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「プロセスインテグレーションによる機能発現ナノシステムの創製」 

 平成２０年度採択研究代表者 

 

宮原 裕二 

 

東京医科歯科大学 生体材料工学研究所 教授 

（（独）物質・材料研究機構 生体材料センター センター長） 

 

機能化ナノ構造ゲートバイオトランジスタの創製 

 

 

§１．研究実施の概要  

 

本年度はバイオトランジスタ研究を下記の項目に分けて、機能性界面ゲートの構築、機能性分

子の創製、及びバイオトランジスタの基本機能の検証を中心に検討を進めてきた。 

 

（１）機能性界面ゲートの構築 

①タンパク質の非特異吸着抑制分子として Poly(ethylene glycol) (PEG)、②PEG ブラシ固

定化分子としてピリジン、③生体特異認識分子として糖鎖を用い、上記 3ユニットをグラフト共重合

により基板表面に構築した。ラクトース認識レクチン及びアシアロ糖タンパク質レセプターを有する

肝細胞を用い、上記機能性表面との高い親和性を確認した。さらに、特異イオンを介在した糖鎖-

タンパク質間結合についてＦＥＴ計測が可能かどうかの原理的検証を行った。また、フェニルボロ

ン酸自己組織化膜を用いて細胞表面の糖鎖シアル酸検出用界面ゲートを構築した。 

 

（２）機能性分子の創製 

DNA塩基配列解析の高精度化のため機能性核酸プローブの開発を進めている。本年度は

高輝度ボロンジピロメテン誘導体蛍光色素にカルボキシル基を導入した分子の合成を行い、シャ

ープなスペクトル高輝度の蛍光が得られることを確認した。一方、電荷付与型核酸プローブに関し

てはカルボキシル基、及びスルホン酸基を有する分子を設計し、安定な分子が合成される条件の

最適化を行っている。また、界面活性剤を用いるプロセスを利用して基板上に生体膜を安定に保

持させる手法を開発した。 

 

（３）バイオトランジスタ機能検証 

DNA、細胞、糖鎖及び蛋白質を検出・解析するバイオトランジスタの機能検証を行った。

DNA 塩基配列解析の高精度・高スループット化に対応するために、高精度の電位計測方式を開

発し、洗浄プロセスなしの高速検出手法の開発を進めている。細胞トランジスタでは細胞の呼吸活

性を非侵襲で計測する方式を検討し、オートファジーのリアルタイム計測に成功した。また、細胞
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表面シアル酸の直接検出によるがん転移解析、蛋白質への電荷タグ付与による高感度化など新

しい測定手法を開発した。 

 

 

§２．研究実施体制  

 

（１）東京医科歯科大学グループ 

① 研究分担グループ長：宮原 裕二 （東京医科歯科大学 生体材料工学研究所、教授） 

② 研究項目 

・DNA解析用トランジスタの高性能化 

・フェニルボロン酸自己組織化膜ゲートトランジスタによる細胞表面糖鎖解析 

・蛋白質・ペプチド解析トランジスタのゲート界面創製 

 

（２）NIMSグループ 

① 研究分担グループ長：片岡 知歩 （物質・材料研究機構 生体材料センター、研究員） 

② 研究項目 

・生体膜及び遺伝子解析バイオトランジスタの創製 

 

（３）東大グループ 

① 研究分担グループ長：坂田利弥 （東京大学大学院工学系研究科、講師） 

② 研究項目 

・半導体原理に基づく細胞機能の計測 

 

（４）東京理科大グループ 

① 研究分担グループ長：大塚英典 （東京理科大学理学部 第一部応用化学科、准教

授） 

② 研究項目 

・細胞接着を促進させる機能性分子の基板への化学修飾 

・ボロン酸基含有ブロック共重合体表面の作成 

 

（５）日立グループ 

① 研究分担グループ長：神原秀記 （日立製作所、フェロー） 

② 研究項目 

・バイオトランジスタ反応システムの構築および特性の検証 

・生体反応の FETチップ上での測定を企図した新規生体高分子固定化システムの構築 

・応用研究：１細胞遺伝子発現解析 
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（６）慶應グループ 

① 研究分担グループ長：鈴木孝治（慶應義塾大学理工学部、教授） 

② 研究項目 

   ・高輝度蛍光プローブ分子候補の設計・合成 

   ・電荷付与型核酸プローブ分子候補の設計・合成 
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§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

（１）機能性界面ゲートの構築（東京理科大グループ） 

 

(1-1) 細胞接着を促進させる機能性分子の基板への化学修飾(3) 

高分子ブラシを用いて接触界面の制御を達成するためには、生体内に存在するタンパク質非特

異吸着を抑制することと、さらに第 2 の機能（特異的認識）を付与するために、目的とする生体分

子に対して高い特異性を有する分子の固定化が必要である。特に、表面に対する特異認識能を

有する分子の固定化密度を制御することで、接触界面を最適化することができる。本研究では高

機能バイオインターフェイスの構築を達成するために、①タンパク質の非特異吸着抑制分子として

Poly(ethylene glycol) (PEG)、②PEGブラシ固定化分子としてピリジン、③生体特異認識分子と

して糖‐タンパク質相互作用を利用できる糖鎖を選択した。高分子設計として、①、②、③の各機

能を向上させるため、各分子が集積構造をとるグラフト共重合体を設計し、その形成する界面構造

と機能について分析を行った(9)。 

まず、アニオン重合で PEG を合成した後、末端修飾によって両末端に異なる官能基を有する

Hetero-PEG(α-methacryloyl,ω-azide PEG)を合成した。この Hetero-PEG とピリジンを

Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer(RAFT)の手法により精密重合し、制御

された構造を有するグラフトポリマー(GP)を得た。アジドとアルキンのカップリング反応であるクリッ

クケミストリーでα=1 or 2 or 4分岐ラクトー

スを GP 末端鎖に導入した(GP-Ｌ)。GP へ

のラクトース導入率（β）として表記する

(GP-(α：分岐数)-L（β：導入率）)。このよう

に合成したGP-Lについて、ラクトース認識

性レクチン（RCA120）の相互作用を表面プ

ラズモン共鳴により評価した。SPR 測定に

よるGP-L と RCA120の相互作用はラクトー

ス密度が増加するに従い、アフィニティー

が増加し、さらに導入ラクトースが 2、4分岐

になるに従いアフィニティーが増加した（図１）。2分岐と 4分岐の結果から、分岐の効果はアフィニ

ティーに強く影響していることが示唆された。また、金ナノ粒子の凝集実験では、生体内擬似環境

下では高い分散安定性を示し、RCA120 添加によってはじめてＳＰＲと同様の凝集反応を示した(4)。

つまり、ターゲット分子に対する高い生体特異性を有するナノ粒子であることが分った。次にラクト

ース認識性のアシアロ糖タンパク質レセプターを有する肝細胞に対する金ナノ粒子の取り込み実

験を行ったところ、糖鎖の分岐効果が著しく影響し、分岐性が高いほど細胞への高い取り込みを

達成することが可能であった。同様に、フェニルボロン酸を高分子鎖中に集積した表面を作成し、
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Figure1 . Sensorgrams for interaction of GP-L－RCA120
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図 1 レクチン／ラクト―ス相互作用測定 
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シアル酸の認識挙動の特定を達成した。以上より、本研究によって生理活性機能の高い表面を形

成することに成功した。その機能を界面の微視的構造との相関において理解し、さらに機能高度

化へ向かう指針を確立できた。 

 

(1-2) タンパク質結合を促進させる機能性分子の基板への化学修飾 

本実験では生体分子認識に基づく電位変化を高精度に計測するために、トランジスタ部と反応

部を分離した延長ゲート型トランジスタ構造とし、ゲート材料として金電極を用いて金とチオールの

親和性を利用して生体分子(マンノース)を固定化した。このマンノースとのＣａイオンを介した特異

的相互作用で起こるレクチン(ConA)の吸着特性を調べた。 

金基板上にアジドドデカンチオールを用いて SAM 形成後クリック反応により機能性糖鎖である

マンノースブロックポリマーを固定化した。そこでで作製されたマンノースと特異的相互作用すると

知られているConA(溶液)を添加し認識の際起こる電位変化を計測した。1mMHEPESBuffer中

に 1mMCaCl2,1mMMnCl2 添加後、電位変化が安定となった後、ConA を添加した。電位変化

が正の方向に変化したことからマンノース－ConA 間の認識の際、Ca2+をキレートに介した結合が

計測されたのではないかと考えられた。そこで、Ca2+を介してマンノース－ConA 間結合が生じて

いるかを確認するため、金属イオンと錯体形成すると知られている EDTA, Ca2+を選択的にキレー

トできるEGTAを添加した結果、選択的な脱着と正電位のベースラインまでの回復が確認できた。 

マンノース－ConA 間の認識結合を電位変化で測るためリアルタイムで計測可能な FET を用

いて実験を行った。その結果、Ca イオンを介した糖鎖－タンパク質結合を電位変化によってモニ

タリングできることが明らかとなった。 

 

（２）バイオトランジスタ機能の検証 

 

（2-1）バイオトランジスタによる遺伝子解析 

米国ライフテクノロジー社でバイオトランジスタ技術を用いた DNA シーケンサの実用化開発が進

められている。この検出原理は本プロジェクトで進めている検出方式と異なるが、伸長反応後の洗

浄は不要で高速測定が特徴であると考えられる。本プロジェクトで進めている検出方式をより高

速・高感度測定に適合させるために、以下の研究に取り組んだ。 

 

(2-1-1) バイオチップの評価および新規高速・高感度計測系の開発（日立グループ） 

 FETを用いたバイオセンサーをDNAなどの計測に活用することを目的として技術開発を進め

ている。通常、FET を用いた計測ではゲート電極にセンサープローブを固定してゲート電位の変

化をドレイン電流の変化として捉え、それを一定にするようにソース・ドレイン電圧を制御して計測

している。この計測では 0.1mVオーダーの変化を捉えることができる。さらに高感度の計測を可能
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とするために、参照電極とプローブ電極の電位差を高感度で計測する技術を開発した。ゲート電

位の変化により生ずるドレイン電流変化をソース電位の変化とし、ターゲット導入前のソース電位を

ゼロ電位に調整して変化分を増幅計測する方法である。この方法により、ゲート電位変化 1μVの

測定を可能とした。 

上記と並行して、DNA ポリメラーゼのような生体高分子の基板表面への固定化, および生体反

応計測系の構築について進めている。ゲル被覆等と相性の良い方法で、かつ常温中性 pH で自

発的に共有結合する、[フェニルボロン酸]−[特異的ペプチド配列]固定化システムを構築している。

これにより任意の蛋白質の生体反応を FET チップ上の極小場で即時計測可能となる。これまで、

DNAポリメラーゼなどの化学反応進行に伴う基質変化（リン酸の放出など）を検出するためのモデ

ル系として、ルシフェラーゼ（ＡＴＰ分解による発光に伴いリン酸を放出）に当該特異的ペプチド配

列を分子末端に導入したものを設計、作成してきた。さらに、フェニルボロン酸を共有結合させた

金基板上に特異的ペプチド配列融合ルシフェラーゼを固定し、基質混和の際の化学反応をＦＥＴ

計測できるかについて実験を行った。その結果、これまでにフェニルボロン酸基板への高効率結

合が確認できた二種の特異的ペプチド配列に関して、両者ともルシフェラーゼの様な生体高分子

に融合しても、その機能を失わず基板上に固定できる事が確認された。また、二種の特異的ペプ

チド配列はタンデムに結合した６残基のチロシンに１−２残基の塩基性残基を付加したものである

が、この塩基性残基が芳香族環であるもの（６YW）、とそうでないもの（６Y２K）では、ルシフェラー

ゼ反応に応答する電位が逆になり、かつ緩和時間も大きく異なる事がわかった（６Y２Kを融合した

反応系では反応後十数秒以内に静止電位に戻る）。これらの事から基板に結合する配列を適宜

選択する事で、種々の酵素（蛋白質）反応における電荷移動反応の特性に応じた[フェニルボロン

酸]−[特異的ペプチド配列]固定化システムを選択する事ができると考えられる。 

 １細胞遺伝子発現解析へのバイオトランジスタの応用を視野にいれ、１細胞 cDNAライブラリー

を安定に作製し、バイオトランジスタで解析するための基礎技術開発を行っている。H20 年度から

引き続き、1 細胞解析に適した培養細胞系の選択とその定量分析実験を行い、その結果得られた

条件をもとに、実際の培養細胞系への応用実験を行った。分化誘導を行った細胞集団と行ってい

ない細胞集団から１細胞ずつ取り出し個別解析を複数回行った結果、発現パターンの有為な差を

見出す事ができた。いくつかのマーカータンパク質について、それぞれの細胞集団に於ける発現

パターンの広がりを詳らかにする事ができ、１細胞解析ならではの解析結果を得る事ができた。今

後これらの解析における前処理反応系を極小場で自動化し、上記装置に組込む事が可能なプロ

トコルの構築に着手する。 

 

(2-1-2) 機能性核酸プローブの開発（慶應グループ） 

近年，この技術を用いた新たなＤＮＡシーケンシング装置としてバイオトランジスタ装置が宮原ら

により考案された．バイオトランジスタは高集積であり，小型，また安価であるため，従来のシーケ

ンシング法に代わる安価・高感度・高速のシーケンシング法として期待される．しかし，現在のバイ

オトランジスタでの DNA 検出では、i）低感度、ii）多塩基（特に１０塩基以上）の読み取りが困難、
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iii）電位変化と伸長反応との真の関係が未解明，といった問題点が挙げられる． 

 本研究では上記の問題を解決するため，１．高輝度マルチカラー蛍光プローブ、２．電荷付与

型プローブの２つの機能性核酸プローブを開発する．高輝度な蛍光色素を導入したプローブと大

きな電荷を付加したプローブを用いることにより，バイオトランジスタ上でのDNAシーケンシングの 

i) 感度の向上，ii)DNA読み取り長の拡大，iii)電位/蛍光の同時測定による合成現象の解明を試

みるのが目的である。 

[1] 高輝度マルチカラー蛍光プローブの設計・合成 

 本年度の研究では、上記１の目的のため、蛍光プローブ分子候補の設計および合成を試みた。

まずは、基質としてのヌクレオチド（dNTP）に、側鎖（Linker）を介して、蛍光色素または電荷をも

つ部位（Probe）を導入した機能性プローブとすることとし、以下の３つのユニットから成る分子を設

計した。 

 

 

 

蛍光色素としては、これまでに本研究室で開発された高輝度ボロンジピロメテン誘導体蛍光色

素にカルボキシル基を導入した分子 KFL-11 の合成を行い、シャープなスペクトル高輝度の蛍

光が得られることを確認した。この分子は、市販で世界標準のように DNA ラベル化蛍光色素とし

て用いられているCy5とほぼ同波長で光励起できるが蛍光は 3倍以上明るい特徴がある。その他、

さらにKFL-11色素分子中に電荷をつけ、蛍光と電荷の両方からのDNA伸長の読み取りが可能

かどうかを検討している。 

[2]電荷付与型核酸プローブの設計・合成 

基質としてのヌクレオチド（dNTP）の合成は、いくつかの工程で行ったが、リン酸付加体の生成

物が尐量できたが、不安定であり、合成ができても次第に壊れてしまった。そこで、昨年度からの

合成法を止め、新たな合成法でAlkylamino dUTP を作る検討を行った。基本的には、基質（ｄ

NTP）にリンカ―を介し、アミド結合等によって機能性分子を付加したプローブを考案し、作製する。

この場合、園頭カップリングにより、基質部分へのアルキルアミノリンカ―の付加を行った。また、基

質部分のトリ リン酸化はEckstein法を用いて行った。リン酸化に用いる試薬である

2-Chloro-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4は５価のリンをもつため、反応性が高く、3’末端の

OHとも反応する可能性がある。そのため、実験では始めに3’末端OHのアセチル保護を行い、そ

の後 triリン酸化を行った。リン酸化後の精製は、イオン交換樹脂（DEAE-sepataxカラ

ム,TEAB:10mM-1M）、及びHPLC（HILICカラム,TEAA:MeCN=3:7）によって行い、凍結乾燥

しAlkylamino dUTPのTEAA塩を得た。また、TEAA塩に比べNa塩が安定であることから、その

後、Na塩への塩交換を行い、目的物を得た。目的物の同定は31P-NMR及びESI-MSによって行

ったところ、電荷部位を付与する前の重要な中間体が尐量ではあるが合成できた。 

 次に核酸に電荷付与を行うため、スルホン酸カルボン酸を持つ分子の導入を試みた。電荷付

与分子として p-SCN-Bn-DTPAを用い、Alkylamino dUTPへの結合を行った。SCNはアミンと

dNTP Linker Probe 
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の結合が容易であり、また DTPA は５つのカルボン酸を持つため、負電荷の増加が期待できる。

反応条件の検討結果、dUTP のリン酸基は低 pH で脱離しやすいことから、溶媒に水及び Et3N

を用い、pH8 付近で縮合反応を行った。ESI-MS による質量分析の測定結果から DTPA-dUTP

の構造 が同定されたが、この分子はDTPA部位にCaイオンが錯化された状態で検出された。こ

のことから、合成したDTPA-dUTPはDNA伸長反応の際、溶液中の金属イオンを錯化してしまう

可能性があると考えられる。よって、今後はイオンを錯化しづらい構造を持つ分子の設計を行う必

要がある。また、カルボキシル基（COOH基）は pKaが高く、DTPA中の全てのCOOHが溶液下

でアニオン型の COO- となるとは考えにくい。COOH基にくらべ、SO3HはよりｐKaが低いため、

現在はスルホン酸基（SO3H基）を付加する分子をデザインし合成を進めている。まずは、スルホン

酸またはカルボン酸をもつ既存の蛍光核酸プローブをバイオトランジスタ上で用い、電荷付与がど

のように応答に寄与するかを確認し、最適な分子設計を行う。 

 

 (2-1-3) DNA伸長反応に伴う pH変化の測定（NIMSグループ） 

 DNAポリメラーゼを基板表面に固定化した時の酵素活性、基板表面の影響などを pH変化を利

用して評価することを試みている。また、pH変化を利用した DNAの塩基配列解析について研究

を行った。トランジスタ表面にプローブDNAを共有結合させ、これにターゲット DNAをハイブリダ

イズさせた。次にポリメラーゼと dNTP を添加し、トランジスタの信号から DNA 伸長反応中の pH

を測定した。この他に、トランジスタには DNA を固定化せず、バルク溶液中で伸長反応を行い、ト

ランジスタを用いて溶液の pH を測定した。伸長反応の進行は、電気泳動ゲルから確認した。

DNA の長さ(18～760bp)、DNA 濃度、緩衝材濃度、dNTP 濃度を変化させ、pH 変化の検出を

試みたが、緩衝材を含まない溶液中では pH のドリフトが非常に大きく、また、緩衝材を含む溶液

中では pH 変化が検出限界以下であった。どの実験系・実験条件においてもコントロール実験と

比べて有為な差は得られなかった。 

 

(2-1-4) 生体膜界面ゲートの構築（NIMSグループ） 

 基板に支持された平面状脂質二分子膜は、流動性を保持しており、生体膜モデルとして利用す

ることができる。そのため、脂質、膜構造および膜蛋白質の性質を明らかにするために基板支持

膜が広く用いられている。このような基板支持膜をゲート表面に作製すれば、生体膜の性質や機

能を利用した生体膜バイオトランジスタを創製できると考えられる(11)。しかし、既存の基板支持膜

形成法では利用できる脂質組成や膜蛋白質および基板の種類が制限され、特に膜蛋白質の再

構成は大変困難である。そこで、既存の手法に代わる基板支持膜作製法の検討を行った(10)。 

 本手法では、界面活性剤を利用し、ポリエ

チレングリコール(PEG)で修飾したガラス表

面に脂質二分子膜を形成する（図２）。始め

に、修飾表面に界面活性剤/脂質混合物を

吸着させ、次に脂質ベシクルで表面を洗浄

図 2 界面活性剤を利用した基板支持膜形成法 
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して界面活性剤を取り除く。この手法により両性イオン性脂質 DOPC が流動性を保った膜を形成

することが分かった。一方、脂質試料に陰イオン性脂質 DOPS を添加すると、膜の形成が妨げら

れた。しかし、カルシウムイオンを添加した緩衝液中では、10-20 mol%含む脂質試料から流動性

を保持した膜を形成できることが分かった。形成された脂質膜は Annexin Vを結合した。従って、

尐なくとも溶液側に面した単分子層には DOPSが含まれていることが示唆される。 

 

(2-2) 細胞トランジスタによる細胞機能の非侵襲モニタリング（東大グループ） 

生体の機能は複雑だが簡便に計測し診断ができるセンシング技術があれば、がんやアルツハイ

マー病、循環器疾患などの原因の解明や治療に最適な薬の開発が高精度に低コストで実現する

と考えられる。生物の最小単位は細胞である。そのため、細胞レベルで簡便にその機能を分析で

きるツールの開発が必要である。つまり、細胞を生体外で培養しながらその機能を最大限に再現

し、そこで起きる種々のイベントを非侵襲で簡便にモニタリングすることが可能な独創的なセンシン

グ技術は魅力的である。細胞ではイオンチャネルからのイオンの出入りが細胞間コミュニケーショ

ンを担い、細胞内にある DNA 分子は側鎖にイオン性のリン酸基を有する。つまり、生体の機能を

直接計測するには、イオンやイオン性分子を簡便に捉えることが素直であるように思われる。我々

の研究グループでは、生体の機能をイオン固有の電荷の振る舞いとして捉え、そのイオン固有の

電荷を計測可能な半導体バイオセンシング技術により、細胞の諸機能を計測するためのデバイス

創製を行う。平成 21 年度は、細胞機能を計測するため、①細胞培養、②電気計測、③顕微鏡観

察が同時にリアルタイムで実施可能なシステムを構築し、平成 22 年度は、それを使って諸機能を

具体的に計測し、半導体デバイスによる細胞機能計測の可能性について検討した。 

 

(2-3) 自己組織化ゲート表面を用いた糖鎖解析トランジスタの創製（東京医科歯科大グループ） 

 シアル酸は糖鎖中に最も高頻度かつ糖鎖末端部に集中する分子であり、その密度や分布が

細胞の疾病、発生、分化などと強く相関することが知られる。例えば、癌細胞表面においてはシア

ル酸発現が著しく亢進する一方、インスリン依存型糖尿病患者の赤血球表面では逆に減尐するこ

とが報告されている。細胞糖鎖シアル酸発現量の変化を FET により捉えることが出来れば、非標

識かつ非破壊的な細胞診断技術に繋がるものと考えた(7)。シアル酸を特異的に認識させる分子と

してフェニルボロン酸（PBA）を用い、これの自己組織化膜（SAM）を形成した金電極を FET のエ

クステンドゲートとして用いることで、生理的な環境下でシアル酸の有するカルボキシル基の負電

荷を特異的に捉えうることを前年度までに確認した。今年度は、転移癌モデルとして、マウス黒色

腫細胞を用いた肺癌モデルにおける癌転移度定量の評価を行った（図３）。高転移性の癌細胞表

面ではシアル酸発現が亢進しており、これを指標として、ラベルフリーかつリアルタイムに癌転移度

が定量的に求められることが確認された(6, 12, 13)。すなわち、あらかじめ正常な細胞についての濃

度-VTプロファイルが得られれば、既知濃度の細胞をゲート上に播種するだけで、そのシアル酸発

現量がリアルタイムに求められることが明らかとなった（Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5494: 

同誌“hot paper”採択ならびにWiley より報道発表）(15)。また、上記検討過程において、従来より
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も高い糖認識能と水溶性に優れる新規なフェニルボロン酸誘導体を発明するに至り (特願

2010-821、特願 2010-208796)、これを用いたグルコース認識 FET（特願 2010-164955）や、生

理条件下、正常血糖値をしきい値とした連続的なインスリン放出制御能を有する材料の開発に成

功した（米国仮出願 61/348334)。   

     図３ 糖鎖解析トランジスタによるがん転移度の定量的測定例 

 

(2-4) FETバイオセンサーによるタンパク質の検出（東京医科歯科大グループ） 

 固液界面での非特異的なタンパク質吸着の制御は、バイオマテリアルやバイオセンサーの要

素技術として重要である。従来、非特異的タンパク質の吸着現象は水晶発振子マイクロバランス

（QCM）法や表面プラズモン共鳴（SPR）測定法などにより、非ラベル方式でのリアルタイム高感度

測定がなされてきたが、装置が高価であったり、センサーのハイスループット化には不向きである

などの理由から汎用的な技術とは言い難い。一方、我々は FETバイオセンサーを用いて、吸着し

たDNAやタンパク質の電荷を直接読み取る方式を用いることにより、非ラベル方式でのリアルタイ

ム高感度測定を達成した(5, 16)。電解質溶液中でのタンパク質の電荷を Debye-Huckel 理論でモ

デル化することにより、吸着タンパク質の定量化が可能となった。FET のゲートを金電極に延長し

たエクステンドゲート型の FET を採用することにより、測定部分と信号変換部分を物理的に隔離

することに成功した。これにより、FET の動作安定性が向上するのみならず、エクステンドゲート金

電極上の固－液界面にナノオーダーでの様々な機能性有機界面を構築することが可能となり、非
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特異的なタンパク質吸着現象に影響を与える官能基・ナノ構造・実験条件等の検討をコンビナー

トリアル式におこなえることとなった。今後、エクステンドゲートとして、種々の金属材料を電極として

用いられることから、より安定した界面電位を得られるセンサー材料の最適化もおこなえる。本項

目については Analytical Chemistry誌に掲載された（2010, 82, 1803）(17)。 

 次に、タンパク質を構成するアミノ酸側鎖に電荷を選択的にラベル標識することにより、タンパ

ク質の構造や活性を失うことなく電位測定の高感度化を実現する新しい手法を提案した。DNA

（－308 Da/charge）と比べてアルブミンなどのタンパク質（－5000 Da/charge）は電荷密度が非

常に低いため電位計測による高感度測定は困難とされてきた。我々は、カチオン性ペプチドであ

るリジンの側鎖に着目し、無水コハク酸を用いて選択的にアシル化させてアニオン性のカルボキシ

ル基に変換した（図４）。その結果、牛血清アルブミン（BSA）の高次構造や酵素活性は維持され

たまま電荷密度を pH7.4で 5倍増加させることに成功し、

電位シグナルは 3倍に増幅された。一方、アルギニン残

基を豊富に含むリゾチーム等のタンパク質については、

ア ル ギ ニ ン に 対 し て 選 択 的 に 反 応 す る

2,3-butanedione や、リジンとアルギニン双方に反応す

る methylglyoxal を用いてカチオン性アミノ酸を中性あ

るいはアニオン性に変換させ、電位シグナルは最大で

10 倍増幅された。この方法はタンパク質の翻訳後修飾

を電気化学的に測定できる可能性を示唆しており、今後

の研究の発展が期待される。本項目については

Analytical Chemistry 誌に掲載された（2010, 82, 

8946）14）。 

 

(2-5) 電位計測方式によるマイクロ流体診断デバイスの開発（東京医科歯科大グループ：同領域

藤井グループとの共同研究） 

 本件は、宮原グループが本体で進めている「バイオトランジスタ」による生体分子検出技術と、藤

井グループの得意とするマイクロ流体デバイス製造技術とを組み合わせた新規な診断プラットフォ

ームの創出を提案するものである。マイクロ流体デバイス中で生体分子、細胞の接着評価を行うこ

との利点には、(1)生体試料の大幅な削減、(2)測定の迅速化（試料精製から測定までの一体化）、

(3)多項目化、(4)流体パラメータ側の制御によるシグナル/ノイズ比の最大化、また、(5)循環型の

流路配置として理論段数を増やすことによるシグナル増幅などが挙げられる。具体的な検出対象

として、まず既に実績のある細胞糖鎖シアル酸の検出、続いて、核酸系アプタマーを予定しており、

現在、プロトタイプのデバイスを製作中である。 

 

 

§４．成果発表等 

 

図４．選択的アミノ酸修飾によるタ

ンパク質の電荷ラベル化法 
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