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研究成果の概要（和文）：本研究では、金属錯体形成により核酸塩基対を形成する金属錯体型人工DNA鎖の複製反応の
実現を目指し、新規金属錯体型人工DNAの合成と金属配位子型人工ヌクレオチドの縮合反応の開発を行った。その結果
、Cu(II)イオンと錯体形成するヒドロキシピリドン型人工ヌクレオチドを基質とし、鋳型非依存性DNA合成酵素を用い
て、人工DNAオリゴマーを合成することに成功した。また、5-ヒドロキシウラシル塩基が、Gd(III)イオンとDNA二重鎖
中で金属錯体型塩基対を形成しうることを見出した。

研究成果の概要（英文）：This research aims to construct self-replicating artificial metallo-DNA duplexes, 
in which natural hydrogen-bonded base pairs are replaced by artificial metal-mediated base pairs. In this 
study, we have developed a novel metal-mediated base pair and investigated various condensation reactions 
of artificial ligand-bearing nucleotides. It was found that artificial oligonucleotides possessing 
multiple hydroxypyridone-bearing nucleotides, which form Cu(II)-mediated base pairs, were successfully 
synthesized by using a template-independent DNA polymerase. Furthermore, a novel metallo-DNA duplex was 
constructed using a 5-hydroxyuracil nucleobase as a metal ligand, which formed Gd(III)-mediated base 
pairs.

研究分野：超分子化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 DNAは、核酸塩基間の相補的な水素結合に
より配列特異的に会合し、遺伝情報の貯蔵・
複製・増幅を担う高度な情報分子である。
DNA の持つ自己複製能を人工分子で模倣す
ることは、生命を特徴付ける機能の再構成と
して、生体機能関連化学や超分子化学におい
て挑戦的な課題であった。先駆的な事例とし
ては、水素結合で会合する基質を用いた鋳型
触媒反応や、オリゴヌクレオチドの 2分子鋳
型縮合、さらに DNA 鎖を鋳型としたヌクレ
オシド誘導体のオリゴマー合成などが報告
されている。しかし多くの場合、鋳型分子へ
のモノマーの会合や縮合反応の効率が低く、
また長時間の反応が必要であるといった課
題を抱えていた。 
 一方、我々は今までに水素結合の代わりに
金属配位結合により塩基対を形成する金属
錯体型人工 DNA の合成研究を行ってきた。
これらの人工 DNA は金属錯体形成を駆動力
として会合するため、水中でもモノマーの塩
基対形成が可能である。さらに、配位子とな
る人工ヌクレオシドの分子設計および金属
イオンの種類に応じて、金属錯体の生成定数
や配位構造を調整することも可能である。そ
こで、金属錯体型塩基対形成を駆動力として、
人工 DNAオリゴマーの鋳型合成および PCR
様の複製サイクルが実現できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では自己複製が可能な人工 DNA 超
分子の創製を目指し、金属錯体型人工 DNA
オリゴマーの新規縮合・増幅反応を目指した。
具体的には、金属配位部位を有する人工ヌク
レオチドを導入した DNA 鎖を鋳型とし、金
属錯体型塩基対の形成を駆動力として人工
ヌクレオチドモノマーを会合させ、引き続く
縮合反応により人工 DNA オリゴマーの鋳型
合成を行うことを考えた。そのために本研究
では、新規金属錯体型人工 DNA の合成と
DNA オリゴマーの縮合反応の開発を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 自己複製が可能な人工DNA鎖の創製には、
金属錯体型人工 DNA の鋳型合成反応の開発
が肝要である。そこで、主に以下の 2つの課
題に焦点を絞って研究を遂行した。 
 
（１）金属配位子型人工 DNA 鎖の縮合反応
の開発 
 CuII イオン存在下で安定な金属錯体型塩基
対(H–CuII–H)を形成するヒドロキシピリドン
型ヌクレオシド(H)を用い、ヌクレオシドモノ
マーの縮合反応を検討した。 
 具体的には、①基質となる人工ヌクレオシ
ドモノマー（三リン酸等）の化学合成、②人
工ヌクレオシドモノマーの縮合反応の開発
の順に研究を進めた。②に関しては、縮合剤
を用いた化学的縮合反応に加え、DNAポリメ

ラーゼによる酵素反応も検討した。さらに、
多分子の人工ヌクレオシドの縮合反応の鋳
型となる人工 DNA オリゴマーの合成につい
ても、同様に検討を行った。反応の解析は主
に、変性ポリアクリルアミド電気泳動により
行った。 
 
（２）新規金属錯体型人工 DNAの合成 
 金属錯体型塩基対は、配位子部位の分子設
計と金属イオンの選択により、熱力学的安定
性や配位子交換速度、配位構造をデザインで
きるという特徴がある。複製反応が可能な金
属錯体型人工 DNA を創製するには、錯体形
成能や配位構造の異なる多様な金属錯体型
塩基対を検討する必要がある。そこで、種々
の配位部位を系統的に導入することが可能
で、かつ比較的簡便に合成できる配位子型ヌ
クレオシドとして、5 位修飾ピリミジン塩基
を設計し、その金属錯体型塩基対形成を評価
した。 
 具体的には、①新規配位子型核酸塩基（5
位修飾ピリミジン塩基）の分子設計、②人工
ヌクレオシドの化学合成とDNA鎖への導入、
③DNA 二重鎖内での金属錯体型塩基対形成
の評価の順に研究を進めた。③の金属錯体形
成については、DNA二重鎖融解実験、紫外可
視吸収スペクトル測定、および質量分析等に
より評価した。さらに得られた金属錯体型
DNA 二重鎖の構造を、円二色性(CD)スペク
トル測定、および NMR 構造解析により評価
した。 
 
４．研究成果 
（１）鋳型非依存性 DNA ポリメラーゼを用
いた金属配位子型人工 DNA オリゴマーの合
成（図 1） 
  

 

図 1. (a) ヒドロキシピリドン型人工ヌクレオ
シド(H)を用いた金属錯体型人工DNA二重鎖。
(b) ターミナルデオキシリボヌクレオチジル
トランスフェラーゼ(TdT)による金属配位子
型人工 DNAの酵素合成。 
 
 金属錯体型人工 DNA の自己複製反応を達
成するには、高効率な人工 DNA 鎖の縮合反



応の開発と、鋳型となる配位子型人工 DNA
オリゴマーの合成が必要となる。そこで本研
究では、CuII イオンを介して金属錯体型塩基
対(H–CuII–H)を形成するヒドロキシピリドン
型ヌクレオシド(H)を選択し、ヌクレオシドお
よび DNA 鎖の各種縮合反応およびオリゴマ
ー合成を検討した。縮合剤を用いた化学反応、
および DNA 合成酵素を用いた酵素反応につ
いて、種々の検討を行った結果、鋳型非依存
性 DNA ポリメラーゼであるターミナルデオ
キシリボヌクレオチジルトランスフェラー
ゼ(TdT)により、Hヌクレオシドのオリゴマー
を合成できることを見出した。 
 TdTは鋳型鎖を必要とせず、DNAプライマ
ー鎖の 3′末端に基質であるヌクレオチド三リ
ン酸を付加する酵素である。種々の非天然塩
基を DNA 末端に導入する目的でも使われて
おり、基質とするヌクレオチドの構造に高い
許容性を持つことが知られている。 
 酵素反応の基質となるヒドロキシピリド
ン型ヌクレオチド-5′-三リン酸(dHTP)は、定法
の一つである Eckstein 法により合成した。
種々の保護基を検討した結果、ヒドロキシピ
リドンの 3位水酸基およびリボース部位の 3′
位水酸基をベンゾイル基で保護し、引き続く
リン酸化反応により dHTPを得た。目的物は
イオン交換カラムクロマトグラフィーおよ
びHPLCにより精製し、1H NMR, 13C NMR, 31P 
NMRおよび質量分析により同定した。 
 TdTが dHTPを基質として認識することは、
プライマー伸長反応により確かめた。蛍光標
識した 8塩基長の DNAプライマー鎖(5 µM)
に対して、ヌクレオチド三リン酸 dNTP (N = 
A, T, G, C, H, 20当量)とTdT (2 U/µL)を加えた。
MgIIイオン存在下、37度で反応を行い、反応
生成物を変性ポリアクリルアミドゲル電気
泳動で評価した。天然の三リン酸を基質とし
た場合は数–20 個以上のヌクレオチドが付加
した伸長生成物が得られたのに対し、dHTP
を基質とした場合は 3–8個のHヌクレオチド
が付加した生成物が得られた。すなわち、天
然基質に比べて反応速度は遅いものの、TdT
が dHTPを基質として認識し、Hのオリゴマ
ーを合成できたことが示された。 
 補因子である 2 価金属イオンの種類や、
dHTP の当量、反応時間、反応温度等を変え
て反応の進行を評価したが、Hの伸長は最大
6–8 塩基程度で停止した。この結果は、TdT
の結合サイト内の DNA 鎖が人工ヌクレオチ
ド鎖に置き換わったことで親和性が低下し、
人工DNA 伸長鎖から TdTが解離したためと
考察した。これは、TdT の結合サイト内に格
納される DNA鎖の長さが約 6 塩基長である
とするX 線結晶構造解析(Delarue et al., 2013)
とも合致する。そこで、DNA鎖の初期濃度を
上昇させ、DNA鎖と酵素の実質的会合度を大
きくした結果、さらに伸長反応の進行した人
工 DNA オリゴマーの生成が示唆された。 
 以上の検討から、適切な濃度の DNA プラ
イマーと dHTPを用いることで、ヒドロキシ

ピリドン型ヌクレオシド(H)が複数導入され
た人工 DNA オリゴマーの酵素合成に成功し
た。従来の化学合成法では Hの縮合反応の効
率が低く、長鎖の人工 DNA 鎖の合成は困難
であった。そのため本研究で確立した TdTに
よる酵素合成法は、長鎖金属錯体型人工 DNA
の構築や、人工 DNA の複製反応の鋳型鎖の
調製への応用が期待される。 
 
（２）5-ヒドロキシウラシル塩基を用いた金
属錯体型人工 DNAの構築 
 より簡便な金属錯体型人工 DNA の合成を
目指し、新規配位子型人工ヌクレオシドの開
発を行った。天然ウラシル塩基の 5位に配位
性の水酸基を導入した 5-ヒドロキシウラシ
ル(UOH)塩基が、希土類金属イオン存在下、
DNA 二重鎖中で金属錯体型塩基対を形成し
うることを見出した。 
 5-ヒドロキシウラシル(UOH)は、4位のカル
ボニル基に加え、5 位に配位性の水酸基を有
するため、二座配位子として金属イオンに配
位すると期待される。DNA二重鎖の向かい合
う位置に UOH塩基を導入すれば、先行研究の
ヒドロキシピリドン塩基(H)と同様に、金属イ
オン存在下で金属錯体型塩基対 UOH–M–UOH

（Mは金属イオン）を形成すると考えた。UOH

のデオキシヌクレオシド体は、市販のデオキ
シウリジンから一段階で合成でき、酵素反応
による DNA 鎖への導入も可能であるため、
簡便な金属錯体型人工 DNA の合成が期待さ
れる。 
 
①希土類金属イオンを介した金属錯体型人
工 DNAの構築（図 2） 
  

 
図 2. 5-ヒドロキシウラシル(UOH)を配位子と
した金属錯体型人工 DNA。金属イオン(M)に
配位する他の分子は示していない。 
 
 既報に従い、DNA自動合成機を用いた固相
合成により、UOH–UOH塩基対を 3対導入した
15塩基対のDNA二重鎖 1·2を合成した。種々
の金属イオンの存在下、二重鎖融解実験を行
ったところ、GdIIIイオンや EuIIIイオンなどの
希土類金属イオンを加えると、二重鎖の熱的
安定性が顕著に上昇することを見出した。例
えば、二重鎖 1·2の融解温度(Tm)は 22.8 °Cで
あったのに対し、3当量の GdIIIイオンを加え



たときに最大の熱的安定化(Tm = 41.1 °C, Tm 
= +18.3 °C)を示した。また、UOH塩基をチミ
ン(T)塩基に置き換えた DNA二重鎖では融解
挙動に変化は見られなかったことから、GdIII

イオンが UOH–UOH塩基対部位に結合し、金属
配位結合により二重鎖が架橋されたことが
示された。 
 DNA 二重鎖中での金属錯体形成を詳細に
評価するために、紫外吸収スペクトルの測定
を行った。二重鎖 1·2に GdIIIイオンを加える
と、310 nm付近に新たな吸収が現れた。この
スペクトル変化は、UOH塩基の 5位の水酸基
の脱プロトン化に帰属され、UOH塩基が GdIII

イオンに配位したことが示された。さらに、
滴定実験および質量分析測定から、二重鎖に
3個のGdIIIイオンが結合した1·2·GdIII

3の生成
が確認された。以上から、3個の GdIIIイオン
が DNA二重鎖中の 3対のUOH–UOH塩基対に
定量的に結合したことが明らかとなり、希土
類金属イオンを介した金属錯体型塩基対
UOH–GdIII–UOH の形成が強く示唆された。詳
細な配位構造は解析中であるが、希土類金属
イオンは一般的に高配位数をとることから、
向かい合う一対の UOH塩基に加えて、隣接す
る核酸塩基や水分子が配位していると考え
られる。 
 次に、円二色性(CD)スペクトルを測定した
ところ、金属錯体型人工DNA二重鎖1·2·GdIII

3

は全体としてB型の右巻き構造を維持してい
ることが示された。さらに GdIII錯体に由来す
る 300–340 nm にもコットン効果がみられ、
UOH–GdIII–UOH がキラルな二重らせん構造内
に収まっていることが示された。さらにNMR
による構造解析からも、UOH塩基が選択的に
GdIIIイオンに配位したこと、得られた金属錯
体型 DNA二重鎖が錯体部分を除き B型二重
らせん構造をとっていることを示唆する結
果を得た。 
 以上のように本研究では、希土類イオン存
在下、5-ヒドロキシウラシル (UOH)塩基が
DNA 二重鎖中で金属錯体型塩基対を形成し
うることを見出し、新規金属錯体型人工 DNA
の構築に成功した。UOH塩基を導入した DNA
鎖は、比較的短工程かつ高収率で合成できる
ため、金属錯体型塩基対の形成を駆動力とし
た人工 DNA の鋳型合成や複製系の構築に有
用である。さらに、人工 DNA 鎖を鋳型とし
た金属イオンの集積化や、新規 DNA 超分子
の構築など、DNAナノテクノロジーや材料化
学分野への展開が期待される。 
 
②金属錯体形成に基づく人工 DNA 二重鎖の
安定性制御 
 5-ヒドロキシウラシル塩基(UOH)は、天然の
チミン(T)と同じ水素結合部位を有しており、
アデニン(A)塩基とワトソン–クリック型塩基
対 UOH–Aを形成する。中央に 3 対の UOH–A
塩基対を導入した 15 塩基対の DNA 二重鎖
1·3 (Tm = 45.2 °C)に対して、3当量の GdIIIイ
オンを加えたところ、その熱的安定性が著し

く低下した(Tm = 30.9 °C, Tm = –14.3 °C)。天
然 T–A 塩基対や、UOH–G などのミスマッチ
塩基対に対しては、GdIIIイオンによる不安定
化は見られなかった。これは、UOH塩基にGdIII

イオンが結合し、UOH–A塩基対が選択的に不
安定化されたためと考えられる。 
 以上から、UOH塩基を導入した DNA 二重
鎖の熱的安定性を、GdIIIイオンによって制御
できることを見出した。二重鎖融解温度を比
較すると、金属イオン非存在下では UOH–A
塩基を含む二重鎖 1·3がもっとも安定であり、
GdIIIイオン存在下では UOH–GdIII–UOH塩基対
を形成した二重鎖 1·2がもっとも安定となっ
た。このことは、人工 DNA 鎖の会合挙動を
金属イオンによって制御できることを示し
ており、金属錯体形成を駆動力とした人工
DNAの構造・機能変換への展開を計画してい
る。PCR様の分子増幅サイクルを構築するた
めには、生成物を鋳型鎖から解離させ、縮合
反応を繰り返す必要がある。本研究で見出し
た DNA 鎖の会合挙動の変換は、UOH塩基を
用いた金属錯体型人工 DNA の複製反応の開
発に応用できると期待される。 
 
 以上のように、5-ヒドロキシウラシル(UOH)
塩基を用いて、自己複製系の構築に利用可能
な新規金属錯体型人工 DNA を得ることに成
功した。さらに、5 位にその他の配位性官能
基を導入した修飾ピリミジン塩基について
も、種々の金属イオンを介した金属錯体型塩
基対形成の評価を行っている。 
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