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研究成果の概要（和文）：細胞内で特定の代謝経路に関与する酵素群は、決められた小器官中の区画（コンパー
トメント）で空間的に近接した酵素組織体を形成して、多段階反応を効率よく進行させる機構が知られている。
本研究では、平面状DNAナノ構造体を使って構築した2D分子コンビナート、3次元DNAナノ構造体を利用した3D分
子コンビナート、そして分子コンビナートをナノリポソームに内包した複合触媒コンパートメントを構築した。
これらを利用して、細胞外での多段階反応を効率的に進行させるための問題点であった酵素反応効率の空間配置
依存性、DNAナノ構造体の化学的特性による酵素反応効率向上の機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The efficient transfer of intermediates from one enzyme to the other by 
spatial organization of enzyme molecules, as found in the compartments, is believed to be the key 
feature for well-organized flow of metabolites. The protein assembly on DNA scaffold is an ideal 
system to study the reaction of enzymes in various arrangements. We have developed a modular adaptor
 to locate an enzyme of interest at the specific position of DNA scaffold. By taking advantages of 
the highly orthogonal reaction of our modular adaptors, enzymes were successfully located in defined
 spatial arrangements on 2D or 3D DNA nanoscaffolds to construct artificial metabolic pathways. Such
 artificial systems enabled us to discover a novel mechanism to enhance the catalytic activity of 
enzyme. The artificial metabolic pathway on DNA nanoscaffold was encapsulated in nanoliposome. such 
a new system accelerates further applications of spatially well-defined enzyme assemblies in 
bioenergy systems and diagnostics.

研究分野： 生物機能化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内代謝反応では、数多くの化学反応が同時に、副反応を限りなく抑えて進行する。このような多段階の反応
が並行、かつ選択的に進行する物質変換法は、現在の有機合成化学でもまだ開拓されていない。細胞内代謝経路
に関与する酵素群は、決められた小器官中の区画（コンパートメント）で空間的に近接した酵素組織体を形成し
て、多段階反応を効率よく進行させる。この細胞内物質変換系を細胞の外で実現できれば、高効率に多段階の物
質変換をおこなう「分子コンビナート」、さらにナノ空間に分子コンビナートを内包した「複合触媒コンパート
メント」が実現し、持続可能社会での環境負荷の少ない工業プロセスに貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体内代謝反応では、数多くの化学反応が同時に、副反応を限りなく抑えて進行する。このよ

うな多段階の反応が並行、かつ選択的に進行する物質変換法は、現在の有機合成化学でもまだ開
拓されていない。代謝に関わる個々の酵素の化学特性は明らかにされたが、生体内で多種類の酵
素から効率的な多段階反応「代謝経路」が構築される原理は不明である。代謝経路の原理を細胞
外で応用できれば、低エネルギー・低環境負荷社会に理想的な物質変換法となる。 
細胞内で特定の代謝経路に関与する酵素群は、決められた小器官中の区画（コンパートメント）

で空間的に近接した酵素組織体を形成して、多段階反応を効率よく進行させる機構が知られて
いる。例えば、藻類などのカルビン回路における炭酸固定の鍵酵素リブロース 1,5－ビスリン酸
カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ（RubisCO）は、カルボニックアンヒドラーゼ（CA）ととも
に、80〜140 nm 大きさの多面体構造体カルボキシソームと呼ばれるコンパートメントを形成す
る。カルボキシソーム内に集積化された RubisCO は、CA によって重炭酸イオンから生成した二
酸化炭素を利用して、D-リブロース 1,5 ビスリン酸からホスホグリセリン酸を合成する。 

 
代謝反応において、特定の区画内に形成される酵素高次構造体の特徴として、 
（1）異なる種類の酵素が近接して存在する 
（2）酵素がいくつか集まった高次構造体が、秩序だったコンパートメントを形成する 
ことがあげられる。基質はコンパートメント内で、これらの酵素によって次々と化学変換され

て最終産物へと変換される。この細胞内物質変換システムを試験管内で再現することができれ
ば、高効率に多段階の物質変換をおこなう「分子コンビナート」、さらにナノ空間に分子コンビ
ナートを内包した「複合触媒コンパートメント」が実現する。 
これまでにも、リポソーム内や界面などを反応場として利用した研究例は数多く報告されて

いる(Chem. Rev. 2005, 105, 1445)が、細胞内コンパートメントのような酵素の分子数や空間的配
置・配向の制御は実現できていない。その原因は、多種類の酵素を 1 分子ずつナノメートルの精
度で狙った場所に配置する方法論がこれまで存在しなかったことにある。 

 
【申請者らのこれまでの研究からわかったこと】DNA オリガミ(Nature 2006, 440, 297)に代表

される DNA ナノ構造体は、多様な２次元、３次元構造体を形成するだけでなく、高い精度で分
子を配置できる「足場」として注目されている。これまでにも DNA ナノ構造体に酵素を配置し
た機能性複合体は作製されてきたが(Nature Nanotech. 2009, 4, 249; J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 
5516, 総説 Nanomaterials 2016, 6, 139 など)、複数種の酵素を活性を保ったまま、定量的に DNA
ナノ構造体上のに配置する方法論が欠如していた。 
申請者らは、DNA 結合タンパク質をアダプターとして用い、アダプターに融合した目的タン

パク質を DNA ナノ構造体上の特定の場所に１分子ずつ配置する一般的方法論を確立した
（Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 2421; Methods 2014, 67, 142; Chem. Commun. 2015, 51, 1016）。その
方法を利用して、一辺 100 nm程度の 2 次元 DNA ナノ構造体上に、キシロース還元酵素とキシ
リトール脱水素酵素を特定の距離で配置した「分子コンビナート」は、細胞外でキシロースから
キシリトールを経てキシルロースを合成する人工代謝経路として機能した（J. Am. Chem. Soc. 
2016, 138, 3012）。２次元平面上に構築した「分子コンビナート」には、中間体の輸送効率を高め
るなどにより、さらに機能を向上できる余地がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに平面状 DNA ナノ構造体を使って構築した「2D 分子コンビナート」

で得た人工代謝経路に関する知見をもとにして、3 次元 DNA ナノ構造体を利用した「3D 分子コ
ンビナート」、そして「分子コンビナート」をナノリポソームに内包した「複合触媒コンパート
メント」を構築する。これらを利用して、細胞外での多段階反応を効率的に進行させるための問
題点： 

 
（1）3D 分子コンビナートでは、どのような酵素の空間配置が効果的か 
（2）「分子コンビナート」で人工代謝経路の効率を向上させる要素は何か 
（3）「分子コンビナート」をリポソームに内包すると多段階反応の反応効率は向上するか 
（4）ナノリポソームに膜輸送タンパク質を特定配向で導入し、基質を取り込んで反応する「複

合触媒コンパートメント」が構築できるか 
 
を解明するための研究を実施し、DNA ナノ構造体を鋳型として、酵素および受容体を 1 分子
ずつ特定の位置・様式に配置した反応場を使って、高効率な多段階物質変換反応を設計するうえ
での重要な原理を発見する。 
 
３．研究の方法 
申請者らが開発した 2 次元 DNA ナノ構造体への酵素 1 分子配置技術を拡張し、「2D 分子コン



ビナート」で得た人工代謝経路に関する知見をもとにして、3 次元 DNA ナノ構造体を利用した
「3D 分子コンビナート」を構築した。2D 分子コンビナートを利用して、酵素間距離、酵素の密
接配置などの空間配置が人工代謝経路の効率を支配する原理を追求した。また、分子コンビナー
トの物質生産システムの効率向上を目指して、ナノリポソームに内包した「複合触媒コンパート
メント」を構築し、ナノリアクターとしてのコンパートメント機能を追求した。 
 
４．研究成果 
（1）「複合触媒コンパートメント」を構築するためのモジュール型アダプターの拡張 
 申請者らが開発した C2H2 型亜鉛フィンガーを用いたモジュール型アダプターzif-SNAP は、
共有結合を介して、アダプターに融合したタンパク質・酵素を、短時間で定量的かつ安定に、
DNA ナノ構造体上の狙った位置に配置することができる(Chem. Commun. 2015, 51, 1016)。この
手法を発展させて、同時に異なる場所に酵素を配置するためのアダプターを開発し、以下の成果
を得た。 
 
① 多種類のタンパク質・酵素を同時に DNA ナノ構造体に配置するために、単量体酵素を配置
する zif-SNAP に加えて、ロイシンジッパータンパク質 GCN4 に共有結合を形成するタグタンパ
ク質 SNAPタグ、CLIPタグ、Haloタグを組み合わせて、二量体タンパク質・酵素を配置するモ
ジュール型アダプターを作製した。それぞれのモジュール型アダプターは、目的の塩基配列上に
配置した基質と 90％以上の収率で共有結合を形成した。 
 
② CLIPタグを用いた高選択的モジュール型アダプターの構築 
CLIP タグに DNA 結合タンパク質として 2 種類の C2H2 型亜鉛フィンガーを融合したモジュー
ル型アダプターzif-CLIP と AZP-CLIP は、共有結合を介して、アダプターに融合した酵素を、短
時間で定量的かつ安定に、DNA ナノ構造体上の狙った位置に配置することができた。その際に、
ほぼ完璧に DNA結合タンパク質の塩基配列選択性に依存した、DNA上の CLIP-タグ基質との共
有結合形成が可能であった。 
 
③ SNAPタグを用いた高選択的モジュール型アダプターの構築 
SNAP タグとその一般的な基質であるベンジルグアニンを用いた場合には、SNAP に DNA 結合
タンパク質として 2種類のC2H2型亜鉛フィンガーを融合したモジュール型アダプターzif-SNAP
と AZP-SNAP は、同じ塩基配列においてベンジルグアニンと共有結合を形成してしまう。モジ
ュール型アダプターとタグ基質を修飾した DNA との反応速度を解析し、DNA 結合タンパク質
による塩基配列選択性に依存したモジュール型アダプターと DNA上の SNAPタグ基質との共有
結合形成を可能にする基質ベンジルイノシンを設計・合成した。その結果、ほぼ完璧に DNA結
合タンパク質の塩基配列選択性に依存した、DNA上の SNAP-タグ基質との共有結合形成が可能
になった。 
 
（2）キシロースからキシルロース 5-リン酸へと代謝する酵素カスケードの構築 
 申請者らが 2 次元 DNA ナノ構造体上にキシロース還元酵素（XR）とキシリトール脱水素酵
素（XDH）を配置して構築した(J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 3012) 五炭糖を原料としたバイオエ
タノール生産に重要な、キシロースからキシリトールを経てキシルロースを生成する酵素カス
ケードを進展させ、以下の成果を得た。 
 
① キシロースからキシルロース 5-リン酸へと代謝する酵素カスケードの構築 
 申請者らが 2 次元 DNA ナノ構造体上にキシロース還元酵素（XR）とキシリトール脱水素酵
素（XDH）を配置して構築した（J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 3012）キシロースからキシリトー
ルを経てキシルロースを生成する酵素カスケードをもとにして、キシルロースをキシルロース
5-リン酸に変換するキシルロースキナーゼ（XK）を含む酵素カスケードを 2 次元 DNA ナノ構造
体上に構築した。 
 
② 酵素カスケード設計における酵素間距離の影響を評価 
キシルロースをキシルロース 5-リン酸に変換するキシルロースキナーゼ（XK）を含む酵素カス
ケードを 3 次元 DNA ナノ構造体上に構築した。このカスケード反応を評価し、2 段階目の酵素
のミカエリス定数によっては、酵素間距離が逐次反応効率に及ぼす影響が小さいことを証明し
た。 
 
（3）分子コンビナート」による高効率化学反応 
 2 次元もしくは 3 次元 DNA ナノ構造体を用いて構築した酵素カスケードを高効率化するため
の要因を検証し、以下の成果を得た。 
 
① 酵素 XR、XDH、XK のモジュール型アダプター融合体を 3 次元 DNA ナノ構造体上に配置
した 3D 分子コンビナートを構築し、それぞれの酵素の分子数と空間配置が人工キシロース代謝
経路の効率に及ぼす影響を評価し、それぞれの酵素のミカエリス定数と代謝回転数にもとづい



て酵素の分子数を規定する人工代謝経路設計原理を実証した。 
 
② 2 次元空間と 3 次元空間に配置された酵素の反応を比較するために、2 次元形状から 3 次元
六角柱 DNA ナノ構造体への構造変化が可能な DNA ナノ構造体を構築し、酵素を配置する足場
として利用した。XR、XDH ともに、単独で構造体に配置した場合でも、溶液中の酵素に比べて
約 4倍の代謝回転数を示した。これまでの DNA ナノ構造体上の酵素反応において、構造体が負
電荷を帯びているために表面の pH が変化し、それに伴い酵素の活性も変化する仮説が提唱され
てきたが、この 3 次元 DNA ナノ構造体表面の局所 pH を計測した結果、この仮説は、この 3 次
元 DNA ナノ構造体および 2 次元 DNA ナノ構造体には当てはまらないことが明らかになった。 
 
③ 酵素密集環境における反応性の向上 
リブロース 2 リン酸カルボキシル基転移酵素/酸素添加酵素（RuBisCO）とともにカルボキシソ
ームを形成するカーボニックアンヒドラーゼ（CA）を、モジュール型アダプターと融合するこ
とによって DNA ナノ構造体上にあらかじめ設計した位置で共有結合を形成させ、約 1 nm 間隔
の密接状態もしくは約 23 nm 間隔の離散状態に配置した。最低でも 2 分子の CA が密接した配
置にある場合に、その配向に寄らず CA のエステル加水分解反応が加速されることが明らかにな
った。反応の詳細を解析し、密接状態にある酵素の方が離散状態にある酵素よりも見かけ上活性
が高くなることを、水のエントロピー効果で説明する理論モデルを提唱した。 
 
④ RuBisCO を用いた分子コンビナート 
RuBisCO を配置するために、アダプターとして二量体 DNA 結合タンパク質を RuBisCO に融合
して DNA ナノ構造体上に配置した。また（1）で開発したモジュール型アダプターを利用して
CA を RuBisCO と共に DNA ナノ構造体上に配置した。これらの酵素集合体のリブロース 2 リン
酸への二酸化炭素の付加反応を検証したところ、CA の添加によって RuBisCO 集合体の反応が
加速されることはなく、CA が RuBisCO の近傍に配置された場合には反応速度がわずかに遅く
なった。これらの結果から、カルボキシソーム中の RuBisCO による二酸化炭素の付加反応速度
は、単に CA と RuBisCO との距離に依存するものではないことを結論づけた。 
 
⑤ 3D 分子コンビナートによる高効率化学反応 
キシロースからキシリトールを経てキシルロース、さらにキシルロース 5-リン酸を生成する酵
素カスケード反応を検証した。酵素 XR、XDH、XK のモジュール型アダプター融合体を、3 次
元 DNA ナノ構造体上に配置した 3D 分子コンビナートを構築し、それぞれの酵素の分子数と空
間配置が人工キシロース代謝経路の効率に及ぼす影響を評価した。（3）-②で作製した六角柱 3D 
DNA オリガミを用いて、酵素を配置した平面状 2D 分子コンビナートを六角柱 3D 分子コンビナ
ートへと構造変換し、3 次元 DNA ナノ構造体の形状が酵素カスケード反応の収率と補酵素の再
生に及ぼす影響についても評価した。その結果、六角柱 3D 分子コンビナートでの XR と XDH
からなる人工代謝経路効率は、同じ酵素間距離でも 2D 分子コンビナートでの効率よりも高いこ
とが明なになった。 
さらに、高濃度 ATP 存在下では、モジュール型アダプターと融合した XDH と XK を配置した六
角柱 3D 分子コンビナートにおいて、キシルロース 5-リン酸の生成速度に顕著な酵素間距離依存
性は観測されず、カスケード反応に関与する酵素の触媒反応特性によって、分子コンビナートを
3D 化場合にカスケード反応効率が向上する場合と、変化しない場合があることがわかった。 
 
（4）膜タンパク質を配置した物質輸送が可能なコンパートメント:大腸菌トランスポーターの導
入 
① 平面状 DNA ナノ構造体を利用したナノリポソーム形成 
 リポソームは、内包された親水性分子の自由拡散と外部からの親水性分子の流入を抑制する
コンパートメントとして有用である。リポソームには、膜タンパク質を活性を保持した状態で配
置できるが、その配向を制御することが難しいため、細胞膜で物質を輸送するトランスポーター
を利用して方向性をもった物質輸送を達成することは困難であった。本研究では DNA ナノ構造
体の空孔を形成する 2本鎖 DNA に脂質分子を特定の配向で導入して、空孔に合わせた大きさの
リポソームが形成する方法（C. Lin, et al., Nature Chem. 2016, 8, 476）を利用して、2D DNA ナノ
構造体の空孔の大きさのナノリポソームを形成した。ナノリポソームの内部および外周に色素
を導入し、溶液 pH への応答を計測することにより、ナノリポソーム形成を確認した。 
 
（5）分子コンビナートをナノリポソームに内包した複合触媒コンパートメント 
コンパートメント内では、キシロースからの反応中間体の自由拡散が内部に抑制されるため、キ
シロース代謝がより高効率に進行すると考え、分子コンビナートを内包できるナノリポソーム
を作製し、以下の成果を得た。 
 
① 2 次元 DNA ナノ構造体を用いたナノリポソームの構築 
 脂質分子が導入された 2 次元 DNA ナノ構造体を用いて、キシロース還元酵素（XR）とキシリ
トール脱水素酵素（XDH）を配置した。また、脂質分子が導入された 2 次元 DNA ナノ構造体を



用いて、ナノリポソームが作製できることを確認し、その精製・単離条件を確立した。 
 
② ナノリポソーム中への 3D 分子コンビナートの導入 
酵素 XR、XDH、XK のモジュール型アダプター融合体が配置出来る 3 次元 DNA ナノ構造体を
作製した。この 3 次元 DNA ナノ構造体をもとにして、その外側にナノリポソームが形成できる
ことを確認した。 
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