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1.　はじめに

低温電子顕微鏡を用いた単粒子像解析法は，構造生物学分

野において極めて重要な構造解析手法の一つである．この方

法は以下のような特徴と優位性を持つ．1）分子を溶液ごと

急速凍結し，非晶質の氷の中に凍結包埋された分子を対象と

して解析を行うため，機能状態に近い立体構造を解析するこ

とができる．2）結晶化など特殊な試料調製の必要がないため，

試料に課せられる制限が緩い．3）電子顕微鏡観察に必要な

試料溶液はわずか数マイクロリットルで十分である．そのた

め極めて汎用性が高く，特に結晶化が困難な巨大な超分子複

合体の解析にその真価を発揮する．欠点は，得られる構造の

分解能が X 線結晶構造解析法や NMR 分光法に比べて低いこ

とだが，その欠点も電子顕微鏡の様々な装置技術の進歩やコ

ンピューターの大容量と高速化によって解消されつつある．

最近は，正 20 面体対称性を持つウィルス粒子で約 4 Å1,2），

対称性のないリボソームでも約 7 Å3,4）で構造が解析されてお

り，X 線結晶構造解析の分解能に迫ってきている．

このように非常に多くの利点を持つ単粒子像解析法である

が，分子量が 100 kDa 以下の小分子にはあまり適していな

い 5）．その理由の一つは，電子顕微鏡写真の S/N の悪さに起

因する．生体分子の構造は電子線照射に対して非常に弱く，

わずかな電子線量でもその構造は破壊されてしまう．液体窒

素や液体ヘリウムで試料を冷却し，試料の損傷反応を遅らせ

ても，実際に照射できる電子線量は少なく，結果として写真

の S/N は極めて低い．そのため小さな分子の像はノイズに

埋もれ，粒子像の選択と抽出，粒子像間の正確な整列や分類

が困難となる．もう一つの理由は，小さな分子では結晶化で

きる可能性が高く，結晶化スクリーニングに十分な量の試料

があれば，あえて困難な単粒子像解析法による構造解析を行

う必要性がないことである．これらの理由から小さな分子に

対して単粒子像解析法の積極的な利用はあまり行われてこな

かった．本稿では，一辺約 7 nm，分子量約 78 kDa という極

めて小さな正四面体 DNA ナノ構造体を，さまざまな画像解

析の工夫により 12 Å 分解能で構造解析に成功したので報告

する．

2.　材料としての DNA

われわれの身の回りにあるすべての人工物は，大きくて純

粋な材料を小さく加工していく“トップダウン”式の技術に

よって作製されている．この方法の微細加工精度には加工す

るための道具に依存した限界があり，機能を持った機械とし

ては小さくてもマイクロメートルサイズが限界である．一方，

生物は原子や分子を最小単位の機能部品として組み上げる

“ボトムアップ”方式の技術によってできており，それらの

持つ自己組織化能や自己集合能により高次の生命機能を実現

する超分子複合体（ナノマシン）を作り出す．この“ボトム

アップ”式では，部品を集めて混合するだけで同じナノマシ

ンを大量生産できるため，時間コストもエネルギーコストも

極めて低い．ボトムアップ式技術を用いて人工的にナノマシ
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ンを作製するには，自己組織化能や自己集合能をどのように

コントロールするかが大きな問題となる．その材料として期

待されているのが DNA である．

DNA は 4 種類の塩基配列の組み合わせによって相補鎖間

の結合を厳密に制御することができ，しかも形成される二重

らせんの直径は 2 nm と非常に小さい．このため，ボトムアッ

プ方式で人工ナノマシンを作るのに適した材料である 6,7）．

これまでに，DNA の自己集合能を使った 2 次元 8,9）あるいは

3 次元 10 ～ 15）のさまざまな構造体が作製され，ドラッグデリ

バリーのための DNA ケージ 15）や，蛋白質結晶作製のための

鋳型 16），病気の診断 17），DNA コンピューター 18,19）など，幅

広い応用が考え出された．ただし，DNA からなる構造体を

実際に利用するためには，その DNA 構造体が設計図どおり

に作製されていることを確認する必要があり，その評価の方

法は極めて重要である．本研究では DNA ナノ構造体が設計

どおりの構造を形成しているかどうかを評価するため，極低

温電子顕微鏡を用いた単粒子像解析法によって構造解析を

行った．

3.　正四面体 DNA ナノ構造体

図 1 に本研究で用いた正四面体 DNA ナノ構造体の設計

図 20）を示す．この構造体は 4 種類の一本鎖 DNA 各 1 本で構

成されており，一本の DNA 鎖中に異なった 3 つの相補的塩

基配列領域（両末端の 2 領域は一つと数える）を持つように

作製されている．図中の同じアルファベットの大・小文字の

組み合わせは相補鎖を表している．この 4 本の DNA を混ぜ

てアニーリングするだけで，互いに相補な部分が結合して正

四面体構造が形成される．その後，構造安定化のためにライ

ゲーション処理を行ったが，正四面体 DNA ナノ構造体を作

るためには，この工程は本来必要ではないため，省くことも

できる．これまで使われた他の方法では，多くの精製過程を

経て合成された長い一本鎖 DNA を用い，それを短い DNA

でつなぐことによって構造形成させるため，収率が極めて悪

い 10 ～ 12）．それに対してこの方法は，60 塩基程度の短い DNA

を組み合わせることによって構造体を形成させるため，核酸

合成をする会社に塩基配列を指定して注文するだけで材料を

手に入れることができる．DNA は届いたときすでに高純度

であるため，チューブから出して，混ぜてアニーリングする

だけで構造体を作製できる．この方法は，過去に使われた

DNA ナノ構造体作製技術の中で最も簡単で安価で，構造体

自身も最も小さい．

4. 一辺 7 nm の正四面体 DNA ナノ構造体の電子顕微鏡観

察

低温電子顕微鏡を用いた単粒子像解析による生体分子の構

造解析が小分子には向かず，一般にその分子量の下限が

100 kDa 程度であることはすでに述べた．実際に，これまで

に分解能 10 Å 程度で構造解析された最小分子は p53 tumor

suppressor protein21）で，その分子量は 180 kDa で分解能は

13.4 Å である．一方，本研究の標的分子である正四面体 DNA

ナノ構造体はその半分以下の 78 kDa で，一般的な限界より

もさらに 20 kDa ほど小さい．構造解析に単粒子像解析法を

よく用いられる分子と，塩基配列から予想された正四面体

DNA ナノ構造体との大きさの比較を図 2 に示す．中央が今

回作製された DNA ナノ構造体（分子量 78 kDa）の予想立体

構造で，左が GroEL-GroES 複合体（分子量 880 kDa），右が

リボソーム（分子量 2.5 MDa）である．この DNA ナノ構造

体が極めて小さいだけでなく，低密度であることが解る．そ

のため，S/N が極めて低い氷包埋試料の電子顕微鏡観察では

可視化が困難であることが予想された．試料温度 4 K，加速

図 1　正四面体 DNA ナノ構造体の設計図．

正四面体DNAナノ構造体は4本の異なる一本鎖DNAからなり，

一本の DNA は 3 つの異なった相補配列領域を持っている．4
本の DNA を混合し，アニーリング，ライゲーションすること

で正四面体 DNA ナノ構造体を作製することができる．

図 2 単粒子像解析法によって構造解析された代表的な分子と

正四面体 DNA ナノ構造体との大きさの比較．

中央が正四面体 DNA ナノ構造体（分子量約 78 kDa，長さ

約 7 nm）．左が GroEL-ES 複合体（分子量約 880 kDa，長さ

約 14 nm）．右が 70S リボソーム（分子量約 2.5 MDa，長さ約

25 nm）．リボソームは主鎖の原子のみ．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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電圧 200 kV，電子線量 40 e−/Å− 2，デフォーカス 2 μm の条件

下で撮影した電子顕微鏡像を図 3a に示す．今回用いた電子

線量は一般に単粒子像解析に用いられる量よりも 2 ～ 3 倍多

く，その分だけ S/N が高いはずであるにもかかわらず，そ

の粒子像を見つけるのに十分なコントラストを得ることはで

きなかった．そこで，電子線量を 100 e−/Å− 2，デフォーカス

を 5 μm にし，ぎりぎりまでコントラストの改善を試みたが，

それでも十分なコントラストを得ることはできなかった

（図 3b）．しかし，この同じ視野で撮影されたデフォーカス

の異なる 2 枚の写真は互いに保持している情報が異なるた

め，お互いに足りない情報を補い合うような画像処理（focal

pair merging）22）を施すことでコントラストの改善を試みた

（図 3c）．その結果，明らかに正四面体 DNA ナノ構造体と認

識できる三角形の粒子像を数多く観察することができた．こ

の画像から粒子の位置を決定し，その座標データをデフォー

カスの浅い像に適用して，粒子像を切り出した．

5.　3 次元像再構成

3 次元像再構成には，278 枚の写真から切り出した約 3,000

の粒子像を用いた．球体を初期構造として，4°ごとに投影し

た 513 枚のリファレンス像を作製し，個々のリファレンス像

に対して，撮影された粒子像の位置と向きを合わせてクラス

分けをした．そして，クラスごとに平均像を作製した後，逆

投影法によって 3 次元像再構成を行い，その構造を初期構造

として再度リファレンス像を作製し，この工程を 20 回繰り

返すことで精密化を行い，正四面体 DNA ナノ構造体の立体

構造を解析した．得られた立体構造の分解能は 20 Å（図 4a）
で，一辺約 7 nm の辺で構成される中空の正四面体構造をし

ており，大きさも形も設計された構造とよく似ていた．今回

用いた DNA ナノ構造の作製方法により，ほぼ設計どおりの

ナノ構造体が作製可能であることを証明することができた．

しかし，再構成像の各辺は外側に少し湾曲しており，初期

構造を球にしたことによる影響で，正しい構造が得られな

かった可能性が考えられた．そこで，球だけでなく，正四面

体，立方体，予想立体構造の原子モデルなどを初期構造とし

て解析してみたが，この湾曲は解消されなかった．20 bp と

いう短い二重らせんの DNA はかなり剛直で，これほど大き

く曲がるとは考えにくい．そのためこの曲がりの原因は画像

の S/N が低いために，画像の整列と分類の精度が低いこと

によるアーティファクトと考えられた．そこで，分子量から

見積もった分子の体積を覆うマスクを作製し，それを構造解

析の精密化サイクルの各初期構造に施した 23,24）．この処理は

DNA 分子の領域を残したまま，それ以外（主には溶媒）の

領域の密度を平坦にすることによってノイズの影響を軽減で

き，結果として画像の整列と分類の精度を改善できる．この

方法はアセチルコリンレセプターやウィルスのコア構造など

中空の構造において効果的であることが知られている 25）．こ

の方法を用いてさらに 20 回の精密化サイクルを実施したと

ころ，分解能が劇的に改善され，12 Å 分解能の構造を得るこ

とができた（図 4b）．各辺の曲がりは完全には解消されなかっ

たが，20 Å 分解能では確認できなかった DNA 二重らせんの

主溝を可視化することに成功した．得られた構造とモデルと

の重ね合わせ（図 4c）は非常によく一致しており，今回用

いた DNA ナノ構造体作製技術が，大まかな構造だけでなく，

各辺を構成する DNA の向きまで制御できていることを証明

することができた．

図 3　急速凍結氷包理された正四面体 DNA ナノ構造体の電子顕微鏡写真．

a）電子線量約 40 e−/Å− 2，デフォーカス 2 μm での撮影．b）a）と同じ視野を電子線量約 100 e−/Å− 2，デフォーカス 5 μm で撮影．c）
Focal pair merging を用いて，コントラストを改善した像．試料温度は 4 K．

図 4　単粒子像解析によって再構成された正四面体 DNA ナノ

構造体の立体構造．

a）分解能 20 Å での立体構造．b）分子量依存の体積をもとに

作製したマスクの適用によって分解能が改善した 12 Å 分解能

の立体構造．a）では確認できなかった二重らせんの主溝まで

確認できる．c）12 Å 分解能の立体構造と，予測立体構造の重

ね合わせ．わずかにはみ出している部分もあるが，全体として

よく一致している．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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6.　立体異性体

今回用いた正四面体 DNA ナノ構造体だけではなく，これ

まで製作された DNA ナノ構造体の多くには，2 つの立体異

性体の可能性が考えられる．図 5a に示すように 6 本の辺の

うち 5 本は互いに二重らせんを形成し，最後の一本のみが二

重らせんを形成していないと仮定すると，最後の一本は他の

辺が作り出す平面の上下どちらかで二重らせんを形成する．

この両者の構造は，全体としてはよく似た正四面体を形成す

るが，各辺における DNA の向きが表と裏で完全に逆転する．

この両者の構造の違いは，分解能が悪い構造ではほとんど見

分けることはできないが，今回の解析によって得られた構造

は DNA の主溝が解像できる程度に高い分解能であったため，

どちらの立体異性体が形成されたのか容易に見分けることが

できた．本研究で用いた DNA ナノ構造体の作製方法では，

95％以上の確率で片方の立体構造のみが形成されることが

すでに間接的に証明されており 20），今回得られた構造はその

結果とよく一致している．

7.　おわりに

この構造解析により，今回用いた正四面体 DNA ナノ構造

体の作製方法が，4 本の DNA を混ぜてアニーリングするだ

けの簡単な操作で設計どおりの構造を作製可能であること，

さらに，高い立体異性体の選択性によって単一構造を形成す

ることを直接証明することができた．また，これまで構造解

析不可能とされてきた分子量 100 kDa 以下の分子に対して

も，極低温電子顕微鏡を用いた単粒子像解析法が適用可能で

あることを立証することができた．今回，これほど小さな分

子が 12 Å という高い分解能で解析された理由は，1）同じ分

子量でも，蛋白質と比べて密度が高いため像コントラストの

高い核酸で構成された分子であったこと，2）隙間のない分

子ではなく，中空で外に広がった構造であったこと，3）分

子構造を支えている 20 bp の二重らせん構造が剛直で，分子

構造にばらつきが少なかったこと，4）対称性が高かったこ

となどが考えられるが，通常，生体高分子ではこのような幸

運に恵まれることはまれである．しかし，今後さらに電子顕

微鏡の装置技術の進歩が進み，凍結試料の調製法や画像解析

法の工夫が進めば，より小さな生体分子の高分解能立体構造

解析が夢でなくなる可能性もある．最近，材料分野で高分解

能電子顕微鏡観察に使われるようになった球面収差補正装置

を生体分子の観察に応用することもその一つの可能性を開く

道であり，約 2 年後に利用可能になる予定の X 線自由電子

レーザーによる回折顕微法もまた一つの可能性である．
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