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§１．研究実施体制 

 

（１）「杉山」グループ 

① 研究代表者：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ナノ構造の設計と構築、DNAナノ構造の選択的な配列と機能化、DNAナノ構

造上での生体分子の 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 主たる共同研究者：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 主たる共同研究者：森 泰生 （京都大学大学院地球環境学堂、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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§２．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. 光操作による２本鎖DNAの形成と解離のナノ構造内での1分子観察 (A-9) 

2本鎖DNAの形成と解離の１分子スイッチングを直接観察するため、光に応答して 2本鎖の形成

と解離を制御できるアゾベンゼンを導入した光応答性 DNA を側鎖として 2本鎖に導入し、それら

を DNA フレーム構造内に結合した(図 1A)。トランス体のアゾベンゼンは 2本鎖形成を行うので、

DNAフレームに導入した際、形成された光応答性２本鎖DNAが、2本の 2本鎖DNAの中央に

観察された(図 1B)。この状態ではDNAフレーム構造内に導入した２本鎖DNAが中央でコンタク

トしているため X 字構造として観察される。UV 光の照射を行うと、アゾベンゼンはシス体に変換さ

れるため、光応答性 DNA の 2 本鎖は解離する。この際は、DNA フレーム内に 2 本の離れた 2

本鎖 DNA が観察できた。続けて可視光照射を行うとアゾベンゼンは元のトランス体に変換され、

解離した光応答性 DNA 鎖は再び 2 本鎖形成をして、X 字構造として観察された。次に、この 1

分子観察システムで光応答性

2本鎖DNAの形成と解離の動

的な挙動を観察した。高速

AFM を走査しながら光照射を

行い、その動きを観察すると

UV 光と可視光といった光の波

長に応じて2本鎖DNAの解離

と形成が直接観察できることが

示された。また、UV 光-可視光

-UV光と連続的に照射しても 2

本鎖の解離と形成の可逆的な

動作が見られた(図 1C)。このこ

とから、DNA フレーム内の 2

本の 2 本鎖の全体的な構造の

変化を観察することで、光応答

部位の解離と結合を可逆的な

機械的スイッチングとして１分

子で可視化することが可能とな

った。 

 

 

2. DNAナノ構造体のプログラム集合体の構築と光照射による集合と解離の操作 (A-15) 

光応答性DNAを 6角形のDNAナノ構造体に導入し、これらの構造体を 2次元の様々な方向に

図１．光応答性DNAによる2本鎖形成と解離の１分子観察。(A)光応答性
DNA を 2 本鎖 DNA にそれぞれ組み込み DNA フレーム構造内に導入
する。アゾベンゼンの光異性化に対応し、UV 光照射で 2 本鎖は解離し、
可視光照射で２本鎖形成する。（B）光応答性DNA導入後のAFMイメー
ジ（X 字構造）。（C）UV 光と可視光による２本鎖形成と解離の連続的な１
分子観察。 
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プログラム通りに配列できる手法を検討した。異なる 6 角形の構造体の辺に光応答性 DNA を配

置して混合すると2量体に集合し、UV光照射を行うと解離し、可視光を照射すると再び効率よく 2

量化した。UV 光と可視光を交互に照射することで可逆的に集合体の集合と解離を制御できた。6

角形の構造体を直線的またはカーブして 3量化でき、さらに多量体に集合させることもできた。より

精密に集合体の構造を制御するため、導入する光応答性DNAの数と位置をコントロールすること

で、隣り合う構造体の裏表を制御でき、直線状の安定な集合体構造や 6 個のユニットが集合した

環状の集合体構造の構築に成功した。 

3. B-Z構造転移のナノ構造内での1分子観察 (A-21) 

DNA構造のバリエーションに左巻きらせん構造であるZ型のDNA構造が存在する。CG繰り返し

配列の2本鎖DNAは塩濃度によって右巻きらせんのB型DNAから左巻きのZ型のDNA構造をと

る。このB-Z転移を可視化するため、（5-methyl-CG）6回繰り返し配列を導入し、可視化のマーカ

ーとなる3本の2本鎖DNAが並んだ「旗」となる構造を結合し、DNA フレーム構造内に導入した

(図2A）。これらの旗状マーカーを持つ2本鎖は上側がB-Z転移を起こせるCG配列を含むもの、下

側がコントロールとなる転移しないランダムな配列を持つもので、それらの両側は回転を可能にす

るため、垂直方向に吊り上げた

新たなDNA フレームを用いた。

溶液中のMgイオンの濃度を上

昇させていくと、それに伴って

B-Z転移できる配列では旗状

マーカーが下向きから上向き

になる割合が増加した(図2B）。

また、Mgイオンの濃度を調節

することで、B-Z転移の平衡状

態を作り、旗構造が回転する様

子を高速AFMによって観察し

た。その結果、AFMで走査し

ている間に旗状マーカーが上

下に動く様子が観察され、旗

構造のフレーム空間内での位

置やその高さを測定することで、

B-Z遷移によるらせんの回転に

伴って旗構造が回転することが

分かった。 

 

4. DNAナノ構造体上への機能性分子固定化技術の開発  

(Angew.Chem.Int.Ed. 51, 2421-2424, 2012) 

図 2．B-Z転移のDNAフレーム内での１分子観察。(A)B-Z転移
する配列(5meCG)6 と旗状構造（マーカー）を導入した DNA 鎖を
DNAフレームに導入する。下のDNA鎖は特異的な配列のない
コントロール。(B)Mgイオンによる B-Z転移状態の平衡状態での
観察。B-Z遷移配列を導入した旗構造(矢印)が回転したAFMイ
メージ 



 4 

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できれば、バルク中や膜上で混

合するだけでは達成困難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期待

できる。しかしながら、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技術は乏しく、集積化による効能についても未知数な部分が多い。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これまでに検討してきた。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 配列への選択性を自在に設計することが

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。また、異なる性質を持つアダプターとして、Leucine Zipper 蛋白質にも着目している。

Leucine Zipper 蛋白質は、ホモまたはヘテロな二量体を形成して、特定の認識配列と強固に結

合するため、一般的な酵素が取る二量体構造を DNA ナノ構造体上に配置する上で、より適して

いると考えられる。実際に、

Leucine Zipper 蛋白質 と

Zinc Finger蛋白質とは、お互

いに競合することなく、同一

DNA ナノ構造体上の異なるア

ドレスにそれぞれ結合している

ことが明らかとなった。今後、こ

の知見を活かし、高効率な物

質生産システムを DNA ナノ

構造体上に構築していく。 

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-3) 

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。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強度が変化する蛍光性 RNP センサー

の構築に成功している。B-2 本年度は、

より定量性が高い検出法として知られる

蛍光レシオ検出が可能なレシオ検出型

蛍光性 RNP センサーの開発に成功し

た。現在これら RNP センサーを含む

RNP ライブラリーを DNAナノ構造体上

に配置するための技術開発をおこなっ

ており、良好な結果が得られつつある。 

6. タウタンパク質由来の凝集性ペプチドのアミロイド線維形成能評価 

図 3. Zinc Finger 蛋白質と Leucine Zipper 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技術 

図４. レシオ検出可能な蛍光性 RNPセンサー 
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(Biochemistry 51, 1396-1406, 2012) 

アルツハイマー病患者の病理学的な特徴の一つとして、脳内に Paired helical filament 

(PHF)と呼ばれる特徴的な繊維状構造体の沈着が観察される。PHF の主成分は過剰なリン酸化

修飾を受けたタウタンパク質である。我々はタウタンパク質の繊維形成におけるリン酸化の役割に

ついて明らかにすることを目的とし、モデルペプチドを利用してリン酸化が凝集特性および繊維形

状に及ぼす影響の評価を行っている。 

これまでに、PHF配列内の被リ

ン酸化が繊維状構造体の形成を

促進する機構が、分子内あるいは

繊維間での静電相互作用の形成

によるものである事を明らかとして

いる。本成果においては、被リン酸

化部位の周辺残基との位置的バ

ランスが、その凝集特性に大きく影

響を与えることを新たに見出した。

また興味深いことに、異なる凝集

性を持つペプチドが混在した場合、単独のそれとは異なる凝集体形成能を示すことが明らかとなり、

その凝集体形成能について研究を展開している。 

 

7. イオンチャネル複合体の DNA origamiへの集積化 

ナノデバイス構築を行うためには、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。これまでに、Zn2+ finger タンパク質を用いることで、イオンチャネルタンパク質（TRPC3、

Kir3.1）を DNA origami上に配置することに成功した。しかし、イオンチャネルの DNA origami

への結合効率が低いことが問題であった。そこで、Kir3.1 において DNA origami 上の Zn2+ 

finger 認識配列の距離をナノメートルレ

ベルで制御することにより、最適な配列の

決定を試みた。その結果、DNA origami

に結合するイオンチャネルの割合が、5

倍程度上昇させることに成功した。 

8. DNA origami 上でのイオンチャネル

複合体形成 

TRPC3 や Kir3.1 などのイオンチャネル

は、生体内において 4 量体を形成するこ

とで機能することが知られている。しかし、

界面活性剤により可溶化した際にはその

図５. 分子構造の異なる PHF6 誘導体から形成された繊

維状構造体 

DNAorigami上でTPNがKirに結合する

Kirチャネルは４量体を形成

Inhibit Not Inhibit

tetramer monomer

TPNq

DNA origami

TPNq: inhibitor of the 

GIRK1/4 and ROMK1 

channels with 
nanomolar affinities

Kir channel
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4 量体構造が崩れることが多く、イオンチャネルの高機能化の際の問題点とされている。そこで、

Kir3.1においてDNA origami上での機能的な 4量体形成を確認することを試みた。確認には、

蛍光色素である carboxytetramethylrhodamine （TAMRA ）に Kir3.1 の阻害剤である

tertiapin（TPNq）を結合させた TAMRA-TPNq を合成し使用した。TAMRA-TPNq を DNA 

origami上に配置させたKir3.1に作用させると、Kir3.1への結合が確認出来たことから、Kir3.1

は DNA origami上で機能的な 4量体を形成していることが確認出来た。 

 

 

§３．成果発表等 

 

（３－１） 原著論文発表 

 

●論文詳細情報 
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