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研究成果の概要（和文）：蛍光ナノマルチプレクサのコアとなるナノ光論理回路の構築を行なった．蛍光ナノマ
ルチプレクサは光により出力蛍光信号を選択する機構である．蛍光分子間のエネルギー移動（FRET）を利用した
論理ゲートを接続した回路を設計し，蛍光分子修飾DNAの自己組織化により作製した．定常入力および時系列入
力に対する応答を計測することで，その動作を実証できた．また，複数の蛍光分子の配置に基づき多様な蛍光ス
ペクトルを生成する手法を考案し，24種類の配置による実験から，多重分子イメージングへの適用可能性を示し
た．

研究成果の概要（英文）：We constructed nanoscale optical logic circuits as a core structure of a 
fluorescence nano-multiplexer. Some circuits by connecting Forster resonance energy transfer (FRET) 
gates were designed, and they were fabricated by self-assembly of DNA with fluorescence molecules. 
The behavior was demonstrated by measuring responses to static and time series inputs. 
We also investigated a method for synthesizing diverse fluorescence spectra based on arrangements of
 multiple fluorescence molecules. Experimental results on 24 arrangements demonstrated applicability
 of the method for multiplex molecular imaging.

研究分野：光DNA計算，情報フォトニクス

キーワード： ＤＮＡコンピュータ　応用光学　蛍光顕微鏡　バイオイメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一段のみのFRETを用いてナノ光論理回路を構成できることを示した最初の実施例であり，簡便な実装法や低エネ
ルギー損失を実現する方法を示していることの意義は大きい．また，本手法は，単一種類の出力光信号で複数種
類の対象分子の情報を送出するための方式を示している．これにより，より多くの種類の分子の空間分布や時間
発展をまとめて捉えることが可能となり，多重分子イメージングの発展に寄与することが期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体分子が綾なす生命機能の解明は，QOL の向上や新しい医療，薬剤の創出などに直接関わ
る極めて重要な課題である．その中で，光学顕微鏡をはじめとするさまざまなイメージング技術
が大きな役割を果たしてきた．例えば，蛍光イメージングは簡便かつ高コントラストに対象分子
を可視化することが可能である．しかし波長帯域の制限などにより，同時に可視化できる生体分
子は数種類程度にとどまっている．一方で，細胞などの観察対象には数万種類もの生体分子が存
在し，これらの情報をまとめて取得する手法が求められている．蛍光イメージングにおいて，同
時検出可能な分子の種類を増やすために，蛍光プローブの組み合わせによる符号化法が提案さ
れている[1]．このような組み合わせ符号化は，出力光信号数の増大に有効であるが，使用する
蛍光分子の種類数に出力信号数が制限される． 
 研究代表者らは研究開始時点までに，生体分子に関する情報を分子が存在するその場で処理
する手法として，フォトニクス技術と DNA 技術を融合したフォトニック DNA コンピューティ
ングの研究を進めてきた．例えば，DNA スキャッホルド（足場）論理は，DNA 自律反応に基づ
く DNA 足場上への蛍光分子の精密配置と，フェルスター共鳴エネルギー移動（FRET）を利用
して，DNA を入力，蛍光を出力とする論理演算を実行する枠組みである[2]．これらの考え方や
技術を集積し，蛍光プローブの機能を高めることで，膨大な種類の分子のイメージングを可能に
する技術の開発につながると考えられた． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，制御光信号により蛍光出力の様体を変化させる蛍光ナノマルチプレクサを利用
した多重分子イメージング技術を開発する．その特性や性能を示すとともに，技術課題を明らか
にする． 
 蛍光ナノマルチプレクサ本体は DNA ナノ構造および蛍光分子で構成される．制御光信号を受
信・解釈し，それによって応答を変化させるために，FRET を用いたナノ光論理回路が組み込ま
れていることが特徴である．回路の構造を簡易にするため，回路中の FRET は一段のみとし，
FRET の繰り返しによるエネルギー損失を抑制する．FRET ゲートを適切に組み合わせること
で AND，OR，NOT 演算を実行し，一段階の FRET のみでさまざまな論理回路を実装できるこ
とを示す．また異なった入力に対するナノ光論理回路の出力応答を測定し，その性能を評価する．
さらに，出力する蛍光信号の種類を増大させるため，複数の蛍光分子を異なる配置で並べること
により FRET の発生様式を変え，多様な蛍光信号を生成する手法を構築する．実験による動作
検証を通して，蛍光プローブとしての性能を示す． 
 
３．研究の方法 
 本研究の内容は，(1) ナノ光論理回路の構築と評価，および，(2) 多様な蛍光信号の生成手法
の開発に大別される． 
 (1) 蛍光ナノマルチプレクサは，AND，OR，NOT ゲートを適切に配置した論理回路と等価であ
る．蛍光プローブとして，この論理回路は nm サイズである必要がある．そこで，DNA 自己組織
化と，nm オーダーの距離変化でエネルギー移動効率が非線形的に変化する FRET を用いて回路を
実装する．FRET を一段のみに制限した上で論理回路を実現するために，回路の構成要素として
1 入力 1 出力の FRET ゲートを用意する．具体的には YES ゲートと NOT ゲートの 2 種類である． 
2 波長の入力光に対応する FRET ゲートをそれぞれ実装する．定常入力と時系列入力に対する応
答から，FRET ゲートの動作を確認する． 
 また，ナノ光論理回路は FRET ゲートを適切に接続することで構成する．加法標準形に基づく
任意の論理演算を一段の FRET のみで実装できる方式とする．その概念を図 1 に示す．AND 演算
は FRET のドナーを共通化して複数の FRET ゲートを接続することで得られる．OR 回路は，異な
る入力光をもつ FRET ゲートや AND 回路を並列に配置することによって実現される．実験では，
いくつかのナノ光論理回路を作製し，定常入力における出力や，時系列入力信号に対する出力の
変化を測定することで，回路の性能を評価する 

 
図 1 ナノ光論理回路の動作概要．A：アクセプタ，D：ドナー，C：アクティベータ． 



 (2) 多様な蛍光信号を生成するために，蛍光分子の配置の違いを利用する．複数の蛍光分子を
1nm オーダー間隔で配置すると，蛍光分子の組み合わせと位置にしたがって FRET が発生する．
FRET 効率は各蛍光分子間の距離によって決まるため，蛍光分子の配置に依存して FRET の発生様
式が変化し，多様な蛍光信号が生成される．蛍光分子の配置を制御するために DNA を利用する．
まず，蛍光分子配置によって多様な蛍光信号が生成されることを実験的に検証する．この際，す
べて異なる蛍光分子を利用する場合のみならず，同一種の蛍光分子を複数利用する場合につい
ても検討する．また，複数の蛍光分子間の FRET によるスペクトル合成の数理モデルを作製し，
シミュレーションによってその特性を示すとともに，実験と比較検討する．さらに，多重化され
た蛍光スペクトルを定量的に分離する性能について調査し，多重分子イメージングへの適用能
力を示す． 
 
４．研究成果 
(1) ナノ光論理回路の構築と評価 
 FRETゲートの検証実験を行なった．実験ではYESゲートとNOTゲートを2種類ずつ実装した．
これらは”1”を入力するための光波長が異なっており，具体的には波長532nmのレーザーと589nm 
のレーザーを用いた．すべての FRET ゲートで Alexa488 をドナーとして用いており，出力はド
ナーからの蛍光として得る． 
 まず，定常入力における FRET ゲートの動作確認を行なった．得られる蛍光スペクトルは，使
用する蛍光分子の発光スペクトルの合算とみなせる．そこで可視光波長領域における自乗誤差
の波長積分が最小となるような各蛍光スペクトルの重み係数を算出し，ドナー蛍光の係数を出
力とした．測定の結果，ON/OFF 比は YES スイッチで最大 1.29，NOT スイッチで 1.18 であった．
次に，入力状態が変化した場合の FRET ゲートの出力蛍光強度の変化を測定した．入力”1”と”
0” を交互に与えた．入力状態が変化するたびに読み出し光を照射し，出力蛍光強度を測定した．
結果を図 2 に示す．直前の入力状態に対する出力蛍光強度との差を値として示している．また，
出力蛍光強度は，初期の”0”入力での蛍光強度値により規格化した．全ての FRET ゲートにおい
て入力状態に応じて変化しており，FRET ゲートの動作を確認することができた． 
 FRET ゲートを接続し，ナノ光論理回路を作製した．AND，OR，NOT は任意の論理演算を実装す
るための基本要素であり，それらを含む 2 つの論理回路 C1=I1∧I

_

2，C2=I1∨I2を実装した．各入
力状態における回路の出力蛍光強度を図 3 に示す．出力強度は 3 回測定し，(0,0) 入力の出力
強度値で規格化している．回路 C1では(1,0)入力時の出力が最も高く，回路 C2では(0,1), (1,0), 

 
図 2 FRET ゲートの繰り返し動作の結果． 

 
図 3 定常入力に対するナノ論理回路の出力結果． 



(1,1)入力時の出力が高くなっており，所望の動作をしていることがわかる．回路の時間応答を
評価するために，時系列入力信号に伴う出力蛍光強度の変化を測定した．C1の入力状態は(0,0), 
(0,1), (1,1), (1,0) の順，C2の入力状態は(0,0), (1,0), (1,1), (0,1) の順でそれぞれ変化
させた．測定結果を図 4に示す．どちらの回路でも，入力の時系列変化に伴って出力応答が変化
している． 
 蛍光ナノマルチプレクサは上記のナノ光論理回路を用いて作製される．その動作を，一段のみ
の FRET を用いて実現していることが本手法の特徴であり，本結果は最初の実装例として重要な
意味を持つ． 
 
(2) 多様な蛍光信号の生成手法の開発 
 蛍光信号の多様性を確認するため，DNA
上での異なる蛍光分子配置に対する蛍光
スペクトルを測定した．使用した蛍光分子
は Alexa488, Alexa532,Alexa568, Cy5 の
4 種類である．24 種類の配置が得られる．
いずれかの蛍光分子を修飾した 3 本の短
鎖DNA (10 mer) を足場となる長鎖DNA(30 
mer) に結合することで蛍光分子を配置し
た．最も励起波長が短い Alexa488 を励起
することを想定し，励起光には波長450 nm
のレーザーを使用した．取得した蛍光スペ
クトルの一部を図 5に示す．重複したスペ
クトルはなく，スペクトルを構成する蛍光
分子の蛍光ピーク強度の比にも違いがみ
られたことから，蛍光スペクトルの多様性
が確認できる． 
 実装条件を緩和し，さらに多様な蛍光スペクトルを取得するため，同一の蛍光分子を複数使用
する配置についても検証した．各蛍光分子の蛍光ピーク波長における強度の比を求めたところ，
誤差（3回測定した標準偏差）を考慮しても重複はなかった．このことは，同一の蛍光分子が含
まれる配置でも，各配置によるスペクトルを識別することが可能であることを示唆している． 
 多重分子イメージングにおいては，多重化した蛍光信号を分解し，イメージングの対象となる
各分子の構成比を算出することが求められる．そこで複数の蛍光分子配置をもつ試料に対して
蛍光スペクトルを測定し，そこから各対象分子の構成比を求めるアルゴリズムを考案した．2種
類の蛍光分子配置を含む試料の実験結果に適用したところ，約 3%の誤差で構成比を得ることが
できた． 
 この手法は，用いる蛍光分子の種類よりも多くの種類の蛍光符号を簡便な方法で生成するこ
とが特徴であり，多重分子イメージングにおいて同時イメージング可能な分子種を飛躍的に向
上することにつながると期待される． 
 
参考文献 
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図 4 時系列入力に対するナノ論理回路の出力結果． 

 
図 5 蛍光分子配置の違いによる蛍光スペクトル

の変化． 
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