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研究成果の概要（和文）：長さおよそ170 nmの２本の棒状構造体が一箇所の支点で連結されてできているペンチ型のナ
ノメカニカルDNAオリガミデバイスを活用した、研究代表者による全く独自の単分子検出法に関して、その諸性質を改
良するとともに、新たな機能も開発することで、より実用的な系へと発展させた。検出対象となる生体関連分子を、原
理的には最も小さい水素イオンまで広げると同時に、非天然の核酸類縁体による二重らせんへのもぐりこみなど、生体
分子における特殊な結合形態を可視化するツールとして応用することにも成功した。また、構造体をより剛直な筒状と
することで、一般的な研究室の機材でもDNAオリガミの構造変化を検出できるようにした。

研究成果の概要（英文）：A single-molecular detection system utilizing our original nanomechanical DNA 
origami devices (DNA pliers) composed of two 170-nm long stick-like components connected to each other at 
a fulcrum has been applied to more practical use by improving the molecular design and nanomechanical 
properties. DNA pliers can now detect protons, theoretically smallest substance, as well as special 
binding event of bio-related molecules such as PNA strand invasion. Introduction of a tubular design 
enabled handy detection of structure change of DNA pliers with popularly available gel electrophoresis.

研究分野： 生体超分子化学、分子ロボティクス、核酸化学
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１．研究開始当初の背景 
	 近年「１つの細胞の中のどの部分でどのよ
うな遺伝子、分子が働いているのか」あるい
は、「１つの細胞からどのような分子がどれ
だけ、どこから分泌されているか」を解析す
る技術の開発が求められている。しかしなが
ら、これらを担う分子の量は当然少なく、分
子の数そのものを増幅する以外、既存の手法
では検出することができない。さらにタンパ
クなど遺伝子発現の下流の産物に至っては、
今日の科学では分子の数そのものを増幅す
ることさえ不可能である。 
	 このような問題を解決する手段として研
究代表者は最近、「検出したい個々の分子を
原子間力顕微鏡（AFM）で直接イメージング
する」という、これまでにない全く新しい生
体分子検出法を提案している（Nature 
Commun., 2011, 2, 449）。多数の短い DNA
を使ってあたかも織物を織るように長鎖の 1
本鎖 DNA を折り畳み、自在なナノ構造体を
作 成 す る DNA オ リ ガ ミ 法 （ P.W.K. 
Rothemund, Nature 2006, 440, 297）を活用
し、長さ 170 nmのレバー２本からなるペン
チ状の DNAオリガミデバイス（DNAオリガ
ミペンチ）を作成した。それぞれのレバーは
６本の DNA 二重らせんがいかだ状に束ねら
れてできており、ホリデイジャンクションと
呼ばれる DNA の４分岐構造によって連結さ
れている。ホリデイジャンクションがある程
度の柔軟性を持っていることから、この部分
がてこの支点として機能することで、一般的
なペンチが開閉するのと同様の可動性を
DNA オリガミペンチに付与する。ここで、
それぞれのレバーの先端にターゲット分子
と相互作用するリガンドを１分子ずつ導入
すると、それぞれのリガンドが協同的にター
ゲット分子を DNA オリガミペンチに結合し、
結果として DNAオリガミペンチが X字型の
開いた構造から、=記号のように閉じた構造
へと大きく形を変えることを見いだした。そ
して、この DNA オリガミペンチが１分子の
ターゲットを「摘んで」「閉じる」構造変化
を AFM で観察することで、原子量数十の金
属イオンから分子量 15 万の抗体分子までの
幅広い生体分子を、個々の分子レベルで検出
することに成功した。この構造変化は AFM
観察のみならず、個々のレバーを蛍光色素と
消光団でそれぞれ標識しておけば、溶液中で
リアルタイムに観察することもできる。 
 
２．研究の目的 
	 上記の一連の成果は高い評価を受けるこ
とができたが、実際に検出を行ったターゲッ
ト分子はいずれもモデル分子の範疇を超え
てはおらず、本検出法がもつ潜在能力を全て
引き出すまでには至らなかった。 
	 そこで本研究では、上述の DNA オリガミ
デバイスを活用した生体分子の検出法をよ
り汎用的、かつ実用的なものへと発展させ、
生体分子の単分子解析法・操作法における、

従来の手法では実現し得なかった全く新し
い技術体系を構築することを目的とした。そ
してこれを実現する過程で DNA オリガミ構
造体の機能化に関する知見を蓄積し、次世代
のナノデバイス開発に寄与することを目指
した。 
 
３．研究の方法 
	 まず、本研究で使用するナノメカニカル
DNAオリガミ構造体（DNAオリガミペンチ）
の利用法の多様化をはかった。これまでの
DNA オリガミペンチを使用した検出系では、
ターゲットとの結合に伴う DNA オリガミペ
ンチの構造変化をみることで、溶液中にター
ゲット分子が共存していることしか検知す
ることができなかった。これに対し、DNA二
重らせんを解離させながら潜り込み、自身の
相補配列と結合するペプチド核酸（PNA）の
ストランドインベージョンなど、今日数多く
発見されている生体分子間の特殊な相互作
用を検出するための分子設計を検討した。 
	 DNA オリガミペンチを単なる３つの構造
に変型するデバイスと見なし、これらの構造
間で自在に変型させるための制御法の開発
も試みた。２本のレバー間をつなぐ DNA 鎖
の配列を厳密に設計し、たった４種類の DNA
鎖を組み合わせた鎖交換反応によって、構造
間を行き来できる系を構築した。 
	 さらに、検出できるターゲットの種類も増
やすことを試み、原理的には最も小さな原子
である水素イオンの検出に挑戦した。具体的
には、弱酸性で形成される特殊な DNA 四重
鎖である i-motif構造を DNAオリガミペンチ
に導入して、その構造変化を観察した。 
	 また、ナノメカニカル DNA オリガミ構造
体の構造そのもののブラッシュアップも、平
行して行った。従来 DNA オリガミペンチを
構成する２本のレバー部は、DNA二重らせん
を平行に束ねた平面構造を基礎としてきた
が、これらは水溶液中での剛直性に乏しく、
イメージングに際して折れ曲がったものが
多々観測されてきた。そこで、平面構造では
無く６本の DNA 二重らせんをチューブ状に
束ねてできる新しいレバー部の設計を行っ
た。 
	
４．研究成果	
	 ナノメカニカル DNA オリガミデバイスを
活用した、全く独自の単分子検出法に関して、
その諸性質を改良するとともに、新たな機能
も開発することで、より実用的な系へとさせ
た。 
	 まず、DNAオリガミペンチのレバーを閉じ
る DNA 二重らせんに対してストランドイン
ベージョンすることが知られている２本の
擬相補的 PNA 鎖を系に加えることで、DNA
オリガミペンチが選択的に開くことを確か
めた。これにより、これまでゲル電気泳動度
の変化からしか評価をすることができなか
った PNA の特殊な結合形態を、単分子レベ



 

 

ルで明確に検出する手法を確立した。 
	 さらに、弱酸性条件で形成される i-motif
構造を形成する DNA 鎖をそれぞれのレバー
に導入し、pH 6–7の間で形状変化する機構を
構築した。これまで金属イオンからタンパク
までがカバーされていた DNA オリガミペン
チの検出対象を、理論的には質量数が最も小
さい水素イオン（プロトン）まで広げること
に成功した。 
	 同時に、DNAオリガミデバイスの形態の判
別性を改善するため、より剛直な棒状構造か
らなる新しい分子設計を行った。AFMにより、
設計通りの構造体が形成されていることを
確認した後に、検出デバイスとしての機能を
調査した。その結果、この新しい剛直な構造
体は、「ターゲット分子を１分子だけ摘まん
で閉じる」という従来の検出手法では逆に検
出効率が落ちてしまうことが明らかとなっ
た。一方で、「あらかじめ閉じておいた構造
体をターゲット分子との相互作用で開く」と
いう、もう一つの検出手法により適した構造
であることが確かめられ、「一般的な研究室
にも広く普及しているアクリルアミドゲル
電気泳動による DNA オリガミデバイスの構
造変化の観察」という、新たな分析手段の確
立にもつながった。 
	 DNA オリガミデバイスの機能の高度化に
ついても、２種類のターゲットとの相互作用
により、２段階で構造変化するアロステリッ
ク酵素を模倣した新しい動作機構を考案し、
その機能を実証した。さらに、ペンチ型 DNA
オリガミデバイスがとりうる３つの形態間
の構造変化もより自在に行えるようになっ
た。従来は、異なる２形態間を行き来するこ
としか出来なかったのに対し、棒状構造体間
をつなぐ DNA の配列を精密に設計すること
で、これまでに不可能だった形態間を行き来
することも可能となった。これにより、３形
態を次々に形成しているサーキット状の構
造変化も実現し、DNAオリガミデバイスの分
子計算素子への展開の可能性も開いた。 
	 今後は、全反射蛍光顕微鏡などの単分子観
察技術やマイクロ流体デバイスと組み合わ
せて、ウイルスなどのより実践的な対象の単
分子検出が期待される。 
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