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研究成果の概要（和文）：miRNAに基づくネットワークは分化制御に関わっていることから、miRNAの迅速かつ定
量的検出法の開発によって医療分野への貢献が期待される。特に、唾液中や血中に含まれるmiRNAを増幅するこ
となく、直接検出することができれば、初期がんの診断や大規模スクリーニングが可能になると期待される。著
者らは、ナフタレンジイミド誘導体はDNA・RNAヘテロ2本鎖にも結合することを明らかにしている。ここでは、
これとDNAプローブ電極を組み合わせて、迅速かつ簡便なmiRNA検出を試みた。

研究成果の概要（英文）：It is known that micro RNAs (miRNAs) are associated with an expression of 
tumor suppressor genes and are expecting to be one of good cancer markers. Here, we developed 
ferrocenylnaphthalene diimide (FND)-based hybridization assay to analyze specific miRNA without any 
amplification step. Since our previous research demonstrated that FND can bind to DNA-RNA hetero 
duplex, we constructed miRNA detecting system using FND coupled with an electrode chip carrying DNA 
probe for target miRNA. Here, we chose the suitable FND derivatives (FND1-7) to detect the miRNA by 
using Tm measurement and try to detect of target miRNA by using electrochemical hybridization assay.
 FND3 has the highest stabilization ability for DNA-RNA duplex and gave an increasing current shift 
with target miRNA in this hybridization assay, whereas almost no current shift was observed with 
non-target miRNA.

研究分野： バイオ分析化学

キーワード： miRNA　電気化学遺伝子検出　フェロセン化ナフタレンジイミド　DNA・RNA2本鎖
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、RNAが細胞や組織の幹細胞や iPS細胞
の自己複製能と分化制御に深く関わってい
ることが明らかになってきた。特に 20 – 25 
塩基の一本鎖 RNAである miRNAによるネット
ワークが分化制御に関わっていることから、
これらを定量的に解析するシステムが求め
られている。 
1993年に Leeらによって線虫の miRNAである
lin-4 が報告された。ここから欧米で miRNA
に関する研究は活発化してきた。 一方、日
本においては、miRNA に関する研究は世界に
リードを許している状況である。このような
背景を受け、現在 miRNAをガンマーカーとし
て利用する試みが始まっている。多くの研究
者は、miRNA をマイクロアレイチップや
Taq-Manプローブで検出を試みている。 しか
し、これらは miRNA の増幅過程が必須である
ことから、大幅に検査の時間を要しているの
が現状である。しかしながら、miRNA を非増
幅系で検出することが可能な高感度手法が
確立されれば、検査時間の短縮化につながり、
また定量的評価の信頼性も大きく増すと期
待される。 
最近、L. Xiang らは定量 RT-PCR 法を利用し
て、胸部 CT で肺結節が認められた 122 人の
患者を対象に、喀痰中の 3 種類の miRNA
（miR-21、miR-31および miR-210）を定量し、
それらを利用して診断方法の指標である感
度、特異度を算出したところ、それぞれ
82.93％、87.85％であった。しかしながら、
少なくとも特異度は 100%近くなければ、陰性
のものを正しく陰性と判定することができ
ないため、まだまだ実用化が難しい状況にあ
ることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
 miRNAを検出するためには、DNA プローブに
よって検出する方法があるが、この時プロー
ブの DNAとターゲットである miRNAによって
DNA・RNA2 本鎖が形成される。このような
DNA・RNA2 本鎖はそれぞれの塩基対が平行に
位置しないため、塩基対間に平衡挿入するイ
ンターカレータは結合することができない。
しかしながら、過去に研究代表者はフェロセ
ン化ナフタレンジイミドが DNA・DNA2本鎖だ
けではなく、DNA・RNA2 本鎖に対しても安定
に結合することを報告している。 
研究代表者はまた、これまでに電気化学的

2 本鎖 DNA 検出試薬としてフェロセン化ナフ
タレンジイミド (FND, 図 1)と 2 本鎖 DNA と
の相互作用解析を行い、FND を利用した電気
化学的遺伝子検出を利用して、癌の診断マー
カーである CDH4 遺伝子や hTERT 遺伝子のメ
チル化検出システムの確立を行ってきた。こ
れらの研究成果から、miRNA を DNA プローブ
固定化電極との 2本鎖形成によって電気化学
的に検出する手法について考案した。その概
念を図 2 に示す。金電極には調べたい miRNA
配列に相補的な DNA配列を固定化したプロー

ブ DNA固定化電極を調整する。これに、サン
プル溶液を作用させる。もし、サンプル中に
ターゲットである miRNAが存在すれば、電極
上のプローブ DNAとターゲット miRNAが 2本
鎖を形成する。この反応前後を FND 溶液で測
定すれば、ターゲット miRNA が存在するとき
のみ、電流が増加することになる。 
 

図 1. 種々のフェロセン化ナフタレンジイミ
ド 1-7 (FND)の構造. 
 
 
研究代表者が保有している技術は以下の

通りである。 
(1) DNA・RNA2本鎖に結合する指示薬 
(2) FND を利用した電気化学的ハイブリダイ
ゼーションアッセイ 
 本研究では、上記に示す(1), (2)の研究成
果を用いて、DNAプローブ固定化電極で miRNA
を増幅することなく、直接検出することを目
的とする。 
 これらが達成できれば、miRNAネットワーク
の定量的解明によって、がんの新たな治療法
の確立へ貢献できる可能性が高い。現在、血
中の減少した miRNAを補填するため、人工的
に miRNAを投与する RNA医薬について検討が
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なされている。miRNA は疾病によって増加す
るもの、減少するものがあるため、miRNA 量
の定量的なモニタリングが必須である。
miRNA のほかにも細胞内の遺伝子発現抑制
（遺伝子サイレンシング）を引き起こす(RNA
干渉)siRNAの研究に対して、効果的な siRNA
のスクリーニング法として本手法が利用で
きる可能性があるため、RNA 医薬の開発など
他の分野にも波及効果があると期待される。 
 
 

図 2. 電気化学的 miRNA検出概念図. 
 
 
３．研究の方法 
(1) FND1-7の DNA・RNA2本鎖に対する熱安定
化効果の確認 
miRNA のターゲット配列として、前立腺がん
のマーカーとして知られている miR-141をタ
ーゲットとした(表 1 参照)。miR-141の配列
を有する RNAオリゴに対して、相補鎖 DNAを
準備し、これらによる DNA・RNA2本鎖を調整
した。また、コントロールとして miR141 の
配列を有する DNAオリゴと相補鎖 DNAによる
DNA・DNA2本鎖も調整した。0.5 µM DNA・DNA 
もしくは DNA・RNA, 0.5 µM FND1-7, 25 mM 
AcOK-AcOH buffer (pH 5.5), 25 mM KCl溶液
を調整し、0.5 °C/min で昇温した時の 260 
nm における吸光度変化を観察した。吸光度変
化が半分になる点を融解温度(Tm)とした。 
 
(2) FND1-7の電気化学応答 
前処理した金電極に 0.1 μM のプローブ DNA
を添加し、所定時間インキュベートした。そ
の後、1mM 6-メルカプトヘキサノール溶液に
電極を浸した(プローブ DNA 固定化電極)。タ
ーゲットである miR-141 の配列を有する RNA
を含む 2×SSC 溶液をプローブ DNA 固定化電
極に添加し、37 °C で 30 分インキュベート
した。ターゲットである miR-141 を作用させ
た前後で矩形波ボルタンメトリー測定を行
った。この時電解液として、0.1 M KCl, 0.1 
M 酢酸カリウム緩衝液, 10 μM FND を用い
た。FND1-7 ぞれぞれの溶液における、ターゲ
ット反応前、反応後の電流値を i0, i として
電流増加率 Δi=(i/i0-1)×100 で評価した。 
 
(3) FND による miRNA 検出システムの選択性

の評価 
0.1 M KCl, 0.1 M 酢酸カリウム緩衝液, 10 μ
M FND3溶液を電解液とした。プローブ DNA固
定化電極を調整し、ターゲットである
miR-141, 非ターゲット鎖である miR-21, 
miR-205 を作用させた前後で矩形波ボルタン
メトリー測定を行った。 
 
(4) FND による miRNA 検出システムの定量性
の評価 
0.1 M KCl, 0.1 M 酢酸カリウム緩衝液, 35 μ
M FND3溶液を電解液として、プローブ DNA固
定化電極を調整し、ターゲットである
miR-141 の濃度変化を調べた。また、システ
ムの汎用性を調べるために、ターゲットを肺
がんマーカーである miR-205としたときの濃
度変化を調べた。 
 
 
表 1. 本実験で用いた DNAおよび RNA配列 
 配列 

Probe 
DNA 
miR-141 

HS-5’-CCATCTTTACCAGACAGTGTTA-3’ 

Probe 
DNA 
miR-205 

HS-5’-CAGACTCCGGTGGAATGAAGGA-3’ 

miR-141 3’-GGUAGAAAUGGUCUGUCACAAU-3’ 
miR-200a 3’-UGUAGCAAUGGUCUGUCACAAU-3’ 
miR-200b 3’-AGUAGUAAUGGUCCGUCAUAAU-3’ 
miR-21 5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA -3' 
miR-205 3’-GUCUGAGGCCACCUUACUUCCU-3’ 
miR-3130 3’-AAUGGGUCAGAGGCCACGUCG-3’ 
 
 
４．研究成果 
(1) FND1-7の DNA・RNA2本鎖に対する熱安定
化効果の確認 
 まず、FND 非存在下の条件で、DNA・DNA お
よび、DNA・RNA2 本鎖の Tm測定を行ったとこ
ろ、それぞれ 48.8, 46.9 °C であった。こ
れらの DNA・DNA もしくは DNA・RNA2 本鎖に
対し、等量の FND を加えたときの Tm をそれ
ぞれ観察した。DNA・DNA2 本鎖に対しては、
FNDの添加により、すべての FND誘導体で Tm
上昇が観察された。一方、DNA・RNA2 本鎖に
対しては、FND1, 2, 7 では Tm の上昇は認め
られなかったが、FND3, 4, 5, 6で高い Tm上
昇が観察された。この中でも FND3 は最も効
果的な Tm 上昇を示したことから、FND3 が強
く DNA・RNA2 本鎖に結合していることが示唆
された。 
 
(2) FND1-7の電気化学応答 
 ここでは、DNAプローブの調整、ターゲット
のハイブリダイゼーションの操作はすべて
同じとし、電気化学測定溶液中に含まれる
FND の種類だけを変更した。この時の電流増
加率をそれぞれの FNDに対して調べたところ、
FND2, 4, 5, 6, 7ではほとんど電流増加が観



察されなかったが、FND3 の場合、図 3 に示す
ように最も高い電流増加率を示した。 
これより、FND3が miRNAを検出するための電
気化学測定指示薬として最も優れているこ
とが示された。 
  

図 3. FND3を含む溶液における DNA プローブ
固定化電極(破線)とそれに miR-141を作用さ
せたとき(実線)の矩形波ボルタンメトリー
測定結果.  
 
 
(3) FND による miRNA 検出システムの選択性
の評価 
 今回提案したシステムにおいて、生体サン
プル中にターゲットはごくごくわずかにし
か存在しておらず、ターゲットとは異なる
様々な配列の DNAや RNAが存在する。そのた
め、ターゲットを選択的に検出可能かどうか
が重要になってくる。ここでは、前立腺がん
の検出のための miR-141検出用の DNAプロー
ブ固定化電極に対して、miR-21(さまざまな
がんで増加するがん総合マーカー )、
miR-205(肺がんマーカー)を作用させたとき
の応答を確認した。その結果を図 4 に示す。 
 ここに示すように、プローブ DNAに対して、
完全に相補的な miR-141は大きな電流増加を
示したが、 miR-141 と異なる配列である
miR-21、miR-205 ではほとんど電流増加を示
さなかった。 
 一方、miR-141のファミリーである miR-200a
と miR-200b は miR-141とそれぞれ 2塩基、4
塩基のみ異なる類似配列である。これらは、
すべて前立腺がんのマーカーとなりうる配
列である。 
2 塩基異なる miR-200a については、ほぼ

miR-141 と同様に検出できることが明らかに
なった。また。4 塩基異なる miR-200b につい
ては、若干電流増加率は低下するものの、
miR-21や miR-205に比べると大きな電流増加
を示した(Data Not Shown)。 
 このことから、本システムでは全く異なる

配列であればほとんど応答しないが、ファミ
リー配列であれば検出可能であることが示
唆された。 
 

図 4. miR-141 検出プローブに対して、
miR-141, miR-21, miR-205を作用させたとき
の電流増加率. 
 
 
(4) FND による miRNA 検出システムの定量性
の評価 
 生体サンプル中に miRNAはそれぞれ fMから
pM の濃度で存在しているため、この濃度域の
検出が重要になってくる。そこで、サンプル
RNA の濃度を変えたときの電流応答について
調べた。 
 ターゲット RNA として miR-141 の濃度を
0.001～0.1 μM としたときの電流増加率を
算出した(図 5)。0.03 μM以上で電流増加は
定量的に変化した。ターゲット DNA を含まな
いときの電流増加率から検出下限を算出し
たところ、0.03 μMが検出下限であった。電
気化学測定ではサンプル量は 4 μLであるこ
とから検出下限は、120 pmol であった。 
  
 

図 5. miR-141の濃度変化. 
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 次にシステムの汎用性を調べるために、
miR-205 について、DNA プローブを調整し、
miR-205の検出を試みた。0.001～0.5 μM の
範囲で miR-205 の濃度変化を観察した。その
結果、0.01～0.1 μM の範囲で定量的な変化
を観察することができた。検出下限は、8 nM, 
32 pmol であり、miR-205 のほうがより高感
度に検出できることが明らかになった。 
 miR-205 検出プローブに対して、miR-205と
9 塩基異なる miR-3130 (最も近い配列)と
miR-205 と 全 く 異 な る 配 列 を 有 す る
miR-141(前立腺がんのマーカー)を作用させ
たときの応答を観察した。その結果、
miR-3130, miR-141 では全く電流増加を示さ
ず(Data Not Shown)、高い選択性を有してい
ることが示された。 
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