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研究成果の概要（和文）：DNA固定化電極を利用しない電気化学的遺伝子検出法の開発は、簡易型リアルタイムPCRの開
発等において重要である。β-シクロデキストリン(CyD)に包接されたフェロセンは、その包接が解除されると電位のシ
フトと電流増加を示す。本研究では、この特性を利用して均一溶液中で電流増加型DNA検出を志向した検出システムを
構築する。DNA検出の指示薬として、フェロセンとβ-CyDを単一の分子内に有するDNAインターカレータ、FNC2を合成し
、これらとDNAとの相互作用解析および均一溶液中におけるDNAの電気化学的検出について検討した。現在、FNC2によっ
て0.05 nMのPCR産物の検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Electrochemical DNA detection has been studying in light of health-care biochip an
d other related fields. It is also important to detect double stranded DNA amplified by PCR under homogene
ous solution to check influenza type or norovirus. This can be achieved our developed detection system of 
double stranded DNA in homogenous solution. Ferrocenylnaphthalene diimide carrying beta-cyclodextrin (FNC)
 provides signal-on type electrochemical detection of double stranded DNA without DNA-immobilized electrod
e. FNC shows intramolecular inclusion complex between ferrocene and beta-cyclodextrin with diminished curr
ent signal. After bound to double stranded DNA, the complex is collapsed resulting in recovered current si
gnal with positive shift of redox potential. One can detect PCR product electrochemically with high sensit
ivity under homogenous solution.

研究分野：

科研費の分科・細目：
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デキストリン
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１．研究開始当初の背景 
現在、遺伝子検出は医療分野、食品分野な

ど多岐に渡る分野で利用されている。遺伝子
検出には、二重らせん DNA に結合(インター
カレート)すると、蛍光を発する色素を利用
した手法が適用されている。しかし、蛍光を
利用した方法は蛍光色素が高コストであり、
蛍光色素が退色するといった問題に加え、装
置が大型になる。申請者はこの問題を解決す
るために電気化学に着目した。電気化学は装
置の小型化が容易であるとともに、酸化還元
に安定な化合物を利用することによって高
感度な検出が実現できるため、電気化学的手
法による遺伝子検出が多く報告されている。 
例えば、プローブ DNA 固定化電極と 2本鎖

DAN 選択的に結合する電気化学指示薬を利用
した手法もある。プローブ DNA 固定化電極に
対して、ターゲット DNA を作用させ、電極上
で 2本鎖 DNA が形成されると、二本鎖 DNA 上
に電気化学指示薬が濃縮されるため、電流増
加として目的物を検出することができる。こ
れらはプローブDNA固定化電極を利用したも
のであるが、均一な電極の調整が難しい。こ
れに対して、最近均一溶液中で電流減少型の
DNA 検出を利用した電気化学的リアルタイム
PCR が報告された。これは、二本鎖 DNA 結合
性色素が二本鎖DNAと複合体を形成すると拡
散速度が低下し、電流減少することを利用し
たものであった (図 1A)。 
一方、申請者は 2本鎖 DNA への結合部位と

してナフタレンジイミドを持ち、両置換基末
端にフェロセンとβ-シクロデキストリン
(CyD)を有するFNC1を利用した電流増加型の
均一溶液中の遺伝子検出について報告した。
図 1B に検出概念を示す。FNC1 は単独ではフ
ェロセンがβ-CyD に包摂され、電流が抑制さ
れるが、DNA に結合するとフェロセンがβ
-CyD から飛び出し、電流が増加する。実際に
PCR 産物の検出を試みたところ、6.5 nM の
745 bp PCR 産物の検出に成功した。しかし、
FNC1 と DNA 複合体の AFM 画像から、DNA 上で
の FNC1 の分子間包接を示唆する DNA の凝集

体が示唆された。FNC1 は DNA の塩基対 1塩基
置きにインターカレーションするため、最も
FNC が近づいた時には分子間包摂体が構築さ
れる．これにより検出下限に限界があると推
察される．本研究ではこの問題を解決するた
めに、新たな構造の FNC を 2設計、合成する
し、これによる高精度な遺伝子検出を確立す
る。 

 
２．研究の目的 
 DNA 固定化電極を利用しない電気化学的遺
伝子検出法の開発は、簡易型リアルタイム
PCR の開発等において重要である。β-シクロ
デキストリン(CyD)に包接されたフェロセン
は、その包接が解除されると電位のシフトと
電流増加を示す。本研究では、この特性を利
用して均一溶液中で電流増加型DNA検出を志
向した検出システムを構築する。DNA 検出の
指示薬として、フェロセンとβ-CyD を単一の
分子内に有するDNAインターカレータを合成
し、これらと DNA との相互作用解析および均
一溶液中におけるDNAの電気化学的検出につ
いて検討する。 
本研究において検討する化合物の構造模

式図を図 2 に示した。FNC 構造の最適化を行
い、電流増加型の均一溶液中における遺伝子
検出法の確立を試みる。 
(1) 新規 FNC 単独のモルフォロジー評価 
  分子内包接体、分子間包接体 (2 量体もし
くはポリマー化)形成の可能性について検討
する。 
(2) 新規 FNC-DNA 錯体の相互作用解析 
結合モードの解明・結合パラメータの算

出・他のインターカレータとの比較および
DNA 添加に伴う電気化学特性の変化を解析す
る。 
(3) DNA 検出 
  DNA 検出の最適化を行い 10 pM の RCR 産物
の電気化学的検出 
  現在報告されている電気化学的リアルタ
イム PCR では、5 nM の 283 bp PCR 産物の検
出が可能な指示薬で、103 コピーまで検出可
能である。1コピーの検出のため、10 pM PCR 
産物（200-300 bp）の検出を目標とする。 

図1. 均一溶液中におけるDNA検出の概念
図. 従来法(A)と本研究(B)との比較. 
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図 2. FNC の構造. 



 
３．研究の方法 
(1) FNC 単独のモルフォロジー評価 
電気化学測定によって、FNC の有するフェ

ロセンの酸化還元電位を観察した。シクロデ
キストリンと結合するアダマンタンアミン
を FNC 溶液に添加した時の、サイクリックボ
ルタンメトリー測定を行うことで、酸化還元
電位がシフトする 
(2) FNC-DNA 複合体のモルフォロジー評価 
リンカー構造の異なる FNCと DNA 結合色素

との相互作用解析について、UV-VIS スペクト
ル測定、ストップトフロー測定による物理化
学的評価を行い、結合モードを解析した。 
(3) FNC を利用した DNA の電気化学的検出 
電極の種類や FNC 濃度条件を検討し、癌細

胞で特異的に発現している蛋白質テロメラ
ーゼの触媒活性因子であるhTERTの一部の配
列を PCR によって増幅し、その PCR 産物の検
出について検討した。 
 
４．研究成果 
 新 た に 合 成 し た FNC は 逆 相 HPLC 、
MALDI-TOF-MS で単一成分であることを確認
した。 
(1) FNC 単独のモルフォロジー評価 
フェロセンとアダマンタンはともにCyDに包
摂されるが、アダマンタンの方がその結合定
数は大きい。FNC2 のフェロセンと CyD が分子
内で錯体を形成していれば、その酸化還元電
位は正側に現れる。これにアダマンタンアミ
ンを添加すると、アダマンタンアミンが CyD
に包摂されることに伴い、フェロセンは CyD
から飛び出し、その酸化還元電位は負側にシ
フトする。 
もし、FNC2 が単独でも包接錯体を形成して

いなければ、アダマンタンアミンを添加して
も電位シフトは観察されない。 
FNC2および FNC2-アダマンタンアミン混合

溶液の電気化学測定結果を図 3に示す。これ
より、アダマンタンアミン添加に伴い負側へ

の電位シフトが観察されたことから、FNC2 は
単独で存在するとき包接錯体を形成してい
ることが示唆された。 
(2) FNC-DNA 複合体のモルフォロジー評価 
 5 μM FNC 溶液に仔牛胸腺 DNA(CT-DNA)を添
加したところ、大きな淡色効果と小さなレッ
ドシフトが観察された(図 4A)。また、プラス
ミド DNA である pUC19 に FNC を添加し、
Topoisomerase I 処理を行った。図 4Bに示す
ように FNC2 の添加に伴い pUC19 のバンドシ
フトが観察された。これらの挙動は FNC2 が
DNA にインターカレーションしていることを
示している。 
また、FNC と CT-DNA の結合速度パラメータ

を算出した。その結果 FNC2 は FNC1 に比べ、
会合速度が遅くなっていることがわかった。
FNC2 の解離速度定数については、FNC1 と比
べて 4 倍以上速くなっている。AFM 測定の結
果から、FNC1 は DNA に結合すると、DNA 鎖状
でフェロセンとCyDが包接錯体を形成してい
ることが確認されている。一方、FNC2 は DNA
鎖状でのフェロセン-CyD 包接ができないよ
うに、FNC1 よりもリンカーを短く設計した。
解離速度定数の増大は、当初の目的通り FNC2
はDNA鎖上でのフェロセン-CyD包接錯体を形
成していないことを示唆していると考えら
れる。 
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図 3. FNC2 にアダマンタンアミンを添加
したときのサイクリックボルタモグラ
ム. 
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図 4. (A) FNC2 溶液に CT-DNA を添加し
たときの吸光度変化. (B) プラスミド
DNA と FNC2 混合溶液に Topoisomerase I
を添加したときの DNA ゲル電気泳動の
変化. 



表 1 FNC1 の DNA に対する結合パラメータ 
 10-4 ka/ M

-1s-1 kd/s
-1 

FNC1 16 0.19 
FNC2 7.9 0.83 
 
(3) FNC を利用した DNA の電気化学的検出 
 FNC2 による DNA 検出のための基礎検討とし
て、FNC2 に DNA を添加したときのサイクリッ
クボルタモグラムを測定した。 

図 5に示す通り、2 μM FNC2 溶液では酸化
電位は 0.40 V、還元電位は 0.35 V に観察さ
れる。これに対し、2 μM FNC2, 100 μM 
CT-DNA 混合溶液では、0.3 V に明瞭な還元ピ
ークが観察された。この 0.3 V の還元ピーク
は、2 μM FNC2, 1 mM アダマンタンアミン
混合溶液で観察された還元電位と同様の電
位で有り、FNC の CyD に包摂されていないフ
ェロセンの応答だと考えられる。2 μM FNC2, 
100 μM CT-DNA, 1 mM アダマンタンアミン
混合溶液では、さらに明瞭に 0.3 V の還元ピ
ークが観察されていることから、DNA 鎖上で
一部フェロセンとCyDの包接は見られるもの
の、ほとんどはフェロセンが CyD から除放さ
れている状態であると思われる。 
 次に癌細胞で特異的に発現しているテロメ
ラーゼの触媒活性因子であるhTERT遺伝子の
一部の配列をモデルとした PCR 産物(121 
mer)の検出を試みた。図 6A に示すように、
10 μM FNC2, 0.25 nM PCR 産物混合溶液のデ
ィファレンシャルパルスボルタモグラムは
二つのピークが観察され、これをピーク分離
したところ,0.33V と 0.44 V のピークに分離
された。これより、0.33 V が DNA に結合した
FNC2 のフェロセン由来の応答と予想される。
0.33 V のピーク電流は PCR産物の増加ととも
に増加し、検出下限を算出したところ、0.05 
nM であった。同じ PCR 産物を FNC1 で検出し
たところ、その検出下限は 0.5 nM であった
ことから、およそ 10 倍の感度向上に成功し
た。 
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図 5. FNC2 に CT-DNA およびアダマンタン
アミンを添加したときのサイクリックボ
ルタモグラム. 
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図 6. (A) 10 μM FNC2, 0.25 nM PCR 産
物混合溶液のディファレンシャルパルス
ボルタモグラム. (B) 10 μM FNC2 溶液
に hTERT 遺伝子由来の PCR 産物を添加し
たときの電流変化. 
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