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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学合成で得られる長さと配列が決まったDNAをテンプレートに用い、酵素反
応によって分子結合部位の導入を行い、DNA分子ワイヤーの作製を目指し研究を行った。ウラシル塩基(dU)を選択的に
除去するUDGで処理することによって、DNA内部に結合部位と反応サイトとして働く空間を形成させ、還元的アミノ化反
応によって分子を特異的に修飾する反応を調べた。アミノ基を有するペリレンジイミド(PDI)とDNAを混合し、還元的ア
ミノ化反応を行うことで、dUの数に応じて複数のPDIが導入できることが示され、dUの配列に応じてPDIをDNA上に配列
させることが可能であることが実証された。

研究成果の概要（英文）：Artificial nucleic acids modified with functional molecules have been utilized to 
develop DNA-based biosensors and biological imaging tools. In this research, we studied convenient and 
site-specific covalent modification of DNA with the perylenediimide (PDI) molecules through inclusion 
complex of PDI with DNA and construction of the cluster of the PDI molecules. The abasic (AP) sites 
generated by the removal of deoxyuridines with enzymatic reaction were used as molecular binding sites 
and reactive sites for covalent modification. Reductive amination in the presence of NaBH3CN was applied 
for conjugation at the abasic site. The PDI molecules were also incorporated at the AP sites in good 
yield. These results show that the organization and covalent modification using the abasic sites within 
DNA can be applied to construct the conjugates of DNA with functional molecules, which is applicable for 
the design of DNA-based molecular electronics and diagnostic tools.

研究分野：生体機能化学
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１．研究開始当初の背景 
DNA は核酸塩基対が一次元にπスタッ

クした特徴的な構造を有しており、化学的
に合成でき、生化学的な方法で増幅も可能
なため、塩基配列と長さ（塩基数）が明確
に決まった DNA を容易に得ることができ
る。さらに、化学修飾によって天然の DNA
が持たない機能を有する人工 DNA を作製
することが可能である。さらに近年、DNA
の塩基配列情報に基づく自己集合を利用し
た構造体構築の研究が盛んに行われ、二次
元、三次元の多様な形状の DNA ナノ構造
体の作製されている。これらの特徴から、
DNA はナノテクノロジー分野における有
望な分子ナノ材料となりえると期待されて
いる。 

 
２．研究の目的 
これまで我々の研究グループでは有機合

成と核酸化学に基づく化学修飾に基づき、
様々な機能を有する修飾核酸（DNA, 
RNA）の開発を行なってきた。さらに最近
は核酸化学合成に頼らない、DNA の配列
情報と構造を利用した超分子アプローチに
よって機能分子を配列・集積して方法を確
立し、機能性 DNA 構造体の開発を行なっ
てきた。本研究では、生体分子としての
DNA の特徴を利用し、酵素反応によって
DNA の増幅と結合部位導入を行い、秩序
性を保ったまま DNA 上に分子を配列する
ことによって導電性を示す DNA 分子ワイ
ヤーを作製し、それを利用した単分子デバ
イスおよび光デバイスの開発を目的とした
研究を行った（図 1）。 

	
 

図 1 酵素反応による分子結合空間形成と
色素による空間認識を利用した分子の組織
化方法 

 

これまでに、DNA 内部に人工的に導入
した疎水空間に、疎水性分子のペリレンジ
イミドが強固に結合することを発見し、空
間配列によってそれらの複数の分子を
DNA上に配列できることを明らかにした。
この現象を利用し、酵素反応を利用して自
在に空間を配列することで機能性色素分子
を集積する方法を確立し、導電性を示す
DNAワイヤーの作製を研究目標とした。 

 
３．研究の方法 

DNA 分子を足場として機能性色素を一
次元状に配列する手法を確立することを目
的として、DNA にデオキシウリジンを導
入した DNA を合成し、ウラシルを選択的
に 除 去 す る Uracil-DNA glycosylase 
(UDG)で DNAを処理することで、DNA内
部に分子の結合空間および反応部位を形成
させ、機能性色素の選択的結合、および還
元的にアミノ化反応による結合形成を利用
することで、任意の位置に目的分子を導入
した DNA の作製を行った。結合形成反応
後、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)、
ポルアクリルアミドゲル電気泳動(PAGE)、
単離した生成物を MALDI-MS により分析
することで、目的とした反応システムの分
析・評価を行った。 
	
 
４．研究成果	
 
デオキシウリジン(dU)とその対面にス

ペーサーとなるリンカー (C3)を導入した
DNAを用いて反応を検討した(図 2)。ウラ
シルを特異的に除去する uracil-DNA 
glycosylase (UDG)で処理することで、反応
活性部位となる abasic siteを DNA内部に
発生させた。アミノ基を有する PDIをその
部位に結合させ、NaBH3CN存在下で還元
的アミノ化反応を行うことで、PDIを位置
特異的に導入することを行った。HPLCに
よって反応解析を行ったところ、DNA に
対し 1.5当量の PDIを加えて反応を 24時
間行った結果、新たに PDIの吸収を示すピ
ークが主要生成物として得られた(図 2b)。
この生成物を分取、単離し、MALDI-MS
による分析から、無塩基部位に PDIが共有
結合によって導入された目的の反応物が得
られたことが分かった(図 2c)。pH, 反応温
度等を変化させ反応の最適化を経て、最終
的には 90 %以上の効率で反応が進行する
ことが分かった。カチオン性 PDIは DNA
内部の空間に選択的に結合することが分か
っており、これによって高効率に反応が進
行したと考えられる。また、吸収スペクト
ルや融解温度測定等から、化学結合によっ
て導入された PDI分子はDNA内にスタッ
クしていることが示された。 
次に、dU を連続させた(dU/C3)2および

(dU/C3)３配列を有する DNAを用いて同様
の反応を行ったところ、期待通り PDIの二
量体および三量体を配列内部に有する



DNAが高収率で得られ、MALDI-MSによ
る同定から、DNAに導入した dUの配列に
応じて PDI分子をDNA内に位置特異的に
導入し、配列化できることが示された（図
3a）。さらに、DNA 二本鎖内に dU/dU の
塩基ペアーを導入して反応を行ったところ、
二つの DNA の鎖を架橋する様式で結合形
成反応が起こることがわかり、PDIによっ
て DNA のクロスリンク反応も高効率に進
行することが分かった（図 3b）。 

	
 

図 2 酵素反応を利用した PDIの位置特異
的導入。(a) DNA配列。(b) 反応前後の
HPLCチャート。(c) 無塩基部に PDIが導
入された構造。 

	
 

図 3 DNA構造内にスタックした PDIオリ
ゴマーの構造(a)とクロスリンク反応生成
物の構造(b)。 

本手法を用いて、異なる電子的特性、物
性を示す PDI 誘導体の導入が可能である
かどうかを次に検討した。ペリレン環に電
子ドナー性官能基としてピペリジンを導入
した PDI誘導体(PDI-N)を合成し、無塩基
部位での還元的アミノ化反応によって導入
を行った（図 4）。HPLCによる反応解析結
果から、通常の PDIと同様に、効率良く目
的部位に修飾できることが分かった。片方
の鎖に PDI を、もう一方の鎖に PDI-N を
導入することで、DNA の二本鎖形成を利
用して異なる特性を持つ PDI 誘導体のヘ
テロ会合体を構築できることがわかり、会
合体形成によって PDI の発光が極めて高
い効率で消光されることが示され、発光分
子・消光分子対として有用であることが分
かった。 

	
 

図 4 ピペリジンをペリレン環に導入した
PDI誘導体(PDI-N)の分子構造 

 
以上、dU を化学的および酵素的に導入

した DNA を反応基質として、酵素反応に
よって形成させた無塩基部位を分子結合部
位、結合形成部位とすることで、DNA の
目的の位置に極めて高効率に分子を導入で
きることを明らかにした。また、dU の配
列に応じて分子を導入できることから、
DNA を構造の足場とした一次元分子組織
化法として利用可能であることから、DNA
を用いた導電性、光応答性機能性材料の開
発への応用が期待できる。 
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