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研究成果の概要（和文）：研究代表者がこれまで進めてきた、蛍光点滅現象（blinking）の理解・制御・活用に
基づいた1分子レベル分析・診断法（Kinetic Analysis based on the Control of the fluorescence Blinking:
 KACB法）を発展させ、DNA高次構造転移の1分子観測法を確立した。酸化・還元反応によるblinkingの制御によ
り、DNAのヘアピン、二本鎖、B型、A型の各構造の1分子識別を達成し、これにより新たなDNA1分子検出法を開発
した。blinkingパターンの時間変化を追跡し、機能性RNAの構造転移の1分子検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a single-molecule analysis and diagnosis method based on 
the understanding, control, and utilization of fluorescence blinking (KACB method). 
By controlling the blinking by oxidation/reduction reactions, we achieved single molecule 
discrimination of DNA hairpin, double-stranded, B-type, and A-type structures, and developed a new 
method for single molecule detection of DNA.
By tracking the temporal change of blinking pattern, we succeeded in single molecule detection of 
structural transition of functional RNA.

研究分野：核酸化学、光化学、生物有機化学

キーワード： DNA　高次構造　1分子検出　構造転移　速度　蛍光　blinking

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した、KACB法は、様々な分子の1分子検出、そして、その分子のダイナミクスに関する情報の抽出
を可能年、様々な、1分子分析、診断法の開発へとつながる基盤技術として期待される。2014年にノーベル化学
賞が贈られた、超解像顕微鏡の開発においては、1つ1つ蛍光分子から点を描き、点描画のように高解像度の画像
が得られる。本研究では、蛍光分子から点を描くだけでなく、各蛍光分子から発せられる情報をもマッピング可
能な技術へと発展すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

DNA は、ワトソン・クリックにより解明された右巻きの B型と呼ばれる 2本鎖構造だけ

でなく、溝の深さが異なる A 型構造、逆巻きの左巻き Z 型構造、そして、3 本鎖、4 本鎖、

ヘアピン構造など、様々な高次構造（最近では非標準構造とも呼ばれる）を形成することが

知られる。これら高次構造の熱力学的安定性は、DNA 配列に大きく依存することが調べら

れている。したがって、DNA 高次構造も配列情報を反映して形成されると考えられ、遺伝

子発現におけるDNA高次構造の役割に関して注目が集まっている。これまでの研究により、

プロモーター領域に 4 重鎖を形成しやすい配列（潜在的 4 重鎖形成配列）が数多く見出さ

れており、4重鎖形成が転写活性と密接にかかわっていることが示唆されている。また、ト

リプレットリピート病と呼ばれるハンチントン病などの疾患において、複製中にヘアピン

構造が形成されることが原因の１つとして指摘されている。このように、DNA の高次構造

は、細胞内の遺伝子発現の調節を通して種々の疾患と関連していることが示唆されている。

高次構造転移はタンパク質との相互作用をトリガーとして、過渡的にダイナミックに起こ

ると考えられるが、有効な観測手法が存在せず機構の多くは不明であった。 

 

２．研究の目的 

 DNA－タンパク複合体などの貴重な生体試料のダイナミクス観測にあたり、1分子蛍光観

測法が有効な手段となってきた。これまでの 1分子蛍光観測法は、生体分子間の結合解離に

よる蛍光の ON-OFF、あるいは、生体分子の大きな構造変化に伴う FRET 効率変化（FRET

効率が半分となる蛍光分子間の距離は 50 Å 程度）の観測に基づき、様々な知見を我々に提

供してきた。しかしながら、これら現象に基づく 1分子観測では、長鎖 DNA 中に生じる部

分的なわずかな構造変化を読み出すことは難しい。研究代表者は、蛍光分子 1 つ 1 つを見

たときに顕著となる蛍光点滅現象（blinking）の理解・制御・活用に基づいた 1 分子レベル

分析・診断法の開発を進めてきた（Kinetic Analysis based on the Control of the fluorescence 

Blinking: KACB法）。本課題では、KACB 法の改良により、DNA 高次構造転移の 1 分子観

測法の確立に取り組んだ。rKACB法を用いて、DNA のヘアピン、二本鎖、B 型、A 型の各

構造の 1 分子識別を達成し、核酸構造転移の 1 分子リアルタイムモニタリングを達成する

ことにより、構造転移ダイナミクスの測定法を確立する。 

 

３．研究の方法 

 blinkingを用いた観測を達成するためには、種々の物理化学反応が進行する速度を理解し

て制御することが必要となる。本課題では、分子間酸化・還元反応（redox reaction）に基づ

く KACB 法（rKACB）の開発に取り組む。まず、アンサンブル系においてハイスループッ

ト蛍光相関分光（FCS）装置を用いたスクリーニングにより、種々の条件（蛍光分子：Alexa 

488, R6G, TAMRA, ATTO 532, ATTO 647N, ATTO 655、酸化剤：・還元剤、各 DNA 高次構造）

が酸化・還元に基づく blinkingに与える影響を調べ、目的とする DNA 高次構造転移ごとの

最適な観測条件を見出す。平行して、1分子観測系（蛍光顕微鏡、表面固定化法、測定・解

析法等）の最適化を行い、DNA 高次構造転移の 1分子実時間観測を可能とする KACB法を

確立する。高次構造転移のリアルタイム観測への応用の評価として、2構造間で構造転移し

機能することが知られる preQ1 riboswitchの構造転移の 1分子観測を行い、その転移ダイナ

ミクスを明らかにする。 

 

４．研究成果 

図 1に示す、種々の蛍光分子、および、種々の酸化剤における酸化・還元による blinking反

応の制御法を検討した。それぞれの蛍光分子を 1 本鎖、および、2 本鎖に導入した場合の

blinking挙動を比較したところ、Alexa 488, TAMRA, ATTO 532, ATTO 647N では、両者でほ  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

とんど blinkingパターンに差が無く、これら色素が核酸構造と相互作用せず、常に溶液に突

き出していることが示された。一方、R6G, ATTO 655 においては、2 本鎖構造中において

blinkingがよりゆっくり進行することが示され、ATTO 655では 20倍の差が見られた。これ

により、核酸の 1 本鎖、2 本鎖構造の読みわけにおいては、用いた色素の中では ATTO 655

が最も優れていることがわかった 1。 

次に、DNA をガラス基板上に固定し、酸化・還元反応による blinking の 1 分子観測を確

立した。モレキュラービーコンタイププローブに蛍光分子 ATTO 655 を導入することによ

り、DNA のヘアピン－2本鎖状態の構造の 1分子レベルでの読み分けに成功した 2。これは

同時に、たった 1つの DNA を検出する活気的な技術開発の達成を意味する。さらに、rKACB

法を抗原－抗体反応の 1分子観測に応用した。蛍光分子 TAMRA を修飾した 2本鎖 DNA を

ガラス基板に固定し、TAMRA を抗原とする抗 TAMRA 抗体＝5G5の有無が blinkingに与え

る影響を観測したところ、5G5 存在下では 7 倍程度遅く blinking が進行し、rKACB 法を抗

原－抗体反応の 1分子観測に適用できることが示された。 

 最後に、rKACB の時間変化を観測することによる、核酸構造転移の１分子観測に応用し

た。2状態の構造 A、Bの平衡として存在し、構造転移を引き起こし機能することがわかっ

ている機能性 RNAである preQ1リボスイッチのダイナミクスの測定を行った。最長 2分に

わたる rKACB の観測に成功し、速い blinking 対応する構造 A、遅い blinking に対応する構

造 B の時間的な変化を観測し、preQ1 の構造転移速度の測定に始めて成功した（構造 A の

持続時間の逆数が、構造転移速度 A→B に相当）。preQ1 分子存在下で速度が変化し、構造

転移の平衡が変化することをわずか 40分子の測定により明らかにした 3。 
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図 1. 酸化還元反応の制御による blinking。分子間反応速度が、蛍光分子が溶媒にさらされて

いるほど速くなることを利用して、DNA高次構造転移の 1分子観測を達成する。 
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