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研究成果の概要（和文）：

本研究の目的は、独自の環状構造を有するＤＮＡを塩基選択的に金属化することで負の屈折
率を持った物質であるメタマテリアルを自己組織化的に作製することである。これまでミリ波
や赤外線を対象にしたメタマテリアルが作られてきたが、微細加工限界のため可視光に対して
負の屈折率を持つ構造は作れなかった。本提案では酵素合成した環状二重らせんＤＮＡを部分
的に金属化することで、理論的に可視光に負の屈折率を持つと予測される single split-ring
resonators (SSRRs)のサイズを制御して作製できる技術を確立することをめざし、poly(dG)・
poly(dC)に結合したシスプラチンの還元によるプラチナナノワイヤーの作製手法を基本にして
金属ナノギャップを作製した。これによりメタマテリアルを作製する要素技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：
Top-down processes, such as photolithography, have been approaching a limit with regard

to the fabrication of fine structures. For the preparation of molecular-scale fine structures,
it is important that conventional self-assembly methods should be adapted to a
“programmable self-assembly” as a next-generation bottom-up system. We aim to
fabricate nano-gap electrodes by sequence-selective metallization of template DNA. We
have already reported the fabrication of sequence-selective platinum nano-wires using
poly(guanine) and poly(adenine-thymine) diblock DNA, which is enzymatically
polymerized as a template. That method, however, cannot be extended to the preparation
of oligoblock DNA. In this study, we prepared triblock DNA sequences using guanine as a
platinum-binding natural nucleotide and 7-deaza-guanine as a platinum-nonbinding
unnatural nucleotide for the construction of platinum nano-wires with nano-gap
structures.
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１．研究開始当初の背景
メタマテリアルとは、電磁波が材料中を伝

播する際の挙動を記述するパラメータとし
て重要な誘電率（ε）と透磁率（μ）が共に
負となる材料のことで、左手系材料とも呼ば
れる。2000 年に米カリフォルニア大学で電
磁波の波長よりも微細な構成要素の繰り返
し単位を周期的に並べた共振器型の材料が、
マイクロ波の領域で負の誘電率・透磁率を持
つことが発見され、俄然注目が集まっている。
理研の河田・田中らはナノサイズの single
split-ring resonators (SSRRs)が可視光に対
して負の屈折率を与えることを理論的に示
した（Phys. Rev. Lett. 95, 237401, 2005）。
しかしながら、従来の加工技術ではこのよう
な構造を作ることは不可能であった。

２．研究の目的
本研究の目的は、独自の環状構造を有する

ＤＮＡを塩基選択的に金属化することで負
の屈折率を持った物質であるメタマテリア
ルを自己組織化的に作製することである。こ
れまでミリ波や赤外線を対象にしたメタマ
テリアルが作られてきたが、微細加工限界の
ため可視光に対して負の屈折率を持つ構造
は作れなかった。本提案では酵素合成した環
状二重らせんＤＮＡを部分的に金属化する
ことで、理論的に可視光に負の屈折率を持つ
と予測される single split-ring resonators
(SSRRs)のサイズを制御して作製できる技術
を確立する(Fig. 1)とともに、ラングミュア
ー・ブロジェット法による三次元積層構造の
構築をめざす。

３．研究の方法
（１） Klenow Fragment exo- (KF-) による
DNA の重合における非天然塩基の導入
(Fig.2)

PCR チューブに template primer (dG10,
dC10)、ヌクレオチド(dGTP と dCTP、または
7-deaza-dGTP と dCTP)、リン酸カリウム緩衝
液（pH7.4）, MgCl2, KF-を加え、37 °Cでイ
ンキュベートすることで DNA の伸長反応を行
った。所定の時間反応した後、エチレンジア
ミン四酢酸 (EDTA)を添加することで反応を
停止した。得られた DNA は、アガロースゲル
を用いた電気泳動によって分離し、SYBR
Green I による染色を行い、伸長反応につい
て確認を行った。DNA の伸長反応効率につい
ては、TSK-GEL G-DNA-PW (TOSHO)を用いたサ
イズ排除クロマトグラフィーを行い、260 nm
の吸光度の測定値より算出した。

（２） DNA の金属化と Langmuir-Blodgett
(LB) 法を用いた DNA の伸長固定化

重合した DNA 溶液 (10 mM Tris-HCl 緩衝液

pH 8.0)をシャーレに移し、そこに洗浄して
おいたマイカ基板を沈めた。15 分後、脂質
(2C16N

+2C1Br
-) のクロロホルム溶液 (3 mg / 5

ml) の液滴 (5 μl) を水溶液の表面に置く
ように静かに展開した。30 分後、マイカ基板
をゆっくり引き上げ（2 mm/min）、デシケー
ター内で乾燥させた後に Atomic Force
Microscopy (AFM; NanoScope IIIa, Vecco;
タッピングモード)で観察した。また、DNA 溶
液に cisplatin（DNA 濃度に対し 500 当量）
を加え 15分静置した後、脂質溶液を展開し、
その後 10 mM DMAB を下水相に添加し
cisplatin の還元を行った。その後基板を引
き上げ、乾燥させた後 AFM 観察を行った。

４．研究成果
（１） 非天然塩基を含む

poly(7-deaza-dG) / poly(dC)の重合
KF-による伸長反応を利用したオリゴブロ

ック型 DNA の調製の手順を Fig.3 に示した。
7-deaza-dG は、PCR 法を用いた場合において
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は代替塩基として天然ヌクレオチドと同様
に用いることが可能であるが、KF-による
Slippage extension reaction (SER)におい
ても同様に適用可能であることの確認を行
った。15, 30, 45, 60 分間反応を行った後、
アガロースゲル電気泳動によって重合され
た DNA の長さを観察した結果、天然ヌクレオ
チドを用いた poly(dG) / poly(dC)の KF-に
よる重合は、およそ 40 bp / min の速度で時
間に比例することが確認できた。非天然ヌク
レオチド 7-deaza-dG を用いて重合した DNA
poly(7-deaza-dG) / poly(dC) は 、
SYBR-Green I ではほとんど染色されず、アガ
ロースゲル電気泳動の結果からは反応につ
いての評価は難しかった。そこで、High
performance liquid chromatography (HPLC)
を用いてサイズ排除クロマトグラフィーを
行い、UV 吸収を観察することで重合反応の確
認を行った。サイズ排除クロマトグラフィー
によって重合反応を行った DNA溶液を分析し
た結果、非天然ヌクレオチドを用いた
poly(7-deaza-dG) / poly(dC)において、60
分間の反応によってモノマーの約 1/3が重合
反応に用いられ、高分子量の DNA が得られた
ことが確認された(Fig. 3(B)(i))。この結果
は、天然ヌクレオチドを用いて DNA poly(dG)
/ poly(dC) の重合反応を行った結果と一致
した (Fig. 3)。また、LB 法を用いて、重合
し た Poly(dG) / poly(dC) お よ び
Poly(7-deaza-dG) / poly(dC)をマイカ基板
上に伸長固定化し、AFM による観察を行った。
その結果、Poly(dG) / poly(dC)と同様にμm
オーダーまで伸長した poly(7-deaza-dG) /
poly(dC)分子が観察された(Figure 2B)。HPLC
および AFM 観察の結果より、非天然ヌクレオ
チド 7-deaza-dG を用いた場合においても天
然ヌクレオチド dG と同じ速度で重合反応が
進行していることが確認できた。

（２） DNA の選択的金属化
得られた DNA に cisplatin を加え、DMAB に

より還元することで DNAの金属化を行なった。

LB 法により基板に伸長固定化し、AFM によっ
て観察した。さらに、Fig.2 の step 2 まで反
応を行ったジブロック型 DNA に対しての金属
化も行った。その結果、 poly(dG) / poly(dC)
では金属化により DNA の太さ（高さ）が大き
くなっているのに対し、Poly(7-deaza-dG) /
poly(dC)においては高さがほとんど変わっ
ていないことが確認された （Fig.4）。これ
は、天然ヌクレオチドで構成されている DNA
にのみ選択的に金属化が可能であることを
示している。

（３） poly(dG)-poly(7-deaza-dG)-poly(dG) トリ
ブロック型 DNA の作製
これまでの結果から非天然ヌクレオチド

7-deaza-dGTP を用いた場合においても dGTP
と同様に酵素 (KF-) による伸長反応を行う
とこができ、また cisplatin を用いた金属化
においては選択的であることが確認された。
そこで、非天然ヌクレオチドを用いた、ナノ
ギャップ構造を有する金属ナノワイヤーを
作製するためのトリブロック型 DNAの作製を
行った(Fig.2)。まず、テンプレートである
dG10, dC10 に酵素（KF-）および dGTP、dCTP
を加え、金属ナノワイヤーを形成可能な天然
塩基対のブロックポリマーの重合 (Step 1)
を行った。重合した DNA poly(dG) / poly(dC)
を Illustra GFX PCR purification Kit（GE
ヘ ル ス ケ ア ） を 用 い て 精 製 し た 後 、
7-deaza-dGTP + dCTP による非天然塩基対の
ブロックポリマーの重合 (Step 2)、さらに
dGTP + dCTP による天然塩基対のブロックポ
リマーの重合 (Step 3) を行った。各 Step (1,
2, 3)の重合終了後のサンプルをアガロース
ゲル電気泳動により分析を行い、その重合反
応の確認を行った (Fig. 5)。その結果、Step
2, Step 3 と Step 数を増やしていくに従って
重合した DNA の分子量 (bp) が大きくなって
いることが確認され、目的とする非天然ヌク
レオチドのブロックを含んだトリブロック
型 DNA 分子が重合できたことが確認された。
また、これを４．２の手法で塩基選択的に金
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属化することで、目的のスプリット構造が得
られることがわかった(Fig. 6)。
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