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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、蛍光色素に代わる新しいタグとしてフッ素（19F）官能基を有する金ナノ
粒子と磁性粒子を組み合わせたシステムを構築し、アレイ化することなく数十～百種類の遺伝子を19F-NMRにより高感
度に検出･定量できる多次元化フォーカスト遺伝子診断システムを開発することである。具体的には、磁性粒子と金ナ
ノ粒子表面での酵素フリー型クリックケミカルライゲーション連鎖反応を組み合わせた超高感度（検出限界濃度：50 z
M = 10-21 M）な遺伝子診断法を開発した。以上のことから、この手法は19F-NMRによる多次元化フォーカスト遺伝子診
断システムの開発に有用なツールである。

研究成果の概要（英文）：An ultrasensitive colorimetric assay for both DNA and RNA has been developed 
utilizing enzyme-free click chemical ligation chain reaction (CCLCR) on dispersed gold nanoparticles and 
magnetic beads. The CCLCR assay provides ultrasensitive detection (50 zM = 10-21 M: several copies) of 
target DNA that is comparable to PCR-based approaches. Note that target RNA could also be detected with 
similar sensitivity without the need for reverse transcription to the corresponding cDNA. Thus, this 
method might be a useful tool for development of 19F-NMR&#8211;based multiplex focused gene diagnostic 
systems.

研究分野：ナノバイオサイエンス
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１．研究開始当初の背景 
近年、遺伝子診断やテーラーメイド医療を
目指した DNA センサーに関する研究・開発
が活発に行われている。これまでの DNA セ
ンサーは、基礎研究として解析結果の信頼性
よりも網羅性が重視されてきたが、最近では
網羅的解析によって絞り込まれた数十～百
種類程度の特定の遺伝子の働きを高精度に
検出するフォーカストセンサーへのニーズ
が高まっている。このような背景のもと、基
板および粒子をベースとした様々なフォー
カストセンサーが研究･開発されている。し
かし、これらフォーカストセンサーは蛍光色
素をタグとして用いているが故に励起光の
数（波長の異なるレーザーが複数必要）およ
び蛍光色素の数（蛍光スペクトルの重なりが
ないなど）が制限され、たった数十～百種類
程度の遺伝子を解析するためにもアレイ化
が必要不可欠となっている。さらには、検出
の際にはスキャナーによる蛍光イメージン
グや粒子の蛍光を１粒子ずつ検出するなど
の煩雑な操作を伴っているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、蛍光色素に代わる新しい
タグとしてフッ素（19F）官能基を有する金ナ
ノ粒子と磁性粒子を組み合わせたシステム
を構築し、アレイ化することなく数十～百種
類の遺伝子を 19F-NMR により高感度に検出･
定量できる多次元化フォーカスト遺伝子診
断システムを開発することである。しかし、
本研究が指向する「19F-NMRを利用した多次
元化フォーカスト遺伝子診断システムの開
発」において問題となるのは、19F-NMRの感
度である。一般的に蛍光色素の感度は数 pM
レベルであるの対して、NMR の測定感度は
数M レベルである。したがって、この問題
を解決するために本研究では、金ナノ粒子表
面での酵素フリー型クリックケミカルライ
ゲーション連鎖反応（CCLCR）を開発し、金
ナノ粒子（19F タグ）を増幅させるシステム
を構築することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究のような 19F-NMR を利用した多次
元化フォーカスト遺伝子診断システムを開
発するうえで以下のように研究を進めた。 
（１）DNA化金ナノ粒子表面でのクリックケ
ミカルライゲーションの構築と標的
DNAの検出（非増幅法） 

（２）DNA化金ナノ粒子表面での非対称クリ
ックケミカルライゲーション連鎖反応
（asymmetric CCLCR）の構築と標的
DNAの検出（直線的増幅法） 

（３）DNA化金ナノ粒子表面でのクリックケ
ミカルライゲーション連鎖反応
（CCLCR）の構築と標的 DNA の検出
（指数関数的増幅法） 
以下「4.研究成果」の項に上記項目に関す

る研究成果を記述する。 
 
４．研究成果 
（１）システムの原理 
 DNA 化金ナノ粒子（N3-DNA-modified 
GNP）の調製は、diluent DNA（配列：T20）
およびアジド基を有する probe DNA
（probe-N3）（標的 DNAの片半分と二本鎖を
組む塩基配列を有する DNA）を SH（チオー
ル）基を介して金ナノ粒子表面に共固定させ
ることで行った。また、金ナノ粒子表面にお
ける probe-N3と diluent DNAの固定化数は、
それぞれ 13本/粒子および 108本/粒子であっ
た。 

図１に 3つのシステムの原理を示す。図１
(a)の DNA 化金ナノ粒子表面でのクリックケ
ミカルライゲーションによる標的 DNA の検
出（非増幅法）では、標的 DNA 存在下にお
いて上述の金ナノ粒子の溶液に DBCO 基お
よ び biotin 基 を 有 す る probe DNA
（probe-DBCO）（標的 DNAのもう片半分と
二本鎖を組む塩基配列を有する DNA）を加え、
室温で 15 分インキュベーションさせた。こ
れにより、DNA化金ナノ粒子表面の probe-N3

と probe-DBCO が標的 DNA のハイブリダイ
ゼーションを介してライゲーション（連結）
し biotin化金ナノ粒子（biotinyl-ligated GNP）
が形成される。また、図１(b)の DNA化金ナ
ノ粒子表面での非対称クリックケミカルラ
イゲーション連鎖反応（asymmetric CCLCR）
（直線的増幅法）による標的 DNA の検出で
は、標的 DNA 存在下において上述の金ナノ
粒子の溶液に probe-DBCOを加え、所定の回

図１検出システムの原理(a) DNA化金ナノ粒子表
面でのクリックケミカルライゲーション（非増幅
法）(b) 非対称クリックケミカルライゲーション
連鎖反応（asymmetric CCLCR）(c) クリックケミ
カルライゲーション連鎖反応（CCLCR） 
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数の熱サイクル（25℃:150 秒⇔85℃:30 秒）
を行った。一方、図１(c)の DNA 化金ナノ粒
子表面でのクリックケミカルライゲーショ
ン連鎖反応（CCLCR）（指数関数的増幅法）
による標的 DNA（RNA）の検出では、標的
DNA（RNA）存在下において上述の金ナノ粒
子の溶液に probe-DBCO および N3基または
DBCO 基を末端に有する１組のハーフ標的
DNA（half-target-N3 and half-target-DBCO）（そ
れぞれ標的 DNA に対して半分同じ配列）を
加え、所定の回数の熱サイクル（25℃:150秒
⇔85℃:30 秒）を行った。すなわち、図１(b)
の非対称クリックケミカルライゲーション
連鎖反応（asymmetric CCLCR）では、熱サイ
クル数に応じて biotin 化金ナノ粒子が直線的
に増幅するのに対して図１(c)のクリックケ
ミカルライゲーション連鎖反応（CCLCR）で
は、熱サイクル数に応じて標的 DNAと biotin
化金ナノ粒子の両方が指数関数的に増幅す
ることになる。次いでこれら 3つの溶液にス
トレプトアビジン化磁性粒子（MB）を加え、
増幅した biotin 化金ナノ粒子を磁気により回
収する。最終的には、未反応の DNA 化金ナ
ノ粒子を含んでいる澄み溶液の色の変化を
目視および UV/Vis 吸収スペクトルで確認す
ることで、標的 DNA（RNA）を検出した。 
 
（２） DNA化金ナノ粒子表面でのクリック
ケミカルライゲーション（非増幅法）および
DNA 化金ナノ粒子表面での非対称クリック
ケ ミ カ ル ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 鎖 反 応
（asymmetric CCLCR）（直線的増幅法）によ
る標的 DNAの検出 
 図１(a)のクリックケミカルライゲーショ
ン（非増幅法）および図１(b)の非対称クリッ
クケミカルライゲーション連鎖反応
（asymmetric CCLCR）（直線的増幅法）によ
る標的 DNA の検出結果を図２に示す。図２
は、標的 DNA 濃度に対する上澄み溶液の吸
光度変化（A520(bk)/A520(s)）を示したものである。
ここで、A520(bk)および A520(s)は、標的 DNA非
存在下での上澄み溶液の金ナノ粒子の吸光
度および標的 DNA 存在下での上澄み溶液の
金ナノ粒子の吸光度をそれぞれ表している。
クリックケミカルライゲーション（非増幅

法）および非対称クリックケミカルライゲー
ション連鎖反応（asymmetric CCLCR）（直線
的増幅法）の検出限界濃度は、それぞれ 24 nM
および 0.68 nMであり、非対称クリックケミ
カルライゲーション連鎖反応（asymmetric 
CCLCR）（直線的増幅法）の方が高感度であ
ることが明らかとなった。 
 
（３） DNA化金ナノ粒子表面でのクリック
ケミカルライゲーション連鎖反応（CCLCR）
（指数関数的増幅法）による標的DNA（RNA）
の検出 
図１(c)のクリックケミカルライゲーショ
ン連鎖反応（CCLCR）（指数関数的増幅法）
による標的DNAおよびRNAの検出結果を図
3 に示す。図 3(a)および図 3(b)は、それぞれ
標的DNA濃度および標的RNA濃度に対する
上澄み溶液の吸光度変化（A520(bk)/A520(s)）を示
したものである。標的 DNAおよび標的 RNA
に対する検出限界濃度は、ともに 50 zM （= 
10-21 M: several copies）であり、超高感度化
が達成された。また、上澄み溶液の色の変化
は、目視で確認することが可能であった。こ
れは、熱サイクルによりクリックケミカルラ
イゲーションおよび熱変性が繰り返し引き
起こされることで、標的 DNA（RNA）と biotin
化金ナノ粒子の両方が指数関数的に増幅し
たためである。また、増幅効率は 82~83%で
あり、非常に高効率であることが分かった。 
以上のことから、クリックケミカルライゲ
ーション連鎖反応（CCLCR）（指数関数的増
幅法）は、金ナノ粒子を増幅することが可能
であるため 19F-NMR による多次元化フォー
カスト遺伝子診断システムの開発に有用な

図２ (a) DNA 化金ナノ粒子表面でのクリックケ
ミカルライゲーション（非増幅法）による標的
DNA の検出および(b) 非対称クリックケミカル
ライゲーション連鎖反応（asymmetric CCLCR）に
よる標的 DNAの検出 
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図３ クリックケミカルライゲーション連鎖反応
（CCLCR）による(a)標的 DNA の検出および(b) 
標的 RNAの検出 
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ツールである。 
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