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研究成果の概要（和文）：天然核酸塩基と水素結合型塩基対を形成し、かつ金属イオン存在下では配位結合によ
り対合して金属錯体型人工塩基対を形成する「ヤヌス型人工塩基」を合成し、水素結合型塩基対と金属錯体型塩
基対の可逆な変換に基づくDNA鎖交換反応の開発を行った。5-ヒドロキシウラシル(UOH)を導入したDNA鎖を用
い、水素結合型塩基対UOH-Aと金属錯体型塩基対UOH-Gd(III)-UOHの組み換えにより、Gd(III)イオン添加を外部
刺激とした可逆なDNA鎖交換を実現した。さらに新規ヤヌス型人工塩基として5-カルボキシウラシルを設計し、
DNA二重鎖中で水素結合型塩基対と金属錯体型塩基対の双方を形成することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have developed metal-triggered DNA strand displacement reactions by 
utilizing bifacial unnatural nucleobases that form both hydrogen-bonded base pairs and 
metal-mediated base pairs. 5-hydroxyuracil (UOH) bases were incorporated into DNA strands and the Gd
(III)-triggered strand displacement was demonstrated based on the reversible switching between 
hydrogen-bonded UOH-A base pairs and metal-mediated UOH-Gd(III)-UOH base pairs. In addition, a 
5-carboxyuracil base was found to form both hydrogen-bonded and metal-mediated base pairs in DNA 
duplexes, and thus would be utilized for metal-triggered strand displacement reactions.

研究分野：生体関連化学

キーワード： DNA　人工塩基対　鎖交換反応　金属錯体　人工核酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA鎖交換反応は生体内では相同組換えの過程でも見られるが、近年ではDNAナノ構造体の動的変換などDNAナノ
テクノロジーの分野でも活用されている。本研究で開発した金属錯体形成に基づくDNA鎖交換反応は、金属イオ
ンを外部刺激として駆動するDNA分子マシンの開発や、機能性人工核酸の機能スイッチングなどへの応用が期待
される。特に、水素結合型塩基対と金属錯体型塩基対の双方を形成する「ヤヌス型人工核酸塩基」の設計戦略
は、外部刺激応答性のDNA材料や機能性核酸の新規なビルディングブロックとして有用であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

DNA は、相補的な水素結合に基づく核酸塩基対形成により、配列特異的に会合し二重らせん構
造を形成する。DNA 二重鎖から一本鎖が解離し別の一本鎖が結合する DNA 鎖交換反応は、生
体内では相同組換えの過程でも見られるが、近年では DNA ナノ構造体の構造変換や DNA 分子
マシンの開発などにも活用されている。一般に鎖交換反応は、組み換わる DNA 鎖の添加により
引き起こされるが、種々の化学種や光などの外部刺激に応答する鎖交換反応の開発が注目され
ていた。 
我々は以前、チミンの 5 位メチル基を

水酸基に置換した 5-ヒドロキシウラシ
ル(UOH)が、DNA 二重鎖中で水素結合型
塩基対 UOH–A に加え、金属錯体型塩基
対 UOH–M–UOH (M = GdIII, ZnII etc.)を形
成することを見出した(図 1, Y. Takezawa 
et al., Chem. Eur. J., 2015)。そこで、一つ
の分子で水素結合型天然塩基対と金属
錯体型塩基対の両方を形成する非天然
核酸塩基（「ヤヌス型核酸塩基」）を用い
れば、二種類の塩基対形成モードの相
互変換に基づくDNAの鎖交換反応が実
現でき、金属配位を駆動力とした核酸
構造・機能のスイッチングが可能にな
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、天然核酸塩基と水素結合を介したワトソン–クリック型塩基対を形成し、かつ、
金属イオン存在下では配位結合により対合して金属錯体型非天然塩基対を形成する「ヤヌス型
人工核酸塩基」を創製し、「水素結合型天然塩基対 ⇄ 金属錯体型人工塩基対」の可逆な変換に
基づく DNA の鎖交換反応を開発することを目的とした。具体的には、天然ウラシル塩基の 5 位
に配位性官能基を導入した 5-ヒドロキシウラシル(UOH)および 5-カルボキシウラシル(caU)塩基を
用い、金属イオンの添加・除去を外部刺激とした可逆な DNA 鎖交換の実現を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）5-ヒドロキシウラシル塩基を用いた DNA 鎖交換反応の開発 
 5-ヒドロキシウラシル(UOH)塩基は、アデニン(A)塩基と水素結合型塩基対 UOH–A を形成する
一方で、GdIII イオン存在下で金属錯体型塩基対 UOH–GdIII–UOHを形成する。GdIII イオンの添加に
より UOH–A 塩基対から UOH–GdIII–UOH塩基対への組み換えを誘起することで、DNA の鎖交換を
引き起こせると考えた。まず、末端に複数の UOH–UOH対を有する DNA 二重鎖を合成し、GdIIIイ
オンとの金属錯体形成を評価した。次に、UOH–UOH対もしくは UOH–A 対を導入した DNA 二重
鎖の融解実験を行い、GdIII イオンが UOH 含有 DNA 二重鎖の熱的安定性に与える影響を評価し
た。さらに、UOH–A 対を有する DNA 二重鎖と、その片方の相補鎖となる UOH含有 DNA 鎖を用
いて、GdIIIイオン添加を外部刺激とした鎖交換反応を検討した。鎖交換の進行は、非変性ポリア
クリルアミドゲル電気泳動により解析した。また、GdIIIイオンとキレート配位子である EDTA と
を交互に加えることで、可逆な鎖交換反応の繰り返し制御も試みた。 
 
（２）5-カルボキシウラシル塩基を用いた金属錯体型塩基対の形成 
 金属配位をトリガーとしたDNA鎖交換反応を開発するにあたり、新たな「ヤヌス型核酸塩基」
として、5-カルボキシウラシル(caU)塩基に着目した。caU塩基は UOH塩基と同様に天然チミン塩
基と同様の水素結合部位を有しており、アデニン(A)塩基と水素結合型ワトソン–クリック塩基対
caU–Aを形成する。一方、4 位のカルボニル基と 5 位に導入したカルボキシ基が二座配位子とし
て機能し、金属錯体型塩基対(caU–M–caU)を形成することが期待された。そこで、caU塩基を導入
した DNA 二重鎖を合成し、各種金属イオン存在下での金属錯体形成挙動を DNA 二重鎖融解実
験、円二色性(CD)スペクトルを用いた滴定実験、および質量分析により評価した。さらに、caU–
caU対もしくは caU–A対を含む二重鎖の熱的安定性を、金属イオンの存在下・非存在下で比較し、
鎖交換反応への応用可能性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）5-ヒドロキシウラシル塩基を用いた DNA 鎖交換反応の開発（図 2） 
 5-ヒドロキシウラシル(UOH)は、DNA 二重鎖中で水素結合型塩基対(UOH–A)および金属錯体型
塩基対(UOH–GdIII–UOH等)を形成する「ヤヌス型核酸塩基」である。そこで、末端に 3 個の UOH
塩基を含む互いに相補的な 15 塩基長の DNA 鎖(1および 2)、および UOHの代わりに A を含む 1
の相補鎖(3)を合成し、金属錯体型塩基対形成を駆動力とする DNA 鎖交換反応の検討を行った。 
 まず、末端に 3 個の UOH–UOH塩基対を有する DNA 二重鎖 1·2に対し GdIII イオンを添加し、

 

図 1 5-ヒドロキシウラシル(UOH)塩基が形成する水素結
合型塩基対(UOH–A)と金属錯体型塩基対(UOH–GdIII/ZnII–
UOH)。簡単のため、他の配位子は省略してある。 



金属錯体型塩基対の形成を評価した。紫外
可視吸収スペクトルに基づく滴定実験、お
よび ESI-TOF 質量分析により、3 個の GdIII

イオンが結合した 1·2·GdIII3が形成したこと
がわかった。対照実験と合わせ、DNA 二重
鎖中で 3 対の UOH–GdIII–UOH塩基対が形成
しことが示唆された。 
 次に、GdIII イオンの非存在下・存在下で
二重鎖融解実験を行い、熱的安定性を評価
した。3 対の UOH–UOH対を有する二重鎖 1·2
では、3 当量の GdIII イオンの添加により
+25 °C の非常に大きな熱的安定化を示し
た。これは金属錯体型塩基対 UOH–GdIII–UOHの形成により、二重鎖間が配位結合により架橋され
たためと考えられる。一方、3 対の UOH–A 塩基対を含む二重鎖 1·3では、–4 °C の不安定化が見
られた。GdIII イオンが UOH塩基に結合することで、UOH–A 間の水素結合が弱まったためと考え
られる。両者の二重鎖融解温度(Tm)を比較により、GdIII イオン非存在下では UOH–A を含む二重
鎖 1·3 (Tm = 43 °C)の方が、UOH–UOHを含む二重鎖 1·2 (39 °C)よりも熱的に安定であった。一方、
3 当量の GdIII を加えると、二重鎖 1·2 (64 °C) の方が二重鎖 1·3 (38 °C)よりも安定になった。以
上より、GdIIIイオンの添加により、二重鎖 1·2および 1·3の熱的安定性を逆転できることが示さ
れた。このことは、UOH塩基を含む DNA 鎖 1の二重鎖形成の相手鎖を、GdIII イオンを外部刺激
として交換できること、すなわち金属錯体形成を駆動力とした DNA 鎖交換が可能であることを
強く支持する結果である。 
 続いて、3 本の DNA 鎖(1, 2 および 3)を混合・アニ
ーリングし、非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動
により二重鎖形成の選択性を評価した。その結果、GdIII

イオン非存在下では約 70%の収率で UOH–A 塩基対を
有する二重鎖 1·3が形成した。一方、3 当量の GdIII 存
在下では、A を含む一本鎖 3が放出され、約 80%の収
率で UOH–GdIII–UOHを含む二重鎖 1·2 が形成したこと
が示唆された。UOH 塩基を T 塩基に置き換えた DNA
鎖を用いた場合は、GdIII イオンを加えても二重鎖形成
挙動に変化が生じなかったことから、UOH の金属錯体
形成により DNA 鎖 1 の会合挙動を変換できたことが
示された。 
 さらに、25 °C の等温条件下で DNA 鎖交換を試み
た。二重鎖 1·3 と DNA 鎖 2 の当量混合物に 3 当量の
GdIII イオンを加えると、二重鎖 1·2への鎖交換が 4 時
間で約 70%進行した。この速度は天然 DNA 鎖の鎖交
換反応と同程度であった。紫外可視吸収スペクトルの
時間変化は GdIII 錯体の形成が速やかに進行したこと
を示しており、UOH–GdIII–UOH錯体形成をトリガーとして鎖交換が誘起されたと考えられる。さ
らに、EDTA を加えて GdIII イオンを除去したところ、二重鎖 1·2から二重鎖 1·3への逆向きの鎖
交換が進行した。また、GdIII イオンと EDTA を交互に繰り返し加えることで、可逆な鎖交換を連
続して誘起することにも成功した（図 3）。 
 以上により、5-ヒドロキシウラシル(UOH)塩基を末端に導入した DNA 鎖を用いることで、GdIII

イオンの添加を外部刺激とした DNA 鎖交換反応の誘起に成功した。この鎖交換反応は可逆であ
ることから、DNA 分子マシンや機能性核酸の活性スイッチングへの応用が期待される。 
 
（２）5-カルボキシウラシル塩基を用いた金属錯体型塩基対の形成（図 4） 
 金属配位駆動の DNA 鎖交換反応に用
いる「ヤヌス型核酸塩基」として、5-カ
ルボキシウラシル塩基(caU)に着目し、そ
の金属錯体形成挙動を評価した。中央に
3 対の caU–caU塩基対を導入した 15 塩基
対長の DNA 二重鎖 4·5 を合成し、種々
の金属イオン存在下、二重鎖融解実験を
行った。その結果、CuII イオンや GdIIIイ
オンの添加により、二重鎖の安定性が顕
著に上昇することを見出した。例えば、
二重鎖 4·5の融解温度(Tm)は 17.7 °C であ
ったが、3 当量の CuII イオンを添加する
と 48.4 °C となり、DTm = +31 °C の大き
な熱的安定化を示した。一方、caU 塩基

 
図 4 5-カルボキシウラシル(caU)塩基が形成する水素結
合型塩基対(caU–A)と金属錯体型塩基対(caU–CuII–caU)。 

 
図 3 GdIIIイオンの添加・除去を外部刺激

とした金属配位駆動型DNA鎖交換反応。
[DNA] = 2 µM, [GdIII]/[DNA] = 3 eq. in 10 
mM HEPES buffer (pH 8.0), 100 mM 
NaCl, 25 °C. 

 
図 2 5-ヒドロキシウラシル(UOH)塩基を導入した
DNA鎖を用いた金属配位駆動型 DNA鎖交換反応 



を天然のチミン(T)塩基に置き換えた DNA 二重鎖では金属イオン添加による融解挙動の変化は
見られなかった。このことから、CuII イオンが caU塩基に選択的に結合し、金属配位結合により
二重鎖が架橋されたことが示された。さらに、融解実験や円二色性(CD)スペクトル測定に基づく
CuII イオンの滴定実験、および ESI-TOF 質量分析測定により、DNA 二重鎖に 3 個の CuII イオン
が結合した三核錯体 4·5·CuII3 の形成が示された。DNA 二重鎖 4·5 は 3 対の caU–caU 塩基対を有
するため、二重鎖中で 3 対の金属錯体型塩基対 caU–CuII–caU塩基対を形成したと考えられる。 
 次に、caU塩基の DNA 鎖交換反応への応用を目指し、CuIIイオン添加による DNA 二重鎖の安
定性の制御を試みた。中央に 3 対の caU–A塩基対を導入した 15 塩基対の二重鎖 4·6 (Tm = 41.2 °C)
に対して CuII イオンを加えると、二重鎖融解温度が下がり、6 当量の CuII 存在下では 34.0 °C (DTm 
= –7.2 °C)にまで低下した。対照実験から、caU塩基に CuII イオンが結合し caU–A 塩基対が選択的
に不安定化されたためと考えられる。融解温度(Tm)を比較すると、CuII イオン非存在下では caU–
A 塩基対を含む DNA 二重鎖 4·6 がもっとも安定であり、6 当量の CuII イオン存在下では、caU–
CuII–caU塩基対を形成した DNA 二重鎖 4·5がより安定となった。このことは、caU塩基を導入し
た DNA 鎖の会合挙動を CuII イオンによって制御できることを示している。 
以上より、caU塩基も UOH塩基と同様に、金属配位をトリガーとした DNA 鎖交換反応に適した

「ヤヌス型人工核酸塩基」として機能することが示された。caU 塩基を含む DNA 鎖を用いるこ
とで、CuII イオンの添加に応答する DNA 鎖交換反応の実現できると考えている。さらに、CuII イ
オンの酸化還元を利用した酸化還元応答性の DNA 鎖交換反応の開発や、複数のヤヌス型人工塩
基を用いた論理演算回路への応用が期待される。 

 
 以上のように本研究では、天然核酸塩基と水素結合型塩基対を形成し、かつ金属イオン存在下
では配位結合により対合して金属錯体型人工塩基対を形成する「ヤヌス型核酸塩基」を合成し、
「水素結合型塩基対⇄金属錯体型塩基対」の可逆変換に基づく DNA 鎖交換反応の開発を行った。
5-ヒドロキシウラシル(UOH)を導入した DNA 鎖を用い、水素結合型塩基対 UOH–A と金属錯体型
塩基対 UOH–GdIII–UOHの組み換えにより、GdIII イオン添加を外部刺激とした可逆な DNA 鎖交換
を実現した。さらに新規ヤヌス型人工塩基として 5-カルボキシウラシル(caU)を設計し、DNA 二
重鎖中で水素結合型塩基対 caU–A と金属錯体型塩基対 caU–CuII–caU の双方を形成することを見
出し、DNA 鎖交換反応に適した「ヤヌス型核酸塩基」として機能することが示された。水素結
合型・金属錯体型の二種類の塩基対モードの相互変換に基づく DNA 鎖交換反応は、スイッチン
グ能を有する機能性核酸や DNA 分子マシンへの応用が可能であり、本研究で開発した「ヤヌス
型塩基対」はその新規ビルディングブロックとして有用であると考えられる。 
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