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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん細胞指向性を有するDNAナノ構造体の開発を目的として、アプタマ
ーを修飾した多足型DNAナノ構造体を構築し、立体構造化がアプタマーの機能に与える影響について検証した。
アプタマー修飾DNAナノ構造体はがん細胞特異的に親和性を有しており、アプタマーの修飾数に依存して親和性
が増大した。アプタマーの立体構造化が標的との親和性を向上する可能性が示され、多足型DNAナノ構造体を基
盤としたがん細胞への抗がん剤送達システムの開発に有用な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：To develop cancer cell-targeting DNA nanostructures, we investigated the 
physiological characteristics of DNA aptamer-modified polypod-like structured nucleic acids 
(polypodna). The DNA aptamers modified on polypodna exhibited specific interactions with cancer 
cells that overexpressed target proteins, and the affinity increased with the number of aptamer 
modifications. These findings provide important information for the development of an anticancer 
agent delivery system targeting cancer cells through the construction of DNA nanostructures.

研究分野： DDS

キーワード： DNA nanotechnology

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、DNAナノテクノロジーにより構築可能なDNA構造体のがん治療への応用を目的としている。アプタマー
を立体構造化したときの基礎的な情報を得られたことに加え、がん細胞との親和性を制御できる可能性が示され
た。DNA構造体は精密に設計・構築可能であるため、より効果的ながん治療法の開発に繋がることが期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

核酸ナノテクノロジーは、核酸の二重鎖を形成する特性を巧みに利用することで、様々な形状
のナノ構造体の設計・構築を可能にする。こうした DNAナノ構造体は、アンチセンス ODN や
siRNA、免疫刺激性 ODN などの機能性核酸を細胞内に送達するための有用なツールであること
が報告されている。我々は、多足型構造を有する DNA構造体（polypod-like structured DNA）
に CpG DNA を組み込むことで、その免疫刺激能を効率的に増強できることを見出してきた。
さらに、多足型 DNA ナノ構造体を材料とする DNA デンドリマーや DNA ハイドロゲルの構築
にも成功し、これらが強力な免疫刺激能を有することも明らかにしてきた。こうした知見は、核
酸医薬の生理活性が核酸の一次構造や二次構造だけなく、三次構造（立体構造）にも影響される
可能性を示すものである。 

これまで我々は、多足型 DNAナノ構造体が免疫細胞に効率的に取り込まれることから、免疫
刺激性を有する CpG DNA などを中心に、多足型 DNA ナノ構造体の生体応用を進めてきた。そ
のため、標的分子に特異的に結合するアプタマーを多足型構造に構築したときに、その生理活性
に及ぼす影響については全く解明されていないのが現状である。いくつかの DNAナノ構造体は
ドキソルビシンなどの抗がん剤の有用なデリバリーツールであることが報告されている。その
ため、がん細胞特異的に親和異性を有するアプタマーを多足型 DNA構造体に組み込むことでそ
の生理活性を増強することができれば、より効果的ながん治療法の開発に繋がることが期待で
きる。 

 

２．研究の目的 

 グアニンを豊富に含む
ODN（guanine-rich ODN、
GRO）は四重鎖構造を形成す
るために、がん細胞表面に過
剰発現するヌクレオリンと特
異的に結合する DNA アプタ
マーであることが知られてお
り、AS1411が最もよく研究さ
れている（図１）。本研究では、
AS1411 と同様の配列を有す
る GRO29A をアプタマーと
して選択し、これを多足型構
造 に 構 築 す る こ と で 、
GRO29A のがん細胞特異的
な親和異性およびがん細胞増
殖抑制作用に与える影響につ
いて検証した。さらに、複数の
多足型 GRO 構造体を設計・構
築し、その生理活性を検証す
ることで多足型構造の最適化
も試みた。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、3 本あるいは 6 本の足を有する DNA ナノ構造体（tripodna あるいは hexapodna）
の末端に GRO29A を結合した多足型 GRO 構造体を設計した（図２）。対照として、GRO29A 単
体に加えて、GRO29A を末端に結合した一本鎖や二本鎖 DNA も設計した。さらに、GRO29A の
グアニンをシトシンに置換した CRO29A を末端に結合した多足型 CRO 構造体も設計した。これ
らの構造はポリアクリルアミド電気泳動法を用いて評価した。さらに、GRO29A の四重鎖構造は
CD スペクトル法により解析した。血清中での安定性もポリアクリルアミド電気泳動法により評
価した。多足型 GRO 構造体と細胞との相互作用は、フロサイトメトリー法および蛍光顕微鏡法
を用いて評価した。多足型 GRO 構造体のがん細胞増殖抑制作用は、WST-1 アッセイにより評価
した。 

 

４．研究成果 
 3 個の GRO29A を末端に結合した tripodna（Tri-G3）、1、3 個の GRO29A を末端に結合した
hexapodna（Hexa-G1、Hexa-G3）は、ポリアクリルアミド電気泳動法において単一のバンドで確
認されたことから、多足型 GRO ナノ構造体の構築に成功したと推察した。一方、6 個の GRO29A

を末端に結合した hexapodna（Hexa-G6）のバンドはスメア状に確認された。一方、1、3、6 個の
CRO29A を末端に結合した hexapodna（Hexa-C1、Hexa-C3、Hexa-C6）は単一のバンドで確認さ
れた。これらの結果から、四重鎖構造を有する GRO29A を多数修飾したことにより立体障害が
生じ、Hexa-G6 は多足型構造を形成できなかったと推察した。 

図１．グアニンを豊富に含む ODN（GRO）の四重鎖構造

とがん細胞表面に発現するヌクレオリンとの相互作用を

含む生理活性を表わす． 



 GRO29A は四重鎖構造を形成するために、CD

スペクトル法において特徴的な波形を示した。類
似の波形は、Tri-G3、Hexa-G1、Hexa-G3、Hexa-G6

においても認められた。一方、多足型 CRO ナノ
構造体は GRO29A に特徴的な波形を示さなかっ
た。これらの結果から、多足型構造を形成したと
きにも、GRO29A は四重鎖構造を形成することを
明らかにした。 

 血清中での GRO29A の安定性は、CRO29A に
比べて高かった。Tri-G3、Hexa-G1、Hexa-G3、Hexa-

G6 の安定性は、多足型 CRO ナノ構造体に比べて
高かった。GRO は四重鎖構造を形成するために、
一本鎖や二本鎖 DNA に比べて、酵素分解に対し
て安定であることが報告されている。GRO29A が
CRO29A よりも血清中で安定であった結果は、こ
れらの報告と合致する。さらに、GRO29A の修飾
により多足型 DNA ナノ構造体の安定性が向上す
ることも明らかとなった。 

 Alexa Fluor 488 標識した GRO29A、CRO29A、多足型 GRO 構造体、多足型 CRO 構造体を作製
し、GRO29A の標的タンパク質であるヌクレオリンを過剰発現するヒト乳腺腫瘍由来細胞株
MCF-7 と、ヌクレオリンの発現が低いチャイニーズハムスター卵巣由来細胞株 CHO との相互作
用について検証した。蛍光顕微鏡による観察おいて、Alexa Fluor 488 標識 GRO29A 及び Alexa 

Fluor 488 標識 Hexa-G3 がMCF-7 細胞と相互作用することを明らかにした。一方、Alexa Fluor 488

標識 CRO29A 及び Alexa Fluor 488 標識 Hexa-C3 の相互作用は観察されなかった。さらに、Alexa 

Fluor 488 標識 GRO29A 及び Alexa Fluor 488 標識 Hexa-G3 と CHO 細胞との相互作用も観察され
なかった。これらの結果から、多足型 GRO 構造体は、修飾した GRO29A とがん細胞表面に発現
するヌクレオリンとの結合を介して、がん細胞と特異的に相互作用することが示唆された。 

 Alexa Fluor 488 標識した GRO29A、CRO29A、多足型 GRO 構造体、多足型 CRO 構造体とイン
キュベートした後の MCF-7 細胞の平均蛍光強度を測定した（図３）。その結果、Alexa Fluor 488

標識 GRO29A は、Alexa Fluor 488 標識 CRO29A 及び Alexa Fluor 488 標識 Hexa-C3 に比べて、効
率的に MCF-7 細胞と相互作用した。一方、Alexa Fluor 488 標識 Hexa-G3 と MCF-7 細胞との相互
作用は、Alexa Fluor 488 標識 GRO29A との相互作用と比較して、顕著に増大した。さらに、Alexa 

Fluor 488 標識した多足型 GRO 構造体と MCF-7 細胞との相互作用は、GRO29A の修飾数に依存
して増大した。これらの結果から、GRO29A を多足型構造に構築することで、ヌクレオリンを過
剰発現するがん細胞との親和異性が増大し、
GRO29A の修飾数によりがん細胞との親和性を
制御できることが示唆された。 

 多足型 GRO 構造体によるがん細胞増殖抑制作
用について検証した。GRO29A 及び多足型 GRO

構造体は効率的にMCF-7細胞の増殖を抑制した。
中でも、Hexa-G3 による細胞増殖抑制作用が最も
高かった。一方、CRO29A 及び多足型 CRO 構造
体による MCF-7 細胞の増殖抑制作用は認められ
なかった。さらに、GRO29A 及び Hexa-G3 による
CHO 細胞の増殖抑制作用も確認されなかった。
これらの結果から、多足型 GRO 構造体がヌクレ
オリンを発現するがん細胞特異的に細胞増殖抑
制作用を発揮することが示唆された。 

 本研究では、GRO アプタマーである GRO29A

を多足型構造に構築することで、がん細胞との特
異的な親和異性及び細胞増殖作用を増強できる
こと見出した。本研究で構築した多足型 GRO 構
造は、構造中の GRO29A の修飾数を制御するこ
とが可能であり、これがヌクレオリンを発現する
がん細胞との特異的な親和異性を増強する要因
であると考えられた。さらに、この効率的な親和
異性が GRO29A の細胞増殖抑制作用を向上させ
ると考えられた。多足型 GRO 構造体は、DNA デ
ンドリマーや DNA ハイドロゲルの材料として使
用することも可能であり、がん細胞への特異手的
な抗がん剤送達システムとしての利用も期待で
きる。以上、本研究では、がん細胞指向性を有す
る多足型 DNA ナノ構造体の開発に成功した。 

図２．多足型 GRO ナノ構造体の模式図． 

図３．多足型 GRO ナノ構造体とヌクレオ

リンを過剰発現した細胞との相互作用．

蛍光標識を施した核酸（白棒：0.5 M、黒

棒：1.0 M）をインキュベートした後の

MCF細胞の平均蛍光強度を示す． 
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