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Abstract: Biomolecular detection methods that are inexpensive and convenient have received much attention in

accurate clinical diagnosis and the fields of healthcare. The required functions of biosensors include recognizing a

specific molecule and transducing molecular signals for readout. In this study, we propose a simple method for

biomolecular detection. The detection process is carried out in a one-pot without temperature control for enzymatic

reactions and micro-fabrication like DNA microarray. Signals of target biomolecules are amplified by using cascade

reactions of DNA and converted into fluorescent signals represented by intensities for a set of wavelengths. The coded

signals are detected with simple fluorescent spectroscopy and the measured data are decoded to the original molecular

signals. For proof of the concept, we demonstrate that encoding of molecular signal with amplification is achievable

using a hybridization chain reaction with fluorescence resonance energy transfer.
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1. はじめに

簡易かつ高感度な生体分子検出は，看護分野において重
要と考えられる．例えば，院内感染や衛生管理などにおけ
る課題に対して有効な検査手法を提供するだけでなく，日
常的に患者の疾病・感染状態を確度よく把握するためのポ
イントオブケア検査を可能にする．これにより，迅速かつ
適切な診断・看護，感染の早期発見・防止，口腔ケアをは
じめとする医療現場での健康管理の質の向上などが，期待
できる．
生体分子のセンシングには，対象分子を認識する過程
と，分子信号を読み出し可能な物理量に変換する過程が
必要となる．また，同時に複数の分子を効率的に検出する
ことが求められる．これまでに，優れた分子認識能を有す
る DNAが，核酸，タンパク，小分子などの検出に広く応
用されている (1)．診断や検査に必要となる病原菌などか
ら採取される生体分子はきわめて少量であるため，PCR

(polymerase chain reaction)などの，酵素反応を利用した
分子増幅が利用されている (2, 3)．しかし，反応時間や正確
な温度制御が必要となるなどの課題点がある．また，DNA

マイクロアレイなどのバイオチップ技術を利用すれば，同
時に莫大な数の分子種の検出が可能であるが，基板への加
工が必要となる (4)．
本研究では，DNA 反応を利用した分子信号増幅の手法
と蛍光カラー符号化手法を提案する．一つのチューブ内の
反応と簡易な蛍光測定により，多種類の分子の同時検出を
めざす．相補性を利用して設計された DNAの自律的な反
応を利用して，温度制御や基板等の加工チップや専用読み

取り装置などを必要とすることなく，分子信号の増幅と符
号化を実現する．蛍光信号による分子情報の読み出しは，
分子検出，定量に広く利用されている．しかし，同時に対
象にできる分子の種類は，蛍光分子の使用可能な種類によ
り制限される．提案手法では，対象分子の情報を，DNA

反応により蛍光信号へ変換して，蛍光信号を増幅し，蛍光
波長と強度を利用して符号化を行う．マイクロアレイ技
術のように空間的に分子情報を展開するのではなく，蛍
光信号の利用可能な帯域を効率よく利用することにより，
one-potでの多数分子の同時検出を可能にする．
本稿では，実現に向けた要素技術として，ハイブリダ
イゼーション連鎖反応 (HCR)(5, 6, 7, 8, 9, 10) に基づく蛍光
信号の増幅と蛍光強度の階調を利用した符号化法を報告
する．

2. 分子信号の増幅との蛍光カラー符号化

提案する HCRに基づく分子情報／蛍光情報変換システ
ムを Fig. 1に示す．二種類のヘアピン構造DNA(H1, H2)

を利用して，一種類の対象分子 (T)を検出する．一方のヘ
アピン DNA(H1)には蛍光・消光分子を修飾し，ヘアピン
構造の変化で両者の相対位置が変化することにより，蛍光
強度を変調する．対象分子が存在しない場合では，ヘアピ
ン DNAは閉構造を形成する．この閉構造の場合では，蛍
光・消光分子が近傍であるため，蛍光は生じない．対象分
子が存在する場合，H1 と T が結合し，H1 は閉構造から
開構造へ変化する．開構造の H1では，蛍光・消光分子が
離れ，蛍光強度が上昇する．H1 の閉構造では二本鎖状態
にあった H2 との結合部位が一本鎖状態へ変化し，H1 と
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Fig. 1 Schematic illustration of HCR-based am-
plification of a fluorescent signal.

H2は結合する．それに伴い，H2が開構造へ変化して，閉
構造の H1と結合可能な状態となり，他の H1と結合する．
この連鎖的反応の進行に伴い，開状態の H1が増加するこ
とにより，蛍光強度が増幅される．
蛍光カラー符号化の概要を Fig. 2に示す．分子信号は，
蛍光の波長と強度レベルを利用して，符号化する．使用す
る蛍光波長を n，信号強度の階調を m とすれば，mn − 1

通りの符号化が可能となる．例えば，5, 6種類の蛍光波長
と６階調を使用すれば 10,000から 40,000種類の符号化が
可能となる (11, 12)．蛍光波長は使用する蛍光分子により
変更できる．信号強度は HCRの H1の蛍光修飾の構成比
を調節することにより，変調できる．
本手法では，DNA のハイブリダイゼーション反応を利
用しており，精緻な温度制御は不要であり，室温での利用
が可能となる．また，DNA マイクロアレイなどの基板を
利用せずとも，複数の対象分子を蛍光信号へ符号化するこ
とにより，同時に多重検出できる．

3. 実験

Table 1に実験で使用したDNA配列を示す．HCRの配
列は Dirksら提案されているものを利用した．ただし，H

１には，蛍光分子として FITC，消光分子として BHQ-1を
修飾した．HCR の過程を蛍光信号へ変換する手法は既に
提案されているが，対象分子を検出後の蛍光・消光分子の
位置は，不均一である (6)．蛍光分子と消光分子の距離は蛍
光強度の増幅率に影響するため，蛍光強度の階調を利用す
る符号化の観点からは，両者が等間隔で配列される方が望
ましい．そこで，本研究では，H1開裂後に FITC/BHQ-1

間隔が 22bp または 26bp とほぼ等間隔になるように H1
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Fig. 2 Examples of encoding by using intensity
and wavelength.

Table 1 Sequences used in this study. T* and T**
are modified with FITC and BHQ-1.

name sequence (5’–3’)

T
AGTCTAGGATTCGGCGTGGG-

-TTAA

H1

TTAACCCACGCCGAATCCT*-
-AGACTCAAAGTAGTCTAGGA-

-T**TCGGCGTG

H2

AGTCTAGGATTCGGCGTGGG-
-TTAACACGCCGAATCCTAGA-

-CTACTTTG

への修飾位置を設定した．閉構造の H1における両者の間
隔は 5bp であり，FITC は BHQ-1 に十分に消光される．
サンプルは，リン酸バッファーへ溶解し，50 µL とした．
蛍光分光光度計により，波長 496 nmの光照射により励起
し，蛍光スペクトルを取得した．反応，測定時の温度は 25

℃とした．
まず，HCR 系による蛍光信号の増幅効果の確認実験を
行った．Fig. 3に，HCR（終濃度：[H1] = 500 nM, [H2]

= 600 nM）と nonHCR（終濃度：[H1] = 500 nM, [H2] =

0 M）のサンプルに対して，入力分子（終濃度：[T] = 250

nM）を加えた際の蛍光強度の時間変化を示す．入力前は，
両者とも蛍光強度は一定の値であった．入力後は，両者と
も蛍光強度は上昇しているが，HCRでの値は nonHCRを
比較して高い値となった．nonHCR では入力分子に対応
した量のみ H1 が開裂して蛍光可能状態となるが，HCR

では，H1と H2の開裂反応により，蛍光信号が大きく増幅
されていることが分かる．
続いて，HCRの H1と同配列で修飾がないDNA（nH1）
の構成比を調節することにより，増幅強度が変調できるこ
とを確認した．構成比 R は，R = [H1]/([H1] + [nH1])

とした．実験では，Rは 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2の階調を確認
した．各 Rに対する，蛍光強度ピークの 517 nmでの蛍光
強度値を Fig. 4 に示す．構成比と信号強度の関係が線形
であることが分かる．この実験により，構成比 Rにより，
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Fig. 3 Time course of fluroescent intensity (a)
in amplification by HCR and (b) in detection by
nonHCR.

強度変調できることが示された．
本実験では，1波長 5階調の符号化の実証にとどまって
いる．簡易な DNA 検出のために，汎用Web カメラを用
いた蛍光検出装置が実証されている (13)．使用するカメラ
のカラーフィルタの分光特性を利用すれば，RGB 三波長
の分光が可能である．よって，RGB チャネルに対応した
蛍光分子を設定することにより，3波長を符号化に利用で
きる．これにより，符号化可能な数を増加させることがで
きる．また，複数の対象の同時検出・同時定量を実現する
ためには，多重化して一括で取得した各対象分子種に対す
る蛍光信号を分離する必要がある．今後，情報通信におけ
るデータ圧縮技術などを応用し，カラー符号化法による効
率的な分子検出を実現する．

4. まとめ

本研究では，簡易な分子スクリーニング技術の実現をめ
ざし，DNA 反応にもとづく分子信号の増幅手法と蛍光強
度への符号化を提案した．実験において，HCR を利用し
たシグナル増幅効果を確認し，増幅率が分子の構成比に
より変調できることを確認した．蛍光信号を利用すること
は，簡易に複数対象分子の同時検出が可能となるだけでな
く，蛍光分子間のエネルギー移動を利用した情報処理技術
(14, 15) を応用することにより，より効率的に蛍光信号の帯
域を利用した分子検出が期待できる．今後，多波長を利用
した符号化による多重検出を実現し，提案手法の有効性を
示す．
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