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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、DNAの自己会合と酵素反応を組み合わせて構築した自律歩行型のDNAウォーカ
を利用し、多段階の重合反応を自律的に実行する動的ナノ反応場を実現することを目的とする。初年度には、吸光度測
定や蛍光観測、電気泳動実験などにより、適切なDNA配列長や、DNAウォーカの歩行性能を向上させる酵素等についての
知見を得た。二年度目は、合成の効率や汎用性を向上させる上で、DNAzymeを用いてより柔軟な反応条件下での動作が
可能なことを示した。今後これらの成果を融合し、塩基配列で動作をプログラムできる汎用の動的ナノ反応場の構築を
行っていく。

研究成果の概要（英文）：In this research project, construction of a dynamical reaction field at a nano-met
er scale was investigated by taking advantage of an autonomous walking device, consisting of a set of DNA 
strands and an enzyme, for achieving autonomous implementation of a multi-step polymerization reaction. We
 revealed the optimal length of DNA sequences and the appropriate enzymes that could improve the walking p
erformance of the device, via absorbance measurement, fluorescence measurement and electrophoresis. In add
ition, we revealed the use of DNAzyme is preferable for improving the efficiency and flexibility in synthe
sis reaction. Currently, construction of a programmable and dynamical reaction field at a nano-meter scale
 is under further investigation by integrating the obtained knowledge.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) DNA 分子が配列特異的にハイブリダイ
ゼーションする能力を利用して、活性化した
反応物を 1分子ずつ鋳型 DNA上で接近させ
て実効濃度を高め、選択的かつ高収率な合成
反応を実現する「DNA 鋳型有機合成
（DNA-Templated Organic Synthesis）」と
呼ばれる手法が開発されている（X. Li et al., 
Angew. Chem., Int. Ed., 2004）。この手法を
用いれば、非特異的には重合反応が起こらな
い低濃度の反応物の溶液中で、DNA の塩基
配列により指定した組み合わせの反応物間
でのみ重合を行わせることができる。DNA
鋳型有機合成によれば、従来手法では必須で
ある、反応を行う前に保護基で修飾してから
反応を行わせて反応後に再び脱保護すると
いう、多大な労力を要する上に環境負荷の大
きな試薬を用いるルーチン作業を行う必要
がなく、精密な重合反応を行うことができる。 
 
(2) しかし、反応物の接近を多段階に行うた
めの方法論が存在しないため、現状は 3～4
段階の重合反応を行うのが限界となってい
る。研究代表者はこれまで、DNA のハイブ
リダイゼーションを酵素反応と組み合わせ
ることで、DNA 構造体に多段階の構造変化
を行わせる DNA ナノマシン研究を行ってき
た。そのなかで、動作を塩基配列でプログラ
ムできる自律歩行型の「DNA ウォーカ」を
開 発 し た （ Sekiguchi et al., Natural 
Computing, 2008）。この DNAウォーカを移
動するナノ反応場として用いることで、複数
の反応物を指定した順で多段階に接近させ
て、多段階の重合反応を精密に実行する合成
反応場が実現できることに思い至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 多段階に動作し、その動作を塩基配列で
プログラムできる動的な合成反応場を創製
して、従来の有機合成手法では実現できない、
保護基を用いずに行える環境低負荷な多段
階重合反応の実現を目的とする。また、本研
究のナノ反応場により、異なる重合順を指定
する塩基配列を持った DNA 分子を投入すれ
ば、同じ反応物を含む溶液に対し、同一の様
式で異なる分子を自動的に合成できること
を明らかにする。その結果、生物の合成機構
のように環境低負荷で精密な多段階重合を、
分子が自動的に行う汎用の合成手法の実現
を目指す。 
 
(2) 本研究は、生物の合成機構に着想を得て、
反応物の実効濃度を制御することで多段階
の精密な重合反応を実現するものである。申
請者が開発した DNA ウォーカを、移動する
ナノ反応場として用いるというアイディア、
すなわち反応物ではなく合成が起こる反応

場の方が移動するという独創的なアイディ
アによって、生物の合成機構に匹敵する高度
な機能を備えた反応場の創製に挑戦する。実
際に構築する動的ナノ反応場は、分子の相互
作用にもとづいて機能性システムを一から
組み上げる研究としては、他に類をみないレ
ベルの複雑な多段階動作の実現を目指すも
のである。 
 
(3) これまで、単純な動作を行う分子デバイ
スは数多く報告されているが、それらをシス
テム化して複雑な動作をさせるための方法
論は確立されていなかった。本研究では、他
の機能性システムの構築にも活用できる方
法論の確立に資するため、DNA という配列
特異的かつ同一の様式で結合する特性を持
った分子を用いてシステム構築を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 本研究のポイントは、DNA の配列特異
的なハイブリダイゼーションを利用してシ
ステムを構築することで、配列（遺伝型）と
システム機能（表現型）を対応づけているこ
とである。この着想によって、配列を変更す
るだけでシステムの動作を任意に変更する
ことを可能にしており、多段階の重合反応を
塩基配列という“デジタルな情報”でプログ
ラムすることができる。溶液中に膨大な個数
存在する分子が行う反応を、あらかじめ配列
でプログラムすることで制御するという新
しい原理により、複雑な動作を分子に自律的
に実行させるシステムを実現するものであ
る。これまで生物にしかできないと思われて
いた高度な動作を、分子を用いて人工的に構
築したシステムによって実現できることを
実証する。 
 
(2) 従来の有機合成手法では不可能な、精密
に制御された多段階重合を行う生物の合成
機構の本質を再現するため、次の要件をみた
す反応システムを設計する。①反応物を適切
な順番で配置するための鋳型を利用する。②
鋳型には反応物の配置を指定する配列があ
り、アダプターを介して反応物を精密に配置
する。③鋳型上に配置された反応物をナノマ
シンが接近させることで重合反応が起こり、
その生成物をナノマシンが輸送してさらに
次の反応物に接近させることで次段階の重
合反応が起こる、というプロセスを繰り返す。 
 
(3) 上記の要件をみたす合成用のナノ反応
場を、「鋳型 DNA」、反応物を連結した「ア
ダプターDNA」、アダプターDNA を鋳型
DNA に結合するための「固定子 DNA」、お
よび DNA ウォーカと DNA ウォーカの歩行
に必要なニッキング酵素を用いて構築する。
ニッキング酵素によって切断反応が起こる
と、切断されたアダプターDNA の二本鎖部



分の安定性が下がって一部が解離する。する
と、DNA ウォーカの一本鎖として露出した
部分に、隣接するアダプターDNA が結合し
て鎖置換反応が始まる。その際に、アダプタ
ーDNA に連結した反応物が接近して重合反
応が起こり、DNA ウォーカは中間生成物を
輸送して隣のアダプターDNAへと移動する。
以上のプロセスを繰り返して、多段階の重合
反応による合成を実行する。 
 
(4) 以下、具体的な研究の方法を述べる。初
年度にはまず、鋳型 DNA、アダプターDNA、
固定子 DNA の配列を設計する。本研究のナ
ノ反応場は、鋳型 DNA 上に配列にしたがっ
て固定子 DNA がハイブリダイゼーションし、
そこにさらに反応物が結合したアダプター
DNAがハイブリダイゼーションすることで、
反応物を正確に配置する必要がある。そのた
ため、使用する DNA 配列には高い結合特異
性が求められる。研究代表者は DNA ナノマ
シン研究において同様の配列設計を行って
きており、熱力学的パラメータを予測して適
切な DNA 配列を設計する。反応物の配置に
したがった順番で多段階の重合反応が進行
するナノ反応場の構築に向けて、重合反応の
段数に応じた数の鋳型 DNA およびアダプタ
ーDNAの配列を設計する。なお、固定子DNA
とアダプターDNA の結合部位については、
鋳型 DNA と結合させる前にあらかじめ結合
させて用いることで、共通の配列を利用する
計画である。設計した配列を持つ DNA のセ
ットを用いてハイブリダイゼーションさせ、
「鋳型 DNA-固定子 DNA-アダプターDNA
複合体」が正しく形成されることを、蛍光修
飾基の間で起こる消光などを観測して確認
する。 
 
(5) また、DNA ウォーカの自律歩行にとも
なう多段階重合による合成反応を行うのに
適した、DNA ウォーカの歩行性能について
検討を行う。研究代表者は、アダプターDNA
を切断しながら自律歩行する DNA ウォーカ
を既に開発している。本研究課題では、高効
率な合成反応を実現するために、DNA ウォ
ーカの適切な歩行速度等を検討する。歩行速
度は溶液の組成や使用するニッキング酵素
の種類や濃度、および DNA ウォーカとアダ
プターDNA が結合する部分の配列長などの
反応条件によって調整することができる。は
じめに 3段階程度の歩行実験を行い、得られ
た生成物の収率や選択性を定量的に評価し、
適切な歩行速度を実現する反応条件を確定
する。 
 
(6) 二年度目には、初年度の知見にもとづい
てより詳細な実験を行い、反応の効率化や高
速化に取り組む。特に、歩行反応に用いる酵
素と重合反応が互いに阻害しないための条
件を検討し、多様な合成反応を可能にするた
めに、より柔軟な反応条件下でのシステム動

作を可能にする手法を考案する。以上の検討
により、DNA 配列によって反応物の並び順
を変えたナノ反応場では、同一の反応物を含
む溶液に対してそれぞれ異なる生成物が合
成され、多段階重合反応のプログラミングが
できることを実証し、配列とシステム機能を
反映した合成物が対応づけられる、汎用の合
成用反応場を実現する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 初年度には、DNA の塩基配列でプログ
ラムできる人工の動的ナノ反応場において、
鋳型 DNA 等の配列がみたすべき要件を明ら
かにし、その知見を設計に活用する目的で、
動的な反応システムを構築する検討実験を
実施した。その結果、適切な配列長や使用す
る酵素について、DNA ウォーカの歩行性能
を向上させるための知見を得た。また、鋳型
とアダプターを結合させる固定子の配列に
ついて、複数の配列セットをソフトウェアを
用いて DNA ナノマシン研究と同様に設計し、
生理的な温和な条件での検討実験を実施し
た。DNAをハイブリダイゼーションさせて、
「鋳型 DNA-固定子 DNA 複合体」が正しく
形成されることや、高い結合特異性と安定性
が実現できることを、温度を変化させる条件
のもとで行った吸光度の測定や、ハイブリダ
イゼーションにともなって蛍光修飾基の間
で起こる消光の観測、電気泳動などの実験に
より確認した。 
 
(2) 二年度目は、DNA ウォーカの歩行速度
向上のための検討を実施した。前年度はナノ
反応場の構築にニッキング酵素を用いる設
計を想定していたが、DNA ウォーカの自律
歩行にともなう多段階重合によって合成反
応を行うナノ反応場について、より柔軟な反
応条件下での動作を可能にし、歩行速度や合
成の効率および汎用性を向上させて高効率
な合成反応を実現するため、DNAzymeを用
いた設計に変更した。その結果、歩行の要素
反応が幅広い反応条件で行えることおよび
適切な条件について、電気泳動などによる実
験で確認して明らかにした。また、生物の合
成機構を模した高効率な人工反応システム
を試験管内に実現する上で、最適な溶液環境
を明らかにすることは重要である。細胞環境
と類似した環境を提供すると考えられるハ
イドロゲルを、直鎖状ポリマーの架橋部分に
導入した DNA のハイブリダイゼーションに
よって作成することで、本研究のナノ反応場
と適合性の高い DNA 架橋ハイドロゲルを構
築した。より細胞に近い環境を再現するため、
マイクロサイズの DNA 架橋ハイドロゲルを
作成する手法を開発した。 
 
(3) 以上の成果は、従来の有機合成手法では
不可能な、生物のように高効率な合成反応が



行える人工のナノ反応場を試験管内で再構
築する上で重要な知見である。ただし、二年
という短期間の検討であったため、断片的な
知見を統合して目的を達成する必要がある。
今後は、DNAウォーカのアダプターDNAへ
の結合・切断・解離の効率を向上させる初年
度に開発した新規技術を、二年度目の成果と
融合するなどして、同一反応容器中で環境低
負荷な多段階重合を高効率に行える、汎用の
合成用ナノ反応場の構築を行っていく。 
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