
神戸大学・工学研究科・学術研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

若手研究

2020～2018

ピペットチップ型アッセイシステムによるがん変異腫瘍マーカーの高感度検出

High-sensitivity detection of cancer mutant tumor markers by pipette-tip assay 
system

２０６３４６４５研究者番号：

高野　恵里（TAKANO, eri）

研究期間：

１８Ｋ１４２５２

年 月 日現在  ３   ６   １

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、前立腺がんのバイオマーカー糖タンパク質である前立腺特異抗原をモデ
ルとして、生体由来の抗体では困難な、糖鎖を認識して蛍光変化で検出可能な人工糖鎖抗体を分子インプリンテ
ィング技術とポストインプリンティング修飾法を用いて創製する。糖鎖をもつγ-グロブリンおよび糖鎖を持た
ないヒト血清アルブミンを用いた対照結合実験では、MIP薄膜はPSAを有意に識別可能であった。さらに、蛍光顕
微鏡測定では分子インプリント空間内にのみ蛍光分子を導入することによって、SPR測定結果と比較してより高
感度でPSAを検出可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, prostate-specific antigen (PSA), which is a biomarker 
glycoprotein for prostate cancer, was used as a model. We tried to recognize sugar chains of PSA to 
detect the cancer-related PSA by fluorescent molecularly imprinted polymers bearing fluorescent 
signaling sites (F-MIPs). Antibodies for glycan are difficult to prepare, therefore, F-MIPs could be
 useful for the substitution of antibodies for glycoproteins.

研究分野： 分析化学

キーワード： 分子認識　バイオマーカー　表面プラズモン励起増強蛍光　分子インプリンティング　全自動分析装置

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SPFセンシングは、従来の蛍光に比べて数十倍から数百倍の高感度で検出できるので、このセンシングが実現で
きれば、これまで見過ごされてきた擢患初期の情報を得ることがき、学術的に意義がある。また、進行した癌の
動態の把握のみならず、早期診断あるいは予後診断のためにも有効で、社会的にも波及効果がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

臨床現場での疾病の早期診断あるいは予後診断などの検査では、検体中の微量の体内代謝物や

バイオマーカータンパク質を簡便で迅速に、かつ低濃度領域まで、精度よく測定可能な検出技術

が必要である。バイオマーカーの検出方法としては enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)が

主に用いられており、ほとんどのバイオマーカータンパク質が高感度で検出できる。臨床現場で

は、バイオマーカータンパク質を指標とした診断が重要な役割を果たしているが、タンパク質量

のみに頼った診断は、その精度に限界があると言われており、診断精度を上げるための新たな方

法論が要望されている。癌由来糖鎖は健常糖鎖と分岐が異なることが知られており(Glycobiology. 

2004, 14, 671)、もし糖鎖の違いが検知できれば、タンパク質量のみに依存していた診断の精度は

格段に向上することが期待される。残念なことに、糖鎖は抗原性をもたず、したがって糖鎖を高

度に認識する抗体は、極めて取得しにくく、ELISA の確立は困難である。レクチンは、糖結合タ

ンパク質として知られるが、糖鎖に対する選択性が低く、また親和性も抗体ほど高くないことか

ら、高感度検出には向いていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、前立腺癌のバイオマーカーである糖タンパク質、前立腺特異抗原(PSA)をモデルと

して、抗体では困難な、糖鎖末端のシアル酸(2 位)がガラクトースの 3 位と結合している変異体

(健常人は 2 位→6 位)の検出に挑戦する。変異糖鎖を高度に認識して、その結合情報を蛍光シグ

ナルで検出可能な情報発信型の人工糖鎖抗体を創製する。超高感度計測を可能にするため、検出

系には表面プラズモン励起増強蛍光(SPF)を用いる。SPF が適用可能なプラズモニック微小反応

板を作製し、この微小反応板上に人工糖鎖抗体を成膜して分子認識素子としたピペットチップ

型 SPF センシングシステムを構築する。このシステムにおいては、分子認識素子となるプラズ

モニック微小反応板、それが組み込めるオーダーメイドのピペットチップ(反応板内蔵チップ)に

予め装着し、ピペッティングロボットにより、吸引、吐出、混合、インキュベーション、SPF 測

定まで全自動で行う。検出目標はサブ ng/mL オーダーで 1 試料当たり 5 分以内での測定を目指

す。 

 

３．研究の方法 

・鋳型分子の調製 

PSA のリジン残基にジスルフィドを介してメタクリロイル基を導入した鋳型分子を作製した。 

・表面開始原子移動ラジカル重合法によるポリマー薄膜の形成 

(1)基板表面に原子移動ラジカル重合の開始基(ブロモ基)を導入した。 

(2) 鋳型分子（ジスルフィドを介してメタクリロイル基を導入した PSA）、PSA と静電的相互作

用することが分かっている機能性モノマーのピロリジルアクリレート、糖鎖と環状ジエステルを

形成する機能性モノマーの 4-ビニルフェニルホウ酸、夾雑タンパク質の非特異的吸着を低減す

る 2-メタクリロイルエチルフォスフォリルコリン(MPC)、架橋剤としてメチレンビスクリルアミ

ドを混合し、表面開始原子移動ラジカル重合によりボトムアップ的にポリマーを成膜した。 

(3) ジスルフィド結合を還元により開裂し、糖鎖-フェニルボロン酸環状ジエステル結合を酸性

条件下で切断して PSA を除去し、PSA 認識空間を創出した。 



・PIM 処理による結合空間内へのレポーター分子の導入 

ジスルフィド結合を開裂して PSA を除去した後の結合空間内に残されたチオール基に対し、

PSA 認識空間選択的 PIM 処理として、蛍光レポーター分子である Alexa Fluor 647 を導入し、PSA 

の結合情報を高い選択性と感度で蛍光変化として読み出すことのできる情報発信型人工糖鎖抗

体薄膜を得た。 

・PSA 結合試験・選択性試験 

血漿中に最も多い単量体の抗体で糖タンパク質である IgG をリファレンスタンパク質とし、

その親和性を見ることで、人工抗体薄膜の評価を行った。また、PSA と糖鎖もたない人血清アル

ブミンの結合挙動から、糖鎖に対する親和性を評価した。さらに、フェニルボロン酸を加えない

で重合した対照ポリマーで、人工糖鎖抗体の結合推進力が、フェニルボロン酸であることを確認

した。 

 

・微小反応板を内蔵したピペットチップを用いた自動

センシングシステム 

全自動小型 SPF 分析装置(図 1)を用い、反応板表面の

結合情報を蛍光強度を指標とした画像データとして取

得した。また、自動化のプロトコルについても検討し

PSA 検出限界(平均値が標準偏差の 3 倍のときの PSA

濃度)を指標として、反応工程・検出条件の最適化を行

った。 

 

４．研究成果 

フェニルボロン酸による糖鎖認識および PIM により導入した官能基によるアミノ酸残基認識の

認識効果に加えて、二段階目の PIM により導入した蛍光分子による PSA の高感度・高選択的蛍

光検出が可能なナノキャビティを持つ MIP 薄膜の創製を目指した。PSA にチオール基を導入し

た PSA-SH を鋳型分子とし、このチオール基を利用してセンサ基板上への固定化と PSA への重

合官能基の導入を行った。糖鎖認識部位形成のためのフェニルボロン酸機能性モノマー、及び親

水性コモノマーと架橋剤を加えて表面開始原子移動ラジカル重合を行い PSA インプリントナノ

空間を形成した。続いて、PIM によりこの空間内に相互作用部位であるカルボキシ基と、蛍光分

子を導入した。表面プラズモン共鳴(SPR)測定と蛍光顕微鏡測定により、得られた MIP 薄膜の

PSA 認識能を評価した。 

SPR 測定より、得られた MIP の PSAに対する結合定数は 1.2×10-9 M-1であると見積もられた。

また、糖鎖をもつγ-グロブリンおよび糖鎖を持たないヒト血清アルブミンを用いた対照結合実

験では、MIP 薄膜は PSA を有意に識別可能であった。さらに、蛍光顕微鏡測定では分子インプ

リント空間内にのみ蛍光分子を導入することによって、良好な S/N 比を実現し、SPR 測定結果

と比較してより高感度で PSA を検出可能であることが示唆された。 

 

プラズモニックチップ関係の結果は、特許出願のために現時点では公開できない。 

 

図 1 全自動小型 SPF 分析装置全体図 
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