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研究成果の概要（和文）：自由末端が一塩基ミスマッチの二重鎖 DNA を表層に密生させたナノ粒

子は、完全相補の場合と比べて塩に対する分散安定性が著しく向上する。末端ミスマッチ塩基

対のミクロブラウン運動がもたらす立体反発力が、疎水核同士のファンデルワールス引力を凌

駕するためである。この機構を、SPring-8 を用いた溶液小角 X線散乱法と AFM を用いた表面間

力測定で証明した。さらに、この知見をもとにナノ粒子表面を合理的に機能化して、遺伝子精

密診断システムとコロイド型論理素子モデルを開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：Nanoparticles densely grafted with double-stranded DNA having a 
terminal single-base mismatch between the DNA layer and the disperse medium exhibit 
significantly high colloidal stability compared to those with fully matched DNA. 
Measurements of small angle X-ray scattering patterns at SPring-8 and force curves by 
atomic force microscopy revealed that this unique property stems from the fact that steric 
repulsive force induced by micro-Brownian motion of the terminal bases surpasses van der 
Waals attractive force between the hydrophobic cores. The elucidation of the mechanism 
led us to rationally design the surface structure of nanoparticles for the reliable gene 
mutation assay and the colloidal logic circuits. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 粒径がナノメートルサイズのポリマー微粒
子や金コロイドは、表面に一本鎖DNAをブラシ
状に固定すると、リン酸アニオンの静電反発
とDNA鎖同士のエントロピー反発のために、水
中で安定に分散することができる。ところが、
これらの粒子の分散液に相補鎖を添加して粒
子表面で二重鎖を形成すると、粒子はただち
に凝集する。凝集を誘起する相補的DNAは、粒
子表面のDNAと塩基数が厳密に一致している
ので、あくまでも自発的な（粒子間を架橋し
ていない）凝集である。この非架橋凝集は、
ポリマー微粒子の場合は分散液の白濁化、金
コロイドでは表面プラズモン共鳴シフトによ
る赤色から青紫色への色調変化として目視で
容易に確認できる。興味深いことに、粒子表
面上で形成される二重鎖DNAの自由末端がミ
スマッチの場合は、この非架橋凝集は全く生
じない。 
 この特異現象の発見は、研究代表者が九州
大学工学部に在職していた２０００年前後に
さかのぼる。一本鎖DNA（ssDNA）をグラフト
した熱応答性高分子のポリ（N-イソプロピル
アクリルアミド）（PNIPAAm-g-DNA）を世界に
先駆けて合成し（Biotech. Bioeng. 2001）、
医療診断や分子生物学研究で重要な核酸成分
を細胞破砕物から簡便に分離精製するための
試 薬 に 応 用 し よ う と し て い た 。 こ の
PNIPAAm-g-DNAは熱相転移すると自発的に会
合してDNAを親水性成分とする高分子ミセル
を形成することがわかり（Polym. J. 2001, 
Langmuir 2004）、その物性を調べる過程で上
述の特異現象が全く偶然に見いだされたので
ある（Polym. J. 2002, Polym. J. 2006）。
その後、２００３年から研究の場を理化学研
究所に移し、疎水核をポリスチレンラテック
ス（Anal. Sci. 2004）や金コロイド（J. Am. 
Chem. Soc. 2003）に置き換えても、同じ特異
現象が見られることを証明した。この特異現
象が疎水核の材質に依存しないこと、すなわ
ち、粒子表面のDNA密生相が示す物理化学的性
質に由来することが強く示唆されたわけであ
る。 
 この新奇なコロイド界面現象は、遺伝子一
塩基変異診断法（Chem. Lett. 2004, Nucleic 
Acids Res. 2005）をはじめ、生体関連物質の
高感度検出法（Chem. Commun. 2007, Bioorg. 
Med. Chem. Lett. 2008）や環境汚染物質のオ
ンサイト分析法（Chem. Commun. 2011）など
に応用されてきた。しかしながら、二重鎖DNA
の末端塩基対構造に鋭敏に応答するメカニズ
ムについてはほとんど分かっていなかった。
したがって、これらの分析法について試行錯
誤をすることなく合目的的に測定・検出対象
を拡張し、検出感度を向上させることはきわ
めて困難な状況がつづいていた。 

２．研究の目的 
 
 そこで本研究では、上述した特異的なコロ
イド界面現象のメカニズムを分子レベルで明
らかにすることを目的とした。具体的には、
リビングラジカル重合法で合成した構造の明
確なDNA 共重合体をつかって粒径分布の狭い
ナノ粒子を新たに調製し、小角Ｘ線散法を用
いた粒子間相互作用の精密解析と、原子間力
顕微鏡を用いた表面力測定を通じて、DNA ソ
フト界面固有の性質を明らかにすることを目
標に掲げた。さらに、これらの知見をもとに
してデザインされたDNA ソフト界面を分析シ
ステムに合理的に組みこんで、簡便で迅速、
精確な遺伝子診断デバイスを開発することを
めざした。 
 
３．研究の方法 
 
⑴材料調製：DNA 密生相に覆われた金コロイ
ド（DNA-GNP）は既報にしたがって調製した
（J. Am. Chem. Soc. 2003）。DNA 担持ポリマ
ーミセルは、構造が明確に規定されたブロッ
クポリマーをつかって調製した。そのために、
可逆的付加開裂連鎖移動（RAFT）重合法また
は原子移動ラジカル重合（ATRP）法で合成し
た PNIPAAm と ssDNA の末端同士をマイケル付
加反応またはクリック反応で連結してブロ
ック共重合体（PNIPAAm-b-DNA）を合成した。
これを水溶液中で熱相転移させることで自
己集合させ、粒径の揃ったポリマーミセルを
自発的に形成させた。非架橋凝集に必要な相
補的 ssDNA は、固相合成法で合成した。後述
する遺伝子診断に際しては、化学合成した二
重鎖 DNA を遺伝子モデルとし、これを鋳型に
したプライマー伸長法で得られる短鎖 DNAを
診断用検体として使用した。 
 
⑵分析方法：上述したように、ナノ粒子の非
架橋凝集は、ポリマーミセルの場合は分散液
の白濁化、金コロイドの場合は表面プラズモ
ン共鳴シフトによる赤色から青色への色調
変化をともなう。これらは目視でも認識でき
るが、定量解析する場合は紫外可視分光光度
計をつかって濁度および吸光度を測定した。
ナノ粒子の凝集体構造は、大型放射光施設
（SPring-8）を用いた溶液小角 X線散乱法で
解析した。分散および凝集状態の SAXS デー
タから構造因子を算出し、面心立方格子を仮
定したパラクリスタル理論解析によって粒
子間距離に変換した。また、動的光散乱（DLS）
測定および透過型電子顕微鏡（TEM）観察に
よって凝集状態を解析した。粒子間に作用す
る力は、二重鎖 DNA（dsDNA）で表面修飾した
コロイドプローブを装填した原子間力顕微
鏡（AFM）で実測した。 
 



 

 

４．研究成果 
 
⑴非架橋凝集のメカニズム解明 
①凝集体の精密構造解析：まず、粒子表面の
DNA 密生相がお互いに入り組んで凝集するこ
とを証明した。DNA 密生相に覆われた金コロ
イドの非架橋凝集体構造を、大型放射光施設
（SPring-8）を用いた小角 X線散乱（SAXS）
法で解析した。分散および凝集状態の溶液
SAXS パターンから構造因子を算出し、面心立
方格子を仮定したパラクリスタル理論解析
によって粒子間距離に変換した。この距離か
ら金コロイドの平均粒径を差し引いて得ら
れる疎水核の表面間距離は、粒子表面の DNA
塩基数に応じて増大し、その値は B 型 dsDNA
鎖長の 2倍よりも明確に短くなった（Fig. 1）。
同様の結果は、PNIPAAm-g-DNA の熱相転移で
自発的に生成する DNAポリマーミセルについ
ても得られた。さらに、RAFT 重合法または
ATRP法で合成されたPNIPAAmと ssDNAのブロ
ック共重合体（PNIPAAm-b-DNA）がグラフト
体の場合よりも粒度分布の狭いミセルを形
成することを明らかにし、より高い精度の構
造解析によって同様の DNA密生相の入り組み
構造を実証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1  Inter-surface distances plotted against the 
number of base for DNA-GNP (d = 15 nm, circles; 40 
nm, squares). The solid and dashed lines indicate the 
length of B-form dsDNA and its twice length, 
respectively. 

 
②疎水核間の相互作用：この入り組み構造は、
粒子間に働く主な引力が DNAブラシの自由末
端同士の多点相互作用（たとえばπ−πスタ
ッキング相互作用）ではないことを示唆する。
以下の実験から、それが疎水核間ファンデル
ワールス力であることがわかった。まず、
dsDNA-GNP は同じ DNA 塩基数でも GNP の粒径
が小さいほど凝集しづらくなった。しかも、
塩基数が同じで GNP 粒径が異なる２種類の
DNA-GNP を混合して非架橋凝集させると、同
径のナノ粒子同士が選択的に凝集すること
が SAXS 解析（Fig. 2）と TEM 観察でわかっ
た。また、分子量と分子骨格（PNIPAAm 部位
が ３ 鎖 分 岐 型 ま た は 線 型 ） が 明 確 な
PNIPAAm-b-DNA を使用して DNA担持ポリマー

ミセルを調製し、その疎水核の大きさを同じ
に保ちつつ密度を増大させると、非架橋凝集
の速度が増加した（Fig. 3）。いずれの結果
も、疎水核間ファンデルワールス力が主な粒
子間引力であることを強く示唆した。しかし
当然のことながら、この相互作用だけでは非
架橋凝集の末端構造の特異性は説明できな
い。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Fig. 2  Structure factors of a mixture of 
dsDNA(15bp)-GNP(15nm) and dsDNA(15bp)-GNP(40nm).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3  Time-dependent change of transmittance for 
a dispersion of DNA-carrying polymer micelles 
prepared from a diblock copolymer made of a linear 
(broken line) or 3-arm PNIPAAm segment (solid line) 
and a DNA segment.   

 
③DNA 密生相間の相互作用：末端塩基対がミ
スマッチの DNA 密生相をもつナノ粒子は、そ
の最外層の熱的なゆらぎ（ミクロブラウン運
動）がもたらす立体反発力が、疎水核同士の
ファンデルワールス引力を凌駕して、高イオ
ン強度の水溶液中でも安定にコロイド分散
できる。これが本研究で明らかにした、非架
橋凝集の末端特異性の発現機構である。これ
は２つの実験結果から導かれた。１つは、人
工塩基対を DNAブラシに導入した粒子を使っ
た実験である。DNA 二重鎖に存在する T–T ミ
スマッチが水銀イオンをとりこんで、T–Hg–T
錯体を形成することが知られている。この
T–T ミスマッチを自由末端付近にもつ
dsDNA-GNP は、上述の通り高い分散安定性を
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示す。ところが、この分散液に塩化水銀を添
加すると、瞬時に dsDNA-GNP が凝集して色調
変化を与えた。末端部位の熱的ゆらぎが錯体
形成によって抑制されたためである。もう１
つの根拠は、dsDNA で表面修飾したコロイド
プローブを使った AFM 表面力測定で、末端ミ
スマッチの場合に特異的に遠距離から作用
する斥力が in situ で観察されたことである。 
 結論として、粒子間引力は疎水核間ファン
デルワールス力であり、粒子間斥力は末端ミ
スマッチ塩基対による立体反発力である。末
端が相補だと引力が支配的になるが、ミスマ
ッチの場合は立体反発力が引力を上回り、粒
子は高イオン強度下でも安定に分散すると
考えられる。この凝集機構にもとづいて、こ
れまでに我々が報告してきた遺伝子一塩基
変異診断法を高精度化した。また、分子コン
ピュータデバイスの基礎的モデルを設計し
た。これらの応用展開の概要を次に述べる。 
 

 
Fig. 4  Schematic diagram for the detection of 
single-base substitution using DNA-carrying Au 
nanoparticle aggregation assay.  

 
⑵ナノバイオ素子の開発 
①遺伝子診断の高精度化：これまでの末端ミ
スマッチとフルマッチのコロイド安定性の
差に基づいた一塩基変異診断法では、ミスマ
ッチ部位が非ワトソン−クリック型塩基対を
形成して立体反発力が弱まった場合に、フル
マッチと識別しづらいケースがあることが
指摘されていた。この問題を克服するため、
末端一塩基「突出」とフルマッチのコロイド
安定性の差に立脚する新しい遺伝子診断法
を開発した。末端塩基対が相補する DNA ナノ
粒子がただちに凝集する条件でも、一塩基突
出した DNA密生相をもつ粒子はきわめて安定
に分散することができる。この現象も、末端
ミスマッチを「２本の DNA 鎖の一塩基突出」

とみなせば、上記と同じ推定機構で理解でき
る。具体的には、疎水核として金コロイドを
採用し、ジデオキシ鎖終結法（サンガー法）
で一塩基伸長されたオリゴ核酸をサンプル
に用いて、この特異現象に基づく一塩基変異
識別法を開発した（Fig. 4）。診断の対象に
は、さまざまな薬剤の副作用に関連するシト
クロム P450 2C19 の遺伝子（CYP2C19*2）を
選択した。凝集反応条件を最適化した結果、
誤診の可能性がなく、しかも一塩基伸長の反
応率が 30%でも目視識別が可能な診断システ
ムをつくることに成功した。 
②論理素子モデルの開発：最後に、この非架
橋型凝集現象の用途を遺伝子診断以外にも
求めた。近年、核酸分子がもつ分子設計の自
在性に基づいて、抗体／酵素に匹敵する分子
認識能／触媒機能を分子コンピュータの開
発に合目的的に組み込むことに関心が集ま
っている。本研究では、溶液中の dsDNA に一
般的にみられる局所構造の熱的ゆらぎ（ブリ
ージング）に着目した論理素子モデルを構築
した。上で述べたように、DNA ナノ粒子の末
端 T−T ミスマッチが、分散媒に添加した Hg2+

をとりこんで２：１錯体を形成すると、ナノ
粒子の分散安定性が大きく低下する。これは、
ミスマッチ部位での擬似的な塩基対合が DNA
二重鎖末端のブリージングを抑制し、DNA 密
生相の立体反発力を弱めることに起因する。
この知見をもとに、同様に末端 C–C ミスマッ
チと錯体形成する Ag+と、上記の Hg2+の二種類
の化学シグナル（入力）の組み合わせに対し
て選択的に凝集応答し、表面プラズモン共鳴
シフトに由来する可視情報（出力）を与える
二項演算型（AND および OR）論理素子モデル
を設計し、動作を実証することに成功した
（Fig. 5）。合理的な設計が可能なメゾスコ
ピック論理回路としての応用が期待できる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Fig. 5  DNA-functionalized colloidal logic gates: 
the AND gate (left) and the OR gate (right). 
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