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研究成果の概要（和文）：酸化グラフェン還元体（rGO）/ポリパラキシレン/グラフェン/アルギン酸ゲルという
生体適合性の高い高分子層で構成された積層膜を用いて，歩留まりの高い筒状マイクロエンベロープの製造手法
を確立した．この内壁のrGO表面に，アポトーシスに関連するタンパク質であるシトクロムCを認識するDNAアプ
タマを修飾し，三次元グラフェンアプタセンサを作製した．アプタセンサ内に細胞を生きたまま内包させて人工
的にアポトーシスを誘導させることにより，アポトーシス中のシトクロムCの放出を時空間的に検出することに
成功した．これらの成果について，招待講演を含む国内外の学会および論文発表を行った．

研究成果の概要（英文）：We have established a method for producing tubular microenvelopes with high 
yield by using a laminated film composed of highly biocompatible polymer layers of reduced graphene 
oxide (rGO) / polyparaxylene / graphene / alginate gel. A three-dimensional graphene aptasensor was 
prepared by modifying the DNA aptamer that recognizes cytochrome C, a protein related to apoptosis, 
on the surface of rGO on the inner wall. We succeeded in spatiotemporally detecting the release of 
cytochrome C during apoptosis by artificially inducing apoptosis by encapsulating cells alive in the
 aptasensor. Regarding these achievements, we made presentations at academic conferences and papers 
at home and abroad, including invited lectures.

研究分野： マイクロ分析化学，バイオセンサ

キーワード： グラフェン　アプタマ　バイオセンサ　蛍光　三次元　生体適合材料　DNA　細胞分泌物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子や細胞を内包可能な筒状マイクロエンベロープの内壁に，分子認識場として動作するグラフェンバイオセン
サを構築し，内部の中空空間に閉じ込められた生体分子を高感度にかつ選択的に検出する新規プラットフォーム
を確立し，生きた細胞から放出される分泌物の検出デモンストレーションに成功した．本研究の成果として，従
来は物質の拡散により単利同定が困難であった，細胞の外部環境と放出される分泌物の関連解明など，細胞活動
の研究に展開可能な新規な可視化技術を提供し，新たな学術分野研究テーマを開拓した．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生物個体の構成単位である細胞は，その形態の維持や増殖，細胞間相互作用のために絶えずタ

ンパク質や核酸，脂質などを合成し，細胞の内外に伝達している．特に近年，マイクロ流体デバ
イスなどの微細加工技術を用いて細胞を個別に操作することができるようになったため，単一
細胞レベルで，細胞の挙動や形態を制御しながら細胞内物質を同定したり，発現量を測定する研
究がさかんである．技術的には，遺伝子導入技術を用いて標的分子を蛍光ラベルし，細胞内にお
ける局在や発現量を調べることが可能となっている一方で，細胞から分泌される物質は，細胞膜
外に放出された後に拡散するという性質から，単一細胞レベルでの定量的な分析を行うことは
極めて困難である．閉空間となるマイクロサイズの液滴内に細胞を封入し，液滴内部のみで代謝
産物の回収を行う手法が提案されているが[B. Kintses et al, Chemistry and Biology, 19, 1001 
(2012).]，研究開始当時，液滴内部に導入できるセンサは実現しておらず，細胞外分泌物質の定
量的分析応用の報告はなかったため，本技術的課題を克服し，細胞外分泌物質を正確に定量分析
することが可能となれば，細胞間相互作用や外的環境の変化による細胞応答に関する新規の細
胞生物学的知見の開拓につながると考えた．解決手法として，(i) 細胞に毒性のない方法で内部
に細胞を内包化できるマイクロメートルサイズの閉空間構造（ここでは「マイクロエンベロープ）
と呼ぶ），(ii) 細胞に非侵襲な方法で分泌物質の濃度を高感度かつリアルタイムに測定できるセ
ンシング機能，の 2 点を統合したシステムを考案した．これにより，センシング機能を内蔵した
マイクロエンベロープ内に細胞を隔離し，内部で細胞を長期安定的に培養することで，継時的な
細胞からの分泌量の測定をリアルタイムで行うことが可能となると考えた． 
我々は研究開始時点までに，図１の(i)および(ii)を個別に解決する手法を確立してきた．手島

らは，自然・生命現象にみられる動的で階層的な自己組織化システムに着目し，ソフトマターと
称される生体物質や高分子，ゲルなどの柔軟な材料から成る積層薄膜が，マイクロメートルスケ
ールで自発的に立体構造を形成すること（ここでは「自己組立て」と呼ぶ）を提案した[手島ら，
特願 2016-103362]．自己組立ては，シリコンやガラス，金属などのハードな材料を用いた報告
例はあるが，剛性の低いソフトマターでは，形状を自在に制御することが難しく，成功例は少な
かったが，薄膜や犠牲層を全て高分子材料で構成する積層方法を新たに確立することで，弾性率
の異なる複数の層状二次元薄膜が自己組立てによって，例えば内部に中空空間を有するような，
任意の三次元構造体に変形することを発見した．さらにこの中空空間は，内部に物質を内包して
隔離するエンベロープとして利用できることを見い出し，自己組立てによる筒状エンベロープ
を作製し，内部空間に内包した初代培養神経細胞の長期培養に成功した[手島ら，第 67 回コロイ
ドおよび界面化学討論会(2016).]．エンベロープの形態は，層を形成する材料のヤング率(E)，積
層膜の厚さ，二次元パターンによって規定されるため[P. Cendula et al., Phys. Rev. B, 79, 
085429 (2009)]，内包する物質や用途に合わせたテーラーメードなマイクロエンベロープを得る
ことが可能である．一方，上野らは, グラフェンの表面で生じる，表面に近接した分子との相互
作用に応じたエネルギー移動反応を利用して，二次元固体表面に固定したグラフェン表面でガ
ンマーカなどの生体内で重要な細胞の分泌タンパク質を選択的に検出する，蛍光検出型のバイ
オセンサのデモンストレーションを報告済みであった[Y. Ueno et al., Anal. Chim. Acta, 866, 1 
(2015), K. Furukawa et al., ACS Sens., 1, 710 (2016).]．グラフェンは二次元平面基板での展開
には優れているが，細胞を内包するような三次元基板への応用は達成されていなかった．上野ら
のセンサは，グラフェンが固体表面に固定されていることが特徴であることから，自己組立てと
の融合が可能であり，グラフェンを任意の立体構造に形成することが可能であると考えた．以上
から，(i)のマイクロエンベロープ内に(ii)のグラフェンセンサを実装し，三次元構造に自己組立
てされる新しいグラフェンバイオインターフェースの作製に着目した．この２つの技術を統合
することにより，内包化した細胞の近傍にてセンサが配置され，それまで実現が困難であった細
胞からの分泌物質の定量的な濃度測定において，効率的かつ長期安定的な継時的観察が可能に
なる，と着想を得た． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，分子や細胞を内包可能な筒状マイクロエンベロープを作製し，エンベロー
プの内壁に，分子認識場として動作する生体分子インターフェースを構築することにより，
内部の中空空間に閉じ込められた生体分子を高感度にかつ選択的に検出する，新規プラッ
トフォームを確立することとした．これにより，従来は物質の拡散により単利同定が困難で
あった，生きた細胞から放出される分泌物などの検出が可能となると考えた．さらに本研究
の将来展開として，細胞の外部環境と放出される分泌物の関連解明など，細胞活動の研究に
展開可能な新規な可視化技術を提供することを目指した． 
 
３．研究の方法 
第１ステップでは，グラフェンを最内層とする筒状マイクロエンベロープを安定に構築する条
件の確立を行った．具体的には，ガラス基板上に犠牲層となるアルギン酸ゲルおよびシルクフィ
ブロインゲルを，所望の厚さに積層するには，スピンコータの回転数を調整して行った．ポリパ
ラキシレンの積層には，パリレン蒸着装置を用いて行い．原料となるモノマーの量を調整するこ
とで，膜厚を数 10nm から数μm の間で制御した．膜厚の評価には，段差計を用いた．グラフェ
ンを積層するには，CVD（化学気相成長）によって銅泊上に合成した単層グラフェン膜（市販ま



たは NTT で合成）を以下の方法で転写して行った．銅泊上グラフェンの上に PMMA（Polymethyl 
methacrylate）をスピンコートして保護膜とした．次に FeCl3 溶液に，下層の銅泊が接するよう
に浮かせて，銅泊を除去し，FeCl3 溶液を純水で数回置換した後，転写したい基板の上にグラフ
ェンをすくいとり，十分乾燥した後，有機溶媒で PMMA を除去することで転写を完了した．得ら
れた積層膜は，フォトリソグラフィ法によってパターニングし．フォトレジストでマスクされた
積層膜は，酸素プラズマ雰囲気下でドライエッチングすることで除去した． 
第２ステップは，エンベロープの内壁となるグラフェン表面に，バイオセンサとして動作する生
体分子インターフェースを構築した．グラフェン表面の機能化は，ピレン酪酸をグラフェンの
sp2 ドメインに結合させたのち，DNA 末端に導入したアミノ基をピレン酪酸のカルボキシル基に
反応させ，脱水縮合により化学結合を形成した．ピレンはグラフェンに強く物理吸着するため，
アプタマはグラフェン表面に固定された．このプロセスを，エンベロープ形成前に適用してセン
サデバイスを作製した．センサの応答（感度，選択性）の評価は，共焦点レーザー走査顕微
鏡を用いて，蛍光強度の測定により行った． 
第３ステップとして，エンベロープに細胞を内包すること，および細胞外分泌物の検出のデモン
ストレーションを行った．エンベロープへの細胞の内包は，ガラス基板上に犠牲層となるアルギ
ン酸ゲル，シルクフィブロインゲル，ポリパラキシレン，グラフェン膜を積層した後，グラフェ
ン表面をアプタマで修飾した．この上に対象とする細胞を設置し，キレート剤を用いてアルギン
酸ゲルを除去してエンベロープを形成し，生成した中空空間に細胞を内包した．細胞からの分泌
物の検出デモンストレーションは，共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて，蛍光強度の測定により
行い，場所と時間によるエンベロープ内壁の蛍光応答の変化を，蛍光イメージのタイムラプス測
定を行うことで定量的に評価した． 
 
４．研究成果 
手始めに，2次元平面に固定したグラフェン表面に，分子認識機能を有する DNA（アプタマ）を
修飾したバイオインターフェースを用いて，リアルタイムな生体分子の追跡を可能とした後，分
子認識能を有するグラフェンを最内壁とする筒状マイクロエンベロープを安定に構築する条件
の確立を行った．ガラス基板上に犠牲層となるアルギン酸ゲルを形成した上に，シルクフィブロ
インゲル，ポリパラキシレン（パリレン）の２種類の生体適合性高分子材料を積層し，さらにグ
ラフェン膜を転写した多層薄膜を形成した後に，光リソグラフィ技術を用いて任意の二次元形
状（例えば 800 × 300 μm の長方形状）に成型した．この後，2次元平面と類似の手法を用い
て，グラフェン表面に蛍光色素標識したアプタマを固定した．この工程において水溶液を用いる
とアルギン酸ゲルへのダメージが生じるという問題があることが分かったが，ジメチルホルム
アミドを 50v/v％以上含む水溶液を溶媒および洗浄液に用いることで，ダメージを回避できるこ
とが分かった．この薄膜積層基板にキレート剤を添加して犠牲層を除去すると，上層の薄膜が基
板から遊離され，グラフェンを最内壁とする中空の筒状マイクロエンベロープが自己組織的に
形成されることを確認し，第１ステップをクリアした．形成した筒状マイクロエンベロープの雰
囲気中に，アプタマと結合する分子を添加すると，内壁から蛍光発光が観測された．3次元セン
シングのプラットフォームとして動作することを確認し，第２ステップをクリアした． 
グラフェン/ポリパラキシレン/シルクフィブロインゲル/アルギン酸ゲルという生体適合性の

高 い高分子層で構成された積層膜を用いて，最上層のグラフェン表面にアプタマを修飾する
方法および，グラフェンを最内層とする筒状マイクロエンベロープを安定に構築する条件を確
立した．このようにして作製した，グラフェンを最内層とする筒状マイクロエンベロープの内部
に，複数種類の細胞を内包し，数日程度の培養に成功した．さらに，細胞外分泌物の検出を想定
した培養環境下において，センシングのバックグラウンドを上昇させる妨害成分およびその影
響の大きさを定量的に確認し，第３ステップの前半をクリアした． 
また，当初計画には無かった新規のアイディアとして，酸化グラフェン還元体(rGO)/ポリパラ

キシレン/グラフェン/アルギン酸ゲルという体適合性の高い高分子層で構成された積層膜を用
いて，筒状マイクロデバイスの製造を可能とする手法を確立した．このようにして作製したマイ
クロデバイスの内壁に，アポトーシス（細胞死）に関連するタンパク質であるシトクロム Cを認
識する DNA アプタマを内壁に修飾し、3次元グラフェン-DNA アプタセンサデバイスを作製し，新
たなデバイス構成においても第 2 ステップをクリアした．細胞をアプタセンサ内に生きたまま
内包させて人工的にアポトーシスを誘導させることにより，アポトーシス中のシトクロム C の
放出を時空間的に検出することに成功し，第３ステップをクリアし，本研究で予定していた計画
をすべて達成した．さらに，シトクロム C のほかにも VEGF（血管内皮細胞増殖因子）などのが
んマーカに関連したタンパク質のアプタセンサも作成し，細胞から分泌された VEGF を検出でき
ていることを示した． 
 得られた成果は，招待講演を含む国内外の学会で発表したほか，国際誌での論文発表を行った． 
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