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研究成果の概要（和文）：高齢者でも乳酸閾値レベル(疲労物質の乳酸が蓄積しはじめる直前の

レベル）の運動を持続すると体力向上が得られる。そのために手軽に血中の乳酸値を運動中に

測定できる簡便な測定装置が求められている。また、高齢者は抗酸化能が低下するため、酸化

ストレスレベルを測定して動脈硬化防止策を講じる必要がある。本研究で開発したカーボンナ

ノチューブセンサーは、乳酸や酸化ストレスレベルを簡便に測定できる。

研究成果の概要（英文）：The elderly can improve their physical strength by continuing
physical training at lactate threshold levels. For this purpose, convenient lactate
monitors usable on exercise are needed. Further, the elderly have lower anti-oxidant power,
and need to measure their own oxidative stress level in order to avoid atherosclerosis.
The carbon nanotube sensor developed in the present study can measure conveniently
oxidative stress levels as well as lactate levels.
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１．研究開始当初の背景
高齢者に適当な運動負荷を与えると最大

酸素摂取量・骨格筋量・骨密度・神経機能の
維持と増進が可能であり、これにより QOL
が大幅に改善する。全国で健康増進施設が設
けられたが、利用者は地域人口の 1％程度に
とどまる現実があり、高齢者が生活の場にお

いて運動することの重要性が認識されてい
る。分担者の石井のグループは、在宅や老人
福祉施設の高齢者に簡単なステップ運動を
個人の乳酸閾値レベル(疲労物質である乳酸
が蓄積しはじめる直前のレベル）で与え、著
しい体力向上が得られたと報告している
（Ayabe, M. et al.: Simple assessment of
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lactate threshold by means of the bench
stepping in older population. Int J Sport
Health Sci, 1(2): 207-215,2003）。乳酸閾値レ
ベル運動は、十分な酸素摂取量に到達しなが
ら長時間の持続が可能で、有効かつ安全な体
力向上が得られるのが特徴である。未曾有の
高齢社会へと進む日本において本研究の意
義は大きい。

問題は、高齢者の乳酸閾値レベルは幅が狭
く、個人差が大きく、体調により日々刻々と
変化することである。一律の運動負荷は心臓
死や脳卒中の危険をともなうが、安全面だけ
を重視しては体力向上が得られないジレン
マがある。一人一人の高齢者に適切な負荷レ
ベルであることをリアルタイムにモニター
できるシステムが待望されている。
そのためのセンサーは、皮膚に貼付けて運

動できるほど小型・軽量で、生体情報を直接
に電気信号に換えて送信でき、安価で、安全
でなければならない。カーボンナノチューブ
（CNT)は、低電力で駆動する単一電子トラ
ンジスタ/電界効果トランジスタとして、表面
で起こる生化学反応を直接かつリアルタイ
ムに電流量の変化として捉える。従って、検
出器は不要である。極小（直径 1nm 前後）、
高強度（引っ張り、曲げ、破断にきわめて強
い）、耐熱性、化学的に安定、不溶性などの
特徴は、高い生体適合性を保証する。電流量
の変化を発信させれば遠隔モニタリングも
可能である。分担者の武笠は CNT を用いて
超高感度で瞬時に結果が得られるイムノセ
ンサーを開発し、非常に良好な結果を得てい
る。

２．研究の目的
今日の医療事情に適した臨床検査の在り

方として、診療現場での迅速検査、すなわち
Point-of-Care Testing(POCT)の必要性が言
われている。しかし、本研究が挑戦するのは
そ こ か ら 更 に 一 歩 進 め た
Point-of-Life-Testing (POLT)、すなわち生活
の場でのリアルタイム生体モニタリングで
あり、その目的に適した分析パラダイムの創
成である。
具体的には、本研究期間内に、超小型カー

ボンナノチューブ（CNT)乳酸センサーを開
発し、高齢者の健康増進運動の最適化に応用
する。カーボンナノチューブという日本発の
新技術を、高齢者の乳酸閾値のリアルタイム
測定という日本において特に必要性が高い
明確な目標に向けている点が特徴的である。
従来のナノテクノロジー応用は技術の新規
性にとらわれ、アプリケーションの有用性や
具体性に乏しかった。
本研究により、高齢者の健康増進事業を進

めることが容易になり、高齢者の福祉に貢献
するだけでなく、医療費・介護費の増加を抑

制することができる。本研究で得られる技術
は、病院内でのリハビリや一般の生活習慣病
予防にもすぐに応用でき、今後の医療に対す
るインパクトは限りなく大きい。

３．研究の方法
（１）固相法の試み
センサ素子として機能する基板作製の歩

留りおよび素子個々の均一性を揃えるため、
(ⅰ)金属多層膜触媒構成による CNT成長密度
制御、(ⅱ)CVD 成長条件による CNT 成長密度
制御、(ⅲ)触媒面積による CNT 成長密度制御、
(ⅳ)触媒形成蒸着器ロードロック室増設、
(ⅴ)電極パターニング・リフトオフ工程の改
善、(ⅵ)プローブカードを用いた 24 素子自
動計測システム導入、(ⅶ)金属的特性を持つ
CNT の選択的切断、を改善することにより、
導通率が 12.5 倍、ＦＥＴ特性を示す素子の
歩留まりが 5.2 倍に向上した。
シリコン基板上に、シラン化試薬を介して

アミノプロピルトリエトキシシラン(APTES)
のゾルゲル層を作製し、酸/過酸化水素混液
で処理した CNTを選択的に固定化することで、
導通率が～100％、FET 特性を示すものが～
60％の割合で作製できた（図１）。当該法に
より作製した素子は、再現性よくｐＨ測定で
きた。

図１．作製した CNT センサーの模式図

Aerococcus viridans 由来乳酸酸化酵素
（LOD）遺伝子 cDNA をクローニングした。精
製および配向的固定化の目的でアミノ末端
あるいはカルボキシル末端にヒスチジンタ
グを導入し、大腸菌で発現して組換え LOD を
取得したが、ヒスチジンタグの導入により酵
素活性が消失した。そこで、精製過程は煩雑
になるが、タグを具備しない組換え体を使用
し、架橋試薬により固定化を試みた。しかし、
センサー上に乳酸酸化酵素活性を確認でき
なかった。以後、液相法に切り替えて実験を
継続した。

（２）液相法による乳酸センサーの開発
市販の単層カーボンナノチューブ(SWCNT)を
酸処理し、フラグメント化した 0.5mg/ml
SWCNT 分散液を用いて作用電極を作製した。
Ag/AgCl 電極を参照電極として、作用電極と

欠陥格子の入った

カーボンナノチューブ



カウンター電極間の電圧を 50 mV とした時の
作用電極に流れた電流量を測定した。電流量
は滴下した SWCNT 分散液量依存性を示した。
作用電極に分散液量を 5, 10 あるいは 20μl
滴下して作製した CNT-バイオセンサーにつ
いて、様々な濃度の過酸化水素の酸化還元電
流を測定したところ、20μl で最も高い再現
性を示したので、以下 SWCNT 分散液滴下時に
は同用量を用いた。分光学的な乳酸測定は、
乳酸酸化酵素により乳酸を酸化して過酸化
水素を産生する反応と、産生した過酸化水素
をペルオキシダ－ゼにより定量する反応よ
りなる。電気化学的手法で過酸化水素を測定
できれば、ペルオキシダーゼが不要であり、
簡便安価な測定が可能となる。そこで、CNT-
バイオセンサーによる緩衝溶液(20 mMリン酸
カリウムバッファー、pH 7.2)中の過酸化水
素の定量を行った。

４．研究成果
（１）液相法による乳酸測定
初めに液相法による過酸化水素測定につ

いて述べる。上記の方法で、30 μMから 30 mM
の過酸化水素において検量線が作成できた
（図２）。この測定は、乳酸濃度が 0 mM から
1.0 mM に相当し、この時感度は分光学測定法
と同程度で、測定のダイナミックレンジは高
濃度側で当方法のほうが広かった。

図２．乳酸の検量線

アスコルビン酸、ビリルビン、尿酸、ヒト
血清アルブミンによる阻害実験では、正常基
準範囲の中央値においてアスコルビン酸は

図３．干渉物質の影響

図４．血清の影響と前処理による低減化

10％以下の阻害、それ以外は 5％以下の阻
害であった（図３）。しかし、血清存在下で
は大きな測定阻害を受け、血清 100 倍希釈で
37.8%の阻害を示した（分光学的測定法では
血清 100 倍希釈で阻害を受けなかった）。し
かし、血清を独自の方法で前処理することで
影響を小さくすることができ、100 倍希釈血
清において 10.2%の阻害効果が観察された
（図４）。

（２）酸化ストレスの測定
上記の段階で、本センサーの過酸化水素に

対する良好な反応性が確認されたので、研究
計画を変更して、センサーを酸化ストレスセ
ンサーとして利用できるかについて検討す
ることにした。本センサーを用いて、酸化ス
トレスの測定を試みたところ、物質 X（特許
出願中につき物質名は伏せる）と Xの酸化物
を測定すると、酸化物に強いシグナルが得ら
れ、酸化ストレス測定に応用できることが分
かった。カーボンナノチューブでそのような
性質は報告されていないので、特許出願に至
ることができた。

図５．センサーによる酸化物測定

本センサーはカーボンナノチューブセンサ
ーとして初めての酸化ストレスセンサーで
あり、また、抗酸化センサーとして利用する
ことも可能である。小型簡便なメリットを利
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用すれば、保健領域や抗酸化食品・抗酸化薬
品の開発において利用価値が高い。これらは
高齢化が進む現代社会において本センサー
が高い利用価値を持つことを意味し、今後は
国際特許出願に向けて研究を継続する。
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