
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 2 1 年6 月2 2 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：若手研究（A） 

研究期間：2006～2008 

課題番号：18680038 

研究課題名（和文）分子鋳型を用いた非侵襲コレステロール計測法の開発 

 

研究課題名（英文）NON-INVASIVE DETECTION OF CHOLESTEROL BY USING A 
MOLECULARLY IMPRINTED ELECTRODE 
研究代表者 

椎木 弘（SHIIGI HIROSHI） 

大阪府立大学・産学官連携機構・准教授 

研究者番号：70335769 

 
 
 
研究成果の概要： 

生活習慣病、特に高脂血症などに深く関与している総コレステロール値は、現在、酵素法に
より計測されている。しかしながら、従来法は侵襲的操作(採血)を伴うため医療機関へ出向く必
要があり、計測までに多くの工程を要するなどの問題を抱えている。そこで、本研究では皮膚
コレステロールの計測に着目する一方で、分子鋳型を有する自己集合単分子膜(SAM)を用いて、
簡便で非侵襲的なコレステロール計測法の開発を行った。SAM はチオール基が金に自発的に吸
着することで形成されるが、分子鋳型を形成するマトリックス分子としてチオールを用い、コ
レステロールの分子鋳型を金電極に形成した。この分子鋳型電極は 1.0mM 以下のコレステロー
ル濃度に対して直線的に変化した(相関係数：0.9983)。分子鋳型電極の感度、選択性や再現性な
どについて検討し、簡便で迅速な電気化学センサの開発への応用を試みた。また、皮膚コレス
テロールを高速液体クロマトグラフィーで計測する一方、従来の酵素法による血中濃度との比
較を継続的に行った結果、良い相関が得られた。非侵襲計測法開発の観点から、皮膚コレステ
ロールへの着目が妥当であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

コレステロールは細胞膜や細胞内の物質
の移動を防ぐ生体膜の成分、胆汁酸、各種ホ
ルモンの原料になるなど様々な役割を担っ
ており、生命を維持していくために不可欠な

化合物であるが、過多摂取は動脈硬化や狭心
症の危険因子である高脂血症の発症に深く
関わると言われている。生活習慣病の一つで
ある高コレステロール血症を含む高脂血症
は、食文化の相違から欧米人に多く見られ、



東洋人、とりわけ日本人には軽視されがちで
あるが、その人口は日本国内においても年々
増大し、平成 2 年には 700 万人であった患者
は平成 12 年では 2000 万人を超えるまでに増
大している。 

近年、米国 FDA は皮膚コレステロールが
体内コレステロール全体の約 11％を占めて
いることを報告し、加国 International Medical 
Innovations社と米国クリーブランドクリニッ
クの研究グループはコレステロール検査法
Cholesterol 1,2,3TMを開発した。この方法は検
査パッドを手のひらに貼り付け、酵素反応に
よる色の変化で皮膚のコレステロール量を
判断できるというもので非侵襲的な検査が
可能である。しかしながら、低感度なために
定量的な計測は困難で、成人で 50％狭窄の冠
動脈が 2 枝以上の重度冠動脈疾患(CAD)患
者および心筋梗塞の既往歴のある成人に対
する併用検査への有用性は認められている
が、一般母集団を対象とした CAD のリスク
を判定するスクリーニングテストとしては
不適応であるとされており、標準的な血液検
査に取って代わる検査法ではない。実際に皮
膚と血中のコレステロールに相関が在るか
否かという問題はいくつかの報告に結論を
委ねるが、コレステロールを非侵襲的に計測
するひとつの新しい試みとして、分子鋳型を
刷り込んだ自己集合単分子膜を利用した測
定法の開発を行い、コレステロールの定量を
目指した。 

特に高コレステロール血症は動脈硬化や
狭心症の危険因子であり、他の生活習慣病や
疾患・疾病などとの合併症のリスクから生体
濃度の適正レベルの維持はゆとりある日常
生活を送るための必要条件となっている。従
って簡易計測法の開発は医療従事者だけで
なく多くの人々に切望されている。しかしな
がら、医療機関で行われる計測の全てが酵素
法によるもので、採血(侵襲操作)を伴うため
検査技師や多くの工程(採血後に遠心分離、鹸
化、抽出、酵素反応の手順に従い、最終的に
呈色反応を利用した比色法により定量)を要
し、さらに低濃度領域での測定感度や長期保
存などに問題がある。そこで、優れた分子認
識能を持つ分子鋳型膜を電極に組み込んだ
コレステロールセンサの開発とそれを用い
る“簡易”で“非侵襲”的な計測法の開発を行い、
従来法に代わる新しい計測法の確立を目指
す。 
 
２．研究の目的 
コレステロールの分子鋳型を持つ自己集

合単分子膜が優れた分子認識能を持つこと
を利用して、分子鋳型膜を電極に組み込んだ
センサの開発とそれを用いる“簡易”で“非侵
襲”的な計測法の開発を行い、従来法に代わ
る新しい計測法の確立を目的として当該研
究期間においては下記の(1)～(4)の項目、 

 
(1) 高感度、高選択的なセンシングを可能に

する分子鋳型膜電極の作製 
(2) 従来法(酵素法、クロマトグラフィー法)

との特性比較 
(3) 分子鋳型膜の表面観察および電気化学的

特性評価 
(4) 皮膚成分に関する調査と非侵襲的計測へ

の利用 
などについて詳細な検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 高感度、高選択的なセンシングを可能に
する分子鋳型膜電極の作製 
検出目的物質であるコレステロールと自

己集合単分子膜(SAM)から成るマトリックス
を構成する分子の分子間相互作用を考慮し
た分子鋳型膜の設計および作製について検
討した。 

 

 

図１ 分子鋳型電極の概念図 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
SAM はチオール基(-SH)が金に自発的に吸

着することを利用して、チオール分子とコレ
ステロールを含むエタノール溶液に金電極
を浸すことにより得られた(図 1)。この際チオ
ール分子として直鎖アルキルチオールを用
い、アルキル鎖の炭素数や官能基や架橋構造
を持つチオール分子により精巧で強固な分
子鋳型を作製し、電気化学的手法により分子
認識能や膜抵抗を調べた。一方、分子鋳型電
極の表面観察を行い、表面形態が及ぼすセン
シング特性への影響を、特に選択性、感度の
観点から調べた。また、これまでは無垢の金
電極を使用してきたが、医療計測の場合、人
体接触する箇所はディスポーザブルである
ことが好ましく、使い捨て電極の低価格化が
必要になるため、金めっき電極の作製・適用
について検討した。その際、形状を自由に制
御できるプラスチック材を基板とした無電
解めっきを適用した。めっき電極表面観察を
行い、優れたセンシング特性を得るための電
極の形状などを調べた。 

 
(2) 従来法(酵素法、クロマトグラフィー法)
との特性比較 
無害で人体になるべく刺激の少ない溶媒、

例えばエタノールなど少量(1mL 程度)を皮膚
に接触させて皮膚成分を抽出した(図 2)。その
際に不純物として考えられる他の皮膚成分
(スクワレン、トリグリセリドなど)を多く含
むことが予測されるため、高速液体クロマト
グラフ(HPLC)、蛍光分光計および可視紫外分
光計、赤外分光計などにより抽出液の成分を
調べ、コレステロール抽出に適する溶媒につ
いて、選択性などのセンシング特性、皮膚状
態に与える影響の双方から検討した。 

 
(3) 分子鋳型膜の表面観察および電気化学的



特性評価 

 

チオール分子のラテラル運動や配向性など
SAM 特有の表面形態がセンシング特性に与
える影響を調べた。単結晶 Au(111)や多結晶
Au電極を用いることで SAMの配向性を変化
させ、センシング特性を調べた。 
 

 

 

 
図 2 コレステロールを含む皮膚成分抽出法 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3 分子鋳型によるコレステロール認識(A)と吐き出

し(B)に伴う電流応答の原理  
 (4) 皮膚成分に関する調査と非侵襲的計測へ

の利用 

 

分子鋳型法や高速液体クロマトグラフィ
ーでの皮膚のコレステロール濃度と、従来法
による血中濃度との比較を継続的に行い、そ
れぞれから得られた濃度の相関性について
統計的に解析した。 

 
４．研究成果 

分子鋳型電極による分子認識は、図 3 によ
り説明される。コレステロールが SAM の分
子鋳型に取り込まれ(A)、酸化還元化学種の電
流値が減少する。酸化電流の変化は分子鋳型
電極における物質移動、つまり酸化還元マー
カーの拡散に関係する。電気化学的に不活性
なコレステロールが酸化還元化学種の電極
への拡散(B)を妨げることに起因する。この電
流変化(図 4 挿入図, ΔI = I0 ― Ir)によりコレ
ステロール濃度が測定でき、信号の取り扱い
が容易で数値化が可能であることがわかっ
た。コレステロールと、チオール分子から成
る絶縁性マトリックス膜を構成する分子の
分子間相互作用を考慮した分子鋳型膜の設
計および作製について検討した。チオール分
子のアルキル鎖の炭素数が小さい場合、SAM
形成直後においてもマーカー分子の酸化電
流が大きく、コレステロールの溶出(I0)、検出
(Ir)で得られた電流(ΔI)に大きな差が見られな
かった。これは、マトリックスのチオール分
子同士の分子間力が弱いために疎な単分子
膜が形成され、それによって分子鋳型が不完
全であることが推察される。したがって、感
度、選択性に関して、良い特性が得られなか
ったものと考えられる。しかしながら、アル
キル鎖の炭素数が増加するにつれ、分子鋳型
膜のコレステロールに対する感度、選択性と
もに増大し、炭素数 18 で最も良い特性が得
られた(図 5A)。さらに分子長が増大すると(炭 

図 4 分子鋳型電極の電流応答のコレステロール濃
度依存性 
 
素数 20 以上)、コレステロール溶出操作後に
おいても電流値に回復が見られなかった。こ
れは、コレステロール溶出過程において、
SAM に取り込まれたコレステロールがチオ
ール分子に包み込まれ、コレステロールの
SAM からの溶出が困難になっていることを
意味している。感度および選択性の観点から、
炭素数 18 の場合が最も良いセンシング特性
を示すことがわかった。これは、コレステロ
ールの分子サイズと炭素数 18 のステアリル
メルカプタンの分子長がほぼ等しいことに
起因するものと考えられる。 

以上のようにして、金電極上に形成した分
子鋳型膜を用いることでコレステロールの
高感度計測が可能になった。 
また、医療計測の場合、人体接触する箇所

はディスポーザブルであることが好ましい
ため、使い捨て電極として金薄膜電極の作
製・適用について検討した。その際、形状を 



 
図 5 分子鋳型電極のセンシング特性。（A）応答感度

のマトリックスを構成するアルキルチオール分子の炭

素数依存性、（B）選択性（コレステロールを 1.0 とした）

のアルキルチオール分子の炭素数依存性。 

 

 

図 6 皮膚と血中のコレステロールの相関 
                       (被験者 10 人) 

 
自由に制御できるプラスチック材を基板と
した蒸着やイオンスパッタ法、金ナノ粒子を
用いた無電解めっきを適用した。また、電極
表面観察を行い、センシング特性について検
討した。電極のディスポーザブル化について、
イオンスパッタ法で作製した金薄膜を用い

ることで達成された。さらに、ナノ粒子を用
いて作製した金ナノ粒子膜ではセンサ応答
が増大する効果が得られ、電極表面に存在す
る微細な構造がその電流応答を増幅するも
のと考えられる。 
コレステロールの非侵襲計測の観点から、

皮膚から抽出したコレステロールと血液検
査から得られた総コレステロール量の比較
をおこなった。10 人の被験者はいずれも男性
で、血中総コレステロールと皮膚コレステロ
ールの間に相関が見られた(相関係数 0.9408，
図 6)。 
皮膚からエタノール抽出した成分につい

て、HPLC および分子鋳型電極を用いて測定
を行った。抽出液中のコレステロール濃度は
抽出時間に依存したが 60s 以上では変化が見
られないことから、抽出時間は 60s とした。
HPLC 法では抽出液そのままでは吸光計の感
度が得られないため、加熱・減圧により 5 倍
に濃縮した。それぞれの方法から得られた値
は等しいものとなった。以上のことから、分
子鋳型法は HPLC 法と比較して同等の認識能
を持つだけでなく、5 倍以上の感度を有する
ため、皮膚コレステロールの計測に適してい
ることがわかった。 

 

 

図 7 ある被験者の皮膚と血中のコレステロールの相
関 3 年間の推移 
 

実際の計測を考えると、総コレステロール
の正常値は個人差はあるが通常 130～240 
mg/dL と言われる。皮膚に存在するコレステ
ロールは 0.02～0.08 mM であり、従来法によ
る定量は抽出液の濃縮工程を要したが、我々
が開発した分子鋳型法では 0.1mM 以下の濃
度領域においても十分な感度が得られ、皮膚
コレステロールの定量が可能になった。さら
に、血中濃度との良好な相関が得られたこと
から、総コレステロール値の測定の可能性も
示唆された。しかしながら、妨害が予測され
る角層、皮脂、表皮、真皮などに存在する種々
の物質に対しては、十分な選択性が得られた
ものと、今後、抽出法や前処理などによる解
決法が必要な物質が存在した。例えば、コレ



ステロールと同様にステロイド骨格を有す
る胆汁酸は、分子鋳型の選択特性に大きな影
響を与える値を示したが、生体中では腸で再
吸収されて肝臓に戻るといった閉鎖的な循
環を行っており、その低い血中濃度(1～8 μM)
のために皮膚での存在は計測に関してほと
んど影響しない濃度であることが予測され
る。また、スクワレンや脂肪酸などの疎水性
が強い物質の、同じく疎水性の強い分子鋳型
膜への非特異吸着が、コレステロール計測に
与える影響はほとんど見られなかった。コレ
ステロールのエステル型では、分子鋳型がコ
レステロールとのわずかな構造の違いを認
識していることが示唆されたが、選択特性に
与える影響は大きく、今後の検討課題である。 
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