等）。このように細
胞の運命を決定づける複製の制御は、DNA
上をコピーしながら進行する複製酵素群
（DNA ポリメラーゼ等）の動きが抑制され
ることがトリガーとなっている。原因として
は DNA の損傷以外では DNA の高次構造が
影響することが示唆されている。DNA の高
次構造は化学環境変化で安定性が変化する
ことを考慮すると、ストレスや細胞分化等、
時々刻々変わる細胞内の化学環境変化が、
DNA構造依存的な複製速度調節を変調させ、
結果的に細胞の運命を決定している可能性
がある。したがって、複製速度を DNA 安定
性と種々の化学環境条件をパラメータとし
て定量的に評価することは非常に重要であ
る。しかしながら、複製反応がシングルター
ンオーバーで終了する性質から、詳細なDNA
配列依存的な複製速度を解析することはこ
れまで困難であった。そのため、複製速度を
DNA 高次構造安定性と周囲の分子環境の化
学的観点から定量的に研究した例はこれま
で報告されていなかった。そこで申請者は、
得られる複製速度パラメータと核酸構造の
安定性パラメータを定量的かつ系統的に解
析し相関性を評価できれば、細胞機能の制御
を促す複製反応のメカニズムを物理化学的
観点から理解することが可能になるのでは
ないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、種々の核酸高次構造を持つ
DNA 上での複製反応を異なる化学環境でリ
アルタイム計測することで、細胞内の遺伝子
複製において核酸構造の熱安定性や速度論
が関与する反応メカニズムを明らかにして
いくこと目的とする（図 1）。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では全て in	vitro での複製実験を
対象に行った。まず、これらの反応に対して、
基質 dNTP 存在下、鋳型核酸上に形成したグ
アニン四重鎖構造などの各種非標準的核酸
構造（図 2）が与える影響を常圧下で解析し
た。ポリメラーゼは大腸菌 DNA ポリメラー
ゼ由来の Klenow Fragmentを用いた。反応
産物の合成はゲル電気泳動によって評価し
た。プライマーの 5’末端にはフルオロセイン
を導入することで、複製反応による DNA 伸
長過程を蛍光検出で行った（図 3）。蛍光イメ
ージングは FLA-5000（GE ヘルスケア）を
用いて行い、バンドの強度を定量化した。核

酸構造の熱安定性（∆G 値）は UV メルティ
ング法から算出した。 
 
	 高圧力下での測定には、シンコーポレーシ
ョン社製の高圧セル（PCI-500）を用い、高
圧ポンプ（HP-500）で加圧した（最大 400 
MPa）。各種非標準核酸構造の熱安定性の解
析は、高圧セルを分光光度計に接続し、UV
メルティング法で測定した。温度変化による
圧力変動は圧力容器（PV-400）を接続するこ
とで、影響を抑えた。	

図 1	 本研究では複製反応で障害となるヘ
アピンや四重鎖構造といった DNA 高次構
造の安定性（∆G）を、それぞれに要する複
製速度と相関付ける。さらに異なる化学環境
における安定性および速度パラメータも算
出する。分子クラウディング環境のように異
なる分子環境では高次構造の安定性が変化
するため各複製速度も影響を受けることが
考えられる。 
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図 2	 核酸高次構造の模式図。 
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４．研究成果	
１）常圧下の複製反応における鋳型 DNA 構
造の影響に関する定量解析	
	
	 非標準核酸構造（図 2）として、ハイブリ
ッド型の G 四重鎖を形成するヒトテロメア G
四重鎖((T2AG3)4))、パラレル型の ILPR、アン
チパラレル型の Q6、i-motif を形成するヒト
テロメア C リッチ配列((C3TA2)4))、cILPR
（ILPR の相補鎖）、cBcl2（Bcl2 遺伝子の C
リッチ鎖）。Hif1a、さらに 9	bp のヘアピン
構造を用いた。ハイブリッド型のヒトテロメ
ア G 四重鎖を形成した鋳型 DNA の複製では、
DNA ポリメラーゼが G 四重鎖の手前で複製を
一時停止したことに由来する複製産物が観
察された（図 5）。G 四重鎖の安定性依存性を

調べるために、G 四重鎖を安定化させる K+濃
度を系統的に増加させたところ、複製反応速
度が徐々に低下した。安定性（-∆G°37）と複
製反応速度の対数（lnk）が直線的に減少し
たことから、複製阻害効果は四重鎖の安定性
に依存していることが見出された（図 6））。
以前の研究から、同一の構造をとる核酸が解
離する際の活性化自由エネルギー（∆G‡）は、
その核酸構造の安定性∆G に比例することが
報告されている。また、アレニウスの式から
考慮すると、反応速度lnkは∆G‡と比例する。
以上二つの関係性から、lnkと-∆G°37の直線
関係が説明できる。一方、i-モチーフを形成
する Hif1a	DNA の複製の場合、完全長の複製
産物は確認されず、その阻害効果はヒトテロ

メアG四重鎖より高い傾向にあった（図2(c)）。
他にも、がん関連遺伝子である Bcl2 遺伝子
由来の i-モチーフは同程度の安定性を示す
ハイブリッド型の G四重鎖より複製阻害効果
が極めて高かった。ヒトテロメア配列や
cILPR も同様に解析を行い、各構造安定性
-∆G°37と各複製反応のlnkのプロットから良
い直線関係が得られた。直線の傾きは反応後
との活性化自由エネルギー違いに由来する。
傾きから計算すると、i-モチーフの方がハイ
ブリッド型 G四重鎖より約 14倍の∆G‡を構造
の融解に要していたことが明らかになった。
このエネルギー差はトポロジーの違いによ
ると考えられる。同程度の安定性を持つヘア
ピン構造では複製抑制がほとんどかからず、
また異なるG四重鎖のトポロジーを示すILPR
や Q6 で得られた lnk と-∆G°37の関係は、ハ
イブリッド型 G四重鎖の直線関係には沿わな
いことからも、複製反応は鋳型核酸の持つ安
定性だけでなく高次構造にも大きく影響を
受けることが明らかになった。二重鎖や G四
重鎖と異なる i-モチーフ構造の特徴は、二つ
のC:C+塩基対からなる二重鎖が互いに逆平衡
にインターカレートして四重鎖を形成して
いることである。そのため、末端の塩基対が
解離しても次の塩基対を解離する方向が逆
方向であり、ジッパーのように連続的な塩基
対の解離が起こらない。また i-モチーフのル
ープ領域がポリメラーゼの進行に対して立
体障害となる。そのため、同程度の安定性を
持つハイブリッド型G四重鎖よりi-モチーフ
の複製阻害効果が大きかったと考察される
（図 7）。	
	
	 さらに、トポロジー変化を引き起こす 20	
wt%の PEG1000（平均分子量 1000）を加えた
クラウディング環境で同様の解析を行うと、
i-モチーフの構造安定性がより大きくなり
阻害効果がさらに高まった。その一方で、ヒ
トテロメア G 四重鎖の複製阻害も高くなり、
i-モチーフの複製阻害の大きさに近づいた。
トポロジーを調べると、PEG1000 の効果でヒ
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図 3	 複製実験の模式図． 

図 5	 反応産物のゲル電気泳動写真。 

図 6	 各構造を有する複製反応における構
造安定性（-∆G°37）と複製反応速度定数（lnk）
のプロット。 



トテロメア G四重鎖はパラレル型へと変化し
ていた。したがって、G 四重鎖のトポロジー
が変化することで構造の融解機構が変わり、
i-モチーフと同程度の複製阻害になったと
考えられる。実際に G四重鎖のトポロジーに
よって、構造融解のメカニズムが異なること
が報告されている。前述の通り、G 四重鎖と
i-モチーフではクラウディングによる安定
化および構造変化のメカニズムが異なる。し
たがって、細胞内の時空間的に異なるクラウ
ディング環境では、異なる四重鎖のトポロジ
ーとその安定性の変化によって複製反応が
制御されている可能性がある。	
	
２）高圧力を用いた G四重鎖の構造ダイナミ
クスのトポロジー依存性解析	
	
	 複製速度が構造安定性とトポロジーに依
存するという以上の知見から、トポロジーの
違いによる G四重鎖の解消ダイナミクスが複
製反応の速度を調節し、特定の四重鎖の遺伝
子の複製制御が起こっている可能性がある。
構造ダイナミクス、すなわち構造の揺らぎの
大きさの影響を調べるために、高圧力を利用
した DNA 構造安定性解析を行った。圧力を変
化させることで、熱力学パラメータである体
積変化（∆V）を得ることができる。このパラ
メータを定量的に扱うことで構造変化や水
和のダイナミクスを定量的に評価すること
ができる。ここでは、モデル実験として、DNA
グアニン（G）四重鎖と鉄含有ポルフィリン
で あ る ヘ ミ ン （ hemin	
(iron(III)-protoporphyrin	IX)）の相互作
用を解析した。これらは複合体を形成し、酸
化反応を触媒する特徴がある。この触媒活性
は G 四重鎖の配列によって異なるため、G 四
重鎖のトポロジーの違いが影響している反
応の一つである。その結果、ヒトテロメア G
四重鎖がアンチパラレル型の構造を形成す
る Na+イオン存在下において、ヒトテロメア G
四重鎖に対するヘミンの結合がもたらす体
積変化は 2.5	mL	mol-1であったのに対し、ハ
イブリッド型を形成するK+イオン存在下では
-41.7	mL	mol-1 であった。この結果はヘミン
がハイブリッド型の構造のヒトテロメア G四
重鎖に対しより構造適合性が高いことを示
している。酸化反応に関して K+イオン存在下
の方が Na+イオン存在下より高い活性を示し

たことから、ヘミンの触媒反応にヒトテロメ
ア G四重鎖との構造適合性が大きく寄与して
いることが明らかになった。さらに、水和の
影響を調べるために PEG200 を用いた分子ク
ラウディング環境において解析したところ、
ヘミンの結合に伴う体積変化が増加し、ヘミ
ンの結合に水和が伴うことが示された。以上
から、高圧力を用いた熱力学測定により G四
重鎖の形成に伴うダイナミクスが、そのトポ
ロジーと溶媒環境によって変化し、そのため、
G 四重鎖上で生じる様々な酵素反応が制御さ
れていることが明らかになった。	
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図 7	 i-motif が複製を効率的に抑制する
原因の説明図。 
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