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研究成果の概要（和文）：本研究では、アゾベンゼンを導入した光応答性 DNAを用いた光駆動

型分子マシンの開発を目指した。まず DNA 二重鎖の形成と解離の高効率な光制御を可能にす

る修飾アゾベンゼンの分子設計を行った。その結果、主鎖から遠い側にあるベンゼン環の 2つ

のオルト位の化学修飾が、光制御効率の向上と cis 体の熱安定性の向上に有効であることを見

出した。また二重鎖中でアゾベンゼンと塩基対が交互に並ぶように光応答性 DNA の配列を設

計すると、アゾベンゼンの光異性化で二重鎖の形成と解離の完全な光制御が可能なことも見出

した。これらの技術を利用し、1) RNAを可逆的に切断する光駆動型 DNA分子マシン、2) 光崩

壊型 DNAナノカプセル、3) 可視光応答型アゾベンゼンとの組み合わせによるシーソー型ナノ

マシン の構築に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed at creating new photo-driven DNA machines with 

photo-responsive DNA involving azobenzenes. First, we designed a newly modified azobenzene that 

enables efficient photo-regulation of DNA hybridization. We found that modification of a distal benzene 

ring at two ortho-positions was effective for the improvement of both photoregulatory efficiency and 

thermal stability of cis-form. Furthermore, we also clarified that the modified duplex of alternating 

base-pair and azobenzene residues allowed complete photo-regulation of DNA hybridization only by 

light-irradiation. Based on these results, we successfully constructed 1) photo-driven DNA machine that 

can reversibly digest target RNA, 2) photo-degradable DNA nano-capsule, and 3) DNA machine that 

can move like seesaw by the combination with visible light-responsive azobenzene. 
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１．研究開始当初の背景 

核酸は優れた超分子性（対応する相補鎖と
二重鎖を自発的に形成する能力）を有してい
ることから、分子マシンを構築する材料とし

て最適であり、分子ピンセット、DNA Walker、
ロジックゲート、分子コンピュータといった
様々なナノマシンやナノデバイスを作り出
すことができる 1)。しかし、DNAハイブリダ
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イゼーションを利用した DNA ナノマシンの
ほとんどは、操作する際に核酸や他の分子を
Fuel として加えるので、化学廃棄物を生成す
る 2)。通常、生成した廃棄物を分子マシンの
システムから除くのが困難なため、分子マシ
ンの効率は繰り返し操作の回数の増加に伴
い徐々に劣化し、最終的に動かなくなる。ま
た分子マシンの生体内への使用は困難であ
り、より簡便で、効率の良い手法が求められ
ている。それに対し光は、反応系を汚染しな
い、ピンポイントの照射が可能、コントロー
ルし易いといった長所があり、最も優れた外
部刺激である。本申請者らは、典型的な光応
答性分子であるアゾベンゼンを化学的に組
み込んだ DNA を開発し、世界に先駆けて二
重鎖の形成と解離を特定波長の光照射のみ
で可逆的に制御することに成功した 3,4)。すな
わち、可視光照射では trans-アゾベンゼンの
インターカレートによる二重鎖の安定化（二
重鎖形成）、UV光照射（cis-体）では cis-アゾ
ベンゼンの立体障害による不安定化（二重鎖
の解離）を実現した。 

２．研究の目的 

本申請研究では、この DNA ハイブリダイ
ゼーションの光スイッチングを利用するこ
とで光駆動型のDNA分子マシンを構築する。
具体的には、DNAに導入したアゾベンゼンを
アンテナとして光子を捕まえ、化学エネルギ
ーに転換する際に起こるアゾベンゼンの形
態変化（trans-cis 異性化）により、分子マシ
ンを駆動する。即ち、DNA分子マシンに光応
答性分子という“光子エンジン”をつけて特定
波長の光子(Fuel)のみを消費し、廃棄物を全く
生成せずに DNA 分子マシンを効率良く操作
する。これによって、生体反応の制御や分子
コンピューティングなどへの応用を探索し、
新しいナノテクノロジーを創成する。 

３．研究の方法 

 化学修飾アゾベンゼンは修飾アニリンと
ニトロソ化合物とカップリングさせること
で合成し 4)、D-threoninol と縮合してアミダイ
ト化を経て DNA に導入した。二重鎖の融解
温度 Tmは、260 nmにおける吸光度の温度変
化の変曲点から算出した。アゾベンゼンの光
異性化は、適切な光学フィルターを通したキ
セノンランプ光を 5-10 分程度照射すること
で行った。 

 

４．研究成果 
４．１ 光制御能力の向上を目指したアゾベ
ンゼンの化学修飾 
 光駆動型DNA分子マシンの高効率化には、
trans-cis 光異性化に伴う DNA 二重鎖の融解
温度の変化(ΔTm)を向上させることが有効で
ある。そこでまずは、アゾベンゼンの化学修
飾を検討した。ここでは、図１に示すように
様々な位置にメチル基を導入した修飾アゾ

ベンゼンを合成した。その結果、 p 位
(4’-Me-Azo)修飾は表 1 に示すように無置換
体(Azo)と比較して trans 体で Tmが低下した。
一方 cis 体では逆に Azo より安定化してしま
い、trans-cis 異性化に伴う Tmの変化（⊿Tm）
は小さくなった。しかし m-、o-位とメチル基
が主鎖に近づく程 trans-体で Tmが上昇し、cis-

体で低下した。その結果 o-位にメチル基を１
つ導入したアゾベンゼン（2’-Me-Azo）では
trans-cis 異性化に伴う Tmの変化（ΔTm）が 10.6 
o
Cと、従来型の無置換のアゾベンゼン（Azo: 

5.7 
o
C）よりも 4.9 

o
C向上した。興味深いこ

とに二置換体では更に⊿Tm の向上が観察さ
れた。表 1に示すように、二つの o-位（2’,6'

位）にメチル基を導入した二置換アゾベンゼ
ン（2’,6’-Me-Azo）では cis体において一段と
不安定化し、その結果⊿Tm は 14.6 ℃と従来
型(Azo)の約 2.5 倍向上した。 

アゾベンゼンを用いた光スイッチングで
は、cis-体の熱異性化を抑制する必要がある。
そこでアゾベンゼンのメチル基修飾による
cis→trans 熱異性化への影響を調べた。その結
果、一置換体では無置換のアゾベンゼン
（Azo）と比較して熱異性化が若干促進され
た。しかし光制御能が最も優れていた
2’,6’-Me-Azo では、興味深いことに Azo と比
較して 10 倍以上熱異性化が遅くなった。し
かし主鎖に近い側のベンゼン環の o-位修飾
では（2,6-Me-Azo）そのような安定化は観察

 

図１ 修飾アゾベンゼンの構造 



 

 

されなかった。以上のように、2’位と 6’位そ
れぞれにメチル基を導入することで、二重鎖
形成の効率的な光制御と cis 体の熱異性化の
抑制に成功した。 

 

表１ アゾベンゼンのメチル基修飾が、二重
鎖融解温度と cis 体の熱安定性に及ぼす影響 

アゾベンゼン     Tm/
o
C 

a)
 

             trans     cis       ΔTm/
o
C 

Azo 48.9 43.2(3.6)
b)

 5.7 

4’-Me-Azo 46.8 45.4(1.4) 1.4 

3’-Me-Azo 49.7 44.8(1.9) 4.9 

2’-Me-Azo 50.7 40.1(2.5) 10.6 

2’-Et-Azo 49.6 39.8 9.8 

2-Me-Azo 48.8 39.3 9.5 

3’,5’-Me-Azo 49.0 44.4 4.6 

2,6-Me-Azo 48.6 40.0 8.6 

2’,6’-Me-Azo 50.9 36.3(25) 14.6 

a) Da/Dc 二重鎖（5μM）の融解温度, pH 7.0(10 

mM リン酸バッファー)、NaCl 100 mM 

b) 括弧内の値は、60 
o
C における Da中の cis

体の半減期（h）. 

 
４．２ アゾベンゼンの多数導入による二重
鎖形成と解離の完全光制御 
 次に二重鎖の形成と解離の完全光制御を
目指し、アゾベンゼンと塩基対が１：１の割
合で交互にスッタキングする新規な DNA 二
重鎖を設計した。具体的には図２aのように、

それぞれの DNA 鎖にアゾベンゼン残基を天
然のヌクレオチド 2残基毎に導入し、二重鎖
を形成するとアゾベンゼン残基と塩基対が
交互に配列するように設計した。アゾベンゼ
ンを導入していない天然の A-n/B-n 二重鎖の
Tmは 32.7 

o
Cであったのに対し、アゾベンゼ

ンを 7 残基含む A3X/B4X の Tmは trans 体で
57.3 

o
Cと、25

 o
Cも安定化した。一方 UV光

を照射して cis 体に異性化させたところ、Tm

は 0
o
C以下となり、広い温度領域で二重鎖の

形成と解離の完全光制御の可能性が示唆さ
れた。そこでステム部位にアゾベンゼンを 6

残基導入したヘアピン型 DNA 二重鎖を設計
し（Hp6X）、光照射のみで二重鎖の形成と解
離の可逆的完全光制御が可能かどうか調べ
た。図 2bに示すように、アゾベンゼンが trans

体の場合にはヘアピンに対応する位置のみ
にバンドが現れた。このヘアピン型二重鎖に
UV 光を照射したところ、このバンドが完全
に消失し、ランダムコイルに対応する位置に
新たなバンドが出現した。この過程は完全に
可逆的で、可視光照射すると再びヘアピンの
位置にバンドが出現した。このように、光照
射のみで二重鎖の形成と解離を完全に光制
御することに成功した。 

 

４．３ RNA を可逆的に切断する光駆動型
DNA分子マシンの設計 

 二重鎖形成と解離の完全光制御が実現し
たので、生体内で機能する光駆動型 DNA 分
子マシンの一環として、RNAを配列特異的に
切断する光駆動型 DNA エンザイムを設計し
た。 

 10-23 型 DNA エンザイムは、Joyce らによ
って in vitro selection で開発された天然の
DNA のみで構成される“人工酵素”であり、

 

図２  (a) 設計した光応答性 DNA  

(b)光応答性ヘアピンの開閉の光制御 

Lane 1; 30mer の一本鎖 DNA (マーカー) 

Lane 2: UV 光照射後の Hp6X,  

Lane 3: 可視光照射後の Hp6X, 

Lane 4,5; ヘアピン DNA二重鎖（マーカー） 

 
図３ 光駆動型 DNAエンザイムの設計 

 



 

 

図３に示すように活性部位を構成する 15 残
基のループ部位と RNA 鎖認識部位を持つ。
この DNA エンザイムに４－２で開発した光
応答性 DNAを装着すれば、RNA切断の光ス
イッチングが可能な光駆動型 DNA エンザイ
ムが得られる。具体的には、図３に示すよう
に光応答性DNAをDNAエンザイムの両末端
に導入したヘアピン型オリゴヌクレオチド
を設計した。可視光照射によりアゾベンゼン
が trans体に異性化するとヘアピンが閉じる。
この状態では活性型の高次構造が取れない
ため、基質 RNA が認識部位とハイブリダイ
ズしても RNA を切断することは出来ない。
一方 UV 光照射により cis 体に異性化すると
ステム部分の二重鎖が解離するので、光駆動
型 DNA エンザイムは本来の活性型構造を取

ることで RNA 切断活性を取り戻すと期待さ
れる。図４a に示すように、可視光照射後は
光駆動型DNAエンザイムのRNA切断活性は
ほぼ完全に抑制されたため、切断前の基質
RNAのバンドのみが観察された（図 4a, lane 

2）。一方紫外光照射で cis 体に異性化すると
活性が回復し、基質 RNA がほぼ完全に切断
された（図 4a, lane 3）。 

次に可視光と紫外光を交互に照射したと
ころ、図４b に示したように RNA切断の可逆
的なオン・オフスイッチングが実現できた。
DNA エンザイムは天然の酵素と同様 Mg

2+が
補因子なので in vivoでも利用されていること
から、我々の開発した光応答性 DNA エンザ
イムを使用すれば細胞内で遺伝子発現の時
空間的な光制御も可能である。 

 

４．４ 光崩壊型 DNAナノカプセル 
 研究開始当初の背景でも述べたように、
DNA はナノマテリアルとしても優れており、
配列設計のみで様々な 2D, 3D の構造体を設
計することが可能である 5,6)。例えば医薬を封
入可能なナノカプセルを設計すれば、ドラッ
グデリバリーへ応用が期待できる。その際に
本研究の光応答性 DNA を使用すれば、光で
ナノカプセルを崩壊させる（＝光で薬物を放
出させる）光崩壊型ナノカプセルが設計でき

 

図４ 光駆動型 DNA エンザイムによる RNA

切断の光制御 

(a) ポリアクリルアミドゲル電気泳動による
可視光および紫外光照射後（3時間後）の
RNA切断の分析 

Lane 1;基質 RNAのみ（マーカー）、Lane 2; 

可視光照射後、Lane 3; 紫外光照射後 

(b) 紫外光（黒矢印）照射および可視光（白
矢印）照射に伴う RNA切断率の変化 

反応条件：  50 mM トリスバッファー（pH 

7.5）、[NaCl] = 1M, [MgCl2] = 10 mM,  37 ℃ 
[DNAエンザイム] = 2 μM, [RNA] = 6 μM、
DNAエンザイムおよび基質RNAの配列は図3

参照 

 

 
図５ (a) 光崩壊型DNAナノカプセルの設計

と、(b) AFM によるナノカプセルの光崩
壊過程の観察 

 



 

 

る。そこで Mao らの DNAバッキーボールに
光応答性 DNA を組み込み、光崩壊型ナノカ
プセルを設計した。 

 Maoらのバッキーボールは、配列の異なる
3 つの DNA鎖が 3-way junction モチーフを形
成し、その末端部分（Sticky end）が更に二重
鎖形成することでサッカーボール状の球形
構造体（バッキーボール）を形作るよう設計
されている（図 5a 参照）6)。そこで Sticky end

部位に光応答性 DNA を使用して紫外光照射
で容易に崩壊可能なナノカプセルを設計し
（図 5a下参照）、高速 AFM（AFM movie）で
光照射に伴う変化を観察した。その結果、図
5b 左に示すようにアゾベンゼンが trans 体
（Before UV irradiation）では球対称のバッキ
ーボールが観察されたが、これに紫外光を照
射したところ設計通り速やかにバッキーボ
ールの崩壊が起き、図 5b 右に示すように紫
外光照射後 5分で元の形を残さずに分解した。
このように、光応答性 DNA を組み込むこと
で光崩壊型 DNA ナノカプセルの設計に成功
した。 

 

４．５ 可視光応答型アゾベンゼンの設計と
応用 

 ここまでの報告は全て、紫外光照射で
trans→cis 異性化するアゾベンゼンに関する
ものであった。360nmの紫外光でも強い光を
長時間照射すると細胞損傷を引き起こすの
で、より長波長の可視光領域の光のみで異性
化する光応答性分子を用いる方が好ましい。
そこでまずは可視光応答型アゾベンゼンを
開発した。 

 π→π*遷移に基づく極大吸収波長の長波長
化は、電子供与性基のメチルチオ基をパラ位
に導入すれば可能である。しかしこのような
電子供与性基によるアゾベンゼンの化学修
飾は cis 体の熱安定性を著しく損ねる。そこ
で４．１で述べたように o-位のメチル基修飾
で熱異性化の抑制と高い光制御能の付与を
狙った。具体的には図 6a に示した
2,6-dimethyl-4-(methylthio)azobenzene 

(S-DM-Azo)を合成した。この S-DM-Azo を導
入した光応答性 DNAは、設計通り 400 nmの
可視光照射で cis 体へ光異性化し、
2’,6’-DM-Azo と同様に無置換のアゾベンゼ
ンと比較して 3 倍以上の ΔTmを示した。また
cis体の熱安定性も期待通り十分高い（cis-Azo

よりも安定である）ことが判明した。 

 上述の可視光応答型アゾベンゼンは、異性
化に紫外光を使用しないので生体系にとっ
て優しいだけでなく、紫外光で異性化する従
来型の無置換アゾベンゼン(Azo)と組み合わ
せれば、より複雑な制御機構を持つ DNA ナ
ノマシンを開発することができる。図 6bに、
可視光応答型 S-DM-Azoと従来型のAzoで設
計した、シーソー型の動作をするナノマシン

を示す 。64 塩基の DNA に対して相補的な
DNA をおよそ 20 塩基ごとに三分割し、5’末
端側からL鎖、M鎖、R鎖と名付ける（図 6b）。
このうちM鎖は天然のDNAであるが、L鎖、
R 鎖にはそれぞれ S-DM-Azo および未修飾ア
ゾベンゼンが 5分子挿入されたDNAである。
L鎖と R鎖にはそれぞれ異なるアゾベンゼン
を導入しているので、照射光の波長を変える
ことで図6cに示すように4つの状態を作り出
すことが可能である。 

L鎖と R鎖の動きを追跡するためそれぞれ
の鎖の末端を蛍光標識した。450 nmの光照射
では S-DM-Azoおよび未修飾アゾベンゼンは
trans 体となっているため R 鎖も L 鎖もそれ
ぞれ二重鎖を形成しているが（図 6b: 450 nm）、
390 nmを照射すると S-DM-Azo のみ cis 体に
異性化し L鎖のみが解離した様子を捉えるこ
とができた（図 6b: 390 nm）。一方、370 nm

の光照射では S-DM-Azo と Azo の両方が cis

体となるため、L 鎖と R 鎖が解離したが(図
6b: 370 nm)、Azo のみが cis 体となる 340 nm

を用いた場合にはR鎖のみが解離した（図 8b: 

340 nm）。このように照射波長を変化させる
だけで、シーソー型ナノマシンの 4 状態全て
を実現できた。さらに、340 nmと 390 nmの
光照射を繰り返したところ、光照射に合わせ
てピレンと FAM の発光が交互に観測され、L

鎖とR鎖がシーソーのように交互にハイブリ
ダイゼーションと解離を繰り返す様子を観

 

図６ 可視光応答型アゾベンゼンの設計と、
二種類のアゾベンゼンを使用したシーソー型
ナノマシン 

(a) 可視光応答型アゾベンゼン（S-DM-Azo）
の分子設計 

(b) シーソー型ナノマシンの配列設計 

(c) 異なる波長の光照射によるシーソーの 4

状態の制御 



 

 

測することができた。さらに繰り返し光制御
を行っても動作効率の低下が見られず、優れ
た光駆動型ナノマシンであることが実証で
きた。 
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