
1　緒　　　言

遺伝子検出は，特に医療分野，たとえばインフルエン
ザ 1）や肝炎ウイルス2）の感染の有無，薬剤への感受性（副作
用の有無）3）等において利用されている．このような遺伝子
検出には蛍光検出システムが利用されてきた1）～3）．これま
でに蛍光色素を修飾したデオキシリボ核酸（DNA）が開発
されてきており，目的遺伝子の存在によって蛍光変化を示
す分子設計が行われている．これに対し，2本鎖 DNAに結
合し蛍光特性の変化する色素は，2本鎖DNAのより一般的
な検出法として古くから発展している．現在，多用されて
いるリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（PCR）において
は，増幅された PCR産物の検出に 2本鎖 DNA結合すると
蛍光増大が観察される蛍光色素が利用されている4）．この
目的のためにこれまでエチジウムブロマイド5）やピコグ
リーン6），サイバーグリーン7）など色調の異なる蛍光色素の
例が報告されている．また，2本鎖 DNAの高感度検出がで
きると，より早期での DNA診断が可能になると期待され
ることからさらなる高感度化を目指し，様々な特性をもつ
蛍光色素が多く報告されている．蛍光色素の場合，2本鎖
DNAに対する強い結合能を有することに加え，DNA非存
在下や 1本鎖 DNA存在下における蛍光（back ground蛍
光）を抑制するアプローチによって高感度化が図られてい
る7）．
一方，電気化学的手法は迅速かつ簡便な測定手法である
こと，装置の小型化が容易であること，サンプルに沈殿物
が含まれていても測定に影響を受けないことなどから発展

してきている8）9）．これまで電気化学的遺伝子検出法では
DNAプローブ修飾電極と電気化学活性 DNAリガンドを利
用した不均一な環境での測定が数多く報告されている．す
なわち電気化学活性 DNAリガンドは電極近傍に存在する
2本鎖 DNA上に濃縮されることから，2本鎖 DNA形成情
報を電気化学的シグナルとして読み出すことができ，これ
によって高感度検出が達成されてきている．
電気化学活性 DNAリガンドとしてはフェロセン化ナフ
タレンジイミド（FND）10）～16），メチレンブルー17），ルテニ
ウム錯体18），オスニウム錯体19）20）等多くのものが知られて
いる．
著者らは電気化学的遺伝子検出試薬として FND誘導体

を開発してきた10）～16）．FND7の例を Fig. 1 Aに示した．ナ
フタレンジイミド部位は 2本鎖DNAへの結合部位であり，
フェロセン部位は電気化学シグナル部位である．FND7と
2本鎖 DNAとの複合体は疑似カテナンのような超分子構
造を形成する．（Fig. 1 B，C）これによって，FND7は 2本
鎖 DNAに対して高い結合能を示す．

FND誘導体を利用した遺伝子検出のさらなる高精度化
を図るために，著者らはフェロセンと β-シクロデキストリ
ンによる超分子複合体形成を利用した遺伝子検出を開発し
てきた12）．本論文では超分子複合体形成というキーワード
において遺伝子検出と遺伝子検出を利用した応用に関連す
る成果について概説する．

2　縫い込み型インターカレータとは

インターカレータは DNAの塩基対間に並行挿入する分
子であり，抗がん剤（ノガラマイシン，アドリアマイシン）
や DNA検出試薬（エチジウムブロマイド，メチレンブ
ルー，ナフタレンジイミド）として利用されている21）．イ
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電気化学を利用した遺伝子検出法は，簡便かつ迅速な測定法を提供できるとともに装置のコンパクト化が
容易であるという理由から注目されている．電気化学的デオキシリボ核酸（DNA）検出試薬として開発した
フェロセン化ナフタレンジイミド（FND）は 2本鎖 DNAと縫い込み型で結合し，シュードカテナン構造を
形成することによって，2本鎖 DNAと安定な複合体を形成する．この性質をプローブ DNA固定化電極と組
み合わせることによって目的遺伝子の電気化学的検出に成功した．FNDまたはその誘導体を用いた電気化学
的遺伝子検出のさらなる高性能化を図るために，超分子形成可能な FND誘導体を新たに構築した．ここで
は，これまで報告してきた超分子形成を利用した DNAまたは DNA関連酵素の電気化学的検出技術について
報告する．
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ンターカレータのうち，エチジウムブロマイドやメチレン
ブルーは，古典的インターカレータと呼ばれており，これ
に対しノガラマイシンやナフタレンジイミドは 2本鎖
DNAに結合した際に置換基が主溝と副溝に位置すること
から縫い込み型インターカレータと呼ばれている．縫い込
み型インターカレータであるナフタレンジイミド21）と 2本
鎖 DNAとの複合体を Fig. 1 B，Cに示す．この複合体は，
疑似カテナン構造を形成することによって古典的インター
カレータに比べると，2本鎖 DNAからの解離が非常に遅
い．実際に，エチジウムブロマイドに比べ，縫い込み型で
あるナフタレンジイミドはおよそ 135倍遅い解離速度定数
を有する21）．しかし，このような効果は 1本鎖 DNAに対
しては見られない．つまり，縫い込み型インターカレータ
は 2本鎖 DNA選択的に，2本鎖 DNAと安定な複合体を形
成する．
著者らは縫い込み型インターカレータとして，FNDを利
用した電気化学的遺伝子検出法を開発してきた10）～16）．こ
れは，2本鎖DNA選択的に縫い込み型インターカレートす
る．著者らは，プローブ DNA固定化電極を利用した FND 

based hybridization assay（FHA）について検討を行ってき
た．フェロセン化ナフタレンジイミド誘導体の一つである
FND7（Fig. 2 A）を利用した遺伝子検出法の概念をFig. 2 B

に示す．ターゲット DNAが電極上のプローブ DNAとハイ
ブリダイゼーションすると，FND7が電極近傍の 2本鎖
DNA領域に結合するため，大きな電流値が観察される．こ
れによって目的遺伝子を検出することができる．これまで
に同様の検出原理によって様々な FND誘導体を利用して，

動脈硬化に関連するリポタンパクリパーゼ遺伝子の一塩基
多型（SNPs）検出16），抗がん剤塩酸イリノテカンの副作用
に関連する SNPs検出12），がん抑制遺伝子である p53遺伝
子の SNPs検出13），癌のマーカーとしての異常メチル化遺
伝子 p16遺伝子14），及びカドヘリン 4（CDH4）遺伝子15）の
検出を試み，これらの遺伝子検出に成功している．遺伝子
検出法を確立する過程で，著者らはハイブリダイゼーショ
ン挙動の電気化学的解析を行った15）．プローブ DNA固定
化電極に対して，ターゲット DNAのハイブリダイゼー
ション前後で 50 μMヘキサアンミンルテニウム錯体，10 

mM Tris-HCl（pH 7.4）溶液でクロノクーロメトリー測定
を行い，Tarlovら手法を利用しての電極上の DNA量を定
量した18）．まず，0.5～6.0×1012 molecules cm－2の密度を
有する 24 merのプローブ DNA固定化電極を調整した．こ
れに対して，フルマッチ 2本鎖を形成しうる 24 merのオ
リゴヌクレオチドターゲットを作用させた．ハイブリダイ
ゼーション効率は 1.0×1012 molecules cm－2以下（理論的
なプローブ間距離は 10 nm以上）の固定化密度で 100％ 

となった15）．しかし，固定化密度の増加に伴いハイブリダ
イゼーション効率は低下し，2.0×1012 molecules cm－2以
上では 60％ まで低下した．このとき理論的プローブ間距
離は 7 nm以下であり，電極上の固定化プローブが混み
合っているために，ハイブリダイゼーション効率が低下し
たと思われる．これに対して 121 merの PCR産物を作用
させたところ，1.0～6.0×1012 molecules cm－2の領域で，
ハイブリダイゼーション効率はわずかに 20％ 以下であっ
た．用いた PCR産物のターゲット領域は 121 merの中間
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Fig. 1    (A) Chemical structure of one naphthalene diimide derivative, FND7, and (B) top and 
(C) side views of the computer modelling of the threading intercalation complex of the 
naphthalene diimide with dimeric dinucleotide



に位置するため，立体障害のために，ハイブリ効率が低下
したと思われる．
同様に調製した電極に対して，20 μM FND7，0.1 M酢酸
カリウム緩衝液（AcOK ̶ AcOH），0.1 M KCl（pH 5.5）に
よる検出を試みた．FND誘導体は弱酸性条件下でなければ
溶解しないため，pH 5.5のAcOK ̶ AcOH緩衝液を用いた．
オリゴヌクレオチド，PCR産物ともに 60～100％ 程度の
高い電流増加率を示した．このとき，プローブ DNA固定
化電極はターゲットDNAと電極上で 2本鎖DNAを形成し
ており，ここに FND7が濃縮されるため，電流増加が観察
されたと思われる．これに対し，非相補鎖である 124 mer

の DNAを作用させたところ，クロノクーロメトリーによ
るハイブリダイゼーション効率は見かけ上 20％ 程度であ
ると示された．しかし，FND7を用いた場合は，電流増加
は観察されなかった．この結果より，非相補鎖は非特異的
に電極表面に吸着しており，電極上でミスマッチ 2本鎖を
形成していないと推定される．このような場合，FND7は
電極近傍には濃縮されないため，電流増加が見られなかっ
たと思われる．
遺伝子上の異常メチル化が大腸癌と関連している CDH4

遺伝子の検出では亜硫酸処理されたゲノム由来の PCR産
物の検出を試みた（この操作によってメチル化さていない
シトシンはチミンの変換される）．その結果，PCR産物の
ハイブリダイゼーション効率は低いにもかかわらず，FHA

において，0.5 ng μL－1の PCR産物の検出に成功した．さ
らに，電気化学応答はサンプルのシーケンスをほぼ正確に
反映していることを明らかにした15）．

3　電極上の複合体のさらなる安定化の試み

Fig. 2に示す様に，FHAはプローブ DNA固定化電極に
対して，ターゲット DNAのハイブリダイゼーション前後
で測定を行う．ハイブリダイゼーション前は 1本鎖 DNA，

ハイブリダイゼーション後は2本鎖DNAとなっている．そ
のため 1本鎖DNA/2本鎖DNA識別能の向上を FND ̶ 2本
鎖 DNA複合体のさらなる安定化によって実現することを
試みた．この戦略としてフェロセンと β-シクロデキストリ
ン（CD）による超分子複合体形成を利用した．フェロセン
は，α-，β-，γ-CDと包接錯体を形成する22）．特にフェロセ
ンと β-CDは 1 : 1の錯体を形成し，その結合定数は
2200 M－1である22）．そこで，Fig. 3に示すような β-CD ̶

FND7 ̶ DNA複合体形成による遺伝子検出を試みた12）．
β-CD存在下での FND7のDNAに対する結合定数を算出し
たところ，6.0×105 M－1であった．これは，β-CD非存在
下のときの 2倍であった．速度論パラメーターの算出よ
り，解離速度定数が β-CD非存在下のときの 2分の 1になっ
ていたことから，β-CDは解離過程で効果的に働いている
ことが示され，β-CDによって FND ̶ 2本鎖 DNA複合体が
安定化されていることが示された．次に，50 μM FND7，
0.1 M AcOK ̶ AcOH，0.1 M KCl溶液中で，2本鎖 DNA修
飾電極に対して，β-CDを添加したところ，酸化電流の低下
及び電位の正側シフトを観察した．FND7の酸化還元電位
の差，ΔE pは，ΔEp＝21 mVであり，この結果は FNDが電
極表面に吸着したことを示している．すなわち，電極上の
2本鎖 DNAに FND7がインターカレートし，β-CDとの三
元錯体を電極上で形成していることが示された．そこで，
本系による電気化学遺伝子検出を試みた．24 merのプロー
ブ DNA固定化電極に対して，24 merの相補的なターゲッ
ト DNAを作用させた．電解液として，800 μM β-CD，
50 μM FND7，0.1 M AcOK ̶ AcOH，0.1 M KCl溶液を用い
た．その結果を Fig. 4に示す．ハイブリダイゼーション前
後での応答は，0.5 μA，1.2 μAとなり，電流増加率は140％ 

となった．β-CD非存在下で同様の実験を行ったところ，
2.2 μA，3.9 μAであり，電流増加率は 80％ であった．
これより本システムによりターゲット DNAの検出識別

Fig. 2    (A) Chemical structures of Ferrocenylnaphthalene diimide (FND) and (B) the principle of the 
FND7-based electrochemical hybridization assay (FHA)
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能を向上させることができた．しかし，これはハイブリダ
イゼーション前の，1本鎖応答の抑制によるところが大き
かった．ハイブリダイゼーション後，2本鎖 DNA固定化電
極での応答は，FND7のフェロセンがβ-CDに包接されるた
め，フェロセン部の応答電流が減少された．そこで，錯体
形成後，電流増加型のシステムを構築するために，フェロ
セン化 β-CDとアダマンチル化ナフタレンジイミドを利用
した．

4　フェロセン化 β-CDとアダマンチル化ナフタレン
ジイミドの利用

アダマンタンはβ-CDのよいゲストとして知られており，

アダマンタンと β-CDの結合定数は，105 M－1であることを
利用する23）．フェロセン修飾シクロデキストリン（FcCD）
は，それ単独で存在するときはフェロセンがシクロデキス
トリンに包接されているため，電流を抑制する24）．しかし
アダマンタンを添加すると，アダマンタンが CDに包接さ
れるため，フェロセンは CDから飛び出す．そこで，2本
鎖 DNAに縫い込み型で結合するアダマンチル化ナフタレ
ンジイミド（AND），FcCDによる遺伝子検出を構築し
た25）．Fig. 5に示す様に，上述の原理によって，プローブ
DNA固定化電極がハイブリダイゼーションによってター
ゲットと 2本鎖 DNAを形成したとき，電極上で AND ̶

FcCD ̶ 2本鎖 DNAによる超分子複合体が形成され，電流
増加によって目的遺伝子を検出することができる．AND

の2本鎖DNAに対する結合定数は2.0×105 M－1であった．
これは，FNDのときと同じく，β-CD非存在下のときの2 倍
であった．また，CDスペクトル測定において FcCDが単
独で存在するとき，450 nmに正の誘起CDが観察されたこ
とより，分子内で包接体を形成していることが示唆され
た．ここに，ANDを添加したところ，450 nmの正の誘起
CDが消失したことから，ANDと FcCDが複合体を形成す
ることが分かった．そこで，電気化学測定によって遺伝子
検出を試みた．電解液として，50 μM AND，100 μM FcCD，
0.1 M AcOK ̶ AcOH，0.1 M KCl溶液を用いて，24 merの
プローブ DNA固定化電極に対して，24 merのターゲット
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Fig. 3    (A) Chemical structures of FND7 and β-CD, 
(B) computer modelling of a complex of FND7, 
dsDNA and β-CD, and (C) the principle of DNA 
detection by using FND7 and β-CD

Fig. 4    Obtained peak currents before and after 
hybridization of 24-meric DNA probe-modified 
electrodes with its complementary DNA in the case of 
FND7, FND7 ̶ β-CD, and AND ̶ FcCD systems



DNAをハイブリさせた前後での応答を観察したところ，
それぞれ 50 nA，310 nAとなり，電流増加率は 520％ と
なった（Fig. 4）．

5　チオクト酸を有するナフタレンジイミドによる
DNAホッチキス

著者らは電気化学的遺伝子検出のため，DNAをより簡
便に基板に固定化する技術として，チオクト酸を有するナ
フタレンジイミド，N ,N '-Bis[{4-(3-[1,2]dithiolan-3-ylbutyl-

aminopropyl)piperazinyl}propyl]- naphthalene-1,4,5,8-tet-

racarboxylic acid diimide（NDIss）の分子ホッチキスの可
能性について検討した26）．本システムは 2本鎖 DNAに縫
い込み型インターカレートされたNDIssと金表面とで形成
された超分子複合体と見なせる．これによって NDIssによ
り 2本鎖 DNAを選択的に金表面に固定化することができ

る．NDIssによって固定化したプローブ DNAによる FHA

の概念を Fig. 6に示す．1本鎖領域と 2本鎖領域を有する
プローブ 2本鎖 DNAは，2本鎖 DNAにインターカレート
結合した NDIssによってトポロジー的に固定化される．
NDIssは 2本鎖DNAに選択的に結合するため，1本鎖DNA

領域をプローブ領域として利用する．そこで，NDIss ̶ プ
ローブ 2本鎖DNA固定化電極によるDNA検出について検
討した．NDIss ̶プローブ 2本鎖 DNA固定化電極のプロー
ブ DNAの固定化密度が 8×1012 molecules cm－2のとき，
ターゲット DNAのハイブリ効率は，92％ であった．チ
オール化 DNA固定化電極で同様の固定化密度のとき，ハ
イブリダイゼーション効率は 10～50％ 程度であるた
め18），ハイブリダイゼーション効率の向上に成功した．こ
の理由として，さらに，電極上に固定化された 2本鎖 DNA

部分が電極表面とのスペーサーとして働いている可能性や
DNAの固定化の配向が関係しているのではないかと考え
ている．NDIssによって固定化されたDNAは金表面に対し
て，平行に固定化されているが，チオール化 DNAは垂直
に固定化されている．後者の場合，固定化密度が高くなる
ほどに，静電的反発や立体障害によりハイブリダイゼー
ション効率は低下することが知られている．NDIss ̶ プ
ローブ 2本鎖 DNA固定化電極では，あらかじめ DNAが横
たわっているために，このような障害を受けずにハイブリ
ダイゼーション効率が低下しなかったと思われる．
NDIss ̶プローブ2本鎖DNA固定化電極によるFHAを行っ
た結果を Fig. 7に示す．プローブ 2本鎖 DNAは 24 merの
1本鎖 DNA領域（プローブ領域）を有する．これに対し
て，124 merのターゲットDNAを作用させた．同じ24 mer

のプローブ領域を有するチオール化 DNAも同様に検討し

Fig. 5    (A) Chemical structures of AND and FcCD, 
(B) computer modelling of a complex of AND, 
dsDNA and FcCD, and (C) the principle of DNA 
detection by using AND ̶ FcCD

Fig. 6    (A) Chemical structure of NDIss and (B) the 
principle of DNA detection using probe DNA 
immobilized by NDIss on the electrode and FND
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た．電解液として，50 μM FND，0.1 M AcOK ̶ AcOH，
0.1 M KCl溶液を用いた．その結果，NDIssを利用した場
合，電流増加率は 370％ であり，従来のチオール化 DNA

固定化電極では 300％ であった26）．この違いはハイブリダ
イゼーション効率を反映した結果であると思われる．

6　DNA固定化電極を利用したタンパク質の検出

現在，核酸［DNAまたはリボ核酸（RNA）］を基質とす
るタンパク質の異常は疾病に関連することが知られてお
り，疾病の早期診断という目的でタンパク質の検出も重要
視されている．これら核酸関連タンパク質については，
DNAまたは RNA固定化電極を利用することで，タンパク
質を検出することができると考え，これらの電気化学的検

出法を発展させた．これまでに核酸切断酵素であるヌクレ
アーゼ27）～29），DNA伸長酵素であるテロメラーゼ30）～33）を
ターゲットとした検出システムの構築を実現している．
ヌクレアーゼの一つであるリボヌクレアーゼ（RNase）A

は膵臓癌の患者では血清中の RNase A濃度が増大するこ
と，デオキシリボヌクレアーゼ（DNase）Iは急性心筋梗塞で
血清中の濃度が大きく変化することが知られている．そこで，
DNAまたは RNA固定化電極 FNDを用いた DNase I 27）28），
RNase A 29）の電気化学的検出システムの構築に成功した．
また，テロメラーゼはがん細胞で特異的に発現している
タンパク質であり，癌の早期診断の観点から注目されてい
る34）．そこで電気化学的手法によってその活性を検出する
手法である electrochemical telomerase assay（ECTA）法を
構築した30）～32）．検出原理を Fig. 8に示す．著者らは 4本鎖
DNAに対して結合能が高い FND誘導体である FND3を見
いだし，これを利用してテロメラーゼによって伸長された
DNAの検出を試みた．伸長された DNAは 4本鎖構造を形
成し，これに FND3が結合することで，電流増加としてテ
ロメラーゼ活性を検出することができる．
これまでに口腔がん患者（九州歯科大学）から提供され
たサンプルのテロメラーゼ活性の検出を達成した31）32）．健
常者と癌患者由来のサンプルについて ECTA法によって検
討した結果，がん患者由来の臨床サンプルのテロメラーゼ
活性を検出することに成功した．がん組織由来のサンプル
だけでなく，口腔内全体からスポンジで採取した細胞サン
プルと口腔がん部位をブラシで擦って採取した細胞サンプ
ルにおいて，ECTA法を利用することで 80％ 以上という
高い正診断率でテロメラーゼを検出することができた．さ
らに 56サンプルについてブラインドテストを行ったとこ
ろ，80％ 以上の正診断率を得ることができた32）．この口
腔内全体から採取された細胞の採取方法は侵襲性が低いた
め，本手法を用いることで，口腔がんの早期発見が期待で
きる．

ECTA法の発展として，抗がん剤のスクリーニングへの
適用を試みた．テロメラーゼにより伸長されたDNAは，ア
ルカリ金属，及びアルカリ土類金属存在下では，4本鎖
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Fig. 7    Obtained peak currents before and after 
hybridization with complementary DNA in the case of 
the DNA probe-modified electrode by NDIss or the 
thiolated DNA probe (HS-DNA)-modified electrode

Fig. 8    (A) Principle of an electrochemical telomerase assay (ECTA) using FND3 and (B) chemical 
structure of the FND derivative in ECTA



DNA構造を形成する．4本鎖 DNAと相互作用し，4本鎖
DNA構造を安定化する化合物は，テロメラーゼの働きを
阻害するため，抗がん剤として期待されている．抗がん剤
は，2本鎖 DNAに結合するものが多く，PCRが必須であ
る従来のテロメラーゼ活性測定法である telomerase repeat 

amplification protocol（TRAP）法ではテロメラーゼ阻害能
を評価することができない．電気化学的手法は TRAP法と
比べ，PCRを行うことなくテロメラーゼを検出することが
できる．これらの事実を踏まえ，新規な抗がん剤スクリー
ニング法を考案した33）．Fig. 9に検出原理を示す．電気化
学活性 DNAリガンドとしてヘキサアンミンルテニウム錯
体を用い，クロノクーロメトリー測定を利用することで，
電極上の DNA量を定量化することができる．テロメラー
ゼによる伸長量を数値化できるため，阻害剤の影響を伸長
量で判断することができる．10種類の化合物について本シ
ステムを適用した結果をFig. 10に示す．トリスナフタレン
ジイミド（TND），FND3，ポルフィリン（TMPyP4），
Inhibitor IIIは，伸長が (TTAGGG)5で停止していることか
ら，4本鎖DNA構造形成後にテロメラーゼの働きが阻害さ
れていると推察される．ペリレンジイミド（PIPER），
Inhibitor Vについては，(TTAGGG)4以下でテロメラーゼ
阻害が観察されていることから，これらはテロメラーゼ自
身に作用していると推察される．これによって，従来法で
は困難であったテロメラーゼによる阻害メカニズムの解明
を実現した．

7　分子内にフェロセンと β-CDを持つナフタレンジ
イミド

これまで DNA修飾電極を利用する不均一系での電気化
学的 DNAまたは DNA関連酵素の検出を述べてきたが，こ
こでは著者らが開発した均一系でのシグナルオン型 2本鎖
DNA検出法について述べる．これまでに，均一溶液中での
電気化学的リアルタイム DNA検出がいくつか報告されて
いる35）～37）．これらは電気化学活性なインターカレータが
DNAに結合したときに，拡散速度が低下すること，すなわ
ち電流が減少することを利用したシグナルオフ型の DNA

検出であった．著者らは，フェロセンと β-CDによる相互

作用を利用することによる均一溶液中におけるシグナルオ
ン型電気化学的遺伝子検出を試みた．Fig. 11にその概念を
示す38）．フェロセンと β-CDを有するナフタレンジイミド
（FNC）は，単独で存在するときは，フェロセンが β-CDに
包接されることによって，その電気化学応答が抑制されて
いる．しかし，2本鎖 DNAが存在すると，FNCは 2本鎖
DNAに結合し，フェロセンは β-CDから飛び出す．これに
よって DNAが存在するときのみ，電流増加が観察される
と期待される．UV ̶ Visスペクトル測定によって，FNCが
2本鎖DNAに 8.9×104 M－1で結合することが確認された．
また，CDスペクトル測定によって，FNCは 2本鎖 DNAに
対してインターカレートモードで結合することが明らかに
なった．電気化学測定では，FNCは DNA非存在下，存在
化において，それぞれ 420 mV，320 mVに還元ピークを示
した．DNAの添加に伴い，420 mVの電流は減少し，320 

mVの電流は増加した．420 mVの電流は，フェロセン̶

Fig. 9    Electrochemical telomerase assay based on chronocoulometry with RuHex
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Fig. 10    Telomerase inhibition assay by a RuHex 
based chronocoulometry technique performed with 
2.5 μM of each Inhibitor III, V, TMPyP4, PIPER, AZT, 
guanidine thiocyanate, EtBr, FND3, FND6 or TND in 
the presence of 25-cell extracts at 37℃ for 30 min
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β-CD複合体由来，320 mVの電流はフェロセン単独の電流
に由来する．これより，320 mVの電流を観察することで，
シグナルオン型で遺伝子検出を達成することができた．
PCR産物の検出を試みたところ，検出下限 26 nMを達成し
た．
また，原子間力顕微鏡（AFM）測定によって，DNAに対
して，FNCが過剰に存在するとき，DNAの凝集体が観察
され，分子間包接体を形成していることが示された．興味
深いことに，この凝集体は，アダマンタンの添加によって
解消される．この結果は，まさに DNA上で超分子集合体
の形成を示唆している．

8　結　　　言

電気化学的遺伝子検出は DNA検出だけでなくタンパク
質の検出にも利用できる将来有望な手法であり，PCR産物
の検出や臨床サンプルからテロメラーゼの活性検出を達成
しており，実用化は近いと思われる．ここでは，電気化学
的遺伝子検出の中でも特に超分子複合体形成を利用した検
出を中心に述べた．フェロセンと β-CDによる超分子複合
体は，包接に伴い電気化学的挙動が変化するため，非常に
興味深い材料である．これまでに，超分子を利用した遺伝
子検出例は，本稿で紹介したものの他に，いくつか報告さ

れている．熊本大学の井原らは，2種類のプローブを用意
し，それぞれの末端にフェロセンと，β-CDを修飾してい
る39）．これら 2種類のプローブは，ターゲット DNAとハ
イブリダイズしたときに，フェロセンと β-CDが近づくよ
うに設計されている．このシステムでは，ターゲットが目
的のものであるときのみ，電流現象が観察される．また，
産業技術総合研究所の青木らは，プローブの両末端にそれ
ぞれフェロセンと β-CDを修飾したものをプローブとして
用いている．著者らが構築した FNCと同様に，プローブ単
独ではシグナルが小さいが，ターゲットとハイブリダイ
ゼーションすると電流増加が観察される40）．これらは，共
に均一溶液中でのアッセイであり，電気化学的遺伝子検出
は，現在，固定化系から均一溶液中での分析に移りつつあ
る．このなかでも均一溶液中でのリアルタイム DNA検出
についての研究が報告されている35）～37）．これらはほとん
どがシグナルオフ型の遺伝子検出である．これをシグナル
オン型に変えることができれば，さらなる感度上昇が達成
できると期待される．シグナルオン型の遺伝子検出のため
に，フェロセンと β-CDを利用した FNCを設計・合成した
ところ，概念どおりに DNAを検出可能なことを確認する
ことができた．FNC過剰な条件下では FNC自身による分
子間相互作用等が観察され，まだまだ検討課題が多いもの
の，超分子複合体形成の利用は今後新たな遺伝子検出法を
確立するための有益な方針を与えると期待される．
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Gene detection based on electrochemical techniques has been gaining much attention in 
recent years, not only because it provides simple and rapid methods for measurement and 
detec t ion ,  but  a l so  for  the  eas ines s  o f  downs iz ing  the  ins t rumentat ion .    
Ferrocenylnaphthalene diimide, which forms a pseudo-catenane complex with double-stranded 
DNA, has been developed to be used in an electrochemical detection system for double-
stranded DNA coupled with a DNA probe-immobilized electrode.    To improve the 
performance of electrochemical gene detection, FND or its derivatives, which can form a 
supramolecular complex, have been under development.    Here, we review an electrochemical 
DNA or DNA-related enzyme detection technique based on supramolecular complex formation.

Keywords: electrochemical DNA detection; hybridization assay; threading intercalator; 
ferrocenylnaphthalene diimide; supramolecular chemistry.
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