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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現は、親和性が弱い相互作用によって担われているが、細胞内では、特定の
構造や足場(scaffold)に必要な因子が集積化する事で、効率的に反応が進んでいる。本研究では、その分子機構
理解の為に、DNAナノ構造(DNA origami)のナノメートル精度の分子配置技術を用いて、遺伝子発現機構のナノ反
応場の再構成と解析を目的とした。特に、進展著しいクライオ電子顕微鏡の為の基盤技術構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Gene expression is powered by weak interaction of bio-molecules. To 
compensate the weak interaction, related molecules are integrated on the scaffold and form 
super-complex and "Nano reaction field", which allows the efficient process of specific reaction 
while excluding unintended factors. Here, we developed basic techniques to reconstitute these "Nano 
reaction field". We established DNA origami-based technologies for activity and structure analysis 
(e.g., Cryo-EM), which would be also the platform for future gene expression control nano-device.

研究分野： 生物物理・合成生物

キーワード： 1分子計測(SMD)　DNAデバイス　遺伝子発現　転写　翻訳　クライオ電子顕微鏡
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、従来の反応拡散系を基にした反応系ではなく、反応に関与する因子をDNAナノ構造の上に集積化し
た反応系(ナノ反応場)を構築・解析する為の基盤技術の確立を行った。確立した技術は、生体の超分子構造の解
析に応用可能であり、生命科学研究の進展に寄与すると思われる。また、我々が構築してきたプログラム可能な
遺伝子発現ナノデバイス(ナノチップ)に適用する事で、細胞や人工細胞の運命制御が可能となり、医薬や有用物
質生産に貢献すると期待される

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 細胞内は非常に混雑した環境であるが、遺伝子発現は非常に効率良く、かつ精緻に行われて
いる。これは、関連因子が集積した"ナノ反応場"が形成され、特定の反応が効率的に進む一方、
他の因子を排除する効果等が合わさっているからだと考えられる。 
 
(2) 生体内では、多種多数の蛋白質や核酸因子が反応場を形成し、精緻な遺伝子発現機構を実現
している。しかし、従来、試験管内の反応は、主に構造情報を含まない均一な系で測定されてい
る。一方で、構造情報を含む細胞内の実験は、共局在を指標に阻害剤や変異体を用いた実験が主
であり、複数の反応が絡み合う故に詳細な解析が困難であった。その為、試験管内と細胞内の両
方に適用できるような、新たな技術が求められていた。 
 
(3) DNA ナノ構造は 1982 年にアメリカの Ned Seeman によって提唱され、発展を続けてきた
が、近年、2006 年にアメリカの Paul Rothemund によって、簡便に任意の 3 次元構造を構築可
能な DNA オリガミ法が開発され、急速に発展している。1 本の長い 1 本鎖 DNA(scaffold)と、
多数の短い 1 本鎖 DNA(staple strand)から形成される DNA オリガミは、特定 DNA 配列の場
所が、ナノ構造中において一意に決まる事から、特定 DNA 配列に結合させた"目的分子"をナノ
構造中の特定場所に結合させる事が可能である。そこで、DNA オリガミを用いれば、人工的な
ナノ反応場を構築し、関連因子を集積化する事で、生体の構造を模したり、あるいは、生体中の
構造体を精製したりする事が可能になると期待された。 
 
(4) 我々の過去の研究から、転写に関わる因子を集積化したナノチップを構築する事で、転写反
応をプログラムし、環境に応じた遺伝子発現が、試験管内で実現可能な事が明らかになった。し
かし、細胞や個体内への応用や、あるいは実社会への実装の為には、いくつもの基礎的な欠点(壊
れやすい、高濃度で凝集しやすい等)を克服する必要があった。また、作成したナノチップが設
計通りにできているかどうかを確認する事は、評価、あるいは設計へのフィードバックに極めて
重要であり、近年、進展が著しいクライオ電子顕微鏡はそのツールとし強力であり、クライオ電
子顕微鏡(Cryo-EM)に適した設計や構築方法を確立する必要があった。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) DNA origami 技術の基本的な欠点の解消を目指した研究 
DNA origami 技術をより汎用化する為には、いくつかの欠点(壊れやすい、高濃度で凝集しやす
い等)を解消する必要があり、①wet と dry(Molecular dynamics, MD)を組合せ、DNA origami
の設計技術を向上させる事、また、②モデルタンパク質(キネシン・モーター蛋白質)を用いて、
蛋白質集積化効率の向上させる事を目的とした。 
 
(2) クライオ電子顕微鏡(Cryo-EM)への応用 
Cryo-EM は、試料を含む溶液を急速凍結し観察する事で、溶液中の構造を観察する技術であり、
超分子複合体のような、結晶化が難しい試料や、あるいは、細胞内の構造を明らかにする技術で
ある。DNA origami 技術をベースとしたナノチップの設計や確認に有用であると考えられるが、
適用はまだ始まったばかりの初期段階にあり、未だ確立していない部分がある。そこで、①Cryo-
EM を用いた DNA origami の構造解析技術確立、また、②ナノチップを用いた、Cryo-EM 用試
料の作成技術確立を目的とした。 
 
(3) 転写の性質の理解 
本研究は、将来的に転写を含めた遺伝子発現システムに適用するが、その際、転写の仕組みをよ
り深く知る事は重要である。そこで、転写の制御に重要な RNA polymerase(RNAP)の C 末端の
構造に関する解析を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) DNA origami 技術の基本的な欠点の解消を目指した研究 
①DNA origami の設計技術を向上 
DNA origami は、1本の長い 1本鎖 DNA(scaffold)と、多数の短い 1本鎖 DNA(staple)よりなる。
この scaffold と staple の配置によって、DNA origami の 3 次元構造が決定される。そこで、ど
のように、scaffold と staple を配置するか(ルーティング)を wet と dry(MD)の実験で最適化し



た。 
②蛋白質集積化効率の向上 
ナノチップの構築にあたっては、蛋白質の集積効率が重要である。その際、DNA origami は負電
荷を帯びた DNA 鎖の塊であるので、蛋白質の電荷が重要だと考えられる。そこで、モデル蛋白質
(キネシン)に正電荷を付加し、結合速度や集積効率への影響を評価した。また、DNA origami で
は、ナノメートル精度で蛋白質を集積化できるが、集積化がナノチップ全体の活性にどのような
影響を与えるのかは明らかではない。そこで、集積化密度を変え、ナノチップ全体の活性にどの
ような影響が出るのかを、キネシンを集積化したナノチップ(ナノ輸送体)で評価する。 
 
(2) クライオ電子顕微鏡への応用 
①Cryo-EM を用いた DNA origami の構造解析技術確立 
第一歩として、単純な棒状(rod)構造を 200/300kV の Cryo-EM で観察する。また、RELION、ある
いは、cryoSPARC を用いた解析系を確立する。あわせて、共同研究施設の Cryo-EM の運用を行う
(分担者の安達)。 
②ナノチップを用いた、Cryo-EM 用試料の作成技術確立 
DNA origami はナノメートル精度で分子を集積化できるので、抗体等の結合用の手(binder 
module)を、精密配置する事で、細胞中の特定構造だけを精製する事が可能となると期待される。
まずは、Cryo-EM で観察がしやすいリボソームを題材に、大腸菌 Lysate から、リボソーム複合
体を単離精製し、Cryo-EM で観察できるか評価する。 
 
(3) 転写の性質の理解 
小角散乱を用いて、RNAP の C末端(CTD)の構造解析を行う(分担者の安達)。 
 
 
４．研究成果 
 
 (1) DNA origami 技術の基本的な欠点の解消を目指した研究 
①DNA origami の設計技術を向上 
ルーティングを工夫し、また、staple や scaffold に
余分なチミン(T)残基を導入し、紫外光(UV)を照射す
る事で、チミンダイマーを形成させ、staple や
scaffold 同士を化学架橋させた結果、様々な環境下
(pH、温度、DNase 等の分解酵素存在下)での DNA 
origami の耐性が向上した。また、配列を工夫する事
で、凝集を抑制できた。この事で、濃度を uM 以上に
上げても、室温で数週間に渡って保存する事が可能
となった。これらの結果、様々な溶液条件下で DNA 
origami を用いる事が可能となり、Cryo-EM への適用
も可能となった。また、細胞への導入、あるいは、マ
ウス個体への導入も可能となり、マウス個体内の特
定臓器への DNA origami の配送にも成功した。       図 1. DNA origami の MD の例 
②蛋白質集積化効率の向上 
モデルタンパク質キネシンに正電荷を付加する事で、結合速度を 3桁向上させ、蛋白質集積化時
に過剰な蛋白質を DNA origami と混ぜる必要がなくなった。この事で、過剰の蛋白質による DNA 
origami の凝集を防ぐ事ができるようになったと共に、過剰な蛋白質の除去が容易となり、活性
評価の実験が容易となった(DNA origami に結合していない過剰な蛋白質が残っていると、活性
を正しく評価できないので、除去する必要がある)。また、集積効率も 86%以上と高効率であっ
た。この高収率の性質を生かし、蛋白質密度の全体活性に対する影響をナノ輸送体を用いて評価
した所、蛋白質密度が高すぎると走行距離(run length)が低下する事が明らかになった。この事
は適切な分子配置が重要である事を示す。これらの結果は、今後、転写系の理学的理解や工学的
応用の基礎となる。 
 
(2) クライオ電子顕微鏡への応用 
①Cryo-EM を用いた DNA origami の構造解析技術確立 
rod(60x21x11 nm)の物を解析した所、18.5Å分解能の構造が得られた。また、現状分解能が低い
のは、粒子数の少なさに加え、DNA origami の局所部分の揺らぎに起因する事が示唆された。一
方で、解析系が確立した事で、今後の設計と解析系に有用であると期待される。また、共同研究
施設の Cryo-EM の運用が上手くいった事は、共同研究施設の Cryo-EM を用いた論文が多数出版
された事から示唆される。 
②ナノチップを用いた、Cryo-EM 用試料の作成技術確立 
前述の rod 構造に avidin-biotin 系を介して、大腸菌抽出液から、リボソームを単離し、ショ糖
密度勾配遠心を行う事で、精製し、Cryo-EM の解析系の乗せる事が可能となった。その結果、6
Åの分解能の構造が得られた。また、興味深い事に、3 つある tRNA 結合部位は、いずれも空で



あった。これらの結果は、少ないステップで抽出液中の超分子複合体を精製・解析し、その状態
を知る事が可能である事を示唆しており、今後のより精緻な精製・解析、あるいは、細胞内クラ
イオトモグラフィーの分子マーカーとして応用が潜在的に可能である事を示唆している。 
 
(3) 転写の性質の理解 
真核の転写においては、RNAP の C末に位置するドメイン(CTD)が重要であるが、天然変性領域で
カチッとした構造を取らない為、従来は、RNAP に対して、どのような空間配置をしているのか
が明らかではなかった。小角散乱を用いることで、その相対的な配置のモデルを得られていたの
で、引き続き精密化を行った。その結果、小角散乱のアンサンブル最適化法（EOM）により、そ
の相対的な配置のモデルが得られた。 
 
 
以上に述べたように、本研究では、DNA origami の基本的な欠点の解消を通して、試験管内だけ
でなく、細胞内、個体内への応用の基盤を確立した。今後、転写系の集積化技術の向上を通して、
ナノチップをより高機能にする事が可能となれば、理学的な転写系の理解が深まると共に、細胞
や人工細胞の運命制御を通して、医療や有用物質生産に有効であると期待される。 
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Sato Shoko、Takizawa Yoshimasa、Hoshikawa Fumika、Dacher Mariko、Tanaka Hiroki、Tachiwana
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

安達成彦

Yuxiang Liu, Ruixuan Wang, Qi Chen, Kodai Fukumoto, Bingxun Wang, Yuko Murayama, Shun-ichi Sekine, Hisashi Tadakuma

安達成彦
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 ３．学会等名
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安達成彦
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 ４．発表年

キネシン分子の空間配置が輸送複合体の運動に与える影響の評価

Structure analysis of transcription related complexes

クライオ電子顕微鏡：単粒子解析の原理と実際

Oscillatory movement of a dynein-microtubule complex crosslinked with DNA-origami
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

第42回日本分子生物学会年会

第42回日本分子生物学会年会（招待講演）

生理研研究会「クライオ電子顕微鏡によるタンパク質の高分解能単粒子構造解析」（招待講演）

永沼 政広, 多田隈 尚史, 泊 幸秀

千田俊哉・安達成彦・川崎政人・守屋俊夫・山田悠介・篠田晃・小祝孝太

千田俊哉・安達成彦・川崎政人・守屋俊夫・山田悠介・篠田晃・小祝孝太
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 １．発表者名

 １．発表者名
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 ２．発表標題

 ４．発表年
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 ４．発表年

 ４．発表年

KEKにおけるクライオ電顕施設の紹介

KEKクライオ電顕の現状

Reconstitution of kinesin-based transport complex using DNA origami

Dicer-2による二本鎖RNAプロセッシングの一分子解析
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第57回日本生物物理学会年会
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多田隈尚史
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 ４．発表年
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 １．発表者名

多田隈尚史

Abdellatef Shimaa A., 多田隈 尚史, 近藤 雄一, 厳 康敏, 樋口 秀男, 広瀬 恵子
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集積型遺伝子チップを用いた、転写の理解と制御

How nano-space affects biological phenomena

Oscillatory movement of the dynein-microtubule complex crosslinked with DNA-origami

Evaluating coordination between kinesin motors using DNA origami-based transport complex.
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Cold Spring Harbor Laboratory meeting（国際学会）
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The 2019 American Crystallographic Association Annual Meeting（国際学会）

 ２．発表標題
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 ３．学会等名
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 ２．発表標題

Naruhiko Adachi, Masato Kawasaki, Toshio Moriya, Fumiaki Yumoto,

安達成彦

Naruhiko Adachi, Masato Kawasaki, Toshio Moriya, Fumiaki Yumoto,

永沼 政広, 多田隈 尚史, 泊 幸秀
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 １．発表者名

Structure analysis of transcription related complexes and installation of cryo-EM in KEK

単粒子解析の原理と実際：KEKにおける共同利用型クライオ電子顕微鏡の

Structure analysis of transcription related complexes and installation of cryo-EM in KEK

Dicer-2による二本鎖RNAプロセッシングの一分子解析
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多田隈尚史
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Protein integrated nano-chip for transcription analysis and regulation

Structure analysis of transcription related complexes and installation of cryo-EM in KEK

クライオ電子顕微鏡：気になっていること・困っていること＠KEK

クライオ電子顕微鏡で生体分子の形を明らかにする
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