
1　緒　　　言

DNAや RNAを消化するヌクレアーゼは DNAの組み換
え，修復，免疫システムの監視やゲノム編集に重要な役割
を果たしている．このことから，ヌクレアーゼは薬剤の
ターゲットとして期待されている1）2）．また，特に最近注目さ
れているゲノム上のDNAを切断し，他のDNAを挿入するゲ
ノム編集に利用される転写活性化様エフェクターヌクレアー
ゼ（transcription activator-like effector nuclease, TALEN）や
clustered regularly interspaced short palindromic repeats/

CRISPR associated proteins（CRISPER-Cas 9）においても
ヌクレアーゼが重要な役割を果たしている3）．さらに急性
心筋梗塞ではデオキシリボヌクレアーゼ（Deoxyribonucle-

ase，DNase）Iの活性が著しく変化するため，DNase Iは
急性心筋梗塞のマーカーとして期待されているほか4），全
身性エリテマトーデスでもその活性が変化することが知ら
れている5）．これらの診断や創薬目的のために，ヌクレ
アーゼの酵素活性を簡便に評価する方法が求められてい
る．
これまで様々なヌクレアーゼの検出法が開発されてい

る6）～13）．例えば，核酸にインターカレーションする
PicoGreenによってヌクレアーゼの活性を蛍光検出する方
法が報告された7）．この手法では，均一溶液中で様々な酵
素の基質特異性を調査するため，フルマッチ2本鎖DNAや
ミスマッチ 2本鎖 DNA, DNA:RNA 2本鎖をターゲットと
したときの酵素活性が簡便に調べられた．また，Au/Agナ
ノ粒子のラマン分光を利用した細胞内のエンドヌクレアー
ゼの活性のイメージングも達成されている8）．細胞内イ
メージングが達成できれば，細胞内のヌクレアーゼ動態の
解明が期待される．また，Cuナノ粒子が DNAに集積する
ことを利用した誘導結合プラズマ質量分析（Inductively 

Coupled Plasma-Mass Spectrometry，ICP-MS）によるエク
ソヌクレアーゼ IIIの検出も報告された9）．これらの分光学

的な手法だけでなく，電気化学的手法によるヌクレアーゼ
の活性検出法も試みられている．1本鎖DNAもしくは 2本
鎖固定化電極を調整し，ヌクレアーゼによる切断情報を
DNAに結合する試薬等の結合量で検出する．例えば，Cu

ナノ粒子は 2本鎖 DNAに結合し，－0.05 V（vs. SCE）に
おいて電流を示すことから，－0.05 Vの電流の大きさでヌ
クレアーゼの有無を検出できる10）．また，フェロセン11）12）

やメチレンブルー13）でプローブ DNAを修飾し，電極に固
定化したセンサーでは，酵素でプローブ DNAが切断され
ると電流が減少する．電気化学的手法は高感度に酵素を検
出することができるが，DNA固定化電極を用いたシステム
はいずれもシグナルオフ型の検出であり，さらなる感度向上
を図るには制限もある．そこで新たにシグナルオン型の検出
システムをここでは検討した．その概念を Fig. 1に示す．
フェロセン化ナフタレンジイミド（Frrocenylnaphthalene 

diimide，FND）は 2本鎖 DNAにインターカレートす
る14）～17）．FNDは 2本鎖 DNAに結合すると，FNDの見か
けの分子量の増大に伴い，拡散速度が低下し，電流が抑制
される．また，2本鎖 DNA-FND複合体の DNAが DNase I

に切断されると，2本鎖 DNAは 1本鎖に解離しやすくな
り，FNDは 2本鎖 DNAから解離する．これにより FNDの
電流が回復する．これまでに，FNDのリンカー構造の違い
によって，2本鎖DNAへの結合能が異なることを明らかに
している17）．ヌクレアーゼ検出を目的とした場合，2本鎖
DNA-FND複合体がより安定であるほうが，酵素反応前の
電流が抑制され，シグナルの増加はより大きくなると期待
される．そこで，2本鎖 DNAへより強く結合する新たな
FNDとして，リンカー中にアラニンやリジンを有するペプ
チド型のフェロセン化ナフタレンジイミド 1, 2を設計し
た．これらはリンカー中のアラニンやリジンが 2本鎖DNA

のリン酸と相互作用することを期待した．リンカー中のア
ミノ酸の効果を確認するため，すでに合成されていた FND

として 3を用いて，従来の FNDと比較検討を行った．

2　実　　　験

2・1　試　薬
仔牛胸腺 DNA（calf thymus DNA，CT-DNA）は，過去
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の報告に従って精製し18），DNA濃度は塩基対当りの濃度と
して調製した．1，2はそれぞれ Scheme 1，2に従って合
成した．3，4は，過去に報告された合成方法に従って合成
された16）．

2・1・1　1の合成　　ナスフラスコに 10 mLジメチルホ
ルムアミド（N ,N -dimethylformamide，DMF），0.20 g（0.53 

mmol）の 4，0.71 g（1.3 mmol）Fmocフェロセニルアラ
ニン（神戸天然物化学），1.0 g（2.6 mmol）ヘキサフルオ
ロリン酸（ベンゾトリアゾール - 1 -イルオキシ）トリピロリ
ジノホスホニウム（1H-Benzotriazol-1-yloxy-tri(pyrrolidino)

phosphonium hexafluorophosphate，PyBOP），0.15 mL

（1.7 mmol）N -メチルモルホリン（N -methylmorphiline，
NMM）を加え，氷浴で 1時間撹

かく

拌
はん

した．室温に戻したの
ち，減圧留去で溶媒を除去し，少量のクロロホルムに溶解
させ，ジエチルエーテルで再沈殿を行い，5を得た．
ナスフラスコに50 mLのDMF/ピペリジン溶液（70/30，

v/v），0.22 g（0.16 mmol）5を加え，室温で 1時間撹拌し
た．撹拌後，溶媒を減圧留去し，クロロホルムを少量加え，
ジエチルエーテルで再沈殿を行った．得られた化合物は，
RP-HPLCで精製され，1を得た（収率 16％）．

2・1・2　2の合成　　ナスフラスコにDMF 10 mL，0.20 g

（0.53 mmol）の 4，Fmoc-Lys(Boc)-OH 0.61 g（1.3 mmol），
PyBOP 1.0 g（2.6 mmol），NMM 0.15 mL（1.7 mmol）を

加え，氷浴で 1時間撹拌した．室温に戻したのち，減圧留
去により溶媒を除去した．その後，少量のクロロホルムに
溶かし，ジエチルエーテルで再沈殿を行い，6を得た．ナ
スフラスコに 30 mLの DMF/ピペリジン溶液（70/30，
v/v），0.21 g（0.16 mmol）の 6を加え，1時間室温で撹拌
した．溶媒を減圧留去後，クロロホルムを少量加え，ジエ
チルエーテルで再沈殿を行い，0.88 gの 7を得た．
ナスフラスコに DMF 5 mL，0.080 g（0.10 mmol）の 7，

Fmocフェロセニルアラニン 0.13 g（0.25 mmol），PyBOP 

0.50 g（1.3 mmol），NMM 0.10 mL（1.1 mmol）を加え，
氷浴で 1時間撹拌した．室温に戻したのち，溶媒を減圧留
去した．少量のクロロホルムに溶かし，ジエチルエーテル
で再沈殿を行い，8を得た．ナスフラスコに 30 mLの
DMF/ピペリジン溶液（70/30，v/v），0.31 g（0.17 mmol）
の 8を加え 1時間，室温で撹拌した．溶媒留去後，クロロ
ホルムを少量加え，ジエチルエーテルで再沈殿を行い，脱
下 moc体の 9を得た．ナスフラスコに，0.074 g（0.055 

mmol）の 9，ジクロロメタン 20 mL，4 N-塩酸/ジオキサ
ン 40 μL（0.15 mmol）を加え，室温で 2時間撹拌した．溶
媒を減圧留去後，クロロホルムを少量加え，ジエチルエー
テルで再沈殿を行った（収量 0.010 g）．得られた化合物は，
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Fig. 1    (A) Principle of signal-on type electrochemical 
DNase I detection using FND.    (B) Chemical structure 
of FNDs, 1 – 3.
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RP-HPLCで精製され，2を得た．

2・2　円偏光二色性（CD）スペクトル測定
85 μmol L–1 CT-DNA，10 mmol L–1 2 -モルホリノエタン
スルホン酸（2-Morpholinoethanesulfonic Acid，MES，pH 

6.25），1.0 mMエチレンジアミン四酢酸（ethylenediamine-

tetraacetic acid，EDTA），100 mmol L–1 NaCl溶液に 1及
び 2を，最終濃度が 15 μmol L–1となるように添加し，
JASCO J-820（日本分光）で CD測定を行った．
測定条件は以下に示すとおりである ; 走査速度 50 nm 

min–1，レスポンス 2 sec，データ間隔 0.2 nm，感度 100 

mdeg，バンド幅 2 nm，積算回数 4回，測定温度 25℃．

2・3　UV-Visスペクトル測定
10 mmol L–1 MES緩衝液（pH 6.25）に，1.0 mmol L–1 

CT-DNA，10 μmol L–1 1もしくは2，10 mmol L–1 MES（pH 

6.25），1.0 mmol L–1 EDTA，100 mmol L–1 NaClを数 μLず
つ添加したときの UV-Vis測定を日立スペクトロメーター
U-3310で行った．

384 nmの吸光度変化から，MacGheeと von Hippelによ
る，n（飽和度，加えた DNA当たりの結合したインターカ
レータ量）と C（DNAに結合していないインターカレータ
濃度）とを用いてスキャッチャードプロットを行い，
式（1） を用いて，結合定数（K），座位数（n ; 化合物が 2本
鎖 DNAに結合した時に覆う塩基対数）を算出した19）．

n/C＝K(1-nn) {(1-nn)/[1-(n -1)n]}n -1 （1）

2・4　ストップト・フロー測定
FND–CT-DNA溶液として 100 mmol L–1 NaCl及び 1.0 

mmol L–1 EDTAを含む10 mmol L–1 MES緩衝液（pH 6.25），
5 μmol L–1の 1もしくは 2，100 μM CT-DNA 4 mLを調製
した．1％ ラウリル硫酸ナトリウム（Sodium dodecyl sul-

fate，SDS）溶液として 100 mmol L–1 NaCl，10 mmol L–1 

MES, 1.0 mmol L–1 EDTA（pH 6.25），1％ SDS溶液 4 mL

を調製した．この二つの溶液をストップト・フロー分光光
度計にセットした．その後，測定温度 25℃ でこの二つの
溶液を混合し，384 nmの吸収スペクトルの時間変化から
式（2） に従い，kdを算出した（A1, A2はカーブフィッティ
ングの際のそれぞれ吸光度変化に由来する係数である）20）．

y＝A1 exp(kd・t)＋A2 （2）

FND溶液として 100 mmol L–1 NaCl，10 mmol L–1 MES，
1.0 mmol L–1 EDTA（pH 6.25），2.0，4.0，6.0，10 μmol L–1

の1もしくは2溶液の計4種類，DNA溶液として100 mmol 

L–1 NaCl及び 1.0 mmol L–1 EDTAを含む 10 mmol L–1 MES

緩衝液（pH 6.25），20，40，60，100 μmol L–1 CT-DNA溶
液の計 4種類を調製した．[FND] : [DNA]＝1 : 10となる二
つの溶液をストップト・フロー分光光度計にセットした．
その後，測定温度 25℃ でこの二つの溶液を混合し，384 

nmの吸収スペクトルの時間変化から式（3） に従い，見か
けの会合速度定数 (k a)appを算出した（A3，A4はカーブ
フィッティングの際のそれぞれ吸光度変化に由来する係数
である）20）．

y＝A3 exp{(k a)app・t }＋A4 （3）

各濃度において得られた結果より，DNA濃度（CDNA）に
対する (k a)appの関係をプロットし，式（4） の傾きから会合

N

N

NH2

NH2

O

OO

O N

N

N
H

H
N

O

OO

O

O H
N

O

O

H
N

O

O

O
N
H

O

O

N
H

O

O

N

N

N
H

H
N

O

OO

O

O
NH2

H
N

O

O

O
NH2

N
H

O

O

N

N

N
H

H
N

O

OO

O

O
NH

H
N

O

O

O
NH

N
H

O

O

O
HN

O
HN

O
O

O

Fc

Fc

O

N

N

N
H

H
N

O

OO

O

O
NH

NH2

O
NH

NH2

O
NH2

O
NH2

64

7

8

2

Fc = Ferrocene

Fe

Fe

Fmoc-Lys-(Boc)-OH

PyBOP

NMM/DMF

pyperidine

DMF

Fmoc-FcAla
PyBOP

NMM/DMF

DMF

pyperidine 4 N-HCl/Dioxane

dichloromethane
9

Scheme 2    

ノート　 955佐藤，福瀧，竹中  :  新規フェロセン化ナフタレンジイミドを用いる均一溶液中でのシグナルオン型電気化学的DNase I検出



速度定数 k aを算出した20）．

(k a)app＝－k aCDNA＋kd （4）

2・5　電気化学測定
前処理として，ダイヤモンドスラリー（6 μmに続き

1 μm），アルミナスラリー（0.05 μm）で物理研磨し，水酸
化ナトリウム水溶液，硫酸水溶液で電解研磨を行った12）．
CT-DNA，FNDの非特異的吸着を防ぐため，金のディスク
電極（BAS，直径 1.6 mm）を 6 -メルカプト - 1 -ヘキサノー
ル 100 μLに浸し，一晩 45℃ で電極表面のマスキングを
行った．50 μmol L–1 FND（1，2，もしくは 3），100 mmol 

L–1 KCl，100 mmol L–1酢酸カリウム（AcOH-AcOK）緩衝
液（pH 5.5）を調製し，この溶液 100 μLにマスキング電
極を浸し，25℃ で Electrochemical Analyzer Model 1030A

（CH. Instrument）でサイクリックボルタンメトリー
（cyclic voltammetry，CV）測定を行った．

CV測定は以下の条件で行った ; 初期電位 （V）＝0，高電
位 （V）＝0.6，低電位 （V）＝0，セグメント＝2，サンプル間
隔 （V）＝0.001，静止時間 （s）＝2，感度 （A/V）＝1×10–6．

DNase I検出では，6 -メルカプト - 1 -ヘキサノール固定化
電極を用いて，CT-DNA，FNDを含む 1×DNase I緩衝液
（0.10 mol L–1 Tris-HCl，25 mmol L–1 MgCl2，5.0 mmol L–1 

CaCl2）溶液で，37℃ で CV測定及び矩形波ボルタンメト
リー（square Wave Voltammetry，SWV）測定を行った．電
流増加率（Δi/％）は DNase I添加前後の電流をそれぞれ
i 0，i とすると，Δi/％＝(i/i 0-1)×100で算出した．

SWV測定は以下の条件で行った ; 初期電位 （V）＝0，最
終電位 （V）＝0.5，電位増加分 （V）＝0.004，振幅 （V）＝
0.025，周波数 （Hz）＝15，静止時間 （s）＝2，感度 （A/V）＝
1×10–6．

3　結果と考察

3・1　FND1-3と 2本鎖 DNAとの相互作用解析
これまでに合成された FNDは分子内に N-メチル基や，
ピペラジンを有しており，これらの部位がプロトン化する
ことで，水溶性を示していた14）～17）．今回新たに設計，合成
した FND 1はアラニンを，2はアラニンとリジンを持つ．
1，2の複数個のプロトン化によって，化合物自身の水溶性
の向上及び 2本鎖 DNAに対する親和性の向上が期待され
る．
まず最初に，新たに合成した 1，2の電気化学特性を調べ
た．Fig. 2に 1 - 3のそれぞれの CV測定結果を示す．3で
は酸化ピーク電位 Epa＝0.46 V，還元ピーク電位 Epc＝
0.40 V，ΔEp＝0.06 V，中点電位 (Epa＋Epc)/2＝0.43 V，1で
は酸化電位 Epa＝0.38 V，還元電位 Epc＝0.32 V，ΔEp＝
0.06 V，中点電位 (Epa＋Epc)/2＝0.35 V，2では酸化電位 Epa

＝0.39 V，還元電位 Epc＝0.33 V，ΔEp＝0.06 V，中点電位
(Epa＋Epc)/2＝0.36 Vであった．これより，1，2では 3よ
り酸化還元電位が約 0.08 V負側にシフトした．新規イン
ターカレータには電子供与基であるアミノ基が存在し，
フェロセン部位に電子供与されるため，アミノ基を持たな
い 3よりも電位が負側にシフトしたと考えられる．この結
果より，より低電位で測定可能なインターカレータの合成
に成功した．
次に 2本鎖 DNAに対する結合モードを調べた．85 μmol 

L–1仔牛胸腺DNA（CT-DNA, 濃度はCT-DNA塩基対当たり
の濃度として示す），10 mmol L–1 MES（pH 6.25），1.0 

mmol L–1 EDTA, 100 mmol L–1 NaClに 1及び 2を添加した
ときの円偏光二色性スペクトル測定を測定した（Fig. 3A）．
その結果，ナフタレンジイミドに由来する 340～400 nm

の領域で，小さな負のコットン効果が観察された．これは，
FNDが 2本鎖 DNAにインターカレートしたときに特有の
挙動である16）．また，Fig. 3Bに示すように，7.0 μmol L–1 

1もしくは 2，100 mmol L–1 NaCl，1.0 mmol L–1 EDTAを
含む 10 mmol L–1 MES（pH 6.25）溶液に CT-DNAを添加
したときのUV-Vis吸光度測定を行ったところ，CT-DNAの
添加に伴いナフタレンジイミドに由来する 340～400 nm

の領域で，大きな淡色効果が観察された．これもまた，1

や 2がインターカレートモードで結合していることを示唆
している16）．また，これらの UV-Visスペクトル測定による
384 nmでの吸光度変化からスキャッチャード解析を行い，
2本鎖 DNAに対する 1，2の結合定数（K）及び座位数（n）
を算出した（Fig. 3C）．その結果を Table 1に示す．結合定
数に関して，2は 1の 2倍の大きさであった．また，ストッ
プト・フロー分光光度計を用いて，CT-DNAに対する 1及
び 2の解離（Fig. 3D，a），会合過程（Fig. 3D，b）を追跡
し，会合速度定数（k a）及び解離速度定数（kd）を算出し
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Fig. 2    Cyclic voltammogram of 50 μmol L–1 1 (black 
solid line), 2 (black dotted line), or 3 (grey solid line) 
in 100 mmol L–1 AcOK-AcOH (pH 5.5) and 100 mmol 
L–1 KCl



た（Table 1）．100 μmol L–1 CT-DNA，5 μmol L–1 1もしく
は 2の混合液と界面活性剤の SDSを混合すると，CT-DNA

から 1は 10 s程度で，2は 30 s程度で解離した．結合過程
については，1は 2～3 sで，2は 1 s程度で CT-DNAと結
合した．速度論解析より，CT-DNAからの会合，解離速度
定数を算出すると，2は，1よりも 2本鎖 DNAから解離し
にくいことが明らかになった．2の分子内に導入されてい
るリジンが効果的に 2本鎖 DNAに作用していると予想さ
れる．また，過去に合成された FNDである 3と比較する

と，1，2はともに 3よりも 2本鎖 DNAに対する結合定数
が大きかった．また，会合速度定数は 1 - 3でほぼ同程度で
あるが，解離過程については 2本鎖 DNAから解離しにく
くなっていることが示された．リンカーにペプチドを導入
することで，静電的相互作用に加え DNAのリン酸部位と
水素結合し，DNAから化合物が解離しにくくなったと思
われる．また，会合速度定数，解離速度定数から結合定数
（K＝k a/kd）を算出することができる．これより，速度論
的手法により算出された 1, 2, 3の結合定数はそれぞれ，
4.6, 15, 1.2×105 M–1であり，スキャッチャード解析より算
出された結合定数とCT-DNAに対する結合能の序列がおお
むね同じであった．

3・2　FND-DNA複合体への DNase Iの相互作用
DNase Iはエンドヌクレアーゼであり，核酸の内部を切
断する．FNDが 2本鎖 DNAへ結合することによって，
DNase IがDNAに結合できず，酵素反応が起こらない可能
性がある．1, 2は合成収量が十分でなかったため，まず 3

を用いて，FND-DNA複合体に対する DNase Iの酵素反応
を電気化学的に解析した．

37℃ で 400 μmol L–1 CT-DNA非存在下，存在下での 20 

μmol L–1 3，1×DNase I緩衝液（0.10 mol L–1 Tris-HCl，25 

mmol L–1 MgCl2，5.0 mmol L–1 CaCl2）溶液で 6 -メルカプ
トヘキサノール修飾電極の SWV測定を行った．20 μmol 

L–1 3では 0.48 μAの酸化ピーク電流を示した．一方，20 

μmol L–1 3，400 μmol L–1 CT-DNA溶液の酸化ピーク電流
は 0.21 μAであった．3と CT-DNAの結合定数は，3.0×105 

M–1であり，K＝[CT-DNA-3複合体]/[CT-DNA][3]より，
400 μmol L–1 CT-DNAと20 μmol L–1 3を混合したときの結
合率を算出すると，99％ が結合していることから，本条
件では平衡状態ではほとんどの 3がCT-DNAに結合してい
るものと考えられる．3の電流は CT-DNAに結合すること
で 56％ 抑制された．酸化電流は，拡散速度の 1/2乗に比
例することが知られており，3が CT-DNAに結合すると，3

の分子量が増大するため，拡散速度が低下し，電流が減少
したと考えられる．
次に，20 μmol L–1 3，400 μmol L–1 CT-DNA，1×DNase I

緩衝液に 0.02 U μL–1のDNase Iを 37℃ で作用させたとき
の酵素反応の時間変化を 6 -メルカプトヘキサノール修飾
電極による CV測定で 2分ごとに追跡した．その結果を

Fig. 3    (A) CD spectra of 85 μmol L–1 CT-DNA in the 
absence (broken line) or presence of 15 μmol L–1 2 
(solid line) in 10 mM MES and 1.0 mM EDTA (pH 
6.25) containing 100 mmol L–1 NaCl at 25 °C.    (B) 
Spectrophotometric titration of 7.0 μmol L–1 2 with 
0–0.3 mmol L–1 CT-DNA (from top to bottom) in 10 
mmol L–1 MES and 1.0 mmol L–1 EDTA (pH 6.25) 
containing 100 mmol L–1 NaCl at 25 °C.    (C) 
Scatchard plot for 2 with CT-DNA.    (D) Stopped-
flow kinetics traces for the SDS-driven dissociation (a) 
and for assosiation (b) of 2 with CT-DNA in 10 mmol 
L–1 MES and 1.0 mmol L–1 EDTA (pH 6.25) 
containing 100 mmol L–1 NaCl at 25 °C.

Table 1    Binding parameters of 1 - 3 with CT-DNA

FND K×10–5/M–1 n k a×10–5/M–1 s–1 kd/s–1

1 5.0 2 2.3 0.5
2 11 2 1.5 0.1
3 16) 3.0 3 1.4 1.1
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Fig. 4に示す．Fig. 4Aには DNase I添加前，添加 30分後
の CVを示す．Fig. 4Bに示すとおり，DNase Iの添加に伴
い，電流増加が観察され，確かに酵素反応に伴い FNDの酸
化ピーク電流が増大する様子が確認された．DNase I添加
後，30分程度で酸化ピークの電流増加率は 56％ 程度とな
り，30分程度でおおよそのCT-DNAが消化されていること
が示された．このとき，FND : DNA＝1 : 20であり，DNA濃
度は塩基対当りの濃度としたものを用いているため，理論
上 20塩基対当たりに 1分子の FNDが結合している条件で
あった．[CT-DNA]/[3]を，5，10，20，100としたときの
DNase Iの反応時間変化を確認した．これらの酸化ピーク
の電流増加率の時間変化から，反応速度を算出した（Fig. 

4C）．その結果，反応速度は [CT-DNA]/[3]＝10で最大と
なり，また，電流増加率も 120％ まで増大した．DNAの
塩基対間の距離は，10塩基対で 34 Åである．DNase Iの
大きさは，およそ 30 Åである21）．[CT-DNA]/[3]＝10のと
き，DNA上で隣り合う 3と 3の距離は 34 Åであり，3は
DNase Iが相互作用するための立体障害にはならない．し
かし，[CT-DNA]/[3]＜10のとき，3と 3の距離は DNase 

Iの大きさよりも小さく，3は DNase Iの DNAに対する酵
素反応において障害となり，反応速度が低下したよ予想さ

れる．また，[CT-DNA]/[3]＞10のとき，DNA上で隣り
合う 3と 3の距離が大きくなり，切断されても DNA断片
に結合した 3の解離が効果的に起こらず，見かけの分子量
の低下が見られなかったものと考えられる．これらの結果
より，[CT-DNA]/[3]＝10となるときが，最も DNase Iの
切断を効率的に観測できる条件であることが分かった．

3・3　1及び 2-DNA複合体による DNase Iの検出
10 μmol L–1 1及び2と100 μmol L–1 CT-DNA複合体にて

DNase Iで処理したときの酵素反応前後のSWV測定を行っ
た．1と CT-DNA, 2と CT-DNAのそれぞれの結合率は，そ
れぞれ 98, 99％ である．Fig. 5に示すとおり，2×10–3 

U μL–1 の DNase Iで処理したとき，10 μmol L–1 1，100 

μmol L–1 CT-DNA混合溶液では酸化ピークの電流が 340％ 

増加し，10 μmol L–1 2，100 μmol L–1 CT-DNA混合溶液で
は酸化ピークの電流が 690％ 増加した．DNase IはMgが
トリガーとなって酵素活性が発現する．Mgをキレートす
るため，15 mmol L–1 EDTA存在下で同様の測定を行った
場合，1では電流増加率は 49％，2では 1.5％ と，ともに
電流増加が抑制された．さらに，DNase Iを添加しなかっ
た場合，酸化ピーク電流は 1では 8.9％, 2では 10％ 減少
した．今回用いた CT-DNAは 100 - 2000 bp当たりの分子
量分布のものである．CT-DNAの融解温度は高いものの，
37℃ で保持していたため，短いDNAに結合していたFND

がより安定な長い DNAに結合し，FNDの見かけの拡散速
度が低下した可能性が考えられる．これより，1，2でも 3

と同様に DNase Iの酵素反応が追跡可能であることが示さ
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Fig. 4    (A) Cyclic voltammogram of 20 μmol L–1 3 with 
400 μmol L–1 CT-DNA in the presence (solid line) or 
absence (broken line) of 0.02 U μL–1 of DNase I.    (B) 
Time course of the oxidation peak current increase 
under DNase I digestion.    (C) Kintics under the 
varied ratio of [CT-DNA]/[3] obtained from the time-
dependence of the current after DNase I digestion.

Fig. 5    Oxidation peak current increace after DNase I 
treatment under the mixture of 10 μmol L–1 1 (A) or 2 
(B) with 100 μmol L–1 CT-DNA



れた．
Fig. 5A，B に 10 μmol L–1 1 もしくは 2，100 μmol L–1 

CT-DNA，1×DNase I緩衝液による DNase I濃度依存性の
結果を示す．2×10–3 - 2×10–5 U μL–1の DNase Iでは 100

～340％ の電流増加率であり，DNase Iの検出が可能であ
ると考えられる．しかし，[DNase I]＜2.0×10–6 U μL–1で
は，酵素処理を行っていないときの電流増加率との有意差
は得られなかった．よって，DNase I検出限界は 2×10–5 

U μL–1であると考えられる．2による DNase I濃度依存性
では 2×10–3 - 2×10–9 U μL–1では約 100～700％ の電流増
加率であり，大幅な電流増加が確認された．この結果から
検出限界は 2×10–9 U μL–1であると考えられ，1，3を用い
たときの感度よりも大幅に感度が向上した．

2は，1，3と比べ，2本鎖 DNAに対する結合能が高く，
酵素反応前後にCT-DNAに安定してインターカレートでき
るため，酵素反応による複合体の分子量変化が明瞭になっ
たためであると考えられる．

4　結　　　言

ペプチド型の新規 FND 1，2の合成に成功した．これら
は 3と比べると，2本鎖 DNAに対する結合能が増大した．
リンカー中にリジンを含む 2は 2本鎖 DNAからの解離が
遅く，2本鎖 DNAに安定に結合可能であることが示され，
2本鎖DNA- 2複合体で 2×10–9 U μL–1のDNase Iの検出に
成功した．また，2本鎖 DNAへの FNDの結合量が DNase I

の酵素活性に影響を及ぼすことを明らかにした．この結果
より，創薬ターゲットとしての DNase Iの基質のスクリー
ニングにも本手法は適用可能である．また，古典的イン
ターカレータは DNA : RNAへの結合は難しいが，FNDは
DNA-RNAヘテロ二重らせんへも結合できるインターカ
レータであるため15），DNAの組み換え，修復，免疫システ
ムの監視等に関与する RNaseや RNase H等の様々なヌク
レアーゼをターゲットにした薬剤スクリーニングへの展開
も期待される．
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A simple DNase I detecting method was achieved under a homogenous medium containing 
DNA duplex and a newly synthesized ferrocenylnaphthalene diimide derivative (FND) carrying 
alanine (1) or alanine-lysine residue (2) as an electrochemical indicator.    The binding affinity 
of 1 or 2 with double stranded DNA was 105 M–1 or 106 M–1 order, which was estimated from a 
Scatchard analysis calculated by its absorption change upon the addition of calf thymus DNA 
(CT-DNA).    It was expected that 1 or 2 intercalated to double stranded DNA with a threading 
mode and electrostatic interaction of the linker ammonium cations of 1 or 2 with phosphate 
anions of the DNA duplex backbone.    The largest current increase after a DNase I treatment 
was observed under the mixture in a ratio of [3] : [CT-DNA-bp] = 10 : 1 (bp: DNA concentration 
per base pair), where the distance between the bound ligands is expected to a 10 bp or 34 Å 
theoretically.    When considering to be ca. 30 Å of DNase I size and decreasing of the current 
increase under an increased amount of 3, DNase I required over ten base pairs to access and 
digest with the DNA duplex.    The current increase in the case of a mixture of 10 μM 1 or 2 
and 100 μM CT-DNA was obtained 340 % or 640 %, respectively, after being treated with DNase 
I (final concentration: 2.0×10–3 U μL–1), which might be derived from an apperarent molecular 
weight or diffusion coefficient of the ligand bound DNA duplex and the detection limit of 
DNase I in the case of 1 or 2 was 2.0×10–5 or 2.0×10–9 U μL–1, respectively, where the 
detection limit for 2 was 104-times higher than that for 1.

Keywords: amino acid residues; DNase I; electrochemical detection; ferrocenylnaphthalene 
diimide; homogenous medium; signal-on type detection.


