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研究成果の概要（和文）：DNA修飾ナノ粒子超格子の結晶を用いて、スポンジ機能を持つ結晶作製に取り組ん
だ。タンパク分子などのゲスト分子の取り込み効率を向上させるため、格子定数がナノ粒子粒径よりも大きい結
晶作製に取り組み、SAXS構造解析により、結晶性の良いbcc構造であることを確認した。また、封入したいタン
パク分子と相互作用を持つ部位を予め結晶内に導入しておくことで、溶液内で混合するだけでタンパク分子を取
り込めることを示した。ストレプトアビジン及びRNPの封入に成功し、共焦点レーザ走査型顕微鏡による結晶断
面観察により、内部までタンパク分子が取り込まれていることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We worked on the fabrication of crystals of DNA-functionalized nanoparticle 
superlattices with sponge functionality. In order to improve the uptake efficiency of guest 
molecules such as protein molecules, we worked on the fabrication of crystals with lattice constants
 larger than the nanoparticle particle diameter. The crystals were found to have a bcc structure 
with high crystallinity, which was confirmed by SAXS structural analysis. Streptavidin and RNP were 
successfully encapsulated, and cross-sectional observation of the crystals by confocal laser 
scanning microscopy confirmed that the protein molecules were incorporated into the interior of the 
crystal.

研究分野：コロイド結晶成長

キーワード： DNA　ナノ粒子　結晶成長　X線小角散乱　自己集合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA修飾ナノ粒子の結晶が、規則的な空孔にタンパク分子のような大きな分子も取り込めることを確認したこと
で、今後は規則配列化による構造解析のみならず、結晶内での反応制御等、様々な応用が考えられる。DNA修飾
ナノ粒子の結晶が持つ光電場の増強効果を利用し、ラマン散乱等の手法を用いて封入分子の反応課程を観察する
手法としても有効であると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
DNA構造体を三次元的に架橋することで「DNAハイドロゲル」を作製することができ、非共有
結合性相互作用によりその細孔内に様々な分子を取り込めること、更に細孔に取り込まれたタ
ンパク分子は単体時よりも変性しにくいことが報告されていた[S. H. Um, et al., Nature Mater. 
5, 797-801, 2006; J. B. Lee, Nature Nanotech. 7, 816-820, 2012; L. Wan et al., 
Biomacromolecules17, 1543-50, 2016]。DNAハイドロゲルは一般的なゲル同様に、構成分子が
ランダムに配向し、規則的でない三次元架橋構造をしているため、タンパク分子を規則配列させ
ることはできなかった。そこで研究代表者は、自身がこれまで研究してきた DNAを用いた規則
構造体である DNA-NP超格子を利用し、結晶性の良い規則的三次元多孔構造を持つハイドロゲ
ルを作製することを考えた。更に、研究代表者が 2007年に成功させた DNAナノ構造体を形成
後に光連結で共有結合する技術を用いれば、耐乾燥性・耐熱性が上がり、タンパク分子取り込み
後に再熱処理しながらイオン濃度調整により格子を収縮させ、再結晶化することで規則配列化
できるのではと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、タンパク質の規則配列化のための DNA規則的多孔構造（DNA結晶スポンジ）の創
製を目的とする。DNA はタンパク分子と相性が良く相互作用しやすいこと、DNA 構造体は水
溶液中のみで合成できるためタンパク分子の変性の心配がないこと、塩基配列設計によりナノ
構造のデザイン自由度が高いことから、タンパク分子の取り込みと規則配列に適していると考
えられる。本研究では、規則的多孔構造であり、また既に高品質単結晶成長に成功している DNA
修飾ナノ粒子（DNA-NP）超格子を水溶性の結晶スポンジとして機能させ、タンパク分子取り込
み後に、溶液中のイオン濃度調整により多孔構造を収縮させながら再結晶化することで、非共有
結合性相互作用でタンパク分子の規則配列化を行う。結晶化し難いタンパクを本手法で配列さ
せられれば、立体構造解析が可能になると期待できる。 
 
３．研究の方法 
二種類の異なる合成一本鎖 DNA を金ナノ粒子にそれぞれ修飾し、DNA 修飾ナノ粒子（DNA-NP）を
作製した。この DNA-NP を架橋 DNA と混合し、昇温、徐冷することで DNA-NP 超格子を作製した。
結晶構造及び結晶性の確認は、Spring-8 の X 線小角散乱（SAXS）により行った。さらに、走査
型電子顕微鏡（ＳＥＭ）及びを用いて乾燥状態の DNA-NP 超格子の結晶形状を観察した。DNA に
蛍光色素を導入した結晶は、共焦点レーザ走査型顕微鏡(LSCM)により水和状態の結晶形状と断
面像を測定した。ストレプトアビジンの封入及び配列には、ビオチンを修飾した DNA を用いて
DNA-NP 超格子を作製し、RNP（Cas9 タンパク質とガイド RNA の複合体）の封入及び配列には、
Cas9 の結合配列を含む DNA を用いて DNA-NP 超格子を作製した。溶液中でビオチン修飾 DNA-NP
超格子には蛍光修飾したストレプトアビジン、RNP 結合配列を含む DNA-NP 超格子には蛍光修飾
した RNP をそれぞれ混合し、封入後に LSCM により結晶断面観察を行い、内部への封入状態を確
認した。 
 
４．研究成果 
DNA-NP 超格子を用いて、スポンジ機能を持つ結晶作製に取り組んだ。タンパク分子などのゲス
ト分子の取り込み効率を向上させるため、格子定数がナノ粒子粒径よりも大きい結晶作製に取
り組んだ。DNA 配列及び結晶化溶液の組成等の結晶成長条件を最適化することにより、結晶内の
タンパク分子取り込みサイト（空隙）の大きさを約 73nm 程度まで大きくすることに成功した。 
SAXS 構造解析により、ビオチン修飾 DNA-NP 超格子、及び RNP 結合配列を含む DNA-NP 超格子と
もに、結晶性の良い bcc 構造であることを確認した。 
また、封入したいタンパク分子と相互作用を持つ部位を予め結晶内に導入しておくことで、溶
液内で混合するだけでタンパク分子を取り込めることを示した。具体的には、予めビオチン分子
を修飾した合成 DNA を用いて DNA-NP 超格子の結晶を作製し、溶液中でストレプトアビジンと混
合することで、ストレプトアビジン-ビオチン相互作用により、ストレプトアビジン分子を封入
することに成功した。RNP 封入に関しては、予め RNP 結合配列を含む合成 DNA を用いて作製した
DNA-NP 超格子の結晶を作製し、溶液中で RNP と混合することで封入に成功した。LSCM により結
晶断面観察を行い、内部までタンパク分子が取り込まれていることが確認できた。 
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