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研究成果の概要（和文）：DNA内部に分子の結合と反応空間を酵素的に発生させ、光機能性分子を共有結合で位
置特異的に導入した人工DNAを合成した。発光色素であるチアゾールオレンジ(TO)を導入したDNAを作製し、隣接
塩基配列とTOの分子数によって、発光のon-offと発光波長を制御できることが示された。分子イメージングを可
能とする発光性核酸センサーとしての応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Artificial DNA was synthesized by enzymatically generating reactive sites 
and binding cavity inside DNA and covalently introducing photofunctional molecules in a 
location-specific manner. DNA with thiazole orange (TO), a fluorescent dye, was prepared, and it was
 shown that the on-off and emission wavelength of the fluorescence could be controlled by the 
adjacent base sequence and the number of TO molecules. It is expected to be applied as a fluorescent
 nucleic acid sensor that enables molecular imaging.

研究分野：生体関連化学

キーワード： DNA　蛍光　酵素反応　自己組織化　テンプレート合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAは配列情報に基づく自己組織化能を有し、官能基導入や分子修飾による化学修飾が可能であることから、機
能性材料やナノ構造体を構築するための生体分子材料として近年注目されている。本研究では、DNA構造をテン
プレートとしてチアゾールオレンジを集積した人工DNAを開発し、発光評価から光応答型分子センサーとして有
用であることを見出した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 DNA は核酸塩基対がスタックした二重らせん構造を有し、塩基配列と長さが決まった DNA
を化学合成で得られること、化学修飾が可能であること、配列情報に基づく自己組織化によって
任意のナノ構造を構築することが可能である。これらの特徴に合わせ、機能性分子を組織化、集
積化させる構造テンプレートとして DNA を利用することで、様々な物性を示す機能性 DNA の
作製が可能となる。核酸合成技術の発展により、様々な官能基や機能分子を特定の位置に導入し
た人工 DNA の合成が可能となっている。一方で、核酸合成は DNA 合成機が必要であり、核酸
化学に関する実験・合成技術、経験を要することが問題となる。したがって、ポスト修飾法や酵
素反応を利用して分子を導入する方法や、DNA 構造を基にした分子の自己組織化など、多様な
アプローチによって核酸合成に依存せずに機能性 DNA を作製する方法論の進展が求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
 DNA は配列情報に基づく自己組織化能を
有し、官能基導入や分子修飾による化学修飾
が可能であることから、機能性材料やナノ構
造体を構築するための生体分子材料として
近年注目されている。DNA の塩基配列や構
造を基にして任意の機能性分子を集積・配列
するアプローチを確立することできれば、目
的とする機能性 DNA ナノ構造体の作製が
簡便になると期待される。これまで我々は、
1) DNA内の人工疎水空間を利用したπ共役
分子の組織化制御、2) 塩基除去反応を利用
した分子修飾法、の手法を確立してきた。本
研究では、これらのアプローチを基にして更
なる進展、応用展開を目指し、様々な機能性
π共役分子の集積体を内部に持つ DNA の
作製とその光特性評価を行った（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 一本鎖 DNA にデオキシウリジン(dU)を導
入した DNA を化学合成した。アミノ基を有
する光機能性分子としてペリレンジイミド
とチアゾールオレンジ誘導体を化学合成し
た。dU を選択的に除去して abasic site (AP 
site)を発生させる酵素 uracil-DNA glycosilase
と dU を含む DNA を作製し、アミノ基を有
する光機能性分子を還元的アミノ化反応さ
せることで、目的の分子を DNA の特定の位
置に導入した人工 DNA を作製した。（図 2）。
反応後、エタノール沈殿で簡易精製したの
ち、HPLC で再度精製を行い、MALDI-TOF 
MS によって目的物質であることを確認し
た。作製した機能化 DNA の化学的特性、光
化学的特性を各種分光法、電気化学法を用い
て調べた。 
 
４．研究成果 
 チアゾールオレンジ(TO) 分子の  DNA 
への共有結合は、以前に報告した方法に基づ
く酵素反応によって生成された abasic site 
(AP)部位での還元的アミノ化によって行っ
た（図 3）。TO の修飾は、に示すスキームに
従って行った。AP 部位とスペーサーリンカー(Sp)を持つ一本鎖 DNA を混合し、反応部位を持
つ DNA 二重鎖を調製した。dsDNA を TO-NH2と複合化した後、NaBH3CN の存在下で還元的ア
ミノ化反応により共役反応を行い、HPLC によって反応の進行を調べた。一晩反応させた後に分
析を行ったところ、AP を持つ ssDNA のピークが減少し、新たなピークが現れた。このピークに
は DNA の吸収とともに、チアゾールオレンジに帰属される 500 nm付近に吸収を示した。この

 

図 1. DNA上に構築された機能分子集積体 
DNA 構造を基盤として機能分子を自在に配置、
集積化することで、新機能を発現するナノ構造体
を構築する。 

 

図 2. DNA 配列と構造をテンプレートとした機能
分子集積体の構築。DNA 構造を利用して機能色素
を自在に配置、集積化することで、新しい機能を
発現するナノ構造体を構築できる。 



新しい生成物を単離し、MALDI-TOF MS によ
って目的の TO が導入された DNA であるこ
とを確認した。HPLC のピーク面積から反応
収率は 74%と推定された。同様に、APサイト
の数を変えて、複数の TO色素を持つ DNA を
調製した。 
 TO 色素間の基底状態での相互作用を
UV/vis吸収測定により調べた（図 4）。TO色
素は、隣接する核酸塩基の影響を単純化する
ために、18-mer DNA のチミン塩基またはアデ
ニン塩基の間に配置した。TO 色素を 1 つ結
合させた場(TO1)、一本鎖および二本鎖 DNA
のいずれにおいても、510 nm および 480 nm
にピークを持つ典型的な TO の吸収スペクト
ルが観測された。2 つの TO を DNA に結合
させた場合(TO2)、TO 間の励起子相互作用に
起因するブルーシフトが観察され、これは既
報と一致した。 さらに、TO を追加すると、
短波長側での吸収がさらに増大し、励起子相
互作用が強くなることが分かった。これらこ
は、3 つの TO色素が電子的に結合し、DNA 
構造中に TO 色素の積層した会合体が形成
されていることを示唆している。一本鎖、二
本鎖のいずれにおいても同様のスペクトル変
化が見られたことから、TO 色素は自発的に
会合体を形成することがわかった。 
 次に、TO を導入した DNA の熱安定性を融
解温度測定により調べた。還元スペーサー部
位(Sp)を持つ DNA と比較して、TO を結合さ
せた DNA では非常に高い T m値が得られた。
TO の導入による DNA の安定化は AT 塩基対
と同等であり、TO 色素が構造を乱すことな
く隣接する塩基対と積層していることが示さ
れた。2 つ以上の TO色素を持つ DNA では、
わずかに低いか、同程度の Tm値が得られた。
これらの結果は、TO 色素を二重鎖に含むこ
とにより、TO 色素の積層による安定化が構
造の乱れを補償しているためと考えられる。 
 TO 修飾 DNA の構造情報を得るために、TO
結合 DNA の円二色性（CD）スペクトルを測
定した。すべての DNA において、250-300nm
の CD スペクトルから、TO で修飾した DNA
は B 型コンフォメーションを維持している
ことが確認され、TO を 1 つ組み込んだ場合、
負の誘起 CD が 500 nm に観測され、TO色素
が塩基対の間に置かれ二重鎖の内部に収容
された際のインターカレーション結合に起
因することがわかった。2 つの TO 色素を連
続的に有する DNA 二重鎖では、DNA 二重鎖
内でらせん状に配置された TO色素間の励起
子結合に起因する分裂パターンが観察され
た。 
 一本鎖および二本鎖 DNA における TO 
の蛍光挙動を調べた（図 5）。一本鎖 DNA で
は、隣接する核酸塩基に依存した蛍光強度の
変化が観察された。T 塩基の間に TO色素を
配置した場合、540 nm で非常に弱い TO の発
光が観察された。この結果は、TO のコンフ
ォメーションの柔軟性により、TO の中央の
メチン橋の周りの非発光性回転緩和を通じ
て蛍光消光が引き起こされたことで説明で
きる。一方、A 塩基間に位置する TO は強い
蛍光を示し、励起状態においてねじれ運動が

 
図 3. チアゾールオレンジ(TO)導入の作製。UDG
によって発生させた AP site を反応部位として
光機能性分子を共有結合によって導入した。 

 
図 4. TO 修飾 DNA の吸収スペクトルと CD ス
ペクトル 

 
図 5. TO 修飾一本鎖および二本鎖 DNA の蛍光ス
ペクトル 



制限されていることが示唆された。この発光応答の違いは、ピリミジン塩基とプリン塩基の分子
サイズに起因していると考えられる。A 塩基は T 塩基よりも効果的に TO のねじれ運動を制限
し、非放射性緩和の抑制につながると予想される。隣接する塩基に関係なく、二重鎖構造では強
い発光が観測され、dsDNA に位置する TO の構造変化が効果的に抑制されていることが示され
た。これらのスペクトル変化は、T 塩基間に位置する TO色素が、オンオフの切り替えが可能な
蛍光色素として利用できることを示唆している。 
 DNA 二重鎖を複数の TO色素で修飾した場合、特徴的な蛍光が観察された。ssA-TO1 と比較
して、ssA-TO2 では著しく発光が減少したが、これは TO のホモダイマーにおける励起子カッ
プリングによる発光消光によって説明できる。一方、dsA-TO2および dsA-TO3 の場合、580 nm
付近にピークを持つ特徴的なレッドシフトしたブロードスペクトルが観察された。580 nm でモ
ニタリングして得られた励起スペクトルは、積層型 TO色素の吸収スペクトルに起因するもので
あった。スペクトルの形状は DNA の濃度に依存せず、自己吸収の影響がないことを意味した。
これらのスペクトル変化は、TO2 量体の励起状態からのエキシマー型発光に起因すると考えら
れる。TO と DNA をつなぐ短いリンカーによって構造自由度が制限され、TO 染料間の分子間
相互作用が最大化されず、励起状態からの非放射性失活ではなく、赤色シフトした発光につなが
ったと考えられる。 
 複数の TO色素を結合させた DNA を作製し、その光化学的挙動を明らかにした。還元的アミ
ノ化により abasic site に導入した TO色素は、DNA 二重鎖構造中に適切にらせん状に収容される
ことが、融解温度および CD測定により確認された。TO色素の蛍光応答は、TO色素の数に応じ
てモノマー発光からエキシマー型発光へとユニークに変化し、発光状態と非発光状態の切り替
えは、一本鎖から二本鎖 DNAへの構造転移によって誘導された。ハイブリダイゼーションに伴
う TO結合 DNA の発光スイッチングと波長シフトは、蛍光バイオセンサーとしての応用の可能
性を示唆するものであった。 
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