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環状DNAを用いた人工光合成系の構築

「変換と制御」領域　　居城　邦治　

要　　旨

　植物や微生物の光合成は、太陽エネルギーを使って高エネルギー化学物質を効率の良く

作り出すシステムである。これを人工的に模倣することができれば、環境に優しい省エネル

ギー型化学プラントを構築することが可能となる。最近、光捕集複合体LH２を構成するタ

ンパク質・色素複合体の立体構造が解明された（Fig. １）。太陽エネルギーを捕獲するため

の色素分子が環状に配列していることから、色素の配列とエネル

ギー移動のための励起子伝達の関係が重要視されているが、なぜ

環状構造なのか？という疑問に対してまだ解答は得られていない。

色素分子の環状配列を再現できればこの疑問に答えることができ

ると期待される。しかし、従来の化学ではこのような色素分子の

環状構造を作り出すことは困難であった。

　そこで本研究では、DNAの分子認識を利用することで、色素分子を環状に配置した分子

集合体の構築を目指した。DNAの二重らせん構造を形作っている核酸塩基間の特異的な水

素結合に着目して、一本鎖ＤＮＡと色素分子の分子集合体を作製した。一本鎖ＤＮＡが鋳型

Fig.2 気液界面における環状チミジル酸を鋳型としたアゾベンゼン－アデニン誘導体の環状固定化

Fig. 1  光捕集複合体LH2の構造
　　　 　 （Nature, vol.374, p.517(1995)

より転載）
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となり、ＤＮＡの塩基配列に応じて色素分子を気水界面で配列できることがわかった。大き

く分けて下記の成果が得られた。

　１）環状ＤＮＡを鋳型としたアゾベンゼンの環状配列（Fig.２）

　２）オリゴヌクレオチドを鋳型にしたアゾベンゼンの精密配列

　３）ＤＮＡの伸長固定化

１．はじめに

　生体では分子が精密に配向・配列することにより高機能を生み出している。近年、光合

成とそれを構成する分子の配列構造との関係が明らかになってきている。光合成は光エネル

ギーを化学エネルギーに高い効率で変換するプロセスであり、その基本的な反応は、⑴ 光

捕集、⑵ エネルギー移動、⑶ 電荷分離、⑷ 電子移動、⑸ 触媒反応、に大きく分けられる。

個々の反応を理解し、模倣することができれば高効率のエネルギー変換システムを構築する

ことが可能となる。この中で ⑴ 光励起、⑵ エネルギー移動はアンテナ系とよばれる光捕集

複合体群で行われている。1995年、紅色光合成細菌の光捕集複合体LH２を構成するタンパ

ク質・色素複合体の立体構造がイギリスのグループにより解明された（図１）。それは９回

回転対称性を持つ二重リング構造で、外環では光を補足する色

素であるバクテリオクロロフィル（Bchl）単量体が、内環では

Bchl二量体が、共に９個円形に並んでいる。光吸収による外環

の励起エネルギーは内環を通じてほぼ100％の効率で反応中心

に伝達される。内環ではBchlが十分に近接して配置されてい

るため、個々のBchlの励起が共鳴して励起子を形成する。す

なわち吸収された光エネルギーは励起エネルギーとしてリン

グの中を周回していると考えられている。これはシンクロトロ

ンを連想させるが、自然がなぜこのような色素配列を選んだの

かはまだ明確にはわかっていない。色素分子の環状配列を再現できればこの疑問に答えるこ

とができると期待される。これまで色素分子の配列を制御するために巨大分子が合成された

り、超分子化学やラングミュアー－ブロジェット膜などが用いられきた。しかしLH２同様

の色素の環状配列構造をつくることは困難であった。

　分子を空間的に自在に並べるためのお手本をデオキシリボ核酸（DNA）に見出すことが

できる。DNAはゲノムとして遺伝情報を保持しているが、高分子化学のサイドから見れば、

核酸塩基、糖、リン酸からなるイオン性高分子である。核酸塩基のアデニン－チミン、シト

図１　 光捕集アンテナ系内の
周辺アンテナLH2の模
式図
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シン－グアニン間の相補的水素結合により二重らせん構造を形作っている点から、分子認識

で組みあがった超分子ともいえる。

　水分子はそれ自身が水素結合のドナーでありアクセプターでもあることから、水素結合か

らなる塩基対の形成を阻害する。ところが水が空気と接する気液界面では水分子が構造化し

ていることにより水素結合が促進されることが知られている。我々はこれまで核酸塩基に長

鎖アルキル基を導入することで両親媒性化したオクタデシルシトシン (C18-Cyt)が気液界面

でラングミュアー単分子膜を形成し、下水相のグアノシンとのみWatson-Crick型塩基対をつ

くり、さらにそのＣ－Ｇ塩基対がスタッキングすることで二次元に結晶化するを示した（図

２）。また、オクタデシルアデニン (C18-Ade)とオクタデシルチミン (C18-Thy)を同時に水面

上に展開すると、Watson-Crick型A-T塩基対がスタッキングした単分子膜ができることも

見出した（図２）。このように気液界面単分子膜を場とすることで、核酸塩基の配向を制御

して、塩基対のスタッキング構造を真似た二次元分子集合体を作製することができる。さ

らにC18-Ade/C18-Thy単分子膜の下水相にチミン化合物を添加すると、単分子膜にHoogsteen

型の水素結合で結合し、DNAの三重らせん構造に見られる塩基三量体を形成することもわ

かった（図２）。我々はこのような分子集合体が二重らせんや三重らせんＤＮＡの構造と似

ていることから「DNAミメティクス」とよんでいる。

　本研究の目的はこのDNAミメティクスを用いて光捕集アンテナ色素系を人工的な分子集

合体として模倣することである。DNAミメティクスを用いれば、色素分子を望みの位置に

オングストロームの精度で配置することが可能であると考えた。本研究では、塩基配列が決

まったDNA断片（オリゴヌクレオチド）を足場（鋳型）とすることで、塩基対形成によっ

図２　気液界面単分子膜における塩基対および塩基三量体形成（DNAミメティクス）の模式図
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て核酸塩基を持つ両親媒性化合物を気液界面で配列した。その制御方法を三段階で行った。

一つ目は目的の形に色素を並べることであり、二つ目は色素の間隔を制御することであり、

そして三つ目はこのようにして得られたオリゴヌクレオチドと色素分子から成る分子集合体

同士の配列制御である。具体的には、⑴ 光合成系の光捕集アンテナ色素系を模倣するため

に環状DNAを足場として色素分子のアゾベンゼンの環状配列を行い直鎖状DNAと比較し

た、⑵ 足場のDNAの塩基配列による色素の配列制御を行った、⑶ DNA分子を単分子膜を

移し取ることでその配向を制御した。

２．研究内容

２－１　環状ＤＮＡを足場としたアゾベンゼンの環状配列

【環状DNAの合成】

　全保護チミジル酸を出発物質として、リン酸トリエステル法に従って脱保護と縮合を繰

り返し、全保護直鎖オクタチミジル酸を得た。このオクタチミジル酸の両末端の水酸基、リ

ン酸基を、それぞれ順に脱保護し、ついで希薄条件下で縮合反応を行い、分子内で縮合され

た全保護環状オクタチミジル酸を得た。得られた環状物は、NMR、ならびにマススペクト

ルにより確認を行った。最後に、残ったクロロフェニル基をオキシメートイオンにより除去

し、環状チミジル酸８量体（CycT８）を得た（図３）。合成物の確認は、NMRスペクトル

により行った（図４）。同様にして塩基の数が異なる環状チミジル酸４量体（CycT４）、６

量体（CycT６）、10量体（CycT10）を合成した。

図３　CycT8の合成スキーム
図４　 CycT8の1H-NMR（上）と31P-NMR

（下）スペクトル
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【気液界面におけるアゾベンゼン－アデニン

誘導体とオリゴヌクレオチドの相互作用】

　発色団としてアゾベンゼンを有する両親媒

性アゾベンゼン－アデニン誘導体（AzoAde）

を合成した。これを、750nM(unit)の濃度

の直鎖状のチミジル酸30量体（dT30）、ア

デニル酸30量体（dA30）、シチジル酸30量体

（dC30）、グアニル酸30量体（dG30）をそれぞ

れ含む１mM EDTAを含む10mM Tris-HCl

緩衝溶液 (pH7.8、TE緩衝溶液 )上に展開し、

20℃で表面圧－面積等温線をコンピュータ

で制御されたフィルムバランス（ＵＳＩ社

製）で測定した（図５）。AzoAdeは気液界面

で単分子膜を形成することがわかった。dT30を下水相に含むときのみ等温線が膨張したこと

から、AzoAdeは下水相のdT30とA-T対を特異的に形成すると考えられる。

【オリゴヌクレオチドを足場としたアゾベンゼン－アデニン誘導体集合体の分光測定】

　気液界面に存在するAzoAde単分子膜のUV-Vis反射吸収スペクトルを光ファイバー型反射

吸収分光器（分光計器社製）を用いて測定した。下水相に750nM(unit)の濃度の直鎖状チミ

ジル酸30量体（dT30）、異なる大きさの環状チミジル酸CycT4、CycT6、CycT8、CycT10をそ

れぞれ含むTE緩衝溶液上にAzoAdeを20℃で展開した後、２時間後に表面圧が０mN/mす

なわちAzoAde分子が十分な自由体積を持つ状態で反射吸収スペクトルを測定した（図６）。

dT30、CycT4、CycT10ではほぼ同じ最大吸収波長を与えるが、CycT6とCycT8では約20nm

短波長にシフトした反射吸収スペクトルを示した。ここでは同じ分子AzoAdeを用いている

のに、下水相のオリゴヌクレオチドによってその吸収スペクトルが変化することを示してい

る。色素分子は会合形式によって基底状態の相互作用が変化し、その結果吸収スペクトルが

変化することが知られている。CycT6とCycT8での反射吸収スペクトルが、直鎖状のdT30の

時と異なることは、それぞれの分子集合体中でのアゾベンゼンの会合状態が異なっているこ

とを示している。すなわち、アゾベンゼンの直鎖状の配列と環状の配列では、アゾベンゼン

の会合形式が異なり、その結果異なる反射吸収スペクトルが得られたと推測される（図７）。

図５　 種々のオリゴヌクレオチド水溶液上の図５　 種々のオリゴヌクレオチド水溶液上の
AzoAde単分子膜の表面圧－面積曲線
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２－２　オリゴヌクレオチドを鋳型としたアゾベンゼンの精密配列

【種々のオリゴヌクレオチド水溶液上でのアゾベンゼン－チミン誘導体の単分子膜形成】

　合成した両親媒性アゾベンゼン－チミン誘導体（AzoThy）のクロロホルム /エタノール混

合溶液 (９ /１ v/v)を、１mM EDTAを含む10mM Tris-HCl緩衝溶液 (pH7.8、TE緩衝溶液 )

上に展開し、20℃で表面圧－面積等温線を測定した（図８）。TE緩衝溶液には、25nMのオ

リゴヌクレオチドを添加した。オリゴヌクレオチドとして、dA30、d(GA)15、d(GGA)10を用

いた。オリゴヌクレオチドを添加しない場合、表面圧が約10mN/mのとき相転移が起こり、

高い表面圧では固体膜を形成した。下

水相にdA30を添加することで単分子

膜が膨張し、また相転移圧が上昇し

た。すなわちAzoThy分子が下水相の

dA30のアデニンと相互作用（塩基対形

成）していることがわかった。オリゴ

ヌクレオチドを鋳型を認識して組織化

することを確認するため、Thyと塩基

対を形成するdAが一つおきに配列し

たd(GA)15を下水相に添加した。dA30
上と比較して、液体状態での単分子

膜の膨張が見られるものの、固体状態

では、等温線が一致した。ところが、

dAが二つおきに配列したd(GGA)10を

図６　  AzoAde単分子膜のオリゴヌクレオチド
水溶液上でのUV-Vis反射吸収スペクトル

図７　 環状DNAを鋳型にしたアゾベンゼ
ン－アデニン分子の環状配列

図８　 種々のオリゴヌクレオチド水溶液上での
AzoThy単分子膜の２０℃における表面圧－面
積曲線



－ 37－

添加することで、相転移が無くなり、高い表面圧においても単分子膜の膨張が維持された。

AzoThy分子は下水相のグアニンとは相互作用しないことから、d(GGA)10のアデニンとのみ

塩基対形成をしていると考えられる。

【アゾベンゼン－チミン誘導体の気液界面での分光測定】

　光ファイバー型UV-Vis反射吸収分光器によってdA30あるいはd(GA)15上において得られ

た水面単分子膜の反射スペクトルを図９示す。dA30上では、単分子膜が液体状態である５

mN/mにおいて、極大吸収波長が357nmであることから、単分子膜中の大部分のアゾベンゼ

ン発色団はモノマー状態であることが分かった。しかし、320nm付近にも吸収が見られたこ

とから、一部分のアゾベンゼンがH会合体を形成しているものと考えられる。固体膜を形

成する25mN/mでは、スペクトルが314nmにシフトし、H会合体が形成された。d(GA)15を

鋳型として下水相に添加した場合、相転移圧よりも低い５mN/mでは、dA30上と比較してH

会合体に由来する吸収は弱くなり、アゾベンゼン基がより分散しているものと考えられる。

ところが、単分子膜が固体膜を形成す

る25mN/mでは、314nmへと短波長シフ

トし、アゾベンゼンがH会合体を形成

することが分かった。一方、d(GGA)10
上において単分子膜を作製したところ、

358nmに極大吸収波長を有する反射吸収

スペクトルが得られたことから、高い表

面圧においてもモノマー状態が維持され

図９　 dA30およびd(GA)15水溶液上での
AzoThy単分子膜のUV-Vis反射吸
収スペクトル

図10　 d(GGA)10水溶液上でのAzoThy単分
子膜のUV-Vis反射吸収スペクトル

図11　 オリゴヌクレオチドによる色素分子の配列
制御の模式図
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ていることが分かった。AzoThy分子を組織化する際、鋳型のオリゴヌクレオチド上で二塩

基以上隔てることで、単分子膜中のアゾベンゼン基を完全に分散化できることが分かった。

以上のことから、AzoThyは、鋳型として下水相に添加したd(GGA)10上のdAと塩基対を形

成することで、アゾベンゼン間に十分な空間ができ、アゾベンゼンの会合体形成が抑制され

たものと期待される（図11）。

２－３　ラングミュアー－ブロジェット法によるDNA分子の配向・配列化

　DNAとして市販のバクテリオファージλ由来のLambda DNA (48,502塩基対、Ｂ型として

計算した長さ16.5μm)を用いた。基板上のDNA分子の形状を観察するため、DNAに特異

的に結合して強い蛍光を発する色素YOYO-1をDNAとともにTE緩衝溶液に溶解し、下水

相として用いた。長鎖ジアルキルジメチルアンモニウム塩１（２CnN＋２C１, n=12-18）のク

ロロホルム溶液をフィルムバランス（USI製）に満たしたDNA（600nM in bp）とYOYO-

１の混合水溶液上に展開し、形成したポリイオンコンプレックス単分子膜を表面圧５mN/m

まで圧縮後、垂直引き上げ法および水平付着法によりガラス基板に移し取った（図12）。ガ

ラス基板上の蛍光イメージは、冷却CCDカメラ（BITRAN製）を装着した蛍光顕微鏡 (ニ

コン製 )を用いてＢ励起フィルターで観察した。垂直引き上げ法および水平付着法でガラス

基板に移し取ったLambda DNA-両親媒性化合物ポリイオンコンプレックス単分子膜の蛍光

顕微鏡像を図13に示す。蛍光像のひも状構造はＤＮＡ分子を示している。垂直引き上げ法に

より移し取った場合、ＤＮＡ分子はまっすぐに引き伸ばされるのに対し、水平付着法で移し

取った場合、DNA分子は縮まった構造を取っていることがわかった。このことより、水面

図12　 ラングミュアー－ブロジェット法によるDNA-両親媒性化合物ポリイオン
コンプレックス単分子膜の移し取りの模式図
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上では縮んでいたDNA分子が、ガラ

ス基板を引き上げて移し取る際に伸長

したと考えられる。DNA分子はその

末端が基板に固定化されて、引き上げ

時のメニスカスの移動により伸ばされ

るわけではなく、単分子膜に静電吸着

したままDNA分子が引き伸ばされた

と考えられる。このような高分子の伸

長現象としてコイル－ストレッチ転移

が知られている。これはフレキシブルな高分子の希薄な溶液に、流動速度が不均一な場すな

わち伸長流動場を与えると、高分子が糸まりになろうとするエントロピー力に抗して高分子

が引き伸ばされる現象である。今回のDNA分子の伸長も伸長流動場による可能性がある。

３．考　　察

　本研究では、塩基配列が決まったDNA断片（オリゴヌクレオチド）を足場（鋳型）とす

ることで、塩基対形成を使い核酸塩基を持つ両親媒性化合物の気液界面での配列を制御する

ことに成功した。その方法を三段階に分けて以下の成果を得た。⑴ 光合成系の光捕集アン

テナ色素系を模倣するために環状ＤＮＡを足場として色素分子のアゾベンゼンの環状配列を

行い直鎖状DNAと比較した。その結果、CycT6とCycT8を鋳型とした場合、アゾベンゼン

の最大吸収波長は短波長にシフトしており、環状に配列することで特異的な吸収スペクトル

を示すことがわかった。⑵ 足場のDNAの塩基配列による色素の配列制御を行った。その結

果、AzoThy分子を組織化する際、鋳型のオリゴヌクレオチドとしてd(GGA)10を用いて塩基

対形成を二塩基以上隔てることで、単分子膜中のアゾベンゼン基を完全に分散化できること

が分かった。⑶ ラングミュアー－ブロジェット法でDNA－両親媒性化合物ポリイオンコン

プレックス単分子膜を垂直引き上げ法でガラス基板に移し取ることでDNA分子を伸長して

配向・配列固定化できることを示した。

　以上の成果は色素分子の配列制御に関する要素技術であるが、伸長固定化したDNA分子

上に環状に配列した色素分子集合体をさらに集積化することで光合成の機能を創成すること

が可能になると期待できる。

図13　 垂直引き上げ法（左）および水平付着法（右）
でガラス基板に移し取ったポリイオンコンプレ
ックス単分子膜の蛍光イメージ（白線は10μm
を示す）
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