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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は，メソ細孔空間（メソサイズの3次元的細孔空間）を利用した次世
代型酵素センサー開発であり，そのために必要な要素技術を開拓するとともに，学際的発展を支える酵素安定化
機構の解明を進めた。その結果，メソ細孔空間サイズと細孔壁の化学状態が酵素安定化に影響することを独自の
測定法から明らかとした。また，メソ細孔空間を利用した高感度酵素センサーのプロトコルを開発した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is development of advanced enzymatic biosensor by 
utilizing meso-sized cavity. For that purpose, we examined structure and function of enzyme confined
 inside the meso-sized cavity and designed biosensor based on the confined enzyme. As the result, we
 found that the structure and function of the confined enzyme were affected by size and surface 
characteristics of the cavity.  In addition, highly sensitive biosensor was successfully developed.

研究分野： 分析化学

キーワード： メソ多孔材料　酵素センサー

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオセンサーは予防医療の発展を支える基盤診断技術であり，国際的な研究開発競争が繰り広げられている。
次世代バイオセンサー開発戦略の一つが，酵素の長期安定化によるセンサー寿命の改良および高感度化であり，
安定化機構の解明に関わる学術的研究と高感度化に関わる新規技術創出を本研究で達成した。本研究で得られた
成果は，体内バイオマーカーの簡易診断技術としての発展が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 バイオセンサーは，予防医療の発展を支える基盤診断技術として国際的な研究開発競争が繰
り広げられている。これまでに「微細加工・情報処理技術」と「高機能センサー基板（プラズモ
ニック材料や先端炭素材料）作製技術」の進展によって，高度集積かつ高機能センサーデバイス
の開発が可能となっている。一方で，選択性と計測感度を担保する分子認識系に関する技術的進
展は乏しい。例えば，グルコースオキシダーゼ（GOD）を超える人工的グルコース認識・信号変
換系は未踏であり，GOD についても短期的な失活が長期安定デバイス開発の壁である。市販さ
れている GOD 固定型グルコースセンサーの寿命は 2 ヶ月程度であり，主に血清など比較的高グ
ルコース濃度なサンプリング試料を対象としている。酵素活性の超長期安定化は，酵素固定型バ
イオセンサー（酵素センサー）を診断用から体内埋め込み型へ転換するために切望されている。
また，酵素センサーの高感度化は，血清試料から家庭でのサンプリングが容易な呼気・唾液・尿
試料への転換を可能とする（例：唾液中のグルコース濃度は血液中の 1/100）。超長期安定化と高
感度化は，次世代型酵素センサー（体内埋め込み型，だ液・呼気計測型）への質的転換と予防医
療の実現に向けたブレークスルーとなる重要課題である。 
 メソポーラスシリカなど均一無機多孔体ホストのメソ細孔空間（概ね 20 nm以下の細孔空間）
は，酵素など生体高分子の安定的かつ効率的な機能発現場と考えられており，メソ細孔空間に閉
じ込められた生体高分子，特にタンパク質の構造・機能を分子レベルで理解することが求められ
ている。さらに，「閉じ込めタンパク質」の特性を理解することは，無機多孔体とタンパク質を
複合した機能性ナノバイオ材料の設計に寄与する。しかし，「閉じ込めタンパク質」の 3 次構造
とその熱安定性を検証する実験手法は少なく，未だに経験的な知見に基づく材料設計となって
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，メソ細孔空間（メソサイズの 3 次元的細孔空間）を利用した次世代型（体内
埋め込み型，だ液・呼気計測型）酵素センサー開発であり，そのために必要な要素技術を開拓す
るとともに，学際的発展を支える酵素安定化機構の解明を進めることにある。具体的な研究項目
と解明事項は（1）「閉じ込めタンパク質」の構造・機能の理解，（2）体内埋め込み型を指向した
機能集積型酵素センサー開発，（3）だ液・呼気試料を指向した高感度センシング系の開発である。
課題(1)については，「閉じ込めタンパク質」の構造や安定性を決定するための新しい方法論を開
拓すると共に，タンパク質構造に及ぼす細孔サイズの影響について重点的に精査することとし
た。タンパク質構造と細孔サイズの相関を定性的に研究する例は多いが，本課題においては定量
的な測定から相関関係を明確に解明することを目的としている。課題(2)については，酵素セン
サーに適切な新規材料開発を出発点とし，材料特性を活かしたセンサー設計を目的としている。
課題(3)では，血液に代わる非侵襲試料に含まれる微量成分を高感度かつ簡便に計測するセンサ
ー開発を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 各研究課題について以下の研究を推進した。 
（1）「閉じ込めタンパク質」の構造・機能の理解：本研究課題の遂行における最重要事項は，タ
ンパク質がメソ細孔空間に閉じ込められていることを実証することである。次に，閉じ込められ
たタンパク質の 3 次構造を決定し，3 次構造の熱安定性評価が必要となる。そこで，示差走査熱
量測定（DSC）と小角中性子散乱（SANS）を組み合わせた方法論を開拓した。また，微小な 3 次
構造および反応中心の構造解析について，電子常磁性共鳴を利用した測定も行った。なお，SANS
測定は J-PARC の BL-15 TAIKAN で行った。 
（2）体内埋め込み型を指向した機能集積型酵素センサー開発：メソ細孔空間内部の酵素反応で
は，細孔空間の微小さに起因する分子拡散・輸送の非効率性を解消することが肝要である。また，
酵素反応生成物（H2O2）を効率的に計測するためには，効率的かつ可逆な信号変換系を構築する
ことが望ましい。本課題においては，GOD をモデル酵素として GOD を固定化するのに適した
新規材料群（表面電荷が正な Al2O3や TiPO4など）でのメソ多孔材料の創製，信号変換のための
過酸化水素蛍光プローブの開発を行った。なお，GOD の固定化を検証するためにオーストラリ
ア ANSTO の PLATYPUS で中性子反射測定を行った。 
（3）だ液・呼気試料を指向した高感度センシング系の開発：非侵襲試料であるだ液中のグルコ
ース濃度は血中のおよそ 1/100 であり，簡易かつ高感度なセンサー開発が求められる。本課題で
は，だ液や呼気をそのまま計測できるセンサーを設計し，その応答を確認した。 
 
４．研究成果 
（1）「閉じ込めタンパク質」の構造・機能の理解：DSC と SANS を組み合わせた一連の実験で
は，球状タンパク質であるミオグロビン（Mb）を用いた。メソポーラスシリカ細孔内における
細孔内水は，Mb の細孔内吸着によって減少する。この減少量を，DSC 測定で得られる細孔内水



の融解熱および融点変化から解析する方法論を開拓し
た [1]。図 1 に細孔サイズが 6.4 nm のメソポーラスシ
リカ MPS64 で得られた細孔内水の融解ピークを示す。
別途求めた Mb総吸着量（Atot）から，Mb総吸着量の増
大による融点の低下と融解ピーク面積の減少が得られ
る。融点および融解ピーク面積は Mb の細孔内吸着量
（Apore）と相関があるため，融解ピークから Mb 細孔内
吸着量を解析することができる。 
 Mb直径（3.5 nm）と同等の細孔サイズを有するメソ
ポーラスシリカ MPS39，および MPS64 において DSC
測定から得られた結果を図 2 に示す。ここでは，メソ
ポーラスシリカ粒子を Mb 溶液に添加し，吸着平衡後
の Mb溶液濃度を決定することで，Atotと Aporeに関する
吸着等温線を作製している。図 2 から MPS39 では吸着
したMbのほぼ全量が細孔内に存在することが分かる。
一方，MPS64 では高濃度 Mb溶液からの吸着では細孔
内吸着が進む反面，低濃度 Mb 溶液からの吸着時に細
孔入り口近傍に Mb が偏在して細孔
内吸着が抑制されていることが分か
った。一般的に細孔サイズが小さく，
タンパク質サイズと同等の時，立体
的制約から細孔内吸着は抑制すると
考えられている。本研究では，細孔
内吸着を定量的に解析することで，
細孔内吸着が従来の予想と異なるこ
とが示された。 
 次に，Mbの吸着分布状態に及ぼす
細孔サイズと溶液 pH の関係を DSC
測定から精査した [2]。その結果，図
3 に細孔径が 3.3 nm（MPS33），5.3 
nm（MPS53），7.9 nm（MPS79）のメ
ソポーラスシリカにおける Mb の吸
着構造と吸着分布状態を示す。細孔
サイズが最も小さい MPS33 では，構
造変性の有無に関わらず細孔内に
Mb が分布する一方，細孔サイズが Mb サイズに比べて十分に大きな MPS53 と MPS79 では，細
孔内吸着挙動が構造変性によって影響を受けている。このように，比較的大きな細孔では，Mb
の細孔内吸着が抑制される場合があることが示された。 
 細孔内吸着が DSC 測定から確認されたメソポーラスシリカ試料について，「閉じ込め Mb」の
3 次構造を決定するために SANS 測定を行った。実験は，溶媒とシリカの散乱長密度を同一とし
たコントラストマッチング条件で行い，「閉じ込め Mb」のみの中性子散乱信号を取得し，剛体球
モデルで SANS プロファイルの解析を行った。その結果，細孔径が 3.9〜7.5 nm のメソポーラス
シリカ細孔内の Mb が球状構造を維持し，その直径が溶液中と一致することを見いだした [3]。
さらに，細孔内 Mb の球状構造が熱変性する挙動についても検証し，バルク溶液中に比べて Mb
の熱安定性が低下することも明らかとした。熱安定性低下の要因として Mb/シリカ間の相互作用
が示唆された。Mb/シリカ間の相互作用は，Mb 球状構造を大幅に歪ませることは無いが，熱安

 
図 1 MPS64細孔内水の融解ピーク
に及ぼす Mb総吸着量の影響 
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図 2 MPS39 と MPS64 における Mb 総吸着量と細
孔内吸着量の関係 
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図 3 細孔サイズの異なるメソポーラスシリカに吸着した Mb の構造と吸着分布状態 



定性の低下を引き起こすと考えられる。さらに，DSC と SANS を組み合わせた実験を進める中
で，細孔内入り口近傍に偏在する Mb が最密充塡状態にあること，Mb最密充塡が細孔入り口か
らおよそ 20 nm の領域にあることが分かってきた。 
 タンパク質の機能は反応中心の構造・活性に依存するため，「閉じ込めタンパク質」の反応中
心についても研究を行った[4]。ここでは，銅タンパク質 PAz の EPR 測定から，反応中心である
銅配位構造を観察し，配位構造におよぼす細孔サイズの影響について調べた。その結果，PAz サ
イズと同等のメソポーラスシリカ細孔内では，銅配位構造が若干歪むことが分かった。さらに，
EPR スペクトルから得られた g 因子について，種々の PAz 変異体の値と比較した結果，構造歪
みから推定される銅の還元電位変化が数十 mV 程度と見積もられた。 
 以上の通り，本研究課題では球状タンパク質である Mb をモデルタンパク質として，吸着タン
パク質の分布状態や 3 次構造決定に DSC と SANS を用いた方法論が有効であることを実証する
と共に，タンパク質吸着状態に対する細孔サイズの影響を明らかとした。また，銅タンパク質に
おける反応中心構造に関する知見も得られた。「閉じ込めタンパク質」の構造・機能の学際的発
展に対し，開拓した方法論や得られた知見が寄与するものと考えている [5]。 
 Mb は複数のαヘリックスがループ部位で連結した球状構造であり，その熱安定性がメソポー
ラスシリカ細孔内で低下する結果を得た。一方，直鎖状の DNA二重鎖については，サイズマッ
チしたメソポーラスシリカ細孔内で顕著に安定化（平衡定数で 100倍程度）することも見いだし
ている [6]。ヘアピン DNA構造の細孔内不安定化（Chem. Lett. 2016）を考慮すると，シリカ細
孔内壁とタンパク質ループ部位の間の相互作用が「閉じ込めタンパク質」の構造安定性に影響す
ると考えられる。 
 
（2）体内埋め込み型を指向した機能集積型
酵素センサー開発：メソポーラスシリカに代
表される均一無機多孔体の表面電荷は主に
負であり，等電点の小さなタンパク質を閉じ
込めるためにはアミン修飾などが必要であ
る。本課題においては，表面電荷が正である
メソポーラスアルミナ膜の作製に成功した 
[7]。メソポーラスアルミナ膜は，硝酸アルミ
ニウムと界面活性剤を含む前駆体溶液から，
スピンコートにより簡単に形成することが
出来る。その結果，図 4 の表面 SEM 像で示
すように細孔が規則的に配列したメソポー
ラス膜であることが分かった。さらに，GI-
SAX 測定から円筒状細孔が垂直配向した構
造であることも示された。円筒状細孔が垂直
配向したメソポーラス膜の合成は望まれて
おり，均一多孔性膜の新しい作製法としての
発展が期待される。 
 次に，メソポーラスアルミナ膜の細孔（直
径 10 nm）に対するグルコースオキシダーゼ
（GOD）吸着分布状態を調べるために中性子
反射測定を行った [8]。測定はオーストラリ
アの ANSTO の EMU で行っている。その結
果，表面電荷が負である GOD は強い静電相
互作用によって細孔入り口に留ま
ることが分かった（図5）。また，GOD
濃厚溶液中では GOD の多相吸着が
細孔入り口で起こり，洗浄後には単
一層として GOD が細孔入り口に留
まることも示された。中性子反射に
よる最初の測定のため，pH 緩衝剤
を含まない GOD 溶液で実験を進め
ている。今後は，GOD 吸着と溶液
pH の関係などを調べることで，
GOD を効率的にアルミナ細孔内に
閉じ込める条件を決定し，「閉じ込
め GOD」を利用したセンサー開発が進むと考えている。 
 さらに，細孔内部に存在する GOD が酵素反応に関与する場合，細孔内で生成した過酸化水素
を効率的に信号変換する必要がある。そこで，ペリレンジイミド誘導体の合成と過酸化水素計測
への応用についても検討した。その結果，過酸化水素を可逆的に計測可能な蛍光プローブの合成
に成功した。現在，蛍光プローブの固定化について検討を進めており，将来的には細孔内におけ
る効率的かつ繰り返し測定可能な酵素センサーへの展開を図る。 

 
図 4 メソポーラスアルミナ膜の表面SEM像
と GI-SAXSパターン。 

 
図 5 GOD 濃厚溶液中における GOD の多相吸着(A)，
洗浄後の GOD吸着の模式図。 
 



 
（3）だ液・呼気試料を指向した高感度センシン

グ系の開発：一般的なフロー型酵素センサーは

送液ポンプを必要とするため，センサー全体の

小型化に制約がある。そこで，送液ポンプを不要

とする小型酵素センサーを設計し，その性能を

検証した。センサーは，牛血清アルブミンゲル膜

（BSA ゲル膜），GOD 吸着メソポーラスシリカ

粒子（GOD/MPS），および白金電極を成膜したナ

ノ流路集積膜（Pt/NP膜）から構成され，BSAゲ
ル膜での物質拡散や浸透圧流，BSA ゲル膜の吸

水機能によりポンプフリー計測を可能としてい

る。センサー窓に溶液を滴下，あるいは模擬呼気

の吹きつけによって，グルコースの高感度計測

が可能であることを実証している（図 6）。検出
限界はだ液や汗中グルコース濃度以下であり，

将来的に非侵襲試料への適用が期待される。 
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