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研究成果の概要（和文）：申請者はDNAをテンプレートして複数の機能性分子を組合わせて発光特性、電気化学特性な
どが制御できることを示してきた。本研究では、特定の反応を触媒する構造を一旦スプリット（分断）し、テンプレー
ト上でもとの活性な構造を再構築する仕組みをつくり、この系をDNAをはじめとする様々な分子のセンシングに応用し
たいと考えた。１）有機分子触媒、２）シクロデキストリン包接を利用する触媒系、および３）DNAzymeをスプリット
し、それらをスプリットした構成要素をDNAに修飾したものを利用して検討を行った。適切に設計された系においては
特定の刺激により期待された触媒活性が著しく向上することを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Chemically engineered DNAs, global conformation of which can be modulated in 
response to specific stimuli, could be allosteric functional DNAs or work as a modulator of the 
functional nucleic acids such as DNAzymes and aptamers. We showed that two terpyridines built in the DNA 
backbone form a stable intramolecular 1 : 2 complex, [M(terpy)2]2+, with divalent transition metal ions. 
Upon complexation, the DNA conjugates adopt a Ω-shape structure in which two distal sequences located 
outside the terpyridines connect with each other to form a continuous segment with a specific structure 
or sequence. Such DNA structure is globally controlled by local metal complexation events that can be 
rationally designed based on general coordination chemistry. This method is regarded as metal 
ion-directed dynamic sequence edition or DNA splicing. Split DNAzymes with peroxidase-like activity can 
thus be regulated by several transition metal ions through sequence edition techniques based on the 
Ω-motif.

研究分野： 核酸化学、生物分析化学

キーワード： DNA　DNAコンジュゲート　機能性核酸　アプタマー　DNAzyme　金属イオン　シクロデキストリン
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１．研究開始当初の背景 
	 申請者らは、これまでに異なる複数の機能
性コンジュゲートを同時に用いて幾つかの
スプリットプローブを提案してきた。すなわ
ち、光照射によりターゲット DNA 上で二量
体を形成するもの、２分子がターゲット上で
複合体を作ることで蛍光性を増大させたり、
電気化学活性が消えたりするもの、さらにタ
ーゲットにより配位子が集積し、そこに希土
類錯体が形成することで特異的に発光する
タイプのバイナリーな分子システムなどで
ある。 
	 最後の研究例のコンセプトは、本研究に直
接つながるものである。希土類金属と錯生成
して発光性の錯体を与える配位子の多くは
機能的に異なる２つの要素からなる。すなわ
ち、金属を確実に捕まえる強い配位子と、励
起エネルギーを集めてそれを金属イオンに
伝達するアンテナ部位である。我々は、この
２つの構造要素を一旦分離し、それらを異な
るDNAの末端に連結したDNAコンジュゲー
トを作製した。ターゲットとのハイブリダイ
ゼーションにより２分子が集まり、“完全な”
配位構造が再構成され、そこに希土類金属を
収容して光るという仕組みである（図１）。
しかし、上記のいずれの系も、非常に高い選
択性はあったが、ターゲットへの結合という
一回のイベントあたり、シグナル発生も一回
であり、感度の観点からは改善の余地があっ
た。 
 
２．研究の目的 
	 シグナルを化学的に増幅する手段として、
酵素反応を用いることは多い。しかしながら、
バックグラウンドシグナルの抑制や失活な
どに注意を払う必要がある。より堅牢で選択
的な化学増幅システムを構築することを目
的として、最近注目されている有機分子触媒
に着目し、これをスプリット法で実現したい
と考えた。 
 
３．研究の方法 
	 以下に示す３種の系により DNA をベース
としてスプリット型触媒を構築した。いずれ

も、触媒の構成要素としてはたらくことを期
待できる分子で修飾した DNA コンジュゲー
トを使用する。いずれも、逆相 HPLCで精製
し MALDI-TOF MSで同定した。 

（１）スプリット有機分子触媒 
	 これまでに報告されている有機分子触媒
のうち、おもにプロリン系の分子を参考にし
て（親構造として）、これを DNA やペプチ
ド基体上で刺激依存的に、かつ可逆的に再構
成したいと考えた。 
	 有機分子触媒を構成する機能要素をコン
ジュゲートした種々のスプリット触媒（候補）
から成る小規模ライブラリーを構築した。反
応としては、Michael付加、Aldol反応などの
炭素-炭素結合形成を想定した。図２に合成し
たスプリット触媒（候補）の一部を示す。求
核剤として、エナミン中間体を形成すること
を期待してアミノ基、特にプロリンなどの５
員環アミンやグアニジウム基。Brønsted 酸と
してスルホンアミド、カテコール、イミノ二
酢酸、EDTA などを導入する。他にも、求核
性、pKa の異なるもの、疎水的構造の導入、
リンカー長なども検討した。 

（２）シクロデキストリンと金属錯体 
	 包接反応により基質が濃縮されることを
期待してDNAコンジュゲートの一つとして、
β-シクロデキストリン（βCyD）修飾 DNAを
用いた。もう片方の DNA コンジュゲートと
してはジピコリルアミン（Dpa）を用いた。
Dpaが βCyD に包接された基質の近傍に Zn2+

を運び、活性エステルの加水分解を促進する
ことを期待している。 
	 まず、一点修飾によりチオールを導入した
βCyDを合成した。DNA末端に導入したアミ
ノ基に SPDPを化学修飾し、チオール化 βCyD
とのカップリングにより βCyD-DNA を合成
した。一方、Dpa-DNA も常法にしたがって
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図２ スプリット触媒ライブラリー 制御された可
逆的複合体形成によりスプリット触媒を組合せて有
効なペアを探す。 

図１ スプリットプローブによる DNA 上での
発光性金属錯体形成 DNA 上で EDTA と
phen が協同的に希土類金属と錯生成する。 



合成した。Dpa-DNA は、まず Zn2+と錯体を
形成させ、等量の βCyD-DNA と組み合わせ
て使用した。 

（３）錯生成による触媒活性制御 
	 DNA骨格中、ループシークエンスを挟む互
いに離れた二箇所にターピリジン（terpy）を
組込んだ DNAコンジュゲート terpy2DNA を
合成した。この構造を DNA 骨格に導入する
ためには terpy を基本構造とするアミダイト
試薬を合成する必要がある。Scheme 1に従っ
て terpy アミダイト（tpy-amidite）を合成し
た。tpy-amidite を用いて合成した DNAコン
ジュゲートは terpyの 5, 5”-位から DNAへと
繋がった構造を与える。tpy-amidite を DNA
自動合成装置に導入して骨格中に２つの
terpy を有する DNA コンジュゲート
terpy2DNAを合成した。 
	 terpy2DNA は、適当な金属イオン共存下、
分子内で  terpy : M2+ = 2 : 1 の錯体
（[M(terpy)2]2+）を形成することが期待される。
両 terpy ユニットは一次構造上の離れた位置
に導入しているので、錯生成に伴って
terpy2DNAはΩ型のコンフォメーションを形
成することになる。このとき、terpy2DNAの
２つの terpy に挟まれたループシークエンス
がつまみ出されて、同時に外側の２つのシー
クエンスが互いに連結されたような状況が
生じる。この新しく生じたシークエンスをテ
ンプレートとして、スプリットされた
DNAzyme を再構築することでその触媒活性
の制御を行った。 
	 
４．研究成果	 
（１）スプリット有機分子触媒 
	 図３に示す CPM を基質として図２に示す
スプリット有機分子触媒の構成要素を、テン
プレート DNA 上で種々組み合わせることで
有効な組み合わせを検索した。コンジュゲー
トの修飾構造が互いに向き合うような配向
のタンデム二本鎖を与える DNA をテンプレ
ートとした。構成要素の組み合わせ、温度、

および pH 条件に関して効率的に条件を検討
するためにプレートリーダーを利用した。幾
つかの組み合わせに関して、CPMの反応を促
進するものがあったが、その加速効果はわず
かであり、再現性にも問題があった。 

（２）シクロデキストリンと金属錯体 
	 スプリット有機分子触媒の系において著
しい触媒効果を得ることができなかったの
は、基質 CPM を反応サイトに濃縮すること
ができなかったことがおもな理由と考えた。
そこで、基質を濃縮するために分子包接能を
有する βCyD に着目した。βCyD で基質を捕
まえ、さらに近傍に反応を促進する可能性の
ある構造としてDpaの遷移金属錯体を配置し、
両者が協調してはたらくことで有効な触媒
活性が発揮されることを期待した。 
	 DNA コンジュゲート、 βCyD-DNA と
Dpa-DNA（Zn2+錯体）を調製し、両修飾構造
である βCyDと Dpaが互いに向き合った配置
になるようなタンデム二本鎖を与える DNA
相補配列をテンプレートとして利用して活
性エステル（キノリンカルボン酸の p−ニトロ
フェノールエステル）の加水分解（図４）を
様々な実験条件下においてモニターした。そ
の結果、pH 中性領域において活性エステル
基質の加水分解が優位に加速されているこ
とが分かった。テンプレートとして用いた
DNA（あるいは DNA と相互作用する分子）
を検出する手法とするにはさらに感度を向
上させる必要がある。今後は、使用する基質
の構造を種々変化させることで反応性、選択
性、感度などを調整することでシグナル増幅
型バイオセンサーの汎用の構成要素として
の可能性が現実的となる。 
 

Scheme 1. tpy-amiditeの合成 
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図３ 触媒をスクリーニングする Michael 反応 
CPM はそのマレイミド構造へのアセトンの Michael
付加により蛍光性となる。この反応により触媒反応を
リアルタイムで追跡することができる。 

図 4 シクロデキストリンと亜鉛錯体による協同的
加水分解反応 キノリンカルボン酸の p-ニトロフェ
ノールエステル（上）を基質として使用する。DNA
テンプレート上でβCyD-DNAとDpa-DNAが協同
的にはたらいて（下）基質を触媒的に加水分解する
ことを期待した。 
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（３）錯生成による触媒活性制御 
	 外部刺激により DNA 構造を劇的に変化さ
せたいと考え、１分子の DNA 骨格内のルー
プシークエンスを挟んだ互いに離れた部位
に２つの terpyを組込んだDNAコンジュゲー
ト terpy2DNAを合成した。terpy2DNAは、適
当な金属イオン共存下、分子内で terpy : M2+ 
= 2 : 1 の錯体（[M(terpy)2]2+）を形成すること
が期待される。両 terpy ユニットは一次構造
上の離れた位置に導入しているので、錯生成
に伴って terpy2DNA は Ω 型のコンフォメー
ションを形成することになる。このとき、図
５に示すように、terpy2DNA の２つの terpy
に挟まれたループシークエンスがつまみ出
されて、同時に外側の２つのシークエンスが
互いに連結されたような状況が生じる。これ
は、可逆的な錯生成を利用した DNA の塩基
配列の編集、あるいは人工的なスプライシン
グとみなすことができる。 
	 terpy2DNAにおいて観察された金属イオン
による可逆的スプライシングを利用して
DNAzyme の活性制御の可能性を検討した。
ここでは、四本鎖構造を基体としたペルオキ
シダーゼ活性を有する DNAzyme を利用した。
この DNAzyme はヘムのアプタマーでもあり、

触媒活性にはヘムは必須因子である。この
DNAzyme をスプリットして一旦不活性化す
る。DNA骨格中に組込んだ terpyと特定の金
属イオンとの錯生成により terpy2DNA のコ
ンフォメーションを制御（塩基配列を編集）
する。その結果として terpy2DNAが完全体の
DNAzyme を再構成するための有効なテンプ
レートなることを期待している。 split 
DNAzyme の金属イオンによる活性制御の概
念図、およびこの実験で用いた DNA の塩基
配列をそれぞれ図６(a)と(b)に示す。 
	 ABTS の酸化に伴う発色を利用して触媒反
応を追跡した。結果を図７に示す。スプリッ
トすることで完全に失われていた触媒活性
が、terpy2DNA と等量の Fe2+および Ni2+を添
加することにより positive control（spzyme18/ 
spzyme23/template）に対して遜色のないレベ
ルまで復活することがわかった。さらに、こ
の反応が、添加した金属イオンそのもの、あ
るいは terpy 錯体 [Fe(terpy)2]2+ によって触媒
されたものでないことは、negative control
（terpy2DNA/cDNA）において反応がまった
く進行しないことからも確認することがで
きた。 
	 観察された結果が、図６(a)に示した触媒活
性の制御機構、すなわち金属錯体形成による
Ω型のコンフォメーション形成に基づく活性
化であることを裏付けるために系に影響を

Ω 図 ５  terpy2DNA/ 
cDNA 二本鎖の最安
定化構造（Macro 
Model, Amber*） 
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与え得る添加剤を加え、同様にして ABTSの
反応を観察した。結果を図７ (c) に示す。金
属イオンの強力なマスキング剤である EDTA
を添加した結果、触媒活性はほぼ完全になく
なったことから、split DNAzyme の活性化に
は Fe2+が必須であることがわかった。さらに、
２つの terpy に挟まれたループ部分に相補的
な DNA を添加した場合にも同様に反応を完
全に抑制することができた。分子内で錯体 
[Fe(terpy)2]2+ が形成するためには terpy2DNA
は Ω型となり、図５に示すようにループ部分
がコンパクトに折り畳まれる必要がある。一
本鎖 DNA の持続長は数塩基であるが、二本
鎖では 100〜150 塩基であることが知られて
いる。つまり、二本鎖を形成することにより
ループ部分がリジッドになることで分子内
錯生成（terpy2DNAが Ω型になること）が阻
害され、terpy2DNAが有効なテンプレートと
してはたらくことができなくなった結果と
考えられる 
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