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エテンアデノシン塩基を⾦属結合部位とした CuIIイオン集積 DNA ⼆重鎖の構造解析 

 

背景 

 

⾦属イオンをナノスケールで配列させることは、デバイスの⼩型化などにつなが

るため、ナノテクノロジーに不可⽋な研究である。⾦属有機構造体（MOF）をはじめ

とするボトムアップによる⾦属集積構造の開発は、エレクトロニクスからバイオナノテ

クノロジーに⾄るまで幅広い分野での応⽤が期待されている。⾦属イオンのナノスケー

ルでの配列は、適切な有機配位⼦を設計することにより実現できるため、様々な分⼦設

計や合成戦略が可能である。しかし、⾦属イオンを配列するための適切な有機配位⼦の

開発は、煩雑な合成⼯程のために依然として困難なことが多い。 

DNA 分⼦を鋳型とした⾦属イオンの配列化は、配列や⻑さをプログラム可能な

ため、⾦属ナノワイヤーを構築するシンプルかつ強⼒な戦略である。DNA ⾃動合成装

置を⽤いることにより、⾦属配位⼦型⾮天然核酸塩基を DNA 鎖内の任意の位置に組み

込むことができる。DNA ⼆重鎖内部で配位⼦型核酸塩基が⾦属イオンに配位して 2:1



錯体を作ることで、「⾦属錯体型

⼈⼯塩基対」を形成することがで

きる（図 1）。所属する塩⾕研究

室では様々な⾦属錯体型塩基対を

開発し、CuII、HgII、GdIII などの

⾦属イオンの⼀次元配列化を実現

してきた[1]。また、これらの⾦属

錯体型塩基対を利⽤して、DNA 三

叉路分岐構造の安定化[2]やアロス

テリック DNA 酵素(DNAzyme)の開発[3]など、⾼度な DNA 構造体の構築も⾏っている。 

⾦属錯体型⼈⼯塩基対の初期の研究では、O,O-⼆座配位⼦であるヒドロキシピ

リドン（H）などの完全⼈⼯核酸塩基が広く利⽤されてきた[4]。しかし、その多段階か

つ低収量の合成⼯程のため、ナノテクノロジーへの応⽤は限定的であった。⼈⼯核酸塩

基とは対照的に、修飾核酸塩基は広く研究されており、天然の類縁体から容易に誘導す

ることができるため、⾦属錯体型塩基対形成の優れた候補となると考えた。そこで私は、

修飾核酸塩基を利⽤して、DNA ⼆重鎖鎖中への⾦属イオンの集積化に取り組んでいる。

今までに、よく知られている損傷塩基である1,N6-エテノアデノシン（εA）を⾦属結合

部位として⽤い、CuII イオンを DNA ⼆重鎖内に集積・配列することに成功した。εA–

εA ペアを含む⼆重鎖は、CuIIイオンを加えることにより εA–CuII–εA 塩基対が形成さ

れ、熱的に安定化された。そこで私は、εA–εAミスマッチの数を変えた DNA ⼆重鎖を

合成し、εA 塩基の数に応じた CuIIイオンの定量的な集積化を実現した（図 2）[5-7]。 

 

 

 

 

 

図 1.  DNA ⼆重鎖内部での⾦属錯体型塩基対の形成の

模式図 

図 2. 1,N6-エテンアデノシン（𝛆A）を⾦属結合部位として⽤いた DNA ⼆重鎖内への CuIIイオンの集積化。 



課題 

 

このような⾦属錯体型⼈⼯塩基対の構造情報の解明は、これまでの研究のボトル

ネックの⼀つであった。特に、DNA を鋳型とした⾦属イオン集合体の構造解析は、

εA–CuII–εA などの塩基対の導⼊によって⽣じる⼆重鎖の構造歪みや、らせん性の変化、

⾦属-⾦属相互作⽤に関する重要な情報を解き明かすことになる。このような要因を理

解することは、⾦属錯体型⼈⼯ DNA を⽤いた分⼦デバイスの開発や、⾦属に応答する

⾼次DNA構造体の設計などの応⽤のために重要である。本研究で⽬的とするεA–CuII–

εA 塩基対を導⼊した DNA ⼆重鎖の構造解析は、⾦属錯体型⼈⼯ DNA の固相・結晶状

態における新しい化学を切り開くものと期待される。 

 

実験 

 

εA–CuII–εA 塩基

対を導⼊した DNA ⼆重

鎖 の 構 造 解 析 に向け

て、上智⼤学近藤研究

室 の 江 ⼝ 奈 津 実 さ ん

（M2）と共同研究を開

始した。近藤次郎准教

授の研究室では、AgI や

HgII を介した⾦属錯体

型塩基対を含む DNA ⼆

重鎖の結晶構造を報告しており、⾦属錯体型 DNA の結晶構造解析のノウハウがありま

す[8,9]。本研究では、まず結晶形成に適した DNA 配列を設計し、その後、塩⾕研究室

ですでに確⽴したプロトコルに従い DNA 合成と精製を⾏った。その後、近藤研究室に

おいて、DNA の結晶化に最適な条件（緩衝液、対カチオンなど）のスクリーニングを

スキーム 1. 本共同研究プロジェクトの研究の流れ 



⾏った。単結晶X線結晶構造解析は、つくばにある放射光施設フォトンファクトリーで

⾏った(スキーム 1)。 

 

結果と考察 

本項は、機密保持のため、未発表事項を⼀部省略している。 

(1) DNA の配列設計 

DNA 分⼦はポリアニオンであるため、⼀般に結晶化は⾮常に困難である。本研

究の最も重要なステップは、結晶化に適した DNA 配列の設計である。我々は全部で 5

つの DNA 配列を設計したが、この報告書ではそのうちの 2 つの配列について説明する。

最初に合成した 2 種類の DNA 鎖は、Dickerson-Drew 配列と呼ばれる 12 量体の配列

にならって設計した。Dickerson-Drew DNA（DDD）配列は、以下に⽰す利点をもつ

理想的な配列である。 

a) ⽣物学的に関連した配列であり、標準的な B-DNA 構造をとることが知られている。 

b) 結晶化に適したバッファー条件がすでに知られている。 

c) DDD 配列の結晶構造は広く研究されており、PDBデータベースからいくつかの構造

⽂献を得ることができる。実際、DNA の単結晶 XRD 解析の最初の報告は、DDD 配列

に基づくものである。 

d) DDD 配列の MD シミュレーションも広く研究されており、解析が容易である。 

DDD 配列に含まれる天然塩基を εA 塩基に置き換えることで、⾮天然の εA 核酸

塩基を含む DNA 鎖を設計した。⼆重鎖の中央に εA 核酸塩基を組み込むことで、両端

に天然塩基対が形成されて、安定な⼆重鎖を形成することを期待した。本研究で使⽤し

た DDD DNA 鎖の配列を以下に⽰す。 

1. DD-2eA: 5′–CGC GAεA εATC GCG–3′ 

2. DD-4eA: 5′–CGC GεAεA εAεAC GCG–3′ 

さらに、結晶構造解析の過程において異常分散法により位相問題を解決するため

に、5-ブロモウリジン（BrU）を導⼊した配列も設計した。 

 



2) DNA の合成と精製 

DNA の合成は、標準的なホスホロアミダイト化学による固相合成法で⾏った。1,N6-

エテンアデノシン（εA）および 5-ブロモウリジン（BrU）を含む DNA 鎖は、NTS M-

2-MX DNA/RNA 合成機で合成した。ウルトラマイルド合成試薬およびホスホロアミダ

イト（Glen Research 社）を⽤いて，DMTr-on モードで 1-μmolスケールで合成し

た。すべての DNA 鎖は、99%前後の良好な収率で得られた。 

固体担体からの切り出しと脱保護は、以前に最適化したプロトコルに従い、

25% NH3⽔溶液を⽤いて室温で 2.5時間⾏った。得られた DNA 鎖は、Poly-Pak™ II

カートリッジ（Glen Research 社製）を⽤いて、標準的なプロトコルにより脱トリチ

ル化および簡易⽣成を⾏った。さらに、逆相 HPLC で精製した（Waters XBridge C18

カラム。バッファー: A = MeCN, B = 0.1 M TEAA (pH 7.0) + 2% MeCN, 流速: 1 

mL min-1, 温度︓60 °C）。 

 

3) 同定  

合成した DNA 鎖は ESI-TOF 質量分析で同定した。この DNA オリゴマーを凍

結乾燥し、結晶化実験のために上智⼤学に送った。 

 

4) 結晶化条件のスクリーニング 

結晶化実験は、上智⼤学近藤研究室で⾏った。DNA の結晶化は、ハンギングド

ロップ蒸気拡散法により⾏った。DNA 試料溶液と沈殿剤とを含む液滴を、⾼濃度の沈

殿剤を含むリザーバーが⼊ったウェルに⼊れた。液滴の蒸発を防ぎ、液滴とリザーバー

の蒸気拡散の平衡を保つために、ウェルを密閉した。DNA 試料を含む液滴からリザー

バー溶液への⽔蒸気が拡散することにより、DNA 溶液は過飽和に達し、核⽣成と初期

成⻑が起こり結晶形成に⾄る。 

 

結晶化は、CuIIイオンもしくは AgIイオンの存在下、293 Kでハンギングドロップ蒸気

拡散法によって⾏った。DNA溶液（4 mM）を同量の 8 mM CuSO4または AgNO3と



混合した。試料溶液 1 µLと 50 mM 3-morpholinopropanesulfonic acid (MOPS) (pH 

7.0), 10 mM spermine, 10% (v/v) 2-methyl-2,4-pentanediol および 10–500 mM 

の⾦属硝酸塩を含む結晶化溶液 1 μL を混合し、結晶化液滴を調製した。液滴は 40% 

(v/v) の 2-メチル-2,4-ペンタンジオールを含むリザーバー溶液に対して平衡化し、結

晶化を検討した。各 DNA試料について、数⼗種類の結晶化条件を検討した。 

 

(5) 単結晶 XRD 測定による結晶構造解析 

結晶化を試みた 5 種類の DNA のうち、2 種類から良質の結晶が得られた。結晶

化の条件や配列情報については、未発表事項を含むためここでは公開しない。結晶は、

40%(v/v) 2-methyl-2,4-pentanediol を保護剤としてナイロンクライオループ 

(Hampton Research) にマウントし、液体窒素中に保存した。得られた結晶は、つく

ばのフォトンファクトリーに送り、単結晶 XRD 測定を⾏った。解析の結果、それぞれ

の結晶は異なる空間群を持っていることが判明した。しかし、これまでに構造を解いた

結晶は、いずれも⽬的の εA–CuII–εA 塩基対を含んでいなかった。現在、結晶化条件の

最適化と XRD測定の解析が進⾏中である。 
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