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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

1．DNAナノ構造体の機能化と機能の発現 (A-1, A-2, A-13, A-14) 

DNA ナノ構造上に対する機能化のため、配列特異的なタンパクの結合と位置特異的な金粒子

の配置を行った(図１)。そのため、配列特異的なピロール・イミダゾール(PI)ポリアミドの配列特異

性の１分子解析を行った(図１A)A-14
。DNA ナノ構造体上に導入した 2 本鎖 DNA へのアルキル化

反応によって、その特異性を見た。合成した PI ポリアミドにはビオチンを結合してあり、反応後スト

レプトアビジンでラベルが可能である。この結果、特異的な塩基配列に対してアルキル化がおこり、

ストレプトアビジンでラベルできることが明らかとなった。また、金粒子を 2 次元に配置できる DNA

ナノ構造体を設計・構築した(図１B)A-1
。DNA 構造体には複数の溝を導入し、チオール導入する

ことで特異的な配列に金粒子を溝の内部に固定することが可能となった。 

DNA に光架橋するソラレンを用いて DNA ナノ構造体の熱に対する安定性の向上を検討した

(図 1C) A-2
。DNA オリガミは自己集合によって形成されるため 60oC 以上ではその構造を保つこと

ができない。これに対して光架橋することで 85oC まで構造を保てることが明らかとなった。また、こ

の構造体を１次元に集合させることができ、高温でも集合体を作成することが可能となった。これら

方法により、DNA ナノ構造体の精密な機能化と熱的に安定な DNA ナノ構造体の配列化が可能

となった。 

 また、DNA ナノ構造

の変換を利用した転

写の発現系の構築を

行った(図１D) A-13
。6

本の 2 本鎖 DNA から

なるチューブ構造体

の内部に転写の鋳型

となる 2 本鎖 DNA を

導入し、配列特異的

な 1 本鎖 DNA によっ

て、この構造を開環で

きるようにした。この機

構で開環できることが

わかり、それに伴って

転写の活性化が可能

であった。 

 以上のように、DNA 構造体への配列・位置選択的な機能化、ナノ構造や集合体の安定化、さら

にナノ構造の変換による機能発現を達成した。 

2． 設計した DNA ナノ構造内での酵素反応の 1 分子解析  

図図図図 1111 (A)(A)(A)(A) DNA構造体上での配列特異的なアルキル化反応。(B)(B)(B)(B)    DNA構

造体上での金粒子の配列化。(C)(C)(C)(C)光架橋による DNA 構造体の安定化。

(D)(D)(D)(D)    DNA ナノ構造変換による転写の活性化。 
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生体分子の構造変化を 1 分子レベルで実時間観察する系の構築を目指し、ナノスケールの構

造変化を検出する系を構築した。DNA 組み換え酵素である Cre を用い、その組み換え反応機

構を動的にとらえることを検討した。基質となる列を含む 2 本の 2 本鎖 DNA を中空な DNA

ナノ構造内に固定した。組み換え反応により、2 本の DNA 鎖のトポロジーが変化する様子を

１分子で可視化した。また、Cre の４量体が反応後に解離する様子と形成の様子も可視化

できた。これらの動的な１分子観察によって、これまで不明であった４量体の形成や解離

についてその機構を解析できた。 

設計した DNA ナノ構造体の上で RNA ポリメラーゼ１分子の動的な挙動の観察を行った。

T7 RNA ポリメラーゼが転写する鋳型 DNA を 2 次元 DNA ナノ構造体に固定し、RNA ポ

リメラーゼを加え、転写に関する一連の様子を実時間観測した。RNA ポリメラーゼをナノ

構造体に加え、高速 AFM で観察すると、鋳型 DNA 上を RNA ポリメラーゼがスライディ

ングする様子が観測された。また、DNA 構造上で RNA が合成されることが明らかとなり、

ヌクレオシド３リン酸存在下で、RNA ポリメラーゼが転写を行う一連の様子を高速 AFM

によって解析できた。以上のように、設計した DNA ナノ構造体を用いて、DNA 組み換え反応と

転写を動的に 1 分子で観察する系の構築に成功した。 

3． DNA ナノ構造上に作成した経路上での分子の動きの制御 (A-9) 

ナノスケール下で分子の移動を精密に制御するため、開発した移動可能な分子機械(DNA モー

ター)を DNA ナノ構造体上にさま

ざまな経路上を制御して動かすこ

とを検討した。DNA 構造体上に３

箇所分岐した経路を作成し、分岐

点にゲートを設けて、DNA モータ

ーの進行方向の制御を行った(図

2A)。AFM 解析と蛍光消光実験

の結果、ゲートの開いた方向に

DNA モーターは進み、4 つの指

定された終着点に移動させること

ができた(図 2B)。 このように、さ

まざまな経路を DNA 構造体上に

作成し、分子の進行方向のナノス

ケールでの制御を可能とする技

術の開発に成功した。 

 

4. DNA ナノ構造体上への機能性分子固定化技術の開発 (B-6) 

DNA ナノ構造体を足場として様々な機能性分子を精微に配置することができれば、バル

ク中や膜上で混合するだけでは達成困難であった、高効率な物質変換システムの構築や機

図図図図 2222 (A) DNA ナノ構造体上に作成した分岐した経路と分岐

に設けたゲートの開閉操作。スタート地点から 4 つの最終地

点 A-D まで DNA 分子を誘導する。(B)ゲートの操作により最

終地点へ到達した DNA 分子の AFM イメージ。  
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能評価システムの構築が可能になると期待できる。しかしながら、これまでにもいくつか

の報告例はあるものの、生体内での機能面のほとんどをおこなっている蛋白質を自由自在

に DNA ナノ構造体へと配置することはいまだできておらず、そのため、集積化したこと

による効能についても未知数である。そこで、我々は、DNA 結合性蛋白質である Zinc 

Finger 蛋白質を用いた DNA ナノ構造体への機能性蛋白質の配置について検討してきた。

Zinc Finger 蛋白質は、DNA と強固に結合することができ、そのアミノ酸配列を変えるこ

とで、DNA 配列への選択性をテーラーメイドに設計することができる。そこで、異なる 2

種類の Zinc Finger 蛋白質(Zif268 と AZP4)を採用し、これらのキメラ蛋白質を作成し、

DNA ナノ構造体への結合能を評価した。その結果、それぞれのキメラ蛋白質は、Zinc 

Finger 蛋白質を介してアドレス(Zinc Finger 認識配列)特異的に結合していることが明ら

かとなった。さらに、詳細な検討の結果、一つの DNA ナノ構造体上に 2 つの異なる機能

性蛋白質を配置することができることも確認できた。Zinc Finger 蛋白質を用いる長所と

しては、大腸菌を宿主とした蛋白質発現システムを用いて DNA 結合活性なキメラ蛋白質

を容易に調整できることになる。そこで、大腸菌を破砕したのみの夾雑物が多数存在する

破砕液中でも DNA ナノ構造体に対してキメラ蛋白質を配置することができれば、煩雑な

操作を必要とすることなく、DNA ナノ構造体を機能化することが可能となる。実際に、キ

メラ蛋白質を含む菌破砕液の希釈用液を DNA ナノ構造体と混合し、ゲルカラム精製を行

ったのみで、DNA ナノ構造体上にキメラ蛋白質が配置できたことを確認できた。今後は、

これらの知見を活かし、様々な機能性蛋白質を規則的に配向することで、新規な機能を付

与したナノ構造体の構築を目指していく。 

 

 

図図図図 3333 Zinc Finger 蛋白質を介した DNA ナノ構造体上への機能性タンパク質の固定化。 
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5. リボヌクレオチドペプチド蛍光センサーの機能拡張 (B-2-4) 

生命現象の制御に関わる細胞内シグナル伝達を詳細に解析するためには、それに関与する

様々な生体内重要物質を網羅的に検出するための技術が必要である。我々はこれまでに RNA-

ペプチド複合体(RNP)を基盤として、リガンドの認識に伴い蛍光変化をするような蛍光性 RNP セ

ンサーの構築に成功している(J. Am. Chem. Soc. Vol. 133, pp.4567-4579, 2011)。本年度は、本戦

略を拡張し、脳内神経伝達物質として知られるドーパミンを検出可能な蛍光性 RNP センサーを、

試験管内人工進化法(SELEX 法)を駆使することで調整した。この際に、セレクション方法を工夫

することで、選択性や親和性のチューニングに成功している
B-3

。さらに、各アプタマーモジュール・

リンカーモジュール・ペプチドモジュールを自在に組み換えることによってリボヌクレオチドペプチ

ド蛍光センサーの検出対象・検出感度・検出波長などをテーラーメイドに改変することに成功した

B-2,4
。 

 

図図図図 4444 a)SELEX 法を駆使することにより構築したドーパミン検出用蛍光性 RNP センサー。b), c)モ

ジュールの組み合わせにより構築した蛍光性 RNP センサー。b) アプタマーモジュールまたはペ

プチドモジュール。c) リンカーモジュールの組み換え例。 

 

６. 酸素濃度を感知する O2 センサーの同定 (C-9) 

生命活動において、酸素(O2)は必要不可

欠な分子である。しかし、高濃度の O2 は毒

性も有することから、生体内においては O2

濃度の厳密な制御を可能にする O2 センサ

ーが不可欠となる。我々は、TRPA1 イオン

チャネルが正常 O2 分圧から逸脱した O2 を

検知し、生体内の O2 濃度を調節しているこ

とを明らかにした。高 O2 下においては、高

い酸化力を有する特定のシステイン残基が

図図図図 5555. O2 センサーTRPA1 の酸素感受性機構 
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酸化されることで TRPA1 は活性化する。一方、低酸素下においては、プロリンヒドロキシル化酵素

(PHD)によるプロリン残基の水酸化が抑制されることによりTRPA1は活性化する。また、細胞膜に

おける TRPA1 の発現は、動的に制御されていることも見出した。すなわち、TRPA1 と PHD との

複合体の動的な集積化によって、O2 センサー体が細胞表面膜上に構築される。  

７. 受容体・イオンチャネル複合体の高機能化 

 受容体とイオンチャネルの複合体形成を人工的に制御して、高い感受性を有しながら高感度な

検出を可能とする生体物質応答細胞システムの構築を目指した。受容体とイオンチャネルの活性

を直接連結するために、改変型 G タンパク質(Gα)、改変型 K+
チャネルを設計し、これらの人工タ

ンパク質を導入したリガンド細胞応答システムを構築した。さらに、受容体・イオンチャネルの高度

集積化を可能とする足場タンパク

質をこの細胞システムに導入する

ことで、受容体のリガンド認識能

をほぼ完全に保持した高感受性

細胞の構築にも成功した。この人

工細胞システムは、天然に存在

する生体システムに比べて１００

倍のリカンド感受性を有する極め

て高感受性な人工的リガンド応答

システムである。 

また、この人工細胞システムからガラス電極を用いて二分子膜を抜き取ることにより高度集積化二

分子膜を得た。この集積化二分子膜を用いても、細胞システムと同様のリガンド応答を確認できた。

今後は、この集積化二分子膜システムを DNA ナノ構造体上で集積化させ、ナノデバイス構築へと

発展させる。    

50 s
20 pA

改変型改変型改変型改変型Gαααα

改変型改変型改変型改変型K+
チャネルチャネルチャネルチャネル

足場足場足場足場タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質

受容体

匂い物質

匂い物質あり

匂い物質なし

細胞膜から

抜き取った

二分子膜

匂匂匂匂いいいい物質物質物質物質をををを電流電流電流電流

としてのとしてのとしてのとしての検出検出検出検出

リガンドリガンドリガンドリガンド応答性集積化二分子膜応答性集積化二分子膜応答性集積化二分子膜応答性集積化二分子膜

ガラス電極 電流を測定

図図図図 6666. リガンド応答性集積化二分子膜の応答原理 
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