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1.研究実施の概要 

当グループではバイオや医療の発展に貢献できるケミカルプローブの創製を目的とし、

蛍光プローブ、質量分析用プローブ及び電気化学用プローブの３つのテーマに基づいて研

究を行っている。H15年度はそれぞれの機能を有する各種プローブの作製に重点をおいて

研究を行った。 

蛍光プローブとしては、マグネシウム検出用プローブ及び、マグネシウムカルシウム同

時検出用プローブの作製を行った。質量分析用プローブの創製として、質量分析計を用い

た高感度解析のためのプローブの作製を行った。低分子用のアダクティブマスプローブ及

び生体関連分子のための、光開裂型マスプローブの作製を行った。また、電気化学プロー

ブについて、細胞レベルでの薬剤のスクリーニング、バイオアッセイで必要になる細胞機

能を物質レベルでリアルタイムに測定できるセンサーの開発を目的に、センシング方法と

センサー用新規電極材料及びナノサイズ電極の研究を行った。 

 

2.研究実施内容 

蛍光プローブ 

マグネシウムイオンは最も高濃度の細胞内二価カチオンであり、またカルシウムイオン

は最も変化量の大きな二価カチオンである。しかし、それらの細胞内での作用、相関につ

いての詳細はわかっていない。蛍光イメージングは高速、簡便、高感度であることから細

胞内の物質の測定に広く用いられている。そこで、本研究では一分子でマグネシウムイオ

ンとカルシウムイオンの両方に応答し、さらにそれぞれ

に対して異なる蛍光応答を有するような蛍光プローブ

「カルシウムマグネシウムマルチ蛍光プローブ」の作製

を 行 っ た 分 子 設 計 に お い て は 、 分 子 軌 道 計 算

（Gaussian98）およびそれぞれの配位サイトの基礎的な

実験から、分子プローブの二価カチオンとの結合部位の

種類及びその位置、水溶性官能基の選択、蛍光色素の選

択を行い、有効な構造を考察した。さらに有効な合成ス
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キームの検討を行い、蛍光色素としてクマリンを用い、色素のアクセプターサイトにマグ

ネシウムイオンを認識する部位としてチャージドβジケトン構造を用いた分子がプローブ

として有効に用いられると判断した。図１にはマグネシウム蛍光プローブの例を示す。こ

のような分子はマグネシウムイオンがβジケトン部位に配位すると蛍光スペクトルが長波

長シフトする。本研究ではさらに、カルシウムイオンが配位すると短波長シフトするよう

な分子の合成を行い、細胞内条件において蛍光測定を行い、企図した物性を得た。この分

子は異なる励起/蛍光波長のデータを解析することで、各二価カチオンを同時に定量する

ことができる。このような新規蛍光プローブの開発により、生体内のカルシウムイオンお

よびマグネシウムイオンの役割が詳細に解明されていくと期待している。 

 

質量解析プローブ 

 質量分析計は非常に簡易的な測定ができ、

定量測定などの検出端として有効に用いる

ことができる。我々は低分子化合物の検出

のため、試料と特異的に共有結合により結

合し、強制的に電荷を与えるようなアダク

ティブマスプローブの作製を行い、核酸塩

基、その他低分子化合物の質量分析計にお

ける高感度検出に成功した。一方分子量の

大きい生体関連分子は未だ質量分析計を用

いて高感度測定をすることは困難であった。

我々は様々な我々は種類を無数に増やすこ

とのできる分子量（＝おもり）をラベルとし

て用いることで、質量分析計を用いて定量的に生体関連分子の定量などに着眼した。マス

プローブは光による切出しが可能な「おもり」を試料にあらかじめ付加しておき、切り出

された「おもり」の数を、質量分析計を用いて数えることで、網羅的かつ定量的解析を行

うことができるようデザインされたプローブである。それぞれのマスプローブは特定の分

子量をもつ標識部位と、UV照射により切断される

光開裂部位、標識部位が高い感度で質量分析計に

て測定されるためのイオン化部位と、試料との結

合部位を有する。これまでに実際に我々は複数の

アダクティブマスプローブを作成し、試料中のタ

ンパク質抗原の定量に成功した。 

 

電気化学プローブ 

ナノ電極・光プローブ:生体細胞において、細

胞内イオンとその放出物質の連動性を把握するこ

図３ 光ファイバーナノ電極プローブを用

いた櫛型パターン電極象。上：電気化学

像、下：光学観察像 
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とは、細胞内もしくは細胞間シグナル伝達を解析するのに重要であるが、これまでリアル

タイム同時測定はできず、それらの相関・連動性を解析することは困難であった。今回開

発した光ファイバーナノ電極を用いれば、光ファイバーによるレーザー励起/蛍光による

イオン動態観察と、電気化学的測定法による細胞間隙のシグナル伝達物質の観察を同時に

行うことが可能となる。この光ファイバーナノ電極プローブを用いて２次元スキャンした

像を図３に示す。試料として櫛型パターン電極（金；25μm幅、ガラス；35μm幅）を用い

た。電気化学イメージングにおいては導電体（金）と不導体（ガラス）の識別が、光学イ

メージングにおいては金・ガラスの透過度の違いが明確にイメージングできており、この

ナノ電極の有用性が示された。また回折限界を超えた空間分解能を達成し、NSOMとしての

機能をも有することが明らかとなった。 

ナノパターンＳＰＲ検出法：細胞間シグナル伝達、ホルモン類による細胞応答を測定す

るためには、分子間相互作用測定を行う必要がある。特にリアルタイム・連続測定を行う

場合には、生体分子間の特異的結合をラベル化試薬を使わずに高感度に測定する必要があ

る。このためにナノ周期構造を持つ電極を作製し、生体分子の特異的結合を電極表面の屈

折率測定から可能なことを確かめた。 

ナノ金属粒子分散カーボン電極を使ったバイオセンシン

グ：細胞レベルで代謝物を測定するには、微量測定と高

感度測定を両立する必要がある。このために、マイクロ

流路と機能性電極を使ったバイオセンサーが使われてき

た。しかし、細胞応答の極初期の段階や放出量の少ない

代謝物の測定にはさらに高感度化が必要である。高感度

化には一般的には化学的に増幅・濃縮する方法があるが、

我々はスパッタ法で作製したカーボン薄膜を用いるとバ

ックグランドノイズレベルが下がることによって高感度

化を図ることができことに注目した。バックグランドレ

ベルの低い材料への触媒活性の高いナノサイズの金属微粒子埋め込みを高い再現性と機械

的強度で行うことができるスパッタ法を用いて、高感度測定が可能なセンサ用電極材料を

作製した。今期では、イリジウム金属微粒子が高度に分散したカーボン電極（ＩｒＮＤ

Ｃ）を作製した。図のように、スパッタ法で作製したＩｒ ＮＤＣは乱れたグラファイト

構造に１～３ｎｍのイリジウム粒子が埋め込まれた構造をとっている。表面はきわめて平

滑で電気化学測定で低いノイズレベルを示す。このＩｒＮＤＣとイリジウム金属電極の電

気化学活性を比較したところ、ＩｒＮＤＣではノイズの大きな原因のひとつである、電気

二重層への充電電流の少ない電流電位曲線（ＣＶ）を得た。これを応用し、測定の妨害物

質である高濃度のアスコルビン酸中でグルタミン酸を測定することができた。 

DNA検出用電気化学マイクロチップ： ＤＮＡ分析マイクロチップは日立、島津をはじめ

とする分析装置会社で製品化されているが、その多くは光学的検出手法を取り入れている。

光学的検出手法を用いると光学系の扱いから装置の小型化が難しい。本研究では、装置の

図４ IｒＮＤＣの透過電子顕微鏡像 



小型化が容易な電気化学的検出手法を取り入れる。

平成１５年度は新規の電気化学検出手法の開発を行

った。電気化学的に酸化還元活性のある超微量物質

の測定には今までに櫛形電極を用いる手法が取り入

れられてきた。しかしながら、電極サイズが数μｍ

と非常に微細なために加工が難しかった。そこで加

工が簡便かつ簡単に測定できる技術の開発を行い

（図５）電極を流路を挟んで対向させることで酸化

還元反応を増幅させる電気化学検出系を考案し、作

製に成功した。今後はNDC電極を用いてさらに微小

化し、高感度化を進める。 

 

3.研究実施体制 

慶応義塾大学理工学部グループ 

① 研究分担グループ長：鈴木 孝治（慶応義塾大学理工学部 教授） 

② 研究項目：蛍光プローブ、質量検出用プローブ及びナノ電極・光プローブの創

製 

NTT MI研グループ 

① 研究分担グループ長：丹羽 修（ＮＴＴマイクロシステムインテグレーション

研究所 主幹研究員） 

② 研究項目：ナノ微粒子のマイクロチップへの応用とSPR検出 

神奈川産総研グループ 

① 研究分担グループ長：伊藤 健（神奈川産総研 技師 

② 研究項目：DNA検出用電気化学マイクロチップの作製と評価に関する研究 
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