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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、DNA 鎖のハイブリダイゼーションを駆動力としたナノオーダーの分子集合体であ
るベシクルの融合挙動を制御した。ベシクルの融合は、相補的な DNA のハイブリダイゼーショ
ンによって制御されるため、操作温度や塩濃度に強く依存した。ベシクルの内部に酵素を内包
し、基質と反応が起こった場合にのみ蛍光が発する仕組みを構築した。その際、相補的な DNA
を組み込んだベシクルのみで反応が進行することを確認した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated DNA-directed aggregation of vesicles using DNA-surfactants. Following tethering of 
single-stranded DNA oligonucleotides to vesicles using DNA-surfactant, the tethered vesicles were 
assembled with other vesicles bearing complementary strands. The vesicle aggregation was strongly 
affected by the salt concentration and by temperature according to the characteristics of DNA 
hybridization. Restriction enzyme, which can hydrolyze the double-stranded DNA used in the present 
study, dissociated the vesicle aggregates. Exploration using fluorescently labeled vesicles suggested that 
the DNA-directed vesicle aggregation took place in a sequence-specific manner through DNA-duplex 
formation. Interestingly, the DNA-directed aggregation using short DNA-surfactant induced the fusion 
of vesicles to produce giant vesicles, resulting in an enzymatic reaction in the giant vesicle. 
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１．研究開始当初の背景 
 分子を配列、間隔および配向を制御して空
間的に配置することができれば集団化によ

る新たな機能を持った高次組織体の構築が
可能であると考えられる。これはまさに生命
体が行っていることである。生命体は、細胞
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間のコミュニケーションと集積制御により、
単細胞系から多細胞系、さらに組織へと進化
したと考えられている。細胞は様々な分子の
自己組織体であり、分子一つではなしえなか
った機能を自己組織化することによって「細
胞」として発現し、さらに細胞が集合するこ
とで、単細胞ではなしえなかったより高次な
機能を「組織」として発現している。 
 このことに着目し、本研究ではナノ分子集
合体にさらに自己組織性を付与することで、
より大きな構造体を作り上げることを目的
に研究を始めた。上述した事柄を参考に、「ナ
ノ構造体構築素子」として注目されている
DNA を用いてリポソームに自己組織能を付与
し、自発的ネットワーク形成を試みた。具体
的には自己組織体としてリポソームを、その
接着素子として DNA を選択し、リポソーム表
面にDNAを生やした構造体 (DNA-taggedリポ
ソーム) を調製した。これを用いることで、
DNA のハイブリダイゼーションに基づくリポ
ソームの反応制御が可能となると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では生体触媒を利用して自発的に
成長する分子集合体ネットワークの構築を
試 み た 。 生 体 触 媒 と し て 用 い た DNA 
polymerase がリポソーム膜表面に生やした
短いプライマーDNA に核酸塩基をつなぐこと
でネットワーク骨格が成長し、リポソーム同
士をつないでいき、自発的に脂質分子集合体
を組織化するというものである。これは、分
子集合体の“高次”の自己組織化を生体触媒
により達成した初めての例となると考えら
れる。また、この高次組織体は目視判別可能
な大きさまで成長する。よって本系で用いた
Polymerase Chain Reaction (PCR) の進行の
有無を簡便に目視判定可能であり、高度分析
への応用にもつながると期待される。 
 
 
３．研究の方法 
3.1 DNA 界面活性剤の合成 
オ レ イ ン 酸 2.82 g (10 mmol) と NHS
（N-hydroxysuccinimide）1.15 g (10 mmol) 
を DMF10 ml に 溶 解 し 、 縮 合 剤 DCC
（dicyclohexicyl carbodiimide）2.26 g を
加えて氷冷下で 20 時間撹拌した。DCUrea を
吸引濾過で除去した後、溶媒を減圧留去して
NHS 化オレイン酸を得た。これを DMSO に溶解
させ、1 mM に調製した。24 mer 5’ 末端ア
ミノ化 DNA を pH8.0、100 ｍMの Tris-HCl 緩
衝溶液に溶解させた 1 mM DNA 溶液 1.5 μl
とオレイン酸溶液 15 μl、トリエチルアミン
0.21μl、滅菌水 1.29 μlを混合し、40℃で
24 時間緩やかに撹拌しながら反応させた 。
１日凍結乾燥し、これに Tris-HCl 緩衝溶液

を加えボルテックスを行い、DNA 界面活性剤
溶液を得た。得られた界面活性剤溶液は液体
クロマトグラフィー (HPLC) で分取・生成し
て使用した。相補的な DNA に対しても同様の
操作を行った。なお、本研究で使用した 24 mer 
DNA の塩基配列は 
DNAⅠ5’NH2 - TTTTTTGCACGCGCCACAAAGAAA 3’   
Mw：7321  Tm：70.5 
DNAⅡ5’NH2 - TTTCTTTGTGGCGCGTGCAAAAAA 3’   
Mw：7383  Tm：70.5 
ただし Tm は塩濃度 1.0 M のときであり、そ
れぞれの DNA の５’末端には炭素数６の直鎖
アルキル鎖が結合しており、その末端にアミ
ノ基が結合している。 
 
3.2 ベシクル会合体の調製 
任意量の POPC（1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn- 
Glycero-3-Phosphocholine）をクロロホルム
溶液に溶解し、エバポレーターで減圧留去後、
真空乾燥した。形成された薄膜に 100 mMの
Tris - HCl緩衝溶液を加え薄膜を剥がすよう
にボルテックスを行ったのち、５分間超音波
照射を施した。凍結、室温融解、超音波処理
（1min）を５回繰り返し、得られた懸濁液を
200 nm の細孔を持つポリカーボネートを通
してベシクルの大きさをそろえた。このベシ
クル溶液と DNA 界面活性剤溶液を任意の割
合で混合し、DNA-tagged ベシクルを得た。
互いに相補的な塩基配列を有する DNA ‒ 
tagged ベシクル溶液を、37℃で緩やかに攪
拌しながら反応させた。 
 
3.3 選択的ベシクル会合体形成 
Fluo3 ( 緑 ) と 塩 化 カ ル シ ウ ム 、
5(6)-carboxy-X-rhodamine (赤)、何も内包し
ていないベシクル (free) の３種類を準備し
た。なお、ベシクルのサイズは 800 nmにそ
ろえた。緑と freeのベシクルにそれぞれ相補
的な塩基配列を有する 8 merDNA 界面活性
剤溶液を加えた。また、赤と freeには、別の
相補的塩基配列を有する8merDNA界面活性
剤溶液を加えた。これら 4種類の溶液を混合
し、得られた会合体を蛍光顕微鏡で観察した。
用いた 8mer 5’末端アミノ化 DNAの塩基配
列は  (5’  CTCGCAAA 3’ ) と  (5’ 
TTTGCGAG 3’) および (5’ ACAGTCTA 
3’) と (5’ TGTCAAAT 3’) である。 
 
 
４．研究成果 
4.1. DNA のハイブリダイゼーションによる
ベシクル会合体の形成 
4.1.1ベシクル会合体の調製 
ベシクル会合体の目視および透過型電子顕
微鏡（TEM）による観察結果をそれぞれ図１
に示す。 
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 図１ リポソーム単体 (左) および 
リポソーム会合体 (右) の目視による観察 

 
図１(右) のように、遠心後もベシクルはコロ
イド状に分散するだけで溶液は白濁してい
るのに対し、ベシクル会合体 (左) は沈殿し、
上澄み液は透明になった。この二つの溶液を
酢酸ウラニル染色を行った後 TEM で観察し
た結果、図２に示すように 200 nmスケール
のベシクルおよび100~200 nmスケールのベ
シクルがそのナノ構造を維持したまま会合
している様子が観察された。 
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図２ 図２ リポソーム単体 (左) および 
リポソーム会合体 (右) の TEM観察 

 
1.2選択的ベシクル会合体形成 
相補鎖との特異的結合能を有する DNA が接
着素子として機能し、会合体が形成される 
場合、蛍光顕微鏡により一画面上で緑と赤の
会合体が独立して観察されることが期待さ
れた。しかし、実際の観察結果は緑と赤の会
合体がくっついたような大きな構造体がみ
られた。これは、形成されたそれぞれの色の
会合体が静止するほどの大きな会合体を形
成するまでに、溶液サンプルは露光も伴って
流動性を増すためであると考えられる。しか
し、この大きな構造体中で赤と緑のパートが
はっきり別れていることは選択性が確実に
達成されていることを示唆している。 
 
 コントロールとして緑の蛍光色素を内包
したリポソームと何も内包していないリポ
ソームからなる会合体および赤の蛍光色素
を内包したリポソームと何も内包していな
いリポソームからなる会合体を蛍光顕微鏡

で観察した結果が図 3(a), (b) である。次に、
4種類のDNA-taggedリポソームを混合し得ら
れた会合体を蛍光顕微鏡で観察した結果が
図 3(c) であり、大きな会合体の中で赤と緑
のパートがはっきりと別れていることが分
かる。単体のリポソームは 800 nm 前後であ
り、観察された会合体の大きさが数十mm であ
ることを考えると、この結果は DNA を接着素
子とすることでリポソームの選択的会合が
達成されていることを示唆している。緑と赤
の会合体が独立せずにくっついてさらに大
きな構造体を形成している様子が観察され
た理由としては、それぞれの会合体が小さく、
静止するまでの大きさになるまでに露光も
伴ってそれぞれの会合体の流動性が増した
ためと考えられる。 
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   (a)         （b）         （c）  

図 3 選択的リポソーム会合体の蛍光顕微鏡

観察(a) 緑のみ(b) 赤のみ(c) 緑・赤混合 

 

4.2 酵素反応によるリポソームの会合制御 
 制限酵素は DNA 二本鎖の特異的な配列を認
識・切断する酵素である。リポソーム間の結
合を担うと考えられる DNA に作用する制限酵
素をリポソーム会合体に添加することで、リ
ポソーム会合体の崩壊が見られれば、酵素反
応の特異性の高さからもリポソームが DNA の
ハイブリダイゼーションを駆動力に会合体
を形成していることを強く示唆する結果と
なると考えられる。 
 さらに、制限酵素によって切断された DNA
二本鎖は修飾酵素（Ligase）をもちいること
で再形成することが可能であるという特徴
がある。よってリポソーム会合体を制限酵素
によって崩壊したのち、Ligase を添加し再び
会合体を形成させることも可能であると考
えられる (図 2-10)。これは「酵素反応を用
いた自己組織化」という観点から新規的かつ
興味深い挑戦だと思われる。 
 12merDNA 加え、HhaI による切断を行った
ところ、１日反応後の目視の結果、溶液中に
会合体はほとんど存在しないことが確認さ
れた。HhaI 添加直後から数時間おきに会合体
を光学顕微鏡で観察した結果、添加直後から
５時間で会合体が劇的に小さくなる様子が
観察された。しかし、それ以降は若干小さく
なるだけでほとんど変化せず、24 時間後も会
合体が完全に消滅することはなかった。 



 

 

以上の結果から、HhaI 添加によりリポソーム
間の結合を担う DNA 二重鎖が切断され、リポ
ソーム会合体は崩壊していくことが確認さ
れた。 
 
成果のまとめ 
 本研究では、DNA のハイブリダイゼーショ
ンを駆動力としたリポソームの組織化に成
功した。リポソーム会合体の存在は目視で確
認でき、さらに TEM によってその詳細構造も
観察した。また、リポソーム間の結合を担う
のが DNA 二本鎖であることを証明するため、
DNA 二本鎖の相補鎖との特異的結合能および
酵素反応応答性といった二つの特徴に着目
した。その結果 DNA 二本鎖の挙動に応じた変
化がリポソーム会合体においても観察され
た。以前明らかとした温度応答性、塩濃度応
答性と今回明らかとなった二つの結果から、
DNA のハイブリダイゼーションによってリポ
ソームが会合体を形成することが証明され
た。しかし、Ligase によるリポソーム会合体
再形成に成功することはできず、「酵素反応
による組織化」が課題として残った。 
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