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研究成果の概要（和文）：本研究では、種々のDNA合成酵素を駆使した金属配位子型人工DNAの酵素合成法を開発
し、金属錯体型塩基対形成を駆動力として構造・機能のスイッチングが可能な金属イオン応答性DNA超分子の開
発を行った。Cu(II)イオン存在下で金属錯体型塩基対を形成するヒドロキシピリドン型ヌクレオチド(H)を用
い、2種類のDNAポリメラーゼによるプライマー伸長反応、およびポリメラーゼとリガーゼを用いた2段階反応に
より、人工DNA鎖の酵素合成法を確立した。さらに、触媒活性を示すDNAzymeの配列中にH-H塩基対を導入するこ
とで、Cu(II)イオンに応答して活性が制御されるアロステリックDNAzymeを開発した。

研究成果の概要（英文）：We have developed facile enzymatic methods to synthesize DNA strands 
containing a ligand-type hydroxypyridone (H) nucleotide, which forms a Cu(II)-mediated base pair 
(H-Cu(II)-H). The H-modified oligonucleotides were synthesized by a primer extension reaction using 
two DNA polymerases or by a two-step reaction with polymerases and ligases. The enzymatic synthesis 
was subsequently applied to the development of metal-responsive allosteric DNAzymes, whose catalytic
 activity can be regulated by the formation of metal-mediated base pairs. The rational design 
strategy and the easy enzymatic synthesis established in this study provide a versatile way to 
develop a variety of metal-responsive DNA materials based on metal-mediated artificial base pairing.
 

研究分野： 超分子化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、DNA合成酵素を用いた金属配位子型人工DNAの酵素合成法の開発と、それに基づく金属イオン応答性
DNAzymeの開発を行った。金属応答性DNA鎖の簡便な合成が可能になった点、および既存の機能性核酸を基に配列
を合理設計できる点が特長であり、他の機能性核酸やDNAナノ構造体の構造・機能制御へも応用できる成果であ
る。特に一対の非天然塩基対の導入のみで活性制御が可能となり、最小限の修飾・改変による核酸の機能化とい
う点で大きな意義がある。生体微量金属を含む種々の金属イオンに応答する機能性核酸も創出できると考えら
れ、DNAナノテクノロジーや生命金属科学の基礎分子技術としての波及効果も期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
本研究では、種々の DNA合成酵素を駆使した金属配位子型人工 DNAの効率的な酵素合成法を
開発し、金属錯体型塩基対[1]の形成を駆動力として構造・機能のスイッチングが可能な金属イオ
ン応答性 DNA超分子を創製することを目的とした。金属錯体は、金属種と配位子の組み合わせ
により、配位構造や錯体形成の熱力学・速度論的特性、酸化還元や pH等の外部刺激・環境応答
性を設計できる特長がある。配位結合の可逆性と多様な配位構造変化から、様々な超分子のビル
ディングブロックとして多用されてきた。我々は、DNA分子と金属錯体のハイブリッドにより、
動的機能や外部刺激応答性を兼ね備えた新規機能性DNA超分子の創出を目的として研究を進め
てきた。今までに金属配位により対合する種々の金属錯体型人工核酸塩基対が開発されてきた
が、低収率の化学合成や煩雑な精製が、DNA 超分子への応用の障害となってきた。そこで本研
究では、DNAポリメラーゼによる非天然ヌクレオチドの挿入反応に基づき、金属配位子型 DNA
の酵素合成法を確立することを考えた。さらに、酵素合成法により金属配位サイトを DNA鎖に
導入することで、金属イオンに応答して可逆な構造・機能変換が可能な DNA超分子の開発を目
指した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、DNA合成酵素を用いた金
属配位子型人工 DNA鎖の酵素合成法の
開発と、それに基づく金属イオン応答性
DNA 超分子の開発を目的とした。具体
的には、DNA ポリメラーゼによる非天
然ヌクレオチドの挿入反応に基づき、金
属配位子型ヌクレオチドを含む DNA鎖
の酵素合成法を開発した。さらに確立し
た酵素合成法を活用して、金属錯体型塩
基対の形成により構造・機能が可逆的に
変換される金属イオン応答性 DNA超分子の創製を行った。特に、触媒活性を有する DNA鎖で
ある DNAzymeをターゲットとし、金属イオンに応答するアロステリック DNAzymeを開発した
（図 1）。合理的な配列設計指針を確立することで、金属錯体型塩基対を DNAナノテクノロジー
の新規機能ユニットとして提案することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 金属配位子型人工 DNAの酵素合成法の確立 
金属イオンに応答する DNA
超分子の創製には、金属配位子
となる人工ヌクレオチドを導入
した DNA 鎖を合成する必要が
ある。しかし、従来の DNA合成
機を用いた人工 DNA の化学合
成（固相合成）では、配位子部位
に保護基が必要であり、合成・脱
保護過程の収率や精製効率の向
上が課題となっていた。そこで
本研究では、DNA 合成酵素
（DNAポリメラーゼ）による配
位子型人工ヌクレオチドの導入
を検討し、金属配位子型人工
DNA の酵素合成法を確立する
こととした。配位子型ヌクレオ
チドとしては、CuIIイオン存在下
で安定な金属錯体型塩基対を形
成するヒドロキシピリドン型ヌ
クレオチド(H)[2]を選択し、酵素
による DNA 鎖への導入を検討
した（図 2）。 
金属配位子型人工 DNA の酵
素合成には、天然配列の DNA鎖

 
図 1 金属イオンに応答する DNAzymeの模式図。金属錯
体型塩基対 H–CuII–H の形成により構造が大きく変化す
ることで、CuIIイオンに応答して触媒活性が制御される。 

 
図 2 金属配位子型人工 DNA鎖の酵素合成。(a) CuIIイオン存在下
で金属錯体型塩基対 H–CuII–H を形成するヒドロキシピリドン型
ヌクレオチド(H)の構造。(b) DNAポリメラーゼを用いた酵素合成。
(c) DNAポリメラーゼおよび DNAリガーゼを用いた酵素合成。 



を鋳型とし、DNA ポリメラーゼおよび DNA リガーゼを用いる方法を考案した。まず、H ヌク
レオチドの三リン酸体(dHTP)を基質としたプライマー伸長反応により、プライマー鎖に H ヌク
レオチドを導入する。続いて天然のヌクレオチド(dNTP (N = A, T, G, C))を加えることで、Hヌク
レオチドの後に天然ヌクレオチドを導入し、完全長の DNA鎖を合成する（図 2b）。DNAポリメ
ラーゼの種類や反応条件（鋳型 DNA鎖の配列・反応時間・基質濃度・酵素濃度・補因子となる
MgIIイオン濃度など）の検討を行い、人工 DNA鎖の酵素合成法を確立することとした。さらに、
ポリメラーゼによる H ヌクレオチドの導入後、DNA リガーゼにより下流鎖と連結することで、
人工 DNA鎖を合成する方法も検討した（図 2c）。 
 
(2) CuIIイオン応答性スプリット型 DNAzymeの開発 
金属イオンに応答する DNA超分子の例として、金属錯体形成により活性が制御されるアロス
テリック DNAzymeの開発を行った。DNAzymeは触媒活性をもつ DNA鎖であり，DNA分子マ
シンや分子演算素子の構築にも広く応用されている。酵素合成法を用いて、DNAzymeの配列中
に Hヌクレオチドを導入し、H–CuII–H 金属錯体型塩基対の形成による活性制御を試みた。 
具体的には、既報の RNA 切断活性を有する E5 DNAzyme[3]のステム部位で DNA鎖を分割し、
それぞれの鎖に Hヌクレオチドを導入したスプリット型 DNAzymeを設計した。H–CuII–H塩基
対の形成によって二本の DNA鎖が会合し、触媒活性をもつ構造が再構築される設計である。最
適な配列を見出すために、ステム部位の長さ（塩基対の数）、および H–H塩基対の導入位置を変
えた DNAzyme 鎖を合成し、CuIIイオン非存在下・存在下での RNA 切断活性をポリアクリルア
ミドゲル電気泳動により評価した。得られた H 修飾 DNAzymeについては、10当量の RNA基質
存在下で、RNA 切断反応の時間変化を解析し、活性制御の効率を評価した。また、反応途中で
の CuIIイオンの添加や、CuII結合ペプチドによる CuIIイオンの除去を行い、可逆な活性制御を試
みた。さらに、アスコルビン酸などを用いた CuIIイオンの酸化還元による活性制御も検討した。 
 
(3) CuIIイオン応答性一本鎖型 DNAzymeの開発 
 金属錯体型塩基対の形成により構造が著しく変化することで、触媒活性が制御される一本鎖
型 DNAzymeの開発を行った。既報の E5 DNAzyme[3]の活性構造のステム部分に、一対の Hヌク
レオチドを導入した。さらに、触媒活性部位と相補的な塩基配列をループ部分に導入し、CuII非
存在下で不活性な構造となるような配列を設計した。設計した DNA鎖を酵素合成法により合成
し、(2)と同様の方法で CuIIイオン存在下・非存在下での DNAzymeの活性を評価した。DNAzyme
鎖の構造変換については、蛍光性のピロロシトシン(pC)を導入した DNA鎖を合成し、pCの塩基
対形成に伴う蛍光変化から評価した。さらに本設計法の一般性を実証するために、Na43A 
DNAzyme[4]や AgIイオン依存性 DNAzyme[5]の配列を基に Hヌクレオチドを導入し、種々の CuII
イオン応答性 DNAzymeの構築も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 金属配位子型人工 DNAの酵素合成法の確立 
金属配位子型ヌクレオチドとしてヒドロキシピリドン型ヌクレオチド(H)を選択し、DNAポリ
メラーゼによる DNA鎖への導入を検討した。鋳型 DNA鎖上の核酸塩基を A, T, G, Cと変え、H
の三リン酸体(dHTP)[6]の一塩基導入反応を行った。その結果、校正機能を欠損させた DNAポリ
メラーゼ Klenow fragment exo–を用い、鋳型塩基を A もしくは Tとすることで、一塩基の Hが
ほぼ定量的に導入されることを見出した。続いて、天然ヌクレオチド dNTPを取り込む二段階目
のプライマー伸長反応を行った。種々のポリメラーゼを検討した結果、ミスマッチ塩基対や変異
への許容性が高い「損傷乗り越えポリメラーゼ」の一種である Dpo IVポリメラーゼを用いるこ
とで、Hの後の天然ヌクレオチドの効率的な導入に成功した。得られた完全長の人工DNA鎖は、
MALDI-TOF 質量分析により同定した。さらに、核酸分解酵素による消化後の質量分析スペクト
ルから、鋳型鎖の配列に従った人工 DNA鎖が合成できたことが確かめられた。以上から、二種
類の DNAポリメラーゼを用いた二段階のプライマー伸長反応により、Hヌクレオチドを有する
金属配位子型人工 DNA鎖の酵素合成法を確立した（図 2b）[7]。 
続いて別の酵素合成法として、DNAポリメラーゼとリガーゼを用いた方法も開発した（図 2c）

[8]。Klenow Fragment exo–により Hヌクレオチドを導入した後、リン酸化した下流鎖とのライゲ
ーション反応を行った。末端に非天然の H ヌクレオチドを含むにも関わらず、T4 DNA リガー
ゼにより効率的に DNA鎖が連結されることを見出した。この方法により、2 箇所に Hヌクレオ
チドを含む人工 DNA鎖をワンポットで合成することにも成功した。 
最後に、複数の金属配位子型ヌクレオチドを連続して含む人工 DNA 鎖の酵素合成を行った。

Dpo IVポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応を検討した結果、鋳型鎖上の連続する T塩基
に対して、Hヌクレオチドが 3 個連続して導入される条件を見出した。引き続く DNAリガーゼ
による連結反応も進行し、連続する H ヌクレオチドを内部に含む DNA 鎖の酵素合成に成功し
た[9]。 
以上のように、種々の DNAポリメラーゼや DNAリガーゼを用いることで、非天然の金属配
位子型ヌクレオチドを導入した人工 DNA鎖の酵素合成法を確立した。後述する金属イオン応答
性 DNAzymeの開発をはじめ、金属錯体型人工 DNAの合成の有用な方法として期待される。 



 
(2) CuIIイオン応答性スプリット型 DNAzymeの開発 
金属イオンに応答して構造・機能が変わる DNA超分子の例として、本研究では CuIIイオンに
より触媒活性が調節されるアロステリック DNAzyme の開発を行った。はじめに、既報の
DNAzymeの配列を分割し、金属錯体型塩基対の形成により分割鎖が会合して活性が回復するス
プリット型 DNAzymeを設計した(図 3a)。具体的には、RNA 切断活性を有する E5 DNAzyme[3]を
分割し、ステム部分に一対の H ヌクレオチドを導入した配列を設計した。上述の酵素合成法に
より Hヌクレオチドを含む DNA鎖を合成し、塩基配列のスクリーニングを行った。その結果、
触媒活性部位に近い側から 3 塩基対目に H ヌクレオチドを導入したときに、CuIIの有無による
活性の差が最も大きくなることがわかった(図 1b)。得られた H 修飾 DNAzymeの RNA 切断活性
は、CuII非存在下では kobs = 0.029 h–1であり、もとの E5 DNAzyme (0.23 h–1)より大きく低下した。
1当量の CuIIイオンを加えたところ、活性は約 5.5 倍に上昇した(kobs = 0.16 h–1) (図 3c)。過剰量の
CuIIイオン存在下では、DNAzymeの活性のさらなる上昇は見られなかった。一方、未修飾の E5 
DNAzymeは、CuIIイオンを添加しても活性にほとんど変化は生じなかった。実験条件下(µM 濃
度)では H–CuII–H 塩基対は定量的に形成することから、設計通り金属錯体形成を駆動力として
活性が制御されたと考えられる。また、H 修飾 DNAzymeは高い CuIIイオン選択性を有すること
も示された。特に、T–HgII–T塩基対に基づく HgIIイオン応答性 DNAzymeの共存下で、金属イオ
ン種に応じた orthogonalな DNAzymeの活性化も実現された。さらに、CuII添加およびキレート
剤による CuII除去により、反応中にDNAzymeの活性化・不活性化を繰り返すこともでき、CuII/CuI
の酸化還元による活性制御も示された[7]。 
さらに ON/OFF 比を上昇させるために、同様の設計に基づき、負電荷を持つ ImCヌクレオチ
ド[10]を導入した DNAzymeを合成した(図 3a)。ImCヌクレオチドは、CuIIイオン存在下で金属錯
体型塩基対 ImC–CuII–ImCを形成する。モデル二重鎖を使った実験から、DNAzymeの反応に適し
た中性条件では、ImC–CuII–ImC塩基対の形成により二重鎖融解温度が約 30 °C 上昇することが
確かめられた。この二重鎖安定化の度合いは、H–CuII–H塩基対の場合(ΔTm = +13 °C)よりも著し
く大きいため、より効率的な DNAzymeの活性制御を期待した。H 修飾 DNAzymeと同じ位置に
ImCヌクレオチドを導入した人工 DNA 鎖を合成し、その RNA 切断活性を評価した。1 当量の
CuIIイオン存在下での活性は、非存在下に比べて約 12 倍に上昇し、H 修飾 DNAzyme よりも優
れた金属イオン応答を示すことが示された。ImC 修飾 DNAzyme も高い CuIIイオン選択性を示
し、CuIIイオンの添加・除去による活性の繰り返し制御(図 3d)も実現された[11]。 

 
(3) CuIIイオン応答性一本鎖型 DNAzymeの開発 
次に、金属錯体型塩基対の形成により高次構造が著しく変化することで触媒活性が ON/OFFさ
れる、一本鎖型のアロステリック DNAzymeを開発した(図 4)。E5 DNAzyme[3]の活性構造のステ
ム部分に、H ヌクレオチドを一対導入した。さらに、CuII非存在下で不活性構造をとるように、
触媒活性部位と相補的となる DNA配列をループ部分に導入した(オレンジ色部分)。1当量の CuII
存在下での DNAzymeの活性(kobs = 0.073 h–1)は、CuII非存在下(0.011 h–1)の 6.8 倍であった。蛍光

 
図 3 CuII応答性スプリット型 DNAzymeの開発。(a) 設計のコンセプト。(b) 塩基配列設計。X = H or 
ImC。rA: 切断部位となるリボヌクレオチド。(c) H修飾 DNAzymeの CuIIイオン存在下・非存在下で
の RNA切断活性。[DNAzyme] = 1.0 μM, [基質鎖] = 10 μM, [CuSO4] = 0 or 1.0 μM in 10 mM HEPES 
(pH 7.0), 1 M NaCl, 10 mM MgCl2, 25 °C, 3 h. N = 3. (d) ImC修飾 DNAzymeの活性の繰り返し制御。
GHK: CuII結合ペプチド。 



性のピロロシトシンを導入した DNAzyme
鎖を用いた解析から、CuIIイオン添加により
望んだ構造変換が起きたことが確かめられ
た。DNAzyme の活性は、CuII添加・除去に
応答して速やかに変化し、繰り返し制御する
こともできた[8]。同様に、3対の連続する H–
H対を導入した DNAzyme も合成し、CuIIイ
オンの添加により活性が2.2倍上昇すること
を見出した[9]。この一本鎖型 DNAzymeの分
子設計は、他の DNAzymeにも適用できた。
たとえば NaA43 DNAzyme[4]を基に設計した
H 修飾 DNAzyme は、ON/OFF 比 5.9 倍の
CuII応答性を示した。さらに、既報の AgIイオン応答性 DNAzyme[5]に H–CuII–H塩基対を導入す
ることで、AgI と CuII の両方が存在するときのみ触媒活性を示す AND ゲート型の応答をする
DNAzymeの開発にも成功した[8]。 

 
本研究では，金属錯体型塩基対を形成する H ヌクレオチドを導入した人工 DNA 鎖の酵素合
成法を開発した。さらに、DNA 鎖に配位子型ヌクレオチドを導入することで、金属イオンに応
答してアロステリックに活性を制御できる DNAzymeの開発に成功した。既存の DNAzymeを基
に配列を合理設計できる点が特長であり、他の機能性核酸や DNAナノ構造体などの構造・機能
制御へも応用できる方法である。特に、一対の金属錯体型塩基対のみで活性・構造制御ができる
点は有用であり、様々な外部刺激応答性 DNA超分子の開発への展開が期待される。 
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図 4 CuIIイオン応答性一本鎖型 DNAzymeの配列設
計。 
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