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研究成果の概要（和文）：本研究はイオンチャネルなどの膜タンパク質の機能をパッチクランプ法に代表される
チャネル電流の直接計測ではなく、細胞サイズの微小井戸に備えられたイオン感受性電界効果トランジスタ
（ＩＳＦＥＴ）部で計測可能な新たなプラットフォームを提供することが目的である。
本研究期間において、シリコン基板上にＦＥＴを作製し、その上部に本研究の根幹となるＳｉＮ／ＳｉＯ２から
なる微小井戸構造の作製の作製を行った。さらに、脂質膜でシールされた微小井戸構造について理論計算を行
い、本デバイス構造における基板表面と脂質膜組成の最適な組み合わせについて有益な知見を得ることができ
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to provide a platform for the membrane protein 
analysis, where the function of membrane proteins is detected not directly by measuring the ion 
channel current, but by utilizing cell-mimetic microwells equipped with ion sensitive field effect 
transistors. In this research period, FET was fabricated on silicon substrate, and fabrication of 
microwell structure consisting of SiN/SiO2, which has the same size as a cell, was made on top of 
FET. Furthermore, theoretical calculations were performed on the microwell structure sealed with the
 lipid membrane. We obtained useful knowledge about the optimal combination of the substrate surface
 and the lipid membrane composition in this device structure.

研究分野： ナノバイオテクノロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞膜中に存在する膜タンパク質は、様々

な病気の発生や薬剤応答・免疫反応などの生
理的機能に大きく関連した生体分子であり、
現在では市販医薬品の約 60%以上が膜タン
パク質をターゲットとしている。しかしなが
ら、膜タンパク質は多種多様であり、しかも
取り扱いが難しいため、機能解析には膨大な
時間と費用がかかるという問題がある。その
ため、膜タンパク質を半導体基板上にアレイ
化したバイオチップが実現できれば、多くの
膜タンパク質の機能を同時かつ高速に解析
することが可能となるため、その技術を開拓
することは急務である。 
膜タンパク質の機能を解析する方法とし

ては、細胞にガラスピペット電極をあててチ
ャネル電流を計測するパッチクランプ法が
ゴールドスタンダードして認知されている。
しかしながら、通常細胞膜上には目的とする
膜タンパク質以外の膜タンパク質も複数存
在しており、ある薬剤で刺激しても得られた
応答が目的の膜タンパク質によるものなの
かが不明瞭であるという問題がある。そのた
め、精製した膜タンパク質を用いた in vitro
測定系の必要性が高まってきている。 

in vitro 系で膜タンパク質の機能を解析す
る方法としては、基板上に膜タンパク質を再
構成し、チャネルを流れるイオン電流を直接
計測するのが現在の主流である(例えば平面
膜法など)。しかしながら、この方法は、チャ
ネル電流が非常に小さく（数 pA 程度）、また
ウェット系での計測であるために、ノイズや
再現性の問題など課題が多い。 
本研究の提案に至ったのは、膜タンパク質

の機能解析においてチャネル電流を検出す
るという従来の常識を破り、細胞サイズ以下
に制御された微小井戸を利用すれば、膜タン
パク質の機能による井戸内環境の変化を、
ISFET 構造により定量的に捉えることがで
きると考えたためである。 
 
２．研究の目的 
人工脂質膜中に膜タンパク質を再構築し

た系（人工再構成系）で膜タンパク質の機能
を解析する新たなプラットフォームを提供
することが本提案の大目標である。本提案で
は、従来のようにチャネル電流を直接計測す
るのではなく、イオン感受性電界効果トラン
ジスタ(ISFET)構造を備えた人工的な細胞環
境をシリコン基板上に構築し、チャネル機能
によって変化する人工細胞内部の変化を界
面ポテンシャルの変化として FET 部で検知
することを機能計測の原理とする。この目標
の実現のために、膜タンパク質の機能と
ISFET 応答特性の相関を検討するとともに、
基板－脂質膜の界面構造の理解をする必要
があり、本研究を通じてその知識の獲得をす
ることも視野に入れている。 
 
３．研究の方法 

(1)ISFET と微小井戸構造の融合 
まず、本提案の根幹をなす ISFET を底部に

持つ図１に示す微小井戸構造を作製する。
ISFET はデプレッション型とし、p 型シリコ
ン基板上に作製する。イオン注入によってソ
ース(S)、ドレイン(D)電極を形成するが、最
適な構造を検討するために、チャネル長およ
びチャネル幅を 1 μｍ以上のスケールで変
化させた構造を複数同一基板上に作製する。
この構造の上にゲート絶縁膜として SiO2 を
形成する。微細加工によって ISFET 構造の上
部にオーバーハング構造のついた微小井戸
を作製する。オーバーハング構造は脂質膜で
井戸をシールする際の脂質膜の安定性を大
幅に増す効果がある。井戸の径は 500 nm, 1 
µm, 2 µm とし、検出感度と井戸径との相関を
検討する。このように作製したデバイスにお
いて、井戸底部で剥き出しになったゲート絶
縁膜(SiO2)表面がゲートとなり、電荷を検出
するイオン感応部として働くことになる。 
 

(2)イオン種・濃度に対するデバイス応答特
性の検討 
作製したデバイスについて、H+, Na+, K+, 

Ca2+などの生理活性に代表的なイオン種につ
いて、様々な濃度におけるデバイス応答特性
を調べる。デバイスを電解質溶液中に浸漬し、
溶液中にゲート電極(Ag/AgCl)を挿入する。具
体的な特性評価方法としては、ISFET の伝達
特性（VG-ID 特性）を計測し、ドレイン電流(ID)
一定の条件下での閾値電圧の変化をイオン
による界面ポテンシャルの変化分として評
価する。この際に、イオン種ごとに濃度と閾
値電圧の間の検量線を作成するのと並行し
て、ISFET のチャネル長・チャネル幅依存性
や微小井戸の径に対する依存性も検討し、計
測条件の最適化を図る。 
 
(3)微小井戸における基板－脂質膜界面構造
の検討 
 基板支持脂質二分子膜において、基板と脂
質膜の間にはナノメータスケールの薄い水
層があることが知られている。我々はこの水
層を通したイオンリークがあることを報告
した[R. Forbes et al., Appl. Phys. Express 8, 
117201 (2015)]。膜タンパク質の微小なチャ
ネル信号の検出へ向けて、基板－脂質膜間の
薄い水層からのイオンリーク現象を解明す
ることが現在大きな課題となっている。この

図１ デバイス構造の模式図 



図 3: SiO2 基板上の脂質膜における全相
互作用エネルギー (a)中性脂質膜、(b) 
アニオン性脂質膜、(c) カチオン性脂質
膜 

ような基板支持脂質膜の界面構造の解明に
は、ファンデルワールス力、電気二重層力、
水和力を考慮した、いわゆる拡張 DLVO 理論
に基づく相互作用解析の有効性が報告され
ている[例えば、R. Tero et al., Langmuir, 24, 
11576 (2008).]。本研究では、様々な組み合わ
せの基板、脂質組成を持つ基板支持脂質膜に
ついて、拡張 DLVO 理論を用いた全相互作用
エネルギー計算を行い、界面状態の評価およ
びイオンリーク現象との関連性について検
討する。 
 
４．研究成果 
(1) ISFET を底部に備えた微小井戸の作製 

酸化膜(40 nm)付き p 型シリコン基板上に
デプレッション型の FET を作製した。イオン
注入（イオン種：Ｐ）によってソース(S)、ド
レイン(D)電極を形成したが、最適な構造を検
討するために、チャネル長およびチャネル幅
を 1 µm 以上のスケールで変化させた構造を
複数同一基板上に作製した。この構造の上に
Ti/SiN/SiO2 (100 nm/ 1000 nm/ 200 nm)を成膜
した。ドライエッチング（SiO2 の加工に C2F6
ガス、SiN の加工に SF6 ガス）によって ISFET
構造の上部にオーバーハング構造のついた
微小井戸を作製した。オーバーハング構造は
脂質膜で井戸をシールする際の脂質膜の安
定性を大幅に増す効果がある。検出感度と井
戸径との相関を検討するために井戸の径は
500 nm, 1 μm, 2 μm，4 μm とした。次に、ア
ンモニア－過酸化水素水処理により、エッチ
ングのストッパー層として用いた Ti 層を除
去した。このプロセスにより、井戸径 500 nm
～1 μm において所望の ISFET 付き微小井戸
を作製することができた。エッチングプロセ
スが井戸径に大きく依存するため、井戸径 2 
µm 以上では条件の再検討が必要である。 
このように作製したデバイスにおいて、井

戸底部で剥き出しになったゲート絶縁膜
(SiO2)表面がゲートとなり、電荷を検出する
イオン感応部として働くことになる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2: 底部に FET を備えた井戸構造 
 
 
 (2) 拡張 DLVO 理論を用いた脂質膜で覆わ
れた微小井戸におけるイオン拡散メカニズ

ム解析  
基板支持脂質膜の界面構造を評価するた

めに、ファンデルワールス力、電気二重層力、
水和力を考慮した、拡張 DLVO 理論に基づく
全相互作用エネルギー計算を行った。 
図 3(a)に、中性脂質膜と SiO2 基板の組み合
わせにおける、基板と脂質膜間の距離 (D)に
対する全相互作用エネルギーのプロットを
示す。中性脂質膜では電解質 (KCl) 濃度にほ
ぼ依存せず、D = 1.9 nm で最安定構造をとる
ことがわかった。これは、すでに報告されて
いる脂質膜－基板間の水層の厚さの実測値 
(D ≈ 2 nm) ともよく一致している。アニオン
性およびカチオン性脂質膜でも同様に計算
したところ、最安定構造はそれぞれ D = 3.8 



図 4: Al2O3 基板上のアニオン性脂質膜
における全相互作用エネルギー (a) 
λ0 = 0.26 nm, (b) λ0 = 0.36 nm. 

nm、 D = 1.3 nm となった。負に荷電した SiO2
表面と荷電脂質膜との間の電気二重層力が
界面における水層の厚さの変化に重要な寄
与をしていることが示唆される。実際の系で
はアニオン性脂質で最もイオンリークが大
きく、中性になるに従いリークが減少する。
また、カチオン性脂質濃度が増すと急激にリ
ークが低減する。本計算で得られた D の荷電
脂質依存性も同様な傾向を示し、脂質膜組成
がアニオン性から中性になるに従い D 値は
減少し、カチオン性が増すと急激に減少する。
この結果は、基板－脂質膜間の距離の荷電脂
質依存性がイオンリークに大きく寄与して
いることを示唆している。 
 
(3)脂質膜で覆われた微小井戸の特性評価：
表面材質の影響  
中性付近において負に帯電した SiO2 表面

の代わりに、正に帯電した Al2O3 表面を持つ
基板を用いた時の全相互作用計算を行い、イ
オンリーク特性などの物性との関連を検討
した。 
アニオン性脂質膜と Al2O3 表面の組み合わ

せにおける結果を図 4(a)に示す。電解質濃度
によらず D の減少と共に負に発散しており、
基板と脂質膜が物理的に接触をすることが
予想される。これは、側方拡散特性は小さい

ながらも維持されているという実験結果(拡
散定数 0.33 m2/s)と反している。一方、Al2O3
表面における水和力は SiO2 表面における水
和力よりも大きいことが指摘されている。そ
こで Al2O3 表面の水和力の減衰長(λ0)を SiO2
表面における 0.26 nm から 0.36 nm として再
評価した（図 4(b)）。安定構造は D ~ 1.0 nm
となり、水和力の減衰長を考慮すると、D ≤ 
1.0 nm 以下において水層はバルクではなく、
流動性が低い水和水としての特性を示すと
考えられる。この計算結果は、低い側方拡散
定数や水層を通したイオンリークがないと
いう実験結果とよく合致しており、表面材質
により微小井戸の特性を制御可能であるこ
とが示唆される。 
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