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1. 研究の目的と背景
　食中毒の発生は，細菌に汚染された食品類を喫食するこ
とが主な原因である．近年，食品類がどれだけ細菌に汚染
されているかを検査し，安全性を確認する食品細菌検査の
重要性が高まっている．しかし，現行の食品細菌検査では
細菌培養法を用いているため，培養に時間（1 ～ 3 日）が
必要となり，検査結果の報告まで 2 ～ 7 日かかってしま
う．したがって，この検査の間にも食中毒および食品汚
染が広がるリスクが存在する．一方，酵素を用いた PCR 

（Polymerase Chain Reaction）法を利用した 16S リボ
ソーム RNA（16S rRNA）の系統解析による食品細菌検
査も行われている．この 16S rRNA とは細菌のリボソー
ムを構成する RNA の１つであり，すべての細菌が保有し
ている．また，その塩基配列の一部は細菌ごとに異なっ
ていることが知られている．したがって，PCR 法により
16S rRNA 遺伝子（16S rDNA）を増幅・検出すること
により，細菌を培養することなく比較的短い時間（6 ～ 8
時間）で細菌を検出することができる．しかしながら，食
品類には PCR で用いる酵素（ポリメラーゼ）に対する阻
害物質が含まれているため，PCR 法では手間および時間
のかかる前処理（16S rDNA の単離）が必要となる．また，
16S rDNA は細菌１つあたり数コピーしか存在しないた
め，PCR 法では細菌数の少ない食品類（1 g あたり 105

個以下の細菌）からの検出が困難であるため，たとえ細菌
に汚染された食品類であっても陰性となる場合がある．さ
らに，PCR 法では増幅・検出には特別な装置も必要とな
る．したがって，既存の PCR 法は特別な装置が必要であ
り，検出感度も十分ではなく（疑陰性を生じる），時間（6
～ 8 時間：汚染の拡大）・手間（16S rDNA の単離）がか
るため，食品加工などの現場において実施するのは困難で
ある．一方，食品加工現場において細菌を「その場」かつ 

「迅速」に高感度で検出できれば，細菌による食品汚染を
未然に防げると同時に出荷の延滞（PCR 法による検査時
間待ち）による生産性低下も防げることからも，食品加工
現場において細菌を簡便かつ迅速に検出できる食品細菌検
査法の確立が求められている．
　本研究ではヘアピン型 DNA とポリエチレングリコール

（PEG）を共固定化させた DNA/PEG 化金ナノ粒子を調
製し，ナノ粒子界面での足場介在型 DNA 鎖交換反応（酵
素不要かつ室温での反応）を素反応とした DNA サーキッ
トによりシグナルを増幅させることで，酵素および装置を

一切用いず，かつ食品類の前処理（16S rRNA 遺伝子の
単離）することなく標的 16S rRNA を「その場」で検出
することを目的としている．

2. 研究の方法
　本研究での DNA サーキットにおいて鍵となるのは，足
場介在型 DNA 鎖交換反応である（図 1）．この足場介在
型 DNA 鎖交換反応とは，二本鎖を形成している DNA

（A/B）から突き出ている DNA（A）の一本鎖の部分を足
場として別の一本鎖 DNA（C）が足場と塩基対を形成し
DNA 鎖（B）と（C）が置き換わり新しい二本鎖 DNA（A/
C）を形成する反応である．この反応において DNA（B）
よりも DNA（C）の方が長い（塩基数が多い）ため，二
本鎖 DNA の安定性は DNA（A/B）よりも DNA（A/C）
の方が高いため反応が一方方向に進行する．また，この反
応は，様々な生体物質が共存する環境下においても室温か
つ酵素フリーで進行することが明らかになっている．

図 1　足場介在型 DNA 鎖交換反応の概略

　本研究における DNA サーキットの原理を図 2 に示
す．具体的には，金ナノ粒子（平均粒径：40 nm）表面
に PEG と末端に蛍光色素（Ⓕ：FAM）を有するヘアピ
ン型 DNA（H1）を共固定した H1-DNA/PEG 化金ナノ
粒子を調製する．この際，H1-DNA はヘアピン構造を形
成しているため，蛍光色素である FAM は金ナノ粒子近
傍に存在する．この近接している状態では，FAM から金
ナノ粒子への蛍光共鳴エネルギー移動（FRET：Förster 
Resonance Energy Transfer）が起こるため，FMA が
発光することはできない．また，この H1-DNA/PEG 化
金ナノ粒子の溶液に別のヘアピン型 DNA（H2：燃料）
を加える．一方，混合した際にヘアピン構造を有する H1
と H2 の間で足場介在型 DNA 鎖交換反応を起こすこと
はない．次いで，標的 RNA（T）を含む検体を加えると，
粒子表面の H1 の足場を介して T との足場介在型 DNA
鎖交換反応①が起こり，ヘアピン構造が直鎖構造に変化
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（開環）する．さらに，粒子表面の H1/T は，足場を介し
て H2 と足場介在型 DNA 鎖交換反応②を起こし，同時に
T がリリースされる．このリリースされた T は，再び粒
子表面にある H1 と足場介在型 DNA 鎖交換反応①を起こ
す．すなわち，再生した T は足場介在型 DNA 鎖交換反
応①および②の触媒として働くことになる．最終的には，
金ナノ粒子と蛍光色素である FAM との距離が離れること
で FRET が解消され FMA が発光できるようになる．し
たがって，理論上１分子の標的 RNA（T）が存在しさえ
すれば，検体を前処理することなく，かつ装置および酵素
を一切用いず迅速に発光させることが可能となり，「食品
加工現場」において細菌を簡便かつ迅速に検出できること
になる．

3. 研究の内容
　PEG と末端に蛍光色素（FAM）を有するヘアピン型
DNA（H1）を共固定した H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子
の調製を行った．得られた H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子
を用いて，DNA サーキットにおいて素反応である足場
介在型 DNA 鎖交換反応の速度論的解析を行った．DNA
サーキットによる標的 RNA の検出を行った．

4. 研究の実施経過
　H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子の調製は，市販の金ナノ
粒子（平均粒径：40 nm）表面に末端にチオール（SH）
基を有する PEG（分子量：5000）と末端にチオール 

（SH）基と蛍光色素（Ⓕ：FAM）およびスペーサ部分に
T20（チミンの 20 量体）を有するヘアピン型 DNA（H1）
を共固定することで行った（図 3）．また，1 粒子あたり
の H1 の本数は，120 ± 5 本 / 粒子であった．さらに，

市販の金ナノ粒子，T20 化金ナノ粒子（T20 のみを固定
化）および PEG 化金ナノ粒子（PEG のみを固定化）の
粒径から，金ナノ粒子界面における T20（スペーサ部分）
および PEG の鎖長を計算した．その結果，鎖長は T20 

（6.5 nm） > PEG（5.8 nm）の順となり，これらの値は
これまでの報告と近い値であった．すなわち，H1 の足場
部分の DNA は PEG 層からは突き出た構造となっており

（PEG 層に埋もれていない），足場介在型 DNA 鎖交換反
応がスムースに進行することが期待される．
　図 4 a および図 4 b に H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子
の界面における足場介在型 DNA 鎖交換反応①および②

（DNA サーキットの素反応）の時間に対する蛍光強度変
化（normalized F = 1.0 が反応効率 100％に相当）をそ
れぞれ示す．また，図 4 a および図 4 b のデータを基に
速度論モデルを用いたフィッテイングにより，足場介在
型 DNA 鎖交換反応①および②の速度定数（k1 およびk2）
を決定した．足場介在型 DNA 鎖交換反応①および②の速
度定数は，それぞれk1 = （6.6 ± 0.1） × 104（M-1 sec-1）
およびk2 = （1.8 ± 0.2） × 104（M-1 sec-1）となり，金
ナノ粒子の界面においても足場介在型 DNA 鎖交換反応
がスムースに進行することが確認された．また，足場介
在型 DNA 鎖交換反応②の速度定数（k2）は，足場介在型
DNA 鎖交換反応①の速度定数（k1）よりも小さいことか
ら，この DNA サーキットにおける律速段階は足場介在型

図 2　金ナノ粒子界面における DNA サーキットによる標的 RNA の「その場」検出の原理

⇔⇔

図 3　H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子の構造
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DNA 鎖交換反応②であることが明らかとなった． 
　様々な標的 RNA 濃度（0 M ～ 10 nM）における H1-
DNA/PEG 化金ナノ粒子および H2 を用いた DNA サー
キットの時間に対する蛍光強度（normalized F）の変化

を図 5 a に示す．標的 RNA の非存在下（0 M）において 
は，蛍光強度の変化はほとんど認められなかった．一方，
標的 RNA の存在下においては，標的 RNA 濃度および時
間に依存して蛍光強度が増加していることが確認された．

図 4　a）足場介在型 DNA 鎖交換反応①および b）②の反応速度

図 5　a）様々な標的 RNA 濃度における H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子および H2 を用いた DNA サーキットの時間に対
する蛍光強度（normalized F）の変化．b）様々な標的 RNA 濃度における各検出時間と蛍光強度（normalized F）
の関係．c）b）の低濃度領域の拡大．
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これらのことから，標的 RNA を触媒とした DNA サー
キット（蛍光シグナルの増幅）が金ナノ粒子界面において
も成立していることが明らかとなった．
　また，様々な標的 RNA 濃度における，各検出時間（30, 
60, 120, 180, 240 分）と蛍光強度（normalized F）の
関係を図 5 b および図 5 c（図 5 b の低濃度領域の拡大）
示す．全ての検出時間において，標的 RNA 濃度の蛍光強
度の関係は良い直線性が認められた．
　これら標的 RNA 濃度と蛍光強度の直線性は，標的
RNA 濃度に対して pM レベル～ nM レベルの範囲で確
認できることから，3 桁ほどの広い定量範囲を有してい
ることが明らかとなった．さらに，検出限界濃度（LOD: 
Limit of Detection）は，検出時間が長くなるにつれて低
くなることが確認された．すなわち，検出時間 30 分にお
いて LOD = 96 （pM: 10-12 M）および検出時間 240 分
において LOD = 9.6 （pM: 10-12 M）をそれぞれ達成す
ることができた．
　以上のことから，H1-DNA/PEG 化金ナノ粒子界面で
の足場介在型 DNA 鎖交換反応（酵素不要かつ室温での反
応）を素反応とした DNA サーキットにより蛍光シグナ
ルを増幅させることで，酵素および装置を一切用いず標的
RNA を「その場」で検出できることが明らかとなった．

5. 研究から得た結論・考察
　本研究では足場介在型 DNA 鎖交換反応（酵素不要の反
応）を素反応とした蛍光シグナル増幅機能を有する DNA
サーキットを金ナノ粒子界面において構築することに成功
した．この DNA サーキットシステムは，蛍光シグナル
を容易に増幅可能であるため，高感度（LOD = 9.6 pM）
で標的 RNA を検出することが可能であった．また，この
DNA サーキットは，室温かつ酵素および特別な装置を一
切使用しないため，食品類を前処理（16S rRNA の単離）
することなく，標的細菌由来の 16S rRNA の「その場」
検出が可能と思われる．

6. 残された問題，今後の課題
　今後，この検出システムを金ナノ粒子の凝集に基づく色
の変化（分散状態：赤色→凝集状態：紫色），比色検出系
に展開することを試みる．また，実際に食品サンプルおよ
び菌体を用いて標的細菌由来の 16S rRNA の検出を行っ
ていく予定である．
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