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＜特集＞

バイオセンシングの動向、課題、展望

　　　　　　　　　斉藤真人，民谷栄一

　　大阪大学大学院工学研究科精密科学・応用物理学専攻
（〒565－0871吹田市山田丘2－1E－mai1：tamiy＆＠ap。eng．osaka－u．acjp）

　　　　　　　　　　　　　　　　概要

　バイオセンサーの研究課題としては、バイオ認識分子の選択・分子設計、トランスジューサーの選択・

新デバイス開発、認識分子とトランスジューサーの連携などがある。最近では、金ナノ粒子やカーボンナ

ノユーブなどのナノテクノロジーを利用したバイオセンサー開発が進められている。一方、生体機能をシ

ングル細胞レベルで解析する細胞チップなどの研究も進展している。

キーワード：ナノバイオテクノロジー，抗体アレイチップ，遺伝子センサー，細胞チップ，バイオデバイス

1．バイオセンサーの課題

　バイオセンサーとは、文字通り、生物の有する認識機構に

ならってセンシングを行なうもので、たとえば、感覚細胞の例

として味がどのように認識されているかを示すと、味覚である

甘味、苦味、塩味に対応する物質が舌にある味覚細胞に捉

えられ、味覚細胞の細胞膜を構成しているレセプタータンパ

ク質や脂質分子によって受容される。このレセプター分子と

味覚分子との結合が開始信号となり、その信号が細胞内部

へ伝わる。特に膜電位変化などとして、細胞内へ伝播され、

シグナル伝達が行われる。神経細胞で受容された信号も電

気信号として神経細胞間を伝送される。このように特定物質

のレセプターによる認識と、それに引き続いて起こる情報変

換の作用により信号が伝達される。このことは細胞の種類に

関わらず、生物の情報の認識、伝達に関わる一般的な現象

と考えられる。

　バイオセンサーはこうした生物のもつ分子認識機構に基

づいて構築されている。すなわち、分子認識膜とトランスジュ

ーサー（信号変換装置）から構成されている。この組み合わ

せにより分子認識反応電気信号へ変換される。変換された

電気信号は状況に応じて信号処理される。分子認識部位に

は、酵素、抗体、DNA、細胞などの生物材料が通常用いら

れるが、生体機能を模倣した人工分子であるバイオミメティッ

ク分子としてモレキュラーインプリンティングポリマー（MIP）な

ども検討されている。新たに自然界から探索した酵素や結合

タンパク質もあれば、遺伝子組み換え技術やバイオコンビナ

トリアル法により人為的に作成される認識分子の設計も可能

である。また、分子モーターのような新たな生体機能素子を

用いたバイオセンシングの可能性も示唆されている。一方、

トランスジューサー（信号変換部位）には、電極や半導体な

どの電気化学デバイスのみならず光検知素子、磁気検知素

子など種々の物理デバイスが用いられる。Fig．1にこうした

バイオセンサーの構成と最近の研究分野を示す。すなわち、

以下に示す課題がバイオセンサー先端科学分野においてと

りあげられ、進められている。

（1）バイオ認識分子の選択・分子設計

（2）トランスジューサーの選択・新デバイス開発

（3）認識分子とトランスジューサーの連携

（4）機能性インタフェースの設計

（5）信号処理法の開発および各種分野への応用

酵素　　　　　　　　　　　　　　　　電極（探索酵素、遺伝子組換え燈号プローブとの連携　　ナノ電極、印刷電極
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レセプター」ガンド　バ材素子固定化フォトニクス　　　鯛
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（MIP，人工脂質など）（LSP訂ラズモン領域）SAW，AFM　　飾難
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Fig．1バイオセンサーの研究課題

2．ナノテクノロジーとバイオセンサー

　近年、ナノテクノロジーの進展が著しい。筆者は、ナノテク

ノロジーとバイオテクノロジーの融合を目指し、ナノバイオテ

クノロジーの研究を推進している。バイオセンサー研究にお

いてもカーボンナノチューブ、金属ナノ粒子、量子ドットなど

ナノ材料の進展により機能が優れたバイオセンサーが生ま

れている。ナノバイオテクノロジーの概要をFig．2に示す

が、基盤技術としてナノマテリアル、ナノバイオロジー、ナノ

デバイスなどがあり，これらを基礎にナノバイオセンサー、ナ

ノドラックデリバリー、ナノサージェリー、バイオバッテリーなど

医療、食糧、環境，エネルギー、デバイス分野などの次世代

技術として応用展開が期待されている。生体機能をになうバ
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イオ分子の解析を行う手法としては、分子構造や形態に関

する情報のみならず生きた細胞内での動的解析が不可欠で

ある。たとえば、バイオ分子の解析をナノ領域で観測しようと

する為には電子顕微鏡や走査型プローブ顕微鏡といった手

法が有力である。特に、原子間力顕微鏡は、液中での測定

も可能であり、遺伝子やタンパク質の構造に関する研究に利

用されている。SNOMといった走査型プローブ顕微鏡により、

近接場光情報と原子間力情報を合わせもつ方法によるナノ

解析も実現している。特に細胞内のGFP分子をマーカーと

した解析や染色体のナノ構造の解析にも展開している。さら

にこうした顕微鏡以外にナノ領域を観測する方法として、エ

バネンセント光を用いた一分子計測が行われており、

ATPase回転運動、ミオシンーアクチンの滑り運動などが直

接観測されている。一方、ナノスケールの構造体を利用して

バイオの解析に利用する研究も重要である。さらにナノスケ

ールの間隔を有する電極を作成し、電極問にDNAを配置

してその特性を測定することも試みている。また、ナノスケー

ルで精密に作成されたチャンネル構造を利用してゲル電気

泳動を模倣した微細なシリコンピラによるDNAの分離が実

現している。ナノマテリアルとして代表的なカーボンナノチュ

ーブを原子問力顕微鏡のチップの先端部に用いてより精密

に生体材料の構造を観察する試みもある。すでにこれを用

いてDNAの二本鎖の構造が観測できることも明らかとなっ

ている。一一方、こうしたナノツールを用いて測定のみならず操

作を行うことも行われている。たとえば、光ピンセットの原理を

利用してナノ粒子の動きを制御したり、原子間力顕微鏡を用

いて細胞や染色体の移動や切断分離したりすることも可能

である。ナノ機能材料は、いうまでもないが、ナノスケールで

制御された構造体を基盤とした機能材料である。こうしたナノ

材料をバイオセンシングに展開する研究が注目されている。

それは、対象とするバイオ自体がナノ機能材料を基礎として

おり、これを調べるツールにおいても同様のナノテクノロジー

を必要とするからである。たとえば、ナノ量子ドット

（CdSe，CuSなど）は、ナノ粒子のサイズを制御することによ

って蛍光波長を変化させることが可能で、すでに遺伝子やタ

ンパクの標識剤への利用が検討されている。その他，ナノ金

属粒子（金、銀など），ナノチューブ（CNT、ペプチド、脂質な

ど）などのナノメートルのサイズで制御された材料も開発され

ており、これらを標識材料にした遺伝子やプロテインのセン

シングが行われている。また、チップ表面にナノ粒子を単層

の配置したナノ周期構造体による局在プラズモンを用いたバ

イオセンシングなどの展開も行われている。この方法は、標

識剤を必要とせずに直接に抗原抗体反応などをモニタリン

グできる。特に、チップ基板に対して垂直に入射した光に対

する反射スペクトルを測定すると行った単純な光学系で行う

ことができ、オンチップでの集積化も容易である。また、金ナ

ノ粒子に遺伝子プローブを固体化して測定対象となる遺伝

子と結合することにより起こる光学特性や電気化学特性を指

標とする方法も提案されている。一方、ナノテクノロジーのもう

一つ重要な点である分子設計について示すと、たとえば、細

胞内シグナルとしてのリン酸化酵素の活性を調べるプローブ

を開発するために基質となる配列のペプチドの両端に蛍光

物質を付与することにより分子プローブが開発されている。こ

のプローブは酵素活性により構造が変わり、最終的には光

の情報へと変化を与える。その結果、細胞内情報をモニタす

ることができるのである。

　　　　ナノ診断・治療　　　　　　　　　　バィオセンサー

　　　ドラッグデリバリー
　　　　　　　　　　　　　　　　　バイオチツプ
　　バイオリメディエーション　　　　　　　　　　　バイオコンピュ＿タ＿

機能性食品 繍　助団拶ス鱗鰻バイオ電池
　　縫　　　ナノワ仔オテクノρジー　　鑑編ギ＿

　　　　　　　　　鐡～な6揮艦撹薩
　ナノマテリアル　　　　　　生体ナノ構造・機能　　　　　ナノ加工・デバイス

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AFM，SNOM，1分子計測　　　　　　　　情報受容／変換、エネルギー変換超分子　ナノ金属　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ナノマシニング
　　　　　　　　か　　　ノ　　　　ナノチュ　ブドナノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ナノフォトニクス

　　　　　　　　麺

⑫　　　　　　　　　　、二　〃　秘　　、
　　　　　　　　　　　　で　　　　　　　　　　　シ　　　　　　　　確　　　　鋸藤鶏
　　　　　　　　　ず　　　　　　　　rコ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒

Fig．2ナノバイ才テクノロジーとバイオセンサー

（1）ナノ周期構造を用いた局在プラズモンデバイスによるバ

　イオセンシング

　抗体を用いる免疫センサーは，医療分析，環境分析など

にきわめて有力である。しかし従来から用いられている方法

では，蛍光分子や酵素などの標識剤を必要とし，多段階の

きわめて煩雑な操作を必要としていた。一方，表面プラズモ

ン共鳴（SPR）や水晶振動子を用いる非標識法もあるが，ワ

ンチップ上に集積して，一度に多種類の測定をすることは容

易ではない。そこで，著者らは，金ナノ粒子の周期構造によ

る光学特性を利用したバイオセンシングシステムの構築につ

いて検討した。この方法であれば，基板を容易に調製でき，

標識剤を必要とせず，局在プラズモン共鳴に基づく検出が

可能である（Fig．3）。測定系も基板に対して垂直方向の入

射光・反射光を用いるため，より単純な光学系ででき，オン

チップでの集積化がきわめて容易である。ここでは，この局

在プラズモン共鳴デバイスを免疫センサーに適用し、その特

性を評価した。　まず，金蒸着したガラス基板へ
Dithiodibutyric　acid（DDA）の自己組織化単分子層（Self

assembledmonolayer：SAM）を形成した。そしてSAM形

成した基板表面へ，3－aminopropyltriethoxyxsilane（γ

一APTES）で表面修飾した粒径100nmのシリカ微粒子を共

有結合させた後，再度微粒子の上へ金蒸着を行い，周期構

造基板とした。作製した周期構造基板に対して入射光を照

射し，その反射光に対する吸収スペクトルを測定したところ，

シリカ微粒子周期構造基板では558nmの波長にて，吸収

ピークが観察された。著者らが作製した300スポットからなる

プロテインアレイプラズモン免疫チップでは，抗IgA抗体，

抗lgD抗体，抗lgG抗体，抗lgM抗体，抗C－reactive

protein（CRP）抗体および抗フィブリノゲン抗体を，各50ス

ポットずつプロテインアレイプラズモンバイオチップ表面へ固
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定化することとした。なお，各スポットに添加する抗体および

抗原溶液量は，100nLとした。本プロテインアレイプラズモン

バイオチップでは，相互作用を解析する検体数に応じて，リ

ガンド固定化および分析物質の添加におけるスポット数，添

加量などを柔軟に変更させることが可能である。その結果，

各抗体固定化スポットの光学特性変化量は，添加した抗原

濃度に応じて異なる吸収ピーク強度変化を示すことが観察さ

れた。そして，それぞれ添加した抗原に対して特異的に認識

する抗体が固定化されていたスポットのみに，顕著な吸収ピ

ーク強度変化が観察された。検出限界は測定対象によって

異なるが，ほぼ100pg／mLであった。またこのデバイスを月「

いることで，プローブ遺伝子とのハイブリダイゼーションによそ

特定遺伝子の検出にも応用できた。

　　　　　　　　　　吸収波長

　　　　　㌍覧　　　　　小型な測定デバイス

　　　　ー糊噸繭顔欝罐
　　　　　　　一

定した。アプタマーを修飾したCNTFETのチャネル部分を、

緩衝溶液（PBS）中に浸し、同じく溶液中に浸した参照電極

をゲート電極として用いた。同一の試料に濃度の異なるIgE

を導入し、FETの電気特性を測定した。ソース・ドレイン電圧

を200mV、参照電極をソースに対してOVとして固定し、ソ

ース・ドレイン電流の時問変化をプロットした結果をFig．4に

示す。図中の矢印はIgEの滴下を示しており、矢印の上の

数字は滴下後のPBS溶液中のIgEの濃度を表している。

IgE導入後に電流値は減少しており、極微量のIgEを

CNTFETが検知したことを示している。

事蟹

2蕊群　鰻
　　　2、業齢麟

1巳

ず
冒4

12

lo

DN八アプタマーと

19Eの結合に伴う

電位変化を測定

禦

Fig．3局在プラズモンバイオセンサー

（2）カーボンナノチューブFETの構成とバイオセンシング

　CNTは、直径数nmの1次元構造を有し、表面の状態変

化に極めて敏感であるため、FETのゲート部として機能させ、

微小な電位変化をとらえるデバイスとして期待されている。こ

れを用いて、DNAのハイブリダイゼーションや抗原抗体反

応の検出を検討した。まず、CNTFETのバックゲート（Au）に

ペプチド核酸（PNFA）を化学修飾によって固定させ、DNAの

ハイブリダイゼーションの検出を行なった。PNAは，DNAと

異なりペプチド結合で骨格を形成しているおり、無電荷であ

るためDNAとより強くハイブリダイズし相補鎖認識も優れて

いる。まず、緩衝液中でFETの伝導特性を測定し、次に

DNAを導入し、ソース・ドレイン電流の時問変化を調べたと

ころ、6，8　fmol／Lときわめて薄いDNA濃度を用いても

徐々に電流値が増大し、ハイブリダイゼーションが検出でき

た。つぎに、このCNTFETを抗体検出に応用した。レセプ

ターとして抗体を用いた従来のセンサでは、抗体のサイズが

デバイ長よりも大きいために高感度での検出は難しい。そこ

で、デバイ長に比べてサイズの小さいアプタマーをレセプタ

ーとして使用した。すでにさまざまなタンパク質に対応するア

プタマーが見つかっており、今回その中で代表的なIgEア

プタマーを用いた。CNTFETのCNTチャネルにIgEアプ

タマーを化学修飾し、IgEとアプタマーの結合をCNT表面

の状態変化として捉え、リアルタイムでFETの電気特性を測

o

Fig．4CNT－FETバイオセンサー

3．細胞センシングの展開

1賊、　　　　　　200
Time〔mi皿）

　生体機構を理解するうえで細胞内のみならず細胞間シグ

ナルの授受メカニズムを明らかにすることは、本質的な必須

なアプローチと考えられる。特に、神経細胞ネットワー久生

体防御ネットワークなどに代表されるように数多くのヘテロな

細胞からなる細胞集団を対象とし、基本単位である細胞の機

能を一細胞あるいはサブセルレベルでの解析できる手法お

よびシステムの開発が必要である。近年、半導体製造技術

等によって培われたマイクロ・ナノテクノロジー分野における

微細加工技術の進歩に伴って、複雑で緻密なデバイス作製

が可能となり、遺伝子やタンパク質の検出、解析だけでなく、

高精度な細胞の操作および解析の可能性も広がってきてお

り、その解析ツールの1つとして細胞チップが注目されている。

Fig。5に著者らの開発したシングル免疫B細胞チップ、神

経ネットワーク細胞チップ、細胞アッセイチップなどの例を示

した。これらを用いて細胞シグナル解析が可能となり、ドラッ

グスクリーンニングなどへの応用が検討されている。

警

シングル免疫B細胞チップ

マイクロフロー細胞チッブ

細胞毒性アッセイチップ　　　　　　　　　神経ネットワークチップ

　　　　　　　Fig．5細胞チップの例
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　ここで、シングル細胞チップを用いた免疫細胞ネットワーク

解析の例について以下に紹介する。免疫システムにおいて

中心的役割を担うBリンパ球細胞は、外部からの異物あるい

は抗原を認識する抗体分子を生成する。B細胞は多くの人

の場合、108以上の種類の抗体を生産できるとされており、

その多様性をもって様々な抗原に対応していると考えられて

いる。B細胞は、1個の細胞が産生する抗体は1種類であり、

これをモノクローナル抗体と呼んでいる。通常の抗体作製の

方法においては、抗原を動物に感作させて、その後体内で

産生する抗体を入手する方法が用いられている。この場合

には、複数のB細胞が産生する抗体の混合物として得られ

るため、いわゆるポリクローナル抗体が得られることになる。

ガン細胞や特定のウイルスの測定や診断する場合には、特

異性の高い認識の優れたモノクローナル抗体の方が有利と

考えられている。1細胞の配置できるマイクロチャンバーが

20万個以上集積したマイクロアレイチップを作製し、抗原刺

激前後の細胞内カルシウムシグナル応答の測定に成功して

いる。こうしたマイクロアレイを用いたシステムは、細胞1個ず

っの解析を一度にかつ大量に行える点が特徴である。既存

の細胞分析技術としてセルソーターを用いるフローサイトメト

リー法があるが、これとの相違は、セルソーターは、単位時問

あたりに解析できる細胞数は多いが、本研究で用いるB細

胞のような刺激前後の応答を比較するような場合、セルソー

ターでは、刺激前後の細胞集団を別々に調製して測定する

ため、特定の細胞を一細胞レベルでその応答を比較するこ

とは不可能であり、あくまでも統計的な細胞集団解析しか行

えない。したがって、その測定限界以下の極めて低い割合

の特異的な細胞のスクリーニングおよび解析は困難である。

一方、本研究によって開発したシングル細胞チップでは、

個々の細胞が収納できる20万個以上のチャンバーアレイを

チップ基板上に構築しており、0．001％以下の細胞も検出可

能であるばかりでなく、独立したマイクロチャンバー内に単一

細胞が別々に配置され、その空間的な座標についてもデー

ター化されている。そのため、マイクロチャンバーアレイに配

置された全細胞を網羅的に細胞1個ずつのレベルで刺激前

後の応答の比較解析が可能になる。さらに、解析によって得

られた抗原刺激に特異的な単一細胞をマイクロマニピュレー

ターによって回収することにも成功しており、回収されたB細

胞は1細胞PCRにより、特定の抗体の抗原認識部位の遺

伝子配列を増幅、入手することが可能である。近年、チップ

テクノロジーの発展によって、緻密でかつ複雑な構造を有す

る様々なチップデバイスが可能となり、DNAチップに代表さ

れるマイクロアレイだけでなく、流路（フロー）型のチップデバ

イスも盛んに研究開発されている。その理由としては、流路

型チップの特徴として、アレイ型チップとは異なり溶液交換な

どが容易であるため、細胞の分離やパターニング培養などに

用いられており、それ以外にも様々なアッセイ等にも期待さ

れており、細胞破砕、細胞融合、エレクトロポレーションなど

も試みられている。さらに将来的には、前処理、分離、検出

などを一枚のチップ上ですべて行おうとすること（ワンチップ

化）が目指されており、micro　Total　Analysis　System

（μTAS）と呼ばれ期待されている。筆者らも流路型チップを

作製し、独自のセルソーティング技術と連携させ、一細胞レ

ベルでの網羅的細胞解析システムの開発を進めている。開

発されたマイクロ流路型細胞チップは、オイル溶液と細胞溶

液を別々の流路から送液し、二相液が合流したフローチャン

ネル中でピコリッターレベルの二相液のコンパートメント流体

を交互に作成し、細胞溶液をオイル溶液によって一細胞ごと

に分離する従来にない原理を用いて、流路内で多数の単一

細胞を同時に検出するシステムの開発に成功している。また、

オイル溶液によって形成される単一細胞のみを含む各コン

パートメント流体の挙動を解析し、各コンパートメント中で刺

激応答する一細胞の定量検出が可能なシステムも構築して

いる。
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