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研究成果の概要（和文）：標的核酸配列に対して、ワトソン－クリック塩基対、フーグスティン

塩基対を形成する２つのペプチド核酸を可視光応答性のアゾベンゼンにより架橋したヘアピン

型ペプチド核酸を合成し、標的核酸への会合をアゾベンゼンの幾何異性を用いて制御すること

を目指した。その結果、ヘアピン型ペプチド核酸の架橋部位にアゾベンゼンを導入すると相補

鎖への会合特性が高くなり、アゾベンゼンに加えてスペーサー分子を導入すると、相補 DNA

鎖に対して効果的に１：１の会合体を形成することがわかった。 

 また、ヘアピン型ペプチド核酸の架橋部位のアゾベンゼンのアゾ骨格を光異性化させたところ、

シス型に比べてトランス型の方が相補 DNA 鎖に効果的に結合すること、さらにインフルエン

ザウイルスのヘマグルチニン（HA）蛋白質と緑色蛍光蛋白質（GFP）をコードするプラスミ

ドの転写開始領域にヘアピン型ペプチド核酸を作用させHeLa細胞中での転写発現を蛍光顕微

鏡にて解析したところ、シス型では転写に影響作用を与えず、トランス型では転写を抑制する

ことが明らかになった。以上のことから、ヘアピン型ペプチド核酸のユニットの構造を制御す

ることで、細胞内の遺伝子発現を光制御することも可能になると期待された。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We synthesized a hairpin-type peptide nucleic 

acid-AZO(hairpin-type PNA-AZO) that tethers a Watson-Crick strand and a Hoogsteen 

strand with visible light-sensitive azobenzene linkers. We confirmed the azobenzene 

linkers enhanced the affinity to its complementary DNA sequence and afforded a 1;1 

complex formation with its target DNA sequence. Visible light irradiation to the 

hairpin-type PNA-AZO altered its binding property to the target DNA and the 

trans-isoform exhibited higher binding affinity compared to the cis-isoform. We further 

examined if hairpin-type-PNA-AZO can regulate transcription of plasmid encoding 

hemagglutinine(HA) protein of influenza A/H1N1 virus and green fluorescence 

protein(GFP) of Aequorea victoria in HeLa cell by fluorescence microscopy. As a result, the 

trans-form of hairpin-type PNA-AZO reduced the expression of HA-GFP protein in cells, 

while the cis-form didn’t interfer the expression. From these results, we can regulate 

transcription of DNA in cells by controlling the configuration of azobenzene unit of 

hairpin-type PNA-AZO via visible light irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) ペプチド核酸（PNA）は DNAや RNAの
糖とリン酸ジエステル骨格が電荷的に中性
である 2－エチルアミノグリシンに置換した
ものであり、相補核酸塩基に静電反発なく結
合することができる。特に相補核酸配列に対
して、ワトソン-クリック塩基対、およびフー
グスティン塩基対を形成する 2 本の PNA 鎖
をリンカー分子で架橋したヘアピン型ペプ
チド核酸は、1本のワトソン-クリック鎖から
なるＰＮＡに比べて 2ケタ以上高い会合特性
を示すことが報告されている。とりわけ、こ
の架橋部位の分子構造により、相補鎖会合特
性が変わることも報告されており、その分子
構造を制御することで、標的遺伝子の発現を
制御する手法が望まれた。 

 本研究では、独自開発した可視光応答性と
核酸塩基挿入活性を兼ね揃えた新規チオア
ゾベンゼンアミノ酸をヘアピン型ペプチド
核酸の架橋分子として利用し、その補鎖に対
する会合特性を調べるとともに、遺伝子発現
を制御するための手法の開発を目指した。 

 

２．研究の目的 

(1) ヘアピン型ペプチド核酸分子の架橋部
位（リンカーユニット）に種々の構造と長さ
をもつアゾベンゼン分子を導入した
hairpin-type PNA-AZOを合成し、その架橋
部位の構造と相補 DNA 鎖に対する会合特性
を評価する。 

 
(2) hairpin-type PNA-AZOの相補DNA鎖
に対する会合体の形成における、結合能、配
列選択性および会合比に関する知見を明ら
かにするとともに、hairpin-type PNA-AZO

のリンカーユニットのアゾベンゼンのアゾ
骨格を光異性化させることで、相補 DNA 鎖
に対する会合能を光制御することを目指す。 
 
(3) インフルエンザウイルスのヘマグルチ
ニン蛋白質および GFP 蛋白質をコードする
プラスミド DNA の転写開始領域に、
hairpin-type PNA-AZOの標的配列を挿入し、
相補鎖に対する会合を光制御し、細胞内にお
ける蛋白質の発現を制御する。 

 

 

３．研究の方法 

(1) ヘアピン型ペプチド核酸のリンカーに
は図１に示すような可視光応答性のあるチ
オアゾベンゼンアミノ酸を用いた。また、リ
ンカー長調整のためにグリシン、β-アラニン

などを伸長することとした。各リンカー構成
分子は Fmoc 固相合成法により PNA 分子内
へ導入した。ヘアピン型ペプチド核酸の精製
と確認は HPLC および MALDI-TOF-MS に
て行った。 

 Hairpin-type-PNA-AZOと相補DNA鎖と
の会合特性評価には、蛍光ラベル化したDNA

を用い、ゲルモビリティーシフトアッセイに
より PNA/DNA間の会合を評価した。 

 
 (2) 相補 DNA に対して効率的に会合する
Hairpin-type-PNA-AZOのうち、その配列選
択性および会合比をゲルシフトアッセイに
て評価したり、PNA/DNA会合比をマススペ
クトルにて解析したりする。 

 

(3)GFP をコードするプラスミドに対して、
インフルエンザウイルスのヘマグルチニン
(HA)蛋白質をコードする遺伝子配列を挿入
し、さらに転写開始領域に Hairpin-type- 

PNA-AZO の標的配列を導入する。このプラ
スミドに Hairpin-type-PNA-AZO をあらか
じめ作用させ、HeLa 細胞内にトランスフェ
クションしたのち、プラスミドからの GFP

発現を蛍光顕微鏡によりモニターする。 

 
４．研究成果 
(1) Hairpin-type-PNA-AZOのリンカーユニ
ットにチオアゾベンゼンとβ－アラニン（下
図の bisPNA L4-AZO）を導入し、リンカー
長を 18Åにしたとき(図１、表１)、相補鎖と
の会合特性高くなることが明らかなった(図
２)。 

 

 

 図１．Hairpin-type-PNA-AZOの分子設計 

 

 

 



 

表１．Hairpin-type PNA-AZOの分子設計 

 

 

図 ２ ． ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ る
Hairpin-type PNA-AZOと相補 DNA鎖との
会合能評価 

 

(2) Hairpin-type PNA-AZOのリンカーユニ
ットが短く、ワトソン－クリック鎖が長い場
合 に は 、 相 補 DNA 鎖 に 対 し て 、
PNA:DNA=2:1の会合体を形成することが明
らかとなった。鋭意検討の結果、リンカーに
は C4-AZOを用い、ワトソン－クリック鎖に
は 9塩基、フーグスティン鎖には 5塩基の分
子 を 設 計 し た と き に Hairpin-type 

PNA-AZO の相補配列選択性が最も高く、効
果的に PNA:DNA=1:1 の会合体のみを与え
ることがゲルシフトアッセイ(図３)、および
マススペクトル解析（図４）により明らかと
なった。 

 

 

 

図 ３ ． ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ る
Hairpin-type PNA-AZO のワトソン－クリ
ック鎖の核酸塩基数の最適化検討 

 

 

 

 

図４．マススペクトルによる Hairpin-type 

PNA-AZO/DNA間の会合比の解析 

 

(3) インフルエンザウイルスの HA 蛋白質を
コードするゲノムをウイルス粒子から抽出
し、これをMLuV（マウス白血病ウイルス）
の逆転写酵素を用いて cDNAへと変換し、さ
らに PCR により二重鎖 DNA へと増幅した。
この DNA フラグメントを制限酵素にて GFP

発現プラスミド(Ac-EGFP)に導入した（図５）。  

 プラスミドに対して hairpin-type PNA-AZO

のトランス体、又はシス体を作用させ、リポ
フェクション法により HeLa 培養細胞内へト
ランスフェクションした後に、同細胞内にお
ける HA＋GFP の転写反応を蛍光顕微鏡によ
り追跡した。その結果、hairpin-type PNA-AZO

のトランス体を用いた場合に、標的遺伝子の
発現が顕著に抑制されることが明らかにな
った(図５)。 

 

 
図５．ヘマグルチニン (HA)蛋白質および
GFPをコードしたプラスミド DNA上におけ
る hairpin-type PNA-AZO の標的配列と
HeLa細胞内におけるHA＋GFP発現の解析 



 
 以上のことから、本研究成果をもとに
hairpin-type PNA-AZOのリンカーユニット
の立体構造を制御することで、対象の遺伝子
発現を制御できる可能性が示唆された。今後
は、細胞内における遺伝子発現を可視光応答
型のhairpin-type PNA-AZOと光照射により
制御する研究の発展が期待される。 
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