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研究成果の概要（和文）：新型コロナウイルスの流行によりPCR検査による診断が一般的になった。しかし、PCR
検査ではPCRサイクル数を増加させると高感度に検出できるが、プライマーダイマーの形成に伴う擬陽性の問題
が生じる。そこで、低サイクルのPCR産物を高感度に検出する方法として、環状ナフタレンジイミド固定化電極
によるPCR産物の電気化学的検出法を開発した。環状ナフタレンジイミド固定化電極ではDNAの末端を電極に補足
し、その後2本鎖DNAに結合するフェロセン化ナフタレンジイミドを用いて電気化学的にDNAを検出した。新型コ
ロナウイルスをモデルターゲットとしたところPCR 10サイクルで100コピーのRNAの検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Diagnosis using PCR tests has become commonplace due to the spread of the 
new coronavirus. However, although PCR tests can detect with high sensitivity by increasing the 
number of PCR cycles, there is a problem of false positives due to the formation of primer dimers. 
Therefore, we developed an electrochemical detection method for PCR products using a cyclic 
naphthalene diimide-immobilized electrode as a highly sensitive method for detecting low-cycle PCR 
products. A cyclic naphthalene diimide-immobilized electrode captured the end of DNA on the 
electrode, and then the DNA was electrochemically detected using ferrocenylnaphthalene diimide, 
which binds to double-stranded DNA. Using the COVID-19 as a model target, we successfully detected 
100 copies of RNA after 10 cycles of PCR.

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　DNAチップ　カテナン構造　PCR

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インターカレータ固定化電極でDNAをその末端で補足可能であることを明らかにすることができた。これは今後
のDNAチップに様々な知見を与えるものと考えられる。また、PCR産物が簡便かつ高精度に検出できると新型コロ
ナウイルスのような新たな感染症に対して、迅速に対応することができるため、パンデミックを防ぐことが可能
になる。また、PCR検査は感染症だけではなく、様々な疾病や環境調査等に利用させているため、これらの検査
を電気化学的手法で置き換えることが可能である。また、PCRだけではなくHCRやLAMP法など一定温度でDNAを増
幅する手法にも適用可能であり、応用範囲は広い。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

新型コロナウイル

ス(Covid-19)の流行に

より、PCR検査が一般

的になったが、PCR検

査の拡充はなかなか

進んでいない。現在

PCR検査は、リアルタ

イムPCRにより解析

されているが、蛍光

検出できるまでに、

PCRが30サイクル(3-

4時間)必要である。今

後、新型コロナウイ

ルス以外にも新たな

ウイルスによるパンデミックが起こる可能性は高く、様々な場所でPCR検査ができるようになる

ためには、安価な装置と簡便な新たなシステムが必要である。ウイルス抗原をターゲットとした

抗原抗体では、イムノクロマト法では30分程度で迅速に検出できるが感度が低い。ここでは、感

度、特異度の高いPCRの迅速検出のために、電気化学的手法に着目した。DNAチップによる電気

化学測定では、10-15 molのDNAの検出が可能であるが1)、プローブDNAの固定化、プローブとタ

ーゲット(PCR産物)のハイブリダイゼーションが必要であり、検出までに3-4時間必要である。し

かしながら、図1Aに示すように、過去にチオール基を有するNDI-CとPCR産物を混合し、Au-S結

合によって金電極に固定化することで、10サイクルのPCR産物（321-mer, ノロウイルス, 図1B,C）

を55分で検出することができた。同じ鋳型量でリアルタイムPCR行ったところ、30サイクル以上

で蛍光強度は増加し始め、鋳型DNAの存在が確認できた(図1D)。この手法では、金電極表面に

DNAを固定化する。固定化系でDNAを検出することで、大幅な感度上昇に成功した。これにか

かる時間は、PCR 10分, DNAの固定化と電気化学測定で45分であったが、この検出にかかる時間

の大部分(44分)は、DNAを固定化するための時間である。つまりDNAを迅速に金電極に固定化す

る手法があれば、PCR産物の検出は、大幅に短縮することができる。 

このような背景のもと、本研究では、新たな DNA 補足分子による「PCR 産物簡易検出のた

めの DNA 固定化システムの開発」を行う。 
 
２．研究の目的 
  本研究の目的は、cNDI 固定化電極による PCR 産物検出チップの創成である。アミノ化 cNDI

は金表面に修飾したジチオプロピオン酸と縮合することで図 2A に示すように cNDI 固定化チッ

プを作成する。DNA と cNDI との結合速度は、他の cNDI 誘導体の速度論解析結果から数秒だと

思われるため、cNDI 固定化チップに PCR 産物を振りかけると、わずか 1 分後には DNA がチッ

プ上に捕捉される。DNA と cNDI は図 2B に示すようにカテナン構造で結合していると予想して

いる。DNA の「呼吸」は、25°C では 1.4 s に 1 回起こるが、cNDI が結合するとこの呼吸は抑制

される。cNDI は数塩基置きに DNA に結合するため、電極には複数の cNDI で DNA を固定化し

ていると考えている。このため、一部の cNDI-DNA カテナン構造が解離しても、ほかの部分で

 
図 1. (A)NDI-C による DNA 固定化および FND による電気化学検出概念図. 
(B) ノロウイルスの PCR 産物を固定化したときの SWV 測定結果. (C)ノロウ
イルスの鋳型存在下、非存在下における PCR 産物の電気化学的検出結果. 
(D)(C)と同じサンプルをリアルタイム PCR 産物で検出した結果. 



DNA は固定化されていると考えているが、これら

のダイナミクスを解析できれば、薬剤等への応用

が期待できる。また、DNA の「呼吸」を利用した

DNA 検出システムの例はなく、独創性が高い研究

概念である。 
 
３．  研究の方法 
(1) cNDI-gluの合成 

cNDI-gluは図3に示すスキームに従って合成し

た。 

(2) cNDI-gluとdsDNAとの相互作用解析 

合成オリゴヌクレオチドである12塩基対の1本

鎖DNAと2本鎖DNAを用いて、測定を行った。 

5.5 μM cNDI-glu, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、

100 mM KClに2本鎖DNAを添加したときの吸光

度測定を行った。384 nmの吸光度変化から

Benesi-Hildebrand plotを行い、結合定数を得

た。 

1.5 μM 2本鎖DNA, 50 mM Tris-HCl (pH 

7.4)、100 mM KClに0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 9.0 μM

のcNDI-gluを添加したときの260 nmの吸光度の

温度変化からTm値を算出した。 

1.5 μM 2本鎖DNA, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、

100 mM KClに0, 4.5, 9.0 13.5 μMのcNDI-gluを添

加したときの円偏光二色性スペクトルを測定し

た。 

(3) cNDI固定化チップの調整 

  cNDI固定化チップは図2Aに示した通り、縮合反

応を利用して固定化した。5 μM 2本鎖DNAを作用さ

せたときのCV測定を行い、掃引速度依存性を評価し

た。電解液は100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 100 mM KCl, 10 µM FNDとした。また、12塩基の1本

鎖DNA、2本鎖DNAの濃度依存性をSWV測定で評価した。cNDI固定化電極でのSWV測定の結果

をi0, DNA作用後のSWV測定の結果をiとして、Δi(%)=(i-i0)/i0×100で得た。 

(4) PCR産物の検出 

131 merのPCR産物を調整した。cNDI固定化電極に131 merのPCR産物を添加したときの

SWV測定を行った。PCR産物の濃度依存性と、PCRサイクル数依存性を評価した。 

また、コロナウイルス由来のRNAから逆転写、PCRした産物をSARS-CoV-2 Detection RT-

qPCR Kit (タカラバイオ)で、キットの手順に従って用意した。鋳型RNAのコピー数依存性につ

いて、RT-PCR法と電気化学測定で評価した。電気化学測定では、これらのPCR産物はcNDI固定

化チップに添加され、SWV測定を行った。NDI固定化電極でのSWV測定の結果をi0, DNA作用後

のSWV測定の結果をiとして、Δi(%)=(i-i0)/i0×100で得た。電解液は100 mM AcOK-AcOH (pH 5.5), 

100 mM KCl, 10 µM FNDとした。

 
図 2. (A) cNDI-glu 固定化電極の調製方法. 
(B) cNDI 固定化電極による電気化学的 PCR
検出. 

 

図 3. cNDI-glu の合成スキーム. 



４．研究成果 

(1) cNDI-gluの合成 

cNDI-glu は HPLC, MALDI-TOF-MS, 1H-NMR で高純度

に合成できたことを確認した。 

(2) cNDI-gluとdsDNAとの相互作用解析 

 cNDI-glu に 2 本鎖 DNA を添加したときの吸光度測定の

結果を図 4 に示す。2 本鎖 DNA の添加に伴いナフタレン

ジイミドに由来する 360 nm, 384 nm で 30%の淡色効果が

観察された。非環状型の NDI が 2 本鎖 DNA に結合する

と、50-60%の淡色効果が起こるので、cNDI-glu の 2 本鎖

DNAに対する結合量が少ないことが予想さ

れる。 

  次に 2 本鎖 DNA の融解温度（Tm）測定

を行った。2 本鎖 DNA のみでは、その Tm

は 58℃であった。2 本鎖 DNA に cNDI-glu

を添加したところ、0.2-1.8 ℃の温度上昇が

みられた。これより、cNDI-glu が 2 本鎖 DNA

に結合していることが示唆された。 

また、2 本鎖 DNA 溶液に cNDI-glu を添加

したときの CD スペクトル測定を行った。

その結果、cNDI-glu の添加に伴い、380 nm

付近に小さな負のコットン効果が見られ

た。これは、インターカレーションに特有の

挙動である。 

これら 3 つの実験より、cNDI-glu は 2 本

鎖 DNA にインターカレート結合可能であ

るが、結合量が少なく、Tm 上昇も小さい

ことから、2 本鎖 DNA の末端の結合して

いることが示唆された。 

(3) cNDI固定化チップの調整 

  cNDI 固定化電極に 2 本鎖 DNA が固定

化されるかどうかについて、CV 測定を行

い評価した。その結果を図 5 に示した。

FND は電極に対して拡散しているとき、

CVの酸化電位と還元電位の差は 60 mVで

あるが（図 5A）、電極に固定化されると 0 

mV へと近づく。図 5B より、20 μM の 2 本鎖 DNA を作用させると、還元電位の差が 3 mV へ

と小さくなったことから、2 本鎖 DNA が cNDI に補足されたことが示唆された。また、図 5 C, D

より掃引速度を変化させたときに得られた酸化電流の対数をそれぞれプロットすると、2 本鎖

DNA を作用させることで傾きが 0.5 から 1 へと変化した。この結果も FND が電極に固定化され

たことを示している。これより、cNDI 固定化電極で DNA を補足できることが確認できた。 

 次に、12 塩基の 1 本鎖 DNA(ss-oligo)と 2 本鎖 DNA(ds-oligo)を cNDI 固定化電極に作用させた

 
図 4.  cNDI-glu に 12 塩基の 2 本鎖
DNA を添加したときの吸光度測定
結果. 

 

 
図 5. (A) cNDI 固定化電極, (B) cNDI 固定化電
極に 20 μM 2 本鎖 DNA を作用させたときの CV 測
定結果. (C) cNDI 固定化電極および(D) cNDI 固
定化電極に 20 μM 2 本鎖 DNA を作用させたとき
における掃引速度依存性の結果. 

-7.2

-7.1

-7

-6.9

-6.8

-6.7

-6.6

-6.5

-1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1 -0.8

l
o
g
(i

p
a
)

log(v)

-6.7

-6.6

-6.5

-6.4

-6.3

-6.2

-6.1

-6

-5.9

-1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1 -0.8
l
o
g
(i

p
a
)

log(v)

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

C
ur

re
nt

 / 
μ

A

Potential / V (vs. Ag/AgCl)

-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

C
ur

re
nt

 / 
μ

A

Potential / V (vs. Ag/AgCl)

A) (B)

C) (D)

 
図 6. cNDI 固定化電極に 1 本鎖 DNA(ss-oligo)と 2
本鎖 DNA(ds-oligo)を作用させたときの電流増加
率. 



ときの電流増加率を算出した。ss-oligo は濃度を

高くしても顕著な電流増加は示さなかったが、

ds-oligo は濃度を高くするにつれて、電流増加率

も増大した。これより cNDI 固定化電極で DNA

を定量的に検出できる可能性が示された。 

(4) PCR産物の検出 

  PCR 産物として、131 mer のものを準備した。

PCR 産物の濃度を 0.1-20 ng/μL で変化させたと

きの SWV 測定の結果を 7 に示した。これより

PCR 産物は 1 ng/μL 以上で明確な電流増加を示

した。 

 つぎに 131 mer の PCR 産物ついて、PCR サイ

クル数依存性を評価した。40 pM の鋳型 DNA に

対して、20 サイクル以上で定量的に電流増加率

も増加した。同じサンプルをゲル電気泳動で評

価したところ、ゲル電気泳動でも 20 サイクル以上でバンドが観察できたことから、ゲル電気泳

動と同程度の感度を示した。 

 最後にコロナウイルス由来の RNA の逆転写

産物を PCR したものをターゲットとした。

PCR サイクルを 40 回とし、RNA 鋳型量を、0, 

102, 104 copyで逆転写し、PCRしたものを cNDI

固定化電極で検出した。その結果、それぞれ電

流増加率は 750, 1800, 1600 %となり、100 copy

でも鋳型RNAが存在すると大きな電流増加を

示した。しかし、定量性が得られなかったた

め、PCR サイクルを 10 とし、RNA 鋳型量を、

0, 10, 102, 103, 104 copy としたときの

PCR 産物を準備した。この PCR 産物の

電気化学測定を行ったところ、図 9 に示

すように PCR 10 サイクルにおいても、

RNA コピー数依存的に電流が増加する

ことが明らかになった。 

同じサンプルについて、RT-qPCR をお

こなったところ、10 サイクルでは蛍光変

化が見られなかったため、本手法を用い

ることで高感度に RNA を検出できるこ

とが明らかになった。 

 

 

 
図7. PCR産物添加前後のSWV測定結果 (i0: 
赤点線, i: 青実線). (A) 20 ng/µL, (B) 5 
ng/µL, (C) 1 ng/µL, (D) 0.1 ng/µL M PCR
産物. 

 

 

図 8. PCR サイクル数依存性評価. 

 
図 9. 10 サイクル PCR 産物固定化前後の SWV 測定結果 
(i0: 赤点線, i: 青実線). 104 copy/µL, (B) 103 

copy/µL, (C) 102 copy/µL, (D) 101 copy/µL, (E) NC 10
サイクル PCR 産物. 
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