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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜を貫通するDNAナノ構造体の構築と分子デリバリーへの応用を目
指した技術開発を目的とした。脂質膜を貫通できる針状の部位を持つ2次元DNAオリガミ構造体を設計・構築し、
脂質二重膜と相互作用し格子状の集合体を形成することを高速AFMで動的に観察した。細胞のモデル系であるリ
ポソームを用いることで、針状部位が脂質膜を貫通し、ターゲット分子のリポソーム内への導入と内部の生化学
反応を開始することに成功した。この構築した系を用いて、細胞に対して目的分子を細胞表面から導入できる新
たな系へと発展させる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop new strategy by constructing DNA 
nanostructures which can penetrate the cell membrane and application to molecular delivery system. 
We designed and constructed a DNA origami structure having a needle-like portion that can penetrate 
the lipid membrane, and observed that it interacts with the lipid bilayer membrane and forms a 
lattice assembly by high-speed AFM. By using liposome which is a model system of the cell, the 
target molecule was successfully introduced into the liposome and biochemical reaction was initiated
 by penetrating the lipid membrane. Using this system, we develop a new system that can introduce 
the target molecule from the cell surface into the cell.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
本研究では、DNA によって構成されるシー

ト状２次元集合体を設計・機能化し、ナノサ
イズの針状部位を細胞膜に貫通させ、分子の
デリバリーと細胞応答の制御へと応用する
ための基礎技術の開発を目指す。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(Acc. Chem. Res. 2014, 47, 
1645; Chem. Rev. 2014, 114, 1493)。本研
究者はこれらの独自に蓄積してきた DNA分子
テクノロジーの技術を基盤として、十字型及
び多角形 DNA構造体とシート状の集合体を構
築してきた。これを応用し、生体分子のデリ
バリーに使用可能な分子システムを開発し、
細胞の機能制御を目指す。一方で、DNA 構造
体がシート状集合体を形成するため、従来の
小分子を使った細胞へのアプローチとは根
本的に異なる未知の領域も開拓する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、DNA 構造体使った脂質膜を貫
通する DNA構造体及び集合体の構築と分子デ
リバリーへの応用を目指した技術開発を目
的とする。現在までに申請者が蓄積してきた
DNA によるナノテクノロジーの技術を基盤と
して、DNA によって様々な構造体を設計・機
能化し、マイクロメーターサイズに DNA 構造
体を集合させ、細胞に対して機能制御できる
分子システムを開発する。脂質膜を貫通でき
る針状の部位を持つ DNA ナノ構造体を設計・
構築し、針状 DNA 部位を細胞のモデル系であ
るリポソームの脂質膜を貫通させる系を構
築する。これによって、ターゲット分子のリ
ポソーム内への外部からの導入を行う。 

本研究では、以下の項目を計画した。（１）
多角形 DNA 構造体の設計・構築と２次元シー
ト状への集合化を行う。格子状の集合体を構
築し、脂質二重膜との相互作用を高速 AFM で
動的に観察する。（２）針状部位へ目的とす
る 1本鎖 DNA を結合し、光照射による分子の
放出の制御を行い、リポソームを使って貫通
した針状部位からの内部への分子の放出を
検討する。（３）これらの構築した構造体及
び集合体と細胞との相互作用を検討し、細胞
表面からのターゲットとなる DNA や RNA の細
胞内への導入法を検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、DNA オリガミ構造体使った脂

質膜を貫通する DNA 構造体及び集合体の構
築と分子デリバリーへの応用を目指した技
術開発を目的とする。DNA オリガミ構造体の
設計は caDNAno を使用し、DNA 構造体と中心
に針状構造体を導入した構造体の設計を行

った。鋳型となる 1本鎖 DNA (M13mp18)と設
計した相補鎖 DNA を自己集合させ、AFM によ
って構造を確認した。脂質上での動的な挙動
は高速 AFM によって検討した。蛍光ラベルし
た構造体とリポソームとの相互作用、生化学
反応系を含むリポソームの反応の観察を蛍
光顕微鏡によって行った。 
 
４．研究成果 
(1)針状構造を持つ DNA 構造体の構築と脂
質との相互作用 
DNA 集合体の構築を行うため、その設計を
行った。設計は DNA オリガミ法を用いて、
DNA構造体に脂質二重膜を貫通する針状構
造体を中心に垂直に導入した。針状構造の
形成は AFM によって確認した。構造体を自
己集合すると構造体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 に
よって確認できた。マイカ上に作成した脂
質二重膜上に DNA 構造体は吸着され、脂質
と問題なく相互作用することが確かめら
れた。次に、末端がπ－π相互作用で結合
できるようにした十字型構造体が、脂質膜
表面に吸着し集合化することで、マイクロ
メーターサイズの格子集合体を形成する
ことを高速 AFM によって可視化した。 
 

(2)針状構造を持つ DNA 構造体によるリポ
ソーム内部への分子の導入 
DNA 構造体に導入した針状構造体によって
リポソームの脂質二重膜を貫通し、リポソ
ーム内部に導入した反応系を動作させる系
の構築を行った。作成した DNA 構造体を
DOPC からなるリポソームとインキュベー
トすることで、リポソーム表面に構造体が
結合することを蛍光顕微鏡観察によって確
認した。これらをアセンブルすると 20 個程
度のモノマーが含まれた格子集合体の形成
が見られた。次に針状構造の先端に DNA 増
幅反応を開始する DNA 鎖を導入し、DNA 増
幅反応系を導入したリポソーム内部で反応
を開始する系を構築した。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
質膜を貫通し、リポソーム内に導入された
ターゲット分子から反応が開始されること
が示唆された。このことから、これら DNA
構造体を用いることで、反応開始に必要な
DNA 鎖をリポソーム内部に送り込み、目的
とした DNA 増幅反応を開始することに成功
した。 
 

(3)シグナルに応答して集合化する構造体
の構築と機能 
外部からのシグナルとなる分子に応答し
て構造変換し機能する DNA 構造体の設計
と構築を行った。設計は、針状構造体を中
心に導入した十字型の DNA 構造体の方針
を踏襲した。DNA 構造体は DNA オリガミ法
によって設計し、シグナル分子に応答して
2つの平面なドメインが解離する動的なも
のである。構造体の 2量化部位に針状構造
体を導入してあり脂質二重膜を貫通でき
る。特異的な配列の DNA 鎖を加えることで
結合していた 2 つのドメインが切り離さ
れることが AFM 観察とゲル電気泳動によ
って確認された。これに伴って、針状構造
の先端に導入した DNA 増幅反応を開始す
る DNA 鎖が切り離されることが確認され
た。 

 
本研究では、針状構造を持つ十字型の

DNA 構造体と 2 つの平面構造からなる DNA
構造体を設計・作成した。十字構造体はリ
ポソーム表面と相互作用し、脂質二重膜を
貫通して、リポソーム内部に導入し、内部
の DNA 増幅系を動作させることに成功し
た。もう一方の 2 つの平面構造からなる
DNA 構造体は、シグナル分子となる特異的
な DNA 鎖に応答して、構造体の構造変換を
誘導できるため、外部操作によってリポソ
ーム内部に反応開始分子を生じさせるこ

とができる。今後、リポソーム内部の反応
の誘導と細胞への応用を検討する。 
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