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本研究の目的と論文の構成 

我々の生活は科学技術によって生み出された様々な製品によって支えられている。それ

らの製品は多種多様な材料から構成され、化学は新規な材料・高機能の材料を開発するこ

とで科学技術を進歩させてきた。「刺激応答性材料」は、光・温度・分子などの外部からの

刺激を感知することでアウトプットを発信する材料であり、ある単一の刺激にのみ応答す

る特異性を持つ刺激応答性材料は、体内の病原体や環境中の汚染物質を検知するセンサー

などへの応用が期待され研究が盛んに行われている。しかし、そのようなセンサーとして

の材料には、簡便性と迅速性、さらに広範な目的物質に対して使用できるという汎用性が

必要である。しかしそのような材料は未だ見出されていないのが現状である。 
 
本研究は、汎用性を持つ簡便な刺激応答性材料の開発を目指し、DNA をセンサー部位と

し感温性ポリマーをアクチュエーター部位とし、DNA の分子認識により感温性ポリマーが

形態変化を起こす分子認識材料を創出する。材料の形態として、リニアポリマーおよび多

孔質膜の細孔内のグラフトポリマーについて検討する。 
まずリニアポリマーの系で、DNA が刺激を感知することによる感温性ポリマーの凝集挙

動の変化を調査解明する。さらに DNA の標的分子認識によりポリマーの凝集挙動の変化を

誘起させる。次に膜のグラフトポリマーの系において、DNA による標的分子認識により膜

細孔が開閉し簡便に標的分子を検知できることを示す。 
 
第 1 章では、既存の刺激応答性ポリマーを整理し、解決するべき課題を抽出する。また

DNA を分子として見た場合の外部刺激による DNA の状態変化を概説する。さらに DNA
の特異な性質を利用したポリマーの形態制御に関する既往の研究を挙げ、DNA をセンサー

部位としポリマーをアクチュエーター部位とした汎用性の高い分子認識材料のコンセプト

を示す。 
 
第 2 章では、リニアな DNA 固定化ポリマーの合成を行う。そして DNA の荷電により

DNA 固定化ポリマーの凝集を制御する。1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の持つ負電荷量の違

いが凝集挙動に与える影響を調査する。さらに観察された凝集現象が DNA の持つ荷電の差

によって制御されていることを証明する。 
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第 3 章では、DNA 固定化ポリマーの凝集現象の系統的な調査を行い、それぞれが DNA
の荷電と自由度により制御される 2 つの凝集現象が発現する要因を明らかにする。また

DNAの静電反発とエントロピー反発の制御により 2つの凝集現象を切り替えることを試み

る。 
 
第 4 章では、第 2 章・第 3 章で得られた知見を用いて、DNA の分子認識により DNA 固

定化ポリマーの凝集挙動を変化させ、凝集の観察により分子の検出を行う。認識させる分

子としては、DNA と強く結合する色素化合物を用いる。また標的分子に特異的に結合する

性質を持つ「DNA アプタマー」を用い、標的分子であるタンパク質の認識も行う。 
 
第 5章では、DNA固定化ポリマーを多孔質膜の細孔内にグラフトし「分子認識ゲート膜」

を作製する。そして DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換によりグラフトポリマーが膜の細孔の開閉

を制御できることを実証する。また、細孔内のグラフトポリマーの系と第 3 章で示したリ

ニアポリマーの系での凝集挙動を比較する。 
 
第 6 章では、第 5 章で開発した分子認識ゲート膜において特異的タンパク質の検出を行

う。DNA アプタマーを持つ分子認識ゲート膜の細孔内で分子認識を試み、標的分子の有無

による膜の透過性変化を評価する。 
 
第 7 章では、本研究の総括および今後の展望を示す。 
 
本論文の構成を次のページに示す。 
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本論文の構成 

 
 
 

 

第7章
総括

第2章
DNA固定化ポリマーの
荷電支配の凝集現象

第1章
緒論

第3章
DNA固定化ポリマーの
2つの凝集現象の解明と

系統的整理

第4章
DNA固定化ポリマーの
凝集現象を利用した

標的分子認識

第5章
DNA固定化ゲート膜の開発

第6章
DNA固定化ゲート膜の
特異的分子認識特性
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第1章 緒論 

1.1 研究の背景 

1.1.1 生体の刺激応答性 

生体は、外部刺激に対して特異的で素早い応答を示す。例えば、まぶしい光で瞳孔が閉

じるのは光を感知する組織と瞳孔を動かす組織が協働している。他の例では、寒気を感じ

ると鳥肌が立ち、また酸味のある物を食べると唾液が分泌される。このように生体は外部

刺激に対して迅速に、また単一の刺激に対して特異的に応答する。上記の刺激応答は生体

分子がその中核を担い、生体分子と外部刺激との特異的な相互作用・結合によって応答が

発現する。生体分子である核酸、タンパク質、糖鎖などは数種類のヌクレオチド、アミノ

酸、単糖などのモノマーの多様な組み合わせから成り、さらに上位階層である細胞・神経・

筋肉を構成し、多様な刺激応答機能を生み出している。 

1.1.2 刺激応答性材料 

このような生体の優れた性質を手本として開発された材料が「刺激応答性材料」である。

刺激応答性材料は、光、温度、特定の分子などの外部刺激に応答して、形態が変化したり

機械的運動を発現したりする材料である。刺激応答性材料は外部刺激を感知する「センサ

ー部位」と運動を発現する「アクチュエーター部位」で構成されており、刺激に対する高

い特異性を持つ刺激応答性材料は刺激の検出に使用可能で、臨床検査や環境測定などへの

応用が期待される。材料として有機ポリマーを用いた場合、その化学構造を任意に制御可

能であり、またセンサー部位となるレセプターを共有結合で安定に固定することが可能で

あるためアクチュエーター部位として有用性が高い。また、DNA やタンパク質などの生体

分子は、特異的で親和性の高い分子認識機能を持つ。これら生体分子をセンサー部位とし、

感知した刺激の情報をアクチュエーター部位であるポリマーの応答挙動に変換するシステ

ムを持った、生体の刺激応答を模倣した高機能デバイスの開発が現在さかんに行われてい

る。 
そこで、以下に刺激応答性材料の中で有機ポリマーから成るものを概括し、その課題を
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抽出する。さらに刺激応答性材料の構成成分として生体分子である DNA を用いその特異な

性質を利用した研究を示し、本研究の狙いを明らかにする。 

1.2 既往の研究 

1.2.1 刺激応答性ポリマー 

 分子認識ポリマー 1.2.1.1

刺激応答性ポリマーの中で分子を認識するものは、温度センサーなど物理的刺激を感知

するものに比べ開発が遅れているが、様々なシステムを持つ分子認識ポリマーが研究され

ている。しかも単一の分子のみに応答する特異性を持つ材料はセンサーとして有用性が高

いとされ、魅力的な研究分野である。 
例えば、抗体と抗原の複合体から成り、特異的標的分子により膨潤するハイドロゲル[1]、

酵素反応により膨潤するマイクロゲル[2]などが開発された。レセプターとターゲットの複合

体を鋳型とし重合させ作製されるインプリントポリマーは、ポリマー内のレセプターが標

的分子の結合部位と調度結合するように配置され、次に標的分子が添加された際に即座に

選択的に認識することが可能である[3-4]。破断などの機械的破損が生じても自然に元の形状

に戻る材料を、自己修復材料と呼ぶ。レセプターの分子認識を利用した自己修復ポリマー

として、例えばシクロデキストリンをレセプターに持ち超分子ホスト－ゲスト相互作用を

用いて自己修復を行うゲルが開発されている[5-6]、 

 感温性ポリマー 1.2.1.2

温度の変化により水溶液中でポリマー鎖のコイル/グロビュール相転移 (体積相転移) を
起こすポリマーを感温性ポリマー (Thermoresponsive polymer) と呼ぶ[7-8]。その相転移は

ある決まった温度で瞬時に起こり、その温度を相転移温度もしくは下限臨界共溶温度

(Lower Critical Solution Temperature: LCST) という (Figure 1.1)。LCST 以下の温度で

はポリマー鎖には水分子が多数吸着し、水に溶けてポリマー鎖は膨潤している。膨潤時の

ポリマー鎖のとる形態はランダムコイルである。温度を上げ LCST に達すると、ポリマー

に吸着していた水分子が脱水和し、ポリマー分子内の疎水性基同士の疎水性相互作用が優

勢となり、ポリマー鎖は収縮しグロビュールの形態をとり水に不溶となる。またポリマー

鎖同士は疎水性相互作用によって凝集し溶液は白く濁る。ポリ N-イソプロピルアクリルア

ミド (poly(N-isopropylacrylamide): PNIPAM, 化学構造を Figure 1.1 に示す) は、相転移

によってポリマー鎖の大きな体積変化を見せること、また LCST が 32 °C 付近と常温に近

いために多くの研究がなされている。 
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感温性ポリマーの相転移においてはイソプロピル基に吸着する水が重要なファクターと

なっている。これを利用して、ポリマー鎖近傍の水を制御することで感温性ポリマーの相

転移挙動を変化させる研究が報告されている。例えば Irie らは、NIPAM と BCAm 
(benzo-18-crown-6-acrylamide) を共重合し、数種類のイオンを認識し膨潤/収縮するイオ

ン応答ポリマーを開発した [9]。著者らは、様々な金属イオンが存在する場合の

PNIPAM-BCAm の LCST 変化を観測した。その結果、ポリマー鎖のクラウンエーテルがサ

イズの合うカリウムイオンを捕捉することでポリマー鎖がより親水的になり、LCST が高温

側に移動することを示した。このように、感温性ポリマーの鎖の親疎水性を変化させ LCST
を移動させることで、一定温度条件下でも感温性ポリマーの膨潤/収縮挙動を起こすことが

可能である。そのためには上述のように、外部刺激を感知するレセプターを感温性ポリマ

ーに固定し外部刺激を感知することによりポリマー鎖の親疎水性の変化が起こるように設

計する。そうすることで温度以外の刺激に応答するポリマーを作製できる。 

 分子認識ゲート膜 1.2.1.3

分子認識ゲート膜 (Figure 1.2) は、目的分子の有無により膜細孔の開閉挙動を起こすこ

とができる人工膜である。細孔の開閉は、細孔内のグラフトポリマーに固定されたレセプ

ターが分子を捕捉しグラフトポリマーの膨潤/収縮挙動が生じることで誘起される。分子認

識ゲート膜は、薄膜であり細孔表面の運動性の高いグラフトポリマーの形態変化を使うた

め応答時間が短く、着色物質の膜透過を目視することで簡便な検査が行え、また微小細孔

内で分子を認識するため高感度である。以上の高速、簡便、高感度という利点を持つ分子

認識ゲート膜は、有用なセンサー材料になると期待される。それは例えば、操作が簡単で

かつ検査結果が一目でわかるような簡便性が求められる、在宅医療で使うバイオセンサー

に適している。また細孔の開閉挙動を利用したドラッグデリバリーシステムやアフィニテ

ィメンブレンなど様々な応用が期待される。 
本研究室の山口・伊藤らにより、イオンを認識して細孔の開閉挙動を起こす分子認識イ

オンゲート膜が開発された[10-14]。Figure 1.3 に示すように、分子認識イオンゲート膜は

NIPAM と BCAm (benzo-18-crown-6-acrylamide) をラジカル共重合したポリマーが多孔

質基材にグラフトされている。ポリマー内のクラウンエーテルに、そのクラウン環に合う

サイズのイオンが捕捉されると、PNIPAM の LCST が高温側に移動しそれまで収縮してい

たグラフトポリマーは膨潤し細孔が閉鎖する。分子認識イオンゲート膜は、バリウムイオ

ンの有無による膜の透過性の差が 100 倍以上となり、細孔の非常に大きな開閉挙動を示し

た (Figure 1.3)。 
しかし、現在までに開発された分子認識ゲート膜は、個々のゲート膜がイオン・アビジ

ン・グルコースなど単一の標的しか認識できず、同じシステムで多様な標的分子に適用で

きるような分子認識ゲート膜は開発されていない。医療に応用するセンサー材料は、様々

な疾病に対して使用できるように広範な標的分子を検出できることが望ましい。そのため
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には感温性ポリマーに固定するセンサー部位として、多様な標的分子を認識できるレセプ

ターを用いる必要がある。 

1.2.2 DNA の刺激認識 

先にも述べたが、生体分子は特異的な分子認識機能を持ち、刺激応答性材料のセンサー

部位に用いることで高機能デバイスが開発可能である。生体分子の中で DNA (デオキシリ

ボ核酸) は低分子化合物、タンパク質、相補的 DNA 鎖といった広範囲の分子と強く結合で

きる[15-17]ため、DNA を使用することで用途の広い有用な刺激応答性材料になると考えられ

る。DNA は核酸塩基同士の配列特異的な結合により 2 本鎖 DNA (Double-stranded DNA: 
dsDNA)を形成する。対して 1 本のみで単独の DNA を 1 本鎖 DNA (Single-stranded DNA: 
ssDNA) と呼ぶ。DNA を刺激を感知するセンサー部位に用いる場合、刺激により DNA の

物理化学的状態を変化させポリマーの形態や会合状態を制御するというストラテジーが考

えられる。以下に、どのような刺激により DNA の状態がどう変化するかを概括する。 

 DNA の荷電状態 1.2.2.1

DNA は分子内のリン酸基に由来する負電荷を持つが、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換によ

り DNA の荷電状態は変化する。1 本鎖 DNA が 2 本鎖 DNA となることでリン酸基の数が

増え DNA の持つ負電荷が増加する[18-20]。またそれにより DNA の静電反発が増大すること

が実験的に確かめられている[21]。そして溶液中の塩も DNA の荷電に影響することが知ら

れており、溶液中の Na+イオンなどのカチオンが増加することで、リン酸基の負電荷が遮

蔽され DNA の有効電荷が減少する[22]。 

 DNA の鎖の自由度 1.2.2.2

DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換により DNA のコンフォメーションも変化し、また鎖の自由

度が変化する[23-26]。1 本鎖 DNA は、鎖の取りうるコンフォメーションが多く鎖の自由度が

高いランダムコイルの形態である。一方 2 本鎖 DNA は、鎖の取りうるコンフォメーション

が制限され、棒状の二重らせん構造からの変化が小さい。ポリマーの自由度の指標となる

持続長 (Persistence length) で比べると、1 本鎖 DNA がおよそ 1.3 nm[24]、2 本鎖 DNA
がおよそ 50 nm[25]であり、そのコンフォメーションのエントロピーは大きく異なる。 

 DNA アプタマー 1.2.2.3

DNA アプタマー (DNA aptamer) は、特異的標的分子に高い親和性で結合するように塩

基配列が最適化された人工の短い 1 本鎖 DNA である。DNA アプタマーは特殊な三次元構
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造に折りたたまれ標的分子と芳香環のスタッキング相互作用、水素結合、静電相互作用、

分子間力などの相互作用で結合する[15]。DNA アプタマーとタンパク質の標的分子との一般

的な解離定数 Kdは 10−8−10−10程度で、抗原抗体結合の Kdが 10−7−10−11であるのと同等の

結合力を有している。その高い特異性と結合親和性から、DNA アプタマーはタンパク質で

ある抗体の DNA 版であると言え、しかも抗体に比べて変性しにくく高い安定性を有してい

る[27-28]。 
このような人工の特異的結合プローブである DNA アプタマーは、生体組織染色[29]、ア

フィニティクロマトグラフィ[30-31]、医薬品[32-35]、バイオセンサーなど様々な応用が期待さ

れ研究されている。これまでに行われた DNA アプタマーを用いたセンサーとして、例えば、

電気化学測定[36]、蛍光[37]、酵素反応[38]。などを検出法に用いたデバイスが開発された。 

1.2.3 DNA によるポリマーの形態制御 

次に DNA の状態変化によりポリマーの形態を制御した研究を紹介する。DNA の変化に

より効率的にポリマーの形態を制御するためには、DNA はポリマーに共有結合で強く安定

して固定することが求められる。 
短い 1 本鎖核酸は人工合成可能で、その末端への化学修飾は容易である。従って一般的

に、1 本鎖核酸末端に修飾された官能基とポリマー分子内の反応性官能基との反応により 1
本鎖核酸のポリマーへの固定化は行われる。固定化に使用する官能基としては、

N-methacryloyloxysuccinimide[39-41]、p-nitrophenyl ester[42]、azide-alkyne[43-44]、pyridyl 
disulfide[45-46]、などが用いられる。 

 DNA 固定化ゲル 1.2.3.1

DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換でポリマーの構造・形態を制御した研究がある。ポリマーは

ポリマー鎖間を架橋することでゲル化するが、この架橋に DNA を用いることで、DNA の

1 本鎖/2 本鎖の変換によりゲルの分解や膨潤/収縮を起こすことが可能である。例えばポリ

マーに固定した DNA 同士で 2 本鎖 DNA を形成させることで、DNA が架橋部となりゲル

化が起こる[47]。また DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換により硬さが変化するゲル[26]も知られて

いる。さらに、架橋の DNA に DNA アプタマーを用い、標的分子で架橋を開裂させゲルを

分解させている研究がある。Tan らは、相補的 DNA を固定したポリマーを DNA アプタマ

ーで架橋しゲル化させ、標的分子の添加で架橋ゲルを分解させることに成功した研究もあ

る[48]。 

 DNA 固定化ミセル 1.2.3.2

また、ポリマーミセルの形態を DNA で制御した研究がある。疎水的なポリマーと 1 本鎖
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DNA のブロックコポリマーは溶液中ではポリマーのコアと DNA のシェルを持つミセルを

形成する。ここに複数の相補的配列の部分を持つ長い相補的 DNA を加えると、2 本鎖 DNA
を形成するのと同時にミセルは棒状の rod-like ミセルに形態を変化した[49]。また、ポリマ

ーに固定した DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換によりポリマーの会合体の球状/棒状の形態変化

を起こすことに成功した研究もある[50]。 

 DNA 固定化 PNIPAM 1.2.3.3

固定化した DNA によって PNIPAM の相転移挙動を制御する研究では、DNA の 1 本鎖/2
本鎖の変換によって DNA のエントロピー反発が変化することを駆動力とし PNIPAM の凝

集を制御している[51-56]。PNIPAM に 1 本鎖 DNA を固定したポリマーは、水溶液中で

PNIPAM の LCST 以上の温度でも安定して分散し凝集しない。これは DNA のエントロピ

ー反発により凝集が抑制されているためである。1 本鎖 DNA は取りうるコンフォメーショ

ンが多く、分子鎖の自由度が高い。つまりエントロピーが高い。この 1 本鎖 DNA が凝集し

た場合、取りうるコンフォメーションが制限されエントロピーが低下するので不利である。

そのため凝集に対する反発力が発生する[57]。しかしここに相補的な DNA を加え完全相補 2
本鎖 DNA を形成させると即座にポリマーは凝集する。これは、2 本鎖 DNA は棒状の剛直

な分子で、分子鎖の取りうるコンフォメーションが元々制限されており、凝集してもエン

トロピーの低下は少なく凝集に対する反発力が弱いためである。この凝集現象の発現は、

ポリマー鎖から遠い方の DNA 末端が平滑である必要があり、片方の鎖がはみ出していたり

末端がミスマッチであったりすると PNIPAM は凝集しない[51, 53, 58]。よって DNA 鎖の、特

に末端部分の自由度が PNIPAM の凝集に大きく効いていると言える。 

1.3 本研究の目的 

以上、ここまでに刺激応答性ポリマーの研究を概観し、現状の課題を示した。また生体

分子である DNA を用いて、DNA が刺激を感知することでポリマーの形態を制御した例を

示した。 
本研究では、汎用性のあるレセプターとして DNA を用い、新規な分子認識材料を開発す

る。DNA はイオン、色素化合物、タンパク質、相補的 DNA に結合することができ、それ

らの結合により分子鎖の荷電状態と自由度が変化する。その DNA の変化により感温性ポリ

マーの形態を制御することを目指す。既往の研究では、DNA の自由度の変化を用いて DNA
固定化 PNIPAM の凝集を制御しているが、前述のイオン応答性ポリマーや pH 応答性ポリ

マーの例から、DNA の荷電の変化でも PNIPAM の凝集を制御することが可能であると考

えられる。本研究では、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による DNA の荷電の変化で PNIPAM
の凝集を制御できることを実証し、また PNIPAM の凝集を DNA の荷電が制御する条件と
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DNA の自由度が制御する条件を明らかにし、それら 2 つの凝集現象を任意に切り替えるこ

とを目指す。 
さらに、DNA の分子認識により DNA の荷電状態と自由度を変化させ PNIPAM の凝集

挙動を制御することを試みる。DNA に認識させる分子として、DNA に強く結合する色素

化合物を用いる。また DNA アプタマーを用いて特異的で汎用性のある分子認識ポリマーの

開発を目指す。DNA アプタマーをセンサー部位に用いた場合、検出対象の標的分子に合わ

せて DNA アプタマーを代えることで極めて多様な種類の標的分子に適用可能な分子認識

材料を作製することが可能となる。 
さらに上記の結果をふまえ、簡便な刺激応答性材料の開発を目指して DNA 固定化ポリマ

ーをグラフトポリマーに持つ分子認識ゲート膜を作製する。そして膜のグラフトポリマー

の系でもリニアポリマーと同様に DNA の状態の変化で形態を制御し、膜細孔の開閉挙動を

起こせることを観察する。また分子認識ゲート膜において DNA アプタマーをセンサー部位

とした分子認識を行い、汎用性の高い特異的なセンサー材料のコンセプトを実証する。 
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第 1 章 図表 

 
 
 
 

 

 
 
 
 

Figure 1.1 Coil-globule phase transition of thermoresponsive polymer and chemical 
structure of poly(N-isopropylacrylamide). 
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Figure 1.2 Schematic illustration of molecular recognition gating membrane. 
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Figure 1.3 Illustration describing molecular recognition ion gating membrane: pores 
opening and closing caused by grafted polymer swelling and shrinking; and data of 
permeatbility of the membrane pores by the presence of Ba2+.[33,35] 
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第2章 DNA 固定化ポリマーの荷電支配の凝集現象 

2.1 緒言 

本研究では分子認識による DNA の状態変化を用いてポリ N-イソプロピルアクリルアミ

ド (PNIPAM) の形態を制御し、新規な分子認識ゲート膜を開発する。研究対象である DNA
固定化 PNIPAM に関して、これまでに DNA 鎖の自由度による PNIPAM の凝集挙動制御

が Maeda らにより報告されている。その既往の研究では、1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に

比べ 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM が激しく凝集することが観察され[1-5]、このメカニズムと

して、2 本鎖 DNA が 1 本鎖 DNA に比べ DNA 鎖の取りうるコンフォメーションが制限さ

れており自由度が低いため凝集を抑制する反発力が弱く凝集すると考えられている。一方、

本研究室の既往の研究で、クラウンエーテルをレセプターに持つ PNIPAM の凝集がイオン

の捕捉により抑制されることが見られた[6-7]。このことから、DNA 固定化 PNIPAM でもポ

リマーの持つ荷電により凝集挙動が変化する可能性が考えられる。DNA はリン酸基に由来

する負電荷を持ち、1本鎖DNAから 2本鎖DNAに変換されることでリン酸基は増加する。

この負電荷の増加分により静電反発力が変化し PNIPAM の凝集に影響する可能性がある。 
本章では、DNA の荷電により DNA 固定化ポリマーの凝集現象を制御することを目的と

し、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の持つ負電荷量の違いによる静電反発力の大小で凝集を制

御することを目指す。まず PNIPAM に 1 本鎖 DNA をペンダントに固定し、1 本鎖 DNA
固定化 PNIPAM を合成する。DNA の固定化法としては、DNA 末端のチオール (SH 基) と
共重合 NIPAM の持つピリジルジスルフィドとの反応を用いる。ピリジルジスルフィドを用

いることで、水溶液中で室温で短時間に生体分子とポリマーの結合を作ることができる[8]。

次に相補的 DNA の添加で 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM を作製し、凝集挙動を観察する。

さらに観察された凝集現象が DNA の持つ荷電の違いによって誘起されることを証明する。 

2.2 実験 

2.2.1 DNA 固定化ポリマーの作製 

DNA 固定化ポリマーの作製は Figure 2.1 のスキームで行った。まずピリジルジスルフィ
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ドを持つチオール活性化モノマーである N-[2-(2-pyridyl disulfide)ethyl]acrylamide 
(PDSAm) を合成した。2,2'-dipyridyle disulfide と 2-mercaptoethylammonium chloride
の反応で 2-(2-pyridyl disulfide)ethyl ammonium chloride (PDSACl) を得た。次に

PDSACl と塩化アクリロイルの反応により PDSAm を得た。 
次に合成したPDSAmをフリーラジカル法で共重合しpoly(NIPAM-co-AAm-co-PDSAm) 

を合成した。NIPAM と PDSAm のみの重合では生成したポリマーの水溶性が低くポリマー

の凝集の測定に支障があるため、アクリルアミド (AAm) も共重合して水溶性を上昇させ

た。 
次に末端にチオールを持つ 1 本鎖 DNA をポリマーに固定した。DNA としては 11 塩基の

ものを用いた。ゲル濾過カラムと脱塩カラムにより DNA 固定化 PNIPAM を精製した。

NIPAM モノマーユニットあたりの固定した DNA 鎖の本数を表す「DNA 固定率」を、精

製後のポリマーを再溶解させた溶液の 260 nm の吸光度を測定して求めた。 

2.2.2 DNA 固定化ポリマーの凝集の観察 

1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に相補的な DNA を添加することで 2 本鎖 DNA 固定化

PNIPAM (dsDNA-PNIPAM)を作製した。相補的 DNA として、11 塩基のものと 42 塩基の

ものの 2 種類を使用した。また塩基配列が 2 本鎖 DNA を形成できないミスマッチのものを

使用した場合も同様に測定を行った。測定したサンプル 4 種の DNA の塩基配列を Figure 
2.2 にまとめた。 

2.2.3 DNA の荷電の凝集に対する効果の証明 

DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象のメカニズムの解明のため、IR により PNIPAM の相

転移に伴うポリマー鎖からの脱水和を測定し、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の違いを評価した。

PNIPAM は膨潤状態から収縮状態に変化すると isopropyl 基のピークの低波数シフトを起

こすことが知られている。このシフトを観察することで 1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM と 2
本鎖 DNA 固定化 PNIPAM の収縮挙動の違いを観察できる。 
また、DNA の持つ荷電が PNIPAM の凝集挙動を制御していることを証明するため、溶

液中の塩濃度を上げて測定を行う。そして溶液中の塩として 1 価の Na+および K+に加え 2
価でより静電遮蔽の効果の高い Ca2+も使用する。 
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2.3 結果及び考察 

2.3.1 DNA 固定化ポリマーの作製 

NMR 測定と UV-vis 測定により、PDSACl, PDSAm, poly(NIPAM-co-AAm-co-PDSAm) 
の合成を確認した。DNA 固定化反応後に得られた UV-vis スペクトルでは、副生成物の吸

収が見られ、反応の進行が示唆された。またゲルシフトアッセイでは、DNA をポリマーに

固定することで分子量が増加しゲル移動度が減少したことが観察された。以上の結果から、

ポリマーへの DNA の固定を確認した。 

2.3.2 DNA 固定化ポリマーの凝集の観察 

ポリマーに固定されているDNAが 1本鎖の場合と 2本鎖を形成している場合で凝集を比

較した結果を Figure 2.3 に示す。1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM およびミスマッチ DNA を

1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に添加したサンプルでは、温度上昇によって吸光度が増加し

た。つまりポリマーは凝集した。一方 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM の場合は吸光度の増加

が小さく、PNIPAM の凝集が抑制されることが観察された。また添加した相補的 DNA の

塩基数で比べると、11 塩基のものより 42 塩基のものがより凝集を抑制した。 
以上のように本研究では、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換により PNIPAM の凝集挙動が変

化することを観察した。 

2.3.3 DNA の荷電の凝集に対する効果の証明 

続いて、上述した DNA 固定化 PNIPAM の凝集挙動のメカニズムの解明のため行った IR
測定の結果、1 本鎖 DNA-PNIPAM、(11—11) 2 本鎖 DNA-PNIPAM、(11—42) 2 本鎖

DNA-PNIPAM の 3 つのサンプルは全て同様に温度上昇により脱水和が起こっていること

が明らかとなった。このことから、DNA が 1 本鎖であっても 2 本鎖であってもポリマーは

同様に収縮状態になり、DNA の変換による凝集挙動の違いの要因はポリマーの脱水和の違

いではないことが判明した。 
次に高塩濃度下での測定と塩の種類を変更して凝集を観察した結果、長い DNA の場合に

より高い塩濃度でないと凝集が起こらないこと、また 2 価のカチオンではより低塩濃度で

凝集が起こることが判明した。以上の結果から、PNIPAM の凝集は DNA の荷電量が大き

く影響し、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による PNIPAM の凝集挙動の変化には DNA の持

つ荷電量の増減が要因であると示された。 
以上の実験によって明らかとなった DNA 固定化 PNIPAM の荷電支配の凝集現象のメカ
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ニズムを Figure 2.4 に示した。1 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM は DNA の持つ荷電が少ない

ため、温度上昇によるポリマーの凝集を DNA の静電反発では抑制できず凝集する。一方、

2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM は DNA の持つ荷電量が大きく、DNA 間の強い静電反発によ

りポリマーの凝集を抑制する。このように、本研究では DNA 固定化 PNIPAM の荷電支配

の凝集現象を発見した。 

2.4 結言 

本章では、DNA の荷電により DNA 固定化ポリマーの凝集現象を制御することを目的と

し、DNA 固定化 PNIPAM を合成し、凝集挙動の観察と荷電が凝集現象を支配しているこ

との証明を行った。本章により以下の結論を得た。 
 
(1) DNA 固定化 PNIPAM を合成した。 
(2) DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換により PNIPAM の凝集挙動が変化することを観察し、1

本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に比べ、2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM はより凝集が抑制

された。 
(3) DNA の塩基数が大きいほど、より DNA 固定化 PNIPAM の凝集は抑制された。 
(4) DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象は DNA の持つ荷電の静電反発により制御されて

いることが証明された。 
(5) 既往の研究で報告された自由度支配の凝集現象とは異なる凝集現象を発見した。 
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Figure 2.1 Synthetic scheme for (A) PDSAm, (B) poly(NIPAM-co-AAm-co-PDSAm) and 
(C) ssDNA-PNIPAM. 
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Figure 2.2 Illustration of the characterized DNA-PNIPAM; (A) ssDNA-PNIPAM, (B) 
(11−11) dsDNA-PNIPAM, (C) (11−42) dsDNA-PNIPAM, (D) ssDNA-PNIPAM + 
mismatch DNA. 
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Figure 2.3 Absorbance change of the ssDNA-PNIPAM, the (11−11) and (11−42) 
dsDNA-PNIPAM and the ssDNA-PNIPAM mixed with mismatch DNA as a function of 
temperature. Polymer concentration: 0.1 w/v%, DNA fraction: 0.014 mol%, Na+ 
concentration: 100 mM. 
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Figure 2.4 The proposed mechanism of the aggregation of DNA-PNIPAM controlled by 
charges of DNA. 
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第3章 DNA 固定化ポリマーの 2 つの凝集現象の解明と系統的整理 

3.1 緒言 

第 2 章では DNA 固定化ポリマーの荷電支配の凝集現象を発現させることに成功した。荷

電支配の凝集現象は、1 本鎖 DNA の場合にポリマーが凝集する。しかし、既往の研究で観

察されたDNAの自由度支配の凝集現象[1-5]では、2本鎖DNAのときにポリマーは凝集する。

こちらの凝集現象は、DNA のエントロピー反発が凝集を制御している。1 本鎖 DNA は取

りうるコンフォメーションが多く、分子鎖の自由度が高い。つまりエントロピーが高い。

この 1 本鎖 DNA が凝集した場合、DNA 鎖が自由にコンフォメーションを取れなくなり、

コンフォメーションが制限されエントロピーが低下するので不利である。そのため凝集に

対する反発力が発生し、これはエントロピー反発 (Entropic repulsion) と呼ばれる[6-7]。こ

れら 2 つの真逆の凝集現象の発現は何によって決定されているのか。もしこれら 2 つの凝

集現象を制御することができ任意の現象を選択的に発現させることが可能になれば、DNA
とポリマーを用いた複合化材料に関して、目的の材料に適した応答システムを持つものを

設計することが可能になる。言いかえれば、1 本鎖 DNAで凝集するシステムが適した材料、

例えば特定の塩基配列の DNA を捕捉することで膜の細孔が閉じ浸透圧を発生させる材料、

および 2 本鎖 DNA で凝集するシステムが適した材料、例えば特定の塩基配列の DNA を捕

捉することでマイクロカプセルから薬剤を放出する材料などを目的に応じて作製できる。 
本章では、DNA の荷電支配の凝集現象と自由度支配の凝集現象を決定している要因を明

らかにし、また DNA の静電反発とエントロピー反発の制御により 2 つの凝集現象を切り替

えることを試みる。具体的な方法としては、溶液中の塩濃度と PNIPAM に固定された DNA
の量 (DNA 固定率) によって現象を切り替える。溶液中の塩は溶質の荷電を遮蔽すること

で静電的な分子間力に大きく影響する。また DNA 固定率は PNIPAM の凝集に大きく影響

することが報告されている[8]。これらの系統的な調査により、DNA 固定化ポリマーの凝集

現象を解明する。 
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3.2 実験 

3.2.1 凝集現象の俯瞰 

まず DNA 固定化 PNIPAM を作製した。ポリマーに固定する DNA は第 2 章と同様の配

列の 11 塩基のものを用い、11 塩基の相補的 DNA を用いて第 2 章と同様の(11—11)2 本鎖

DNA固定化 PNIPAMを作製した。DNA固定率は、DNA固定化反応の際に加える DNA-SH
の量を変えることで制御した。 

次に DNA 固定化 PNIPAM の凝集の観察を行った。DNA 固定率は 0.015—0.57 mol%の

ものを使用し、溶液中の塩濃度は 100—1000 mM とし、バッファーとして 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.4) を用いた。溶液の温度を上げながら分光光度計で吸光度を観測した。 

3.2.2 DNA の自由度の凝集に対する効果の証明 

ここでは、DNAの自由度がポリマーの凝集をコントロールしていることを証明するため、

末端ミスマッチの 2 本鎖 DNA を用いる。末端ミスマッチ 2 本鎖 DNA は末端が塩基対を形

成しておらず、「Fraying motion」と呼ばれる DNA 鎖のブラウン運動を起こしており[9-12]

コンフォメーションのエントロピーは大きい。そのため末端ミスマッチの存在により凝集

は抑制されると期待される。まず末端ミスマッチの 2 本鎖 DNA を持つ DNA 固定化ポリマ

ーを作製し、凝集を観察した。 

3.3 結果及び考察 

3.3.1 凝集現象の俯瞰 

まず荷電支配の現象と自由度支配の現象を並べたものを Figure 3.1 に示す。Figure 3.1 A
は荷電支配であり、荷電の少ない 1 本鎖 DNA に比べ、2 本鎖の場合にポリマーの凝集がよ

り抑制された。こちらの現象は塩濃度 100 mM、DNA 固定率 0.015 mol%の条件で観察さ

れた。一方 Figure 3.1 B は自由度支配であり、分子のコンフォメーションがより制限され

ている 2 本鎖 DNA に比べ、取りうるコンフォメーションの多い 1 本鎖 DNA の場合にポリ

マーの凝集がより抑制された。こちらの現象は塩濃度 700 mM、DNA 固定率 0.27 mol%の

条件で観察された。 
荷電支配の領域で DNA 固定率を振って観察を行った結果、低い DNA 固定率では 1 本鎖

DNA 固定化 PNIPAM に比べ 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM では凝集が抑制された。しかし
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DNA 固定率の増加により 1 本鎖 DNA/2 本鎖 DNA の差が小さくなりどちらも凝集しなく

なった。DNA 固定率が低い場合、2 本鎖 DNA が 1 本鎖 DNA よりも荷電が多く静電反発

が強いため[13-15]、PNIPAM の凝集がより抑制されたと考えられる。しかし、DNA 固定率

が増加すると PNIPAM 鎖あたりの DNA による反発が増大し、1 本鎖 DNA であっても凝

集抑制のための十分な静電反発力を持つようになり、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の差が見

られなくなったと考えられる。 
自由度支配の領域で DNA 固定率を振って観察を行った結果、高 DNA 固定率では 1 本鎖

DNA の場合で PNIPAM の凝集を抑制できている。自由度支配の凝集現象は、DNA のエン

トロピー反発が凝集を制御する。1 本鎖 DNA はランダムコイルであり分子鎖の自由度が高

いためエントロピー反発が強い。一方、2 本鎖 DNA は 2 本の DNA 鎖が結合しており、分

子鎖の取りうるコンフォメーションが元々制限されているため凝集によるエントロピーの

低下が小さく、2 本鎖 DNA 同士のエントロピー反発は弱い。低塩濃度領域では静電反発が

凝集を制御するため、DNA の自由度の差の効果は見えない。しかし高塩濃度下では塩によ

る静電遮蔽効果で DNA の荷電の差が効かなくなり、代わって自由度の差が効くようになっ

たと考えられる。しかし DNA 固定率を低下させると、1 本鎖 DNA でも凝集を抑制するこ

とができなくなり、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA のどちらも凝集した。 
以上のように本研究では、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による PNIPAM の凝集挙動の変

化について、荷電支配の現象と自由度支配の現象の両方を発現させることに成功した。 

3.3.2 DNA の自由度の凝集に対する効果の証明 

末端ミスマッチの 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM の凝集を観察した結果、1 本鎖 DNA の

場合と完全マッチ 2 本鎖 DNA の場合と異なり、凝集が抑制された状態が続き、急激な凝

集が観察されなかった。これは DNA の末端が塩基対を形成しておらず「Fraying motion」
により取りうるコンフォメーションが多い状態であるため、2 本鎖 DNA を形成しても自由

度は高く、また 1 本鎖 DNA と比べて荷電も増加しているためにエントロピー反発と静電反

発の両方で凝集が抑制されていると考えられる。以上の結果から、PNIPAM の凝集には

DNA の自由度が影響し、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による DNA 鎖の自由度の増減が

PNIPAM の凝集挙動を制御することが示された。 

3.3.3 ポジショニングマップの作成 

DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象を概観するため、様々な塩濃度と DNA 固定率の条件

下で測定を行い、Figure 3.2 のポジショニングマップを作成した。このポジショニングマッ

プはそれぞれの塩濃度と DNA 固定率の条件で DNA 固定化 PNIPAM がどのような凝集現
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象を示すかを表している。Figure 3.2 A は本研究での結果から作成したポジショニングマッ

プである。また Figure 3.2 B は本研究での結果に既往の DNA-PNIPAM の研究における観

察の結果[1, 4, 16-17]を加えて作成したポジショニングマップである。既往の研究と本研究では

DNA の塩基数が異なるため、縦軸は DNA 固定率を NIPAM モノマーユニットあたりの

DNA の塩基対数で表している。このポジショニングマップより、DNA-PNIPAM には異な

る 4 つの凝集現象があると判明した。(1)低塩濃度、高 DNA 固定率 (白色の領域) では、1
本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の場合のどちらも DNA 固定化 PNIPAM は凝集が抑制され分散

する。(2)高塩濃度、低 DNA 固定率 (黒色の領域) では、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の場

合のどちらも DNA 固定化 PNIPAM は凝集する。そしてこれら 2 つの領域の間の狭い領域

で DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による PNIPAM の凝集挙動変化が起こる。 (3)低塩濃度、

低 DNA 固定率 (青色の領域) では、1 本鎖 DNA の場合に DNA 固定化 PNIPAM は凝集す

る。この現象は DNA の荷電が凝集を司る。(4) 高塩濃度、高 DNA 固定率 (赤色の領域) で
は、2 本鎖 DNA の場合に DNA 固定化 PNIPAM は凝集する。この現象は DNA の鎖の自由

度が凝集を司る。 
以上のように、塩濃度と DNA 固定率によって凝集現象は切り替え可能であり、1 本鎖

DNA の場合に凝集する現象と 2 本鎖 DNA の場合に凝集する現象を任意に発現させること

に成功した。本研究と既往の研究で同一のマップ上にプロットできたことから、DNA 固定

化 PNIPAM の凝集現象を系統的に説明することができたと言える。 
Figure 3.3 には上述した DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象の機構をイラストで示した。 

3.4 結言 

本章では、DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象の完全な解明を目的とし、2 つの真逆の凝

集現象を決定する要因を明らかにすること、また 2 つの凝集現象を切り替えることを試み

た。本章により以下の結論を得た。 
 
(1) DNA 固定化 PNIPAM は 4 つの凝集現象を持ち、溶液中の塩濃度と DNA 固定率に

よってコントロール可能であることを明らかにした。荷電支配の凝集現象と自由度

支配の凝集現象は溶液中の塩濃度と DNA 固定率によってコントロール可能である

ことを明らかにした。 
(2) DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象は、DNA 間に働く反発力 (静電反発/エントロピー

反発) のシフトで切り替わることが判明した。 
(3) 本研究により、1 本鎖 DNA の場合に凝集する現象と 2 本鎖 DNA の場合に凝集する

現象を選択的に発現させ凝集の方向を任意に制御できるようになり、DNA とポリマ

ーを融合させた材料の開発のための重要な設計指針が得られた。 
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第 3 章 図表 
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Figure 3.1 The aggregation phenomena driven by two different control factors: (A) 
electrostatic effect at 100 mM of Na+ and 0.015 mol% of DNA fraction; (B) 
conformational-entropic effect at 700 mM of Na+ and 0.27 mol% of DNA fraction.  
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Figure 3.2 The positioning map prepared on the basis of the results of (A) this study and 
(B) containing previous studies.[1, 4, 16-17] 
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Figure 3.3 The proposed mechanism and behavior of the DNA-PNIPAM under each of 
the conditions (as described in the text), the colors of the areas correspond to those in 
Figure 3.2 B. 
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第4章 DNA 固定化ポリマーの凝集現象を利用した標的分子認識 

4.1 緒言 

第 2 章と第 3 章で DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象の解明を行い、DNA の荷電と自由

度により支配される PNIPAM の凝集現象を任意に制御することに成功した。本研究では

DNA 固定化 PNIPAM を用いた分子認識ゲート膜を開発することを目的としており、まず

リニアポリマーの系で分子認識による DNA の状態の変化が PNIPAM の凝集挙動に影響を

与えることを示す必要がある。 
DNA に結合することで DNA の荷電状態と自由度に変化をもたらす物質として、芳香族

色素化合物が挙げられる。インターカレーターとも呼ばれる色素化合物は、2 本鎖 DNA の

塩基対間に挿入される性質があり、DNA との結合は核酸塩基とのスタッキング相互作用で

安定化される[1]。色素化合物との結合による DNA の変化として、次の 2 つの効果が可能性

として考えられる。(1)色素化合物の結合により 2 本鎖 DNA がカールして縮まる (curled 
and crumpling) ことが観察されている[2]。このことから色素化合物との結合により DNA
鎖のコンフォメーションが制限され、エントロピー反発が低下し DNA 固定化 PNIPAM は

より凝集する。(2)色素化合物の持つ正電荷が DNA の負電荷を打ち消すことで DNA の静電

反発が低下し、DNA 固定化 PNIPAM はより凝集する。以上の(1)・(2)の機構により色素化

合物を PNIPAM の凝集の変化で検出できると考えられる。 
さらに DNA アプタマーを用いることで極めて多様な分子の検出を行うことも可能であ

る。DNA アプタマーは各標的分子に対して高い特異性を持つため、PNIPAM に固定する

DNA に DNA アプタマーを用いることで、標的分子と DNA アプタマーの結合で DNA の

状態を変化させ PNIPAM の凝集挙動に影響を与えることが可能と考えられる。 
本章では、DNA の分子認識により DNA 固定化 PNIPAM の凝集挙動を変化させ、凝集

の観察により分子の検出を行うことを目的とする。そのために下記の 2 通りの戦略を試み

る。1 つは、分子認識により DNA の状態を変化させ固定化 PNIPAM の凝集現象をシフト

させる。つまり荷電支配の凝集現象と自由度支配の凝集現象を片方からもう片方へ分子認

識で切り替える。そのためには、第 3 章の Figure 3.2 で示したポジショニングマップの凝

集現象の境界付近で実験を行うのが適当だと考えられる。凝集現象の境界付近の条件では

僅かな DNA の状態変化によって凝集現象がシフトし得ると期待される。DNA に認識させ

る分子としては色素化合物の 3,6-diaminoacridine hydrochloride (DAA)、ethidium 
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bromide (EtBr)、9-hydroxy-4-methoxyacridine (HMA) の 3 種類を用いる(化学構造を

Figure 4.1 に示す)。もう 1 つの戦略は、分子認識により 2 本鎖 DNA を解離させ DNA の

荷電量の減少でポリマーの凝集より激しくさせる。 そのためには、ポジショニングマップ

の荷電支配の領域で実験を行う必要がある。そして分子認識プローブとして DNA アプタマ

ーを用い、その標的分子として、研究例が多く報告されているタンパク質のトロンビン 
(thrombin)を用いる。DNA アプタマーを用いた実験では、PNIPAM に固定した DNA と

DNA アプタマーで 2 本鎖 DNA を作製し、トロンビンの添加により 2 本鎖 DNA が解離す

るシステムにする。当システムの概略を Figure 4.2 に示す。当システムがうまく機能する

ためにはトロンビンと DNAアプタマーの結合で 2本鎖 DNAが解離することが必要である

ため、まず適した塩基対の位置と長さを持つ 2 本鎖 DNA の配列を設計する。そして 2 本鎖

DNA 固定化 PNIPAM にトロンビンを加えて凝集を観察する。 

4.2 実験 

4.2.1 色素化合物の認識による凝集現象の切り替え 

まず DNA 固定化ポリマーを合成し、相補的 DNA を用いて 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM
を作製した。そして DAA を加え DNA と結合させ、凝集を観察した。また 2 本鎖 DNA に

色素化合物が挿入されることで凝集に変化が生じていることを示すため、1 本鎖 DNA 固定

化 PNIPAM に DAA を加えて同様に測定を行った。 
次に DAA に比べて DNA との結合親和性の低い HMA を用いて凝集の観察を行った。

HMA の場合は DNA への結合量が少ないため DAA の場合とは同じ量を添加しても凝集挙

動が異なることが考えられる。そのために、まず DAA と HMA の DNA への親和性の違い

を評価した。評価には蛍光偏光法(Fluorescence anisotropy) を用いた。蛍光偏光法は偏光

された励起光を試料に当て発せられた蛍光の偏光度を測定することで、蛍光分子の運動性

の変化、言い換えると他の分子との結合形成をモニターすることができる。 
続いて、DAA, EtBr, HMA の 3 種類をそれぞれ加えて 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM の凝

集を観察した。 

4.2.2 DNA アプタマーを用いた標的分子認識による凝集の変化 

トロンビン結合アプタマー (TBA)は Figure 4.3 のような特別な 2 次構造を形成しトロン

ビンと結合する[3-4]。TBA の 2 次構造の下の方に位置する「G 四重鎖」とよばれる構造の部

分がトロンビンと結合し(Figure 4.3)、上方の 4 塩基対の二重鎖が形成されることで G 四重
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鎖の構造が安定化されている。 
まず適した塩基対長さを推測するため、2 本鎖 DNA の結合エネルギーの計算を

Nearest-Neighbor モデルを用いて行い、適した塩基対長さの見通しを付けた。トロンビン

の添加で 2 本鎖 DNA が解離するためには、2 本鎖 DNA 形成のエネルギーがトロンビンと

TBA の結合のエネルギーより値が小さい必要がある。ただ、2 本鎖 DNA 結合のエネルギー

が弱すぎると温度を上げた際にトロンビンを加えずとも解離してしまう恐れがある。 
次に、塩基対長さと塩基対形成位置をより詳しく検討するため、「アプタマービーコン」

(Aptamer beacon)[5]による測定を行った。アプタマービーコンは、標的分子の認識による 2
本鎖 DNA の解離を蛍光によって検知する手法である。初期状態では蛍光標識した DNA ア

プタマーと消光剤標識した相補的 DNA が結合し、観察される蛍光強度は低い。ここに標的

分子を添加すると、DNA アプタマーが標的分子に結合し 2 本鎖 DNA が解離する。それに

より消光剤が蛍光色素から離れるため蛍光強度が増大する。よって発生した蛍光の強度が

増加すれば 2 本鎖 DNA が解離したと言える。今回、いくつかの塩基配列の 2 本鎖 DNA を

用いた。蛍光色素が末端に結合した TBA「F-TBA」と、消光剤が末端に結合した相補鎖

「Q-cDNA」から成る 2 本鎖 DNA を形成させ、トロンビン溶液と混合し、任意のトロンビ

ン濃度になるように調製した。蛍光光度計内にセットし時間測定を行い、安定した蛍光強

度を記録した。 
次にTBAを含む 2本鎖DNA固定化PNIPAMにトロンビンを添加して凝集を観察した。

使用したポリマーは、TBA の相補鎖が PNIPAM に固定され、それと TBA が 2 本鎖 DNA
を形成している。まず低温で 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM とトロンビンを混合し、昇温さ

せながら凝集を観察した。次に定温条件で測定を行った。光度計の温度を高温に設定し、

空のセルに 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM 溶液を入れた。3 分後にセルの封を取りトロンビ

ン溶液を加えた。そのまま撹拌させながら時間測定を行った。次に、トロンビン添加によ

る PNIPAM の凝集は TBA とトロンビンの組み合わせに特異的なものであることを証明す

るため、TBA ではない同じ塩基数の DNA を用いて実験を行った。この場合、DNA は G
四重鎖を形成せず、トロンビンと特異的に強く結合することはないと期待される。 

4.3 結果及び考察 

4.3.1 色素化合物の認識による凝集現象の切り替え 

2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に DAA を加えて凝集挙動を観察した結果、高温域で吸光度

が急激に増加し激しく凝集した。また DAA の添加量を増加させると、より低温で凝集が激

しくなった。一方 DAA を加えない場合、吸光度の増加は緩やかで、その凝集は高温領域ま

で抑制された状態であった。これは 2 本鎖 DNA の静電反発が凝集を抑えている。1 本鎖
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DNA 固定化 PNIPAM に DAA を加えた場合、DAA の添加による凝集挙動の変化は 2 本鎖

DNA 固定化 PNIPAM に比べて非常に小さかった。このことから、DAA の添加による凝集

挙動の変化は DAA が 2 本鎖 DNA に結合することで誘起されることが確認された。 
DAA に比べ荷電の少ない HMA と DAA の親和性の違いを蛍光偏光法で評価した結果、

HMA の DNA への結合親和性がより低いことが示された。そして DAA、DAA と同等の結

合親和性を持つ EtBr[6]、HMA を添加して 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM の凝集挙動を観察

した結果、DAA と EtBr では PNIPAM の凝集は同じ挙動を示した。一方 HMA の場合は凝

集が激しくなる温度が他 2 つの色素化合物よりも高かった。 
観察された凝集挙動の変化は、凝集現象のシフトに由来すると考えられ、エンタルピー

駆動の静電反発[7-8]が制御する現象からエントロピー反発が制御する現象に切り替わったと

言える。これには 2 つの要因が考えられる。1 つは、2 本鎖 DNA の塩基対間への色素化合

物の挿入により 2 本鎖 DNA のコンフォメーションのエントロピーが低下し、1 本鎖 DNA
と 2 本鎖 DNA のエントロピーの差が拡大したことである。もう一つは、色素化合物の正電

荷が 2 本鎖 DNA の負電荷を打ち消し、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の荷電の差が減少しこ

とである。また温度が上昇するとエントロピーの寄与が増大する[9-10]ため、低温では自由度

支配の凝集現象へのシフトは起こらなくても高温では起こり得る。そして DNA に結合する

色素化合物の量が増加するほど効果的に駆動力のシフトが起こり、多量の色素化合物を加

えた場合や親和性の高い色素化合物を用いた場合に、より低温で凝集現象がエンタルピー

駆動のものからエントロピー駆動のものへ切り替わったと考えられる。 
以上のように、色素化合物と 2 本鎖 DNA の結合で DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象が

切り替わり凝集挙動を大きく変えることに成功した。 

4.3.2 DNA アプタマーを用いた標的分子認識による凝集の変化 

アプタマービーコンの結果、いくつかの種類の配列から、トロンビンの添加で 2本鎖 DNA
が最も解離する配列を選択することができた。 
温度を昇温させながら測定を行ったところ、トロンビンを加えた場合、吸光度の増加が

見られ PNIPAM がより凝集した。これは添加したトロンビンと DNA アプタマーが結合す

ると同時に 2 本鎖 DNA が解離し 1 本鎖 DNA となり DNA の持つ荷電が減少したためだと

考えられる。また、トロンビンの代わりにコントロールとしてタンパク質であるトランス

フェリンを加えた結合、吸光度の上昇は見られず、今回の系のトロンビンに対する特異性

が確認された。 
次に定温での測定を行ったところ、トロンビンを加えたサンプルでは、吸光度が増加し

た。一方、トランスフェリンを加えた場合、吸光度は増加しなかった。この結果から、温

度を高温で一定にしていてもトロンビンの添加により2本鎖DNAが解離することが確認さ

れた。温度一定で行えることは簡便性の観点から有用である。 
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TBA でない DNA を用いた結果、トロンビンの有無による吸光度の違いは見られず、そ

の後の吸光度はトロンビンを添加した場合でも低い状態であった。この結果は TBA を用い

た場合とは大きく異なっており、吸光度が増加するのはトロンビンに特異的な TBA を用い

た場合のみだと判明した。 
以上の結果から、TBA の特異的なトロンビンとの結合により 2 本鎖 DNA を解離させ

PNIPAM の凝集を変化させることに成功した。DNA アプタマーをセンサー部位として用い

ることで極めて広範な種類の分子を標的分子として検出可能であるため、当 DNA 固定化

PNIPAM は医療などへの応用のために重要な、目的分子に対する汎用性を得ることができ

たと言える。 

4.4 結言 

本章では、分子認識により DNA 固定化 PNIPAM の凝集挙動の変化を起こすことで標的

分子の検出を行うことを目的とした。認識させる分子としては DNA に強く結合する色素化

合物と DNA アプタマーの標的分子であるタンパク質のトロンビンを選択した。本章により

以下の結論を得た。 
 
(1) 少量の色素化合物の添加により DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象を荷電支配のもの

から自由度支配のものに切り替えることに成功した。 
(2) 色素化合物の結合により2本鎖DNAのコンフォメーションのエントロピーが低下す

ること、もしくは色素化合物の正電荷が DNA の負電荷を打ち消すことが要因となり

PNIPAM の凝集を制御する駆動力が切り替わった。 
(3) DNAアプタマー (TBA) から成る 2本鎖DNA固定化PNIPAMにトロンビンを加え

たところ、TBA のトロンビン認識に伴い 2 本鎖 DNA が解離することで 1 本鎖 DNA
固定化 PNIPAM に変換され、PNIPAM の凝集はより激しくなった。 

(4) 以上より、本研究で開発した DNA 結合 PNIPAM は分子認識により凝集挙動が変化

し、目的分子の検出を行うセンサー材料として応用が可能であることが実証された。 
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第 4 章 図表 

 

Figure 4.1 Chemical structures of DAA, EtBr and HMA. 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4.2 Schematic representation of molecular recognition system using 
DNA-PNIPAM and DNA aptamer. 
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Figure 4.3 Secondary structure of TBA (Left) and crystalline structure of TBA-thrombin 
complex (Right).[8] 
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第5章 DNA 固定化ゲート膜の開発 

5.1 緒言 

第 4 章までで、リニアポリマーの系で DNA 固定化 PNIPAM の作製と凝集現象の解明お

よび分子認識による DNA 固定化 PNIPAM の凝集挙動の制御に成功した。この成果を、刺

激応答性材料としてより有用性の高い分子認識ゲート膜に展開させることが、次の目標と

なる。分子認識ゲート膜は固体材料であるため取扱いが容易で、微小な細孔内のポリマー

の形態変化により膜の水透過性を制御するためわずかなポリマーの形態変化を検出するこ

とが可能である。またグラフトポリマーとして相転移挙動による膨潤/収縮を示す PNIPAM
を用いることで、細孔の透過性の違いを大きく明確にできる。例えば、グラフトポリマー

としてアクリル酸を持つ pH 応答性透過膜では膜の透過性の差 4−10 倍であるが[1]、

PNIPAM を用いた本研究グループのゲート膜は、100 倍の透過性の差を出している[2]。ま

た膜の厚みがわずか 10 µm オーダーの薄膜であるため、透過性の変化が迅速に起こる[3]。

以上の利点を持つ分子認識ゲート膜は、バイオセンサー、ドラッグデリバリーシステムな

どへの応用が可能な刺激応答性材料であると期待される。 
分子認識ゲート膜の作製法として、プラズマグラフト重合により膜にポリマーをグラフ

トする方法が用いられる[4-9]。プラズマグラフト重合は、膜基材にプラズマを照射し基材表

面にラジカルを発生させ、そこからラジカル重合にてポリマーを重合する方法である。プ

ラズマグラフト重合の利点として、放射線重合などと異なり、基材の表面のみを改質し材

料のバルクには影響を及ぼさない。そのため膜基材の性状、例えば機械的強度などを変え

ずにポリマーのグラフトが行える。 
本章では、DNA固定化PNIPAMをグラフトポリマーに持つ分子認識ゲート膜を開発し、

DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による膜の細孔の開閉挙動を評価する。膜基材へのポリマーの

グラフトはプラズマグラフト重合を用い、リニアポリマーの系と同様のモノマーを用いて

グラフトを行う。その際にグラフト実験の溶液中のモノマー濃度や反応温度の最適化を行

う。次にグラフトポリマーに DNA を固定し、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜を作製する。次

いで 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜を作製し、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜と 2 本鎖 DNA 固

定化ゲート膜の水透過性を比較し DNA の変換によるグラフトポリマーの形態制御を評価

する。またリニアポリマーと同様、塩濃度と DNA 固定率を振って透過性の測定を行う。 
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5.2 実験 

5.2.1 DNA 固定化ゲート膜の作製 

まずプラズマグラフト重合によりリニアポリマーの系と同様の NIPAM、AAm、PDSAm
の 3 種のモノマーを膜にグラフトした。高密度ポリエチレン製基材をガラス瓶に入れ、ア

ルゴンプラズマ照射と酸素暴露を行った。モノマー溶液をガラス瓶に入れ膜を浸し、所定

温度で所定時間反応させ重合を行った。重合後の膜を洗浄し、真空乾燥機で膜を乾燥させ、

重量を測定し細孔容積のうちどの程度ポリマーが詰まっているかを表す「細孔充填率」を

算出した。 
次に膜のグラフトポリマーに DNA を固定した。固定化反応はリニアポリマーの系と同様、

ポリマー内のピリジルジスルフィドと DNA 末端のチオールとの反応で行う。重合後の膜に

所定量の DNA を加え、温度を制御しながら振とうし DNA を固定した。反応終了後の DNA
溶液の UV-vis スペクトルを測定し、また DNA 染色剤で膜を染色することで DNA の固定

を確認した。 

5.2.2 膜細孔の開閉の評価 

次にDNA固定化ゲート膜の細孔の開閉をDNAが 1本鎖の場合と 2本鎖の場合で観察し、

膜のグラフトポリマーの系においても DNA の荷電と自由度でポリマーの形態を制御可能

か調査した。評価実験として、デッドエンド濾過法により一定流束で溶液が膜を透過する

際の膜にかかる圧力を測定し、そこからを膜の水透過性を算出した。膜の透過性が低けれ

ば細孔が膨潤状態のグラフトポリマーにより閉鎖していることになり、透過性が高ければ

グラフトポリマーはより収縮していて細孔は開放していると言える。本研究で用いた透過

試験装置では、シリンジポンプによりシリンジから一定速度で押し出されたフィード溶液

が膜を透過する時の膜の手前側にかかる圧力を測定できる仕組みになっている。実験では、

作製した 1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜を用いて透過実験を行った。 
次に 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜でも測定を行うため、まず 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜

の作製を行った。1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜をセットし、透過装置を組んだ。膜のグラフ

トポリマーに固定した DNAに相補的 DNAを含むフィード溶液を用いてシリンジポンプで

膜に溶液を温度制御下で透過させた。膜を透過してきた溶液を回収し、UV-vis スペクトル

測定を行った。作製した 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の透過実験を行った。 
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5.3 結果及び考察 

5.3.1 DNA 固定化ゲート膜の作製 

本研究でグラフトしたモノマーのうち PDSAm は、疎水性が強くプラズマグラフト重合

で重合しにくい。そのためモノマー溶液中のモノマー濃度を高くする必要があると考えら

れる。モノマーを高濃度にすることで三元系でのグラフトに成功した。次に、透過実験に

丁度良い充填率の膜を作製するために諸条件の最適化を行い、PDSAm 仕込み比、温度、重

合時間の制御により、目標の充填率の膜を作製するための諸条件を明らかにした。 
DNA を固定化反応後の DNA 溶液の UV-vis スペクトルでは、反応後の DNA 溶液には反

応の副生成物の吸収が観測された。よって固定化反応の進行が確認された。また、DNA 染

色剤を用いて膜のグラフトポリマーに固定した DNA を染色し、膜から発生する蛍光を観

察したところ、末端チオール DNA を用いて作製した膜のみで染色剤由来の蛍光の発生が観

察された。従って DNA が膜のグラフトポリマーに固定されたことが確認された。 

5.3.2 膜細孔の開閉の評価 

DNA が 1 本鎖 DNA の場合と 2 本鎖 DNA の場合で膜の透過性を比較した。低 DNA 固

定率の膜の結果、低塩濃度のフィード溶液を用いた場合、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜に比

べ 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜では細孔が開かず透過性が小さかった。しかし高塩濃度の場

合は、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜と 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の違いはほとんどなく、

どちらも細孔は高温で開放した。これは、低塩濃度では 2 本鎖 DNA の形成で DNA の荷電

が増加し静電反発によりグラフトポリマーの収縮が抑制され細孔が開きにくくなったため

と考えられ、高塩濃度では静電遮蔽で 2 本鎖 DNA 形成による荷電の増加が効かなかったこ

とが理由だと考えられる。以上の結果より、膜のグラフトポリマーの系でも 1 本鎖 DNA と

2 本鎖 DNA の荷電状態の違いによりポリマーの形態が変化することが判明し、それにより

膜の透過性を制御することが可能であることが示された。DNA 固定化 PNIPAM をグラフ

トポリマーとしたゲート膜の概念図を Figure 5.1 に示す。 
次に、自由度支配の現象による細孔の開閉を観察する目的で、DNA 固定率が高い膜にお

いて高塩濃度で透過実験を行ったところ、1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA で透過性に差が見ら

れなかった。つまり膜の系での実験では、DNA 鎖のエントロピーにより制御され 2 本鎖

DNA でより細孔が開く現象は観察できなかった。リニアポリマーの系では DNA の自由度

支配の凝集現象の場合に 1 本鎖 DNA/2 本鎖 DNA の凝集の違いが大きいため、膜の系でも

自由度支配の現象を使用することが望まれる。荷電支配の連続転移化と自由度支配の相転

移温度のシフトという 2 つの現象を見せるゲート膜を作製できれば刺激応答性材料として
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有用である。 

5.4 結言 

本章では、DNA固定化PNIPAMをグラフトポリマーに持つゲート膜の開発を目的とし、

プラズマグラフト重合による膜の作製と、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換による膜の細孔の開

閉挙動の評価を行った。本章により以下の結論を得た。 
 
(1) NIPAM, AAm, PDSAmの3つのモノマーを共重合グラフトしたゲート膜を作製した。

また、適切な充填率を持つ膜の作製のための実験条件を明らかにした。 
(2) 作製した膜のグラフトポリマーに DNA を固定し、DNA 固定化ゲート膜を作製した。 
(3) 透過実験により、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜と 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の水透

過性が異なることを観察し、リニアポリマーの系と同様に膜のグラフトポリマーの

系でも DNA の荷電によりポリマーの形態を制御することが可能であることを示し

た。 
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第 5 章 図表 

 
Figure 5.1 Schematic illustration of the gating membrane opening and closing its pores 
by DNA transformation of the grafted DNA-PNIPAM.  
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第6章 DNA 固定化ゲート膜の特異的分子認識特性 

6.1 緒言 

第 5 章で DNA 固定化ポリマーをグラフトポリマーに持つゲート膜の開発を行い、DNA
の 1 本鎖/2 本鎖の変換によりグラフトポリマーの膨潤/収縮挙動を起こすことで膜透過性の

制御が可能であることを示した。既存の分子認識ゲート膜はイオン[1-2]、グルコース[3]、ア

ビジン[4]など単一の分子しか認識できなかった。同じ材料システムを用いて多様な標的分子

を特異的に検出可能であれば、センサー材料としてより有用である。 
そこで、第 4 章でも用いた DNA アプタマーを DNA 固定化ゲート膜のセンサー部位とし

てに使用する。DNA アプタマーを用いることで、分子認識ゲート膜は広範な種類の分子の

検出に適用可能な汎用性を獲得できる。 
本章では DNA アプタマーをセンサー部位として持つ分子認識ゲート膜を用いて特異的

タンパク質であるトロンビンを認識させ、膜の透過性の制御を行う。当システムの概略を

Figure 6.1 に示す。膜細孔内のグラフトポリマーにはトロンビン結合アプタマー (TBA) に
相補的な DNA が固定されており、TBA がハイブリダイゼーションして 2 本鎖 DNA を形

成している。この段階ではポリマーに固定された DNA が多量の荷電を持つためポリマーは

膨潤して細孔を塞いでおり、膜の透過性は低い。そこに標的分子であるトロンビンが添加

されると、TBA がトロンビンと結合するのと同時に 2 本鎖 DNA が解離する。それによっ

てポリマーに固定された DNA は 1 本鎖となり荷電が減少するため、ポリマーは収縮し細孔

は開放する。本章では上記のような DNA 固定化分子認識ゲート膜を用いた分子認識システ

ムを実証する。 

6.2 実験 

6.2.1 DNA アプタマー固定化ゲート膜の作製 

まず 1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の作製を行い、次に膜内の固定 DNA と TBA をハイブ

リダイゼーションさせることで 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜を作製した。それから 1 本鎖

DNA 固定化ゲート膜と TBA から成る 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の場合で透過実験を行
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った。 

6.2.2 標的分子の認識 

標的タンパク質であるトロンビンをゲート膜に認識させ、トロンビンの有無による膜透

過性変化を観察した。透過実験装置に膜をセットし、低温から高温に上げながら測定を行

い、再び温度を下げ、再び昇温しながら透過性の測定を行った。 

6.2.3 標的分子認識と 2 本鎖 DNA の再生による透過性の切り替え 

ここでは、トロンビンによる 2 本鎖 DNA の解離と TBA の添加による 2 本鎖 DNA の再

生を繰り返すことで膜透過性の連続的な切り替えが行えることを示す実験を行った。 

6.3 結果及び考察 

6.3.1 標的分子の認識 

1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜と TBA から成る 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の場合で透過

性を比較した結果、2 本鎖 DNA の場合に膜透過性はより低くなった。よってトロンビンの

添加により TBA が 2 本鎖 DNA から解離しグラフトポリマーに固定された DNA が 1 本鎖

となることで膜の透過性が上昇すると期待された。 
2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜にトロンビンを加えると、膜透過性が上昇した。これは 2 本

鎖 DNA を構成している TBA がトロンビンを認識し結合すると同時に 2 本鎖 DNA が解離

し、グラフトした PNIPAM に固定される DNA の荷電が減少し静電反発が弱まり細孔内で

PNIPAM がより収縮したためだと考えられる。 
次に温度一定の条件でトロンビンの認識を行った。温度を変化させる必要がなく目的分

子の検出が行えれば、より簡便でありセンサー材料として有用である。実験の結果、トロ

ンビンを加えた場合に透過性が増加したことが観察された。 

6.3.2 透過性の切り替え 

次にトロンビンの認識と2本鎖DNAの再生による膜透過性の連続的な切り替えを試みた。

最初に TBA から成る 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜にバッファーのみを透過させた。次にト
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ロンビンを含む溶液の透過により透過性が上昇した。続けて TBA を含む溶液を透過させ 2
本鎖 DNA を再生させた。その後バッファーのみを透過させると透過性が減少した。さらに

再度トロンビンの透過により透過性が増加し、2 本鎖 DNA を再生させることで透過性が減

少した。以上のようにトロンビンの認識と 2 本鎖 DNA の再生により透過性が増減した。こ

の結果から、本研究で開発したゲート膜では、膜透過性の連続的な切り替えが行える可能

が示唆された。 

6.4 結言 

本章では、DNA アプタマー固定化分子認識ゲート膜を用いて標的タンパク質のトロンビ

ンの認識を試みた。本章により以下の結論を得た。 
 

(1) トロンビンに特異的な DNAアプタマーを持つ 2本鎖 DNA固定化ゲート膜はトロン

ビンの添加により透過性が減少した。 
(2) トロンビンの認識は 10 分程度の短時間で行えた。 
(3) 本研究で開発した DNA 固定化分子認識ゲート膜では、膜透過性の連続的な切り替え

が行える可能性がある。 
 



第 6 章 DNA 固定化ゲート膜の特異的分子認識特性 

49 

第 6 章 図表 

 
Figure 6.1 Schematic representation of molecular recognition gating membrane using 
DNA aptamer. 
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第7章 総括及び今後の展望 

7.1 総括 

本論文では、汎用性を持つ簡便な分子認識材料の開発を目指し、DNA をセンサー部位と

し、感温性ポリマーをアクチュエーター部位とした複合化材料について研究を行った。DNA
の荷電状態と自由度の変化により感温性ポリマーの形態を制御し、さらに DNA の分子認識

により PNIPAM の凝集挙動を変化させることを試みた。そして簡便な刺激応答性材料への

応用を目指し、DNA 固定化ポリマーを細孔内に持つ分子認識ゲート膜を作製し、分子認識

特性を評価し、汎用性の高い特異的な刺激応答性材料のコンセプトの実証を試みた。 
 
本研究により以下の結論が得られた。 
 
第 1 章では、既存の刺激応答性ポリマーを整理し、解決するべき課題を抽出した。また

DNA を分子として見た場合の外部刺激による DNA の状態変化を概説した。さらに DNA
の特異な性質を利用したポリマーの形態制御に関する既往の研究を挙げ、DNA をセンサー

部位としポリマーをアクチュエーター部位とした汎用性の高い分子認識材料のコンセプト

を示した。 
 
第 2 章では、DNA 固定化 PNIPAM を合成し、凝集挙動を観察した。その結果、1 本鎖

DNA 固定化 PNIPAM に比べ、2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM はより凝集が抑制された。ま

た DNAの塩基数が大きいほど DNA固定化 PNIPAMの凝集が抑制されることが示された。

分光学的調査により、1 本鎖 DNA の場合も 2 本鎖 DNA の場合もポリマー自体は昇温で脱

水和し疎水的になっており違いはないことが判明し、また塩濃度と塩の種類を替えて行っ

た凝集の観察により、今回観察された DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象は DNA の持つ荷

電に由来する静電反発により制御されていることが証明された。 
 
第 3 章では、DNA 固定化 PNIPAM の凝集現象の完全な解明を目的とし、DNA の荷電と

自由度に支配される 2 つの真逆の凝集現象を決定する要因を明らかにすること、および 2
つの凝集現象を任意に切り替えることを試みた。その結果、DNA 固定化 PNIPAM は 4 つ

の凝集現象を持ち、荷電支配の凝集現象と自由度支配の凝集現象は溶液中の塩濃度と DNA
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固定率によってコントロール可能であることを明らかにした。また、末端ミスマッチの 2
本鎖 DNA を用いたことで、DNA の自由度の増減に起因するエントロピー反発により

PNIPAM の凝集が制御されていることが証明された。本章での成果により、1 本鎖 DNA
の場合に凝集する現象と 2 本鎖 DNA の場合に凝集する現象の選択的な発現が可能になり、

DNA とポリマーから成る複合化材料の開発のための重要な設計指針が得られた。 
 
第 4 章では、第 2 章・第 3 章の成果を活用し、DNA の分子認識により DNA 固定化ポリ

マーの凝集挙動を変化させ、分子の検出を行うセンサー材料としてのコンセプトを示すこ

とを目指した。その結果、少量の色素化合物の添加により DNA 固定化 PNIPAM の凝集現

象を荷電支配のものから自由度支配のものに切り替えることに成功した。また、トロンビ

ン結合アプタマーから成る 2 本鎖 DNA を持つ 2 本鎖 DNA 固定化 PNIPAM に特異的標的

分子であるトロンビンを加えたところ、トロンビン結合アプタマーがトロンビンを認識す

ると同時に 2 本鎖 DNA が解離し PNIPAM の凝集はより激しくなった。よって DNA 固定

化 PNIPAM は分子認識により凝集挙動が変化する特性により、目的分子の検出を行うセン

サーとして応用が可能であることが実証された。 
 
第 5章では、DNA固定化ポリマーを多孔質膜の細孔内にグラフトし「分子認識ゲート膜」

を作製し、DNA の 1 本鎖/2 本鎖の変換によりグラフトポリマーが膜の細孔の開閉を制御で

きることの実証を目指した。適切なポリマー重合条件と DNA 固定化条件の探索により、細

孔内へのポリマーのグラフトおよびグラフトポリマーへの DNA の固定化に成功し、DNA
固定化ゲート膜を作製した。作製した膜の透過実験により、1 本鎖 DNA 固定化ゲート膜と

2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜の水透過性が異なることを観察し、リニアポリマーとの系と同

様に膜のグラフトポリマーの系でも DNA の荷電によりポリマーの形態を制御することが

可能だと明らかにした。 
 
第 6 章では、第 5 章で開発した DNA 固定化分子認識ゲート膜において特異的タンパク質

の検出を行った。トロンビン結合アプタマーを持つ 2 本鎖 DNA 固定化ゲート膜はトロンビ

ンの添加によりその透過性が減少しトロンビンの検出が行えた。さらに標的分子認識と 2
本鎖 DNA の再生を繰り返すことで連続的な透過性の切り替えが行える可能性が示唆され

た。以上のことから、汎用性の高い刺激応答性材料のコンセプトを実証した。 
 
以上のように本論文では、DNA と感温性ポリマーの複合化材料において、DNA の状態

変化に起因する DNA 固定化ポリマーの凝集現象の解明を行い、また標的分子との結合によ

る DNA の状態変化に起因するポリマーの形態変化を用いて分子の検出が可能であること

を示した。さらに、取扱いが簡便で有用な認識材料である分子認識ゲート膜に DNA 固定化

ポリマーを展開し、標的分子のシグナルを膜の透過性に変換し検出できる材料を開発した。 
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本研究で開発した分子認識材料は、多様な分子と特異的に強く結合する性質を持つ DNA
アプタマーを用いることで、あらゆる分子を特異的に認識することが可能であり、同じシ

ステムで広範な検出対象に適用することができるため、刺激応答性材料として有用である。

また分子認識ゲート膜は固体材料であるため持ち運びに適し、測定は膜の水透過性を観察

する操作のみで、専門的知識が不要、迅速に操作が終わる、持ち運びに適するという利点

を持つ。したがって将来的には医療分野、環境分野での簡易測定への応用が期待される材

料である。 

7.2 今後の展望 

 
今後の展望として、本研究により得られた成果から、以下の提案を行う。 

 
第 6 章では、開発した DNA 固定化ゲート膜において分子の検出が可能であることを示し

たが、これを応用したデバイスの実現に関して、現状では以下の問題点が残っている。膜

の活性の持続時間・耐久性が不明であること、感度の検討がされていないこと、検体溶液

中の夾雑物の影響が不明であること、などである。 
高感度化はバイオセンサーにおいて重要であり、分子認識ゲート膜でもさらなる高感度

化が求められる。感度の改善のためには、膜の構造設計の検討を行う必要がある。それに

ついては下記の事項が挙げられる。(1)用いるポリマーの化学構造のより詳細な検討、例え

ば DNA とポリマーの間のスペーサー長さ、(2)細孔内ポリマーのグラフト密度・分子量、

(3)DNA 固定率の最適化。また、(4)デバイスに応答信号を増幅するような仕組みを組み込

むことが感度の上昇に有効である。 
 
 本研究では膜の細孔の開閉を透過装置を用いた透過性測定で評価した。もし細孔の開閉

状態を色の変化を目で確認することで判断できれば、透過装置も不要になりさらなる簡便

性が実現できる。本研究室の既往の研究で、ゲート膜の細孔の開閉を発色粒子の透過を目

視することで視覚的に検出することに成功している[1-2]。ゲート膜としては、ビオチンが固

定された PNIPAM をグラフトポリマーに持ち、タンパク質のアビジンを捕捉することで架

橋が形成し細孔が閉鎖するものを用いている。発色粒子としては表面を PEG 修飾した金ナ

ノ粒子を用いている。Figure 7.1 に示すように、アビジンが存在せず細孔が開放していると

きは金ナノ粒子が細孔を透過し透過液は呈色するが、閉鎖しているときは金ナノ粒子が細

孔を透過できず呈色しないことが観察された。このように発色粒子を用いる方法により目

視で特異的分子の有無を判別でき、透過性測定装置を必要とせずフィルターホルダーとシ

リンジがあれば測定が行えるため、非常に簡便である。 
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今回は DNA アプタマーの分子認識による 2 本鎖 DNA の解離が、PNIPAM の凝集挙動

に影響を与え分子の検出を可能にした。一方で、2 本鎖 DNA を用いずに 1 本の DNA 鎖の

みでも凝集挙動を制御できる可能性も考えられる。Figure 7.2 にその概念図を示す。

PNIPAM に DNA アプタマーを固定し、標的分子を捕捉することで DNA の荷電状態と自

由度が変化することで PNIPAM の凝集挙動に影響を与えると期待される。例えば、標的分

子が低分子化合物の場合、DNA アプタマーが分子を捕捉する際に形成する特別な 2 次構造

はランダムコイル構造に比べ自由度が大きく低下していると考えられ、PNIPAM の凝集を

エントロピー反発の違いで制御できる可能性がある。その場合、DNA アプタマーによる標

的分子の認識で PNIPAM はより凝集する。また、標的分子がタンパク質である場合、DNA
アプタマーの捕捉によりタンパク質の持つ多量の荷電がPNIPAMの凝集を静電反発で抑制

し、低分子化合物とは逆の挙動になる可能性が考えられる。以上のように、DNA アプタマ

ーを固定した PNIPAM では、2 本鎖 DNA の形成を必要としない簡便に作製できる材料で

凝集促進と凝集抑制の両方の現象を起こせる可能性が期待される。 
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第 7 章 図表 

 

Figure 7.1 Schematic illustration of a visual test of specific molecules based on 
permeation of colored nanoparticles through a gating membrane.[2] 
 
 
 

 
Figure 7.2 Schematic illustration of molecular recognition polymer using only ssDNA. 
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東京大学疾患生命工学センターの伊藤大知准教授には私が四年生のときに卒業研究でお

世話になり、修士課程以降も多くの助言や励ましをいただきました。心から感謝致します。 
 
本研究室に在籍した 6 年間、多くの先輩、後輩の皆さんにお世話になりました。博士研

究員の李柱明さん、Bhachandra Kakade さん、曾楚怡さん、田畑洋さん、Sailaja Gopalakri
さん、Arumugam Balamurugan さん、片柳雄大さん、KAST 研究員の安藤伸治さん、Sourov 
Gohsh さん、三浦弓恵さん、時盛ひとみさん、先輩学生の原伸生さん、Limjeerajarus 
Nuttapol さん、平出篤志さん、豊田将平さん、藤井啓太朗さん、中島達哉さん、張涵さん、

丁香美さん、菊地佑麿さん、渡辺麻衣子さん、岩元望さん、佐藤謙さんからは、研究や生

活その他諸々の事に関してお世話して頂きました。本当に充実した楽しい研究生活を送れ

ました。ありがとうございました。 
 
博士課程の同期の小川敬也君、杉山朋晴君とは、励まし合い競い合いながら共に 5 年間

がんばってきたことで、非常に貴重な研究室生活を送れました。ありがとうございました。 
 
本研究室卒業生で同輩の阿部友昭君、後輩の Faizly Asmat 君、青沼尭君、有坂拡君、谷

川祐司君、中西信三君、藤本治貴君、坂下繭子さん、蝦名紗衣さん、長谷川旭君、皆川貴

彦君、現在在籍中で後輩の池雪琴さん、汪海林君、天宮清一君、有馬大介君、飯島敦史君、

小倉俊君、武井俊樹君、溝江昌洋君、奥田龍太朗君、甘利俊太朗君、井上智晴君、大前佑

貴君、樋浦純矢君、森田直樹君、山田祐介君、Ittitanakam Apisada さん、入澤仁美さん、

鈴木悠人君には色々と迷惑をかけたことが多かったと思います。それぞれの頑張りには見

習うことが多くあり、私も研究のモチベーションを上げられました。ありがとうございま

した。 
 
 
東京工業大学総合理工学研究科博士複合創造領域の Dan Ricinschi 特任准教授は、英語の

プレゼンテーションとライティングの授業にて非常に熱心に指導してくださいました。そ

ればかりでなく、多忙でありながら私の論文や国際学会のスライドの添削、各種申請書の

英文の校正を快く行っていただき、また様々な助言をいただきました。本当にありがとう

ございました。I am strongly grateful for your help. 
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研究室外の友人・知人の皆様からは、色々な交際を通じてとても楽しい思いをさせてい

ただきました。この場をお借りして御礼申し上げます。 
 
 
最後に、私を精神的に支え、研究に励めるように優しく見守ってくれた家族に感謝いた

します。 
 
 

平成 26 年 2 月 菅原勇貴 


