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研究成果の概要（和文）：DNAやポリマー等で被覆した各種カーボンナノチューブ（CNT）表面を利用して、RecA
蛋白質、一本鎖DNA結合（SSB）蛋白質等のDNA結合蛋白質の反応実験を行い、RecAのらせん構造形成に代表され
る、蛋白質の分子認識能や分子間相互作用を調べた。蛋白質の吸着・結合様式はCNTの表面の状態によって大き
く異なり、特に蛋白質とDNAとの相互作用と、蛋白質とCNTとの相互作用が競合していることが分かった。このこ
とは、DNA結合蛋白質とDNAとの相互作用が極めて精密に制御されていること、CNTを用いたナノバイオデバイス
等を作製する場合に、これら相互作用の制御が重要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：DNA binding proteins such as RecA proteins and single-stranded DNA binding 
(SSB) proteins were reacted with various carbon nanotube (CNT) surfaces that were wrapped with DNA 
and polymers in order to study bio-recognition functions of the protein molecules and interactions 
among the molecules. Styles of protein adsorption and binding was significantly changed due to 
surface conditions of CNTs. Especially, two different interactions were competitive. One is 
interactions between proteins and DNA, and the other is those between proteins and CNTs. This 
suggests that interactions of DNA and DNA binding proteins are well controlled. In addition, 
regulation of the two interactions is probably one of the important factors for developing 
nanobiodevices using CNTs.
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１．研究開始当初の背景 
 カーボンナノチューブ(CNT)を DNA 等の
生体分子で被覆し、CNT を可溶化、さらに
CNT の分離精製を行う研究が盛んにおこな
われていた。また、被覆する生体分子に着目
して遺伝子検出、ドラッグデリバリ等を想定
したナノバイオデバイス開発の研究も行わ
れていた。本研究では、CNT への生体分子の
吸着現象を、生体分子の分子認識能や分子間
相互作用の研究のためのツールとして使う
ことを考えた。例えば DNA 結合蛋白質 RecA
のらせん構造形成が CNT 表面で起こり得る
のか、を調べることで、RecA 蛋白質の分子
認識能や分子間相互作用に関する手掛かり
が得られるのではないかとの着眼である。こ
のような視点での報告は申請者以外の研究
グループからは見られていない。申請者のこ
れまでの研究では、RecA 分子が CNT 表面の
DNA 分子を DNA と認識して結合すること
がわかっている。 
 
２．研究の目的 
 CNT 表面に生体分子、特に DNA および
DNA 結合蛋白質を様々な条件で吸着・反応
させ、自然現象としての DNA と DNA 結合
蛋白質の反応との違いを検証することで、生
体分子の分子認識能、分子間相互作用につい
ての新たな知見を得る。 
 
３．研究の方法 
 単層 CNT（SWNT）、多層 CNT（MWNT）、
表面修飾 CNT などに DNA、DNA 結合蛋白
質等の生体分子を吸着・反応させ、そのふる
まいを調べた。CNT 表面をポリマー等で被覆
するなどにより CNT と生体分子の相互作用
を制御することも行った。計測面では、原子
間力顕微鏡（AFM）、蛍光顕微、紫外・可視・
近赤外分光、ラマン分光、電気泳動等の手段
を用いた。AFM 測定では、測定や非接触モ
ードによる測定などを用いて精密に評価し
た。電気泳動や分光測定では、CNT を含む試
料に最適な測定方法を検討した。 
 
４．研究成果 
 RecAのらせん構造形成に象徴されるDNA結
合蛋白質等の特異なふるまいを、CNT を担体
として用いて検証した結果、次のような結果
が得られ、その知見のいくつかは既に論文発
表にて報告した。 
(1) DNA で被覆した SWNT（DNA-SWNT）に RecA
を結合させる際に、RecA と DNA-SWNT の混合
比を変えると、RecA が結合した DNA-SWNT の
形状が、AFM 観察での評価では有意に変化す
ることが分かった。ただし、これによってら
せん構造が形成されることはなかった。 
(2) DNA で被覆した SWNT と MWNT に、それぞ
れ RecA を反応させると、特定の MWNT を用い
た場合に、RecA が結合したあとの DNA-MWNT
の表面が SWNT の場合に比べて平坦になるこ
とがわかった。本研究で実施した AFM 観察で

はらせん構造が確認できておらず、観察方法
等を改良する必要があるが、らせん構造が生
じた可能性があると考えている。表面として
はいずれもDNAで被覆されていることに変わ
りないが、RecA 分子がある構造上の条件、ま
たは物性の条件によって、結合の仕方を変え
ていることが示唆される。 
(3) 乾燥した試料を測定する場合、乾燥中に
構造が変化する可能性があることから、AFM
を用いた水溶液中観察を行った。その結果、
DNA等で被覆したSWNTに一本鎖DNA結合蛋白
質（SSB）を反応させると、大気中観察の場
合に比べ、SWNT 表面での SSB 分子の局在が観
察された。水溶液中で見えている構造のほう
が、SSB 分子と DNA-SWNT との結合の様子を正
確に反映しているものと考えられる。 
(4) より精密な評価方法を確立するため、
AFM の非接触モードに大気中測定、微接触モ
ードによる大気中測定、微接触モードによる
水溶液中測定をそれぞれ行ったところ、観察
される DNA-SWNT 等の形状がそれぞれ異なる
ことが判明した。正確に違いを評価するため、
同一分子を上記3つの測定方法で順次観察す
ることで、1nm 以下のわずかな違いも議論す
ることが可能になった。 
(5) DNA 結合蛋白質と DNA-CNT との吸着実験
を行う場合、蛋白質と DNA との相互作用と、
蛋白質と CNT との相互作用が、競合するとの
実験結果が得られたた。これをより正確に評
価するため、無修飾の SWNT に加え、ポリエ
チレングリコールで表面修飾した SWNT
（PEG-SWNT）、アミド基で表面修飾した SWNT
（amide-SWNT）を併用し、DNA で表面被覆す
る場合としない場合、DNA での表面被覆を自
然吸着で行う場合と超音波処理で行う場合
について、それぞれ RecA および SSB 蛋白質
の反応実験を行った。ここで用いた表面修飾
SWNT は水溶性であるため、DNA で被覆しない
場合を対照試料として作製できるのが大き
なメリットである。その結果、amide-SWNT を
用いた場合は特に、SWNT と蛋白質との相互作
用が強く、DNA の有無にかかわらず、蛋白質
が非特異的に吸着すること等が判明した。一
方、PEG-SWNT のほうは、DNA と蛋白質との相
互作用が明白だった。この結果は、DNA-CNT
を用いたナノバイオデバイス等を作製する
場合、蛋白質と DNA との相互作用と、蛋白質
とCNTとの相互作用をうまく制御する必要が
あることを示唆している。 
(6) DNA の代わりに温度応答性ポリマーで被
覆した SWNT を用いた DNA 結合蛋白質の反応
実験を行ったところ、一般的には蛋白質が脱
離すると知られている温度でも蛋白質の脱
離が見られなかった。このことは、ポリマー
で被覆した場合でも、蛋白質と SWNT との相
互作用が強く働いていることを示唆してい
ると思われる。 
(7) 上述のさまざまな試料を評価するにあ
たり、計画当初考えていたよりも分光測定が
有用であることが分かり、2 年目から最終年



度にかけては分光測定の比率を高くした。ま
た、蛍光測定を活用するため、蛍光色素を導
入した DNA や蛋白質分子を用いた。 
(8) 上述の結果について、個別の論文発表を
行うと同時に、2報の英文総説を発表した。 
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