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人工シャペロンを創り核酸を操る・診る 
―核酸シャペロン機能を持つ高分子設計と DNA解析への展開― 

 

「変換と制御」領域 丸山 厚 

 

要 旨 

テーラーメイド医療を実現し広く普及するためには、簡便、迅速かつ安価で一塩基の違い

を認識できる遺伝子診断法が不可欠となる。一方、既存の遺伝子診断技術とりわけ一塩基変

異検出法は、特殊な装置や酵素など利用する点で、欠点がある。核酸間のハイブリッド形成

を利用する方法は、簡便・安価であるがハイブリッド形成の厳密性は一塩基の違いを認識す

るには充分でない。生体内では、核酸の正確なハイブリッド形成は、タンパク質である核酸

シャペロンにより介助されている。したがって、ハイブリッド形成を原理とする遺伝子診断

も核酸シャペロンの助けを借りることで、その正確性が格段に高められると考えられた。し

かし、遺伝子解析などの工学的応用には、天然のタンパク質は安定性やコストの面で不利と

なる。そこで安価で取り扱いの容易な合成高分子材料でその機能を再現し、遺伝子解析に応

用することに着想し研究を推進した。その結果、天然核酸シャペロンを凌駕する人工核酸シ

ャペロン材料を実現し、このシャペロン活性を利用した迅速・簡便な新しい遺伝子解析手法

を提案した。 

 

1，核酸ハイブリッドを操る核酸シャペロン 

 タンパク質は、特定の立体構造を形成し、酵素、抗体、レセプターなどとして機能する。

タンパク質などの生体高分子の立体構造形成、つまりフォールディングを助ける働きや変性

状態のタンパク質を正しい状態に巻き戻すタンパク質に、分子シャペロン (molecular 

chaperone)と呼ばれる一連のタンパク質があ

る。分子シャペロンという言葉は、ゲノム

DNA とヒストンから構成されるヌクレオソ

ームの形成を促す酸性タンパク質、ヌクレオ

プラスミンに Laskey らにより初めて使われ

た1。ヌクレオソームは塩基性に富むヒスト

ンタンパク質にゲノム DNAが周期的に整然

と巻き付いた構造をもつ（図１）。しかし、
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ゲノム DNAとヒストンタンパク質を混合するだけでは、ヌクオソーム構造は形成されない。

つまり、負電荷をもつ DNAと正電荷に富むヒストンが不規則に結合し、凝集・沈殿してしま

う。Laskey らは、ヌクレオプラスミンの存在下では生理的条件下でヒストンと DNA を混合

しても、ヌクレオソーム構造が正常に形成されることを見いだした。ヌクレオプラスミンは

完成したヌクレオソームに取り込まれることない。ヌクレオプラスミンは、ヒストンと相互

作用することで DNAとヒストン間の過剰で不適なイオン的相互作用を抑え、一方でヒストン

サブユニット間のアッセンブリーを促し、適正なヌクレオソーム形成を介助する点で、分子

シャペロンと呼ばれたわけである。その後、生体高分子のフォールディングや生体高分子間

のアッセンブリングを介助するタンパク質に分子シャペロンという言葉が広く使つかわれる

ようになった2。現在、タンパク質のフォールディングに作用する分子シャペロンが、精力的

に研究されている。シャペロンとは、元来フランス語で、社交界デビューする若い令嬢を介

助する付き添い役を指す。生体高分子が正しい高次構造を取り機能を発現するための介助役

が、分子シャペロンである。 

 核酸のフォールディングを介助する核酸シャペロンも生物界で見出されている。二重らせ

ん核酸の溶液を、加熱していくと単鎖にほどける。この過程の中点となる温度を融解温度(Tm)

と呼ぶが、Tm以上の温度から急激に冷却すると、元の二重らせん構造には戻らず、たとえば

分子内で局所的に相補的な領域が塩基対を形成した不完全な構造を形成する（図 2上段）。 

核酸は４種の核酸塩基しか無い。したがっ

て、長い配列の場合、部分的に相補的な配

列が高頻度で存在することになる。そのた

めに、ひとたび二重らせんを解離させると、

不完全なハイブリッドが頻繁に形成され

てしまう。このような構造が形成されると、

局所的な塩基対を解くためのエネルギー

バリアーが大きいため、完全なハイブリッ

ドへの移行は困難となる。人工的には、再

加熱しその後除冷する、つまりアニーリン

グ（annealing）することで、完全なハイブ

リッドを形成させることができる。一方、細胞はアニーリングできないわけであり、核酸シ

ャペロンがその役を担う。核酸シャペロンは、塩基対の解離・再形成に伴うエネルギーバリ

アーを低め、より安定な核酸ハイブリッドの形成を促すタンパク質といえる（図２下段）3。
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核酸シャペロンとして機能するタンパク質としてレトロウィルスのヌクレオカプシド(NC)タ

ンパク質が知られている4。比較的短いタンパク質であるが、塩基性アミノ酸に富み、また核

酸認識のモチーフとして頻繁に核内タンパク質に見いだされる Zn フィンガーを１〜２個持

つことが特徴とされている。NCタンパク質は、レトロウィルスの複製過程でいくつかの重要

な働きをする。たとえば、感染後の逆転写反応に求められるプライマー核酸鎖のテンプレー

ト核酸鎖へのハイブリダイゼーション や、ウィルス粒子の成熟に必要とされるウィルス

RNAの高次構造形成 が、NCタンパク質の核酸シャペロン活性により促されていると示唆さ

れている。最近になり、NCタンパク質以外にも核酸シャペロン機能を持つ種々のタンパク質

の同定されてきている。 

 核酸シャペロンの機能は、核酸の関わるバイオテクノロジーやナノテクノロジーの発展に

欠かせない機能と推測される。一方、天然のシャペロンタンパク質を利用するには、安定性、

操作性およびコスト面で不利である。そこで、安価で扱いやすい合成高分子材料で核酸シャ

ペロン機能を再現し、核酸バイオテクノロジーや核酸ナノテクノロジーに応用することを考

えた。 

 

２，可溶性高分子電解質複合体で核酸ハイブリッドを強化 

 核酸のハイブリダイゼーションを速めかつハイブリッドを安定化する材料の開発は、種々

の核内タンパク質のモデルとなるとともに、ハイブリダイゼーションを利用する様々なバイ

オテクノロジーにも有用と考えられた。さらに、核酸ハイブリッドはナノメーターオーダー

の組織構造を制御できるナノテク材料としても最近注目されている。そこで、核酸間のハイ

ブリダイゼーションを促進する材料の設計に着手した。まず、核酸のハイブリダイゼーショ

ンを促す分子間相互作用としては、塩基間の水素結合やスタッキング相互作用が働いている。

また、ハイブリダイゼーションに伴い、比較的疎水性である塩基が二重らせん内部に組み込

まれるので、疎水的相互作用もハイブリダイゼーションに有利に働いていよう。一方、核酸

はリン酸ジエステルを主鎖骨格に持つアニオン密度の高い高分子電解質である。このような

高分子電解質が会合しハイブリッドを形成する時、アニオン基間が静電的に反発する。言い

換えれば、この静電反発に拮抗しながらハイブリッドが形成されることになる。したがって、

核酸間の静電反発を取り除ければ、ハイブリッド形成が促進されることが推測される。核酸

間の静電反発を緩和するために、カチオン性高分子電解質を利用することを考えた。アニオ

ン性とカチオン性の高分子電解質は、お互いの電荷を打ち消す形で、複合体（高分子電解質 
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複合体、IPEC）を形成する。電荷を打ち消せれば、核酸間の静電的反発も緩和されるはずで

ある。また、IPEC は、極めて低い解離定数を持つ。つまり、低濃度のカチオン性高分子で、

効率的にハイブリッドが安定化できると思われた。そこで、図３に示すようなくし型のカチ

オン性共重合体(PLL-g-Dex)を設計した5。この高分子は、主鎖のカチオン性高分子に電荷を持

たない水溶性の高分子を側鎖として結合したグラフト共重合体である。側鎖の高分子は、核

酸とカチオン性高分子との相互作用を調節すること、および IPECの水溶性を向上させるため

に導入してある。 

 核酸ハイブリッドの安定性に及ぼす共重合体の効果を調べた 。核酸ハイブリッドの安定性

は、ハイブリッドが解離する融解温度 Tm を測定することで見積もることができる。図４は

その一例であるが、二重らせんおよび３重らせん DNA（特殊な配列では、二重らせんにさら

に DNAが結合し３重らせんが形成される）の融解温度を共重合体共存下で調べた結果である。

DNAのみでは 37℃以下では３重らせんであるが、37℃で３重らせんから一本 DNA鎖がはず

れ二重らせんになる。さらに、温度を上げると、72℃で二重らせんがほどける。一方で,共重

合体を共存させると、90℃で３重らせんから３本の単鎖へ融解した。つまり、共重合体は二

重らせんの Tmを 18℃、さらに３重らせんの Tmを 50℃以上高め、核酸ハイブリッドを効果

的に安定化することが見いだされている。さらに、降温過程に見られるように、ハイブリダ

イゼーション過程も可逆的に観察され、共重合体が DNA同士の認識を邪魔しないことが示唆

された。実際に、ハイブリッド形成の速度論的な解析を行った結果、共重合体はハイブリダ
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イゼーションを遅くするどころか、約 50 倍速め 100 倍安定化することがわかった6。このよ

うな共重合体の特徴的機能は、修飾核酸によるハイブリッド安定化戦略と相乗的に働くこと

からも確認された。N3’→P5’ホスホアミデート修飾(NP 体)核酸は、極めて安定な３重鎖核酸

を形成するが、その速度論的機構は、主に解離速度を低下させることによる。NP体による３

重鎖形成時に共重合体を存在させると、双方の相乗効果により３重鎖核酸が数千倍安定化し

た。つまり、NP体による解離速度の低下効果と共重合体による形成速度の向上効果とを巧く

シンクロナイズさせることが可能であった（表１）7。 
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３，人工核酸シャペロンとしての共重合体 

 前述した共重合体で観察されたユニークな点は、ハイブリッドを安定化するだけでなく、

ハイブリッド形成を加速する点である。この点は他の多くの安定化戦略で得られている結果

と異なる。例えば、前述した NP 体を含め核酸の化学修飾や核酸結合性リガンドの設計・利

用で安定化を計る戦略では、主にハイブリッドの解離速度を下げる効果が観察されている。

共重合体の効果を整理し直すと、共重合体は成熟したハイブリッドのみならずハイブリッド

形成の遷移状態も安定化することで、形成速度を速めながらハイブリッドを安定化している

と考えられる。つまり共重合体は、ハイブリッドの安定化機能に加え、ハイブリッド形成の

活性自由エネルギーを下げる核酸シャペロンとしての機能も備えていることが推測された。

そこで、共重合体の

核酸シャペロンとし

ての機能を、以下の

ようにして見積もっ

た。二重らせん DNA

とその相補的単鎖

（つまりは二重らせ

んを形成している

DNA の片方と同じ

鎖）とを混合し、二

重らせん中の鎖が加

えた単鎖と置き換わ

る反応を鎖交換反応と呼んでいる（図５左）。この反応系に共重合体を添加し、鎖交換反応が

加速すれば、共重合体は塩基対の解離・再結合の頻度高める効果、つまりは核酸シャペロン

としての機能を持つと言える。実際に 20塩基対の二重らせん DNAとその相補的な単鎖を準

備し実験を行った。鎖交換反応の追跡には、図５左側に示した蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)

法を利用した。つまり、二重らせんを構成する核酸末端を、エネルギードナーおよびエネル

ギーアクセプターとなる組み合わせの蛍光色素でそれぞれラベルしておく。二重らせんが形

成されている状態でドナー色素を励起しても、励起エネルギーがアクセプターに移動し、ド
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ナー色素からの蛍光は生じず消光状態となる。この２重らせんと非ラベルの相補鎖が交換す

ると、ドナー色素とアクセプター色素間の距離が増大し、エネルギー移動が解消され、ドナ

ー色素からの蛍光が回復する。したがって、ドナー色素の蛍光強度を観察することにより鎖

交換反応を経時的に追跡することができる。このようにして鎖交換反応を検出した結果を図

５右側に示す。DNAのみでは生理的な条件下で 1時間放置後も鎖交換率は 10％以下と、反応

は極めて緩慢にしか進行しない。ところが、共重合体を添加し鎖交換反応を行うと、驚いた

ことに、数分で反応は平衡に達した（図５）。共重合体が鎖交換反応を２〜５万倍速くするこ

とが見いだされた8。同一条件下、天然のシャペロンである NCp7と効果を比較したが、共重

合体はその 500倍の活性を持つことがわかった。NCp7は、二重らせん構造を不安定化するこ

とで鎖交換を促すと考えられており 、つまり図２下段の白矢印に示すように作用すると示唆

される。一方、共重合体は二重らせん構造を安定化する点で NCp7 とは対照的であり、両者

ではシャペロン機能の発現機序が異なっていることが明白である。とりわけ共重合体は遷移

状態を安定化する（図２下段、黒矢印）効果が高いと推測される。調製が容易で化学的安定

性も高い共重合体は、天然の核酸シャペロンを凌ぐ活性を持つこと、さらにハイブリッドを

安定化する機能を兼備することで、様々な応用に道が開かれよう。 

 

４，共重合体の核酸シャペロン機能を利用した新しい遺伝子解析法 

 多くの遺伝子解析法で核酸間のハイブリダイゼーションが基本原理として利用されている。

つまり、単鎖をプローブとしてサンプル中の相同鎖との二重らせん形成を検出するわけであ

る。一方で、近年生理的個人差のマーカーとして、一塩基多型(SNPs)が注目されている。SNPs

はゲノム中に存在する一塩基単位の変異であり、1000塩基対中に一つ以上の割合で存在する。

SNPsは、種々の疾患に対するかかりやすさ（羅患率）や、医薬の効果・副作用の個人差を判

定する上で有用とされている。いわゆる、テーラーメイド医薬実現の一つの柱である。SNPs

のタイピングには一塩基変異を検出する手法が必要であるが、核酸鎖中のわずか一塩基の変

異を信頼性高く検出するには、これまでのハイブリダイゼーションに原理を置く方法では不

十分であり、主に DNAに作用する酵素の基質認識性や質量分析を用いた方法が主流になりつ

つある。しかしながら、SNPsは数多く存在し、よりハイスループットで迅速且つコストパー

フォマンスの高い手法が、現在でも強く要望されている。 

 ハイブリダイゼーションにより一塩基変異の解析が困難な理由は、一塩基変異の有無が形 
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成される二重らせんの安定性に与える影響が僅かであることに起因する。たとえば図６には、

20 塩基対の二重らせん DNA に及ぼす一塩基変異の影響を示す。２種類の配列に対する一塩

基変異の影響を示してあるが、左側の配列では一塩基の変異の存在により 10℃程度 Tmが低

下しており、６０℃前後でハイブリダイゼーションさせることにより、フルマッチ体とミス

マッチ体を区別できることを示す。一方、右側の配列では Tm の差は最低５℃と小さい。さ

らに、転移の範囲が大幅に重なっている。したがって、完全に区別できるハイブリダイゼー

ション温度を設定することが困難である。さらに実用的 SNPs解析ではハイスループット化が

不可欠なことが状況を困難にする。ハイスループット化には、同一条件下で多検体が解析で

きなければならないが、図６の配列の両者を同じハイブリダイゼーション温度で解析するこ

とは言うまでもなく不可能である。そこで、同条件下で多配列を解析するために、プローブ

DNAの鎖長、塩基組成などの最適化に労力が費やされている。 

 上述したように通常のハイブリダイゼーションでは、原理的に SNPs検出には限界がある。

そこで、DNA鎖交換を利用した手法に着目した。単鎖側に一塩基変異が存在すれば、鎖交換

速度が著しく低下することが予測される。言い換えれば、二重らせん DNAをプローブとして

用い、鎖交換の速度により一塩基変異が効率よく検出できるのではないかと考えた（図７左

側）。鎖交換反応は、通常は非常に反応が遅いが、共重合体により迅速化が可能であろう。実

際に、鎖交換反応を共重合体存在下で行った結果、一塩基変異を含む 20塩基の単鎖 DNAで

はフルマッチの単鎖と比較して、著しく鎖交換速度が低下した（図７右側）9。結果的に、37℃
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で２〜３分放置することで、変異体とフルマッチ体の識別が可能であった。さらに、図６で

用いた配列のすべてが、同一条件下で識別できるか検討を加えた。マルチプレートウェルに、

各配列に対する２重鎖 DNA プローブを分注し検体配列を加え共重合体の有無でそれぞれイ

ンキュベートした。図８に結果を示すが、完全相補的な配列と共重合体を含むウェルのみが、

強いシグナルを発し変異を含む配列と区別できることがわかった。図６に示したいずれの配

列についても全く同一の条件下

で解析可能であった。さらに興味

深いことは、インキュベーション

温度を、37℃ ～ 25℃の範囲内で

変化させても同等の識別ができ

た。これまでの遺伝子解析手法は

厳密な温度制御が不可欠とされ

ていたが、融解温度が異なる配列

の一塩基変異を幅広い温度範囲

で迅速に検出できる点は、ハイス

ループット化に極めて有利に働

くと考えられる。 
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５，今後の展開 

  DNA 間認識を強化することを作業仮説にカチオン性共重合体を高分子化学的アプロー

チから設計した。その安定化機構を詳しく解析する過程で、DNA ハイブリッドの動的側面、

つまり塩基対の解離・再結合にも共重合体が特異な機能を発現することが見いだされた。冒

頭で述べたように核酸ハイブリッドに関しては、化学構造など静的性状については理解が進

んでいるが、動的な特性はまだまだ未解明である。共重合体で得られた知見が、核酸ハイブ

リッドやそれを制御するタンパク質の動的機能を理解する上で、一助となれば幸いである。

最近、より天然の核酸シャペロンに近い性質を持つ人工核酸シャペロン高分子の調製にも成

功しており10、シャペロン機構の解明に繋がると期待している。一方、核酸ハイブリッドは、

生物学やバイオテクノロジー分野のみならずナノテクノロジー分野でも注目されてきている。

例えば、核酸のハイブリッド形成を巧みに利用することでナノメーターオーダーの組織構造

を構築することができる11。また、特定の DNA 配列の添加により構造を可逆的に変化する

DNA ナノマシーンも提案されている12。つまり、核酸ハイブリッドは、ナノテクノロジー材

料としても注目されている。いずれにしても、核酸間の塩基配列選択的なハイブリッド形成

とその動的制御が機能発現の鍵となる。このような核酸ナノテクノロジーの分野においても、

共重合体が大いに活躍できると期待している。 
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