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報 文

金ナ ノ 粒子 を標識として用 い る電気的

DNA 検 出法の 開発

床波　志保
1

，西出　幸晃
1

，椎 木　 弘
1
，長 岡　 勉

馴

　本研究 は二 重鎖構造の DNA が 導電 性 を 有す る こ とを 利用 し た新 しい 検川法 の 開発 に 関 す る もの で ある ．

チ オー
ル 化 DNA を プ ロ ーブ と して 固定化 した 金 ナ ノ粒

．
1一を 用 い ，電 気抵 抗変化 型 DNA 検出法 の 開 発を行

っ た．正 負 1対 の 電極問 に プ ロ
ーブ 固定化 金 ナ ノ粒 r一を配 置 し ， ターゲ ッ トを添加す る こ とで 2 種 の 異な

る プ ロ
ーブ （12 塩 基 ） と ターゲ ッ ト （24塩 基）が ハ イ ブ リ ダ イゼ ーシ ョ ン す る，こ の とき，電極問ギ ャ ッ

プ に は ，金 ナ ノ 粒子
一24 塩 基 DNA 一金 ナ ノ 粒 子 の 構造 が 形 成 され る．ターゲ ッ トが 相補鎖，2 塩基 ミ ス マ

ッ チ で は ，そ れ ぞ れ 〔｝．31，0．180hm の 変 化 が 得 られ た．こ の こ とか ら配 列中の 2 塩基 ミ ス マ ッ チ を検出す

る こ とが ロ∫能で あ る こ とが示 唆 され た．

1 緒 言

　DNA チ ッ プ は病 気 に 関 連 す る 遺 伝子 の 研 究，ゲ ノ ム 創

薬や テ
ーラーメ イ ド医療 の 実 現 に お い て不 可 欠で ある．従

来 の DNA 検 川 は，配 列 の 分 か っ て い る プ ロ
ー

ブ DNA を

基板 上 に 固定 した チ ッ プ を利 用 して ，蛍 光 ラベ ル 化 した タ

ーゲ ッ ト DNA の 添加 に よ り相 補す る プ ロ ーブへ の 結合量

を蛍 光 シ グ ナ ル 強度 と して 読 み取 る とい っ た 方法で 行われ

て い る．しか し，多段 階 洗 浄 や 厳密 な 温 度管理 に よ る 煩雑

な操作，蛍 光色素の 導入 や 大 型 装置の 必 要性 に伴う高 コ ス

ト化 な どの 問 題 が 挙げ られ る，こ れ らの 問題を解決す るた

め，近 年 で は 金 ナ ノ粒 子 の 分 散 ・凝 集 を利 用 した 分光学的

方 法
L｝2）

， フ ェ ロ セ ン な どの 導電 性物質 に よ り標 ll哉され た

DNA を用 い た 冠 気化学的方法
n）…fo

及 び マ イ ク ロ 電極間 に

プ ロ ーブ DNA を固 定 し，金微粒 子 を 固定 した ターゲ ッ ト

DNA が 結 合 す る こ とで 電 極 間 の 抵抗 が 減少す る こ と を利

用 した 電気的 な検出法
7：1
な ど様 々 な研究が 行わ れ て い る ．

　DNA は二 重 らせ ん 構造 を有 して お り，0．34111n 間隔 で

存在 す る塩基が π ス タ ッ キ ン グ して い る こ と か ら，近年

で は，DNA 自身が 超伝導体
s〕

，導体
u レ

，半導体
1叩 b

で ある

と報 告 さ れ て い る，こ の よ うな DNA の 導電性 に 基 づ い た

検 出が 行わ れ て い る が
斗｝SL

　 DNA の 1 本鎖 か ら 2 本鎖へ の

構造変化を電気的に検出 した例 は ない ．こ の よ うな検出 を

可 能 に す る に は 電 極 間 ギ ャ ッ プ を検出 目 的の 分子サ イ ズ

（数〜数十 nm ） に微細化 しな け れ ばならない ．しか しな

が ら，現 在 の リソ グ ラ フ ィ
ー
技術 は 高額な装置や 熟練 を要

す る だ け で な く，最 高分 解能を持 つ 電 子 ビーム リ ソ グ ラ フ

大 阪府 立 大学 先端科学 イノ ベ ーシ ョ ン セ ン タ
ー

； 599 −8570 　大

阪府堺市 中区学園町 1−2

イ
ー

（線幅約 r｝O　nm ） で も十分な精度は得 られ て い な い ．

　著者 ら は金 ナ ノ 粒子問の ギ ャ ッ プ を ナ ノ メ ートル サ イ ズ

で 制御 し た 金 ナ ノ 粒子膜 を用 い る こ とで ，DNA の ハ イ ブ

リ ダ イゼ
ー

シ ョ ン に よ り生 じ る DNA 自身の 微小 な 電 気抵

抗変化 の 直接的な検出 に 成功 し た
IL’）．こ の 方法 は 5’末端

を チ オ
ー

ル 化 し た プ ロ
ーブ DNA を 金 ナ ノ 粒 子 膜 へ 固 定

し，タ
ー

ゲ ッ トの 添加 に よ り引 き起 こ さ れ た DNA の 構造

変化 に よ り生 じる 抵抗変化 を検出する もの で あ る．こ の 場

合，ナ ノ ギ ャ ッ プ 間に プ ロ
ーブ を 配 置す る 必 要 が あ る ．し

か しなが ら，金 ナ ノ 粒予膜 の 作製後に プ ロ ーブ修飾 を 行っ

た ため，検出に 無関係なプ ロ
ーブ も存在す る こ とに な る．

　 ナ ノ ギ ャ ッ プ を持 つ 金 ナ ノ粒子膜の 作 製 は 1，10一デ カ ン

ジ チ オ
ー

ル と金ナ ノ粒チ溶液 （粒径 8〔｝・lm ） へ の 交 互浸 漬

の 繰 り返 しに よ り得 られ る．著
：

者 ら は最初 の 浸 漬 に お い て

金 ナ ノ 粒子 が ガ ラ ス 基 板上 に 非特異 吸 着す る こ と を見い だ

した
IS ）．そ こ で 本報告で は 2 回 R に 金 ナ ノ 粒子 へ 浸 漬 す る

際，あ ら か じ め 異 な る プ ロ ーブ を 固 定 し た 2 種 類 の 12

nm 金 ナ ノ粒子 を用 い た．した が っ て ，ハ イ ブ リ ダ イゼ ー

シ ョ ン す る こ と に よ り広 い ギ ャ ッ プ を有 す る 80nm の 粒

f間を 架橋す る よ うに 12nm 金 ナ ノ 粒 r・　一　DNA 二 重 鎖
一

12　nm 金 ナ ノ粒子の ハ イ ブ リ ッ ド構造 が構築 され る，こ の

よ うなハ イブ リ ッ ド構造の 構築 に伴 う電気抵抗 変 化 を利 用

した DNA 検 出を試み た．

2　実 験

　2・1 試　薬

　本実験 で 使用 した水 はす べ て 超 純 水 （＞ 18Mohm ） で

あ る．

　テ トラ ク ロ ロ 金 （m ）酸 四 水和物，クエ ン 酸 ， 1，1（1一デ カ
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ン ジ チ オール ，トリ ス （ヒ ドロ キシ メ チ ル ）ア ミ ノ メ タ ン，

塩 化 ナ トリウ ム は和光純薬製，ク エ ン 酸ナ トリ ウム は 片山

化学．1：業 製，エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 （EDTA ）・4Na は 同

仁化学製の 試薬特級を川 い た，DNA は 日清紡開発 セ ン タ

ー
で 合成，高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で 精製 され た もの

を使用 した，

　2・2　DNA 修飾金 ナ ノ 粒子 の 作製

　金 ナ ノ 粒
．
f’（ca ．12nm ） は 11nM テ ト ラ ク ロ ロ 金 （III）

酸 四 水和物水溶液に 39mM ク エ ン 酸 ナ トリウ ム 50・ ml を

加 え 10分間沸騰浴中で 加熱か くは ん した後，室温 で 更に

15分 間か くは ん す る こ とに よ り得 た ．得 ら れ た 金 ナ ノ粒

子 は透過型 電子顕微鏡 （JEM−2000FX　H ／日本電子） に よ

り観察 した と こ ろ 平均粒径 12　 nrn （σ
＝1．6　nm ） で あ っ

た
14〕．

　 金 ナ ノ 粒子 へ の プ ロ ーブ DNA の 修飾 は 以下 の よ うに し

て 行 っ た．3．6pM の 5
唱
末端チ オー

ル 化 DNA （51SH −TTT

TTT 　TTT 　TTT −3卩） を lml の 12 貰ull 金 ナ ノ粒
．．r・1＃液 に 添

加 して 50℃ で 16時間放置 した 後，0」 MNaCl ，10mM

リ ン 酸 緩衝液 （pH 　7．O） に 調整 した．更に 50 ℃ で 40 時

間 放 攪 し，遠 心 分離 C14000　r・p・u で 25 分 間 ） を行 っ た ．

卜澄 み を捨 て ，金 ナ ノ 粒子溶液を lml の 〔［．tMNaCl ， 10

mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．0） に 再分散させ ，再び遠心分離

を行 っ た．最終的に lm1 の O．a．　 M 　NaCl ，10mM リ ン 酸緩

衝液 （pH 　7．0） に 再分散 させ た
「，11．同様の 操作を 31末端 チ

オー
ル 化 DNA （S

「
SH −TTT 　TTT 　T

「
1
’
F　TTT −5

’
） に お い て も

行 っ た．5F末端 チ オ
ー

ル 化 DNA を修飾 した 金 ナ ノ粒 子 を

金 ナ ノ 粒
．
r・　A ，3F末端 チ オ

ー
ル 化 DNA を修飾 した もの を

金 ナ ノ粒子 B と した．

　 2・3 金ナノ 粒子 へ の DNA 修飾量 の見 積も り

　 金 ナノ 粒
．
r一へ の DNA 修飾量の 見積 もりは，蛍光 マ ーカ

ー
で あ る IIEX （hexadlloro −lluorcsccin 　Phl，sPh   1

．
a111idite ）

で 誘導体化 さ れ た DNA を用 い て 蛍光 測 定 （H 本 分 光 製

FP−6SOO ） す る こ と に よ り行 っ た ，まず，　 HEX 化 DNA の

濃度範囲 0〜LO μM に お け る 検量線 を作成 した．続 い て，

プ ロ ーブ DNA 修飾金 ナ ノ 粒 了
一
溶液 100 μ1に 3．6 μM の 5’

末端 HEX 化 DNA （5
「
HEX −AAA 　AAA 　AAA 　AAA −3「） を添

加 し，2 時間放置 し た ．遠心分 離 （14〔）00　rl ）mn，20 分 間 ）

に よ り上 澄 み を c）0　pl取 り除 き， 残 り 10 μ1の コ ロ イ ド溶

液 の 蛍光測定を励起波長 350nIu にお い て 行っ た．金 ナ ノ

粒子 へ の HEX 化 DNA の 非特異 吸 着 を考慮 す る た め 同 様

の 操作 を金 ナ ノ粒子へ 修飾 した プ ロ ーブ DNA と完 全 に ミ

ス マ ッ チ す る 配列 の 5
’
末端 IIEX 化 DNA （5

卩
HEX −TTT

TTT 　TTT 　TTT −3’） を川 い て 行 っ た．

　2・4　金 ナ ノ 粒子 膜 電 極 の作 製
〜DNA 修飾 金 ナ ノ 粒子

の 固定

　80　nn ］ 金 ナ ノ 粒 了
一
は 24　mM テ トラ ク ロ ロ 金 （III）酸 四 水

和物水溶液 6ml 及 び O」6M クエ ン 酸水溶液 10ml に水 を

加え全量 を 200m1 と した 後，20 分 間水 温 を 80℃ に 保 ち

な が らか くは ん して赤 紫 色 の コ ロ イ ド溶 液 （0，14g ／1） と

して得 た
16）．

　微小白金 くし形 電 極 （幅 IO　pm ，高 さ 0，1μm ，間隔 5

μm ，長 さ 2．5　inin ，65 対，ピー・エ ー・エ ス 製 ） を 作 用

極 として ， 0．l　M　HC 】中 ， 参照 極 に Ag／AgCl，対極 に 白金

コ イル を用 い て 竈位 サ イ ク ル （掃 引 速度 200mV ／s，掃引

範囲
一

〇．25　一＋ L3V ） を行 い ，典型 的 な 白 金 の 電 流一電 位

曲線が 得 ら れ る まで 洗 浄 した．こ れ を 5mM ユ，10一デ カ ン

ジ チ オ
ー

ル を含 む エ タ ノ ール 溶液 中 に 3e 分 間浸 漬 し た

後，8〔［nn1 金ナ ノ 粒
．
r一溶 液 に 30 分 間浸 す る こ とで 電 極 間

ギ ャ ッ プ に 金ナ ノ 粒 子 を固 定 し ， これ を金 ナ ノ 粒子膜電 極

と した
LS｝．

　 こ の 電 極 に プ ロ ーブ DNA を修 飾 す る た め に IJO一デ カ ン

ジチ オール 溶 液 中 に 30 分 間浸 漬 した 後，2・2 で 作製 し た

金ナ ノ 粒 r・　A 及 び金 ナ ノ 粒子 B の 混 合 液 10 μ1を膜 に 滴
．
ド

した．2 時 間 放 置 し，膜 表 面 を超 純 水 で 洗 浄 した．走 査 型

電 顕 微鏡 （SEM ，
　 Ilitachi製 s−4700） に よ り膜 の 表面観察

を行っ た （加速電 圧 15kV ）．

　2・5　電気的 DNA 検 出

　TE 　bll偸 r　 qOmMTris−HCl ，　 l　mM 　EDTA ，　 l　M 　NaGl ，

pH 　7．4） 1 μ1を 添 加 し膜 抵 抗 が 安 定 した 後，100 μM の タ

ーゲ ッ ト DNA （完 全 ミス マ ッ チ ，2 塩 基 ミ ス マ ッ チ 及 び

相補 鎖 DNA ） 5 μ1 を 添 加 し 膜 の 抵抗 を 直 流
．
二端子 法

（Agilent　modcl 　3497｛）A ，印 加 電 流 ； 11nA ） に よ りモ ニ タ

リ ン グ した，各測 定終了後，85℃ の 湯浴中 に 3 分間浸漬，

洗 浄す る こ と に よ り二 重 鎖 DNA を融 解 させ ，次の タ
ー

ゲ

ッ トに対 す る測 定 を行 っ た．ま た，す べ て の 測定は 恒温室

巾 25℃ で 行 っ た
1’t，．

3　結果及び 考察

　S・1DNA 修飾金 ナ ノ粒子へ の DNA 修飾量の 見積も り

　金ナ ノ 粒 子 に 修飾 した プ ロ ープ DNA （5
’
　HS −TTT 　TTT

TTT 　TTT −3’） と相 補 的 な 5’末端 HEX 化 DNA （5
’
HEX −

AAA 　AAA 　AAA 　AAA −8’） を添加 した と き （実線） と完全 に

ミ ス マ ッ チ す る 5
’
末端 HEX 化 DNA （5

’
HEX −TTT 　TTT

TTT 　TTT −fS’） を添 加 した と き （破 線）の 励起 波長 35〔l　Ilm

に お ける 蛍光 ス ペ ク トル を Fig．1 に 示す．相補鎖，完全

ミ ス マ ッ チ 共 に 550mn 付 近 に HEX に 起因す る 蛍光 ピー

クが 検 出 され た．完 全 ミ ス マ ッ チ の 場合，得 られ た ピー
ク

は HEX 化 DNA の 金 ナ ノ粒子へ の 非特異吸着 に 起因す る

もの と考 えら れ る ．相補鎖及 び完全 ミ ス マ ッ チ DNA を添

N 工工
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Fig．1　 Flu 〔Drescence 　spec 〔rum 〔レf　HEX −1abcled　c 〔｝m −

plementary（straight 　line＞and 　completd ｝
「mismatched

sequeuce （dashed ］jne）at　excitatjom ・・a ・
「
ele ・〕gth　of 　350

nn1

’
1
’
hc　insct　is　 thc 　analvtical 　cu1 、℃ fbr　thc 　HEX ．

加 した と き の ス ペ ク トル の ピー
ク 面 積 と検 量 線 （挿 入 図）

か らそ れ ぞ れ の 吸 着濃度 は O、69，〔｝．45 μM で あ る こ とが 分

か っ た．した が っ て ，修飾 さ れ た DNA 濃 度 は HEX 化

DNA の 非特 異 吸 着 量 を差 し引 い た O．24 μM と な り．金 ナ

ノ 粒子 （粒径 12　nm ） に は lcmz 当 た り16pmol の DNA

が 修飾 され て い る と求め られ た．こ こ で ，直径 約 2．O　Ilm

の DN 八 が 金 ナ ノ 粒 子 に 密 に 吸 着 し た と 仮 定 す る と，

1cm2 当た り 53　pniol吸着す る と算 出 され，実際の 吸 着量

は，密 に 吸 着 し た状 態 の 約 30％ 程 度 で あ る と考え られ る ．

Mlrkin らは 12〜32 塩 基 の プ ロ ーブ DNA の 金 ナ ノ 粒 子

（16nm ） へ の 修飾量 が 1．3〜35　pmo レ cm2 と 見積 もっ て

お り，そ の 値 とほ ぼ
・
致 す る 値が 得 られ た

17 〕．

　3・2　ター
ゲ ッ トDNA の添加 に よ る 抵抗変化

　 金 ナ ノ 粒 子 A 及 び B を固 定 した 電 極 に タ
ーゲ ッ トと し

て プ ロ ーブ と相 補 的 な DNA （24塩 基 ） を添 加 した と きの

抵 抗 の 経時 変 化 を Fig．2 に 示 す ．矢 印の 部 分 で 相 補 鎖

DNA を添加 す る と同 時 に 抵 抗 は減 少 し，約 30 秒 で 安定 し

た．抵 抗 変 化 （△R） は DNA を添 加 す る 前 の 定 常 値 か ら

添加後 の 定常値 を差 し引 くこ とに よ り求 め た．こ の と き，

△R は 0，Bl　 ohn ） （S／N ＞ 10）とな っ た．5 回以．．ヒの 繰 り返

し の 測 定 に お け る △R の 分 析 精 度 は ± 4％ 程 度 で あ り，

SfN も変 化 し なか っ た．ま た，　 SEM 観察 を行 っ た と こ ろ

再 生 処 理 前後 に お い て 電 極 に 変 化 は見 られ な か っ た．

　 プ ロ ーブ 修 飾 した 金 ナ ノ 粒 子 A 及 び B を固 定 した と き

の 電 極表 面 の 電 界放 出 型 （FE）−SEM 像 を Fig．　 s （a）に示

す．疎 に 吸 着 した 大 きい 粒 子 （80　nn ］） の 問 に小 さ い 粒子

（12nm ） が 密 に配 置 さ れ て い る 様 子 が 観 察 さ れ た （b）．

この こ とか ら，相補鎖 DNA を添 加 した と きに 生 じる抵 抗

変 化 は 金 ナ ノ 粒 子 A ，B 問 の 距 離 に 起 因 す る と考 え られ

る
Is），相補鎖 DNA が 金 ナ ノ 粒 TA ，　 B に 修 飾 され て い る

そ れ ぞ れ の プ ロ ーブ DNA とハ イ ブ リダ イゼ ーシ ョ ン す る

こ とで ．12nn ］ の 粒 子 問 の 距 離 が 縮 ま る （c），こ の と き

80nm の 粧 广が 12　nin 粒 了
一
と二 重鎖 DN ，・N に よ りブ リ ッ ジ

さ れ る．した が っ て ，そ れ ぞ れ の 粒 子 問 の 電 子 ホ ッ ピ ン グ

が 容 易 に な り抵 抗 が減 少 す る もの と推 測 さ れ る，

　3’3　DNA 検出

　 タ ーゲ ッ ト DNA と して 相 補 鎖 ，2 塩 基，完 全 ミ ス マ ッ

チ DNA を川 い た と き の △R を Table　 l に 示 す ．相 補 鎖

DN へ を添 加 した と きの △尺 は 最 大 とな り，0．310hm で あ

っ た （Fig．2 参 照 ）．配 列 中 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 の 増 加 に 伴

い △R は減少 し，2 塩 基 ミス マ ッ チ で は 0」80hm ， 完全 ミ

ス マ ッ チ で は 0．ll の 変 化 に と ど ま っ た．24塩 基配 列 中 の

ミ ス マ ッ チ 塩 基 数 が 24 塩 基 か ら 2 塩 基 に減 少 した と き は

わ ずか な △R （0，07） しか 見 られ な か っ た の に対 し て ， 2

塩 基 か ら 0 塩 基 に 減 少 した と き は，0．130hm で あ っ た ．

こ れ は 塩 基 数
’「1た り に 直 す と，前 者 で は 3．2XlO

− H

ohIn ／base に 対 して ， 後 者 で は 6i5 × 10
一
  hm 〆basc と な

り，ハ イブ リダ イゼ ーシ ョ ン に よ る抵抗変化は 金ナ ノ 粒
．
r・

間 の 距 離 の 変 化 だ け で な く，DNA 自身の 導 電 性 に起 因 す

る こ とを 意 味 して い る．

　 DNA の 塩基対 は 約 （L34　ml1 の 間 隔で 密 に隣接 して お り，

そ れ ぞ れ の 塩 基 対 は π 電 子 を 有 し て い る た め ，相 補 鎖

DNA に よ り二 重 鎖 構 造 が 構 築 さ れ る と π ス タ ッ キ ン グ

し，
．
重 鎖中 の 霓 子 ホ ッ ピ ン グが 容易 に な る．こ の とき粒

子 間 の 電
．
r一ホ ッ ピ ン グ が 容 易 に な る こ と で 膜 の 電 気抵抗が

減 少 す る．一
方 ， ミ ス マ ッ チ 塩基が 存在 す る と π ス タ ッ

キ ン グ が 疎 に な り 二 重鎖 中 の 電 子 ホ ッ ピ ン グ が 困難 に な

る．した が っ て，粒 子 間 の 電 子 ホ ッ ピ ン グ は 抑制 さ れ抵抗

変 化 が 小 さ い と考 え られ る
U厂 1！〕1廴’脚 ．こ の よ うな 金粒子 間

に 存在す る DNA の 導電 性 の 違い が 2 塩基の ミ ス マ ッ チ に

よ る抵 抗 変 化 を増 幅 させ る もの と考 え られ る．

　TE　bufferの み （ターゲ ッ ト DNA を 含 ま な い ） を滴 ド

し た場 合は △R が 〔｝．OS　 ohm 　L／ ドで あ っ た こ とか ら，完全
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Fig．3　FE−SEM 　image　o負 he　Au 　particle　film（a）alld 　i］lustration　fbr　the　fbrmation　of
double　helix　stIucture 　by　hybridization　bet、、℃ en 　Au 　particlcs（b）and （c）

Table　l　 Resistunce　changes 　by　hybridization　for　tar−

　　　　 get　DNA

　こ の 研究 の
一

部 は 平成 17 年度屍業技術研 究助成 （NEDO 〕 及

び 口本学 術 振 興会特 別 研 究 貝奨 励費 に よ り行 われ た，

Tal』9Ct　DNA Number 　oi
．
　inismatch

“〕
　　 △ R

”）fohm

C ・ mplemen 町
゜

2　bp　mismatch 　
dト

24bP 　Inisnnatcht
〕

09

仙
4亠

　

　

2

〔｝．310
．180
．ll

a ）　Mismalching 　Ilulnbcl
．
　 in　the 　DNA 　sequence ．　b＞

ResiStance　change 　catised 　b）・h｝bIidizaしiorl　was 　calculated 　by
utking 　the 　stead ド ivalue 　after 【he　add 涌 〔

．
｝11 し，f 〔argct 　DNA 　h・（》ln

betbre、　Accura ⊂y 〔エf　each 　measurement 　was ± 4％．　 c）51−
、M4 　AAA 　AAA 　AAA 　AAA ∠V 冒短Aん 〜NAV 丶一31．　 d）5

層一．M4 　AAA

エAA 　AAA 　AAA 　MI
’
AAA 　AAA −31．　 e ＞う

1−TTT エ工工工工工工工工
TTT 　TTT 　TTT 　TTT −3’

ミ ス マ ッ チ DNA を添加 し た 場合の △ftの 変化は ，完全 ミ

ス マ ッ チ DNA の 金 ナ ノ 粒子へ の 非特異吸着 に よ る 粒チ 問

距離 の 変化 が もた らす と考えられ る．
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Development  of  Electrical DNA  Detection Method

      Using  Gold  Nanoparticle Marker

Shiho ToKoNAMIi, Yukiteni  NIslllDEi, Hiroshi SImclli and  Tsutomu  N,･Nc,xoKAi
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 Fr()ntier Science  Innovation Ccnter, Osaka  Prefecture  Unii,ersit)', 1'2, Gakuen-cho,  Sakai-shi, Osaka 599'

8570

                   (Receivcd 1 August 2006, Accepted 22 Septcniber 2006)

 Electrical DNA  detection, using  a  golcl nanopa]'ticle  modified  b>, a  thioluted probe DNA,  based

on  the  conductivity  of  double-strand DNA  is described. In tliis inethod,  probe-modifled Au  par-
ticlcs are  immobilized between  thc  electrodes  (quantity of  modified  DNA  on  tfie Au  surface,  l6

pmolfcm2). Two  dit'ferent probes (l2 mer)  ai'e  hybridized by the  addition  of  target  DNA  (24
iner)  in which  the  formation of  a  Au  particle-24 mer  double-strand DNA-Au  particle is structured

between the  electrode  gap. The  resistance  decrease x･vas observed  immediately  ttfter  the  addi-

tion  ol' target  DN,AL, which  becarne  stable  within  SO s with  high S/N  ratios  (>10). The  resis-

tance  change  of  the Au  particlc film depended  on  the  number  of  mismatching  base puirs (bp) in
the  DNA  sequence.  The  differencc in the  resistance  change  was  obtained  betusTecn complemen-

tar>r (O,Bl ohm)  and  2 bp  inismatch  (O,18) DNA,  which  indicates that  the  Au  particle fiIin rapidly

discriminates oiily  a 2 bp misinatch  in the  sequence.

Kqywords  : DNA  sensing;  electrical  detection ; gold nanoparticle.


