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研究成果の概要（和文）：鋳型内交互積層法により、DNAとポリエチレンイミンを階層成分とするナノチューブ
の合成に成功した。DNAナノチューブには、抗がん剤ドキソルビシン(Dox)を効率高く導入することが可能であっ
た。Doxを導入したDNAナノチューブは細胞内に取り込まれ、Dox溶液よりも高い抗がん活性を示した。さらに、
GFP発現ベクタープラスミドDNAとPEIからなるナノチューブを細胞導入したところ、細胞内において明確なGFPの
蛍光が観察された。以上の結果より、DNAナノチューブは薬物キャリアーや遺伝子導入剤として応用可能である
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Nanotubes (NTs) composed of DNA and polyethyleneimine were synthesized by 
alternating layer-by-layer assembly method using nanoporous polycarbonate membrane as a template. 
Doxorubicin (Dox), a DNA intercalating anticancer drug, can be loaded into the DNA layers of the NTs
 with high density. Dox-loaded DNA NTs were incorporated into the cancer cells and clearly showed 
anticancer activity. This activity was drug dose-dependent and slightly higher than that of Dox 
solution. Moreover, DNA NTs, prepared by using a plasmid DNA vector, successfully delivered the GFP 
(green fluorescent protein) gene into mammalian cells.

研究分野：生体機能関連化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)有機ナノチューブ 
近年、中空シリンダー構造を持つ有機ナノ

チューブは、ナノリアクター、ドラッグキャ
リアー、分子捕捉剤といった様々な応用が期
待される有望なナノ材料として注目を集めて
いる。産総研の亀田らは、糖脂質やその誘導
体の自己集積能を制御することでナノチュー
ブを合成している 1)。また、C. R. Martin ら
は、鋳型に 30 塩基の１本鎖 DNA を交互にハイ
ブリダイゼーションしていくことで DNA ナノ
チューブが合成できることを報告しているが、
この手法で用いる DNA の鎖長は短く、配列の
自由度もないため、望みの長さや配列を持つ
DNA を内包させるのは困難であった 2)。また、
合成 DNA を用いるためコストが高く、ナノ材
料としての応用が難しいという問題もあった。 
一方、中央大学の小松らは鋳型内交互積層

法による蛋白質ナノチューブの合成法を開発
し、その階層成分を変えることで酵素活性や
ウイルス捕捉能など、様々な機能を付与する
ことに成功している 3-5)。 
 
(2)抗がん剤キャリアーとしての DNA 
 抗がん剤には、染色体 DNA に結合すること
で薬効を発揮するものが存在しており、DNAを
この様な抗がん剤のキャリアーとして応用す
る研究が盛んに行われている。Y. Huang らは、
アプタマーによりがん細胞指向性を付与した
金ナノ粒子に DNA-ドキソルビシン(Dox)の複
合体を結合した、がん細胞特異的な抗がん剤
キャリアーを創製している 6)。また、B. Ding
らは、3 次元構造体 DNA 折り紙が Dox のキャ
リアーとして機能し、がん細胞に対して抗が
ん作用を発揮することを報告している 7)。こ
れらの研究において、キャリアーDNA に結合
した Dox は、がん細胞に取り込まれた後に放
出され、高い抗がん作用を示すことが既に明
らかにされている。 
 

２．研究の目的 

蛋白質ナノチューブは、構成成分の静電的
相互作用を駆動力にした鋳型内交互積層法に
より合成している。DNA は強い負電荷を有す
ることから、同手法を用いることで同様にDNA
ナノチューブを合成できるのではないかと考
えた。実際、サケ精液由来の DNA を用いるこ
とで、鋳型内交互積層法により DNA ナノチュ
ーブを得ることができた。申請者が合成した
DNA ナノチューブは、DNA とポリカチオンとの
静電相互作用により積層していることから、
DNA 配列や長さに制限はなく、遺伝子発現ベ
クターなどを用いることができる。さらには、
各層に異なる DNA を積層させることも可能で
ある。また、DNA ナノチューブのポリカチオン
には、遺伝子や薬剤の細胞導入に利用されて
いるポリエチレンイミン(PEI)を使用してお
り、効率的な細胞導入が期待される。すなわ
ち、細胞に取込まれやすいポリカチオンを最
外層に配置し、複数の DNA 層を含むナノチュ

ーブを用いれば、高濃度かつ高効率で DNA 結
合性抗がん剤や遺伝子 DNA を細胞に作用させ
ることが可能であると考えられる。 
本研究は、DNA ナノチューブを合成し、DNA

結合性抗がん剤のキャリアーや遺伝子の細胞
導入剤として応用することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)鋳型内交互積層法による(PEI/DNA-Dox)3 
ナノチューブの合成と形態観察 
孔径400 nmの多孔性ポリカーボネート(PC)

膜に、PEI (Mw: >750,000, 20 mg/mL)のリン
酸緩衝(PB)溶液(pH 7.1, 10 mM)10 mL とサケ
精液由来の DNA (500-1,000 bp, 1.0 mg/mL)
の PB 溶液(pH 7.1, 10 mM)10 mL を交互に通
過させた。この操作を 3 回繰り返すことで、
PC膜の内孔表面に(PEI/DNA)3交互積層膜を作
製した。(PEI/DNA)3を積層した PC 膜を Dox の
PB 溶液(250 μM)に浸し、室温で 1 時間回転
撹拌した。純水による洗浄後、PC 膜の溶解お
よび凍結乾燥することで(PEI/DNA-Dox)3 ナノ
チューブを合成した。ナノチューブの形態観
察は、走査型電子顕微鏡(SEM)により行った。
また、Dox 導入量は Dox 溶液の紫外可視吸収
スペクトルを測定し、480 nm における吸収の
減少率より算出した。 
 

(2)(PEI/DNA-Dox)3 ナノチューブの抗がん活
性と細胞取り込み 
2.2×104 cells/cm2 の密度で播種し 18 時

間培養したヒト子宮頸がん由来の HeLa 細胞
を 、 (PEI/DNA-Dox)3 ナ ノ チ ュ ー ブ 
([Dox]=0.5-10 μM)で 24, 48 時間処理した。
その後、WST-8 assay により細胞生存率を算
出した。比較対照として同濃度の Dox 溶液お
よび(PEI/DNA)3 ナノチューブでも実験を行っ
た。さらに、最内層にのみ DNA を積層した
(PEI/HSA)2PEI/DNA-Dox ナノチューブでも同
様に細胞を 48 時間処理した。 
 ま た 、 (PEI/DNA-Dox)3 ナ ノ チ ュ ー ブ
([Dox]=2.5 μM)で 24 時間処理した HeLa 細
胞を、蛍光色素 DiD (λex/λem=648/670)で
細胞膜を染色後、共焦点レーザー顕微鏡
(CLSM)により観察した。 
 
(3)(PEI/DNA-Dox)3ナノチューブからのDox放
出 
37℃で pH が 5.5, 6.0, 7.4 となるよう調

整した 20 mM トリスマレイン酸緩衝溶液に、
(PEI/DNA-Dox)3 ナノチューブを Dox 濃度が
5.0 μM となるように分散し、37℃で 3 時間
静置した。遠心分離(16,000 g, 20 min)によ
りナノチューブを沈殿させ、上清の蛍光スペ
クトルを測定した。濃度既知の Dox 溶液を用
いて検量線を作成し、590 nm における蛍光強
度よりナノチューブから解離した Dox の濃度
を算出した。 
 
(4)Plasmid DNA を用いたナノチューブの合成
と細胞導入 



 孔径 400 nm の PC 膜に PEI の PB 溶液 10 mL
と、サケ精液由来の DNA の PB 溶液 10 mL を交
互に 2 回ずつ通過させた。再度 PEI の PB 溶液
を通過させた後、細胞膜局在型 GFP 発現ベク
ターplasmid DNA (pAcGFP1-Mem; plasmid)の
PB 溶液(10 mM, pH 7.1)10 mL を通過させ、PC
膜 を 溶 解 後 に 凍 結 乾 燥 す る こ と で
(PEI/DNA)2PEI/plasmid ナノチューブ合成し
た。また、同様の手順で分子量 25,000 の PEI 
(PEI25k)の PB 溶液と、plasmid の PB 溶液を用
いることで(PEI25k/plasmid)3 ナノチューブを
合成した。 
 HeLa 細胞を 1.8×104 cells/cm2の密度で播
種し 18 時間培養した後、ナノチューブ(1.1×
108本相当)で 2日間処理した。PBS で洗浄後、
4% paraformaldehyde の PBS 溶液で細胞を固
定し、CLSM を用いて観察した。 

 
４．研究成果 
(1)鋳型内交互積層法による(PEI/DNA-Dox)3

ナノチューブの合成と構造解析 
 ナノチューブの形態観察を SEM により行っ
たところ、長さは約 9 μm、外径は約 400 nm
であり、鋳型に用いた PC 膜の厚さおよび孔径
と一致した(図 1)。また、管壁厚は 59.1 nm で
あった。比較対照としてヒト血清アルブミン
(HSA)を用いて合成した(PEI/HSA)4 ナノチュ
ーブの管壁厚は 40.4 nm であった。これまで
の蛋白質ナノチューブの結果から HSA 層は
8.0 nm と見積もられるため、PEI 層の厚さは
2.1 nm、さらにこの値より算出した DNA 層の
厚さは 17.6 nm となった。 
 

図 1. ナノチューブの SEM 像とその構造 
 
(PEI/DNA)3積層膜への Dox 導入量を算出し

た結果、PC 膜 1 枚当たり 216 nmol の Dox が

結合することが明らかとなった。また、最内

層以外の DNA を HSA に変えた(PEI/HSA)2 

PEI/DNA を作製し、同様に Dox 導入量を算出

したところ、その値は約 1/3 に低下した。な

お、全ての DNA 層を HSA に変えた(PEI/HSA)3
では、Dox は全く導入されなかった。DNA 層の

層数依存的な導入量の変化が見られたことよ

り、ナノチューブにおいて Dox は DNA と結合

していることが確認された。また、水中に分

散させたナノチューブ 1本の体積内 Dox 濃度

を算出した結果、約 580 mM と極めて高いこと

が明らかとなった。 

 
(2)(PEI/DNA-Dox)3 ナノチューブの抗がん活
性と細胞取り込み 
In vitro において(PEI/DNA-Dox)3ナノチュ

ーブは Dox 溶液に比べ高い抗がん活性を示し
た(図 2A)。一方、(PEI/DNA)3ナノチューブは
細胞毒性を全く示さなかった。また、
(PEI/HSA)2PEI/DNA-Dox ナノチューブで細胞
を 48 時間処理したところ、その活性は
(PEI/DNA-Dox)3 ナノチューブに比べ低下した
(図 2B)。このことから、Dox 導入量が多いナ
ノチューブほど高い抗がん活性を発揮するこ
とが明らかとなった。 
 

図 2. (PEI/DNA-Dox)3ナノチューブの抗がん活性 
 
CLSM 観察を行った結果、ナノチューブおよ

び細胞の核において Dox の蛍光が観察された
(図 3)。また、三次元解析より、(PEI/DNA-Dox)3
ナノチューブは細胞膜に包まれながら取り込
まれていることが明らかとなった。ナノチュ
ーブはエンドサイトーシスを介して細胞に取
り込まれると考えられる。 
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図 3. HeLa 細胞による(PEI/DNA-Dox)3ナノチュー

ブの取り込み 
 

(3)(PEI/DNA-Dox)3ナノチューブからのDox放
出  
 細胞が物質を取り込む過程であるエンドサ
イトーシスにおいて、取り込まれた物質はエ
ンドソーム(pH 6.0-6.5)やリソソーム(<pH 
5.5)という酸性環境下の細胞内小器官へと輸
送される。そこで、これらの pH におけるナノ
チューブからの Dox の放出量を調べた結果、
細胞外の pH 7.4 に比べ、pH 5.5 および 6.0
では Dox の放出が促進されることがわかった
(図 4)。これらの結果より、ナノチューブは細
胞内に取り込まれ、Dox を放出することで高
い抗がん活性を発揮することが明らかとなっ
た。 

 

図 4. (PEI/DNA-Dox)3ナノチューブからの pH依存

的な Dox 放出 
 
(4)Plasmid DNA を用いたナノチューブの合成
と細胞導入 
 最 内 層 に plasmid DNA を 積 層 し た
(PEI/DNA)2PEI/plasmid ナノチューブを合成
し SEM により形態観察を行った。その結果、
均一な中空シリンダー構造のナノチューブが
観測された。得られたナノチューブの長さは
9 µm、外径は 402 nm であり、PC 膜の厚さお
よび孔径と一致した。また管壁厚は、65.0 nm
であった。この値は、(PEI/DNA)3 ナノチュー
ブの管壁厚 59.1 nm よりも高い値となってお
り、plasmidが最内層に積層されていることが
示唆された。また、PEI 層の厚さが 2.1 nm、

DNA 層の厚さが 17.6 nm と見積もられること
から、plasmid 層の厚さは 23.5 nm と算出さ
れた。 

得られた(PEI/DNA)2PEI/plasmid ナノチュ
ーブを用いて HeLa 細胞への導入実験を行っ
た 。 CLSM 観 察 に お い て 、 (PEI/DNA)2 
PEI/plasmid ナノチューブが細胞に結合して
いる様子が観察されたが、GFP の蛍光は検出
されなかった(図 5A)。一方、PEI25kを用い合成
した(PEI25k/plasmid)3 ナノチューブで処理し
た細胞では、明確な GFP の蛍光が観察された
(図 5B)。これらの結果から、(PEI25k/plasmid)3
ナノチューブが遺伝子導入剤として機能する
ことが明らかとなった。 
 

図 5. ナノチューブによる GFP 遺伝子の導入 
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