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金基板 上 で の グア ニ ン 塩基 の 酸化電流 に 基 づ くDNA 量 の 測定
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1 緒 言

　近 年，金 コ ロ イ ド等 を用 い 簡便 に 遺伝 ∫
．
診 断 をす る方法

や
1｝
，冠 気化学 遺 伝

．
r一検 出 な ど の 方法が 開発 され て い る．

電 気化 学 的 に 検出 す る 方 法 に は，DNA に イ ン ターカ レ ー

トす る分子 に電気化学活性 の あ る分子 を 用い ，そ の 量 的変

化
2｝
や，結 合量

呂〕
を 計測 す る こ と で，DNA 量 を測 定 す る こ

とが 可 能 で あ る．しか しなが らこ の 方法 で は，イ ン ターカ

レ ーターの 添加 と い う操作 の 増加，分子 の 霓 極 へ の 吸 着

や，一一・
本鎖の 核酸検 出 に は適 川 不 可 能 とい う 問題 を 持 つ ．

こ れ らの 問 題 を解決 す る方法 と して，塩基 部 分 を 直接酸化

し，そ の 電 流 か ら簡便 に DNA を計測す る 方法が 報告 さ れ

て い る
姫 14：1．しか し な が ら，こ れ ら の 測 定法 は ， 炭素電

極 ヒで の 測 定 が ほ とん どで あ る ； 自己 集積化 に よ っ て 金上

に DNA を 固定化 させ る方法 は よ く知 られ て い るが ，金 上

で の DNA の 測定 は数 少 な い
嚇 ．特 に，この 方 法 を 用 い た

金 上 で の DNA 定量 は， 卜分 に 検 討 さ れ て い な い ．本 研 究

で は，塩 基 部分 の 酸化電 流 に注 目 し，金 上 に 固定化 され た

DNA 量 を 計測 す る こ と を 凵的 とす る，そ こ で．電 気 化 学

手法 を用 い て，金 ヒで の
一

本 鎖 DNA 量 の 測 定を試 み た．

2　実 験

　2・1　試 薬 及 び装置

　5宋 端 にヘ キ サ ン チ オール 構 造 を 有す る 21 マ ーの
・
本

鎖 オ リゴ DNA （塩 基 配 列 は，5
’
GGC 　ATG 〜丶AC 　CGG 　AGG

（
．
］cc 　ATC 　3

卩
；以 下 チ オール 化 ssDNA と略す） は，北 海道

シ ス テ ム サ イ エ ン ス よ り購 人 した．そ の 後，当 社 の 指 示 に

従 っ て精 製 し，濃 度測 定を 行 っ て か ら使 用 した．他の 試薬

は すべ て ，分 析用 グ レ ードを使 用 した．蒸留水 は，2 回 蒸

留 した もの を使用 した．

　精 製 後 の チ オール 化 ssDNA の 定 量 は ， ナ ノ ドロ ッ プ

（ND −100〔1；NanoDrop 　Technologics 製，　 DE ，　 USA ）を用

い ，分 光 測 定 に よ り行 っ た．

　電気 化 学 測 定 は t 電 気化 学測 定装 置 （AL ＄1230 ； ビ ーエ

ーエ ス 製） を用 い て 測 定 した．

　水晶振動子マ イ ク ロ バ ラ ン ス の 測定装 器 は，北 斗電 工 製

且
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つ くば 市東 1−1−1

（MDdel　HZ −300（1， コ ン トロ ーラーは Model 　H （｝101B） の

もの を川 い た．

　2・2　チ オール 化 ssDNA の金上 へ の 固 定化

　チ オール 化 ssDNA を 0．1mM の 濃度 に な る よ うに 緩衝

液 を用 い て 溶解 し，そ こ に清 浄 な金電 極 （円 盤 状 ， 径 1．6

mnl ）を 2 時 間浸 漬 した 後 ， 金寇 極 を洗浄 し， 次 の 実験 に

供 した，ssDNA の 溶解 に 用 い た 緩衝液 の 組成 は，次 の 通

りで あ る ： 10mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 CEDTA ），

0．IMNaC 】を 含む 10mM リ ン 酸緩衝 液 （pH 　7．7）．

　2・S　電気化 学測 定

　電 気 化 学 測 定 は ， 通 常 の 3 電 極法 に て 測 定 を行 っ た ．

す な わ ち，作川 極 に は，DNA 修飾電極，対
．
極 に は，「「金

線 （径 O，51nIllφ）， 参照 極 に は
， 銀／塩 化 銀電 極 を使用 し，

脱 酸素した 〔）．1M 酢酸緩 衝液 （pH 　4．0）中で 言i測を行 っ た．

な お，以 ドよ り記載 して あ る電位 は すべ て，銀／塩化銀電

極 に対 す る 電 位 で あ る．電 気化 学 測 定 は
， 次 の 2 法 ， 微

分 パ ル ス ボ ル タ ン メ トリー法 （DPV ） と定霓位電解法を利

用 した，DPV に お い て は，測定パ ラ メ
ー

タ は 次の よ うに

設 定 した ；
パ ル ス 高 ， 50mV ，

パ ル ス 幅 ， 60　ms
， 走 引 速度 ，

2mV ／s， サ ン プ ル 幅 ， 20　ms ．

　2・4　水 晶 振 動 子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス に よ る 吸 着量 測 定

　水 晶振 動子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス （QCM ） 測定 は ， 上述 の

測定装置 に よ り行 っ た．水品振動子 は ，基準周波数 10

MHz の 北 斗 電 工 製 の もの を川 い た ．水晶振動 ∫
一を セ ル ポ

ル ダー （セ ル の 容量は ， 10ml 以 下 ） に装着 し．周波数の

安定を確認後，DNA 溶液を添加 して 周波数の 変化を追跡

した ．な お ， 本系 で の 測定感度 は ，4A × 10
−9

　gfHz 　cInL
’

で ある．溶媒に は，蒸留水を用い た．

3　結果 及 び 考察

　DNA を測定す る 前 に，塩基，ヌ ク レ オ シ ド，ヌ ク レ オ

チ ドの 金電極 ヒで の 電気化学酸化 につ い て 検刮 した．グ ア

ニ ン
， ア デ ニ ン

，
チ ミ ン

，
シ トシ ン の 各塩基 に つ い て ，

DPV に よ り 0．6〜1．25　V の 範囲 で 酸化電流を測定 した．そ

の 結果，金電極で は，グ ア ニ ン の み が 酸化 さ れ る こ とが分
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Fig．2　Di正1fercntial　pulse　v 〔）ltammograms （DPVs ）on

ssDNA −modified 　eledr 〔レde　and 　uI 〕modifie ｛l　electi．ode

Solid　 lirlc　 shows 山 e　 DPV 　 on 　 ssDNA −Tn   dified 　 e 正ec −
trode ，　 and 　brokcn　line，　 on 　unmodificd 　dcctrodc ，
rcspectivcly ．

か っ た （Fig．1）．す な わ ち，ア デ ニ ン ．チ ミ ン ，シ 1・シ

は ， 金上 で は酸 化 で きな い ．炭 素竃極 で は，グ ア ニ ン の ほ

か に ア デ ニ ン が 酸化 で き ， ダ イ ヤ モ ン ド様炭 素 電 極で は，

すべ て の 塩基 が酸化 ロf能で あ るが
14 ）

，金電極 で は，電 位窓

の 関係 か ら，グ ア ニ ン の み が可 能 で あ る こ とが 明 らか に な

っ た．ま た，2’一デ オ キ シグ ア ノ シ ン ，2「一デ オ キ シ グ ア ノ シ

ン ー5’一一リ ン 酸 に つ い て 酸化電 流 を 同様に 測 定した と こ ろ ，

ピーク冠 位が や や 正側 に シ フ トす る が，明確 な 電流 ピー
ク

を測 定す る こ とが で きた．ま た ， 紙 面 の 都合 上，こ こ に は

示 して は い な い が，ピーク電 流 は測 定対 象の 分
．
子種 の 濃 度
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Fig．3　 Chronoamperograms 　 on 　ssDNA −modl 行ed

electrode 　and 　ulllllodi 止ied　electrode

Solid　tit〕e　shows 　the　 results 　 on 　ssDNA −modified 　 clec −

trode 　and 　brokcn 　linc，　 on 　unlnodified 　e 】ectrode ．
Inmer　grapb　is　an 　enlargeinent 　on 　t止1e　initial　p・ rti・ n ・f
thc　outcr 　graph・Apotcntial　of ＋ 1．2　V 　vs ，！、9／AgCl
was 　apPlied 　on 　the　base　electrode ．

に 比 例す る こ とが 分か っ た．以 上 よ り，金電 極 を用 い て も

電 極 表 而 で の グ ア ニ ン の 濃 度 （す な わ ち 固定化 さ れ た

DNA 量）を 計 測 で きる こ とが 示 唆 され た．

　つ い で ，チ オール 化 ssDNA を 固 定化 した 電 極 に 対 し，

DPV を 行 っ た．そ の 結果 を，　 Fig．2 に 示す．す な わ ち，

この DNA 修飾電 極 を用 い る と，1．17V に竃 流 ピークが 観

察 され た．一
方，未修飾 の 電 極 （Fig．2，破 線）で は，こ

の よ うな 酸化 電 流 は 観察 され ない こ とか ら，こ の 電流 ピー

クは ， DNA に 起 因 す る もの と考 え る こ とが で きる，更 に，

酸化 ピー
ク 電 位は，や や 正 に シ フ トして い る もの の ，デ オ

キ シグ ア ノ シ ン や デ オ キ シ グア ノ シ ン ーリ ン 酸 とほ ぼ 同様

の 位 潰 に あ る こ と か ら，こ の ピーク電 流 は，DNA 内 の 塩

基 グ ア ニ ン の 酸化 電 流 で あ る こ とが 分 か る．DNA 固定化

の 際の ，DNA 濃度 を変化 させ る こ とで ，表面 に結合す る

DNA 量 が あ る程 度 変 化す る と考 え られ る が，この ピーク

電 流 の 大 きさ も濃 度 に依 存 して 変 化 す る こ とが 確か め られ

て い る 〔こ こ で は デ
ータは示 して い な い ），

　更 に，グ ア ニ ン に よ る
．
酸化電 流 で あ る こ とを 確認する た

め に，定 電 位 電 解に よ っ て 酸 化 電 流 を測 定 した ； グ ア ニ ン

が 酸化 冂f能 な電位 ＋ 1．2V を金 基 板 に 印加 し，電流 を 計測

し た．Fig、3 に 示す よ うに，修飾電極 に よ る酸化電流 は，

未 修飾 の そ れ よ りも大 き い ．そ の 差 を積分す る と，8 μG

（グ ァ ニ ン 量 と して 1．4 × 10
− i°

　mol ／clll2）で あっ た．一一
方，

ssDNA の 濃度条件 を 同 じに して ，　 QGM に よ り吸着量 の 測

定 を行 うと，1．7 × 10
−11molfcm2

の チ オー
ル 化 ssDNA が

金 表面 に 結合 し て い る こ とが 分 か っ た．ssDNA
・
分子内

に 7 つ の グ ア ニ ン が 存在す る こ と を考 え る と，結合 量 測

定 は，2．0　× 10
− IImol

／cm
’2
とな り，ほ ぼ 同量 の 結果が 得
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られ る こ と が 分か っ た．QCM と定電 位電 解 に よ る結 果 の

差 は，DNA の 物 理 吸 着 に よ る もの と 考えて い る が ， 詳細

は現在検討中で ある ．以 上 よ り．電気化学的手法 を用 い る

こ とで ，簡便 に 金 ヒの ssDNA 定量 を行える こ とが 示 され

た．

4　結 言

　 ．金電 極 を川 い る と，グ ア ニ ン の 酸化電 流 を計 測 で きる こ

とが 分 か っ た．また，金 上 に チ オ
ー

ル 化 ssDNA を 自己 集

積化法 に よ り固定化 し，固 定化 され た DNA の グ ア ニ ン の

酸 化 電 流 を DPV 法 と定電位電解法 を 用 い て 計測 し た．

DPV で は，＋ 1」7Vvs ．　Ag ／AgCl に 明確 な 酸化 ピークが 得

られ た．基板 に ＋ L2V の 霓位 を 印加 し，電 流 を測 定 す る

と，DNA に 含有す る グ ア ニ ン の 酸化 電 流 が 得 ら れ た，未

修飾電極 との 差 の 霓気量 は ，ssDNA 中の グ ア ニ ン を すべ

て 酸化 した値 と考 え る と，水晶振動 子 マ イク ロ バ ラ ン ス 法

か らの 結 果と ほ ぼ
．一致 し た．すな わ ち ， 定電 位 電解法に よ

り，電極 トの グ ア ニ ンが定量 で きる こ とが 分 か っ た．以 上

よ り，電 気化学的壬法 を川 い る と，簡便 に金 上 の DNA 量

を計 測 で きる こ とが 分か っ た．

　本 研 究 は，1独断 エ ネル ギー・産業技術総 合開発 機構 〔NEDO ）
の 基 盤 技 術研 究 促進 窮業 （民 間基盤技 術研究支援制 度）の 助 成 を

受 け て遂 行 さ れ た，こ の 場 を借 りて，感謝 の 意を表す．
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Measurement  ofDNA  Amount  on  Gold Plate Based  on  the
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ashi,

 Electrochemical oxidation  on  a  nucleic  acid  base, such  as  guanine,  adenine,  thymine,  cytosine,

was  examined  ; only  guanine could  be  oxidized  on  a  gold electrode,  Because  deoxyguanosine,

deoxyguanosine monophosphate  were  also  oxidized  on  the  electrode,  guanine in DNA  would  be

oxidized  on  the  electrode.  To  prove DNA  oxidation,  thiolated-single strand  DNA  (ssDNA) was

immobilized  on  a  gold electrode,  and  electrochemical  measurements  were  perfbrmed: ditTeren-

tial pulse voltammetry  (DPV) and  chronoamperometry  were  examined.  The  x,oltammogram  of

DPV  on  an  ssDNA-modified  electrode  had an  oxidation  peak  at  +  1.17V  vs.  Ag/Ag(]1. The  oxi-

dation current  was  caused  by  the oxidation  of  guanine in the  DNA-base. The  electrical  charge

difference between a  modifled  electrode  and  a  bare electrode  on  chronoamperornetry  agreed

with  the guanine amount  of  ssDNA  on  gold, which  was  obtained  from  the  result  of  a  quartz crys-

tal microbalance.

Keytvords : electrochemical  analysis;  guanine; DNA  amount;  differential pulse voltammet"J;

        single-strand  DNA;  thiolaLed-DNA.


