
防衛医科大学校（医学教育部医学科進学課程及び専門課程、動物実験施設、共同利用研究施設、病院並びに防衛
・進学課程・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２４０６

基盤研究(C)（一般）

2023～2019

核酸小分子リガンドを用いた電気化学的な遺伝子検出法の開発に関する研究

Development of electrochemical gene detection method using small molecule ligand

３０２５２７１１研究者番号：

武井　史恵（Takei, Fumie）

研究期間：

１９Ｋ０５５３４

年 月 日現在  ６   ６ １５

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：この研究課題では、新たにDNAの特殊構造に特異的に結合する蛍光分子DANPとインピ
ーダンス分光法（EIS法）を組み合わせて高感度の検出法の開発を検討した。グラッシーカーボン塗布電極を用
い、[Fe(CN)6]3-/4- 3 mMとDANP 3μM を含む溶液にC-バルジ構造DNAを加えていくと、DNA添加前に比べて抵抗
値が大きく変化した一方で、完全相補的なDNAの場合抵抗値はほとんど変わらない。これらの結果から、電極表
面の近くに存在していたDANPがC-バルジ構造と結合して電極表面から遠ざかることによる変化と考えられ、EIS
法によりC-バルジ構造を持つDNAを特異的に検出できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We carried out experiments to develop a PCR monitoring system using 
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) suitable for PCR with high salt concentration 
solutions.EIS usually uses [Fe(CN)6]3-/4- as a mediator, but to make this monitoring method even 
more sensitive A new EIS method using a 2,7-diaminonaphthyridine derivative (DANP), which 
specifically binds to the cytosine bulge structure of DNA, as a second mediator was investigated to 
make this monitoring method even more sensitive.
First, the effectiveness of DANP as a mediator was measured. The results showed that the EIS signal 
was reduced to 40% of that before the addition of DANP, indicating that DANP has sufficient capacity
 as a second mediator.
Furthermore, DNA with a cytosine bulge structure was detected by the EIS method, and the signal 
intensity changed significantly with the addition of DNA, suggesting that DNA with a cytosine bulge 
structure can be adequately detected by this method.

研究分野： 核酸化学

キーワード： DNA　EIS　電気化学　蛍光分子　RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
電気化学的な遺伝子検出法は、研究室レベルでは様々な方法が発表されているが、その多くはDNAそのもののタ
ーゲットDNA認識能、構造変化能を使ったものである。そのため、目的とする遺伝子ごとに検出用DNAプローブの
合成・電極上への固定化が必要となり、簡便化されていない。本提案研究ではDNAの特殊構造に特異的に結合す
る“小分子リガンド”をセカンドメティエータとして使用することで、電極上にプローブ等の固定化をしなくて
もDNAの検出ができることを明らかにした。これは今までの方法に比べて、簡単であり今後のDNAの検出技術へと
応用でき学術的意義や社会的意義は大きい。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子検出法で多く使われているのは、蛍光分子と DNA の相互作用を用いた蛍光検出法であ

る。酵素を使った PCR 法をはじめとして、様々なキットが開発され、方法としてはかなり簡便
化されているが、ハード面では基本電気回路に加えて光学系一式が必要となり、現在以上の小型
化が難しい。 
一方電気化学的な検出法では、昨今の電気分野のハード面における様々な技術革新に伴い、装

置の小型化、安価化に対応できるような技術が開発されている。この技術進歩により現場（フィ
ールドワークやベットサイド）における遺伝子検査ができる可能性が出てきた。しかし、肝心の
方法論の点では、検出感度の高さゆえに生じるシグナル強度の揺らぎや再現性の低さ、取り扱い
の難しさなどから特定の研究者のみが研究室で使える技術にとどまっている。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子の検出を簡便に現場で行うことが可能な、新たな検出法の構築を行うために、我々は電
気化学的な検出方法に着目した。電気化学的な遺伝子検出法は、研究室レベルでは様々な方法が
発表されているが、その多くは DNA そのもののターゲット DNA 認識能、構造変化能を使った
ものである。そのため、目的とする遺伝子ごとに検出用 DNA プローブの合成・電極上への固定
化が必要となり、簡便化されていない。本提案研究では DNA の特殊構造に特異的に結合する“小
分子リガンド”を用いた電気化学的な高感度遺伝子検出を行う革新的な技術開発を行い、簡便、
迅速、安価などこでも使える検出法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
1) 電気化学的方法の選択 
我々が用いた電気化学的な測定方法は、電気化学インピーダンス法 (Electrochemical 

Impedance Spectroscopy, EIS)といわれるものであり、遺伝子増幅法（PCR 法）とを融合して
簡便、高感度な電気化学的な遺伝子検出法を構築することを目的としている。EIS 法とは溶液と
電極界面間のインピーダンスを測定する方法であり、電極表面の分子吸着、電荷保持状態変化、
分子電荷変化、分子形態変化などをインピーダンス変化として検出できる。他の電気化学的な検
出法に比べ、溶液の組成の制限が緩いこと、作用極、対極の二本の電極で測定できること、さら
に測定時間が短いことなどが特徴である。高塩濃度条件が必要な DNA 溶液の測定にとって溶液
組成の制限が緩い EIS 法は、数ある電気化学的な手法のうち、遺伝子検出に最も適した方法であ
ると考えられる。 
２）DNA に結合する分子の選択 
我々は以前に DNA のシトシンバルジ構造（C-バルジ構造：DNA の二本鎖において相手の塩基

がない構造）に特異的に水素結合する小分子リガンド(DANP)を見出している。この DANP と C-
バルジ構造の特徴を利用すると、溶液に DANP を入れておき、電極と DANP が相互作用してい
る状態から、C-バルジ構造を含む DNA を加えることで、DANP が DNA の C-バルジ構造に結合
し、インピーダンスのシグナルに変化が現れるのではないかと考えた。 
３）電極の選択 
簡便で安価に DNA の検出を行うために、電極としてはグラッシーカーボン電極を用いた。ま

た電極上に DNA が結合することを防ぐため、ポリビニルアルコールの水溶液を使い、電極を浸
して電極を PVA コートした電極を調整した。 
 

４．研究成果 
1) 電極の調整 



簡便で安価に DNA の検出を行うために電極はグラッシーカーボンの塗布電極に
PVA コートしたものを用いた。溶液調整後、一晩その溶液に電極をつけておくこ
とで、安定した測定を行なった。 
 
2) DANP のインピーダンスに与える影響 
我々は今回、DANP と同時に DNA の二本鎖

に特異的に結合する分子[Ru(bpy)2(dppz)]2+

錯体 (以下[Ru]）についても検討している。
この方法では，EIS 法に一般的に利用されてい
る[Fe(CN)6] 3-/4-錯体 (以下[Fe]) をメディエ
ータとして使用しているが，もう一つ，小分子
リガンド[Ru]もセカンドメディエータとして
機能する(Figure 1)。つまり[Fe]の溶液に[Ru]
を加えると，２つの錯体が溶液中で相互作用を
して溶液の抵抗（Rct）を下げる。[Ru]の場合、溶液中
の二本鎖 DNA の量が多くなると，二本鎖 DNA との
相互作用が強い[Ru]が二本鎖 DNA に結合するため，
[Fe]と相互作用していた溶液中の[Ru]の濃度が減少
し，それに伴って Rct も増大する。また[Ru]を使った
方法では PCR のモニタリングもできることが示唆さ
れている。 
DANP にもセカンドメディエータとしての機能があ

るならば[Ru]では不可能な、DNA の特異的な構造
を検出できるのではないかと考えた。まずは DANP
のインピーダンスに与える特性を調べた。 
pH が異なる[Fe]の溶液に DANP を加えていくと、

DANP の濃度が上がるにつれて Rct が下がることがわ
かった(Figure 2)。これは、[Ru]同様に、DANP もイン
ピーダンスの値に影響を及ぼしていることを示唆す
る。 
 

3) EIS 法における DANP と DNA との相互作用 
3 mM の[Fe]と 1 uM DANP を含む pH 7.0 のリン

酸バッファー中で、シトシンバルジ構造の DNA と
Full match 構造の DNA をそれぞれ加えていくと、
Full match 構造の DNA を加えた時は Rct の変化がな
かったにも関わらず、シトシンバルジ構造の DNA を
加えた時は、Rct の変化が大きいことがわかった
(Figure 3)。これらのことから、明らかに EIS 法でも
DANP がシトシンバルジ構造を認識していることが
示唆された。 
 

4）EIS 法を使った SNP タイピング 
 シトシンバルジ構造が認識できることから、他のチミン、アデニン、グアニンのバルジ構造の認
識についても検討した結果、蛍光で各々の構造を認識した時と同様に、それぞれのバルジ構造が認
識できることがわかった。 

Figure 2. EIS spectra in buffer + 3 mM 
hexacyanoferrate and DANP with several 
concentrations. a) pH9.0 Tris-HCl buffer, b) pH7.0 
Phosphate buffer 
 

Figure 3. EIS spectra in pH7.0 Phosphate buffer 
+ 3 mM hexacyanoferrate and 1 uM DANP with 
several concentrations of C-bulge dsDNA or Full 
match ds DNA. a) C-bulge dsDNA, b) Full match 
dsDNA 
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Figure 1. Schematic illustration of PCR detection using 
impedance modulation mechanism by intercalator. 
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