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研究成果の概要（和文）：トロンビンアプタマーとその相補的配列を有する1本鎖DNAを混合した場合の触媒還元
電流を評価できた．トロンビンの添加によってプロトン触媒還元電流が増加することから，トロンビンを計測す
ることが可能となった．また，アプタマー－白金錯体の解離定数を評価できた．
アプタマー修飾微粒子の誘電泳動を利用したトロンビンセンサの開発を行った．微粒子の表面導電率と交差周波
数の関連を調査し，理論と一致することを示した．さらに，微粒子に固定化したアプタマーにトロンビンが結合
すると微粒子表面の電荷量が減少し交差周波数が低周波数側にシフトした．微粒子サイズの減少に伴い，計測で
きるトロンビンの濃度領域を低濃度化できた． 

研究成果の概要（英文）：The catalytic reduction currents of proton has been estimated after thrombin
 aptamer was added to the solution containing ssDNA with the complementary sequence to thrombin 
aptamer. The reduction current increased with increasing the concentration of thrombin added to the 
solution containing aptamer. We can also estimate the dissociation constant of the complex between 
the aptamer and platinum complex. 
A simple detection system based on dielectrophoresis of particles modified with aptamer has been 
investigated. The particles modified with aptamer was mixed with solutions containing different 
concentrations of thrombin. The cross-over frequency decreased with increasing the concentration of 
thrombin. The decrease of the cross-over frequency could be due to the decrease of the surface 
conductivity of particles by capturing of thrombin to the immobilized aptamer. The present procedure
 is absolutely simple because of the needless of the separation step for unreacted thrombin.

研究分野： 電気分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
計測に必要とする分子認識素子およびシグナル変換素子を固定化することなく溶液中に溶解させた状態で，ター
ゲット分子を検出可能な簡便で高感度なセンサを構築することに，大きな意義がある．さらに，「認識して初め
てシグナル変換機能をON」にする新規機構に，プロトン触媒還元電流を組み込んだ積極的な感度の向上に学術的
な特色がある．本手法の確立は，研究開発中であるアプタマーやDNAザイムを利用した新規なセンシングシステ
ムの創出のための有用な指針となりうる．よって，DNAアプタマーをシグナル変換と連動した認識素子として捉
えた研究に対する方向性を決定する大きな学術的意義を含んでいる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
特定の分子と特異的に結合できる核酸分子やペプチドであるアプタマーは，バイオセンサの

認識素子，生理活性阻害型の医薬品として注目されている．現在のバイオセンシング素子の主
流である酵素標識抗体は，分子認識素子である抗体とシグナル変換素子である酵素を物理的に
結合させただけであるため，相互に連動しておらず，分子認識した素子と認識していない素子
を分離（BF 分離）してシグナル変換能を計測する必要がある．アプタマーは分子を特異的に認
識することにより，その 3 次元構造を大きく変化させる．その変化にシグナル変換素子の
ON/OFF を組み込むことができる可能性に大きな魅力がある．すなわち，アプタマーには，認
識素子がターゲット分子を認識して初めてシグナル変換素子が機能する理想的なシステム構築
の可能性がある．例えば，相補的な DNA hybridization の結果，HRP 活性を発現するグアニン四
重鎖（G-quadruplex）を再構築するシステムが報告されている（JACS, 2004, 126, 7430）．このシ
ステムでは，hybridization により DNA は HRP 活性を発現するため，BF 分離を必要とせずター
ゲットを計測できる利点がある．また，電極に固定化したコカインアプタマー（電気化学活性
種を片末端に結合）のコカイン認識による構造変化に起因した電流増加型センサ（JACS, 2006, 
128, 3138）やコカイン認識による 3 次元構造変化による微小孔通過阻害を指標としたセンサ
（JACS, 2011, 133, 8474）が開発された．我々は，白金錯体の有する「DNA との分子間相互作
用」と「電気化学的還元によるプロトン触媒還元能」を利用した DNA の高感度センサの開発
を行ってきた．そこで，アプタマーによる標的分子の認識捕捉現象を，電気化学法や誘電泳動
による微粒子操作法を用いてシグナル変換することにより，均一系において溶液を混合するだ
けで，標的分子を計測可能なバイオセンサの構築を目指した． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，ターゲット分子を含む溶液中に分子認識素子である DNA アプタマーとシ
グナル変換素子である白金錯体を混合するだけで，高感度計測可能な電気化学システムを構築
することにある．DNA アプタマーがターゲット分子を認識することにより，白金錯体が溶液中
に遊離され，その遊離したフリーの白金錯体を電気化学的に電解還元する．このシステムでは，
認識していないアプタマーにインターカレートしている白金錯体は電解還元されないため，「認
識して初めてシグナル変換」が可能となる．さらに，白金錯体の電解還元により電極表面上に
白金のナノ粒子を析出させることにより，元来プロトンの還元能のないカーボン電極にプロト
ン触媒還元能を付与する．これにより，簡便な高感度計測法を実現する． 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では，分子認識能を有する DNA アプタマーを用いて，その認識対象を計測できるシ
ステムへと拡張した．DNA アプタマーとシスプラチンの混合液にトロンビンを加え，電極表面
に析出させた白金微粒子によるプロトン触媒電流からトロンビン計測を行った．電気化学セル
（160 L）に single stranded DNA(ssDNA)アプタマー(5’-GGT TGG TGT GGT TGG-3’)およびシス
プラチンの混合溶液にトロンビンを加えた．インジウム-スズ酸化物（ITO）電極電位をシスプ
ラチンおよびプロトンの還元される-0.95 V にステップし，プロトンの還元電流を測定した． 
 
(2) インジウムスズ酸化物（ITO）製ののこぎり歯型交互くし型バンドアレイ電極を作製した．
アミノ基修飾ポリスチレン微粒子（直径 500 nm）に化学架橋剤を利用してトロンビンアプタマ
ーを固定化した．このアプタマー修飾微粒子に異なる濃度のトロンビンを含む溶液を添加し，
誘電泳動デバイスに導入した．バンド電極に 15 Vppの交流電圧を印加し，周波数を 1 kHz−10 
MHz の範囲で変調させた際の微粒子の挙動を顕微鏡下で撮影した． 
 
４．研究成果 
(1) 異なる濃度のアプタマー存在
下においてシスプラチンの電解
還元を行った．Fig. 1 に，シスプ
ラチンの電解還元に伴うプロト
ンの触媒還元電流を示す．ssDNA
アプタマーを含まないシスプラ
チン溶液中では，スパイク状の電
流が観測され，電流は徐々に増加
しほぼ定常に達した．これはシス
プラチンの電解還元により白金
が析出し，析出した白金上でプロ
トンが還元されるためである．得
られた電流はアプタマー濃度の

増加に伴って減少した．未結合の
シスプラチンが減少したことに
起因する．アプタマーとシスプラ

Fig. 1. Catalytic current of proton by the electrodeposition of 
platinum particles with the reduction of cisplatin.  



チン複合体は立体障害とみかけの分子量の増加による拡散係数の減少により，電極上での電解
還元が抑制される．このアプタマーは 4 つの GG 配列を有するため，2.5 M アプタマーを加え
た場合，ほとんどすべてのシスプラチンがアプタマーと結合し電流が観測されない．さらに，
2.5M トロンビンを加えると 2.5 M アプタマーだけの場合と比較して電流が増加した．これ
はトロンビンにアプタマーが結合することによりシスプラチンが遊離し，濃度が増加したこと
に起因すると考えている． 
 
(2)  リン酸緩衝液（導電率 15 mS/m）中においてポリスチレン微粒子およびアミノ基修飾微
粒子の交差周波数を測定すると，交差周波数は，それぞれ 3 MHz および 2 MHz 程度であった．
これらは理論計算とよく一致することがわかった．この微粒子表面のアミノ基を起点として架
橋剤とアプタマーを修飾した．その粒子の交差周波数は，アミノ基修飾微粒子と比較して高周
波数側にシフトし 7 MHz 程度であった．異なる溶液導電率の緩衝液を用いて交差周波数計測を
行い，表面導電率を求めると 40 mS/m と増加した．これは，微粒子表面のアミノ基の数が減少
したことに起因すると考えている．すなわち，アミノ
基に起因する微粒子表面の正電荷が減少し，相対的に
スルホ基に起因する負電荷が増加すると考えられる． 
 トロンビンを含む溶液中でアプタマー修飾微粒子の
交差周波数の測定を行った．各濃度のトロンビンを含
むリン酸緩衝液（導電率 25 mS/m）中にアプタマーを
結合させた微粒子を懸濁し，印加する交流電圧の周波
数を変調させて交差周波数を測定した．Fig. 2 に，異な
る濃度のトロンビン溶液に懸濁したアプタマー修飾微
粒子の交差周波数を示す．トロンビン濃度の増加に伴
って交差周波数は低周波数側へシフトした．これは，
トロンビンがアプタマーに結合することにより，アプ
タマー修飾微粒子表面の電気二重層中に存在していた
正の荷電粒子（カチオン）が排除され，微粒子の表面
導電率が減少したためと考えている．トロンビンと結
合したトロンビンアプタマーの解離定数は 200 nM と
報告されているため，トロンビン濃度が 200 nM 付近で
交差周波数が減少する．これは，解離定数付近の濃度
で微粒子表面の全アプタマー数に対するトロンビンを
結合したアプタマーの割合が大きく変化するためである．400 nM 以上のトロンビンを添加した
場合には，全ての領域で負の誘電泳動が作用した．アプタマーを修飾していないアミノ基修飾
微粒子を用いて交差周波数を測定すると，トロンビンの存在に関わらず交差周波数は同じであ
った．よって，トロンビンは，この微粒子表面にほとんど非特異吸着しない．このように，ア
プタマー修飾微粒子とトロンビンを含有する溶液とを混合して反応させた後，DEP デバイスを
用いて交差周波数を測定することにより，トロンビンの標識化や未反応トロンビンの除去操作
なしで，溶液中のトロンビン濃度を簡便に定量できる． 
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