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研究成果の概要（和文）：研究代表者が開発した、標的核酸を検出すると酵素活性を示すDNAナノピンセット構
造体（DNA-NT）作製技術を基盤とした、「遺伝子組換えを必要としない、汎用的な生細胞内分子応答解析法の提
案」を目指した。
進化分子工学的アプローチによる任意の標的に対するDNA-NT作製法の開発を目指したが、現在の条件では「設定
した選択圧以外の効果」が優先されていることが示唆された。
磁性ビーズ修飾DNA-NTを用いることにより、生細胞内へDNA-NTを導入可能であることが示された。また、大きさ
の異なるビーズを修飾することにより、イメージングによって複数の標的を同時に検出可能であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have tried to develop a universal method to analyze 
molecular responses inside living cells without genetic recombination techniques.
Although a molecular evolutional method to create a new DNA-NT for a desired target was designed, it
 has been revealed that DNA-NTs were selected from random pools with an unknown pressure rather than
 the selection pressure we set in the current condition.
It was suggested that the modification of DNA-NTs with magnetic beads allowed us to introduce 
DNA-NTs inside living cells. Also, it has been proved that the　utilization of magnetic beads with 
different sizes enabled the imaging detection of multi-targets.

研究分野：生物工学

キーワード： DNAナノピンセット構造体　イメージング検出　分割アプタマー　蛍光共鳴エネルギー移動　進化分子工
学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子組換えを用いない細胞内情報解析手法は、疾病診断や、再生医療に用いる細胞の品質評価など様々な応用
が期待される。現段階では、任意の標的を検出するとシグナルを発するDNA-NTを自在に作製するまでには至って
いないが、進化分子工学的手法によって任意のDNA-NTを作製するための条件を着実に絞りつつある。また、磁性
ビーズ修飾DNA-NTを利用すると、標的の細胞内へDNA-NTを導入できる可能性を示した。さらに、サイズの異なる
磁性ビーズを活用すると、シンプルなデバイスで複数の標的を同時に観察・検出可能であることを見出した。ポ
ータブルデバイスを活用した、その場検出法などへの応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生命現象を理解し、それを治療や健康長寿に活用するためには、細胞の状態を的確に解析、評

価することが必要である。当然細胞は生きておりその状態は刻一刻と変化するものである。しか

し従来法の多くでは、まとまった数の細胞集団を破砕して内容物を抽出し、標的因子の解析を行

う。したがって従来法では、標的因子の状態変化や細胞個体差を的確に評価できない。そこで真

の生命現象の理解という問いに対する答えを得て、それを利用するためには、一つ一つの細胞を

生かしたまま解析する新しい技術の開発が必須である。しかも、成熟したヒト体細胞を対象にし

た疾病診断や、再生医療に用いる細胞の品質評価などへの応用を考えるならば遺伝子組換えを

用いない手法の開発が重要であるが、生細胞内の任意の標的に対して、そのような解析を自在に

実現する汎用的な手法は存在しなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、研究代表者が独自に開発した核酸検出用 DNAナノピンセット構造体（DNA nano-

tweezer；DNA-NT）作製技術を基盤として、細胞を生かしたまま解析が可能な「遺伝子組換えを

必要としない、汎用的な生細胞内分子応答解析法の開発」を目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、以下の二つの課題を設定し、研究を推進した。 

課題（１）：任意の生体分子を検出する DNA-NT作製法開発 

これまでに研究代表者は、標的核酸を検出すると蛍光色素間の FRET（蛍光共鳴エネルギー移

動）シグナルを生じる FRET-based DNA-NTを開発している。この DNA-NTの標的を核酸以外の

生体分子に拡張できれば、汎用的な生細胞内分子イメージング技術開発へ活用できると考えた。

そこで標的認識部位にランダム配列を有するランダム DNA-NT の中から、進化分子工学的手法

により任意の標的を特異的に認識する DNA-NTを取得する方法の開発を行った。 

 

課題（２）：DNA-NT用いたイメージング法開発 

FRET-based DNA-NTを細胞内へ効率よく導入する手法の開発を行った。DNA-NTを磁性ビー

ズで修飾し、培養細胞上へ引き付けることによって生細胞内へ導入する手法の開発を行った。 

 

以上の課題遂行により、「遺伝子組換えを必要としない、汎用的な生細胞内分子応答解析法」

の要素技術確立を狙った。 

 

４．研究成果 

課題（１）：任意の生体分子を検出する DNA-NT作製法開発 

（１）－① 進化分子工学的 DNA-NT作製法の開発 

核酸検出用 DNA-NT の標的認識部位にランダム配列を導入したランダム DNA-NT を作製し、

その中から標的と結合する分割アプタマー（標的に対し特異的な結合能を有する核酸配列）の組

合せを持つ DNA-NTを進化分子工学的スクリーニングによって取得する、「進化分子型 DNA-NT

作製法」の開発を行った。腎疾患のタンパク質バイオマーカーである Liver-type Faty Acid-Binding 

Protein（L-FABP）をモデルとして用い、スクリーニング条件の検討を進めた。種々のスクリーニ



ング方法や、洗浄・選択圧等の条件検討を行ったが、当初の予想に反し、目的外の DNA-NT が

取得されてしまうことが明らかとなった。そこで、スクリーニングで取得された DNA-NT の標

的認識配列を詳細に解析した。その結果、得られた DNA-NT には、類似性の高い標的認識配列

をもつものが含まれていることが明らかとなった。このことから、これまでに挑戦したスクリー

ニング方法・条件では、「設定した選択圧効果による目的 DNA-NTの取得」よりも「PCRによっ

て増幅されやすい等の別の選択圧効果による目的外 DNA-NT の取得」が優先的に起こっている

ことが示唆された。 

 

（１）－② 分割 Gq再構成誘導型 DNA-NTの改良 

 （１）－①において、「設定した選択圧効果」が弱いことが示唆された。そこで、「進化分子型

DNA-NT 作製法」への活用を念頭に、研究代表者が開発した核酸検出用 DNA-NTの一つである

分割 G-quadruplex（Gq）再構成誘導型 DNA-NT のシグナル産生能の強化を目指した。分割 Gq

は、連続した 3個のグアニン（G）が 4セット並んだ配列を基本としている。セット間の塩基配

列や分割の仕方を再デザインし、計 14種類の新しい分割Gq再構成誘導型DNA-NTを作製した。

それぞれの分割 Gq 再構成誘導型 DNA-NT のペルオキシダーゼ活性を評価した。その結果、従

来の分割 Gq再構成誘導型 DNA-NTに対し、約 3倍のペルオキシダーゼ活性を示す分割 Gq再構

成誘導型 DNA-NT の開発に成功した。この分割 Gq再構成誘導型 DNA-NT は従来の分割 Gq再

構成誘導型 DNA-NT よりも強いシグナル応答を示すことから、今後、選択法や選択圧の改良を

中心とした進化分子型 DNA-NT作製法開発への適用が期待される。 

 

課題（２）：DNA-NT用いたイメージング法開発 

（２）－① ダメージの少ない DNA-NT生細胞内導入法の検討 

Molecular Beaconなどの核酸プローブを細胞内へ導入する場合には、毒素で細胞膜に穴をあけ、

外来物を導入する手法が頻繁に利用されてきた。しかし、この方法は生細胞へのダメージが大き

いことから、今後の応用を考えると DNA-NT を導入する際には利用を避けたい。外来遺伝子な

どを生細胞に取り込ませる各種試薬が市販されているが、これらの試薬の多くは、核酸そのもの

に吸着して細胞へ取り込ませる手法であることから、本研究の様な DNA構造体の場合は、構造

自体や機能への悪影響が懸念される。そこで研究代表者は、DNA-NTを磁性ビーズで修飾し、細

胞表面へ磁石で引き寄せることにより、DNA-NTを生細胞へ導入できるのではないかと考えた。

そこで以下の実験を行った。ビオチン化した FRET-based DNA-NT を直径 1 μmのストレプトア

ビジン修飾磁性ビーズで修飾した。この磁性ビーズ修飾 DNA-NTを Hepa 1-6細胞の培養液中に

添加後、培養下面から磁石で引き寄せた。その結果、磁性ビーズ修飾 DNA-NT が生細胞内へ取

り込まれている様子が、共焦点レーザー顕微鏡などによって観察された。さらなる解析を行った

ところ、磁性ビーズ修飾 DNA-NT は磁力によって直接細胞内へ導入されるのではなく、磁力に

より細胞膜表面へ引き寄せられた後、細胞によって取り込まれていることが示唆された（図１）。 

 

図１ 磁性ビーズ修飾 DNA-NTの生細胞内への導入 



（２）－② 複数標的のイメージング検出法開発 

FRET-based DNA-NTでは蛍光色素間で生じる FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）現象をシグナ

ルとして利用している。したがって、複数種の標的を同時に検出するためには複数の蛍光色素の

組合せを用いる必要があり、今後の測定法構築において大きな負担・障壁となることが想定され

る。そこで、蛍光波長以外の識別パラメータとして、イメージングの特長に着目し「ビーズの大

きさ」というパラメータの導入を考案した。すなわち、標的の異なる DNA-NT にそれぞれ大き

さの異なる磁性ビーズを修飾すれば、修飾された磁性ビーズの大きさをイメージングによって

区別することにより、同じ蛍光色素の組合せでも、複数種の標的に対する DNA-NT の応答を見

分けられると考えた（図２）。そこで以下の実験を行った。標的 Aを認識する DNA-NTには大き

い磁性ビーズを、標的 Bを認識する DNA-NTには小さいビーズを標識した。それぞれの標的と

混合後、磁石を用いて磁性ビーズ修飾 DNA-NTをガラス平面状へ引き寄せた。FRET強度ととも

にビーズの大きさを蛍光イメージングにより判別したところ、一つの蛍光色素の組合せによる

FRET現象を測定するための設備でも、2種類の標的核酸を別々に検出することが可能であった。 

 

図２ 大きさの異なる磁性ビーズで修飾した DNA-NTによる複数標的のイメージング検出 

 

以上の様に本研究では、研究代表者が独自に開発した核酸検出用 DNA-NT 作製技術を基盤と

して、細胞を生かしたまま解析が可能な「遺伝子組換えを必要としない、汎用的な生細胞内分子

応答解析法の開発」を目指した。現段階では、任意の標的を検出するとシグナルを発する DNA-

NTを自在に作製するまでには至っていないが、進化分子工学的手法によって任意の DNA-NTを

作製するための条件を着実に絞りつつある。また、磁性ビーズ修飾 DNA-NT を利用すると、生

細胞内へ DNA-NT を導入できることを示した。さらに、大きさの異なる磁性ビーズを活用する

と、シンプルなイメージングデバイスで複数の標的を同時に観察・検出可能であることを見出し

た。 

これらの要素技術で開拓される「遺伝子組換えを用いない生細胞内情報解析手法」は、疾病診

断や、再生医療に用いる細胞の品質評価など様々な応用が期待される。さらには、ポータブルデ

バイスを活用した、その場検出（Point-of-care testing）法などへの応用が期待される。 
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