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研究成果の概要（和文）：環境・健康指標となる生細胞由来の核酸バイオマーカーの簡便迅速スクリーニング技
術実現のため、電気化学的手法およびSPRイメージング法に基づき非標識検出が可能なセンサアレイのチップデ
バイス開発と新規バイオマーカーの探索を行った。電気化学的手法による開発では、生細胞実試料に比較的近い
核酸増幅産物を用い、１枚のチップデバイス上で測定対象核酸を含む複数試料の配列特異的な並列検出に成功し
た。SPRイメージング法による開発では、複数の信号増幅因子を活用し、アトモルレベルの高感度RNA検出に成功
した。バイオマーカー探索では、化学物質の刺激に対して鋭敏に応答する複数の新規miRNAバイオマーカーを見
出した。

研究成果の概要（英文）：Aming at a simple and rapid screening technique for DNA or RNA biomarkers 
from living cells as environmental and biomedical indicators, we developed novel sensor array chip 
devices enabling non-labeling detection of the biomarkers based on electrochemical and SPR imaging 
methods, and explored novel biomarkers. The electrochemical sensor array devices revealed to enable 
sequence-specific and parallel/simultaneous biomarker detection on a single device by using plural 
PCR-amplified products. The SPR imaging-based sensor array devices revealed to enable high sensitive
 detection of miRNAs as lung cancer biomarkers at an atto-mole level by employing multiple enzymatic
 reactions for signal enhancement. Moreover, we found several novel miRNA biomarkers sensitive to 
chemical stresses in the environment.

研究分野： 分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスクリプトームバイオマーカーなどの多数の細胞内遺伝子活動を並列的に同時観測を可能とする簡便迅速
な検出法は、臨床や環境の現場で使用可能な一次スクリーニング技術として重要である。本研究成果であるセン
サアレイチップデバイスは、複数の核酸バイオマーカーを配列特異的に高感度・並列検出を可能とすることか
ら、この課題解決に大きく貢献すると期待される。また今回見出したmiRNAバイオマーカーは環境由来の化学物
質刺激に対する鋭敏な応答を示すため、環境・健康評価をより簡便迅速化すると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 遺伝子検出技術は従来、測定対象遺伝子に蛍光標識を行い、プローブとのハイブリッド形成を

蛍光標識からのシグナルの有無で判定する手法が主流であった。しかし、測定対象遺伝子への蛍

光標識化や細胞からの遺伝子抽出に多大な労力を要することから、研究所内での利用に留まっ

ている。一方、この技術を臨床や環境の現場でのツールとして発展できれば、遺伝子診断結果に

基づくテーラーメード医療や遺伝子レベルでの化学物質の生体影響評価などを一次スクリーニ

ング技術として簡便に利用できると期待されている。 
 この期待に応えるため、簡便な手法の開発に有利な電気化学的原理に基づく遺伝子センサが

多数開発されてきた。申請者は遺伝子検出法の根本的な問題を解決するため、対象遺伝子の標識

化を行うことなく遺伝子を検出できる技術を開発してきた。この手法は具体的には、試料溶液中

の測定対象核酸が電極表面に固定したプローブ核酸とハイブリッド形成を行うことで、電気化

学信号が変調する仕組みを利用した手法である。遺伝子等の測定対象核酸を含む測定試料溶液

自身に、何ら手を加える必要がないため、非常に簡便に遺伝子検出を行うことができる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では遺伝子の標識化等の煩雑なプロセスを必要としない、簡便・迅速な次世代型遺

伝子診断技術を開発し、多数の細胞内遺伝子活動の並列的な同時観測ツールの構築を目指す。具

体的には、臨床や環境の現場で使用可能な一次スクリーニング技術として、テーラーメード医療

や化学物質の生体影響評価に貢献するため、遺伝子等のトランスクリプトームバイオマーカー

など多数の細胞内遺伝子活動指標を並列的に同時観測可能とし、簡便かつ迅速な遺伝子診断技

術の構築とそのチップデバイス化を目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究期間では、特に、細胞内活動を反映する細胞由来の遺伝子等のトランスクリプトームの

並列的な同時観測を目的とした、センサアレイ型検出ツールの開発を行うとともに、本センシン

グ技術の単一細胞での計測に向けた高感度化に取り組んだ。具体的には、簡便・迅速な核酸検出

に利点を有する電気化学的手法および表面プラズモン共鳴（SPR）イメージング法に基づく、セ

ンサアレイ型核酸検出技術の開発および高感度化を行った。対象としたターゲットとして、環境

中の内分泌撹乱物質に対して生体応答を生じることが知られている遺伝子バイオマーカー配列

および肺がん患者の血液中に含まれるマイクロ RNA（miRNA）バイオマーカー配列を選択し

た。配列は NCBI（米国生物工学情報センター）データベースを参照した。 
 
(1) 電気化学的手法に基づくセンサアレイ型核酸検出技術 
 金マイクロ電極が多数アレイ状に配列された金マイクロ電極アレイ上に、測定対象核酸ター

ゲットと相補的な配列を有する人工核酸プローブを固定化してセンサアレイを作製した。マイ

クロ電極アレイは、光リソグラフィの手法によりガラス基板上に作製し、直径：300 µm、間隔：

1 mm の電極寸法を有する。 
(2) SPR イメージング法に基づくセンサアレイ型核酸検出技術 
 金スポットが多数アレイ状に配列された金スポットアレイ上に、測定対象核酸ターゲットと

相補的な配列を有する人工核酸プローブを固定化してセンサアレイを作製した。金スポとアレ

イは、ステンシルを用いたスパッタ成膜法によりガラス基板上に作製し、直径：800 µm、間隔：

1.7 mm のスポット寸法を有する。 
(3) 環境化学物質の生体影響評価用バイオマーカーの探索 
 センサアレイ型核酸検出技術の開発のために既存のデータベースに掲載のバイオマーカーを

活用することに加えて、環境中に含まれる化学物質が与える生体影響評価用の新規バイオマー

カーの探索も合わせて行った。化学物質を曝露したマウス胚性幹細胞（ES 細胞）から全 RNA
を抽出して調製した試料を、次世代シーケンサーにより解析することで、化学物質特異的に発現

する RNA バイオマーカーを見出した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、当初電気化学的手法を中心に研究開発を行う予定だったが、電気化学的手法が本

質的に有する課題である片面実装型のセンサにおけるアレイ状配列化と微細化とがトレードオ

フの関係にある課題が判明した。そのため、単一細胞由来の遺伝子検出を目指した高感度・高機

能遺伝子センシング技術の開発とそのチップデバイス化を中心に、SPR イメージング法も検出

原理に合わせて取り入れることで本課題に対応したので、以下に年度ごとに開発の経緯を追い

ながら記載する。 
 
 



(1) H27 年度 
 H27 年度は、微細孔を

有するチップデバイスの

開発と細胞活動評価の基

礎となるバイオマーカー

探索とを行った。 
 微細孔を有するチップ

開発では、電気化学的手

法との一体化を前提とし

て、レーザー加工法、イン

クジェット印刷による方

法、光硬化性樹脂を用い

た手法、熱収縮樹脂によ

る方法の４法を検討しプ

ロトタイプを作製し検討

した。その結果、これらの

手法ではレーザー加工法

および光硬化性樹脂を用

いた方法の組み合わせ

が、望みの微細加工に最

も適していることが判明

した。 
 一方で、電気化学的手

法で必要な、電気信号を

取り出すための配線引き

回しが、かえって微細化

を妨げる可能性があるこ

とが判明した。別の非標識・非侵襲検出法である表面プラズモン共鳴（SPR）顕微イメージング

法では配線引回しの必要がなく、ナノサイズの単一粒子の高感度顕微検出が可能であることか

ら、電気化学的手法と併せて検討を開始した。 
 また、バイオマーカー探索では、本技術の基礎となるバイオマーカーmiRNA について、化学

物質暴露したマウス ES 細胞試料を高速シーケンサーおよびリアルタイム PCR により解析し、

化学物質暴露に依存せずに発現するハウスキーピングと思しきバイオマーカーmiRNA を見出

した。 
 このように H27 年度は、微細加工による微細孔を有するチップデバイスの開発において、当

初の目的を達成するためには電気化学的手法のみならず SPR 顕微イメージング法も併せて検討

を進める必要があることが判明したことで、当初の計画より検討事項が増えた。そのため、以後

の目標を単一細胞由来の遺伝子検出を目指した高感度・高機能遺伝子センシング技術の開発と

そのチップデバイス化とし、研究を継続した。一方で、遺伝子活動評価の基礎となるバイオマー

カー探索を進め、化学物質暴露に依存せずに発現するバイオマーカーmiRNA を見出したことで、

研究計画の後半に行うべき検討事項を先んじて達成した。 
 
(2) H28 年度 
 H28 年度は、SPR イメージング法／顕微イメージング法に基づく検討を行った。 
 まず SPR イメージング測定では、相補的な配列を有する DNA をプローブとして金表面上に

固定化して配列選択的なターゲット認識を行い、その後の酵素反応によりシグナル増幅を図る

こととした（図１）。具体的には、ターゲットである miRNA の認識後、酵素反応により miRNA
末端に poly(A)鎖を伸長させ、複数のシグナル増幅因子を添加した後、TMB（3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine）/H2O2 混合溶液添加により酸化 TMB（Ox-TMB）の青色沈殿を生成さ

せることで、シグナル増幅を行った。この際、酵素反応後にタンパク質分解酵素を反応させるこ

とでバックグラウンドシグナルを減少させて S/N 比を向上させるとともに、シグナル増幅因子

の添加割合や添加方法を検討することで最適化を行った。本研究の結果、肺がんマーカーである

鎖長 22 mer の miRNA に対して、検出下限が pM レベルであることを確認した。次に、SPR 顕

微イメージング測定法に基づく高感度検出では、生体試料のモデルとして単糖類マンノースを

ターゲットとし、これを選択的に捕捉するレセプターであるコンカナバリンＡを表面固定化し

たハイドロゲルナノ粒子を用いた。この研究では、ナノ粒子表面でマンノースが選択性良く分子

認識されることを見出し、この手法が微量生体試料測定に有用であることが分かった。 

 

 

図１ SPR イメージング法に基づくセンサアレイ型 miRNA 検出技術(A)。TMB の酸

化反応に基づくシグナル増幅により、50 pM のターゲットが配列選択的に検出さ

れた(B)。詳細な検討により、アトモルレベルの miRNA を検出できた。 



 このように H28 年度

は、H27 年度に判明した

新たな検討事項である

SPR イメージング法／顕

微イメージング法による

miRNA の高感度検出法

の開発に取り組んだ。具体

的には、簡便・迅速な測定

のための新規プローブと

測定原理の開発、および酵

素反応を活用した高感度

測定法の開発を試みた。さ

らに、高感度検出に不可欠

な、酵素反応後のバックグ

ラウンドシグナルの除去

手法、および酵素反応にお

けるシグナル増幅の最適

化手法も開発した。最終的

に、肺がんのバイオマーカ

ーとなる miRNA の配列選択的な非標識検出に成功した。併せて、SPR 顕微イメージング測定

法に基づいたナノ粒子表面での微量生体試料の高感度検出にも挑戦した。 
 
(3) H29 年度 
 H29 年度は、前年度までの成果から明らかになった SPR イメージング法および電気化学的手

法に基づくデバイス化検討に加え、生体影響評価に供するバイオマーカー探索を行った。 
 デバイス化検討では、RNA バイオマーカー配列を有するターゲット核酸との分子認識により、

電気化学および SPR シグナルを発するマルチセンサチップを開発し、RNA バイオマーカー配

列 4 種の識別に成功した。ここで、1 つのセンサチップ検出系を 2 つの電気化学および SPR 検

出法により測定することで高感度・高選択検出の基礎技術に繋がることを見出した。また、生体

影響評価用バイオマーカー探索では、化学物質の刺激に対して鋭敏に応答する RNA バイオマー

カー探索を行った。ベンゼンなど 9 種類の有害化学物質を曝露したマウス ES 細胞の全 RNA か

らチップデバイス化に有利な miRNA を抽出し、RNA 発現量変化を測定・解析して化学物質評

価用バイオマーカー（曝露後増加：7 種、減少：5 種）を見出した。この解析では、miRNA 解

析に特化した解析手順構築と条件最適化を行い、miRNA バイオマーカーの探索に成功した。 
 このように H29 年度は、H28 年度における SPR イメージング法の成果を受けて、SPR イメ

ージング法と電気化学的手法の両方に基づくデバイス化検討を行い、電気化学および SPR シグ

ナルを発するマルチセンサチップを開発し、RNA バイオマーカー配列 4 種の識別に成功した。

また、化学物質の刺激に対して鋭敏に応答する RNA バイオマーカーの探索を行い、有害化学物

質の曝露に応答する化学物質評価用 RNA バイオマーカー（曝露後増加：7 種、減少：5 種）を

見出した。これは、現場利用可能な一次スクリーニング技術としての基礎技術として重要な成果

である。なお、研究協力者（海外）所有の SPR イメージング装置が利用不可能となったため、

当該装置と同等以上の性能を有する装置の新規手配に時間を要したことから、H30 年度への研

究機関延長が必要となった。 
 
(4) H30 年度 
 H30年度は SPRイメージング法および電気化学センサアレイデバイスに基づくバイオマーカ

ー配列の検出技術の開発を行った。 
 SPR イメージング法では、金スポットアレイを有するセンサチップに基づき、複数の酵素反

応を組み合わせて用いた SPR シグナル増幅による miRNA の並列的微量検出を行った。測定対

象の miRNA として、肺がんバイオマーカー由来の配列を有する miRNA を用いた。H28 年度

に得られた検出条件をさらに改良することで、最終的にアトモルレベルでの miRNA 検出に成

功した。この際、タンパク質分解酵素と界面活性剤とに基づく非特異吸着種の洗浄により、大き

な配列選択性の向上が見られた。この選択的応答に対して、ポリメラーゼやペルオキシダーゼに

よる酵素反応により、さらなる SPR シグナル増幅を図った。 
 電気化学センサアレイデバイス化研究では、生細胞実試料に比較的近い PCR 増幅産物を用い、

環境中の内分泌撹乱物質応答性遺伝子バイオマーカー配列に基づき、簡便迅速な、１枚のデバイ

ス上での複数試料の並列的配列検出に成功した（図２）。同時に、PCR 産物配列上のプローブ認

識配列の位置関係が検出感度にどのように影響するか検討したところ、センサ表面とプローブ

 

図２：電気化学的手法に基づくセンサアレイ型核酸検出技術。センサアレイ(A)

に人工核酸プローブ（B, PNA_1,4,5,6）を固定化しターゲット核酸（B, 

DNA_1,3,4,5,6）に対する配列選択的な応答(C)を観測した。 



との間の距離が適切であれば、プローブ認識配列の位置に影響を受けずに、検出が可能であるこ

とも見出した。合わせて、微量試料の検出を可能とすることで、細胞試料など限られた試料量で

の検出に貢献できる可能性も見出した。 
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