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研究成果の概要（和文）：ナノ構造の設計に対し、ナノマシンの設計では構造間で変化する効率なども考慮して
設計する必要がある。本研究では、シミュレーションと実験を併用しながら、ナノ構造を段階的に変化させて仕
事をする人工ナノマシンを構築する手法の開発に取り組んだ。従来の反応条件の最適化では不可避であった酵素
反応における副反応を、人工核酸の導入により抑制できることを見出したほか、多段階の伸長反応で情報処理を
実行するDNAナノマシンを所望の温度条件下で効率良く動作させることなどに成功し、その成果について学会発
表や論文公表を行った。

研究成果の概要（英文）：Compared to the design of nanostructures, the design of nanomachines needs 
to take into account the efficiency of structural changes. In this study, we developed a methodology
 to construct artificial nanomachines that work by multi-step nanostructural changes, using a 
combination of model simulation and experimental investigation. It was found that the side reaction 
known in the targeted enzymatic reaction, which were inevitable with the common optimization of 
reaction conditions, could be suppressed by introducing artificial nucleic acids. In addition, DNA 
nanomachines that perform information processing through multi-step extension reactions were 
successfully made to work efficiently under the desired temperature conditions. These results were 
presented at conferences and published as papers.

研究分野： DNAコンピューティング

キーワード： DNAコンピューティング　DNAナノマシン　分子ロボティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の反応条件の最適化では抑制できない酵素反応の副反応を、人工核酸の導入によって抑制する効果の発見
は、本研究課題で構築するDNAナノマシンのみならず、DNAポリメラーゼを用いて一本鎖DNAを合成する反応系に
広く適用できる有用な知見であり、核酸検査から材料調整まで多くの分野で活用が期待される。また、情報処理
を実行するDNAナノマシンによる多段階動作の達成は、分子反応で情報を処理する実用レベルの反応系を創製す
るための基盤となる成果である。

※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 
従来の切削加工等による「トップダウンのものつくり」に対し、「ボトムアップなものつくり」
の方法論として、DNA分子の塩基配列特異的な自己会合を利用する「DNAナノテクノロジー」
が近年急速に発展している。ナノメートルサイズの構造体を構築する手法については、所望の形
状へと自律的に折り畳まる配列を設計するソフトウェアが開発されている。今後は、ナノ構造体
の構造を変化させて機械的な仕事や分子の輸送を行うような、実用的な人工ナノマシンの創製
が期待されているが、所望の性能を示す配列を定量的に設計してナノマシンを構築する手法は
まだ確立されていない。これは、DNA の 4種の塩基のうち Aと T、Gと Cが結合する単純な
塩基対規則にしたがって配列を設計するナノ構造体と比べ、ナノマシンの設計では動作の各段
階でとる安定状態について、状態間の遷移、すなわち構造変化の効率などを予測する必要があり
難しいためである。 
 ナノマシンの構築においては、溶液条件に応じて形成する複数の構造が各条件下で最も安定
であるかだけでなく、“最安定ではないがとり得る構造”も適切に考慮しなければ、目的の構造
変化を効率良く行える配列は設計できないと考えられる。また、分子の輸送といった複数のナノ
マシンが共同して実現する機能を達成するには、個々のナノマシン単独の安定性を考慮するだ
けでは不十分である。本研究では、現実世界により近い複数の安定状態の存在を考慮した設計を
行うことで、目的の動作を効率良く行うナノマシンの構築や、動作エラーにつながるクロストー
クの低減に取り組み、「実世界で動作するナノマシンを構築するには最安定ではない構造をどの
ように取り扱うべきか？」という問いを検証する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者らがこれまでに開発した、複数の安定状態を考慮する設計手法を用い
てナノマシンを実際に構築し、生化学的な実験を行って設計手法の妥当性を検証するとともに、
実験で得たパラメータを取り入れて精度をさらに高め、これまで難しかった DNAナノマシンの
定量的な設計と構築の実現を目指す。所望の動作性能を示す DNAナノマシンを定量的に設計・
構築する手法を確立することを目的として、部分配列の結合をそれぞれ独立に考慮していた設
計を、複数の部分配列が競合して結合するシステムの設計へと拡張する。これにより、個別の構
造についての熱力学的な安定性だけで議論していた従来のナノマシン研究を、どのくらいの割
合の分子が目的の構造変化を起こすかという定量的な議論が行える、より精緻な研究に発展さ
せる。DNAの結合を競合させるという独自の着想にもとづいて、これまでは“できる限り存在
しないようにすべきエラー”として扱われていた、最安定でない構造を設計の対象に取り入れた
り、定量的な指標を用いるなどしてナノマシンを設計して構築する方法論をこころみ、その有効
性を検証する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、段階的により高い設計精度が求められる複数の DNA ナノマシンを構築し、それぞ
れ所望の動作特性を示すことを、シミュレーションや生化学的な実験によって検証する。温度応
答に関して任意に設定したピーク温度や半値幅を示す DNA ナノマシンを設計して、はじめにシ
ミュレーションにより動作特性を検証する。その次に、酵素反応の制御用フィルタとしての応用
を想定して、より急峻な温度応答を示す狭い半値幅を持った DNA ナノマシンを構築する。その知
見にもとづいて、特定の箇所で鎖置換が起こる反応を多段階に行う DNA ナノマシンが、最終的に
蛍光基で修飾された複数の DNA 分子の結合サイトを生成する一連の動作を設計し、実験で実証
する。 
 
(1) 設計手法の精度を検証して改善するための DNA ナノマシン構築実験 
 所望のバンドパスフィルタ特性を持った DNA ナノマシンを構築するため、DNA ナノマシン配列
における分子内で結合する領域、およびループを形成する領域の適切な配列長を設計し、ピーク
温度と半値幅を評価指標として計算機シミュレーションを行い、動作特性を検証する。はじめは、
これまでの研究で設計が比較的容易であることがわかっている、高温のピーク温度と広い半値
幅を持った DNA ナノマシンを対象として研究を実施する。２種のヘアピン構造の形成が競合し
て起こる DNA の温度応答について、評価指標を用いてどの程度までのバンドパスフィルタ特性
が実現可能であるかをシミュレーションで検証し、所望の特性を示すことが予測された DNA 配
列を実際に合成する。そこで得た知見を(2)のナノマシン構築に活用する。 
 
(2) 酵素反応制御への応用の可能性を検証する DNA ナノマシン構築実験 
 任意のピーク温度と半値幅を持つナノマシンが構築できること、およびナノマシンで狭い温
度範囲でのみ酵素反応を起こす制御が可能であることを示すため、狭い半値幅を持つ DNA ナノ
マシンを構築して DNA 伸長反応実験を行う。狭い半値幅を持つナノマシンが目的構造を形成す
る割合は、温度変化に対して急峻な応答を示すとともに、低いピーク値にとどまることがこれま



での研究から予想された。目的構造を形成するナノマシンの割合が 10%を下回る場合には、DNA
ナノマシン研究でよく行われる蛍光測定実験では定量が困難である。反応が高速に進行する酵
素反応を介して十分量の産物が生成することで、実験による定量的な検証が可能になると考え
た。DNA ナノマシンが目的構造を形成したときにのみ伸長反応が進行することを利用して、各温
度条件下で目的構造を形成したナノマシンの割合を評価して産物量を定量し、設計通りのバン
ドパスフィルタ特性を示しているか、また酵素反応が狭い温度範囲で制御できているかを検証
する。 
 
(3) 特定の温度条件下で多段階の鎖置換反応が進行して複数の修飾 DNA が結合する DNA ナノマ
シンシステムの構築実験 
 相補的な配列を持つ DNA と結合して部分的に二本鎖を形成した DNA に対し、より 5´側に結合
する DNA を投入して伸長反応が起こると、先に結合していた DNA と置き換わる鎖置換反応が起
こる。これを多段階に実行すれば情報処理機構として利用することが可能で、多段階反応の結果
として“積み荷”としての複数の修飾 DNA が結合するサイトが生成される。各段階の構造変化が
起こるピーク温度を適切に設計することで、特定の温度条件や、温度の上昇もしくは下降に応答
して起こるナノマシンの反応を制御し、実世界で動作して有用な仕事をする DNA ナノマシンシ
ステムを構築する。 
 
４．研究成果 
当初三年間の研究計画を、コロナ禍の影響や想定外の結果に適切に対応して本研究課題の目
的を達成するため、実施期間を二年間延長して一部の内容を適宜修正して実施した。 
初年度には、任意に設定した特性値を示す DNA ナノマシンを構築するため、実際の動作特性を
シミュレーションや蛍光測定実験等により検証した。また、次の段階で計画している DNA ポリメ
ラーゼによる酵素反応の制御に向けて、DNA ナノマシンの定量的な動作の検証を可能にするため、
DNA ポリメラーゼを用いた反応で予期しない副反応が起こらないための条件検討、および副反応
を抑制する手法の開発に取り組んだ。その結果、従来の統計熱力学モデルにもとづく二次構造予
測と反応条件を最適化するだけでは、酵素反応における副反応を十分に抑制できないことを明
らかにした。その対応策を検討するなかで、添加剤の探索や DNA 配列長の検討、二次構造の導入
など様々な方法の有効性を検証し、非天然型の核酸を適切な部位に導入することで副反応が十
分に抑制され、所望の結果が得られることを見出した。この成果は、本研究課題で構築する DNA
ナノマシンのみならず、DNA ポリメラーゼによる酵素反応を用いた反応系に広く適用できる有用
な知見である。 
二年度目には、DNA ポリメラーゼによる酵素反応で駆動される DNA ナノマシンについて、動作
を予測するシミュレーションと生化学的な実験を集中的に行った。多段階の構造変化をともな
う DNA ポリメラーゼを利用した DNA ナノマシンの動作について、二次構造形成した DNA に相補
的な DNA が結合するステップを中心として、ソフトウェア「oxDNA」 を用いた分子動力学シミュ
レーションと生化学実験結果を比較し、そこでの考察にもとづいて反応効率が向上する配列を
設計し、さらにシミュレーションと実験を行うプロセスを繰り返した。その結果、当初の配列を
用いた実験では所望の多段階動作が検出できなかったが、改良した配列を持つ DNA ナノマシン
では所望の多段階動作が進行したと思われる結果が得られた。 
三年度目には、DNA ポリメラーゼによる伸長反応で情報処理機能を示す分子システムの要素反
応について検証を行った。蛍光プローブを用いた実験の結果を定量的に評価し、設計の妥当性を
検討した。そこで得た知見から、二次構造を多段階に形成・変化させることで有用な作業を実行
する分子システムを実現するという目標に向けて、望ましい低温での動作と高い反応効率を達
成するためには、反応機構の改変が有効であることが示唆された。そこで、分子内で起こる反応
に限定しない機構に改変して、生化学実験による検証を行ったところ、所望の温度条件下で多段
階動作が効率良く進行すると思われる予備的な成果を得た。 
四、五年度目には、DNA ポリメラーゼによる伸長反応で情報処理を行う分子システムとして機
能する DNA ナノマシンについて、前年度に改変した反応機構を検証して高効率な動作の達成に
取り組んだ。反応効率がさらに向上する配列を設計し、その配列を用いて行った実験結果を設計
にフィードバックするプロセスを繰り返して、機能性分子システムとしての多段階動作の達成
を目指す。特に、DNA 分子のみの反応が比較的シミュレーションによる予測通りに振る舞うのに
比べて、酵素反応を組み合わせた生化学的な反応系では予期しない多様な副反応が起こるので、
さらに多くの実験が必要となる。そのため、各段階の反応効率をより詳細に検証し、二次構造を
多段階に形成・変化させる反応で動作する DNA ナノマシンの最適な反応条件を特定するために
は、簡便な操作で効率良く DNA ナノマシンを調整できる手法を開発して、実験のスループットを
高める必要性が認識された。そこで、調整時に行う反応の改変にも並行して取り組んだ。その結
果、これまで難しかった多段階の動作を再現性良く行うことに成功した。この DNA ナノマシンの
動作指令となるシグナル DNA を生成する反応についても検証を行い、短鎖シグナル DNA を効率
良く増幅生成することに成功した。 
以上の成果について、研究期間全体を通じて複数の学会発表や国際専門誌での論文公表を行
った。 
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