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研究成果の概要（和文）：本研究は、気相中で分子認識できるDNAアプタマーを設計・開発することを目的とし
た。現在、金属酸化物センサー等が、気相中のガス分子検出に用いられているが、特定のガス分子を特異的に検
知できない。DNAは気相中でも水中での構造を維持している可能性があり、優れた分子認識能を持つDNAアプタマ
ーは、気相中でも3次元構造を維持し、標的分子を認識できる可能性がある。そこで、気相中でのアプタマーに
よるガス分子認識を、アプタマーを固定化した水晶振動子で検出した。インドールが結合すると、振動数が変化
し、メチル基一つを余分に有するスカトールに対しては振動数の変化を観察できなかった。特異的な検出に成功
したといえる。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to develop DNA aptamers which can recognize those target 
molecules in the air. There are lots of gas sensors composed of metal oxide or semi-conductors but 
those cannot identify the target molecules in the mixed gases. DNA are reported to maintain its 
structure in the water even in the air, and it might mean the DNA aptamers which specifically bind 
to those target molecules can recognize those target molecules even in the air. We used DNA aptamer 
immobilized quartz crystal microbalance (QCM) to detect the indole and skatol and we got the 
frequency change only against indole but did not get it against skatol. Indole and skatol has very 
similar structure apart from one methy group, so we were able to distinguish one methyl group 
difference with DNA aptamers in the air. It must be the first example of concrete specific detection
 of gaseous molecule in the air with the DNA molecules.

研究分野： 生物工学

キーワード： 気相中の分子認識　アプタマー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ガス分子を特異的に検出することができれば、疾病の早期診断や覚醒剤検知やテロ対策に極めて有効である。し
かし現在、異なるガスをパターン解析により区別するシステムは開発されているが、特定のガス分子を､気相中
で特異的かつ高感度に検出できるセンシングシステムは開発されていない。本研究では気相中で分子認識できる
と予想されるDNAアプタマーを水晶振動子に固定化して、香料として汎用されている、インドール、スカトール
の検出を試み、構造が類似しており、わずかメチル基一つの差しかない両者を明確に区別できる水晶振動子の振
動数変化を観察した。まだ報告例のない、気相中の分子認識の最初の例として意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
気相中で、ガス分子と分子認識素子が結合している場合に、どのような相互作用が働いて
いるかはこれまでまともに議論されたことがないようで、いくら文献を探しても見つける
ことができない。気相中で分子を認識した、という報告はわずかに数例見つけることができ
たが、それも分子認識というよりガス分子の吸着量評価の域に留まっている。 
生物は優れた匂い検出能力を有するが、それも水相での匂いレセプター蛋白質による分子
認識に基づいており、気相中での分子認識は自然界では例がないと考えられる。従って、気
相中での分子認識については、自然界にさえその例がなく、参考にする知見さえない、と言
える。基礎研究として、匂いレセプターを酵母表面に発現させ、匂い分子の結合によって起
こる酵母の電気的応答等を検出する研究等は行われているが、そもそも水に溶けにくい匂
い分子を再び水溶液に溶かして検出を行っており、高感度検出には到っていない。 
気相で標的分子を検出する方法として、現在、金属酸化物半導体センサー等が、気相中の
ガス分子検出に用いられているが、特定のガス分子のみの特異的検知は不可能である。異な
るガス分子吸着層を複数用意し、それぞれの吸着量を測定し、測定対象とするガスをパター
ン解析により識別するシステムは開発されているが、特定のガス分子を特異的に認識する
術がない。 
申請者らは、標的分子を鋳型として高分子を重合させることにより、標的分子を認識する
ポリマーを作製し、これを用いたガス分子認識センサーを世界に先駆けて報告している。し
かし、この場合、必ずしも標的分子を認識する部位が一様に形成されるわけではなく、様々
なガス分子が混在する場合は、標的分子のみを特異的に検出することは難しい。つまり大気
中のウイルスを、現在存在する気相中でのセンシングシステムを用いて検出することはで
きるが、特定のウイルスを定量することは、極めて難しい。これまで気相中の分子認識は、
ほとんど研究されていない為に、極めて難易度の高い研究課題といえるが、グアニン四重鎖
(G4）構造を有する DNAアプタマーを分子認識素子とする場合は、実現可能性がある(図１)。 
DNAの二本鎖は気相中でも二本鎖を維持
していると考えられ、その他の立体構造
も維持できる可能性がある。例えば DNA
マイクロアレイ上のプローブ DNA に標的
核酸をハイブリダイゼーションさせた場
合、これを乾燥させた後でも、その二本
鎖が維持されていることは、よく知られ
ている。気相中でも立体構造を形成する
なら、特定の分子を認識できるはずであ
る。つまり、抗体と同様に優れた分子認
識能を持つ DNA アプタマーは、気相中で
も三次元構造を維持し、標的分子を認識
する可能性がある。そこで、本研究では
気相中で分子認識できる DNA アプタマー
を設計・開発することを目的とする。 
申請者はこれまで、20 以上の様々な標的に対して、グアニン四重鎖（G4）構造を有する DNA
アプタマーを取得しており（図 1）、この G4 構造は、気相中でもその構造を保っている、と
いう報告が多数発表されている（Vairamani et al., J. Am. Chem. Soc., 125, 42-43, 
2003; Rueda et al., J. Am. Chem. Soc., 128, 1810-1811, 2005; Gabelica et al., J. 
Am. Chem. Soc., 130, 3608-3619, 2008）。 
従って G4 構造をもつ DNA アプタマーであれば、気相中でも立体構造を形成し、標的分子
の立体構造を認識する可能性はある。水中で複数の分子が相互作用を形成する場合、そこで
形成される相互作用は、水素結合、静電的相互作用、ファン・デル・ワールス相互作用、疎
水性相互作用、π-π相互作用等が知られている。気相中ではこのうち、疎水性相互作用は
働かないが、その他の 4つの相互作用は、電気的な相互作用であり、気相中では水中でより
強く働くと考えられる（大気の誘電率は水の 80分の 1）。従って水中での相互作用と比較す
ると、気相中において形成される、それぞれの相互作用の割合は変わるはずだが、気相中で
も、標的分子と DNAアプタマー間で多数の相互作用が形成され、標的分子の立体構造の厳密
な認識は可能だと考えられる。 
従来の試験管内進化法では、標的分子との結合を利用し、結合していない DNAを洗浄して
除去することで、標的分子に結合している DNAアプタマーのみを回収している。気相中では
結合していない DNAを除去できないので、この手法は使えない。 
しかし、申請者らは、遺伝的アルゴリズムを利用して DNAアプタマーの特定の機能を向上
させるように、塩基配列を改変していく、コンピューター内進化（in silico maturation : 
ISM）法を開発し 20 を超える優れた結合能や選択性を有する DNA アプタマーを獲得するこ
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図1 DNAのグアニン四重鎖(G4)構造とその分⼦認識
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とに成功している。in vitro で機能を評価するので、実験で評価できる機能であれば、どん
な機能でも向上させることができる。従って、気相中での結合を検出して評価すれば、標的
分子を特異的に認識する DNAアプタマーの、気相中での結合能と、その結合選択性の両方を
向上させることができる。 
標的とするウイルスにある程度結合を示す DNA を入手できれば、ISM でその結合能を改良
できる。つまり、気相中でのガス分子とアプタマーの相互作用の詳細が不明でも、その結合
能や結合特異性を向上させられる。 
申請者らはこの他にも、これまでに様々なガス分子に応答を示すことが報告されている
DNA（SEQ02、Seq03、Staii et al., Nano lett., 5(9), 1774-1778, 2005; White et al., 
PLoS Biol., 6(1), e9, 2008）に蛍光分子を標識し、これにジニトロフェノール（DNP）を
添加すると、濃度依存的にその蛍光が変化することを確認しており、気相中で何らかの相互
作用が形成され、分子認識が可能であることを確信している。 
 
２．研究の目的 
本研究は気相中で分子認識できる DNA アプタマーを設計・開発することを目的とする。
気相中のガス分子検出は、疾病の早期診断や覚醒剤検知やテロ対策に極めて有効である。現
在、金属酸化物半導体センサー等が、気相中のガス分子検出に用いられているが、特定のガ
ス分子のみの特異的検知は不可能である。 
ガス分子を気相中で特異的に分子認識する素子を作製できれば、ガスの濃縮装置と組み合
わせることにより高感度検出が可能なはずであり、ガス分子特異的検出システムの開発を
加速できる。DNA は、上述した通り、水中で形成した立体構造を気相中でも維持する可能
性がある。抗体と同様に優れた分子認識能を持つ DNA アプタマー (通常一本鎖) は、気相
中でも 3次元構造を維持し、標的分子を認識する可能性がある。そこで、本研究は気相中で
分子認識できる DNA アプタマーを設計・開発することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
上記の目標を達するために、以下の４つの研究を遂行した。 
(1) インドールに結合するアプタマーの取得 
(2) アプタマー固定化水晶振動子(QCM)を用いたインドール、スカトール の検出 
(3) ミオグロビン結合アプタマーの取得 
(4) アプタマー固定化水晶振動子(QCM)を用いたミオグロビンの検出 
 
(1)アプタマーの取得 
 インドールに結合するアプタマーとして
は、すでにパラレル型の G4 構造を持つこと
を NMR 解析により確認している DNA を用い
ることにした。ミオグロビンに結合するア
プタマーは、通常の SELEX 法（図２）を用
いて探索した。 
 
(2) アプタマー固定化水晶振動子(QCM)を
用いたインドール、ミオグロビンの検出 
水晶振動子(QCM)の表面にG4構造を形成す
る DNAを固定化し（図 3）、これらに同じ骨
格構造を持ち、メチル基一つの有無のみが
異なる、インドールとスカトールを認識できるかを確認することにした。QCMは一定の共振
周波数で交流電圧を印加すると、極めて安定した振動を示すが（この場合は 30 MHz）、表面
に分子が吸着したとき、その分子の大き
さ・質量に応じた共振周波数の低下を示
す。 
G4 構造を有するチオール修飾 DNAアプタ
マー（1R-20、HA）を QCMの金電極上に、金
−チオール間の共有結合を介して固定化し
た。図 1に示すように、G4平面は芳香族環
とπ電子を介した相互作用を形成しやす
く、芳香族環を主骨格とした様々な分子が
強い結合を示すことが報告されている。イ
ンドールとスカトール は、芳香族環を有
するので、G4 とは相互しやすいはずであ
り、しかし、G4のループ部分が特徴的な立
体構造を形成しているので、この主骨格に
結合している官能基により、結合能が変わ
ると期待できる。実際、様々な G4 リガン

DNAライブラリ

塩基配列決定

数ラウンド
繰り返す

図2 アプタマーの選択法︓SELEX

増幅

溶出

洗浄

混合して静置

標的分⼦を固定した膜
加熱･徐冷して構造を形成させる

図3 DNAアプタマーを固定化した⽔晶振動⼦

チオール修飾DNAアプタマー

ガス状標的分⼦

⾦薄膜

⽔晶振動⼦

導線導線

⾦薄膜

⾦薄膜表⾯に固定化
したDNAアプタマーに
ガス状の標的分⼦が
結合すると、質量変化
が起き、⽔晶振動⼦の
振動数が変化する



ドが報告されているが、それぞれの官能基
のごくわずかな違いにより、結合能や結合
特異性が大きく変化することは報告され
ている。 
このG4構造を有する DNAアプタマーを固
定化した QCMを、図 4 に示す、ガス検出シ
ステムに接続し、スカトール やインドー
ルを含むガスを送気して QCMの周波数変化
を検出した。ガス検出システムには通常窒
素ガスを送気し、スカトール やインドー
ルを溶かした溶液をパーミエーターに設
置して、三方コックを切り替えて、QCM に
送気するガスの割合等を制御しながら、
QCMの振動周波数変化を測定した。 
ミオグロビンの測定の場合は、ミオグロ
ビンをガスとして送気することができないので、ミオグロビンを溶かした水溶液を、ネプラ
イザーを用いて噴霧し、アプタマー固定化 QCMを、しばらくミオグロビンを含んだミストに
暴露し、その QCMをガス検出システムに設置して、その振動周波数変化を測定した。 
 
４．研究成果 
(1）インドール、ミオグロビンに結合するアプタマーの取得 
 インドールに対しては、解離定数がμM レベル、ミオグロビンに対しては、数十 nM を示
すアプタマーを取得することができた。 
 
(2) アプタマー固定化水晶振動子(QCM)を用いたインドール、ミオグロビンの検出 
QCM 上に DNAアプタマーが固定化されたかどうかは、蛍光修飾されたチオール修飾 DNAア
プタマーを、QCM の金電極上に、金−チオール共有結合を利用して固定化し、QCM を MilliQ
水で十分に洗浄した上で QCM表面の蛍光像を観察することで確認した。一面に均一に DNAア
プタマーが固定化できていることを確認した。 
図 4 に示すガス検出システムに、スカトールを送気したところ、ほとんど周波数変化が得
られなかった（図 5上図）。しかしインド
ールを送気した場合は（図 5下図）、アプ
タマーを固定化しなかった場合（図 5 下
左図）に比べて、G4 構造形成アプタマー
の 1R-20、HAはそれぞれ、より大きく、明
確に異なる周波数低下を示した。スカト
ールとインドールの違いは、メチル基一
つだけであり、それ以外は同じ芳香族環
を有する。この芳香族環は、G4 の四つの
グアニンが形成する平面とπ-π相互作
用を形成すると考えられ、ある程度の結
合能を有すると期待できるが、G4 のルー
プ部分が立体構造を形成しており、実際
にインドール、スカトール が G4 平面に
接近する際に、メチル基一つが、立体的障
害になって、接近しにくくなることがあ
りうる。従ってこの結果は、気相中でも DNAアプタマーが十分に厳密な分子認識が行えるこ
とを示唆している。 
なお、低分子の代わりにミオグロビンを含んだ水溶液を噴霧した場合も周波数の低下を観
察でき、ミオグロビンを検出可能なことが示唆された。 
 
以上、得られた成果を以下にまとめる。気相中でのアプタマーによるガス分子認識を、QCM
で検出した。QCMの表面にインドールに結合する G4形成 DNAアプタマーを固定化し、QCMに
交流電圧を印加すると、規則正しく振動する。DNAアプタマーにパーミュエーターによりガ
ス状にしたインドールが結合すると、振動数が変化するはずであり、実際にインドールをガ
ス状にして通気したところ、振動数の変化を観察することができた。そして同じ芳香族環を
主骨格としてもち、メチル基一つを余分に有するスカトールをガス上にして通気したとこ
ろ、これに対しては振動数の変化を観察できなかった。つまりインドールの特異的な検出に
成功した。また、蛋白質である、ミオグロビンも同様に検出できることが確認できた。 
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図5 DNAアプタマー固定化QCMによるインドール検出
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