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 平成２０年度採択研究代表者 

 

杉山 弘 

 

 

京都大学大学院理学研究科・教授 

 

生体分子情報－構造－機能統合ナノシステムの構築 

 

 

§１．研究実施の概要 

本研究では、DNAの持つ塩基配列による分子集合と形成される構造を活用し、プログラム

可能で多次元に拡張可能なDNAナノ組織体の構築方法の開発とそれを基にした高密度に集

積した生体分子ナノアレイの構築方法の検討、生体分子複合体形成の制御と相互作用の操作、

さらに超高密度・高感度センサーデバイスの開発を行う。 

これらの目的に対して本年度は、以下の 7 項目の研究を実施し成果を得た。①2 次元に

拡張可能な DNA ナノ構造体を塩基配列のプログラムで配列できる系の構築を行った。②

設計した DNA ナノ構造体内で生体分子の 1 分子解析を高速 AFM によって行った。③DNA

ナノ構造体上に構築した経路上を動く分子の設計とその挙動を観察した。④ATP 結合性リ

ボヌクレオペプチドセンサーの認識メカニズムの詳細な解析を行った。⑤DNA ナノ構造体上へ

の機能性分子固定化技術の開発を行った。⑥受容体・イオンチャネル人工複合体によるセンサ

ー高機能化とイオンチャネル複合体の DNA ナノ構造体への集積化を行った。⑦Ca2+チャネル

TRPC3の形成するシグナル複合体の解明を行った。 

今年度は、DNA ナノ構造体の構築では、新規な DNA ナノ構造体の設計と構築ができ、これ

らの DNA ナノ構造体をプログラムどおりに 2 次元に配列できる系の構築ができた。設計

した DNA ナノ構造体を足場として、酵素反応の制御や DNA の構造変化の 1 分子の動的な

解析に成功した。DNA ナノ構造体上で分子の動きをナノスケール制御して長距離移動でき

る系の構築とその分子運動の解析にも成功した。分子の検出では、GTPやドーパミンなど様々

な生体内重要物質を検出可能な蛍光性 RNP センサーの構築に成功した。また、高効率にシグ

ナルを伝達する改変型イオンチャネル、改変型 G タンパク質の最適化に成功し、生体物質リガン

ドを高精度、高感度、かつ高出力で検出できる細胞システムを得ることができた。さらには、数個の

人工受容体・イオンチャネル複合体を含む形で細胞膜の一部を切り取り、生体物質リガンドを高精

度、高感度、かつ高出力で検出することに成功した。今後も、生体分子の持つプログラム性・精密

な構造を利用し、人工的に設計・構築することで、そこから生み出される新奇な機能性や反応性を

探索し、ナノスケールでの精密な分子の組み立てと組織化によって高度な機能性を発現できる系
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の構築を行う。 

 

 

§２．研究実施体制 

（１）杉山グループ 

① 研究分担グループ長： 杉山 弘 （京都大学大学院理学研究科、教授） 

② 研究項目 

新規DNAナノ構造体の設計と構築、DNAナノ構造体の選択的な配列と機能化、DNA

ナノ構造体上での生体分子の 1 分子解析、DNA 認識技術の精密化に向けたポリアミ

ドの開発 

 

（２）森井グループ 

① 研究分担グループ長：森井 孝 （京都大学エネルギー理工学研究所、教授） 

② 研究項目 

機能性RNPの構築、人工光合成デバイスの構築と機能評価、機能性タンパク質の構築、タ

ンパク質センサーの構築、機能性ペプチド組織体の構築と評価 

 

（３）森グループ 

① 研究分担グループ長：森 泰生 （京都大学大学院工学研究科、教授） 

② 研究項目 

レセプター・イオンチャネル複合体の高機能化、イオンチャネルの高度集積化の解

析、高度集積化ナノデバイスの構築 
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§３．研究実施内容 

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

１．塩基配列のプログラムにより2次元DNAナノ集合体の設計と構築 (A-2)(A-3) 

2次元に拡張可能なDNAナノ構造体を使ってプログラム可能な集合系の設計と構築を検討した。

2 次元ナノ構造体は塩基配列の相補性、形状の相補性、π相互作用を組み合わせ、１次元方向

（2重らせん軸方向）と 2次元方向（2重らせん軸に直交方向）に配列できるように設計した（図１A）。

9 種類の異なる 2 次元構造体ユニットを設計し、自己集合させた。その結果、塩基配列のプログラ

ムどおりに異なるユニットが 1次元方向と 2次元方向に配列され、目的とする 3x3集合体を構築す

ることに成功した（図１BC）。また、4 方向に 2 重らせん軸を向けた DNA 構造体を用いることで、自

己集合によって十字型と中空な四角形(口の字型)構造を構築することに成功した。これら方法に

より、機能化した分子のプログラムに従った 2次元上での自由な配置が可能である。 

2． 設計した DNA ナノ構造体内での酵素反応と DNA 構造変化の 1 分子解析 (A-8)(A-9) 

基質となる 2本鎖DNAを導入できる 2次元DNAナノ構造体を設計し、その中で酵素反応と DNA

構造の変化を 1 分子解析した(図 2A)。DNA 修復酵素(8-oxoguamine glycosylase, pyrimidine 

dimer glycosylase)はDNA鎖を折り曲げることで修復反応を行うため、張った状態の64塩基対と緩

んだ状態の 74 塩基対の 2 本鎖 DNA を DNA ナノ構造体中に導入し、反応の制御と修復酵素の

反応の挙動を高速AFMによって解析した。還元による酵素の捕捉と切断反応(図 2B)の反応効率を

解析した結果、74塩基対の配列がより反応しやすく、ナノ構造体によって酵素反応を制御できるこ

とが示さたれた。また、高速 AFMによって、酵素１分子の運動と反応の解析も可能となった。  

 DNAの動的な構造変化を 1分子レベルで実時間観察する系の構築を目指し、グアニン４重

鎖構造の形成で誘導されるナノスケールの構造変化を検出する系を構築した。分割した[3+1]グア

ニン4重鎖の配列をそれぞれ含む2本の2本鎖DNAを中空なDNAナノ構造体内に固定した(図

2C)。DNA が並んだ DNAナノ構造体に K+を添加すると 2 本鎖 DNAが中心で結合した X型のナ

ノ構造が観察された(図 2C 右)。次に、グアニン４重鎖構造の形成を高速 AFMによって実時間で

観察した。K＋を含む観察用の溶液中でAFMを走査すると、走査中にX型構造を形成するものが

観察された。以上のように、DNAナノ構造体を用いて、2 本鎖 DNAの構造変化からグアニン 4重

鎖の形成を動的に 1分子で観察する系の構築に成功した。 

図 1 2 次元 DNA 構造体の設計とプログラムに従った自己集合による２次元方向への配列の形成。

DNA構造体ジグソーピース構造(A)と 9 種類のユニットからの 3x3 集合体（B）とその AFM像(C)。  
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3． DNA ナノ構造体上に構築した経路上を動く分子の設計とその挙動 (A-1) 

ナノスケール下で分子の連続的な移動を精密に制御する技術はいまだ開発されていない。本研

究では DNA を用いた移動可能な分子機械(DNA モーター)を DNA ナノ構造体上で制御して動か

し、その運動を高速AFMによって可視化した。DNAモーターは１本鎖DNAが制限酵素の切断に

より、近接する相補鎖に移動する分岐移動の原理を用いた。17本の1本鎖DNAをDNAナノ構造

上に導入したトラック(経

路)を作成し、その末端に

移動する DNA モーター

を導入した(図 3A)。制限

酵素を加えると、順次隣

接するDNA鎖に移動し、

トラック上を経時的に１方

向に動くことが明らかとな

った(図 3B)。次に、DNA

モーターがトラック上を移

動する様子を高速 AFM

によって観察した。DNA

モーターは AFM の走査

時間内で動くところが直

接観察でき、その運動を

解析するとDNAモーター

図 2 ナノ構造体上での酵素反応の制御と DNAの構造変化の一分子解析。(A)中央に基質を持つ 2

本鎖DNA(64 と 74 塩基対)を導入した DNAナノチップ。(B)還元による酵素の捕捉(左)と切断反応(右)

の AFM像。(C)グアニン 4重鎖構造形成に誘導された 2本鎖 DNAの構造変化とその可視化。  

図３ に連続した1本鎖DNAでトラックを導入したDNAナノ構造体。相

補鎖となるモーターDNAが酵素反応で 1方向に運動する。(B)酵素反

応後のモーターDNAの位置の経時変化と AFM像。(C)高速 AFMによ

るモーターDNAの段階的な運動の実時間イメージング。 
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がトラック上の 1 本鎖 DNA を順次移動することが明らかとなった。このように、ナノスケールでの制

御された分子の移動する系を作り出し、分子運動を操作し、解析する技術の開発に成功した。 

 

４. ATP 結合性リボヌクレオペプチドセンサーの認識メカニズムの詳細な解析 

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。本年度は、本戦略を拡張し、GTP やドーパミンなど様々な生体内

重要物質を検出可能な蛍光性RNPセンサーの構築に成功した。また、ATP結合性RNPセンサ

ーの認識様式を明らかとすることで、ATP結合前後で RNP センサーがダイナミックな構造変化を

しており、それが蛍光変化に直接関与している事を明らかとした。この知見は、蛍光性 RNP セン

サーの合理的設計において重要である。 

 

図４ ダイナミックな構造変化を伴う ATP検出用蛍光性 RNPセンサー 

 

5. DNA ナノ構造体上への機能性分子固定化技術 

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ような、高効率な物質変換システムの構

築や機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、これまでの報告

例は核酸を用いたものがほとんどであり、自在に様々な機能性分子を配置可能とまではい

かない。我々は、DNA ナノ構造体へ複数の機能性分子を配置するためのアダプターとして、

Zinc Finger 蛋白質を選択した。Zinc Finger 蛋白質は、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。本年度は異なる DNA 配

列選択性を有する２種類の Zinc Finger 蛋白質(Zif268 と AZP4)を作成し、それらに蛍光色

素などの機能性有機小分子や酵素などの機能性蛋白質を導入した誘導体も作成した。AFM

により Zinc Finger 蛋白質が対応するアドレス(Zinc Finger 認識配列)に結合している事を

示した。 
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図５ Zinc Finger 蛋白質を用いた DNAナノ構造体上への機能性分子の固定化 

 

6. 受容体・イオンチャネル人工複合体によるセンサー高機能化 

 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センサーナノシステムの構築を目指した。受容体の応答をイオンチャ

ネルの活性を基に直接電気応答として読み出すシステムの構築を行い、高効率にシグナルを伝

達する改変型イオンチャネル、改変型 G タンパク質の最適化に成功した。また、これらのタンパク

質を恒常的に発現する安定発現細胞を構築し、生体物質リガンドを高精度、高感度、かつ高出力

で検出できる細胞システムを得ることができた。さらには、数個の人工受容体・イオンチャネル複合

体を含む形で細胞膜の一部を切り取り、生体物質リガンドを高精度、高感度、かつ高出力で検出

することにも成功した。 

 

7. イオンチャネル複合体の DNA origamiへの集積化 

 上記の成果を人工的な高度集積化ナノデバイス構築に転じるためには、リガンド応答を受け取る

受容体とその情報を電気応答として読みだすイオンチャネルを、細胞の力に頼らずナノメートルレ

ベルで適切に配置することが必須である。DNA 

origami がその足場として機能するのではない

かと着想し、DNA origami上へのイオンチャネ

ルの配置行った。特異的な DNA配列を認識で

きる Zn2+ fingerタンパク質を用い、Zn2+ finger

タンパク質 Zif268 と K+チャネルの融合タンパク

質を作成した。K+チャネルは 4 量体を形成する

が、４つのイオンチャネル-Zn2+ finger タンパク

質結合部位を DNA origami上の決められた位置に配置させることができた。 
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8. Ca2+チャネル TRPC3の形成するシグナル複合体の解明 (C-2) 

 ホスホリパーゼ Cによって仲介される細胞内の Ca2+応答は、セカンドメッセンジャーとして産生さ

れるイノシトール３リン酸（IP3）とジ

アシルグリセロール（DAG）によって

仲介される。IP3を介した Ca2+応答

に関しては詳細な解析が進められ

ているが、DAG を介した Ca2+応答

の解析は進んでいない。今回、

Ca2+チャネル TRPC3 が DAG で

直接活性化されることで、細胞外か

らのCa2+流入を引き起こすだけでなく、プロテインキナーゼ Cβ(PLCβ)と直接相互作用し、細胞

膜上でタンパク質複合体を形成することによりシグナル伝達を高効率的に制御していることを明ら

かにした。 

 

 

§４．成果発表等 
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