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緒緒  言言  
 

DNA に保存した遺伝情報を転写・翻訳する遺伝子発現は、最も基本的な生命現象の一つであり、その理解と 
制御は医療技術やバイオテクノロジーの開発において大きな意義を持つ。2000 年代初頭に完了したゲノムプロ

ジェクトによる遺伝情報の解読は、遺伝子発現機構の網羅的な解明に大きく貢献した。そして、得られた分子生

物学的知見と合成化学・生化学の技術革新が融合した結果、近年、人工的に合成した長鎖 DNA を用いる合成生

物学が遺伝子発現の基礎及び応用研究に大きな潮流を生み出している。 
これら人工遺伝子を用いる研究において、遺伝子発現をオンデマンドに調節できる技術は、強力なツールとな

り得る。例えば、人工遺伝子の発現を内在性遺伝子とは区別しつつ活性化ならびに不活性化できれば、生命現象

の解明や安全な遺伝子治療の開発につながると期待される。これまでに、光応答性分子を用いることによって、

人工遺伝子の発現を光制御する手法が数多く報告されてきた［1～3］。しかし、光は生体透過性に乏しいため、 
生体深部における利用が限定的である。人工遺伝子を基盤とする合成生物学の応用研究を発展させるためにも、

人工遺伝子の発現を自在に調節できる新規方法論の開拓は必要不可欠といえる。 
そこで本研究では、人工遺伝子の発現を調節するための新たな方法論の創出を目的として、「特異的かつ可逆的

な複合体形成を駆動力とする塩基対スイッチ」の開発を目指した。具体的には、核酸塩基に対して本来の機能を

損なわないように置換基を導入し、その置換基を足場として DNA 上で可逆的な複合体を形成することを考えた

（図 1）。複合体形成にもとづいて塩基対形成を可逆制御できれば、転写の開始に必要なタンパク質と DNA の  
相互作用を双方向に調節するための基盤技術になり得る。また、生体適合性の複合体形成分子を用いることで、

従来困難であった生体深部での発現調節も可能になると考えられる。 
 

 
 

図 1．特異的かつ可逆的な複合体形成を駆動力とする塩基対スイッチの設計概念 
DNAの構造と機能に影響を与えないような置換基とその置換基に特異的な結合性分子間の

複合体形成に基づいて、二重鎖形成および遺伝子発現を可逆的に制御できると考えた。 
 

上原記念生命科学財団研究報告集, 38 (2024)

1



 

方方  法法  
 

DNA 上における可逆的な複合体形成を駆動力とする塩基対スイッチを開発するにあたり、ククルビットウリ

ル（CB[7]）とアダマンタンのホスト-ゲスト相互作用に着目した。本相互作用は、生理的条件下で非常に高い     
親和性を示すほか、CB[7]に結合性を示す別のゲスト分子の存在下ではゲスト交換反応が進行する［4，5］。この

ような CB[7]のユニークな結合特性に加え、分子サイズが複合体形成前後で大きく変化する特徴に発想を得て、

ホスト-ゲスト相互作用の駆動力として塩基対形成能を変化させるゲスト修飾アデノシン（GuestdA）を設計した

（図 2）。GuestdA は、アデノシンの N6 位にアルキルリンカーを介してゲスト分子を修飾した構造をもち、CB[7]
の非存在下では相補的なチミジン（T）と水素結合し、熱的に安定な塩基対を形成する。一方で、CB[7]を添加す

ると、嵩高い複合体の形成を介して塩基対を解離する。さらに、競合する別のゲスト分子を添加すると、ゲスト

交換反応によって CB[7]が解離し、塩基対が再形成する。このような設計概念に基づき、二重鎖 DNA の形成さ

らには遺伝子発現を可逆制御できると考えた。本研究では、GuestdA と CB[7]のホスト-ゲスト相互作用に基づく

二重鎖形成の可逆制御、ならびに T7 RNA ポリメラーゼによる転写反応の可逆調節を検証したので、以下報告す

る。 

図 2．ホスト-ゲスト相互作用を介して塩基対の形成と解離を制御するアデノシン誘導体（GuestdA）の設計 
GuestdAは、CB[7]の非存在下では相補的なチミジン（T）と水素結合し、熱的に安定な塩基対を形成する。 
一方、CB[7]を添加すると、嵩高い複合体の形成を介して塩基対を解離する。また、競合する別のゲスト分子

を添加すると、ゲスト交換反応によってCB[7]が解離し、塩基対が再形成する 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．GGuueessttddAA をを組組みみ込込んんだだ DDNNAA のの合合成成とと二二重重鎖鎖 DDNNAA 形形成成のの可可逆逆制制御御  
概念実証にあたり、CB[7]と強力に結合するアダマンタンアミンを、C2、C3、C4 リンカーを介して導入した

Am2dA、Am3dA、Am4dA をそれぞれ設計した。各 GuestdA を組み込んだ DNA は、6-ヨードプリンヌクレオシド（IPu）
を含む DNA を固相合成したのち、対応するアミン化合物を反応させることで合成した。得られた DNA の純度

及び構造は、HPLC および MALDI-TOF MS 測定により確認した。 
合成した GuestdA の塩基選択性は、二重鎖 DNA の UV 融解温度（Tm）測定により評価した（図 3a）。その結

果、いずれの誘導体も相補塩基が T の場合に Tm値が最も高く、アデノシンアナログとして機能していることを

確認した。特に、C2 リンカーを持つ Am2dA は、天然の dA と同等の Tm値を示した。これは、Am2dA が、アダマ

ンタンの根元のアミノ基が T のカルボニル基と追加の水素結合を形成し、塩基対形成を安定化したためと考えて

いる。次に、ホストゲスト相互作用による二重鎖形成の可逆制御を検証した（図 3b）。dA、Am2dA、Am3dA、Am4dA
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をそれぞれ組み込んだ二重鎖 DNA に CB[7]を添加した後、Tm測定を行った。その結果、天然の dA では Tm値

に変化が見られなかったのに対し、Am2dA、Am3dA、Am4dA では Tm値の低下が確認され、CB[7]-ゲスト複合体の

形成に基づく二重鎖の解離が示唆された。また、顕著な二重鎖の不安定化が確認された Am2dA について、CB[7]
の    結合に伴う二重鎖の解離をストップドフロー測定により解析した結果、反応速度定数は 2.0×10４（M－１s
－１）と算出された。次に、CB[7]を添加後の DNA 溶液に交換用ゲストとして AdEdaを追加し、再度 Tmを測定し

た。   その結果、いずれの DNA においても Tm 値が CB[7]添加前の値に回復した。また、Am2dA を含む二重鎖

DNA の再形成速度定数は、2.0×10－５（s－１）と算出された。 
以上のように、ホスト-ゲスト相互作用によって二重鎖構造を可逆制御できることを確認した。しかし同時に、

ゲスト交換反応に伴う Am2dA からの CB[7]の解離が非常に遅いことが明らかとなった。そこで、反応速度の向上

を目指すために、アダマンタンよりも小さいノルアダマンタンならびにビシクロオクタンを修飾した NaddA と

BicdA を新たに設計・合成した。これらの誘導体の塩基対形成能を調べたところ、Am2dA と同様、T 選択的かつ  
安定な二重鎖形成を確認した（図 3c）。一方、二重鎖形成の可逆制御については、Am2dA と比較して、NaddA は 
37 倍、BicdA は 380 倍反応速度が向上した。これは、ゲスト分子を小さくしたことにより、CB[7]との相互作用

が減弱したためと考えている。 

図 3．GuestdA の塩基選択性の評価とホスト-ゲスト相互作用に基づく二重鎖形成能の可逆制御 
（a） Am2dA、Am3dA、Am4dA を組み込んだ二重鎖 DNA の Tm値と予想認識構造。 
（b） Am2dA、Am3dA、Am4dA を組み込んだ二重鎖 DNA の CB[7]および AdEda添加後の Tm値。 
（c） CB[7]および AdEda添加時の Am2dA、NaddA、BicdA の Tm値ならびに反応速度定数。 
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22．．ホホスストト--ゲゲスストト相相互互作作用用にに基基づづくく転転写写のの可可逆逆制制御御  
次に、T7 プロモーター配列に NaddA を導入した DNA を用いて、転写の可逆制御を検証した。NaddA を組み込

んだ T7 プロモーター配列は、通常時は T7 RNA ポリメラーゼに認識されて RNA を生成する一方、CB[7]の    
結合時には転写が抑制され、AdEda の添加によって転写が再活性化すると期待した。転写実験では、蛍光性の

Squash アプタマーをコードした 100 bps の DNA（SqDNA）を用い、転写活性を蛍光測定によって定量的に    
評価することにした。 
初めに、T7 プロモーター中の A を 1 カ所ずつ NaddA に置き換えた SqDNA-1～7 を合成し、転写活性を評価し

た（図 4a）。CB[7]の非存在下では、SqDNA-4 を除くすべての配列で Squash アプタマーの生成に基づく蛍光  
シグナルが確認された。このことから、プロモーター配列への化学修飾が概ね許容されていることがわかる。    
一方、CB[7]添加時には、未修飾の SqDNA-native では転写活性が変化しなかったのに対し、NaddA を修飾した

SqDNA-1～3、5～7 では転写活性が低下した。特に、NaddA を AT rich 領域に組み込んだ SqDNA-5～7 につい

て、CB[7]あり・なしの条件間で有意な差が見られた。本領域では、T7 RNA ポリメラーゼとプロモーター配列

がマイナーグルーブで相互作用することが知られている［6］。したがって、RNA ポリメラーゼは、CB[7]非存在

下では NaddA-T 塩基対を認識できたのに対し、CB[7]存在下では認識できず、転写効率が低下したと予想した。

そこで、AT rich 領域に NaddA を二か所修飾した SqDNA-8 を設計し、CB[7]および AdEdaの添加に基づく転写制

御を検証した（図 4b）。その結果、CB[7]の添加によって転写活性がほぼ完全に抑制された。さらに、CB[7]添加

後の SqDNA-8 に対して AdEdaを加えたところ、転写活性が添加前と同じレベルにまで回復した［7］。 
以上、ゲスト修飾アデノシンを用いることで、転写活性を可逆制御できることを明らかにした。CB[7]のホスト

-ゲスト相互作用は、生体条件下でも進行することが報告されている。本研究で開発した塩基対スイッチは、生体

深部における人工遺伝子の発現制御にも応用できると考えられ、安全性の高い遺伝子治療技術の開発につながる

と期待される。 

図 4．T7 プロモーター配列に NaddA を修飾した SqDNA の設計とホスト-ゲスト相互作用に基づく転写制御実験 
（a） CB[7]非存在下および存在下における SqDNA-1～7 の相対転写量。 
（b） NaddA 修飾プロモーターの AT-rich 領域と T7 RNA ポリメラーゼの予想相互作様式。 
（c） CB[7]および AdEda添加時の SqDNA-8 の相対転写量。 
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