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研究成果の概要（和文）：　脂質2重膜を取り込むための口の字型DNAオリガミ構造体を設計し、その形成を原子
間力顕微鏡（AFM）により確認した。さらに、脂質2重膜との相互作用についても検討した。また、DNAオリガミ
構造体内の疎水空間へのゲスト取り込みに関して、その低い収率を改善するための手法についても検討した。10
 nm角のゲスト取り込み空間を有するDNAオリガミ構造体への金ナノ粒子の取り込みにおいて、溶液を凍結するこ
とにより100倍以上の加速効果が得られることがわかった。さらに、DNAオリガミ構造体のゲスト取り込み空間
に、シクロデキストリンロタキサンを固定化し、高速AFMでリアルタイムに単分子観察することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：A square-shape DNA origami motif with wide inner cavity for encapsulation of
 lipid bilayers has been designed and prepared. Atomic force microscopy (AFM) showed successful 
formation of the desired nanostructures. Selective and efficient incorporation of gold nanoparticles
 applying solution-freezing technique, and real-time and single-molecule observation of CyD rotaxane
 attached to DNA origami nanostructures using high-speed AFM were also successful.

研究分野：生体超分子化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で設計した口の字型DNAオリガミ構造体により、「人工ナノディスク」の構築への端緒が開かれた。ま
た、近年注目が集まりつつある分子機械について、ほぼ世界で初めて高速AFMによるリアルタイム観察を行うこ
とに成功した。生体分子との組み合わせにより、AFMでは観察が難しい小分子でもその存在を可視化できること
を示すとともに、観察基盤としてのDNAオリガミ構造体の有用性も示すことができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 生体において膜タンパクは、環境の知覚や有用分子の取り込み、細胞間の連携など、細胞と外
界との間のインターフェースとして、生命活動に欠かすことのできない重要な役割を果たして
いる。膜タンパクは通常、脂質２重膜に埋め込まれる非常に疎水的な部位を有しているため、一
般的なタンパク質の試験管内合成法は容易には適用できないことが多く、これまで構造解析な
どの詳細な膜タンパク研究の大きな障害となっていた。 
 そのような状況において、最近注目を浴びているのが「ナノディスク」と呼ばれる複合体であ
る。これは人工的なタンパク質をベルトのように使用し、脂質２重膜をナノメートルサイズの円
盤状に切り出したものをいう。正しい条件を整えてやれば、試験管内で人工的に合成した膜タン
パク質であっても、正しくフォールディングさせながら脂質２重膜内に取り込むことができる
という大きな特長から、ナノディスクは膜タンパク研究の強力なツールとなりつつある。 
 一方で脂質２重膜を束ねるベルトとしてタンパク質を利用することは、調製が煩雑であり安
定性も十分でない、さらなる機能化をはかることが容易にはできない、などの欠点も存在した。 
 研究代表者はこれまでに、多数の短い DNA を用いて長鎖のウイルス DNA を折り畳むことで
望み通りのナノ構造体を自在に作成できる「DNA オリガミ法（Nanoscale 2010, 2, 310 など）」
を活用して、様々なナノデバイスの作成に成功してきた（Nature Commun., 2011, 2, 449など）。
その過程において、DNA オリガミ構造体に存在する DNA の疎水性末端に由来した非常に疎水
的な領域をうまく活用すれば、脂質２重膜と DNA オリガミ構造体を強く相互作用させることが
できるのではないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、多数の DNA を用いて長鎖のウイルス
DNA を折り畳むことで望み通りのナノ構造体を
自在に作成できる「DNA オリガミ法」を活用し、
脂質２重膜を膜タンパクごと細胞膜などから切り
取ることができるプール状の DNA ナノ構造体の
作成を目的とした。さらにこれを用いて、完全に設
計通りに制御可能、かつ非常に均一なサイズを有
し、狙った分子数だけ膜タンパクをプール内に包
含、自在に連結、複合化が可能な、これまでに類を
見ない次世代の「ナノディスク」を作成し、革新的
な膜タンパク研究法を確立することをめざした。 
 
３．研究の方法 
 
 初年度はまず、脂質２重膜を取り込むための口
の字型 DNA オリガミ構造体の設計を行った。厚さ
約 8 nm の脂質２重膜を束縛しなければならないた
め、DNA を二層重ねた特殊な構造（この場合、DNA
の曲がりも影響して、厚みは 5.5 nm 程度になる）を検討した。全体構造に十分な強度を持たせ
るためには、経験的に外形は縦横 40 nm、内部の切り抜きは 30 nm とするのが最適であると予想
される。必要な DNA 鎖を購入し、設計通りの構造が形成されていることを、原子間力顕微鏡
（AFM）観察や、透過型電子顕微鏡（TEM）観察により確認した。 
 さらに、口の字型 DNA オリガミ構造体の設計がある程度確定させた後に、脂質２重膜の取り
込みによるプール状複合体の形成を検討した。蛍光標識した口の字型 DNA オリガミ構造体を用
意し、これをリポソームの分散液に加えた際の挙動を、共焦点レーザー顕微鏡およびフローサイ
トメーターで観察した。 
 このほか、DNA オリガミ構造体内の疎水空間へのゲスト取り込みに関して、その低い収率を
改善するための手法についても検討した。 
 
４．研究成果 
 
 当初の研究計画に従い、脂質 2 重膜を取り込むための口の字型 DNA オリガミ構造体の設計を
行った。84 残基からなる DNA 二重らせんを 10 本平行に束ね、これを二層重ねた構造を一単位
とした。これにより、奥行き 28 nm、横幅 35 nm、厚み 7 nm の長方形のブロックが形成される。
さらにこれを四単位、回転対称に並べることで、中央に正方形の疎水空間をもつ、口の字型の構
造体とした。研究計画当初は中央の疎水空間のサイズを 30 nm の固定としていたが、DNA オリ

 

 
タンパクベースのナノディスク（上）

と筒状の DNA で脂質２重膜を囲んだ

DNA オリガミナノディスク（下） 



ガミ構造体の設計を工夫することにより、最小 7 nm から
最大 35 nm まで、疎水空間のサイズを可変とした。鋳型
DNA の折りたたみパターンを決定するとともに、その配
列を確定した。上記に加え、研究代表者が独自にデザイン
した DNA オリガミ類縁体である DNA スダレ法によって
も、同様の疎水空間を中央に有する構造体のデザインを行
った。DNA スダレ法は、DNA 二重らせん間に任意の長さ
のスペーサーを挿入することにより、らせん間の距離を調
節するだけでなく、その角度までも自在に操ることができ
ることがわかっている。そこで、中央に末端の疎水部を集
約するように DNA 二重らせんを放射状に並べた、円形の
構造体を設計した。DNA の折りたたみパターンは上記の
口の字型構造体とほぼ同様の 84 残基の DNA 二重らせん
80 本からなり、厚みも同じように 2 段構造とした。らせ
んの結合パターンのみを変えることにより、中央の円形の疎水空間の直径がおよそ 80 nm、外周
までの直径がおよそ 140 nm の構造となるようにした。 
 ついで、設計した脂質 2 重膜を取り込むための口の字型 DNA オリガミ構造体を実際に調製し
た。10 nm 角の疎水空間を有する構造体を実際に作製し、原子間力顕微鏡（AFM）により目的通
りの構造が作製されていることを確認した。さらに、脂質 2 重膜との相互作用についても検討し
た。また、DNA オリガミ構造体内の疎水空間へのゲスト取り込みに関して、その低い収率を改
善するための手法についても検討した。金ナノ粒子への DNA 修飾に際して、金ナノ粒子とチオ
ール修飾 DNA の溶液を凍結させることにより、金ナノ粒子への DNA 分子の導入効率を飛躍的
に高めたという既報の論文を参考に、10 nm 角のゲスト取り込み用の空間を有する DNA オリガ
ミ構造体への金ナノ粒子の取り込みにおいても溶液の凍結を試みた。その結果、従来考えられて
いたのとは異なり、DNA オリガミ構造体の溶液を凍結しても、その構造には悪影響がでないこ
とがはじめて明らかとなるとともに、DNA オリガミ構造体への金ナノ粒子の取り込み効率 につ
いても、100 倍以上の加速効果が得られることがわかった。さらに、DNA オリガミ構造体のゲ
スト取り込み空間に、シクロデキストリンロタキサンを固定化することにも成功した。高速 AFM
で観察した結果、シクロデキストリン分子そのものを観察することはできなかったものの、シク
ロデキストリンに導入したビオチンにストレプトアビジンタンパクを結合させることにより、
ナノ空間内にタンパク分子を選択的に取り込み、その運動をリアルタイムに観察することがで
きた。 
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