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研究成果の概要（和文）：核酸増幅検査は、検出対象の遺伝子を選択的に増幅し、検査する手法で、細菌やウイ
ルスなどの感染症の検査や食品検査、遺伝子診断などに用いられている。本研究では、核酸増幅検査を迅速かつ
簡便に行うために考案した電気的にDNAを検出する手法について、定量で高感度な検出が可能であることを示し
た。また、一定温度で遺伝子増幅が可能な手法と組み合わせた新しい手法を考案し、３０分以内に数個の遺伝子
を検出できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Nucleic acid amplification test (NAT) is one of the diagnosing methods based
 on gene detection, which is selectively amplifies target genes. NAT has been widely used such as 
infectious disease diagnosis, food investigation, and genetic diagnosis. This study demonstrated 
that our electrical DNA detection method enables sensitive and quantitative detection of DNA by easy
 and fast operation. It also demonstrated that new method combining with isothermal DNA 
amplification detects 2 copies/reaction of anti-microbial resistance gene within 30 min.

研究分野： 静電気生物応用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者らが考案した電気的なDNA検出法は、誘電泳動と呼ばれる現象を利用した手法で、これまでの電気的
なDNA検出法とは異なる。本研究はその手法について、原理を詳細に検証し、また有用性についても示した。近
年は、核酸増幅検査を感染症診断に留まらず様々な検査に利用したいという要望が高まっている。本研究で示し
た電気的案DNA検出法は、迅速（30分以内）で簡便かつ高感度（数個）な核酸増幅検査を可能にし、その利用範
囲を広げることに貢献すると考えている。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
感染症の脅威が世界的に広まっている。毎年のようにインフルエンザやノロウイルスが流行

しており、最近では、致死率が非常に高いエボラウイルスが世界中の人々の健康を脅かしている。
高感度・迅速な検出法は、感染症対策には必要不可欠である。本研究は、研究代表者らが開発し
た迅速 DNA 検出法を発展させて、更に高感度に電気的に簡便・迅速・正確に検出することを目的
とする。感染症診断には様々な手法があるが、PCR（polymerase chain reaction）を代表とする
遺伝子（DNA/RNA）を連鎖的な選択的 DNA 合成反応で増幅する手法（核酸増幅検査法）が高感度
で特異性が高く、最も有効な方法である。本研究は DNA 増幅後の DNA 解析を電気的に迅速かつ簡
便に行う。従来、増幅 DNA はゲル電気泳動によるサイズ分離とその後の蛍光染色によって検出さ
れており、煩雑で長時間の作業が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、核酸増幅検査における DNA 検出を迅速・簡便化する手法を開発する。そのために、

研究代表者らが考案した DNA 結合に伴う微粒子誘電泳動の変化を利用した電気的な DNA 検出法
を改良する。この方法は、誘電体微粒子に対象 DNA が結合することで、その微粒子の誘電泳動特
性が変化するという現象を利用したものである。本研究では、新たに DNA 長を電気的に計測する
手法や、DNA 検出法の応用、高感度化について検討する。 
 
３．研究の方法 
微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法は、検出対象 DNA を誘電体微粒子に結合させることで、誘

電体微粒子の誘電泳動特性が変化することを利用する（図 1）。本研究では、まず（1）DNA 結合
に伴う微粒子誘電泳動の変化について、DNA のどのような特性が影響しているかを調べた。その
後、（2）本 DNA 検出法が豚 DNA の検出に使用できることを示した。次に、（3）本 DNA 検出法の定
量性を評価した後、（4）本 DNA 検出法が DNA 量だけではなく、その長さも定量できることを示し
た。さらに（5）等温 DNA 増幅法と組み合わせて短時間に高感度に耐抗生物質病原菌を検出でき
ることも示した。 

 
４．研究成果 
４−１．DNA 結合に伴う微粒子誘電泳動の変化 
DNA 結合に伴う誘電体微粒子の誘電泳動の変化は、

電荷を持つ DNA が表面に結合することによる誘電体
微粒子の導電率の変化に起因すると考えられる。式
(1)は微粒子の導電率とその表面コンダクタンスとの
関係を表したものである[1]。 
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ここで、𝜎"$%&'は粒子材料の導電率で、𝐾56789と𝐾:;<<
は粒子表面の Stern 層内および拡散層内のコンダク
タンスである。𝐾56789は電荷密度に比例するため、負
電荷を持つ DNA が結合すると𝐾56789が大きくなると考
えられる。また、式(1)の 2 項および 3 項は粒子の半
径の逆数に依存しており、微粒子においてこの現象が
顕著になることを示している。 
図 2は、319 bp の DNA を直径 2.8 µm の誘電体微粒

子に結合させたときのゼータ電位と誘電泳動のクロ
スオーバー周波数を DNA 量に対してプロットしたも
のである。クロスオーバー周波数は、誘電泳動特性を
表す指標で、誘電泳動力がゼロになる周波数を指す。
クロスオーバー周波数の変化に比べて、ゼータ電位の
変化が緩やかであった。ゼータ電位は、粒子の表面電
荷量に依存して変化すると考えられる一方で、クロス
オーバー周波数は粒子の導電率および誘電率の両方
に影響される。DNA 量の変化に対するゼータ電位の変
化と比べて、クロスオーバー周波数の変化が大きいの
はDNAの電荷のみならずDNAの誘電率が粒子全体の誘
電率に影響を及ぼしているからではないかと考えら
れ、これまでは、DNA の電荷が微粒子の誘電泳動特性
に影響を与えていたと考えていたが、DNA の誘電率も
大きく影響していることが示唆された。 
 
４−２．微粒子誘電泳動による DNA 検出法を用いた豚
DNA の検出 
ここでは、微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法の食

 

図 1 微粒子誘電泳動を利用した DNA
検出の模式図．  

 

図 2．微粒子に結合させた DNA 量に対
する DNA 結合微粒子のゼータ電位お
よびクロスオーバー周波数の変化。 



肉検査への応用を目的として、食肉から抽出し
た豚 DNA を検出可能か検証した。安全衛生の観
点以外にも宗教的な観点からも、原材料表示さ
れているもの以外のものが食品中に含まれて
いてはならない、このような背景の下、種々の
食品検査が行われている。特に、生物由来の混
入物に関しては、その遺伝子を検出すること
が、最も感度が高く、信頼できる。ここでは、
豚肉の混入を想定し、豚 DNA を PCR 増幅し、微
粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法でその増幅
DNA を検出できるかどうかを検討した。検出対
象は豚ミトコンドリア DNA である。 

図 3は、豚生肉と牛生肉を混合したサンプル
からミトコンドリア DNA を抽出し、豚ミトコン
ドリア増幅用プライマーを用いたPCRによって
DNA を増幅した後、その増幅 DNA を誘電体微粒
子に結合して、微粒子誘電泳動による DNA 検出法で測定した結果である。すべての豚生肉混合サ
ンプルにて陽性を示し、牛生肉のみのサンプルでは陰性であった。また、その検出感度は 5 mg
（トータル 50 mg）であった。以上により、本手法を食肉検査に使用できることが示された。 
 
４−３．微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法の定量性評価 
微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法の感度および定量性を評価するために、ノロウイルス遺

伝子の検出について、Real-time PCR 法と比較した。 
図 4は、Real-time PCR 法（Taq-man probe）によるノロウイルス遺伝子の検出結果を示す。

Real-time PCR では 10 copies／reaction が検出下限で、その定量検出範囲は 107 copies／
reaction までであった。図 5 に微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出による結果を示す。検出下限
は Real-time PCR と同等の 10 copies／reaction であった。他方、定量検出範囲は 105 copies
／reaction までであった。これは、微粒子誘電泳動による DNA 検出法が PCR 後に行う手法であ
るためで、PCR 増幅の飽和によって検出対象が多量に存在する場合は、定量検出ができなくなる
ことを示す。 

微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法は、Real-time PCR 法に比べて、安価・簡便であり、これ
が Real-time PCR 法と同等の検出下限で検出できることの意義は大きい。 
 

 

図 3．微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法に
よる豚由来 DNA の検出 

(a)  

(b)  

図 5．微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法
によるノロウイルス遺伝子の検出。（a）コ
ンダクタンスカーブ、（b）コンダクタンス
カーブの傾き（Time = 0.）。 

(a)  

(b)  

図 4．Real-time PCR によるノロウイルス遺
伝子の検出。（a）増幅曲線、（b）Ctカーブ。 



４−４．微粒子誘電泳動による DNA 検出法の応用した DNA 長の測定 
微粒子誘電泳動による DNA 検出法を用いて、多検体を

同時に検出するために、Multiplex PCR 法を用いて増幅し
た異なる長さの増幅 DNA を検出することを考えた。異な
る長さの増幅 DNA が結合した微粒子を区別して検出する
ためには、それぞれの誘電泳動特性が異なれば良い。そこ
で、結合 DNA の長さによる微粒子誘電泳動の特性の変化
を調べたところ、そのクロスオーバー周波数が DNA 長に
依存することを見出した（図 6）。これによって、異なる
長さの DNA を Multiplex PCR 法によって増幅すれば、そ
の増幅 DNA を結合した微粒子を周波数によって個別に検
出できることが示唆された。 
DNA の長さによって誘電泳動特性が変化するというこ

とは、DNA の長さによって DNA 結合微粒子の電気的特性
が変化することを示唆している。そこで、異なる長さの
DNA が結合している DNA 結合微粒子の電気的特性（イン
ピーダンス）を測定することで、微粒子に結合している DNA の長さを測定することができないか
を検討した。 
図 7（a）は、DNA 結合微粒子を誘電泳動によって微細電極に捕集した後、その微粒子の印加電

圧の周波数に対するコンダクタンス変化をプロットしたものである。このプロットの一次負微
分をとったものが図 7（b）である。DNA の長さに依存してピークが高周波数側にシフトした。そ
のピーク周波数を DNA の長さに対してプロットしたものが図 7（c）である。このように DNA 長
さに対して片対数グラフ上で線形の関係があることが示された。以上の結果から、DNA 結合微粒
子のインピーダンス特性から DNA 長を計測することが可能であることが示された。これにより、
微粒子誘電泳動を用いた DNA 検出法によって検出対象の量および長さの両方を測定できること
が示された。 

 

 
４−５．等温増幅法と組み合わせた耐抗生物質病原菌の検出 
PCR は核酸増幅法のスタンダードな手法である。ただし、PCR は精密に温度変化を制御する必

要がある。それに対して、近年では、一定温度で核酸増幅を行う手法が開発されている。ここで
は、等温増幅法の一つである RPA（recombinase polymerase amplification）[2]を用いて耐抗生
物質病原菌遺伝子を検出する手法について述べる。検出対象は、大腸菌に導入した blaCTX-M-15 遺
伝子で、この遺伝子を持つことでペニシリンなどの抗生物質に対する耐性を得る。 
等温増幅法を用いることで、精密な温度制御が不要である。さらに、微粒子に DNA を結合する

本 DNA 検出法にとってはもう一つの利点がある。それは、微粒子と DNA との結合を増幅反応中に
行えるということである。これまでは、微粒子と DNA との結合には、増幅 DNA 末端に導入したビ
オチンと微粒子表面に修飾したストレプトアビジンとの結合反応を利用していたが、この結合
反応は高温条件下では非常に効率が悪い。そのため、微粒子と増幅 DNA との結合は増幅反応後に
行っていた（図１）。RPA 法は 37℃で行うため、微粒子と増幅 DNA の結合を増幅反応中に実施す
ることができる。本研究では、RPA nfo と呼ばれる手法[2]を用いて、増幅反応と同時に増幅 DNA
結合微粒子を調整する手法を考案した（図 8）。 
図 9に検出結果を示す。PCR は温度サイクルを繰り返すことで、DNA 合成反応を繰り返すが、

等温増幅反応の場合は、反応時間が増幅効率を決める。反応時間 20 分と 15 分を比べると、15
分反応では 200 copies/reaction が検出下限であったが、20 分反応では 2 copies/reaction が
検出下限であった。増幅反応後は、DNA 結合微粒子の洗浄に 5分間、検出に 1分間必要であるた

     

(a)                        (b)                      (c) 
図 7．DNA 結合微粒子のインピーダンス特性による DNA 長の測定。（a）DNA 結合微粒子のコン
ダクタンスの周波数特性、（b）コンダクタンス特性の負一次微分と周波数の関係、（c）ピー
ク周波数と DNA 長の関係。 

 
図 6．DNA 長とクロスオーバー周
波数の関係 



め、本研究による手法では、26 分間で 2 copies/reaction の耐抗生物質病原菌遺伝子を検出で
きることが示された。 
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