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序 論 

 

デオキシリボ核酸 (DNA) は，遺伝情報の貯蔵のみならず，多様な化学的・物理的機能

を備え，様々な高次構造を形成することにより，その機能を発現している．DNA はアデ

ニン (A) とチミン (T)，グアニン (G) とシトシン (C) の間で Watson-Crick 型塩基対を

形成することで，2 本の DNA 鎖が相互に絡み合い，二重らせん構造を形成することを 

Watson と Crick が発見した．1) Watson-Crick 型塩基対は，purine 塩基である A, G と 

pyrimidine 塩基である T, C がそれぞれ水素結合し，安定な塩基対を形成する (Figure 1a)．

B 型二重らせん構造中には，Watson-Crick 型塩基対だけでなく，わずかながら一過性の 

Hoogsteen 型塩基対が存在すること，また特定のタンパク質が Hoogsteen 型塩基対を認識

しそれに結合することや，DNA の酸化損傷やアルキル化といった構造修飾が Hoogsteen 

型塩基対を誘発することも報告されている．2)
 Hoogsteen 型塩基対は，purine 塩基である 

A と G がグリコシド結合を軸に anti 型から syn 型に回転し，7 位窒素原子 (N7) が相

補位塩基である T もしくは C と水素結合を形成する (Figure 1a)．3) この Hoogsteen 型

塩基対において特徴的な purine 塩基の N7 が水素結合に関与する結合様式は，二重鎖 

DNA だけでなく，三重らせん構造 (Figure 1b) や四重鎖構造 (Figure 1c) の中で認められ

ており，4) これら高次構造の形成には不可欠な塩基対様式である．つまり，Watson-Crick 型

塩基対だけでなく Hoogsteen 型塩基対の存在が，二重らせん構造だけでなく，三重鎖，四

重鎖，ヘアピン構造などの多様な高次構造を発現する上で重要な要因の一つとなっている． 
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Figure 1. Structures of a) Watson-Crick and Hoogsteen base pairs, and base pairs in b) triplex DNA and c) 

G-quadruplex. 
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本研究では，非 Watson-Crick 型塩基対の一つであり，他の人工塩基対とは異なる特徴を

有する “金属錯体型塩基対” に注目した．金属錯体型塩基対とは，天然もしくは人工の核

酸塩基間に金属イオンが配位することで形成される塩基対であり，塩基対の構造により

様々に配位する金属イオンの選択性が変化するユニークな塩基対である (Figure2)．5)
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Structures of artificial metal-mediated base pairs. 

 

金属錯体型塩基対を二重鎖 DNA に導入することで，二重鎖 DNA の二重らせん構造の

内部に金属イオンが配位し，様々な機能を二重鎖 DNA に付与する．例えば，二重鎖 DNA 

に大きな熱安定性をもたらすだけでなく，金属イオンならではの磁性 6) や導電性 7) といっ

た本来 DNA が持ち得ない性質を付与することが出来る点で他の機能性人工塩基対とは一

線を画している．さらに，金属錯体型塩基対を含む DNA は，金属イオンの有無により塩
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基対形成に伴う高次構造の制御が可能である (Figure 3)．例えば，金属イオン非存在下では

金属錯体型塩基対を形成することができないため，2 本の一本鎖として存在している DNA 

が，金属イオン存在下では金属錯体型塩基対を形成し，二重鎖 DNA を形成する (Figure 3a)．

また同様に一本鎖 DNA が金属イオンにより，ヘアピン構造を形成することも可能である 

(Figure 3b)．さらに金属イオンにより，二重鎖 DNA と一本鎖 DNA が Hoogsteen 型の金

属錯体型塩基対を形成し，三重鎖 DNA を形成することも可能である (Figure 3c)．このよ

うな金属イオンによる  DNA の高次構造変化を利用した  DNAzyme,
8) 

endonuclease,
9) 

exonuclease
10) や ligase

11) の活性制御などが報告されている．このように金属イオンにより，

DNA の多様な機能の ON/OFF の制御が可能であるため，DNA-based logic gate,
12) 

DNA ナ

ノマシーン,
13) DNA ナノワイヤー,

14) 金属イオンセンサー ,
15) 一塩基多型 (SNP) センサ

ー,
16) DNA origami

17) などへの応用が期待されている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Dynamic changes of structures of DNA containing metal-binding base pairs.  
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人工の核酸塩基と金属イオンで構成される金属錯体型塩基対だけでなく，金属イオンが

天然の核酸塩基に配位する金属錯体型塩基対も多数報告されている．例えば，T-T ミスマ

ッチ塩基対に水銀イオン (Hg
II
) が，C-C ミスマッチ塩基対に銀イオン (Ag

I
) がそれぞれ配

位することで T-Hg
II
-T, 

18)  
C-Ag

I
-C

19) 錯体型塩基対 (Figure 4) が形成されることが報告さ

れている．20) 浦田らは  C-T ミスマッチ塩基対に  Ag
I
 が配位し，C-Ag

I
-T 錯体型塩基対 

(Figure 4) が形成されることを報告している.
20, 21) さらに，G-Ag

I
-G,

22)
 C-Hg

II
-T,

23)
 C-Au

I
-T,

24)
 

U-Hg
II
-U

25)
 錯体型塩基対などのミスマッチ塩基対間に金属イオンが配位するだけでなく，

Watson-Crick 型塩基対である A-T 塩基対に Hg
II
 が，G-C 塩基対に金イオン (Au

III
) が配

位し，A-Hg
II
-T,

26)
 G-Au

III
-C

27)
 錯体型塩基対が形成されることも報告されている． 

 

 

 

 

 

Figure 4. Structures of T-HgII-T, C-AgI-C and C-AgI-T base pairs. 

 

以上のように，ミスマッチ塩基対並びに Watson-Crick 型塩基対に金属イオンが配位する

金属錯体型塩基対が報告されているが，特にミスマッチ塩基対を含む二重鎖 

oligodeoxynucleotides (ODNs) の熱安定性は，金属イオンの有無により大きく変化するため，

ODN の高次構造変化を金属イオンにより制御することができる．また，T-T, C-C ミスマ

ッチ塩基対を利用することは，金属イオンの配位する人工塩基対を化学合成する必要がな

いため，容易に利用することが可能である．これらの特性を利用し，T-Hg
II
-T 錯体型塩基

対並びに C-Ag
I
-C 錯体型塩基対は，DNA ナノマテリアルへの応用もいくつか報告されて

おり，中でも金属イオンセンサーへの応用は多数報告されている．15) 
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DNA は，A, G, C, T の核酸塩基の配列中に生命の根幹である遺伝情報を貯蔵している．

高い精度での遺伝情報の複製・伝達を担う DNA polymerase が金属錯体型塩基対を認識す

れば金属錯体型塩基対の DNA ナノマテリアルへの応用範囲は，飛躍的に拡大されること

が予想されるが，筆者らが本研究を開始した時点で，DNA polymerase が金属錯体型塩基対

を形成・認識するという報告はなされていなかった．そこで本研究では DNA polymerase に

焦点を当て，金属錯体型塩基対が DNA polymerase により認識・形成されるかを検討した． 

本研究では，まず先述した T-Hg
II
-T，C-Ag

I
-C 及び C-Ag

I
-T 錯体型塩基対に注目し，Hg

II
 

もしくは Ag
I
 存在下での DNA polymerase によるプライマー伸長反応を行い，これら金属

錯体型塩基対が DNA polymerase により認識され，形成されるかの検討を行った．その結

果，Hg
II
 存在下で T-Hg

II
-T 錯体型塩基対が，Ag

I
 存在下で C-Ag

I
-A 錯体型塩基対および 

C-Ag
I
-T 錯体型塩基対が DNA polymerase により認識され，形成されることを見出すこと

に成功した．C-Ag
I
-A 錯体型塩基対は，本研究において新たに発見された金属錯体型塩基

対である．本研究で見出すことができた C-Ag
I
-A 錯体型塩基対と浦田らが既に報告してい

る C-Ag
I
-T 錯体型塩基対，21) 及び小野らが報告している C-Ag

I
-C 錯体型塩基対 19) につい

て，これら金属錯体型塩基対を含む二本鎖 DNA の安定性を評価した．さらに評価した銀(I) 

錯体型塩基対の DNA polymerase による形成されやすさについて評価した．また，DNA 

polymerase による金属錯体型塩基対の認識・形成反応の応用を目指し，DNA polymerase に

よる同一配列中での T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の連続形成反応の検討，並びに同一配列中への

取り込み位置を厳密に制御した二種類の異なる金属イオン (Hg
II
 及び Ag

I
) の選択的取り

込み反応を試みた． 
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本 論 

 

第一章 DNA polymerase による水銀(II) 錯体型塩基対の形成 

 

これまで金属錯体型塩基対が DNA polymerase により形成・認識されるかを検討した例

はなく，本章では金属錯体型塩基対として T-Hg
II
-T 錯体型塩基対に着目し，Hg

II
 イオン存

在下におけるプライマー伸長反応で T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が形成されるかの検討を行っ

た． 

 

第一節 Klenow fragment による水銀(II) 錯体型 T-T 塩基対の形成 

 

T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が DNA polymerase により形成・認識されるかの検討を行うため，

Table 1 に示した ODNs を用いた．鋳型鎖を 24-mer の ODN (Template-1)，15-mer の ODN 

を primer として使用し，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成部分が一本鎖領域の中央に位置する

ように設計した．プライマー伸長反応で生成した生成物を，ポリアクリルアミドゲル電気

泳動 (PAGE, 8 M Urea 20% 変性ゲル) で確認するため，primer 鎖の 5’ 末端を蛍光標識 

(FAM) した． 

本検討では，DNA polymerase として Klenow fragment (KF) を選択した．KF は，DNA 

polymerase の family A (Pol I 型) に属する E. coli DNA polymerase I の 5’→3’ exonuclease 

活性ドメインを欠損させた DNA polymerase である．KF は，Primer 鎖の 3’ 末端に鋳型

鎖と相補的なヌクレオシドを付加する polymerase 活性と，Primer 鎖の 3’ 末端に誤取り込

みされたヌクレオチドを校正する 3’→5’ exonuclease 活性を有する．なお，Hg
II
 として，

過塩素酸水銀 [Hg(ClO4)2] を反応溶液に添加した． 
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Table 1. Sequences of ODNs 

sequence name Sequence 

Full-length-1 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG GGC GAG CGG

3’
 

Full-length-2 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG GGC GTG CGG

3’
 

19mer-1 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG GGC G

3’
 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-1 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTC GCC

5’
 

 

2’-デオキシヌクレオシド三リン酸 (dNTP) の dATP, dGTP, dCTP 存在下，KF によるプ

ライマー伸長反応を行うと，Template-1 に相補的な full-length product (24-mer) が生成する 

(Scheme 1a)．一方で，dATP の代わりに dTTP を添加すると，鋳型鎖の一本鎖領域の T と

相補的な dATP が存在しないため，T の手前でプライマー伸長反応は停止し，19-mer が

主生成物となる (Scheme 1b)．ここに Hg
II
 を添加した場合，T-Hg

II
-T 錯体型塩基対が形成

されるならば，T の位置で  Hg
II
 を介した  dTTP の取り込み反応が起こり，full-length 

product (24-mer) が生成する可能性が考えられる (Scehme 1c)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 1. Schematic description of primer extension reactions in the presence or absence of HgII ions by 

DNA polymerase. 
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まず初めに，DNA polymerase のプライマー伸長反応における Hg
II
 の影響を確認するこ

とにした．反応に用いた New England Biolabs 社製の KF には高次構造維持の目的で，還

元剤として 1 mM のジチオスレイトール (DTT) が含まれている．酵素活性に不可欠であ

ると考えられる DTT は，Hg
II
 を補足するため，28) 反応溶液中に多量に存在することを避

けなければならない．そこで，反応溶液中の DTT 濃度を 8 μM とし，プライマー伸長反

応を検討した． 

低濃度の DTT が及ぼす KF の polymerase 活性への影響と，Hg
II
 が反応に及ぼす影響

を確認するため，Scheme 1a に示した鋳型鎖 (Figure 5a) に相補的な dNTP (dATP, dGTP, 

dCTP) 存在下での反応を検討した (Figure 5b)．また鋳型鎖 T に相補的な dATP 非存在下 

(dGTP, dCTP 存在下) では，Hg
II
 の有無に関係なく，伸長反応が T の手前で停止するかに

ついても併せて確認した (Figure 5c)． 

dATP, dGTP, dCTP 存在下では，50 μM Hg
II
 存在下であっても KF の polymerase 活性は

失活することなく，伸長反応が進行し full-length product (24-mer) が生成した (Figure 5b, 

Lanes 2-8)．また，dATP 非存在下 (dGTP, dCTP 存在下) であれば，鋳型鎖 T と相補的な 

dATP が存在しないため，Hg
II
 の有無に関係なく，反応が 19-mer で停止した (Figure 5c, 

Lanes 1-8)．これらの結果より，懸念していた低濃度の DTT (8 μM) であっても，KF によ

るプライマー伸長反応は塩基選択性に問題なく進行することがわかった．さらに 50 μM 

以下の Hg
II
 であれば，KF が持つ高い複製精度を保ちつつ polymerase 活性は失活せず，

プライマー伸長反応が進行することが明らかとなった． 
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Figure 5. Effects of HgII ions on primer extention reaction. a) Sequences of the template and primer strands. 

The primer was fluorescence-labeled with 6-FAM at the 5’ end. The reactions contained b) 10 μM dATP, 

dGTP, dCTP and c) 10 μM dGTP, dCTP, 0.4 units KF, 0-50 μM Hg(ClO4)2
 and 8 μM DTT. M indicates 

markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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次に Schme 1c に示したように dATP 非存在下であっても，Hg
II
 (5-50 μM) と dTTP 存

在下であれば，鋳型鎖 T の相補位へ dNTP が取り込まれ，full-length product (24-mer) が

生成するかを確認した  (Figure 6b)．また  Hg
II
 の影響をさらに詳しく調査するため，

0.1-1000 μM の Hg
II
 存在下で同様の反応を行った (Figure 6c)． 

dGTP, dCTP, dTTP 存在下，Hg
II
 非存在下では，反応は T の手前に位置する 19-mer で

停止したが (Figure 6b, Lane 1, Figure 6c, Lane 1)，10-50 µM の Hg
II
 存在下においては，

dATP 非存在下にも関わらず，KF は鋳型鎖の T をリードスルーし，24-mer の full-length 

product (24-mer) と考えられる生成物を与えた (Figure 6b, Lanes 3-8, Figure 6c, Lanes 4, 5)．

0.1-5 μM の Hg
II
 存在下では，反応は T の手前 (19-mer) で停止したため，低濃度の Hg

II
 

存在下では，T の相補位への dNTP の取り込み反応は，起こらないことが分かった (Figure 

6b, Lane 2, Figure 6c, Lanes 2, 3)．一方，100 µM 以上の Hg
II
 存在下では，primer 鎖が分解

され，primer 鎖よりも短鎖のバンドが確認された (Figrure 6c, Lanes 6-8)．Primer 鎖の分解

の要因として，Hg
II
 により DNA polymerase の polymerase 活性が阻害され，相対的に 

3’→5’ exonuclease 活性が優位となるためと考えている．本反応の進行率を  full-length 

product (24-mer) の各バンドの蛍光強度を用いて解析した結果，15 μM の Hg
II
 存在下にお

いて，最も効率よく full-length product (24-mer) が生成することが明らかとなった． 
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Figure 6. Effects of HgII ions on primer extension reactions by KF. a) Sequences of the template and primer 

strands. The reactions contained 10 μM dNTPs, 0.4 units KF and b) 0-50 μM and c) 0-1000 μM Hg(ClO4)2. 

M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the 

experimental section. 
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次に Hg
II
 存在下で T の相補位へ取り込まれた dNTP を同定するため，様々な組み合わ

せで dNTPs を存在させ Scheme 1a-c に示した反応を行った (Figure 7)．dATP 存在下では，

Hg
II
 の有無に関わらず full-length product (24-mer) が生成した (Figure 7, Lanes 1, 2)．これ

は，T の相補位への dATP の取り込みを介した伸長反応が進行したと考えられる．dATP 非

存在下，dTTP 存在下では，Hg
II
 存在下でのみ full-length product (24-mer) が生成し，Hg

II
 非

存在下では T の手前で伸長が停止した 19-mer が主生成物であり，24-mer は生成しなか

った (Figure 7, Lanes 3, 4)．dATP, dTTP 非存在下においては (dGTP, dCTP 存在下)，Hg
II
 の

有無に関わらず，19-mer が主生成物 (Figure 7, Lanes 5, 6) であった．以上のことから，dATP 

非存在下，Hg
II
 存在下において，鋳型鎖 T の相補位へ dTTP が取り込まれ，その後のプ

ライマー伸長反応も進行し，full-length product (24-mer) が生成することが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Primer extension reactions in the presence of HgII ions by KF. The reactions contained 10 μM 

dNTPs and 0.4 units KF in the presence or absence of 15 μM Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 

19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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以上の結果より，KF は T の相補位へ Hg
II
 を介した dTTP の取り込み反応及びその後

の鎖伸長を行うことで，full-length product (24-mer) を生成することが示唆された．そこで

本反応における，反応生成物の配列を同定する目的で，MALDI-TOF MS による解析を行

った．しかし，MALDI-TOF MS の測定には，比較的多量の反応生成物が必要であり，上

述の反応スケールでは，十分量の反応生成物を得ることができないため，反応のスケール

アップを行った．反応の進行の確認は，反応溶液の一部を PAGE 解析することにより行っ

た (Figure 8b)．dATP, dGTP, dCTP 存在下では，Hg
II
 存在下であっても問題なく伸長反応が

進行し，full-length product (24-mer) の生成を確認することができた (Figure 8b, Lanes 1)．

dGTP, dCTP, dTTP 存在下では，Hg
II
 存在下においては full-length product (24-mer) の生成

を確認でき  (Figure 8b, Lane 2)，Hg
II
 非存在下においては，19-mer で反応は停止した 

(Figure 8b, Lane 3)．同様に dTTP 非存在下，dGTP, dCTP, Hg
II
 存在下では，19-mer で反応

は停止した (Figure 8b, Lane 4)．全ての条件において，Figure 7 に示した結果と同様の結果

となり，反応のスケールアップに成功した．各反応を 16 回ずつ行い，脱塩後，MALDI-TOF 

MS にて各種条件における反応生成物の解析を行った (Figure 8d-g)． 
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Figure 8. Primer extension reactions in the presence of HgII ions by KF and thier MALDI-TOF mass 

analyses. a) Sequences of the template and primer strands. b) The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 

µM primer, 420 μM dNTPs, 0.4 units KF and 50 μM Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 19-mer and 

24-mer. c) Calculated masses of oligomers. d-f) MALDI-TOF mass spectra of the reactions corresponding to 

lanes 1-4 in b), respectively. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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MALDI-TOF MS の解析結果より，dATP, dGTP, dCTP 存在下では，T の相補位へ dATP 

が取り込まれ Watson-Crick 型塩基対の A-T 塩基対の形成を介した full-length product (X 

= A, 24-mer) が生成していることを確認することができた [Figure 8d, observed mass:7937.7 

(Lane 1), calculated mass (M-H)¯: 7938.3]．一方で，dGTP, dCTP, dTTP 存在下，Hg
II
 非存在下 

(Lane 3) 並びに dGTP, dCTP, Hg
II存在下 (Lane 4) では，鋳型鎖の T の手前 (19-mer) で反

応が停止していることを確認できた [Figure 8f, observed mass: 6348.6 (Lane 3), Figure 8g, 

6348.8 (Lane 4), caclculated mass (M-H)¯: 6348.3]．さらに，dGTP, dCTP, dTTP, Hg
II
 存在下で

は，T の相補位へ dTTP が取り込まれた full-length product (X = T, 24-mer) が生成している

ことを確認できた [Figure 8e, observed mass:7930.6 (Lane 2), caclculated mass (M-H)¯: 7929.3]． 

MALDI-TOF MS の結果，Hg
II
 存在下，T の相補位へ dTTP が取り込まれ伸長反応が進

行し，full-length product (24-mer) が生成していることが明らかとなり，PAGE により得ら

れた結果と一致した．以上のことより，DNA polymerase は，Hg
II
 存在下，dATP 非存在下

では，T の相補位へ dTTP を取り込み，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を形成することが明らかと

なった． 

以上本節より，dATP 非存在下において，Hg
II
 存在下では，KF は鋳型鎖 T の相補位に 

Hg
II を介した dTTP の取り込み反応を行うことで，プライマー伸長反応を進行させること

が明らかとなった．これは T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が KF により認識・形成されること示

している． 
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第二節 DNA polymerase による水銀(II) 錯体型 T-T 塩基対形成の必須因子 

 

T-T ミスマッチ塩基対は，他の金属イオン存在下では安定化されず Hg
II
 選択的に安定化

されることが報告されている．18) そこで，種々の金属イオン存在下でのプライマー伸長反

応を行い，本反応の Hg
II
 に対する選択性を評価した． 

本反応に対する Hg
II
 以外の金属イオンの影響を確認する前に，Hg

II
 の対イオンの影響

を評価した．本反応は，過塩素酸水銀 [Hg(ClO4)2] を反応溶液中に添加することで，Hg
II
 存

在下でのプライマー伸長反応を行っている．Hg
II
 の対イオンである過塩素酸イオン 

(ClO4¯) の反応に対する影響を確認するため，反応溶液中に既に存在しているマグネシウ

ムイオン (Mg
2+

) と過塩素酸の塩である過塩素酸マグネシウム [Mg(ClO4)2] と，対イオン

が ClO4¯ とは異なる水銀塩である酢酸水銀 [Hg(OCOCH3)2] 存在下におけるプライマー

伸長反応を検討した． 

Table 1 に示した  ODNs を使用し，Scheme 1 に示した反応を行った  (Figure 9)．

Mg(ClO4)2 存在下では，反応は T の手前 (19-mer) で停止したのに対し (Figure 9, Lane 3)，

Hg(OCOCH3)2 存在下では，full-length product (24-mer) の生成を確認することができた 

(Figure 9, Lane 6)．この結果より，T の相補位への dTTP の取り込み反応は，ClO4¯ による

ものではなく，Hg
II
 イオンが必須であることが明らかとなった． 
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Figure 9. Effects of counter anion (perchloric anion) on the primer extension reaction by KF. The reactions 

contained 10 μM dNTPs, 0.4 units KF and 15μM Hg(ClO4)2, Mg(ClO4)2 or Hg(OCOCH3)2. M indicates 

markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

 

次に DNA と相互作用することが報告されている 29) 
Mn

II
, Fe

II
, Fe

III
, Co

II
, Cu

II
, Zn

II
, Pb

II
, 

Ni
II
, Au

I存在下でのプライマー伸長反応を行い，T の相補位への dTTP の取り込み反応の，

Hg
II
 に対する選択性を検討した．Table 1 に示した ODNs を用い，Scheme 1 の反応を行っ

た (Figure 10)．Hg
II存在下では，full-length product (24-mer) が生成したのに対し，Mn

II
, Fe

II
, 

Fe
III

, Co
II
, Cu

II
, Zn

II
, Pb

II
, Ni

II
, Au

I
 存在下では，いずれも T の手前 (19-mer) で反応は停止し

た (Figure 10)．この結果より，Hg
II以外の金属イオン存在下では T の相補位への dTTP を

取り込み反応は起こらず，本反応が Hg
II 選択的な反応であることが明らかとなった．この

結果は，T-T ミスマッチ塩基対が Hg
II
 にのみ安定化されることと一致した． 
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Figure 10. Effects of various metal ions on the primer extension reaction by KF. The reactions contained 10 

μM dNTPs, 0.4 units KF and 15 μM various metal ions. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. 

Other experimental details are descried in the experimental section. 
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これまで本反応の検討には，KF を用いてきたが，他の DNA polymerase でも同様に 

T-Hg
II
-T  錯体型塩基対が認識・形成されるかを検討することで，本反応における DNA 

polymerase に対する一般性を評価した．そこで polymerase chain reaction (PCR)に広く用い

られる酵素である Taq polymerase と KOD Dash polymerase を用いて，本反応を検討した．

Taq polymerase は好熱細菌 Thermusaquaticus YT-1 由来の DNA polymerase であり，family A 

(Pol I 型) に分類され，3’→5’ exonuclease 活性を持たず，5’→3’ exonuclease 活性を持つ．

一方，KOD Dash polymerase は，超好熱古細菌 Thermococcus kodakaraensis KOD1 株由来の 

DNA polymerase であり，family B (α型) に分類され，5’→3’ exonuclease 活性を持たず，3’→5’ 

exonuclease 活性を持つ KOD DNA polymerase  と，3’→5’ exonuclease 活性を欠損させた改

変型 KOD DNA polymerase の混合酵素である．これら両酵素を使用し，Table 1 に示した 

ODNs を用いて，Scheme 1 に示した反応を行った (Figure 11)． 

両酵素とも，dATP 存在下であれば，Hg
II
 の有無に関わらず full-length product (24-mer) 

を生成する (Figure 11b, c, Lanes 1, 2) が，dTTP もしくは Hg
II
 非存在下では，T の手前 

(19-mer) で反応は停止した (Figure 11b, c, Lanes 3, 5, 6)．しかしながら，dTTP と Hg
II
 が共

存在下では，full-length product (24-mer) が生成した (Figure 11b, c, Lanes 4)．これらの結果

は，KF の結果と一致した．Hg
II 存在下での T の相補位への dTTP の取り込み反応は，

KF だけではなく，他の DNA polymerase でも同様に行われることが明らかとなった． 

本節の結果より，T の相補位への dTTP の取り込み反応は，カウンターイオンである過

塩素酸イオン (ClO4¯) によるものではなく，Hg
II
 によるものであり，Hg

II
 以外の金属イオ

ンでは促進されず，Hg
II
 に高い選択性があることがわかった．また本反応は，KF 特異的

ではなく，DNA polymerase に一般的な反応であることが示唆された． 
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Figure 11. a) Sequences of the template and primer strands. b) Primer extension reactions in the presence of 

HgII ions by Taq polymerase. The reactions contained 30 μM dNTPs, 0.8 units γTaq polymerase and 50 μM 

Hg(ClO4)2. c) Primer extension reactions in the presence of HgII ions by KOD Dash polymerase. The 

reactions contained 10 μM dNTPs, 0.4 units KOD Dash polymerase and 25 μM Hg(ClO4)2. M indicates 

markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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以上，本章より DNA polymerase は Hg
II
 存在下のプライマー伸長反応において，鋳型鎖 

T の相補位へ dTTP を取り込み，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を認識・形成することが明らかと

なった．これは金属錯体型塩基対が DNA polymerase により認識・形成されることを見出

した最初の例となった． 
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第二章 DNA polymerase による銀(I) 錯体型塩基対の形成 

 

第一章において，Hg
II
 存在下，DNA polymerase が T の相補位へ dTTP を取り込みその

後の鎖伸長も行うことから，金属錯体型塩基対である  T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が  DNA 

polymerase により認識・形成されることが明らかとなった．そこで次に Ag
I
 錯体型塩基対

に注目し，その中でも C-Ag
I
-C 錯体型塩基対に焦点を当て，Ag

I
 存在下でのプライマー伸

長反応を行い，C-Ag
I
-C 錯体型塩基対も T-Hg

II
-T 錯体型塩基対と同様に DNA polymerase 

に認識・形成されるかの検討を行った． 

 

第一節 銀(I) 存在下での校正機能を持つ DNA polymerase によるプライマー

伸長反応 

 

第一項 銀(I) 存在下での Klenow fragment によるプライマー伸長反応 

 

DNA polymerase による C-Ag
I
-C 錯体型塩基対の認識・形成を検討するにあたり，Table 2 

に示したODNs を使用し，Scheme 2 に示した反応を行うこととした．使用する ODNs は，

第一章で使用した primer 鎖を使用し，Template 鎖は一本鎖領域の中央を C 残基とし，

C-Ag
I
-C 錯体型塩基対形成部位となるように設計し，プライマー伸長反応は  DNA 

polymerase として KF を使用した．第一章で使用した反応用緩衝液には，塩化物イオン 

(Cl¯) が含まれているため，本反応で使 

用する Ag
I
 と難溶性の塩化銀 (AgCl) を形成することが予想される．そこで第一章で使

用した反応用緩衝液を改良し，塩化アンモニウム (NH4Cl) を含む緩衝液に変更した．アン

モニウムイオン (NH4
+
) は Ag

I
 と可溶性の錯体 (Ag(NH3)2

+
) を形成するため，AgCl を溶



24 

 

解する目的でアンモニウムイオンを反応用緩衝液中に添加した． 

 

Table 2. Sequences of ODNs 

sequence name Sequence 

Full-length-3 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG CCA CAC ACC

3’
 

19mer-2 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG CCA C

3’
 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-2 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC GGT CCG TGG

5’
 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 2. Schematic description of insertion of dCTP into the site opposite C in the presence of AgI ions in 

the primer extension reactions. 

 

まず初めに一本鎖領域と相補的な dNTPs (dATP, dGTP, dCTP) を添加した Scheme 2a の

反応より，KF の polymerase 活性に対する Ag
I
 の影響を評価した (Figure 12b, Lanes 1, 2)．

30 μM Ag
I存在下，非存在下に関わらず，反応は進行し full-length product (24-mer) を生成

した (Figure 12b, Lanes 1, 2)．これより 30 μM の Ag
I
 は KF の polymerase 活性に大きな

影響を与えず，プライマー伸長反応は問題なく進行することが明らかとなった．Scheme 2b 

に示した Ag
I
 非存在下，dATP，dCTP 存在下では，C の手前 (19-mer) で反応は停止した 

(Figure 12b, Lane 3)．一方で AgI 存在下では，C の相補位へ dATP もしくは dCTP が取り
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込まれ，伸長反応が進行し，full-length product (24-mer) の生成が確認できた (Figure 12b, 

5-9)．Ag
I
 濃度が 5~50μM で効率よく full-length product (24-mer) の生成が確認できたこと

から，より幅広い Ag
I
 濃度 (0.1~1000μM) でのプライマー伸長反応を実施した (Figure 

12c)．その結果，Figure 12b と同様に 5 μM 以上の Ag
I
 濃度で効率よく full-length product 

(24-mer) の生成が確認できた一方で (Figure 12c, Lanes 4-6)，高濃度 (1000 μM) の Ag
I
 は，

KF の polymerase 活性を阻害し，鎖伸長されていない primer 鎖 (15-mer) のバンドが濃く

見られた (Figure 12c, Lane 8)．また 500 μM，1000 μM の Ag
I
 では，バンドが薄く見られ

た．これは Ag
I
 により ODNs が凝縮したためと考えている．以上の結果より，5~100 μM 

の Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応において，鋳型鎖 C の相補位へ dATP もしく

は dCTP が取り込まれ，プライマー伸長反応が進行することが明らかとなった． 
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Figure 12. Effects of AgI ion concentration on the primer extension reaction by KF by using the primed 

template shown in a). The reactions contained 20 μM dNTPs, 0.3 units KF and b) 0-50 and c) 0-1000 μM 

AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the 

experimental section. 
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次に，Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応において，C の相補位へ取り込まれた 

dNTP が dATP か dCTP のどちらであるかを確認するため，Scheme 3 に示した一塩基伸長

反応を実施した．一塩基伸長反応とは 1 種類の dNTP のみを反応溶液に添加し，primer 鎖

の  3’ 末端に  dNTP を  1 つ取り込ませる反応である．Table 2 に示した  19-mer-2 を 

primer 鎖とし，Ag
I
 存在下における C  の相補位への dNTP の一塩基伸長反応を実施した 

(Figure 13)． 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 3. Schematic description of single nucleotide insertion into the site opposite C in the template in the 

presence or absence of AgI ions. 

 

鋳型鎖 C と相補的な dGTP 存在下では，Ag
I
 の有無に関わらず，Watson-Crick 型塩基

対である G-C 塩基対が形成された (Figure 13, Lanes 3, 4)．一方，dTTP 存在下では，Ag
I
 の

有無に関わらず，dTTP は取り込まれず，3’→5’ exonuclease 活性による primer 鎖の分解が

見られた (Figure 13, Lanes 7, 8)．Ag
I 非存在下においては，dATP，dCTP は取り込まれず，

dTTP と同様に，primer 鎖は 3’→5’ exonuclease 活性により分解された (Figure 13, Lanes 2, 

6)．この分解は，分解によって生じる primer 鎖の 3’ 末端塩基が，添加した dNTP と同じ

塩基になるまで続き，分解物の 3’ 末端に位置する核酸塩基と添加した dNTP が同じ種類

の核酸塩基となる位置で停止し，分解物を生成すると考えられる  (n-1, n-2, n-6)．dATP, 
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dCTP の Ag
I
 存在下での C の相補位への取り込みは，予想 19)に反して dATP が取り込ま

れ，dCTP は取り込まれなかった (Figure 13, Lanes 1, 5)．一塩基伸長反応の結果より，Ag
I
 存

在下におけるプライマー伸長反応において，C の相補位へ dATP が取り込まれることが示

唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Single nucleotide insertions into the site opposite C in the template in the presence or absence of 

AgI ions by KF. The reactions contained 20 μM dNTPs, 0.3units KF and 30 μM AgNO3. M indicates markers 

for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

次に本反応における，生成物の配列を同定する目的で，第一章と同様に反応生成物の 

MALDI-TOF MS による解析を行った． 

Table 2 に示した  ODNs を使用し，Scheme 2 に示した反応を行い，反応生成物を 

MALDI-TOF MS にて解析した．第一章と同様の反応のスケールアップを行い，反応の進

行を確認した (Figure 14)．dATP, dGTP, dCTP 存在下では，Ag
I
 の有無に関わらず full-length 

product (24-mer) が生成した (Figure 14b, Lanes 1, 2)．dATP, dCTP 存在下では，AgI 非存在
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下においては，C の手前に位置する 19-mer で反応は停止し (Figure 14b, Lane 3)，Ag
I
 存在

下においては full-length product (24-mer) が生成した．(Figure 14b, Lane 4)．全ての条件にお

いて，Figure 11 に示した結果と同様の結果となった．反応のスケールアップに成功したた

め，第一章と同様の操作を行い，それぞれの反応生成物を MALDI-TOF MS にて解析した 

(Figure 14d-g)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. a) Sequences of the template and primer strands. b) Primer extension reactions in the presence or 

absence of AgI ions by KF. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 µM primer, 420 μM dNTPs, 0.8 

units KF and 50 μM AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. c) Calculated mass of each 

oligomer. d-g) MALDI-TOF mass spectra of the reactions corresponding to lanes 1-4 in b), respectively. 

Other experimental details are descried in the experimental section. 
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MALDI-TOF MS の解析結果より，Template 鎖の一本鎖領域と相補的な dNTP (dATP, 

dGTP, dCTP) 存在下では (Lanes 1, 2)，Ag
I
 の存在に関わらず dGTP が C の相補位へ取り

込まれ G-C 塩基対の形成を介した full-length product (X = G, 24-mer) の生成が確認できた 

(Figure 14d, observed mass: 7761.8 (Lane 1), Figure 14e,7761.0 (Lane 2), calculated mass (M-H)¯: 

7762.2)．また dATP, dCTP 添加時では，Ag
I
 非存在下では (Lane 3)，鋳型鎖の C の手前 

(19-mer) で反応が停止している (Figure 14f, observed mass: 6253.4, calculated mass (M-H)¯: 

6252.2) ことを，Ag
I
 存在下では (Lane 4)，C の相補位へ dATP が取り込まれた full-length 

product (X = A, 24-mer) が生成していることを確認できた (Figure 14g, observed mass: 7746.6, 

calculated mass (M-H)¯: 7746.2)．一塩基伸長反応と，MALDI-TOF MS の結果より，KF は，

Ag
I
 存在下において C の相補位へ dCTP ではなく dATP を取り込み，その後の鎖伸長を

行うことが明らかとなった．上記の結果より，DNA polymerase は，Ag
I
 存在下におけるプ

ライマー伸長反応において，既知の C-Ag
I
-C 錯体型塩基対ではなく，C-Ag

I
-A 錯体型塩基

対を形成することが明らかになった． 
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第二項 DNA polymerase による銀(I) 錯体型 C-A 塩基対形成の必須因子 

 

次に C の相補位への dATP の取り込み反応における重要因子の検討を行った．第一章第

二節と同様に、反応溶液中に添加する Ag
I のカウンターイオンの影響，Ag

I 以外の金属イ

オンがもたらす影響を評価し，さらに Klenow fragment 以外の DNA polymerase で反応を

行った． 

まず初めに，反応溶液中の Ag
I
 は，硝酸銀水溶液 (AgNO3) 由来であるため，Ag

I
 の対

イオンである硝酸イオン (NO3¯) の反応に対する影響を確認した．反応溶液中に含まれる

ナトリウム及びマグネシウムの硝酸塩 [NaNO3 および Mg(NO3)2] 存在下でのプライマー

伸長反応を検討した．Table 2 に示した ODNs を使用し，Scheme 2 に示した反応を行った． 

NaNO3 および Mg(NO3)2 存在下でのプライマー伸長反応は，C の手前 (19-mer) で停止

したのに対し，AgNO3 存在下は，full-length product (24-mer) の生成を確認することができ

た (Figure 15)．以上の結果より，C の相補位への dATP の取り込み反応に対する NO3¯ の

影響はなく，Ag
I
 が必須因子であることが明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Effects of counter anion (nitrate anion) on the primer extension reaction by KF. The reactions 

contained 20 μM dNTPs, 0.3 units KF and 30 μM NaNO3, Mg(NO3)2 and AgNO3. M indicates markers for 

primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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次に，Ag
I
 以外の金属イオンは，C の相補位への dATP の取り込みを介したプライマー

伸長反応に対して，どのような影響を及ぼすかを検討することにした．第一章より DNA 

polymerase による T の相補位への dTTP の取り込み反応は，Hg
II
 に高い選択性があり，

他の金属イオン存在下では起こらないことを明らかにした．これは T-T ミスマッチ塩基対

を含む二重鎖 DNA が Hg
II
 存在下でのみ安定化され，他の金属イオン存在下では安定化さ

れないことと一致している．そこで C の相補位への dATP の取り込み反応が，Ag
I
 に高

い選択性があるかを確認するため，DNA と相互作用することが報告されている 29) 
Mn

II，

Fe
II，Fe

III，Co
II，Ni

II，Cu
I，Cu

II，Zn
II，Cd

II，Au
I，Au

III，Hg
II，Tl

I，Pb
II
 存在下で，Table 2 

に示した ODNs を用い，Scheme 2 の反応を行った． 

各金属イオン存在下での  full-length product の生成量を，Ag
I
 存在下での  full-length 

product の生成量と比較した (Figure 16)．Full-length product の生成量は，PAGE の結果よ

り得られた full-length product のバンドの蛍光強度より算出した．その結果，full-length 

product の生成量は，Ag
I存在下で最も多く，本反応が Ag

I
 に高い選択性があることが明ら

かとなった (Figure 16)．しかし，Cu
I，Cu

II，Mn
II，Co

II 存在下におけるプライマー伸長反

応においても，わずかながら full-length product の形成が認められた．DNA polymerase は，

複製反応を行うにあたり Mg
II
 を必須因子としているが，Mn

II
 や Co

II
 は，Mg

II
 と置き換

わり，DNA polymerase の fidelity (複製精度) を低下させることが知られている．30) 本反応

においても，Mn
II
 や Co

II
 存在下では，DNA polymerase の複製精度が低下することで，C の

相補位へ金属イオンとの相互作用を有さないミスマッチ塩基対が形成され，full-length 

product が生成した可能性が考えられる．Cu
I
 および Au

I
 に関しては，非経験的分子軌道

法 (ab initio) の計算結果では，Ag
I
 と同様に C-A ミスマッチ塩基対を安定化させると報告

されているが，31)
 両金属イオンとも水に対して難溶であり，さらには溶液中で容易に酸化

され，それぞれ Cu
II
 および Au

III
 と変化するため再現性がよくなかった．以上の結果より，

C の相補位への dATP 取り込み反応は，AgI に高い選択性があるということが明らかとな
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った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Amounts of the full-length product of metal ion-mediated reactions relative to that of AgI 

ion-mediated reaction. The reactions contained 20 μM dNTPs, 0.3 units KF and 30 μM various metal ions. 

Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

第一章より，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対は，KF だけでなく，他の DNA polymerase でも同

じく認識・形成された．Ag
I
 存在下における C の相補位への dATP の取り込み反応も，

他の DNA polymerase でも同様に起こる一般性のある反応であるかを検討した．そこで第

一章と同様に Taq polymerase と KOD Dash polymerase を用いて，Table 2 に示した ODNs 

を使用し，Scheme 2 に示したプライマー伸長反応及び Scheme 3 に示した一塩基伸長反応

を行った (Figure 17, Figure 18)．Ag
I
 濃度は，前検討で両酵素それぞれの polymerase 活性

に影響を与えないことが分かった 100 μM と 25 μM をそれぞれ用いた． 

Taq polymerase による反応では，dATP, dGTP, dCTP 存在下で，C の相補位に dGTP が取

り込まれた  Watson-Crick 型塩基対  (G-C 塩基対 ) の形成を介した  full-length product 
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(24-mer) が生成した (Figure 17a, Lanes 1, 2)．dATP, dCTP 存在下においては，Ag
I
 非存在下，

C の手前 (19-mer) で反応が停止した (Figure 17a, Lane 4) のに対し，Ag
I
 存在下では 

full-length product (24-mer) の生成が確認できた (Figure 17a, Lane 3)．KF の結果と同様に，

Ag
I
 存在下であっても，Taq polymerase の polymerase 活性は失われず，dATP, dCTP 存在

下 (dGTP 非存在下) では，反応は C の手前 (19-mer) で停止するのに対し，Ag
I
 存在下

では，full-length product (24-mer) が生成した．また KOD Dash polymerase の場合も同様の

結果となった (Figure 18a)． 

次に Taq polymerase や KOD Dash polymerase において，C の相補位へ取り込まれた 

dNTP を確認するため，Ag
I
 存在下における C の相補位への一塩基伸長反応を行った 

(Figure 17b, 18b)．一塩基伸長反応の結果，両酵素とも C の相補位へ dCTP は取り込まず 

(Figure 17b, Lane 5, Figure 18b, Lane 5)，dATP を取り込むことが明らかとなった (Figure 17b, 

Lane 1, Figure 18b, Lane 1)．また，Taq polymerase においては，Ag
I
 存在下で C の相補位へ 

dTTP が取り込まれたバンドを確認することができた (Figure 17b, Lane 7)．Taq polymerase 

は，KF および KOD Dash polymerase とは異なり，3’→5’ exonuclease 活性を有していない．

3’→5’ exonuclease 活性のない Taq polymerase でのみ C の相補位への dTTP の取り込み

反応が見られたことから，生成した塩基対はミスマッチ塩基対と認識され，3’→5’ 

exonuclease 活性の基質となり，取り込み後分解されたと考えられる．そのため KF や 

KOD Dash polymerase による反応では，見かけ上 dTTP は取り込まれない結果となったと

考えられる．以上の結果より，Taq polymerase および KOD Dash polymerase は，Ag
I
 存在

下において，KF と同様に C の相補位へ dCTP ではなく dATP を取り込み，プライマー

伸長反応を進行させることが明らかとなった．よって本反応は，KF に特異的な反応では

なく，DNA polymerase に一般的な反応であることが示唆された． 
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Figure 17. a) Primer extension reactions in the presence of AgI ions by Taq polymerase. The reactions 

contained 50 μM dNTPs, 2.5 units Taq polymerase and 100 μM AgNO3. b) Single nucleotide insertions at the 

site opposite C in the template by Taq polymerase. The reactions contained 50 μM dNTPs, 2.5 units Taq 

polymerase and 100 μM AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental 

details are descried in the experimental section. 
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Figure 18. a) Primer extension reactions in the presence of AgI ions by KOD Dash polymerase. The 

reactions contained 20 μM dNTPs, 0.4 units KOD Dash polymerase and 25 μM AgNO3. b) Single nucleotide 

insertions at the site opposite C in the template by KOD Dash polymerase. The reactions contained 20 μM 

dNTPs, 0.4 units KOD Dash polymerase and 25 μM AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 

24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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第三項 銀(I) 錯体型 C- A 塩基対の Ag
I
 の配位様式の考察 

 

本節第一項の検討で，Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応において，C の相補位へ 

dATP が取り込まれることを見出した．この事象は，C-A ミスマッチ塩基対間に Ag
I
 が配

位し，C-Ag
I
-A 錯体型塩基対が形成されることに起因していると考えている．そこで次に，

C-Ag
I
-A 錯体型塩基対の構造について，分子軌道計算 32, 33) と X 線結晶構造解析 34) による

報告をもとに考察した． 

分子軌道計算の密度汎関数法 (DFT) によると，Ag
I
 は adenosine, cytidine に配位すると

き，それぞれ 7 位窒素原子 (N7) と 3 位窒素原子 (N3) に最も強く配位すると報告され

ている (Figure 19a)．32)
 計算方法の異なる非経験的分子軌道法 (ab initio) でも，adenine と 

cytosine の間に Ag
I
 が配位する際には，adenine の N7 と cytosine の N3 に Ag

I
 が配位

する様式が最安定配位構造であると報告されている (Figure19b)．33) さらには X 線結晶構

造解析において，9-methyadenine の N7 と 1-methylcyotsine の N3 の間に Ag
I
 が配位し

た構造が報告されている (Figure 19c)．34) このように，purine 環の N7 と pyrimidine 環の 

N3 に Ag
I
 が配位する様式が安定であると報告されている． 

Watoson-Crick 型塩基対では，thymine の N3 の水素と水素結合するのは，adenine の 1 

位窒素原子 (N1) であるが，Hoogsteen 型の塩基対では，adenine が Watson-Crick 型の anti 

型から syn 型に反転し，adenine の N7 が thymine の N3 の水素と水素結合する (Figure 

1a)．2) 
1-deazaadenine (1-deazaA) は，adenine の N1 が，炭素に置き換わっているため，相

補鎖の thymine と Watosn-Crick 型塩基対を形成することができない．そのため 1-deazaA 

の N7 と thymine の N3 の水素との間で水素結合を有する Hoogsteen 型の塩基対を形成

する．この塩基対間に Ag
I
 が配位することが報告されており，1-deazaA の N7 と thymine 

の N3 との間に Ag
I
 が配位することで安定な塩基対を形成する (Figure 19d)．35) これら 

Hoogsteen 型の金属錯体型塩基対は，DFT 計算も行われており，AgI は，purine 環の N7 と 
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pyrimidine 環の N3 との間に配位する様式が提唱されている．36)  

以上のように Ag
I
 は， purine 環の N7 と pyrimidine 環の N3 との間に配位する様式

が数多く報告されている一方で，purine 環が anti 型を取り、purine 環の N1 と pyrimidine 

環の N3 との間に Ag
I
 が配位する様式も報告されている．その一例として，二重鎖 DNA 

中に金属錯体型塩基対が連続で配列した銀ナノワイヤー中に  G-Ag
I
-C 錯体型塩基対が確

認されている．G-Ag
I
-C 錯体型塩基対の guanine は anti 型を取っており，Ag

I
 は，guanine 

の N1 と cytosine の N3 との間に配位している．14a)
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Coordination of AgI ion to a) nucleosides, b), c) nucleobases and d) a base pair in duplex DNA. 
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上述の報告通り，Ag
I が adenine の N7 への配位を介して C-Ag

I
-A 錯体型塩基対を形成

する場合，adenosine は，安定型配座である anti 型から準安定型配座である syn 型に反転

する必要がある(Figure 20a)．仮に anti 型の adenine の N1 と cytosine の N3 との間に，

Ag
I
 が配位した場合 (Figure 20b)，糖部アノメリック炭素間 (C’1-C’1) の距離が長くなると

予想される．そこで adenine が syn 型の C-Ag
I
-A 錯体型塩基対と anti 型の C-Ag

I
-A 錯

体 型 塩 基 対 そ れ ぞ れ の グ リ コ シ ド 窒 素 原 子 間 の 距 離 を 評 価 す る た め ，

9-methyladenine-Ag
I
-1-methylcytosine の最安定配座を，DFT にて計算した (Figure 21)．計

算を簡便にするため糖部のない 9-methyladenine と 1-methylcytosine を使用し，グリコシ

ド結合する 9-methyladenine の 9 位窒素原子と 1-methylcytosine の 1 位窒素原子の距離

を比較した．その結果，9-methlyadenine が syn 型の場合，8.52 Å に対し，anti 型の場合

は，10.4 Å となった (Figure 21b)．Watson-Crick 型塩基対である T-A 塩基対では，8.95 Å 

(Figure 21a) であり，9-methyladenine が syn 型の場合と同程度の距離であった．これらの

ことから adenosine は，C-Ag
I
-A 錯体型塩基対を形成する際に，安定型配座である anti 型

から準安定型配座である syn 型に反転することも十分に起こりうると考えられる．一方で，

先述した通り，グリコシド窒素間の距離が長くなると予想される purine 環が anti 型を取

る G-Ag
I
-C 錯体型塩基対も確認されている．14a)

 

以上より，C-Ag
I
-A 錯体型塩基対の構造は，adenine が準安定な syn 型を取り，adenine の 

N7 と cytosine の N3 との間に，Ag
I
 が配位している構造様式 (Figure 20a) と，adenine が

安定な anti 型を取り，adenine の N1 と cytosine の N3 との間に，Ag
I
 が配位している

構造様式の 2 種類が考えられる (Figure 20b)． 
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Figure 20. Possible structures of C-AgI-A base pairs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Distance of N1-N9 of a) Watson-Crick base pairs and b) 1-methylcytosine- AgI-9-methyladenine 

(syn) and 1-methylcytosine-AgI-9-methyladenine (anti) by DFT calculations. 



41 

 

第二節  銀(I) 存在下での校正機能を持たない DNA polymerase によるプラ

イマー伸長反応 

 

第一項 銀(I) 存在下での 3’→5’ exonuclease 活性欠損 Klenow fragment によるプラ

イマー伸長反応 

 

第一節の結果より，DNA polymerase は Ag
I
 存在下で C の相補位に dATP を取り込み，

C-Ag
I
-A 錯体型塩基対を形成することを明らかにしたが，第一節第二項で C-Ag

I
-T 錯体型

塩基対の形成が示唆された (Figure 17)．本節では，Ag
I
 存在下における C, T の相補位へ

の dTTP, dCTP の取り込み反応についてそれぞれ検討した． 

C の相補位への dTTP の取り込み反応及び  T の相補位への dCTP の取り込み反応を

検討するにあたり，Table 3 に示した Template-3, 4 を使用し，Scheme 4, 5 に示したプライ

マー伸長反応を検討した．第一節の KF, Taq polymerase, KOD Dash polymerase による C の

相補位への dNTP の取り込み反応の検討より，Ag
I
 存在下での C の相補位への dTTP の

取り込み反応は，3’→5’ exonuclease 活性を持たない Taq polymerase に認められたことから，

本節では同様に 3’→5’ exonuclease 活性を持たない 3’→5’ exonuclease 活性欠損 Klenow 

fragment (KF exo-) を使用した． 

 

Table3. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Full-length-4 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG CCT CTC TCC

3’
 

19mer-3 FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG CCT C

3’
 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-3 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC GGA GCG AGG

5’
 

Template-4 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC GGA GTG AGG

5’
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Scheme 4. Schematic description of primer extension reactions in the presence or absence of AgI ions 

through the incorporation dTTP into the site opposite C in the template. 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 5. Schematic description of primer extension reactions in the presence or absence of AgI ions 

through the incorporation dCTP into the site opposite T in the template. 

 

各鋳型鎖の一本鎖部分と相補的な dNTP 存在下では (dGTP, dCTP, dTTP もしくは dATP, 

dCTP, dTTP), 15 μM の Ag
I
 の有無に関係なく，プライマー伸長反応は進行し full-length 

product (24-mer) を形成した (Figure 22a, Lanes 1, 2, Figure 22b, Lanes 1, 2) ことから，15 μM

の Ag
I
 は KF  exo- の polymerase 活性を阻害せず，プライマー伸長反応は進行すること

がわかった．dCTP, dTTP 存在下，Ag
I
 非存在下では，それぞれ C もしくは T の手前 

(19-mer) で反応は停止した (Figure 22a, Lane 3, Figure 22b, Lane 3)．一方で Ag
I
 存在下では，

それぞれ伸長反応は進行し，full-length product (24-mer) が生成した (Figure 22a, Lanes 4-11, 
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Figure 22b, Lanes 4-11)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. Primer extension reaction at the various concentrations of AgI ions through the incorporation of 

dTTP or dCTP into the site opposite a) C or b) T in the template by KF exo-. The reactions contained 20 μM 

dNTPs, 0.4 units KF exo- and various concentrations of AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 

24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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次に，上記プライマー伸長反応で C, T の相補位へ取り込まれた dNTP を確認する目的

で，Table 3 に示した 19-mer-3 を使用し，Scheme 6 に示した Ag
I
 存在下における一塩基

伸長反応を実施した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 6. Schematic description of single nucleotide insertions into the site opposite a) C or b) T in the 

presence or absence of AgI ions. 

 

C 及び  T と相補的な  dGTP および  dATP 存在下では，Ag
I
 の有無に関わらず，

Watson-Crick 型塩基対により一塩基の伸長が認められた (Figure 23a, Lanes 3, 4, Figure 23b, 

Lanes 1, 2)．T の相補位への dGTP の取り込み反応は，Ag
I
 の有無に関わらず，少ないな
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がらも一塩基伸長したバンド (n+1) が確認された (Figure 23b, Lanes 3, 4)．これは，複製反

応中で比較的形成されやすいミスマッチ塩基対である T-G ミスマッチ塩基対が形成した

ためと考えられる．本節で使用している DNA polymerase は，3’→5’ exonclease 活性を持

たないため，形成された T-G ミスマッチ塩基対が校正されなかったと考えられる．C の

相補位への dATP の取り込み反応は，第一節と同様に Ag
I
 存在下でのみ起こり，C-Ag

I
-A  

錯体型塩基対が形成したと考えられる (Figure 23a, Lanes 1, 2)．次に C の相補位への dCTP, 

dTTP の取り込み反応は，Ag
I
 存在下における C の相補位への dTTP の取り込み反応以外

の条件では，一塩基伸長したバンドは確認できなかった (Figure 23a, Lanes 5-8)．第一節と

同様に，C の相補位への dCTP の取り込み反応は見られず，C-Ag
I
-C 錯体型塩基対は，

3’→5’ exonuclease 活性を持たない  KF exo- であっても形成されなかった  (Figure 23a, 

Lanes 5, 6)．また，T の相補位への dCTP の取り込み反応においては，Ag
I
 存在下におい

て，T の相補位へ dCTP が取り込まれ，その後の G の相補位へ dCTP が取り込まれたバ

ンド (n+2) が確認できたが (Figure 23b, Lanes 5, 6), dTTP の取り込み反応では一塩基伸長

したバンドは確認できなかった (Figure 23b, Lanes 7,8)．一塩基伸長反応の結果より，Ag
I
 存

在下におけるプライマー伸長反応において，C の相補位へ dTTP が，T の相補位へ dCTP 

が取り込まれ，C-Ag
I
-T および T-Ag

I
-C 錯体型塩基対が形成したと考えられる． 
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Figure 23. Single nucleotide insertions into the sites opposite a) C or b) T in the presence or absence of AgI 

ions by KF exo-. The reactions contained 10 μM dNTPs, 0.2 units KF exo- and 15 μM AgNO3. M indicates 

markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

次に第一章第一節と第二章第一節と同様に MALDI-TOF MS によりプライマー伸長反

応の反応生成物を解析した．Table 3 に示した ODNs を使用し，Scheme 4c, 5c に示した 

Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応を行った．MALDI-TOF MS の解析に必要な量の反

応生成物を得るための反応のスケールアップおよび操作は，第一章第一節及び第二章第一

節と同様に行った． 
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MALDI-TOF MS の結果，KF exo- は，Ag
I
 存在下において，C の相補位へ dTTP (Figure 

24c, observed mass: 7718.6, calculated mass (M-H)¯: 7719.2) を，T の相補位へ dCTP (Figure 

25c, observed mass: 7704.9, calculated mass (M-H)¯: 7704.1) を取り込み，プライマー伸長反応

を進行させていることが明らかとなった．以上の結果より，KF exo- は，Ag
I
 存在下にお

けるプライマー伸長反応において，C-Ag
I
-T および T-Ag

I
-C 錯体型塩基対を形成すること

が明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. a) Sequences of the template and primer strands. b) Sequences of the extension product and 

calculated mass of each oligomers. c) MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the 

incorporation of dTTP into the site opposite C in the presence of AgI ions by KF exo-. Primer extension 

reactions in the presence or absence of AgI ions by KF exo-. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 

µM primer, 420 μM dNTPs, 0.8 units KF exo- and 50 μM AgNO3. Other experimental details are descried in 

the experimental section. 
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Figure 25. a) Sequences of the template and primer strands. b) Sequences of the extension product and 

calculated mass of each oligomers. c) MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the 

incorporation of dCTP into the site opposite T in the presence of AgI ions by KF exo-. Primer extension 

reactions in the presence or absence of AgI ions by KF exo-. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 

µM primer, 420 μM dNTPs, 0.8 units KF exo- and 50 μM AgNO3. Other experimental details are descried in 

the experimental section. 
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第二項 DNA polymerase による銀(I) 錯体型 C-T 塩基対形成の必須因子 

 

次に第二章第一節第二項と同様に，Ag
I
 のカウンターイオン及び Ag

I
 以外の金属イオン

の影響を評価し，Klenow fragment 以外の DNA polymerase で反応を検討した． 

まず，Ag
I
 存在下における C および T の相補位への dTTP および dCTP の取り込み

反応の必須因子を評価するため，Ag
I
 のカウンターイオンである硝酸イオン (NO3¯) の影

響を評価した．第一節と同様に，反応溶液中に含まれている Na
+
 イオンおよび Mg

2+
 イオ

ンと硝酸イオンの塩である NaNO3 および Mg(NO3)2 存在下，Table 3 に示した ODNs を

使用し，Scheme 4, 5 に示したプライマー伸長反応を行った (Figure 26)． 

AgNO3 存在下では，前節同様に full-length product (24-mer) の生成が確認できたが，Ag
I 

イオン非存在下，NaNO3 および Mg(NO3)2 存在下では，反応はそれぞれ C および T の

手前 (19-mer) で停止した (Figure 26a, 26b)．この結果より，DNA polymerase による C お

よび T の相補位への dTTP および dCTP の取り込み反応に NO3¯ の影響はなく，Ag
I
 が

重要な因子であることが明らかとなった． 
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Figure 26. Effects of counter anion (nitrate anion) on primer extension reaction through the incorporation of 

dTTP or dCTP into the site opposite a) C or b) T in the template by KF exo-, respectively. The reactions 

contained 20 μM dNTPs, 0.4 units KF exo- and 15 μM nitrate salt. M indicates markers for primer, 19-mer 

and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

次に第一章第二節，第二章第一節と同様に様々な金属イオン存在下でのプライマー伸長

反応を行った．Table 3 に示した ODNs を使用し，Scheme 4, 5 に示した反応を Ag
I
 に代

え，DNA と相互作用することが知られている 29)
 Mn

II，Fe
II，Fe

III，Co
II，Ni

II，Cu
II，Zn

II，

Cd
II，Au

III，Hg
II，Tl

I，Pb
II存在下で行った (Figure 27)． 

Ag
I
 存在下では，それぞれの反応で full-length product (24-mer) が生成した (Figure 27a, 

27b)．T の相補位への dCTP, dTTP の取り込みを介したプライマー伸長反においては，Hg
II
 

存在下で full-length product (24-mer) が生成した (Figure 27b)．これは，第一章と同様に T の
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相補位へ Hg
IIを介した dTTP の取り込み反応が起こり，T-Hg

II
-T 錯体型塩基対形成を介し

た full-length product (24-mer) の生成であると考えられる．そこで Scheme 6b の Ag
I
 を 

Hg
II
 に変更した一塩基伸長反応を実施した結果 (Figure 28)，T の相補位へ取り込まれてい

るのは推測通り，dCTP ではなく dTTP であることが分かった (Figure 28)．その他の金属

イオン存在下では，反応は 19-mer で停止したため (Figure 27)，DNA polymerase による C 

の相補位への dTTP の取り込み反応および T の相補位への dCTP の取り込み反応は，Ag
I
 

に高い選択性があることがわかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure27. Primer extension reactions in the presence of various metal ions, in which dTTP or dCTP is 

incorporated into the site opposite a) C or b) T in the template by KF exo-. The reactions contained 20 μM 

dNTPs, 0.4 units KF exo- and 5 μM various metal ions. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. 

Other experimental details are descried in the experimental section. 
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Figure 28. Single nucleotide insertions into the site opposite T in the presence or absence of HgII ions. The 

reactions contained 10 μM dNTPs, 0.2 units KF exo- and 5 μM Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 

19-mer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 

 

次に  KF exo- 以外の  DNA polymerase でのプライマー伸長反応を試みた．DNA 

polymerase として，KF exo- と同様に 3’→5’ exonuclease 活性を持たない Taq polymerase 

を使用した (Figure 29)． 

伸長部分と相補的な dNTP (dGTP, dCTP, dTTP または dATP, dCTP, dTTP) 存在下では，

Ag
I
 の有無に関係なく full-length product (24-mer) を生成し (Figure 29a, b, Lanes 1, 2)，dCTP, 

dTTP 存在下では，Ag
I
 存在下でのみ full-length product (24-mer) が生成し (Figure 29 a, b, 

Lanes 3)，Ag
I
 非存在下では，19-mer で反応は停止した (Figure 29 a, b, Lanes 4)．これらの

結果は，KF exo- の結果と同様であり，Ag
I
 存在下における C もしくは T の相補位への 

dCTP または dTTP の取り込み反応は，KF exo- 非特異的であり，DNA polymerase に一般

的な反応であることが示唆された． 
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Figure 29. Primer extension reactions, in which dTTP or dCTP is incorporated into the site opposite a) C or 

b) T in the template by Taq polymerase. The reactions contained 80 μM dNTPs, 3.0 units Taq polymerase 

and 30 μM AgNO3. M indicates markers for primer, 19-mer and 24-mer. Other experimental details are 

descried in the experimental section. 
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第三章 銀(I) 錯体型塩基対の特性の比較 

 

第一章で，DNA polymerase による T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成を見出すことができた．

これに続き，第二章第一節，第二節でそれぞれ C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T 錯体型塩基対が DNA 

polymerase による認識・形成されることが明らかとなった．しかし C-A, C-T ミスマッチ

塩基対を含む二重鎖 DNA の構造やその安定性に対する Ag
I
 の影響は未だ詳細に知られ

ていない．そこで本章では，C-A, C-T ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA に対する Ag
I
 

の影響を詳細に評価し，C-C ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA に対する Ag
I
 の影響

と比較評価した．さらに DNA polymerase による銀(I) 錯体型塩基対の形成を比較するため，

鋳型鎖 C の相補位への dATP, dCTP, dTTP の取り込み反応について詳細に比較検討した．

これらの検討から DNA polymerase により認識・形成される金属錯体型塩基対の条件につ

いて考察した． 

 

第一節 銀(I) イオンが C-A, C-T ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の

熱安定性に及ぼす影響 

 

C-A, C-T ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安定性に及ぼす Ag
I
 の影響を C-C 

ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA と比較するため，Table 4 に示した 15-mer の ODNs 

を設計した．中央部分にそれぞれ，C-A (A-C), C-T (T-C), C-C ミスマッチを含む二重鎖 

ODNs の構造及び安定性に及ぼす Ag
I
 の影響を，二重鎖の融解温度 (Tm値) と円二色性ス

ペクトルを用いて比較した．ミスマッチ塩基対の対照として，T-A (A-T), C-G (G-C) のフル

マッチ塩基対の ODNs を用いた．なお Tm 値は，温度変化測定により得られた ODN の 

270 nm における吸光度の融解曲線から一次微分法で算出した．  
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Table 4. Sequences of ODNs. 

duplex name sequence  duplex name sequence 

C-A 

5’
CAT TGG ACT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TAA CTG CGA

5’
 

 T-A 

5’
CAT TGG ATT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TAA CTG CGA

5’
 

A-C 

5’
CAT TGG AAT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TCA CTG CGA

5’
 

 A-T 

5’
CAT TGG AAT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TTA CTG CGA

5’
 

C-T 

5’
CAT TGG ACT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TTA CTG CGA

5’
 

 C-G 

5’
CAT TGG ACT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TGA CTG CGA

5’
 

T-C 

5’
CAT TGG ATT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TCA CTG CGA

5’
 

 G-C 

5’
CAT TGG AGT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TCA CTG CGA

5’
 

C-C 

5’
CAT TGG ACT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TCA CTG CGA

5’
 

  
 

 

まず初めに各 duplex の Tm 値を，二重鎖 DNA に対して 1 当量 (1 eq.) の Ag
I
 存在下，

非存在下で測定し，ミスマッチ塩基対を含む duplex に対する Ag
I
 の影響を評価した．な

お各 duplex に対して 1 eq. の Ag
I
 を用いた理由としては，C-C ミスマッチ塩基対と Ag

I
 

は 1:1 の割合で配位すること 19) が知られているためである (Table 5, Figure 30)． 

C-A (A-C) ミスマッチ塩基対を含む duplex は，1 eq. の Ag
I
 存在下で，Tm 値が顕著に

上昇した (Table 5, C-A: ΔTm = +6.0 ºC, A-C: ΔTm = +5.4 ºC)．また同じく C-T (T-C) ミスマッ

チ塩基対に関しても，1 eq. の Ag
I
 存在下で，Tm 値が顕著に上昇した (Table 5, C-T: ΔTm = 

+6.2 ºC, T-C: ΔTm = +5.3 ºC)．C-A (A-C), C-T (T-C) ミスマッチ塩基対に対する Ag 
I
 の安定

化効果は ΔTm 値より，同程度であることが分かった．一方で，C-C ミスマッチ塩基対に

対する Ag
I
 の安定化効果は大きく，C-A, C-T よりも Tm 値は上昇した (Table 5, C-C: ΔTm 

= +9.9 ºC)．フルマッチ塩基対の duplex である T-A (A-T), C-G (G-C) の Tm 値は，1 eq. の 

Ag
I
 を添加することで，Ag

I
 と ODN の間に起こる非特異的相互作用により，37)

 わずかに

上昇する程度であった (ΔTm ≈ +1.0 ºC)．以上のことから，C-A, C-T ミスマッチ塩基対に Ag
I
 

が特異的に配位し，C-C ミスマッチ塩基対と同様に，安定な C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T 錯体型塩基
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対が形成されると考えられる． 

Ag
I
 非存在下での Tm 値を比較すると C-A ≈ C-T > C-C (Table 5, C-A: 45.3 ºC, C-T: 45.5 

ºC, C-C: 42.5 ºC) であった．C-C ミスマッチ塩基対は，塩基対間の水素結合が 1 本しか形

成されず，また pyrimidine 塩基は隣接塩基との π-π スタッキング相互作用が弱いため，

ミスマッチ塩基対の中でも不安定な塩基対である．38)
 実際に隣接塩基の影響を加味して計

算する nearest-neighbor model で算出されたミスマッチ塩基対の安定性は C-A ≥ C-T ≥ C-C 

であると報告されている．38) 一方で，Ag
I存在下での Tm 値は，C-A (A-C), C-T (T-C), C-C 

の全ての duplex で同程度であった (Table 5, C-A: 51.3 ºC, A-C: 50.3 ºC, C-T: 51.7 ºC, T-C: 

51.1 ºC, C-C: 52.4 ºC)．つまり C-C ミスマッチ塩基対の Ag
I 添加後の大きな Tm 値の上昇

は，Ag
I
 非存在下における C-C ミスマッチ塩基対の低い熱安定性が一因と考えられる． 

DNA polymerase により形成される塩基対は，C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T 錯体型塩基対であるのに

対し，Ag
I
 で最も安定化されたのは，C-C ミスマッチ塩基対 (ΔTm: C-C > C-A ≈ C-T) であ

った．以上の結果より，DNA polymerase による金属錯体型塩基対の形成は，必ずしも金属

イオンによる高い安定化効果が要因ではないことが示唆された． 
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Table 5. Tm values of mismatch-containing duplexes and full-match duplexes in the presence and absence of 

AgI ions.a
 

Duplex 
Tm (ºC) 

ΔTm (ºC) 
–AgI + AgI 

C-A 45.3 ± 0.31 51.3 ± 0.64 + 6.0 

A-C 44.9 ± 0.50 50.3 ± 0.61 + 5.4 

C-T 45.5 ± 0.31 51.7 ± 0.90 + 6.2 

T-C 45.8 ± 0.35 51.1 ± 0.12 + 5.3 

C-C 42.5 ± 0.42 52.4 ± 0.00 + 9.9 

T-A 56.1 ± 0.12 57.3 ± 0.58 + 1.2 

A-T 56.0 ± 0.00 57.0 ± 0.53 + 1.0 

C-G 58.7 ± 0.50 59.8 ± 0.40 +1.1 

G-C 58.8 ± 0.00 59.7 ± 0.12 + 0.9 

aSamples contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4 and 10 mM MOPS (pH 7.1) in the presence or absence 

of 2 µM AgNO3. Tm values are averages ± SD of at least two experiments by first derivative plots. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Melting profiles of a) C-A, b) C-T, and c) C-C mismatch-containing duplexes and d) T-A and e) 

C-G full-match duplexes in the presence and absence of 1 equivalent of AgI ions at 270 nm. Samples 

contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4 and 10 mM MOPS (pH 7.1). 
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次に，C-A (A-C), C-T (T-C) ミスマッチ塩基対と Ag
I
 の結合比を評価した．各 duplex に

対して，0 ~ 3 eq. の Ag
I
 を添加し，Tm 値を測定した (Table 6, Figure 31)．その結果，C-A 

(A-C), C-T (T-C) ミスマッチ塩基対を含む duplex の Tm 値は，1eq. の Ag
I
 まで顕著に上

昇した (Table 6, Figure 31a, 31b)．C-C ミスマッチ塩基対は，0.25 eq. と 0.5 eq. では，融解

曲線から 2 つの微分極大が得られたため (Figure 32c)，両当量での正確な Tm 値は算出す

ることができなかったが，0.75 eq. 以上の Ag
I
 添加時の Tm 値は算出することができ，Tm 

値は 1 eq. の Ag
I
 まで顕著に上昇した (Table 6, Figure 31c)．C-A (A-C), C-T (T-C) ミスマッ

チの 1 eq. 以上の当量での Tm 値の上昇は，フルマッチ塩基対である T-A (A-T), C-G (G-C) 

塩基対のわずかな Tm 値上昇と類似しているため，1 eq. 以上の Ag
I
 は，ミスマッチ塩基

対に特異的に作用しているのではなく，ODNs に対して非特異的な相互作用をしていると

考えられる．Ag
I
 は，DNA のリン酸基への静電的相互作用に加え，T-A, C-G 塩基対に対

して非特異的な相互作用をし，37) わずかながら Tm 値を上昇させたと考えられる． 

次に，Ag
I
 がミスマッチ塩基対間に配位することによる高次構造変化を評価するため，

円二色性スペクトル (CD スペクトル) を測定した (Figure 33)．C-A (A-C), C-T (T-C), C-C 

の duplex では，1 eq. の Ag
I
 添加時においても，Ag

I
 非存在下時と同様に，DNA の B 型

二重らせん特有の 280 nm 付近の正のコットン効果および 260 nm 付近の負のコットン効

果を確認することができた (Figure 32a-c) ことから，1 eq. までの Ag
I
 による顕著な Tm 

値の上昇は，高次構造に変化をもたらさないことが明らかとなった．しかし 2 eq. の Ag
I
 

添加時では，280 nm 付近の正のコットン効果は小さくなった．この現象は，T-A (A-T), C-G 

(G-C) のフルマッチ塩基対の duplex では，1 eq. の Ag
I
 で確認できたことから，二重鎖 

DNA に非特異的な相互作用をする Ag
I
 は，二重鎖 DNA に対して何らかの高次構造変化

をもたらしていると考えられる．この高次構造の変化に伴い，わずかな Tm 値の上昇が見

られたと考えられる． 

C-A, C-T ミスマッチの AgI イオン当量に対する Tm 値の上昇の傾向は，1 原子の AgI 
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が配位すると報告されている C-C ミスマッチ 19b,c)
 と同様であったため (Table 6, Figure 

31a-c)，C-A, C-T ミスマッチ塩基対も C-C ミスマッチ塩基対と同様に，1 原子の Ag
I
 が

配位し，安定な C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T 錯体型塩基対を形成していると考えられる． 

 

Table 6. Melting temperatures (Tm) of fully matched and mismatch-containing duplexes in the presence of 

various amounts of AgI ion.a
 

 Tm (ºC) 

 +Ag
I
 

duplex 0 eq. 0.25 eq. 0.5 eq. 0.75 eq. 1 eq. 1.5 eq. 2 eq. 

C-A 45.3 45.5 45.7 50.3 51.3 51.5 52.4 

A-C 44.9 44.9 48.0 50.0 50.3 51.5 51.6 

C-T 45.5 45.7 47.3 51.7 51.7 52.6 53.0 

T-C 45.8 45.9 47.5 50.1 51.1 51.5 52.5 

C-C 42.5 41.1(52.3)
b
 (40.1)51.5

b
 51.3 52.4 51.9 52.4 

T-A 58.7 - - - 59.8 - 60.2 

A-T 58.8 - - - 57.3 - 57.7 

a Samples contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1), and various amounts of AgI 

ions. Tm values were obtained from the first-derivative plots of melting curves, and values are averages of at 

least two measurements.b Two maxima were observed in the first-derivative plots. The lower maximum is 

shown in parentheses. 
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Figure 31. Melting profiles of a) C-A, b) C-T, and c) C-C mismatch-containing duplexes and d) T-A and e) 

C-G full-match duplexes in the presence of various equivalents of AgI ions at 270 nm. Samples contained 2 

μM duplex, 100 mM NaClO4 and 10 mM MOPS (pH 7.1). 
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Figure 32. The first-derivative plots of the melting curves of duplex a) C-A, b) C-T and c) C-C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. CD spectra of a) C-A, b) C-T, and c) C-C mismatch-containing duplexes and d) T-A and e) C-G 

full-match duplexes in the presence of 0, 1 or 2 equivalents of AgI ions. Samples contained 2 μM duplex, 100 

mM NaClO4 and 10 mM MOPS (pH 7.1). 
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次に Ag
I
 により認められた C-A, C-T ミスマッチ塩基対の安定化効果が，他の金属イオ

ンで見られるかを検討した (Table 7)．第二章第一節，第二節で，DNA polymerase による C 

の相補位への dATP, dTTP の取り込み反応は，Ag
I
 に高い選択性があることを明らかにした

が，C-T ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA は，Hg
II
 や Cu

II
 により安定化されること

が報告されている．20a)
 そこで Mn

II
, Fe

II
, Fe

III
, Co

II
, Ni

II
, Cu

II
, Zn

II
, Cd

II
, Au

III
, Hg

II
, Tl

I
, Pb

II
 が，

C-A (A-C), C-T (T-C) ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安定性に及ぼす影響を Tm 

値を測定することにより評価した (Table 7)．なお金属イオンは，duplex に対して 1 eq. 添

加した． 

C-A (A-C) ミスマッチ塩基対を含む duplex は，Ag
I
 添加時でのみ顕著な Tm 値の上昇が

認められたが (Table 7, C-A: Ag
I
 ΔTm = +6.0 ºC, A-C: Ag

I
 ΔTm = +5.4 ºC)，C-T (T-C) ミスマッ

チ塩基対を含む duplex は，Ag
I
 と Hg

II
 添加時に顕著な Tm 値の上昇が認められた (Table 

7, C-T: Ag
I
 ΔTm = +6.2 ºC, Hg

II
 ΔTm = +2.4 ºC, T-C: Ag

I
 ΔTm = +5.3 ºC, Hg

II
 ΔTm = +1.5 ºC)．Hg

II
 

の方が Ag
I
 よりも安定化させる例も報告されているが，20a)

 ミスマッチ塩基対の隣接塩基

が，金属イオンによる Tm 値上昇に影響することも併せて報告されている．20a)
 Cu

II
 が C-T 

ミスマッチ塩基対をわずかに安定化することも同じく報告もされているが，20a)
 隣接塩基

が異なるため今回の測定では Tm 値の上昇は見られなかったと考えられる．C-T ミスマッ

チ塩基対間に Hg
II
 が配位した，C-Hg

II
-T 錯体型塩基対は報告されており，23)

 Hg
II
 による

安定化効果は，C-Hg
II
-T 錯体型塩基対形成に起因したものであると考えられる．しかし第

一章，第二章第二節の結果，Hg
II
 存在下では，DNA polymerase による C の相補位への 

dTTP の，T の相補位への dCTP の取り込みは見られず，Tm 値上昇の結果と異なる結果

であった． 
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Table 7. Effects of metal ions on melting temperature (Tm) of duplexes C-A, A-C, C-T and T-C.a 

duplex 
metal 

ion 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

 
duplex 

metal 

ion 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

C-A 

- 45.3 ± 0.3 -  

C-T 

- 45.5 ± 0.3 - 

Ag
I
 51.3 ± 0.6 +6.0  Ag

I
 51.7 ± 0.9 +6.2 

Mn
II
 45.1 ± 0.1 -0.2  Mn

II
 45.8 ± 0.0 +0.3 

Fe
II
 45.3 ± 0.7 ±0.0  Fe

II
 45.5 ± 0.2 ±0.0 

Fe
III

 45.3 ± 0.3 ±0.0  Fe
III

 45.7 ± 0.1 +0.2 

Co
II
 45.1 ± 0.4 -0.2  Co

II
 45.7 ± 0.1 +0.2 

Ni
II
 45.0 ± 0.8 -0.3  Ni

II
 45.7 ± 0.1 +0.2 

Cu
II
 44.9 ± 0.2 -0.4  Cu

II
 45.7 ± 0.3 +0.2 

Zn
II
 45.3 ± 0.1 ±0.0  Zn

II
 45.7 ± 0.1 +0.2 

Cd
II
 45.5 ± 0.6 +0.2  Cd

II
 46.0 ± 0.4 +0.5 

Au
III

 45.1 ± 0.1 -0.2  Au
III

 45.6 ± 0.0 +0.1 

Hg
II
 44.3 ± 0.3 -1.0  Hg

II
 47.9 ± 0.4 +2.4 

Tl
I
 45.6 ± 0.5 +0.3  Tl

I
 45.6 ± 0.8 +0.1 

Pb
II
 45.4 ± 0.2 +0.1  Pb

II
 45.3 ± 0.2 -0.2 

A-C 

- 44.9 ± 0.5 -  

T-C 

- 45.8 ± 0.4 - 

Ag
I
 50.3 ± 0.6 +5.4  Ag

I
 51.1 ± 0.1 +5.3 

Mn
II
 44.9 ± 0.2 ±0.0  Mn

II
 46.0 ± 0.5 +0.2 

Fe
II
 44.8 ± 0.4 -0.1  Fe

II
 45.9 ± 0.4 +0.1 

Fe
III

 45.3 ± 0.5 +0.4  Fe
III

 45.9 ± 0.4 +0.1 

Co
II
 45.3 ± 0.1 +0.4  Co

II
 45.6 ± 0.2 -0.2 

Ni
II
 45.4 ± 0.2 +0.5  Ni

II
 46.1 ± 0.2 +0.3 

Cu
II
 45.0 ± 0.4 +0.1  Cu

II
 46.1 ± 0.3 +0.3 

Zn
II
 45.6 ± 0.4 +0.7  Zn

II
 46.1 ± 0.5 +0.3 

Cd
II
 45.1 ± 0.1 +0.2  Cd

II
 45.7 ± 0.1 -0.1 

Au
III

 45.3 ± 0.3 +0.4  Au
III

 45.9 ± 0.3 +0.1 

Hg
II
 45.0 ± 0.4 +0.1  Hg

II
 47.3 ± 0.2 +1.5 

Tl
I
 44.9 ± 0.2 ±0.0  Tl

I
 46.3 ± 0.3 +0.5 

Pb
II
 45.3 ± 0.2 +0.4  Pb

II
 46.2 ± 0.4 +0.4 

a Samples contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1) in the presence or absence of 1 

equivalent of AgI ions (2 μM). Tm values were obtained from the first-derivative plots of melting curves and 

values are averages ± SD of at least two measurements. 
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第二節 二重鎖 DNA の末端に位置するミスマッチ塩基対に対する金属イオンの

影響 

 

前節で C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対に対する Ag
I
 の影響を比較評価した．その結果，

金属イオンによるミスマッチ塩基対の安定化と DNA polymerase による認識・形成の間に

は相関性はないことがわかった．しかし，前節の実験で使用した二重鎖 DNA のミスマッ

チ塩基対の位置は，中央部分であった．DNA polymerase による塩基対形成部位は，プライ

マー鎖の 3’ 末端であるため，DNA polymerase による金属錯体型塩基対の形成を正しく評

価したとは言い難い．しかし二重鎖 DNA の末端に位置する金属錯体型塩基対を報告した

例は少なく，39)
 T-Hg

II
-T, C-Ag

I
-C 錯体型塩基対が二重鎖 DNA の末端に位置する場合の報

告はこれまでない．そこで，本節では二重鎖 DNA の末端に位置するミスマッチ塩基対に

対する金属イオンの影響を評価した．Table 8 に示した末端にミスマッチ塩基対を含む二重

鎖 ODNs と対照として内部にミスマッチ塩基対を含む二重鎖 ODNs を使用し，C-A, C-T, 

C-C ミスマッチ塩基対に対する Ag
I
 の影響及び T-T ミスマッチ塩基対に対する Hg

II
 の

影響を評価した (Table 9, 10)． 

 

Table 8. Sequences of ODNs. 

duplex name sequence  duplex name sequence 

Terminal T-X 

5’
TAA TCT GCG

3’ 

3’
XTT AGA CGC

5’
 

 Internal T-X 

5’
AAA TCT GCG

3’ 

3’
TTT XGA CGC

5’
 

Terminal C-X 

5’
CAA TCT GCG

3’ 

3’
XTT AGA CGC

5’
 

 Internal C-X 

5’
AAA TCT GCG

3’ 

3’
TTT AXA CGC

5’
 

X = A, G, C, T 

 

 

内部に T-T, T-C ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安定性は，Hg
II
 により大き
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く向上した (Table 9)．また内部に C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の

熱安定性も同様に Ag
I
 により安定化された (Table 9)．これらの結果は，それぞれのミスマ

ッチ塩基対に Hg
II
 もしくは Ag

I
 が配位することにより，安定な T-Hg

II
-T,

18)
 C-Hg

II
-T,

23)
 

C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T,

21)
 C-Ag

I
-C

19)
 錯体型塩基対が形成されたことに起因しており，それぞれ既

に報告されている結果及び第三章第一節の結果の再現性が得られた (Table 9)． 

二重鎖 DNA の内部に位置するミスマッチと比較して，末端に位置する塩基対は，強固

な塩基対は形成せず，“Fraying” と呼ばれる柔軟な構造を取っている．40)
 そのため，末端

のミスマッチ塩基対は，内部に位置するミスマッチ塩基対と比べ二重鎖 DNA の不安定化

は極めて小さいことを浦田らは報告しており，同時に末端に位置する塩基も相補鎖の塩基

を識別していることを見出している．41)
 末端にミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA の熱

安定性は，金属イオン非存在下では，対応するフルマッチ塩基対の Tm 値とほとんど差が

なく，浦田らの報告の再現性を確認することができた (Table 10)．末端に T-T ミスマッチ

塩基対を含む二重鎖 DNA に 1 eq. の Hg
II
 を添加することで，Tm 値の上昇が認められた

だけでなく，驚くべきことにフルマッチ塩基対 (T-A) の Tm 値を大きく上回った (Table 10, 

T-A Hg
II
 (+): Tm = 37.5 ºC, T-T Hg

II
 (+): Tm = 44.3 ºC)．これは末端の柔軟な “Fraying” 構造が，

Hg
II
 により固定され強固な T-Hg

II
-T 錯体型塩基対を形成したためと考えられる．実際に，

末端に金属錯体型塩基対を配置することで，二重鎖 DNA に大きな安定性を付与させる例

が報告されている．39)
 しかし，末端に C-X ミスマッチ塩基対 (C-A, C-C, C-T) を含む二

重鎖 DNA は，Ag
I
 を添加しても安定化されず Ag

I
 非存在下の Tm 値とほとんど変わらな

かった (Table 10, C-A: ΔTm = +0.8 ºC, C-C: ΔTm = -1.1 ºC, C-T: ΔTm = -0.2 ºC)．つまり末端に位

置する C-X ミスマッチ塩基対 (C-A, C-C, C-T) は，Ag
I
 を強く補足することができず，安

定な Ag
I
 錯体型塩基対を形成しにくいのではないかと考えられる．しかし，3’ 末端に配

置した C-C ミスマッチ塩基対を含む二重鎖 DNA は，Ag
I
 添加時にのみ DNA ligase の基

質となり，酵素反応が開始されることが報告 11) されている．これらの報告を加味すると，
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末端の C-C ミスマッチ塩基対は，Ag
I
 が配位するが，Tm 値の上昇に寄与するほど，Ag

I
 と

強固に結合していないことが示唆される．T-Hg
II
-T, C-Ag

I
-A, C-Ag

I
-T 錯体型塩基対は，プ

ライマー伸長反応において，DNA polymerase により形成・認識される金属錯体型塩基対で

あることを前章までに見出してきたが，末端に位置する C-A, C-T ミスマッチ塩基対は，

Ag
I
 により安定化されなかた．前節と同様に，DNA polymerase による金属錯体型塩基対の

形成と，金属イオンによる熱安定化効果に相関性はないことが示唆された． 

Table 9. Tm values of duplexes containing a mismatched base pair at the internal site in the presence and 

absence of one equivalent metal ions. 

sequences T-X 
HgII 

(1 eq.) 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

5’
AAA TCT GCG3’ 

3’
TTT XGA CGC5’ 

T-A 
(–) 37.2 ± 0.28 ― 

(+) 37.9 ± 0.71 +0.7  

T-G 
(–) 25.3 ± 0.61 ― 

(+) 33.9 ± 0.90 +8.6  

T-C 
(–) 15.7 ± 0.23 ― 

(+) 34.1 ± 0.76 +18.3  

T-T 
(–) 19.1 ± 0.42 ― 

(+) 46.2 ± 0.40 +27.1 

sequences C-X 
AgI 

(1 eq.) 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

5’
AAA TCT GCG3’ 

3’
TTT AXA CGC5’ 

C-A 
(–) 8.0 ± 0.00 ― 

(+) 13.5 ± 0.42 +5.5 

C-G 
(–) 37.2 ± 0.28 ― 

(+) 37.7 ± 1.03 +0.5 

C-C 
(–) 7.3 ± 0.12 ― 

(+) 18.4 ± 0.40 +11.1 

C-T 
(–) 14.5 ± 0.14 ― 

(+) 22.0 ± 0.85 +7.5 

Samples contained 5 μM duplex, 1 M NaClO4, 10 mM MOPS (pH7.1) and one equivalent metal ions. Tm 

values are averages ± SD of at least two experiments from the first-derivative plots.  
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Table 10. Tm values of duplexes containing a mismatched base pair at the terminal site in the presence and 

absence of one equivalent metal ions. 

sequences T-X 
Hg

II 

(1 eq.) 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

5’TAA TCT GCG3’ 

3’XTT AGA CGC5’ 

T-A 
(–) 37.3 ± 0.42 ― 

(+) 37.5 ± 0.42 +0.2  

T-G 
(–) 36.7 ± 0.42 ― 

(+) 36.8 ± 0.57 +0.1  

T-C 
(–) 35.4 ± 0.28 ― 

(+) 36.2 ± 0.35 +0.8  

T-T 
(–) 37.2 ± 0.28 ― 

(+) 44.3 ± 0.71 +7.1 

sequences C-X 
Ag

I 

(1 eq.) 
Tm (ºC) ΔTm (ºC) 

5’CAA TCT GCG3’ 

3’XTT AGA CGC5’ 

C-A 
(–) 34.7 ± 0.14 ― 

(+) 35.5 ± 0.12 +0.8 

C-G 
(–) 35.1 ± 0.23 ― 

(+) 35.3 ± 0.57 +0.2 

C-C 
(–) 35.9 ± 0.50 ― 

(+) 34.8 ± 0.53 -1.1 

C-T 
(–) 35.7 ± 0.23 ― 

(+) 35.5 ± 0.12 -0.2 

Samples contained 5 μM duplex, 1 M NaClO4, 10 mM MOPS (pH7.1), and one equivalent metal ions. Tm 

values are averages ± SD of at least two experiments from the first-derivative plots. 
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第三節 DNA polymerase による C の相補位への dNTP の取り込み反応 

 

第二章より DNA polymerase は，Ag
I
 存在下，C の相補位へ dATP 及び dTTP を取り込

むことが明らかとなったが，他の template-primer においても同様の傾向が認められるか，

特に dCTP が取り込まれにくい点に関しては，検討していなかった．本節では，Ag
I
 存在

下における C の相補位への dNTP の取り込み反応について，塩基配列の異なる幾つかの 

template-primer を用いて dATP, dTTP 及び dCTP の取り込まれ易さの一般性を検証した．

また，第三章第一節，第二節で得られた結果と合わせ，DNA polymerase による金属錯体型

塩基対の形成要因を考察した． 

DNA polymerase は，取り込み位置である primer 鎖の 3’ 末端から上流数塩基に対して，

相互作用をし，dNTP の取り込み反応を行っていることが知られているため，42)
 取り込み

部位である C の上流  4 塩基を様々な配列へと変更した ODNs を使用し  (Table 11)，

Scheme 7 に示した C の相補位への dNTP の一塩基伸長反応を行った (Figure 34)．取り込

み部位の下流の影響を統一するため，全ての配列の下流は G で統一し，3’→5’ exonuculease 

活性による primer 鎖および伸長産物の分解を防ぐため，KF exo- を使用した．反応条件は，

第二章を参考にし，10 μM dNTP, 0.2 Units KF exo-, 10 μM AgNO3 で行った (Figure 34b)．ま

た C の相補位への dCTP の取り込みを詳細に検討する目的で，より強い反応条件での一

塩基伸長反応も併せて行った (Figure 34c, 30 μM dNTP, 0.6 Units KFexo-, 10 μM AgNO3)．前

者の活性を低活性条件とし，後者の活性を高活性条件として，両活性条件における dNTP 

の取り込みを比較した． 
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Table 11. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Duplex-1 
FAM-

5’
TAC GAC TCA CTA TAG ATA G

3’ 

FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC TAT CCG GGG

5’
 

Duplex-2 
FAM-

5’
TAC GAC TCA CTA TAG TTT T

3’ 

FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC AAA ACG GGG

5’
 

Duplex-3 
FAM-

5’
TAC GAC TCA CTA TAG AAT A

3’ 

FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC TTA TCG GGG

5’
 

Duplex-4 
FAM-

5’
TAC GAC TCA CTA TAG GCT A

3’ 

FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CGA TCG GGG

5’
 

 

 

 

 

 

Scheme 7. Schematic description of single nucleotide insertions into the site opposite C. 

 

まず，低活性条件 (10 μM dNTP, 0.2 Units KF exo-, 10 μM AgNO3) における C の相補位へ

の dNTP の取り込み反応を比較した結果，C の相補位への dGTP の取り込みは，全ての

配列で起こり，duplex-1, 3, 4 では，C の直後の G の相補位へも dGTP は取り込まれ，n+2 

の伸長産物を与えた (Figure 34b, Lanes 3, 4, duplex-1~4)．C の相補位への dATP, dTTP の取

り込みは，Ag
I
 存在下でのみ起こり，第二章の結果の再現性を確認した (Figure 34b, Lanes 1, 

2, 7, 8, duplex-1~4)．これら C の相補位への dATP および dTTP の取り込み収率を，得ら

れた一塩基伸長産物の蛍光強度より算出し，各 duplex で比較すると，duplex-3 > duplex-4 ≥ 

duplex-1 > duplex-2 であり (Figure 34b, Lanes 1, 2, 7, 8, duplex-1~4)，明らかに C の上流 4 

塩基の配列によって，dNTP の取り込み収率が異なった．つまり C の相補位への dNTP の
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取り込み反応は，取り込み部位の上流塩基の配列に依存することが明らかとなった．dATP 

と dTTP の取り込み収率を比較すると，全ての配列において dATP > dTTP であった．しか

し，C の相補位へ dCTP の取り込みは全ての duplex において見られなかった (Figure 

34b, Lanes 5, 6, duplex-1~4)．そこで，反応活性を高くした高活性条件で検討した結果，

duplex-1, 4 では，Ag
I
 存在下において C の相補位へ dCTP が取り込まれ，下流の 4 連続

した G にも dCTP は取り込まれ，full-length product (n+5) が生成した (Figure 34c, Lanes 5, 

duplex-1, 4)．MALDI-TOF MS によっても C の相補位への dCTP の取り込みが確認された 

(Figure 35, observed mass: 7752.7, calculated mass (M-H)¯: 7753.2)．この結果から，Ag
I
 存在下

における C の相補位へ dCTP は取り込まれないのではなく，dATP や dTTP に比べ，非

常に取り込まれにくいということが明らかとなった．また，C の相補位への dCTP の取り

込み収率においても，配列依存性が見られ，その順序は duplex-4 > duplex-1 >> duplex-2 ≈ 

duplex-3 であった．高活性条件では，dGTP は C に続いて G の相補位へも容易に取り込

まれ，全ての配列において，n+2 の生成物が得られた (Figure 34c, Lanes 3, 4, duplex-1~4)．

また，dATP は，Ag
I
 非存在下であっても C の相補位へ取り込まれた (Figure 34c, Lanes 1, 

2, duplex-1~4)．dTTP は，Ag
I
 存在下でのみ C の相補位へ取り込まれ，低活性条件 (Figure 

34b) よりも取り込まれ易い結果となった (Figure 34c, Lanes 7, duplex-1~4)．これらの結果は，

一般に DNA polymerase は，purine-purine もしくは purine-pyrimidine ミスマッチは形成し

やすいが，pyrimidine-pyrimidine ミスマッチ塩基対は形成しにくいことと一致した．43,44) 

  以上の結果より，DNA polymerase による Ag
I
 存在下における C の相補位への dNTP 

の取り込み反応の反応性は template-primer の上流配列に依存するものの，Ag
I
 錯体型塩基

対形成の選択性は template-primer の上流配列に依存せず，C-Ag
I
-A > C-Ag

I
-T >> C-Ag

I
-C 

となる一般性を確認することができた． 
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Figure 34. PAGE analysis of single-nucleotide insertions into the sites opposite C in the template strands 

catalyzed by KF exo-. a) Sequences of template-primer complexes. b) The reaction mixtures contained 10 

μM dNTP and 0.2 unit of KF exo- in the presence or absence of 10 μM AgNO3. c) The reaction mixtures 

contained 30 μM dNTP and 0.6 unit of KF exo- in the presence or absence of 10 μM AgNO3. M indicates 

markers for primer and 24-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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Figure 35. a) Sequences of the template and primer strands. b) Sequences of the extension product and 

calculated mass of each oligomers. c) MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the 

incorporation of dCTP into the site opposite C in the presence of AgI ions by KF exo-. Primer extension 

reactions in the presence or absence of AgI ions by KF exo-. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 

µM primer, 500 μM dNTPs, 1.0 units KF exo- and 50 μM AgNO3. Other experimental details are descried in 

the experimental section. 

 

  



73 

 

第三章の結果より，DNA polymerase により形成される金属錯体型塩基対について考察し

た． 

ここまでに得られた結果を整理すると，第三章第一節より，C-A, C-T, C-C ミスマッチを

含む二重鎖 DNA の Ag
I
 非存在下の熱安定性 (Tm値) は，C-A ≈ C-T > C-C であったが，

Ag
I
 存在下では，C-C > C-A ≈ C-T の順であることから，Ag

I
 錯体型塩基対の安定性は 

C-Ag
I
-C > C-Ag

I
-A ≈ C-Ag

I
-T の順であることが明らかとなった．一方で，第三章第三節の

結果より，DNA polymerase による Ag
I
 錯体型塩基対の形成し易さは，C-Ag

I
-A > C-Ag

I
-T 

>> C-Ag
I
-C の順であることが明らかとなり，Ag

I
 錯体型塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安

定性の結果と相関しないことが明らかになった．また，第一章及び第二章第二節の結果よ

り，DNA polymerase による  Hg
II
 錯体型塩基対の形成し易さは，T-Hg

II
-T >> C-Hg

II
-T, 

T-Hg
II
-C であった． 

DNA polymerase は活性部位で，Watson-Crick 型塩基対や人工塩基対をその形状や大きさ

で認識しており，塩基対の水素結合の有無や熱安定性は DNA polymerase の基質認識能に

対して大きな影響を与えていないとする説が提唱されている．45)
 筆者は，DNA polymerase 

による 3 種類の Ag
I錯体型塩基対 (C-Ag

I
-A, C-Ag

I
-T 及び C-Ag

I
-C) の形成の選択性を考

察する上で，これら Ag
I
 錯体型塩基対が持つ正味電荷に注目した．DNA polymerase で認

識・形成されやすい C-Ag
I
-T 錯体型塩基対は，T 残基から 1 つの H

+
 が放出され，Ag

I
 が

配位し正味電荷が ±0 であると推測している (Figure 2)．21)
 一方で，DNA polymerase に形

成されにくい C-Ag
I
-C は H

+
 が放出されることなく Ag

I
 が配位することから，19)

 C-Ag
I
-C 

錯体型塩基対の正味電荷は +1 である．この電荷が polymerase 活性部位で静電的反発等

の影響を及ぼし，DNA polymerase は C-Ag
I
-C 錯体型塩基対を形成しにくいのではないか

と考えられる．この仮説によって，正味電荷が ±0 の  T-Hg
II
-T 錯体型塩基対は，DNA 

polymerase により形成されやすいのに対して，正味電荷が +1 の C-Hg
II
-T や T-Hg

II
-C は

形成されにくいことも説明できる (Figure 27, Figure 28)．C-AgI-A 錯体型塩基対に関しては，
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その配位様式が明らかとなっていないが，C-Ag
I
-A (syn) 型であっても C-Ag

I
-A (anti) 型 

(Figure 20) であっても正味電荷は +1 と推測される (第二章第一節第三項)．しかし，Ag
I
 

存在下における C の相補位への dATP の取り込みは dTTP や dCTP よりも起こり易い．

その理由として，DNA polymerase は abasic site と呼ばれる塩基脱落部位などの塩基損傷部

位では，その相補位に dATP を優先的に取り込む “A-rule” と呼ばれる特性を持つ．46) そ

のため，Ag
I
 存在下での C の相補位への dNTP の取り込みに対しても dATP に高い選択

性を示したものと考えられる． 

しかし，Ag
I
 非存在下でのミスマッチ塩基対の熱安定性の観点から以下の可能性も否

定できない．Ag
I
 非存在下における C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対の熱安定性は，C-A ≈ 

C-T > C-C であり，Ag
I
 存在下における C の相補位へ取り込まれ易い dNTP の順 (dATP 

> dTTP >> dCTP) と一致している．また，第三章第二節より T-T, C-T ミスマッチ塩基対の

熱安定性は，T-T > C-T であり (Table 9)，第二章第二節の Hg
II 存在下において T の相補

位へ dCTP よりも dTTP の方が取り込まれ易いことと一致している (Figure 27, Figure 28)．

これらのことから，DNA polymerase による Ag
I 錯体型塩基対の形成に対して重要な要因

は，Ag
I
 錯体型塩基対の熱安定性よりも，Ag

I
 が配位する前のミスマッチ塩基対の安定性

であると考えることもできる． 

 以上の考察から，DNA polymerase による C の相補位への dNTP の取り込みは，Ag
I
 非

存在下での塩基対の安定性が重要な因子である可能性も否定できないものの，Ag
I
 錯体型

塩基対が持つ正味電荷や A-rule が重要な因子であり，Ag
I
 錯体型塩基対の熱安定性は重要

な要因ではないと考えられ，C の相補位への dNTP の取り込まれ易さは，dATP > dTTP >> 

dCTP の順となっているのではないかと考えられる． 
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第四章 DNA ナノマテリアルへの応用に向けた DNA polymerase によ

る金属錯体型塩基対の形成 

 

 

第一章で T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が，第二章で C-Ag

I
-A 錯体型塩基対，C-Ag

I
-T 錯体型

塩基対が，DNA polymerase により認識・形成されることが明らかとなった．これら DNA 

polymerase による金属錯体型塩基対の形成を  DNA ナノマテリアルへの応用に向けた

T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の連続形成と，同一配列中での C-Ag

I
-T 錯体型塩基対と T-Hg

II
-T 

錯体型塩基対の形成について検討を行った． 

 

第一節 水銀(II) ナノワイヤーの酵素合成に向けた DNA polymerase による

水銀(II) 錯体型 T-T 塩基対の連続形成 

 

第一項 DNA polymerase による水銀(II) 錯体型 T-T 塩基対の連続形成 

 

近年，Ag
I が二重鎖 DNA の塩基対間に連続で配位した Ag

I ナノワイヤーが報告され，

14b) 金属錯体型塩基対を利用した金属ナノワイヤーが注目されている．そこで金属ナノワイ

ヤーの酵素合成を目指し，DNA polymerase による連続した金属錯体型塩基対の形成の検討

を行った．金属錯体型塩基対としては第一章で DNA polymerase による認識・形成が確認

された T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の連続形成について検討した． 

 連続形成を検討する前に，まず同一配列中に T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を 2 箇所形成する

ことが可能であるかを検討した．Table 12 に示した primer と template を用いて，Scheme 

8 に示した反応を行った (Figure 36)．Template 5~8 は，2 つの T 残基が，2, 3, 5, 10 塩基

離れるように設計した．また反応には，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成が確認できている KF 

を用いた．  
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Table12. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-5 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTC TCC GCC GC

5’
 

Template-6 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTC GTC GCC GC

5’
 

Template-7 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTC GCC TCC GC

5’
 

Template-8 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTC GCC CGC GCT CCG GC

5’
 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 8. Schematic description of primer extension reactions on templates containing two T residues. 

 

 Template-5~8 のいずれの Template においても，Hg
II
 非存在下では 1 つ目の T の手前 

19-mer の位置で反応が停止したのに対して，Hg
II
 存在下では，full-length product の生成が

確認できた (Figure 36)．つまり KF は，同一配列中に 2 つの T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を形

成することが可能であり，2 つの T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成部位の間には 1 塩基が入

れば，KF による 2 つの T-Hg
II
-T 錯体型塩基対は，形成可能であることが明らかとなっ

た． 
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Figure 36. HgII-promoted primer extension reactions on the primed templates containing two T residues 

shown in a) by KF. The reactions contained 10 μΜ dNTPs, 0.2units KF and 30 μM Hg(ClO4)2. M indicates 

markers for primer, 19-mer, 24-mer, 29-mer and 35-mer. Other experimental details are descried in the 

experimental section. 



78 

 

上記結果より，2 つの T 残基の間が 2 塩基離れていれば，2 つの T-Hg
II
-T 錯体型塩基

対は同一配列に形成されることが明らかとなったため，次に鋳型鎖の T 残基が 2 連続し

た場合，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対は 2 連続で形成されるかの検討を行うこととした．使用し

た template は Table 13 に示した．第三章第三節より，金属錯体型塩基対形成は，塩基対

形成部位の上流塩基配列に依存することが明らかとなっていたため，上流塩基配列は固定

し，2 連続した T 残基以降の下流の塩基数を変更し，プライマー伸長反応への影響を確認

した (Table 13, Tempate-9~12)．これら塩基対を使用し，Scheme 9 に示した反応を行った 

(Figure 39)． 

 

Table13. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-10 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT G5’ 

Template-11 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT GCC5’ 

Template-12 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT GCC GC5’ 

Template-13 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT GCC GCC GC5’ 

 

 

 

 

 

 

Scheme 9. Schematic description of primer extension reactions on templates containing the two consecutive 

T residues. 
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全ての template において，Hg
II
 非存在下では，反応は連続した T 残基の手前 19-mer で

停止したのに対し (Figure 37b-d, Lanes 1)，Hg
II
 存在下では，Template-9, 10 では 19-mer, 

20-mer で反応が停止したのに対し (Figure 37b, c, Lanes 2)，Template-11, 12 では，full-length 

product (26mer, 29-mer) が生成した (Figure 37d, e, Lanes 2)．MALDI-TOF MS の解析の結果，

2 つの連続した  T の相補位に  dTTP が  2 連続で取り込まれていることが確認できた

(Figure 38c, observed mass: 9471.2, calculated mass (M-H)¯: 9470.3)．以上の結果より，KF は，

Hg
II
 存在下において，2 連続 T-Hg

II
-T 錯体型塩基対を形成可能であることが明らかとなっ

た．Hg
II
 存在下での，Template-9, 10, 11, 12 の full-length product の生成率を比較すると，

Template-12 が最も高かった．つまり 2 連続した T 残基に Hg
II を介した dTTP の取り込

み反応は，T 残基の下流の塩基数が，反応の進行に影響し，その鎖長が一定程度長いほど

反応が進行しやすいことがわかった． 
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Figure 37. HgII-promoted primer extension reactions on the primed templates containing two consecutive T 

residues shown in a) by KF. The reactions contained 10 μM dNTPs, 0.2units KF and 30 μM Hg(ClO4)2. M 

indicates markers for primer, 19-mer, 22-mer, 26-mer, 24-mer and 29-mer. Other experimental details are 

descried in the experimental section. 
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Figure 38.a) Sequences of template and primer strands. b) Sequences of extension product and calculated 

mass (M-H)¯ of extension product, template and primer. c) MALDI-TOF mass spectrum of extension 

products obtained by the incorporation of dTTP into the site opposite two consecutive T in the presence of 

HgII ions by KF. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 µM primer, 700 μM dNTPs, 1.2 units KF and 

50 μM Hg(ClO4)2. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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上記検討に続き 3, 4, 5, 7, 10 連続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成について検討した．Table 

14 に示した ODNs を使用し，Scheme 10 に示したプライマー伸長反応を行った (Figure 

39)．各 template の連続した T 残基の下流の塩基数は，上記検討結果から 8 塩基とした． 

 

Table14. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

19-mer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG GGC G

3’
 

Template-13 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TGC CGC CGC

5’
 

Template-14 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TTG CCG CCG C

5’
 

Template-15 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TTT GCC GCC GC

5’
 

Template-16 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TTT TTG CCG CCG C

5’
 

Template-17 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TTT TTT TTG CCG CCG C

5’
 

 

 

 

 

 

Scheme 10. Schematic description of primer extension reactions on templates containing three, four, five, 

seven and ten consecutive T residues. 

 

Hg
II 存在下，dGTP, dCTP, dTTP 存在下において，Template-13 では full-length product 

(30-mer) の生成が確認できたが (Figure 38b, Lane 2)，Template-14~17 では反応は，19-mer ~ 

21-mer の位置で停止した (Figure 38c-f, Lanes 3)．MALDI-TOF MS の解析の結果，3 連続 T

の相補位に dTTP が 3 連続で取り込まれていることが確認できた (Figure 40c, observed 

mass: 9774.8, calculated mass (M-H)¯: 9774.5)．つまり連続した DNA polymerase は 3 連続

T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成までは容易に行うことができるが，4 連続以上は容易には形
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成しないことが明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39. HgII-promoted primer extension reactions on the templates containing b) three, c) four d) five, e) 

seven and f) ten consecutive T residues shown in a)by KF. The reactions contained 10 μM dNTPs, 0.2units 

KFand30 μM Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 19-mer, 24-mer, 29-mer, 30-mer, 31-mer, 32-mer, 

34-mer and 37-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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Figure 40. a) Sequences of template and primer strands. b) Sequences of extension product and calculated 

mass (M-H)¯ of extension product, template and primer. c) MALDI-TOF mass spectrum of extension 

products obtained by the incorporation of dTTP into the site opposite three consecutive T in the presence of 

HgII ions by KF. The reactions contained 1.4 µM Template, 1.4 µM primer, 700 μM dNTPs, 2.0 units KF and 

50 μM Hg(ClO4)2. Other experimental details are descried in the experimental section. 
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4 連続以上の T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成が達成されない理由として，反応溶液中に存

在する dCTP, dGTP が T の相補位への dTTP の取り込み反応を競合阻害しているのでは

ないかと考えた．そこで，dTTP 濃度を dCTP, dGTP よりも 10 倍濃くし，Scheme 10 に示

した Template-14 (4 連続した T 残基を持つ template) を使用したプライマー伸長反応を行

った (Figure 41)．その結果，Hg
II
 存在下，dGTP, dCTP, dTTP 存在下において，生成効率は

悪いものの，full-length product (31-mer) の生成が確認できた (Figure 41, Lane 3)．dTTP 濃度

を 10 倍としたが，Hg
II
 非存在下では，dTTP の誤取り込みは行われず，連続した T 残基

の手前 19-mer で反応が停止した (Figure 41, Lane 2)．よって生成効率が悪いものの，4 連

続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成を達成することができた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41. HgII-promoted primer extension reactions on the template containing the four consecutive T 

residues by KF. The reactions contained 10 μM dGTP and dGTP, 100 μM dTTP, 0.2units KF and 30 μM 

Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 19-mer, 24-mer and 31-mer. Other experimental details are 

descried in the experimental section. 
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次に，5 連続以上の T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成を目指し，KF を用いて種々反応条件

の検討を行ったが，full-length product の生成を確認することができなかった．反応が進行

しない理由として，高い fidelity (精度) を持つ KF では，連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対

は，正常な塩基対として認識されないのではないかと考えた．そこで校正機能を持たない 

KF exo- を使用し，さらに DNA polymerase の fidelity を低下させることが知られている

Mn
II
 を反応溶液中に添加することで，5 連続以上の T-Hg

II
-T 錯体型塩基対の形成を試み

た．しかし fidelity の低下により，T の相補位への dGTP, dCTP の取り込みが予想された

ため，Scheme 11 に示したように，primer として Table 14 に示した 19-mer を使用し，ま

ず dNTP としては dTTP のみを添加し (Scheme 11a)，1 時間後 dGTP と dCTP を添加す

る反応 (Scheme 11b) を試みた (Figure 42)． 

 

 

 

 

 

Scheme 11. Schematic description of primer extension reactions on the templates containing five, seven and 

ten consecutive T residues. a) Primer extension reaction in the presence of dTTP and HgII ion. b) Adding of 

dGTP and dCTP after the reactions described in a). 

 

 Mn
II
 存在下，KF exo- で反応を試みた結果，Scheme 11a の反応で，Template-15 では 5 連

続 T 領域に，Template-16 では 7 連続 T 領域に，それぞれ dTTP が取り込まれ，24-mer 

並びに 26-mer が生成した (Figure 42b, c, Lanes 2)．Hg
II
 非存在下であっても，Mn

II
 による 

fidelity の低下から，T-T ミスマッチが形成され，20-mer, 21-mer が生成したが，その後の

伸長反応は進行せず (Figure 42b, c, Lanes 1)，Hg
II
 存在下でのみ連続した T 領域をリード

スルーした (Figure 42b, c, Lanes 2)．しかし，10 連続の T 残基を持つ Template-17 では，
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反応は 26-mer 程度の位置で停止し，連続した T 領域をリードスルーしなかった (Figure 

42d, Lane 2)．Template-15, 16 に，Scheme 11a に示した dTTP のみを 1 時間反応させ連続 

T 領域をリードスルーさせた反応液に，dGTP, dCTP を添加し反応を行ったところ 

(Scheme 11b)，連続した T 領域より下流部分の反応が進行し，full-length product (32-mer, 

34-mer) が生成した (Figure 42b, c, Lanes 3)．この結果より，5, 7 連続の T-Hg
II
-T 錯体型塩

基対の形成を介したプライマー伸長反応を達成することができた． 
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Figure 42. HgII-promoted primer extension reactions on the primed templates containing b) five, c) seven 

and d) ten consecutive T residues shown in a) by KF exo-. The reactions contained 500 μM dTTP, b) 2.0 U, 

c) 4.0 U or d) 5.0 U KF exo-, 30 μM Hg(ClO4)2, 1 mM MnCl2 at 37 ºC for 1 hr, then addition of 500 μM 

dGTP and dCTP  at 37 ºC for 30 min. M indicates markers for 15-mer, primer, 24-mer, 26-mer, 29-mer, 

32-mer, 34-mer and 37-mer. Other experimental details are descried in the experimental section. 



89 

 

 ここまで達成できていない  10 連続  T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成について，DNA 

polymerase の種類を変更し，検討を試みた．その結果，Therminator DNA polymerase を用

いた場合，反応の進行が良いことが分かった．Therminator DNA polymerase は，高度好熱

菌由来 DNA polymerase である 9º N DNA polymerase の改変型 polymerase であり，family 

B に属する．Therminator DNA polymerase を用い，Scheme 11a の反応を行った結果，10 連

続  T 領域をリードスルーし，29-mer の生成物が確認された  (Figure 43, Lane 2)．

Therminator DNA polymerase では，その後の反応を進行させることができなかったため，

Scheme 11b の反応時に KF exo- を添加することで，full-length product (37-mer) の酵素合成

を達成できた (Figure 43, Lane 3)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43. Formation of ten consecutive T-HgII-T base pairs by KF exo- and Therminator DNA polymerase. 

The reactions contained 500 μM dTTP, 0.3 units Therminator DNA polymerase, 30 μM Hg(ClO4)2, 1 mM 

MnCl2 and were kept at 70ºC for 1 hr. After addition of 500 μM dGTP and dCTP and 5.0 units KF exo-, the 

reactions were kept at 37 ºC for 30 min. M indicates markers for 15-mer, 19-mer, 29-mer and 37-mer. Other 

experimental details are descried in the experimental section. 
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次に Table 15 に示した template 及び primer を使用し，20 連続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対

の形成を試みた．10 連続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成と同様に，まず Therminator DNA 

polymerase により 20 連続 T 領域の反応を行い，その後の伸長反応は KF exo- により行

った (Figure 44)．しかし，Hg
II
 存在下であっても，10 連続程度しか伸長反応は進行せず

(Figure 44, Lane 2)，KF exo- 添加後の反応で，full-length product の生成は確認できなかった 

(Figure 44, Lane 3)．原因としては，20 連続の T 領域が Hg
II
 存在下でヘアピン構造を取り，

分子内で T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を形成する，または，2 分子の Template-18 が分子間で

T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を形成し部分的に二重鎖を形成するなど，20 連続の T 領域が何ら

かの高次構造を取り，反応を阻害しているのではないかと考えている． 

 

Table15. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG GGC G

3’
 

Template-18 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC CCG CTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT GCC GCC GC

5’
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Figure 44. HgII-promoted primer extension reactions on the primed templates containing twenty consecutive 

T residues by Therminator DNA polymerase and KF exo-. The reactions contained 500 μM dTTP, 0.6 units 

Therminator DNA polymerase, 30 μM Hg(ClO4)2, 1 mM MnCl2 and were kept at 70 ºC for 1 hr. After 

addition of 500 μM dGTP and dCTP and 5.0 units KF exo-, the reactions were kept at 37 ºC for 30 min. M 

indicates markers for 15-mer, 19-mer, 29-mer and 37-mer. Other experimental details are descried in the 

experimental section. 
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第二項 連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安定性 

 DNA polymerase による 10 連続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成を確認できたが，その生

成物である 3 連続以上の T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を含む二重鎖 DNA の熱安定性はこれま

で報告がない．そこで，Table 16 に示した ODNs の Tm 値を Hg
II
 存在下，非存在下で測

定することにより，2, 3, 5, 7, 10 連続の T-T ミスマッチ塩基対に対する Hg
II
 が及ぼす熱安

定化効果を評価した (Table 17, Figure 45)． 

Table16. Sequences of ODNs. 

duplex name sequence 

1TT 

5’
CAT TGG ATT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TTA CTG CGA

5’
 

2TT 

5’
CAT TGG ATT TGA CGC T

3’ 

3’
GTA ACC TTT ACT GCG A

5’
 

3TT 

5’
CAT TGG ATT TTG ACG CT

3’ 

3’
GTA ACC TTT TAC TGC GA

5’
 

5TT 

5’
CAT TGG ATT TTT TGA CGC T

3’ 

3’
GTA ACC TTT TTT ACT GCG A

5’
 

7TT 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TTT TTT TTA CTG CGA

5’
 

10TT 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT TTT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TTT TTT TTT TTA CTG CGA

5’
 

1TA 

5’
CAT TGG ATT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TAA CTG CGA

5’
 

2TA 

5’
CAT TGG ATT TGA CGC T

3’ 

3’
GTA ACC TAA ACT GCG A

5’
 

3TA 

5’
CAT TGG ATT TTG ACG CT

3’ 

3’
GTA ACC TAA AAC TGC GA

5’
 

5TA 

5’
CAT TGG ATT TTT TGA CGC T

3’ 

3’
GTA ACC TAA AAA ACT GCG A

5’
 

7TA 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TAA AAA AAA CTG CGA

5’
 

10TA 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT TTT GAC GCT

3’ 

3’
GTA ACC TAA AAA AAA AAA CTG CGA

5’
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2, 3, 5, 7, 10 連続 T-T ミスマッチを含む二重鎖でも，等量の Hg
II
 存在下で，大きな Tm

値の上昇が確認された．横軸に T-T ミスマッチ塩基対数，縦軸に Hg
II
 非存在下，存在下

における Tm 値の差である ΔTm 値をプロットすると，T-T ミスマッチ塩基対数に依存し

て，ΔTm 値が増大した (Figure 46)．つまり 2, 3, 5, 7, 10 連続の T-T ミスマッチに対しても

Hg
II
 は，単独 T-T ミスマッチの場合と同じく 18) 

T-T ミスマッチ：Hg
II
 = 1：1 で配位し，

連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が形成されていると考えられる． 

 

Table 17. Melting temperatures (Tm) of fully matched and consecutive T-T mismatched-containing duplexes 

in the presence or absence of various amounts of HgII ion.a 

 Tm (ºC) 
ΔTm 

(ºC)
b
 duplex 

+Hg
II
 

0 eq. 1 eq. 2 eq. 3 eq. 4 eq. 5 eq. 6 eq. 7 eq. 8 eq. 9 eq. 10 eq. 11 eq. 

1TT 46.5 55.4 55.4 ― ― ― ― ― ― ― ― ― +8.9 

2TT 41.8 44.7 54.3 54.6 ― ― ― ― ― ― ― ― +12.5 

3TT 39.2 39.6 54.1 55.2 55.5 ― ― ― ― ― ― ― +16.0 

5TT 32.2 34.1 36.1 54.8 55.7 56.7 58.0 ― ― ― ― ― +24.5 

7TT 29.0 30.3 29.5 32.7 56.9 58.4 59.6 60.7 62.2 ― ― ― +31.7 

10TT 23.4 24.8 27.5 28.4 
29.1 

(50.3)
c 

55.3 56.2 58.9 60.5 62.0 65.4 66.7 +42.0 

1AT 55.9 54.4 ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― -1.5 

2AT 57.0 ― 55.6 ― ― ― ― ― ― ― ― ― -1.4 

3AT 57.7 ― ― 55.1 ― ― ― ― ― ― ― ― -2.6 

5AT 58.0 ― ― ― ― 56.6 ― ― ― ― ― ― -1.4 

7AT 59.8 ― ― ― ― ― ― 52.7 ― ― ― ― -7.1 

10AT 60.6 ― ― ― ― ― ― ― ― ― 52.8 ― -7.8 

a Samples contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1) in the presence or absence of 

various equivalents of HgII ions. Tm values were obtained from first-derivative plots of melting curves and 

values are averages ± SD of at least two measurements.b ΔTm were obtained by subtracting the Tm value in 

the absence of HgII ions from Tm value in the presence of HgII ions.c Two maxima were observed in the 

first-derivative plots and the lower maximum is shown in parentheses. 
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Figure 45.Melting profiles of duplexes containing of a) one, b) two, c) three, d) five, e) seven and f) ten 

consecutive T-T mismatched base pairs in the presence or absence of various equivalents of HgII ions at 260 

nm. Samples contained 2 μM duplex, 100 mM NaClO4, and 10 mM MOPS (pH 7.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46.The relationship between the number of T-T mismatched base pairs and ΔTm values. 
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 本節の結果より，2~10 連続 T-T ミスマッチ塩基対に対して，Hg
II
 は 1：1 の比で配位

し，二重鎖 DNA 中で 2~10 連続 T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が形成されることが明らかとなっ

た．また，T-T ミスマッチ塩基対数に依存して，ΔTm 値は大きく増大したことから，T-Hg
II
-T 

錯体型塩基対の形成により T-T ミスマッチ塩基対を含む二重鎖の安定性が向上すること，

また T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が連続しても大きな立体的，静電的反発が生じていない可能性

が示唆された． 
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第二節  DNA polymerase による特定の金属イオンの位置選択的導入 

 

第一節で，DNA polymerase による連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成を達成した．

次に第一章と第二章の反応を組み合わせ，DNA polymerase によるプライマー伸長反応で，

同一配列中に，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対と C-Ag

I
-T 錯体型塩基対の選択的形成試みた．別の

見方をすると，同一配列中への Hg
II
 と Ag

I
 という異種の金属イオンの個別位置選択的導

入反応とも言える． 

Table 18 に示した  template-primer を使用し，Scheme 12 に示した同一配列中での 

T-Hg
II
-T 及び C-Ag

I
-T 錯体型塩基対の選択的形成が可能であると考えた．Template-19 の

一本鎖領域は，A リッチ配列中に T 及び C を 1 残基ずつ含み，それぞれ Hg
II
 が存在す

ると T-Hg
II
-T 錯体型塩基対形成部位 , Ag

I
 が存在すると C-Ag

I
-T 錯体型塩基対形成部位

となるよう設計した (Table 18, Scheme 12)．金属イオン非存在下では，T の手前 19-mer で

反応が停止する (Scheme 12b)．また Ag
I
 存在下であっても，T-Ag

I
-T 錯体型塩基対は DNA 

polymerase により形成されないため (第二章第二節, Figure 23b)，同様に T の手前 19-mer 

で反応は停止する (Scheme 12c)．Hg
II
 存在下では T-Hg

II
-T 錯体型塩基対が形成され反応は

進行するが，C-Hg
II
-T 錯体型塩基対は DNA polymerase により形成されないため (第二章

第二節，Figure 27, Figure 28)，Ag
I
 非存在下では，進行した伸長反応も C の手前 24-mer で

反応は停止する (Scheme 12d)．一方，Hg
II
 と Ag

I
 両金属イオン存在下では，T-Hg

II
-T 錯体

型塩基対，C-Ag
I
-T 錯体型塩基対が形成され，full-length product (31-mer) が形成される 

(Scheme 12e)．以上のように，同一配列中に異なる金属イオンによる金属錯体型塩基対の形

成を介した，金属イオンによる複製反応の制御を期待し，KF exo- を使用し検討を行った 

(Figure 47)． 
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Table18. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-19 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC AAA ATA AAA CAA AAA A

5’
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 12. Schematic description of the regulated incorporation of AgI and HgII ions into the programmed 

sites.  

 

Hg
II
, Ag

I
 非存在下では，反応は T の手前 19-mer で停止した (Figure 47, Lane 2)．Ag

I

存在下でも同じく反応は 19-mer で停止した (Figure 47, Lane 3)．しかし Hg
II
 存在下では，

T の相補位へ dTTP が取り込まれ，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が形成され，鎖伸長は進行し，

C の手前 24-mer で反応は停止した (Figure 47, Lane 4)．Hg
II
, Ag

I
 存在下では，T, C の相補

位へ dTTP が取り込まれ，T-Hg
II
-T 錯体型塩基対並びに C-Ag

I
-T 錯体型塩基対が形成され，

full-length product が生成した (Figure 47, Lane 5)． 

PAGE 以外の方法でもこの結果を証明するため，生成物の MALDI-TOF MS による解析

を行った (Figure 48)．その結果，金属イオン非存在下  (Figure 48b Lane 2)，Ag
I
 存在下 

(Figure 48b, Lane 3) では，それぞれ 19-mer が生成しており (Figure 48d, observed mass: 

6288.4, calculated mass (M-H)¯: 6288.2, Figure 48e, observed mass: 6288.5, calculated mass 
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(M-H)¯: 6288.2)，Hg
II
 存在下では 24-mer が (Figure 48f, observed mass: 7809.9, calculated 

mass (M-H)¯: 7809.2)，Hg
II
, Ag

I
 共存在下では 31-mer が (Figure 48g, observed mass: 9939.6, 

calculated mass (M-H)¯: 9938.6) 生成していることが分かった．これらは全て PAGE の結果

を支持するものであった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47. Primer extension reactions in the presence or absence of AgI and/or HgII ions by KF exo-. The 

reactions contained 30 μM dNTPs and 0.4 units of KF exo- in the presence of 2 µM AgNO3 and/or 

Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 19-mer, 24-mer and 31-mer. Other experimental details are 

described in the experimental section.  
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Figure 48. MALDI-TOF mass analysis of the primer extension reaction with AgI and/or HgII ions. a) Primed 

template used extension reactions. b) PAGE analysis of the primer extension reaction by KF exo- for 

preparing samples for MALDI-TOF mass analysis. The reactions contained 1.4 μM Template, 1.4 μM primer, 

800 μM dNTPs, 1.2 units KF exo- and 10 μM AgNO3 and/or Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 

19-mer, 24-mer and 31-mer. c) Calculated mass for template, primer and extension products. d)~g) 

MALDI-TOFmass spectra of the reactions corresponding to lanes 2-5 in b), respectively. Other experimental 

details are described in the experimental section. 
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また，C と T の位置を逆転させた配列 (Table 19) でも，同様結果を得ることができた 

(Scheme 13, Figure 49)． 

 

Table19. Sequences of ODNs. 

sequence name Sequence 

Primer FAM-
5’
TAC GAC TCA CTA TAG

3’
 

Template-19 FAM-
3’
ATG CTG AGT GAT ATC AAA ACA AAA TAA AAA A

5’
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 13. Schematic description of the regulated incorporation of AgI and HgII ions into the programmed 

sites.  
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Figure 49. Primer extension reactions in the presence or absence of AgI and/or HgII ions by KF exo-. The 

reactions contained 30 μM dNTPs and 0.4 units of KF exo- in the presence of 2 µM AgNO3 and/or 

Hg(ClO4)2. M indicates markers for primer, 19-mer, 24-mer and 31-mer. Other experimental details are 

described in the experimental section. 
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第一節の結果より，DNA polymerase による 2~10 連続の T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成

を達成することができた．本結果は，酵素法が連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対合成のアプ

ローチの一つとしての有効性を示唆するものと考えている． 

第二節の結果より，同一配列中に T-Hg
II
-T 錯体型塩基対並びに C-Ag

I
-T 錯体型塩基対

を形成することを達成できた．言い換えれば，二重鎖 DNA のデザインした部分に特定の

金属イオンを導入することに成功した．第一節の連続した T-Hg
II
-T 錯体型塩基対の形成反

応と合わせ，様々な種類の金属含有 DNA 分子を提供するツールとなることが期待される．

また本節の結果は，金属イオンの有無・組み合わせにより，プライマー伸長反応や PCR

を制御することが可能になることを意味しており，DNA-logic gate への応用が期待される． 

本研究成果は，DNA polymerase による金属錯体型塩基対の認識・形成を世界に先駆けて

見出したものであり，筆者らの報告後，DNA polymerase を用いた金属イオンセンサーも報

告された．47) また，人工塩基からなる金属錯体型塩基対が DNA polymerase により認識・

形成されることが報告され，金属錯体型塩基対を利用した遺伝アルファベットの拡張が期

待されている．48) さらに，DNA polymerase が金属イオンの有無により反応を停止・開始

することを利用した DNA-logic gate も報告され，金属錯体型塩基対の DNA-logic gate へ

の応用に新たな可能性を投じた．49)
 

このように，DNA polymerase による金属錯体型塩基対の形成反応の発見は，DNA ナノ

マテリアルの研究領域における DNA polymerase の応用に新たな局面を切り開いたもので

あると同時に，本研究はその応用の一端をも示したものである． 
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結 論 

 

・DNA polymerase が，Hg
II 存在下におけるプライマー伸長反応において，T の相補位へ 

dTTP を取り込み T-Hg
II
-T 錯体型塩基対を形成することを見出した．これは金属錯体型塩

基対が DNA polymerase により認識・形成されることを見出した最初の例となった．また

本反応は，Hg
II に高い選択性があり，他の金属イオン存在下では，T の相補位へ dTTP は

取り込まれなかった．50)
 

 

・DNA polymerase が，Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応において，C の相補位へ 

dATP を取り込み C-Ag
I
-A 錯体型塩基対を形成することを見出した．本反応は，Ag

I
 に高

い選択性があり，他の金属イオン存在下での C の相補位への dATP の取り込み効率は，

Ag
I
 に务っていた．51)

 

 

・3'→5' exonuclease 活性欠損 DNA polymerase が，Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反

応において，C の相補位へ dTTP を，T の相補位へ dCTP を取り込み，C-Ag
I
-T, T-Ag

I
-C 錯

体型塩基対を形成することを見出した．また本反応は，Ag
I
 に高い選択性があり，他の金

属イオン存在下では，C の相補位へ dTTP が，T の相補位へ dCTP は取り込まれなかっ

た．52)
 

 

・鋳型鎖の配列及び反応活性によっては，Ag
I
 存在下におけるプライマー伸長反応におい

て，C の相補位へ dCTP を取り込み C-Ag
I
-C 錯体型塩基対を形成することを見出した．52)
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・C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対の安定性に及ぼす Ag
I
 の影響を評価した結果，Ag

I
 に

よる安定化効果は，C-C > C-A ≈ C-T であった．C-A, C-T ミスマッチ塩基対への Ag
I
 の配

位の化学量論は，C-C ミスマッチ塩基対と同様に，ミスマッチ塩基対：Ag
I
 ＝ 1：1 であ

ることが示唆された．53)
 

 

・ミスマッチ塩基対が二重鎖 DNA の末端に位置する場合の，T-T ミスマッチ塩基対の安

定性に及ぼす Hg
II
 の影響，C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対の安定性に及ぼす Ag

I
 の影響

を，評価した結果，末端に位置する C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対は Ag
I
 によりほとん

ど安定化されないが，T-T ミスマッチ塩基対は，末端に位置しても Hg
II
 により，大きく安

定化されることが明らかとなった．54)
 

 

・DNA polymerase による C-Ag
I
-A, C-Ag

I
-T 及び C-Ag

I
-C 錯体型塩基対の形成され易さに

ついて，C-A, C-T, C-C に及ぼす Ag
I
 の安定化効果の側面から評価した結果，熱安定化効

果は DNA polymerase による金属錯体型塩基対の形成に対して重要な因子ではなく，金属

錯体型塩基対の正味電荷や A ルールが重要な因子であることが示唆された．53)
 

 

・同一配列中に 2~10 連続の T-Hg
II
-T 錯体型塩基対が DNA polymerase により形成される

ことが明らかとなった． 

 

・プライマー伸長反応において，同一配列中に，異なる金属錯体型塩基対 (T-Hg
II
-T 錯体

型塩基対，C-Ag
I
-T 錯体型塩基対) の位置選択的形成に成功した．52)
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実験の部 

 

日本バイオサービスより，プライマー伸長反応，一塩基伸長反応，MALDI-TOF MS に

用いた ODNs を購入した．温度変化測定 [融解温度 (Tm) 測定]，CD スペクトル測定に用

いた ODNs は，日本遺伝子研究所より購入しものと，機能分子創製化学研究室で合成され

たものを使用した．dNTPs は，TOYOBO 社製の 100 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP を使用

し，それぞれ適宜 milliQ 水で希釈して使用した．酵素は，NEW ENGLAND BioLabs Inc. 社

製の KF (code: M0210S, M0210L)，KF exo- (code: M0212S, M0212L)，Therminator polymerase 

(code: M2061)， TOYOBO 社製の γTaq DNA Polymerase (code: TAP-211)，KOD Dash 

polymerase (code: LDP-101)，を使用し，それぞれ適宜，添付の storage buffer もしくは反応

緩衝液で希釈して使用した． 

プライマー伸長反応，一塩基伸長反応の進行を確認するためポリアクリルアミド電気泳

動 (PAGE) を行った．PAGE は，ATTO 社製 AE-6530M 型ラピダス・ミニスラブ電気泳

動槽，パワーステーション 1000XP を使用し，泳動ゲルとして 8 M urea を含む変性 20% 

ポリアクリルアミドゲル (90 mm×80 mm×1 mm) を用い，250V 定電圧の条件下で，泳動緩

衝液として TBE buffer (45 mM Tris-HCl, 45 mM boric acid，1.3 mM EDTA-2Na) を使用し，

泳動を行った．泳動後，FUJIFILM (現 GE Healthcare Life Sciences) 社製 LAS-3000 Image 

Analyzer により，励起波長 460 nm，蛍光波長 515 nm の条件で，プライマー鎖の 5’ 末端

に標識したフルオレセイン検出することで，反応の結果を確認した． 

MALDI-TOF MS スペクトルは，Applied Biosystems (現 Life technology) 社製 Voyager-DE 

STR で，吸光度の温度変化測定は，JASCO 社製 V-560 Spectrophotometer 並びに V-660 

Spectrophotometer で，CD スペクトルは，JASCO 社製 J-820 Spectropolarimeter により測定

した． 
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プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件 

1 μM template 水溶液を 3 μL，1 μM primer 水溶液を 2 μL，milliQ 水を反応溶液の全量

が 20 μL となるよう調整した量を，反応用緩衝液 (×10) (第一章, 第四章第一節：0.5M NaCl, 

0.1 M Tris-HCl (pH7.9), 0.1 M MgCl2, 第二章, 第三章第二節, 第四章第二節：1.0 M AcONa, 

0.1 M Tris-AcOH (pH7.9), 0.1 M Mg(OAc)2, 0.05 M NH4Cl) を 2 μL の順でマイクロチューブ

にとり，攪拌，遠心後，アニーリングした．アニーリング後，dNTPs 水溶液を各 2 μL ず

つ，金属イオン水溶液を加え，攪拌，遠心した．次いで DNA polymerase を 2 µL 加えて，

タッピングにより撹拌して遠心し，37 ºC，60 min 反応した．60 min 後，金属イオンをマ

スクする目的で，100 mM DTT aq. 0.5 μL を添加し，さらに Loading buffer (8M urea, 70 % 

sucrose, 0.2 % bromophenol blue) を 5 μL 加えて撹拌，遠心後，90 ºC で 10 min 加熱し，反

応を停止した．このうち 7 μL を 20 % ポリアクリルアミド変性ゲル電気泳動 (PAGE) に

より電気泳動し，LAS-3000 Image Analyzer にて確認した． 

 

 添加量 (μL) 最終濃度 

1 μM Template 3 150 nM 

1 μM Primer 2 100 nM 

反応用緩衝液 (×10) 2 ― 

dNTPs* * * 

Metal ions* * * 

DNA polymerase* * * 

milliQ 水 全量が 20 μLとなるように添加 ― 

全量 20 μL  

100 mM DTT 0.5 μL ― 

Loading buffer 5 μL ― 

*：各反応条件で濃度，添加量を適宜変更 
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MALDI-TOF MS の基本条件 

10 μM template 水溶液，10 μM primer 水溶液を 7 μL ずつ添加し，反応の全量が 50 μL 

となるよう milliQ 水，反応用緩衝液 (×10) (第一章, 第四章第一節：0.5M NaCl, 0.1 M 

Tris-HCl (pH7.9), 0.1 M MgCl2, 第二章, 第三章第二節，第四章第二節：1.0 M AcONa, 0.1 M 

Tris-AcOH (pH7.9), 0.1 M Mg(OAc)2, 0.05 M NH4Cl) を 5 μL の順でマイクロチューブにと

り，攪拌，遠心後，アニーリングをした．アニーリング後，dNTPs 水溶液，金属イオン水

溶液を加え，攪拌，遠心した．次いで DNA polymerase を加え，タッピングにより撹拌し，

遠心し，37 ºC で 60 min 間反応させた．60 min 後，金属イオンをマスクする目的で，100 

mM DTT aq. 1.5 μL を添加し，撹拌，遠心後，90 ºC で 10 min 加熱し，反応を停止した．

反応停止後，各反応溶液を 1 μL ずつ別のマイクロチューブにとり，milliQ 水を 9 μL，さ

らに Loading buffer (8 M urea, 70 % sucrose, 0.2 % bromophenol blue) を 4 μL 加えて，攪拌，

遠心した．このうち 6 μL を 20 % ポリアクリルアミド変性ゲル電気泳動 (PAGE) により

電気泳動し，LAS-3000 Image Analyzer にて確認した．上記反応及び PAGE を複数回行っ

た．反応が問題なく進行した 16 回の反応溶液を合わせ，減圧条件下 (Speed-Vac) にて溶

液の全量が 200~300 μL となるように濃縮した．濃縮後，ゲル濾過クロマトグラフィー (GE 

Healthcare，illustra
TM

 NAP
TM

-25 Columns Sephadex
TM

 G-25 DNA Grade) で脱塩を実施した．

脱塩操作は，濃縮溶液を NAP-カラムの上にのせ，milliQ 水 5 mL を上部から流し込み，

500 μL ずつ 10 本のマイクロチューブに取り分けた．LAS-3000 にて各フラクションのマ

イクロチューブを励起波長 460 nm，蛍光波長 515 nm の条件で撮影し，蛍光を示したフラ

クションを 1 つのマイクロチューブに集め，凍結乾燥した．凍結乾燥後，ミニマイクロチ

ューブに移し，再び凍結乾燥した．ODNs をマイクロチューブの底に集めるため，凍結乾

燥物を 20 μL の milliQ 水に溶かし，よく攪拌，遠心後，再び凍結乾燥した．凍結乾燥後，

2 μL の 100 mM TEAA に溶解し，MILLIPORE 社製 ZipTip
®

 Pipette Tips を使用し，0.5 µL 
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× 2 回のアセトニトリルで溶出しながら MALDI-TOF MS 測定用プレートにのせ，以下の

条件で，Voyager-DE STR にて測定した．Mode of operation：Linear, Polaroty：Negative, 

Matrix：3-hydroxypicolinic acid (50 mg/mL)：ammonium citrate (50 mg/mL) = 9：1 

  



110 

 

プライマー伸長反応で使用したオリゴデオキシヌクレオチドの構造確認 

プライマー伸長反応，一塩基伸長反応に用いた日本バイオサービスより購入した ODNs 

の分子式と分子量の計算値と negative ion mode による実測値を示した． 

 

Sequence name 分子式 
分子量– H+ 

計算値 実測値 

Full-length-1 C261H316N97O149P24 7938.3 7940.2 

Full-length-2 C261H317N94O151P24 7929.3 7931.7 

Full-length-3 C257H316N89O147P24 7746.2 7748.0 

Full-length-4 C257H319N80O153P24 7719.2 7719.0 

19-mer-1 C212H256N74O120P19 6348.3 6347.3 

19-mer-2 C210H256N70O119P19 6252.2 6254.3 

19-mer-3 C210H257N68O121P19 6243.2 6243.2 

19-mer (Duplex-1) C213H257N73O119P19 6331.3 6332.3 

19-mer (Duplex-2) C213H260N64O124P19 6288.3 6289.5 

19-mer (Duplex-3) C213H257N73O118P19 6315.3 6314.9 

19-mer (Duplex-4) C212H257N71O120P19 6307.3 6306.9 

Primer C173H208N56O173P15 5071.5 5072.3 

Template-1 C232H295N86O144P23 7303.8 7303.6 

Template-2 C237H296N93O145P23 7478.9 7480.9 

Template-3 C237H294N99O141P23 7496.9 7494.1 

Template-4 C237H295N98O142P23 7511.9 7511.8 

Template (Duplex-1) C236H296N91O144P23 7422.9 7420.8 

Template (Duplex-2) C237H294N99O139P23 7464.9 7465.0 

Template (Duplex-3) C237H298N87O147P23 7537.9 7436.2 

Template (Duplex-4) C236H295N94O143P23 7447.9 7446.1 
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Template-5 C279H356N102O175P28 8804.7 8801.4 

Template-6 C280H356N104O175P28 8844.8 8842.6 

Template-7 C279H356N102O175P28 8804.7 8803.1 

Template-8 C336H428N126O211P34 10659.9 10658.9 

Template-9 C215H272N79O133P21 6740.4 6738.7 

Template-10 C233H296N85O145P23 7318.8 7320.3 

Template-11 C252H320N93O157P25 7937.2 7935.3 

Template-12 C280H356N104O175P28 8844.8 8845.1 

Template-13 C290H369N106O182P29 9149.0 9148.0 

Template-14 C300H382N108O189P30 9453.1 9453.1 

Template-15 C310H395N110O196P31 9757.3 9755.2 

Template-16 C330H421N114O210P33 10365.2 10364.2 

Template-17 C360H460N120O231P36 11278.3 11276.0 

Template-18 C307H379N131O172P30 9584.4 9581.9 

Template-19 C307H379N131O172P30 9584.4 9584.0 
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融解温度 (Tm値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) 

スピッツに緩衝液 (×5) [500 mM NaClO4, 50 mM MOPS (pH 7.1)] を 1.2 mL 加え，ここに 

duplex を構成する一本鎖 ODN を 12 nmol ずつ加え，全量が 5 mL となるように milliQ 

水を加えた．攪拌後，2.5 mL ずつ 2 本のスピッツに分け，金属イオン水溶液を適量添加

し，全量を milliQ 水で 3 mL とした．これをアニーリングし，MILLIPORE 社製 Millex
®
-LG 

0.20 μm で濾過後，下記に示した条件で温度変化測定を行った．得られた融解曲線を一次

微分し，Tm 値を求めた．測定は少なくとも 2 回行い平均値を示した． 

 

機種：JASCO 社製 V-560 

測光モード：Abs  レスポンス：Medium  バンド幅：2.0 nm 

測定温度 (温度範囲) ：5 - 80 ºC  取込間隔：0.5 ºC  時間取込間隔：10 sec 

温度勾配：30 ºC /hr  測定波長：270 nm  Duplex：2 μM or 5 μM 

緩衝液 (final concentration)：100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1)  

or 1 M NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1) 

<データ補間カット> 取込間隔：0.2 ºC  開始温度：5 ºC  終了温度：80 ºC 

<微分> アルゴリズム：差分法  微分次数：1 次  データ間隔：11 

<スムージング> 方式：単純移動平均  コンボリューション幅：7 
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融解温度 (Tm値) 測定の基本操作 (V-660 で測定) 

マイクロチューブに緩衝液 (×5) [500 mM NaClO4, 50 mM MOPS (pH 7.1)] を 200 μL 加

え，ここに duplex を構成する一本鎖 ODN を 2 nmol ずつ加え，金属イオン水溶液を適

量添加し，全量が 1 mL となるように milliQ 水を加えた．攪拌，遠心後，アニーリング

し，下記に示した条件で温度変化測定を行った．得られた融解曲線を一次微分し，Tm 値を

求めた．測定は尐なくとも 2 回行い平均値を示した． 

 

機種：JASCO 社製 V-560 

測光モード：Abs  レスポンス：Medium  バンド幅：2.0 nm 

測定温度 (温度範囲) ：5 - 80 ºC  取込間隔：0.5 ºC  時間取込間隔：10 sec 

温度勾配：30 ºC /hr  測定波長：260 nm  Duplex：2 μM 

緩衝液 (final concentration)：100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1) 

<データ補間カット> 取込間隔：0.2 ºC  開始温度：5 ºC  終了温度：80 ºC 

<微分> アルゴリズム：差分法  微分次数：1 次  データ間隔：11 

<スムージング> 方式：単純移動平均  コンボリューション幅：7 
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融解温度 (Tm) 測定／CD スペクトルで使用したオリゴデオキシヌクレオチ

ドの構造確認 

融解温度 (Tm) 測定／CD スペクトルに用いた日本遺伝子研究所より購入した ODNs 

及び機能分子創製化学研究室で合成された ODNs の分子式と分子量の計算値と positive 

ion mode による実測値を示した．各 1 本鎖を組み合わせて，各 duplex とした． 

 

Sequence 分子式 
分子量+ H+ 

計算値 実測値 

5’
CAT TGG AAT GAC GCT

3’
 C147H185N57O88P14 4593.0 4593.4 

5’
CAT TGG AGT GAC GCT

3’ C147H185N57O89P14 4609.0 4608.1 

5’
CAT TGG ACT GAC GCT

3’ C146H185N55O89P14 4569.0 4568.7 

5’
CAT TGG ATT GAC GCT

3’ C147H186N54O90P14 4584.0 4583.2 

3’
GTA ACC TAA CTG CGA

5’ C146H184N58O86P14 4562.0 4560.3 

3’
GTA ACC TGA CTG CGA

5’ C146H184N58O87P14 4578.0 4577.4 

3’
GTA ACC TCA CTG CGA

5’ C145H184N56O87P14 4538.0 4537.6 

3’
GTA ACC TTA CTG CGA

5’ C146H185N55O88P14 4553.0 4552.9 

5’
AAA TCT GCG

3’ C88H111N35O51P8 2723.8 2721.2 

5’
CAA TCT GCG

3’ C87H111N33O52P8 2699.8 2699.4 

5’
TAA TCT GCG

3’ C88H112N32O53P8 2714.8 2714.4 

3’
TTT AGA CGC

5’ C88H112N32O53P8 2714.8 2714.5 

3’
TTT GGA CGC

5’ C87H112N32O54P8 2730.8 2727.3 

3’
TTT CGA CGC

5’ C87H112N30O54P8 2690.8 2687.5 

3’
TTT TGA CGC

5’ C88H113N29O55P8 2705.8 2704.6 

3’
TTT AAA CGC

5’ C88H112N32O52P8 2698.8 2697.0 

3’
TTT ACA CGC

5’ C87H112N30O53P8 2674.8 2673.8 
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3’
TTT ATA CGC

5’ C88H113N29O54P8 2689.8 2688.9 

3’
ATT AGA CGC

5’ C88H111N35O51P8 2723.8 2723.6 

3’
GTT AGA CGC

5’ C88H111N35O52P8 2739.8 2739.1 

3’
CTT AGA CGC

5’ C87H111N33O52P8 2699.8 2699.0 

5’
CAT TGG ATT TGA CGC T

3’
 C157H199N56O97P15 4888.2 4887.1 

5’
CAT TGG ATT TTG ACG CT

3’
 C167H212N58O104P16 5192.4 5192.7 

5’
CAT TGG ATT TTT TGA CGC T

3’
 C187H238N62O118P18 5780.8 5800.0 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT GAC GCT

3’
 C207H264N66O132P20 6409.2 6407.6 

5’
CAT TGG ATT TTT TTT TTT GAC GCT

3’
 C237H303N72O153P23 7321.8 7322.8 

3’
GTA ACC TTT ACT GCG A

5’
 C156H198N57O95P15 4857.2 4854.6 

3’
GTA ACC TTT TAC TGC GA

5’ C166H211N59O102P16 5161.4 5159.0 

3’
GTA ACC TTT TTT ACT GCG A

5’ C186H237N63O116P18 5769.8 5767.9 

3’
GTA ACC TTT TTT TTA CTG CGA

5’ C206H263N67O130P20 6378.2 6375.8 

3’
GTA ACC TTT TTT TTT TTA CTG CGA

5’ C236H302N73O151P23 7290.8 7286.9 

3’
GTA ACC TAA ACT GCG A

5’
 C156H196N63O91P15 4875.2 4874.9 

3’
GTA ACC TAA AAC TGC GA

5’ C166H208N68O96P16 5188.4 5186.9 

3’
GTA ACC TAA AAA ACT GCG A

5’ C186H232N78O106P18 5814.9 5812.3 

3’
GTA ACC TAA AAA AAA CTG CGA

5’ C206H256N88O116P20 6441.3 6439.6 

3’
GTA ACC TAA AAA AAA AAA CTG CGA

5’ C236H292N103O131P23 7380.9 7379.6 
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第一章の実験 

第一節の実験 

Figure 5. Effects of Hg
II ions on primer extension reaction. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，Hg(ClO4)2 溶液を適当な濃度となる

よう (Hg
II 濃度 0-50 μM)，DNA polymerase は，0.2 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.4 

units KF とし，反応した． 

 

Figure 6. Effects of Hg
II

 ions on primer extension reactions by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，Hg(ClO4)2 溶液を適当な濃度となる

よう (Figure 6b; Hg
II 濃度 0-50 μM, Figure 6c; Hg

II 濃度 0-1000 μM.)，DNA polymerase は，

0.2 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.4 units KF とし，反応した． 

 

Figure 7. Primer extension reactions in the presence of Hg
II

 ions by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 1.5 μL 添

加し，15 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.2 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.4 units 

KF とし，反応した． 

 

Figure 8. Primer extension reactions in the presence of Hg
II

 ions by KF and thier 

MALDI-TOF mass analyses. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7 mM dNTPs 溶液を 3 μL ずつ
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添加し，420 μM dNTPs とし，1 mM Hg(ClO4)2 溶液を 2.5 μL 添加し，50 μM Hg
II
 とし，

DNA polymerase は，0.4 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.8 units KF とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 

 
分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C261H317N94O151P24 7929.3 7930.6 

 

第二節の実験 

Figure 9. Effects of counter anion (perchloric anion) on the primer extension reaction by KF.. 

 プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，各 200 μM Hg(ClO4)2, Mg(ClO4)2, 

Hg(OCOCH3)2 溶液を 1.5 μL 添加し，15 μM Hg(ClO4)2, Mg(ClO4)2, Hg(OCOCH3)2 とし，

DNA polymerase は，0.2 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.4 units KF とし，反応した． 

 

Figure 10. Effects of various metal ions on the primer extension reaction by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，各 200 µM の Hg(ClO4)2, MnCl2, 

FeCl2, Fe(NO3)2, Co(NO3)2, CuCl2, Zn(NO3)2, Pb(NO3)2, Ni(NO3)2, AuCl 溶液を 1.5 μL 添加し，

15 μM 金属イオンとし，DNA polymerase は，0.2 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.4 units 

KF とし，反応した． 

 

Figure 11b. Primer extension reactions in the presence of Hg
II

 ions by Taq polymerase. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  300 μM 
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dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，30 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 5 μL 添加

し，50 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.4 units/μL γTaq polymerase 溶液を 2 μL を加

え，0.8 units γTaq polymerase とし，反応した． 

 

Figure 11c. Primer extension reactions in the presence of Hg
II

 ions by KOD Dash polymerase. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 2.5 μL 添

加し，25 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.2 units/μL KOD Dash polymerase 溶液を 2 μL 

を加え，0.4 units KOD Dash polymerase とし，反応した． 
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第二章の実験 

第一節の実験 

Figure 12. Effects of Ag
I
 ion concentration on the primer extension reaction by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，AgNO3 溶液を適当な濃度となるよ

う (Figure 11b; Ag
I
 濃度 0-50 μM, Figure 11c; Ag

I
 濃度 0-1000 μM)，DNA polymerase は，

0.15 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.3 units KF とし，反応した． 

 

Figure 13. Single nucleotide insertions into the site opposite C in the template in the presence 

or absence of Ag
I
 ions by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，200 μM AgNO3 溶液を 3.0 μL 添加

し，30 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.15 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.3 units KF 

とし，反応した． 

 

Figure 14. Primer extension reactions in the presence or absence of Ag
I
 ions by KF and thier 

MALDI-TOF mass analyses. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7 mM dNTPs 溶液を 3 μL ずつ添

加し，420 μM dNTPs とし，1 mM AgNO3 溶液を 2.5 μL 添加し，50 μM Ag
I
 とし，DNA 

polymerase は，0.4 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.8 units KF とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以下

に示した． 
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分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C257H316N89O147P24 7746.2 7746.6 

 

Figure 15. Effects of counter anion (nitrate anion) on the primer extension reaction by KF.  

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，各 200 μM AgNO3, NaNO3, Mg(NO3)2

溶液を 3 μL 添加し，30 μM AgNO3, NaNO3, Mg(NO3)2 とし，DNA polymerase は，0.15 

units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.3 units KF とし，反応した． 

 

Figure 16. Amounts of the full-length product of metal ion-mediated reactions relative to that 

of Ag
I
 ion-mediated reaction. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．dNTPs は，各 

200 μM dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，各 200 µM の AgNO3, MnCl2, 

FeCl2, Fe(NO3)2, Co(NO3)2, Ni(NO3)2, CuCl, CuCl2, Zn(NO3)2, Cd(NO3)2, AuCl, AuCl3, Hg(ClO4)2, 

TlNO3, Pb(NO3)2 溶液を 3 µL 添加し，30 μM 金属イオン水溶液とし，DNA polymerase は，

0.15 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.3 units KF とし，反応した．PAGE の結果を

LAS-3000 Image Analyzer にて撮影後，Multi Gauge Ver 3.0 (FUJIFILM) により，各レーンの

総蛍光強度に対する各レーンの full-length product の蛍光強度の割合を算出した．この操作

を計 5 回繰り返し，算出された結果の平均値と標準偏差を示した． 

 

Figure 17a. Primer extension reactions in the presence of Ag
I
 ions by Taq polymerase. 

Figure 17b. Single nucleotide insertions at the site opposite C in the template by Taq 

polymerase. 
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プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  500 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，50 μM dNTPs とし，1000 μM AgNO3 溶液を 2.0 μL 添加

し，100 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，1.25 units/μL γTaq polymerase 溶液を 2 μL を加

え，2.5 units γTaq polymerase とし，反応した． 

 

Figure 18a. Primer extension reactions in the presence of Ag
I
 ions by KOD Dash polymerase. 

Figure18b. Single nucleotide insertions at the site opposite C in the template by KOD Dash 

polymerase. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，250 μM AgNO3 溶液を 2.0 μL 添加

し，25 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.2 units/μL KOD Dash polymerase 溶液を 2 μL を

加え，0.4 units KOD Dash polymerase とし，反応した． 

 

Figure 21. Distance of N1-N9 of Watson-Crick base pairs, 

1-methylcytosine-Ag
I
-9-methyladenine (syn) and 1-methylcytosine-Ag

I
-9-methyladenine (anti) 

by DFT calculations. 

Spartan の A-T 塩基対の template を用い，構造の最適化計算せず，N1-N9 間の距離を

求めた． 

Spartan で 1-methylcytosine-Ag
I
-9-methyladenine (syn) 及 び 1-methylcytosine-Ag

I
- 

9-methyladenine (anti) を 作 成 し た． 1-methylcytosine-Ag
I
-9-methyladenine (syn) で は，

C4-N3-N7-C8 二面角を 180 度と，N3-Ag1-N7 角度を 180 度に固定し，MMFF で最適化

した．最適化後，固定した拘束を外し，DFT にて計算し，N1-N9 間の距離を求めた．

1-methylcytosine-Ag
I
-9-methyladenine (anti) では， C4-N3-N1-C2 二面角を  180 度と，

N3-Ag1-N1 角度を 180 度に固定し，MMFF で最適化した．最適化後，固定した拘束を外
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し，DFT にて計算し，N1-N9 間の距離を求めた． 

 

第二節の実験 

Figure 22. Primer extension reaction at the various concentrations of Ag
I
 ions through the 

incorporation of dTTP or dCTP into the site opposite C or T in the template by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，AgNO3 溶液を適当な濃度となるよう 

(Ag
I濃度 0-500 μM)，DNA polymerase は，0.12units/μL KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.4 units 

KF exo-とし，反応した． 

 

Figure 23. Single nucleotide insertions into the sites opposite C or T in the presence or absence 

of Ag
I
 ions by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM AgNO3 溶液を 1.5 μL 添加し，

15 μM Ag
Iとし，DNA polymerase は，0.1units/μL KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF 

exo-とし，反応した． 

 

Figure 24. MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the incorporation 

of dTTP into the site opposite C in the presence of Ag
I
 ions by KF exo-. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7mM dNTPs 溶液を 3 μL ずつ添

加し，420 μM dNTPs とし，1 mM AgNO3 溶液を 2.5 μL 添加し，50 μM Ag
Iとし，DNA 

polymerase は，0.4units/μL KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.8 units KF exo-とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 
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分子式 

分子量– H
+
 

 計算値 実測値 

Full-length 

product 
C257H319N80O153P24 7719.2 7718.6 

 

Figure 25. MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the incorporation 

of dCTP into the site opposite T in the presence of Ag
I
 ions by KF exo-. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7mM dNTPs 溶液を 3 μL ずつ添

加し，420 μM dNTPs とし，1 mM AgNO3 溶液を 2.5 μL 添加し，50 μM Ag
Iとし，DNA 

polymerase は，0.4units/μL KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.8 units KF exo-とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 

 
分子式 

分子量– H
+
 

 計算値 実測値 

Full-length 

product 
C258H320N79O154P24 7704.1 7704.9 

 

Figure 26. Effects of counter anion (nitrate anion) on primer extension reaction through the 

incorporation of dTTP or dCTP into the site opposite C or T in the template by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 200 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，各 200 μM AgNO3, NaNO3,Mg(NO3)2

溶液を 1.5 μL 添加し，15 μM AgNO3, NaNO3,Mg(NO3)2 とし，DNA polymerase は，0.2units/μL 

KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.4 units KF exo-とし，反応した． 
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Figure 27. Primer extension reactions in the presence of various metal ions, in which dTTP or 

dCTP is incorporated into the site opposite C or T in the template by KF exo-. 

  プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．dNTPs は，各 

200 μM dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，20 μM dNTPs とし，各 200 µM の AgNO3, MnCl2, 

FeCl2, Fe(NO3)2, Co(NO3)2, Ni(NO3)2, CuCl2, Zn(NO3)2, Cd(NO3)2, AuCl3, Hg(ClO4)2, TlNO3, 

Pb(NO3)2溶液を 0.5 µL添加し，5 μM 金属イオン水溶液とし，DNA polymerase は，0.2units/μL 

KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.3 units KF exo-とし，反応した． 

 

Figure 28. Single nucleotide insertions into the site opposite T in the presence or absence of 

Hg
II

 ions. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 0.5 μL 添加

し，5 μM Hg
IIとし，DNA polymerase は，0.1units/μL KF exo-溶液を 2 μL を加え，0.2 units 

KF exo-とし，反応した． 

 

Figure 29. Primer extension reactions, in which dTTP or dCTP is incorporated into the site 

opposite C or T in the template by Taq polymerase. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 800 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，80 μM dNTPs とし，200 μM AgNO3 溶液を 3 μL 添加し，

30 μM Ag
Iとし，DNA polymerase は，1.5units/μL γTaq polymerase 溶液を 2 μL を加え，3 units 

γTaq polymerase とし，反応した． 
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第三章の実験 

第一節の実験 

Table 5. Tm values of mismatch-containing duplexes and full-match duplexes in the presence 

and absence of Ag
I
 ions. 

Figure 30. Melting profiles of C-A, C-T, and C-C mismatch-containing duplexes and T-A and 

C-G full-match duplexes in the presence and absence of 1 equivalent of Ag
I
 ions at 270 nm. 

融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) のもと操作を行った．Duplex 濃度は 

2 μM とし，100 µM AgNO3 水溶液を適当な当量 (0 eq.: 0 μL, 1 eq.: 60 μL) となるように添

加した． 

 

Table6. Melting temperatures (Tm) of fully matched and mismatch-containing duplexes in the 

presence of various amounts of Ag
I
 ion. 

Figure 31. Melting profiles of C-A, C-T, and C-C mismatch-containing duplexes and T-A and 

C-G full-match duplexes in the presence of various equivalents of Ag
I
 ions at 270 nm. 

融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) のもと操作を行った．Duplex 濃度は 

2 μM とし，100 µM AgNO3 水溶液を適当な当量 (0 eq.: 0 μL, 0.25 eq.: 15 μL, 0.5 eq.: 30 μL, 

0.75 eq.: 45 μL, 1 eq.: 60 μL, 1.5 eq. : 90 μL, 2 eq.: 120 μL) となるように添加した． 

 

Figure 32. The first-derivative plots of the melting curves of duplex C-A, C-T and C-C. 

Figure 31 で得られた C-A, C-T, C-C ミスマッチ塩基対を含んだ二重鎖 ODNs の融解曲

線を一次微分し，プロットした． 

 

Figure 33. CD spectra of C-A, C-T, and C-C mismatch-containing duplexes and T-A and C-G 

full-match duplexes in the presence of 0, 1 or 2 equivalents of Ag
I
 ions. 
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融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) と同様のサンプル調製の操作を行い，

サンプルを調製した．Duplex 濃度は 2 μM とし，100 µM AgNO3 水溶液を適当な当量 (0 

eq.: 0 μL, 1 eq.: 60 μL, 2 eq.: 120 μL) となるように添加した．これをアニーリングし，

MILLIPORE 社製 Millex
®

-LG 0.20 μm で濾過後，以下の条件で CD スペクトルを測定した． 

機種：JASCO 社製 J-820 

感度：Standard  測定波長：330 - 220 nm  データ取込間隔：0.1 nm 

走査モード：continuous  走査速度：50 nm/min  Response：1 sec  バンド幅：1 nm 

積算：4 回  測定温度：25 ºC  Duplex：2 μM  AgI：0, 1, 2 eq. (0, 2, 4 μM) 

緩衝液 (final concentration)：100 mM NaClO4, 10 mM MOPS (pH 7.1) 

 

Table 7. Effects of metal ions on melting temperature (Tm) of duplexes C-A, A-C, C-T and T-C. 

融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) のもと操作を行った．Duplex 濃度は 

2 μM とし，金属イオンとして，100 µM AgNO3, Hg(ClO4)2 水溶液を 60 µL，200 µM MnCl2, 

FeCl2, Fe(NO3)2, Co(NO3)2, Ni(NO3)2, CuCl2, Zn(NO3)2, Cd(NO3)2, AuCl3, TlNO3, Pb(NO3)2 溶液

を 30 µL 加えた． 

 

第二節の実験 

Table 9. Tm values of duplexes containing a mismatched base pair at the internal site in the 

presence and absence of one equivalent metal ions. 

Table 10.Tm values of duplexes containing a mismatched base pair at the terminal site in the 

presence and absence of one equivalent metal ions 

融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-560 で測定) のもと操作を行った．緩衝液は、1 M 

NaClO4, 10 mM MOPS (pH7.1) を使用した。Duplex 濃度は 5 μM とし，100 µM AgNO3 水

溶液及び 100 μM Hg(ClO4)2 水溶液を適当な当量 (0 eq.: 0 μL, 1 eq.: 60 μL) となるように添
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加した． 

 

第三節の実験 

Figure 34b. PAGE analysis of single-nucleotide insertions into the sites opposite C in the 

template strands catalyzed by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM AgNO3 溶液を 1 μL 添加し，

10 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.1 units/μL KF exo- 溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF 

exo- とし，反応した． 

 

Figure 34c. PAGE analysis of single-nucleotide insertions into the sites opposite C in the 

template strands catalyzed by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各 100 μM dNTPs 

溶液を 3 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM AgNO3 溶液を 1 μL 添加し，10 μM 

Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.3 units/μL KF exo- 溶液を 2 μL を加え，0.6 units KF exo-

とし，反応した． 

 

Figure 35. MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the incorporation 

of dCTP into the site opposite C in the presence of Ag
I
 ions by KF exo-. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 10 mM dNTPs 溶液を 5 μL ずつ添

加し，1 mM dCTP とし，200 μM AgNO3 溶液を 2.5 μL 添加し，10 μM Ag
I
 とし，DNA 

polymerase は，0.75 units/μL KF exo- 溶液を 2 μL を加え，1.5 units KF exo- とし，反応し

た． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以
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下に示した． 

 
分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C257H317N86O150P24 7753.2 7752.7 

 

  



129 

 

第四章の実験 

第一節の実験 

Figure 36. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing two 

T residues by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加

し，30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.1 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF 

とし，反応した． 

 

Figure 37. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing two 

consecutive T residues by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加

し，30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.1 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF 

とし，反応した． 

 

Figure 38. MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the incorporation 

of dTTP into the site opposite two consecutive T in the presence of Hg
II

 ions by KF. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7 mM dNTPs 溶液を 5 μL ずつ添

加し，700 μM dNTPs とし，1 mM Hg(ClO4)2 溶液を 2.5 μL 添加し，1 mM Hg
II
 とし，DNA 

polymerase は，0.6 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，1.2 units KF とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 
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分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C309H378N112O182P29 9470.3 9471.2 

 

Figure 39. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the templates containing three, four 

five, seven and ten consecutive T residues by KF. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．各  100 μM 

dNTPs 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dNTPs とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加

し，30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.1 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF 

とし，反応した． 

 

Figure 40. MALDI-TOF mass spectrum of extension products obtained by the incorporation 

of dTTP into the site opposite three consecutive T in the presence of Hg
II

 ions by KF. 

MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 7 mM dNTPs 溶液を 5 μL ずつ添

加し，700 μM dNTPs とし，1 mM Hg(ClO4)2
 溶液を 2.5 μL 添加し，1 mM Hg

II
 とし，DNA 

polymerase は，1.0 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，2.0 units KF とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 

 
分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C319H391N114O189P30 9774.5 9774.8 

 

Figure 41. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the templates containing the four 

consecutive T residues by KF. 
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プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．100 μM dGTP, 

dCTP 溶液を 2 μL ずつ添加し，10 μM dGTP, dCTP とし，1 mM dTTP 溶液を 2 μL ずつ添

加し，100 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，30 μM Hg
II
 とし，DNA 

polymerase は，0.1 units/μL KF 溶液を 2 μL を加え，0.2 units KF とし，反応した． 

 

Figure 42b. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing 

five consecutive T-Hg
II

-T base pairs by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．ただし反応緩衝

液を 0.5 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH7.9) を使用し，Mg
2+

 非存在下で反応を行った．5 mM 

dTTP 溶液を 2 μL 添加し，500 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，

30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，1.0 units/μL KFexo- 溶液を 2 μL を加え，2.0 units KF 

exo- とし反応した．反応 60 min 後，反応の進行を確認するため，1 μL を取り，milliQ 水 

9 μL と合わせた．残り反応溶液に 5 mM dGTP, dCTP 溶液を 2 μL ずつ添加し，500 μM 

dGTP, dCTP とし，37 ºC で 30 min 間反応させた． 

 

Figure 42c. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing  

seven consecutive T-Hg
II

-T base pairs by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．ただし反応緩衝

液を 0.5M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH7.9) を使用し，Mg
2+

 非存在下で反応を行った．5 mM 

dTTP 溶液を 2 μL 添加し，500 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，

30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，2.0 units/μL KF exo- 溶液を 2 μL を加え，4.0 units KF 

exo- とし反応した．反応 60 min 後，反応の進行を確認するため，1 μL を取り，milliQ 水 

9 μL と合わせた．残り反応溶液に 5 mM dGTP, dCTP 溶液を 2 μL ずつ添加し，500 μM 

dGTP, dCTP とし，37 ºC で 30 min 間反応させた． 
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Figure 42d. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing ten 

consecutive T-Hg
II

-T base pairs by KF exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．ただし反応緩衝

液を 0.5M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH7.9) を使用し，Mg
2+

 非存在下で反応を行った．5 mM 

dTTP 溶液を 2 μL 添加し，500 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，

30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，2.0 units/μL KF exo- 溶液を 2 μL を加え，4.0 units KF 

exo- とし反応した．反応 60 min 後，反応の進行を確認するため，1 μL を取り，milliQ 水 

9 μL と合わせた．残り反応溶液に 5 mM dGTP, dCTP 溶液を 2 μL ずつ添加し，500 μM 

dGTP, dCTP とし，37 ºC で 30 min 間反応させた． 

 

Figure 43. Formation of ten consecutive T-Hg
II

-T base pairs by KF exo- and Therminator 

DNA polymerase. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．ただし反応緩衝

液を 0.5 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH7.9) を使用し，Mg
2+

 非存在下で反応を行った．5 mM 

dTTP 溶液を 2 μL 添加し，500 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，

30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.15 units/μL Therminator 溶液を 2 μL を加え，0.3 

units Therminator とし，70 ºC で 60 min 間反応させた．60 min 反応後，20 mM dGTP, dCTP

溶液を 0.5 μL 添加し，500 μM dGTP, dCTP とし，5.0 units/μL KF exo- 溶液を 1 μL を加え，

5.0 units KF exo- とし，37 ºC で 30 min 間反応させた． 

 

Figure 44. Hg
II

-promoted primer extension reactions on the primed templates containing 

twentyconsecutive T residues by Therminator DNA polymeraseand KFexo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．ただし反応緩衝

液を 0.5 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH7.9) を使用し，Mg
2+

 非存在下で反応を行った．5 mM 

dTTP 溶液を 2 μL 添加し，500 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 3 μL 添加し，
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30 μM Hg
II
 とし，DNA polymerase は，0.3 units/μL Therminator 溶液を 2 μL を加え，0.6 units 

Therminator とし，70 ºC で 60 min 間反応させた．60 min 反応後，20 mM dGTP, dCTP 溶

液を 0.5 μL 添加し，500 μM dGTP, dCTP  とし，5.0 units/μL KF exo- 溶液を 1 μL を加え，

5.0 units KF exo- とし，37 ºC で 30 min 間反応させた． 

 

Table 17. Melting temperatures (Tm) of fully matched and consecutive T-T 

mismatched-containing duplexes in the presence or absence of various amounts of Hg
II 

ion. 

Figure 45. Melting profiles of duplexes containing of one, two, three, five, seven and ten 

consecutive T-T mismatched base pairs in the presence or absence of various equivalents of 

Hg
II

 ionsat 260 nm. 

融解温度 (Tm 値) 測定の基本操作 (V-660 で測定) のもと操作を行った．Duplex 濃度は 

2 μM とし，100 μM Hg(ClO4)2 水溶液を適当な当量 (0 eq.: 0 μL, 1 eq.: 20 μL, 2 eq.: 40 μL, 3 

eq.: 60 μL, 4 eq.: 80 μL, 5 eq.: 100 μL, 6 eq.: 120 μL, 7 eq.: 140 μL, 8 eq.: 160 μL, 9 eq.: 180 μL, 

10 eq.: 200 μL) となるように添加した． 

 

第二節の実験 

Figure 47. Primer extension reactions in the presence or absence of Ag
I
 and/or Hg

II
 ions by KF 

exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．200 μM dTTP 

溶液を 3 μL 添加し，30 μM dTTP とし，20 μM Hg(ClO4)2 溶液を 2 μL 添加し，2 μM Hg
II

とし，20 μM AgNO3 溶液を 2 μL 添加し，2 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.2 units/μL 

KF exo- 溶液を 2 μL を加え，0.4 units KF exo- とし，反応した． 

 

Figure 48. MALDI-TOF mass analysis of the primer extension reaction with Ag
I
 and/or 

Hg
II

ions.  
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MALDI-TOF MS の基本条件のもと操作を行った．各 10 mM dTTP 溶液を 4 μL 添加し，

800 μM dTTP とし，200 μM Hg(ClO4)2 溶液を 2.5 μL 添加し，10 μM Hg
II
 とし，200 μM 

AgNO3 溶液を 2.5 μL 添加し，10 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.6 units/μL KF exo- 溶

液を 2 μL を加え，1.2 units KF exo- とし，反応した． 

反応生成物である full-length product の分子式並びに分子量の計算値及び実測値は以

下に示した． 

 
分子式 

分子量– H+ 

 計算値 実測値 

Full-length product C333H416N88O208P31 9938.6 9939.6 

 

Figure 49. Primer extension reactions in the presence or absence of Ag
I
 and/or Hg

II
 ions by KF 

exo-. 

プライマー伸長反応／一塩基伸長反応の基本条件のもと操作を行った．200 μM dTTP 溶

液を 3 μL 添加し，30 μM dTTP とし，20 μM Hg(ClO4)2 溶液を 2 μL 添加し，2 μM Hg
II
 と

し，20 μM AgNO3 溶液を 2 μL 添加し，2 μM Ag
I
 とし，DNA polymerase は，0.2 units/μL KF 

exo- 溶液を 2 μL を加え，0.4 units KF exo- とし，反応した． 
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