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＜研究内容・成果等の要約＞ 
ワトソン-クリック塩基対による塩基配列依存的なオリゴヌクレオチド二重鎖形成を利用することで、任意の
形状をもったDNAナノ構造体を構築することが可能である。このDNAナノ構造体は適切に配列を設計するこ
とで大きさの揃った構造体を得ることができるだけでなく、核酸分子が密に集合するためヌクレアーゼによる

分解を受けにくいという性質を示す。そこで本研究では核酸医薬分子の活性発現の時空間制御を目標としたフ

ットボール型構造を持つDNAナノ構造体の構築を計画した(Scheme 1)。 
まずフットボール型構造体の最小単位であるY字型ユニットの構築を検討した。適切に配列を設計した３本の
DNA鎖（25merと２本の 43mer）をアニーリングし、Y字型ユニットの形成をゲル電気泳動により確認した。
しかしこの場合、Y 字の分岐部分の２本鎖領域が８塩基対長であったため、望みとする構造体の形成を確認す
ることができなかった。そこで２本鎖領域長を１２塩基対に伸長したDNA鎖（35merと２本の55mer）に再設
計したところ、望みとする５種類のY字型ユニットの形成が確認できた。続いて、構築した５つのY字型ユニ
ットを混合し、アニーリングしたところ五角形ユニットの形成も確認できた。 
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＜研究発表（口頭、ポスター、誌上別）＞ 
 
＜ポスター発表＞ 
日本核酸医薬学会第3回年会（札幌コンベンションセンター、2017年７月12日〜14日） 
『核酸医薬分子を組み込んだDNAナノ構造体の構築とその性質』 
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＜研究の目的、経過、結果、考察（5000字程度、中間報告は2000字程度）＞ 
＜研究の目的＞ 

核酸医薬は抗体医薬に次ぐ次世代医薬品として高い期待が寄せられ、様々な疾病を標的とした核酸医薬の開

発研究が国内外で精力的に行われている。しかし医薬品として認可された核酸医薬はわずか３例しかない。こ

の理由の一つとして、核酸医薬を構成するオリゴヌクレオチドが血中や細胞質中においてヌクレアーゼによる

分解を受け、活性を失いやすいということがあげられる。従って不安定な核酸医薬を保護し、かつ目的の部位

でのみ効率よく機能させる核酸医薬の輸送技術を確立することは次世代医薬として期待される核酸医薬の実用

化に不可欠である。ところで核酸分子は遺伝情報を保存、伝達するだけでなく、近年の核酸化学の発達により

ナノ構造体を構築する材料として利用できる事が報告されている。この核酸ナノ構造体は一般的には長い一本

鎖DNAを適切に配列が設計された多数の短い一本鎖DNAと二重鎖形成させる事で100nm程度の大きさの任意の

形状に形成される。核酸分子は化学的に修飾が容易であることから核酸ナノ構造体にタンパク質結合配列や刺

激に応答して構造変化するといった部位を導入し、核酸ナノ構造体の機能化が試みられている。核酸医薬品の

ドラッグデリバリーシステムは核酸二重鎖が密に集合しているために分解されにくく、機能性分子による修飾

が容易という核酸ナノ構造体の特長を利用するもので、核酸医薬の実用化に不可欠な技術の一つである。そこ

で本研究において申請者は構造体中に刺激（光）に応答してDNA 鎖を切断する機能性部位を導入することによ

り、核酸医薬を保護するだけでなく、刺激に応じた核酸医薬の活性発現を制御することが可能なフットボール

型核酸医薬輸送ナノ構造体(Football integrated Nucleic Acid Medicine Delivery system; FiNADs)を考案、

その構築と機能評価を行った。 
 
＜結果と考察＞ 
フットボール型核酸医薬輸送ナノ構造体: FiNADsのデザイン 

核酸ナノ構造体を用いて核酸医薬分子を輸送するという試みはこれまでにも報告がある。しかしそれらの報

告において核酸医薬分子は核酸ナノ構造体の外部に結合させる方法で搭載するのが一般的であった。この手法

では核酸医薬分子が構造体外部に露出するため、核酸医薬分子の分解酵素に対する安定性の問題が懸念される。

そこで申請者は核酸医薬分子そのものを構造体材料として用いる事で核酸医薬分子が外部に露出しない構造と

することを考えた。加えて刺激応答型の機能性ヌクレオチドを導入することで核酸医薬分子の輸送と放出の制

御を志したフットボール型核酸医薬輸送ナノ構造体(Football	integrated	Nucleic	Acid	medicine	D	livery	

System:	FiNADs)』を設計した。FiNADsは60個のY字型ユニット	(5種類のユニットA,	B,	C,	D,	Eが1セッ

トとなり五角形の部分を形成)	とそれらをつなぐ 30 個のリンカーユニットによって構築される球状の DNA ナ

ノ構造体である。Figure	 1 に示すように1 つの Y 字型ユニットは3 本のオリゴヌクレオチド鎖からなってお

り、例えばY字型ユニットAは2本のアーム、arm-aオリゴヌクレオチドとarm-a’オリゴヌクレオチド及び1

本のAMO21配列を持つオリゴヌクレオチドの三種類のオリゴヌクレオチドからできている。これら3本のオリ

ゴヌクレオチド鎖はそれぞれ相補鎖部位を持っており、それによってY字型構造を形成することが可能である。

またY字の分岐部位に刺激応答型の機能性ヌクレオチド導入のための1塩基分の非塩基対形成部位となるよう

設計した。これらのY字型ユニットA,	B,	C,	D,	Eがアームオリゴヌクレオチドの相補鎖形成によって順に繋

がっていくことでフットボール構造の部分構造である五角形構造体を形成する。	

リンカーユニットはY字型ユニットからなる五角形ユニット同士をつなぐ役を果たす。これにより前述したよ

うに60個のY字型ユニットと30個のリンカーユニットが自己組織化によって集合し1辺の長さが約17nm、直

径約80nmのフットボール型の構造を形成する。	

 
 

そこでまずフットボール型の構造体が実際に構築可能であるのか検証するため、まず全ての構造体配列を

DNAで用意し、それらを用いて構造体の構築を行った。構造体が形成されているかどうかの確認のため①Y字

型ユニット、②五角形構造体、③フットボール型構造体の3つの段階に分けて構築を行うこととした。その結

果は 
 

Figure  1. フットボール型ナノ構造体のデザイン 
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ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって確認した。	

 
 

全てのユニットにおいてアームオリゴヌクレオチドとAMO オリゴヌクレオチドを混合した時のみはっきりと

したバンドがアームオリゴヌクレオチドのバンドより上方に現れたことが確認できる。つまり新たに設計した

オリゴヌクレオチドを用いることで目的のY字型ユニットを形成することができた。5種類のY字型ユニット

の構築を確認することができたので、続いてにこれらのY字型ユニットを用いて五角形構造体の構築と確認を

行った。	

 
 

混合するユニットを増やすにつれ、バンドの移動度が減少し、また5種類のユニットを混合した場合でも、

バンドがスメアにならずシャープなバンドとして観察されたことから、各Y字型ユニットが設計通り結合し、

5 種類のユニットを混ぜた場合も、鎖状ではなく環状に結合し目的の五角形構造体の構築ができたと考えられ

る。	

五角形の構築が確認できたため、次にフットボール型構造体の構築と確認を行った。フットボール型構造体

の構築は先程の五角形構造体に必要なオリゴヌクレオチド	(計11本)	とリンカーオリゴヌクレオチドLinker-

12を混合し、アニーリングする方法によって検討を行った。	

 
 

レーン2〜6より、リンカーオリゴヌクレオチドの当量に関わらずウェルの部分で詰まってしまいバンドと

して観察することができなかった。アニーリング条件の種々検討を行なったが、構造を構築することは出来な

かった。Y字型ユニットが想定どおりにフットボール形状へと自己集合出来なかった理由として、Y字型ユニ

ットはそれぞれの腕部分が二本鎖DNAからなっているためではないかと考えた。二本鎖DNAは水溶液中では自

由に曲がることが可能である。そのためY字型ユニットがそれぞれ異なる相補鎖によって結合する五角形構造

体の構築には成功したが、それをリンカーで繋げる際にリンカー部分で回転したり、曲がったりしたため、想

定どおりにフットボール状にまとまらず網目状の構造体となったものと考えられた。このため、よりフットボ

ール形状を構築しやすい構造について現在設計を行っている。	

	

また申請者は刺激応答トリガーを導入したより簡便な構造を持つ三角柱型核酸ナノ構造体を用いて刺激応答

型核酸ナノ構造体による核酸医薬の放出制御が可能かどうかの検討を行なった。この三角柱型構造体は100mer

のオリゴ3本から構築される構造体であり、三角柱の上辺と下辺に6本の核酸医薬分子を搭載可能である。ま

た刺激応答性を付与するため、三角柱型構造の角部分に相当する部分へ光刺激応答トリガーを導入した。	

 

Figure 5. フットボール型構造体の構築 

Figure 4. 五角形型構造体の構築 

Figure 3. 相補鎖部位8塩基対のオリゴヌクレオチドを用いたY字型ユニットの構築 
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まず始めに光刺激応答トリガーを導入していないオリゴを用い、核酸ナノ構造体よるAMO の保護が行えるの

かどうかを検討するため、裸のAMO21とAMO21を三角柱型構造体に組込んだものをヘビ毒ホスホジエステラー

ぜとともに３７℃でインキュベートし、時間毎のAMO の分解の様子をポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ

て解析した。	

	

	
ゲル電気泳動の結果より、裸のAMO21は15分いないにほぼ完全に分解してしまったのに対して、三角柱型ナ

ノ構造体を用いることで、AMO21は12時間以上も分解されていないことがわかる。すなわち、核酸ナノ構造体	

を用いることで煩雑なAMOの化学修飾を施さなくても、そのヌクレアーゼ分解に対する耐性を20倍以上に高

められることがわかった。	

次にこの三角柱型核酸ナノ構造体へ光刺激応答性を付与するため光刺激に応答してDNA 鎖を切断可能なトリ

ガーの合成を次のスキームに従って行い、DNA合成機を用いて合成したトリガーを次のTable	1	に示す三角柱

型核酸ナノ構造体を構成するオリゴヌクレオチドのXの部分へ導入した。	

	

	

	

	
合成した光刺激応答オリゴヌクレオチドを用いて、光刺激応答三角柱型核酸ナノ構造体を構築した。最後に

365	nmの紫外線照射による構築した光刺激応答三角柱型核酸ナノ構造体からのAMO21の放出が実際に可能かど

うかを検討した。	

	

	
Figure	8より紫外線照射による速やかな三角柱型構造体の崩壊とAMO21の放出がみてとれ、このことよりこの

光刺激応答型トリガーは意図した通りに機能していることがわかった。現在、この光刺激応答三角柱型核酸ナ

ノ構造体を用いて細胞内へのAMO21の輸送および、光によるAMO21の機能制御が可能かどうか検討を行なって

いる。	
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Figure 8. 紫外線照射によるAMO21の放出 

Table 1. 光刺激応答オリゴヌクレオチド配列 
Scheme 1. 光刺激応答型トリガーの合成 

Figure  7. 三角柱型核酸ナノ構造体(TP)による核酸医薬分子(AMO21)の保護 

Figure  6. 光刺激応答型三角柱型核酸ナノ構造体のコンセプト 


