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研究成果の概要（和文）：本研究では、核酸の分子認識に伴うナノスケールの構造変化をマクロスケールへと変
換する分子認識材料として、DNAと感温性ポリマー(pNIPAM)を複合化したDNA-pNIPAMについて研究を行い、標的
分子認識に伴いDNAが標的分子を捕捉する標的分子捕捉モードを用いてDNA-pNIPAMの分散・凝集状態を制御し
た。標的分子捕捉前の初期状態での検討から、二本鎖(ds)DNAの余剰配列部の末端構造の有無により、分散・凝
集挙動を制御できることが示された。続いて、標的分子であるトロンビンを添加した実験の結果、標的分子捕捉
モードを用いたdsDNA-pNIPAMの分子認識が可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：DNA-conjugated stimuli-responsive materials coordinate the molecular 
recognition properties of DNA and actuator properties of thermoresponsive polymer, poly
(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM). In some specific conditions, DNA-pNIPAM changes its dispersion 
state in response to whether conjugated DNA is single-stranded (ss) or double-stranded (ds). Under 
the condition where entropic repulsion controls the aggregation behavior of the conjugate, the 
aggregation was controlled by whether the dangling end of dsDNA had a specific structure (e.g. 
G-quadruplex) or not. Then, this property was combined with the molecular recognition of a DNA 
aptamer. The target protein, thrombin, bound to DNA-pNIPAM, and this binding changed the aggregation
 behavior of the conjugate.

研究分野： 化学工学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA や RNA(核酸)は遺伝情報を保存・複製
するだけではなく、生体内のリボスイッチに
代表されるように、標的分子を特異的に認識
し、生理活性を調整している。核酸の分子認
識能を人工的に活用する試みは、抗体様の分
子認識能を有する核酸オリゴマー(核酸アプ
タマー)の発見により注目を集め、創薬分野で
はアプタマー医薬品として実用化例も報告
されている。しかし、機能材料への応用につ
いては報告例が限られており、現状では核酸
の分子認識に伴うナノスケールの構造変化
をマクロスケールの変化へ効率良く変換・増
幅するシステムは存在せず、応用用途が制限
されてきた。 
 本研究グループでは、DNA の分子認識能を
活 用 し 、 感 温 性 ポ リ マ ー poly(N- 
isopropylacrylamide) (pNIPAM)のアクチュエ
ータ機能と協調させた分子認識材料を開発
するために、DNA を側鎖へ化学的に結合した
共重合ポリマーDNA-pNIPAM について研究
を行ってきた(図 1)。 

 
図 1. DNA と感温性ポリマーpNIPAM の 
複合化による分子認識材料開発の概念図 
 
これまでの研究により、標的分子の認識に

伴う DNA 二本鎖の解離をトリガーとして、
DNA-pNIPAM が分散状態から凝集状態へと
移行すること(二本鎖解離モード)を示してい
る。また、二本鎖解離モードを示す共重合ポ
リマーを多孔基材へ固定した分子認識ゲー
ト膜を開発し、標的分子の認識に伴い、膜が
閉塞状態から解放状態へと遷移し、膜の透過
性が増加することを示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、核酸の分子認識に伴うナノス
ケールの構造変化をマクロスケールへと変
換する分子認識材料として、DNA と感温性ポ
リマーpNIPAM を複合化した DNA-pNIPAM
について研究を行う。図 2 に示すように、こ
れまでに検討してきた標的分子の認識に伴
う二本鎖解離を利用した二本鎖解離モード
に加えて、DNA アプタマーの標的分子認識に
伴い標的分子を捕捉する標的分子捕捉モー
ドについての検討を行い、分子認識ゲート膜
へ展開した際に、標的分子の認識に伴い膜が
開放状態から閉塞状態へと遷移するように
凝集・分散挙動の制御を行う。 

 
図 2. DNA-pNIPAM の(a) 二本鎖解離モード
(従来)、(b) 標的分子捕捉モード(本研究)、 

(c) 各モードを分子認識ゲート膜へ展開した
際の開閉挙動の概念図 

 
３．研究の方法 
 DNA-pNIPAM の合成は以下のように行っ
た 。 は じ め に NIPAM と N-[2-(2-pyridyl 
disulfide) ethyl]acrylamide (PDSAm)の共重合
を行い、得られた poly(NIPAM-co-PDSAm))へ
チオール末端を有する DNA(アンカーDNA)
を反応させることで、一本鎖 (ss)DNA- 
pNIPAM を合成した。続いて、標的分子を捕
捉する分子認識アプタマーとの相補鎖形成
により、二本鎖(ds)DNA- pNIPAM とした。 
本研究で対象とする標的分子捕捉モード

では、初期状態は DNA-pNIPAM が凝集状態
を取り、標的分子の認識に伴い分散状態へと
移 行 す るた め 、 は じ め に 初 期 状 態 で
DNA-pNIPAM が凝集状態を取る条件の検討
を行った。続いて、標的分子を添加し、分子
認識性を評価した。DNA-pNIPAM の凝集・分
散挙動はポリマー溶液の濁度測定により評
価し、UV-vis を用いて測定した 600 nm にお
ける吸光度を濁度とした。 
 
４．研究成果 
本研究で対象とする標的分子捕捉モード

における初期状態の検討として、はじめに
dsDNA-pNIPAM が凝集状態を取る条件につ
いて検討を行った。 
本研究グループでは、これまでにポリマー

中の DNA 固定化率とイオン濃度に応じたポ
ジショニングマップ(図 3)を報告している。
DNA-pNIPAM は、DNA 固定化率および塩濃
度が低い場合は、ssDNA-pNIPAM がより凝集
する荷電反発支配の挙動を示す。一方で、
DNA 固定化率および塩濃度が高い場合は、構
造が剛直な完全相補鎖の dsDNA-pNIPAM が



より凝集するエントロピー反発支配の挙動
を示す。 

 
図 3. DNA-pNIPAM の凝集-分散挙動の 

ポジショニングマップ 
(Sugawara Y., Chem. Lett., 42, 1568, 2013) 

標的分子捕捉モードはエントロピー反発
支配の領域を用いることで発現するものと
考えられる。エントロピー反発は、相補鎖末
端構造が重要であり、完全相補鎖で凝集する
条件でも、余剰な一本鎖配列が存在すると分
散状態となることが、理研の前田グループに
より明らかにされている。本研究で用いるト
ロンビン認識アプタマーは末端に G 四重鎖
構造を取ることから、余剰な一本鎖部位が構
造形成する場合(GQ)と、構造形成をしない場
合(NT)で分散・凝集する条件を探索した(図
4)。 

 

図 4. 相補鎖末端の構造による
dsDNA-pNIPAM の分散・凝集挙動の制御 

 外部溶液中のイオン濃度を変化させ、相補
鎖形成割合が分散・凝集挙動へ与える影響を
評価した。なお、相補鎖形成割合は添加する
相補鎖に対するアンカーDNA の割合を表し
ている。また、この評価は簡易的なスクリー
ニングとして、高速昇温プロファイル 1 °C/ 
min で実施した。特定のイオン濃度条件にお
いて、図 5 に示すように末端に G 四重鎖構造
を取る GQ の方が、構造形成をしない NT よ
り凝集することが示された。また、相補鎖形
成割合が高くなり、構造形成をしない
dsDNA-pNIPAM が完全に分散状態を保つ条
件においても、 G 四重鎖構造を取る
dsDNA-pNIPAM は凝集することが示された。 

 
図 5. 相補鎖形成割合および末端構造形成が
dsDNA-pNIPAM の分散・凝集挙動へ与える 

影響の評価(高速昇温プロファイル) 

続いて、アンカーDNA に対して 1:1 となる
ように各種相補鎖を加え、0.5 °C の昇温ごと
に 10 min 保持(各温度で吸光度が安定化する
まで保持)する昇温プロファイルで測定を行
った結果を図 6 に示す。図 6 には、末端に G
四重鎖構造を取る GQ および構造形成をしな
い NT の結果に加えて、アンカーDNA のみが
pNIPAM に結合した ssDNA- pNIPAM、アンカ
ー DNA と完全相補鎖を形成する WM- 
dsDNA-pNIPAM の結果を合わせて示す。GQ
および NT は 34 塩基であるのに対して、WM
はアンカーDNA と同じ 12 塩基の配列である。 

 
図 6. 相補鎖が dsDNA-pNIPAM の 
分散・凝集挙動へ与える影響の評価 

構造が剛直な WM-dsDNA は、エントロピ
ー反発が大きい ssDNA に比べて相転移温度
が低温シフトして、より凝集しており、本条
件がエントロピー反発支配の領域であるこ
とを示している。GQ および NT は WM や
ssDNA に比べて塩基配列が長く、二本鎖を形
成していない一本鎖部位が存在しており、エ
ントロピー反発を示すことから、相転移温度
が高温側にシフトし、ssDNA より分散しやす
い状態であった。GQ と NT の凝集・分散挙
動を比較すると、末端で構造形成をしない
NT は分散状態を維持しているのに対して、G
四重鎖構造を取る GQ は凝集挙動を示し、末
端構造の有無により分散・凝集挙動を制御で
きることが示された。また、以上の検討によ
り、標的分子捕捉モードにおいて、初期状態
となる GQ-dsDNA-pNIPAM が凝集状態を取
る条件が明らかとなった。 
そこで、標的分子捕捉モードにおいて、分

子認識が分散・凝集挙動へ与える影響を評価
した。予備的な実験として、pNIPAM 結合前
の dsDNA へ標的分子を添加した際の dsDNA
の解離度を測定した。各鎖末端を蛍光剤およ
び消光剤でそれぞれ修飾した dsDNA は、相
補鎖形成時には蛍光を発しないが、相補鎖が
解離し、ssDNA となると蛍光剤と消光剤の距
離が離れるため、蛍光が測定される。アンカ
ーDNA と相補鎖形成する塩基配列の長さ、お
よびトロンビン認識部位と相補鎖形成の重
複部を変化させて測定を行ったところ、塩基
配列が 12 塩基で、かつトロンビン認識部位
と相補鎖形成部位が重複しない場合は標的



分子を加えても二本鎖解離が起きず、標的分
子を捕捉した状態を取ることが明らかとな
った。標的分子を捕捉する配列のアンカー
DNA を pNIPAM へ結合して、分散・凝集挙
動へ与える影響を評価した。本測定では、は
じめに標的分子を添加していない条件で濁
度測定を行い、同じポリマー溶液へ標的分子
であるたんぱく質トロンビンを添加し、同様
に濁度測定を行った。したがって、ポリマー
溶液濃度が標的分子の添加前後で異なるた
め、比較測定として標的分子を認識せず凝集
挙動は示す ssDNA-pNIPAM、WM-dsDNA- 
pNIPAM へ、トロンビンを添加した実験、お
よびBlank測定として ssDNA-pNIPAM溶液へ
トロンビンを含まず同量の水のみを添加し
た実験を行った。結果を図 7 へ示す。 

 

図 7. GQ-dsDNA-pNIPAM の 
標的分子認識性の評価 

比較実験である ssDNA-pNIPAM および
WM-dsDNA-pNIPAM へ、トロンビンを添加し
た実験では、トロンビン添加前後の濁度の減
少率Abs(%)がBlank測定と同程度であった。
これは、トロンビン認識配列を含まない系で
は、分子認識が起きないために、標的分子を
添加しても分散・凝集挙動に影響がないこと
を示している。一方で、標的分子であるトロ
ンビンを認識する配列を有する GQ-dsDNA- 
pNIPAM では、Abs(%)が比較実験や Blank
測定結果よりも大きく、分子認識により
dsDNA-pNIPAM の分散・凝集挙動が変化した。
すなわち、標的分子捕捉モードを用いた
dsDNA-pNIPAM の分子認識が可能であるこ
とが示された。 

 
本研究では DNA と感温性ポリマー

pNIPAM を複合化した DNA-pNIPAM につい
て、DNA アプタマーの標的分子認識に伴い標
的分子を捕捉する標的分子捕捉モードにつ
いての研究を行った。はじめに、標的分子捕
捉前の初期状態について検討を行った。エン
トロピー反発が DNA-pNIPAM の分散・凝集
挙動を支配している条件において、dsDNA の
余剰配列部の末端構造の有無により、分散・
凝集挙動が制御され、G 四重鎖構造を取る場
合は、構造形成をしない場合と比較して、よ
り凝集することが示された。続いて、標的分
子の分子認識性の評価を行った。標的分子で
あ る トロン ビ ンの認 識 配列を 有 す る
dsDNA-pNIPAM では、初期状態と比較して、

トロンビン添加により濁度が減少したこと
か ら 、 標 的 分 子捕 捉 モ ー ド を 用 い た
dsDNA-pNIPAM の分子認識が可能であるこ
とが示された。本研究で得られた知見をゲー
ト膜へ展開した際には標的分子の認識に伴
い膜が開放状態から閉塞状態へと遷移する
こととなり、従来の二本鎖解離モードとは逆
の開閉挙動となる。ゲート膜ではポリマーの
体積変化が膜の透過性へと変換されること
から、核酸によるナノレベルの分子認識情報
をさらにマクロな情報へと変換・増幅するこ
ととなり、幅広い用途への応用が期待される。 
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