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緒論

コンピュータは,高度なデータ処理を可能にするだけでなく,さ まざまな電子機器に組

み込まれ,イ ンテリジェントな機能制御を可能にしている。コンピュータの本質は,多様

な事象から得られる信号であつても,デジタル情報として符号化されれば,同様の手続き

に基づいて処理できる点にあると考えられる。この特徴がコンピュータの応用範囲の拡大

につながっている。

生命現象においても,信号を取得して機能を選択し実行する仕組みが存在し,そ の過程

を情報処理とみなすことができる。その仕組みは,重要な解析対象であるとともに,工学

的な応用においても興味深い対象とされている。計測・観察技術の向上により,分子レベ

ルで生体システムの機能を解明する試みが進んでいるが,生体システムは生体分子が複雑

に相互作用してさまざまな機能を発現しているため未解明な部分も多い。また,生体分子

から人工的にシステムを構築し,それを検証することにより生体システムの解明につなげ

る合成生物学などの分野が注目されており,生体分子環境を効率よく制御する技術が求め

らている。これらの課題に対して,情報技術を適用することは有効と考えられる。電子コ

ンピュータが様々な分野で技術革新を可能にしてきたように,分子情報の効率的な取 り扱

いを実現する技術は,ナ ノサイエンス,ナノテクノロジー,医療,創薬など幅広い分野で

の貢献が期待できる。.

ナノスケール領域に情報技術を導入するためには,ナ ノスケール領域のその場で分子情

報を取得,処理,制御することが求められる。そのためには,ナノスケールで実装され ,

生体分子環境で動作し,分子情報を扱うことができる情報システムが必要となる。しか

し,既存の電子工学に基づ く電子コンピュータのスケールダウンでは,こ のような情報シ

ステムの実現は困難である。分子の特性やナノスケール領域での現象を積極的に利用す

る,ボ トムアップ的なアプローチが重要と考えられる。

DNAは高密度な情報記憶媒体でありの,生命現象は DNAに符号化された情報を再生

し,発展させる過程と捉えられる。1994年に,Adlemanは DNAを利用 した人工的なプ

ロセスに基づ く情報処理をデモンストレーションした3)。 分子反応により実現される大規



緒論

模な並列演算への可能性とDNAの安定性,多様性,相補性, 自律反応性から,DNAコ

ンピューティングに関する研究が盛んになったう。その後,生体親和性と微小なサイズを

生かして,DNAフ ラグメントや RNAを入力とする論理回路→や,分子状態により状態遷

移するオー トマトンの,つが示されている。これらの成果は,DNAの情報処理能力の高さ

を示している。また,DNAの他の生体分子と配列特異的に結合する性質は,相互作用す

ることや生体環境との親和性が高いことも有効な特徴である。これまでに,DNAを 利用

したナノデバイスが数多 く提案されておりめ, こうした DNAナノ技術は,ナ ノ情報シス

テムの構築に,有効な手法を与えると考えられる。

一方,光は,生体への侵襲性が小さいことから,生体分子環境へのアクセスに有効な媒

体である。また,光 と物質の多様な相互作用を利用すれば,外部から非接触に生体分子環

境へ働きかけることが可能である。さらに,利用可能な属性が多いことから,柔軟な分子

情報の取り扱いが期待される。これらの特徴は,外部環境とナノ情報システム間の情報通

信やエネルギー伝送のキヤリアとして有用であるの。

本論文は,光技術とDNAナ ノ技術を利用したナノプロセッサーフォトニックDNAプ

ロセッサー
10)の実装手法に関する研究成果をまとめたものである。DNAを利用すること

により,ナノスケール領域で生体分子に関する情報を取り扱うことが可能となる。また,

光と物質との相互作用の利用により,非侵襲かつ遠隔的に外界とナノプロセッサの情報通

信が可能となる。光技術とDNAナ ノ技術を融合し,セ ンサ,演算,アクチュエータ機能

を備えたナノスケールの情報システムの開発を行う。

第 1章では,フ ォトニックDNAプロセッサの概念とその実装のための要素技術を提示

する。ナノスケールのシステムを構成する上で,DNAの分子認識能と自律的反応は有用

である。それらの特徴を利用した,セ ンシング,情報処理、アクチュエータの基本原理と

研究開発の現状を示す。また,光技術の利用により期待できる効果と,本研究で利用する

光―DNA関連技術を説明する。その上で,フ ォトニックDNAプロセッサの概要を示し,

本研究の研究項目を述べる。

第 2章では,フ ォトニックDNAプロセッサの実装法について検討する。フォトニック

DNAプロセッサの実装には,セ ンシング,演算,出力の一連の動作をナノスケールで実

現することが求められる。実現のための要素技術として,分子センサ機能の光制御手法1⇒

とDNA構造変化を利用した状態遷移表現12)について検討する。その上で,光信号のタイ

ミングに従つて,DNAフ ラグメントを検知し,特定のフラグメントの有無を判断し,そ

の結果を蛍光信号として出力するナノマシンを提案する
10。 実証実験から,フ ォトニック



DNAプロセッサの基本動作が,光 とDNAを利用 して実装できることを示す。

第 3章では,演算機能の拡張手法として,蛍光共鳴エネルギー移動 (Flllroescence Res―

onance Energy Transttr,FRET)に よる信号処理を導入した DNA論理回路の構成手法を

検討する1う。DNA足場論理と呼ぶ,論理演算の実装手法を提案する。NOT,AND,OR

演算を含む論理回路の動作確認実験について説明する。また,演算性能評価のために反応

モデルを検討し,数値シミュレーション結果と実験による測定結果を示し,DNA足場論

理の特性を明らかにする。

第 4章では,DNA足場論理においてメモリ機能を実現するために,FRET回路に組み

込み可能なセット/リ セットフリップフロップを提案する1つ。蛍光分子の光制御による

FRETの変調を利用し,状態に応じて FRETのオン/オ フを切 り替えるフリップフロッ

プの動作原理とその実験結果を示す。繰 り返し遷移や状態保持を示し,遷移速度を評価

する。

第 5章では,DNA足場論理によるフォトニックDNAプロセッサ実装における,現状

での課題を示し,今後の展望を示す。

最後に,本研究で得られた成果を総括し,今後の課題についてまとめる。





第 1章

フォトニックDNA情報技術

1。 1 緒言

生体分子が関わる生命現象を支えるシステムは重要な解析対象であると同時に,そ の

メカニズムは工学応用的見地からも興味深い。生体分子環境を扱う上で,ナノスケール領

域へ適用可能な情報技術は重要な役割を果たすと考えられる。光は,生体への侵襲性が小

さく,生体分子環境の操作に有効な媒体である。また,光と物質の多様な相互作用を利用

することで,外部から非接触に生体分子環境へ働きかけることが可能である。しかし,伝

搬光を用いる場合には回折現象により操作スケールが制限されるため,生体分子スケール

の制御は容易ではない。一方,DNAは ワトソン・クリックの相補性に基づ く分子認識と

自律反応性から,ナ ノスケールの事象の取り扱いや構造体作製において,優れた材料とな

る。また,DNAは他の生体分子との相互作用や生体と親和性が高いことから,細胞内の

現象の解明や分子機能発現制御など幅広い応用が期待できる。

本章では,光 とDNAの特性を有効に利用して実現をめざすフォトニックDNAプロセッ

サ10の概要を示す。1.2節では,DNAの特性とその性質を利用して実現されるDNAナノ

情報技術を説明する。DNAの物理化学的な性質を利用することで,セ ンシング,情報処

理,ア クチュエーションが,ナ ノサイズで実装できることを示す。1.3節では,DNAナ ノ

情報技術に対して,フ ォトニクス導入による効果をまとめる。また,本研究で使用する

光―DNA関連技術を説明する。その上で,本研究で実装をめざすフォトニックDNAプロ

セッサの概念を示す。1.4節では、本研究の研究項目について述べる。
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― 水素結合

チミン (Tl アデニン (A)

図 1.l DNAの構造.(A)WatoSO‐ Crickの相補性。(B)二本鎖 DNAの模式図.

1。2 DNAを 用 いたナ ノ情報技術

1.2.l DNAの特性

DNAは,生物の遺伝情報の記憶媒体として,生体分子システムで重要な役割を担って

いるの。 4種類の塩基,アデニン (A),グアニン (G),シ トシン (C),チ ミン (T)の配列

を利用して,遺伝情報が保存されている。これらは,WatsOn―Clickの相補性に基づいて,

図 1.1(A)に示すように,Aは T,Gは Cと 特異的に水素結合する。相補的な配列をもつ

一本鎖 DNA同士は,選択的に結合して,図 1.1(B)に 示すように,二重螺旋構造を形成す

る。通常, この二本鎖 DNAは,螺旋 1周期あたり10。 5塩基対 (bp)であり,3.411mに相

当する16)。 また,二本鎖 DNAの直径は 2.O Ilmである16)。

熱力学的な考察により,塩基配列からDNA反応,構造形成を精度よく予測・設計で

きる。nearest― ndghbOrモ デルによって,DNA鎖がある二次構造を形成するときの熱力

学的パラメータ (△″,△S,△の が予測できる
17),loo DNAはもっとも安定な構造を形成

する。すなわち,最小の自由エネルギー△σmれ を求めることにより,与えられた配列の

構造予測を行える。ウェブ上では二次構造予測,配列設計ソフトウェアとして mfold10,

NUPACK20)等が公開されている。

DNA合成技術の向上に伴い,他の機能性分子を修飾して新しい機能をDNAへ付加す

ることが可能となっている。例えば,光異性化分子をDNAへ挿入すれば,光照射により
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DNAの結合が制御できる2⇒ -23)。 DNA構造の光制御12),2o,光駆動分子モーター2o,転写

制御による分子発現制御26)へ応用されている。また,ナ ノ粒子等を修飾したDNAと DNA

のナノ構造作成技術
2つ-3oを
利用して,分子スケールでの物質の位置制御が実証されてい

る3o,3o.ナ ノスケールでの物質の位置制御を利用すると,吸収,偏光などの光学特性が

調整できる3つ ,・381.

1.2.2 センシング

ー本鎖 DNAの配列選択的な結合は,生体分子や小分子検出のプローブとして広 く利用

されている。DNAだけでなく,RNA検出にも適用され,細胞内の空間分布の観察などへ

応用されている3o。 また,タ ンパク質と特異的に結合するアプタマー配列を利用すれば,

DNAプローブはタンパク質検出に使用できる4oo DNAチ ップのように,基板表面上へ

多数種類の DNAプローブを固定すれば,効率的に対象の配列特定や発現状態の診断がで

きる16)。 また,検体とDNAの結合により誘起される構造変化を,光学特性の変化に置き

換え,蛍光シグナルで取り出す分子ビーコンが提案されている4o。

1.2.3 情報処理

塩基配列の設計によりDNA反応をデザインすれば,そ の反応を利用 して数学的な処

理が実行できるの。DNA反応の大規模な並列性に着目し,有向ハミル トン経路問題助や 3

SAT問題4つなどのNP完全問題に対して,時間的に効率のよいアルゴリズムが提案され

ている。これらは,DNAの情報処理能力が優れていることを示している。また,DNAの

微小なサイズと生体との親和性を生かし,生体分子の信号を処理するナノスケール情報デ

バイスが提案されている。酵素反応や配列交換反応を利用して DNA反応系を設計するこ

とにより,分子の状態に応じて状態遷移するオートマトンや0,入力分子情報の論理判定

を行うDNA論理回路が提案されているつ。

1.2.4 アクチュエータ

DNA濃度変化に伴う平衡移動を利用して結合反応を制御することにより,DNA構造

を制御できる421。 これを駆動力として,様々な分子モーターが提案されている431。 また,

足場となるDNA上を移動するDNAウ ォーカーや44),ゥ ォ_カ ーの二次元構造上での移

動経路の切替が示されている4つ。DNA構造を分子機能と関連させることにより,分子環

境へのアクションが可能となる。例えば,プロモータ領域の一本鎖・二本鎖状態の制御に
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基づく転写制御が提案されている
4o。 これを利用することにより,タ ンパク質の発現が制

御でき,生体分子環境へのアクションが可能になる。

1.3 フオ トニ ック DNA情 報技術

1.3.1 光技術の適用効果

光を利用する分子デバイスは多 く提案されている47)。 光は,分子デバイスの駆動エネ

ルギーとして有用である。例えば,光誘起反応によリナノデバイスを駆動できる121。 こ

れは溶液環境を変化させることなく非接触に実行できることから,分子デバイスの応用範

囲の拡大につながる。また,光学デバイスの利用により,光照射強度は簡便かつ高速に変

調できる。レーザーの利用により,時空間的に限定された微小な領域での駆動制御が可能

である。これらの特徴は,外部環境からの分子デバイス制御における,光の情報・エネル

ギー伝送キャリアとしての有用性を示している。他にも,光照射により誘起される分子や

ナノ構造の応答を利用すれば,ナ ノシステムの状態を読み取るためのキヤリアとしても利

用できる。

1.3.2 ナノスケールの光学現象

光学システムのスケールや分解能は回折現象により制限される
48)。 しかし,光 とナノ

物質との相互作用を利用することにより,その制限を克服できる。分子やナノ粒子が光を

吸収して生じる現象は,ナ ノスケールの光―アクション変換デバイスと捉えられる。例

えば,熱変換によリナノスケール領域での熱源として機能が得られ,蛍光や電子への変換

により,あ る種の信号変換が達成される。他にも,光照射により誘起される分子構造変化

などは,ナ ノスケールのモーターとして機能すると捉えることができる。また,ナ ノ物

質の構造や蛍光分子の配置をナノメー トル精度で制御することにより,ナ ノスケールの

光学現象や光学特性をコントロールできる。これまでに,DNAを 利用した,吸光38),蛍

光5⇒,偏光に対する応答変化3つなどの制御が報告されている。以下では,本論文で使用

する光―DNA技術として,光異性化反応を利用したDNAの結合制御法と,蛍光共鳴エネ

ルギー移動 (FRET)の 関連技術について述べる。
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図 1.2 DNAへ挿入されたアゾベンゼンの光異性化 .

光異性化反応を利用したDNA反 応制御

アゾベンゼンの光異性化反応
4oを利用した,DNAの一本鎖/二本鎖状態の光制御手法

が提案されている2⇒.ァ ゾベンゼンは紫外光 (波長 35011m付近)を吸収してシス体に遷

移し,可視光 (波長 45011m付近)を吸収してトランス体に遷移する
22)。 図 1.2に示すよう

に,シス体とトランス体ではアゾベンゼンの構造が異なる4o。 _本鎖 DNAを構成するヌ

クレオチドの間にアゾベンゼンを挿入すると,そ の立体構造の違いにより相補鎖ヌクレオ

チドとの結合における融解温度 (Tm値)に差が生じる
5o。 ァゾベンゼンがシス体の場合 ,

二本鎖 DNAの結合は不安定になりTm値が低下する。一方,アゾベンゼンが トランス体

の場合の相補鎖との結合は,アゾベンゼンが挿入されていないDNAの場合と同じ程度の

安定性を持っており,Tm値はアゾベンゼン未挿入時と同等以上となる。このTm値の差

を利用すれば,紫外光と可視光を用いた光信号により,温度一定の条件下でのDNAの結

合と解離の制御が可能となる。

DNAの 自己組織化を利用した FRETデバイス

蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)と は,あ る蛍光分子から近接する他分子に励起エネ

ルギーが移動する現象である51)-5o。 ェネルギー移動速度定数た
■→Bは

,

9000。 c4ιη10

９
ｔ
９

°=l~°H  CiS form
3'

・平/JaO%0%た
ス→B=

128π 5ハ「47a
(1.1)

で表される57)。 ここで,Ⅳ4はアボガドロ数,7aは ドナーの蛍光寿命,φαはドナーの蛍光

量子収率,κ は配向因子,ん (ン)は蛍光スペクトル,60(ν)は吸光スペクトル,Rは ドナー

とアクセプタ間の距離,ン は周波数を示す。た
ス→Bが 0.5に なるときの Rは Fёrester半径

と呼ばれ,
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Ro : 0.218 lo,Q"r-n I ntx)ue).14 d)1rle (1.2)

と表せる5つ。式 (1.1)か ら,蛍光分子の種類 とそれらの相対的な位置関係により,FRET

伝達が制御できることが分かる。一般的に島 は,5-10nmで ある51)。

DNAの 自己組織化は,FRET制御のための蛍光分子の配置に有用である。これまでに,

複数の蛍光分子をDNAの 自律反応を利用して整列させ,その蛍光分子間で生じるFRET

を利用したナノワイヤが提案されている5→
-5つ
。また,DNA反応を利用した蛍光分子の結

合/解離のスイッチに基づ く,FRET経路の設定50ゃ FRETの動的なオン/オ フ制御5"

が提案されている。

1.3.3 フォトニックDNAコ ンピューティング

これまでのDNA情報技術は,自律反応を効果的に用いて,分子反応系内で全ての演算

や動作が実現されている。しかし,すべての演算や動作を分子反応系に組み込む必要があ

るため,処理内容が高度化するにつれて分子反応系の複雑化は避けられない。また,分子

拡散を利用し,確率的に進行する分子反応を,時間・空間的に制御することは困難である。

これを解決する手法として,外部環境と分子系とのインターフェースとして光を利用し,

光 とDNAを協調的に利用することによって分子レベルでの情報処理を実現するフォト

ニックDNAコ ンピューティングが提案されている10),60)。 フォトニックDNAコ ンピュー

ティングでは,あ らかじめ動作をプログラムしたDNA群をナノ領域で機能するエージェ

ントとして利用し,こ れらを外部からの光入力に従って駆動することによって分子情報処

理を実現する。ナノ領域においてはDNAの分子認識や自律反応を効果的に利用して分子

情報の処理や制御を行ない,それを外部環境から空間的かつ時間的に制御された光入力を

行なって駆動することにより,フ レキシブルな情報処理システムが実現できると考えられ

る。フォトニクスとDNA技術の融合により,DNAエージェントの局所・並列駆動が期

待できるだけでなく,ナノスケール領域での情報処理能力や物質の操作性の向上が期待で

きる。これまでに,汎用的な外部制御処理をナノスケールの分子群に対して実行すること

をめざした,光入力型 DNAオ ートマトンが提案されている6⇒。内部状態をDNA構造6の

や塩基配列6めに割り当てる手法が提案されており,光信号を用いた任意の制御プログラム

が構成できる。既存のDNA情報技術 と組み合わせることで,外部制御機構を付加した多

様な処理系の構築が可能となる。

10



1.3。 フォトニックDNA情 報技術

外界 (マクロ世界 )

fY,F *

ォトニック DNAプロセッサ
センサ    演算   アクチュ

らノ賞1' $
計測 ,変換  処理,決定 制御 ,変調

生体分子環境 (ナノ世界 )

図 1.3 フォトニックDNAプロセッサの概念 .

1.3.4 フォトニックDNAプ ロセッサ

フォトニックDNAプロセッサは,外界からの光信号に従って遠隔的に制御され,ナ ノ

領域において分子・環境情報をセンサにより取得し,プログラムされた演算処理を行い,

アクチュエータを介してナノ領域の分子・環境状態の改変や外部環境に対するアクション

を行う10。 フォトニックDNAプロセッサの概念を図 1.3に示す。生体分子データを処理

する情報的なプロセシングだけでなく,実在する生体分子を扱う物理的なプロセシングも

同時に行うことが特徴である。

一本鎖 DNAは,配列特異的にDNA,RNA,タ ンパク質等の生体分子と結合すること

が知られており,生体分子プローブとして広 く利用されている。特定の配列をもつ一本鎖

DNAは,その配列に対応する分子を認識して自律的に結合し,よ り安定な構造を形成す

る40)。 その結合により生じるDNA構造変化などを利用することにより,セ ンサ機能が得

られる。しかし, 自律的な結合だけで実現されるセンサ機能では,時空間的なセンシン

グや,繰り返し利用が困難である。光を媒体として外部から意図的に,信号やセンシング

に必要なエネルギーを伝送することにより, これらの課題は解決できる。

DNA計算の分野では,DNAの相補性を基にして巧みに反応設計することによって,分

子を入力とする論理ゲートや,論理ゲートを多段階にカスケード接続した論理回路が提

案 0実証されている8)。 DNA論理回路を利用すれば分子レベルでの情報処理,決定が可

能となる。光信号処理を導入すれば,演算に必要となる反応が簡略化され,演算時間の短

縮が期待できる。さらに,遠隔地点からの光信号を処理内容のプログラムに利用すること

が可能となれば,時空間的に変化する生体分子環境の状態に応じて処理内容を書き換える

など,適応性の高い制御の実現が期待できる。

出力

11
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アクチュエータ機能により,生体分子環境に対するアクションが可能である。例えば,

DNA構造を制御し,タ ンパク質発現を制御する手法などが開発されている4o。 また,DNA

構造を利用して蛍光分子やナノ粒子の配置を操作することにより,ナ ノ光学現象が制御で

きる。これにより,ナ ノ世界で得られた情報を光信号として外界へ出力することができ

る。その結果,DNA構造や DNAを利用して他の機能性分子・粒子の位置を制御するこ

とによって,様々なナノアクチュエータが実現可能である。その際,光は駆動エネルギー

や制御信号として利用できる。

1.4 本研究 にお ける研究項 目

本研究では,光の情報・エネルギー伝達におけるキャリアとしての能力の高さとDNA

のナノ材料としての優れた特性に着目した,フ ォトニックDNAプロセッサの実装法を検

討する。具体的な研究項目は以下のとおりである。

1.フ ォトニックDNAプ ロセッサのプロトタイプの実装 (第 2章 )

フォトニックDNAプロセッサは,外界からの光信号に従って,分子信号を取得し,処

理し,光信号として出力する。センシング機能の制御,DNA構造の光制御を利用した光

制御型センサを検証する。光制御を有効に示すために,一体化した構成によりすべての機

能を実現する方式が理想と考えられる。そこで,DNA構造を利用した状態遷移表現に着

目し,プロトタイプを検討する。

2.DNA足 場論理 (第 3章 )

DNA論理回路へ光信号処理の導入を検討する。足場となるDNA(足場 DNA)上に蛍光

分子を配置し,蛍光共鳴エネルギー移動を利用した信号処理による論理回路を検討する。

この手法をDNA足場論理と呼ぶ。論理演算に必要な信号処理を一つの DNA構造体で実

行する。入力分子の情報を蛍光分子の位置情報へ変換するための反応を検討する。NOT,

AND,OR演 算を含む回路の実装法を提案し,任意の論理演算の実装可能性を示す。ま

た,演算反応課程の並列性に着目したモデルを検討し,DNA足場論理の特性を明らかに

する。

12
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3.FRET回路におけるメモリ機能の実装 (第 4章 )

DNA足場論理に基づ く情報システムにおいてメモリ機能を実現するために,FRET回

路に組み込み可能なフリップフロップを検討する。セット/リ セットフリップフロップ

は,メ モリ機能を実現する上で重要な回路である。蛍光特性の光制御を利用して,FRET

回路中において機能する,セ ット/リ セットフリップフロップを検討する。内部状態と光

信号の入力に応じた状態遷移動作を確認する。

4.フ ォトニックDNAプ ロセッサ実装に向けたDNA足 場論理の拡張手法 (第 5章 )

フォトニックDNAプロセッサの実装に向け,DNA足場論理の拡張手法について検討

する。DNA足場論理では,任意の論理演算が実行可能であることを示す。その上で,回

路拡張における課題点について言及し,そ の解決手法を示す。また,第 3章で提案する

セット/リ セットフリップフロップをDNA足場論理へ応用し,フ ォトニックDNAプロ

セッサにおけるメモリ機能の実装手法を提案する。最後に,生体に応用する際に重要とな

るフォトニックDNAプロセッサのパッケージ化について検討する。
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第 2章

フォトニックDNAプ ロセッサプロトタイプの実装

2。1 緒言

フォトニックDNAプロセッサは,セ ンサ,演算,ア クチュエータ機能を備えるナノマ

シンである10。 ナノスケール領域で物理現象や物質に関する情報を扱う際には,いかに

して情報を取得し, どのような現象を利用して情報の表現・処理を実装するかが重要と

なる。本章は,DNAの 自律反応と光照射により誘起されるDNA構造変化を利用するこ

とにより,光信号に従って,分子情報を取得し,そのデータを処理し,結果を出力するナ

ノマシンを提案する。フォトニックDNAプロセッサに求められる一連の動作を実装する

このナノマシンをプロトタイプと位置づける。これにより,フ ォトニックDNAプロセッ

サに求められる基本機能が,光 とDNAを利用して実装可能であることを示す。分子信号

を入力とすることを想定し,DNAの分子認識能を利用 してセンサ機能を実現し,そ の情

報を取得する。DNA構造の変化を利用して状態遷移を表現し,情報処理を実装する。出

力は,DNA構造変化とそれに伴うFRETに よる蛍光信号の変調により得る。2.2節では,
DNA構造による情報表現を利用した状態遷移を実現する為に,光駆動型 DNAナ ノマシ

ンとその動作確認実験について述べる。2.3節では,分子情報取得のためのセンサ機能の

光制御について述べる。2.4節では,2.2,2.3節で示した要素技術を利用して,プロトタ

イプを実装し,外界からの制御可能なナノプロセッサの基本動作を示す。

2。2 光駆 動型 DNAピ ンセ ッ ト

2.2.l DNAピ ンセット

DNAピンセットは,フ ユーエル DNAと 呼ばれる一本鎖 DNAの投入に対応 して,DNA

で構成されたピンセット状の構造を変化させるDNAナ ノマシンである6う。DNAピ ンセッ

トの動作概要を図 2.1に示す。DNAピンセットは 3種類の DNAス トランドA,B,Cが

15



第 2章 フォトニックDNAプ ロセッサプロトタイプの実装

´
 ́   ｀

図 2.l DNAピ ンセットの動作概要 .

互いに結合することにより構成される。フューエルDNAであるストランドFや Fを加え

ることにより,Open構造とClosed構造を遷移する。Open構造 (図 2.1左)に Fが加えら

れると,B,Cの 一本鎖部分とFが結合し,Closed構造 (図 2.1右)へ変化する。Fは B,

Cと 比較して,Fと の相補配列部分が長い。このため,Fは ABC複合体よりもFと 結合

する方がエネルギー的な安定度が高い。Closed状態で Fを加えるとブランチマイグレー

ションが起こり,Fは B,Cの一本鎖部分から解離しながらFと二本鎖 DNAを形成する。

この結果,DNAピ ンセットは Open状態に戻る。フューエル DNA投入により引き起こ

される結合反応を駆動力とし,リ バーシブルな構造制御が可能である。ただし,1サイク

ルの駆動を行うとFと Fか らなる二本鎖 DNAが廃棄物として生成される。Open構造 と

Closed構造へ状態を割当ることにより,DNA分子入力に応じて状態遷移する状態機械 と

みなすことができる。

2。2.2 アゾベンゼンを利用した光駆動制御

DNAピンセットを光駆動させるためには,光によりDNAの結合/解離を制御するこ

とが求められる。DNAの結合/解離の光制御として,光を熱エネルギーに変換する手

法6o,65)ゃァゾベンゼンの光異性化反応を利用した手法2⇒ ,22)が示されている。本研究では

入手や調製の容易性から,アゾベンゼン挿入DNAに よるDNA反応制御手法を利用する。

本研究で提案するDNAピンセットの光駆動の概要を図 2.2に示す12)。 ストランドA,B,

・ヽ
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2.2. 光駆動型 DNAピ ンセット

一一

■シス体 ロトランス体

図 2.2 光駆動型 DNAピンセットの動作概要 .

C,Hから構成され,アゾベンゼンを挿入したHと Cの結合/解離を制御することにより

Open/Closed構造間の変化を光により制御する.DNAの逐次的な投入によるDNAピ

ンセットの駆動制御では,1サイクルごとに二本鎖DNAが廃棄物として生成されていた

が,提案するスキームでは生成されない.Open構造とClosed構造へそれぞれ状態を符号

化することにより,光入力に応じて状態遷移する状態機械とみなすことができる。

DNAピ ンセットの光駆動制御は報告例があるが2o, これは一本鎖 DNAと DNAピ ン

セット構造体の分子が完全に結合・解離することにより光駆動を実現している。本スキー

ムは,図 2。2に示すように,分離したDNAは分子間の反応ではなく,構造体の一部として

結合しているDNAの反応により構造が変化する。この特徴により,分子間の結合・解離

反応を利用した手法と比較して,動作効率が高く安定したナノマシン駆動が期待される。

2.2.3 動作確認実験

はじめに,ピンセット構造の光駆動確認実験を行つた。ピンセット構造の開閉状態を判

別するため,Aの両端に蛍光分子 (FAM)と 消光分子 (BHQ-1)を修飾し,FRETに よる蛍

光強度変化を測定した。FAMと BHQ-1は FRETペア分子であり,両者の距離に従つて

FRETが生じる。Open構造とClosed構造では蛍光・消光分子間の距離が変化し,FRET

効率,すなわち観測される蛍光強度に違いが現れる。まず,チューブ内の溶液中にストラ

ンドA,B,C,Hを混合し,DNAピンセットの構造を作製した。配列と各修飾位置は図 2.3

に示す通りである。各DNAス トランド合成,蛍光修飾,アゾベンゼン挿入はDNA合成会

社に依頼した。光照射と蛍光測定には,温度制御機能付き蛍光分光光度計 (JASCO,FP―

6200)を利用した。サンプルは60℃に保ち,紫外光照射波長は34011m(バ ンド幅:201rlm),
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第 2章 フォトニックDNAプロセッサプロトタイプの実装

5:」TGCCTTGTAAGAGCGACCATCAACCTGGAATGCTTCGGAT-3:
5:―GGTCGCTCTTACAAGGCACTCGTAACAATCACGGTCTATGCG-3'
51-GGAGttCCttACTGTCTGAACTAACGATCCGAAGCATTCCAGGT… 3:
5'― CGCATAGACCGttGATTGttTACCAGxCGxTTxAGxTTxCAxGAxCAGxTAGxGAxCTxCCttGCTACGA… 31

図 2.3 光駆動型 DNAピンセットの配列と修飾位置。Xはアゾベンゼン挿入位置を示す。

可視光 (44011m,バンド幅:2011m)に設定した。各光照射時間は 1分 とした。各光照射後

に,496nm(バ ンド幅:511m)で励起して,蛍光スペクトルを取得した。

図 2.4(A)に ,初期状態,紫外光照射後,可視光照射後の蛍光スペクトルを示す。初期状

態ではアゾベンゼンがシス体を形成するため,初期状態は Closed構造となる。そこへ紫

外光を照射すると蛍光強度が上昇した。これは,ピンセット構造が Open構造に変化した

ことを表す。その後,可視光照射後には蛍光強度がほぼ初期値まで低下,すなわち初期状

態の Closed構造に戻ったことが確認できる。繰り返し遷移制御を行った際の,FAMの蛍

光強度のピークをプロットした結果を図 2.4(B)に示す。遷移効率 Eを次式で定義する。

E=
Fuv - FInu,toI

(2.1)nn)rABC - rlni,tial

民′y,FItttをd,F4Bσ は,紫外光照射後,初期状態,ABCのみの場合における蛍光強度で

ある。繰 り返し操作中の Open構造への遷移効率は,25～ 28%の間でほぼ一定であった。

光 DNAピンセットの安定した繰 り返し動作は,ピ ンセット構造により状態遷移表現する

際に,重要な性質である。

2。3 分子センサ機能の光制御

2.3.1 分子センサ機能の光制御

特定の配列をもつ一本鎖DNAは,その配列に対応する分子を認識して結合する。その

結合により生じるDNA構造変化などを検出して分子センサ機能が得られる。つまり,分

子センサ機能の起動と停止のスイッチは,一本鎖DNAと 対象分子の結合と解離を制御す

れば実現できる。そのためには,一本鎖DNAの分子認識に必要な配列部位の露出 (起動)

と相補配列による被覆 (停止)を制御すればよい。センシング機能のオン/オフはDNAプ

ローブの露出/被覆を制御し行う。センシング機能は,分子間の結合を利用している。こ

の結合を制御すれば,機能のオン/オフを切り替えられる。図 2.5に示すように,プロー

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｈ
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図 2.4 DNAピンセットの動作確認実験。(A)各状態における蛍光強度。(B)繰 り返し操作結果.
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オン

対象分子

+

分子プローブ        露出

↓

日IHヨ ロHロ ロH 認識

オフ

+

HI口 HHH‖  被 覆

|

図 2.5 センシング機能のオン/オフ制御.

ブDNAが一本鎖状態,すなわち露出した状態であれば,対象分子と結合できる。この状

態はセンシング機能のオン状態とみなせる。一方,予めプローブDNAを相補鎖配列によ

り覆われた状態であれば,対象分子との結合を抑制できる。この状態はオフ状態とみな

せる。

単一のDNAのみの簡潔な構成で対象分子との結合と解離の光制御を可能にする,繰 り

返し利用可能な分子認識能の光制御手法を提案する。その概要を図 2.6(A)に示す。DNA

ヘアピン構造の開状態と閉状態を光制御することにより,分子認識能の起動と停止を光信

号に応じてスイッチする。光異性化分子であるアゾベンゼンを導入したDNAの結合・解

離反応を用いてヘアピン構造の光制御を実現する。紫外光を照射するとヘアピン構造が開

裂して分子認識部位が露出し,対象分子と結合する。そこへ可視光を照射すると,ヘアピ

ンDNAの自己結合力が増加し,元のヘアピン構造にリセットされる。この過程で対象分

子は,ヘアピンDNAか ら解離する。外部からの光照射により誘起される構造変化を利用

することにより,対象分子との結合/解離が制御できる。これにより,セ ンシングのタイ

ミングを光照射により決定でき,セ ンシング後は対象分子を放出できる。

さらに,Dual beacon40)の 動作原理を応用することで,光制御可能な分子センサが実現

できる。その概要を図 2.6(B)に示す。二種類の光制御型プローブを用意して,FRETペ

アのドナー分子とアクセプタ分子により,それぞれのプローブを修飾する。起動状態にお

いて対象分子が存在すると,プローブが対象分子と結合してFRETペア分子が近接する。

ドナー分子を励起すると,FRETにより,アクセプタ分子から蛍光信号が出力される。へ

アピン構造が閉状態へ戻り,停止状態に切り替わる際に,対象分子が放出される。外部か
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2.3.分子センサ機能の光制御

らの制御入力を持たない分子反応機構では,自律的な反応の進行に対して外部から意図的

な操作を行わない限り,セ ンシングの実行時刻の制御や繰り返し利用はできず,分子環境

の時系列データの取得は困難である。光信号による制御を導入する本手法では,時間制御

とリセットが簡易に実現できるため,分子環境の時間変化観沢1に適用できる。

2.3.2 動作確認実験

設計手法の動作を確認するため,DNA分子による実験を行った。デバイス本体として

アゾベンゼンを11カ所に挿入した 43塩基のヘアピンDNA(ス トランドH)を ,対象分子

として 13塩基の DNAフ ラグメント(ス トランドA)を用いた。動作確認には,蛍光共鳴

エネルギー移動 (FRET)に よる蛍光強度変化を利用した。ストランドHの 5'末端に蛍光

分子 (FAM)を修飾し,ス トランドAの 3'末端に消光分子 (BHQl)を修飾 した。分子認

識してス トランドHと Aが結合すると,FAMと BHQlが近接し,蛍光強度が低下する。

使用した配列,修飾を図 2.7に示す。

まず, ス トランドHを含む溶液を,温度制御装置を利用して 95℃から4°Cまで 2時間

かけて徐冷し,ヘアピン構造を作製した。その後,ス トランドAを加えて (各成分の最終

濃度:lμM),蛍光分光光度計 (JASCO,FP-6200)を 使用して,光照射と蛍光強度を測定し

た。光照射と温度制御のスケージュールを図 2.8に示す。まず,溶液を37℃の一定温度に

保ち 10分インキュベートした (Init皿 )。 次に,溶液を80℃に上昇させて紫外光 (340111n,
バンド幅 2011m)を 1分間照射し37℃へ急冷した (On)。 その後,可視光 (440nm,バンド

幅 2011m)を 1分間照射した (Of)。 このときの結果を図 2.9(A)に 示す。紫外光照射後に

蛍光強度が低下し,可視光照射後にはほぼ Illitialの値まで回復していることから,光照射

によるス トランドHと Aの結合・解離制御を確認できる。この結果は,DNAを利用した

分子認識能の光制御が可能であることを示している。

図 2.9(B)に ,光照射した場合と,温度制御のみで光照射しない場合の各状態の FRET

効率を示す。FRET効率は次式で定義した。

R=1-
F.れをtづd'

F,民れttづ配は,各状態と初期状態のFAMの蛍光強度ピーク値を示す。Rが上昇すると,対

象分子を認識し,ス トランドHと Aが結合ていることを意味する。温度制御のみの場合

では,FRET効率がほぼ0であることから,光照射がない場合,セ ンサ機能は停止状態を

維持することが分かる。また,図 2.9(C)に ,対象分子が存在する場合 (salnple#1),対

(2.2)
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図 2.6 光制御型分子センサの動作概要。(A)ヘアピン構造を利用した分子認識能の光制御:(B)光制御型

DNAセ ンサ。

H:5'―FAM‐ATCTGAACTAACGCTxTTxAAxGAttCTCTxCTxTAxAAxGCxGTxTAxGTxTCA‐ 3'
A5'―CGl~TAGl~rCAGAT‐ BHQl‐ 31

図 2.7使用した配列,蛍光修飾位置.
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図 2.8 温度制御と光照射タイミング.

象分子が存在しない場合 (salnple#2)の FRET効率を示す。対象分子が存在する場合は,

FRET効率は,紫外光照射後に上昇し,可視光照射後にはほぼ 0まで低下した。一方,対

象分子が存在しない場合,各光照射後においても,FRET効率はほぼ 0で一定であった。

これは,紫外光照射によリセンサ機能が起動されて対象分子を検出し,可視光照射後に停

止状態となって対象分子を放出し,元の状態へ戻っていることを示している。

続いて,光制御型分子センサの動作確認と性能評価を行つた。使用した配列と修飾位置

を図 2.10に示す。FRETペアとして,FAMと TAMRAを使用した。各状態での蛍光ス

ペクトルを図 2.11に示す。 ドナー分子であるFAMの蛍光強度が低下し,ア クセプタであ

るTAMRAの蛍光強度が上昇した。これは,二個のプローブが対象分子と結合し,FRET

が生じたことを表している。一方,可視光照射後は,蛍光スペクトルがほぼ初期値へ回復

した。これは,対象分子と解離し,初期状態へ回復したことを意味する。

図 2.12(A)は ,対象分子濃度と起動時の FRET効率の関係を示す。FRET効率が,対

象分子濃度の増加に伴い,上昇した。FRET効率の濃度依存性を利用することにより,対

象分子濃度の測定への応用が可能である。また,図 2.12(B)ヤ事,起動とリセットを繰り返

した際の,各状態でのFRET効率を示している。起動時には,ほぼ同じ値に達している。

また,リ セット後にはほぼ初期値まで回復した。センサ機能の性能を一定に保ち,繰 り返

し使用できることが分かる。図 2.13は ,繰り返し制御中に,対象濃度を増加 (A),あ るい

は,減少させた場合 (B)の蛍光信号変化を示す。濃度の増加は対象分子を投入して行い,

0.lμMから0.3μMへ変更した。FRET効率は,対象濃度の増加前後で,0.07から0.14へ

変化した。一方,濃度の減少は,対象分子の相補配列を投入して実装した。相補配列が対

象分子とすべて結合したと仮定すると,一本鎖状態にある対象分子濃度は,0.4μMか ら
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図 2.9 光制御型 DNAプロープの動作確認実験結果。(A)各状態の蛍光スペクトル。(B)光照射がある場
合,ない場合の各状態のFRET効率。(C)対象分子が存在する場合 (sample#1)と しない場合 (salnple#2)
の各状態におけるFRET効率.
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2.3.分子センサ機能の光制御

Sl:5'FAM―ATCTGAACTAACGCTxl~「xAAxGATCTCTxCTxTAxAAxGCxGTxTAxGTxTCA 3'

S2:5'CACxGTxACxATxGCTxTTxAAxGAttCTCTxCTxTAxAAxGCATGTACGTGCttA¨ TAMRA 3'

T: 5'CGttTAGTTCAGAttATCATAGCACGTACAttG 3'

cT:5'CATGTACGttGCTAttGATATCTGAACTAACG 3'

図 2.10 使用した配列,蛍光修飾位置。
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図 2.11 光制御型DNAセ ンサの動作確認実験結果。(A)各状態の蛍光スペクトル。(B)光照射がある場合
とない場合の各状態のFRET効率.エラーバーは試行数 3回の標準偏差を表す。
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図 2.12 光制御型 DNAセ ンサの特性評価結果。(A)濃度とFRET効率。(B)繰 り返し操作時の FRET

効率.

0.2μMに変化したことになる。対象濃度の減少前後で,FRET効率は0.17か ら0.12へ変

化した。各状態でのFRET効率は,図 2.12(A)の結果から求められる対象分子の濃度と一

致している。この結果は,光制御型分子センサが,対象分子濃度の時間変化のモニタリン

グヘ応用できることを示唆している。

2。4 プロトタイプの動作スキーム
2.4.1 動作スキーム

2.2節で示したピンセット構造を利用した状態表現と,2.3節で提案した分子認識能の

光制御手法を利用し,フ ォトニックDNAプロセッサのプロトタイプを提案する。プロト

タイプの構成を図 2.14に示す。ピンセット構造をベースとし,両端にアゾベンゼンを修

飾したヘアピン構造を配置する。光信号に従つたヘアピン構造の変化により,セ ンサ機能

の起動/停止を制御できる。紫外光を照射するとヘアピン構造が開状態へと遷移し,対象

分子との結合が可能となる。この状態をナノマシンの起動状態とする。演算機能は,ピン

セット構造変化を利用した状態遷移により実装する。活動時に対象分子が存在すれば,ナ

ノマシンと対象分子が結合してピンセット構造が Open状態からClosed状態へ変化する。

対象分子が存在しない場合,ピンセット構造はOpen状態を維持する。ピンセット構造の

状態が対象分子の情報を表す。ピンセット構造に蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)系を

0  0.1  0.2 0.3 0.4 0.5 0.6



2.4.プロトタイプの動作スキーム
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図 2.13 対象分子濃度 (A)増加時と(B)減少時の FRET効率.

導入し,状態変化に伴つて蛍光強度が変化するように設定することで,対象分子情報を蛍

光信号として出力するアクチュエータ機能を付加した。この結果,対象分子を検知し光信

号として取り出すことが可能となる。一方,可視光を照射すると,ヘアピン構造は閉状態

になり,ナ ノマシンは停止状態となる。このとき,結合力の差から対象分子はピンセット

構造から解離し,元の状態,Open状態ヘリセットされる。このプロトタイプナノマシン

は光信号に応じて,対象分子を認識し,対象分子の有無を半J断して,対象分子の情報を外

部環境へ出力することが可能である。

2.4.2 動作確認実験

フォトニックDNAプロセッサのプロトタイプの動作確認のため,分子実験を行った。

使用した配列を図 2.15に示す。まず,ス トランドA,B,C,Hを 混合して作製した。対

象分子濃度が lμM(salnple#2A)と OμM(sample#2B)の サンプルをそれぞれ用意

して各状態におけるFRET効率を比較した。ただし,紫外光照射時の温度は,ピ ンセッ

ト構造を維持できる60℃ とした。

測定した FRET効率を図 2.14(A)に 示す。sample#2Aでは,紫外光照射後にFRET

効率が上昇し,可視光照射後にはほぼ Initial状態の値 0ま で低下している。一方,sample

#2Bでは,各状態において,FRET効率は変化せず,ほぼ 0で一定であった。このこと

から,光信号に従つて分子情報を取得し,その結果に従って構造を変化させ出力する一連



第2章 フォトニックDNAプロセッサプロトタイプの実装
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⌒
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ノ
ー
＼
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Azobenzene

t Cis form

Cl Trans form

図 2.14 プロ トタイプの動作概要 .

A  A:exa488-ACAGTTTGTCCTCGGCATCAGCttGCCGttGCl「 TGCG―Alexa555

B  GCCCAGGACAAACTGTCttACTACCTCACxCTxAGxCTCTTCttGCxTAxGGxTGxAGxGTxAG

C  GTxATxGGx7‐「xCGxTTxAGttCTttCTCxTAxACxGAACCATACAACCGCAAAGCACGGCAGC
T  TGAGGttAGttAGG丁丁GttAttGGttT

図 2.15 使用した配列,蛍光修飾位置。

の動作が確認できた。また,図 2.14(A)か ら,性能が変化することなく,プロトタイプナ

ノマシンが繰り返し制御可能であることが確認できる。

DNAのピンセット構造を利用して対象分子の有無を認識できることは示された。ただ

し,ピンセット構造の二状態を使用して一種類の分子を対象とする本プロトタイプの構成

では,演算の拡張は困難である。また,セ ンサ・演算・アクチュエータの一連の機能が,

DNA反応に基づくため,対象分子が変更になるとその都度,すべての塩基配列の再設計が

求められる。高度な情報処理をフォトニックDNAプロセッサにより実装するためには,

演算機能に拡張性があり,各機能のモジュール化が可能な実装手法が好ましい。
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2.4. プロトタイプの動作スキーム
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図 2.16 プロトタイプの動作確認実験結果。(A)各状態のFRET効率。(B)繰 り返し動作確認。
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第 2章 フォトニックDNAプ ロセッサプロトタイプの実装

2。5 結言

フォトニックDNAプロセッサは,分子系外部からの光信号を介して時空間的かつ遠隔

から分子情報の解析や制御を可能にするナノマシンである。本章では,フ ォトニックDNA

プロセッサのプロトタイプの実装について述べた。実験結果から,同プロトタイプが光信

号に従つて,対象分子情報の取得・処理・制御を,分子間の相互作用を利用して実装可能

であることを確認した。
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第 3章

DNA足場論理

3。1 緒言

DNA論理ゲートは,分子サイズの構成で論理演算を可能にすることから,ナ ノ情報シス

テムにおいて重要な役割を果たすと考えられる。DNA反応を有効に利用することにより,

これまでに多 くの DNA論理ゲートの構成手法が提案されている6o-7助。さらには,分子

シグナルを入出力とする論理ゲートを接続することにより,DNA論理回路が構築可能で

ある5),73)イつ。大規模な演算回路が実装できるがり'7り ,演算に長い反応時間や多量のDNA

を必要とする,空間的な制御が困難であるなどの問題がある。この要因の一つとして,演

算に分子シグナルの拡散に基づいた連鎖的な反応が必要な点が挙げられる。一方,生体分

子システムでは,足場タンパク質により,複雑な制御や早い応答が実現されている70。 こ

れは,シ グナル伝達に必要な分子を足場タンパク質上へ局所的に収集して,効率的にシグ

ナル伝達することで達成される7つ。

本章では,足場タンパク質による局所的なシグナリングを参考にした,新しいDNA論

理回路の構成手法一DNA足場論理一を提案する。足場 となるDNA(足場 DNA)上に,分

子入力に応じてシグナル経路を構成 し,伝達結果により出力を得る。足場 DNA上のシグ

ナル伝達には,FRETを 利用する。演算のための分子反応は,入力の分子信号に従って,

足場 DNA上へ蛍光分子を配置する過程でのみ必要となる。論理演算に必要な信号処理は

FRETに より実装するため,連鎖的な分子反応が必要なくなる。このため,演算に必要な

反応時間の短縮や少量 DNAでの演算実行が期待できる。3.2節では,蛍光分子配置を利

用した入力分子のコード化手法と,その反応系を示す。また,NOT,AND,OR演 算の

実装法につい説明する。3.3節では,実証実験において,提案手法の実証実験 と回路の拡

張性を示す。3.4節では,反応モデルを検討し,実験 との比較・検証により,DNA足場論

理の特性を明らかにする。
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OFF

図 3.1 蛍光分子の位置制御によるFRETシ グナル制御.

3。2 DNA足 場論理の構成

3.2.l FRETに基づく信号処理

FRETは ,ある蛍光分子から近接する他分子に励起エネルギーが移動する現象である。

従来のDNA論理回路に利用される連鎖的な分子反応とは異なり,FRETは一つのDNA

構造内で高速なシグナル伝達を可能にする。エネルギー移動効率は蛍光分子の種類と位

置関係に依存するため,こ れらを選択・制御することによりFRET伝達が制御できる。

図 3.1に示すように,入力に応じて足場DNA上の蛍光分子を配置/除去することにより,

FRETに よるシグナル伝達のオン/オ フをスイッチする。FRET可能な距離にFRETペ

アの蛍光分子が足場 DNA上へ配置されている場合,FRETが生じてシグナル伝達がオン

状態となる。一方,足場 DNA上から除去された状態では,FRETが生じないため,シグ

ナルは伝達されない。

入力信号は,分子入力を想定しているので,入力分子に応じて足場 DNA上への蛍光分

子の配置を制御する必要がある。入力信号に基づいて足場 DNA上へ FRET経路を構築

し,FRETに基づ く信号処理により演算結果を得る。その概要を図 3.2に示す。励起蛍光

分子を励起したとき, 出力蛍光分子が FRETを介して励起されるか否かにより,出力の

1/0を表現する。入力信号が条件を満たす場合,FRET回路が完全に構成され,出力蛍

光分子が励起され蛍光信号が出力される。この状態を出力 1と する。与えられた論理条

件を満たさない場合は,FRET経路が完全に構成されず,出力蛍光分子が励起されない。

この状態を出力0とする。足場DNA上での局所的なFRET現象により,論理演算に必要

な信号処理が実行できる。

ＦＲＥＴ

訴

一
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3.2.DNA足場論理の構成
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図 3.2 DNA scafFold loglcの概要 .

3.2.2 蛍光分子の配置制御

足場 DNAへの蛍光分子の配置は,コネクティングDNA(図 3.3(A))と ディスコネク

ティングDNA(図 3.3(B))を 使用して制御する。コネクティングDNAと ディスコネク

ティングDNAに は,蛍光分子が修飾されており,認識領域とアドレス領域により構成さ

れる。認識領域は入力分子を認識し,ア ドレス領域は足場 DNA上に用意したサイトヘの

結合を指定する。コネクティングDNAは,入力分子が存在しない場合,閉じたヘアピン

構造を形成する。この状態では,ア ドレス領域が覆われた状態になるため,コ ネクティン

グDNAは足場 DNAか ら解離した状態を維持する。そのため,蛍光分子は足場 DNAに

配置されない。入力分子が存在する場合,コ ネクティングDNA(図 3.3(A))は 入力分子

と結合し,ヘアピン構造が開いた状態となる。この状態では,ア ドレス領域が一本鎖状態

となるため,足場 DNAと結合する。その結果,足場 DNAへ蛍光分子が指定された site

へ配置される。ディスコネクティングDNA(図 3.3(B))は ,入力分子が存在しない場合,

足場 DNA内の指定されたサイトヘ結合する。入力分子が存在する場合では,認識領域と

結合して直線的な構造を形成することにより,足場 DNAか ら解離する。これらの構成に

より,入力分子の有無に応じて,蛍光分子の配置/除去状態を制御できる。

3.2.3 AND,OR,NOT演 算の実装

コネクティングDNAやディスコネクティングDNAの構成により,入力の分子種,配

置する蛍光分子,足場 DNA上の配置サイ トを予め指定することができる。これらの組み

合わせにより,入力分子に対する,足場 DNA上でのシグナル伝達経路を自由に設定でき
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一
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O : fluorescent molecule

図 3.3 各機能分子の動作スキーム。(A)コ ネクティング DNA,(B)デ イスコネクティングDNAの動作
スキーム.RR:認識領域,AR:ア ドレス領域.
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3.3.実証実験
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図 3.4 FRETシ グナリングによる演算実装方法。(A)AND演算,(B)OR演算.

る。FRETペ ア分子を隣り合うサイトに配置することは,FRET伝達経路を直列に接続

することに対応し, AND演算が実装できる。 (図 3.4(A))一方,異なる分子種で表され

た複数の入力に対して,同種類の蛍光分子を同サイトに配置することは,FRET伝達経路

を並列に接続することに対応する。これにより,OR演算が実装できる (図 3.4(B))。 ま

た,ディスコネクティングDNAに よる入力とシグナル伝達の関係を利用するとNOT演

算が実装できる (図 3.3(B)).乗法標準形で表された任意の論理式が実装可能であること

から,原理的には任意の論理演算が実行できる。

3.3 実証実験

3.3.1 コネクティング DNAと ディスコネクティングDNAの 動作確認

DNA足場論理の原理を検証するため,まず,コネクティング DNAと ディスコネクティ

ングDNAの動作原理の確認を行つた。入力分子として 15塩基の一本鎖 DNA(ス トラン

ド11),足場 DNAと して 13塩基の一本鎖 DNA(ス トランドSq)を調製した。コネクティ

ングDNA(ス トランドCl)と デイスコネクティングDNA(ス トランドDl)に は蛍光分子 ,

FAM,足場 DNA(ス トランドSq)に は消光分子,BHQlを修飾し,足場 DNAに蛍光分子

が結合すると蛍光強度が低下するように設定した。使用した配列と蛍光修飾を図 3.5に示

す。蛍光分光光度計 (」ASCO,FP-6200)を 使用し,入力に対する蛍光ピーク強度の時間
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Sq: 5'CTTCGGCAGAGCG―BHQ1 3'

Sl: 5'CAttCGGGttGAGCGC丁 丁CGGCAGAGCG 3'

S2: 5'GCAACTATGACCGCATCGGGTGAGCGCttTCGGCAGAGCG 3'
Cl:5'FAM― CGCTCttGCCGAAGGCAGAGCGCCACTTACAA 3'

C2:5'Alexa546-CGCTCACCCGAttGGGTGAGCGCttCAAGGATT 31

C3:5'Aiexa546¨ CGCTCACCCGAttGGGTGAGCGAGGTAGTttG丁 3'

C4:5'Alexa59牛CGCTCAttAG丁丁GCttATGAGCGAGGttAGttTG丁 3'

Dl:5'FAM― CGCttCttACCACl「ACAAACCCGAAG 3'

H: 5'丁丁GttAAGttGGCGCTC 3'

12: 5'AATCCttTGAGCGCTC 3'

13: 5'ACAACTACCttCGCttC 3'

図 3.5 使用したDNA配列と蛍光修飾位置.

変化を測定した。入力分子濃度が4μMの場合を入力 1,OμMの場合を出力0と し,他

分子の最終濃度は lμMと した。

図 3.6(A)に コネクティングDNAに対する結果を示す。はじめ,ス トランドClのみを

含むサンプルを含む溶液を用意した。そこへ,ス トランドSqを混合した。混合後の蛍光

強度は混合前とほぼ同レベルであった。これは,ス トランドClが閉状態にあり,ス トラ

ンドSqと 結合していないことを示している。 さらに,ス トランド11を加えると,蛍光強

度が低下した。これは,Clが Sqへ結合していることを表している。以上の結果は,入力

1の場合に,コ ネクティングDNAと足場 DNAが結合して,蛍光分子が足場に配置され

たことを示している。

図 3.6(B)に ディスコネクティングDNAに対する結果を示す。はじめ,ス トランドDl

のみを含むサンプルを含む溶液を用意した。そこへ,ス トランドSqを混合すると,蛍光

強度は低下した。これは,ス トランドDlがストランドSqへ結合したことを表している。

さらに,ス トランド11を加えると,蛍光強度がほぼ初期値まで回復した。これは,ディ

スコネクティングDNAと入力分子が結合することにより,蛍光分子が足場 DNAか ら除

去されたことを示している。以上の結果から,コ ネクティングDNAと ディスコネクティ

ングDNAに より,蛍光分子の足場 DNAへの配置が制御できることが実証された。

36



3.3. 

…

5   10   15
■me lX100 S)

+Sq     +11

5    10
time lx1 0o o

図 3.6各機能分子の動作確認実駐  (A)コネクティングDNム lB)デイスコネクティングDNA・

セ
ー
∝
∞
０‥４
０・１２

０

０
　
　
　
（５
●
８
ｃ８
ｏＯ」３
Ｆ

‐・２

１

０・８

０・６・
畔

０・２

０

０
　
　
　
３
じ
Φ８
８
３
８
事

↓      ↓

37



第 3章 DNA足 場論理

httt 
ヽ十    ■
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曖
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site I site 2

O:Alexa 546 (reporting molecule)

図 3.7 fl∧ ∬2の演算反応.

3.3.2 AND演算

AND演算を確認するため,二種類の一本鎖 DNA,ス トランド11,12を入力分子とし

て,11∧ f2を実行した。反応スキームを図 3.7に示す。FRETペアとして,FAMと Alexa

546を使用した。ストランドClは,ス トランド11を検知し,FAMをサイト1へ配置する。

ストランドC2は ,ス トランド12を認識し,Alexa 546を サイト2へ配置する。(1,1)入

力の際に,FAMと Alexa 546が DNA scaffoldに 結合する。このときのFAMと Alexa 546

の修飾位置間は 13 bpあ り,その距離は 4.6nmと 求まる。FAMと Alexa 546の Fёrstor

半径は 6.4111mで あるため,FRETが生じる十分に近い距離にある。このとき,FAMから

FRETに より励起エネルギーが移動し,Al∝a546が励起される。この状態は出力 1と な

る。他の場合は,FAMと Alexa 546の 少なくとも一方は足場 DNAに結合していない状態

となり,FRETは生じず,Alexa 546は 励起されない。この状態は出力 0と なる。

各入力後の蛍光スペクトルを図 3.8(A)に 示す。(1,1)の場合のみに,FAMの蛍光強度

が低下し,Alexa546の 蛍光強度が上昇した。(1,0)の場合に,FAMの蛍光強度が低下した

理由はDNA塩基の消光作用が考えられる。出力を,出力分子の蛍光ピーク波長での入力

前後での強度変化 (△F)と して評価した。その結果を図 3.8(B)に示す。(1,1)の 場合に,

著しく上昇していることがわかる。負の値になっている理由として,入力によるサンプル

体積の増加による濃度低下が考えられる。この結果は,異なる入力分子に対して,FRET
ペアの蛍光分子を隣り合うサイトに配置することにより,適切にAND演算が実行できる



3.3. 実証実験

(A)

(B)

今
５
．ｏ
）
一５
Ｑ
一５
０

図 3.8(A)各入力に置ける蛍光スペクトル.(B)∬ 1∧ 」2の △F.

ことを示している。

3.3.3 0R演算

OR演算の確認として,三種類のストランド11,12,13を入力として,11∧ (12∨ 」3)を

実行した。反応スキームを図 3.9(A)に 示す。11∧ r2において用いた反応系に対して,ス

トランド13を認識してAlexa 546を サイト2へ配置するストランドC3を加えた。ストラ

ンド12ま たは 13が存在すると,Alexa 546がサイト2へ配置された状態になる。これに

より,12と 」3の OR演算が実行できる。(1,1,0),(1,0,1),(1,1,1)入力の際に,FAM

とAlexa 546が足場 DNAに結合する。この場合のみ,FAMか らFRETに より励起エネ
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ルギーが移動し,Alexa 546が励起される。この状態を出力 1と する。他の場合は,FAM

とAlexa 546の 両方が足場 DNAに結合していないことから,FRETは生じず,Alexa 546

は励起されない。この状態を出力 0と する。

各入力に対する蛍光強度を図 3.9(B)に示す。(1,1,0),(1,0,1),(1,1,1)の 場合に著

しく蛍光強度が上昇していることが分かる。一方,他の場合は,ほぼ 0であることから,

11∧ (12∨ 」3)が正確に行われていることが分かる。

3.3.4 NOT演算

NOT演算は,ディスコネクティングDNAを使用することにより実装できる。¬fl∧ f2

の系を図 3.10(A)に示す。11∧ 12において用いた反応系のストランドClをストランドDl

へ変更する。ストランドDlは ,ス トランド11を認識するとFAMを サイト1から解離さ

せる。これにより,NOT演算が実行できる。この場合,(0,1)の場合において,FRETに

より,蛍光強度が上昇する。各入力に対する蛍光強度を図 3.10(B)に示す。(0,1)の場合

に著しく蛍光強度が上昇していることが分かる。一方,他の場合は,ほぼ 0である。ディ

スコネクティングDNAの使用により,NOT演算を含む論理演算を正確に実行できるこ

とが示された。

3.3.5 FRET接続の拡張

FRET接続が拡張できることを確認するため,多段階の FRETを利用し,」 1∧ J2∧ f3

を実装した。演算反応系を図 3.11(A)に 示す。蛍光分子は,FAM,Alexa 546,Alexa 594

を使用した。11∧ 」2において用いた反応系に対して,ス トランドSlから3つのサイトを

持つストランドS2へ変更した。また,ス トランド11を認識するとAlexa 594をサイト3

へ配置するス トランドC4を導入した。図 3.11(B)に示すように,(1,1,1)入力の場合に

出力強度が上昇していることが分かる。多段階の FRETを 利用することにより,回路の

拡張が可能であることが示された。(0,1,1),(1,0,1)の場合に,出力強度が若干上昇し

ている原因として,Alexa 546が励起されること,FAMと Alexa 594間の FRETが考え

られる。蛍光分子の構成や,励起波長の設定により,改善できる。

J
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Input

1l          Cl

+
12          C2

+
13          C3

● :FAM lnttiaJng molecule)

(B)

site I site 2

O: Alexa 546 (reporting molecule)
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図 3.9 rl∧ (2∨ 」3)の (A)演算反応と(B)出力信号。
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図 3.10 ¬」1∧ ∬2の (A)演算反応と(B)出力信号.
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3。4 特性評価

3.4.1 反応モデル

DNA足場論理では,処理に必要なコンポーネントを足場DNA上に集めて,処理を実

行する。分子で表された入力信号を蛍光分子の配置情報へ変換する際に,DNA反応が必

要となる。一方,信号処理を実装するFRETは ピコ秒オーダーの現象78)でぁり,DNA反

応と比較して極めて高速である。従って,演算時間は,入力分子―蛍光分子配置の変換反

応過程に律速であると考えられる。

DNA足場論理では,図 3.12に示すように,各サイトに並列かつ独立に反応が進行す

ると考えられる。ドdを足場DNAの初期濃度,p配』を足場DNAのすべてのサイトに結

合した濃度とする。また,足場DNAのサイト数をηとする。ここでは,コネクティング

DNAによる符号化について検討する。出力蛍光はドall,励起光強度,FRET効率に依存

する。ストランドIを を認識し,サイトs′ 全の蛍光分子の結合を指定するコネクテイング

DNAを Ct,′ と表す。コネクティングDNAの反応は,図 3.13に示すように,入力分子と

結合,足場 DNAと の結合の二段階と考えられる。

C,′ 十島ム Q′ 。島

Q,′・島+S′ → C,′・ム。S′

ここで,・ は結合を表す。それぞれの反応速度方程式は,反応速度定数た1,た 2,

用して,

(3.2)

た-2を不U

(3.3)

(3.1)

(3.4)

(3.5)

岳降√珂=可鋼□

れ √周
=研Qだ 鋼 一たJQだ 周

と書ける。サイトs′ に蛍光分子が結合している確率を島 とすると,

島=屏
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図3.13 コネクティングDNAの反応過程.

と表せる。ここで,各サイトごとは並列かつ独立に反応するという仮定のもとでは,

I島』=I乱 ]・ Plo P2… …°鳥          (3.6)

と表せる。[乱』の場合に蛍光出力分子から蛍光が出力される。

島
“
,つまり出力応答が入力濃度,足場DNA濃度に依存する。平衡状態を考えると,式

(3.3),(3.4)の左辺は0となり,Lit=o,lSp・ lt=oを入力分子の初期濃度,サイトiの初期濃

度とすると,

[島]t=o=[Q,′・島l+[α」・島・ヵ]          (3.7)

site n

DNA scaffold

図 3.12 DNA足場論理の反応モデル.

_コニゝ 。

卿 ぬ っ
+
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[跳]=卜′]t=o=卜′〕十[C,′・島。S′ ]

となることから,平衡時の [o,′・島・S′ legは

(3.8)

附 %司 eげ          0

と求まる。ここで,α =ん_2/た2と している。従って,島 は,初期濃度 LIt=。 ,卜′lt=oに

より調整できることが分かる。鳥
“
は烏に基づく関数であることから,入力濃度,足場

DNA濃度の調整により,出力応答が制御できることが分かる。

3.4.2 モデルパラメータ

た1,た2,た-2を 実験により測定した。使用した反応系を図 3.14に示す。た1は,蛍光分子

(FAM)を修飾したストランド11と逆末端に消光分子 (BHQ-1)を修飾したストランドClq

を混合し,蛍光強度の時間変化を測定した。た2,た 2は ,あ らかじめストランドClと 11を

結合させた状態のサンプルに,ス トランド島 を加え,蛍光強度を測定した。最終濃度はす

べて,0.lμMと した。それぞれの結果を図 3.15に示す。最小自乗法に基づいて,式 (3.3)

または式 (3.4)と フイッテイングし,算出した。た1=3.4× 106 M ls l,た 2=7.2× 104

M~ls l,た 2=4.8× 10 4s lと 求まった。数値シミュレーションでは,こ れらの反応速

度定数は,入力,コ ネクティングDNA,サイトの種類に関わらず,同一の値であると仮

定した。

3.4.3 シミュレーション結果

図 3.16(A)に 各最終濃度 0.2μMにおける,各サイト数での [凡
“
]時間変化の計算結果を

示す。接続数が増加すると,I亀
“
]濃度は低下する。0を ι=oに おける濃度,1を平衡状

態にある濃度として規格化した結果を図 3.16(B)に示す。この規格化した蛍光強度を出力

値 とした。ι。.5は出力値が 0.5と なる時間を示す。接続数とι。.5の関係を図 3.16(C)に 示

す。分子シグナルによる信号伝送で実装されたDNA論理回路では,ゲートの接続段数と

演算時間がほぼ線形である結果が示されている
7⇒,7oo DNA足場論理では,演算に必要な

DNA反応は入力情報の符号化過程であり, この過程は足場 DNAの各サイトに対して並

列的に進行する。この結果,図 3.16(C)が示すように,演算に必要なサイト数の増加に伴

い演算時間の増加が抑えられると考えられる。
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図 3.16 演算反応時間に関するシミュレーション結果。(A)[亀ι」の時間変化と(B)出力の時間変化。(C)

演算に必要なサイト数Ⅳ とt。 .5o
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(A)
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図 3.17 出力応答のシミュレーション結果。(A)[亀況]または (B)出力と入力濃度の関係.

」l∧ f2を実行する際の,[乱1,I亀』と入力濃度の関係の計算結果を図 3.17(A)に 示す。

入力濃度に依存し,出力が最大となる足場の濃度条件が異なる。また,出力最大値で規

格化した結果を図 3.17(B)に示す。それぞれの出力が最大となる [島]は,入力濃度が 0.5,

1,2μMの場合に,0.56,1.06,2.lμ Mと なった。[乱]に よって,出力応答のピークが調

整できることが示された。

3.4.4 実験結果

サイト数 Ⅳ =1,2,3に おける,蛍光出力変化を図 3.18(A)に 示す。N=1は ,足場

DNAと してストランドSqを使用して測定した。Ⅳ =2,3は ,11∧」2へ (11,12)=(1,1),

11∧ 12∧ 13へ (11,12,13)=(1,1,1)に対応する分子を入力した際の,出力蛍光分子の蛍

光強度ピークを抽出してプロットした。oを投入前の出力蛍光分子の蛍光強度,1を最大

蛍光強度として規格化した。tO.5の測定値を図 3.18(B)に 示す。Nの増加に従い,ι。.5の
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図 3.18 演算反応時間に関する分子実験結果。(A)接続数Ⅳ と出力時間変化の関係。(B)接続数Ⅳ とι。.5

の関係.

◆ Experiment([nputl=0.5μ M)

● Experiment(Fnputl=2μ M)

‐――Fitting(Fnput]〓 0.5μ M)
―――― Fitting([inputl=2μ M)

012345678
DNA scaffold concentration(μ M)

図 3.19 1跳 lの調整による出力応答の制御。

増加が抑えられている。実験においても,接続数の増加に伴い,演算時間の増加が抑えら

れることが確認できた。

足場濃度と出力の関係を図 3.19に示す。図3.17の結果と同様に,出力信号が最大とな

る条件が移動していた。図中の曲線は,各濃度に対する数値シミュレーション結果を利用

している。精度よく一致していることから,実験においても,足場濃度の調整のみの簡単

な操作により,応答出力が調整できることが示された。
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3.5。 結言

3。5 結言

FRETを利用した信号処理に基づ く分子論理回路構成手法として,足場 DNA論理を提

案した。DNAの 自己組織化を利用 して,入力分子情報を蛍光分子の位置情報へ変換し,

FRETに よる信号処理に従って出力を得る。実験により,ブール代数完全系である,AND,

OR,NOT演 算を含む回路の動作を確認した。また,多段階の FRETを 利用することに

より,回路の拡張可能性を示唆する結果を得た。DNA足場論理では,演算に多段階の連

鎖的なDNA反応は必要ない。これは, これまでの DNA計算には無い特徴である。実験

において,接続数増加に対して,演算反応時間が押さえられることを確認し,本手法の有

効性を示した。今後,FRET回路を構成する蛍光分子や,各配列の最適化により,回路の

拡張や演算に必要な反応の高速化や高効率化が期待される。
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第 4章

FRET回路におけるメモリ機能

4。1 緒言

順序回路は,内部状態と入力信号の組み合わせにより出力が決定される回路であり,複

雑な情報処理を可能にする。順序回路を実装するためには,内部状態を保持するメモリ機

能が必要となる。フリップフロップは,1ビ ットの情報を保持可能な回路であり,順序回

路の基本要素である。本章では,DNA足場論理に基づく順序回路を実現するために検討

した,FRET経路中で機能するセット/リ セットフリップフロップについて述べる。4.2

節では,光活性制御可能な蛍光分子を利用した,フ リップフロップの実装方法を提案す

る。蛍光分子の蛍光/退色状態により内部状態を表現し,光信号に従つた蛍光特性の変化

により状態遷移を実現し,内部状態に従つてFRETに よるシグナル伝送のオン/オフを

切り替える。4.3節では,動作確認のために行つた実験について説明する。繰り返し遷移

や状態保持機能を実証する。また,遷移速度の評価結果を示す。

4。2 FRETの 光制御に基づ くフリップフロップ回路

4.2.1 蛍光特性の光制御

式 (1.1)よ り,FRETのエネルギー移動効率は、ドナー分子の蛍光スペクトルとアクセ

プタ分子の吸収スペクトルの重なり状態に依存する。光制御タンパク質や光制御蛍光分子

は光照射により誘起される分子構造の変化や官能基との結合により,吸収スペクトルが変

化する分子である80)。 これらを利用すれば,光信号に従ったFRETによるシグナル伝送

のオン/オ フの切替えが可能となる8⇒。

本研究では,シアニン系の蛍光分子を利用した光制御を使用する。シアニン系の蛍光分

子は,光制御蛍光分子の一種であり,蛍光/退色状態を光制御できることが報告されてい

る8o。 そのメカニズムは,図 4.1に示すように,シアニン色素のチオールの結合と解離が
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hν
―

金

V
hν '

図 4.l Cy5の光スイッチング反応メカニズム

光化学反応により誘起されることに基づ く8o。 また,シアニン系分子の近傍に他の蛍光分

子 (ア クティベータ)が存在すると,その励起によリシアニン系分子とチオールの解離が

制御できる821,8o。 これは,近傍に配置する蛍光分子の選択により,制御光の波長を設定

できることを意味する。特別に蛍光分子や蛍光タンパクを合成することなく,配置する蛍

光分子の選択のみで,多様な波長を使用した蛍光特性の光制御が可能になる。

4.2.2 FRET回路におけるフリップフロップ

セット/リセットフリップフロップの真理値表を図4.2に示す。oc,0れ は現状態,遷移後

の状態を表す。Xは don't careを表す。(S,R)=(1,0)の場合,ocの状態によらず,oη =1
となる。(S,o=(0,1)の場合,ccの状態によらず,oれ =0となる。(S,2)=(0,0)の場

合,oc=0九,つまり,現状態を維持する。(S,o=(1,1)の場合はdontt careと なる。

図 4.3(A)に ,提案するセット/リ セットフリップフロップの構成を示す。 ドナー,ア

クセプタ,ア クティベータの 3種類の機能を割 り当てた蛍光分子を利用する。これ らを

DNA反応を利用 して配置する。 ドナーからアクセプタヘ FRETが生じる状態を 0=1,

生じない状態をの=0で表現する。図 4.3(B)に 示すように,o=0,0=1の 二状態間

をセット信号,リ セット信号,現状態の組み合わせに応じて状態遷移する。アクセプタと

してシアニン系分子を使用し,その近傍にアクティベータを配置する。アクセプタを強 く

励起すると,一時的に蛍光退色状態となる。この状態で, ドナーを励起してもアクセプタ

ヘの FRETは生じない。一方,ア クティベータを励起すると,ア クセプタは蛍光可能状

態へ回復する。この状態では, ドナーからの FRETが可能であり,ア クセプタが励起さ

れる。

アクティベータの励起光をセット信号,ア クセプタの励起光をリセット信号とすれば,

蛍光状態 消光状態



4。 3。 原理確認実験

図 4.2 セット/リ セットフリップフロップの真理値表.

セット/リ セットフリップフロップが実装できる。(S,o=(1,0)の 場合,ア クセプタ

が励起されるため,現状態によらず,0=1と なる。(S,2)=(0,1)の場合,ア クセプ
タは不活性状態になるため,励起することができず,現状態によらず,の =oと なる。

(S,R)=(0,0)の場合,つまり光照射されない条件では,状態が維持される。

4.3 原理確認実験

4.3.1 実験原理

原理実証のために,実際にフリップフロップを構築し,その動作確認実験を行つた。ド

ナーにCy3,ア クセプタにCy5,ア クテイベータにAlexa 405を 用いた。図 4.4に使用し

たDNA配列を示す。ストランドFlに はC,3と Cy5が,F2に はAlexa 405が修飾されて

いる。DNAのサイズからCy3,Cy5の修飾位置の間隔は3.4 nm,Cy5と Alexa 405は 2nm

と求まる。セット信号として 405 nm, リセット信号として 658 nm,読み出し光として

532 nmの光を照射した。蛍光スペクトルは,フ ァイバ分光光度計 (Glacier X,B&W■ k

lnc.)に より計測した。サンプルは,ス トランドFlと F2が,30 μLのバッフアー中に,lμM

と6.7μMと なるように調整した。バッファーは,10 mM Tris― HCl,10 mM NaCl,脱酸素

反応系を含む8o。 脱酸素反応系は,10%(w/v)glucose,1%(v/v)β―merCaptoethylalnine,

50 μg/mL glucose(渕 dase,10 μg/mL catdtteか ら構成されている8め。実験開始時にリ

セット信号を照射し,初期状態を0=0に設定した。

4.3.2 実験結果

図 4.5(A)に初期状態(o=0),お よび,(S,o=(1,0)を入力した後のスペクトルを示

す。入力後,Cy3の蛍光強度が減少し,Cy5の蛍光強度は上昇した。これは,FRETが
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lA)

図4.3 提案するセット/リ セットフリップフロップの(A)動作スキームと(B)状態遷移図.

Fl:Cy3-TttT9TT9TttT― Cy5      (5'-3')
F2:   ATAGAACATA― Alexa 405   (3'‐ 5・ )

図 4.4 使用した配列と蛍光修飾。
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4.3.原理確認実験

一 初期状態

― set信号入力後

550  600  650
波長 (nm)

700  750

― 初期雌

― set信号入力後

550  600  650  700  750
波長 (nm)

図4.5 初期状態とセット信号[(S,R)=(1,0)]入 力後の蛍光スペクトル.(A)セ ット/リ セットフリップフ

ロツプと(B)ア クテイベータなしで構成した場合.

オン状態になっていることを示しており,c=1へ 遷移したことを意味する。アクティ
ベータの働きを確認するため,ス トランドF2と 同じ配列だが Alexa 405未修飾のス トラ

ンドを用意して,フ リップフロップを構成した。このときの蛍光スペクトル測定結果を

図 4.5(B)に示す。セット信号入力後,初期状態から変化がみられなかった。これらの結

果から,Alexa 405の励起によりCy5が蛍光状態に回復し,状態遷移が実現されているこ

とが分かる。

図 4.6に ,(S,o=(1,0),(S,R)=(0,1)を 順に入力した後のFRET効率の変化を示

す。FRET効率Eは次式で定義した。
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図 4.6 FRET効率の時間変化.青は(1,0)信号,赤は(0,1)信号のタイミングを示す。

E=
F― F。

(4.1)
民 一FO'

ここで,F,FO,鳥 は,それぞれ,その時間,初期状態,退色前のCy5の蛍光強度ピーク

の測定値である。初期状態は9=0に設定されており,FRET効率はほぼ0に保たれる。

(S,2)=(1,0)入力後に上昇し,(S,0=(0,1)入力後には初期状態と同じ程度に低下し

た。また,照射していない場合,すなわち(S,0=(0,0)の場合には状態が維持された。

以上の結果から,図 4.3(B)に示した動作が適切に実行されたことが分かる。光制御可能

なシアニン系分子とアクテイベータの組合せは複数報告されており
821,今後,それらを利

用した拡張が期待できる。図 4.7には,(S,0=(1,0)と (S,2)=(0,1)を繰り返し入力

したときの結果を示す。入力信号に応じて,繰り返し状態遷移が実行できることが示され

た。FRET効率が操作回数の増加につれて減衰しているのは,Cy5の永続的な蛍光退色が

理由に挙げられる。

状態遷移の速度は,Cy5とチオールイオンの結合 (消光)/解離 (蛍光)スイッチの光

反応速度に依存する80)。 そこで,状態遷移の速度の評価のために,光信号の強度とスイッ

チ速度を測定した。Q=0ヘセツト信号を照射し蛍光強度を測定すると,Cy5の蛍光状態

が回復するため,Cy5の蛍光強度が上昇する。この過程の速度定数をたs,平衡状態のチ

オールイオン結合して消光状態にあるCy5の濃度を [σνttecで表すと,蛍光状態のCy5濃

度 rν司は,



4。3.原理確認実験
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図 4.7 繰 り返し操作した際の FRET効率。sはセット信号照射後,rは リセット信号照射後の状態を表す。

[θν5]=[σν51ec(1-C~ん
St)

(4.2)

と表せる。また,Q=1状態ヘリセット信号を照射するとCy5が退色するため,Cy5の蛍

光強度が低下する。退色の反応過程は,チオールイオンとCy5が反応中間体を形成する

過程と光誘起による反応過程が生じる。smechallism。 そこで, この過程の速度定数をたr

とすると,蛍光状態のCy5の濃度 rν司は,蛍光状態のCy5の初期濃度 rυ司oを用いて,

[θν5]=[σν51。 c~た
rt

(4.o

と表せる。

実験において,照射光強度を変更し,セ ット信号照射, リセット信号照射時の Cy5の

蛍光強度を測定した。Cy5の蛍光強度と濃度は線形の関係にあると仮定し,演1定 した蛍光

強度の時間変化を式 (4.2),(4.3)を 用いてフィッティングし,各照射強度における速度定

数ん3,爆 を求めた。その結果を図 4.8に示す。両者とも照射強度に対して線形であり,照

射強度の向上により状態遷移の高速化が実現できることを意味する。爆 とた。の差は,以

下のように考えられる。結合反応においては, 今回は考慮していないが,光化学反応の

前にチオールイオンとCy5が反応中間体を形成する過程が必要である。その反応過程の

ため,爆 はた,と 比較して小さい値 となったと考えられる。
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図 4.8 状態遷移のスイッチング速度。(A)0=oか ら9=1,(B)0=1か らの=oへの遷移.
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4。 4。 結言

4。4 結言

FRET回路におけるセット/リ セットフリップフロップの実装方法を提案した。男験に

より,入力信号と現状態に応じた FRETの変調を確認し,提案するフリップフロップの

動作を実証した。FRET回路におけるフリップフロップは,光信号に従つた状態遷移が繰

り返し可能であり,ナ ノ光回路で機能する書き換え可能なメモリとして捉えられる。この

フリップフロップを利用することにより,内部状態に基づ く演算や光信号を介した外部か

らの制御が可能となり,複雑な処理が分子レベルにおいて実現できる。
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第 5章

フォトニックDNAプ ロセッサ実装に向けたDNA足場論理
の拡張手法

5。1 緒言

DNA反応に基づく分子情報処理では,DNA構造やシグナルDNA濃度を用いて情報を

表現し,分子間の相互作用により処理を実行している。DNAを利用した情報表現に基づ

くフォトニックDNAプロセッサの実装手法では,セ ンサ・演算・アクチュエータの一連

の動作を分子反応で実装することになる。このアプローチでは,入力や演算内容に応じ

て,そ の度にシステム全体の反応を設計しなければならない。第 2章で示したプロトタイ

プも,情報処理はDNA構造を利用して実装しており,入力や処理内容によりDNA反応

を設計する必要がある。

しかしながら,セ ンサ,アクチュエータ機能は物理空間の分子環境を扱うため,分子と

のインタラクションが必要不可欠であるが,演算機能は情報を扱うため,必ずしも分子間

相互作用により実現する必要はない。第 3章で提案した DNA足場論理では,入力情報を

蛍光分子の配置情報へ変換するセンシングの過程とFRETに よる信号処理の演算過程に

切 り分けられる。このことを考慮して DNA足場論理に基づいてフォトニックDNAプロ

セッサの実装を検討すると,セ ンサ・演算・アクチュエータ機能をつなく
゛
箇所を適切に設

計できれば,各機能をモジュール化できる。モジュール化によってシステム設計の指針を

与えることは,拡張性を持つ分子情報システムを構築する上で重要である。DNA足場論

理を中心にシステム構成を検討すると,セ ンサと演算間はDNA反応による蛍光分子の制

御,演算は励起エネルギー移動,演算とアクチュエータ間は励起エネルギァを利用した化

学反応の誘起による実装という,フ レームヮークを与えることができる。また,演算機能

をFRETに より実装することは,情報システムの高速化,局所化,制御性の向上だけで

なく,外部からの光照射による駆動・制御を可能にすることも重要な特徴である。

本章では,DNA足場論理に基づ くフォトニックDNAプロセッサ実装に向け,演算性
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能について検討し,今後の展望を述べる.5.2節では,演算性能の評価 として,任意の論

理演算をDNA足場論理で実装できることを示し,論理回路の拡張においての障害とその

解決手法を検討する。5.3節では,DNA足場論理に対して,第 4章で提案したセット/リ
セットフリップフロップを利用したメモリ機能の実装方法を提案する。5.4節では,フ ォ

トニックDNAプロセッサを生体に応用する際に重要となるパッケージ化について述べる。

5。2 DNA足 場論理における演算拡張性

DNA足場論理では,OR演算はDNA反応による同種の蛍光分子を同サイトヘの配置,
AND演算はFRETに よる接続を利用して実装されている。これは,各サイトにおいて論

理和をとり,その結果の論理積を実行することにより,出力が得られるとみなせる。すな

わち,乗法標準形,

(5。
1)

で表された論理式の解を出力していると考えられる。すべての論理式は乗法標準形に変換

できることから,DNA足場論理の演算スキームは,任意の論理演算が実装できる。

以下では,DNA足場論理回路を拡張する際の課題を示し,解決手法を検討する。
OR演算の処理可能な入力数は,何種類の入力を認識し同じサイトヘ結合させられるか

により制限される。DNA足場論理では,コ ネクティングDNAと ディスコネクティング

DNAを使用して,入力分子を蛍光分子の配置情報へ変換する。コネクティングDNAは ,

入力分子との結合によるヘアピン構造の変化により,サイトヘの結合が制御されている。

このときのヘアピン構造を使用した配列交換では一部の配列は入力分子により定まるた

め,結合させるサイトの配列の一部も入力分子により決定されてしまう。これは,異なる

入力分子に対して同じサイトヘ結合させるには,一部の共通配列が必要となることを意味

する。以上が,現反応スキームでのOR演算実装における制約であり,サイトヘ使用でき

る配列が制限されるため,OR演算の入力可能な数が制限される。今後,共通配列領域を

削減するための反応設計や,入力分子とサイトの配列に相関がなくなるような変換反応の

構築が必要となる。

AND演算は,FRET接続可能な段数により,制限される。多段階のエネルギー移動と

しては4段階のFRET接続が実証されており5つ,現状での限界は5つの和項のAND演算

ということになる。FRETの接続数を制限する要因には,FRETで は長波長側ヘシフト

して励起エネルギーが減少することが挙げられる。制限を克月艮する手法として,同種の蛍



5。3.DNA足 場論理に基づくシステムにおけるメモリ機能

一次元足場 DNA  多次元化

図 5.1 足場 DNAの 多次元化のイメージ.

光分子間のエネルギー移動を応用したエネルギー伝達経路の長距離化手法の利用が考えら

れる5o。 同種の蛍光分子間のエネルギー移動では,励起エネルギーの低下は起こらない。

他には,FRET回路中での励起エネルギーの回復機構の実現が期待される。

回路規模を拡張する手法として,他にも,足場 DNAの多次元化が考えられる。DNA足

場論理は,現状では,一次元的な構造の利用に留まっている。接続数が限られている状況

でも,図 5.1が示すように,二次元構造や三次元構造を利用して FRET回路を多次元へ

拡張することにより演算規模の拡大が期待できる。その場合,二次元構造,三次元構造を

足場 DNAと して使用した際に有効な演算モデル,反応スキームが求められる。

5.3 DNA足 場論理に基づ くシステムにおけるメモリ機能

生体内でみられる分子現象は時間的に制御されている.それらを対象とするフォトニッ

クDNAプロセッサも時間的に制御できなければならない。これまでに,DNA反応系を

デザインして,DNA分子濃度が周期的に変化する発振回路が提案されている。しかし,

反応系が複雑であるなど,生体分子環境への適用には大きな課題がある。

DNA足場論理はFRETに よる信号処理で実装されるため,第 4章で提案したフリップ

フロップを組み込むことにより,メ モリ機能を実装できる。図 4.5の結果から,の =0か

ら0=1へ切 り替える際には,ア クティベータがシアニン分子の近傍になければならない

ことがわかる。この特性を利用すると,入力分子に応じて両分子間の距離を制御すること

により,ア クテイベータ励起光の照射タイミングで,シアニン分子へ入力分子情報を書き

込み,保持することができる。例えば,図 5.2に示すように,入力分子 aが存在する場合

にアクティベータとシアニン分子間が近づくように設定し,そ こヘアクテイベータ励起光

を照射するとシアニン分子の状態が変化する。シアニン分子の状態により,アクテイベー

二次元足場 DNA



第 5章 フォトニックDNAプロセッサ実装に向けたDNA足場論理の拡張手法

input a

ドナーヘ input aの

情報の書き込み

input a   input b

…0 0…

input b

ドナーの状態に依存

した読み出し (演算 )

図 5.2 メモリ機能の実装手法の一例。

夕励起光を照射した際の入力分子 aの情報が保存できる。このシアニン分子をFRETの

ドナー分子として利用し,ア クセプタ分子を入力分子 bに より制御すると,保持された情

報と現在の入力との演算を実行することができる。光照射のタイミングにより情報の書き

込み・消去ができ,簡潔な構成により,メ モリ機能が実装できる。

5.4 フォ トニ ック DNAプ ロセ ッサ のパ ッケージ化

生体環境へ応用する際に,フ ォトニックDNAプロセッサを構成するDNA分子群を,

対象が存在する場所へ効率的に輸送する必要がある。これまでに,液滴を光 トラップ技術

により光操作し,DNA分子の輸送やエマルションの融合による局所空間での反応誘起が

実証されている
8o。 さらには,液滴内でのDNA反応操作技術に基づ くDNAコ ンピュー

テイング技術として,オプトフルイディックDNAコ ンピューティングを提案している85)。

μmオーダーの局所領域で,DNA演算処理が実行できる。現在では, リポソームを使用

した手法が提案されている86)。 リポソームは生体との親和性が高 く,生体を対象にする応

用において有用な手法といえる。エマルションやリポソームヘ処理に必要なDNA分子群

をパッケージ化して光操作することにより,図 5。3に示すように,フ レキシブルにかつ効

率的に所望の場所への適用が可能となる。

卜D卜
「
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5.5。 結言

フォトニック DNAプ ロセッサ

構成分子群

エ`マルション,

光操作   リポソームなど

図 5.3 フォトニックDNAプロセッサのパッケージ化と光操作による適用イメージ.

5.5 結言

本章では,DNA足場論理に基づくフォトニックDNAプロセッサ実装に向け,演算性

能の向上に対する課題と解決手法を提案した。DNA足場論理では,乗法標準形の演算を

実行していると捉えられることを述べ,原理的には任意の論理演算が実装できることを示

した。AND,OR演算の拡張における制限を指摘し,それを克服するための今後の展望を

示した。また,DNA足場論理におけるメモリ機能の実装方法を示した。生体分子環境へ

の適用の際には,エマルションやリポソーム等によリパッケージ化し,それらを光操作す

ることが有効であることを述べた。
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総括

本論文では,フ ォトニックDNAプロセッサの実装手法に関する研究成果をまとめた。

基本原理として,DNAの分子認識に基づ く自律的な反応 と光照射により誘起される光学

現象を利用した,セ ンサ,演算,ア クチュエータ機能を有するプロトタイプを構築した。

また,演算機能の高機能化をめざし,論理回路 とメモリ機能の実装手法を検討した。以

下,本研究において得られた成果を総括する。

第 1章では,フ ォトニックDNA情報技術について述べた。DNAの分子認識と自律反

応は,分子センサとしてだけでなく,プログラムされた DNA反応系による演算,DNA構

造変化を利用したアクチュエータとして利用できることを述べた。また,DNA反応のみ

による実装における課題点について言及し,その対策として光誘起現象の利用が有効であ

ることを述べた。光技術とDNAナノ技術の両者の特性を効果的に利用した,フ ォトニッ

クDNAプロセッサについて概念と特徴を示した。これらの方針に基づき,本研究の研究

項目を示した。

第 2章では,フ ォトニックDNAプロセッサのプロトタイプの実装を検討した。センサ

機能の光制御を可能にするために,光誘起されるアゾベンゼン挿入 DNAの構造変化を利

用した,分子センシング機能の光制御法を提案した。また,DNA構造を利用した状態遷

移による情報処理を実現するために,ピ ンセット状の DNA構造を制御可能なDNAマシ

ンを提案した。光制御可能な分子センサにより取得した対象分子情報を,DNA構造を利

用して処理し,その構造に依存して蛍光信号を出力するフォトニックDNAプロセッサの

プロトタイプを示した。センサ,処理,出力というフォトニックDNAプロセッサに必要

な基本機能が,光 とDNAを利用して一体型の構成により実装できることを示した。

第 3章では,演算機能の高機能化のために,局所的な光信号伝送による論理回路の実装

法を検討した。入力分子に従つて蛍光分子を配置し,FRETに よる信号処理により演算

結果を得るDNA足場論理を提案した。入力分子を蛍光分子の位置情報に符号化する反応

系を提案し,その動作を確認した。また,FRETに よる信号処理を利用してAND,OR,

NOT演算を含む論理回路を実装できることを示した。また,多段階の FRETに より演算
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回路が拡張できることを示した。

第 4章では,メ モリ機能を実現するために,FRET回路に組み込み可能なセット/リ

セットフリップフロップを検討した。蛍光特性の光制御を利用し,FRETを 光制御するこ

とにより,セ ット/リ セットフリップフロップの実装を行つた。繰り返しの状態遷移や,

状態保持を確認した。この成果は,FRET回路を利用した,分子環境情報の記憶や外部環

境からの処理内容の書き換えなどにつながり,分子情報の複雑な処理回路の実現が期待さ

れる。

第 5章では,DNA足場論理に基づ くフォトニックDNAプロセッサの実現に向けて,演

算性能と拡張手法について考察した。原理的に任意の論理演算が実行可能であることを示

し,回路拡張における問題点とその解決手法を示した。また,フ リップフロップを応用し

た,メ モリ機能の実装法を検討した。DNA足場論理がフォトニックDNAプロセッサの

実装において有効な手法であることを示した。

本研究成果を発展させる上での今後の研究課題を以下に挙げる。

提案したプロトタイプは,分子情報を光信号に従つて取得し,蛍光信号として出力でき

ることから,生体分子計測に有用であると考えられる。実応用に向けて,二本鎖 DNAの

結合/解離状態を光制御効率の向上や必要となる溶液条件の緩和を実現する必要がある。

DNA足場論理による大規模な論理回路を構成するためには,コネクティングDNA,ディ

スコネクティングDNA,足場 DNAの塩基配列,使用する蛍光分子の最適化が必要とな

る。これまでに実証されている大規模なDNA論理回路は,要素反応の詳細な解析と試行

錯誤的な実験結果に基づ く配列設計により,可能となっている7o。 これらの手法を参考に

し,要素反応の解析,各反応制御のパラメータ設定手法,塩基配列の設計手法の確立が求

められる。

FRET回路中でのセット/リ セットフリップフロップでは,異なる蛍光分子ペアを利用

した動作実証,その集積化による複雑な処理回路の実現が期待される。また,DNA足場論

理へのメモリ機能の付与や,光信号による演算処理プログラム手法の検討が必要となる。

本研究では,フ ォトニックDNAプロセッサのプロトタイプや,分子レベルにおける情

報処理の根幹となりうる論理回路やメモリ機能の実装手法を示した。DNA構造変化の光

誘起を利用して,セ ンサ・演算・アクチュエータのフォトニックDNAプロセッサに求めら

れる一連の動作を制御できる。また,励起エネルギー移動を利用してフォトニックDNA

プロセッサを実装することは,演算機能の高機能化や各機能のモジュール化につながる。

J



本研究の成果は,フ ォトニックDNAプロセッサをナノテクノロジー・バイオテクノロジー

ヘと展開するための基盤技術となると考えられる。
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