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研究成果の概要（和文）：分子インプリンティング法による人工ナノレセプターを用いて、アル

ツハイマー病疾患マーカーのタウ蛋白を非標識で簡便に検知できるバイオチップの開発を行っ

た。レセプター表面への非特異的吸着を抑制するため、アミノ基とホスファチジルコリン類似

基由来のポリマーを新規に合成し、S/N 比を増強させる事に成功した。分子認識界面を高精度

に作製するため、インクジェット技術を新たに導入し検討を行ったところ、従来より約 3倍バ

ラつきを低減させる事ができるようになった。 

 

研究成果の概要（英文）：We studied to develop a novel label-free biochip device for early 
diagnosis of Alzheimer's disease using molecularly imprinted-based artificial receptors. 
In order to improve the nonspecific adsorption on surface of nano-artificial receptors, 
the newly functional polymer, which includes both phophorylcholine and amino groups, was 
synthesized and accomplished to increase signal to noise ratio. Ink-jet printing 
technology has been included for the accurate preparation of bio-recognition interface, 
and got in about three times lower variations from calibration curves as compared to 
previous studies. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）テーラーメイド医療や再生医療の実現
を目指し、容易に薬効予測や治療後の経過観
察を行う、ポイント・オブ・ケア（POC）検
査用のバイオチップを開発する研究は日進
月歩で行われているが、早期に診断を可能と
するセンサ型のバイオチップは、結果のバラ
つきや効果判定の不確実性、使い勝手の悪さ

など、様々な技術課題を解決する事が求めら
ている。しかし、天然の生体分子認識素子は
至適な pH や温度等、リガンドと特異的に結
合する環境を準備・維持する必要があるため、
POC 検査に資する実用的なバイオチップを開
発する上で困難である。これに対し、生体反
応特有の「かたち」をナノスケールで人為的
に模倣する、分子インプリンティング法(MIP
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法)と呼ばれる技術を駆使すれば、生体分子
に必要とされる環境を準備せずとも、リガン
ドを特異的に結合・認識できるため、本技術
を用いた応用研究が注目されている。 
 
２．研究の目的 
（１）高機能バイオミメティック材料を合成
し、標識剤等を使用せず、化学的安定に POC
検査を行う事ができる、新しいバイオチップ
を開発する事を目的とする。抗体等の生体分
子素子に比べ、MIP はポリマーの網目構造内
の単位容積あたりに対する、リガンドの特異
的結合部位数が多いため、濃縮効果による高
感度化と、非特異的吸着を抑制する親水性ポ
リマーをシームレスに MIPレセプターへ導入
する事により、高感度で高精度なバイオチッ
プの作製を目指す。 
 
（２）厚生労働省は国内のアルツハイマー
(AD)病患者数が、2050 年には 500 万人に達す
ると試算しており、臨床医療等の分野で POC
検査を用いてこれらを早期に診断できる技
術の成熟化が、強く要望されている。本研究
では、AD 病のサロゲートバイオマーカーであ
るタウ蛋白を、MIP レセプターで迅速・高精
度に検知する事を目的に検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）MIP 法は、リガンド分子に対する鋳型
を作るモノマー等を共に混在させ、自己凝集
化によって材料合成を行う鋳型合成技術で
あり、簡便で安価に調製できる事を特徴とす
る。しかし、タンパク質のような巨大分子で
表面に電荷を持つ官能基が多く存在する場
合、タンパク質通しが凝集する事による非特
異的な相互作用の影響を受けたり、又は、架
橋反応後に鋳型構造を保持しつつ、テンプレ
ート分子を可逆的に取り除く事が困難にな
る。そこで、タンパク質の形状追随性をナノ
スケールで維持するため、MIP レセプターの
調製条件を局在型プラズモン共鳴法(LSPR)
を利用して評価・検討を行った。LSPR は、ナ
ノメートル貴金属構造体より観察される光
学現象であり、標識に伴う煩雑な操作が不要、
リアルタイムな高感度測定が可能、小型かつ
安価等の優位点を有する。 
 
（２）LSPR 応答を多角的に検出するため、複
数の MIP チップを合成し、チップ毎に結合パ
ターンを多変量解析する事で評価法を検討
する。MIP の合成は、アクリルアミド系の水
溶性モノマーを用いて合成を行ったが、MIP
膜への非特異的な吸着を抑制するため、MIP
膜へ簡便に導入する事が可能な官能基を有
する、ホスファチジルコリン類似基由来のポ
リマーを新規に合成する事を検討した。 
 

４．研究成果 
（１）金キャップナノ構造チップを作製する
ために、金基板表面へ粒径 100 nm のシリカ
微粒子を展開し EDC を用いて共有結合させ、
LSPR 応答により粒子密度の制御を検討した。
その結果、展開させるナノ粒子が増加するに
つれ、粒子の密度制御が困難になったため、
安定なナノ構造体をスループットに作製で
きない事が判明した。 
 そこで改善策として、ナノインプリンティ
ング法を用いて金キャップナノ構造体を作
製したところ、最高で 50 nm の解像度を有す
るチップの作製に成功した。これにより、チ
ップのセンシング面積を広くし、かつ高いス
ループット量産性が可能なバイオチップ基
板を得た（図 1）。実際に作製された金キャッ
プナノ構造体チップで LSPR 応答を観察した
ところ、良好な検出応答を得られる事が分か
った。 
 次に、タウ蛋白に対する MIP ポリマーを合
成し、LSPR 応答による吸着評価を検討した。
その結果、残存する非特異的吸着の程度によ
り LSPR の光学現象が大きく干渉され、検出
応答がバラつく事が分かった。 
 そこで非特異的吸着の抑制が期待できる
ホチファチジルコリン類似基とアミノ等の
官能基を有するポリマーを新規に合成し、
S/N 比の増強が可能であるかを検討した。そ
の結果、新規に合成したポリマーは非特異的
吸着を抑制できるだけでなく、高分子電解質
的性質により、タンパク等の大きな分子を選
択的に認識する上で、静電的に吸着をコント
ロールする事ができる事が分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）金キャップナノ構造体チップの上に、
抗体分子と MIP薄膜を各々調製し表面状態を
比較した。抗体固定界面は、数百ナノメート
ルの表面凹凸構造が認められたが、MIP 界面
はそれら凹凸構造が殆ど認められなかった。
そこで、MIP の調製工程で必要な重合時間を
0.1-5.0 分の間で検討を行ったところ、2 分
以下の時にターゲット分子の吸着に伴う僅

 

図 1:金キャップナノ構造体に基づいた MIP
バイオチップデバイス 



かな LSPR 応答が認められはじめた。 
 抗体固定チップでは自己組織化単分子膜
(SAM)を介し共有結合的に素子を固定化させ
るが、MIPR チップは金キャップナノ構造体表
面でランダムにテンプレート分子を配置・重
合させる事により薄膜を調製し固定化させ
るため、ターゲット分子を捕捉する結合サイ
トの分布や、その密度を抗体固定界面のよう
化学的に配置・制御する事が困難である。よ
って、LSPR 応答によるバックグラウンドと
S/N 比がチップ毎に大きくバラつくため、多
角的なプロファイリング解析を正確に行う
事が困難である事が分かった。 
 そこで、この問題を解決するため、化学結
合によりテンプレート分子を予め SAM表面に
共有結合的に固定化し、MIP がナノオーダー
の薄膜になるよう、重合時間と作製工程の条
件を変える事で結合サイトの分布と密度を
化学的に制御し、バラつきの低減が可能であ
るかを検討した。又、テンプレート分子を固
定化する際に、ピコリットルオーダーで素子
を正確に配置できるインクジェットプリン
ト技術を新たに活用し MIPチップを作製した。 
 その結果、重合時間が 0.5 分の時に、バッ
クグランドのバラつきが従来より約 3-4倍低
減させる事が可能である事が分かった。同時
に、シグナル値の低下も観察されたが、全体
として S/N 値は増加したため、プロファイリ
ング化による高精度な検知のための良好な
結果を得るに至った。 
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