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(57)【要約】
【課題】貴金属粒子の凝集反応を利用して、貴金属粒子
凝集体の特長的な電気化学応答特性に基づき、生体分子
または生体関連物質の迅速、簡便かつ高精度な測定方法
を提供する。
【解決手段】本発明の生体分子または生体関連物質の測
定方法は、標識対象物質と特異的に反応する標識物質に
より修飾された貴金属粒子と、標識対象物質を含む生体
分子または生体関連物質との反応により貴金属粒子凝集
体を生成する工程と、酸化還元ピークの電位位置が貴金
属粒子と異なる電極上で、貴金属粒子凝集体の酸化還元
ピークを測定する工程とを備える。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識対象物質と特異的に反応する標識物質により修飾された貴金属粒子と、標識対象物
質を含む生体分子または生体関連物質との反応により貴金属粒子凝集体を生成する工程と
、
　酸化還元ピークの電位位置が前記貴金属粒子と異なる電極上で、貴金属粒子凝集体の酸
化還元ピークを測定する工程と
を備える生体分子または生体関連物質の測定方法。
【請求項２】
　遺伝子または免疫の検出に用いられることを特徴とする請求項１に記載の生体分子また
は生体関連物質の測定方法。
【請求項３】
　前記貴金属粒子は、平均粒径１ｎｍ～５００ｎｍの金製の粒子であることを特徴とする
請求項１に記載の生体分子または生体関連物質の測定方法。
【請求項４】
　前記電極は、貴金属粒子より電位窓が広いことを特徴とする請求項１に記載の生体分子
または生体関連物質の測定方法。
【請求項５】
　前記電極は、表面が活性官能基を有する分子またはイオン性分子により修飾されている
ことを特徴とする請求項１に記載の生体分子または生体関連物質の測定方法。
【請求項６】
　前記電極は、測定前に、貴金属粒子の酸化還元電位より卑の電位を掃引することを特徴
とする請求項１に記載の生体分子または生体関連物質の測定方法。
【請求項７】
　前記生体分子が、遺伝子であることを特徴とする請求項１に記載の生体分子または生体
関連物質の測定方法。
【請求項８】
　前記貴金属粒子凝集体は、抗原または抗体により修飾された貴金属粒子との抗原抗体反
応により生成することを特徴とする請求項１に記載の生体分子または生体関連物質の測定
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、簡便かつ迅速な遺伝子変異と免疫などの検出を可能とする、貴金属粒子凝集
体を用いた生体分子または生体関連物質の電気化学的測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年の生化学と医療分野の発展に伴ない、高精度かつ迅速で簡便な遺伝子解析と免疫診
断を可能とする測定法が求められている。現在、遺伝子解析においては、ＤＮＡ蛍光マイ
クロアレイにおけるハイブリダイゼーションの特異性を利用して、変異部位の特定などが
行なわれている。しかしながら、蛍光による検出法は、標識剤の退色によるシグナルの不
安定化や、感度の低下、試薬のコスト高、装置のスケールダウンの困難さ、などの要因に
より、今後の高度医療とテーラーメード医療に対応するには障壁が高いのが現状である。
そこで、これらの問題を克服するために、新規蛍光標識物質の開発、また、蛍光に代わる
新規な検出システムの開発として、電気化学、表面プラズモン共鳴法と半導体トランジス
タを用いた方法が提案され、検出マーカー材料の開発も試みられている。
【０００３】
　蛍光に代わる検出方式の一つとして、電気化学的な方式は、生化学反応を電気信号に変
換して検出するため、蛍光検出法のようなレーザー系やレンズ系を伴わず、測定系と解析
装置の大幅な小型化が見込まれるとともに、感度向上も期待できる。電気化学的な検出法
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に関しては、これまで様々な手法が報告されている。最も多い系は、電気化学ラベル剤ま
たは酵素メディエーターなどを利用した方式である（特許文献１参照）。たとえば、電極
表面上にＤＮＡを固定化し、ＤＮＡと相補的に反応するＤＮＡとのハイブリダイゼーショ
ンにより、二重らせん構造を形成する。つぎに、らせん構造間にフェロセン系インターカ
レーターなどを特異的に挿入し、フェロセンの酸化還元反応を基板電極上で検出すること
で、ＤＮＡ間の相互作用と遺伝子変異を検出する方法である。
【０００４】
　また、電極表面上に固定化されたプローブＤＮＡとターゲットＤＮＡとの反応前後の電
気伝導性の違いを利用し、電極自体の酸化還元の応答の差から遺伝子変異を検出する手法
が提案されている（特許文献２参照）。さらに、ハイブリダイゼーション後のＤＮＡ対の
一塩基多型の塩基位置に特異反応する相補塩基修飾微粒子の固定化を行ない、当該微粒子
の電気化学特性を検出する手法も開示されている（特許文献３参照）。
【０００５】
　上述の電気化学的検出法は、現行の蛍光型ＤＮＡマイクロアレイの用途をそのまま踏襲
した、遺伝子シーケンスを目的とするものであり、電極表面上にＤＮＡをあらかじめ固定
化しておく必要がある。したがって、電極毎に、測定対象となるＤＮＡ相補配列を個別に
固定化する労を要とする。さらに、特許文献１に記載の方法においては、電気化学ラベル
剤などを用いる必要がある。
【０００６】
　特許文献２の方法では、ＤＮＡハイブリダイゼーションにおける表面伝導性の差を検出
する手法がとられているが、精度的に一塩基多型の確実な検出は困難であり、またＤＮＡ
配列の中間部などに一塩基多型が存在する場合は、らせん構造の理想構造からの歪みが小
さくなるため、伝導性の変化が微小となる。さらに、ＤＮＡの長さがデバイ長を超えると
フルマッチとミスマッチの電荷差分が電荷消失により頭打ちになり、有意差として検出さ
れないという原理的な課題を抱えている。
【０００７】
　特許文献３における塩基修飾微粒子を利用する手法は、酸化還元ラベル剤が不要であり
、微粒子の機能を利用して一塩基多型塩基が特定される点で優れているが、１つの遺伝子
診断に４種の修飾粒子とスポット領域を必要とするため、利便性に欠けるものである。ま
た、従来の蛍光検出法で用いられる酵素インターカレーターの役割の抜本的な改善にはな
っていない。以上のように電気化学的手法による遺伝子解析法は、簡便、迅速と高感度と
いう観点で未だ改善の余地がある。
【０００８】
　最近の市場要求として、一塩基多型のシーケンス（塩基種とその位置についての解析）
よりも、むしろ、臨床の場で広く利用できるよう、病気関連遺伝子の変異の有無に対する
要求が高まっている。しかしながら、当該要求を満たす、迅速かつ簡便な診断ツールは未
だ見受けられていない。医療診断において、上述の遺伝子判断が可能であれば、早期治療
と高度医療を提供する可能性が高まることから、当該診断ツールの開発は大変意義のある
ものと考えられる。このためには、電気化学ラベル剤に代わる効率的な検出マーカーの開
発、各電極へのプローブＤＮＡまたは塩基の固定化を不要とすること、電極と検出マーカ
ーの固定化反応速度の促進などが必要である。
【０００９】
　従来のマイクロアレイベースのプロトコールでは、ＤＮＡハイブリダイゼーションを基
本とした検出が行なわれている。そのため、検出部にはターゲット毎に各々対応したプロ
ーブＤＮＡを固定化するのが通例である。また、高価な電気化学ラベル剤を利用しない場
合においても、各ＤＮＡもしくは塩基が修飾された複数の検出マーカーを用いなければな
らなかった。これまでのハイブリダイゼーションベースの反応検出では、検出表面上にお
いて、プローブＤＮＡとターゲットＤＮＡの塩基対の反応が必要不可欠であったが、この
ような手法を用いない遺伝子変異検出法が提案されれば、検出部で当該ＤＮＡ対を利用す
る必然性は無くなり、かつハイブリダイゼーションに伴う反応時間の影響を受けず、迅速
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、簡便かつ高感度な検出が実現すると考えられる。
【特許文献１】特開２０００－１４６８９４号公報
【特許文献２】特開２００３－０９０８１５号公報
【特許文献３】特開２００５－２２７１５４号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の課題は、貴金属粒子の凝集反応を利用して、貴金属粒子凝集体の特長的な電気
化学応答特性に基づき、生体分子または生体関連物質の迅速、簡便かつ高精度な測定方法
を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の生体分子または生体関連物質の測定方法は、標識対象物質と特異的に反応する
標識物質により修飾された貴金属粒子と、標識対象物質を含む生体分子または生体関連物
質との反応により貴金属粒子凝集体を生成する工程と、酸化還元ピークの電位位置が貴金
属粒子と異なる電極上で、貴金属粒子凝集体の酸化還元ピークを測定する工程とを備える
。この測定方法は、遺伝子または免疫の検出に用いることができる。
【００１２】
　貴金属粒子は、平均粒径１ｎｍ～５００ｎｍの金製の粒子が好ましい。電極は、貴金属
粒子より電位窓が広いものが好適であり、電極の表面が、活性官能基を有する分子または
イオン性分子により修飾されている態様が好ましい。また、測定前に、貴金属粒子の酸化
還元電位より卑の電位を掃引する態様が好ましい。生体分子として遺伝子の測定が可能で
あり、抗原もしくは抗体により修飾された貴金属粒子との抗原抗体反応により生成する貴
金属粒子凝集体を測定対象とすることができる。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、特異的な生体分子反応により形成された貴金属粒子凝集体を検出する
ことにより、電気化学的に無ラベルで、生体分子または生体関連物質の機能と反応性を定
性的もしくは定量的に分析することができる。また、検出部における反応時間が短いため
、迅速かつ簡便な測定が可能である。さらに、貴金属粒子凝集体を直接検出し、遺伝子お
よび免疫を高精度に検出することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の生体分子または生体関連物質の測定方法は、標識物質により修飾された貴金属
粒子と、標識対象物質を含む生体分子または生体関連物質とを反応させ、標識物質と標識
対象物質との間の特異的な反応により貴金属粒子凝集体を生成させ、その後、酸化還元ピ
ークの電位位置が貴金属粒子と異なる電極上で、貴金属粒子凝集体の酸化還元ピークを測
定することを特徴とする。特異的な生体分子反応により形成された貴金属粒子凝集体を検
出マーカーとして用いることにより、凝集後の生体分子反応を伴うことなく、生体分子ま
たは生体関連物質の定性的または定量的な分析が可能である。また、検出マーカーである
貴金属粒子凝集体の分離精製が容易であるため、検出部における反応時間を短縮化し、迅
速かつ簡便な測定が可能である。さらに、貴金属粒子凝集体の電気化学特性を電位窓の広
い導電性電極上で直接的に検出することが可能であり、電気化学的に無ラベルで、遺伝子
および免疫を高精度に検出することができる。
【００１５】
　本発明において、貴金属粒子には、標識対象物質と特異的に反応をする標識物質により
修飾した粒子を使用する。たとえば、抗原、抗体またはビオチンなどの標識対象物質と凝
集反応を起こすように、それぞれ対して、抗体、抗原またはストレプトアビジンなどの標
識物質を使用する。図２に、本発明における貴金属粒子を用いた凝集反応を例示する。図
２（ａ）は、標識対象物質であるビオチンで修飾した増幅遺伝子と、標識物質であるスト
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レプトアビジンにより修飾された金ナノ粒子（平均粒径がナノメーターサイズの粒子を、
以下、「ナノ粒子」とも言う。）との生体分子反応により粒子凝集体を生成した例を示す
。また、図２（ｂ）は、生体関連物質中の抗原と、抗体を修飾した金ナノ粒子とが特異的
に反応し、粒子凝集体を生成した例を示す。
【００１６】
　貴金属粒子は、標識物質により修飾されるため、貴金属粒子の表面には、標識物質と反
応する分子などであらかじめ修飾しておく態様が好適である。修飾分子としては、アルカ
ンチオール分子、有機シラン分子、またはポリエルシンなどのイオン性高分子などが望ま
しい。このような分子は、末端官能基としてＣＯＯＨ－、ＮＨ2－、ＣＦ3－、ＣＨ3－、
ＣＮ－、ビオチン基、マレイミド基、スクシンイミド基などを少なくとも１つ以上有する
直鎖状分子または分枝状分子が好ましい。
【００１７】
　表面修飾は、トルエン、エタノール、ビシクロヘキシル、パラフィン、水などに修飾分
子を溶解した溶液に粒子を分散させることで行なうことができる。また、標識となる分子
固定のために、グルタルアルデヒド、スルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチン、ＳＭＣＣ
(Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexane-1-carboxyate)、ＳＰＤＰ(N-Succin
imidyl-3-(2-pyridyldithio)propionate)などの架橋分子を用いることもできる。抗体な
どの固定化に関して、プロテインＡなどのタンパク質を用いることも可能である。
【００１８】
　貴金属粒子は、化学的に安定であり、単体純度が高く、特有の電気化学特性を有する点
で、金、銀、白金、パラジウムとロジウムからなる群より選ばれる少なくとも１種からな
る粒子が好ましい。貴金属は、単体がより好ましいが、合金を使用するときは、主貴金属
の酸化還元ピークの電位位置に酸化還元ピークがない材料との合金が望ましい。また、金
は、電位窓が広く、特異的な反応を伴なう生体分子の捕獲と検出、たとえば、一塩基多型
のような遺伝子解析と、抗原抗体反応を伴なう反応基質系のセンシングに重要な役割を果
たすため有効である。
【００１９】
　貴金属粒子の平均粒径は、ナノ粒子特有の光学特性と電気化学特性を発現するである点
で、１ｎｍ以上が好ましく、２ｎｍ以上がより好ましい。一方、貴金属粒子の平均粒径は
、凝集体の円滑な形成と遠心分離の容易さから、５００ｎｍ以下が好ましく、５０ｎｍ以
下がより好ましい。本明細書において、粒径は、透過型電子顕微鏡により観察して測定し
、平均粒径は、透過型電子顕微鏡の画像データから直接計測し、算出する。１ｎｍ～１０
ｎｍの金粒子においては、非分子修飾の場合、水溶液中で自己凝集するので、あらかじめ
トルエンなどの有機溶媒中でアルカンチオールなどの分子修飾をしたものを用いる態様が
好適である。
【００２０】
　標識対象物質との選択的な反応を起こす標識物質は、抗原抗体反応、選択的なポリメラ
ーゼ連鎖反応のような反応特異的な生体反応をする分子が好ましい。たとえば、ポリメラ
ーゼ連鎖反応においては、等温ポリメラーゼ連鎖反応などのように、反応特異的に選択増
幅可能な系を用いることで、凝集反応の選択性を高めることが可能である。たとえば、野
生型遺伝子のみを増幅するようにプライマー設計をすることにより、変異型遺伝子の増幅
を抑え、凝集反応の選択性が高めることが可能である。
【００２１】
　抗原抗体反応においては、サンドイッチイムノアッセイが可能な反応系が好ましく、遺
伝子の場合は、両末端、または、５‘もしくは３’にそれぞれ標識物質が修飾され、各遺
伝子が相補的な系に、貴金属粒子と反応可能な分子が修飾されている態様が好適である。
さらに、これらの抗原抗体反応または遺伝子増幅反応においては、反応特異性が得られる
ように、条件を精査することが好ましく、凝集分離の選択性をより向上させることが可能
である。また、凝集反応は、水溶液中で行ない、温度は１５℃～５５℃の範囲である態様
が望ましい。また、凝集反応を促進するために、溶液の塩濃度を変化させると効果的であ
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る。使用する塩としては、塩化マグネシウム、塩化ナトリウム、塩化カリウムなどが好適
である。ここに、凝集反応とは、標識物質と標識対象物質との特異的な反応により、生体
分子または生体関連物質と、貴金属粒子とが凝集し、貴金属粒子凝集体を生成する反応で
あり、たとえば、抗原または抗体により修飾された貴金属粒子と、標識対象物質である抗
体または抗原を含む遺伝子との抗原抗体反応により貴金属粒子凝集体が生成する。
【００２２】
　標識対象物質を含む生体関連物質には、全血、血漿、血清、組織、組織液、毛髪、爪、
皮膚、唾液、尿もしくは便などの体液または組織片が含まれる。また、標識対象物質を含
む生体分子には、これらの体液もしくは組織片に含まれる野生型遺伝子または変異型遺伝
子が含まれる。野生型遺伝子または変異型遺伝子は、遺伝子増幅法により反応特異的に増
幅することができ、増幅により標識対象物質の定性的または定量的な分析を高精度化する
ことができる。
【００２３】
　貴金属粒子と、生体分子または生体関連物質との特異的反応により貴金属粒子凝集体が
生成した後、貴金属粒子凝集体の酸化還元ピークを測定する。酸化還元ピークの測定にお
いて使用する電極は、貴金属粒子凝集体の測定を容易にし、測定精度を高める点で、酸化
還元ピークの電位位置が、貴金属粒子と異なる電極を使用する。図１（ａ）～（ｅ）に、
貴金属（Ａｕ、Ｐｔ、Ｐｄ）と、ＩＴＯ（インジウムスズ酸化物）と、炭素の酸化還元ピ
ークを例示する。図１（ａ）に示すＡｕの場合には、約１．２Ｖと１．４Ｖの電位位置に
酸化還元ピーク１，２が観測される。また、酸化還元ピーク１，２が観測されない電位窓
Ｍが、図１（ｂ）に示すＰｔより広く、検体の酸化還元ピークを観測しやすく、検出精度
が高い点で、Ａｕが電極材料として好ましい。
【００２４】
　図１（ｃ）に示すＩＴＯと、図１（ｄ）に示す炭素は、貴金属粒子より電位窓が広く、
検体の酸化還元ピークを観測しやすく、検出精度が高い点で、電極材料として好適である
。また、図１（ｃ）と図１（ｄ）に示すように、ＩＴＯと炭素は、貴金属の酸化還元ピー
クの電位位置に酸化還元ピークがないため、貴金属粒子凝集体を高精度かつ容易に検出で
きる点で、電極材料として好ましい。貴金属粒子凝集体の酸化還元ピークを観測し、酸化
還元ピークの有無、その電位位置と、ピーク強度（電流値）などにより、生体分子または
生体関連物質の機能と反応性などの定性的または定量的な分析をすることができる。また
、電気化学ラベル剤または酵素メディエーターなどを使用することなく、遺伝子または免
疫の検出などの生物化学的測定を直接行なうことが可能である。
【００２５】
　貴金属粒子凝集体の検出においては、検出を容易にし、検出精度を高める点で、貴金属
粒子凝集体を固定化する電極表面を有する態様が好ましい。貴金属粒子凝集体の固定化は
、静電吸着、化学結合、物理吸着または電気化学的手法により行なうことができる。具体
的には、活性官能基を有する分子またはイオン性分子などにより検出部の電極表面を修飾
する態様が好ましい。たとえばＩＴＯ電極であれば、有機シラン系の単分子膜で修飾する
態様が好ましく、とくにアミノ基、メルカプト基などの活性官能基を有する分子による修
飾が好適であり、修飾分子にさらに架橋剤などの分子を導入することができる。また、ポ
リリシンなどのようなイオン性高分子膜を電極上に形成したり、メチル、フッ化メチル基
末端、またはＣＨ2、ＣＦ2などの活性官能基を分子内に有する分子により表面を修飾し、
または成膜することにより、疎水性表面を構築し、疎水性相互作用により、貴金属凝集体
を検出表面に固定化させることができる。
【００２６】
　貴金属粒子凝集体を電極上に電気化学的に固定化する場合、電極は、測定前に、貴金属
粒子の酸化還元電位よりも卑の電位を掃引することにより、貴金属粒子凝集体を電極表面
に迅速に引き付けることが可能となる。この際、電位の程度によっては、電極上に固定し
たままの状態で粒子凝集体を保持することもできる。一方、反応後、貴金属粒子の酸化還
元電位または分子間の静電作用よりも強い電場を印加することにより、表面から貴金属粒
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子凝集体を離脱させることが可能である。電気化学測定により、貴金属粒子凝集体の凝集
程度から引き起こされる、酸化還元ピークの電位位置とピーク電流強さから、特定対象分
子の有無やその定量を行なうことが可能である。
【００２７】
　貴金属粒子凝集体を検出マーカーとして用い、作用電極と、対抗電極と、参照電極とを
１セットまたは複数セット同一基板上に形成することで、標識対象物質を検出することが
可能である。電気化学測定と基板への凝集体固定化促進は、検出部となる作用電極、対向
電極と参照電極の３電極系を用い、ポテンショスタットなどのような電気化学測定装置に
より行なうことができる。
【００２８】
　対向電極と参照電極には、作用電極と同様の材料を用いることができる。また、参照電
極には、銀塩化銀、飽和カロメロ、水銀塩化水銀、水素電極などのガラス系電極に用いる
ことができ、銀またはその他の導電材料からなる擬似参照電極を用いることができる。本
発明は、貴金属粒子凝集反応を利用する分離精製プロセスの提供、貴金属粒子凝集体を検
出マーカーとして使用し、マイクロ流体回路などの分析チップにおいて、生体分子間反応
の定性的または定量的な分析が可能である。したがって、医療分野において必要とされる
遺伝子疾患の診断および免疫の診断などに有効に利用することができる。
【００２９】
　本発明の生体分子または生体関連物質の測定方法を実施するマイクロ流体回路を図３に
例示する。検出対象などの相違に応じて、図３（ａ）に示す態様の回路または図３（ｂ）
に示す態様の回路を任意に選択することができる。このマイクロ流体回路は、図３に示す
ように、特異反応部と分離精製部と検出部とを備え、特異反応部では、標識対象物質と特
異的に反応する標識物質により修飾された貴金属粒子と、標識対象物質を含む生体分子ま
たは生体関連物質との特異反応により貴金属粒子凝集体を生成する。つぎに、分離精製部
において、貴金属粒子凝集体を遠心力などにより分離精製する。つづいて、検出部におい
て、分離精製した凝集体の酸化還元ピークなどの電気化学測定を行なう。マイクロ流体回
路により、凝集反応を利用して生体分子または生体関連物質の簡便な分離精製が可能であ
り、精度の高い検出を実現することができる。このため、一塩基多型を含む癌由来遺伝子
変異の検出と腫瘍マーカーを定性的または定量的にワンチップで分析することが可能であ
る。
【００３０】
　以下、実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、本発明は下記実施例に限定される
ものではない。
【００３１】
　（実施例１）
　本実施例においては、金ナノ粒子凝集反応を利用して癌由来遺伝子変異の電気化学的な
測定を行なった。すなわち、標識対象物質と特異的に反応する標識物質により修飾された
金ナノ粒子と、標識対象物質を含む遺伝子との反応により貴金属粒子凝集体を生成した後
、酸化還元ピークの電位位置が金ナノ粒子と異なるＩＴＯ製の電極上で、金ナノ粒子凝集
体の酸化還元ピークを測定し、癌由来遺伝子変異を検出した。
【００３２】
　まず、金ナノ粒子として、平均粒径１０ｎｍのストレプトアビジン修飾金コロイドを含
む水溶液（シグマ　アルドリッチジャパン製）を用いた。つぎに、血液から抽出したＰ５
３遺伝子の突然変異の検出を行なうため、Ｐ５３遺伝子内のエクソン４遺伝子の等温遺伝
子増幅を行ない、その中のコドン７２の変位の有無を検出した。コドン７２は野生型（Wi
ld Type)（以下、「ＷＴ」とも言う。）の場合、５‘側からＣＧＣの配列をとり、アルギ
ニンを生成するが、変異型(Mutant Allele)(以下、「ＭＴ］とも言う。）の場合、ＣＣＣ
配列に変位し、プロリンを生成する。Ｐ５３遺伝子は癌診断に多用される遺伝子であり、
多くの癌が当該遺伝子のＳＮＰ（一塩基多型）に関係しているといわれている。そこで、
本実施例では、エクソン４遺伝子を特異的に増幅した。反応には等温遺伝子増幅法として
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知られるＬＡＭＰ(Loop-Mediated Isothermal Amplification)法を用いた。
【００３３】
　ＬＡＭＰ法は、遺伝子増幅法であり、反応特異的に増幅することができ、６０℃～６５
℃での等温遺伝子増幅が可能である。本実施例では、Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ，ＢＩＰ、Ｌｏ
ｏｐＦ、ＬｏｏｐＢの６種のプライマーセットを使用した。
Ｆ３：５’－ＣＣＣＣＧＧＡＣＧＡＴＡＴＴＧＡＡＣＡＡ－３’（配列番号１）
Ｂ３：５’－ＣＣＡＧＡＣＧＧＡＡＡＣＣＧＴＡＧＣＴ－３’（配列番号２）
ＦＩＰ（ＷＴ）：５’－ＧＣＧＧＧＧＡＧＣＡＧＣＣＴＣＧＧＴＴＣＡＣＴＧＡＡＧＡＣ
ＣＣＡＧＧ－３’（配列番号３）
ＢＩＰ（ＷＴ）：５’－ＣＧＣＧＴＧＧＣＣＣＣＴＧＣＧＡＣＡＧＧＧＧＣＣＡＧＧＡＧ
Ｇ－３’（配列番号４）
ＬｏｏｐＦ：５’－Ｂｉｏｔｉｎ－ＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＧＧＡＧＣＴＴＣＡ－３’（配
列番号５）
ＬｏｏｐＢ：５’－Ｂｉｏｔｉｎ－ＣＧＧＣＣＣＣＴＧＣＡＣＣＡＧ－３’（配列番号６
）
　変異型（ＭＴ）におけるプライマーとしては、つぎのＦＩＰ、ＢＩＰを用いた。
ＦＩＰ（ＭＴ）：５’－ＧＧＧＧＧＧＡＧＣＡＧＣＣＴＣＧＧＴＴＣＡＣＴＧＡＡＧＡＣ
ＣＣＡＧＧ－３’（配列番号７）
ＢＩＰ（ＭＴ）：５’－ＣＣＣＧＴＧＧＣＣＣＣＴＧＣＧＡＣＡＧＧＧＧＣＣＡＧＧＡＧ
Ｇ－３’（配列番号８）
　サンプルは、健常者ヒト血液（ＷＴ）（２０μＬ）を用いた。増幅反応の前に、ＤＮＡ
の抽出を以下の方法で行なった。ネクストテック製　クリーンカラムを用いて、まず、２
０μＬの血液をチューブに導入し、溶解バッファー（ネクストテック製全血ゲノムＤＮＡ
キット）３００μＬを加えた。つづいて、６０℃で３０分間、インキュベートを行なった
。本溶解液１２０μＬをカラムに導入し、室温で３分間インキュベートし、その後、７０
０ｘｇで１分間遠心分離を行ない、濾液をＤＮＡサンプルとした。
【００３４】
　ＬＡＭＰ法は、前述のとおり、プライマー設計により反応特異的な増幅を行なうことが
可能であり、たとえば、ＳＮＰが含まれるＭＴ－ＤＮＡはほとんど増幅されず、ＷＴのみ
が選択的に増幅されることが知られている。上述のプライマーセットに関してもＷＴのみ
が増幅することを、蛍光を用いた予備試験で確認した結果、増殖後のＷＴの蛍光強度比は
、ＭＴの１００倍以上であった。そこで、ＬＡＭＰ法を用いて、ＷＴ遺伝子のみの増幅を
行なった。
【００３５】
　増幅反応のための条件は、つぎのとおりである。なお、ＦＩＰとＢＩＰについては、Ｗ
ＴとＭＴのそれぞれを含む２種類の溶液を調整した。また、遺伝子増幅反応の条件は６３
℃、３０分間で行なった。
緩衝液：Loopamp Reaction Buffer(栄研化学社製)　２５μＬ
サンプル（上記の抽出ＤＮＡ）：１μＬ
酵素：Ｂｓｔ　ＤＮＡ　ポリメラーゼ　０．２５μＬ
プライマー：(１６μＭ　ＦＩＰ、１６μＭ　ＢＩＰ、２μＭ　Ｆ３、２μＭ　Ｂ３、８
μＭ　ＬｏｏｐＦ、８μＭ　ＬｏｏｐＢ)　２．５μＬ
Ｌｏｏｐａｍｐ蛍光目視検出試薬　２．５μＬ
蒸留水：１６．２５μＬ
　つぎに、遺伝子増幅後のＤＮＡとストレプトアビジン修飾金ナノ粒子との凝集反応を行
なった。まず、遺伝子増幅後の試料１０μＬを計量し、金ナノ粒子溶液１０μＬを混合し
た。室温で１０分間反応させた後、凝集の程度を目視で確認した。ＷＴプライマーから増
幅したＤＮＡ溶液では、溶液が赤色から紫色に変化していたことから、凝集反応が進行し
ていることが確認された。一方、ＭＴプライマーから増幅したＤＮＡ溶液では、金ナノ粒
子の添加前後で色の変化が認められなかった。そこで、凝集反応が認められたＷＴの試料
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をマイクロ流体回路内において、３０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、凝集サンプルを回
収した。
【００３６】
　回収した金ナノ粒子凝集体を含む溶液について、酸化還元ピークの電位位置が金ナノ粒
子と異なるＩＴＯ製の電極を用い、金粒子凝集体の特長的な電気化学シグナルから遺伝子
変異の有無の検出を行なった。まず、ＩＴＯ電極の表面を、３－アミノプロピルトリエト
キシシラン(ＡＰＳ)で予め修飾し、アミノ末端単分子膜を形成した。分子修飾ＩＴＯ表面
の形成は、５質量％のＡＰＳを含むエタノール溶液に３０分間電極を浸漬した後、架橋剤
としてスルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチン（５ｍｇ／ｍＬ）を含むリン酸緩衝液ＰＢ
Ｓ（ｐＨ７．４）中で、室温で１時間反応させることにより、ＩＴＯ電極の単分子膜上の
アミノ末端とスルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ビオチンとを架橋し、ビオチン修飾ＩＴＯ電
極を得た。ＩＴＯ電極上に修飾されているビオチンと、金粒子凝集体に存在するストレプ
トアビジンとの相互作用により、金粒子凝集体は電極表面に固定化された。
【００３７】
　固定化後、ボルタンメトリー測定を行なった。電気化学測定は、電気化学測定システム
（北斗電工製ＨＺ－５０００ポテンショガルバノスタット）装置を用いて行なった。測定
条件はつぎのとおりである。なお、比較のために変異型を用いて、同様なプロセスを実施
したサンプルに関しても同様の測定を行なった。
作用電極：上述の金粒子凝集体が固定化されたＩＴＯ基板（電極面積３ｍｍφ）
対向電極：Ｐｔ
参照電極：Ａｇ／ＡｇＣｌ電極
溶液：ＰＢＳ　ｐＨ７．４溶液
測定温度：室温
走査電位範囲：－０．２Ｖ～１．３Ｖ　ｖｓ．Ａｇ／ＡｇＣｌ
走査速度：１００ｍＶ／ｓｅｃ
　電気化学測定の結果、ＷＴでは、０．５６Ｖｖｓ．Ａｇ／ＡｇＣｌ付近に、金由来の還
元ピークが観測された。一方、ＭＴでは、ＩＴＯ表面において、金粒子凝集体に由来する
ピークは、ほとんど観測されなかった。なお、本測定に至るまでの間に、微粒子凝集後、
遠心分離による分離精製を行なっているため、溶液中に含まれる不純物の影響はボルタモ
グラムからは認められなかった。したがって、血液中には野生型遺伝子のみが存在するこ
とが明らかとなった。本実施例により、電気化学の測定で、金粒子凝集体の存在を無ラベ
ルで検出可能であることがわかった。さらに、野生型と変異型の選択的な増幅反応の適用
により、簡便な手法で遺伝子変異を検出できることが確認できた。
【００３８】
　つぎに、実施例１に記載の方法で形成された金粒子凝集体の回収溶液から、金粒子凝集
体を作用基板に固定化するプロセスとして、電気化学促進反応を検討した。この方法は、
作用電極の電位制御によって、金粒子凝集体を電極表面に固定化する方法である。操作に
おいては、電極は、金の標準酸化還元電位より卑の電位を掃引することにより、溶液から
電極近傍への金粒子凝集体の移動速度が速まり、かつ、電極に固定化させることができた
。また、本手法を用いる場合は、基板表面に特別な分子修飾を行なう必要がないので、操
作が簡便であった。
【００３９】
　電位印加条件はつぎの通りとした。
溶液：金粒子含有ＰＢＳ（ｐＨ７．４）水溶液
印加電位：－０．５Ｖ　ｖｓ．Ａｇ／ＡｇＣｌ
対向電極：Ｐｔ
参照電極：Ａｇ／ＡｇＣｌ電極
測定温度：室温
　この印加条件により、３分間の操作で、既に金粒子凝集体が電極表面に固定化している
ことが確認された。３分間の定電位印加において、凝集粒子量に起因する酸化還元ピーク
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は、ほぼ同程度の電流値を示した。なお、この電位印加促進による固定化プロセス後の計
測は、上述の電気化学測定法と同様の方法で行なった。以上の結果から、卑の電位印加に
より、金粒子凝集体の電極表面へのキャプチャーが可能であり、計測プロセスの短縮化に
貢献することがわかった。また、本実施例における遺伝子診断についてのみならず、抗原
抗体反応を用いた免疫の検出にも同様な手法を行なうことができた。
【００４０】
　本発明によれば、貴金属粒子凝集体を用いた無ラベル電気化学検出法を用いることで、
簡便、迅速かつ高精度な遺伝子および免疫の診断が可能であった。また、電気化学的な手
法を活かして、反応時間の短縮化が可能であった。したがって、本発明は、今後の高度医
療診断と早期治療に有効あることがわかった。
【００４１】
　今回開示された実施の形態および実施例はすべての点で例示であって制限的なものでは
ないと考えられるべきである。本発明の範囲は上記した説明ではなくて特許請求の範囲に
よって示され、特許請求の範囲と均等の意味および範囲内でのすべての変更が含まれるこ
とが意図される。
【産業上の利用可能性】
【００４２】
　電気化学的手法により、小型で高精度な測定装置を提供することができ、今後のテーラ
ーメード医療および高度医療診断に有効である。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】本発明に使用する貴金属（Ａｕ、Ｐｔ、Ｐｄ）と、ＩＴＯ（インジウムスズ酸化
物）と、炭素の酸化還元ピークを示す図である。
【図２】本発明における貴金属粒子を用いた凝集反応を例示する図である。
【図３】本発明の生体分子または生体関連物質の測定方法を実施するマイクロ流体回路を
示す図である。
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