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研究成果の概要：短鎖 DNA を一成分とする温度応答性ブロック共重合体を、精密且つ効率的
に合成する手法を確立した。このブロック共重合体は、温度応答性セグメントの相転移温度以

上の水中で、数十 nmのミセル様の会合体を自発的に形成した。会合体表層の短鎖 DNAから
なるシェル層に、これと相補的な塩基配列を含む DNA 鎖をハイブリダイズさせ、任意の塩基
対構造を有する DNA二重鎖担持ナノ粒子を得た。DNA二重鎖担持ナノ粒子の分散安定性は、
表層の DNA二重鎖の自由末端近傍の塩基対構造に強く依存し、例えば T-Tミスマッチ塩基対
を適切な位置に配置すると、ごく微量の水銀（II）イオンにも明敏な応答を示すセンシングデ
バイスとなることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
発ガン性物質や変異原物質の多くは、DNA

に強く結合することで細胞代謝に大きく変
化させ、生長を弱めたり停止させて強い毒性
を発揮する。一方，DNAに強く結合すること
で、抗ガン活性や抗腫瘍活性など医薬品とし
て極めて有用な特性を示す物質も数多く見
出されている。 
従来、低分子化合物とDNAの相互作用は、

質量分析法（Chemical Reviews 2001, 101, 
377.）や核磁気共鳴法（Biochemistry 1997, 36, 
8663.）などにより評価されてきたが、これら
の手法は煩雑で大型の分析装置を必要とす
るため、DNA結合性を簡便・迅速に評価する
目的には適していない。 
近年、医薬品開発ではコンビナトリアルケ
ミストリーにより供される膨大な量の化合
物ライブラリーの中から、所望の性質を有す
る化合物を迅速にスクリーニングすること
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が要求されてきており、DNA結合性評価の新
たな方法論の確立が望まれている。すなわち、
社会的ニーズの高い「発ガン性物質等の迅速
なハザードセンシング」、「未知検体群から有
用薬物のハイズループット・スクリーニン
グ」の実現のために、その根幹技術となる 
“DNA 結合性化合物の簡便かつ高感度な検
出技術” を確立することが急務となってい
る。 
 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、精密に構造制御したDNA

担持ポリマーナノミセルをベースとし、DNA
結合性化合物を簡便に検出するセンシング
システムの可能性について検討を行った。 
具体的には、（１）DNA二重鎖を表層に有
するポリマーナノミセルの簡便な製造技術
の確立，（２）DNA結合性化合物が共存する
環境下において DNA 担持ポリマーナノミセ
ルが速やかに凝集（応答）し、系が白濁する
システムの確立を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
  本研究課題は、以下の３段階の研究ステ
ージに大別することができる。本研究課題の
遂行にあたっては、（１）～（３）の各項目
に関し、順を追って検討を行った。 
 
（１）DNA を一成分とする温度応答性ブロ
ック共重合体（PNiPAAm-b-DNA）の合成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 リビングラジカル重合法の一つである、可
逆的付加開裂連鎖移動（RAFT）重合法を用
いて、下限臨界溶液温度（LCST）を有する
ことが知られている温度応答性ポリマー
（PNiPAAm）を得た。本法により得られる
PNiPAAmの片末端には、チオカルボニルチ
オベンジル基が導入されており、これを水素
化ホウ素ナトリウムで処理することで、活性

なチオール基へ変換した。得られた片末端チ
オール化PNiPAAmと5’末端にマレイミド基
を導入した短鎖 DNA をカップリングさせ
PNiPAAm-b-DNAを得た。 
 
（２）PNiPAAm-b-DNA の温度応答性を利
用した DNA 担持ポリマーナノミセルの形成
および評価 
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 先に述べたように、PNiPAAmは LCSTを
有する温度応答性高分子であるため、
PNiPAAm-b-DNA 水溶液を LCST 以上の温
度に加温すると、脱水和した PNiPAAmセグ
メント同士が会合し、外殻に親水性の短鎖
DNA を有するコア－シェル構造の DNA ポ
リマーナノミセルの自発的な形成が期待さ
れる。ミセル形成挙動や粒径は、動的光散乱
（DLS）測定、原子間力顕微鏡（AFM）観察、
示差走査熱量測定などにより評価した。 
 
（３）DNA 担持ポリマーナノミセルの非架
橋凝集現象を用いた DNA 結合性化合物検出
原理の有効性の検証 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
前項で調製した DNA 担持ポリマーナノミ
セル表層の短鎖 DNA に対し、相補的な塩基
配列を含む一本鎖 DNA をハイブリダイズさ
せ DNA 二重鎖担持ポリマーナノミセルを調
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製した。従来の研究結果より、完全に相補的
な DNA 二重鎖を担持したポリマーナノミセ
ルは、高イオン強度条件下で速やかに非架橋
凝集することがわかっている。DNA 二重鎖
担持ポリマーナノミセルの表層の DNA 二重
鎖の自由末端近傍の塩基対構造に関し、様々
な組み合わせのマッチ・ミスマッチ塩基対構
造の導入を試み、高イオン強度条件下におい
ても DNA 二重鎖担持ポリマーナノミセルが
安定に分散する要件の抽出を行った。さらに、
安定に分散することが確認された DNA 二重
鎖担持ポリマーナノミセル分散液に DNA 結
合性化合物を添加し、分散液の濁度（色）変
化を追跡した。 
 
 
４．研究成果 

前項（１）に示した手法によって、短鎖

DNA を一成分とする温度応答性ブロック共
重合体（PNiPAAm-b-DNA）をその組成や分
子量を制御し且つ効率的に合成することが

できた。また、本手法は PNiPAAmのみなら
ず、代表的なノニオン性高分子であるポリア

クリルアミドにも容易に適用することがで

き、RAFT重合法によって得られる合成ポリ
マーと生体分子との汎用的なバイオコンジ

ュゲート法となることが示された。 
このブロック共重合体は、温度応答性セグ

メントの LCST 以上の温度の水中で、数十
nm のミセル様の会合体を自発的に形成する

ことが DLS測定、AFM観察の結果より明ら
かとなった。会合体表層の短鎖 DNA からな
るシェル層に、これと相補的な塩基配列を含

む DNA 鎖をハイブリダイズさせ、任意の塩
基対構造を有する DNA 二重鎖担持ナノ粒子
を得た。高イオン強度の水中における DNA
二重鎖担持ナノ粒子の分散安定性は、従来の

知見どおり表層 DNA 二重鎖の自由末端近傍
の塩基対構造に強く依存し、DNA 二重鎖が
完全相補的であった場合、速やかに非架橋的

に凝集した。一方、ダングリングエンドやミ

スマッチ塩基対を自由末端近傍に配置する

と、高イオン強度条件下においても DNA 二
重鎖担持ナノ粒子は安定に分散することが

確認できた。 
さらに、水銀（II）イオンと特異的に錯構
造を形成することが知られているT-Tミスマ
ッチ塩基対を自由末端近傍に配置した DNA
二重鎖担持ナノ粒子は、高イオン強度下にお

いても安定に分散したが、水銀（II）イオン
を添加すると速やかに凝集することが確認

された。本現象をもとに、ごく微量の水銀（II）
イオンにも明敏な応答を示すセンシングシ

ステムを構築できる可能性を示すことがで

きた。すなわち、DNA 二重鎖担持ナノ粒子
の高感度センシングデバイスとしての有用

性を示すことができた。 
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