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研究成果の概要（和文）：微小電極を構築した基板上で電気化学反応を制御することで、DNAやタンパク分子を接着、
あるいは非接着する面を構築できる方法を確立した。（電気化学パターニング法）本方法では200μmφの電極対25対を
集積した4㎜四方の任意の位置に、タンパク分子を配列できることが明らかとなった。さらに従来試験管の中で遺伝子
からタンパク分子を発現させる無細胞タンパク発現がこのような電極基板上でも進行し、このタンパク発現が電圧変化
として検出できることを見出した。入力信号である遺伝子配列を一連の酵素群が精密に認識し、その結果タンパク合成
が行われ、出力信号として検出できることが証明された。

研究成果の概要（英文）：We have been established an electrochemical patterning method which is possible to
 control an immobilization of DNA or protein molecule by an electrochemical reaction on a microelectrode m
ounted on a circuit board. Patterning of protein on 4mm area has been achieved where 25 pair of microelect
rodes of 200 micrometer was integrated. We also found that traditional cell-free protein synthesis method 
in a test tube using a template DNA could be progressed on a microelectrode mounted on a circuit board and
 an expression of a protein could be detected.

研究分野：

科研費の分科・細目：

電気電子工学

キーワード： DNA　遺伝子　タンパク　電子回路　バイオセンサー　DNAコンピューター

電子デバイス・電子機器
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１． 研究開始当初の背景 
 DNA は塩基配列の違いで特定の DNA を認識
する。この認識を電気信号に変換し、出力信
号パターンに変換する素子の開発を目標と
した。 
 
２． 研究の目的 
 そこで本研究では有機体と電子回路を融
合するインターフェースの開発に着手した。 
(1) 電極を構築した基板上で電気化学反応
を制御することで、DNA やタンパク分子が接
着する表面を構築する方法を確立する。 
(2) 試験管の中で遺伝子からタンパク分子
を発現させる無細胞タンパク発現技術を、電
極基板上で発現させる方法を確立する。 
(3) これらの方法で集積した生体物質が出
力信号として認識するか評価する。 
 
３．  研究の方法 

（1）電気化学パターニング法の開発 
 電極をパターニングした基板を作製し、電
極を電気化学的に除去した。この基板にタン
パク溶液を滴下すると、電極除去面のみにタ
ンパク分子が自己集積することを見出した。
この原理を利用して、基板上の任意の位置を
タンパク分子でパターニングする方法(以下
電気化学パターニング法)を開発した。 
（2）自己集積タンパクのセンサ応答性 
電気化学パターニング法で自己集積したタ
ンパクの応答性を、電気信号で検出できた。 
（3）タンパク発現電極チップの開発 
 タンパク分子が自己集積的に接合できる
化学修飾基板を開発した。この基板に電極を
構築し、遺伝子とタンパク発現因子を滴下す
ると、電極間に遺伝子配列どおりにタンパク
が発現し、かつこれを電気信号で検出できた。 
 
４．  研究成果 

(1) 電気化学パターニング法の開発 
 縦 3 ㎝×横 5cm×厚さ 1 ㎜のガラス基板の
表面に、Crを 100nm 積層させた Cr/ガラス基
板を作製した。フォトリソグラフィー法にて
Cr 面をパターニングし、基板中央の 4㎜四方
の面積に 150μmφの微小電極を 25 対集積し
た。この基板を N-2-アミノエチル-3-アミノ
プロピルトリメトキシシラン水溶液に 100℃
-40 分浸漬させ、ガラス表面をアミノアルキ
ルで修飾した。蒸留水で表面を洗浄後、アミ
ノ化修飾基板を得た。この基板を専用のパタ
ーニング装置（アーズ㈱製：無線センサモジ
ュール 2013 モデル）にセットした。この装
置は無線通信によって集積電極の任意の電
極の通電を制御することができる。PC に接続
した親機から専用ソフトによって数 µA 以下
の電流を数ミリ秒単位で操作可能であり、微
小電極の電気化学反応を精密に制御できる。 
 図 1に実験操作を示す。まず集積電極上に
5%塩酸水溶液 10µL を滴下し、初期電流値 2
～3µA で 50s 通電を行った。蒸留水で表面を

洗浄後、電極除去基板を得た。この表面に
100µg/mL ポリリジン/リン酸生理食塩緩衝液
（PBS）溶液（以降タンパク溶液と記載）を
10µL 滴下し、室温-5 分保持した。蒸留水で
表面を洗浄後、タンパク集積基板を得た。こ
の基板にタンパク分子のみと特異的に結合
する 5-カルボキシフルオレセイン N-スクシ
ンイミジル（以降蛍光標識剤と記載）を、
100µg/mL PBS 溶液として 10µL 滴下し、室温
-5 分保持した。蒸留水で表面を洗浄後、蛍光
標識タンパク基板を得た。1-4 番の電極対に
通電して電気分解を行った。[図 2] 比較の
ため 5番は通電していない。本実験条件で負
極側の電極が完全に除去され、ガラス面が露
出していることを確認した。またこの時に、
蛍光物質等は基板表面に存在していないこ
とを確認した。この基板にタンパク溶液を滴
下し蛍光標識剤で処理したところ、負極が除
去されたガラス面(図 2Lで電極が消失してい
る部分)に蛍光パターンが観察された。この
蛍光標識化剤はタンパク分子のアミノ基に
特異的に結合する。即ち蛍光パターンとして
観測されたガラスに、タンパク分子が自己集
積していることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 1 開発した電気化学パターニング法  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 電気分解面へのタンパクの自己集積化 
  
タンパク分子はアミノ基のような極性官能

（１）Ｃｒ/ガラス面に電極作製
　　　＋ガラス面をアミノ基修飾 

（２）酸性溶液中で陰極を電気　　
　　　分解

（３）タンパク接着面（斜線）が
　　 形成される

（４）タンパク溶液を滴下

（５）タンパク接着面のみ自己
　　 集積化

（６）自己集積化面を蛍光標識
　　　（蛍光パターン出現）
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基と静電的な相互作用、あるいは水素結合に
よる相互作用によって表面に吸着すること
が知られている。実施例 2と比較例 2の結果
からは、タンパク分子が本来吸着しやすいア
ミノ化表面よりも、電極を電気分解したガラ
ス面へ特異的に自己集積化することが示さ
れた。  
 
（2）自己集積タンパクのセンサ応答性 
 
 集積化タンパクの応答試験には、市販のセ
ンサ基板[図 3a，ウェルセンサ 3TM（アルバッ
ク成膜㈱）製]ならびにセンサ電圧検出器[図
3b，バイオセンサモジュール 2010 モデル（ア
ーズ㈱）製]を用いた。ウェルセンサ 3 はガ
ラス基板に Cr電極が片側 5対ずつ配置され、
測定部とパッド部以外は撥水性樹脂で被膜
されている。測定部分は直径 3㎜φの領域の
電極が露出しており（以降ウェルと記載）、
全てのウェルにおいて液体との接触面積が
等しくなるよう製造されている。このウェル
は7～10µLの液体を滴下すると液滴を形成し、
その濃度測定が可能である。 
  バイオセンサモジュール 2010 モデルはウ
ェルセンサ 3専用の測定器であり、センサチ
ップを装着した子機[図 3b]の測定データを
PC に接続した親機に送信し、これを専用ソフ
トでリアルタイムに計測できる携帯型計測
器である。1 回の測定でウェルセンサ 3 の 5
つのウェルのデータをパラレルに計測でき
る。ウェル中の液滴の電導度の計測データか
ら、溶液濃度や電極表面の分子の集積度が解
析できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3 センサチップならびに検出器外観  
 
 ウェルセンサを電気化学パターニングす
る工程を図 4に、センサチップ上に集積した
タンパクと認識タンパクの組み合わせを図 5
に示す。全ウェルに 10µg/mL抗ヒト血清アル
ブミン/PBS 溶液を 7µL ずつ滴下し、室温-5
分静置した。蒸留水で表面を洗浄後、抗ヒト
血清アルブミン集積基板を得た。これに所定

濃度の陽性抗原（ヒト血清アルブミン/PBS 溶
液）、ならびに陰性抗原（ウシ血清アルブミ
ン/PBS 溶液）を所定のウェルに滴下し、37℃
-30 分静置した。反応後、蒸留水で洗浄して
抗体+抗原積層基板を得た。これを再びセン
サモジュールに装着し、各ウェルに蒸留水
10µL滴下した後、2分間電圧測定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 電気化学パターニングによる集積手順  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 集積タンパクと認識タンパクの内訳 
 
 測定後、各ウェルの 0～60s の平均電圧を
求め、式(1)から相対電圧値を算出した。 
      
Rv＝2Vn/(VL2+VR2)  （1） 

 
Rv ：相対電圧値（＝センサ応答値）    
Vn ：ウェル nの検出電圧 
VL2：L 側ウェル 2（基準電極）の検出電圧   
VR2：R 側ウェル 2（基準電極）の検出電圧  
 
 次に式(2)から、陽性抗原ウェル⇔陰性抗
原ウェル間の応答パラメーターを定義した。 
                  
Pnm＝Rvn/Rvm       （2） 

 
Pnm：ウェル nとウェル mの間の応答性指標 
（ただし nと mは R側、L側の同じ番号 
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（５）抗体+抗原タンパク積層

（６）タンパク量の変化を純水
　　　の電導度変化で測定

（３）抗体溶液を滴下（自己集積）

（４）抗原溶液を滴下（反応）

（２）タンパク接着面（斜線）が形
　　  成される

（１）酸性溶液中でウェルセンサ
　　 の陰極を電気分解

 



 のウェル(陽性抗原/陰性抗原）の組み 
 合わせ) 
Rvn：ウェル nの相対電圧値      
Rvm：ウェル mの相対電圧値 
 

1 枚のウェルセンサで陰性抗原測定が 4 ウ
ェル、陽性抗原測定が 4ウェルのため、式(2)
ではその組み合わせが 8通りとなる。これを
算出してレーダーグラフで表示した。式（2）
で定義した応答パラメーターは理論上、陽性
/陰性の比の場合大きく、陰性/陽性の比の場
合小さくなる。そのため抗原抗体反応を認識
すると、8 つのレーダー軸は 4 方向に伸びた
応答パターンとなる。図 6に陽性抗原ウェル
と陰性抗原ウェル間の応答パラメーターを
示す。レーダーグラフの軸の略記で、数字は
ウェル番号、＋、-の表記は陽性抗原あるい
は陰性抗原の添加したウェルを示す。（例 
0-：陰性抗原を添加したウェル 0 ∴L 側ウ
ェル 0）図 6 で、4 軸方向に伸びた応答パタ
ーンが得られた。電気化学パターニングで自
己集積した抗体センサで、抗原をパターン認
識で検出できることが示された。 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
図 6 電気化学パターニング法でセンサチッ
プに集積した抗体タンパクに対する抗原タ
ンパクの認識パターン 
 
（3）タンパク発現電極チップの開発 
 
 ウェルセンサ[図 3]のガラス表面をシラン
カップリング剤を用いて、アミノアルキル基
で化学修飾した。これに図 7の手順で数種の
架橋剤を積層させ、タンパク結合層を形成さ
せた。[タンパク結合基板と記載] 
 図 8にタンパク発現と電圧検出の手順を示
す。タンパク発現前のセンサ基板に PBS 溶液
10µLを各ウェルに滴下後、2分間電圧測定を
行った。この平均値を各ウェルの基準電圧と
した。次に所定のタンパク発現成分と鋳型
DNA を指定のウェルに滴下し、37℃-1h 静置
した。鋳型 DNA には CAT 遺伝子配列を組み込
んだ大腸菌プラスミド DNA を用いた。[図 9] 
CAT 遺伝子からは、バクテリアが産生するク
ロラムフェニコール耐性酵素が発現する。反
応後の溶液は回収して、ゲル電気泳動法でタ
ンパク発現の確認を行った。基板は蒸留水で

洗浄後、再びセンサモジュールに装着し、PBS
溶液 10µLを各ウェルに滴下後、2分間電圧測
定を行った。この平均値を各ウェルの測定電
圧とした。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 タンパク結合基板の構造と作製手順 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 8 タンパク発現と電圧検出の手順 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図 9 鋳型 DNA の構造 
 
以下の式(3)から、相対電圧値を算出した。 
                    
  Rv＝V2/V1  （3） 
 
Rv：相対電圧値（＝センサ応答値）     
V1：タンパク発現前のウェルの検出電圧 
V2：タンパク発現後のウェルの検出電圧 
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 図 10  センサ上の反応回収液のゲル電 
        気泳動結果(赤丸：CAT タンパク,  
     分子量 260,00） 
 
 ゲル電気泳動法の結果から、センサ電極間
のタンパク結合層で CAT遺伝子から CATタン
パクが発現していることを確認した。[図 10] 
またセンサ測定の結果から、CAT タンパクが
発現しているウェルでは相対電圧が下がる
応答パターンが認められた。［図 11］鋳型 DNA
から発現した CAT タンパクは、センサ基板上
に自己集積的に接合し、これが溶液の電導度
に反映したと推察される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11  電極間に自己集積した CAT タンパク 
      のセンサ認識 
 
 本研究で考案した 2つの要素技術は、とも
に物理回路にタンパク分子を接合する技術
として有効であることが認められた。特に電
気化学パターニング法で集積した抗体は、市
販のセンサチップで抗原抗体反応をパター
ン認識した。今後 1枚のチップに複数の抗体
を集積することで、より詳細な疾病予測が実
現できるものと期待される。また将来的に半
導体回路に生体分子や細胞、組織を融合する
技術にも展開できることが期待される。 
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