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研究成果の概要（和文）：二次元の足場としてDNAナノ構造体を利用して、複数種の酵素をナノメートル精度で
１分子ずつ数量と配向を精密に制御して配置した反応場を構築した。異なる塩基配列で選択的に共有結合を形成
する三種類のアダプターをキシロース還元酵素、キシリトール脱水素酵素そしてキシルロースリン酸化酵素に融
合して、DNAナノ構造体上に配置したところ、三段階の酵素反応によるリン酸化キシルロースの生成が増大し
た。酵素を組み合わせてナノスケールで配置した反応場を構築することにより、多段階の物質変換反応をワンポ
ットで高効率に達成する「分子コンビナート」という新しい化学分野の端緒を開いた。

研究成果の概要（英文）：Understanding the effect of spatial organization on the efficiency of 
multi-enzyme systems reveals a principle that efficiently drives multi-enzymatic cascade. DNA 
nanostructures provide useful scaffolds for the spatial organization of enzymes to form artificial 
enzyme cascades. We have developed methods to use sequence-specific DNA binding proteins as adaptors
 to stably locate the enzymes at specific positions on DNA scaffold. Our protein-adaptor-based 
method successfully assembled recombinant enzymes in high loading yields with distinctly controlling
 the number of enzyme molecules and maintaining the catalytic activities of enzymes. An artificial 
enzyme cascade of xylose reductase (XR) and xylitol dehydrogenase (XDH) has been constructed by 
coassembling the enzymes on DNA origami. Further extension of this artificial metabolic pathway was 
achieved by using modular adaptors equipped with the protein-tag to successfully construct 
XR/XDH/xylulose kinase.

研究分野：生物機能化学
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１．研究開始当初の背景 
	 生体内の代謝反応では、連続する代謝反応
に関連する酵素が、空間的に近接した配置を
取ることによって、効率よく多段階の代謝反
応が進行すると考えられている。しかし、酵
素をナノメートルの精度で制御して配置す
ることが技術的に困難なため、厳密に数や距
離を制御して酵素や受容体を集積化した場
合の基質親和性や基質選択性の変化につい
ては、実験的な確認が困難だった。さらに、
細胞膜上では特定の基質に結合する受容体
(リセプター)の集積化がシグナル伝達の制御
に関わっていることが示唆されている。しか
し、リセプターをナノメートルの精度で制御
して配置することが技術的に困難なため、厳
密に数や距離を制御してリセプターを集積
化した場合の基質親和性や基質選択性の変
化については、実験的な確認が困難だった。	
DNA オリガミは、DNA が特定の組み合わせで
塩基対を形成するという性質を利用して作
製されるナノ構造体であり、その上に様々な
生体高分子を位置特異的に配置することが
できる。従って、酵素やリセプターをナノメ
ートルの精度で、厳密に数や距離を制御した
集積体のした場合の基質親和性、基質選択性、
反応速度などを実験的に明らかにすること
が可能になる。 
２．研究の目的 
二次元もしくは三次元の「足場」として DNA
ナノ構造体を利用して、酵素そして酵素機能
を補助する受容体を１分子ずつ数量と配向
を精密に制御して配置した反応場を構築す
る。これをもとにして、段階的に進行する化
学反応場を構築し、分子コンビナートの構築
原理を確立する。	
３．研究の方法 
段階的に進行する化学反応として、キシロー
ス還元酵素（XR）とキシリトール脱水素酵素
（XDH）を用いた。DNA ナノ構造体上にこれら
の酵素を配置するため、XR と亜鉛フィンガー
タンパク質アダプターの融合タンパク質 zXR、
XDH とベーシックロイシンジッパータンパク
質 GCN4 アダプターの融合タンパク質 G-XDH
をそれぞれ作製した。DNA ナノ構造体は
Rothemund が開発した DNA オリガミ法により
構築した。タンパク質を目的アドレスに配置
した DNA ナノ構造体は、原子間力顕微鏡（AFM）
を用いた一分子観測により同定、収率を評価
した。Rev ペプチドと Rev	Response	Element	
(RRE)	RNA の複合体を基本骨格とし、様々な
基質に対するリセプター、蛍光性 RNP センサ
ーが作製できる。RNP は容易に DNA オリガミ
上の特定の位置に配置出来るため、基質結合
場に触媒基を隣接させることにより触媒活
性を発揮する RNP 酵素を作製した。集積化し
た状態での受容体の挙動を明らかにするた
めには、受容体との結合挙動が光学的シグナ
ルによって検出できる蛍光性受容体を用い
る必要がある。そのため、蛍光分子ライブラ
リーを利用して、RNP リセプターを蛍光セン

サーへと変換する方法論を開発した。	
４．研究成果	
（1）アダプター融合酵素およびモジュール
型アダプター融合酵素の作製	
	 得られたアダプター融合酵素z-XRとG-XDH
はそれぞれもとの酵素と同等もしくはそれ
以上の活性を示した。キシロース還元酵素と
アダプターの融合タンパク質 z-XR は、期待
したアドレスに 50％程度しか配置されない
ことが明らかになった。そこで、設計通りに
タンパク質を配置した DNA ナノ構造体を高効
率で作製するために、SNAP タグをアダプター
に融合し、タグ基質を DNA ナノ構造体に導入、
反応させて、安定かつ高収率に目的とするタ
ンパク質を DNA ナノ構造体上に配置する方法
を開発した。その結果、SNAP タグを融合した
モジュール型アダプターは、ほぼ定量的に目
的とする DNA ナノ構造体の位置にタンパク質
を配置することが出来ることがわかった。	
（2）複数種の酵素を配置した多段階変換反
応の効率化	
	 これまでに開発した SNAP タグを利用した
共有結合型アダプターに加えて、Halo タグと
CLIP タグを利用した、異なる塩基配列で選択
的に共有結合を形成するアダプターを開発
した。これら三種類のアダプターをキシロー
ス還元酵素（XR）、キシリトール脱水素酵素
（XDH）そしてキシルロースリン酸化酵素
（XK）に融合して、DNA ナノ構造体上に XR、
XDH、XK を配置したところ、XK によるリン酸
化キシルロースの生成が増大した。	
（3）RNP 酵素の作製	
	 RNPはDNAオリガミ上に容易に配置できる。
この特長を活かすために、基質結合場に触媒
基を隣接させることにより、触媒活性を発揮
する RNP 酵素を作製した。RNP リセプターを
もとにして、触媒活性を発揮する RNP を得る
ための RNP ライブラリーを作製した。基質結
合場の近傍に触媒分子を配置することによ
り、近接効果によって反応が加速される可能
性がある。そこで、近接効果を発現できるよ
うな三次元構造をもつ RNP を獲得するため、
「多様な立体構造をもつ RNP ライブラリー」
を構築した。構造多様性を持つATP結合性RNP
リセプターの RNA サブユニットライブラリー
と、触媒分子を様々な構造モチーフを介して
ペプチドサブユニットの N末端に導入したペ
プチドライブラリーを組み合わせて、600 種
類以上の構造多様性に富んだ「触媒分子導入
RNP リセプターライブラリー」を構築した。
この RNP ライブラリーから、標的反応に対す
る触媒活性を示す RNP を選択した。簡便かつ
迅速に、触媒活性を指標とした RNP のスクリ
ーニングを行うために、加水分解反応により
蛍光特性が変化するウンベリフェリルエス
テルを有する ATP 誘導体を基質として合成し
た。この基質を用いて、加水分解活性を指標
としたスクリーニングを行った結果、エステ
ル加水分解への触媒活性を示す RNP リセプタ
ーを得ることに成功した。	



（4）受容体と酵素が共同して働く分子コン
ビナート	
	 DNA ナノ構造体上に XDH を配置し、その補
酵素であるニコチンアミドアデニンジヌク
レオチド(NAD+)に対して高い認識能を有して
いるリセプターを配置した。この組織体では、
溶液中では反応が進行しないNAD+濃度でも酵
素反応が進行した。これらは、実際に集積化
したリセプターを構築する事によってはじ
めて明らかになった知見であり、本研究で目
的とする「受容体と酵素が共同して働く分子
コンビナート」を設計する上で、重要な知見
が得られた。	
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