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研究成果の概要（和文）：DNAとカーボンナノチューブ（CNT）との複合体をDNAのダミー分子と見立て、RecA、一本鎖D
NA結合蛋白質（SSB）を反応させることで、蛋白質の分子認識能の寛容さを調べた。RecAはCNT表面に吸着したDNAをDNA
と分子認識して結合することが分かったが、通常のDNAに結合するとき形成するらせん状のフィラメント構造を形成し
なかった。SSBはCNT表面にある一本鎖DNAと二本鎖DNAを識別することが分かった。これらの知見は、DNA結合蛋白質の
分子認識を検証したのと同時に、CNT表面のDNAの状態を評価した、との視点で捉えることもできる。

研究成果の概要（英文）：RecA proteins and single-stranded DNA binding (SSB) proteins were reacted with hyb
rids of DNA and carbon nanotubes (CNT) in order to verify biomolecular recognition ability of the protein 
molecules. Hybrids of DNA and CNT were assumed as dummy molecules of DNA. We found that RecA molecules cou
ld bind onto DNA molecules adsorbed on CNT surfaces. However, helical filamentous structures that are form
ed on bare DNA molecules were not appeared in the case of the hybrids of DNA and CNT. We also found that S
SB proteins could distinguish single-stranded DNA from double-stranded DNA molecules even on CNT surface. 
These results basically provided helpful information to understand tolerance of biomolecular recognition a
bility of the proteins. Furthermore, our data is valuable to evaluate conditions of DNA molecules on CNT s
urfaces.
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１．研究開始当初の背景 
 DNA がカーボンナノチューブ（CNT）の
表面に吸着し、DNA-CNT複合体を形成する
現象が 2003 年に報告されて、まずは水に溶
けない CNT を可溶化する技術として確立さ
れた。さらに、DNAと CNTの相互作用に関
する基礎的な研究や、DNA-CNT複合体をナ
ノバイオデバイスとして応用するための研
究が盛んに行われてきている。 
 一方、複合体を作製する際に超音波処理を
施す手順が一般的に行われており、DNA 分
子を痛めているのではないかとの疑問や、
DNA 吸着の理論モデルは提示されているも
のの、現実にすべての DNA 分子が理論通り
に吸着しているのだろうかといった疑問は
なお残っていた。複合体作製の多くが一本鎖
DNA（ssDNA）と単層 CNT（SWNT）の組
み合わせで行われており、二本鎖 DNA
（dsDNA）と SWNT あるいは多層 CNT
（MWNT）との相互作用については先行研究
が少なかった。また、いったん CNT に吸着
させた DNA を離脱させた研究例はなかった。 
 蛋白質との反応については、CNT表面に蛋
白質分子を直接的に物理吸着させる方法や、
DNA 分子等を介して共有結合させる方法が
提案されてきたが、生体分子認識の視点から
DNA-SWNT複合体に蛋白質を結合させた研
究例はわずかだった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、DNA-CNT複合体およびCNT
を DNAのダミー分子と捉えて、DNA結合蛋
白質である RecA や一本鎖 DNA 結合蛋白質
（SSB）をこれらダミー分子に反応させるこ
とで、蛋白質の生体分子認識の寛容さを調べ
ることができるのではないかと考えた。もし
RecA 等の分子認識が厳格であるならば、
DNA-CNT複合体に結合しない、あるいは結
合しても何らかの不具合が発生するであろ
うし、比較的寛容であるならば、通常の DNA
に対しての挙動と同じ結果になるはずであ
る。 
組成はまったく異なるものの、CNTの直径
が DNA と類似している点に着目したのが本
研究の独自な視点であった。DNA-CNT複合
体の研究のほとんどは何らかの応用を目指
したものであり、本研究のように理学研究の
目的に使うという発想は珍しいといえる。 
 
３．研究の方法 
 DNA-CNT 複合体について、ssDNA、dsDNA、
複数種類の CNTを用いて DNA-CNT 複合体を作
製し、原子間力顕微鏡（AFM）、電子顕微鏡、
顕微ラマン分光、紫外・可視分光等で評価し
た。AFM、電子顕微鏡は個々の分子の構造を
評価するためで、多くの試料を簡便に評価し
たほうが効率がよいことから、主には AFM に
よる評価を行った。顕微ラマン分光は試料調
製中にCNTの構造物性に変化がないかを確認
するために用いた。紫外・可視分光は、試料

作製手順に遠心分離による精製等が含まれ
るため、CNT や DNA の量が変化する可能性が
あり、それぞれの分子の定量を行うために用
いた。 
 通常の CNTに DNA を吸着させる場合は超音
波処理を用い、これと比較するためにポリエ
チレングリコールで表面修飾した CNT
（PEG-CNT）等も用いた。また対照試料とし
て、カルボキシメチルセルロース（CMC）を
CNT に吸着させた複合体（CMC-CNT）も用いた。
可溶化されたCNTであることに変わりないが、
複合体表面の組成は DNA と CMC とでは、まっ
たく異なるはずである。 
 蛋白質としては RecA および SSB を用い、
基本的な反応条件はDNAで最適とされている
ものを参考として、濃度や反応時間を変える
など、さまざまな条件下での反応実験を行っ
た。蛋白質を反応させた後の評価には、AFM、
顕微ラマン分光、紫外・可視分光に加え、ア
ガロース電気泳動法を用いた。電気泳動につ
いては、DNA、CNT、蛋白質を含む試料である
ため、それぞれの分子の泳動位置がわかるよ
う、手順を改良して行った。また、AFM 測定
についても、凹凸像だけでなく、表面電位測
定、水溶液中測定等を行って、より多くの情
報を得ることを試みた。 
 AFM 画像からは、形状の比較はもとより、
断面解析により CNT の直径を計測し、直径変
化からDNAあるいは蛋白質の吸着状態を推定
した。電気泳動画像からは、特に CNT のバン
ド位置に重要視し、蛋白質反応の前後で、CNT
の泳動に変化が生じるかを精査した。 
 
４．研究成果 
 RecA蛋白質をDNA-CNT複合体に反応させた
場合、AFMと電気泳動の結果から、多数のRecA
分子が DNA-CNT複合体に結合することが明ら
かとなった。一方、対照試料である CMC-CNT
複合体に反応させた場合は、AFM による直径
解析では複合体の直径に変化が見られず、ま
た電気泳動でも複合体の泳動速度が遅くな
る現象が見られず、RecA は結合しなかったと
考えられる。蛋白質濃度や反応時間等を変化
させる条件検討を行っても、矛盾する結果は
得られなかった。これらの結果から、RecA は
DNA-CNT 複合体に物理吸着したのではなく、
CNT 表面の DNA を、DNA であると分子認識し
て結合したと考えられる。一方、RecA が DNA
に結合して形成するらせん構造は、今回の実
験では見られなかった。このことから、分子
認識して結合はするものの、立体障害等によ
り、らせんを形成するための条件を満たすこ
とができなかったと考えられる。 
 SSB については、ssDNA-CNT 複合体と、
dsDNA-CNT 複合体とを対比させた実験で特徴
的な結果が得られた。すなわち、SSB は
ssDNA-CNT 複合体にはよく結合するが、
dsDNA-CNT 複合体に対しては相当に高濃度に
しない限り結合しなかった。このことは、SSB
が CNT 表面の DNAが一本鎖であるか二本鎖で



あるかまで判別していること、逆に、CNT 表
面での DNA が、一本鎖、二本鎖と認められう
る構造を保持していることを示唆している。 
 これらの結果を得るまでの過程で、さまざ
まな周辺の知見も得られた。まず、先行研究
における DNA-CNT 複合体の作製について、用
いる DNAや CNT の種類や作製条件が一様でな
く、得られたデータを直接比較することが難
しかったため、条件を統一して複合体の作製
を行って複合体の形状等にどのような違い
が出るかを評価し、DNA と CNT の組み合わせ
によって複合体表面の凹凸に大きな違いが
生じることを見出した。 
 DNA-CNT 複合体の安定性について、表面修
飾していない CNTに対して DNAを吸着させた
場合は、95 度に加熱しても DNA の明らかな離
脱が見られず、安定性が高いことが分かった。
一方、PEG-CNT の場合は、95 度で多くの DNA
分子が離脱することが電気泳動による評価
から明らかになった。本研究では安定性の高
い複合体を蛋白質の反応実験に用いたが、一
方で、表面修飾 CNT を用いて可逆に DNA を吸
脱着させられることを示したデータでもあ
り、今後の応用研究に有用な知見と考えられ
る。 
 評価方法の検討について、表面電位測定を
行い、DNA-CNT 複合体、あるいは CNT につい
て、表面電位が基板に対して正になるものと、
負になるものとがあることがわかった。これ
を利用することで、状態の異なる DNA-CNT 複
合体を表面電位測定で見分けられる可能性
が示された。ただし、用いる AFM プローブの
状態によって結果が大きく左右されること
もわかり、十分な再現性をもって定量評価に
用いるには、さらなる改善が必要である。 
 アガロースゲル電気泳動法については、こ
れまで CNT と DNA、CNT と蛋白質を同時に含
む試料の泳動を行った報告があるものの、
CNT、DNA、蛋白質の 3種が存在する試料の評
価に用いた例がなく、独自な手順を考案した。
まず、CNT についてはもともと黒色であるた
め、泳動後に染色することなく、可視光下で
バンド位置を確認することができた。DNA に
ついては、エチジウムブロマイド染色によっ
て紫外光下で観察が可能だった。蛋白質につ
いては、泳動後にゲルをクマシーブリリアン
トブルーで染色するとゲル全体が染色され
てしまうため、泳動前の試料に染色剤を添加
する独自の手順を考案した。染色剤を加える
ことで試料に影響が出る可能性もあるので
注意が必要ではあるが、ほかの測定法から得
られた結論とは矛盾しないデータを得るこ
とはできた。 
 このほか、AFM 画像からの直径解析につい
て、棒状の物体のある場所での断面を計測す
るだけでなく、長軸方向にすべてのピクセル
を解析するプログラムを作成し、1 本の
DNA-CNT 複合体の表面構造のばらつきを一画
素ずつ検討することができた。 
 本研究の総括として、モデル分子とした

RecA、および同じくDNA結合蛋白質であるSSB
を、DNA と類似点もあるが相違点も多い
DNA-CNT 複合体に反応させることで、RecA や
SSB の分子認識能を検証することができた。
また、材料評価の手法と生体分子評価の手法
を組み合わせ、当該試料に合わせた評価法を
提案した。さらに、本研究の知見は、視点を
変えればDNA-CNT複合体の評価実験とみるこ
ともでき、DNA-CNT 複合体を用いたナノバイ
オデバイス作製等の分野にも有益だと考え
る。 
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