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研究成果の概要（和文）： 研究代表者がこれまでに開発したDNAナノピンセット構造体（DNA-NT）作製技術を基
盤にした、洗浄操作が必要ない標的検出（ホモジニアスアッセイ）を自在に実現するためのバイオセンシング分
子作製法の開発を行った。
 その結果、DNA-NT蛍光バイオセンシング分子を用いた生細胞内の特異的なmRNAの連続ホモジニアスアッセイ、
任意の標的を検出するDNA-NTバイオセンシング分子作製法の基本原理検証、標的核酸を認識すると酵素活性を示
す分割核酸酵素再構成誘導型DNA-NTバイオセンシング分子の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）： In this research, we have attempted to develop a DNA nano-tweezers 
structured (DNA-NT) biosensing molecule for the detection of a desired target in a homogeneous assay
 format that does not require washing steps.
 As a results, we have continuously detected a specific mRNA in living cells  with a 
fluorescence-based DNA-NT biosensing molecule in a homogeneous assay format, we have proved a basic 
concept to create a new DNA-NT biosensing molecule that detects a desired target, and we have 
created a split-DNazyme-based DNA-NT biosensing molecule that exhibits an enzymatic activity in 
response to target recognition.

研究分野：生物工学
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１．研究開始当初の背景 
ホモジニアスアッセイは、二つの状態のセ
ンシング分子（標的を認識したセンシング分
子と認識していないセンシング分子）を分離
する（多くは標的を認識していないセンシン
グ分子の洗浄による除去）必要がない標的分
子の検出方法である。したがって、洗浄操作
が困難・不可能な場所における標的物質の検
出や、洗浄の手間がかけられない迅速・簡便
な測定の基本原理として有用である。すなわ
ち、バイオテクノロジーや再生医療研究にお
ける生細胞内の標的分子検出や、医療現場や
家庭における被験者の傍らで即時に疾患マ
ーカーを検出する Point Of Care Testing 
（POCT）を実現するための基本原理として
大いに活用が期待される。しかしながら、研
究開始当初、ホモジニアスアッセイを自在に
実現するための汎用的なセンシング分子デ
ザイン・作製法は存在していなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では研究代表者がそれまでに開発
した、特異核酸を認識すると分子構造変化を
起こし、その構造変化に起因する蛍光共鳴エ
ネルギー移動（Fluorescence Resonance Energy 
Transfer（FRET））効率の変化をシグナルとし
て産生する、DNA ナノピンセット構造体
（DNA-NT）蛍光バイオセンシング分子（図
1）作製技術を基盤にした、ホモジニアスア
ッセイを自在に実現するためのセンシング
分子作製法開発を目的とした。 

図 1 特異核酸を検出すると FRET シグナルを産生す
る、DNAナノピンセット構造体（DNA-NT）蛍光バイオ
センシング分子 
 
３．研究の方法 
上記のような目的を達成するために本研
究では以下の 3つの重点課題を中心に研究を
推進した。 

 
（重点課題 1） 
生細胞内の局在化を指標に DNA-NT への
機能ドメインを付加する技術を開発し、任意
mRNA の生細胞内ホモジニアスアッセイを
実現する。 

（重点課題 2） 
進化分子工学を利用した標的認識

DNA-NT バイオセンシング分子のスクリー
ニング方法を開発し、標的検出能を任意のタ
ンパク質へと拡張する。 
 
（重点課題 3） 

DNA-NT の構造変化を利用して分割酵素
の再構成を誘導し、シグナルを酵素活性とし
て出力とするバイオセンシング分子を開発
する。 

 
以上の課題遂行により、細胞内ホモジニア
スアッセイや POCT開発に資する、任意の核
酸やタンパク質を標的とする DNA-NT バイ
オセンシング分子作製法とその利用法の開
発を行った。 
 
４．研究成果 
（重点課題 1） 
肝臓細胞は、インスリンに応答して血中グ
ルコースを取り込むグルコーストランスポ
ーター（GLUT）の遺伝子発現を調節してい
ることが知られている。したがって細胞近傍
のインスリン濃度測定を行いながら、インス
リン刺激に対して生細胞が示す遺伝子発現
応答を評価することは重要な課題であると
考えられる。そこで本研究では、インスリン
に応答して発現が増加する Glut1 mRNAを検
出するための DNA-NT 蛍光バイオセンシン
グ分子と、インスリンに応答して発現が減少
する Glut4 mRNAを検出するための DNA-NT
蛍光バイオセンシング分子を開発した。それ
ぞれを株化した生肝臓細胞内へ導入し、イン
スリン刺激に対する遺伝子発現応答の FRET
イメージング解析を行った（図 2）。 

図 2 DNA-NT 蛍光バイオセンシング分子を用いた標
的 mRNAの FRETイメージング解析 

 
共焦点レーザー顕微鏡で局在を観察した
ところ、DNA-NT蛍光バイオセンシング分子
は細胞質へ導入されていることが明らかと
なった。次に FRETイメージング解析を行っ
たところ、単一細胞単位における FRETシグ
ナル挙動変化に、インスリン刺激に対する遺
伝子発現挙動としての一貫性を見出すこと
は困難であった。そこで、インスリン刺激後
の遺伝子発現挙動変化を、従来法である半定
量 RT-PCR 法で測定し、FRET シグナル挙動
変化と比較した。その結果、１画面に含まれ
る複数細胞が示す FRETシグナルの総和の挙
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動変化と、RT-PCR で測定した細胞集団が示
す遺伝子発現挙動変化は、どちらの mRNAの
場合もその傾向が一致した。 
以上の様に、FRET シグナルは生細胞内の
標的 mRNA の発現状態を反映していること
から、標的 mRNAの生細胞内ホモジニアスア
ッセイに成功したと結論した。またこのこと
から、DNA-NT蛍光バイオセンシング分子を
核内へ局在化させなくても、インスリン刺激
に対して増加する遺伝子発現応答（Glut1）も、
減少する遺伝子発現応答（Glut4）も、FRET
イメージングによってその発現挙動の連続
観察が可能であることが示唆された。今後は、
インスリン局所濃度のイメージング解析と
同時に遺伝子発現挙動のイメージング解析
を行うなど、さらなる細胞応答解析への応用
が期待される。 
 
（重点課題 2） 
重点課題 3 で先行開発した、分割

G-quadruplex再構成誘導型DNA-NTバイオセ
ンシング分子を利用し、標的認識部位にラン
ダム配列を持つランダム DNA-NT の中から、
標的タンパク質を認識する DNA-NT バイオ
センシング分子をスクリーニングにより獲
得する原理の検証を行った。標的分子として
モデル ssDNAを利用した。その結果、モデル
ssDNA 添加時において、複数種の DNA-NT
の中からでも標的 ssDNA検出用 DNA-NTバ
イオセンシング分子が、ヘミンカラムにより
優先的に回収されることが示された。 
以上の事から、進化分子工学的手法により
標的検出用 DNA-NT バイオセンシング分子
が優先的回収可能であるという基本原理の
検証に成功したと結論した。すなわち、ラン
ダム DNA-NTの中からでも、進化分子工学的
手法によって標的タンパク質を認識する
DNA-NT バイオセンシング分子の取得が可
能であることが示唆された。今後は具体的な
タンパク質を標的とした DNA-NT バイオセ
ンシング分子の開発が期待される。 
 
（重点課題 3） 
酵素活性としてシグナルを出力させる技
術開発にあたり、本研究では、ヘミン存在下
でペルオキシダーゼ活性を示す DNA 核酸酵
素、G-quadruplex 配列に着目した。DNA-NT
蛍光バイオセンシング分子の蛍光色素修飾
箇所に、2分割した G-quadruplex配列を導入
した新しい DNA-NT バイオセンシング分子
を作製した。この DNA-NTバイオセンシング
分子に、ペルオキシダーゼの発色基質である
ABTS と過酸化水素、また補酵素ヘミンと標
的 mRNAを添加したところ、420 nmの吸光
度が大きく上昇した。このことは、標的
mRNA を認識した DNA-NT が構造変化を起
こして分割 G-quadruplex配列が近接し、ヘミ
ンとの結合能を回復した分割G-quadruplexが
再構成した結果、ペルオキシダーゼ活性を示
したと考察した（図 3）。 

図 3 分割 G-quadruplex再構成誘導型 DNA-NTバイオ
センシング分子 
 
以上のことから、標的 mRNAを検出すると
ペルオキシダーゼ活性を生じる分割
G-quadruplex再構成誘導型DNA-NTバイオセ
ンシング分子の開発に成功し、これを用いた
洗浄操作の必要ないホモジニアスアッセイ
が可能であると結論した。 
 
以上の様に本研究では、細胞内ホモジニア
スアッセイや POCT開発に資する、任意の核
酸やタンパク質を標的とする DNA-NT バイ
オセンシング分子作製法の開発を行った。 
その結果、 

 DNA-NT 蛍光バイオセンシング分子を
用いた生細胞内特異 mRNA の連続ホモ
ジニアスアッセイ 

 進化分子工学的手法により、任意の標的
を検出する分割G-quadruplex再構成誘導
型 DNA-NT バイオセンシング分子作製
法の基本原理の検証 

 標的核酸を認識するとペルオキシダー
ゼ活性を示す分割G-quadruplex再構成誘
導型 DNA-NT バイオセンシング分子の
開発と、これを用いた試薬を混ぜるだけ
のホモジニアスアッセイ型標的核酸検
出法開発 

に成功した。 
 
今後は進化分子工学的手法を用いた、具体
的なタンパク質検出用 DNA-NT バイオセン
シング分子の作製と、それらを利用した細胞
内標的の挙動観察や、様々なバイオマーカー
を検出する POCT開発などが期待される。 
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