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緒言 

ダイヤモンドは表面修飾性に富み、生体適合性が高いことからバイオセンサに適した材料とし

て注目されている。我々はこれまでダイヤモンド基板表面にプローブ分子を固定してターゲット

分子の吸着・検出に成功してきた[1]。今回、アミノ基終端を施したダイヤモンド基板上で標識付

ATP検出とATPに標識を付けない duplex-complex 法[2]を用いた 2通りのATP の検出について比較

検討を行った。 

 

実験方法 

多結晶ダイヤモンド基板表面をマイクロ波プラズマ CVD 法により水素

終端化し、アンモニア雰囲気中において UV 照射して基板表面をアミノ基

で終端した。 

[標識付 ATP 検出] 基板上のアミノ基に ATP アプタマーを固定した。Cy5

で標識化した ATP を含む溶液を添加し、この過程について蛍光観察を行っ

た(図 1)。 

[duplex-complex 法[2]] 基板上のアミノ基に ATP アプタマーと相補的な配列

をもつ DNA をプローブとして固定し、Cy5 で標識化した ATP アプタマー

と二本鎖を形成させた(duplex)。ここに ATP を含む溶液を添加すると、二

本鎖からアプタマーが離れて ATP と複合体を形成し(complex)、洗浄により

流され消光する。この過程について蛍光観察を行った(図 2)。また、アプタ

マー濃度を変化させてそれぞれの蛍光強度を測定した。 

 

結果 

[標識付ATP検出] Cy5で標識化したATPアプタマーの結合前後でシャープ

なコントラストを得るには至らなかった。アプタマーは基板に固定されて

自由度を失ったためか、あるいは ATP が Cy5 で標識化されためか、アプ

タマー-ATP の結合が起こりにくかったと考えられる。 

[duplex-complex 法] プローブとして固定した DNA に ATP アプタマー

を pre-hybridization させたときと、ATP を添加することで二本鎖からア

プタマーが離れ ATP と結合したときの蛍光強度に差があることが確認

され、duplex-complex 法によるダイヤモンド基板上での ATP の検出に成

功した(図 2)。図 3 に 0.1uM、1.0uM、10uM のアプタマー濃度に対する、

ATP 添加前後の消光度(蛍光強度の減少度)を示した。アプタマー濃度に

応じて消光度の上昇がみられた。ATP 検出における duplex-complex 法の

有効性については当日報告する。 
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図 3.  異なるアプタマー濃度に対し

pre-hybridization させた時の消光度変化
(ATP 1μM) 
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