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研究成果の概要：本研究課題では、オリゴ DNA との核酸塩基対形成により自己集合体を形成
し、ナノファイバーとなる双頭型ヌクレオチド脂質を用いて、顕微鏡観察下で標的オリゴ DNA
を検出する新規 DNA 検出手法の開発および SNPs 解析応用への可能性を検討した。双頭型チミ
ジル酸脂質とオリゴアデニル酸 (10、20、30、 40 量体)の二成分系自己集合体についてそれぞ
れ AFM 観察および CD スペクトル測定したところ、すべて右巻きのヘリカルナノファイバー
となっていることがわかった。さらにヘリカルナノファイバーのセクションプロファイルから、
らせんピッチに相当する周期的な凹凸構造が観察でき、そのピッチ長は鋳型オリゴアデニル酸
の長さに強く依存することを見いだした。さらに、双頭型チミジル酸脂質と sticky end 部位を
もつ鋳型 DNA、sticky end と相補的な DNA による多成分系自己集合を試みた。その結果、ナノ
ファイバーは sticky end と相補的な DNA が存在するときのみ形成され、塩基配列選択的なナノ
ファイバー形成が可能となった。 
 以上のように、双頭型ヌクレオチド脂質と DNA との多成分系自己集合がナノファイバーを
与え、さらに鋳型 DNA の長さや塩基配列を変化させることで、ナノファイバー構造を制御で
きることがあきらかとなり、SNPs 解析応用への可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

SNPs(Single nucleotide polymorphism)解析は、
病気治療や農作物の突然変異など、医療、農
業などの分野だけでなく食品分野でも食料
の生産向上や産地の特定、遺伝子組み換え食

品の検出など非常に重要な研究課題である。
これまでに、DNA マイクロアレイや DNA 担
持微粒子、MALDI-TOF MS などで SNP 解析
を行う試みが数種類報告されている。一方、
両親媒性化合物が形成するミセルやベシク
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ルといった球状集合体は、従来から化粧品や
薬剤など多方面で用いられてきた。しかし、
ナノファイバーをはじめとする一次元的な
ナノ構造を用いた応用例は、ほとんど報告さ
れていなかった。我々はこれまで、双頭型ヌ
クレオチド脂質と DNA の二成分系自己集合
体が、超分子ヘリカルナノファイバーとなる
ことを報告してきた。本課題では、DNA との
分子認識によってピッチや長さが構造制御
された超分子ヘリカルナノファイバーの形
成メカニズムと構造を明らかにし、このナノ
ファイバーを用いた一塩基多型（SNPs）分析
システムの開発を試みた。 
２．研究の目的 
我々は、双頭型ヌクレオチド脂質とオリゴ

DNA が二成分系自己集合体を形成すること
で、鋳型オリゴ DNA の塩基配列の違い、長
さの違いが、ヘリカルナノファイバーのピッ
チや長さの違いとして表現され AFM で識別
することが可能となるものと考えた（図 1 右）。
一方、光リソグラフィーやエッチング、イン
クジェット技術などのトップダウン手法に
より製造される DNA マイクロアレイは、有
力な遺伝子解析の手段として確立されつつ
ある。このデバイスは、ガラスやシリコン基
板上に種々の遺伝子 DNA を高密度にスポッ
トしたデバイスであり、DNA プローブの種類
と基板上の位置が対応しているため（図 1 
左）、シグナルをスキャナで読みとり解析す
ることができる。我々は、二成分系集合体か
ら得られるヘリカルナノファイバーを DNA
マイクロアレイのスポットに相当するもの
とみなし、このファイバーの形状情報や蛍光
シグナルを AFM や SNOM（走査型近接場顕
微鏡）で読みとることができれば、DNA マイ
クロアレイのように遺伝子解析が可能であ
ると考えた。そこで本研究では、超分子ヘリ
カルナノファイバーの構造制御と、それを用
いたボトムアップ型核酸検出デバイスの開
発を目的とした。 

 
図 1. 超分子ヘリカルナノファイバーを用
いた SNPs 解析デバイスの概念図 
 
３．研究の方法 
(1) 二成分自己集合体の形成メカニズムおよ
び構造の解明 

長鎖オリゴメチレン鎖の両末端にチミジ
ル酸を連結した化合物 1 を合成した（図 2）。
この化合物 1 と、アデニンのみが 10～40 個
繋がったオリゴ DNAdA10－dA40（図 2）を水
溶液中で混合し 1 の濃度を 1.8 x 10-2 mol / L
とし、オリゴ DNA 中のアデニンが 1 のチミ
ンと等モルとなるようサンプルを調製した。
この水溶液を加熱して溶解した後、そのまま

室温で放置した（このサンプルを 1+dA10 の
ように表す）。これを少量（＜ 1 μL）取り、
高配向熱分解黒鉛（HOPG）基板上に載せ、
原子間力顕微鏡（AFM）により観察した。 

 

図 2 合成脂質分子 1 とオリゴアデニル酸
の分子構造 
 
(2) 超分子ヘリカルナノファイバーを用いた
標的核酸の検出 
 次に、超分子ヘリカルナノファイバーを用
いた標的核酸検出を試みた。合成脂質 1 を超
音波照射および加熱（90 ºC）により 0.1 × TE
バッファー（Tris-HCl 1 mmol/L、EDTA 0.1 
mmol/L、pH 8.0）へ溶解した。この溶液に、
2、3（20 塩基のアデニン部位と標的核酸 4
との相補鎖から成るオリゴヌクレオチド）を
含む水溶液をそれぞれ加え、この混合液を三
等分した。そのうちの二つには、標的核酸で
ある 4、または非相補鎖から成る 5 のオリゴ
ヌクレオチドを加え室温で放置した（それぞ
れの系を 1/2/3/4 および 1/2/3/5 と表記する）。
残りの一つはそのまま放置した（1/2/3）。そ
れぞれの構造式、核酸塩基配列を図 3a に示す。
得られた集合体を高配向熱分解黒鉛(HOPG)
基板に滴下し、大過剰の水で洗ったものを原
子間力顕微鏡（AFM）のサンプルとして用い
た。また、0.5 ºC/min で温度を上昇させなが
ら 260 nm の吸光度変化を測定し、1/2/3/4、
1/2/3、および 2/3/4 の 0.1 × TE バッファー水
溶液中での融解温度測定を行った。 

 
図 3 (a) 合成脂質 1 と DNA2、3 および標的
DNA4、非標的 DNA5 の塩基配列。(b) 標的
DNA によるナノファイバー形成機構。I 1、2、
3 をバッファー中で混ぜる、II 1 のチミン部位
と 2、3 のアデニン部位が相補的核酸塩基対
を形成して集合体の前駆体となる、III 2、3
と標的DNA4のハイブリダイゼーションによ
りナノファイバー構造が伸長する。 



 
４．研究成果 
(1) 二成分自己集合体の形成メカニズムおよ
び構造の解明 
1+dA10 から生成したナノファイバーの縦断
面の表面形状を測定した結果、表面に周期的
な凹凸構造が観察され、その周期は 11 nm で
あった（図 4 a, b）。CD スペクトル測定の結
果から、このファイバーは右巻きのらせん構
造を形成していることが示唆され、AFM で得
られた凹凸構造は、右巻きらせんのピッチに
相当しているものと推察された。同様に、ア
デニンをそれぞれ 20、30、40 個もつオリゴ
DNAdA20、dA30、dA40 についても、ナノフ
ァイバー構造を形成することがわかり、
1+dA40 の場合ではらせん構造を明確に観察
することができた（図 4 g）。また、断面形状
を測定すると、1+dA10の場合と同様に周期的
な凹凸構造が観察でき、興味深いことに、そ
のピッチは 1+ dA20で 18 nm、1+ dA30で 24 
nm、1+ dA40で 40 nm となり、1 に加えるオ
リゴ DNA の長に応じて変化することがわか
った（図 4c~h）。これらのナノファイバーは、
オリゴ DNA 中のアデニンと化合物 1 中のチ
ミンがペアをつくりながら分子同士が集合
し、形成されたものと推察している。また、
加えるオリゴ DNA の長さによりヘリカルナ
ノファイバーの形状が変化することから、本
ナノファイバーが、本課題の目的である DNA
検出、SNPs 検出へ応用できる可能性が明ら
かとなった。 

 
図 4 合成脂質分子 1 と鎖長の異なるオリ
ゴアデニル酸から得られたナノファイバ
ーの AFM 像（上段）と断面プロファイル
（下段）。a, b)；1+dA10、c, d)；1+dA20、
e, f)；1+dA30、g, f)；1+dA40。  
 
(2) 超分子ヘリカルナノファイバーを用いた
標的核酸の検出 

AFM によりそれぞれの多成分系自己集合
体を観察した結果、1/2/3/4 の系では長さが
300 nm~3 mm、径が 7~8 nm、らせんのピッチ
52 nm のヘリカルナノファイバー構造が観察
できた(図 5a、b)。一方、1/2/3/5 および 1/2/3
の多成分自己集合体はファイバー構造を形
成せず、径が 15 nm 程度の球状構造を与えた
（図 5c、d）。この結果は、ヘリカルナノファ
イバー構造形成に標的 DNA である 4 の存在
が必要であることを示している。 

 
図 5 (a)、(b) 1/2/3/4 から形成したナノファイ
バー、(c) 1/2/3 および(d) 1/2/3/5 から生成し
た球状構造の原子間力顕微鏡像。 
 
次に、1/2/3/4、1/2/3、2/3/4 の 0.1 × TE バ

ッファー水溶液を用いて15 ºCから70 ºCまで
温度をゆっくりと変化させ、UV 融解温度測
定を行った（図 6）。1/2/3 および 2/3/4 の系で
得られた融解曲線の一次微分から、それぞれ
の融解温度 Tmは 60 ºCおよび 35 ºCと求めら
れた。一方、1/2/3/4 の系で同様の測定を行っ
た結果、融解曲線は二相性の形状を示し、一
次微分から Tmは 37 ºCおよび 57 ºCと求めら
れ 2/3/4、および 1/2/3 の Tm に近い値を示し
た。 
これらの結果から、1/2/3/4 の多成分系自己

集合体から形成されるヘリカルナノファイ
バー中では、まず 1 と 2、3 間の相補的核酸
塩基対形成により前駆体が生成し（図 3b 
I→II）、次に 2、3 と 4 間の相補的核酸塩基対
形成によりヘリカルナノファイバー構造の
伸長が促進される（図 3b II→III）ものと推察
された。 
以上のように、双頭型ヌクレオチド脂質と

オリゴ DNA から自己集合により形成する超
分子ヘリカルナノファイバーは、オリゴ DNA
の種類により形状が変化するため、顕微鏡に
よる新しい核酸検出手法として提案できる。
しかしながら、最終的な目標であった SNPs
については、まだ検討段階であり結果が出て
いないため、今後も継続して検討していく必
要がある。 

 

図 6 1/2/3/4(─)、1/2/3（─）、2/3/4（---）の
UV 融解曲線。λ= 260 nm、TE バッファー（pH 
= 8.0)中で測定。 
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