
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 5 月 15 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目： 基盤研究(A)  

研究期間：２００５～２００８ 

課題番号：17205009 
研究課題名（和文） 特異性を有する分子認識界面の構築とその化学センシングへの応用 

  

研究課題名（英文）Molecule recognition interface with specifity and its application for 
chemical sensing  

  

研究代表者 寺前 紀夫（Teramae Norio）  

     東北大学・大学院理学研究科・教授     
研究者番号：70114569 

 
 
 
研究成果の概要： 
 
化学センサーの構築で界面など新たな分析反応場を用いることは、従来の体系下では達成でき

なかった新規な選択性や特異性の発現へと発展しうる。この点に着目して、脱塩基部位を有する

オリゴDNAを用い、疎水的ナノ空間であるDNA脱塩基部位における蛍光性有機小分子による核酸認

識、また核酸塩基による有機小分子の分子認識について検討を進めた。また、アルミナ細孔膜に

メソ細孔を有するシリカ界面活性剤ナノチャンネ集合体ルを充填した薄膜(NAM)について、細孔

構造の制御法の開発、メソ細孔内部のキャラクタリゼーション、メソ細孔を反応場とした分離機

能やセンシング機能の開発などを検討し、それぞれに対して成果を得た。 
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１． 研究開始当初の背景 

 
化学センサーの構築で界面など新たな分析

反応場を用いることは、従来の溶液化学の体

系下では達成できなかった新規な選択性や特

異性の発現へと発展しうる。例えば、水素結

合を介した分子認識とセンシングでは、認識

反応が水中であると錯生成反応は殆ど進行で

きない。しかい、生体内ではタンパク質がそ

の折り畳まれた構造内部に疎水空間を構築し

て水中で高い選択性と結合能を有する分子認

識を達成している。この点に着目して、DNA

二重鎖内や多孔性膜中にナノサイズの空間を

作成し、ナノ空間の評価並びにナノ空間での

反応について検討し、新規化学センシング系

の開拓を目指した。 



 
２．研究の目的 
 
 ナノ空間における化学反応に着目して、脱
塩基(AP)部位を有するオリゴ DNA を用い、疎
水的ナノ空間であるDNA脱塩基部位における
蛍光性有機小分子による核酸認識、また核酸
塩基による有機小分子の分子認識について
検討を進めた。また、アルミナ細孔膜にメソ
細孔を有するシリカ界面活性剤ナノチャン
ネ集合体ルを充填した薄膜(NAM)について、
細孔構造の制御法の開発、メソ細孔内部のキ
ャラクタリゼーション、メソ細孔を反応場と
した分離機能やセンシング機能の開発など
を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
 
 DNA の脱塩基空間を利用する核酸塩基認識
の方法として、標的塩基を含む標的 DNA 鎖に
対し、標的塩基と対向する部位の塩基が欠損
し、それ以外は標的 DNA と相補的な塩基配列
を有するプローブ DNA鎖をハイブリダイズさ
せて二重鎖を形成させる。これに蛍光性リガ
ンドを添加したとき、リガンドが脱塩基空間
に取り込まれて標的塩基と結合すればリガ
ンドの環境の変化に対応した蛍光変化が期
待できる。脱塩基部位としては、天然に存在
する形態を模したテトラヒドロフラニル
(THF)基が残存するもの(dSpacer)や、THF 基
を除去してプロピレン鎖が残存するもの
(Spacer-C3)、また標的塩基に相補的な２本
の DAN 鎖を用い、標的塩基の対向部位に空間
があるもの(gap site)を用いた。分子認識機
能の評価は、紫外・可視吸収、蛍光、CD、NMR
などの分光法及び熱力学的解析により行っ
た。 
 メソ細孔の評価・解析では時間分解蛍光の
測定が主体であり、その概略を図１に示す。
光源には、SP 社のフェムト秒レーザーシステ
ムを用いた。CW 固体レーザー（Millennia-Pro）
でポンプしたモードロック Ti: サファイアレ
ーザー（Tsunami 3960）からのパルス光をパ
ルスセレクター（Model 3980）により変調（80 
MHz から 4 MHz）し、第二高調波発生装置
（GWU）によって波長変換したパルス光（385 
nm or 390 nm、100 fs、4MHz）を励起光とし
た。パルス光は、クマリン色素をシリカメソ
細孔内部に取り込んだ NAM に対して入射角
度 45º で照射した。NAM から発生する蛍光を
分光した後、ストリークカメラ（浜松ホトニ
クス、C43345）で検出した。なお、本測定系
での装置応答関数はストリークカメラの観
測時間領域に依存し、50 ps（2 ns フルスケー
ル）、100 ps（5 ns フルスケール）、170 ps（10 
ns フルスケール）、200 ps（20 ns フルスケー
ル）である。測定によって得られた時間分解

蛍光スペクトルの極大波長は、測定データを
log-normal 関数を用いたフィッティングによ
り算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
図 1 時間分解蛍光測定系 

４．研究成果 
C 選択性を示す AMND、G 選択性を示すプテリ
ンや 2,3-ジメチルプテリジン、A 選択性を示
すアロキザジン、T 選択性を示す、アミロリ
ド、などについて AP 部位含有 DNA 二重鎖と
の錯生成能を検討した。その結果の一部を図
２に示す。これらのリガンドを使い分けるこ
とによって AP 部位に対向する特定の塩基を
選択的に検出できる。このことは、AP 部位含
有DNAとリガンドの組み合わせによってSNPs
の検出が行えることを意味する。リガンドと
してアロキサジンを用いて AP 部位の上下の
塩基が各
４種類異
なる配列
について
検討した
結果を図
３に示す。
AP 部位
の 5’側が
ピリミジ
ン塩基の
時には蛍
光消光効
率は小さ
いものの、
プリン塩
基に対し
ては解離
定数（結
合定数の
逆数）に
し て 1 
μM 以下
の消光効
率を示す
ので、少なくとも半数以上の A に関連した
SNPs 検出にアロキサジンを適用できること
が分かった。 

 

図２ 蛍光性リガンド 

 そこで、PCR 産物を用いた K-ras 遺伝子
codon12のGGTからGATへの変異の検出を



センス鎖に対して行った。G 選択的なジメチ
ルプテリジンと A 選択的なアロキサジンの
二種類のリガンドを用いて蛍光法により
SNPs タイピングした結果、G/G と A/A のホ
モ接合、G/A のヘテロ接合を明瞭に分離検出
でき、AP 部位含有 DNA と蛍光性リガンドの
併用により、PCR 産物の前処理無しに迅速に
SNPs タイピングする方法の確立を達成した。 
 また、C-選択的なリガンドであるナフチリ

ジン誘導体について、メチル置換基の導入の

効果について熱力学的に検討した。メチル基

の有無に関わらず，AP site におけるシトシ

ンとの錯形成反応がエンタルピー駆動であ

ることが示され、AP site 空間内における錯

形成であることが示唆された。リガンドごと

で比較すると、メチル基を持たないANDでは、

錯形成反応においてΔH = −20.5 kcal/mol で
あるのに対し、−TΔS は 13.3 kcal/mol であ

り、エンタルピー変化の 65%近くをエントロ

ピー損失 (ΔH/(−TΔS)) していることがわか

る。メチル置換基の数が1, 2, 3であるAMND、 

ADMND、 ATMND ではそれぞれ 56%、 46%、25%

をエントロピー損失しており、メチル基の数

に対応してエントロピー損失が軽減し、結果

として結合親和力が向上していることが明

らかとなった。熱力学パラメータをさらに詳

細に解析するため、非電解質効果ΔGt の詳細

を検討した。エンタルピー変化ΔH の温度依存

性から熱容量変化ΔCp (ΔCp = ΔH/ΔT)を得れ

ば、ΔGhyd = 80 (± 10) ΔCpより疎水性効果の

寄与分ΔGhydを求めることができる。並進回転

運動変化の寄与 (ΔGr+t)、コンフォメーショ

ン変化の寄与 (ΔGconf) ならびに分子間相互

作用の寄与 (ΔGmol)、を算出し、AP site 空

間におけるナフチリジン誘導体/シトシン相

互作用のエネルギープロフィールを得た。AP 

site におけるナフチリジン誘導体とシトシ

ンとの錯形成反応の駆動力は，錯生成に伴う

DNA からの水の放出による疎水性効果(ΔGhyd)

であり，この疎水性効果が錯形成反応に著し

く不利な並進回転運動変化の寄与(ΔGr+t)を

補い，全体として有利な錯形成反応が進行し

ていることが分かった。また，一般的にコン

フォメーション変化は不利な寄与であると

考えられるので，水素結合などの分子間相互

作用の寄与は有利な寄与をもたらしている

と考えられる。このエネルギープロフィール

が，グルーブバインダーよりもインターカレ

ーターのエネルギープロフィールと類似し

ていることはリガンドの脱塩基空間への挿

入を支持するものである。一方、ATMND の結

合親和力がインターカレーターの 10-100 倍

近く大きく、チル基を 3 つ有する ATMND では

AND に比べて疎水性効果の寄与が著しく有利

であり、この効果がシトシンとの結合親和力

向上をもたらしている元と考えられた。また，

コンフォメーション変化の寄与(ΔGconf)と分

子間相互作用の寄与(ΔGmol)の和については

ATMND の方が若干不利になっており、嵩高い

ATMND の結合により AP site 部位でコンフォ

メーション変化が生じているためと考えら

れる。 

 上記の他、リガンドへの置換基の導入によ

り、結合能の向上や選択性の向上を達成した。

さらに蛍光性核酸アナログを AP-DNA と組み

合わせてテオフィリンの選択的検出、また

AP-DNA をアプタマーと組み合わせてラベル

フリーのアプタセンサーの開発を達成した。 

 NAM に関連した研究では、シリカメソ細孔

内部のクマリン色素C480の蛍光減衰曲線で、

異なる波長領域（短波長側：435—440 nm、中

間波長：470—475 nm、長波長側：550—565 nm）

を比較した結果、短波長側での速い蛍光減衰

が中間波長域ではゆるやかになることが観

測された。一方、長波長側では、励起パルス

光のパルス幅よりも長い時間領域において

ゆっくりとした蛍光の立ち上がりが確認で

きた。得られた蛍光ダイナミックストークス

シフト（DSS）の寿命値は、CTAB ミセル全体

の回転に関する寿命値（65 ns）に比べて一

桁程度小さく、DSS に対する CTAB 全体の回転

の影響は小さいと考えられ、観測された蛍光

DSS は、細孔内部のクマリン色素近傍におけ

る水分子、CTA、および臭化物イオンの再配

向過程を反映すると結論できる。４種類のク

マリン色素の溶媒和ダイナミクスの挙動を
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図３ アロキサジンの蛍光に及ぼす脱塩基
空間隣接塩基の効果. 



比較すると、C480 と C343 では溶媒緩和時間

とその成分比共にほぼ同じ値であるのに対

し、PAC343 の溶媒緩和時間は他２つのクマリ

ン色素に比べて 1.3〜1.5 倍程度小さい。こ

のような溶媒和ダイナミクスの違いは、

PAC343 近傍の環境が C480、C343 近傍の環境

と異なることを意味する。シリカ−CTAB ナノ

複合体内部は、CTA のカチオン部位とその対

アニオンである臭化物イオンとで構成され

るイオン性界面と、CTA のアルキル鎖から成

る疎水的な領域とに区分される。シリカ−

CTAB ナノ複合体の細孔内部へのアニオン性

色素の抽出がアニオン交換により生じるこ

とを明らかにした。これにより、アニオン性

の C343はアニオン交換によってシリカ−CTAB

ナノ複合体内部に抽出され、CTA のカチオン

部位との静電相互作用によってイオン性界

面近傍に分布すると考えられる。一方、C480

は CTA のカチオン部位との静電相互作用によ

ってイオン性界面近傍に分布すると考えら

れる。以上の通り、C480 と C343 が同程度の

溶媒和ダイナミクスを示す結果は、両色素が

共に同様な環境、つまりイオン性界面近傍に

分布することを示唆するものである。一方、

疎水的なプロピル鎖を有する PAC343 では、

C480 と C343 に比べて速い溶媒緩和時間が得

られた。PAC343 の比較的速い溶媒和ダイナミ

クスは、疎水的な細孔内部に PAC343 のクマ

リン骨格が分布するためと考えられる。 

 シリカ−CTAB ナノ複合体内部における一連

のフェロセン誘導体の物質移動時間から、フ

ェロセン誘導体の見かけの拡散係数は電荷

を有するフェロセン誘導体では電荷の正負

に依らずほぼ同程度であるのに対し、中性で

疎水的なフェロセン誘導体では拡散係数が 2

〜5 倍程度大きな値となることが分かった。

電荷を有するフェロセン誘導体は、イオン性

界面のイオン種との静電相互作用によって

イオン性界面近傍を、一方、中性のフェロセ

ンはより疎水的な細孔中央部を拡散するた

めと考えられる。このように、手法と原理が

全く異なる二種の測定から、分子の分布状態

とシリカ−CTAB ナノ複合体内部の環境につい

て同一の描像が得られた。さらに、界面活性

剤ミセルを取り除いたシリカメソ細孔を有

する Cal-NAM と TMS-NAM を用い、シリカメソ

細孔内部に閉じ込められた C153 の溶媒和ダ

イナミクスについて検討した。その結果、

C153 は単分散状態でシリカメソ細孔内部に

存在すると考えられた。また、溶媒和ダイナ

ミクスからエタノール溶媒分子がシリカメ

ソ細孔内部で組織化した構造を有すること

がしさされた。 

 この他、NAM 中のメソ空間を用いる反応に

ついて、酵素を導入した膜による触媒能を検

討し、良好な結果を得た。また、配位子を含

んだ前駆体溶液を用いるワンポット合成に

ついて検討した結果、配位子であるバソフェ

ナントロリンの濃度が 20 mM 以上になるとメ

ソ細孔構造の秩序性が保たれなくなること

が示されたが、15mM の濃度では溶液中の鉄イ

オンについて濃度10 μM までの定量分析が可

能であることが分かった。このほか、各種細

孔サイズの作成や nm オーダーの精密サイズ

分離を達成した。 
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