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研究成果の概要（和文）：近年、本申請者らは、申請者オリジナルのフェロセン修飾 DNA プロー
ブを用いて電気化学的一塩基多型検出法を報告した。本課題では、電極に固定化したプローブ分
子のダイナミクスを指標として、様々な生体重要分子を検出できる電気化学的手法を開発した。
その例として、(1) 矩形波ボルタンメトリー中のパルス電位周波数の調整による、挿入・欠損多
型の電気化学的検出法を確立した。(2)新規なフェロセン修飾ペプチドプローブを用いた電気化
学的タンパク質検出法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Recently, we have reported an electrochemical single nucleotide 
polymorphism detection by use of the ferrocene-modified DNA probe. In this study, new 
electrochemical methods based on dynamics of the probe molecules that immobilized on the 
electrode were developed in order to detect various biomolecules. For example: (1) We 
established an electrochemical detection method for insertion/deletion polymorphism by 
tuning the pulse potential frequency in square-wave voltammetry. (2) We developed an 
electrochemical protein detection method by using the new ferrocene-modified peptide 
probes.  
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム・ポストシーケンス時代が到来
し、得られたゲノム情報を実際の医薬分野に
活用するテーラー・メイド医療の実現に期待
が寄せられている。SNPs（一塩基多型）関連

研究をはじめ、プロテオーム、トランスクリ
プトーム、メタボローム研究が世界中で展開
され、我が国においても国家戦略として取り
組まれている。これら網羅的解析研究では、
核酸・ペプチド（タンパク質）・糖質などの
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蛍光検出が主流となっている。しかしながら
実際の医療現場、特に「診断」を想定した場
合、短時間・高感度・低コスト・手軽さなど
の理由により電気化学検出が好ましい。近年
この要望に応えるべく、さまざまな生体分子
に対して電気化学検出法が精力的に開発され
ている。本申請者らは、申請者オリジナルの 
DNA プローブを用いて電気化学的 SNPs 検出
法を開発してきた。フェロセンで修飾された
プローブ DNA 二重鎖のダイナミクスに同調
させて、方形波ボルタンメトリー測定におけ
るパルス電位周波数を巧みに設定することで、
どのような塩基配列の SNPs でも明確に識別
することが可能になった。 
 
 
２．研究の目的 
本課題では、電極上に固定化したプローブ分
子が示すダイナミクスを利用した電気的検
出系を、さまざまなターゲットに対して拡張
した。これにより、本手法の一般性を樹立す
ることを、本課題における第一の目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
研究初年度は、本手法の DNA に対する一般性
を検証した。本 DNA プローブを用いて SNPs  
とは異なる挿入・欠損多型の検出へと展開し
た。また、特定の DNA 配列に結合する分子の
簡便なスクリーニング系の構築を検討した。
翌年度以降は、ターゲットを生体重要分子一
般に拡張した。プローブの主骨格をペプチド
に展開したタンパク質検出系を確立し、本原
理を用いた電気化学検出の更なる一般化を検
討した。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、電極に固定化したプローブ分子
のダイナミクスを指標として、様々な生体重
要分子を検出できる電気化学的手法を開発
した。その例として、（１）DNA 挿入・欠損
多型の検出、（２）ペプチドアレイによるタ
ンパク質の検出、の研究成果を以下に記した。 
 
（１）DNA 挿入・欠損多型の検出 
 
（１）― ① 
SNPs 検出に用いたオリジナルの DNA プロ
ーブを利用して、SNPs とは異なる挿入・欠
損多型の検出へと展開し、それが可能である
事を立証した。野生型の片側の鎖にフェロセ
ンを連結して DNA プローブを作成した（図
１）。この DNA プローブは野生型のターゲッ
ト DNA と完全マッチ二重鎖を形成した。一
方、欠損型のターゲット DNA と二重鎖を形
成すると、プローブ鎖側に一塩基のバルジ構

造を生じる。同様に挿入型の場合は、ターゲ
ット鎖側に一塩基バルジを形成した（図２）。
このバルジ構造を有する二重鎖は、野生型と
の完全マッチ二重鎖と比較して柔軟であり、
そのダイナミクスの差を SNPs のときと同
じ 原 理 で 矩 形 波 ボ ル タ ン メ ト リ ー
（ Square-Wave Voltammetry: SWV ）から電
気化学的に検出することに成功した（図３）。
同一プローブと同一検出原理に、より多様な 
DNA 多型の検出が可能になったことにより、
多型検出の簡便性・汎用性などの側面から非
常に大きな進展となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ DNA プローブ 

 
図３ ターゲット DNA と DNA プロー
ブが形成する二重鎖の SWV による電気
化学的検出のグラフ。 
赤線：野生型・DNA プローブ、紫線：挿
入型・DNA プローブ、青線：欠損型・DNA 
プローブ。 

 
図２ DNA プローブを修飾した金電極を用
いた挿入/欠損多型の電気化学的検出の概
略図。点線部位は、一塩基バルジ構造。 



（１）― ② 
（１）― ① の手法を基盤とし、DNA フラグ
メントの配列特異的かつ半定量的な検出手法
を構築した。この手法を用いて、APOBEC3G  が
触媒する HIV-1 ゲノム中におけるシトシン
の脱アミン化反応の追跡に成功した。本研究
の成果をもとに、DNA に対して特異的に結合
する新規薬剤候補のスクリーニング系を構築
中である。 
 
 

（２）ペプチドアレイによるタンパク質の検
出 
 
（２）―① 
これまで本研究室では、ペプチドのランダム
構造を αへリックス構造に効率よく遷移さ
せるクロスリンク分子を開発した。また、フ
ェロセンを主骨格とした非天然アミノ酸
（ Faa ）の合成を達成し、ペプチド鎖中の
任意の位置に導入することに成功した。本研
究では、ペプチド鎖の片方の末端をシステイ
ンにすることで、金‒チオール結合で金電極
上に SAM  形成（ペプチドアレイ）を可能に
した。さらに、もう一方の末端に Faa を導
入することで、前述のフェロセン連結 DNA プ
ローブと同様な、電気化学活性ペプチドプロ
ーブを開発した（図４）。 
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