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３．研究のねらい： 

一つのタンパク質をコードしている遺伝子は数万から数百万という塩基数から構成されている

が、その発現を実際に制御しているのは、RNA ポリメラーゼのプロモーターの様に高々数十から

数百塩基よりなるナノサイズのデバイス的な機能を持った核酸である。もしこのような天然のバイ

オデバイスに化学的な“改造”を施せば、人類にとってより合目的的に遺伝子発現等の制御可能

なシステムを作り上げることが期待できる。そこで本提案研究では、核酸に光応答性分子を組み

込んだ光スイッチングデバイス（＝人工核酸デバイス）を構築し、遺伝子発現をはじめとする核酸

の関与する生体反応の光制御を目指す。具体的には、アゾベンゼンを導入した光応答性 DNA を

合成しこれを用いて 1) DNA 二重鎖の形成と解離の光制御、2) 転写反応の光スイッチング、を実

現する。 

 

４．研究成果： 

（１） アゾベンゼン導入 DNA による二重鎖形成と解離の光制御 

 DNA の大きな特徴の一つは相補鎖とのハイブリダイゼーションであり、酵素反応を含め多くの

反応・機能が二重鎖形成と深く関わっている。従って、ハイブリダイゼーションが特定波長の光照

射のみで制御できれば、DNA が関与する多くの反応を光制御することが可能になる。そこで特定

波長の光照射で可逆的に構造異性化するアゾベンゼンを DNA 中に化学的に組み込んで、DNA

二重鎖の形成と解離の光制御を目指した（Scheme 1 参照）。その結果リンカーとして

D-threoninol を用いてアゾベンゼンを導入したところ、trans-体では二重鎖を安定化し cis-体では

不安定化することを見出し、UV 光および可視光照射によって二重鎖形成と解離が光制御できる

ことを明らかにした。更に

NMR による構造解析か

ら、trans-体 cis-体いずれ

の場合でも DNA 二重鎖

内にインターカレートして

いることも明らかにした。 

光制御効率はアゾベン

ゼンの導入数を増やすこ

とで飛躍的に向上し、20mer の DNA にアゾベンゼンを 10 残基導入したところ、trans-cis 異性化

 
図１． アゾベンゼン導入 DNA による二重鎖形成と解離の光制御
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によって最大 85%の光制御を実現した。非常に興味深いことに、これだけ多数のアゾベンゼンを

DNA に組み込んでも trans 体の場合には、アゾベンゼンを含まない天然の DNA 二重鎖よりも不

安定化せず、むしろ若干安定化することも見出した。またこの場合、配列特異性を失うことも無か

った。 

(２) アゾベンゼン導入 DNA を用いた RNase H 反応の光制御 

 ハイブリダイゼーションを光照射のみで制御できれば、アンチセンス法を適用することで遺伝子

発現の光制御が可能となる。一般にアンチセンス効果は、ターゲットとなる m-RNA とアンチセンス

DNA がハイブリダイズした RNA/DNA 二重鎖を、RNase H が切断することに基づくと考えられて

いる。従ってアンチセンス法を適用した遺伝子発現の光制御では、RNaseH による RNA 切断を光

制御することが重要である。そこで(1)の成果を活用して、光応答性 DNA をセンス鎖に用いてアン

チセンス鎖の放出を光照射でコントロールすることで RNase H による RNA 切断の光制御を目指

した。その結果、設計どおり trans-体（可視光照射）では RNase H 活性を抑制し、cis-体（UV 光照

射）で活性を向上させることに成功した。 

（３） 光応答性 DNA エンザイムによる RNA 切断の光制御 

 天然の RNase H と同様の機能を持った人工酵素が、RNA 切断機能を持つ DNA エンザイムで

ある。DNA エンザイムに光応答性が付与できれば、（２）と同様にアンチセンス法を利用した遺伝

子発現の光制御が可能となる。そこで DNA エンザイムにアゾベンゼンを導入した光応答性 DNA

エンザイムの開発を目指した。アゾベンゼンの DNA エンザイム内での導入位置を検討したところ、

Loop と Binding arm の境界にアゾベンゼンを導入することで高効率な光制御を実現した。

更に興味深いことに、この DNA エンザイムは trans 体で Native より触媒活性が向上するこ

とも明らかとなった。 

（４） アゾベンゼン導入プロモーターによる転写・翻訳反応の光制御 

 上記のアゾベンゼン導入DNAは、融解温度（Tm）付近では光異性化で二重鎖の形成と解離

を起こすが、Tmより十分低い温度領域では異性化によるアゾベンゼン近傍の局所的構造変

化を起こす。この現象を利用すれば、DNA結合性タンパクや酵素のDNAへの結合を直接制

御することが期待できる。T7-RNAポリメラーゼはプロモーターと呼ばれる 17 塩基より構

成される特別な配列に結合することで転写反応を開始することが知られている。もしプロ

モーターへのポリメラーゼの結合が光照射により制御できれば、転写反応の光制御が実現

する。そこでプロモーターの特定の位置にアゾベンゼンを導入したところ、T7-RNAポリメ

ラーゼによる転写反応がUV光あるいは可視光照射のみで非常に効率よく光制御できること

を見出した。更にバイオセンサーによる分析と動力学的パラメータから、図２に示したよ

うなアゾベンゼンのtrans-cis異性化に伴うRNAポリメラーゼのプロモーターへの結合の差

に基づいていることが明らかとなった。 
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図 2  光応答性プロモーターを用いた T7-RNA ポリメラーゼによる転写反応の光制御 

（５） in vitro での GFP 発現の光制御 

 上記のように T7-プロモーター中にアゾベンゼンを導入することで転写反応の光制御が可

能なことが明らかとなった。そこで、Green Fluorescent Protein(GFP)をコードしている遺

伝子を実際に光応答性プロモーターの下流に導入し、in vitro での GFP 生産（＝翻訳）の光

制御を検討した。 

アゾベンゼンを導入した 1000 mer 程度の DNA の化学合成は実質不可能であり、またア

ゾベンゼン導入 DNA をプライマーに用いて PCR で増幅するとアゾベンゼンの手前で伸長

反応が停止する恐れがある。そこで非天然分子を導入した DNA でもプライマーとして使用

することが可能な非対称 PCR 法を用いて non-template 鎖と template 鎖を別々に作り分け、

両者をハイブリダイズすることで光応答性プロモーターの下流に GFP をコードしている遺

伝子を持つ cDNA を合成した。次に PURESYSTEM で GFP を発現させ、UV 光照射あるい

は可視光照射による発現量の差を GFP の発する 505nm の蛍光（470 nm 励起）から定量化

した。GFPの発現量はアゾベンゼンを導入していないnativeのcDNAより減少するものの、

UV 光照射により可視光照射と比較して発現量の明確な増大が認められ、光異性化に伴う

m-RNA の生成量の変化が GFP の発現量に直接反映されていることが示唆された。以上の

ように、in vitro で遺伝子発現の光制御を達成することが出来た。 

 

5. 自己評価 

 ほぼ当初の計画通り、光応答性 DNA によるハイブリダイゼーションの光制御と、それを応用し

た酵素反応の光制御を達成した。更に、このプロジェクトの最終目標として掲げた in vitro での遺

伝子発現の光制御(＝転写・翻訳の光制御)を幸いにも実現することができた。また本プロジェクト

を通じて化学修飾 DNA に関する新たな興味深い性質を多数見出し、別の方向に発展させる見通

しも得た。今後は本プロジェクトの基礎成果を活かし、バイオテクノロジーのための新たなツールと

して in vivo での応用を目指した研究を推進したい。 

 

6. 研究総括の見解 

 アゾベンゼンを DNA に結合させて核酸構造の光制御を行うという意欲的な研究であり、二重鎖

形成、T7 RNA ポリメラーゼによる転写・翻訳反応の in vitro での光制御などの所期の目標を達成

したことが高く評価できる。多数のアゾベンゼン分子を DNA に組み込んでも配列特異性や DNA
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としての超分子性を失わないという発見も重要である。なお、in vivo における制御への応用には

一層の技術開発が必要であるものの、さらなる展開が期待される。 
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