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研究成果の概要（和文）：生体内では、複雑に組み合わさったネットワークが多数存在しており、その中で様々な物質
が多段階に変換され、さらに相互に干渉しながら生命活動を営んでいる。このような生体内ネットワークに倣い、有用
な部分を抽出して、試験管内で再構築することができれば、高機能な物質変換システム(ナノリアクター)の創製が期待
される。そのための足場として、DNAナノ構造体を利用し、酵素などの機能性生体高分子をDNAナノ構造体上に壱分子レ
ベルで精微かつ安定に配置固定化する技術を開発し、その機能評価をおこなった。集積化することで単純に混ぜ合わせ
ただけのバルク中とは異なる機能を発揮することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Structural DNA nanotechnology, which includes DNA origami, enables the rapid produ
ction of self-assembled nanostructures. One of the key features of this technology is that fully addressab
le nanoarchitectures of various shapes and geometries are easily designed and constructed. By taking advan
tage of their addressable nature, DNA nanostructures have been used as scaffolds for the site-directed ass
embly of functional entities, such as small molecules and nanoparticles. As well as these functional entit
ies, bio-macromolecules such as proteins are a particularly interesting class of molecules to assemble bec
ause of their huge functional variability. In this research, we arranged enzymes and on DNA-origami and th
e function and corabolation of them were confirmed on DNA-origami as the molecular switchboard or nano rea
ctor.
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１． 研究開始当初の背景 
生体内では、複雑に組み合わさったネット

ワークが多数存在しており、その中で様々な

物質が多段階に変換され、さらに相互に干渉

しながら生命活動を営んでいる。このような

生体内ネットワークに倣い、有用な部分を抽

出して、試験管内で再構築することができれ

ば、高機能な物質変換システムの創製が期待

される。これまでにもいくつかの方法論によ

り、物質変換システムが構築されてきたが、

これまでの研究例のほとんどは、ナノ空間を

構築することで各要素が高密度化された状態

を反映できているものの、生体内で見られる

ようなナノ空間内における構成要素の分子数

や空間的配置・配向までの制御には至ってい

ない。殊に、それ自身がナノメートルサイズ

を有する酵素などの生体高分子においては、

複数のタンパク質・酵素をどのように配置し

て集積化させることで、高効率な物質変換反

応が達成できるかなどの知見はほとんど皆無

である。この要因としては、これらを精密に

制御する方法論がこれまで存在しなかったた

めである。 

 
２． 研究の目的 

DNA origami法 (Nature, 2006, 440, 297)

に代表されるDNAナノ構造体が、高精度な集

積を行うための足場として有用であることに

着目し、DNA結合性タンパク質をアダプター

とし、その結合を介してDNAナノ構造体上の

アドレスに対し、複数のタンパク質を緻密に

集積させたナノリアクターの構築することで、

細胞内で見られる複雑なタンパク質ネットワ

ークを模倣した高効率な物質変換反応を人為

的に創製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
  DNA origami は、前述の論文に倣い、原子

間力顕微鏡(AFM)においてその構造を評価

しやすい形状をデザインし、AFM にて設計

通り作成できていることを確認した。また、

DNA origami上の任意の場所にDNA結合性

タンパク質が認識するアドレス配列を導入

した。DNA 結合性タンパク質としては、亜

鉛フィンガータンパク質やロイシンジッパ

ータンパク質を採用し、DNA ナノ構造体上

に配列したい機能性タンパク質との融合タ

ンパク質として、ベクターに組み込み、大腸

菌を宿主細胞として発現させた後、単離精製

した。DNA origami との結合は AFM 観察お

よび蛍光色素や蛍光タンパク質で標識した

DNA 結合性タンパク質を用いてゲル電気泳

動によって評価した。 
 
４．研究成果 

DNA 結合性タンパク質を DNA ナノ構造

体上に導入した特定のアドレスに結合する

アダプターとすることで、目的の機能性タン

パク質とアダプターの融合タンパク質を調

製するのみで簡便に任意の位置に配置でき

るようになった。また、配置したい蛋白質の

構造的特徴にあわせてアダプターを選択で

きるように、アダプターの拡張にも成功した。

具体的には、亜鉛フィンガー蛋白質を、単量

体蛋白質用のアダプター(Angew Chem. Int. 

Ed., 2012, 51, 2421) として開発した。この系

では、配列選択性の異なる亜鉛フィンガータ

ンパク質を用意し、それぞれが対応するアド

レス部位に高選択的に配置できていること

を確認した。また、大腸菌で発現した融合タ

ンパク質を DNA origami と単に混ぜるだけ

で、配置できることを実証した。 

 
図. 亜鉛フィンガータンパク質を介した DNA origami
上への単量体タンパク質の高選択的配置  
 
また、ロイシンジッパー蛋白質を 2 量体タン
パク質用のアダプター(Methods,2014,67, 142.)
として開発し、亜鉛フィンガータンパク質と
併用してもそれぞれ干渉することなく、目的
のアドレス部位に高収率・高選択的に配置す



ることができることを確認した。さらには、
2 量体として安定に存在している酵素とロイ
シンジッパータンパク質の融合タンパク質
は、酵素単独よりも高い活性を有することが
明らかとなり、狙い通り、ロイシンジッパー
タンパク質は 2量体タンパク質を配置するた
めのアダプターとして適していることを確
認した。そこで、DNA origami 上での酵素活
性を評価したところ、DNA origami 上に配置
された酵素は活性を保持していることが確
認された。 

 
図. ロイシンジッパータンパク質で DNA origami 上に
配置された同種 2 量体酵素 
 
また、より強固に配置するための固定化戦略
の開発をおこなった上で、複数の酵素をDNA 
origami 上に配置することに成功した。その
結果、単にバルク溶液中で混ぜ合わせただけ
の場合よりも高効率な物質変換反応が達成
できることが確認された。 
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