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第 1章 

 

序論 

 

 

 

1-1. ナフタレンジイミドの研究 

ナフタレンジイミドの構造は，ナフタレンを骨格とした平面性ヘテロ芳香環分子である．さらには，

ナフタレンジイミドの 2つのイミド部位に様々な置換基を対称に導入することが可能となる．ナフタレ

ンジイミドの特徴として，Figure 1-1 に示しているようにナフタレンジイミドは簡単に電子を受けやす

い構造であり，ラジカルアニオン性になることが報告されている 1-6)．この特徴を利用して，Iversonら

のグループでは 7, 8)，Figure 1-2に示しているように電子ドナーである芳香環と電子アクセプターで

あるナフタレンジイミドを分子内に交互に連結させたナフタレンジイミド誘導体を開発し，NMRや X

線構造解析により，これらの芳香環が溶媒の種類によって交互にスタッキングしていることが明らか

とした．さらには，Mukhopadhyay ら 9)によって，電子ドナーである芳香環と電子アクセプターである

ナフタレンジイミドをそれぞれ用いて，分子間で交互にスタッキングして色の異なるゲルを作成して

いる． 

また，ナフタレンジイミドのπ電子の相互作用により，ナフタレンジイミド同士が分子間でスタッキン

グすることが報告されている 10-13)．Figure 1-3に示すように，Shao ら 14)によって，ナフタレンのπ-πス

タッキング相互作用によりリングが形成され，さらにナフタレンジイミドの両置換基に電荷をもつ官

能基を導入することで，チューブを形成することに成功している．ナフタレンジイミド誘導体は，その

特徴が解析され，それを利用してナノ材料や光学材料の研究 14-16)にまで発展している．近年では

ナフタレンジイミドを利用してゲルが作成されており，これを半導体材料へ応用した研究が行われ

ている 17)． 
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Figure 1-1. ナフタレンジイミドの構造式とその特徴． 

 

 

Figure 1-2. ナフタレンジイミドの電子アクセプターを利用して，電子ドナーと組み合わせることによ

って作成された折り畳み構造を有するポリマー． 

 

 

Figure 1-3. ナフタレンジイミド同士のスタッキングを利用して作成したナノチューブの模式図． 
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ナフタレンジイミドはマテリアル分野での研究だけでなく，バイオ分野での研究でも利用されてい

る．Wilson らのグループ 18)によるナフタレンジイミドと DNA との結合挙動の基礎研究によって，ナ

フタレンジイミドの DNAへの結合様式が明らかになっている．DNAは Figure 1-4に示したように核

酸塩基，糖，そしてリン酸で構成されており，アデニン (A)とチミン (T)，グアニン (G)とシトシン 

(C)が水素結合して二重らせん構造をしている．そこに，ナフタレンジイミドと DNA が作用すると，

Figure 1-5 に示しているように，平面分子であるナフタレンジイミド  (Figure 1-1 の R = 

CH2CH2CH2NH2 を例として示した)が核酸塩基対間に平行挿入し，核酸塩基と芳香環がπ-πスタッ

キングによって相互作用して複合体を安定にし，芳香環の両置換基末端が主溝と副溝に突出した

構造を形成することが明らかとなっている 19-22)．さらには，ナフタレンジイミドの両置換基の種類によ

って，DNA に結合したナフタレンジイミド誘導体の解離速度が非常に遅くなり，安定であることも明

らかとなっている 23)．このような特徴を有するナフタレンジイミドは，縫い込み型インターカレーター

と呼ばれており，多くの研究者がバイオ分野へこれら縫い込み型インターカレーターを応用してい

る 24-30)． 

 
Figure 1-4. DNAの構造式． 

 

 
Figure 1-5. DNAに結合したナフタレンジイミド誘導体の横から見たモデル図(A)と上から見たモデ

ル図(B)． 
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例えば，Takenaka ら 24)によって，アントラキノン環の両置換基末端にアクリジンを導入したトリスイ

ンターカレーターが開発されている．この化合物は，アントラキノンの両置換基に導入されているア

クリジンが DNA の塩基対間を通り抜けた後，さらにアクリジンがインターカレート結合することが明

らかになっており，さらには AT 塩基対への選択性を有していることが報告された．さらには，

Iverson らのグループ 25)によるペプチドにナフタレンジイミドを連結したポリインターカレーターと

DNA との結合を NMR によって，DNA に縫い込み型でポリインターカレート結合していることが証

明された．これは，分子内にナフタレンジイミドが複数個ペプチドで連結した化合物である．これは

縫い込み型インターカレーターの特徴である主溝と副溝にペプチド残基が突出した複合体であり，

非常にユニークな結合である (Figure 1-6)．さらには，環状ビスインターカレーターも同様に DNA

とインターカレート結合していることも明らかになっている 26-28)．通常，環状化合物はインターカレー

ト結合することは考えられない．しかし，DNA は核酸塩基対の水素結合が開裂したり，形成したり

する「breathing」メカニズムによって，DNA に隙間が生じる 31-33)．したがって，この「breathing」の間

に環状化合物はインターカレート結合し，安定化することが知られている．さらには，環状化合物だ

けでなく，通常の縫い込み型インターカレーターに関しても同様のことが言える．このような縫い込

み型インターカレーターは，薬学分野へも応用されている 34-36)．Krishnamurthy ら 34)は縫い込み型

インターカレーターとペプチドを連結させて環状体にし，その化合物が RNA のバルジ構造に結合

することを明らかにした (Figure 1-7)．さらに，その複合体を形成することで，RNA からの翻訳を阻

害し，疾病につながるタンパクの発現を抑制することが報告されている．このように，縫い込み型イ

ンターカレーターが特定の遺伝子に結合することによる薬としての効果も期待されている．実際に，

ナフタレンジイミド誘導体も薬学への応用が可能になるものと考えられている 37, 38)．Takenaka ら 39)

によって，両置換末端にチミン塩基を導入したナフタレンジイミドは連続アデニン配列を有したバ

ルジ構造体を安定にすることが報告されている．DNA の変異は疾病に関わるため，このようにナフ

タレンジイミド誘導体は薬効にも大きな期待がよせられる．このように，縫い込み型インターカレータ

ーであるナフタレンジイミドの DNA との結合の基礎研究が行われたことで，遺伝子への結合能が

特異的に高い様々なインターカレーターが開発されるようになった．現在 DNA に結合する試薬の

開発が進み，さらには縫い込み型の特徴を利用した遺伝子分析へ応用されている． 
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Figure 1-6. ペプチド骨格を利用したポリナフタレンジイミドの構造式(A)とこれを DNA との複合体

との概念図(B) 

 

Figure 1-7. 環状縫い込み型インターカレーターを利用した RNAの高次構造の識別． 
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Takenaka らのグループ 40-43)は多くの機能化ナフタレンジイミド誘導体を開発し，遺伝子解析へ

応用してきた．Table 1にナフタレンジイミド誘導体の一部を示している．例えば，ナフタレンジイミド

の両置換基にフェロセンを導入したフェロセン化ナフタレンジイミド (FND)を用いた電気化学的遺

伝子検出を達成している．この手法は，金電極にプローブDNAを固定化し，FNDを用いて 1本鎖

の電流値を見積もる．その後，ターゲットDNAをハイブリダイゼーションさせ，FNDを用いて 2本鎖

の電流値を見積もる．この 1本鎖と 2本鎖の電流値の増加率で電気化学的遺伝子検出を行うもの

である (Figure 1-8)． 

また一方，彼ら 44)は，チオクト酸を導入したナフタレンジイミド (NDI-ss)を用いて，天然の DNA

の固定化を達成している．DNA の金電極の固定化法は，DNA にチオール基を導入させて，金電

極上に DNA を固定化させることが一般的な手法として知られている．しかし，NDI-ss を用いること

で，未修飾の 2 本鎖 DNA を金電極に簡便に固定化させることが可能となり，実際に PCR 産物に

適用され，その検出に応用されている (Figure 1-9)． 

また，彼ら 45)は，アダマンタンを導入したナフタレンジイミド (AND)とフェロセン化β-シクロデキス

トリン(Fc-β-CD)を用いた高感度な電気化学的遺伝子検出を達成している．この手法は FND を用

いた電気化学的遺伝子検出法と類似しているが，固定化したプローブDNAにANDと Fc-β-CDを

作用させても，1本鎖の結合能が低くいので，ANDが結合せずにFc-β-CDの電流値は得られない．

しかし，2 本鎖になることで，AND がインターカレート結合し，さらにはアダマンタンとβ-CD の包接

により，Fc-β-CD の Fc が放出し，電流値が得られるものである．このように三元錯体を形成すること

で，2本鎖特異的に電流値が得られている (Figure 1-10)． 

さらに，彼ら 46)は，コバルト錯体を有するナフタレンジイミド (NDI-Co)を用いた FT-IR RASによる

遺伝子検出を達成している．金基板に固定化した 1本鎖 DNAに NDI-Co を作用させても，これま

でのナフタレンジイミド誘導体と同様に結合能が小さいのでNDI-Coは弱い相互作用により IR吸収

を持つコバルト錯体のピークは観測されない．それに対して，相補鎖 DNA をハイブリダイゼーショ

ンさせて，NDI-Co を作用させることで，コバルト錯体特有のピークが観測される．このように，

NDI-Coは，FT-IR RASによる 2本鎖 DNA特異的検出法に利用できる (Figure 1-11)． 

これらの結果より，機能化ナフタレンジイミドは DNA 精密分析試薬として更に発展できる可能性

を秘めている． 
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Table 1. 種々のナフタレンジイミド誘導体． 

 
 

 

 

Figure 1-8. FNDを用いた電気化学的遺伝子検出の概念図． 

 

 

Figure 1-9. NDI-ssを用いた天然 DNA固定化の概念図． 
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Figure 1-10. アダマンチルナフタレンジイミド (AND)とフェロセン化β-CD を用いた高感度な電

気化学的遺伝子検出の概念図． 

 

 
Figure 1-11. NDI-Coを用いた FT-IRによる遺伝子検出のメカニズム． 
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1-2. 本研究の目的 

これまで述べてきたように，ナフタレンジイミド誘導体は，その分子設計によって遺伝子解析用試

薬として発展できる可能性を有することから，著者は新たに 3 つのナフタレンジイミド誘導体 

(Figure 1-12)を設計・合成し，これらを用いた新たな遺伝子検出の構築を目的とした． 

 

      
 

Figure 1-12. 本研究で設計・合成したナフタレンジイミド誘導体． (A) zinc-dipicolylamine 

(Zn-Dpa)を有するナフタレンジイミド，(B) フェロセン  (Fc)とβ-シクロデキストリン  (β-CD)を

Huisgen環化反応で導入したナフタレンジイミド，(C) Fc を両置換基末端に Huisgen環化反応で

導入したナフタレンジイミド． 

 

著者は，初めに zinc-dipicolylamine (Zn-Dpa)を有するナフタレンジイミド (NDI-Dpa-Zn)と DNA

との相互作用解析を試みた．Ojida ら 47-49)によって，Zn-Dpa はリン酸モノエステルと強い相互作用

を示すことが報告されている (Figure 1-13)．DNAの場合，DNA損傷でリン酸モノエステルが生成

するので，DNA骨格のリン酸ジエステルとリン酸モノエステルの識別を，NDI-Dpa-Znで達成するこ

とができると考えられる．これを達成することができれば，DNA 損傷で得られるニック部位へ

NDI-Dpa-Zn が強く結合することが期待され，それによって，DNA の損傷部位，またはその割合の

検出が期待される． 
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Figure 1-13. Zn-Dpaを有する蛍光色素のリン酸化ペプチド検出の概念図． 

 

次に，設計・合成した試薬は，フェロセン (Fc)とβ-シクロデキストリン (β-CD)を有するナフタレン

ジイミド (FNC)である．β-CDはそのサイズに合った様々なゲスト分子を包接することができるので，

非常に興味深い化合物である．このような特徴を利用して，近年ではβ-CDを用いた遺伝子検出が

行われている．しかし，その多くはβ-CDあるいは蛍光色素を導入した DNAを用いた検出系である．

それに対して，Sato ら 42, 45)によって，ナフタレンジイミド誘導体とβ-CD を用いたユニークな電気化

学的遺伝子検出が達成された．しかし，これらの検出法は，DNA，Fc，そしてβ-CD の 3 種類を利

用した検出法であり，非常に複雑な検出系である．さらに，DNA 修飾電極を用いた電気化学的検

出を行っている．そこで，著者は DNA 修飾電極を用いない均一溶液中での検出が可能であれば，

簡便な電気化学的遺伝子検出を確立することができると考えた．均一溶液中での検出を確立する

ことが期待できる試薬として，β-CDと Fcを分子内に導入した FNCを考案した．しかしながら，β-CD

を導入するのは非常に困難である．Postovtsev ら 50)によって，Huisgen 環化反応により，アジドとア

ルキンを銅 (I)触媒存在下で定量的に反応が進行することが報告されている．この反応の利点は，

反応が定量的に進行するので精製が簡便である．そこで，FNCの合成ではこのHuisgen環化反応

を用いて導入することにした．設計した FNCを用いての電気化学的遺伝子検出は，Figure 1-14に

示しているように FNCは水溶液中では包接し，DNAに結合することで，Fc が放出し，電流値が回

復するのではないかと考えられる．これによって，これまでの DNA，Fc，β-CD の 3種類を利用した

複雑な検出系から，簡便な検出系を達成することができると考えた． 

最後に，Fc を両置換基末端に Huisgen 環化反応で導入したナフタレンジイミド (FNF)を設計・

合成を行った．この化合物は，著者の研究室が開発してきた FND 誘導体の一種であり，従来の

FND とは異なり，リンカー部位にトリアゾール基を導入しているので，これが DNA との相互作用に

影響を及ぼすものと考えた．さらには，FNC での電気化学的検出のコントロール実験として，電気

化学的遺伝子検出の検討を行った．このときに，FNFを用いた電気化学的挙動を評価することで，

FNC の電気化学的検出の確立に重要な役割を果たすものと期待される．このように，FNF は従来

の FNDや FNC のコントロール試薬となり，電気化学的遺伝子検出の新たな手法の確立の手助け

になるものと考えた． 
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Figure 1-14. FNCを用いた均一溶液中での電気化学的遺伝子検出の概念図． 

 

本論文では 5章構成として，これらの成果について述べた．第 1章では，縫い込み型インターカ

レーターであるナフタレンジイミド誘導体について論じた．ナフタレンジイミド誘導体は置換基を

様々な機能性に変換することが可能となり，遺伝子の検出に有用である．そこで，著者が設計した

3種類のナフタレンジイミド誘導体の遺伝子検出の概要について紹介した． 

第 2章では，zinc-dipicolylamine (Zn-Dpa)を有する NDI-Dpa-Znを合成し，DNA との相互作用

解析について述べた．さらに，Zn-Dpaの特徴を利用して，DNA損傷で産生されるリン酸モノエステ

ルと DNA骨格のリン酸ジエステルの識別の検出の試みについて論じた． 

第 3章では，Fc とβ-CDを Huisgen環化反応によって導入した FNCを合成し，DNA との相互作

用解析について述べた．また，FNCと結合したDNAの構造を評価し，固相表面の状態，溶液中で

の状態を検討し，さらに電気化学的遺伝子検出の検討について述べた． 

第 4章では，2つの Fc を Huisgen環化反応によって導入した FNF を合成し，DNA との相互作

用解析について論じた．FNFは FND誘導体の一種であるので FND と比較することにした．また，

FNCの電気化学的遺伝子検出のコントロール化合物である FNFを用いた新たな電気化学的遺伝

子検出の検討について論じた． 

 第 5章では本論文の総括を述べ，今後の展望について述べた． 
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第 2章 

 

zinc-dipicolylamine (Zn-Dpa)を有する 

ナフタレンジイミド (NDI-Dpa-Zn)による DNA リン酸モノエステルの識別 

 

 

2-1. 緒言 

細胞内で起きている DNA複製では，DNA ポリメラーゼの働きによって dNTP のトリリン酸からピ

ロリン酸への加水分解が起こり，DNA が合成される．また，シグナル伝達系で，タンパク質がリン酸

化されることで上流から下流へとシグナルが伝達されることが知られている．このように，リン酸は生

体内で非常に重要な役割を果たしている．さらには，リン酸は生命維持と密接な関係がある．例え

ば，DNA 骨格であるリン酸ジエステルは，紫外線あるいは X 線など光照射や活性物質などのスト

レスがかかると，リン酸ジエステルのニックや切断が生じ，リン酸モノエステルが産生される 1)．生体

内では，DNA が損傷しても，修復する機能が備わっている．しかし，この修復機能が低下すると，

DNA は損傷したままとなり，様々な疾病を引き起こすことになる 2-5)．したがって，DNA 損傷して得

られたリン酸モノエステルを定性的あるいは定量的な検出は，薬学の観点で重要になる．現在，

DNA損傷の検出では，ターゲットDNAを伸長させ，それからゲル電気泳動やアートラジオグラフィ

などによって解析する DNA footprinting 法によって検出が行われている 6)．しかしながら，DNA 

footprinting の操作は煩雑で時間を要する．そこで，この検出法に変わりうる簡便な手法が開発さ

れてきた 7-9)．これらの手法は，DNA損傷に関与している H2O2や O2ラジカルなどの活性酸素を用

いた検出である．しかしながら，活性酸素に関しても生体内では重要な役割を担っており，DNA損

傷に関わっているかどうかの識別が困難になる．そこで，著者は，DNA 損傷して得られるリン酸モ

ノエステルに着目した．リン酸モノエステルを検出することができれば，DNA損傷，そして疾病の早

期発見につながるものと期待される．DNA 損傷で必要になるのが，DNA 骨格のリン酸ジエステル

とリン酸モノエステルの識別能の違いである．近年，リン酸検出において zinc(II)-dipicolylamine 

(Zn-Dpa)錯体が着目されている 10-13)．この錯体は，リン酸モノエステルとリン酸ジエステルの識別能

が高いことが報告されている．したがって，著者は DNAにインターカレート結合するナフタレンジイ

ミドに Zn-Dpaを導入した NDI-Dpa-Zn (Figure 2-1)を設計し，NDI-Dpa-Znは Figure 2-2に示して

いるように DNA損傷したリン酸モノエステルだけを識別するものと期待される． 
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Figure 2-1. NDI-Dpa-Znの構造式． 

 

 
Figure 2-2. NDI-Dpa-Znによる DNAのリン酸ジエステルとリン酸モノエステルの相互作用モデ

ル． 

 

本章では，基礎実験として，リン酸モノエステルを導入したオリゴヌクレオチドと開発した

NDI-Dpa-Zn を用いて相互作用解析を行い，DNA 骨格であるリン酸ジエステルとリン酸モノエステ

ルの識別能を評価した．さらに，DNase Iで仔牛胸腺DNA (Calf thymus DNA, Ct-DNA)を処理し，

擬似的に DNA損傷を起こし，NDI-Dpa-Zn との相互作用解析を行い，NDI-Dpa-Znは DNA損傷

に適応可能であるか評価した． 
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2-2. 実験 

2-2-1. 合成 

 化合物 3 までは過去の合成法 14)を参考にして合成し，下記のスキームに従って Zn-Dpa 錯体を

有する新規ナフタレンジイミド (NDI-Dpa-Zn)の合成を行った． 

 

 

Scheme 2-1 

 

Scheme 2-2 

 

2-2-1-1. [3-[(3-Aminopropyl)methylamino]propyl]carbamic acid tert-butyl ester (1)の合成 

N, N-Bis(3-aminopropyl)methylamine 14.53 g (0.1 mol)を 30 mlの 1.4-ジオキサンに溶かし，この

溶液に S-tert-butyloxycarbonyl-4, 6-dimetyl-2-mercaptopyrimidine 12.11 g (0.05 mol)を 80 mlの

1,4-ジオキサンに溶かした溶液を約 14 時間かけてゆっくりと滴下した．滴下が終わった後，6 時間

撹拌した．撹拌後，MilliQ 水を加え，得られた白色固体を溶かし，自然濾過を行った．濾過した後，

1,4-ジオキサンを減圧留去した．減圧留去した後，MilliQ水を加え，NaClを飽和になるまで加えた．

しばらく放置し，析出した沈殿物と NaCl を吸引濾過で取り除き，濾液を分液ロートにかけ酢酸エチ
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ルを加えて，[3-[(3-Aminopropyl)methylamino]propyl]carbamic acid tert-butyl esterを抽出した(20 

ml×3 回)．酢酸エチル相に MgSO4を加え，1 時間乾燥した．その後，自然濾過し，酢酸エチルを

減圧留去した．3時間，減圧乾燥して黄色の油状物質を得た．収量8.32 g (33.9 mmol)，収率34 % 

(文献値 25 %)．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.44 (9H, s), 1.63 (4H, m), 2.19 (3H, s), 2.36 (4H, 

m), 2.75 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.17 (2H, d, J = 5.7 Hz) ppm． 

 

2-2-1-2. N, N-Bis[3-(3-tert-butoxycarbonylaminopropyl)methylaminopropyl]naphthalene-1, 4, 

5, 8-tetracarboxylic acid diimide (2)の合成 

[3-[(3-Amino-propyl)methyl-amino]propyl]carbamic acid tert-butyl ester 2.0 g (8.0 mmol)を 25 

mlのテトラヒドロフラン(THF)に溶かし，この溶液を Napthalene-1, 4, 5, 8-tetracaboxylic acid dian- 

hydrate 0.54 g (2.0 mmol)に加え，80℃で 18時間還流した．還流後，溶液を室温で放冷し，THFを

減圧留去したところ黒褐色の固体が得られた．この固体にクロロホルム約 50 ml 加えて溶かし，自

然濾過をした．濾液を減圧留去したところ黒褐色の固体が得られた．この固体にメタノール約 30 

ml 加えて溶かし，自然濾過した．メタノールを減圧留去し，黒褐色の油状物質を得た．この生成物

をシリカゲルクロマトグラフィー(展開溶媒: THF)で処理し，Rf 値 = 0.41 の成分を分取して展開溶

媒を減圧留去した．3時間減圧乾燥し，橙色の固体を得た．収量 1.17 g (1.62 mmol)．収率 81 % 

(文献値 62 % 14))．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.42 (18H, s), 1.65 (4H, m), 1.90 (4H, m), 2.23 

(6H, s), 2.41 - 2.49 (8H, m), 3.21 (4H, t, J = 6.2 Hz), 4.26 (4H, t, J = 7.6Hz), 8.76 (4H, s) ppm. 

MALDI-TOF-MS (positive mode，α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (α-CHCA)): m/z = 725.91 (理

論値: C38H54N6O8+H+ = 723.87)．融点: 106 - 109 ℃ (文献値 115 - 120 ℃ 14))． 

 

2-2-1-3. N, N-Bis[3-(3-Aminopropyl)methylaminopropyl]naphthalene-1, 4, 5, 8-tetracarboxylic 

acid diimide (3)の合成 

約 20 ml のジクロロメタンに化合物 2 1.0 g (1.38 mmol)を溶かし，この溶液にトリフルオロ酢酸

(TFA)を約 6 ml (約 135 mmol)加え，5時間撹拌し，TLC (展開溶媒: クロロホルム : メタノール : 

トリエチルアミン = 9 : 1 : 1，ニンヒドリン)で反応が終了したことを確認した．ジクロロメタン，TFAを

減圧留去し，48時間加熱減圧乾燥し，白黄色の固体を得た．収量 1.33 g (1.36 mmol)．収率 98 % 

(文献値 97 % 14))．1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ = 2.10 - 2.25 (8H, m), 2.92 (6H, s), 3.05 (4H, t, 

J = 7.6 Hz), 3.30 (4H, t), 4.30 (4H, t, J = 6.7 Hz), 4.85 (4H, t), 8.76 (4H, s) ppm. MALDI-TOF-MS 

(positive mode，α-CHCA): m/z = 525.96 (理論値: C28H38N6O4+H+ = 523.64)．融点 228 - 

233 ℃． 
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2-2-1-4. N, N-Bis-3-(3-(2,2-dipicolylaminopropyl)methylaminopropyl)naphthalene-1, 4, 5, 8- 

tetracarboxylic acid diimide (4)の合成 

反応前に系に水が入らないように窒素置換を行った．化合物 3 0.10 g (0.10 mmol)をトリエチル

ア ミ ン 0.11 ml (0.80 mmol) と 乾 燥 ジ ク ロ ロ メ タ ン 10 ml に溶か し ， こ の 溶液に

2-Pyridinecaboxaldehyde 0.095 ml (1.0 mmol)を加えて 30 分間撹拌した．30 分後，sodium 

triacetoxyborohydride 0.42 g (2.0 mmol)加え，室温で 18時間撹拌した．撹拌後，TLC (展開溶媒: 

クロロホルム : メタノール = 9 : 1，ニンヒドリン)で反応が終了したことを確認した．2 M NaOH を

0.50ml加え，1 M HClを加えて pH 6にした．水相とジクロロメタン相を分け，水相をクロロホルムで

抽出した (10 ml×3 回)．ジクロロメタン相とクロロホルム相を混ぜ，飽和食塩水で洗浄した(20 ml

×1 回)．有機相を硫酸ナトリウムで 3 時間乾燥させた．有機相を減圧留去し，茶色の油状物質が

得られた．生成物をジクロロメタン 20 mlに溶かし，水で洗浄した(30 ml×2回)．ジクロロメタン相を

Na2SO4で 3 時間乾燥させ，ジクロロメタン相を減圧留去し，茶色の油状物質を得た．収量 0.03 g 

(0.03 mmol)．収率 34 %．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.81 - 1.94 (4H, m), 2.18 - 2.30 (4H, m), 

2.50 - 2.70 (4H, m), 2.57 (6H, s), 2.80 - 2.90 (4H, m), 2.90 - 3.10 (4H, m), 3.73 (8H, s), 4.12 - 4.28 

(4H, m), 7.08 (4H, m), 7.33 (4H, d J = 7.5 Hz), 7.60 (4H, m), 8.46 (4H, d, J = 4.1 Hz), 8.60 (4H, s) 

ppm. MALDI-TOF-MS (positive mode，α-CHCA): m/z = 888.99 (理論値: C52H58N10O4+H+ = 

888.08)． 

 

2-2-1-5. N, N-Bis-3-(3-(2,2-dipicolylaminopropyl)methylaminopropyl)naphthalene-1, 4, 5, 8- 

tetracarboxylic acid diimide-Zn complex (NDI-Dpa-Zn)の合成 

化合物 4 0.02 g (0.02 mmol)をメタノール 2 mlに溶かし，この溶液に硝酸亜鉛・6水和物 0.01 g 

(0.04 mmol)をMilliQ水 1 mlに溶かした溶液を加え，30分間撹拌した．メタノールを減圧留去し，

一晩，水を凍結乾燥し，赤白色の粉末を得た．収量 0.03 g (0.02 mmol)，収率 100 %．1H-NMR 

(400 MHz, DMSO-d6): δ = 1.70 - 1.87 (8H, m), 2.70 - 2.80 (4H, m), 3.12 (6H, s), 3.25 - 3.48 (8H, 

m), 3.94- 4.02 (4H, m), 7.73 (4H, dd, J = 0.7, 7.4 Hz), 7.75 (4H, d, J = 6.7 Hz), 8.10 (4H, t, J = 7.4 

Hz), 8.64 (4H, d, J = 2.2 Hz), 8.70 (4H, s) ppm. 

 

2-2-2. 金属イオンの添加に伴う化合物 4の蛍光スペクトル変化の測定 

 初めに，5 µM 4を含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し(全量 3000 µl)，蛍

光測定を行った．その後，1 mM Zn(NO3)2溶液を各最終濃度 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, そして 40 µM)になるよう添加し，蛍光測定を行った．また，1 mM Zn(NO3)2溶液と同様

に，1 mM Mg(NO3)2溶液を各最終濃度 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

60, 70, 80, 90, 100, そして 110 µM)になるよう添加し，蛍光測定を行った．励起波長はλex = 360 nm，

蛍光波長はλem = 396 nm，測定温度は 25 ℃で行った． 
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2-2-3. NDI-Dp-Zn と 2本鎖 DNA との相互作用解析 

2-2-3-1. 仔牛胸腺DNA (Ct-DNA)の添加に伴うNDI-Dpa-Znの吸収スペクトル変化による結合能

評価 

4.3 µM NDI-Dpa-Znを含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し (全量 3000 

µl)，吸光度測定を行った．その後，3 mM/bp Ct-DNAを添加に伴う吸光度測定を行った．測定温

度は 25 ℃で行った． 

 

2-2-3-2. NDI-Dpa-Znの添加に伴う Ct-DNAの円二色性 (CD)スペクトル測定 

80 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaClを含む 50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し(全量

3000 µl)，CD測定を行った．その後，645 µM NDI-Dpa-Znを各最終濃度 (1, 3, 6, 10, 15, そして

21 µM)になるように添加し，CD 測定を行った．測定条件は走査速度 20 nm/min，レスポンス 2 

sec，データ間隔 0.1 nm，感度 100 mdeg，バンド幅 2 nm，積算回数 4回，測定温度は 25 ℃で

行った． 

 

2-2-3-3. NDI-Dpa-Znの添加に伴う poly[dA-dT]2の粘度測定 

50 µM poly[dA-dT]2を含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し (全量 3000 

µl)，粘度測定を行った．次に，645 µM NDI-Dpa-Zn溶液を 2, 4, 6, 8, 10, 12, そして 14 µl添加し，

粘度測定を行った．測定温度は 30 ℃で行った．その後，[η/ηo]1/3 = [(t –t0)/(tDNA-t0)]1/3 = 1 + vの

式より，NDI-Dpa-Zn非存在下に対する粘度の比を算出した．t0は毛細管中をbufferのみの測定時

間，tDNAと tはそれぞれ NDI-Dpa-Zn非存在下，存在下の時の測定時間，vはDNA塩基対当たり

に結合したインターカレーターのモル数である． 

 

2-2-3-4. NDI-Dpa-Znの添加に伴うプラスミド DNAの Topoisomerase I assay 

plasmid DNA として pUC19 (2686 bp) 0.25 µg を含む 0.1 % BSA，1×Reaction buffer (1×

Reaction bufferの組成: 35 mM Tris-HCl (pH 8.0), 72 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM ジチオスレイ

トール (DTT), 5 mM スペルミジン)，5 U Topoisomerase I溶液を調製し，37 ℃で 5分間インキュ

ベートした．その後，NDI-Dpa-Znを各最終濃度 (1, 2, 3, 4, そして 5 µM)になるように 1 µlずつ加

えて調製し，37 ℃で 1 時間インキュベートした．酵素反応後，10 % SDS 2 µl，20 mg/ml 

proteinase K 0.5 µl加えて 37 ℃でさらに 15分間インキュベートし，酵素反応停止を行った．インキ

ュベート後，1×TEを 100 µlずつ加え，さらにフェノール : クロロホルム : イソアミルアルコール = 

25 : 24 : 1を 100 µl加えて 1分間撹拌，遠心し，フェノール相を取り除いた．この操作を 3回繰り返

した．その後，クロロホルム : イソアミルアルコール = 24 : 1を 100 µl加えて 1分間撹拌し，遠心し

た後，有機相を取り除いた．この操作を 3回繰り返した．その後，1 %アガロースゲルにより 1×TAE

中で 18 V，3.5時間泳動を行った．3.5時間後，1×TAE 100 mlに Gelstar 5 µlを加え，30分間染

色を行った． 
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2-2-3-5. NDI-Dpa-Znの Topoisomerase I 阻害能評価 

plasmid DNA として pUC19 (2686 bp) 0.25 µg を含む 0.1 % BSA，1×Reaction buffer (1×

Reaction bufferの組成: 35 mM Tris-HCl (pH 8.0), 72 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 5 mM 

スペルミジン)溶液を調製し，NDI-Dpa-Znを各最終濃度 (1, 2, 3, 4, そして 5 µM)になるように 1 µl

ずつ加えて，37 ℃で 10 分間インキュベートした．その後，5 U Topoisomerase I 溶液を加えて，

37 ℃で 1 時間インキュベートした．酵素反応後，10 % SDS 2 µl，20 mg/ml proteinase K 0.5 µl加

えて 37 ℃でさらに 15分間インキュベートし，酵素反応停止を行った．インキュベート後，1×TEを

100 µlずつ加え，さらにフェノール : クロロホルム : イソアミルアルコール = 25 : 24 : 1を 100 µl

加えて 1分間撹拌，遠心し，フェノール相を取り除いた．この操作を 3回繰り返した．その後，クロロ

ホルム : イソアミルアルコール = 24 : 1を 100 µl加えて 1分間撹拌し，遠心した後，有機相を取り

除いた．この操作を 3回繰り返した．その後，1 %アガロースゲルにより 1×TAE中で 18 V，3.5時

間泳動を行った．3.5時間後，1×TAE 100 mlに Gelstar 5 µlを加え，30分間染色を行った． 

 

2-2-3-6. Stopped-flow測定による Ct-DNA と NDI-Dpa-Znの速度論解析 

2-2-3-6-1. 会合速度定数の評価 

 2.5, 5, 7.5, 10, そして 12.5 µM NDI-Dpa-Znを含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液

(全量3000 µl)と25, 50, 75, 100, そして125 µM/bp Ct-DNA を含む100 mM NaCl，50 mM HEPES 

(pH 7.2)溶液を調製し (全量 3000 µl)，NDI-Dpa-Zn溶液とCt-DNA溶液を混ぜたときの 384 nmの

吸光度変化の測定を Stopped-flow分光光度計を用いて行った．測定温度は 25 ℃で行った． 

 

2-2-3-6-2. 解離速度定数の評価 

5 µM NDI-Dpa-Zn と 50 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液 

(全量 3000 µl)と 1 % SDS (ドデシル硫酸ナトリウム)を含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)

溶液 (全量 3000 µl)を調製し，NDI-Dpa-Zn と Ct-DNAの複合体溶液と SDS溶液を混ぜたときの

384 nmの吸光度変化の測定を Stopped-flow分光光度計を用いて行った．測定温度は 25 ℃で行

った． 

 

2-2-3-6-3. 金属イオンの濃度変化に伴う 4の Ct-DNAからの解離速度定数の評価 

5 µM 4 と 50 µM/bp Ct-DNA に金属イオン溶液を各最終濃度 (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 

5, 7.5, 10, 12.5, 15, そして 20 µM)になるように添加した 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶

液 (全量 3000 µl)と 1 % SDS (ドデシル硫酸ナトリウム)を含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 

7.2)溶液を調製し(全量 3000 µl)，2 つの溶液を混ぜたときの 384 nm の吸光度変化の測定を

Stopped-flow分光光度計を用いて行った．ここで金属イオン溶液は，Zn(NO3)2とMg(NO3)2を用い

た．測定温度は 25 ℃で行った． 
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2-2-4. リン酸化 2本鎖 DNA と NDI-Dpa-Znの相互作用解析 

2-2-4-1. 2本鎖オリゴヌクレオチドの添加に伴う NDI-Dpa-Znの吸収スペクトル変化の測定 

用いたオリゴヌクレオチドの配列は自己相補的な配列であり，Table 2-1 に示している．4.3 µM 

NDI-Dpa-Znを含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し (全量 3000 µl)，UV-Vis

測定を行った．その後，128 µM/strand ODN溶液，あるいは 125 µM/strand pODN溶液を添加し，

UV-Vis測定を行った．測定温度は 25 ℃で行った． 

 

Table 2-1. 用いたオリゴヌクレオチドの配列． 

 配列 

ODN  5’-GCA CGT GC-3’ 

pODN 5’-P O3
2--GCA CGT GC-3’ 

 

2-2-4-2. DNaseⅠで処理して得られたリン酸を含む Ct-DNA と NDI-Dpa-Zn との相互作用解析 

2-2-4-2-1. DNaseⅠで処理した Ct-DNAサンプルの調製 

1×buffer (1×bufferの組成: 10 mM 酢酸ナトリウム (pH 5.2)，0.5 mM MgCl2)と 331.2 U/900 µl 

DNase I (DNase Iの組成:20 mM 酢酸ナトリウム (pH 6.5)，5 mM CaCl2，0.1 mM PMSF，50 % グ

リセロール)を含む 1 mM/bp Ct-DNA溶液を調製し，15 ℃で 4分間 DNaseⅠの反応を行った．そ

の後，サンプルを 80 ℃で 10分間インキュベートした．サンプル溶液に TE飽和フェノールとイソア

ミルアルコールを含んだクロロホルムを 500 µl加え，1分間振とうさせ，12000 rpmで 3分間遠心分

離させた後，水相を回収した．この操作を 2回行った．回収した水相にイソアミルアルコールを含ん

だクロロホルムを 500 µl加え，振とうさせ，12000 rpmで 3分間遠心分離させた後，水相を回収した．

この操作を2回行った．回収した水相を2時間，加熱減圧乾燥した．5 M NaClを50 µl ，100 % エ

タノールを 1 ml加え，2分間振とうさせた．4 ℃，12000 gで 10分間遠心分離させた．上清を捨て，

80 % エタノールを 300 µl加え，軽く混ぜ，12000 gで 2分間遠心分離させた．上清を捨て，加熱

減圧乾燥し，滅菌水を 100 µl加え，5.16 mM/bpの Ct-DNAサンプル (DNase I処理済)を調製し

た． 

 

2-2-4-2-2. DNaseⅠで処理した Ct-DNAサンプルの添加に伴う NDI-Dpa-Znの吸収スペクトル変

化による結合能評価 

4.3 µM NDI-Dpa-Znを含む 100 mM NaCl，50 mM HEPES (pH 7.2)溶液を調製し(全量 3000 µl)，

吸光度測定を行った．5.16 mM/bpの Ct-DNAサンプル (DNaseⅠで処理済)を添加し，吸光度測

定を行った．測定温度は 25 ℃で行った． 
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2-3. 結果 

2-3-1. NDI-Dpa-Znの錯体形成の確認 

Scheme 2-2にしたがって NDI-Dpa-Znの合成を行った．1H-NMR測定により，NDI-Dpa-Zn と 4

を比較したところ，Znが配位することで 4のピリジンのピークが低磁場にシフトしていることが明らか

となった (Figure 2-3)．このことから，Zn2+の配位によって，ピリジンの電子雲の環境が変化したため

であると考えられる．さらに，Figure 2-4には，蛍光測定における 4 と金属イオンの濃度比における

396 nmの蛍光強度の変化を示す．Figure 2-4 より，どちらの金属イオンも蛍光が増大し，Mg2+イオ

ンよりも Zn2+イオンの方がピリジンに対する配位能が強いことが明らかとなった．また，4 と Zn2+イオ

ンの化学量論比はモル比法により 1 : 2であることが明らかとなった．したがって，1等量の 4に対し

て 2等量の Zn2+イオンであるので，Dpaに対して Zn2+イオンが 1等量相互作用していることが明ら

かとなった．したがって，NDI-Dpa-Zn は安定に存在することができる Zn-Dpa を有した化合物であ

ることが示された． 

 

 
Figure 2-3. 1H-NMR (溶媒: DMSO-d6)測定における NDI-Dpa-Zn及び化合物 4のピリジンのピ

ークの比較． 
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Figure 2-4. Mg2+イオン (○)及び Zn2+イオン (●)と 4の濃度比に対する蛍光強度変化．測定溶

液: [4] = 5 µM，50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl，[Zn(NO3)2] = 0 - 40 µMあるいは

[Mg(NO3)2] = 0 - 110 µM，測定温度: 25 ℃，励起波長: λex = 360 nm． 
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2-3-2. NDI-Dpa-Zn と 2本鎖 DNA との相互作用解析 

Figure 2-5，2-6，2-7に Ct-DNA添加に伴う NDI-Dpa-Znの吸収スペクトル変化，384 nmの吸光

度変化，Scatchard 解析の結果をそれぞれ示している．Figure 2-5 より，等吸収点を通っていること

から結合様式が単一であることが考えられる．インターカレーターと 2 本鎖 DNA の吸収スペクトル

は淡色効果とレッドシフトが観測される．この挙動は，これまでのナフタレンジイミド誘導体と同様の

縫い込み型インターカレート結合の挙動 15-18)であることが分かった．Figure 2-5 より，Ct-DNA添加

に伴い，大きな淡色効果と小さなレッドシフトしていることから，Ct-DNA との結合様式はインターカ

レート結合であると示唆される．さらに，383 nmにおける吸収スペクトル変化 (Figure 2-6)を基に，

過去に報告されたMcGhee & von Hippelの式を用いて結合定数と座位数を算出した (Figure 2-7) 
19)． 

ν/c = K(1-nν)×{(1-nν)/(1-(n-1)ν)}n-1 
νは塩基対当りに結合したインターカレーターの数，c は結合していないインターカレーターの濃

度，nは座位数 (インターカレートすることにより覆われる塩基対の数)，そして Kは結合定数． 

算出した結果，K = 1.8×106 M-1, n = 4.3 となった．同様に，NDI-Dpa-Znの前駆体である 4 も算

出したところ，K = 6.7×104 M-1, n = 3.0であり，これより，NDI-Dpa-Znの結合定数は，4に比べて約

30倍大きくなった．これは，Znが配位し，DNAへのインターカレート結合によって，NDI-Dpa-Zn と

DNA複合体を安定にしているためであると考えられる．このように，NDI-Dpa-Znのナフタレンジイミ

ド(NDI)は核酸塩基にスタッキングして相互作用し，さらには錯体部分である Zn-Dpaが DNA骨格

のリン酸ジエステルと多かれ少なかれ相互作用しているものと考えられる． 

 

 

Figure 2-5. Ct-DNA添加に伴うNDI-Dpa-Znの吸収スペクトル変化．測定溶液: [NDI-Dpa-Zn] = 

4.3 µM，50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl溶液，測定温度: 25 ℃． 
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Figure 2-6. Ct-DNA添加に伴う NDI-Dpa-Zn (○)及び化合物 4 (●)の 383 nmの吸光度変化． 

 

 
Figure 2-7. NDI-Dpa-Zn と Ct-DNA との相互作用における Figure 2-6の 383 nmの吸光度変化

を基にした Scatchard解析の結果． 
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次に，Ct-DNAにNDI-Dpa-Znを添加したときの CDスペクトル変化を Figure 2-8に示す．Figure 

2-8 より，NDI-Dpa-Znの添加に伴い NDIに由来する 383 nm付近に負の誘起 CDが観測された．

これより，NDI-Dpa-ZnがDNAにインターカレートしていることが解釈される．この誘起CDを Figure 

2-9 に示した bis-intercaltor 5 20)と比較した．5は 10倍量の Ct-DNA を添加したとき，誘起 CDが

-2560 deg·cm2/decimolであるのに対して，NDI-Dpa-Znは 11倍量のCt-DNAを添加したとき，誘起

CDが-1370 deg·cm2/decimol となった．また，最大吸収波長におけるモル吸光係数に関して，5は

ε = 27,000 M-1cm-1，NDI-Dpa-Znはε = 40,200 M-1cm-1である．そこで，誘起CDをモル吸光係数で

割ると，その比は，5は 0.95，NDI-Dpa-Zn は 0.38 となり，この 2つの ligandは同じモードで結合し

ているものと考えられる．それに対して，4も同様に算出すると，0.080となり，NDI-Dpa-Znに比べて

非常に小さいことが明らかとなった．したがって，NDI-Dpa-Zn と 4は DNAにインターカレート結合

した構造が異なっているものと解釈される． 

吸収スペクトル変化と CD スペクトル変化によって，NDI-Dpa-Zn は Ct-DNA にインターカレート

結合している可能性があるので，粘度測定と Topoisomerase Iにより NDI-Dpa-Znがインターカレー

ト結合の証明をすることにした． 

 

 

Figure 2-8. NDI-Dpa-Zn添加に伴う Ct-DNAの CD スペクトル変化．測定溶液: [Ct-DNA] = 80 

µM/bp，50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl，[NDI-Dpa-Zn] = 0 - 21 µM，測定温度: 

25 ℃． 
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Figure 2-9. 比較した化合物の構造式．bis-intercaltor (5)，フェロセン化ナフタレンジイミド(FND, 

6)． 

 

2本鎖DNAにインターカレーターがインターカレートすると，二本鎖DNAは巻き戻されて伸長し，

剛直になることで，2 本鎖 DNA 溶液の粘度が上昇することが知られている 21)．そのため，DNA 溶

液の粘度を測定することにより，インターカレート結合しているか確認できる．そこで，Figure 2-10に

NDI-Dpa-Zn の粘度測定結果を示している．また，Figure 2-9 に示しているフェロセン化ナフタレン

ジイミド (FND, 6)22)と比較とした．Figure 2-10 より，どちらの ligand も粘度が直線的に上昇し，直線

の傾きは，6 が 1.3 に対して，NDI-Dpa-Zn は 2.3 となった．これは，DNA と結合した NDI-Dpa-Zn

が 6に比べて rigidな構造をとっているためだと考えられる．したがって，NDI-Dpa-Znが DNA と結

合することで Zn-Dpa と DNAの骨格であるリン酸ジエステルと相互作用し，DNAのフレキシブルな

構造体が rigidになったものと解釈される．また，Topoisomerase I assay も同様に比較した． 
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Figure 2-10. NDI-Dpa-Zn (○)及び化合物6 (●)の添加に伴うpoly[dA-dT]2の粘度変化．測定溶

液: 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl，[poly[dA-dT]2] = 50 µM，[NDI-Dpa-Zn] = 2 - 14 

µl，測定温度: 30 ℃． 
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Figure 2-11に NDI-Dpa-Znの Topoisomerase I assayの結果を示している．この結果より，pUC19

は Topoisomerase Iによって open circle状態となるが，NDI-Dpa-Znを添加するに伴い，pUC19は

supercoil 状態へとバンドのシフトが観測された．インターカレーターとグルーブバインダーの

Topoisomerase I assayでの比較において，グルーブバインダーでは，結合の際に plasmid DNAの

巻き戻しが起きず，Topoisomerase Iで open circleになり，グルーブバインダーを取り除いても open 

circle のままである．それに対して，インターカレーターは plasmid DNA にインターカレートし，

Topoisomerase Iで処理した後に，インターカレーターを除くと supercoilになることが報告されている
23)．したがって，pUC19はNDI-Dpa-Znの添加に伴い supercoil状態へとバンドがシフトしていること

から，インターカレーター添加に伴う典型的な結果と同様となり，NDI-Dpa-ZnはDNAにインターカ

レート結合することが示された．また，NDI-Dpa-Znが pUC19の巻き戻しが観測されたNDI-Dpa-Zn

の濃度は 5 µMであった．これに対して，6 (Figure 2-9)では，50 µMの時に巻き戻しが観測され，

NDI-Dpa-Zn は 6 に比べて 10 倍低い濃度で巻き戻しが起きることが示された．これより，

NDI-Dpa-Zn は効率良く DNA の巻き戻しができることが明らかとなった．したがって，粘度測定と

Topoisomerase I assay により，NDI-Dpa-Zn は DNA とインターカレート結合していることが示され

た． 

 

Figure 2-11. NDI-Dpa-Znの添加に伴う pUC 19の Topoisomerase I assayの結果．lane 1 と 2 は

それぞれ 1 kb Ladder と pUC19のみ．lane 3から 8 は pUC19 と Topoisomerase I を含むサン

プルに NDI-Dpa-Znの最終濃度を左から 0, 1, 2, 3, 4, そして 5 µMに変化させたときの結果． 

 

このように，NDI-Dpa-Znはインターカレート結合であることが明らかとなったので，Figure 2-12に

5 µM NDI-Dpa-Znと 50 µM Ct-DNAとの会合過程における 384 nmの吸光度の時間変化と 5 µM 

NDI-Dpa-Zn と 50 µM Ct-DNAの複合体と 1 % SDS との解離過程における 384 nmの吸光度の時

間変化をStopped-flow分光光度計で測定した．吸光度変化を下記に示す式で fittingし，得られた

パラメーター (A1，A2，R1，R2)を用いて，下記に示す式に代入し，見かけの解離速度定数 kappを算

出した 15)． 
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Abs = -A1exp(-R1×t)-A2(-R2×t) 

kapp = (A1×R1+A2×R2)/(A1+A2) 

 

Absは吸光度，tは会合時間，A1，A2，R1，R2，は係数である． 

DNAの濃度に対して，得られた kappをプロットし (Figure 2-13)，直線の傾きから会合速度定数を算

出した．Figure 2-13より，NDI-Dpa-Znの会合速度定数は ka = 6.5×104 M-1s-1となった．同様に 4と

の会合速度定数を算出したところ，ka = 2.1×105 M-1s-1となった．NDI-Dpa-Znはこれと比較すると

約 3.2倍小さくなった．NDI-Dpa-Znは，フレキシブルなDpa部位がZn2+と配位することにより，rigid

構造になり，インターカレート結合しにくいものと考えられる． 

さらに，解離過程における速度定数も同様に上記の式で fittingし，得られたパラメーター(A1，A2，

R1，R2)を用いて，kd = (A1×R1+A2×R2)/(A1+A2)に代入し，解離速度定数 kdを算出した
16)．算出し

た結果，kd = 0.4 s-1となった．同様に，4の解離速度定数も算出したところ，kd = 3.6 s-1であった．し

たがって，NDI-Dpa-Znは 4 に比べて 9倍遅いことが明らかとなった．つまり，DNAのリン酸ジエス

テルと Zn-Dpa が相互作用，あるいはリンカーがストッパーの役割を果たし，複合体を安定にしたも

のと考えられる． 

 

Figure 2-12. Ct-DNAに対する NDI-Dpa-Znの会合過程の Time Trace (A)，解離過程の Time 

Trace (B)の結果．測定溶液: 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl 溶液を含む 7.5 µM 

NDI-Dpa-Zn溶液と 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl溶液を含む 75 µM/bp Ct-DNA溶

液 (A)，50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl溶液を含む 5 µM NDI-Dpa-Zn と 50 µM/bp 

Ct-DNAの複合体溶液と 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl溶液を含む 1 % SDS 溶液 

(B)，測定温度: 25 ℃． 
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Figure 2-13. DNAの濃度と得られた kappの関係． 

 

実際に DNA骨格のリン酸ジエステルとNDI-Dpa-Znの Dpa-Zn部位が相互作用しているのかを

確かめるために，金属イオンの濃度変化に伴う 4 の Ct-DNA からの解離速度定数の評価と

NDI-Dpa-Znの Topoisomerase Iの阻害能を評価することにした．まず初めに，Ct-DNAからの解離

速度定数の評価を行ったところ，Mg2+イオンに比べて Zn2+イオンの方が，濃度の増加とともに解離

速度定数は減少していることが明らかとなった (Figure 2-14)．これは，4 とDNAの複合体が Zn2+イ

オンと Dpa部位が配位することにより，DNAのリン酸ジエステルと Zn-Dpaが相互作用，あるいはリ

ンカーがストッパーの役割を果たし，解離速度定数が減少したものと考えられる．次に，

Topoisomerase Iの阻害能を評価した．Figure 2-11にインターカレート結合の証明を示しているが，

その実験操作はTopoisomerase Iを加えた後に，NDI-Dpa-Znを加えている．阻害能評価の実験操

作はこの手順を逆にした．このような操作をすることで，DNA に先に NDI-Dpa-Zn が結合し，

Topoisomerase I の阻害を評価することが可能になる．実際に，ゲル電気泳動を評価したところ，

Figure 2-11に比べて，同じ濃度の NDI-Dpa-Znで行っているにも関わらず，巻き戻しのバンドの挙

動が異なっていた (Figure 2-15)．Topoisomerase I はリン酸ジエステルの加水分解を起こし，open 

circle 状態にする酵素であるが，Zn-Dpa がリン酸ジエステルと相互作用することによって加水分解

が困難になったためだと考えられる．したがって，NDI-Dpa-Znの Zn-Dpaは，リン酸ジエステルと相

互作用しているものと解釈される． 
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Figure 2-14. Mg2+イオン (○)及び Zn2+イオン (●)の濃度比に対する解離速度定数の関係．

測定溶液: 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl，[4] = 5 µM，[Ct-DNA] = 50 µM/bp，

[Zn(NO3)2]あるいは[Mg(NO3)2] = 0 - 20 µM，測定温度: 25 ℃． 

 

 

Figure 2-15. NDI-Dpa-Znの pUC 19の Topoisomerase I 阻害能の評価．lane 1と 2 はそれぞれ

1 kb Ladder と pUC19 のみ．lane 3 から 8 は pUC19 と Topoisomerase I を含みサンプルに

NDI-Dpa-Znの最終濃度を左から 0, 1, 2, 3, 4, そして 5 µMに変化させたときの結果． 
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2-3-3. リン酸化 2本鎖 DNA と NDI-Dpa-Znの相互作用解析 

Zn-Dpaはリン酸と強く相互作用することが知られている．本実験では，Table 2-1に示している 5’

末端にリン酸化 (pODN)と非リン酸化 (ODN)である 8量体の自己相補的なオリゴヌクレオチドを用

いて，吸収スペクトル変化を基に NDI-Dpa-Zn との相互作用を評価することにした．Figure 2-16 に

pODNあるいは ODNを添加した時の 383 nmにおける吸光度変化を示している．この結果より，ど

ちらのオリゴヌクレオチドもNDI-Dpa-Znの極大吸収波長の 383 nmの吸光度が減少していることが

明らかとなった．この変化を Scheme 2-3の平衡式のようにNDI-Dpa-ZnがODNあるいは pODNに

結合するものと考え，Johnston らの解析法 24)を基にして考えた式 (Eq. 1)で解析を行うことにした． 

 
Scheme 2-3.  

 

Afと Abはそれぞれフリーの NDI-Dpa-Zn とオリゴヌクレオチドに結合した NDI-Dpa-Znの吸光度で

あり，[NDI-Dpa-Zn]0は NDI-Dpa-Znの最初のフリー状態の濃度，Cは各オリゴヌクレオチドの濃度，

Kは結合定数，そして sは結合個数である． 

 この式で Figure 2-16に示している吸光度変化を fitting したところ，R=0.99の非常によい精度で

の fitting結果が得られた．そこで，得られた結合定数と結合個数を算出したところ，ODNはK = 1.3

×106 M-1，s = 1.5 となった．それに対して，pODNは K = 4.8×106 M-1，s = 1.2 となった．これらの

結果から，ODN と pODN は同じ結合様式で結合しているものと考えられ，5 塩基おきに 1~2 個の

NDI-Dpa-Znが結合していることが明らかとなった．X線構造解析により，自己相補鎖である 6量体

のオリゴヌクレオチド (5’-TGTACA-3’)とノガラマイシン 2分子が結合していることが報告されており
25)，NDI-Dpa-Zn においても同等な個数で結合しているため，これは，妥当な結果であることが示さ

れた．それにも関らず，ODNに比べて，pODNの方が NDI-Dpa-Zn と約 4倍強く結合することが分

かった．おそらく，pODNの末端のリン酸モノエステルがNDI-Dpa-Znの結合能に寄与しているもの

と考えられる．つまり，Figure 2-17 に示しているように，ODN の 7 つのリン酸ジエステルのうちの一

つの酸素よりも 1つのリン酸モノエステルの酸素の方が，NDI-Dpa-Znの Znの 4番目の配位子とし

て適しているためだと考えられる．このように，NDI-Dpa-Znはリン酸モノエステルの識別能が高いこ

とが明らかとなった． 
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Figure 2-16. 各オリゴヌクレオチドの添加に伴う NDI-Dpa-Znの 383 nmの吸光度変化．○: 0 - 

90.9 µM/bp ODN，●: 0 - 38.5 µM/bp pODN．測定溶液は 50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM 

NaCl，[NDI-Dpa-Zn] = 4.3 µM，測定温度: 25 ℃． 

 

 

Figure 2-17. NDI-Dpa-Zn と ODN (A)あるいは pODN (B)との 1 : 1結合のモデル図． 
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さらに，DNA 損傷のモデル実験として，Ct-DNA を DNase I で処理してリン酸モノエステルを産

出させ，擬似的なモデルサンプルを調製した．DNase I で処理する前のサンプルはゲル電気泳動

で平均 1 kbのサイズであったのに対し，DNase Iで処理したところ 200 bpのサイズとなり，切断され

ていることを確認した．そこで，調製したサンプルと NDI-Dpa-Zn との結合能を評価することにした．

Figure 2-18に DNase Iで処理，未処理サンプル添加に伴う NDI-Dpa-Znの UV スペクトルを示し

ている．これを基にして，Figure 2-19に DNase Iで処理したサンプルを添加した時の 383 nmの吸

光度変化を示している．また，比較として DNase Iで処理していないサンプルを添加した時の吸光

度変化も示した．この結果より，DNase Iで処理したサンプルを添加するに伴い，NDI-Dpa-Znの極

大吸収波長である 383 nm の吸光度が減少していることが分かった．この淡色効果の度合いは，

DNase I で処理していないサンプルと比較すると，吸光度の変化が大きいことも示された．つまり，

DNase Iで処理したサンプルの方が NDI-Dpa-Zn との相互作用が強いものと考えられる．実際に，

この吸光度変化を基に，2-3-2と同様にしてMcGhee & von Hippelの式から結合定数と座位数を算

出した．算出した結果，K = 4.0×106 M-1, n = 3.8となった (Figure 2-20)．また，2-3-2で算出した結

果は NDI-Dpa-Zn と Ct-DNA との相互作用，つまり DNase Iで処理していないサンプルの結果とな

るが，K = 1.8×106 M-1, n = 4.3である．これらの結果を比較すると，DNase Iで処理したサンプルは

未処理サンプルの約 2倍の強さで結合していることが分かった．これは，オリゴヌクレオチドでのリン

酸モノエステルの識別能ほどではなかった．おそらく，8量体のオリゴヌクレオチドに対して，今回の

場合は，DNA サイズが大きくなり，インターカレート結合する NDI-Dpa-Zn の量が増え，リン酸モノ

エステルの識別能が減少したためである．しかしながら，座位数は同程度であるので，わずかな結

合能の増大は切断して得られたリン酸モノエステルとのNDI-Dpa-Znの Zn-Dpa部位が相互作用し

たものと考えられる． 
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Figure 2-18. DNase I処理あるいは未処理の Ct-DNA添加に伴う NDI-Dpa-Znの吸収スペクトル

変化．点線: NDI-Dpa-Znの吸収スペクトル，破線: DNase Iで処理なしの Ct-DNAを添加した時

の吸収スペクトル，実線: DNase Iで処理した Ct-DNAを添加した時の吸収スペクトル．測定溶液

は[NDI-Dpa-Zn] = 4.3 µM，50 mM HEPES (pH 7.2)，100 mM NaCl溶液，測定温度: 25 ℃． 

 

 
Figure 2-19. 各 DNAサンプルの添加に伴う NDI-Dpa-Znの 383 nmの吸光度変化．○: 0 - 35.6 

µM/bp DNase Iで処理した Ct-DNA，●: 0 - 47.2 µM/bp DNase Iで処理していない Ct-DNA，測

定温度: 25 ℃． 
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Figure 2-20. DNase I で処理した Ct-DNA の添加に伴う 384 nm の吸光度変化を基にした

Scatchard解析の結果． 
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2-4. 考察 

生体内では，多くの物質はリン酸化した構造体で存在することがあり，ピロリン酸やトリポリリン酸

と同様にモノリン酸，ジリン酸，そしてトリリン酸は，細胞内では広く分布しており，重要な役割を担

っている．そのような物質の識別や特定は，生体内での作用を解明するのに重要である．それらを

解明するのに利用可能な手法は数多く存在するが，簡便な検出法は未だ確立されていない．近

年，Zn-Dpa錯体を基にした手法が着目されている．Ojidaらによって，Zn-Dpaを有するアントラセン

を用いることにより，リン酸モノエステルを有したペプチドを蛍光により効率良く検出することに成功

した (Figure 2-21, 7) 10, 11)．また，Leeらによって，Zn-Dpaを有するナフタレンジイミドを用いることに

より，ピロリン酸の酸素と配位し，ナフタレンジイミドの dimerを形成することで excimer発光を引き起

こすことが報告された (Figure 2-21, 8) 12)．さらには，Dpaを有したフルオレセインが細胞内の Zn と

配位し，pH変化をモニタリングすることにも成功した (Figure 2-21, 9) 26)．このように，Zn-Dpaは生

体内でも適応が可能であり，生体内でのリン酸化機構を解明するのに重要な役割を果たすと言え

る．そこで，著者は Lee らが開発した ligand の構造に類似した Zn-Dpa を有するナフタレンジイミド

NDI-Dpa-Zn を開発し，これを用いてリン酸モノエステルとリン酸ジエステルの識別に成功した．今

回は 8 量体のオリゴヌクレオチドで評価したが，リン酸モノエステルを有していないオリゴヌクレオチ

ドよりもリン酸モノエステルを有したオリゴヌクレオチドの方が NDI-Dpa-Zn との結合能が高いことが

明らかとなった．おそらく，リン酸モノエステルの酸素原子は，リン酸ジエステルの酸素原子よりも塩

基性が高く，さらに－電荷を帯びた酸素原子は，リン酸ジエステルは 2つに対してリン酸モノエステ

ルは 3 つあるので，金属と配位しやすくなったものと考えられる．このように，オリゴヌクレオチドとの

NDI-Dpa-Zn の結合能は，末端にリン酸モノエステルを有している者に対して増大した．さらには，

天然のDNAをDNase Iで処理したものとNDI-Dpa-Znの結合能も増大していることが明らかとなっ

た．これは，リン酸モノエステルの影響はそれほど大きくないが，この検出系は DNA損傷の検出モ

デルとして，基礎なるものと期待される． 

しかしながら，NDI-Dpa-Zn はリン酸モノエステルと DNA 骨格のリン酸ジエステルの識別能がそ

れ程高いものとは言えない．しかし，著者は Ojida らが開発した ligand や Lee らが開発した ligand

は発色団やインターカレーターとZn-Dpa間のリンカーの長さが短いことに着目した．これらはリンカ

ーの長さを短くすることで，検出系を確立している．そこで，NDI-Dpa-Zn も NDI と Zn-Dpa間のリン

カーの長さを最適化することで識別能が向上するものと考えている． 

 

Figure 2-21. 過去に開発された Zn-Dpa及び Dpaを有した ligandの構造式． 
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2-5. 結言 

本章では，NDI-Dpa-Zn を開発し，リン酸モノエステルを有した DNA の識別を試みた．初めに，

NDI-Dpa-Zn の Zn-Dpa が形成しているかどうかを評価した．前駆体である 4 と比較したところ，
1H-NMRや Zn2+添加に伴う蛍光強度の増加により，Dpa部位は Zn2+と配位することが明らかとなっ

た．この開発したNDI-Dpa-Znを用いて，DNAとの結合能を評価した．そこでは，NDI-Dpa-Znと前

駆体である 4 と DNA との結合能を比較した．4 に比べて，NDI-Dpa-Zn の方が DNA の結合能が

高いことが明らかとなった．平衡状態での結合能と速度論的な観点から，ZnがDpaに配位すること

により，Dpa 部位が rigid 構造になり，会合するのが困難であるが，会合した NDI-Dpa-Zn は DNA

骨格のリン酸ジエステルと Zn-Dpa 部位が相互作用して解離しにくくなり，結合能が高くなったこと

が明らかとなった． 

そこで，実際にDNA損傷で得られるリン酸モノエステルとDNA骨格であるリン酸ジエステルとの

識別が行えるかどうかを評価した．今回は 8量体のオリゴヌクレオチド，あるいはリン酸モノエステル

を有した 8 量体のオリゴヌクレオチドと NDI-Dpa-Zn との結合能を評価した．NDI-Dpa-Zn はリン酸

モノエステルを有したオリゴヌクレオチドの方が，リン酸モノエステルを有していないオリゴヌクレオ

チドよりも約 4倍強く結合することと NDI-Dpa-Znが結合している個数も同じであることが明らかとな

った．したがって，NDI-Dpa-Zn の Zn-Dpa は DNA 骨格のリン酸ジエステルよりもリン酸モノエステ

ルの方に強く相互作用し，リン酸モノエステルとリン酸ジエステルを識別することができる試薬であ

ることが示された． 

さらには，DNA 損傷の擬似的なサンプルを DNase I を用いて調製し，NDI-Dpa-Zn と DNase I

処理サンプルあるいは未処理サンプルとの結合能を評価した．DNase I で処理したサンプルは未

処理サンプルの約 2 倍の強さで結合し，座位数が同じであることが示された．これは，オリゴヌクレ

オチドでの基礎検討と同様な結果となり，長い DNA にも関わらず，リン酸モノエステルを選択的に

相互作用していることが明らかとなった．したがって，NDI-Dpa-Zn はこれまでに開発されてきた

DNA損傷検出よりも，簡便に検出することができる試薬であることが明らかとなった． 
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第 3章 

 

フェロセンとβ-シクロデキストリン (β-CD)を導入した 

ナフタレンジイミド (FNC)による電気化学的 DNA構造変化検出 

 

 

 

3-1. 緒言 

これまでにホスト-ゲストの研究が数多く研究がなされており，その中でもホストとして巨大分子で

あるβ-CDを用いたホスト-ゲストの研究が行われている．これらの研究は，β-CD とゲストの結合能を

様々な手法により評価しており 1-13)，このようにゲストの分子構造によって結合力が異なることから，

β-CDとゲスト分子との特異的包接作用を利用して，マテリアル分野 14-16)，医薬分野 17-20)，バイオ分

野 21-23)など様々な分野へと発展されている． 

近年，β-CD を利用した遺伝子検出が蛍光法を利用して達成されている 24-26)．これらの手法によ

って，均一溶液中での蛍光検出に成功している．一方，Sato ら 27, 28)によって，β-CD を利用した電

気化学的遺伝子の検出も報告されている．この検出法によって，遺伝子検出の精度や感度の向

上が確認されている．このように遺伝子検出におけるβ-CD の利用は効果的であると期待される．し

かし，報告されているβ-CDを用いた電気化学的検出は，DNA修飾電極を用いており，さらに 3種

類の化合物による複雑な検出系である．本検出系をこの固定化操作が不要な系への発展ができ

れば，より簡便な検出法へ発展できるものと期待される． 

このような背景を基に，新規なインディケーターを利用した従来の電気化学的遺伝子検出よりも

さらなる簡便な検出法を確立することを目的とした．過去に，DNA と電気活性種を作用させて，均

一溶液中での電気化学的検出が報告されたが，これらは電流値が DNA作用後で減少している手

法である 19-20)．このように，固定化操作なしでの電気化学測定では「電流値増加」型の検出は報告

されていない．これを達成する系として，著者は同一分子内にβ-CD とフェロセン (Fc)を導入した

新規ナフタレンジイミド (FNC，Figure 3-1)を設計した．FNCは Figure 3-2に示すように，水溶液中

では Fcがβ-CDに包接されており，DNAに結合することで Fcがβ-CDから放出されるものと考えら

れる．すなわち，DNA存在下によって，「電流値増加」型の検出を達成することが期待される． 
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Figure 3-1. FNCの構造式． 

 

 
Figure 3-2. DNA存在下での FNCのモデル図． 

 

 

本章では，初めに FNC の合成を行った．FNC の開発において，β-CD を導入しなければならな

いが，β-CD は巨大分子であるために反応効率が減少することが懸念される．そこで定量的に反応

が進行するHuisgen環化反応 29)を利用した．次に，合成したFNCはβ-CDが導入されているので，

DNA との相互作用が弱い可能性があり，インターカレート結合しているかを確認する必要があるた

め，FNC を用いて DNA との相互作用解析を行った．その後，FNC を用いて電気化学的 DNA検

出を試みた． 
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3-2. 実験 

3-2-1. 合成 

N3-β-CD (Sheme 3-1) 30-33) と N3-Fc (Scheme 3-2) 34, 35)は過去の合成法を参考にして合成を行

い，化合物 1は過去の合成法 28)を参考にして合成を行い，その後 Scheme 3-3に従って FNCの合

成を行った． 

 
Scheme 3-1 

 

 
Scheme 3-2 

 

 
Scheme 3-3 
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3-2-1-1. Mono-6-azido-β-cyclodextrin (N3-βCD)の合成 

3-2-1-1-1. Mono-6-p-toluenesulfonyl-β-cyclodextrinの合成 31, 32) 

0.4 N NaOH 100 mlに β-cyclodextrin (β-CD) 5 g (4.4 mmol)を溶かし，p-トルエンスルホニルク

ロライド 5 g (26 mmol)を加え，0℃で 45分間，撹拌させた．45分後，吸引濾過し，ろ液を 1H HCl

で pH 7 に調整した．その後，1 時間冷やして，沈澱を吸引ろ過したところ，白い固体が得られた．

TLC (展開溶媒: nBuOH : EtOH : H2O = 5 : 4 : 3，検出: アニスアルデヒドによる検出(p-アニスア

ルデヒド : conc H2SO4 : EtOH =1 : 1 : 18)で確認したところ，マルチ体が確認されたので，約 60 % 

アセトニトリル溶液を加えて再結晶を行い，3時間減圧乾燥し，白色固体を得た．TLCで確認したと

ころ単一の成分であったので，高純度の精製物を得た．得られた精製物を MALDI-TOF-MS，融

点により同定を行った．収量 1.31 g (1 mmol)，収率 23 % (文献値 40 % 31))．MALDI-TOF-MS 

(positive mode, α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (α-CHCA)): m/z = 1313.63 ( 理 論 値 

C49H76O37S+Na+ = 1312.17)．融点 169 - 172 ℃ (文献値 168 - 170 % 32))． 

 

3-2-1-1-2. Mono-6-azido-β-cyclodextrin (N3-βCD)の合成 33) 

MilliQ水 10 mlにMono-6-p-toluenesulfonyl-β-cyclodextrin 1.26 g (1.0 mmol)を懸濁させ，アジ

化ナトリウム 0.65 g (10 mmol)を加え，80 ℃で 5時間，撹拌させた．その後，2時間放冷し，アセト

ン100 mlに反応溶液を注ぎ込んだ．得られた沈殿物を吸引濾過し，3時間減圧乾燥したところ，白

色固体を得た．その後，TLC (nBuOH : EtOH : H2O = 5 : 4 : 3，検出: アニスアルデヒドによる検

出)で確認したところ単一の成分であったので，高純度の精製物を得た．得られた精製物を

MALDI-TOF-MS，FT-IR，そして融点測定で同定した．収量 0.82 g (0.7 mmol)，収率 69 % (文献

値 72 % 33))．MALDI-TOF-MS (positive mode, 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHBA)): m/z=1183.19 

(理論値 C42H69N3O34+Na+ = 1182.98)．FT-IR (KBr板，積算回数 16回): 2104 cm-1 (-N=N+=N-)．

融点 225 - 231 ℃ (文献値 220 ℃ 33))． 

 

3-2-1-2. Ferrocenylmethylazido (N3-Fc)の合成 34) 

メタノール 15 ml中に Ferrocenylmethyltrimethylammonium iodideを 0.77 g (2 mmol)を溶かし，

アジ化ナトリウム 0.26 g (4 mmol)を加えて，80 ℃で 13時間還流した．その後，減圧留去し，得ら

れた生成物にジクロロメタン 30 ml 加えて吸引ろ過した．ろ液を減圧留去し，シリカゲルカラムクロ

マトグラフィー (展開溶媒: CHCl3 : ジエチルアミン(Me2NH) = 10 : 0.2)で処理し，Rf値= 0.65のと

ころを分取した．展開溶媒を減圧留去し，加熱減圧乾燥を行ったところ，黄褐色の油状物質を得た．

得られた精製物を 1H-NMR と FT-IRにより同定を行った．収量 0.17 g (0.70 mmol)，収率 35 % 

(文献値 62 % 34))．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.11 (2H, s,)，4.17 - 4.24 (9H, m) ppm．FT-IR 

(KBr板，積算回数 16回): 2101 cm-1 (-N=N+=N-)．参考文献では，性状が固体であり，融点が32 - 

34℃である 34)． 
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3-2-1-3. N-Methylaminopropylnaphthalene-1, 4, 5, 8-tetracarboxylic acid diimide (1)の合成 28) 

Naphthalene-1, 4, 5 ,8-tetracarboxylic acid dianhydride 1.34 g (5.0 mmol)を 40 mlのテトラヒドロフ

ラン (THF)に懸濁させ，この溶液に N-Methyl-1, 3-diaminopropane 2.56 ml (25 mmol)を加え，

TLC (展開溶媒: CHCl3 : CH3OH : Me2NH = 10 : 0.2 : 0.5)で反応追跡しながら 7時間還流した．還

流後，溶液を室温で放冷し，THF を減圧留去したところ黒褐色の固体が得られた．この固体にクロ

ロホルム約 30 ml加えて溶かし，自然ろ過をした．ろ液を減圧留去した．その後，クロロホルム 20 ml

加えて溶かし，この溶液をヘキサン 300 ml に滴下し，再沈殿を行った．1時間超音波照射し，4℃

で 2時間静置した(この操作を 2回行った)．吸引ろ過を行い，デシケーターで減圧乾燥を 1時間行

った．その後，加熱減圧乾燥を行い，赤色の粉末を得た．この粉末を逆相 HPLC で確認したところ，

高純度の精製物を得た．精製物の確認の際の逆相 HPLC の測定条件に関して，カラムは Inertsil 

ODN-3を用い，検出波長は 383 nmで行った．グラジエント条件に関して，0.1 % TFA溶液で 70 %

アセトニトリル溶液を 10 %から 100 % まで 30 分かけて直線的に流した．得られた精製物を
1H-NMR，MALDI-TOF-MS，融点により同定を行った．収量 0.49 g (1.2 mmol)，収率 24 % (文献

値 24 % 28))．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.96 (4H, m)，2.44 (6H, s)，2.68 (4H, t, J = 6.9 Hz)，

4.29 (4H, t, J = 7.1 Hz)，8.76 (4H, s) ppm. MALDI-TOF-MS (positive mode, α-CHCA): m/z = 

409.99 (理論値 C22H24N4O4+H+ = 409.45). 融点: 177 - 179.5℃(文献値 198 - 200 ℃ 28)). 

 

3-2-1-4. N,N’-Bis[3-(3-propargyl)methylaminopropyl]naphthalene-1, 4, 5, 8-tetracarboxylic 

acid diimide (2)の合成 

化合物 1 0.20 g (0.49 mmol)を 15 mlの THFに懸濁させ，この溶液にトリエチルアミン (TEA) 

0.14 ml (0.98 mmol)を加え，80 ℃で 30分還流した．その後，Propargyl bromide 0.074 ml (0.98 

mmol)を加えて TLC (展開溶媒: CHCl3 : CH3OH : Me2NH = 10 : 0.2 : 0.5)で反応追跡しながら

80 ℃で 3 時間 30 分還流した．還流後，溶液を室温で放冷し，吸引ろ過を行い，ろ液を減圧留去

した．この固体にクロロホルム 20 ml加えて溶かし，TEA 0.14 ml (0.98 mmol)加えた後，吸引ろ過を

行い，ろ液を減圧留去した．シリカゲルカラムクロマトグラフィー (展開溶媒: CHCl3 : Me2NH = 10 : 

0.2)で処理し，Rf値 = 0.24のところを分取した．展開溶媒を減圧留去し，加熱減圧乾燥を行ったと

ころ，黄色の粉末を得た．この粉末を逆相 HPLC で確認したところ，高純度の精製物を得た．精製

物の確認の際の逆相 HPLC の測定条件に関して，カラムは Inertsil ODN-3 を用い，検出波長は

383 nmで行った．グラジエント条件に関して，0.1 % TFA溶液で 70 %アセトニトリル溶液を 10 %か

ら 100 % まで 30分かけて直線的に流した．得られた精製物をMALDI-TOF-MS，1H-NMR，融点

により同定を行った．収量 0.08 g (0.16 mmol)，収率 33 %．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.92 

(4H, m), 2.16 (2H, t, J = 2.3 Hz), 2.31 (6H, s), 2.68 (4H, t, J = 6.9 Hz), 3.39 (4H, s), 4.27 (4H, t, J = 

7.5 Hz), 8.76 (4H, s) ppm. MALDI-TOF-MS (positive mode, α-CHCA): m/z = 485.7 (理論値 

C28H28N4O4+H+ = 485.55). 融点: 188 - 189 ℃. 
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3-2-1-5. N,N’-Bis-{3-[(Ferrocenylmethyltriazolylmethyl)-6-methyltriazolylmethyl-β-cyclodexri- 

n]methylaminopropyl}naphthalene-1, 4, 5, 8-tetracarboxylic acid diimide (FNC)の合成 

化合物 2 0.0484 g (0.10 mmol)，N3-Fc 0.0243 g (0.10 mmol)，N3-βCD 0.1183 g (0.10 mmol) を

DMF 2.5 mlに溶かし，この溶液に 1 M CuSO4 10 µl (0.010 mmol)と 1 M アスコルビン酸ナトリウム

水溶液 40 µl (0.04 mmol)，Tris-(benzyltriazolylmethyl)amine (TBTA) 0.0053 g (0.010 mmol)を加

えた．調製したサンプルを室温で 50 時間，撹拌させた．その後，DMF を減圧留去し，逆相 HPLC

で Retention Time (R.T.) = 14 min.のところを分取し，凍結乾燥を行ったところ，淡緑色の粉末を得

た．この粉末を逆相HPLCで確認したところ，高純度の精製物を得た．分取と精製物の確認の際の

逆相 HPLCの測定条件に関して，カラムは Inertsil ODN-3を用い，検出波長は 383 nmで行った．

グラジエント条件に関して，0.1 % TFA溶液で 70 %アセトニトリル溶液を 10 %から 100 % まで 30

分かけて直線的に流した．得られた精製物を MALDI-TOF-MS，元素分析により同定を行った．収

量 0.02 g (0.0095 mmol)，収率 10 %．MALDI-TOF-MS (positive mode, α- CHCA): m/z = 1907.70 

(理論値  C81H108FeN10O38+Na+ = 1908.61). 元素分析 : C 44.16, H 5.25, N 5.97 (理論値 

C81H108FeN10O38·10H2O: C 44.51, H 5.71, N 6.11). 

 

3-2-2. FNCの構造解析 

3-2-2-1. FNCの円二色性(CD)スペクトルによる構造解析 

50 µM FNC を含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し (全量

3000 µl)，CD 測定を行った．測定条件は，走査速度 50 nm/min，レスポンス 2 sec，データ間隔 

0.1 nm，感度 100 mdeg，バンド幅 2 mm，積算回数 4回，測定温度は 25 ℃で行った． 

 

3-2-2-2. FNCに 1-Adamanthylcarboxylic acid (Ada-COOH)の添加に伴う吸収スペクトルによる

構造解析 

MilliQ水中に 5 µM FNC，または 5 µM FNC と 5 µM Ada-COOHになるように添加し (全量

3000 µl)，蛍光測定を行った．励起波長はλex = 383 nm，蛍光波長はλem = 412 nm．測定温度は

25 ℃で行った． 

 

3-2-2-3. FNCに Ada-COOHの添加に伴う蛍光スペクトルによる構造解析 

MilliQ水中に 50 µM FNC，または 50 µM FNC と 50 µM Ada-COOHになるように添加し (全量

3000 µl)，蛍光測定を行った．励起波長はλex = 383 nm，蛍光波長はλem = 412 nm．測定温度は

25 ℃で行った． 
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3-2-2-4. FNCに 1-Adamanthylamine (Ada-NH2)の添加に伴う電気化学挙動による構造解析 

内径 3.0 mmのグラッシーカーボン(GC)電極を 0.05 µmアルミナスラリーで 60分間物理研磨し，

その後 15 分間 (5 分×3)超音波洗浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM 

NaClO4を含んだ50 µM FNC溶液 (全量300 µl)に電極を浸し，Cyclic voltammetry (CV)測定を行

った．その後，10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液と

200 µM Ada-NH2を添加したサンプル(全量 300 µl)を調製し，CV測定を行った．CV測定条件は

走査範囲: 0 - 0.6 V，測定温度は 25 ℃で行った． 

 

3-2-3. FNC と二本鎖 DNA との相互作用解析 

3-2-3-1. 吸光度変化における仔牛胸腺 DNA (Ct-DNA)と FNCの平衡到達時間の評価 

10 µM FNC と 100 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA

溶液を調製し (全量3000 µl)，撹拌しながら384 nmの吸光度の時間変化を測定した．測定温度は

25 ℃で行った． 

 

3-2-3-2. Ct-DNAの添加に伴う FNCの吸収スペクトル変化による結合能評価 

7 µM FNCを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し (全量

3000 µl)，UV-Vis測定を行った．その後，4 mM/bp Ct-DNAを添加し，10分撹拌し，1分静置した

後，UV-Vis 測定を行い，吸光度変化が飽和に達するまでこの操作を繰り返した．測定温度は

25 ℃で行った． 

 

3-2-3-3. FNCの添加に伴う Ct-DNAの CD スペクトル測定 

100 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し

(全量 3000 µl)，CD測定を行った．その後，694.5 µM FNCを各濃度 (10, 20, 30, 40, 50, そして 60 

µM)になるように添加し，CD測定を行った．測定条件は，走査速度 50 nm/min，レスポンス 2 sec，

データ間隔 0.1 nm，感度 100 mdeg，バンド幅 2 mm，積算回数 4回，測定温度は 25 ℃で行っ

た． 

 

3-2-3-4. FNCの添加に伴うプラスミド DNAの Topoisomerase I assay 

plasmid DNA として pUC19 (2686 bp) 0.25 µg を含む 0.1 % BSA，1×Reaction buffer (1×

Reaction bufferの組成: 35 mM Tris-HCl (pH 8.0), 72 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 5 mM 

スペルミジン)，5 U Topoisomerase I 溶液を調製し，37 ℃で 5 分間インキュベートした．その後，

FNCを各最終濃度 (5, 10, 15, 20, そして 25 µM)になるように 1 µlずつ加えて調製し，37 ℃で 1 

時間インキュベートした．酵素反応後，10 % SDS 2 µl，20 mg/ml proteinase K 0.5 µl加えて 37 ℃

でさらに 15分間インキュベートし，酵素反応停止を行った．インキュベート後，1×TE を 100 µl ず

つ加え，さらにフェノール : クロロホルム : イソアミルアルコール = 25 : 24 : 1を 100 µl加えて 1

分間撹拌，遠心し，フェノール相を取り除いた．この操作を 3 回繰り返した．その後，クロロホルム : 
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イソアミルアルコール= 24 : 1を 100 µl加えて 1分間撹拌し，遠心した後，有機相を取り除いた．こ

の操作を 3回繰り返した．その後，1 %アガロースゲルにより 1×TAE中で 18 V，3.5時間泳動を行

った．3.5時間後，1×TAE 100 mlに Gelstar 5 µlを加え，30分間染色を行った． 

 

3-2-3-5. Stopped-flow測定による Ct-DNA と FNCの速度論解析 

3-2-3-5-1. 会合速度定数の評価 

5, 7.5, 10, 12.5, そして 15 µM FNCを含む 100 mM NaCl, 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA

溶液 (全量 3000 µl)と 200, 300, 400, 500, そして 600 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，10 

mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA溶液を調製し (全量 3000 µl)，FNC溶液と Ct-DNA溶液を混ぜ

たときの 383 nm の吸光度変化の測定を Stopped-flow 分光光度計を用いて行った．測定温度は

25 ℃で行った． 

 

3-2-3-5-1. 解離速度定数の評価 

6 µM FNCと 240 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl, 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA溶

液と 1 % SDSを含む 100 mM NaCl, 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA溶液を調製し (全量

3000 µl)，FNC と Ct-DNAの複合体溶液と SDS溶液を混ぜたときの 383 nmの吸光度変化の測定

を Stopped-flow分光光度計を用いて行った．測定温度は 25 ℃で行った． 

 

3-2-4. DNA添加に伴う FNCの電気化学測定 

3-2-4-1. グラッシーカーボン (GC)電極を用いた電気化学測定 

内径 3.0 mmの GC電極を 0.05 µmアルミナスラリーで 60分間物理研磨し，その後 15分間(5

分×3)超音波洗浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 

µM FNC溶液 (全量 300 µl)に電極を浸して CV と Differential pulse voltammetry (DPV)測定を行

った．その後，10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液に

5 mM/bp Ct-DNAを所定濃度 (0.05, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 1.0, 1.5, そして 2.0 mM)添加した

サンプル(全量 300 µl)を調製し，CV と DPV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，

DPV測定条件は走査範囲: 0.6から 0 Vに走査，Amplitude: 0.05 V，Pulse Width: 0.05 s，Sample 

Width: 0.005s，Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25℃で行った． 

 

3-2-4-2. マスキング電極を用いた電気化学測定 

直径 1.6 mmで面積 0.020 cm2の金電極の物理研磨を以下の手順で行った （6 µmダイヤモンド

スラリーで30分研磨，MilliQ水で洗浄，1 µmダイヤモンドスラリーで30分研磨，MilliQ水で洗浄，

0.05 µmアルミナスラリーで 30分研磨）．MilliQ水に浸し，5分間超音波照射，MilliQ水を変えて

合計 3 回行った．次に，参考文献 36)の手法に従って，以下の手順で電解研磨を行った （0.5 M 

NaOH溶液に浸し，スキャン速度 2 V/sで-0.35から-1.35 V (vs. Ag/AgCl)の範囲でボルタモグラム

が一定になるまで 1000から 2000回 CV測定を繰り返す．MilliQで水洗後，0.5 M H2SO4溶液に
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浸し，2Vで 5sの酸化を行い，-0.35 V，10sの還元を行った後，スキャン速度 4 V/sで-0.35から 1.5 

V (vs. Ag/AgCl)で 40回 CV測定を繰り返す）．MilliQ水に浸し，1分間超音波照射，MilliQ水を

変えて合計 3回行った．この時の真の表面積は 0.033 cm2であった．MilliQ水で洗浄後，1 mM 6-

メルカプトヘキサノール (6-MCH)水溶液 100 µl に浸して 45 °C で 1 時間インキュベートした後，

MilliQで洗浄することによりマスキング電極を調製した．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 

mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液 (全量 300 µl)にマスキング電極を浸し，CVとDPV測定を

行った．その後，10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液

に 5 mM/bp Ct-DNAを所定濃度 (0.05, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.5, 1.0, 1.5, そして 2.0 mM)添加し

たサンプル (全量 300 µl)を調製し，CVとDPV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，

DPV測定条件は走査範囲: 0.6から 0 Vに走査，Amplitude: 0.05 V, Pulse Width: 0.05 s, Sample 

Width: 0.005s, Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25℃で行った． 

 

3-2-5. FNC存在下での DNAの構造解析 

3-2-5-1. 直鎖状の plasmid DNAの調製 

plasmid DNA として pUC19 (2686 bp) 0.75 µgを含む 1×H buffer (1×H bufferの組成: 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 100 mM NaCl)に 50 U EcoR Iを加えて(全量 20 µl), 

37 ℃で 2 時間インキュベートした．酵素反応後，フェノール : クロロホルム : イソアミルアルコー

ル = 25 : 24 : 1を 20 µl加えて 1分間撹拌，遠心し，フェノール相を取り除いた．この操作を 3回繰

り返した．3 M Sodium Acetate (pH 5.2) を 2 µl加え，100 % エタノールを 20 µl加え，-30 ℃で 2

時間静置した．4 ℃, 15,000 gで 30分間遠心分離させた．上清を捨て，80 % エタノールを 20 µl

加え，軽く撹拌し，4 ℃, 15,000 gで 1.5時間遠心分離させた．上清を捨て，30分間加熱減圧乾燥

し，滅菌水を 100 µl加えて 72.4 ng/µl 直鎖状の pUC19を調製した． 

 

3-2-5-2. Atomic Force Microscopy (AFM)測定による構造解析 

マイカ基板をクリーブ処理し，10 ppm poly-L-lysine (PLL)溶液を基板の上に 25 µl滴下して 5分

静置した．その後，MilliQ水で洗浄した (100 µl×2)．窒素ガスで 30 分乾燥させ，1×TE bufferを

含む各サンプル(1.5 ng/µl pUC19, 1.5 ng/µl pUC19 + 0.30 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 0.75 

ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 1.5 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 3.0 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 

+ 7.5 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 0.30 ng/µl FNC + 0.30 ng/µl 1-Adamantylamine (Ada-NH2), 

1.5 ng/µl pUC19 + 1.5 ng/µl FNC + 1.5 ng/µl Ada-NH2, 1.5 ng/µl pUC19 + 7.5 ng/µl FNC + 7.5 

ng/µl Ada-NH2)を滴下し，MilliQ水 (100 µl×2)ですぐに洗浄し，デシケーターで一晩乾燥させた．

測定前に窒素ガスで 1 時間乾燥させた後に，AFM測定を行った． 

 



 
 

- 57 - 
 

3-2-6. FNC存在の DNAのゲル電気泳動の評価 

1×TE bufferを含む各サンプル (1.5 ng/µl pUC19, 1.5 ng/µl pUC19 + 0.30 ng/µl FNC, 1.5 

ng/µl pUC19 + 1.5 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 7.5 ng/µl FNC, 1.5 ng/µl pUC19 + 0.30 ng/µl 

FNC + 0.30 ng/µl 1-Adamantylamine (Ada-NH2), 1.5 ng/µl pUC19 + 1.5 ng/µl FNC + 1.5 ng/µl 

Ada-NH2, 1.5 ng/µl pUC19 + 7.5 ng/µl FNC + 7.5 ng/µl Ada-NH2)を調製した．その後，0.6 %アガ

ロースゲルにより1×TAE中で100 V，30分電気泳動を行った．30分後，1×TAE 100 mlにGelstar 

5 µlを加え，30分間染色を行った． 

 

3-2-7. DNA存在下での Ada-NH2添加に伴う FNCの電気化学挙動の評価 

0.05 µmアルミナスラリーで GC電極を 60分間物理研磨し，その後 15分間 (5分×3)超音波洗

浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC と 200 

µM Ct-DNA複合体溶液 (全量 300 µl)と 50 µM FNC と 200 µM Ct-DNA複合体溶液に 5 mM 

Ada-NH2を 1 mM になるように添加したサンプル (全量 300 µl)を調製し，CV 測定を行った．CV

測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，測定温度は 25 ℃で行った． 

 

3-2-8. GC電極を用いた 1本鎖 DNA (ssDNA)あるいは 2本鎖 DNA (dsDNA)添加に伴う FNCの

電気化学測定 

0.05 µmアルミナスラリーで GC電極を 60分間物理研磨し，その後 15分間 (5分×3)超音波洗

浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液 (全

量 300 µl)に電極を浸し，CV と DPV測定を行った．その後，10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，

100 mM NaClO4を含んだ 50 µM FNC溶液に 2 mM/bp Ct-DNAあるいは 2 mM/b poly dTを含ん

だサンプル (全量 300 µl)を調製し，CVとDPV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，

DPV測定条件は走査範囲: 0.6から 0 Vに走査, Amplitude: 0.05 V, Pulse Width: 0.05 s, Sample 

Width: 0.005s, Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25℃で行った． 
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3-3. 結果 

3-3-1. FNCの合成と物性評価 

Figure 3-3に Huisgen環化反応前後の FNCの HPLC結果を示している．今回の合成では，非

対称の化合物を合成するために，等量比を化合物 2 : N3-Fc : N3-β-CD = 1 : 1 : 1で混合して反応

させた．Figure 3-3 より，反応後では 3つのピークが観測された．これを HPLC により分取を行い，

MALDI-TOF-MSにより確認した．Figure 3-4に示しているように，ピーク 3は化合物 2の両置換基

末端がβ-CD と反応した化合物，ピーク 5 は化合物 2 の両置換基末端が Fc と反応した化合物 

(FNF)であることが分かった．それに対して，ピーク 4 は化合物 2 に Fc とβ-CD が反応した化合物 

(FNC)であることが分かった．したがって，FNC を合成する際に，one-pot 合成が可能であり，簡便

に合成することができた．合成に成功したので，水溶液中では FNCがどのような構造体であるのか

を確認するために，吸収スペクトル，蛍光スペクトル，CD スペクトル，そして電気化学測定を行うこ

とにした． 

 
Figure 3-3. Husigen環化反応前後の HPLC結果. 

 

 
Figure 3-4. Huisgen環化反応を用いて得られた化合物 3 - 5の構造式. 
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FNC の水溶液中での構造体を評価するために，吸収スペクトルにより検討した．また，β-CD が

Fcに置き換わった FNFをコントロール化合物として比較検討することにした．ここで，FNCはナフタ

レンジイミド誘導体 6 (Figure 3-5)のモル吸光係数を用いて濃度決定を行った．このとき FNCのモ

ル吸光係数はその置換基の影響を受けて，化合物 6 と異なることのないように DMSO中で測定を

行い，同様の同条件下で測定した化合物 6 のモル吸光係数より算出した．また，FNF のモル吸光

係数はクロロホルムで測定し，化合物 6 と比較することにより決定した．Table 1に得られた結果をま

とめた．FNF，そして FNC の有機溶媒中でのモル吸光係数はそれぞれ，2.3×104 M-1cm-1，2.6×

104 M-1cm-1となり，水溶液中ではそれぞれ 1.8×104 M-1cm-1，2.6×104 M-1cm-1となった．これらの

結果を比較すると，FNFは有機溶媒中でのモル吸光係数の方が大きく，FNFは水溶液中ではスタ

ッキング構造を形成しているものと考えられる．Satoらによって，従来の FNDは buffer溶液中よりも

有機溶媒ではモル吸光係数が約 1.2 倍増加していることが報告されている 37)．このモル吸光係数

の差はナフタレンジイミドと Fc のスタッキングによるものであると報告している．したがって，FNF に

関しても，ナフタレンジイミド同士のスタッキングではなく，Fc とのスタッキングが起きているのではな

いかと考えられる．それに対して，FNC は有機溶媒中と水溶液中でのモル吸光係数が同じである

ことから，水溶液中ではスタッキング構造を有していないことが明らかとなった．さらには，化合物 6

に比べて，FNCは同等のモル吸光係数であったが，FNFは約 1.5倍小さくなった．このことから，化

合物 6 のモル吸光係数を用いて決定した濃度は妥当であると判断した．このモル吸光係数を用い

て，FNC と FNFの正確な濃度を調製し，吸収スペクトル，蛍光スペクトル，CDスペクトル，そして電

気化学測定にて評価することにした．Figure 3-6 に FNC あるいは FNFに Ada-COOH を添加した

時の吸収スペクトを示している．今回は，buffer 中で測定すると，塩濃度によって Ada-COOH と

FNCのβ-CD との相互作用効果を阻害する可能性が考えられるので，MilliQ水中で行うことにした．

Figure 3-6 より，Ada-COOHを添加することで，FNFの吸光度が増加した．これは，FNFのスタッキ

ングが Ada-COOH により，解消され，吸光度が増加したのではないかと考えられる．さらに，ナフタ

レンジイミドが dimer形成することで 383 nmの吸収波長がシフトするが，Figure 3-6よりシフトしてい

ないことも確認された．それに対して，FNC はあまり変化が得られなかった．この原因を追及するた

めに，蛍光測定を行うことにした． 

Figure 3-7に蛍光スペクトルを示している．これより蛍光強度は化合物 6 > FNF > FNC > FND と

なっている．化合物 6 の 420 nm の蛍光はナフタレンジイミドに基づく蛍光である．それに対して，

従来の FNDは蛍光が得られないのは，Figure 3-8に示しているようにナフタレンジイミドのπ電子を

励起させると，スタッキングしているフェロセンの電子は移動し，ナフタレンジイミドの蛍光が消光さ

れるものと考えられる．しかしながら，FNF では，蛍光が得られていることから，FNF はナフタレンジ

イミドへの Fcの直接的な電子移動が起こっていないことが示された．したがって，Fcによるスタッキ

ングではなく，トリアゾール基がナフタレンジイミドと相互作用しているものと解釈される．それに対し

て，FNC の蛍光は FNF よりも小さくなった．吸収スペクトルからスタッキング構造は示唆されないの

で，Fc やトリアゾールの影響を受けていないことが解釈される．したがって，Ada-COOH の有無に

関わらず，吸光度の変化は起こらなかったと考えられる．つまり，蛍光が減少したのは，Fc とのスタ
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ッキング構造ではないが，Fc がβ-CD に包接されてナフタレンジイミドへの Fc の電子移動が起こり

やすくなったためではないかと考えられる．そこで，FNC の構造解析のため，CD スペクトル測定を

行った (Figure 3-9)．300 - 400 nmに負のコットン効果が得られた．これはβ-CDによる誘起 CDで

あるものと解釈される．また，400 - 500 nmには，β-CDに包接されたFcの鉄の d-d*遷移の誘起CD

が観測されることが報告されている 38)．このときの誘起 CDは[θ] = 600 deg･cm2/decimolであること

が報告されている．Figure 3-9に示しているように誘起 CDは[θ] = 520 deg･cm2/decimol となり，報

告されたモル楕円率と同等な値を示したため，包接しているものと解釈される． 

 

 
Figure 3-5. ナフタレンジイミド 6の構造式． 

 

Table 1. 各ナフタレンジイミド誘導体の有機溶媒と buffer中でのモル吸光係数の比較. 

 

a: 10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA，100 mM NaCl．b: DMSO，c: CHCl3 
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Figure 3-6. 各サンプルの吸収スペクトル測定結果. FNC (A)，FNF (B). 赤線: 5 µM 化合物, 青

線: 5 µM 化合物と 5 µM Ada-COOH混合溶液. 測定溶液: MilliQ水, 測定温度: 25℃. 

 

 
Figure 3-7. 各サンプルの蛍光スペクトル測定. 黒線: 50 µM FND, 赤線: 50 µM FNC, 青線: 50 

µM FNF, 緑線: 50 µM 化合物 6, 測定溶液: MilliQ水, 測定温度: 25℃, 励起波長λex = 383 

nm. 
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Figure 3-8. 光誘起電子移動によるナフタレンジイミドの蛍光消光メカニズム. 

 

 
Figure 3-9. FNCの CD スペクトルの結果. 測定溶液: 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 

mM NaCl, [FNC] = 50 µM, 測定温度: 25℃. 

 

FNCはβ-CDが Fcを包接し，ナフタレンジイミド近傍に位置している可能性がある．そこで，FNC

の構造を，電気化学測定により評価することにした．Figure 3-10 に Ada-NH2存在下，非存在下に

おける CV測定の結果を示している．Matsue ら 1)によって，Fcがβ-CDに包接すると，Fcの酸化還

元電位が正側にシフトすることが報告されている．これは，分子間での評価ではあるが，分子内で

の包接挙動も同じであるものと考えられる．仮に，FNCの Fcがβ-CDに包接されているとするなら，

アダマンタンを添加すると電位が負側にシフトするものと期待される．実際に Figure 3-10 より，
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Ada-NH2非存在下での酸化電位はEpa = 0.44 Vであった．それに対して，存在下ではEpa = 0.43 V

であり，非存在下に比べて 10 mV負側にシフトしていることが分かった．さらには，Matsue らによっ

て，Fc がβ-CD に包接すると，酸化還元電流値が減少することも報告している．Figure 3-10 から，

Ada-NH2 を添加することで，電流値がわずかながら増加していることも確認された．さらに，Figure 

3-11 に示しているように，比較として FNF も同様に CV 測定を行った (FNF の電気化学測定に関

する詳細は第 4章で述べることにする)．FNFはβ-CD を有していないので，酸化還元電位は FNC

に比べて負側であると考えられる．実際に，FNCに比べて，負側に位置している． 

次に，走査速度依存性を評価することにした．走査速度を変化させたときの Ipa と走査速度 (Eq. 

1)，あるいは走査速度の 1/2乗 (Eq. 2)との関係は次式で表すことができる．酸化還元種が電極に

吸着しているとき，Eq. 1 の関係式が成り立ち，走査速度に対して Ipaが比例関係になる．それに対

して，酸化還元種がバルク中を拡散し，拡散律速で電流応答が得られるとき，Eq. 2 の関係式が成

り立ち，走査速度の 1/2乗に対して Ipaが比例関係になる． 

Ipa = n2F2ACv/4RT           (1) 

Ipa = 2.69×105n3/2AD1/2Cv1/2   (2) 

n: 電子数，F: ファラデー定数，A: 電極面積，C: 色素濃度，D: 拡散係数，v: 走査速度 

これらの関係式を対数にすることで，Eq. 1 と Eq. 2の傾きがそれぞれ 1 と 0.5になる．これを受け

て，Figure 3-12 に走査速度の対数に対する走査速度を変化させたときに得られる FNC あるいは

FNC に Ada-NH2を添加した複合体の酸化ピーク電流値 (Ipa)の対数を示している．これよりどちら

のサンプルも傾きは 0.65 であった．これにより，FNC も FNC に Ada-NH2を添加した複合体もバル

ク中を拡散し，拡散律速であることが示された．したがって，全ての結果を総括すると，Figure 3-13

に示しているように，FNDはナフタレンジイミドと Fcがスタッキング構造，FNFはナフタレンジイミドと

トリアゾール環，FNCは Fcがβ-CDに分子内包接した構造であることが示された． 
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Figure 3-10. 200 µM Ada-NH2存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 50 µM FNCのGC電極

(I. D. = 3.0 mm)を用いた CV 測定結果 . 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 

 

 

Figure 3-11. GC電極 (I. D. = 3.0 mm)を用いた 50 µM FNC (実線)及び 50 µM FNF (破線)の

CV測定結果. 測定溶液: 100 mM NaClO4を含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 走査速

度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 
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Figure 3-12. 走査速度の対数に対する 200 µM Ada-NH2存在下 (●)及び非存在下 (○)での 50 

µM FNCの酸化ピーク電流値の対数のプロット. 

 

 

Figure 3-13. 水溶液中での FND (A), FNF (B), FNC (C)の予想される構造体． 
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3-3-2. FNC と二本鎖 DNA との相互作用解析 

Figure 3-14に Ct-DNA添加に伴う FNCの吸収スペクトル変化を示している．2本鎖 DNAにイ

ンターカレーターが作用すると極大吸収波長のピークは淡色効果とレッドシフトが観測されることが

知られている 39-42)．FNCの吸収スペクトル変化より，Ct-DNA添加に伴い 384 nmのピークは淡色

効果と小さなレッドシフトしていることから，Ct-DNAとの結合様式はインターカレート結合であると示

唆される．また，Figure 3-14 より，等吸収点を通っていることから結合様式が単一であることが考え

られる．Figure 3-15に Ct-DNAを添加したときの FNCの 384 nmの吸光度の時間変化を示す．こ

れより，FNCの平衡に達する時間は約 10分であることが明らかとなった．したがって，FNCは 2本

鎖DNAに対して，非常に遅い結合であることが示された．これは，FNCのCDスペクトルにより，溶

液中での FNCの構造は複雑であるので，DNA と結合するためには，FNCは結合しやすい構造に

変化して DNA と結合する必要があるので，結合時間が遅いのではないかと考えられる．これより，

Ct-DNA 添加に伴う FNC の吸収スペクトル変化による結合能の評価では 10 分間撹拌して測定し

た．Figure 3-16 にとナフタレンジイミド (NDI)の 384 nm における吸光度変化をを示している．

Figure 3-16を基に，Figure 3-17に示しているように Scatchard plotを行い，下記に示すMcGhee & 

von Hippelの式から結合定数と座位数を算出した 43)． 

ν/c = K(1-nν)×{(1-nν)/(1-(n-1)ν)}n-1 
νは塩基対当りに結合したインターカレーターの数，c は結合していないインターカレーターの濃

度，nは座位数 (インターカレートすることにより覆われる塩基対の数)，そして Kは結合定数． 

算出した結果，K = 8.9×104 M-1, n = 2となった．従来の FNDとβ-CDを用いたDNAとの結合能

と比較すると，3種類の複合体での FNDの結合能は 3.0×105 M-1であるので 28)，約 3.4倍小さく

なっていることが明らかとなった．恐らく，同一分子内に Fc とβ-CD を導入しているので，立体的な

嵩高さにより，縫い込みながらインターカレートしにくいために，結合能が小さくなったものと考えら

れる． 
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Figure 3-14. Ct-DNA添加に伴う FNCの吸収スペクトル変化. 測定溶液: 7 µM FNCを含む 10 

mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl溶液, 測定温度: 25 ℃.  

 

 

Figure 3-15. 100 µM/bp Ct-DNAを添加したときの時間に対する 10 µM FNCの 384 nmの吸光

度変化. 測定溶液: 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl溶液, 測定温度: 

25 ℃.  
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Figure 3-16. Ct-DNA添加に伴う FNC溶液中の 384 nmの吸光度変化. 

 

 

Figure 3-17. FNC と Ct-DNA との相互作用における Figure 3-16の 384 nmの吸光度変化を利用

した Scatchard解析の結果. 
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さらに，Ct-DNA添加に伴う CDスペクトル変化を評価した．Figure 3-18より，FNCの添加に伴い

NDIに由来する 383 nm付近に負の誘起 CDが観測された．これより，FNCが DNAにインターカ

レートしていることが CD スペクトルからも解釈される．また，Figure 3-18(B)より 500 nm付近に正の

誘起 CDが確認できた．β-CDに Fcが包接することで，β-CDの軸方向に対して，遷移双曲子が平

行(縦包接)であることで正の誘起 CD が観測されることが報告されている 38)．したがって，FNC は

DNA との相互作用することで，FNCの Fcがβ-CDに包接され，Fcの d-d*遷移の誘起 CDが観測

されたものと考えられる．しかしながら，Ct-DNAに関しても，DNAの骨格である糖の部分が不斉炭

素を有しているのでDNAに関しても不斉環境場であり，Ct-DNAによって誘起されている可能性も

ある． 

吸収スペクトル変化と CD スペクトル変化によって，FNCは Ct-DNAにインターカレート結合して

いる可能性が示され，続いて Topoisomerase Iにより FNCがインターカレート結合の証明をすること

にした． 

 

Figure 3-18. FNC添加 (0 - 60 µM)に伴う 100 µM/bp Ct-DNAの CD スペクトル (A)と 300 - 600 

nmの CDスペクトル (B). 測定溶液: 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA溶液, 100 mM NaCl, 

測定温度: 25 ℃. 

 

Figure 3-19に FNCの添加に伴う pUC19のTopoisomerase I assayの結果を示す．この結果より，

pUC19 と Topoisomerase I によって open circle 状態から，FNC を添加するのに伴い，pUC19 は

supercoil状態へのバンドのシフトが観測された．これらの結果は，FNCはインターカレーターによる

典型的な結果と同様となり，FNC は巨大分子であるβ-CD を有しているにも関わらず，DNA にイン

ターカレート結合することが示された． 
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Figure 3-19. FNCの添加に伴う pUC 19の Topoisomerase I assayの結果．lane 1 と 2 はそれぞ

れ 1 kb Ladder と pUC19のみ. lane 3から 8 は pUC19 と Topoisomerase I を含むサンプルに 

FNC の最終濃度を左から 0, 5, 10, 15, 20, そして 25 µMに変化させたときの結果. 

 

このように，FNC はインターカレート結合であることが明らかとなったので，実際に FNC の DNA

に対する結合速度論を Stopped-Flow法により評価することにした．Figure 3-20に 5 µM FNCと 200 

µM Ct-DNA との会合過程における 383 nmの吸光度の時間変化と 5 µM FNC と 200 µM Ct-DNA

の複合体と 1 % SDS との解離過程における 383 nmの吸光度の時間変化を示す．吸光度変化を

下記に示す式で fitting し，得られたパラメーター (A1，A2，A3，R1，R2，R3)を用いて，下記に示す

式に代入し，会合速度定数 kappを算出した
39)． 

Abs = -A1exp(-R1×t)-A2(-R2×t)-A3(-R3×t) 

kapp = (A1×R1+A2×R2+A3×R3)/(A1+A2+A3) 

Absは吸光度，tは会合時間，A1，A2，A3，R1，R2，R3は係数である． 

Figure 3-21に示しているように，DNAの濃度に対して，得られた kappを plot し，直線の傾きから会

合速度定数を算出しところ，FNCの会合速度定数は ka = 1.5×104 M-1s-1となった． 

解離速度の評価も同様に，得られた吸光度変化を会合過程と同じ式で fittingし，得られたパラメ

ーター (A1，A2，A3，R1，R2，R3)を用いて，kd = (A1×R1+A2×R2+A3×R3)/(A1+A2+A3)に代入し，

解離速度定数 kdを算出した
40)．算出した結果，kd = 0.044 s-1となった．会合・解離速度定数から結

合定数を算出したところ，FNCは K = ka/kd = 1.5×104/0.044 = 3.4×105 M-1となった．この結果は

Scatchard解析で得られた結合定数と比べ，大きくずれている．β-CDは巨大分子であり，FNCはい

ったん会合してしまうと，解離しにくくなるものと思われる．さらには，β-CD は親水性であるために，

SDS とのミセル形成が行われてなく，解離速度定数が大幅に減少し，さらには Scatchard 解析から

得られた結合定数と比較すると誤差が生じたものと考えられる．そこで，DNA の濃度と kappの関係

は，kapp = ka×[Ct-DNA] + kdの関係が成り立つので，これより，kd = 0.40 s-1となった．これから結合

定数を算出したところ，K = ka/kd = 1.5×104/0.40 = 3.7×104 M-1であり，Scatchard解析で得られた

結合定数に近い値となり，ka = 1.5×104 M-1s-1，kd = 0.40 s-1が FNCの会合・解離速度定数である．

β-CD と従来の FNDを利用した系では，会合速度定数は ka = 1.1×105 M-1s-1，解離速度定数 kd = 
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0.6 s-1であり 28)，これと比較すると，FNCは会合速度では約 7.3倍遅く，解離速度では同等の値を

示していることから，同一分子内にFcとβ-CDを導入した場合，インターカレート結合は起こりにくい

が，DNA からの解離は 3種類利用した系と同様に解離が困難であることが明らかとなった．したが

って，平衡状態で FNCを用いることで，3種類利用した系に匹敵する電気化学的遺伝子検出を達

成することができるものと考えられる． 

 
Figure 3-20. Ct-DNAに対する FNCの会合過程の Time Trace (A), 解離過程の Time Trace (B)

の結果. 測定溶液: (A) 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [FNC] = 5 µM溶

液と 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [Ct-DNA] = 200 µM/bp溶液, (B) 10 

mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [FNC] = 6 µMと[Ct-DNA] = 240 µM/bpの複

合体溶液と 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS 溶液, 測定温度: 

25 ℃. 

 
Figure 3-21. Ct-DNAの濃度とパラメーターを用いて算出した kappの関係. 
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3-3-3. FNCを用いた Ct-DNAの電気化学的検出 

Ct-DNAとFNCの複合体のCDスペクトルから (Figure 3-18)，FNCがCt-DNAに結合した上で，

Fcがβ-CDに包接していることが明らかとなった．そこで，このときの電気化学挙動を評価することに

した．Figure 3-22に Ct-DNA添加における FNCの CV測定の結果を示す．Figure 3-22より，DNA

を添加するのに伴い，還元側で新たなピークが得られた．この新たなピークが得られたことより，

FNC は DNA にインターカレート結合することで，還元されやすい構造と還元されにくい構造が存

在しているものと考えられる．Ct-DNAとFNCの複合体のCDスペクトルを考慮に入れると，Ct-DNA

と FNC混合溶液における 0.38 V付近の還元ピークは Fcがβ-CDに包接した構造の還元ピークで

あり，0.28 V 付近の還元ピークは Fc がβ-CD に包接されていない構造の還元ピークではないかと

考えられる． 

 

 

Figure 3-22. 2 mM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での50 µM FNCのGC電極 (I. 

D. = 3.0 mm)を用いた CV 測定結果 . 測定溶液 : 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液, 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 
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本研究の目的は，FNCを用いた均一溶液中でのDNAの検出であるので，FNC とDNA複合体

では拡散電流が得られるものと考えられる．そこで，拡散電流が得られているか確認することにした．

Figure 3-23(A)に走査速度を変化させたときの FNC と Ct-DNA複合体の CV測定の結果と Figure 

3-23(B)走査速度の対数に対する各サンプルの走査速度変化させた時に得られた Ipaの対数を示

している．3-3-1の Figure 3-12 と同様な評価で行ったところ，Figure 3-23(B)より FNCのみでは傾き

は 0.65であったのに対し，FNC と Ct-DNA複合体では，1.1であった．これにより，FNCのみはバ

ルク中を拡散しているが，Ct-DNAが存在することで電子移動律速となり，電極へ吸着していること

が解釈される． 

 

 
Figure 3-23. (A) 走査速度変化に伴う FNC と Ct-DNA混合溶液の CV測定結果. 測定溶液: 50 

µM FNC と 2 mM/bp Ct-DNAを含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 100 mM NaClO4溶

液, 走査速度: 50 - 300 mV/s, 測定温度: 25 ℃である. (B) 走査速度の対数に対する 2 mM 

Ct-DNA存在下 (●)及び非存在下 (○)での 50 µM FNCの酸化ピーク電流値の対数のプロット. 



 
 

- 74 - 
 

そこで，GC電極で得られた電流応答が吸着によるものか確かめるために，化合物の吸着を抑え

ることができるマスキング電極での評価を行うことにした．Figure 3-24に Ct-DNA添加に伴う CV測

定の結果，Figure 3-25に Ct-DNA存在下，非存在下での FNCの走査速度依存性を示している．

GC 電極と同様に評価すると，走査速度依存性において，Ct-DNA 存在下，非存在下どちらとも，

走査速度の 1/2乗に対する電流値で比例関係であった．さらには，ピークセパレーション(∆Ep)にお

いても，非存在下では∆Ep = 78 mVであり，存在下では∆Ep = 82 mVであり，拡散系での∆Ep (= 

59 mV)よりも若干高いが，吸着系の挙動ではなく拡散系の挙動であることが明らかとなった．した

がって，6-MCHのマスキングにより吸着が抑えられていることが確認され，さらにGC電極での挙動

と比較すると，Ct-DNA添加に伴い，還元ピーク電流値が大幅に減少していることが明らかとなった．

また，GC 電極で起きていた新たな還元ピークも得られなかった．このことから，マスキング電極によ

りFNCの電極への吸着が起こらず，FNCとCt-DNAとの複合体の拡散を認識しているものと考えら

れる．次に，Ct-DNA 添加における DPV 測定の結果 (Figure 3-26)を基に，金電極の真の表面積

で規格化した還元ピーク電流値を Ct-DNAの濃度に対してプロットした (Figure 3-27)．この結果よ

り，Ct-DNA が 25 µM の時に最大になっていることが明らかとなった．しかしながら，50 µM から 1 

mM で減少し，それ以降一定になった．これは，複合体になったことで拡散係数が減少し，電流値

が減少したものと考えられる．したがって，GC電極では固相表面で FNC と DNAの複合体は吸着

した電気化学挙動であり，さらには複合体の吸着を利用することで，均一溶液での検出で必要に

なる拡散係数を考慮しないでよい，新たな遺伝子検出法の確立が可能になることが明らかとなっ

た． 

 

Figure 3-24. 2 mM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 50 µM FNCの 6-MHCで

マスキングした金電極を用いた CV 測定結果. 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液, 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 



 
 

- 75 - 
 

 
Figure 3-25. (A) 走査速度に対する走査速度の対数に対する 2 mM Ct-DNA存在下 (●)及び

非存在下 (○)での 50 µM FNC酸化ピーク電流値のプロット, (B) 走査速度の 1/2乗に対する走

査速度の対数に対する 2 mM Ct-DNA存在下 (●)及び非存在下 (○)での 50 µM FNC酸化ピ

ーク電流値のプロット. 

 

 

Figure 3-26. 2 mM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 50 µM FNCの 6-MHCで

マスキングした金電極を用いた DPV 測定結果. 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液, 測定温度: 25 ℃. 
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Figure 3-27. 各濃度の Ct-DNA添加における各還元電位の電流値のプロット. 

 

そこで，この挙動を利用して，DPV 測定を行い，Ct-DNA 検出の定量的な評価が行えるかを評

価することにした．Figure 3-28(A)に DPV測定の結果を示しているが，DPV測定でも新たな還元ピ

ークが得られた．そこで，Ct-DNA添加における DPV測定の結果を評価することにした．初めに各

濃度の Ct-DNA添加における DPV測定で得られた結果を curve deconvolution (ピーク分離)操作

を行った (Figure 3-28(B))．ピーク分離操作を行っていない時の各還元ピーク電流値を Ct-DNA

の濃度に対してプロットした (Figure 3-29)．Figure 3-29(A)より，0.44 V付近の還元ピーク電流値で

は，Ct-DNAが50 µMの時に最大になっていることが明らかとなった．しかしながら，50から500 µM

で減少し，1 mMの時で増加し，それ以降一定になった．それに対して，Figure 3-29(B)より，0.33 V

付近の還元ピークは電流値として得られるのは 300 µM であるが，ボルタモグラムではかすかに

200 µMから観測することができた．また，還元電流値は 1 mM まで増加し，それ以降一定となり，

Ct-DNA の検出限界は 300 µM となった．そこで，ピーク分離操作を行って得られた各還元ピーク

電流値をCt-DNAの濃度に対してプロットした (Figure 3-30)．Figure 3-30(A)より，0.42 V付近の還

元ピーク電流値では，Ct-DNA がの濃度が高くなるにつれて，還元電流値は減少していることが観

測された．それに対して，Figure 3-30(B)より，0.32 V付近の還元ピークは 1 mM まで増加し，それ

以降一定になった．さらに，Ct-DNAの検出限界は 50 µM となった．このように，ピーク分離操作を

行うことで，DNAを定量的に検出することが可能になった． 

また，DNA の濃度が増加することで，還元されにくい構造が還元されやすい構造へと変化して

いることが示された．そこで，DNAを添加するに伴い，異なった還元電位を持つ電流値が得られた

原因を解析するために，FNCの濃度の変化に伴う DNAの AFM測定を行うことにした． 
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Figure 3-28. (A) 2 mM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 50 µM FNCの GC電

極 (I. D. = 3.0 mm)を用いた DPV 測定結果. 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液，測定温度: 25 ℃. (B) 50 µM FNC と 2 mM Ct-DNA混合溶

液の DPV測定で得られたボルタモグラムをピーク分離した結果. 

 

 

Figure 3-29. DPV測定結果の Ct-DNA添加に伴う各電位の還元電流値のプロット. Epc = 0.42 V 

(A), Epc = 0.32 V (B). 
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Figure 3-30. DPV測定結果をピーク分離した際の Ct-DNA添加に伴う各電位の還元電流値のプ

ロット. Epc = 0.42 V (A), Epc = 0.32 V (B). 

 

Figure 3-31に環状 DNAである pUC19 (2686 bp = 913 nm)を制限酵素で切断したサンプルと

FNCの複合体とその複合体にAda-NH2を添加した時のAFM測定結果を示している．Figure 3-31

の(A)と(B)のサンプルを比較すると pUC19に FNCを添加することで，凝集していることが観測され

た．したがって，また，(B)から(F)までの結果より，FNC 濃度の割合が高くなるにつれて，pUC19 が

凝集されている様子がうかがえる．これより，pUC19にインターカレート結合する FNCが増加し，結

合した FNCの Fc がβ-CDに包接する確率が高くなり，Fc がβ-CDに包接されて架橋して凝集した

のではないかと考えられる．そこで，複合体になることで Fcがβ-CDに包接されて架橋して凝集して

いる可能性が考えられるので，Ada-NH2を添加することで凝集体が解消されるのではないかと考え，

この複合体に Ada-NH2 を添加することにした．(C)，(E)，そして(F)，あるいは(G)，(H)，そして(I)を

比較すると，pUC19 のみの結果(A)程ではないが，Ada-NH2 を添加する前 ((C)，(E)，(F))よりも添

加した後 ((G)，(H)，(I))の方が凝集の解消が観測されていることが明らかとなった．したがって，複

合体になることで Fcがβ-CDに包接されて架橋して凝集していることが分かった．したがって，AFM

測定の結果から，「pUC19 は少量の FNC が pUC19 にインターカレート結合すると凝集しやすくな

る．さらに FNCの濃度を増やすとともに，インターカレート結合した FNCの Fcがβ-CDに包接され

て架橋する確率が高くなり，凝集体が形成される．」ということが明らかになった． 

AFM測定で凝集体を観測することができたので，pUC19と FNC，さらにはAda-NH2の濃度比を

同じにしてゲル電気泳動を行うことにした．Figure 3-31 のように構造変化が起こるのなら，バンドの

シフトが確認されるものと予想される．Figure 3-32に0.6 %アガロースゲル電気泳動の結果を示して

いる．pUC19は制限酵素で切断しているので直鎖の DNA となっており，早く泳動することができる

が，凝集することで，ゲルの網目構造を通りに抜けることが困難になり，泳動が遅くなったものと考
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えられる．実際に pUC19のみと FNC との複合体の結果を比較すると，FNCの濃度が高くなるにつ

れて，pUC19のバンドがシフトしていることが明らかとなった．つまり，FNCによってpUC19が凝集し

ているものと考えられる．さらに Ada-NH2 を添加することで，Figure 3-31(G) - (H)のように直鎖の

DNAになるので，pUC19のみのバンド位置になるものと考えた．実際に FNC との複合体の結果よ

りも若干泳動が早くなったが，期待していた程ではなかった．これは，pUC19 と FNC の複合体に

Ada-NH2を添加するので，複合体の電荷量が減少し，泳動が遅くなったのではないかと考えられる．

しかし，若干ながら早くなっていることから，凝集が解消された構造になっているものと推測される．

ゲル電気泳動から AFM測定で観測された構造変化が pUC19 と FNC が結合し，構造変化をして

いることが明らかとなった． 

したがって，電気化学測定と AFM測定の結果を考慮すると，GC電極に吸着していた構造体に

関して，DNA 量が少ない場合では，DNA に対して FNC がインターカレートした量が多く，Fc が

β-CDに包接して凝集し，それが電極に吸着した DNAを検出していたものと考えられる．それに対

して，DNA量が増えていくことで，DNA 1分子に対して結合する FNCの量が減少し，凝集が完全

ではなく一部解消され，「Fcがβ-CDに包接した構造」と「Fcがβ-CDに包接されていない構造」の 2

種類の構造が吸着して得られたのではないかと考えられる． 
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Figure 3-31. マイカ基板上での直鎖状 pUC19, FNC, そして Ada-NH2の濃度比を変化させたサンプルの AFM 測定結果. pUC19 (ng/µl) : FNC 

(ng/µl) : Ada-NH2 (ng/µl) = 1.5 : 0 : 0 (A), 1.5 : 0.3 : 0 (B), 1.5 : 0.75 : 0 (C), 1.5 : 1.5 : 0 (D), 1.5 : 3.0 : 0 (E), 1.5 : 7.5 : 0 (F), 1.5 : 0.3 : 0.3 (G), 1.5 : 

1.5 : 1.5 (H), 1.5 : 7.5 : 7.5 (I). 
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Figure 3-32. pUC19, FNC, そして Ada-NH2の濃度比を変化させたサンプルの 0.6 %アガロース

ゲル電気泳動結果. 泳動条件: 100 Vで 30分, 泳動 buffer: 1×TAE. 

 

そこで，Ct-DNA 添加に伴う電気化学挙動が，構造変化にともなった電気化学挙動であるかを

評価することにした．ピーク分離操作で得られた新たな還元ピークはCt-DNAが 50 µM以降である

が，この条件では新たな還元ピークは本来のピークと重なり，判別が不可能である．判別可能な条

件を選定する必要がある．ピーク分離操作を行わないDPV測定結果で新たな還元ピークが得られ

たのは Ct-DNAが 200 µM以降であることを述べた．そこで，Ct-DNAが 200 µMの時に Ada-NH2

を添加することで，包接している Fc はβ-CD から放出し，酸化還元電位が負側にシフトするのでは

ないかと考えた．Figure 3-33 に各サンプルの CV 測定の結果を示している．この結果より，FNC と

Ct-DNAの複合体の酸化ピーク電位はEpa = 0.45 Vであり，Ada-NH2を添加することでEpa = 0.44 V

となり，10 mV負側にシフトしていることが明らかとなった．また，ピーク電流値も Ada-NH2を添加す

ることで増加していることが明らかとなった．Figure 3-34 に走査速度の対数に対する各サンプルの

走査速度変化させた時に得られた Ipaの対数を示している．3-3-1の Figure 3-12 と同様な評価で行

ったところ，Figure 3-34 で Ada-NH2を添加していない状態での傾きが 0.72 であり，拡散律速に近

似でき，拡散が支配していることが示唆される．したがって，Ct-DNAが 200 µM まで新たな還元ピ

ーク電流値が得られなかったのは，吸着が支配していないためであると考えられる．それに対して，

Ada-NH2を添加している状態でも傾きが0.72となり，拡散律速であり，拡散支配が寄与していること

が示唆される．それにも関らず，酸化還元電位の負側へのシフトと電流値の増加より，FNC と

Ct-DNA複合体は Fcがβ-CDに包接しているものと考えられ，CDスペクトルの結果は妥当である．

したがって，3-3-2を総括すると，Figure 3-35に示しているようにDNA量が増加することで架橋して

いる Fc とβ-CDが解消されて，「Fcがβ-CDに包接した構造」と「Fcがβ-CDに包接されていない構

造」の 2種類の構造を有して，電極上に吸着しているのではないかと考えられる．さらには，FNCに

DNA を添加するとともに，「Fc がβ-CD に包接されていない構造」の量が増え，それが電気化学挙

動として現れたものと考えられる．したがって，FNC によって誘起された DNA の構造変化によって

識別していることが明らかとなった． 
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Figure 3-33. 1 mM Ada-NH2存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 50 µM FNC と 200 µM 

Ct-DNA 混合溶液の GC 電極(I. D. = 3.0 mm)を用いた CV 測定結果. 測定溶液: 100 mM 

NaClO4 を含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液，走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 

25 ℃. 

 

 

Figure 3-34. 走査速度の対数に対する 1 mM Ada-NH2存在下 (●)及び非存在下 (○)での 50 

µM FNC と 200 µM Ct-DNA混合溶液の酸化ピーク電流値の対数のプロット． 
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Figure 3-35. FNC と Ct-DNAの複合体の予想される電極上での 2種類の吸着体．DNAに比べ

FNCの濃度が低い時分子間包接体の形成が期待される． 

 

 



 
 

- 84 - 
 

3-3-4. GC電極を用いた ssDNAあるいは dsDNA添加に伴う FNCの電気化学測定 

これまでに FNC を用いて DNAの構造変化を誘起させ，電極への吸着により検出が可能である

ことが明らかとなり，FNC を用いた電気化学的遺伝子検出の確立が期待される．そこで基礎検討と

して，dsDNA として Ct-DNA，ssDNA として poly dTを用いて電気化学測定を行った．Figure 3-36

に FNC と poly dT 複合体の走査速度の対数に対する酸化ピーク電流値の対数のプロットを，

Figure 3-37に各サンプルの DPV測定結果を示している．Figure 3-36より，傾きが 0.5であることが

分かった．前述の Figure 3-23(B)より FNCのみでは傾きは 0.5，FNC と Ct-DNA複合体では 1であ

ることを説明した．したがって，FNC のみ，あるいは poly dT 存在下では拡散の挙動を示し，

Ct-DNA存在下では吸着の挙動であることが示された．これは，ssDNAでは FNC との結合能が非

常に低いため，FNC のみの場合と同じように拡散電流を検出し，電流値の増加は確認できなかっ

た．それに対して，dsDNAの場合では，FNCによって誘起されたDNAの凝集体が吸着し，電流値

の増加が確認できた．Figure 3-38に示したように 2種類の電流値で ssDNA と dsDNAの検出が可

能となった．したがって，本系では GC電極を用いて ssDNA と dsDNAの検出にも適用でき，様々

な遺伝子を検出することが可能になるものと考えられる． 

 

 

Figure 3-36. 走査速度の対数に対する 2 mM poly dT存在下での 50 µM FNCの酸化ピーク電

流値の対数のプロット． 
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Figure 3-37. 2 mM Ct-DNA存在下 (実線)，2 mM poly dT存在下 (破線)，そして非存在下 (点

線)での 50 µM FNCの GC電極 (I. D. = 3.0 mm)を用いた DPV測定結果．測定溶液: 100 mM 

NaClO4を含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液，測定温度: 25 ℃． 

 

 

Figure 3-38. FNCを用いた ssDNA と dsDNAの電気化学的検出の概念図． 
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3-4. 考察 

巨大分子であるβ-CD は，医薬分野，ナノマテリアル分野，バイオ分野など様々な分野で用いら

れている．これは，β-CD がゲストを包接するといった特徴を有したものであり，様々な分野への多

様性が可能な物質であり，重要な役割を果たしている．そこで，著者はこのことに着目し，β-CD を

導入した新規フェロセン化ナフタレンジイミドを用いた簡便な遺伝子検出法の確立を目的とした． 

本章では，FNCを用いて電気化学的遺伝子検出を試みた．過去に，Liuら 14)によって，β-CDを

含むルテニウム錯体が plasmid DNAにインターカレートして凝集することを報告している．このこと

を考慮に入れると，AFM 画像から FNC が DNA にインターカレートすることで凝集が観測され，さ

らには Ada-NH2 を加えることで凝集が解消している様子を観測することに成功した．これを基に

DNA を存在下と非存在下における電気化学測定を行ったところ，新たな電流値が得られた．電気

化学の結果と AFM 測定の結果を合わせると，吸着した構造の違いを認識したものであることが明

らかとなった．さらには，新たな電流値で評価することで，「電流値増加」型で定量的な評価が可能

になるものと考えられる．近年，β-CDを用いた遺伝子検出が行われてきた．Fujimoto ら 24)によって，

オリゴヌクレオチドの両末端にβ-CD とピレンを修飾し，ゲスト分子を添加して 2本鎖を形成すること

により，excimer発光をすることや Kuzuyaら 25)によって，それぞれのオリゴヌクレオチドにβ-CD と蛍

光色素を導入し，2本鎖を形成することによってβ-CDに蛍光色素が包接されて蛍光を発することを

報告している．さらには，Ihara ら 26)によって，β-CD を導入したオリゴヌクレオチドとグアニンと水素

結合する置換基を導入した場感受性蛍光色素であるダンシルを用いて single nucleotide 

polymorphism (SNP)を蛍光検出により成功した．このように，β-CDを用いた蛍光による均一溶液で

の検出が行われている．β-CD が包接するのは蛍光色素だけではなく，電気活性種であるフェロセ

ンも包接することができる．Sato らによって，β-CDにフェロセンを導入したフェロセン化β-CD とアダ

マンタンを有するナフタレンジイミドを用いて，高感度の電気化学的遺伝子検出を達成し 27)，さらに

は FND とβ-CD を用いて，高精度な電気化学的遺伝子検出を達成している 28)．これらの検出は

DNA 固定化電極を用いたハイブリダイゼーション法による検出である．したがって，著者が行った

本系では，電極を浸して生じるFNCとDNAの複合体の吸着を，DNAの構造変化に伴って電気化

学的遺伝子検出を達成することができたのは初めての例である．さらには，このように DNA固定化

電極ではなく，電気化学的に検出を達成できたのは非常に有用で意義がある． 

しかしながら，迅速に検出でき，DNA を添加するに伴い定量的な検出は可能であるが，非常に

濃い濃度のサンプルで行わなければならず，検出限界がµM オーダーと非常に高く，感度が低い

ことが問題である．しかし，著者は電極の面積が非常に小さい微小電極を用いて FNC の濃度を低

くすることにより，検出限界が低くなり，高感度な検出が可能になるものと考えている． 
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3-5. 結言 

本章では，FNC を合成し，これを用いて電気化学的 DNA 検出を試みてきた．初めに，FNC の

合成では，巨大分子であるβ-CDの反応効率が低いので，これを解決する方法としてHuisgen環化

反応を利用した．この方法により，非常に簡便で迅速に反応が進行し，高純度の FNC を合成する

ことに成功した．開発した FNC を分光光度計による測定と電気化学的測定により評価したところ，

FNC は水溶液中では Fc がβ-CD に包接していることが明らかとなった．次に，開発した FNC を用

いて，DNA との相互作用解析を行った．吸収スペクトル，CD スペクトル，Topoisomerase I assay，

Stopped-flow 測定より，DNA との結合能は低く，さらには速度論的にも非常に遅いことが明らかと

なった．しかしながら，CD スペクトルより，DNAに結合することで FNCの Fcがβ-CDに包接してい

るといった新たな知見が得られた．このように，DNA の存在下と非存在下で，FNC の構造は変化

することが明らかとなった． 

そこで，DNA存在下と非存在下で，電気化学測定を行った．DNA存在下でのFNCの電気化学

測定では，新たな還元電流値の出現が観測された．この現象を，AFM 測定によって評価したとこ

ろ，DNA 存在下では凝集が観測され，Ada-NH2を加えることで凝集が緩和されている様子が観測

された．したがって，AFM 測定による解析から，電気化学的に得られた新たな還元電流値は，

FNCによって誘起された DNAの高次構造の変化に伴い，2種類の構造が電極へ吸着して生じた

結果であることが明らかとなり，新たな還元電流値によって DNA の定量的な評価も可能になること

が示された．さらには，1本鎖 DNA と 2本鎖 DNAの識別も FNCを用いて電気化学的に達成する

ことができた．このように，FNCによってDNAの高次構造の変化を誘起させ，電気化学的に有意な

差が得られることが明らかとなり，FNC は固定化電極を用いた検出系に変わりうる手法を確立する

ことができる有用な試薬であることが示された． 
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第 4章 

 

フェロセンをトリアゾールで連結させた 

ナフタレンジイミド (FNF)を用いた電気化学的 DNA検出 

 

 

4-1. 緒言 

DNAチップやDNAマイクロアレイは，ハイブリダイゼーション法によって遺伝子の検出が行われ

ているが 1-9)，電気化学的遺伝子検出においても同様である．これまでは，サンプル DNA に電気

活性種を導入する手間のかかる手法が行われてきた．このような問題を解決したのが，Figure 4-1

に示しているようにDNAを電極に固定化し，ターゲットDNAをハイブリダイゼーションさせ，電気活

性 DNA リガンドを作用させて電気化学測定を行う方法である 10-12)．この手法が確立されたことで，

様々な遺伝子の電気化学的検出が成功された 13-17)．さらには，DNAチップやDNAマイクロアレイ

で行われている解析が，DNA 固定化電極を用いた電気化学的検出で試みられている．マルチ電

極を DNA チップとして利用された ECA チップを用いて，リポタンパクリパーゼ (LPL)遺伝子の一

塩基多型(SNP)に成功されており，次世代の DNAチップとして期待されている 18)． 

しかし，これまでの電気化学的検出は，DNA プローブ固定化電極の作成が必要であった．第 3

章でも論じたが，この固定化操作をしなければ，非常に簡便でユーザーにも安心して使用が可能

になるものと期待される．このような背景を基に，従来の電気化学的遺伝子検出よりもさらなる簡便

な検出法を確立することを目的とし，第 3 章で FNC を用いた均一溶液中での電気化学的遺伝子

検出の確立を述べた．本章では，第3章でのFNCを用いた電気化学的遺伝子検出のコントロール

実験の試薬として，FNC のβ-CD を Fc に変えた新規ナフタレンジイミド (FNF)を設計し，合成した

(Figure 4-2)．FNF は従来の FND のリンカー部位にトリアゾール基を導入した化合物であるので，

DNA との相互作用は類似しているものと期待される．しかし，第 3章の Figure 3-11に示したように

グラッシーカーボン (GC)電極を利用した場合には，フェロセンを 1 つしか持たない FNC に比べ，

それ単独では低い電流値しか示さなかった．もし，DNA 結合によって電流値が増加すれば，FNF

によっても均一溶液中での電気化学的検出が可能になると期待される．そこで，開発した FNF を

用いて，DNA との相互作用解析を行い，Figure 4-3に示しているように FNC と同様な電気化学的

DNA検出を試みた．その結果，興味深いことに DNA結合 FNFがそれ単独に比べ電流値が増大

することが明らかとなった．そこで，DNA 修飾電極を用いらずに FNF は臨床検出に応用が可能で

あるか評価するために PCR産物を用いて同様な検出を試みた． 
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Figure 4-1. 電気活性 DNA リガンドである FNDを利用した電気化学的遺伝子検出の概念図． 

 

 
Figure 4-2. トリアゾール基を通してフェロセンが連結されたナフタレンジイミド FNFの構造式． 

 

 
Figure 4-3. DNA非存在下又は存在下におけるFNFのグラッシーカーボン (GC)電極への期待さ

れる相互作用． 
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4-2. 実験 

4-2-1. N,N’-Bis-[3-(Ferrocenylmethyltriazolylmethyl)methylaminopropyl]naphthalene-1, 4, 5, 

8-tetracarboxylic acid diimide (FNF)の合成 

下記のスキームに従い，フェロセンをHuisgen環化反応によって，新規フェロセン化ナフタレンジ

イミド (FNF)の合成を行った．Ferrocenylmethylazido (N3-Fc)の合成は第 3章の 3-2-1-2を参照して

合成を行い，N,N’-Bis[3-(3-propargyl)methylaminopropyl]naphthalene-1, 4, 5, 8-tetracarboxylic 

acid diimideまでの合成に関しては，第 3章の 3-2-1-2 と 3-2-1-3を参照して合成を行い，得られた

化合物を用いて，N,N’-Bis-[3-(Ferrocenylmethyltriazolylmethyl)methyl-aminopropyl]naphthalene- 

1, 4, 5, 8-tetracarboxylic acid diimide (FNF)の合成を行った． 

 

 
Scheme 4-1 

 

化合物 1 0.024 g (0.050 mmol)，N3-Fc 0.024 g (0.10 mmol)，をジメチルホルムアミド(DMF) 4 ml

に溶かし，この溶液に 1 M CuSO4 50 µl (0.050 mmol)と 1 M アスコルビン酸ナトリウム水溶液 200 

µl (0.2 mmol)を加えた．調製したサンプルを室温で 48時間，撹拌させた．その後，DMFを減圧留

去し，得られた生成物にCHCl3 30 ml加えて溶かし，飽和NaHCO3溶液を 30 ml加えて洗浄した．

この洗浄操作 4回繰り返した．その後，有機相を硫酸ナトリウムで 3日乾燥した．硫酸ナトリウムをろ

過した後，有機相を減圧留去し，5 時間減圧乾燥を行ったところ，黒緑色の粘性固体を得た．逆相

HPLC で確認したところ，単一な成分であったので，高純度の精製物を得た．精製物の確認の際

の逆相 HPLCの測定条件に関して，カラムは Inertsil ODN-3を用い，検出波長は 383 nmで行っ

た．グラジエント条件に関して，0.1 % TFA溶液で 70 %アセトニトリル溶液を 10 %から 100 % まで

30 分かけて直線的に流した．得られた精製物を 1H-NMR，MALDI-TOF-MS 測定により同定を行

った．収量 0.045 g (0.047 mmol)，収率 93 %．1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.97 (4H, m, J = 

7.2 Hz), 2.27 (6H, s), 2.58 (4H, t, J = 7.0 Hz), 3.65 (4H, s), 3.39 (4H, s), 4.20 (22H, m), 5.27 (4H, s), 

7.27 (2H, s), 8.75 (4H, s) ppm．MALDI-TOF-MS (positive mode,  α-CHCA): m/z = 965.41 (理論値 

C50H50Fe2N10O4+H+ = 967.49)． 
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4-2-2. FNF と 2本鎖 DNA との相互作用解析 

4-2-2-1. Ct-DNAの添加に伴う FNFの吸収スペクトル変化による結合能評価 

8.04 µM FNFを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し (全量

3000 µl)，UV-Vis測定を行った．その後，3 mM/bp Ct-DNAを添加し，1分撹拌し，1分静置した後，

UV-Vis測定を行い，吸光度変化が飽和に達するまでこの操作を繰り返した．測定温度は 25 ℃で

行った． 

 

4-2-2-2. FNFの添加に伴う Ct-DNAの CD スペクトル測定 

100 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し

(全量 3000 µl)，CD測定を行った．その後，201 µM FNFを各濃度 (1.02, 2.05, 3.08, 4.10, 5.13, 

7.69, 10.26, 12.81, 15.38, そして 17.95 µM)になるように添加し，CD測定を行った．測定条件は，

走査速度 50 nm/min，レスポンス 2 sec，データ間隔 0.1 nm，感度 100 mdeg，バンド幅 2 mm，

積算回数 4回，測定温度は 25 ℃で行った． 

 

4-2-2-3. FNFの添加に伴うプラスミド DNAの Topoisomerase I assay 

plasmid DNA として pUC19 (2686 bp) 0.25 µg を含む 0.1 % BSA，1×Reaction buffer (1×

Reaction bufferの組成: 35 mM Tris-HCl (pH8.0), 72 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 5 mM ス

ペルミジン)，5 U Topoisomerase I溶液を調製し，37℃で 5分間インキュベートした．その後，FNF

を各最終濃度 (11, 22, 33, 44, 55, 66, 77, そして 88 µM)になるように 1 µlずつ加えて調製し，37℃

で 1 時間インキュベートした．酵素反応後，10 % SDS 2 µl，20 mg/ml proteinase K 0.5 µl加えて

37℃でさらに 15分間インキュベートし，酵素反応停止を行った．インキュベート後，1×TEを 100 µl

ずつ加え，さらにフェノール : クロロホルム : イソアミルアルコール = 25 : 24 : 1を 100 µl加えて 1

分間撹拌，遠心し，フェノール相を取り除いた．この操作を 3 回繰り返した．その後，クロロホルム : 

イソアミルアルコール = 24 : 1を 100 µl加えて 1分間撹拌し，遠心した後，有機相を取り除いた．こ

の操作を 3回繰り返した．その後，1 %アガロースゲルにより 1×TAE中で 18V，3.5時間泳動を行

った．3.5時間後，1×TAE 100 mlに Gelstar 5 µlを加え，30分間染色を行った． 

 

4-2-2-4. Stopped-flow測定による Ct-DNA と FNFの速度論解析 

4-2-2-4-1. 会合速度定数の評価 

5.1, 7.7, 10.2, 12.8, そして 15.4 µM FNFを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM 

EDTA溶液 (全量 3000 µl)と 50, 75, 100, 125, そして 150 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，

10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液を調製し (全量 3000 µl)，FNF溶液と Ct-DNA溶液を

混ぜたときの 383 nmの吸光度変化の測定を Stopped-flow分光光度計を用いて行った．測定温度

は 25 ℃で行った． 
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4-2-2-4-2. 解離速度定数の評価 

4.3 µM FNF と 50 µM/bp Ct-DNAを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA

溶液(全量 3000 µl)と 1 % SDSを含む 100 mM NaCl，10 mM MES (pH 6.25)，1 mM EDTA溶液

(全量 3000 µl)を調製し，FNF と Ct-DNAの複合体溶液と SDS溶液を混ぜたときの 383 nmの吸光

度変化の測定を Stopped-flow分光光度計を用いて行った．測定温度は 25 ℃で行った． 

 

4-2-3. DNA添加に伴う FNFの電気化学測定 

4-2-3-1. グラッシーカーボン (GC)電極を用いた電気化学測定 

内径 3.0 mmの GC電極を 0.05 µmアルミナスラリーで 60分間物理研磨し，その後 15分間 (5

分×3)超音波洗浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 

µM FNF 溶液  (全量 300 µl)に電極を浸し，CV と DPV 測定を行った．その後，10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 59 µM FNF溶液に 1 mM/bp Ct-DNAを

所定濃度 (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.75, 0.10, 0.15, そして 0.20 mM)添加したサンプル(全量

300 µl)を調製し，CVとDPV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，DPV測定条件は

走査範囲: 0から 0.6 Vに走査，Amplitude: 0.05 V，Pulse Width: 0.05 s，Sample Width: 0.005s，

Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25 ℃である． 

 

4-2-3-2. マスキング電極を用いた電気化学測定 

直径 1.6 mmの金電極 （面積 0.020 cm2）の物理研磨を以下の手順で行った （6 µmダイヤモン

ドスラリーで 30分研磨，MilliQ水で洗浄，1 µmダイヤモンドスラリーで 30分研磨，MilliQ水で洗

浄，0.05 µm アルミナスラリーで 30分研磨）．MilliQ水に浸し，5分間超音波照射，MilliQ水を変

えて合計 3 回行った．次に，参考文献 19)の手法に従って，以下の手順で電解研磨を行った （0.5 

M NaOH溶液に浸し，走査速度2 V/sで-0.35から-1.35 V (vs. Ag/AgCl)の範囲でボルタモグラムが

一定になるまで 1000から 2000回CV測定を繰り返す．MilliQで水洗後，0.5 M H2SO4溶液に浸し，

2Vで 5sの酸化を行い，-0.35 V，10sの還元を行った後，走査速度 4 V/sで-0.35から 1.5 V (vs. 

Ag/AgCl)で 40回 CV測定を繰り返す）．MilliQ水に浸し，1分間超音波照射，MilliQ水を変えて

合計 3回行った．この時の真の表面積は 0.033 cm2であった．MilliQ水で洗浄後，1 mM 6-MCH

水溶液 100 µlに浸して 45 °Cで 1時間インキュベートした後，MilliQ水で洗浄することによりマス

キング電極を調整した．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 59 µM 

FNF 溶液(全量 300 µl)にマスキング電極を浸し，CV と DPV 測定を行った．その後，10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 59 µM FNF溶液に 1 mM/bp Ct-DNAを

所定濃度 (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.75, 0.10, 0.15, そして 0.20 mM)添加したサンプル (全量

300 µl)を調製し，CVとDPV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，DPV測定条件は

走査範囲: 0から 0.6 Vに走査，Amplitude: 0.05 V，Pulse Width: 0.05 s，Sample Width: 0.005s，

Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25 ℃で行った． 
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4-2-4. GC電極を用いた 1本鎖 DNA (ssDNA)あるいは 2本鎖 DNA (dsDNA)添加に伴う FNFの

電気化学測定 

内径 3.0 mmの GC電極を 0.05 µmアルミナスラリーで 60分間物理研磨し，その後 15分間(5

分×3)超音波洗浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 

µM FNF 溶液  (全量 300 µl)に電極を浸し，CV と DPV 測定を行った．その後，10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 59 µM FNF溶液に 100 µM/bp Ct-DNAあ

るいは 100 µM poly dTを含んだサンプル (全量 300 µl)を調製し，CV と DPV測定を行った．CV

測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，DPV測定条件は走査範囲: 0から 0.6 Vに走査，Amplitude: 0.05 

V，Pulse Width: 0.05 s，Sample Width: 0.005s，Pulse Period: 0.2 sである．測定温度は 25 ℃で行

った． 

 

4-2-5. GC電極を用いた 1本鎖 PCR産物の部分ハイブリダイゼーションサンプルの電気化学的検

出 

4-2-5-1. 1本鎖 PCR産物の調製 

用いた配列は Table 3-1 に示している．Zymotaq 溶液，0.04 nM 鋳型 DNA，0.4 µM Forward 

primer，0.4 µM Reverse primerを含み PCR溶液 (全量 100 µl)を調製し，以下の PCR条件で PCR

を行った．PCRの条件は，94℃で 10分間熱変性を行い，次に 94℃で 1分間熱変性，62℃で 1分

間アニーリング，72℃で 1分間伸長反応のサイクルを 35回行い，最後に 72℃で 10分間伸長反応

を行った．PCR反応を行った後，QIAquick PCR purification Kitを用いて，精製を行った．次に，

増幅した PCR産物，10 U/100 µl Lambda exonuclease，1×Reaction bufferを含む酵素反応溶液

(100 µl)を調製し，以下の反応条件で酵素反応を行った．酵素反応条件は，37℃で 60 分間酵素

反応を行い，80℃で 10 分間酵素反応の停止を行った．酵素反応後，QIAquick PCR purification 

Kitを用いて，精製を行った． 

 

Table 4-1. PCRに用いたオリゴヌクレオチドの配列． 

 配列 

鋳型 DNA 5’-GTAGGGAGGTATTTCGGGAGGTTTCGCGTGTTCGTTTAGGGAGTAAT

GCGTTTTCGGGTTCGTTTTTAGTCGCGTTTACGCGTTTTCGTTTTTTTTT

TTACGTTCGGTATTCGTGGTGTTCGGAGTTCGAC-3’ (131 mer) 

Forward-primer 5’-PO3
2--GAG GTA TTT CGG GAC CTT TCG C-3’ (22 mer) 

Reverse-primer 5’-ACT CCG AAC ACC ACG AAT ACC G-3’ (22 mer) 

下線部は primer として用いた領域を示す． 
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4-2-5-2. 1本鎖 PCR産物の部分ハイブリダイゼーションサンプルの調製 

用いた配列は Table 3-2に示している．2×SSCを含む酵素反応した 0.13 µM 1本鎖 PCR産物

及び各種の 1本鎖オリゴヌクレオチドを 95℃で 30分間熱変性を行い，その後 10時間かけて 25℃

に戻して，2本鎖を形成させた． 

 

Table 4-2. 2本鎖形成させた 1本鎖 PCR産物と各オリゴヌクレオチドの配列． 

 配列 

D1 3’-CTCCATAAAGCCCTCCAAAGCGCACAAGCAAATCCCTCATTACGCAAAA

GCCCAAGCAAAAATCAGCGCAAATGCGCAAAAGCAAAAAAAAAAATGCA

AGCCATAAGCACCACAAGCCTCA-5’ (121 mer) 

D2 5’-ACT CCG AAC ACC ACG AAT ACC G-3’ (22 mer) 

D3 5’-CGG GTT CGT TTT TAG TCG CGT T-3’ (22 mer) 

D4 5’-ACG TTC GGT ATT CGT GGT GTT C-3’ (22 mer) 

下線部は D3，波線は D4 と 2本鎖を形成する箇所． 

 

4-2-5-3. 1本鎖 PCR産物の部分ハイブリダイゼーションサンプルの電気化学的検出 

直径が 1.6 mmの GC電極を 0.05 µmアルミナスラリーで 60分間物理研磨し，その後 15分間(5

分×3)超音波洗浄を行った．10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 50 

µM FNF溶液 (全量 300 µl)に電極を浸し，CV測定を行った．その後，10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 

(pH 7.0)，100 mM NaClO4を含んだ 55 µM FNF溶液に 3-2-5-2で調製した 0.13 µM/bp各サンプ

ル (全量 200 µl)を調製し，CV測定を行った．CV測定条件は走査範囲: 0 - 0.6 V，測定温度は

25 ℃で行った． 
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4-3. 結果 

4-3-1. FNF と 2本鎖 DNA との相互作用解析 

Ct-DNA との結合能を評価するために DNA添加に伴う吸光度変化を測定した．Figure 4-4，4-5，

4-6に Ct-DNA添加に伴う FNFの吸収スペクトル変化，384 nmの吸光度変化，Scatchard解析の

結果を示している．Figure 4-4 より，等吸収点を通っていることから結合様式が単一であることが考

えられる．2本鎖DNAにインターカレーターが作用すると極大吸収波長のピークは淡色効果とレッ

ドシフトが観測される．この挙動は，これまでのナフタレンジイミド誘導体と同様の縫い込み型インタ

ーカレート結合の挙動 20-23)であることが分かった．さらに，Figure 4-5を基に，下記に示すMcGhee 

& von Hippelの式から結合定数と座位数を算出した (Figure 4-6) 24)． 

ν/c = K(1-nν)×{(1-nν)/(1-(n-1)ν)}n-1 
νは塩基対当りに結合したインターカレーターの数，c は結合していないインターカレーターの濃

度，nは座位数(インターカレートすることにより覆われる塩基対の数)，そして Kは結合定数． 

算出した結果，K = 1.8×105 M-1, n = 2 となった．従来の FND  (第 1章の Table 1を参照)は，

速度論解析で算出した結合定数ではあるが，K = 1.0×105 M-1 であった 25)．したがって，従来の

FND と同等な結合能を有していることが示された． 

 

 

Figure 4-4. Ct-DNA添加に伴う FNFの吸収スペクトル変化．測定溶液: 8.04 µM FNFを含む 10 

mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl溶液, 測定温度: 25 ℃. 
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Figure 4-5. Ct-DNA添加に伴う FNF溶液中の 384 nmの吸光度変化. 

 

 

Figure 4-6. FNF と Ct-DNA との相互作用における Figure 4-5の 384 nmの吸光度変化を利用し

た Scatchard解析の結果. 
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次に，Ct-DNAにFNFを添加したときのCDスペクトル変化をFigure 4-7に示す．Figure 4-7より，

FNFの添加に伴い NDIに由来する 383 nm付近に負の誘起 CDが観測された．これより，FNFが

DNAにインターカレートしていることが解釈される．また，Figure 4-7(B)より，500 nm付近に正の誘

起 CDが観測された．これは，FNF と DNA との相互作用することで，DNAの骨格である糖の部分

が不斉炭素を有しており，不斉場を有しているので，FNFの Fcの d-d*遷移による誘起 CDが観測

されたものと考えられる． 

吸収スペクトル変化と CD スペクトル変化によって，FNFは Ct-DNAにインターカレート結合して

いる可能性があり，Topoisomerase Iにより FNFがインターカレート結合の証明をすることにした． 

 

 
Figure 4-7. FNF添加(0 - 15.1 µM)に伴う 100 µM/bp Ct-DNAの CD スペクトル変化 (A)と 300 - 

600 nmの CD スペクトル (B). 測定溶液: 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA溶液, 100 mM 

NaCl, 測定温度: 25 ℃. 
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Figure 4-8に FNFの添加に伴う pUC19の Topoisomerase I assayの結果を示す．この結果より，

pUC19は Topoisomerase Iによって open circle状態となり，FNF を添加するのに伴い，pUC19は

supercoil状態へのバンドのシフトが確認された．第 2章の 2-3-2で説明したことを考慮に入れると，

FNF はインターカレーターによる典型的な結果と同様となっていることから，FNF は DNA にインタ

ーカレート結合することが示された． 

 

 
Figure 4-8. FNFの添加に伴う pUC 19の Topoisomerase I assayの結果. lane 1 と 2 はそれぞれ

1 kb LadderとpUC19のみ. lane 3から 8 は pUC19と Topoisomerase I を含むサンプルに FNF

の最終濃度を左から 0, 11, 22, 33, 44, 55, 66, 77, そして 88 µMに変化させたときの結果. 

 

このように，FNF はインターカレート結合であることが明らかとなったので，Figure 4-9 に 4.3 µM 

FNFと50 µM/bp Ct-DNAとの会合過程における 384 nmの吸光度の時間変化，及び4.3 µM FNF

と 50 µM/bp Ct-DNAの複合体と 1 % SDSとの解離過程における 384 nmの吸光度の変化を示す．

吸光度変化を下記に示す式で fitting し，得られたパラメーター (A1，A2，A3，R1，R2，R3)を用いて，

下記に示す式に代入し，会合速度定数 kappを算出した
20)． 

Abs = -A1exp(-R1×t)-A2(-R2×t)-A3(-R3×t) 

kapp = (A1×R1+A2×R2+A3×R3)/(A1+A2+A3) 

Absは吸光度，tは会合時間，A1，A2，A3，R1，R2，R3は係数である． 

DNAの濃度に対して，得られた kappをプロットし (Figure 4-10)，直線の傾きから会合速度定数を

算出した．Figure 4-10より，FNFの会合速度定数は ka = 4.5×104 M-1s-1となった．FNDとの会合速

度定数は，ka = 1.0×105 M-1s-1であり 25)，これと比較すると約 2.2倍小さくなった．このことから，FNF

は FNDのリンカーにトリアゾール環を導入した構造であるので，会合速度が遅くなったのはトリアゾ

ール環の影響によるものと考えられる．さらには，リンカーの違いは解離速度にも影響を及ぼしてい

るのではないかと考え，SDS を用いた解離速度定数の測定を行った (Figure 4-9)．得られた吸光

度変化を会合過程と同じ式で fittingし，得られたパラメーター (A1，A2，A3，R1，R2，R3)を用いて，

kd = (A1×R1+A2×R2+A3×R3)/(A1+A2+A3)に代入し，解離速度定数 kdを算出した
21)．算出した結

果，kd = 0.92 s-1となった．FNDの解離速度定数は kd = 1.3 s-1 25)であり，FNF < FNDの順で解離が

速くなることが分かった．したがって，解離速度では，Fc の嵩高さだけでなく，リンカー部位の違い
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によっても解離速度に影響を及ぼしていることが明らかとなった．これから結合定数を算出したとこ

ろ，K = ka/kd = 4.5×104/0.92 = 4.9×104 M-1であり，Scatchard解析で得られた結合定数の約 2.6倍

小さくなったが，比較的近い値となった．したがって，ka = 4.5×104 M-1s-1，kd = 0.92 s-1が FNFの会

合・解離速度定数となる．これまでの Ct-DNA と FNFの相互作用解析では，FNFはインターカレー

ト結合であることが証明され，会合・解離速度，あるいは結合定数のどちらとも従来の FND に比べ

て小さいものとなった． 

 

 

Figure 4-9. Ct-DNAに対する FNFの会合過程の Time Trace (A)，解離過程の Time Trace (B)

の結果. 測定溶液: 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [FNF]= 5.1 µM溶液と

10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [Ct-DNA] = 50 µM/bp溶液 (A), 10 mM 

MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, [FNF] = 5.1 µMと[Ct-DNA] = 50 µM/bpの混合溶

液と 10 mM MES (pH 6.25), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 % SDS 溶液 (B), 測定温度: 

25 ℃. 
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Figure 4-10. DNAの濃度と得られた kappの関係. 
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4-3-2. Ct-DNAの添加に伴う FNFの電気化学測定 

これまでに FNF と DNA との結合挙動解析を行ったところ，従来の FND と比較すると結合能は

同程度であることが明らかとなり，電気化学的に遺伝子を検出することが可能になるものと考えた．

従来の FND との違いは，FNFは FNDのリンカーに Huisgen環化反応で合成したトリアゾール基を

導入しているので，FND に比べてπ電子を多く有している．さらには，第 3 章のコントロール実験で

の電気化学測定の結果から，FNF のピーク電流値は非常に小さいものであった．これらのことから，

FNFはカーボン電極である GC電極に吸着しやすくなり，Fc の電子移動が阻害されている可能性

がある．そこで FNFはDNAに結合することで，Figure 4-11に示しているように，FNFのみでは電極

に吸着し，DNAと複合体になることで電極から脱着が生じ，電極上で異なった挙動が起こるため電

気化学的に反映されるのではないかと期待される．実際に，FNF を用いて Ct-DNA 添加に伴う電

気化学測定を評価することにした．Figure 4-12にCt-DNA添加に伴うCV測定の結果も示している．

Figure 4-12 より Ct-DNA 添加すると電流値は増加することが明らかとなった．この挙動は，当初予

想していたような「FNFのみでは電極に吸着し，DNAと複合体になることで電極に吸着せずに拡散

する．」ということが生じているのではないかと考えられる．そこで，走査速度依存性を評価すること

にした． 

 

 

 

Figure 4-11. 予想される DNA存在下，非存在下での FNFの電極上での挙動. 
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Figure 4-12. 200 µM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 59 µM FNFの GC電極

(I. D. = 3.0 mm)を用いた CV 測定結果 . 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 

 

Figure 4-13に走査速度の対数に対する走査速度を変化させたときに得られる FNFの酸化ピー

ク電流値 (Ipa)の対数を示している．走査速度を変化させたときの Ipaと走査速度 (Eq. 1)，あるいは

走査速度の 1/2乗 (Eq. 2)との関係は次式で表すことができる．酸化還元種が電極に吸着している

とき，Eq. 1 の関係式が成り立ち，走査速度に対して Ipaが比例関係になる．それに対して，酸化還

元種がバルク中を拡散し，拡散律速で電流応答が得られるとき，Eq. 2 の関係式が成り立ち，走査

速度の 1/2乗に対して Ipaが比例関係になる． 

Ipa = n2F2ACv/4RT           (1) 

Ipa = 2.69×105n3/2AD1/2Cv1/2   (2) 

n: 電子数，F: ファラデー定数，A: 電極面積，C: 色素濃度，D: 拡散係数，v: 走査速度 

これらの関係式を対数にすることで，Eq. 1 と Eq. 2の傾きがそれぞれ 1 と 0.5になる．これを受け

て，Figure 4-13 より FNFのみでは傾きは 0.8であったのに対し，FNF と Ct-DNA複合体では，0.6

であった．FNF のみに関しては，電極に吸着している FNF と拡散している FNF が共存しているた

めに傾きがその 0.5 と 1の間の 0.8になったものと考えられる．それに対して，FNF と Ct-DNA複合

体では，拡散の挙動を示しており，電極に吸着していないものと考えられる．そこで，過去にナフタ

レンジイミドは電子移動が起こり，ラジカルアニオン性に成りやすいことが報告されている 26)．したが

って，CV測定の結果で考えられるのは，FNFのみは電極に吸着することで，FNFのナフタレンジイ

ミドと Fc 間の距離が短くなり，酸化に走査することで Fc の電子がナフタレンジイミドへ移動し，ラジ
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カルアニオンを生成して，電極への電子移動を阻害して電流値が小さくなったのではないかと考え

られる．それに対して，Ct-DNA を添加することで，DNA と複合体を形成し，ナフタレンジイミドの吸

着が起こらず，複合体を形成した Fc の拡散電流を検出したものと考えられる．したがって，このよう

な原因により DNAを添加することで電流値が増加したのではないかと考えられる． 

 

 
Figure 4-13. 走査速度の対数に対する 200 µM Ct-DNA存在下 (●)及び非存在下 (○)での 59 

µM FNFの酸化ピーク電流値の対数のプロット. 

 

そこで，実際にそのような挙動が起こっているのかを確かめるために，電極への吸着を抑えること

ができるマスキング電極を用いて評価することにした．Ct-DNA 存在下，非存在下での CV 測定を

行ったところ，GC 電極と同様に Ct-DNA が存在すると電流値は増加することが明らかとなった 

(Figure 4-14)．また，マスキング電極での走査速度依存性を評価することにした．この場合では，走

査速度の対数に対する Ipaの対数の直線の傾きが 0.5になるものと予想される．Figure 4-15に走査

速度の対数に対する各サンプルのCVで得られた Ipaの対数を示している．これより，走査速度の対

数に対するピーク電流値の直線の傾きが DNA非存在下では 0.65，DNA存在下では 0.66 となり，

走査速度依存性の結果から，マスキング電極では拡散律速による電気化学挙動であることが明ら

かとなった．したがって，GC電極での電気化学挙動において，FNFのみでは GC電極に吸着して

ナフタレンジイミドが Fcの電子移動を阻害し，DNAが存在することでナフタレンジイミドが DNAに

結合して GC 電極に吸着することができなくなり，拡散電流により電流値が増加したものと考えられ

る．また，マスキング電極でも Ct-DNA を添加することでピーク電流値が増加したので，GC 電極で

の結果と比較することにした．Figure 4-12とFigure 4-14から 200 µM/bp Ct-DNAを添加した時の電

流増加率を評価したところ，GC電極では 261 %であり，マスキング電極では 158 %であった．さら
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には，Figure 4-17より，ダイナミックレンジの観点で，マスキング電極で評価するよりもGC電極で評

価する方が精度良く DNAを電気化学的に検出ができるものと考えられる． 

 

 
Figure 4-14. 200 µM Ct-DNA存在下 (実線)及び非存在下 (破線)での 59 µM FNFの 6-MHC

でマスキングした金電極を用いた CV 測定結果. 測定溶液: 100 mM NaClO4 を含む 10 mM 

NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液, 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 

 

 
Figure 4-15. 走査速度の対数に対する 200 µM Ct-DNA存在下 (●)及び非存在下 (○)での 59 

µM FNFの酸化ピーク電流値の対数のプロット. 
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そこで，Ct-DNA の添加濃度を変化させたときの FNF の電気化学測定を行うことにした．Figure 

4-16に Ct-DNA添加濃度に伴う DPV測定の結果を示している．Figure 4-16 より，Ct-DNAの添加

濃度が増加にともない，電流値が増加していることが明らかとなった．この結果を受けて，Figure 

4-17にCt-DNA添加濃度に対する Figure 4-16で得られた Ipaのプロットを示している．また，比較と

してマスキング電極での結果も示している．Figure 4-17 より，マスキング電極では Ct-DNA の添加

濃度を変化させても Ipaはわずかな変化しか示さなかったのに対し，GC 電極では Ct-DNA が 50 

µM まで Ipaは増加し，その後一定となっていることが明らかとなった．このように，GC 電極を用いる

ことで定量的な電気化学的 DNA 検出を達成することができた．したがって，FNF を用いた電気化

学的遺伝子検出は，GC電極を用いることで FNFのみでは電極に吸着することで Fcの電子移動を

ナフタレンジイミドが阻害し，DNA が存在することで電極の吸着が抑制されて電流値が回復したも

のと考えられる (Figure 4-18)． 

このように，FNFの電極への吸着を利用した電気化学的遺伝子検出が可能となり，1本鎖と 2本

鎖の結合能を利用した識別がこの手法を用いて行うことができるものと期待される． 

 

 

Figure 4-16. FNFに各濃度の Ct-DNA添加したサンプルの DPV測定結果. 測定溶液: 59 µM 

FNFを含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 100 mM NaClO4溶液, 測定温度: 25 ℃. 
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Figure 4-17. 各濃度の Ct-DNA添加に伴う酸化電位の電流値のプロット. 

●: GC電極, ○: マスキング電極. 

 

 
Figure 4-18. DNA存在下，非存在下での FNFの電気化学挙動. 
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4-3-3. GC電極を用いた ssDNAあるいは dsDNA添加に伴う FNFの電気化学測定 

これまでに FNFの電極への吸着を利用した電気化学的遺伝子検出が可能であることが明らかと

なり，FNFの 1本鎖と 2本鎖に対する結合能の差を利用することで，Figure 4-19に示すような 1本

鎖と 2 本鎖の識別を行うことができるものと期待される．そこで基礎検討として，dsDNA として

Ct-DNA，ssDNA として poly dTを用いて電気化学測定を行った． 

 

 

Figure 4-19. GC電極による FNFを用いた ssDNAあるいは dsDNAの電気化学的識別の概念図. 

 

Figure 4-20に FNF と poly dT複合体の走査速度の対数に対する酸化ピーク電流値の対数のプ

ロットを示している．Figure 4-20の直線の傾きが 0.6であることが分かった．したがって，これらの結

果より，poly dTの複合体に関して FNFが ssDNAである poly dT と結合し，電極への吸着ではなく

拡散していることが明らかとなった．4-3-2 とこの結果をまとめると，FNF のみでは電極に吸着し，

poly dT 存在下，あるいは Ct-DNA 存在下では拡散の挙動であることが示された．さらに Figure 

4-21に各サンプルのCV測定の結果を示している．この結果から，酸化ピーク電流値は，FNFのみ

では 0.36 µA，FNF と poly dT複合体では 0.61 µA，そして，FNF と Ct-DNA複合体では 0.69 µA

となった．この挙動と Figure 4-20の結果を考慮すると，電極に吸着して電子移動が阻害されている

FNFの場合に比べると，ssDNAや dsDNAでは FNFとの結合し，その複合体の電極への吸着が起

こらず電流値が増加したのではないかと考えられる．また，ssDNA と dsDNAを比較すると，dsDNA

との結合能が ssDNAに比べて高く，FNFは dsDNA と複合体を形成して拡散電流を検出している

のに対し，ssDNA では一部結合していない FNF が電極に吸着し，電子移動を阻害されて電流値

が dsDNAに比べて減少したものと考えられる．したがって，本系では GC電極を用いて ssDNA と

dsDNAの検出にも適用でき，Figure 4-19に示した概念の通りの検出が行うことが可能になり，様々

な遺伝子を検出することが可能になるものと考えられる． 
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Figure 4-20. 走査速度の対数に対する 100 µM poly dT存在下での 59 µM FNFの酸化ピーク電

流値の対数のプロット. 

 

 

Figure 4-21. 100 µM Ct-DNA存在下 (青線), 100 µM poly dT存在下 (赤線), そして非存在下 

(黒線)での 59 µM FNFの GC電極(I.D.=3.0 mm)を用いた CV測定結果. 測定溶液: 100 mM 

NaClO4 を含む 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0)溶液, 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 

25 ℃. 
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4-3-4. GC電極を用いた 1本鎖 PCR産物の部分ハイブリダイゼーションサンプルの電気化学的検

出 

4-3-3で 1本鎖と 2本鎖の識別が可能であることが示された．そこで，1本鎖 PCR産物の一部分

をハイブリダイゼーションさせ，そのサンプルを用いて電気化学的に検出を行うことにした．これを

達成することができれば，ミスマッチ検出にも応用が可能となり，臨床への発展が可能になるものと

期待される．今回は完全に 1 本鎖 PCR 産物の一部分を 2 本鎖形成させたサンプルを用いるため

に，熱変性とアニーリング操作を行った (Figure 4-22(A))． 

Figure 4-22(B)に FNFのみの結果と 1本鎖 PCR産物(D1)と D4をハイブリダイズさせたサンプル

の CV 測定結果の一部を示している．各サンプルの CV で得られた酸化電流値をまとめたものを

Figure 4-22(C)に示している．Figure 4-22(C)より，FNFのみに比べて，1本鎖であるD1とD2では，

電流値がほとんど変化はなかった．また，D1 と非相補鎖である D2 を熱変性とアニーリング操作を

行った場合，これらには 2 本鎖を形成する箇所がないので D1 あるいは D2 の結果と同じになるも

のと期待したが，一部が 2本鎖を形成してしまい，そこに FNFが結合してわずかながら電流値が増

大したものと考えられる．しかしながら，D1と完全に 2本鎖を形成するD3とD4を熱変性とアニーリ

ング操作を行ったサンプルに関して，どちらのサンプルも FNF のみ，あるいは 1 本鎖である D1 と

D2サンプルよりも増大し，さらには D1 とD2を熱変性とアニーリング操作を行ったサンプルよりも増

大していることが明らかとなった．また，部分的に 2 本鎖形成した箇所が異なる場合も電流値にわ

ずかな違いが得られた．D3 と D4 は 2 本鎖を形成した場所がそれぞれ中央あるいは末端である．

本系は FNFが 2本鎖に結合し，複合体が拡散して電流値を得る手法である．したがって，2本鎖を

形成した箇所によって，FNF が結合した複合体の電極への拡散挙動が異なり，電流値に差が得ら

れたものと考えられる． 

3-3-3で評価した 1本鎖と 2本鎖の識別を考慮すると，今回行った部分的に 2本鎖を形成してい

るサンプルに関して，FNFは 1本鎖領域にはほとんど結合しておらず，2本鎖領域に結合し，電流

応答が得られたものと考えられる．さらには，PCR 産物でも FNF を用いて，1 本鎖と 2 本鎖の識別

が可能であることが示された．このように，ミスマッチ検出においても，ハイブリダイゼーション効率

の観点から本系は適用が可能となり，臨床診断に用いられる手法になるものと期待される． 
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Figure 4-22. 今回用いたサンプルの配列 (A), GC電極 (I. D. = 1.6 mm)を用いた 55 µM FNFあるいは 0.13 µM/bp 熱変性とアニーリング操作を行

ったサンプル (D1+D4)と 55 µM FNFの CV測定 (B), CVで得られた各サンプルの酸化ピーク電流値 (C). 測定溶液: 100 mM NaClO4を含む 10 

mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 7.0), 走査速度: 100 mV/s, 測定温度: 25 ℃. 
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4-4. 考察 

電気化学的な遺伝子の検出において，DNA 固定化電極を用いた検出系が主な方法である．こ

の手法には，電気活性種を導入したDNAを用いる方法，あるいはDNAに結合する電気活性種を

有した試薬を用いる方法である．これらの手法が開発されて以来，様々な遺伝子の検出に成功し

ている．また，蛍光によるDNAチップやDNAマイクロアレイのように大量のサンプルを一斉に解析

できることを，この DNA固定化電極を用いた電気化学的検出でも達成できるものと考えられ，臨床

診断で非常に重要な役割を果たすものと考えられる．しかしながら，固定化の手間や時間がかかる

問題，電気活性種をDNAに導入する手間がかかる問題，そしてDNAに結合する試薬を用いる場

合は結合能が弱いと偽陰性になる可能性がある．そこで，著者は固定化電極ではなく，電極を浸

すだけで DNA を電気化学的に識別が可能になる試薬を開発し，簡便な遺伝子検出法の確立を

試みた． 

本章では，第 3章での FNCのコントロール実験の試薬として FNFを開発した．この FNFの電気

化学特性は，電流値がほとんど得られず，DNAが存在することで電流値が回復することが明らかと

なった．この現象は非常に興味深く，FNC とは異なった挙動で電気化学的に検出が可能であるこ

とが示された．さらには DNA の濃度に応じた定量的な変化を示した．したがって，本研究では

DNA 固定化電極のような「電流値増加」型の検出が達成できた．過去に，均一溶液中の電気化学

的遺伝子検出が行われていた．Carter らによって，Co(II)錯体あるいは Fe(II)錯体を用いて均一溶

液中での Ct-DNA の電気化学挙動を評価し，静電的相互作用あるいはインターカレート結合を同

定した 27)．また，Johnston らによって，Ru(II)錯体と Ct-DNA との電気化学的な相互作用解析を均

一溶液中で行った 28)．しかしながら，どちらの場合もDNA存在下では電流値の減少が確認された．

これは，DNA と相互作用することで拡散係数が減少したためであると考えられる．それに対して，

本手法は，FNFの電極での吸着がDNA存在下で解消されて電流値が増加するものであり，このよ

うな検出系は初めての例である．さらには，1本鎖と 2本鎖の識別，さらには微量な PCR産物の一

部分を 2 本鎖形成させたサンプルにおいても本手法は識別が可能になったことから，本手法は非

常に有用な方法である． 

しかしながら，2本鎖と 1本鎖の電流値に差はあるものの，大きな差ではないのが問題である．こ

れは，2本鎖DNAと 1本鎖DNAの結合能にあまり差がないのが原因である．そこで，著者は FNF

の pKaを高くした ligand に改良する必要があると考えている．pKaを高くした新規 FNF は 2 本鎖

DNAに対してはインターカレート結合し，さらにDNA骨格のリン酸ジエステルの数に応じて強い静

電的相互作用を示すものと期待される．それに対して，1本鎖 DNAは静電的相互作用のみであり，

さらには DNA骨格のリン酸ジエステルの数は 2本鎖 DNAに比べて少なくなるので結合能は 2本

鎖 DNA よりも結合能が小さくなるものと期待される．したがって，FNF を改良することで，2 本鎖

DNAへの結合能が向上し，電流値が向上するものと考えている． 
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4-5. 結言 

本章では，FNC のコントロール試薬として，Huisgen 環化反応を用いて，ナフタレンジイミドと Fc

の間にトリアゾール基を導入した FNFを開発し，第 3章で得られた FNCの電気化学特性を評価す

ることにした．まず初めに，開発した FNF と DNAの相互作用解析を行った．従来の FND と比較す

ると，熱力学的な観点からすると，同じ結合能であったが，速度論的な観点からすると，FND よりも

遅い結合であることが分かった．これは，FNFのリンカーに導入されたトリアゾール基によるものと示

された．FNDに比べて結合時間はかかるが，結合能は同じであるので，電気化学的な遺伝子検出

に適応できることが明らかとなった．実際に，FNF及び FNFと DNA複合体の電気化学測定を行っ

たところ，DNA が存在すると電流値が増大することが明らかとなった．したがって，GC 電極に吸着

した FNF は酸化に走査することで Fc の電子がナフタレンジイミドへ移動し，ラジカルアニオンを生

成して，電極への電子移動を阻害して電流値が小さくなった．そこに DNA が存在すると FNF は

DNAに結合し，NDIの電極への吸着が起こらず，電流値の回復が確認された．さらには，DNAの

濃度に応じて，電流値は定量的な変化を示した． 

また，この検出系を利用して，1本鎖と 2本鎖の電気化学測定を行ったところ，1本鎖と 2本鎖の

FNF の結合能の違いによって，1 本鎖に比べて 2 本鎖の電流値が大きいことが明らかとなった．こ

の検出を臨床診断に適応が可能かどうかを評価するために PCR 産物の検出も行った．このように，

FNFは 1本鎖と 2本鎖の識別を達成することができたので，長い DNA配列に，部分的にハイブリ

ダイゼーションさせたサンプルの検出を達成することができると考えた．実際に，部分的にハイブリ

ダイゼーションさせたサンプルを高精度に検出することに成功した．したがって，FNFはGC電極に

効率良く吸着することができ，簡便に遺伝子を電気化学的に検出することが可能な試薬であること

が示された． 

また，本章で用いた PCR 産物はテロメラーゼ活性に関係がある hTERT 遺伝子の検出を行った

が，臨床診断へ応用するためには様々な遺伝子に関して行う必要がある．しかし，本手法はこれま

でにない検出系であり，簡便性が必要である臨床診断への適用を秘めた手法である． 
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第 5章 

 

結論 

 

5-1. 本研究の総括 

これまでにナフタレンジイミド誘導体が遺伝子解析で非常に有用な indicator であることがわかっ

ているため，本研究では，新規ナフタレンジイミド誘導体の新たな遺伝子検出の構築を目的とした．

そこで，3 種類のナフタレンジイミド誘導体を設計・合成し，これらを用いた遺伝子との相互作用を

解析し，新規ナフタレンジイミド誘導体の特徴を利用した遺伝子分析法の開発を行った． 

 

本論文では，これらの成果を 5章でまとめた．第 1章では，ナフタレンジイミドの特徴について述

べた．ナフタレンジイミドの特徴を利用してナノ材料や光学材料の研究にまで発展しており，マテリ

アル分野での研究だけでなくバイオ分野での研究でも用いられている．ナフタレンジイミドは DNA

に縫い込み型インターカレートすることが明らかとなり，著者の研究室では様々な官能基を導入し

たナフタレンジイミド誘導体を開発しており，遺伝子解析に有用な試薬である．そこで，著者は，設

計・合成を行った 3 種類の新規ナフタレンジイミド誘導体の新たな遺伝子検出への展開について

述べた． 

 

第 2 章では，リン酸モノエステルとリン酸ジエステルの識別能が高い zinc-dipicolylamine (Zn- 

Dpa)を有するナフタレンジイミド(NDI-Dpa-Zn)の設計・合成を行った．まず，NDI-Dpa-Zn の Zn- 

Dpa の Zn2+イオンが Dpa 部位に配位しているかを確認するために，1H-NMR や蛍光スペクトル測

定により評価を行った．そこでは，NDI-Dpa-Zn の Zn-Dpa錯体は安定に存在することが明らかとな

った．次に，開発した NDI-Dpa-Zn と DNA との相互作用解析を，吸収スペクトル，CD スペクトル，

粘度測定，Topoisomerase I assay，そして Stopped-flow測定により評価を行った．NDI-Dpa-Znと前

駆体である 4 と DNA との結合能を比較した．4 に比べて，NDI-Dpa-Zn の方が DNA の結合能が

高いことが明らかとなった．平衡状態での結合能及び速度論的な観点から考察すると，Zn が Dpa

に配位することにより，Dpa 部位が rigid 構造になり，会合するのが困難であるが，会合した

NDI-Dpa-Zn は DNA 骨格のリン酸ジエステルと Zn-Dpa 部位が相互作用して解離しにくくなり，結

合能が高いことが明らかとなった．このように DNA との強い相互作用を示したことから，実際にリン

酸モノエステルを有する 8 量体のオリゴヌクレオチドを用いて，吸収スペクトルにより評価した．リン

酸モノエステルを有したオリゴヌクレオチドの方が，リン酸モノエステルを有していないオリゴヌクレ

オチドよりも約 4倍強く結合することと NDI-Dpa-Znが結合している個数も同じであることが明らかと



 
 

- 119 - 
 

なった．したがって，NDI-Dpa-Zn の Zn-Dpa は DNA 骨格のリン酸ジエステルよりもリン酸モノエス

テルの方に強く相互作用し，リン酸モノエステルとリン酸ジエステルを識別することができる試薬で

あることが示された．また，DNA を DNase Iで処理したサンプルと NDI-Dpa-Zn との相互作用を吸

収スペクトルにより評価した．DNase I で処理したサンプルは未処理サンプルの約 2 倍の強さで結

合し，長いDNAにも関わらず，リン酸モノエステルを選択的に相互作用していることが明らかとなっ

た．したがって，NDI-Dpa-Znはこれまでに開発されてきたDNA損傷検出よりも，簡便に検出するこ

とができる試薬であることが示された． 

 

第 3 章では，Fc とβ-CD を有する FNC を設計・合成を行った．Huisgen 環化反応(Click 

chemistry)により，非常に簡便で迅速に反応が進行し，高純度の FNC を合成することに成功した．

次に，開発したFNCをCDスペクトル，吸収スペクトル，蛍光スペクトル，そして電気化学測定により

評価したところ，FNC は水溶液中では Fc がβ-CD に分子内包接していることが明らかとなった．次

に，吸収スペクトル，CD スペクトル，Topoisomerase I assay，Stopped-flow測定より，開発した FNC

と DNA との相互作用解析を評価した．三元錯体を用いた系と比較すると，DNA との結合能は低く，

会合速度も遅いが，解離速度は同等であることが示された．また，CD スペクトルより，DNA に結合

することで FNCの Fcがβ-CDに包接しているといった新たな知見が得られた．このように，DNAの

存在下と非存在下で，FNCは興味深い構造であることが明らかとなった．そこで，DNA存在下と非

存在下で，電気化学測定を行った．DNA 存在下での FNC の電気化学測定では，新たな還元電

流値の出現が明らかとなった．この現象を，AFM 測定によって評価したところ，DNA に添加する

FNC の濃度を高くすることで凝集をしている様子が観測された．つまり，FNC によって誘起された

DNA の高次構造の変化に伴い，2 種類の構造が電極への吸着により生じた結果であることが明ら

かとなった．さらには，新たな還元電流値によって DNAの定量的な評価も可能になることが示され

た．また，1本鎖 DNA と 2本鎖 DNAの識別も FNCによって誘起させた DNAの高次構造の変化

を利用して有意な差が得られた．このように，FNC は固定化電極を用いた検出系に変わりうる手法

を確立することができる有用な試薬であり，「signal on」型の電気化学的遺伝子検出を達成すること

が可能となった． 

 

第 4章では，ナフタレンジイミドと Fcの間にトリアゾール基を導入した FNFを設計・合成した．第

3章と同様に Huisgen環化反応で高純度の FNFを合成することに成功した．次に，吸収スペクトル，

CD スペクトル，Topoisomerase I assay，Stopped-flow測定より，開発した FNF と DNAの相互作用

解析を行った．従来の FND と比較すると，熱力学的な観点からすると，同じ結合能であったが，速

度論的な観点からすると，FND よりも遅い結合であることが分かった．これは，FNF のリンカーに導

入されたトリアゾール基によるものと示された．FND に比べて結合時間はかかるが，結合能は同じ

であるので，電気化学的な遺伝子検出に適応できることが明らかとなった．そこで，GC 電極を用い

て，FNF及び FNF とDNA複合体の電気化学測定を行ったところ，DNAが存在すると電流値が増

大することが明らかとなった．したがって，GC電極に吸着した FNFは Fc の電子移動が NDI の薄
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膜によって阻害されて電流値が小さくなり，そこに DNAが存在すると FNFは DNAに結合し，NDI

の電極から脱着が起こり，電流値の回復が観測された．さらには，DNAの濃度に応じて，電流値は

定量的な変化を示した．また，この検出系を利用して，1 本鎖と 2 本鎖の電気化学測定を行ったと

ころ，1本鎖と 2本鎖の FNFの結合能の違いによって，1本鎖に比べて 2本鎖の電流値が大きい

ことが明らかとなった．このように，FNFは 1本鎖と 2本鎖の識別を達成することができたので，著者

は長いDNA配列に部分的にハイブリダイゼーションさせたサンプルの検出を達成することができる

と考えた．実際に，部分的にハイブリダイゼーションさせたサンプルを高精度に検出することに成功

した．本実験で用いた PCR 産物はテロメラーゼ活性に関係がある hTERT 遺伝子の検出を行った

が，臨床診断へ応用するためには様々な遺伝子に関して行う必要がある．しかし，本手法はこれま

でにない検出系であり，簡便性が必要である臨床診断への適用を秘めた手法である． 

 

以上の成果から，本研究で開発したナフタレンジイミド誘導体は，均一溶液中での検出が可能

な試薬であり，遺伝子検出において簡便に検出することが達成できるものと期待される．さらには，

検出したいサンプルに適応が可能であり，ナフタレンジイミドに様々な機能的な官能基を導入する

ことで遺伝子分析へのさらなる発展が可能になることが示された． 
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5-2. 本研究における今後の展望 

本研究の成果から，著者は新たな遺伝子検出を考えた．第 4章での 1本鎖 PCR産物の部分ハ

イブリダイゼーションサンプルの電気化学的検出を達成したことから，FNFを用いたSNPs検出を考

案した．SNPs が存在することで，mRNA への転写に影響を及ぼし，さらには，mRNA の塩基配列

が異なることで，タンパク質のアミノ酸配列も変化し，タンパク質の働きに影響を及ぼすことが言わ

れている．つまり，一塩基の違いにより，異常なタンパク質に翻訳されることで，疾病にかかりやすさ

や癌になりやすさなどに影響を及ぼすようになる．また，ヒトによっては同じ薬を同じ量だけ飲んだと

しても，応答性の違いや副作用の違いがある．このような背景の基，現在の医療現場では疾病の

早期診断やゲノム創薬において，遺伝子検出は重要となる．さらには，様々な遺伝子を検出するこ

とで，病気のリスク診断や個人にあった薬剤の量を決定するなどオーダーメイド医療へ発展が期待

されている．このように，SNPs を検出することは非常に重要となり，迅速に検出が可能なツールが

望まれている．そこで，FNFを用いた検出系を利用することで，SNPsの迅速検出が達成できるもの

と考えられる．その検出法を Figure 5-1に示している．初めに検出したい領域の 1本鎖 PCR産物

を調製し，そこに検体をハイブリダイゼーションさせる．DNA が野生型であれば，ハイブリダイゼー

ションするとフルマッチを形成する．それに対して，DNA が変異型であれば，ハイブリダイゼーショ

ンするとミスマッチを形成する．この違いは，DNA のハイブリダイゼーション効率とミスマッチへの結

合能の低下で検出することができるものと期待される． 

 

 

Figure 5-1. FNFを用いた SNPs検出の概念図. 
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また，FNF を用いた RNAi の電気化学的モニタリングが可能になるものと期待される．RNAi 

(RNA interference)のメカニズムは mRNAに siRNA (small interfering RNA)が部分的にハイブリダ

イゼーションし，その後 RISCによって，mRNAが切断され，短い RNA断片が得られる．RNAiのメ

カニズムをモニタリングすることで，医学・薬学の分野の進展が期待される．そこで，Figure 5-2に示

しているようなモニタリングの概念図を考えた．ここで，siRNAの量に応じて，mRNAにハイブリダイ

ゼーションした量が異なるので，電気化学的シグナルにも違いが得られるものと考えられる．したが

って，mRNA の発現量をモニタリングすることを達成することができ，遺伝子診断での疾病の早期

発見が期待される． 

 

 
Figure 5-2. FNFを用いた RNAiのモニタリングの概念図. 
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