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研究成果の概要（和文）：本研究では、高速原子間力顕微鏡(AFM)を用いてDNAナノ構造上で1生体分子の動きを可視化
することで、詳細に動的な状態での生体分子反応を解明し、DNAナノ構造体を用いて、生体分子の相互作用の制御や1分
子レベルでの化学反応の操作を検討した。分子が反応や運動するナノスケールの空間を自在に作り出し、その空間内で
B-Z転移のようなDNAの構造変化や転写やDNA組換え反応中の酵素の挙動を直接観察する手法を開発した。また、光に応
答する2次元及び3次元DNA構造体の作成し、高速AFMによってその挙動を観察できる系を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we intend to elucidate dynamic biological reactions in detail 
using DNA nanostructures, and visualize the behavior of single biomolecule on a DNA nanostructure using 
high-speed atomic force microscopy (AFM). We also operate of the interaction of biomolecules and chemical 
reactions at the single-molecule level. We created the DNA naospace for reaction and movement of target 
molecules, and developed a method to directly observe the behavior of DNA structural change such as the 
B-Z transition and the enzyme reaction such as transcription and DNA recombination. Furthermore, we 
successfully created two-dimensional and three-dimensional DNA nanostructures that have photoresponsive 
functions, and created a system to visualize their behaviors using high-speed AFM.

研究分野： DNAナノテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 
分子の反応や運動を直接観測する手法の開

発は、ナノサイエンス、ナノテクノロジーの
中心課題の一つであり、分子の持つ反応性や
相互作用などの情報が不可欠な現代科学に
おいて、学術的に重要な研究課題である。申
請者は、現在まで、DNA によって任意のナノ
スケールの構造や空間を設計することで、分
子の配列や1分子レベルの観察を行う手法を
世界に先駆けて開発してきた。DNA オリガミ
法を基盤技術として 100 nm 程度のさまざま
な構造の DNA ナノ構造体を設計し、新規な 2
次元及び 3次元 DNA ナノ構造の構築、並びに
DNA ナノ構造体を１次元及び 2 次元にプログ
ラム通りに配列できる系の構築を行った。ま
た、DNA ナノ空間内での酵素の反応制御と高
速原子間力顕微鏡(AFM)による分子運動の可
視化、及び分子を輸送するシステムの開発も
成功している。しかしながら、新規な構造体
の設計とその利用、形成されるナノ空間での
分子の挙動や反応の制御とその可視化など
発展途上にある。 

２．研究の目的 
本研究では、生体分子の相互作用の制御や

1分子レベルでの化学反応の操作を行い、高
速原子間力顕微鏡(AFM)を用いて DNA ナノ構
造上で 1 生体分子の動きを可視化すること
で、生体反応を動的な状態で詳細に解明する。
また、分子が反応や運動するナノスケールの
空間を自在に作り出し、その空間内で１分子
の挙動を操作し、直接観察する手法を開発す
る。また、高速 AFM による 1分子観察につい
ても、目的に合わせて対象物に最適な観察手
法を確立する。 

３．研究の方法 
本研究では、DNA オリガミ法で目的とする

DNA ナノ構造体やナノ空間を設計・構築し、
その空間で生体分子の相互作用の制御や１
分子レベルでの化学反応の操作を行う。高速
AFM を用いて DNA ナノ構造上で１生体分子の
動きを可視化することで、生体反応を動的な
状態で詳細に観察し解析する。 

４．研究成果 
RNAポリメラーゼによる転写反応の1分子観察 

RNA ポリメラーゼによる転写反応の全過程
を高速 AFM による 1分子観察で検討した。T7 
RNAポリメラーゼが転写する鋳型DNA(約1000
塩基対)をテープ状の 2 次元 DNA ナノ構造体
(400 nm)に固定し、RNAポリメラーゼを加え、
転写に関する一連の様子を実時間観測した。
RNA ポリメラーゼをナノ構造体に加え、高速
AFM で観察すると、鋳型 DNA 上を RNA ポリメ
ラーゼがスライディングする様子が観測さ
れた。また、DNA 構造上で RNA が合成される
ことが明らかとり、ヌクレオシド 3リン酸存
在下で、RNA ポリメラーゼが転写を行う一連
の様子を高速 AFM によって解析できた。以上
のように、設計した DNAナノ構造体を用いて、
DNA 組み換え反応と転写を動的に 1 分子で観

察する系の構築に成功した。 

図 1. 転写の１分子観察のためのDNAナノ構造体。
テープ状の構造体上に転写の鋳型となる約 1000
塩基対の 2 本鎖 DNA を 2 か所で結合する。AFM イ
メージでは RNA ポリメラーゼが鋳型 DNA 上を RNA
を合成しながら動く様子を捉えている。走査速
度：0.2 フレーム/秒。 

DNAナノ空間でのDNA組換え反応の1分子観察 
DNA 組み換え酵素 Cre を用い、その組み換

え反応を 1分子観察で検討し、反応機構の解
明と反応の制御を検討した。loxP 配列の方向
や距離、張力、角度を制御して DNA フレーム
構造に導入し、高速 AFM によって組み換え反
応を 1分子レベルでの動的な観察を検討した。 

図 2. DNA 組み換え反応の 1 分子観察のための DNA
フレーム構造体。(A) 方向が逆平行である 2 本鎖
DNA をフレーム空間に導入し、組み換えの様子と
複合体の形成を１分子で観察する。Cre は 4 量体
を形成し DNA と複合体を形成する。(B) Cre 複合
体が DNA 鎖から解離し、組み換え産物を生成する
様子を捉えた高速 AFM による連続イメージ。走査
速度：１フレーム/秒。 

1対のloxP配列をDNAフレーム内に逆平行
で固定して Cre との反応を検討すると、組み
換え反応の進行が確認できた。次に、Cre4 量
体と基質 DNA との複合体を高速 AFM によって
観察すると、組み換え産物の生成とと 4つの
Cre モノマーに分解する場面を捉えることに
に成功した。さらに、組み換え反応の方向性
について、Holiday Junction 中間体に構造的



なストレスをかけることで検討した。その結
果、Holiday Junction が直交するものと 60°
で交差するものが、その組み換えの方向性に
ついて逆の挙動を示した。このことから、DNA
フレーム構造内に方向や角度を制御した 2本
鎖 DNA を導入することで、DNA の高次構造が
組み換えの方向性を決定することが明らか
になった。 

B-Z構造転移のナノ構造内での1分子観察  
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。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、下側が転移しないランダム
な配列を持つものである。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。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。 

図3．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。 

光応答性DNA鎖の形成と解離の1分子観察 
2本鎖DNAの形成と解離をDNAフレーム内に
固定し、それらの直接観察する系の構築を行
った。これらを直接観察するため、アゾベン

ゼン誘導体を導入した光応答性 DNA鎖を使用
し、これらの光応答性 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 4A)。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4B)。
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、光
応答性 DNA の 2 本鎖は解離し、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トランス体に変
換され、解離した光応答性 DNA 鎖は 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 4C)。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
して可視化することが可能となった。 

図 4．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。 

さらに、光応答性 DNA とグアニン 4 重鎖
（GQ）の間の 1分子スイッチングの可視化を
DNA フレーム内で行った。2 本鎖 DNA の形成
と解離を異なる波長の光照射によって操作
し、GQ の形成をカリウムイオン（K+）の添加
で操作した。DNA フレームには 3 本の 2 本鎖
DNA を導入し、それぞれに、光応答性 DNA、
対となる光応答性 DNA と GQ 鎖、対となる GQ
鎖を導入した。UV 光の照射を行うと、形成さ
れていた光応答性 DNA の 2 本鎖は解離し、3



本の 2 本鎖が DNA フレーム内に観察できた。
次に高速 AFMでそのスイッチングを観察した。
K+存在下で UV 照射すると光応答性 2 本鎖の
解離と GQ の形成を観察でき、逆反応も K+非
存在下で可視光照射すると GQ の解離と光応
答性 2 本鎖の形成を観察できた。この結果、
2 つの異なる反応を可逆的な機械的スイッチ
ングとして可視化することに成功した。 

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  
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。 

図 5． DNA ナノ構造体の形成と解離の光操作。(A) 
6 角形構造体の１辺に光応答性 DNA を配置し、光
照射により集合体形成を制御する。光照射による
単量体・2 量体形成の繰り返し動作。電気泳動と
蛍光消光。(B) 脂質 2 重膜上での光応答性 DNA 構
造体の解離と集合の高速 AFM による動的な観察。 

次に、光応答性 6 角形構造体を使用して、
UV 光・可視光照射による 2量体形成と解離の
1 分子観察を行った。DNA ナノ構造体の集合
と解離を直接観察するため、6 角形構造体に
コレステロールを導入し、脂質 2重膜上でそ
の動的な挙動を観察した。構造体は作成した
脂質膜上に結合し、高速 AFM によって観察が
可能であった。脂質 2 重膜上で UV 光照射を
行うと、形成した 2量体が解離し、可視光照
射によって単量体が結合する様子を高速 AFM
によって直接観察することに成功した。 

DNAチューブ構造体の構築とその性質 
新規な 3次元 DNA ナノ構造体の構築を行っ

た。2 本鎖 DNA をテープ状に巻きつけること
で、チューブ構造体を作成する新たな方法を
開発した。1 周当たりの塩基対数(192, 256, 
320 塩基対)からチューブの直径と長さを自
由に設定でき、形成された構造体を AFM で詳
細にその構造と形成過程を検討した。構造体
は設計どおりのチューブ構造体と少数の長
く伸びたチューブ構造体が観察された。詳細
な解析から、長いチューブ構造体は隣接する
2本鎖 DNA を繋ぎ止める Holiday junction 構
造の異性化による 2本鎖 DNA の方向が組み換
わった異性体であることが分かった。特に 1
周 192塩基対のチューブでは長いチューブの
形成が多く形成され、2 本鎖 DNA の曲がるス
トレスによって、異性化が起こり、長いチュ
ーブ構造体が形成されることが分かった。 

八面体DNAナノカプセルの光照射による開閉
と金粒子の着脱の操作 
 2 つの四角錐構造からなる 1辺 50 nm の八
面体の DNA 構造体(ナノカプセル)を構築し，
光応答性 DNA 鎖を導入し，構造体の開閉を光
照射により制御した。ナノカプセルは AFM に
よって構造を確認し、開閉は電気泳動による
移動度の違いと AFMによる構造変化によって
確認した。UV光または可視光の照射によって
開閉が繰り返し制御できることも確認した．
次に，ナノカプセル内への 10 nm の金ナノ粒
子の導入と放出の制御を行った。導入には金
粒子の DNAによる修飾とカプセル内部への相
補鎖を導入することで，開いた状態のカプセ
ル内に金粒子を固定した。光照射によってナ
ノカプセルを閉じ，電子顕微鏡によって金粒
子を内包した構造を解析した。閉じたカプセ
ル内には金粒子が約 50%包摂されることが確
かめられた。次に，UV 光照射によってカプセ
ルを開き，金粒子を放出するための DNA 鎖を
添加した。この結果，ほぼすべての金粒子が
放出された．また，カプセルを閉じた状態で
は金粒子の放出が抑制された。これらの結果
から，DNA 構造体に比較的大きなナノ材料を
導入でき，開閉によってその包摂や放出を制
御できる分子システムの開発に成功した。 

図 6. 八面体 DNA ナノカプセルの開閉の操作と金
粒子の包摂と放出の操作。光応答性 DNA 鎖を導入
した DNA ナノカプセルの開閉の AFM イメージ。ナ
ノカプセルの開閉による金粒子の包摂と放出。金
粒子を包摂した DNA ナノ構造体(EM)と金粒子の内
包したナノカプセルの開放(AFM)。 
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