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研究成果の概要（和文）：人工的なナノ形状へと折りたたまれた核酸分子と生きた細胞表層との相互作用を，蛍
光顕微鏡一体型のライブセル観察用高速原子間力顕微鏡(ライブセル高速AFM)を用いて可視化する手法を確立し
た。蛍光修飾したDNAオリガミ構造体や蛍光タンパク質融合型クラスリン分子の局在・動態情報を，高速AFMによ
り得られた細胞表層の連続画像と同一空間・同一時間軸上で相関させることによって，DNAオリガミ構造体がク
ラスリン依存的エンドサイトーシスによって細胞に取り込まれ，その内部に移行していく様子を捉えることに成
功した。

研究成果の概要（英文）：The interaction between artificially-designed nucleic acid nanostructures, 
such as DNA origami, and the living cell surface was visualized by using high-speed atomic force 
microscopy combined with fluorescent microscopy. By correlating localizations of 
fluorescently-labeled DNA nanostructures and those of EGFP-fused clathrin molecules with 
morphological changes in the living cell surface obtained by high-speed AFM in the same 
spatiotemporal range, we have successfully monitored the internalization of DNA origami 
nanostructures into living cells. The sequential correlated images showed that DNA origami 
nanostructures were taken up into cells via clathrin-dependent endocytosis.

研究分野： 生体分子工学

キーワード： DNAナノテクノロジー　DNAオリガミ　細胞膜　原子間力顕微鏡　ライブセルイメージング　エンドサイ
トーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸分子を素材とした分子デバイスの開発研究が進展し，それらを細胞機能制御などへ応用しようとする動きが
活性化している。しかし，人工的な形状へと折りたたまれた核酸分子が生きた細胞とどのように相互作用するの
か，その原理や機構に関する研究は未だ開拓期にある。本研究課題で確立した手法では，細胞表層におけるDNA
ナノ構造体の局在と挙動を細胞膜そのものの微細構造変化と重ね合わせて可視化できるだけでなく，特定のタン
パク質の動態とも相関させることが可能である。これによって，人工的な核酸ナノ構造体と生細胞膜との相互作
用の分子機構の解明が進めば，核酸ナノテクノロジーの医学応用･薬学応用が加速されるものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報の保存・継承・発現などを担う DNA や RNA の最大の特徴は相補的な塩基対形成能で
ある。この特徴に基づいて，人工的に設計した核酸分子によって特定の遺伝子発現を制御する試
みが難治性疾患などに対する新たな治療法になるものとして期待されている。近年では，遺伝子
発現抑制を目的としたアンチセンス鎖や特定の生体分子と結合するアプタマーなど核酸から成
る分子が核酸医薬として注目され，開発が進んでいる。一方で，核酸の塩基対形成能を巧みに利
用することで，人工的に塩基配列設計した核酸分子を複雑かつ精巧な微小構造へと折りたたむ
DNA・RNA ナノテクノロジー技術の進展もめざましい。この技術は，任意の形状のナノ構造体
を構築可能であること，天然の核酸分子だけでなく人工核酸や核酸誘導体に対しても適用可能
であること，化学修飾を介してさまざまな機能付加が可能であることなどから，細胞運命制御，
細胞内治療などを指向した分子デバイス開発の基盤技術として検討されている。しかし，人工的
な形状へとナノ構造化された核酸分子と生きた細胞膜との機能的・構造的相互作用については
不明点が多く，DNA・RNA ナノテクノロジーの医学的･薬学的実用化には，それらの解明が不
可欠である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，DNA オリガミに代表される核酸ナノ構造体と多数の構成要素から成る生きた細胞
表層との相互作用を，蛍光顕微鏡一体型のライブセル観察用高速原子間力顕微鏡（以下，ライブ
セル高速 AFM）を用いて可視化解析する。核酸ナノ構造体の局在と動態，生細胞表層の形態変
化，そして，関連タンパク質の局在を同空間・同時間軸上で統合的に可視化解析することで，人
工物である核酸ナノ構造体と生きた細胞膜との機能的・構造的相互作用を明らかにすることを
目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題では，ライブセル高速 AFM を用いたタイムラプス相関イメージングをメインアプロ
ーチとする。実験に用いる核酸ナノ構造体は，形状・サイズ・物理的性質などを自在に設計でき
る DNA オリガミ法を用いて設計・構築する。各種 DNA オリガミ構造は，設計ソフトウェアで
ある caDNAno を用いて設計し，構造に合わせて配列設計したステープル DNA の混合溶液とス
キャフォールド DNA（M13mp18 ssDNA あるいは，p8064）を緩衝溶液（20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 
15 mM MgCl2, 1 mM EDTA）中で混合・アニーリングすることで作製する。DNA ナノ構造体の形
成および細胞培養液中における安定性についてはアガロースゲル電気泳動および，原子間力顕
微鏡により解析する。 
共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）一体型ライブセル高速 AFM を用いた観察においては，エン

ドサイトーシス経路を代表する関連タンパク質（クラスリンなど）の蛍光タンパク質融合型タン
パク質を培養細胞内に発現させておくことで，AFM 像で観察される細胞表層の構造が,どの経路
のものなのかで特定できるようにする。この状態で，核酸ナノ構造体（DNA オリガミ）の取り
込みを直接可視化し，エンドサイトーシスにおける特徴的な細胞表層の形態・構造変化を捉える。 
この際，核酸ナノ構造体側にも蛍光分子修飾を施すことで共局在解析をおこなう。核酸ナノ構

造体が細胞膜表層でどのように局在し，どのようなタンパク質と関わりあうのか AFM 像と相関
させる。 
 
 
４．研究成果 
I: DNA オリガミ構造の構築と細胞培養環境下における安定性 
細胞膜上の相関イメージングに先立ち，作製・精製した DNA オリガミ構造の形状確認および細
胞培養環境下における安定性について評価した。DNA オリガミ構造を 37℃，DMEM 培地中に
おいて，最長 24 時間インキュベートし，各タイムポイントにおける構造をアガロースゲル電気
泳動と原子間力顕微鏡によるナノスケールイメージングによって解析した。バンドパターンお
よび AFM 像中の構造形状，いずれにおいても優位な差は認められず，細胞培養液中においても
オリガミ構造が維持されていると判断した（図 1）。 
 
 
II: 生細胞表層における DNA オリガミ構造とクラスリン小胞の相関イメージング 
DNA オリガミ構造が細胞内へ取り込まれる有力な経路として，クラスリン依存的エンドサイト
ーシスに着目し，その過程をタイムラプス相関イメージングで可視化することを試みた。クラス
リンと緑色蛍光タンパク質との融合タンパク質（EGFP-クラスリン）を発現させた培養細胞
（COS-1）に対して，TAMRA で蛍光標識した DNA オリガミ構造体を滴下したのち，細胞表層



を高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）および共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）により同時計測・同
時観察した（図 2）。 

図 1：DNA オリガミ構造と DMEM 中での安定性．（A）8 ヘリックスバンドル
をベースとした DNA オリガミナノ構造体のデザイン．（B）作製・精製後の DNA
オリガミ構造体の AFM 像．（B）アガロースゲル（1.5％）電気泳動の結果．M:1 
kbp ラダーマーカー，レーン 1：p8064 スキャフォールド ssDNA，レーン 2～7：
DMEM 中でそれぞれ 0，1.5，3，6，12，24 時間インキュベートした後の DNA
オリガミ構造体． 

図 2：生細胞膜の形態像（AFM）とタンパク質および DNA ナノ構造の局在（蛍
光）のタイムラプス相関イメージング．ピット（点線矢頭，0 s）や膜直下の小
胞（黒矢頭,  0 s）と EGFP-クラスリン（緑）の共局在が認められる．小胞（黒
矢頭,  0 s ）と TAMRA-DNA オリガミのシグナル（マゼンタ）も重なってい
る．小胞様構造の消失（600～700 s）とともに DNA オリガミの蛍光シグナルも
消失する． 
 



高速 AFM 像と蛍光像を重ね合わせたところ，細胞表層の多様な構造のなかからクラスリン被
ピットや細胞膜直下のクラスリン被覆小胞を同定することができた。加えて，TAMRA のシグナ
ルも観察し，3 種類の画像のタイムラプス相関イメージングを行なった。DNA オリガミの蛍光
シグナルとクラスリン被覆小胞が重なり，同じ動態を示したことから，DNA ナノ構造がクラス
リン依存的エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれていることが示唆された。さらに，
高速 AFM 像上での小胞様構造の消失と TAMRA のシグナルの消失が同期したことから，細胞膜
直下の DNA ナノ構造を内包した小胞が細胞深部へと移動していったと考えられる。以上の成果
により，生きた細胞膜表層の形態変化とエンドサイトーシス関連タンパク質および DNA ナノ構
造の局在情報を同一時空間上取得する観察系を確立できたと判断した。 
 
 
III:DNA オリガミ構造の細胞内運命 
生細胞表層における相関イメージングにおいて，エンドサイトーシスによる DNA オリガミ構造
体の内在化を示唆する結果を得たため，その後の細胞内運命を追跡する目的で，後期エンドソー
ムのマーカータンパク質であるRab7との共局在を共焦点レーザー顕微鏡により解析した（図3）。
Rab7 と緑色蛍光タンパク質の融合タンパク質（EGFP-Rab7）を発現させた培養細胞の培養液
（DMEM）中に Cy3 で標識した DNA オリガミ構造体を導入し，3 時間後に観察を行った。Rab7
の蛍光シグナルの一部が Cy3 のシグナルと重なったことから，エンドサイトーシスによって取
り込まれた DNA ナノ構造が，エンドソームに内包され細胞内部へと輸送されることが示唆され
た。一方で，エンドソームに内包された DNA オリガミが，その構造を維持しているか否かにつ
いてはより詳細な検討が必要である。 
 

図 3：EGFP-Rab7 と Cy3-DNA origami の局在．培養液中に DNA オリガミを導
入後，3 時間インキュベートした後，4％PFA で固定し観察した． 
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