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研究成果の概要（和文）：DNAで表面を高密度で覆われたナノ粒子の分散安定性はDNA構造に応答する。分子レベ
ルの構造変化がコロイド系の色調変化をもたらす。この界面現象はDNAの柔軟性などに起因する立体斥力の効果
によるものと考えられる。この仮説に基づき、本研究課題では四重鎖（G4）DNA担持ナノ粒子を作製し、リガン
ドとの複合化を検出する新しいナノバイオセンサーの開発を指向して、界面現象のメカニズム解明に取り組ん
だ。リガンドとの複合化によりG4構造がアンフォールドすることを確認し、それに起因した立体斥力の変化がG4
担持ナノ粒子の分散安定性を低下させて、ナノ粒子の凝集、すなわちコロイド系の色調変化をもたらすことを実
証した。

研究成果の概要（英文）：Colloidal stability of nanoparticles immobilized densely with DNA depends 
strongly on DNA structure. The structural change at the molecular level results in the color change 
of the colloidal system.  This interfacial phenomenon is considered to be attributed to steric 
effect of DNA chain such as flexibility and motion.  Based on the assumption, G-quadruplex DNA 
(G4-DNA) immobilized nanoparticles can be used as a nano-biosensor because a complex formation with 
a ligand might make a change in conformation of G4.  It was proved that the conformational change of
 G4 is caused by binding to the ligand, resulting in a reduction in steric repulsion between the 
nanoparticles. That is to say, the color change in the colloidal system appeared.

研究分野：高分子物理化学

キーワード： DNA　バイオセンサー　ナノ粒子　小角X線散乱

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA担持ナノ粒子が示す界面現象のメカニズムについては完全には理解されてはいない。この界面現象は引力相
互作用というよりはむしろDNAの柔軟性の差異、つまりエントロピー斥力によるものという仮説に基づくと、DNA
構造の変化をもたらすあらゆるイベントがセンシング原理となりうる。本研究課題は、その実証実験として遂行
された。リガンドとの結合に応答しして大きな構造変化が生まれることを構造科学的手法などにより明らかに
し、その結果G4担持ナノ粒子の分散安定性の低下を確認した。DNA密生相の界面現象メカニズムの理解をさらに
深めることができたと共に、新しいナノセンシング材料の開発に繋がるものといえる。

※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 
数十塩基程度のオリゴ DNAで高密度に表面修飾されたナノ粒子（DNA担持ナノ粒子）を水に
分散させると、極めて高いコロイド分散安定性を示
す。これは負に帯電した DNA鎖の静電反発力による
ところが大きい。したがって、高塩濃度下では静電反
発力が減少し、粒子は不安定化して凝集するはずであ
る。しかしながら、実際は DNA構造に応じてその挙
動は異なる。完全に相補的な DNAと二重らせん構造
（二重鎖 DNA; dsDNA）を形成したときに粒子は凝
集する。相補鎖 DNAによる分子架橋によって誘導さ
れる粒子凝集とは異なり、非架橋型凝集とよんでいる
現象である。一方、二重らせん構造を形成しても、一
塩基ミスマッチにより末端の塩基対が形成しないと、
たとえ高塩濃度下でも粒子は安定的に分散しつづけ
る（図１）1。わずか一塩基ぶんの変異といった分子レ
ベルでの事象をコロイド粒子の分散・凝集として目
視判別できるようになる。しかし、この特異な界面
現象のメカニズムは未だ不明な点が多い。 
この特異な界面現象メカニズムの一つの説として、平滑な dsDNA 末端間の塩基間スタッキン
グ相互作用（引力作用）によって生じるというものがある。その場合、凝集構造ではその作用を
反映した空間配置を採ることが予想され、また、平滑末端以外の DNA構造では凝集しえないこ
とも考えられる。しかし、これまでこの仮説を支持する結果を得ていない 2,3。そこで、DNA鎖
の立体効果（斥力作用）に注目するようになった。構造の違いは、DNA鎖の柔軟性や運動性（自
由度）に関連するエントロピックな性質に影響をもたらす。これらが斥力作用の違いを生むと考
えられる。そもそも粒子表層に密生する DNA鎖は保護層としてナノ粒子の凝集を防ぐ役割を担
っており、dsDNA形成によってその防御力が低下するため粒子が凝集するとすれば非架橋型凝
集現象も説明しうる。斥力効果によるものとすれば、二重らせん構造（dsDNA）以外の DNA構
造の変化でも粒子の分散安定性を変化させる要因になり得るだろう。 
 
２．研究の目的 
DNAはさまざまな高次構造を採りうる。温度やpHなどの環境変化による外部刺激やリガンド
と特異的に複合体形成によって、そのコンフォメーションを変える。その変化をコロイド系の変
化へとシグナル変換させることで、目視検出可能なバイオセンサーとして利用できるはずであ
る。ここでは、四重鎖DNA（G4）構造に着目する。G4構造はグアニン（G）に富んだ繰り返し
配列を有するDNA鎖で発現する特異な高次構造であり、4つのGがHoogsteen塩基対を形成して
できた四量体平面構造（Gカルテット）が数層重なって
できている（図2）。この高次構造に配位するリガンドは
数多く報告されているが4、リガンドと特異的に結合す
ることで大きなコンフォメーション変化が生まれ、その
変化を駆動力としてセンサーとして利用が期待できる。
これまでG4構造のコンフォメーション変化と粒子凝集
との直接的な相関解明には至っていない。さらに、検出
時間、検出感度や特異性などに未だ課題がある。これら
の問題を解決すべく、分光学的手法や大型放射光施設
SPring-8でのX線散乱法を駆使して、G4構造の変化と粒
子凝集との相関解明を目指すことにした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、おもに 22塩基からなる DNA鎖 d[AG3(T2AG3)3]（22AG）対象にして検討をおこな
うことにした。まず、この G4構造（図 2）を担持したナノ粒子の特性を評価するために、直系
約 15 nmの金ナノ粒子（AuNPs）表面に DNA鎖を固定化した。得られた四重鎖担持金ナノ粒子
（G4-AuNPs）は 0.1 M NaClおよび 1.5 mM EDTAを含む 10 mMリン酸（Na+）バッファー（pH 
5.0）中に分散させた。フリーの 22AG の構造変化を検討する場合も同じバッファーに溶解させ
た。リガンドとしてはシスプラチンを用いた。粒子の分散安定性に関する評価は、分光学的手法
のほかに、大型放射光施設 SPring-8での溶液小角 X 線散乱（SAXS）法によりおこなった。測定
は 25 ℃にて実施した。 
 
４．研究成果 
 22AGを固定化した G4-AuNPsの溶液に対し、終濃度が 1Mになるよう NaClを添加させても
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図 1 DNA担持ナノ粒子の非架橋凝集. 

図 2 G4 DNA構造の一例（22AG）. 



粒子は凝集せず、溶液は赤色を呈したままであった（図 3）。ここに、シスプラチンを所定濃度
になるように添加させた。しかしながら、35B1(Kras)の G4-AuNPsの場合には速やかに粒子が凝
集した条件 5においても、溶液は赤色のままであった。後述するように同条件においてフリーの
22AG鎖はコンフォメーション変化を生じているが、粒子凝集は誘発されにくいといえる。これ
は核剤としての AuNPs のサイズが小さいためであり、その結果、粒子は分散状態を保っている
と考えられる。一方で、シスプラチンと 22AGの複合体形成は分子内で生じており、DNA鎖間
の橋架けによる粒子どうしの凝集は誘発されていないことを意味している。 
ここでは、AuNPsのサイズを大きくする代わりに、系中にポリエチレングリコール（PEG）を
添加することで粒子凝集を誘発させることにした。図 1に示すように、系中にわずかに PEGが
存在した状態でシスプラチンを添加すると溶液は青紫色に変化した（図 3）。上述の通り、シス
プラチンに橋架け効果はないので、この色調変化は分散安定性低下による非架橋凝集に起因し
ている。つまり、G4構造の変化が立体斥力の低下をもたらしていることになる。対応する SAXS
データにおいても粒子が凝集していることを示すピークが観測された（図 3）。粒子間距離に関
してはシスプラチンや PEG濃度の依存性はあまり認められなかった。 

 
 分散安定性の低下が G4 構造の変化によるものであることを確認するために、フリーの 22AG
鎖の SAXS 測定を実施した。種々の濃度に調製した 22AG のみの溶液とシスプラチンを添加し
た溶液に対する SAXS 測定の結果を図 4 に示す。シスプラチンを作用させていない場合、フォ
ールドした構造を維持しているが、シスプラチンを添加すると複合体形成により G4構造がほど
ける様子が認められた。同条件でシスプラチンを作用させた 22AG-AuNPs は安定的に分散した
ままなので、コンフォメーション変化を生じても DNA相は依然として高い立体斥力を有してい
ることになる。22AGの濃度を上げても DNA鎖どうしが集積するような現象は認められなかっ
た。22AG-AuNPs が凝集するような高 NaCl 濃度で測定しても同様の結果が得られることから、
粒子の分散安定性がコンフォメーション変化に伴う立体斥力の低下に起因していると判断でき
る。 

さらに、新たな G4鎖である d[TGA(G3T)2TA(G3T)2AA]（1XAV）を対象として検討もおこなっ
た。1XAVを担持した金ナノ粒子溶液のコロイド分散安定性分散安定性に及ぼすシスプラチン作
用の影響を調べたところ、応答性は極めて遅かったものの、シスプラチン添加後に凝集すること
を観測した。22AG 同様、シスプラチン添加後の 1XAV もアンフォールドしたことがわかった。
ただし、22AGの場合と異なり、リガンドとの複合化によって DNA鎖間の橋架けが起きている
可能性が示唆された。すなわち、DNA の配列に依存して凝集様式が異なる可能性がある。今後
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図 4 （a）22AGの円二色性（CD）スペクトル. 赤線が Na+存在下での結果であり、シスプラ
チン添加後に青色のスペクトルになる. 因みに、緑色のスペクトルは K+存在下における結果. 
（b）SAXS プロファイル. シスプラチン添加後にコンフォメーション変化を起こしていること
がわかる. 
 



は配列依存性を検討するなどメカニズム解明に向け更なる調査が必要である。 
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