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研究成果の概要（和文）：がんのマーカーとして期待されているテロメラーゼの電気化学的活性検出法として
ECTA法を開発した。より高精度ながんの診断を達成するために、指示薬を環状フェロセン化ナフタレンジイミド
(cFND)とした。cFNDはそれ単独では、フェロセンとナフタレンジイミドの相互作用により電流が抑制され、4本
鎖DNAが存在することによりこの電流が回復すると期待される。この目的のため、cFNDの合成と、４本鎖DNAとの
相互作用解析を行い、cFNDが強く結合することを明らかにした。また、ECTAでは高い電流増加率(86%)でテロメ
ラーゼ活性の検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Telomerase is a promising marker for cancer. An electrochemical telomerase 
assay (ECTA) using ferrocenylnaphthalene diimides has been developed. We have previously been 
developing the strong binder for G-quartet DNA using novel type of cyclic naphthalenediimide. 
Therefore, cyclic ferrocenylnaphthalene diimides (cFNDs) 1 and 2 were developed as indicators for 
ECTA. cFNDs by themselves suppress the current due to the interaction of ferrocene and naphthalene 
diimide parts, and their binding to G-quadruplex DNA are expected to recover  their expressed 
current. Both 1 and 2 strongly interact with TA-core, as shown derived from ITC and Tm measurements.
 cFND solutions were used to measure the SWV of G-quartet and single-stranded DNA-immobilized 
electrodes. The results showed that 2 exhibited high G-quadrupex selectivity. Finally, ECTA using 2 
showed the current increase of 86% in the presence of telomerase of sample.

研究分野： バイオ分析化学

キーワード： フェロセン化ナフタレンジイミド　環状ナフタレンジイミド　テロメラーゼ　電気化学的検出　DNAチッ
プ　4本鎖DNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにフェロセン化ナフタレンジイミドによるECTAでは臨床サンプルで高精度ながんの診断を確立してき
た。しかし、前がん病変の応答はがんと健常者の間に位置していた。前がんをより高精度に検出できれば、がん
の超早期診断につながり、また本手法によるがんの予後診断にも利用できると思われる。がんの診断は、内視鏡
検査、CTなど患者の負担の大きな検査が多い。これに代わる簡便な定量的診断方法の確立は、再発を含めたがん
の早期診断につながり、患者のQOLの向上および医療費削減につながるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在、3 人に 2 人ががんにかかり、3 人に 1 人ががんで亡くなられている。がんの撲滅は、医

療費削減と少子高齢化社会における労働人口の確保のためにも国を挙げて取り組む問題である。
2018 年のノーベル生理学・医学賞受賞した本庄佑先生の PD-1 の抗 PD-1 抗体（オプジーボ）の
免疫チェックポイント阻害剤は新しいがんの治療の道を開いている。このようながん治療の革
新的な発展によって、がんも早期に発見できれば完治できる病気となってきた。現在、この観点
から種々のがんマーカーの発見とそれを利用したがんの早期診断技術が発展してきている。血
液中に存在する短鎖の RNA 断片であるマイクロ RNA は、がんの種類に応じたがんマーカーと
して期待されている。しかしながら、すべてのがんで発現して早期診断が可能であるがんマーカ
ーは、テロメラーゼのみである。 
テロメラーゼは、RNA を含む酵素で、染色体末端のテロメア DNA を伸長させる酵素である。

テロメラーゼ検出法は、テロメア反復増幅プロトコール（TRAP）が唯一知られているが、複雑
な手作業と測定時間（約 5 時間以上）が必要であった。また、テロメラーゼは、RNA 酵素であ
るので環境中に存在する RNase による分解を配慮しなければならなかった。最近になって TRAP
の改良版が報告されているが、本質的な問題は残されたままである。 
 
２．研究の目的 
これまでに TRAP 法に代わるようなテロ

メラーゼ検出法として電気化学的テロメラ
ーゼアッセイ (Electrochemical telomerase 
assay, ECTA)を開発した。ECTA は、テロメ
ラーゼの基質となるテロメラーゼ基質プラ
イマー（ Telomerase substrate primer, TS-
primer）を電極に固定化する、これをセンサ
チップとしてサンプル溶液に作用させる。
サンプル溶液中にテロメラーゼ活性が見ら
れると TS プライマーの伸長が起こる。電
気化学測定においては電解液として 0.1 M 
KCl を用いるが、この条件では、テロメア
DNA の TTAGGG の 4 回繰り返し部分で 4
本鎖構造を形成する。これにフェロセン化
ナフタレンジイミド（ferrocenylnaphthalene 
diimide, FND）存在下で電流をかけると
FND の酸化還元に基づく電流が得られる。
サンプル溶液処理前後の電流値測定変化に
よって FND の濃縮量、すなわち TS プライ
マー伸長量、テロメラーゼ活性が評価でき
る。基本的原理は、2005 年に世界で初めて
報告し(Anal. Chem., 77, 7304, 2005)、2013 年
に臨床試験によってその優位性を示すこ
とができた(Clin. Chem., 59, 284, 2013) (図
1)。 
 しかし、より精度の高い診断を行うため
には、テロメア 4 本鎖 DNA に対する特異
的の高いリガンドの開発が重要である。特
に、4 本鎖 DNA に結合した際に電流変化を
生ずる分子設計が可能であれば、バックグ
ラウンドを低減することによってより高
感度化が実現できると期待される。 
 これを実現するために環状ナフタレン
ジイミドにフェロセンを導入した分子と
して 1,2 を設計した(図 2)。環状ナフタレン
ジイミドは、4 本鎖特異性を期待して著者
らが設計したものであり、高い 4 本鎖特異
性を示すことをすでに明らかにしている(Chem. Commun., 50, 5967, 2014)。この分子設計では、リ
ンカー部位を連結させることによって二本鎖DNAへのインターカレーション結合を阻害させる
ことを期待した。一方 4 本鎖 DNA に対しては環状ナフタレンジイミドのナフタレンジイミド平
面と 4 本鎖を形成させるグアニン(G)カルテット(G4)平面とのスタッキングが可能で、事実環状
ナフタレンジイミドは 4 本鎖 DNA 特異的な結合挙動を示した。 
また、フェロセンとナフタレンジイミド環との相互作用が FND 誘導体のリンカー長が長い誘

 
図 1．(A)電気化学的テロメラーゼアッセイ(ECTA)法
の原理。（B）FND。(C)テロメラーゼ処理前後の PDV
測定。電流増加率Δi=(i-io)/io にてテロメラーゼ活性
を見積もれる. 

 
図 2．環状フェロセン化ナフタレンジイミド 1-4 および
非環状フェロセン化ナフタレンジイミド 5. 



導体で起こっていることを示した(J. Organomet. Chem., 693, 1177, 2008)。これは電子欠乏性のナ
フタレンジイミド環と電子過剰のフェロセンのペンタジエニルアニオン環との相互作用による
ものと期待されている。 
これら二つの先行研究から環状

フェロセン化ナフタレンジイミド
誘導体 cFND1, 2 を設計した。環状
化することによって 4 本鎖DNAへ
の特異性を発揮し、水溶液中それ
単独で電子過剰なフェロセンと電
子欠乏性のナフタレンジイミドと
の間で分子内電荷移動錯体の形成
が期待される。図 3 にその概念を
示したが、もし、これが実現できれ
ば cFND のフェロセンに由来する
酸化電流のピークは観測されなく
なる。しかし、4 本鎖 DNA のグア
ニンカルテット(G カルテット)と
ナフタレンジイミド環とが相互作
用すると電荷移動錯体は G4 とナ
フタレンジイミドとの間で形成さ
れるとフェロセン部位との相互作用は解放され、フェロセンの酸化電流が観測されることにな
る。これが実現できれば、高感度テロメラーゼ検出が実現できると期待される。この研究計画は、
従来に例を見ないものであり、これまでの申請者らの研究から実現の可能性は極めて高いもの
と期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA の前処理 
マイクロチューブに 150 μM TA-core, 100 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl 150 μL の DNA
溶液を作成した。その後、95 °C で 10 分保持後、70 分かけて 25 °C までゆっくり降温した。 
(2) CD スペクトル測定 
100 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl の溶液でブランク測定を行った後、アニーリングした
DNA 溶液を加えて TA-core 濃度が 1.5 μM となるようにし、CD スペクトル測定を行った (0 eq
の測定)。その後 1 を 1.5, 3.0, 4.5 μM (DNA 濃度に対して 1, 2, 3 eq)となるように加え、それぞれ
の濃度で測定を行った。2 においても同様の操作で行った。TAcore の融解温度は、CD スペクト
ル測定装置で 20°C から 95°C に昇温したときの 288 nm における楕円率の変化から算出した。 
(3) UV-Vis 測定 
100 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl 溶液に 1 を 5.8 μM となるように添加して UV-vis 測
定を行った。これに DNA 溶液を添加し UV-vis 測定を繰り返し行った。同様の測定を 2 の初期
濃度 7.2 μM として行った。 
(4) ITC 測定 
リガンド溶液として 100 mM AcOH-AcOK (pH 5.5), 100 mM KCl を含む 200 μM 1 の溶液を調整し
た。アニーリングした DNA 溶液を専用シリンジで装置のセルに 250 μL 充填し、その後リガン
ド溶液を滴下シリンジに 50 μL 充填して装置にセット後、測定を行った。2 についても同様の方
法で測定を行った。解析は Nano ITC のソフトウェアにて、インディペンデントモードで解析し
た。 
(5) 電気化学測定 
プラズマ処理した薄膜電極(Φ3 mm, 田中貴金属)に 6－メルカプトヘキサノールでマスキング処
理をして、40 μM 1,2,4, もしくは 5,  100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 mM KCl で CV 測定を行
った。また、プラズマ処理した薄膜電極(Φ3 mm, 田中貴金属)にテロメア 4 本鎖 DNA (HS-Telo24), 
一本鎖 DNA (HS-M0)を固定化し、6－メルカプトヘキサノールでマスキング処理をした。20 μM 
1,2,4, もしくは 5,  100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 mM KCl で SWV 測定を行った。 
ECTA は、プラズマ処理した薄膜電極(Φ3 mm, 田中貴金属)にテロメラーゼの基質となる HS-
T8TS を固定化し、6－メルカプトヘキサノールでマスキング処理をした。50 cells/μL HeLa 細胞
破砕液で処理した前後での SWV 測定を行った。20 μM 2, 50 mM AcOK-AcOH (pH 5.5)で SWV 測
定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 化合物の合成 
図 2 に示す 1, 2 は新規に合成した。3, 4, 5 は 1,2 に対する参照化合物として用いた。3, 4, 5 はこ
れまでに報告した手法に従って合成した。合成した化合物は、MS, RP-HPLC, 1H-NMR にて純度
を確認し、高純度に合成されたことを確認した。 

 
図 3．環状フェロセン化ナフタレンジイミド cFND の酸化電流
抑制と 4 本鎖 DNA 結合による酸化電流の期待される発生
機構. 



(2) 化合物の特性 
1, 2, 5 のナフタレンジイミドに由来する最大吸収波長 384 
nm におけるモル吸光係数は 100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 
100 mM KCl 溶液で UV-Vis 測定により算出された (図 4)。
1, 2 のモル吸光係数はそれぞれ、27,000, 20,900 L/(mol cm)
であった。5 よりナフタレンジイミド単独の最大吸収波長
におけるモル吸光係数は 30,000 L/(mol cm)程度であるた
め、1, 2 はいずれもフェロセンとナフタレン部位の相互作
用が示唆された。 
(3) テロメア 4 本鎖 DNA との相互作用解析 
4 本鎖 DNA としてヒトテロメア DNA 配列の 5‘-TAG GGT 
TAG GGT TAG GGT TAG GG-3’, TA-core を用いた。1.5 μM 
TA-core, 100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 mM KCl で CD
スペクトル測定を行ったところ、270 nm にショルダーを
持つ 287 nm に正のコットン効果を示し、235 nm に負のコ
ットン効果を示した。これは、ハイブリッド構造に特有の
スペクトルであった。この溶液に 1 を 1.5, 3.0, 4.5 μM とな
るように添加したところ、270 nm 付近のショルダー強度
のわずかな減少がみられたが、そのスペクトルの大きな
変化は起こらなかった。これより 1 はハイブリッド構造
を壊すことなく TA-core に相互作用した。2 も同様に添加
したところ、同様の変化を示した。 
また、7.2 μM 1, 100 mM AcOK-AcOH, 100 mM KCl に、ス
ペクトル変化しなくなるまで TA-core を添加したときの
UV-Vis 測定を行った。TA-core の添加に伴いナフタレン
ジイミドの最大吸収波長である 385 nm で 60%の淡色効果
と 2 nm のレッドシフトが観察された。これらの挙動は、
ナフタレンジイミドが G カルテットを含む核酸塩基にス
タッキングしたときの挙動であり、TA-core の G カルテ
ットに 1 がスタッキングしたことを示唆するものであっ
た。2 では、TA-core の添加に伴いナフタレンジイミドの
最大吸収波長である 384 nm で 51%の淡色効果と 2 nm の
レッドシフトが観察された。 
次に、TA-core に対する cFND1, 2 および非環状 FND で

ある 5 の熱力学パラメータが、ITC 測定から算出された。
1, 2, 5 はいずれも TA-core に対する結合比は 2 であると算
出された。4 本鎖 DNA の上下の G カルテットにそれぞれ 1 つずつスタッキングしていると推測
される。TA-core に対する 1, 2 の ΔH と-TΔS はそれぞれ、-2.9, -4.9 kcal mol-1, -3.1, -6.0 kcal mol-1

であった。一方 5 の ΔH と-TΔS はそれぞれ、-5.1, -3.8 kcal mol-1であった。これより、環状構造
の場合、結合ではエントロピーが優位に働くことが示された。cFND はフェロセンのシクロペン
タジエン環が回転することから、ナフタレンとフェロセンが相互作用するようにコンパクトな
構造をしていると推定される。cFND1, 2 のモル吸光係数が通常のナフタレンジイミドのモル吸
光係数よりも小さいことは、フェロセンとナフタレンのスタッキングと一致する。これより、TA-
core と相互作用したときにも、シクロペンタジエン環が回転することによるリンカーのフレキ
シビリティにより、ハイブリッド 4 本鎖 DNA 構造に結合するときにエントロピー、エンタルピ
ー的に優位に結合に働いているのではないかと予想している。 

 
表 1. 1, 2, 5 の TA-core に対する結合パラメータ. 

 1 2 5 
105 Ka / M-1 4.4 38 28 

n 2 2 2 
ΔH / kcal mol-1 -2.9 -3.1 -5.1 

-TΔS / kcal mol-1 -4.9 -6.0 -3.8 
ΔG / kcal mol-1 -7.8 -9.1 -8.9 

aConditions: 100 mM AcOH-AcOK buffer (pH5.5) and 100 mM KCl, 30 °C. 
 
また、TA-core に 1,もしくは 2 を添加したときの Tm 測定が行われた(図 5)。288 nm の楕円率

は、20 °C から 95 °C まで昇温したところ、楕円率の減少が観察された。TA-core の Tm は
63.8 °C であった。TA-core に 1 を添加したところ 5 °C、2 は 22.1 °C 以上の上昇を示した。これ
らの熱安定性の向上は、ITC 測定で得られた TA-core に対する結合定数と相関していた。 

 
(4) 電気化学的挙動の測定 

 
図 4. 1, 2, 5 の吸収スペクトル. 100 
mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 
mM KCl. 

 
図 5. TA-core の融解温度曲線. 
TA-core (1.5 μM) の み  ( ○ ),  
3.0 μM 1 (□) もしくは 2 (△)存在
下(100 mM AcOK-AcOH, pH 5.5). 



1, 2 の電気化学特性を調べるために CV 測定を行った。40 μM 
1, 2, 4, もしくは 5,  100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 mM 
KCl で 6-mercaptohexanol 固定化金電極で行われた (図 6)。1, 
2 の E1/2はそれぞれ、0.282 V, 0.250 V であった。同じフェロ
センプロピオン酸を有する 4 や 5 に比べると正側の酸化還元
電位を示した。また 1 と 2 の電流値を比較すると、それぞれ
0.116, 0.143 μA であり、同じ濃度にもかかわらず 2 のほうが
およそ 20%程度電流は小さかった。これは UV における 384 
nm でのモル吸光係数の差と一致することから((27,000-
20,900)/30000×100=20%)、フェロセンとナフタレンとの相互
作用が電流に影響を及ぼしている可能性がある。1 と 2 のリ
ンカー構造は異なっているため、その立体構造に違いがあ
り、フェロセンとナフタレン部位とのスタッキングの強さが
異なっていることに由来すると思われる。1 と 2 いずれも、
フェロセンジカルボン酸を有する 3 よりも酸化還元電位は負
側であり、バックグラウンド電流の影響はほとんど受けない
ことが分かった。 
24 塩基であるチオール化 1 本鎖 DNAとヒトテロメアDNA配列であるチオール化 4 本鎖 DNA(G
４)固定化電極について、20 μ 1, 2, 4, もしくは 5, 100 mM AcOK-AcOH, 100 mM KCl 溶液で電気
化学測定が行われた。DNA 構造が異なると電極上の DNA の固定化密度が異なる可能性がある
ため、これらの電極の固定化密度は、50 μ RuHex, 10 mM Tris-HCl (pH7.4)溶液で、CC 測定で算
出された。これよりプローブ間距離は、15-19 nm に制御され, 4 本鎖 DNA が十分に形成できる
と期待される。これらの結果より、チオール化 DNA あたりの 2 の電流が算出された。1 本鎖
DNA, G4 固定化電極の 2 の電流はそれぞれ, 1.71×1017, 3.08×1017 (A/molecules)であった。これよ
り、4 本鎖 DNA に対しては 1 本鎖 DNA の 1.8 倍の電流を示した。また、1 本鎖 DNA, 4 本鎖 DNA
固定化電極に対して、20 μ 1, 100 mM AcOK-AcOH, 100 mM KCl 溶液でも同様に SWV が行われ
た。その結果、1 本鎖 DNA, 4 本鎖 DNA 固定化電極の 1 の電流はそれぞれ, 3.25×1017, 4.54×1017 

(A/molecules)であり、4 本鎖 DNA に対しては 1 本鎖 DNA の 1.4 倍の電流を示した。これより、
いずれも 4 本鎖 DNA 選択的に結合することがわかった。 
また、2 の 4 本鎖 DNA 選択性は、これまでに報告されていた 4 本鎖 DNA に結合するフェロ

セン化ナフタレンジイミドの 4 や 5 と比べても高いものであった。 
 
表 2. Electrochemical behaviors of 1, 2, 3, and 5 on 6-MH- or SH-G4-immobilized electrodea 

 1 2 4 5 

ipa / μAb 
6-MH 0.14 0.12 0.10 0.035 

SH-G4 0.23 0.20 0.17 0.036 

E1/2 / Vb 
6-MH 0.25 0.28 0.23 0.22 

SH-G4 0.26 0.28 0.23 0.22 
Electrochemical selectivityc 1.4 1.8 1.4 1.2 

aConditions: 100mM AcOH-AcOK buffer (pH5.5) and 100 mM KCl. 
 
(5) 電気化学的テロメラーゼ活性測定 
最後に電気化学的テロメラーゼアッ
セイである ECTA 法に応用した。50 
cells/μL の HeLa 細胞破砕液を含む反
応液 10 μL を作用したとき、20 μM 2
を指示薬としたときの電流増加率は
86%となり、既存試薬の 5 (40%)より
も高い電流増加率となった。2 では最
適な buffer 条件として 50 mM AcOH-
AcOK 溶液中で測定した。2 では 5 と
比較してテロメラーゼ伸長反応前の
初期電流 i0 が低くなっていることか
ら、ナフタレンジイミドとの分子内ス
タッキングによるフェロセンの束縛
がテロメラーゼ伸長前は大きく、伸長
後には解消されることで電流増加率
が向上したと考えられる。以上のことから 2 は新たな ECTA 試薬として有用であることが
明らかとなった。 
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図 6. 40 μM 1, 2, 4, もしくは 5, 
100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 
100 mM KCl で 6－メルカプト
ヘキサノール固定化電極の
CV 測定結果. 

 
図 7. 50 cells/μL HeLa 細胞破砕液で処理した前(赤)、後
(青)での電気化学テロメラーゼアッセイの結果. (A) 20 μM 
2, 50mM AcOH-AcOK buffer (pH5.5), (B) 20 μM 5, 100mM 
AcOH-AcOK buffer (pH5.5) and 100 mM KCl. 
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