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研究成果の概要（和文）：核酸増幅検査を簡便かつ迅速に行うための増幅DNAの目視判定法を開発した．その原
理を検証するとともに，Multiplex PCR（polymerase chain reaction）に適用可能であることも示した．迅速診
断技術の開発という観点から次の応用研究も行った．微粒子誘電泳動DNA検出法を用いた心筋梗塞バイオマーカ
DNase Iの検出，細胞外小胞の一種であるエクソソームの特性評価，マラリア原虫に感染した赤血球の電気的特
性の評価．これらの研究成果は，感染症やがん診断を迅速・簡便化する新しい手法の可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：It has been developed that direct eye detection of the amplified DNA makes 
nucleic acid amplification testing rapid and simple. In the project, the principle of the detection 
method was tried to be revealed. Also, the method was improved to detect multiple samples amplified 
by multiplex polymerase chain reaction. In the view of the rapid diagnosis techniques, the following
 subjects have been studied: detection of DNase I, which is a candidate of a myocardial infarction 
biomarker, using the microbeads dielectrophoresis-based DNA detection method; dielectric 
characterization of exosomes, which are kinds of extracellular vesicles; dielectric characterization
 of the malaria-infected erythrocyte. The demonstrated results show the potential of the methods to 
be rapid and simple diagnosis methods for infectious diseases and cancer.

研究分野： 静電気生物応用
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA結合微粒子によるDNAの目視判定手法について，その原理の一端を明らかにした．これは，これまでに知られ
ていないDNAの物理的性質であり，さらに詳細に調べることでDNAが持つ新たな性質が明らかになる可能性があ
る．他方，感染症やがん診断を迅速・簡便化するための基礎的な研究として，本研究の手法を応用した．これら
の成果は，医療リソースに乏しい地域での感染症検査や，家畜や農作物に対する感染症検査には，簡便で迅速か
つ安価な手法はもちろんのこと，その場で検出できる手法を提供する．感染症の脅威は常に私たちのそばにあ
る．本研究は，我々が感染症と戦うために必要不可欠な新しい武器となると期待している．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新型コロナウイルス感染症の大流行は，我々に感染症検査の重要性を再認識させた．感染症検
査には，Real-time PCRを代表とする核酸増幅検査，イムノクロマト法による抗体・抗原検査，
培養法などがある．核酸増幅検査法は，検出対象のゲノムの特定配列から DNA あるいは RNA
を増幅して検出する方法で，様々な検査法の中で感度や選択性が最も高い． 

PCR（polymerase chain reaction）は，温度サイクルによる DNAポリメラーゼの連鎖反応で
DNAを増幅するもので，Real-time PCRはその温度サイクルごとに増幅 DNA量を蛍光検出す
る．PCRは精密（0.1℃以内）な温度制御（95℃→60℃→72℃）を必要とし，Real-time PCRで
は，そこに高額な光学検出装置を組み込む上，蛍光色素を含む試薬も必要であり，検査のコスト
が高い．そこで，PCR に代わる核酸増幅法に，等温増幅法が開発されている．例えば，LAMP
（ loop-mediated isothermal amplification, 60-65℃）や，RPA（recombinase polymerase 
amplification, 37℃）がある．これらは，精密な温度制御が不要なため安価に実施可能で，特に
RPAは，反応温度が 37℃と低く，また必要なプライマーが二つと少ないため，他の手法よりも
簡便である．核酸増幅検査のコスト・煩雑さの一因は，核酸増幅法で増幅された DNAあるいは
RNAをなんらかの方法で検出しなくてはならないことにある．Real-time PCRは，その検出を
反応装置に組み込むことで，検出時間を短縮しているが，一方でコスト高を招いている．安価な
手法として，増幅 DNAのゲル電気泳動による確認があるが，これは 1時間程度の煩雑な作業を
必要とする． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，核酸増幅検査における増幅 DNAを簡便かつ迅速に測定する新たな手法を確立す
ることを目的とした．後述するように，研究代表者は，誘電体微粒子の誘電泳動現象を利用した
DNA検出法（以下，微粒子誘電泳動 DNA検出法）を開発した．これは，誘電体微粒子の誘電
泳動特性がDNA結合によって変化することを利用したもので，増幅DNAを微粒子に結合して，
その DNA結合微粒子を誘電泳動によって微細電極に捕集する．この時，未結合微粒子には DNA
結合微粒子と反対方向の誘電泳動力が働くため，DNA 結合微粒子のみが選択的に捕集される． 
微粒子誘電泳動 DNA検出法の研究過程において，微粒子の親水・疎水性が DNA結合によっ
て変化することを見出した．親水性基板上で磁性微粒子を外部磁石によって捕集すると，DNA
結合の有無によってその凝集が変化したというものである．未結合微粒子の場合は基板表面に
広く付着するのに対して，DNA結合微粒子では外部磁石近傍に集積した．これは，DNAが微粒
子を疎水性にしたために，親水性表面に付着せずに磁石に引き寄せられたためであると考えら
れるが，その詳細は未解明である． 
本研究の目的は，微粒子の親水・疎水性が DNA結合によって変化するという物理現象を解明
し，それを応用した検出法を見いだすこと．さらには，微粒子誘電泳動 DNA検出法の新しい応
用を見いだすこととした．  
 
 
３．研究の方法 
I. DNA結合微粒子の親水・疎水性変化に関する実験 
ガラス基板上に DNAを結合して，それに伴うガラス基板の接触角の変化を測定した．親水性
コーティングスライドグラスにサケ精子 DNA 溶液（TE，1 mg/ml）を 10 µl 滴下し，30 分静置
した後，脱イオン水で洗浄して乾燥させたものを検証用サンプルとした．その検証用サンプルに
脱イオン水あるいは TE バッファーを滴下し，その水滴の接触角を測定した． 
 
II. 目視判定可能な DNA検出法の応用に関する実験 
核酸増幅検査における増幅 DNAの目視判定法を改良して，DNA ハイブリダイゼーションを
用いて微粒子と増幅 DNAとを選択的に結合させる方法を試みた．この方法によって、二種類の
いちご病原菌をマルチプレックス PCR（polymerase chain reaction）と組み合わせてそれぞれ
を選択的に目視判定することを試みた．  
イチゴ硫黄病とイチゴ炭素病の原因菌である Fusarium oxysporum fsp. fragariae (NBRC 

31982)と Colletotrichum gloeosporioides (NBRC 104617)を検出対象にした．それぞれを培養
した後，ゲノム DNAを抽出し，Multiplex PCRに導入した．それぞれの検出対象に対応したプ
ライマーペアのひとつずつの 5’末端にタグ配列を付与した．他方，タグ配列と相補的な配列のプ
ローブ DNAを用意し，その 3’末端にビオチンを修飾してストレプトアビジン修飾微粒子に結合
した．Multiplex PCR後のサンプルと微粒子，プローブ DNAを混合して，DNA-DNA ハイブ
リダイゼーションによって微粒子に検出対象増幅 DNAを結合させた．その DNA結合微粒子を
目視判定手法によって検出した． 
 



III. その他関連する応用 
微粒子誘電泳動 DNA 検出法の応用として，心筋梗塞のバイオマーカ候補である DNase I の
検出について検討した．あらかじめ用意した DNA結合微粒子に対して，DNase Iを反応させ，
その後，DNase Iによって DNAが切断された DNA結合微粒子を微粒子誘電泳動 DNA検出法
で計測した．  
 
 
４．研究成果 
I. DNA結合微粒子の親水・疎水性変化に関する実験 

DNA 溶液を滴下して乾燥させたサンプルと DNAを含まない TEを滴下して乾燥させたサン
プルを比較した．接触角測定には，脱イオン水と TE バッファーとを用いた．表 1に接触角の測
定結果を，図 1に接触角測定時の写真を示す．DNAを付着させていない基板と比べて，DNAを
付着させた基板では，脱イオン水に対する接触角が TE バッファーに対する接触角に比べて大き
く変化した．これは，DNAが低イオン環境において疎水性を示すことを示唆しており，DNA結
合微粒子による増幅 DNAの目視判定手法の原理の一端が示された． 
 

表 1 接触角測定結果 
 接触角𝜃  

基板上 DNAの有無 TE バッファー 𝜃!" 脱イオン水 𝜃#$ 接触角変化率 
(𝜃!" − 𝜃#$)/𝜃#$ 

DNA有り 38.1˚ 44.2˚ 16% 
DNA無し 52.8˚ 55.0˚ 4% 

 

 
図 1 接触角測定時の写真 

 
II. 目視判定可能な DNA検出法の応用に関する実験 
二種類のイチゴ病原菌を Multiplex PCR と目視判定手法を用いて同時に検出した結果を図 2
に示す．それぞれに特異的なプローブを用いたときにのみ，磁性微粒子の凝集がみられ，DNA-
DNA ハイブリダイゼーションによって検出可能であることが示された．Multiple PCR サンプ
ルに対しては同時に検出可能であることも示された．これによって，この目視判定手法が複数検
出対象を同時に検出可能な手法であることが示された． 

 
図 2 Multiplex PCRと目視判定手法による二種類のイチゴ病原菌の同時検出結果 
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III. その他関連する応用 
微粒子誘電泳動 DNA検出法を用いて DNase Iを検出した結果を図 3に示す．反応時間は 15

分とし，DNase Iの濃度を変化させたときの結果である．微粒子上の DNAが切断されるにつれ
て，応答が小さくなる．本研究によって，10%& U から10%' U までの DNase I が検出可能であ
ることが示された．微粒子誘電泳動 DNA検出法は短時間の検出が可能で，従来の方法に比べて，
非常に簡便である． 

 
図 3 微粒子誘電泳動 DNA検出法を用いて DNase Iを検出した結果 

 
以上の結果の他に，応用研究として，細胞外小胞の一種であるエクソソームの電気的特性の解

明やマラリアに感染した赤血球の電気的特性の解明などを行った．前者の応用研究では，がん細
胞由来エクソソームと正常細胞由来エクソソームとの誘電泳動特性を比較して，その両者に違
いがあることを明らかにした．また，がん細胞由来エクソソームにおいては，由来がん細胞の種
類によっても異なる性質があることが示された．この応用の最終目標は，がん診断の迅速・簡便
化である．後者では，マラリア感染症の迅速・簡便診断を最終目標に，マラリア原虫に感染した
赤血球と未感染赤血球との間に電気特性の違いがあることを明らかにした． 
 
以上の成果は，医療リソースに乏しい地域での感染症検査や，家畜や農作物に対する感染症検
査には，簡便で迅速かつ安価な手法はもちろんのこと，その場で検出できる手法を提供する．今
般の新型コロナウイルスによるパンデミックを例に出すまでもなく，感染症の脅威は常に私た
ちのそばにある．本研究は，我々が感染症と戦うために必要不可欠な新しい武器となるのは間違
いない． 
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