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研究成果の概要（和文）：単層の炭素からなるグラフェン酸化物（GO）は、高感度でかつ小型のセンサー構築に適した
ナノマテリアルである。しかし、生体分子とGOの結合特性やGO表面における生体分子の分子物性は明らかにされておら
ず、GOを用いたバイオセンサーを合理設計する指針が存在しない。
そこで本研究では、（１）GO表面にみられる非理想状態におけるDNAの分子物性を解析し、（２）DNAのGO表面に対する
吸着機構を熱力学的・速度論的に提唱した。さらに、得られた知見を用いて、（３）DNA四重らせん構造を対象にした
センシングリガンドを開発し、それを用いたスクリーニングシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）：Graphene oxide (GO) is widely used in biosensors, because GO can absorb a 
fluorophore-labeled DNA and efficiently quench the fluorescence. However, the adsorption process remains 
unclear yet.
In this study, we have studied the following topics. (1) Properties of various DNA structures in 
non-ideal conditions, as observed in the GO nanosurface: It was found that hydration state of DNA strands 
was critically important for structure and thermodynamic stability of DNAs under non-ideal conditions. 
(2) The adsorption mechanism of DNA onto GO nanosurface: We studied thermodynamically and kinetically the 
mechanism, and found that the binding affinity of DNA was independent of the DNA structure but kinetics 
was largely depending on the structure. (3) Development of sensing ligands and screening systems for DNA 
G-quadruplexes: We found ThT, a typical fluorescence probe for protein fibril, was able to bind 
specifically to DNA G-quadruplex with bright fluorescence signals.

研究分野： 分子設計化学
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図 1．グラファイトとグラフェン酸化物

の化学構造と作製した GO 

図 2．GO を用いたセンシングシステム 

１．研究開始当初の背景 
グラフェンは作製可能なシート状の材料

の中で最も薄く、バルク部分がないため、グ
ラフェンの表面への分子吸着がグラフェン
の物性に与える影響が他のナノ材料よりも
格段に大きい。そのためグラフェンは、高感
度でかつ小型のセンサー構築に適した材料
である。グラフェンを用いたバイオセンサー
は、グラフェン酸化物（以下 GO と記す）を
用いる場合が多い。GO は、グラファイト単結
晶粉末を化学的に酸化させ、グラファイトに
カルボニル基やヒドロキシル基等を付加す
ることで作製する（図 1）。 

その結果、GO ナノ表面は広いπ平面と負
電荷を有することとなり、水溶液中で様々な
分子を吸着する。蛍光分子が GO 表面に吸着
すると、蛍光が消光する。GO への吸着に伴っ
て、蛍光色素化合物、蛍光タンパク質、さら
には量子ドットの蛍光が消光されることが
報告されている。この特性を用いると、GO を
広範な標的分子に対するセンシングシステ
ムとして活用できる（図 2）。まず、蛍光ラベ
ルした標識分子を GO に吸着させることで、
高効率な蛍光消光が導かれる。ここに標識分
子と結合する分子（標的分子）を添加すると、
蛍光標識分子と標的分子が複合体を形成し、
GO からの解離が誘起される。これにより、蛍
光消光が解消する。 

GO を用いてバイオ分子をより高感度に検
出するためには、GO ナノ表面における生体分
子の挙動に関する定量的な知見が必要であ
る。しかし、標識分子―GO、標的分子―GO、
複合体―GO、標識分子―標的分子の結合特性
の定量的解析は全く行われておらず、その GO
を用いたバイオセンサーを合理設計する指
針が存在しない。そのため、GO ナノ表面にお
ける生体分子の吸着と脱着に関する熱力学
的・速度論的解析が必要とされている。さら

に、GO 表面は、通常の実験で用いられる希薄
溶液環境（≈理想溶液）とは全く異なる分子
環境にある。そのため、GO表面での生体分子
の物性解明のためには、非理想状態を模倣し、
その実験系で生体分子の物性を定量解析す
る必要がある。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では、以下の三点を目的とし
て検討を進めた。 

 
(1) GOナノ表面にみられる非理想溶液中での
DNA 物性解析：固体表面は希薄溶液のような
理想状態とは全く異なった分子環境にある。
例えば、吸着した分子は、表面上で非常に高
密度に存在することになる。また、吸着した
分子の活量も溶液内に存在する場合に比べ
低下する。そこで、非理想状態を惹起する化
学的因子がDNAの物性に及ぼす効果を検討す
る。このような定量解析は、GO ナノ表面での
DNA の構造や熱力学的安定性の解明に有用で
ある。 
 
(2) GO ナノ表面と DNA の吸着挙動の熱力学
的・速度論的解明：固体表面における生体分
子の定量解析方法は極めて限定されている。
そこで熱力学的・速度論的諸量を算出する方
法論を確立し、吸着挙動の分子機構を検討す
ることを試みる。 
 
(3) DNA 四重らせん構造を対象にしたセンシ
ングシステムとスクリーニングシステムの
構築：テロメア DNA は四重らせん構造とよ
ばれる非標準的な高次構造を形成し、細胞
の加齢やがん化に関与している。そこで、
本申請課題の展開研究として、上記の目的
達成の中で得られた知見を活用することで、
DNA 四重らせん構造に特異的に結合できる
分子の探索や DNA 四重らせん構造の検出シ
ステムを構築する。 
 
３．研究の方法 

GO は粉体のグラフェンを酸化する Hammer
法により作製した。作製したグラフェンは、
超音波処理と遠心分離後の上清を用いるこ
とで、不溶成分や凝集体を除去した。GOの水
溶性を担保するために、一辺が数十ナノメー
トル程度の比較的小さなものを調整し、原子
間力顕微鏡により確認した。 

用いた DNA は、定法に従い固相合成したも
のを精製した。DNA は目的に従って様々な二
次構造を形成するように設計した。 

非理想状態を化学的に模倣するために、
様々な合成高分子を用いた。様々な分子量や
官能基を有する合成高分子を用いることで、
DNA の構造や熱力学的安定性に及ぼす非理想
性を誘起する化学因子の効果を定量した。 

測定に関しては、主に分光学的な方法を用
いた。熱力学的諸量は、温度変化に伴う DNA
や複合体の解離挙動を測定し、カーブフィッ



 
図 3．長鎖テロメアの数珠構造 

 

図 4．ループ部分の重要性 

 

図 5．DNA の吸着機構 

ト法により算出した。速度論的解析には、迅
速混合装置（Stopped flow）を用いた。 

 
４．研究成果 

上記の研究目的別に得られた成果を記す。 
 
(1) GO ナノ表面にみられる非理想溶液中

での DNA 物性解析：これまでに申請者らは、
DNA が分子環境に依存して多様な高次構造を
形成し、遺伝子発現の制御などに関与してい
ることを報告してきた。特に、グアニンに富
んだ DNA 鎖が形成する四重らせん構造は、GO
表面で見られるような分子濃度が高い溶液
環境で安定化することを見出している。そこ
で、実際に細胞内に存在し、細胞のがん化や
加齢に関与しているグアニンに富んだ長鎖
DNA であるテロメアの構造安定性を非理想条
件下で検討した。その結果、長鎖テロメア DNA
が四重らせん構造を一つのユニットとする
数珠の様な高次構造を形成することを見出
した（J. Am. Chem. Soc. 2012）。本成果は、
発表雑誌の表紙として掲載され（図 3）、注目
の論文として米国化学会誌で解説されるな
ど注目を集めた。 

この詳細を検討したところ、四重らせん構
造のループ領域が水和状態に影響すること
で、非理想状態における DNA 構造の熱力学的
安定性に決定的な役割を果たすことを示さ
れた（図 4）。このような水和に関する知見は、
非理想環境にある GO 表面における生体分子
の基礎的知見としても重要である。さらに、
様々な物性をもつ合成高分子を用いて非理
想状態を誘起したところ、DNA の非標準構造
である三重らせん構造が特異的に安定化さ
れることも分かった。これを用いることで、
センシングシステムの高感度化もが可能と
なった（J. Phys. Chem. B 2013）。 

 
(2) GO ナノ表面と DNA の吸着挙動の熱力

学的・速度論的解明：DNA と GO を用いたバイ
オセンサーでは、DNA の構造に依存した GO と
の親和性を利用するものが多い。われわれも、
このような構造変化を利用した GO バイオセ
ンサーを構築している（Small 2014、 Analyst 
2012）。このように、GO との親和性に及ぼす
DNA の構造の効果を定量することは、バイオ
センサーの合目的的設計に必要である。様々
構造を形成する DNA を設計し、GO との親和性
を定量したところ、DNA と GO の親和性は DNA
の二次構造にほとんど依存しないことが示
された。一方で、速度論的解析の結果からは、
DNAの二次構造がGOへの吸着速度に大きく影
響することが示された。さらに、GO 表面で
DNA の構造は変性し解離している可能性が示
された（図 5）。その結果、見かけの親和性が
二次構造に依存しないことが考えられる。本
成果は、平成 25 年度化学・生物素材研究開
発奨励賞に選ばれ、BioJapan 2013 World 
Business Forum で紹介されるなど、社会的希
求性の高いものであるといえる。  

 
(3) DNA 四重らせん構造を対象にしたセン

シングシステムとスクリーニングシステム
の構築：上述のように DNA 四重らせん構造を
特異的に識別できる分子の開発や、それを用
いたセンシングシステムは、様々な医用展開



 

図 6．非理想状態における分子設計指針 

が可能である。我々は、タンパク質フィブリ
ルの蛍光フロー部であるチオフラビン T
（ThT）が DNA 四重らせん構造と結合し、蛍
光量子収率を700倍も高めることを見出した。
興味深いことに、ThT は DNA の他の構造に対
しては全く蛍光を発しないことも示された
（Biochemistry 2012）。さらにセンシングシ
ステムの細胞内展開を検討し、細胞内環境で
も機能するリガンドの設計指針を得た（J. 
Phys. Chem. B）。本成果は、GO 表面や細胞内
部など非理想状態における分子設計指針を
世界に先駆けて提唱するものとして注目さ
れ、当該雑誌の表紙に採用された（図 6）。ま
た、テロメア DNA や、テロメア DNA を伸長す
る酵素であるテロメラーゼの活性を検出で
きるセンサーも開発した（Sensors 2015等）。 
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