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研究成果の概要（和文）：蛍光センサ色素や生体由来の分子識別素子を複数回重ねてマイクロコ

ンタクトプリンティングすることで、一つのチップ上に複数種の極微小オプティカルバイオケ

ミカルセンサを構築すると共に、作製したオプティカルバイオケミカルセンサを用いて化学物

質の２次元的な分布の経時変化を画像化することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Several kinds of micro optical biochemical sensors were 
integrated on one chip by stamping fluorescence sensor dyes and enzymes repeatedly. 
By using this integrated biochemical sensors chip, planar and temporal distribution of 
chemical species could be successfully visualized as the changes of fluorescence 
intensity. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、生命科学研究におけるイメージング

の重要性が急速に増している。バイオチップ
もＤＮＡチップ、プロティンチップから細胞
チップへとつながり、今後組織チップの時代
の到来が予想される。そこでは動植物組織や
器官中におけるダイナミックな挙動を、物質
移動情報も含めてリアルタイムで可視化す
る必要がある。そのような背景から単一細胞
に対応できる高い分解能（解像度）を有し、
かつ多項目の計測が可能な２次元イメージ
ング技術が強く要望されている。ところでヒ

トの目を模して作られた現在のデジタルカ
メラでは数十µm 程度の大きさのホトダイオ
ードが数百万個並んだＣＣＤカメラに、赤、
緑、青の透過フィルターが規則正しくならん
だ原色フィルターを組み合わせてカラー画
像を取得している。そこで研究代表者はこの
デジタルカラーカメラの構造を模した多項
目同時計測が可能なケミカルイメージング
センサを、細胞レベルの分解能で創製しよう
と考えた。すなわち、直径 10µm 程度のバイ
オケミカルセンサを、一つのチップ上に２～
４種類、交互に規則正しくアレイ状に数十～

機関番号：１３２０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：２１５６０８０８ 

研究課題名（和文） 高度集積化多機能バイオケミカルイメージングチップの創製と 

組織機能解析への応用                    

研究課題名（英文） Development of Highly Integrated Multifunctional Biochemical  

Imaging Chip and Its Application to Tissue Function Analysis  

研究代表者 

鈴木 正康（SUZUKI MASAYASU） 

富山大学・大学院理工学研究部（工学）・教授 

 研究者番号：70226554 

 
 



 

 

数百万個並べることにより全く別の世界を
見れる「バイオケミカル・アイ」を創製でき
ると考えた。そこで本研究では、そのような
蛍光型センサの集積化技術と、蛍光型センサ
を用いたイメージング技術の基礎について
検討を行うことにした。 
 

２．研究の目的 
一つのチップ上にマイクロコンタクトプリ

ンティングを複数回重ねて行うことで、複数

の蛍光プローブ色素や酵素をパターニングし

、複数種の極微小バイオケミカルセンサをデ

ジタルカメラと同様に、スポット径10µmで、

アレイ状にかつ交互に形成する。さらに従来

不可能であった極低倍率での蛍光イメージン

グを可能にするためにユニバーサルズーム顕

微鏡と高速共焦点スキャナユニットを組み合

わせた測定システムを構築する。これにより

10µmレベルからmmレベルまで１つの計測デバ

イスで動的挙動が定量的に捉えられるバイオ

イメージング法を実現する。このチップは、

人の目やデジタルカメラを模して、同様の構

造で、ほぼ同レベルのサイズ、集積度で配置

するもので、国内外で例のない「バイオケミ

カル・アイ」とも言えるものである。そして

このチップは今後生命工学分野の中心課題の

一つとなると考えられる動植物組織中での細

胞間機能解析に極めて有力な実験ツールにな

ることを実証する。 
 
３．研究の方法 
（１）バイオケミカルセンサアレイの形成 
マイクロコンタクトプリンティングを複

数回繰り返すことで１つのチップ上に複数
種のバイオケミカルセンサを形成する。また
酵素センサのマイクロコンタクトプリンテ
ィングによる作製について検討する。 
 
（２）バイオケミカルイメージング 
化学センサ膜、酵素センサ膜を用いて化学

物質濃度の２次元的分布の経時的変化を蛍
光強度の変化として画像化するための、セン
サ膜の応答速度評価、センサ応答の明確化、
画像データの処理方法等について検討する。 
 
（３）組織切片の細胞機能解析への応用 
バイオケミカルイメージングセンサを用

いて組織切片レベルでの細胞機能解析が行
えることを究極の目的として、腫瘍細胞解析
に有用なグルコースセンサ膜及び乳酸セン
サ膜、神経細胞解析に有用なアセチルコリン
センサ膜の作製、機能評価、イメージングへ
の応用を行い、組織切片への応用を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)バイオケミカルセンサアレイの集積化 

まず研究代表者が開発に成功している同
一種センサ型のマイクロスケール化学セン
サアレイを用いてケミカルイメージングの
基礎検討を行った。ｐＨセンサアレイはＤ
ＬＣ（ダイアモンド様カーボン）で被覆さ
れたガラス上にアミノ基を導入した基板に
ｐＨ応答性蛍光色素であるＦＩＴＣをスポ
ット径10µmでマイクロコンタクトプリン
ティングして作製した。酸素センサアレイ
は、上述の基板でアミノ基の代わりにSO3
基を導入した基板にナフィオンに溶解させ
たルテニウム錯体を同様にマイクロコンタ
クトプリンティングして作製した。また多
様な倍率での蛍光イメージングを可能にす
るために、ユニバーサルズーム顕微鏡（5X
～400X）［2009年度設置］に高速共焦点
スキャナユニットを装着した測定システム
を新たに構築した。 
次にマイクロコンタクトプリンティング

を複数回繰り返すことで一つのチップ上に
複数種のバイオケミカルセンサを形成した。
本研究ではｐＨセンサと酸素センサ、グルコ
ースセンサと乳酸センサの集積化をそれぞ
れ行った。前者は 40μm ピッチで 10μm 径
の酸素センサアレイをマイクロコンタクト
プリンティングしたのち、20μm ずらしてｐ
Ｈセンサアレイをスタンプして作製した。後
者はユーロピウムテトラサイクリンを用い
た 10μm 径の過酸化水素センサアレイをマ
イクロコンタクトプリンティングにより 20
μm ピッチで作製した後、その上に、グルコ
ースオキシダーゼと乳酸オキシダーゼを交
互にスタンプして、架橋剤のグルタルアルデ
ヒド雰囲気下で架橋することで、グルコース
センサと乳酸センサを集積した。各センサの
応答の独立性を評価したところ、ｐＨセンサ
と酸素センサ、グルコースセンサと乳酸セン
サ、のいずれにおいても極めて近接している
にもかかわらず応答の独立性が確認できた。 
図１にｐＨセンサと酸素センサを集積した
場合の結果を示す。 
 
(2)ケミカルイメージングへの挑戦 

まずケミカルイメージングの基礎的検討
として、最初に特にイメージングに重点を置
いて検討した。イメージングの観点からセン
サ応答の迅速性は重要である。そこでまずＦ
ＩＴＣを用いたｐＨセンサ、ルテニウム錯体
を用いた酸素センサの応答速度を評価した。
その結果、ｐＨセンサでは蛍光増加時が 4.0
秒、同減少時が 2.0 秒、酸素センサでは蛍光
増加時が 3.5秒、同減少時が 3.0秒と、一般
的な動的現象のイメージングには充分適用
できることがわかった。次に実際にケミカル
イメージングを行った。Ｙ字流路を用いて、
pH4.5 と pH9.3 の緩衝液、酸素を通気した蒸
留水と 5%亜硫酸ナトリウム水溶液のそれぞ 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) ｐＨセンサスポット 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 酸素センサスポット 
 
図１．集積化ｐＨ、酸素センサアレイの応答
特性。pH7(1), pH7(2), pH7(3) はそれぞれ
酸素通気、無処理、窒素通気した pH7のリン
酸緩衝液を示す。 
 
 
れの混合時のｐＨや酸素濃度の分布状態の
ダイナミックなイメージングを行った。図２
に結果の一例を示す。その結果、蛍光強度変
化を指標に、混合状態のケミカルイメージン
グに成功した。次にｐＨセンサと酸素センサ
を交互に配した集積化センサアレイを用い
て同様にｐＨと酸素の同時イメージングを
試みたところ、両センサの応答の独立性を確
認できた。このように成果の得られたｐＨセ
ンサ膜、酸素センサ膜を用いた微小流路にお
けるケミカルイメージングについてさらに
様々な形状の微小流路中でのケミカルイメ
ージングも行うことが出来た。 
 
(3)組織イメージングの実現に向けて 

最後に化学センサ膜や酵素センサ膜を用い

たバイオケミカルイメージングの組織イメー

ジングへの適用を図った。酵素センサとして

は組織中の腫瘍細胞検出のためのグルコース

センサ膜及び神経細胞の機能解析に必要なア

セチルコリンセンサ膜について作製・評価を

行った。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２．Y 字流路を流れる、３０分間酸素通気
した蒸留水(A)と 5%亜硫酸ナトリウム水溶液
(B)のケミカルイメージング。ＡとＢの流速
(µl/min): (a)50,250; (b)150,150; (c)250, 
50. 
 
 

 グルコースセンサ膜はルテニウム錯体を含

むナフィオンをマイクロコンタクトプリント

して形成した酸素センサ膜上にグルコース酸

化酵素とアルブミンの混合溶液を重ねてスタ

ンプし、グルタルアルデヒド雰囲気下で架橋

して形成した。しかしグルコース濃度の相違

を蛍光強度の差異として明確にバイオケミカ

ルイメージングすることは出来なかった。直

接酵素液を塗布したところ、蛍光変化を見る

ことが出来たので、酵素の固定化量が充分で

ないことが原因と考えられた。そこでスタン

プの作製方法を検討し、インク保持能の向上

を図ることで、グルコースセンサによるグル

コース分布のイメージングを行うことに成功

した。 

 次にアセチルコリンセンサアレイを作
製した。アセチルコリンセンサは当初予定し
ていたｐＨセンサへの酵素アセチルコリン
エステラーゼの積層では迅速な応答が得ら
れなかった。そこで応答の迅速化を目指して
酵素を直接ＦＩＴＣで修飾したものをスタ
ンプした。しかしこうして作製したセンサア
レイでは酵素の失活により応答はほとんど
得られなかった。そこでＦＩＴＣ修飾したア
ルブミンと酵素を混合したものをスタンプ
して架橋することにした。その結果、図３の
検量線に示すように 0.002mMのアセチルコリ
ンが検出可能となった。 

アセチルコリンセンサ膜はｐＨ応答性蛍光

色素のＦＩＴＣを結合させたアルブミンを酵

素アセチルコリンエステラーゼと混合してス
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タンプしたのち架橋して形成した。しかし架

橋後洗浄すると多くが脱離した。ＦＩＴＣが

アルブミン表面のアミノ基に結合し、架橋に

必要なアミノ基が不足していることが原因と

考えられた。そこでＦＩＴＣ標識していない

アルブミンをさらに添加して膜を形成したと

ころ洗浄に伴う蛍光強度の低下は見られなく

なった。アルブミンの代替としてアミノ基を

より高密度で持つポリ-Ｌ-リジンでも行った

がほぼ同等の結果であった。これによりアセ

チルコリンのイメージングが可能となった。 

 今後、開発したバイオケミカルイメージン

グ技術の組織切片への応用を遂行していく。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．アセチルコリンセンサの検量線 
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