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研究成果の概要（和文）：本研究では、制御機構を持つ機能性DNA構造体・集合体を使った細胞機能の制御へ向
けた分子技術の開発を目指した。精密に設計したDNAによるナノ構造体と空間を機能化して、1連の分子システム
を構築した。第一に、2次元及び3次元DNA構造体を設計・構築し、光や分子に応答した開閉機構など導入した制
御可能な動的な構造体を構築した。高速AFMを使ってその動的な機能性を可視化し、脂質膜上でのDNA集合系の構
築を行った。脂質膜を貫通する針状構造をもつDNA構造体を構築し、リポソーム内への分子の導入を行った。ま
た、細胞機能の制御をめざして、制御機構を持つDNA構造体を使った細胞への分子デリバリーシステムを構築し
た。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed novel molecular technology mainly aimed at 
application to cells using DNA nanotechnology. To control the function of the cells, we construct a 
series of molecular systems by functionalizing nanostructures and nanospaces by precisely designed 
DNA. We created controllable dynamic nanostructures having opening and closing mechanism in response
 to light and specific molecules, and investigated the functions using high speed AFM. We created 
assembly system of DNA nanostructures on lipid membrane. A DNA nanostructure having a needle-like 
structure which can penetrate the lipid membrane was constructed, and target molecules were 
incorporated into the liposome. In addition, a novel delivery system to cells was constructed using 
controllable DNA nanostructures. Through these studies, we will develop novel molecular technologies
 for control of cell functions using controllable DNA structures and assemblies.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： DNAナノテクノロジー　DNAオリガミ　1分子観察　細胞機能制御　原子間力顕微鏡　脂質膜　デリバリー
システム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
思い通りの構造体を設計・構築し、目的に

応じた機能を組み込み、それらを集積するこ
とで高度な機能を発揮させるナノスケール
の分子システムや分子組織体の構築は、ナノ
サイエンス、ナノテクノロジーの重要課題の
一つであり、学術的なだけではなく実用性の
高い研究課題である。また、人為的な情報に
したがって分子をナノスケール空間に精密
に配列し、思い通りに構造体を操作し、さら
に集積化することによって機能を創出する
一連の分子システムはいまだ達成されてい
ないチャレンジングなテーマである。本研究
では、DNA の持つ塩基配列による分子集合と
形成される構造体を活用し、DNA ナノ組織体
を構築・機能化し、プログラムに従った分子
の配置や構造体の動的な操作を行い、生化学
反応の制御や新規なイメージング法を検討
し、それらを細胞機能の制御へと応用する分
子テクノロジーの創出を目指す。 

本研究者は、現在まで、DNA によって任意
のナノスケールの構造体や空間を設計する
ことで、分子の閉じ込めや 1分子レベルの観
察を行う手法を開発してきた。とりわけ、こ
れらの設計したナノ構造体を用いて、実時間
に近い観察ができる高速原子間力顕微鏡
(AFM)を使用し、動的な状態で分子を可視化
する方法を世界に先駆けて開発した。本研究
では、開発してきた DNA によるナノテクノロ
ジーをさらに発展させ、細胞への応用を主に
指向した分子テクノロジーの開発を行う。設
計した DNAナノ構造体を用いた生体分子の振
る舞いの可視化技術を基盤とし、制御機構を
付加したナノサイズの機能性 DNA構造体の構
築とそれを使った細胞の応答と機能制御へ
と応用する。そのための基礎となる分子技術
を創出することを目的とし、細胞内で目的に
応じた機能発現を行える分子システムの開
発を行う。 

２．研究の目的 
DNA によって組み立てたナノスケールの構

造体や空間は、生体分子の機能発現の制御や
分子の振る舞いの観察を行う場として非常
に有用である。本研究では、本研究者が開発
してきた DNAナノテクノロジーをさらに発展
させ、細胞への応用を主に指向した分子テク
ノロジーの開発を行う。細胞の機能制御を目
的として、精密に設計した DNA によるナノ構
造体とナノ空間を機能化して、1 連の分子シ
ステムを構築する。具体的には、(1)外部か
ら制御可能な機能性 DNA 構造体の開発、(2)
脂質膜上での DNA構造体の制御された集合系
の構築、(3)脂質膜貫通システムの開発、(4) 
分子システムのリポソームへの応用、 (5)細
胞への分子デリバリーシステムの開発と機
能発現システムの開発を行う。これらの研究
によって、制御機構を持つ機能性 DNA 構造
体・集合体を使った細胞機能の制御へ向けた
新規な分子技術を開発する。 

３．研究の方法 
精密に設計した DNA ナノ構造体を使用し、

目的に応じた機能発現を行える分子システ
ムの開発を行い、細胞に対する分子デリバリ
ーシステムへと応用する。(1) 2 次元及び 3

次元 DNA 構造体を設計・構築する。(2)光や
分子に応答した開閉機構など導入した制御
可能な動的な構造体を構築する。(3)高速
AFM を使ってその動的な機能性を可視化し
検討する。(4)脂質膜上での DNA 構造体の集
合系の構築を行う。(5)脂質膜を貫通する針
状構造をもつ DNA 構造体を構築し、リポソー
ムとの相互作用とリポソーム内への分子の
導入を行う。(6)制御機構を持つ DNA 構造体
を使って、細胞への新規デリバリーシステム
を構築する。(7)生体分子・材料のデリバリ
ーと細胞機能の制御へ応用する。また、本研
究者が現在まで開発してきた DNA ナノ構造
体の設計技術と高速AFMによる1分子可視化
技術を基盤として、分子レベルでの反応機構
の解明、及び選択的な生化学反応の実現と反
応過程を追跡できる観察系の開発も合わせ
て行う。 

４．研究成果 

(1)脂質二重膜上での自己集合化の方法とそ
の形成過程の可視化 
十字型のDNAオリガミ構造体を用いて2次元
格子構造を構築し、脂質二重膜上での自己集
合化の方法とその形成過程の可視化を行っ
た。マイカ上に DOPC によって脂質 2 重膜を
作成し、この上に十字型の DNA オリガミ構造
体を静電的に吸着した。脂質二重膜上では十
字型のオリガミ構造体は十字構造の末端の
π－π相互作用によってモノマー同士が結
合し、格子構造を形成した。特に、オリガミ
構造体の溶液中の濃度が高い状態では、数マ
イクロメーターの格子構造を形成すること
を見出し、脂質二重膜上での流動性が拡張し
た格子構造を作るうえで重要であることが
明らかとなった。 

(2)格子構造体への構造体の集積方法の開発 
自己集合した DNAオリガミアレイは明確で周
期的な空間を持ち、様々なナノスケールの構
造体を組み込むことができる。本研究では、
あらかじめ組み立てた 2次元 DNA オリガミフ
レームワークの内部空間を使用して、空間の
形状にフィットした正方形の DNA オリガミ
（SQ）を組み込んだ。この方法では、格子状
のフレームワークは、十字形 DNA オリガミか
らマイカ上に形成させた脂質二重層膜上で
自己集合させ、続いて SQ を添加した。高速
AFM を用いて、SQ-オリガミが動的に吸着・脱
離する挙動を観察でき、フレーム内で連続的
にその位置が動いていくことが観察された。



SQ-および十字型オリガミの両方に相補的な
DNA 鎖を導入することによって、フレーム内
に正しく配置させることに成功した。このシ
ステムの特徴を使い、2 つの異なる十字型ユ
ニットから集合させた格子状フレームワー
クを用いることによって、SQ-オリガミを市
松模様のパターンに配置することに成功し
た。この結果は、複数の DNA オリガミからな
る超分子構造・システムを作成するためのプ
ラットフォームとして使用できる。 

(3)DNA 構造の変換の可視化 
プロモーター部位での 2本鎖 DNA からのグア
ニン四重鎖（GQ）の形成は転写の制御に関わ
ると指摘されている。GQと対応する i-motif
配列を含む 2 本鎖 DNA を 40 nm×40 nm 空間
を持つ DNA フレーム構造体に導入し、一分子
での操作と形成・解離の観察を行った。 DNA
フレームの中での DNA 鎖を連続的し操作し、
トポロジー制御したGQ/i-motifの 2本鎖DNA
を作成した。 DNA フレーム内でのトーホール
ド鎖と K+の添加と除去によって、トポロジー
制御した GQ/ i-motif の 2 本鎖 DNA を高い収
率で得た。酸性条件での K+の追加や操作によ
り、2本鎖 DNA は、１本鎖 DNA、GQ、i-motif
に解離した。 GQ と i-motif の形成される条
件下での 2本鎖 DNA の解離は、高速 AFM によ
って観察に成功した。ことから、DNA フレー
ム構造に制御され、2 重鎖が巻き戻す方向に
力がかかった状態では、GQと i-motif 配列を
含む 2本鎖 DNA を効率的に解離させることが
示された。 

(4)Zn-DNAzyme の反応の可視化 
DNA フレーム構造中で Zn イオン依存性の
DNAzyme の触媒反応の 1 分子イメージングを
行った。Zn イオン依存性 DNAzyme の１分子触
媒活性は、DNA フレームを使用して観察を行
った。DNAzyme と基質との 2 本鎖 DNA を取り
付けた 2本鎖 DNA を 2つの異なるコンフォメ
ーションで DNA フレームに導入した。反応の
進行は、導入した 2本鎖 DNA の構造の変化を
観察することで行い、DNAフレーム内での DNA
鎖の配置が反応後に明確に変化したことが

観察された。高速 AFM によって DNAzyme によ
る切断によって誘導される 2本鎖 DNAの解離
を直接可視化に成功した。このイメージング
システムは、化学反応と生化学反応中の触媒
反応を 1分子観察するための有用であること
が示された。 

(5)CRISPR-Cas9 反応の可視化 
ゲノム編集に用いられる Cas9 の切断の際に
基質 DNA の拘束による効果を検討するため、
DNA フレームを使って拘束した基質 DNA を作
成した。DNA フレームに結合する様式で回転
を拘束したものと回転可能なもの 2 本鎖 DNA
を構築した。Cas9 の切断反応は定量 PCR によ
って定量し、DNA 鎖に結合した Cas9 が観測さ
れ、複合体が基質 DNA 鎖から解離する様子を
高速 AFM により観察に成功した。これらの結
果から、ターゲット鎖ではない DNA 鎖が拘束
されると Cas9 の切断効率が大幅に落ち、タ
ーゲット鎖が拘束されても切断には影響が
少ないことが明らかとなった。このことは、
拘束がある DNA 鎖は Cas9 の反応の障壁とな
ることを示唆し、１分子レベルでの Cas9 の
解離の機構に対する知見が得られた。 

(6)光応答性モーター分子システムの構築と
可視化 
光に応答して駆動する分子機械の構築は細
胞内で機能を発現させるうえで重要である。
本研究では、DNA からなるリニア分子モータ
ーの運動を DNAナノ構造上に構築し検討した。
ピレンを導入した DNA モーター鎖とジスル
フィド結合を含む 4本の 1本鎖 DNA 鎖を 2次
元 DNA タイル上にアセンブルした。ピレンが
350nm の光照射により励起することで、ジス
ルフィド結合の切断を誘導し、それによって
DNA モーター鎖が DNA タイル上の 1 本鎖 DNA
に沿って最後の 1本鎖に到達するまで連続的
に移動するように設計した。DNA モーターの



歩行する過程は、光照射時間によって、DNA 
モーター鎖の位置をタイル上の1本鎖DNAの
4 つの位置で決め、その分布から求めた。ま
た、DNA モーターの動きを UV 照射下で高速
AFM を用いてリアルタイムで直接観察に成功
した。この光駆動型リニア DNA モーターは、
分子のナノスケールでの輸送などの用途に
使用することができる。 

(7)光応答性回転モーターシステムの構築と
可視化 
光を入力することによってその回転を調節
できる、回転型 DNA マシンを DNA ナノ構造体
上に構築した。ダブルクロスオーバーの DNA
回転子は、剛直な分子ワイヤーによって DNA
タイルの上に結合した。２種類の異なる光応
答性 DNA 鎖のペアを使うことで、回転子は垂
直と平行の二つの状態をとるように回転を
調整することに成功した。また、回転子のリ
アルタイムの回転運動を、高速 AFM により直
接可視化した。DNA を使って作成したこのナ
ノデバイスは新たなナノスケールの回転装
置に使用することが可能である。 

(8)光に応答する構造体の構築と可視化 
ナノテクノロジー分野での大きな目標には
分子ロボット、ナノデバイス、ナノマシンの
構築がある。こうした分子機械を作成する際、
刺激に応答する分子アクチュエーターが必
要となる。本研究では、高速 AFM を用いて、
光制御可能な DNAオリガミ構造体の動的な開
閉の挙動を直接観察した。まず、塩濃度の変
化によって制御される開閉状態の構造変化
を、高速 AFM 走査中に直接観察した。次に光
応答性部分をナノ構造体に組み込み、光照射
によりこれらの構造変化を制御した。光スイ
ッチ可能な DNA 鎖を使用して、光応答性ナノ
構造体を作製し、ゲル電気泳動および AFM イ
メージングによって、紫外光および可視光の
照射後の開閉の立体構造を判別した。さらに、

光照射中のこれらの可逆的な形状の変化を、
高速 AFM を用いて可視化に成功した。また、
UV および可視光照射によって開閉制御でき
るハサミ型のアクチュエータの集合体を 4つ
のナノ構造体から作成し、光操作に成功した。
光照射によって細胞内で駆動する分子アク
チュエータとして利用可能である。 

(9)新規な分子デリバリーシステムの開発 
十字構造体に針状構造体を中心に導入する
ことで、脂質二重膜を貫通する格子状集合体
を作成しリポソームと相互作用する系を構
築した。DNA オリガミ法を用いて作成した十
字型構造の中心に 4本の 2本鎖 DNA が結合し
た、剛直な 40 nm の針状構造体を導入し、こ
れを用いて脂質二重膜を貫通するように設
計した。この構造体を自己集合させると十字
構造の中心に高さのある針状構造物が導入
されているのが AFM から確認できた。これを
用いて相補的に結合する 2種類の十字型構造
体を作成した。これらの構造体を作成したリ
ポソームに加えると、その表面に結合するこ
とが蛍光顕微鏡観察から確認できた。さらに、
針状構造の先端に DNA 増幅反応を誘導する
DNA 鎖を結合し、その DNA 鎖が脂質膜を貫通
し、DNA 増幅系を導入したリポソーム内部で
反応を開始できるか実験を行った。その結果、
針状構造の先に反応を誘導する DNA鎖を導入
した十字型構造体をリポソームに結合させ
ることで、リポソーム内部の DNA 増幅系が動
作することが分かった。一方で、反応を誘導
する DNA鎖がない針状構造のみでは増幅が見
られないことから、針状構造部分が脂質膜を
貫通することが示唆され、反応に必要な DNA
鎖をリポソーム内部に送り込み、ターゲット
とした DNA増幅反応を開始できることが分か
った。 

(10)3 次元 DNA 構造体の細胞内への導入 
外部刺激に応答する分子デリバリーシステ
ムを開発するため、内部空間を持つ3次元DNA
オリガミ構造体を用いて、細胞表面との相互
作用や細胞内部への導入と細胞内で構造変
換できる系の構築を行った。多面体構造体に
開閉機能を導入することで、細胞内へ導入し、
構造体の変換の誘導や酵素機能発現、さらに
細胞機能を制御する系の構築を試みた。 
DNA オリガミ法を用いて作成した八面体構

造体に光照射によって開閉できる光応答性
DNA 鎖を導入した。UV 光の照射によって 3次
元構造体が開くように設計した。構造体の開
閉は AFM によって確認し、蛍光消光によって
照射時間に依存した構造変換が確認された。
3 次元構造体内部には遺伝子発現の制御用に
Cas9を導入し光照射によって3次元構造を開
くことで活性を発現できることを確認した。 



次に、作成した構造体をヒト培養細胞とイ
ンキュベートすることで、細胞内に導入され
ることを共焦点蛍光顕微鏡観察によって確
認した。さらに、構造体の導入の確認された
細胞に UV 光照射を行うことによって、閉じ
た状態で消光されていた蛍光が増加するこ
とが確認された。このことは、光照射によっ
て外部から細胞内に導入した構造体の構造
変換を誘導できることを示している。さらに、
細胞ごとにレーザー光照射をすることで、細
胞特異的に構造体を開くことに成功した。こ
れによって新たな分子デリバリーシステム
のキャリアーとして使用できることが示さ
れた。一方で、球状、棒状など様々な 3次元
構造体を使った細胞導入を行い、形状に依存
した導入を試みた。その結果形状による大き
な違いは見られなかった。これらの開発した
3 次元 DNA オリガミ構造体を使用した分子デ
リバリーシステムを開発し細胞内での構造
変換など機能を発現させることに成功した。 
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