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研究成果の概要（和文）：本研究では高感度かつ再生可能なバイオセンサの開発を目的として，プロテインGに
よる抗体固定を利用したバイオセンサの開発を行った．プロテインGはIgG抗体と特定の方向で特異結合するタン
パク質である．中性溶液中でこの結合は維持されるが、酸性溶液中ではその結合を絶つ．この特性を利用し、プ
ロテインGを介して抗体を固定することで，分子方位を揃えた抗体表面を有したミオグロビンセンサを開発し
た．その結果，従来のセンサに比べ3倍以上のシグナル強度を示すセンサを得た．また，グリシン溶液への浸漬
を行うことでセンサの再生が可能であることを示した．

研究成果の概要（英文）：We developed novel biosensors which have antibody oriented surface together 
with regenerable feature. We employed Protein G as a receptor. The Protein G selectively binds to 
the IgG type antibody with keeping a fixed molecular direction under a neutral pH condition, but it 
cuts the bind under a low pH condition. Accordingly, the antibodies captured by the Protein G are 
oriented on the surface, exposed their sensing portion to the outside.
In this study, the anti-myoglobin antibodies were immobilized on Protein Gs to form a myoglobin 
biosensor. The obtained myoglobin biosensor showed 3 times larger intensity and the regenerable 
property.

研究分野： 有機薄膜工学

キーワード： バイオセンサ　免疫センサ　抗原抗体反応　配向制御　電気化学インピーダンス法　ミオグロビン　心
筋梗塞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞は発症後すぐに病院で治療を受けた際の死亡率が 10 % 以下だと言われている．つまり，心筋梗塞によ
る死者を減らすには早期発見が非常に重要となる．この早期発見において注目されている物質がミオグロビンで
ある．本研究では，ミオグロビン等の疾病の進行に伴い急増するバイオマーカーを，高感度でその場測定する手
法としてバイオセンサの開発を行った．さらに，本研究で開発されたセンサの再生技術を組み合わせれば，1回
計測あたりの経費節減とセンサ作製時間の短縮が可能となる．このような高感度バイオセンサは，将来の予防医
療分野の発展を促進し，健康福祉社会の実現に大きく貢献できると考える．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本の年間死亡者の主な死因は，悪性新生物，急性心筋梗塞，脳卒中が全体の 50 % 以上を

占めている．特に心筋梗塞は発症後いかに早く治療を受けるかが鍵となっており，発症後すぐ
に病院で治療を受けた際の死亡率は 10 % 以下だと言われている．つまり，心筋梗塞による死
者を減らすには早期発見が非常に重要となる．この心筋梗塞の早期発見のために注目されてい
る物質がミオグロビンである．ミオグロビンはヒトの筋肉中に存在している色素タンパク質で，
筋細胞が崩壊する際に細胞外へ逸脱し，血液中へ流入する．心筋梗塞を発症すると体内のミオ
グロビン濃度が上昇するため，このミオグロビン濃度を測定することにより心筋梗塞の早期診
断を行うことができる ①． 
 
２．研究の目的 
 本研究ではミオグロビンを測定対象としたミオグロビンバイオセンサの開発を行った．ミオ
グロビンは抗ミオグロビン抗体と特異的に吸着する抗原抗体反応を行うことが知られている．
すなわち，抗ミオグロビン抗体を固定化した電極をミオグロビン溶液中に浸漬すると，ミオグ
ロビンは抗ミオグロビン抗体にのみ吸着する．この吸着反応は，抗体の特定の反応部位で起こ
ることから，抗体の配向が反応活性に大きく影響すると考えられる．本研究では，この影響を
調べるため，電極上に Protein G 
を固定化して抗ミオグロビン抗
体を揃えたミオグロビンセンサ
（図 1a）と，電極上に直接抗ミ
オグロビン抗体をランダムに固
定化したミオグロビンセンサ（図
1b）を作製し，電気化学測定を用
いてセンサ特性の違いを検証す
ることを目的とした． 
さらに，一度使用したセンサの

再生技術を開発し，1 測定当たり
の費用を抑えることを目指した． 
 
３．研究の方法 
(1)抗体の配向制御 

本研究では，抗体を電極上に固定化する際の配向制御の有無により，センサ特性の違いを比
較した．抗ミオグロビン抗体は免疫グロブリン G （IgG）抗体の一種である．図 2 の IgG 抗体
において可変部は抗原と相互作用する部位であり，ミオグロビンはここに結合する．一方，定
常部は，連鎖球菌の細胞壁に存在するタンパク質である Protein G 
と特異的に結合することが知られている．この Protein G の定常
部への結合特性を利用し，Au 電極と抗ミオグロビン抗体の間に 
Protein G を固定化することで，抗ミオグロビン抗体の配向を揃
えることができる（図 1）②． 
Protein G は く し 形 Au 電 極 上 に 形 成 さ れ た

11-Mercaptoundecanoic Acid と 6-Mercaptohexanol を 1 : 9 混
合自己組織化膜に化学結合させることで電極表面に固定した． 
 
(2) 電気化学インピーダンス法 
測定には電極反応の解析に広く用いられている電気化学インピーダンス（EIS）法を使用した．

測定装置には電気化学アナライザー PGSAT128N（Autolab, Netherlands）を用いた．EIS 法は
測定対象に様々な周波数の交流電圧を印加し，応答電流を解析することで，測定対象の電気的
なパラメータを求める手法である．バイオセンサへ適用する利点として，熱的・化学的に脆弱
な生体物質の非破壊測定が可能，コストと手間のかかる標識を必要としないこと，比較的短時
間で測定が可能なことが挙げられる． 
 
(3) 微細加工くし形電極 
EIS 法を含む電気化学測定においては，隣り合ったバンド電極に異なる電位を印加し，可逆

性の高い酸化還元種を酸化還元することで，電極間での物質移動を介した電流電圧特性を得る
ことができる．この特性を利用し，異なる電位を有するバンド
電極を交互に多数配列したものがくし形電極である（図 3）．一
方を陽極として活性種の酸化反応を行い，もう一方を陰極とし
て酸化生成物の還元反応が行われることで，系を流れる電流が
発生する．このとき電極間での活性種の拡散現象が律速となっ
ており，くし形電極では拡散距離が極めて短いため，酸化還元
サイクルの高速化がなされ，高効率な信号変換が可能となる．
本研究では高感度検出のためこのくし形電極を使用した． 
 

図 1 (a) 配向性試料，(b) ランダム試料の模式図 
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図3 本研究で用いたくし形電極 



４．研究成果 
(1)評価方法 
溶液中に浸漬した試料の等価回路を図 4 に示す．電極と溶液の異相界面では各相の内部電位

の差から界面電位差が生じる．特に溶液側には電気二重層が形成されるため，大きな電気容量
成分（Cdl）を持つことになる．また，電極/溶液界面において電荷をやりとりする際，界面近
傍の吸着分子の有無や表面粗さなどにより，電荷移動を阻害
する因子である抵抗成分が生じる．これは電荷移動抵抗（Rct）
と呼ばれ，その値は抗体などの分子吸着過程に伴って大きく
変動することが知られている．そこで本研究では主に Rctを評
価することで電極表面への分子吸着量を求めた．以下では，
横軸としてインピーダンスの実数成分を，縦軸として負の虚
数成分をとるナイキストプロットで EIS スペクトルを示す．
この表記法によると図 4 の等価回路は半円状のプロファイル
を示し，Rct値はその直径に相当する．なお図中の Rs は溶液自
身の抵抗成分である ③． 
 

(2)表面修飾過程の検証 
EIS 測定は，試料を 5 mM [Fe(CN)6]4-/3- を含む緩衝溶液中(pH 7.6) に浸漬し，振幅電圧 10 

mV，周波数 1 Hz – 100 kHz の正弦波電圧を印加
して応答交流電流を測定した． 
SAM 成膜表面，Protein G 固定化，BSA ブロッキ

ング，抗ミオグロビン抗体固定化の各プロセス後
の試料について EIS 測定を行った．測定結果を図
5 に示す．SAM 成膜後に Protein G を固定化する
と，半円状のプロファイルの直径に相当する Rct 
は減少することが分かる．これは，SAM 表面にお
い て は 溶 液 中 の 電 荷 の 担 い 手 で あ る 
[Fe(CN)6]4-/3- と SAM（MUA 分子）の末端基である
COO- との間に静電的な斥力が働き，これが大きな
抵抗となるためである．一方，Protein G は電気
的に中性に近い分子であるため，SAM 表面に固定
化されると相対的に斥力が減少し，Rct の減少を
もたらす．BSA ブロッキング後，抗ミオグロビン
抗体後の試料では共に Rct が上昇している．これ
は，かさ高い生体分子の吸着により電極と
[Fe(CN)6]4-/3- との電荷移動が阻害されるためで
ある．これら一連の Rctの変化は表面修飾過程とよ
く対応しており，このことから表面修飾が適切に
行われていることが分かった． 
 

(3) 配向性試料によるミオグロビンセンサ 
配向性試料を 25 ℃ の異なる濃度のミオグロビ
ン溶液（0.001 ng/mL – 1000 ng/mL）に 30分間浸
漬し，電極表面で抗原抗体反応を行わせた。その
後，EIS 測定溶液中で複素インピーダンスを測定
することで，図 6 に示すナイキスト線図を得た。
この図から分かるように，ミオグロビン濃度を増
加するごとに半円の大きさが増大した。これは，
濃度に応じたミオグロビンが抗原抗体反応により
電極上に吸着し，この分子吸着が電極表面と
[Fe(CN)6]4-/3- の電荷移動を阻害してRct の増加も
たらしたものと考えられる。また，反応は 10 
ng/mL 付近で止まった。これは抗ミオグロビン抗
体の反応サイトがすべてミオグロビンと結合し，
これ以上のミオグロビンが吸着するサイトがなく
なった為である。 
 
 
(4)ランダム試料によるミオグロビンセンサの評
価 
上記の配向性試料と同様の条件で，抗ミオグロ

ビン抗体の配向を揃えていないランダム試料の測
定を行った．図 7 に結果を示す．配向性試料と同
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図 4 試料表面の等価回路 

図 6 配向性試料のミオグロビン濃度
による EIS スペクトル変化 
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図 5 表面修飾過程での EIS 変化 
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図 7 ランダム試料のミオグロビン濃度
による EIS スペクトル変化 



様に，本試料でもミオグロビン濃度の上昇に伴って Rctが増加する．しかし本試料の Rctはその
初期値が大きく，また相対的な変化量も小さい．一方 100 ng/mL 以上のミオグロビン濃度で Rct 
の増加が停止する．これは，配向性試料と同様に，100 ng/mL 付近で抗ミオグロビン抗体の反
応サイトが全てミオグロビンと結合した為である． 
 
(5) センサ特性の比較 
 得られた結果を用い，抗体の配向制御の有無によるセンサ特性の比較を行った．図 8はミオ
グロビン濃度変化に対するRct変化率（Rct/R0 : R0

は Rctの初期値）を示したものである．配向性試
料とランダム試料を比較すると，配向性試料で
は Rctの増加割合が約 3倍大きい．これは抗ミオ
グロビン抗体の配向を揃えることで，ミオグロ
ビンの吸着反応が行われやすくなり，Rctの増加
割合が増したものと考えられる．またランダム
試料はミオグロビン吸着の飽和濃度が一桁大き
い．これは，配向性試料がミオグロビンと一斉
に抗原抗体反応を行うのに対し，ランダム試料
では様々な方向を向いた抗体が存在するため，
ミオグロビンに対する反応のしやすさに分布が
あり，高濃度下でも活性な吸着サイトがある程
度残っているからであろうと推定される． 
 
(6) センサ再生技術の開発 
 これまでの研究で高感度かつ高い選択性を持つミオグロビンバイオセンサの開発に成功した．
しかし，開発したセンサは再利用できないという問題点があった．そこで，本研究では再生可
能なセンサの開発をすべく Protein G の特性に着目し，センサの再生を試みた．Protein G は
これまでの研究で示されるように，IgG 抗体
の方位を揃えて特異結合するタンパク質で
ある．中性溶液中でこの結合は維持されるが，
酸性溶液中ではその結合を絶つ特性を持つ．
この特性を利用し，Protein G を介して抗ミ
オグロビン抗体（IgG 抗体）を固定した試料
を作製した．再生時には酸性溶液中で抗ミオ
グロビン抗体を Protein G から脱離させ，新
たな抗体を固定することでセンサの再生を
行った(図 9)．なお，酸性溶液はグリシン溶
液を使用した． 
 再生前後のセンサ特性を図 10 に示す．横軸にミオ
グロビン濃度，縦軸に再生前のΔRct/R0 の最大値を
1.0 とした相対値をとっている．再生前のセンサ特
性ではミオグロビン濃度に対して上昇率が線形的に
上昇し，10 mg/mL 以降で変化が止む．再生後のセン
サ特性は再生前のセンサ特性と同様のふるまいを示
すことが確認できた．この結果はグリシン溶液で抗
体を脱離させ，新たな抗体を再固定することで再生
前と同様のセンサを作成することが可能であること
を示唆している．しかし，再生前よりΔRct/R0 の変
化割合が 0.7 程度にとどまっている点については，
グリシン溶液によるProtein Gの変性が示唆される．
そのため，再生時でのグリシン浸漬条件（濃度，浸
漬温度，浸漬時間）の最適化を施すことで，センサ
特性の劣化を抑えることができると期待される． 
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図 8 配向性試料およびランダム試料のミオグロビ
ン濃度に対する電荷移動抵抗値の増加率 
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