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研究成果の概要（和文）：われわれは、アントラキノンやフェロセン誘導体をレドックスレポー
ターとして組み込んだ DNA チップを作成して、DNA 鎖交換を基盤とした遺伝子変異の電気化学
検出やバイオ分子のセンシングを検討した。われわれの方法によると、合成が比較的簡単に行
なえるレドックスレポーターを用いて、検出対象となる遺伝子のラベルを行なうこと無しに、
触媒など他の試薬を検出時にいっさい加えることなく、DNA 一塩基変異の電気化学検出やバイ
オ分子の電気化学センシングが行なえることを明らかにした。さらに、π共役型レドックス-DNA
誘導体の合成にも成功し、一塩基変異の電気化学検出や核酸電子リレーシステムに展開可能で
あることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We have prepared several DNA devices that involve anthraquinone or 

ferrocene as a redox reporter at the specific position of DNA. The devices exhibit excellent 

performances in the sensing of DNA sequences or biomolecules such as ATP and proteins. Our method 

for the DNA sensing is based on strand exchange reactions of the redox-probe oligonucleotide with 

target DNA at the surface of the devices. We have shown that a strand exchange approach is applicable 

in aptamer based biosensors. During the grant research period, we have also succeeded the synthesis of 

redox–oligonucleotides via the pai-electron conjugation between the reporter and the nucleoside base. 

We anticipate that the redox-oligomers would be used for the new systems in detection of DNA mutation 

and in electron migration on DNA wires. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）研究の背景 

申請者らは、これまでの研究で、アントラキ
ノン（AQ）をオリゴヌクレオチドに導入す
る一般的な方法を開発し、アントラキノン修
飾オリゴヌクレオチド誘導体が相補鎖ＤＮ

Ａと AQ のインターカレーションに由来する
高い親和性を有することを明らかにした。ま
た、AQ をオリゴヌクレオチドに導入しても、
相補鎖ＤＮＡとのハイブリダイゼーション
における塩基配列特異性が未修飾オリゴヌ
クレオチドと同様に保たれていることを示
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した。これら AQ 修飾オリゴヌクレオチドを
金電極表面に自己組織化法により固定化し
た単分子膜の電気化学的諸特性を検討した
結果、AQ 修飾ＤＮＡ２本鎖を固定化した金
電極は１本鎖の場合よりも速い電子移動速
度を示すこと、ミスマッチ塩基を含む２本鎖
ではフルマッチ２本鎖よりも電子移動速度
が遅いことを見出した。さらにこれらの研究
成果と知見をもとに AQ を修飾した一本鎖Ｄ
ＮＡ固定化した電極を用いて検体ＤＮＡを
ハイブリダイズさせ、AQ の電気化学応答を
モニターすることにより塩基配列を識別す
ることに成功している。しかしながら、この
手法では電気化学応答の S/N 比が低く、ダイ
ナミックレンジが狭い等の課題が残されて
いる。また実用化を考えた場合、プローブで
ある AQ 修飾ＤＮＡを固定化する手法はコス
トや手間の面で非現実的である。 

申請者らは、上述の問題点を解決するため
に鎖交換法による電気化学センシングに着
目し、一塩基変異の識別が可能であることを、
予備的に見出している。具体的には、下図に
示すように、未修飾の CaptureＤＮＡを固定
化した電極に AQ を修飾したプローブＤＮＡ
（1）をハイブリダイズさせる、この状態で
は AQ は電極上に存在するため AQ の電気化
学応答を示す。これに 1 に対して相補的なＤ
ＮＡ（2）を添加すると 1 と 2 の鎖交換が起
こり AQ は電極上から解離するため電気化学
応答が鋭敏に減尐する。これに対して検体Ｄ
ＮＡに変異があるＤＮＡ（3）では 2 と比べ
交換反応が起こりにくく電気化学応答が減
尐しない。この鎖交換反応の特性を利用する
ことにより検出感度の高い低コスト電気化
学ＤＮＡデバイスの構築が可能である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この鎖交換法は、遺伝子の塩基配列の識別
だけでなく、プローブＤＮＡの塩基配列をＡ
ＴＰや蛋白などの生体分子を選択的に認識
するアプタマ-と同じ塩基配にすれば、その生
体分子が存在するときにプローブＤＮＡが
生体分子と複合体を形成し、電極上から解離
するためこれら生体分子を容易に識別・検出
することが可能であり、遺伝子を含むバイオ
分子センシングの実用化の面で汎用性に優
れた手法であるといえる。 

（２）研究の特色 

本研究は汎用の装置を使用でき低コスト

でＤＮＡ配列のモニター可能である電気化
学検出法と、高い検出感度でターゲット分子
の識別・検出が可能な鎖交換法を融合したと
ころに特徴があり、現時点では開拓的な研究
分野である核酸を半導体デバイスの一部と
して扱う研究分野において、核酸と異物質と
の界面の構造および機能制御に関する知識
の蓄積に貢献できる。 
（３）研究の位置づけ 
ヒトの遺伝子をはじめとするゲノムプロ

ジェクトが進められ、遺伝子が明らかにされ
てきた。遺伝子構造解析の結果を有効利用し
た遺伝子機能の研究が、生命現象の謎の解明
のみならず、疾患の予防と診断、医薬品の開
発等に新しい道を開くための非常に重要な
テーマとなっている。これらの研究を進める
ためには遺伝子の発現や遺伝子変異（多型
性）を解析することが必要になる。このよう
な解析を簡便かつ迅速に行うために、プロー
ブＤＮＡと解析の対象となる遺伝子とのハ
イブリダイゼーションを効率良くモニター
してＤＮＡ配列を検出する方法の開発が望
まれている。現在、ＤＮＡ配列のモニターは
蛍光法による方法が主流であるが、蛍光法に
よるＤＮＡ配列の検出では研究のための機
器等はすでに存在はするものの高価で信頼
性も十分でないこと、及びその取扱いに熟練
を要することから、直ちに臨床など広範囲に
応用することは困難である。 
一方、ＤＮＡ配列の電気化学検出は汎用の

装置を使用できるため低コストでＤＮＡ配
列のモニター可能であることから、蛍光法と
ともに魅力的なアプローチであり、国内外で
活発に研究されている。現在までに検討され
ている一般的な方法は、チップ上に固定化し
たプローブＤＮＡと検出対象である遺伝子
のハイブリダイゼーションをおこない、電気
化学応答分子を電極チップ表面に物理的に
濃縮固定して、電気化学シグナルを得ること
を基本にしている。すなわち、竹中らによる
ＤＮＡ２本鎖に特異的に結合するレドック
ス修飾インターカレーターを利用する方法、
Willner らによるレドックス修飾ＤＮＡをプ
ローブＤＮＡと検体ＤＮＡ間にサンドウィ
ッチ型に結合させる方法、また、レドックス
基で修飾したモレキュラービーコン型ＤＮ
Ａを固定化した電極を用いる方法が提唱さ
れている。これらはいずれもＤＮＡを介した
電子移動を遺伝子検出の基本原理とした方
法ではない。また、Barton らは、ＤＮＡ２本
鎖中に存在する一塩基変異やＤＮＡとタン
パク質間の相互作用を電気化学的にモニタ
ーする方法を提示している。これらは、電極
に固定化した２本鎖ＤＮＡを介する電極と
レドックス基間の電荷応答により検出した
ものである。 

鎖交換反応を利用した遺伝子変異の識別



 

 

に関する研究は溶液中で蛍光法を使った方
法が開発されているが、本研究のように鎖交
換を電気化学検出に応用した研究はまだ行
われていない。 

 

２．研究の目的 

近年、ナノバイオサイエンスの進展の中で、
核酸をナノ材料として利用する研究が注目
されている。すでに、さまざまな機能を化学
修飾によりＤＮＡに付与することで、ＤＮＡ
ナノワイヤーやＤＮＡコンピューターなど
の核酸デバイスの作成が検討されている。本
研究では、レドックス基で化学修飾したＤＮ
Ａをプローブとして用い、電極表面上に固定
化したＤＮＡとの鎖交換を基盤とした、遺伝
子タイピング、生体分子センシングのための
電気化学ＤＮＡデバイスを開発することを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）CaptureＤＮＡ固定化電極の表面状態
を評価する。均質でＤＮＡ配向性を保った膜
を構築するためのＤＮＡ修飾条件の最適化
を行う。また CaptureＤＮＡを固定化した電
極に AQ 修飾プローブＤＮＡをハイブリダイ
ズさせ電極上での検体ＤＮＡによる鎖交換
反応について評価する。 

（２）得られた知見をもとに鎖交換反応によ
る疾病遺伝子の一塩基変異（SNPs）識別の
可能性について検討する。ここでは既知の心
筋梗塞遺伝子の SNPs を利用して、プローブ
ＤＮＡ，Capture ＤＮＡの設計を行い、鎖交
換による電気化学応答をモニターすること
により心筋梗塞遺伝子等の SNPs識別が可能
か判断する。 

（３）鎖交換による生体分子識別の検討を行
う。生体分子としてアプタマーの塩基配列が
既知の ATP、トロンビン、リゾチームについ
て、アプタマーの塩基配列と同じ配列を持つ
AQ 修飾プローブＤＮＡ、それと相補的な配
列を有する CaptureＤＮＡを合成し、生体分
子の電極上鎖交換による識別について検討
する。 

 
４．研究成果 
  われわれは、アントラキノンやフェロセン
誘導体をレドックスレポーターとして組み
込んだ DNA チップを作成して、DNA 鎖交換を
基盤とした遺伝子変異の電気化学検出やバ
イオ分子のセンシングを検討した。われわれ
の方法によると、合成が比較的簡単に行なえ
るレドックスレポーターを用いて、検出対象
となる遺伝子のラベルを行なうこと無しに、
触媒など他の試薬を検出時にいっさい加え
ることなく、DNA 一塩基変異の電気化学検出
やバイオ分子の電気化学センシングが行な
えることを明らかにした。さらに、π共役型

レドックス-DNA 誘導体の合成にも成功し、一
塩基変異の電気化学検出や核酸電子リレー
システムに展開可能であることを明らかに
した。 
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