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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで煩雑な分子認識素子のパターニング無しでは困難とされてき
た、同時かつ選択的・独立的に情報を発信する多重蛍光標識分子認識ナノ空間クラスターの構築を、分子インプ
リンティングとポストインプリンティング修飾技術を駆使して達成した。このような方法論はこれまで報告され
ておらず独創的であると同時に、量産可能であることから産業的にも魅力的で社会的波及効果がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, one-pot synthesis of nanocavities on a substrate, which can 
recognize biomarker proteins, were demonstrated using a molecular imprinting technique, and after 
the nanocavities formation, post-imprinting modifications were carried out, where fluorescence dyes 
were introduced into each recognition cavities to achieve detection of biomarkers. I believe that 
this technique may provide a new way to obtain molecularly imprinted polymers to diagnose diseases.

研究分野： 分子認識材料

キーワード： 分子インプリンティング　ポストインプリンティング修飾　分子認識　バイオマーカー　タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで煩雑な分子認識素子のパターニング無しでは困難とされてきた複数標的分子の結合情報に対して、同時
かつ選択的・独立的に情報を発信する多重蛍光標識分子認識ナノ空間クラスターを自在に構築することを現実の
ものとする本研究の成果は、人工高分子材料が生体材料を凌駕する成果となる可能性を秘めている。また、ワン
ポット合成と逐次PIMは自動化が容易に可能なことから大量生産も視野に入る。従って、プロテオミクスなどの
基礎研究から、疾病の早期発見のための診断技術への応用、さらにはin vivoイメージング、臓器選択的DDSやナ
ノメディシンの領域まで広い範囲で、学術的にも産業的にも大きな波及効果がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
分子インプリンティングは、材料マトリク

ス内に、特定の分子に対して相互作用が可能
な部位もつ分子サイズ相補的ナノ空間(分子
鋳型)を構築する技術である[竹内, ラジカル
重合ハンドブック, pp.723-740, NTS, 2010]。
捕捉したい分子(鋳型分子)と機能性モノマー
の複合体を形成後、架橋剤を添加して共重合
する。形成されたゲルマトリクス内から鋳型
分子を除去することにより、鋳型分子に対す
る相補的結合空間をもつ分子鋳型(MIP)を得
る。最近申請者は、MIP 内の分子認識空間に
重合後修飾を施すポストインプリンティン
グ修飾(PIM)[ Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 
53, 12765; Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 
13023]を開発し、蛍光レポーター分子の導入
および低親和性結合部位を無効化して、標的
分子の結合情報の選択的可視化に成功した
[Chem. Commun. 2014, 50, 134]。 

 
２．研究の目的 

本研究では、腫瘍マーカー混合物に対する
鋳型(混合 MIP)を作製し、多段階 PIM を施す
ことで、複数の腫瘍マーカーに対し同時かつ
選択的・独立にそれらの結合情報を発信でき
る多重蛍光標識腫瘍マーカー認識ナノ空間
クラスターを構築する。具体的には、まず、
(1) 腫瘍マーカーに disulfide を介して重合
可能なメタクリロイル基を導入する。(2)  あ
ら か じ め 自 己 組 織 化 膜 を 介 し て
Phenylboronic acid 基(糖鎖相互作用基)とブ
ロモ基(重合開始基)を導入した金スパッタガ
ラス基板上に、腫瘍マーカー上の糖鎖を介し
てメタクリロイル化腫瘍マーカーを固定化
する。(3) 腫瘍マーカーと相互作用可能な官
能基をもつ機能性モノマーと架橋剤を加え、
表面開始原子移動ラジカル重合で基板上に
ゲルマトリクスを形成する。disulfide を介し
て共重合された腫瘍マーカーを還元切断す

ることで混合 MIP を得る。続いて PIM とし
て、(4) 腫瘍マーカー除去後に結合空間に残
されているチオール基へそれぞれ異なる蛍
光色素を個別標識することで、複数の腫瘍マ
ーカーに対して同時かつ選択的・独立的に結
合情報を発信する多重蛍光標識腫瘍マーカ
ー認識ナノ空間クラスターを創製する。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、モデル腫瘍マーカーとして、
前立腺疾患マーカーである前立腺特異抗原
(PSA)と肝臓疾患マーカーである α-feto- 
protein (AFP)を用いた。PSA 認識空間に
Alexa Fluor 594、AFP 認識空間に Alexa 
Fluor 647 を独立して導入した PSA_AFP- 
MIP 薄膜基板は以下のようにして調製した。
リファレンス基板として、PSA 認識空間のみ
をもつPSA-MIP薄膜基板およびAFP認識空
間のみをもつ AFP-MIP 薄膜基板も調製した。 
(1) PSAおよびAFPへのメタクリロイル基の
導入(リンカー：disulfide) 

disulfide をもつメタクリル酸誘導体の活
性エステルを用いて、PSA および AFP へ
disulfide を介してメタクリロイル基導入す
る。 

 
(2) メタクリロイル化 PSA および AFP の修
飾基板上への固定化 
①修飾基板の作製 

金スパッタガラス基板上に bis[2-(2- 
bromoisobutyryloxy)undecyl]disulfide およ
び amino-EG6-undecanthiol を用いて、1:1
混合自己組織化単分子膜(SAM)を作製した。
続いて、基板上のアミノ基に対し、糖鎖と環



状 ジ エ ス テ ル を 形 成 す る 4-carboxy- 
3-nitrophenylboronic acid (CNPBA)をア
ミンカップリングで導入した。 
② メタクリロイル化PSAおよびAFPの固定化 

メタクリロイル化 PSA および AFP を基板
上に滴下することで、PSA および AFP 上に
ある糖鎖の cis-diol と CNPBA が環状ジエス
テル結合を形成し、メタクリロイル化 PSA
および AFP が固定化される。 
(3) 表面開始原子移動ラジカル重合による
PSA および AFP 結合空間の構築 
①表面開始原子移動ラジカル重合 

PSA および AFP と相互作用可能な機能性
モノマーpyrrolidyl methacrylate (PyM)、
生体適合性があり、共雑タンパク質の非特
異的吸着を抑制する 2-methacryloxyethyl 
phosphorylcholine (MPC)、親水性架橋剤
として、methylenebisacrylamide (MBAA)
を用い、2,2’-bipyridyl、CuBr2、ascorbic 
acid を加えて重合を開始し、40℃, 60 min 
表面開始原始移動ラジカル重合を行った。 
② Disulfide 還元による PSA および AFP の除去 

重合反応終了後、基板を tris(2-carboxy- 
ethyl)phosphine hydrochloride (TCEP)で処
理し、disulfide を還元し、続いて NaCl 水溶液、
SDS 水溶液に浸漬することで、PSA と AFP を
除去し、PSA_AFP-MIP 薄膜基板を得た。 
(4) PIM：結合空間選択的蛍光色素導入 
 PSA_AFP-MIP 薄膜基板上の PSA 結合空
間と AFP 結合空間に異なる蛍光色素を導入
するため、以下の操作を行った。 
① PSA 結合空間への選択的蛍光色素導入 
 作製した PSA および AFP 結合空間をもつ 
MIP 薄膜基板上に AFP 希薄溶液、引き続き
Alexa Fluor 594 を滴下し、PSA 結合空間の
みに Alexa Fluor 594 を標識した。 
② AFP 結合空間への選択的蛍光色素導入 

PSA 結合空間に Alexa Fluor 594を標識し

た MIP 薄膜基板上に、希薄 PSA 溶液、引き
続き、Alexa Fluor 647 を滴下し、 AFP 結合
空間のみに Alexa Fluor 647 を標識した。 
(5) 結合実験 
 蛍光分子を導入した PSA_AFP-MIP 薄膜
基板に対しする PSA と AFP の結合実験は以
下の通りである。下に示した蛍光測定条件下
で、それぞれの濃度が 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 
ng/mL になるように調製した PSA・AFP 混
合溶液(10 mM リン酸緩衝液 pH 7.4)に 5 
minインキュベートした際の蛍光強度の変化
を測定した。 
Alexa Fluor 594 
・励起フィルター:510 nm～550 nm  
・蛍光フィルター:570 nm～620 nm 
Alexa Fluor 647 
・励起フィルター:605 nm～650 nm 
・蛍光フィルター:670 nm～720 nm 
対物レンズ ×5 
露光時間 0.1 sec 
同一基板上の 3 点平均(基板内 n=3) 
 
 また、相対蛍光強度変化は以下の式に従い
算出した。 

 
４．研究成果 
(1) MIP 薄膜への蛍光分子の導入の確認 
 蛍光色素を導入する前後における蛍光強
度を測定することで、蛍光分子の導入を確認
し た 。 以 下 の よ う に 、 両 色 素 が
PSA_AFP-MIP 薄膜基板に導入されている
のが確認された。 
・Alexa Fluor594   

蛍光導入前 114.25 
蛍光導入後 122.46 
蛍光導入量   8.21(±1.6) 

蛍光強度変化＝
タンパク質各濃度での蛍光強度 タンパク質	0	ng/mLでの蛍光強度）

タンパク質 0 ng/mLでの蛍光強度 蛍光導入前の蛍光強度）
 



・Alexa Fluor647   
蛍光導入前 111.93 
蛍光導入後 116.62 
蛍光導入量   4.69 (±0.8) 
 

(2) 結合実験 
① PSA の PSA_AFP-MIP および PSA-MIP
に対する結合 

下図のように、PSA は、PSA と AFP の両
方の結合空間をもつ PSA_AFP-MIP 薄膜基
板とPSAのみの結合空間をもつPSA-MIP薄
膜基板に対して、同様の結合プロファイルを
示した。従って、AFP 存在下でも、PSA の
結合空間が形成可能であることがわかった。 

  
蛍光測定の結果を用いてカーブフィッテ

ィング法 (デルタグラフ使用 )により、
PSA_AFP-MIP および PSA-MIP に対する
PSA の結合定数を算出したところ、1.6×1010 
M-1および 3.7×1010 M-1と算出され、PSA に
対して高い親和性をもつ結合空間が形成さ
れたことが示唆された。 
 
② AFP の PSA_AFP-MIP および AFP-MIP
に対する結合 

次図のように、AFP は、PSA と AFP の両
方の結合空間をもつ PSA_AFP-MIP 薄膜基
板と AFP のみの結合空間をもつ AFP-MIP
薄膜基板に対して、同様の結合プリファイル
を示し、PSA 存在下でも、AFP の結合空間
が形成可能であることがわかった。単独 AFP
インプリンティングで作製した AFP-MIP 薄
膜基板の状態が悪く再現性が低い結果とな
った。過去同様の条件[Angew. Chem. Int. Ed. 
2016, 55, 13023]では、そのようなことが起
こらなかったので、この現象は改善可能であ
ると結論付けている。 
蛍光測定の結果を用いてカーブフィッテ

ィング法 (デルタグラフ使用 )により、
PSA_AFP-MIP に対する AFP の結合定数を
算出したところ、3.9×1010 M-1 と算出され、
AFP に対して高い親和性をもつ結合空間が
形成されたことが示唆された。 

 
③ 選択性 
PSAおよびAFPをそれぞれPSA_AFP- MIP
薄膜基板にインジェクトし、Alexa Fluor 594 
および Alexa Fluor 647 のフィルターを用い
て蛍光強度測定した。 

 上図のように、フィルターの交換で、PSA
と AFP の蛍光強度変化の差が観察され、設計
どおり、PSA 認識空間には Alexa Fluor 594、
AFP認識空間にはAlexa Fluor 647が導入さ
れた PSA_AFP- MIP 薄膜基板が調製できた
ことが明らかとなった。 
これまで煩雑な分子認識素子のパターニ

ング無しでは困難とされてきた複数標的分
子の結合情報に対して、同時かつ選択的・独
立的に情報を発信する多重蛍光標識分子認
識ナノ空間クラスターを自在に構築するこ
とを現実のものとする本研究の成果は、人工
高分子材料が生体材料を凌駕する成果とな
る可能性を秘めている。また、ワンポット合
成と逐次 PIM は自動化が容易に可能なこと
から大量生産も視野に入る。従って、プロテ
オミクスなどの基礎研究から、疾病の早期発
見のための診断技術への応用、さらには in 
vivo イメージング、臓器選択的 DDS やナノ
メディシンの領域まで広い範囲で、学術的に
も産業的にも大きな波及効果がある。 
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