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研究成果の概要（和文）：本課題では，比較的短い（~ 50 bp）DNA二重鎖が固体表面にブラシ状に集積して形成される
DNAブラシ界面に関して，その表層構造の僅かな差に連動して変化する界面特性を表すためのパラメータ，およびその
評価法の探索を目的とし研究を行った．シリコンカンチレバーを用い，周波数変調AFM（FM-AFM）法によってDNAブラシ
層の垂直方向を走査しX-Z断面図を得たところ，DNAブラシ最表層の僅か一組の塩基対の構造の差（マッチorミスマッチ
）が明瞭にdf断面分布に反映されることがわかった．

研究成果の概要（英文）：In general, double-stranded DNA (dsDNA) undergoes the small thermal fluctuations t
hat transiently break hydrogen bonds and unstuck bases (so-called "breathing") even below the melting temp
erature. A base pair that is located at the terminal exhibits a higher frequency of breathing than those i
n the middle part of dsDNA strand. Such conformational dynamics of dsDNA play important roles in various b
iological processes, including DNA transcription and replication. In this study, we found that the surface
 properties of a brush layer composed of dsDNA largely depend on their terminal dynamics.
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１．研究開始当初の背景 
 
[1] ナノ粒子表面に密に形成されたブラシ状
の DNA は，溶液中のフリーな DNA とは大
きく異なる特異な物性を示すことが知られ
ている．例えば，密なブラシ状の DNA 鎖は，
溶液中のフリーな状態のものに比べ相補鎖
認識能（一塩基変異識別能）に優れ，またナ
ノ粒子表面に形成された DNA 二重鎖の熱安
定性は，フリーな状態のものより高くなる
（Mirkin ら Science, 1997.など）．これらの
現象は，DNA ブラシ内のリン酸基と対イオ
ン形成するカチオンが，溶液中から DNA ブ
ラシ近傍に濃縮され（対イオン凝縮），局所
的なイオン凝縮場が形成されることに起因
していると考えられている（Schaltz ら
J.Phys.Chem.B, 2006.）． 
 
[2] 最近，密なブラシ状の DNA 鎖が核酸分
解酵素に対して耐性を示すこと，密なブラシ
状の DNA 鎖で覆われたナノ粒子が負電荷密
度の高い表面であるにも関わらず効率的に
細胞内に取り込まれることなど興味深い現
象が幾つか報告されてきている（例えば，
Mirkin ら Nano Lett., 2007.など）．これらは，
ナノ粒子表面という分子集合場が，溶液中の
フリーな DNA 鎖とは異なる特異な物性の発
現に寄与することを示唆している． 
 
[3] これまでに申請者は，密なブラシ状の
DNA 二重鎖で覆われたナノ粒子の表層にお
けるごく僅かな塩基対構造の差が，当該ナノ
粒子の分散安定性に明敏に反映されること
を報告している．例えば，ナノ粒子表層の
DNA二重鎖末端が相補的塩基対である場合，
このナノ粒子は高イオン強度溶液（例えば 
0.5 M NaCl）中において速やかに凝集・沈殿
する．これに対し，ナノ粒子表層の DNA 二
重鎖の自由末端の僅か一つの核酸塩基が塩
基対を形成しないミスマッチ構造である場
合は，高イオン強度溶液においてもナノ粒子
自体は凝集・沈殿することなく安定に分散状
態を保持するのである（ React. Funct. 
Polym., 2011.など）． 
 
[4] さらに申請者は，安定な塩基対を形成し
ないチミン－チミン（T-T）ミスマッチを末
端近傍に有する DNA 二重鎖で密に（ブラシ
状に）覆われた安定な金ナノ粒子の分散液が，
水銀イオン（Hg(II)）の存在下で選択的に分
散安定性が低下し，凝集・沈殿形成に伴う溶
液の明瞭な赤→薄紫色の色調変化を示すこ
とを見出した（Chem. Commun., 2011.）．こ
の際，T-T ミスマッチ部位には Hg(II)が取り
込まれ，非ワトソン－クリック塩基対
（T-Hg(II)-T ペア）が形成される． 
 
[5] 以上の事実は，ナノ粒子表面にブラシ状
に集積した DNA 二重鎖からなる界面（以下，
DNA ブラシ）の特性が，表層の僅かな塩基

対構造の変化を反映して大きく変化するこ
とを強く示唆するものである． 
 
 
２．研究の目的 
 
前項で述べたように，これまでに申請者は，

ナノ粒子上に形成された DNA ブラシの界面
特性が，表層の僅かな塩基対構造に連動して
大きく変化することを，当該 DNA ブラシで
覆われたナノ粒子の分散安定性の変化に基
づいて評価してきた．このような定性的な評
価の一方で，DNA ブラシの界面特性そのも
のを議論するにあたり，DNA ブラシの「ど
のような」特性値が，末端近傍の塩基対構造
に依存して「どれだけ」変化するのかを定量
的に表すパラメータが，従来の検討において
欠如していた．本課題ではこの点に鑑み，
DNA ブラシ界面の構造－物性相関を定量的
に議論することを目標とし，DNA ブラシ界
面のごく微小な構造の差を反映して変化す
る界面特性値（定量的パラメータ）の探索を
行った． 
 
 
３．研究の方法 
 
 [1] DNA ブラシ界面における“柔らかさの
パラメータ”解析 
 

DNAブラシで覆われた金ナノ粒子（以下，
DNA ナノ粒子）に対し，Oshima らにより提
案されている，表面に透水性の高分子層を有
する粒子の電気泳動挙動に関する理論式
（Oshima-Healy-White の近似式 (eq.1)）を
もとに，ナノ粒子上の DNA ブラシの柔らか
さのパラメータ（softness parameter: 1/値）
解析を試みた． 
 
 
 
 
 
ここで，: 電気泳動移動度，n: バルク中の
イオン強度，ZeN: 電荷層内部の体積電荷密
度，1/: 柔らかさのパラメータ，である． 
 
 
[2] ナノ力学計測法による DNA ブラシ界面
の特性評価 

 
後述するように，本課題の遂行過程におい

て，電気泳動法に依存した実験[1]のアプロー
チでは，本課題の目的である DNA ブラシの
界面特性を定量的に評価することが困難で
あることが判明した．そこで，電気泳動法に
依存しない DNA ブラシ界面の特性評価法と
して，ナノ力学計測法の適用に関して検討を
行った．DNA ブラシ層を形成させた金基板
を 緩 衝 液 に 浸 し ， 周 波 数 変 調 AFM

(eq.1)



（Frequency-modulation AFM: FM-AFM，
プロトタイプ機）で液中における DNA ブラ
シ界面近傍を FM モードで走査した． 
 
 
[3] 新しい外部刺激応答性 DNA ブラシ界面
の探索 
 
申請者はこれまでに，DNA ナノ粒子表層

の T−Tミスマッチ塩基が，分散媒に添加した
Hg(II)をとりこんで，2:1 錯体（T−Hg(II)−T）
を形成すると、ナノ粒子の分散安定性が著し
く低下することを報告している．これは，T−T
ミスマッチ部での Hg(II)を介した塩基対合
が DNA 二重鎖末端構造の揺らぎ（ブリージ
ング）を抑制し，粒子間のエントロピー斥力
を弱めることに起因する．この知見をもとに，
C−Cミスマッチ塩基と 2:1錯体（C−Ag(I)−C）
形成する Ag(I)と、上記の Hg(II)の二種類の
化学シグナル（入力）に対し，その組み合わ
せを認識して凝集応答し，表面プラズモン共
鳴シフトに起因する可視情報（出力）を与え
る論理素子様の刺激応答性を示すシステム
の設計を行った． 
 
 
４．研究成果 
 
[1] DNA ブラシ界面における“柔らかさのパ
ラメータ”解析 
 
ブラントエンド，ダングリングエンド，タ

ーミナルミスマッチ，ターミナルバルジなど，
様々な表層構造の DNA ブラシで覆われた金
ナノ粒子（粒径：40 ナノメートル）を調製し
た．これらの DNA ナノ粒子に対し，分散液
のイオン強度を変えながら電気泳動移動度
を測定し，Oshima-Healy-White の近似式
（eq.1）を用いフィッティング解析すること
で，DNA ブラシ界面の柔らかさのパラメー
タの導出を検討した．比較的低イオン強度条
件（0.01~0.15 M）では，各 DNA ナノ粒子
の電気泳動移動度（）を精度よく測定する
ことができたが，イオン強度が高くなるにつ
れ，電気泳動中に発生するジュール熱や水の
電気分解に起因するノイズ成分の影響を排
除しつつ解析に耐えうる精度の電気泳動移
動度を得ることが困難となった．特に，従来
の研究成果から，DNA ナノ粒子の表層構造
に依存した界面特性の明瞭な差が現れるこ
とが期待される 0.5 M NaCl 以上の高塩濃度
環境においては，再現性のある測定を行うこ
とが極めて困難であることが明らかとなり，
本アプローチによる定量的パラメータの獲
得は断念した． 
 
 
[2] ナノ力学計測法による DNA ブラシ界面
の特性評価 
 

実験[1]の結果を受け，新たに電気泳動法に
依存しない DNA ブラシ界面の特性評価法と
して，ナノ力学計測法の適用に関して検討を
行った．100 mM NaCl を含む Tris-HCl 緩衝
液（pH 7.5）中で平衡化した二種類の DNA
ブラシ層（末端フルマッチ，末端ミスマッチ）
に対し，シリコンカンチレバーを FM モード
で DNA ブラシ層の垂直方向に走査し，f 断
面分布（X-Z 断面図）を得た．その結果，DNA
ブラシ最表層の僅か一組の塩基対の構造の
差（マッチ or ミスマッチ）を，明瞭なf 断
面分布の差として検知（識別）可能であるこ
とがわかった．さらに，従来のコロイド分散
系において表層構造に依存した DNA ブラシ
の界面特性の差が確認される高塩濃度条件
下においても本手法が適用可能であること
も確認でき．以上の結果から，FM-AFM 法
による DNA ブラシ界面のナノ力学特性評価
が定量的な界面特性パラメータを与える有
効なツールとなりうることが示された． 
 
 
[3] 新しい外部刺激応答性 DNA ブラシ界面
の探索 

 
本課題の遂行過程において，DNA ナノ粒

子の分散安定性が，最表層から約 1 ナノメー
トルの厚さの空間内における塩基対構造（最
末端から 3 塩基対に相当）を反映して変化す
ることがわかった．この知見をもとに，Ag(I)
と Hg(II)の二種類の入力シグナルに対し，そ
の組み合わせを認識して凝集応答し，光学的
出力（色調変化）を与える論理素子様の刺激
応答性システムの設計を検討したところ，以
下に示す末端構造を有する DNA ナノ粒子が
二項演算型（AND および OR）の論理素子様
の刺激応答性を示すことを見出した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 二項演算型の刺激応答性を示す DNA ナ
ノ粒子の概略図．(a) AND 型，(b) OR 型． 
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尚，この論理素子様の刺激応答性を示す
DNA ブラシ（DNA ナノ粒子）は，研究計画
立案時には想定していなかったものであり，
課題の遂行過程において偶然見出された成
果である． 
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