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研究成果の概要（和文）：本研究ではFRETの配向依存性を利用した核酸構造解析法の開発を目指した。まず、構
造解析法に利用可能な蛍光色素の拡張を行い、より大きな複合体を構造解析可能な色素ペアの開発に成功した。
また、同種色素間エネルギー移動が核酸構造解析に利用可能であることを明らかにした。本手法を利用すること
で、ギャップ構造などの損傷DNA、A-tract配列、更にRNAの構造解析に成功した。更に、FRETの配向依存性を利
用することでDNAと小分子間の相互作用を解析可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a versatile method to analyze double 
helical structures of nucleic acids by using orientation dependence of Forster resonance energy 
transfer (FRET). First, we developed another FRET pair for analyses of larger complexes of nucleic 
acids. We also found that energy transfer between identical chromophores can also be used for 
structural analyses. Damaged DNA like gapped DNA, A-tract and RNA structures were successfully 
analyzed by using the developed method. Furthermore, we succeeded in analyses of the interaction 
between DNA and small molecules by using orientation dependence of FRET. 

研究分野： 核酸化学

キーワード： 核酸　エネルギー移動　構造解析　DNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸結合タンパク質は核酸構造のわずかな違いを認識して結合することが知られている。従来、核酸構造の解析
にはNMRやX線構造解析が利用されてきた。しかしながら、大量のサンプルが必要であり、またサンプル調製や解
析が煩雑であるという問題点があった。本研究で開発した核酸構造解析法は少量のサンプルで解析が可能であ
り、また解析が簡便であるという利点がある。そのため、今後様々な核酸構造を網羅的に解析することによっ
て、生物学や創薬科学に貢献することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
核酸結合タンパク質は遺伝子発現制御や損傷修復
に密接に関連していることから、生物学や創薬に
おける重要なターゲットである。これらの核酸結
合タンパク質は核酸の構造や運動性の違いを認識
していることが知られているが、その詳細は未だ
に解明されていない。従って、核酸の立体構造を簡
便に解析する手法が開発できれば、生物学や創薬
科学における重要なツールになると考えられる。 
 それに対し、我々は D-トレオニノールを介して
DNA にドナー及びアクセプタ色素を導入するこ
とで蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を観察する
ことに成功した。また、非常に興味深いことに
FRET 効率の配向依存性を観察することに成功し
た（図１）。更に、この実験値は DNA の B 型二重
鎖構造パラメータを使用して計算した理論曲線と
極めてよく一致することが分かった。このことは
FRET 効率を実験的に算出することで、核酸の構
造パラメータを取得可能であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究ではこの FRET の配向依存性を利用した核酸構造解析法の開発を目指した。核
酸の構造解析には通常 X 線構造解析や NMR が利用されるが、大量のサンプルを必要とし、か
つデータの取得や解析が煩雑であるという問題点があった。それに対し、本手法は蛍光を利用し
ているために感度がよく、必要なサンプル量が少ないという利点がある。また、溶液中での構造
解析することが出来、また解析も簡便である。そのため、従来の手法と相補的な新たな核酸構造
解析法として期待できると考えた。 
 
３．研究の方法 
構造解析法の概略を図２に示す。未知の構造をはさむ
ようにドナー及びアクセプタを導入する。更に、ドナ
ー・アクセプタ間の塩基対数を変化させて FRET 効率
を算出する。この FRET 効率は塩基対間距離やらせん
ピッチなどの構造パラメータを反映しているため、核
酸の構造情報を取得することが可能である。また、円
筒モデルからのずれを検出することで、柔軟性や二重
鎖の屈曲といった情報を取得することも可能である。
本研究ではこの構造解析法の確立及びそれを利用し
た種々の核酸構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ニック及びギャップ含有 DNA の構造解析 
DNA の切れ目であるニックやギャップを含有する
DNA 二重鎖は DNA 修復系における重要な
中間体である。しかしながら、これまで、こ
のニックやギャップ含有 DNA 二重鎖の系
統的な構造・柔軟性解析はほとんど行われ
ていなかった。そこで、FRET の配向依存性
を利用することでこれらの構造や運動性の
違いを詳細に解析することを目指した。 
 DNA にニック（０塩基ギャップ）を導入
した際の結果を図３に示す。ニックを含ま
ない二重鎖（赤色）と比較して、ニック含有
DNA は同様の位置に極小・極大を示すこと
が分かった。このことは DNA 二重鎖にニッ
クを導入しても、色素配向が変化していな
いことを示している。すなわち、ニック含有
DNA はニックを隔てた２つの二重鎖がスタ
ッキング相互作用することによって、平均
して B 形二重鎖構造を維持することが明ら
かとなった。一方、標準 DNA と比較してわ
ずかに極大の減少、及び極小の増大が観察されることが分かった。このことはニックを導入する
ことで、色素配向が若干平均化したことを示している。従って、二重鎖にニックを導入した結果、

図１．FRET の配向依存性 

 

図２．FRET の配向依存性を利用した核
酸構造解析法の概略 

 
図３．ニック含有 DNA の構造解析結果 



二重鎖の柔軟性が増加したこと
が分かった。 
 一方、DNA に１塩基ギャップを
導入した際には、極小の位置が変
化することが分かった（data not 
shown）。このことはニックと異な
り１塩基ギャップを導入した際
には二重鎖が屈曲もしくは回転
することで色素配向が変化した
ことを示している。更に、２塩基
ギャップ及び３塩基ギャップを
導入した際の結果を図４に示す。
これらの二重鎖においては FRET
の配向依存性がほとんど観察さ
れないことが分かった。特に３塩
基ギャップを導入した二重鎖では配向依存性がほぼ観察されず、平均化された配向を仮定した
計算値と非常によく一致することが分かった。これらのことは３塩基ギャップを導入した場合、
ギャップを隔てた二つの二重鎖はもはやスタックせず、自由に運動することを示している。 
以上のように、FRET の配向依存性を利用することで、ニック・ギャップ含有 DNA の構造・

運動性の違いを系統的に解明することに成功した。このような構造・運動性の解析は従来の手法
では実現が困難であったことから、本系を通じて我々の FRET を利用した構造解析法の有用性
を実証することが出来た。本研究成果は Nucleic Acids Research に掲載された。 
 
（２）DNA－ヌクレオシド間の相互作用解析 
近年核酸をターゲットとした小分子
医薬が非常に注目されている。しかし
ながら、一般的に小分子が結合した際
の核酸の構造変化は小さいため、その
検出が困難であった。我々の FRET 系
は距離の変化に加えて配向の変化を
検出することが出来るため、核酸と小
分子間の相互作用を解析できるので
はないかと考えた。具体的には、ギャ
ップ含有 DNA とヌクレオシド間の相
互作用を解析することを試みた（図
５）。１塩基ギャップ含有 DNA に対し
て、ヌクレオシドが結合した際にはニックと同様の二重鎖構造となると考えられる。図３に示し
たように、我々の系ではニック・ギャップ構造を識別することが可能である。従って、ギャップ
含有 DNA とヌクレオシド間の結合を検出可能であると考えた。 
図６にギャップ部位にチミンを持つギャップ

DNA に対して種々ヌクレオシドを添加した際の
蛍光測定結果を示す。チミンに相補的ではない、
グアノシン、シチジン及びウリジンを添加した
際にはドナー発光とアクセプタ発光の比が変化
しないことが分かった。このことはこれらのヌ
クレオシドがギャップ部位に結合していないこ
とを示している。それに対し、アデノシンを添加
した際には蛍光強度比が大きく増加した。すな
わち、ギャップ部位のチミンが Watson-Crick 塩
基対に従って正確にヌクレオシドを認識するこ
とが分かった。更に、チミンギャップとアデノシ
ンとの結合解離定数は 0.58 mM と算出すること
が出来た。ギャップ含有 DNA とヌクレオシド類
縁体との結合は核酸の前生物学的合成の観点か
らこれまでにも解析が行われてきた。しかしな
がら、NMR や ITC によって解析が行われていた
ために、大量のサンプルや複雑な解析が必要で
あった。それに対し、FRET を利用することで必
要なサンプル量が少なく、かつ簡便に解析可能であることが分かった。 
 更に、本系を利用することで２塩基ギャップとヌクレオシドとの結合を解析することにも成
功した。解析の結果、２塩基ギャップの場合はヌクレオシドが協同的に結合することが明らかと
なった。このような解析は従来の手法では非常に困難であり、本手法を利用することで初めて明

 
図４．２塩基及び３塩基ギャップ含有 DNA の構造解析結果

 
図５．ギャップ DNA－ヌクレオシド相互作用の解析 

図６．チミンギャップ含有 DNA とヌクレオ
シドとの相互作用解析 



らかにすることが出来た。これらの成果は、Organic & Biomolecular Chemistry 誌に掲載され、表
紙に採用された。 
 
（３）同種の色素間のエネルギー移動解析 
これまでの結果から明らかのように、異種色素間における
FRET はドナー発光の減少、及びアクセプタ発光の増大を
検出することで簡単に識別することが可能である。しかし
ながら、同種色素間 FRET（ホモ FRET）は、エネルギー移
動の前後で蛍光強度や蛍光寿命が変化しないことからそ
の解析が極めて困難であった。従って、ホモ FRET が Förster
理論に従うことをこれまでに実験的に証明した例はなか
った。そこで、DNA 骨格を利用することで同種色素間エネ
ルギー移動を詳細に解析することを試みた。 
 具体的な設計を図７に示す。蛍光色素（ペリレン）を２
分子 DNA に導入し、そのうち１分子の正面に消光色素（ア
ントラキノン）を導入した。これまでの結果からアントラ
キノンがペリレンの発光を効率的に消光することを明ら
かにしている。もし蛍光色素間でホモ
FRET が起きた場合は、アントラキノンか
ら離れた位置にあるペリレンの発光もホ
モ FRET を介して消光するのではないか
と考えた。また、色素間の塩基対数を２～
１３塩基対と変化させて、ホモ FRET 効率
の距離・配向依存性を検討した。 
 アントラキノンから離れた位置にある
ペリレンの蛍光寿命の減少からホモFRET
効率を算出した結果を図８に示す。図１の
異種色素間 FRET と同様にホモ FRET の場
合も、極小・極大が観察されたことから配
向依存性を示すことが明らかとなった。ま
た、配向を考慮して Förster 理論から計算
した理論曲線と極めてよく一致すること
が明らかとなった。このように、ホモFRET
が Förster 理論に厳密に従うことを実験的
に初めて明らかにすることに成功した。従って、これまで利用してきた異種色素間エネルギー移
動だけではなく、同種色素間 FRET を利用した核酸構造解析が可能であることが分かった。これ
らの成果は Communications Chemistry 誌に掲載された。また、本結果を元に調製した光捕集アン
テナの結果が Angewandte Chemie International Edition 誌に掲載された。 
 
（４）構造解析に利用可能な蛍光色素の拡張 
これまではピレン、ペリレンをそれぞれドナ
ー、アクセプタとして利用してきたが、他の色
素ペアを利用した FRET 系の開発を試みた。
具体的にはドナーとしてペリレンを、アクセ
プタとしては Cy3 を利用した。これらの色素
を D-トレオニノールを介して DNA に導入し
た。合成した配列について蛍光測定を行い、
FRET 効率を算出したところ、ピレン―ペリレ
ンペアと同様にペリレン―Cy3 ペアにおいても配向依存性が観察されることが分かった。すなわ
ち、ペリレン―Cy3 ペアを利用した核酸構造解析が可能であることが明らかとなった。更に、ピ
レン―ペリレンペアと比較してペリレン―Cy3 ペアは Förster 半径が長く、より長距離までエネ
ルギー移動が可能であることが分かった。このことは、ペリレン―Cy3 ペアを利用することでよ
り大きな核酸複合体の構造解析が可能であることを示している。このように、核酸構造解析に利
用可能な蛍光色素を拡張することに成功した。 
 
  

 
図７．蛍光色素の消光を利用したホ
モ FRET 解析の模式図 

 
図８．ホモ FRET 効率の実験値及び理論曲線 

図９．開発した FRET ペア 



（５）その他の核酸構造解析 
まず、FRET の配向依存性を利用
した A-tract 配列の構造解析を行
った。A-tract 配列とはポリ A－ポ
リ T 配列のことであり、ゲノム上
に広く存在し、転写制御やクロマ
チン構造制御と密接に関連してい
ることが知られている。A-tract は
二重鎖を屈曲することが報告され
ているものの、その詳細な構造は
未だ明らかになっていない。そこ
で、本 FRET 系を利用して A-tract
配列の構造解析を試みた。具体的
には A-tract 配列を含む二重鎖に
ドナー及びアクセプタを導入し、
FRET 効率算出することで構造解
析を行った。 
その結果、図１０に示すように

理論曲線とのずれが観察されるこ
とが分かった。具体的には塩基対数の増加とともに理論曲線よりも FRET 効率が上昇する現象
が確認された。このことは、A-tract 部分で二重鎖が屈曲し、円筒モデルよりも実際の色素間距離
が短くなったことを示している。すなわち、FRET の配向依存性を利用することで A-tract による
二重鎖の屈曲を観察することに成功した。 
 また、RNA にドナー・アクセプタを導入することで RNA の構造解析を行った。RNA は DNA
とは大きく異なる A 型二重らせん構造を形成することが知られている。実際に、RNA の塩基対
数を変化させて FRET 効率を算出し、円筒モデルと比較を行ったところ、円筒モデルから予想さ
れる理論値と実測値が大きく異なることが明らかとなった。このことは、RNA が B 型二重らせ
ん構造と大きく異なる A 型二重らせん構造を形成していることを示している。このように、我々
の FRET 系を利用することで、DNA と RNA の二重らせん構造の違いを検出できることが分か
った。 
 以上のように、FRET の配向依存性を利用した核酸構造解析法の開発に成功した。蛍光色素の
拡張により、より大きな複合体の解析が可能な手法を開発した。また、同種色素間のエネルギー
移動が構造解析に利用可能であることを明らかにした。また、開発した FRET 系を利用すること
でギャップ含有 DNA などの損傷 DNA や A-tract、RNA などの様々な核酸構造を解析可能である
ことが分かった。更には、本手法を利用して DNA と小分子との相互作用を解析することにも成
功した。本手法は、必要なサンプル量も少なく、解析が容易であるため汎用性の高い核酸構造解
析法としての応用が期待できる。今後、様々な核酸―小分子間相互作用解析や、より複雑な核酸
―タンパク質複合体などの構造解析へと応用することによって、生物学や創薬科学へ貢献する
ことが期待できる。 

 
図１０．A-tract の構造解析結果 
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