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研究成果の概要（和文）：GDHとVEGFに結合するアプタマーを連結し、その連結アプタマーとGDHを結合させたGDH-アプ
タマー複合体を作製し、AFMによりこれが直径数十nmの構造を形成していることを確認した。次にVEGFの結合によって
ナノ構造の変化が引き起こされることを同じくAFMにより確認した。そして、GDH-アプタマー複合体を金電極上に固定
化し、VEGFとアプタマーの結合に伴う、GDH-アプタマー複合体のナノ構造の変化によって、電極に近づいたGDHの電極
への直接電子移動によって生じるグルコース応答電流値を測定し、VEGFを電気化学的に検出できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We develped the Gq-switch by connecting the glucose dehydrogenase (GDH)-binding ap
tamer and the vascular endothelial growth factor (VEGF)-binding aptamer. Gq-switch forms huge 3D network s
tructure sicne it has a lot of G-quadruplex (Gq) structure forming parts and it can be the juction of the 
multiple aptamers. We observed its structural change upon its binding to VEGF and checked it can also bind
 to GDH. The GDH used in this study can directly transfer electron to the electrode, therefore if the dist
ance between the GDH bound to Gq-swithch and the electrode changes, we can expect the change of electric c
urrent generated by the glucose oxidation catalyzed by the GDH.
 We immoblized the GDH-Gq-switch complex onto the gold electrode and obseved the change of electric curren
t generated from the glucose addition upon the addition of VEGF. That current change was dependent on the 
concentration of VEGF and therefore we were able to detect VEGF with this electrochemical detection system
.
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１．研究開始当初の背景 
	
 アプタマーは、標的分子と結合すると
その構造が大きく変化するので、その変
化を検出できれば、分離が不要な迅速検
出法が開発できる。従ってアプタマービ
ーコン等の様々な検出法が考案され報告
されているが、ほとんどが蛍光修飾アプ
タマーの蛍光特性の変化を検出するもの
であり、色のついた血液の計測には適し
ない。血液中の特定物質の迅速検出で現
在汎用されている血糖値センサーの電気
化学測定システムを用いて様々な疾病マ
ーカーを検出できれば、革命的な診断法
となるが，その様な報告はまだ無い。 
	
 申請者らは、分離を必要としない検

出法の開発を目指して、独自に酵素活性
を阻害するアプタマーと標的分子に結合
するアプタマーを連結した Aptameric 
enzyme subunit (AES)を開発し、多数の学
術論文を発表している。血糖値センサー
に用いられる GDH を阻害するアプタマ
ーを探索し、強く結合するアプタマーは
得られたが、基質が小さく十分な阻害能
を持つものを得るのが困難だった。そこ
でナノ構造体を形成する GDH−アプタマ
ー複合体を作製し、その構造体と電極と
の距離を標的分子の結合により変化させ
ることにより、標的分子を検出するシス
テムを発想した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は、核酸リガンドであるアプタ
マーに着目し、標的分子である疾病マー
カーに結合するアプタマーと市販の電気
化学的血糖値センサーに用いられている
グルコース脱水素酵素(GDH)に結合する
アプタマーを組み合わせて、標的分子が
結合すると GDH−アプタマー複合体のナ
ノ構造が変化し、酵素活性を電気化学検
出できるシステムを開発する事を目的と
する。このようなナノ構造を有する GDH
−アプタマー複合体を開発できれば、様々
な標的分子を、GDHによるシグナル増幅
を利用して、市販の電気化学的血糖値セ
ンサーで高感度に検出することができる
ようになる。 
 
３．研究の方法 
	
 申請者は、既に GDHと VEGFに結合
するアプタマーをそれぞれ獲得している。
まず、これらのアプタマーを連結し、そ
の連結アプタマーと GDH を結合させた
GDH-アプタマー複合体を作製し、その
ナノ構造を評価した。次に VEGFの結合
によって引き起こされる GDH-アプタマ
ー複合体のナノ構造変化を評価し、その
構造変化を電極に流れる電流値として検
出しやすいように設計した。そして、
GDH-アプタマー複合体を金電極上に固
定化し、VEGFとアプタマーの結合に伴

う、GDH-アプタマー複合体のナノ構造
の変化によって、GDHと電極との距離を
制御できるかを評価した。この際、電極
と直接電子移動できるGDHを使用した。
そして、電極に近づいた GDH の電極へ
の直接電子移動によって生じるグルコー
ス応答電流値を測定することにより
VEGFを電気化学的に検出するバイオセ
ンサーを構築した（図 1）。 

 
	
 
４．研究成果	
 
以下の項目について研究を遂行した。	
 
１）	
 GDH 結合アプタマーと VEGF 結合ア
プタマーの連結と、その連結アプタマー
（Gq-switch）のナノ構造の評価。更にこ
の連結アプタマーと GDH を結合させた
GDH-アプタマー複合体の作製と、そのナ
ノ構造の評価。	
 
	
 
２）上述の GDH-	
 Gq-switch 複合体のナノ
構造の、VEGF の結合による変化の検討。	
 
	
 
３）GDH-	
 Gq-switch 複合体の金電極上へ
の固定化と VEGF の添加による、グルコー
スに対する応答電流変化の検討。	
 
	
 
１）については、Gq-switch を用いた
VEGF165 検出系の構築のため、まず
Gq-switch の 設 計 及 び 設 計 し た
Gq-switch の VEGFの主要なアイソフォー
ムの一つであるVEGF165及びFADGDHに対
する結合能を評価した。その結果作製し
た Gq-switch は VEGF165、FADGDH の双方
に結合することが示された（図 2）。	
 
	
 さらに western	
 blotting、活性染色の
結果より Gq-switch は VEGF165 と FADGDH
に同時に結合できることも示された。ま
た AFM 観察により、GDH-アプタマー複合
体は直径数十 nm 程度のナノ構造体を形
成することが確認できた。	
 
	
 
２）については、AFM により、VEGF が存
在するとGDH-	
 Gq-switch複合体の構造が
変化することが確認できた。しかし、毎
回その構造が異なり、確定した画像を得
ることがまだできていない。	
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３）については、作製した Gq-switch を
用いて電極実験を行い、VEGF165 の検出
を試みた。アプタマーを固定化した金線
で VEGF165 濃度依存的にグルコースを添
加した際の応答電流値が減少した（図３）。
ネガティブコントロールであるトロンビ
ン、BSA を用いた場合では、トロンビン、
BSA の濃度が上昇しても応答電流値に変
化は見られなかった。	
 
	
 
	
 

	
 図２	
 	
 VEGF 及び GDH に結合した
Gq-switch が発する化学発光イメージ	
 
	
 
	
 
	
 

図３	
 	
 GDH-	
 Gq-switch 複合体を固定化
した金電極を、各種タンパク質を溶解し
た溶液中に挿入した場合のグルコース応
答電流値	
 
	
 
	
 
	
 このことから作製した Gq-switch は
VEGF165 を特異的に検出できたことが示
された。VEGF165 を用いた際に応答電流
値が低下した原因としては VEGF165 と
GDH と競合し VEGF165 が G6VEap#3G6 に結
合することでGDHがG6VEap#3G6から解離
した、または VEGF165 が G6VEap#3G6 に結
合することで G6VEap#3G6 が金線から遠

退く様に構造変化したためであると考え
られる。	
 
	
 
	
 以上のように、当初計画した通り、標
的分子の結合により、アプタマーが形成
するナノ構造が変化し、その構造変化に
より電子異動の状態が変化して電極に流
れる電流が変わる検出システムを構築す
ることができた。既このシステムでアデ
ノシンが検出すできることは確認してお
り、標的分子に結合するアプタマーを取
り換えることで、このシステムで種々の
標的分子を検出できると期待できる。用
いている電気化学的検出システムは市販
の血糖値測定システムと同等の物であり、
簡便に標的分子を検出できるシステムが
開発できたといえる。	
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