
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  

長距離の正孔輸送媒体として働く DNA を「リレーユニット」として、可視光を吸収し、DNA
内のグアニン塩基を酸化する増感剤である Ru(II)錯体を「光アンテナ」として設計した「光ア
ンテナ－リレーユニット」複合体を作製した。金電極上に作製した Ru(II)錯体修飾 DNA 自己組
織化膜が、可視光照射により正孔を発生し、DNA を経由した正孔輸送を誘発する「光アンテナ
－リレーユニット」複合体として機能することを実証した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this project, we developed a photoelectric transducer consist of Ru(II) complex as 
a light-harvesting antenna and DNA scaffold as a charge transporter. The DNA-modified 
films tethering Ru(II) complex showed cathodic photocurrent under visible light 
irradiation due to photoinitiated hole transport through DNA duplexes. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、太陽光エネルギーの有効利用が望ま

れており、光合成過程を模倣した人工光合成
システムの開発に注目が集まっている。光合
成の明反応において生じている光化学反応
は、①光アンテナによる太陽光の捕集、②正
孔・電子への光電変換、③酵素の活性中心へ
の正孔・電子伝達、④酸化・還元反応、とし

て示される。これまで人工光合成システムの
構築を目指し、人工の光アンテナ分子、光電
変換素子、反応中心等の分子素子が開発され
てきたが、光電変換により発生する正孔・電
子を酵素の活性中心に輸送する電子伝達シ
ステムは未だに確立されていない。汎用性の
高い正孔・電子輸送リレーユニットを開発す
ることにより、これまでに開発された光アン
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テナ分子を利用した人工の光化学反応中心
を設計・作製し、太陽光駆動型酵素などの物
質変換システムが実現できる。 

「正孔輸送リレーユニット」は、光アンテ
ナと活性中心を連結するスペーサーとして
の役割だけでなく、光アンテナから活性中心
への方向性をもった正孔輸送を仲介する媒
体でなければならない。また、リレーユニッ
トから輸送される正孔を活性中心に供給す
る電子伝達システムを構築するためには、活
性中心とリレーユニットが化学的に連結し
た複合体を設計できることが望ましい。DNA
は高度に組織化された自己集合体を形成し、
有機化学的手法により配列上の任意の位置
に様々な化学修飾を導入可能な生体高分子
である。特に、光増感剤と核酸塩基の間の光
誘起電子移動により発生した正孔が、DNA 内
を 100Åにわたって移動（Nunez, M. E. et al. 
Chem. Biol., 1999, 6, 85）し、グアニンよ
りも酸化電位の低い有機分子に正孔が伝達
される（Takada, T., et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA., 2004, 101, 14002）ことから、「正
孔輸送リレーユニット」として適している。 

これまでに可視光照射により DNA内正孔輸
送に由来する光電流応答を観測している実
証例はなく、また、DNA をリレーユニットと
して、光化学反応中心を作製した報告例は今
までにない。そこで、申請者は、DNA を正孔
輸送のリレーユニットとして用い、可視光照
射により酸化反応を触媒する太陽光駆動型
オキシダーゼの開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
以下に示す段階的な戦略に従い、太陽光駆

動型オキシダーゼの設計・作製を行う。 
（１）可視光照射により正孔輸送を誘発する
DNA リレーユニットの作製 

金電極上に固定化した紫外光増感剤を含
む DNA 自己組織化膜に UV 照射することによ
って観測されるカソード光電流応答は、正孔
が DNAを経由して金電極まで輸送されている
ことの指標となる（Okamoto, A. et al., J. 
Am. Chem. Soc., 2004, 126, 14732）。可視
領域に強い吸収を示し、遠方グアニン部位の
酸化損傷を誘発することが知られている
[Ru(bpy)(dppz)(phen)]2+ （ Ru(II) 錯 体 ）
（Arkin, M. R. et al., Chem. Biol., 1997, 
4, 389）を修飾した DNA 自己組織化膜を金電
極上に作製し、可視光照射時においてカソー
ド光電流応答が観測されることを確認する。 

 
（２）DNA を経由した正孔輸送による補酵素
の酸化反応を誘発する光化学反応中心の作
製 

補酵素を活性中心とする酵素は、酵素の機
能を損なわずに、補酵素に化学修飾を導入で
きる可能性がある。本研究では、酵素の機能

と構造に関する詳細な知見が明らかになっ
ている補酵素ピロロキノリンキノン（PQQ）
依存可溶性グルコース脱水素酵素（sGDH）を
用いる（Oubrie, A., et al., EMBO J., 1999, 
18, 5187）。PQQを DNA の末端に導入し、Ru(II)
錯体を修飾した相補鎖 DNAと二重鎖を形成さ
せることで、可視光照射により還元体 PQQH2

の酸化反応を誘発する光化学反応中心を作
製する。 
 
（３）太陽光駆動型オキシダーゼの作製と機
能評価 
 （２）で作製した光化学反応中心とアポ酵
素 sGDH との複合体を構築し、光照射時にお
ける酵素活性の評価を行う。DNA 内における
正孔は、核酸塩基のπスタックを経由して輸
送されるため、酵素内部に結合した PQQH2 へ
の正孔伝達効率の低下が懸念される。そこで、
グアニンよりも酸化されやすく、核酸塩基と
のπスタックにより DNA内の正孔輸送の媒体
となるトリプトファン等のメディエーター
を DNA と PQQH2の間に挿入することで、PQQH2

への正孔伝達効率の改善を試みる（図１）。 

図１. 太陽光駆動型オキシダーゼの設計 
 
３．研究の方法 
（１）可視光照射により正孔輸送を誘発する
DNA リレーユニットの作製 
[Ru(bpy)(dppz)(phen)]2+（Ru(II)錯体）を

DNA の 5’末端に導入した Ru(II)修飾 DNA を
合成（Arkin, M. R. et al., Chem. Biol., 1997, 
4, 389）し、金電極上において相補鎖とのハ
イブリダイゼーションを行う（Herne, T. M. 
et al., J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 8916）
ことで光アンテナ修飾 DNA自己組織化膜を作
製する。メチルビオロゲン存在下で可視光を
照射することで、正孔輸送に由来するカソー
ド光電流応答の観測が期待できる。そこで、
一定電位かつ光照射の下、アンペロメトリー
による光電流応答測定を行う。保持する電極
電位と観測される光電流値の関係、及びミス
マッチ塩基対を含む DNA二重鎖における光電
流値を評価することにより、DNA を経由した
正孔輸送に由来するカソード光電流応答で
あることを確認する。 



 

 

 
（２）DNA を経由した正孔輸送による補酵素
の酸化反応を誘発する活性中心の作製 

補酵素PQQが酵素の活性中心として機能す
ることを検証するために、DNA 内電荷輸送に
よって伝達される正孔により、還元体 PQQH2

が、二電子酸化反応によって酸化体 PQQ に変
換されることを実証する。まず、系中におい
て PQQ を修飾した DNA を電極上に固定化し、
還元剤存在下かつ脱気条件下において PQQH2

に還元する。電位を正に印可した際に発生す
ると予想される PQQH2から PQQ への酸化反応
に由来する電流応答を確認することで、還元
体 PQQH2の二電子酸化反応を確認する。実際
に PQQに変換されていることを実証するため
に、338 nm の吸光度の経時変化を同時に追跡
する。また、PQQH2の再酸化過程が PQQ セミキ
ノンラジカルを経て、段階的に二電子酸化さ
れていることを確認するために ESR測定を行
う。 
最後に、PQQ と Ru(II)錯体をそれぞれ DNA

の 5’末端に導入した DNA をハイブリダイゼ
ーションさせ、『光アンテナ－正孔輸送リレ
ーユニット－活性中心』から構成される光化
学反応中心を構築する。系中において PQQ を
PQQH2に還元した後に、光照射によって PQQH2

が PQQ に再酸化される過程を 338 nm の吸光
度の経時変化により追跡することで、光駆動
型オキシダーゼの光化学反応中心として機
能することを実証する。 
 
（３）太陽光駆動型オキシダーゼの作製と機
能評価 

（２）で作製した人工活性中心とアポタン
パク質 sGDH との複合体形成能、並びに酵素
活性に対する影響を検討する。複合体形成能
及び酵素活性が著しく阻害される場合は、
PQQ と DNA 間の連結部の検討を行い、ホロ酵
素を形成し、かつ酵素活性を維持するリンカ
ー部の最適化を行う。holo-sGDH 形成後、等
量のグルコースを混合することで、PQQ を
PQQH2に還元し、光照射下において、PQQH2が
PQQ に酸化されることを確認する。 

ここで、PQQH2が PQQ に再酸化されない、も
しくは再酸化される効率が著しく低下する
場合は、PQQ と DNA の間に正孔のメディエー
ターとなるトリプトファンを挿入した人工
活性中心の作製を検討する。放射性同位体
（3H）標識したグルコースを基質として用い、
HPLC による光照射後の生成物を解析するこ
とで酵素の活性評価を行う。 
 
４．研究成果 
（１）可視光照射により正孔輸送を誘発する
DNA リレーユニットの作製 
 [Ru(bpy)(dppz)(phen)]2+（Ru(II)錯体）を
DNA の 5’末端に導入した Ru(II)修飾 DNA の

合成は過去の文献に基づいて行った（Arkin, 
M. R. et al., Chem. Biol., 1997, 4, 389）。
また、5’末端をチオール修飾した相補鎖を
金電極上に固定化し、合成した Ru(II)修飾
DNAをハイブリダイゼーションする（Herne, T. 
M. et al., J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 
8916）ことで、金電極上に光アンテナ修飾 DNA
自己組織化膜を再構成した（図２(a)）。5 mM 
メチルビオロゲン（MV2+）、10 mM Tris-HCl
緩衝溶液中（pH 7.6）において、水銀光源（60 
mW/cm2, バンドパスフィルター；436 ± 5 nm）
照射条件下で、アンペロメトリー測定を行っ
た。−0.2 V の電位印加時において、光を照射
したときの電流応答、及び、−0.2 ～+0.2 V
印加時の電圧に対する光電流応答値をプロ
ットしたグラフをそれぞれ図２(b)、(c)に示
す。 

 
図２. (a) 金電極上に固定化するRu(II)修飾
DNA 自己組織化膜の模式図、(b)－0.2 V の電
位印加時における光電流応答、(c)－0.2 ～
+0.2 V印加時における印加した電圧に対する
光電流応答値のプロット。図中の黒色及び赤
色のプロットは、それぞれ Ru(II)未修飾 DNA
自己組織化膜、Ru(II)修飾 DNA 自己組織化膜
に対応している。 

(a)

(b)

(c)



 

 

−0.2 V の電位印加時、光照射下において
Ru(II)錯体を含む DNA 自己組織化膜は、1.35 
± 0.17 μA/cm2の電流応答を示した。また、
負のポテンシャルを印加した場合、ポテンシ
ャルの減少に対して光電流応答の増大が確
認されたことから、観測された光電流応答が
カソード光電流応答であることが示された。
以上より、Ru(II)錯体修飾 DNA が可視光照射
により連続的かつ方向性をもった正孔輸送
を誘発する「光アンテナ－リレーユニット」
複合体として機能することが実証された。 
 
（２）DNA を経由した正孔輸送による補酵素
の酸化反応を誘発する活性中心の作製 
 PQQ が DNA を介した正孔輸送により、還元
体 PQQH2から酸化体 PQQ に変換されることを
実証するために PQQ を「活性中心」、DNA を「リ
レーユニット」として設計した PQQ 修飾 DNA
を作製した。（１）と同様の手法により、PQQ
修飾 DNA を電極上に固定化し、電位を正に印
可した条件下で電流応答の確認を試みたと
ころ、負電荷を有する DNA が電極上に誘引さ
れることで、電極と PQQ の間の直接の電子移
動が生じていることが示唆された。そこで、
正孔輸送の媒体となり、かつ正の電位印可時
に電極上に誘引されない中性の骨格を有す
るペプチド核酸（PNA）に着目した。PQQ を N
末端に化学修飾した PNA の合成に成功した。 
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