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研究成果の概要（和文）：ssDNA修飾ナノシートの合成では、末端に蛍光分子をラベリングしたssDNAの修飾を試
みた。蛍光顕微鏡観察の結果、修飾処理をした場合のみ蛍光像が観察され、DNAの固定化が確認された。さら
に、消光分子を末端に持つ相補的塩基配列のssDNAを加えたところ、添加後15分で完全に消光した。これはナノ
シート表面という、特異な反応場においても効率よくハイブリダイゼーションが起きた事を意味している。 
DNA/ナノシート混合コロイドの検討もおこなった。液晶性を示していない粘土鉱物ナノシートコロイドに僅かな
DNAを添加すると、強い液晶性が誘起されるという、当初の予想と異なる興味深い結果が得られた。
　

研究成果の概要（英文）：Next, we tried to modify the nanosheet surface with ssDNA labeled with a 
fluorescence molecule. In the fluorescence microscopy observation, fluorescence image was obtained 
only when the chemical modification was conducted, indicating the fixation of the DNA on the 
nanosheet. When we added ssDNA, which has complementary base sequence and the quencher molecule, the
 fluorescence was quenched in 15 min. This indicates that the hybridization reaction between the 
ssDNAs effectively takes place even at the anomalous nanospace on the nanosheet. 
DNA/nanosheet colloid system was also investigated. When we added a small amount of DNA to clay 
nanosheet colloids in isotropic phase, strong liquid crystal phase was obtained.

研究分野： 無機材料化学

キーワード： ナノシート　DNA
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１．研究開始当初の背景 
DNA をリンカーとしたコロイド粒子の機
能化と組織化が近年報告されている。例えば

1 本鎖 DNA(ssDNA)が修飾されたコロイド粒
子に、特定塩基配列の ssDNAを両端に持つリ
ンカーを加えると、両端での２重鎖形成によ

って粒子が橋かけされ、コロイド粒子が集積

したコロイド結晶がえられる。ssDNAの塩基
配列は自在に設計できるので、修飾する

ssDNAやリンカーに用いる塩基配列によって
コロイド結晶の構造や格子定数を精密に制御

できる。これらの報告では、球状粒子のみが

用いられてきたが、異方性粒子を利用するこ

とでさらなる多様な構造の形成や応用が期待

できる。 
一方ナノシートは無機層状物質を水溶液中

で剥離・分散することで得られ、厚さ 1nm、
横幅最大数百 µm と異方的な形状を有してい
る。ssDNAによるナノシートの機能化と組織
化は数例報告されており、刺激応答性ゲル化

剤 3、ナノコンテナ 4、バイオセンサ 5への応

用が提案されている。しかし、いずれもナノ

シートの表面に ssDNAを物理的に吸着したも
のであり、構築した複合体の安定性も不十分

である。またナノシートコロイドは、複屈折

および構造色を有する液晶相を形成するが、

DNA による光学特性の制御は報告されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、溶媒に分散した無機ナノ
シート表面に一本鎖 DNA(ssDNA)を化学修飾
することで、入力分子（相補の ssDNAなど）
や他の ssDNA修飾ナノシートを特異的に認識
する系を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA/ナノシート混合コロイド 
	 DNA とナノシートの複合系についての基
礎的知見を得るため、DNAとナノシートを単
純混合した系について、検討した。ナノシー

トとして、粘土鉱物の一種である天然バイデ

ライト(SBId-1)および天然モンモリロナイト
(Kunipia-F)を精製して用いた。DNAには魚由
来の分子量の大きいもの（104 b.p.程度）、小さ
いもの（300 b.p.程度）を用いた。これらを様々
な比率で混合した水溶液を作成し、クロスニ

コルによる観察と小角 X 線散乱測定(SAXS)
を行った。また、紫外可視分光によって、粘

土鉱物への DNAの吸着挙動を検討した。 
(2)ssDNA修飾ナノシートの合成 

N,N-ジメチルホルムアミド(DMF)に、凍結乾
燥した六ニオブ酸塩ナノシートコロイド、3-
アミノプロピルジエトキシメチルシラン、ト

リエチルアミンを加え、130 ℃で 1日撹拌し、
アミノ基末端ナノシートを合成した。また

DMF 中にアミノ基末端六ニオブ酸塩ナノシ
ート、トリエチルアミン 、無水コハク酸 を
加え、室温で 8 時間撹拌し、カルボキシル基
末端ニオブ酸塩ナノシートを得た。最後にカ

ルボキシル基末端ニオブ酸塩ナノシート、

FITC（蛍光色素）をラベリングしたアミノ基
末端 DNA、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-
エチルカルボイミド塩酸塩、N-ヒドロキシス
ルホスクイミドナトリウムを MES バッファ
ー(pH7.0)に加え、室温で 6時間撹拌し、ssDNA
修飾六ニオブ酸塩ナノシートを得た。また

FITC-ssDNA 修飾ナノシート分散液に消光分
子をもつ相補的な ssDNAを加え共焦点顕微鏡
で(CLSM)観察した。 
(3)有機溶媒中でのオクトシリケートの剥離 
	 (2)では六ニオブ酸ナノシートを用いた検討
を行ったが、OH基の反応性や光活性などが異
なるナノシートを用いる事で、さらに幅広い

応用展開が期待される。そこで、層状ケイ酸

塩の一種であるオクトシリケートをその候補

として、まず剥離によりナノシートを得るた

めの検討を行った。トルエンに、水熱法で合

成したオクトシリケート粉末(oct)、ジデシル
ジメチルアンモニウムブロミド(C10-2)または
ジドデシルジメチルアンモニウムブロミド

(C12-2)を加え、60℃で３週間撹拌し、その後
超音波照射を 5h行った。 
 
４．研究成果 
(1)DNA/ナノシート混合コロイド 
	 バイデライト単独のコロイドは 11.2 g/L以
上の濃度で液晶示したが、DNA単独の溶液は
今回の実験で用いた数 g/L 以下では液晶性を
示さなかった。しかし、液晶性を示していな

いバイデライトコロイド（8 g/L）に僅かな
DNA(0.2 g/L)を添加すると、強い液晶性が誘
起された。一方、バイデライト単独のコロイ

ドの SAXS 測定では、ナノシート間平均距離
が 160 nmであったが、DNAを添加すると、
加えたDNAの量に依らず約40 nmのナノシー
ト間平均距離となった。バイデライトへの

DNA の吸着等温線を作成したところ、DNA
はバイデライトに強く吸着することが分かっ

た。分子量の異なる DNAを用いた場合や、粘
土鉱物モンモリロナイトを用いた場合でも、

全般的に、ほぼ同様の傾向が確認された。 
	 DNAとナノシートは、共に、水中で負電荷
を有する。したがって、当初の予想としては、

これらを混合した場合に系は反発力支配とな

り、主に枯渇相互作用によるミクロ相分離で

液晶相のわずかな構造変化が起こると考えて

いた。しかし検討の結果、上述のように、DNA
と粘土鉱物ナノシート間には引力が作用して

いた。これは、ナノシートの辺縁部の水酸基

と DNA のリン酸部位の間の水素結合による
ものと考えられた。この結果、DNAがナノシ



ートを弱く橋かけし、液晶相形成を著しく促

進したものと考えられた。 
 
(2) ssDNA修飾ナノシートの合成 
	 末端に蛍光分子(FITC)を有するssDNAをナ
ノシート表面に修飾し、共焦点レーザー顕微

鏡を用いて観察した。後方散乱モードでは、

未修飾ナノシート、ssDNA修飾ナノシートと
もに、数µmの大きさのナノシートが観察され
た。一方蛍光モードでは、ssDNA修飾処理を
した後でのみ、像が得られたことから、ナノ

シートへのDNA修飾が示唆された。一方、合
成に用いたssDNAの末端のアミノ基がプラス
に帯電して、アニオン性の六ニオブ酸塩ナノ

シート表面に静電的に吸着している可能性も

考えられた。そこで比較として、未修飾の六

ニオブ酸塩ナノシートコロイドにssDNAを加
えて撹拌し、ろ過して再分散したものを観察

した。しかしこの場合ではほとんど蛍光は観

察されなかった。これらのことよりssDNAは
六ニオブ酸塩ナノシートの表面に共有結合を

介して修飾されていることが強く示唆された。

合成の各ステップでの赤外分光測定からも、

共有結合によってssDNAがナノシートに修飾
されていることが示唆された。 
	 さらに、合成した FITC-ssDNA 修飾ナノシ
ートに消光分子をもつ相補的な塩基配列の

ssDNAを加え、ハイブリダイゼーションによ
る消光が起こるかの確認を行なった。添加前

では蛍光が点在していたが、ssDNAを添加後
時間が経過するにつれ蛍光が消光し、15分経
過すると完全に消光している。このことより

消光-ssDNAがFITC-ssDNA修飾ナノシートに
ハイブリダイゼーシンしていると考えられ

た。ナノシート表面という、特異な反応場に

おいてもハイブリダイゼーションが確認され

たことは、今後の応用研究に向けての重要な

ステップである。 
 
(3)有機溶媒中でのオクトシリケートの剥離 
	 トルエン中で剥離処理した各試料を原子間

力顕微鏡(AFM)で観察したところ、(C10-2)-oct
では単層剥離した厚さ 1 nm 程のナノシート
が観察された。(C12-2)-octでは厚さ 1 nmだけ
でなく 3 nm 程度の積層ナノシートも観察さ
れた。クロスニコル観察では、両系とも流動

複屈折が観察された。これらの結果より、オ

クトシリケートの単層剥離に概ね成功した。

今後は、このオクトシリケートを用いて、

ssDNAによる表面修飾などを検討する予定で
ある。 
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