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研究成果の概要（和文）：DNAの特異的な塩基認識能や環境応答性を活用して、薬剤、センサー等を構築するDNA
ナノテクノロジーが加速している。本研究では、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中の“
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DNA構造安定性を定量的に解析した。その結果、DNAの溝部位へのカチオンの結合により通常
な水溶液では形成できないような構造も極限環境下では形成可能であることが示された。さらにこの相互作用を
活用し、従来法より標的鎖の誤認識を10000倍低減した三重鎖型DNAセンサー等のDNA材料を構築できた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the stability for DNA duplexes, triplexes, and 
G-quadruplexes under ultimate environments such as high ionic conditions inducing hydrated ionic 
liquid (IL) of choline dihydrogen phosphate (choline dhp) and molecular crowding conditions inducing
 by polyethylene glycols. Our quantitative analysis demonstrated that DNA triplex formation is 
markedly stabilized in high ionic conditions and molecular crowding conditions compared with aqueous
 solution. Especially, in choline dhp, the stability of Hoogsteen base pairs in the triplexes is 
comparable to that of Watson-Crick base pairs. Moreover, a molecular beacon that forms a triplex 
with a conserved HIV-1 sequence was then designed and tested in choline dhp. The molecular beacon 
specifically detected the target duplex via triplex formation with 10,000-fold sequence selectivity.
 The unique behaviors of DNAs under ultimate environments will be useful in the design of 
oligonucleotides for use in nanomaterials.

研究分野： 生命機能化学
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１．研究開始当初の背景 
生体内で DNA は、ワトソン・クリック 

(W・C) 塩基対やフーグスティーン (H) 塩基
対を形成することによって遺伝情報の保持
や遺伝子発現の制御を行う。一方で、DNA の
その優れた塩基認識能や自己構造形成能は、
標的遺伝子を検出するセンサー、機能性分子
を配列化させる足場、または薬剤運搬のキャ
リアとして活用でき、工業的、環境的観点か
ら注目されている。DNA の構造形成は、DNA
の塩基対の構造安定性に基づく。この DNA
塩基対の安定性を自在に制御することがで
きれば、DNA の構造体をダイナミックに変化
させ、既存の構造体に新規の機能を付与させ
ることができる。DNA の構造安定性は、DNA
の塩基配列に由来する相互作用 (水素結合、
スタッキング相互作用、構造エントロピー)
によって決定されており、これらの相互作用
に基づいた DNA 構造の安定性を予測するデ
ータベースが構築されている。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 (0.1~1 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 DNA をテクノロジーとして使う環境で
の DNA 構造としばしば一致しない。そのた
め、環境効果を加味したパラメータの補正が
急務である。 

DNA が材料として活用される環境は、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”であり、
この環境が DNA 構造を劇的に変化させてい
る。例えば、細胞内の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状態、
及び基板またはナノ粒子表面に固定化され
た DNA そのものによって込み合った “超ク
ラウディング環境”（図 1a）、および“イオン
液体中などの超高塩濃度環境”である（図 1b）。
DNA 構造安定性は環境の効果を大きく受け
るが、これまでこのような環境の効果は複雑
であるため、環境効果を加味した DNA 構造
予測は困難であった。 

 

２．研究の目的 
本研究では 1）極限環境の物性変化（誘

電率、水の活量変化など）に着目することに
よって、複雑な環境をシンプルに解析し、
DNA 構造安定性に及ぼす“極限環境”の影響
をエネルギーレベルで理解することを試み

る（知る研究）。さらに得られた知見を基に、
2）DNA の構造形成の最も基本的な相互作用
である塩基対形成能を極限環境によって制
御し、DNA 材料の構築行う（使う研究）。 
 
３．研究の方法 
(1) 極限環境の構築： 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
圏と相互作用するグリセロールなど 20～80 
wt%を標準溶液（1 M NaCl 緩衝溶液）に添加
することで構築した。リポソームなどの擬生
体膜にDNA及びRNAを固定化させる実験も
行う。超高塩濃度環境は、リン酸二水素コリ
ンに少量（20 wt%以下）の水を加えた水和イ
オン液体（Choline dhp）を用いた。リン酸二
水素コリン溶液中では、DNA を長期間安定に
保存できるという報告があり DNA 材料の溶
媒として適していると考えられる (D. R. 
MacFrlane et. al,  Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 
49, 1631)。 
(2) DNA 構造に及ぼす極限環境の効果
のエネルギー的評価： 極限環境下において、
紫外可視分光光度計、円二色性分散計により、
DNA の融解曲線を測定し、この融解曲線から、
DNA の構造形成に伴う熱力学的パラメータ
を算出した。安定性の評価は核酸の定量的解
析において標準溶液とされる NaCl 溶液中で
の安定性と比較することで行った。特に、イ
オン液体中での DNA 塩基とカチオンの結合
は、DNA 構造安定性に大きく寄与することか
ら、イオン液体中のカチオンと DNA の相互
作用を、実験によって算出されるカチオンと
DNA 結合エネルギーや、in silico で分子動力
学計算によって解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 極限環境が核酸に及ぼす影響を分子レベ
ルで“知る研究”を遂行した。 
まず、細胞内の超クラウディング環境が核

酸構造に及ぼす影響として、代謝、ウイルス
耐性などに関与する RNA の非塩基対部位で
あるダングリングエンドに及ぼすポリエチ
レングリコールによって誘起されるクラウ
ディング環境効果について解析した。本研究
結果から、ダングリング部位はワトソン・ク
リック（W・C）塩基対部位と水和構造が異
なるため、細胞内の細胞周期などの環境変化
（周辺に存在する分子の濃度や種類）に敏感
に応答し、RNA の構造安定性を調整している
可能性が示唆された（ChemMedChem, 9, 2150, 
2014 [中表紙に採択]、2014 年 10 月 2 日神戸
新聞掲載）。また、生体膜モデルであるリポ
ソーム上での核酸の非標準構造であるフー
グスティーン（H）塩基対をもつ四重鎖につ
いて解析した。その結果、生体膜と DNA の
相互作用により、四重鎖は顕著に不安定化す
ることがわかった（Nucleic Acids Res., 42, 
12949, 2014)。分子クラウディング環境下にお
けるDNA1本鎖及び二重鎖の構造安定性を解

 
 
図 1．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 
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