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研究成果の概要（和文）：ウイルスRNAの一部を標的対象とし、相補的配列を有したプローブ配列を設計した。
そのプローブを半面が金コートされた蛍光ナノ粒子表面へ固定化し、プローブ修飾ヤヌス粒子を開発した。つい
で、プローブ修飾ヤヌス粒子と標的RNAとの間にハイブリダイゼーションを形成させることで、複合体を形成し
た。台湾 Han-Sheng Chuang教授らの開発した画像解析プログラムにより標的ウイルスRNA有無の識別に成功し
た。その応答は、標的RNA濃度依存し、また、その他の夾雑物質には応答しないという、高感度・高選択性を示
した。

研究成果の概要（英文）：A probe sequence with a complementary sequence to the target RNA was 
designed. The probe was immobilized onto the Janus fluorescent particle surface, which is half of 
its surface coated with gold was prepared. The probe-modified Janus particles were then hybridized 
to the target RNA to form a complex. An image analysis program developed by Prof. Han-Sheng Chuang 
et al. in Taiwan was used to identify the presence or absence of the target viral RNA. The response 
was highly sensitive and selective, depending on the target RNA concentration and not responding to 
other foreign substances.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の生体分子計測は、物質量を情報変換素子（シグナル分子）を介して、電気・質量・熱・色などの信号とし
て計測するというセンサ構成であった。本研究では、ナノ粒子の移動速度という物理変化を指標としてシグナル
分子を用いずにセンシングを行う点が独創的である。この手法が確立できれば、B/F分離不要で同時に網羅的検
出可能な、従来技術を超える次世代バイオセンシングの基盤技術になることが期待される。したがって、膨大な
候補物質からリード化合物を探索する薬剤スクリーニング、食品の安全性評価、水質検査などの多検体分析にお
いて成果が発揮されることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
2020 年新型コロナウイルスはパンデミックを起こし、多くの人命が失われ、経済を停滞させ
た。新型コロナウイルスだけでなく、毎冬猛威を振るうインフルエンザウイルス、細菌による食
中毒など私達は見えない敵と共存し社会活動をしなければならない。新型コロナウイルスによ
る被害は一次的には人命を奪うことであるが、２次的被害として、どこにいるのかわからないと
いう不安により、見通しを立てることができず、経済活動が滞ってしまうことが挙げられる。し
たがって、ウイルス・微生物の有無を検知する技術が重要であることが、コロナ禍において改め
て認識された。以上のことから、見えない敵であるウイルス・有害微生物等の有無を正確に、か
つ、短時間で知る技術が強く求められている。 
 
 申請代表者らは電気化学的手法とナノ粒子を組み合わせた検出技術に基づき、PCR を用いず
に高感度な検出技術を開発してきた。測定対象核酸に相補的な DNA プローブおよびプローブ/
レポーター分子(フェロセン)を修飾したナノ粒子を添加し、ハイブリダイゼーションさせる。そ
の複合体中に存在するフェロセンを電気化学的に検出する。本センサは、1 pMという超微量の
標的核酸を瞬時に検知することに成功し、対象となる核酸以外には応答を示さず、高い選択性を
得ることに成功した。しかし電気化学検出では、電気化学的に活性なメディエータを標識したレ
ポータプローブを用いなければならない。その場合、未反応のレポータプローブを除去する工程
(B/F分離)が必要であり、遠心分離や磁気分離が必要であるため、オンサイト分析には適してい
ない。また、発症の有無を把握することのできる検出感度にはあと１００倍ほど不足していた。 
 そこで、かねてから研究交流を行ってきた台湾 国立成功大学 Han-Sheng Chuang教授との
共同研究を 2017年から開始した。Chuang教授らは、ナノ粒子の溶液中の移動速度を計測する
技術を開発してきた。そこで、申請者が開発したプローブ修飾ナノ粒子が生体分子と相互作用し
た際の検出に画像解析による計測法の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、申請者が開発したプローブ修飾ナノ粒子による生体分子捕捉技術と台湾 Han-
Sheng Chuang 准教授らのナノ粒子移動速度の画像解析技術により、標的核酸とプローブ修飾
ナノ粒子との結合について、ナノ粒子の移動速度を画像から計測することで判別する。さらに主
成分分析を組み合わすことによって、その測定精度の向上を図る。日本と台湾の２グループの技
術を集結融合し、ナノ粒子の移動速度を画像解析および高感度化することで PCRによる遺伝子
増幅を行わずに直接検出できるような検査システム構築を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、院内感染の原因として知られるメチシリン黄色ブドウ球菌(MRSA)を検出対象モデ
ルとする。また、新型コロナウイルス SARS-CoV-2 の N 遺伝子に由来する RNA 配列(1260 bp)も
標的核酸とした。 
 
標的核酸を設定した上で以下の項目について研究を実施した。 
 
(1)プローブ修飾ナノ粒子の設計  
(2)プローブ修飾ナノ粒子の合成および画像解析（台湾：国立成功大学） 
(3)センサ性能評価 
(4)主成分分析による精度向上 
 
 
４．研究成果 
 
(1) プローブ修飾ナノ粒子の設計 ：MRSA の全ゲノムの内、薬剤耐性能を示す遺伝子領域の
25bp(5’-TCTGGAACTTGTTGAGCAGAGGTTC-3’)を MRSA 遺伝子捕捉用のプローブとして設計した。ま
た、新型コロナウイルス N遺伝子については、SARS-CoV2 の N タンパク質の塩基配列の一部と
相補的な配列を持つものを用いた(5’-GGT ATT TCT ACT ACC TGG GC-Thiol-3’)をプロー
ブとした。 
 

(2)プローブ修飾ナノ粒子の合成および画像解析 
本研究では、溶液中のナノ粒子の回転速度の変化を動画から解析する。そこで、回転を識別する



ためにナノ粒子の半分を金蒸着した。金が蒸着された表面へ、(1)で設計したチオールを末端に
有したプローブを修飾することで、ナノ粒子表面の半分だけプローブが修飾されたナノ粒子を
作製した。 
 
そのプローブナノ粒子と標的核酸をハイブリダイゼーションさせ、その溶液を顕微鏡で１秒を
15 フレームで 20 秒間撮影した。得られた動画から Chuang 教授が開発した解析プログラムを利
用してナノ粒子の回転移動を計測した。プローブ修飾ナノ粒子と標的核酸の相互作用をナノ粒
子の回転速度変化から定量的に計測できるかを検証した結果、標的核酸の濃度に応じてその回
転拡散が変化していくことを確認した。・ 
 
(3)センサ性能評価 
Chuang 教授の技術を用いた計測技術の詳細な性能評価を行った。ウイルスや有害微生物による
発症濃度である 1fM を目標にセンサ感度、計測誤差、を評価した。併せて、他の遺伝子には応答
しないか選択性の評価、計測時の溶液体積、温度といった外環境の影響がどの程度測定に影響を
及ぼすかも評価した結果、標的核酸のみにセンサ応答することを確認した。 
 
(4)主成分分析による精度向上 
画像解析において、プローブ修飾ヤヌス粒子の凝集の課題が残されていた。この凝集が、複合体
形成によるものなのか、非特異的にナノ粒子同士が凝集しているのかを判別することが画像か
らだけでは困難であった。そこで、画像から得られたナノ粒子移動速度に影響を与えると予想さ
れる蛍光強度、温度、対流速度などの変化に対し、主成分分析を行った。主成分分析アルゴリズ
ムを構築し、各ナノ粒子の動的挙動を、統計的にグループ分けを行った。挙動の違いから、未反
応ナノ粒子を統計学的に判別ですることで、計測精度の向上を図った。その結果、観察時間によ
りセンサ応答に影響がもたらされることを見出し、それらの知見から画像解析アルゴリズムを
再構築し、測定精度の向上を達成した。 
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