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研究成果の概要（和文）：リポソーム物理センサのセンシング手法として検討する開口プローブ誘電分散解析にて、複
数のセンシング分子としての脂質種を使用でき、かつ異なるターゲットバイオ分子種・条件を同時に計測するためのア
レイ計測システムを構成し、基本動作が可能であることを確認するとともに、複数セルの利用、測定から、健常者ヒト
血清中でもAβ(1-40)の脂質膜(生体模擬膜)上の線維伸長・凝集反応現象を同誘電分散スペクトルでの誘電緩和幅変化
から検出できた。申請者の他のセンサ技術であるカンチレバーセンサの測定からも同様の現象を確認できた。異なる脂
質膜間ではAβとの相互作用強度が異なることが明白になり、本センサ感度向上の知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new biosensing system composed of arrayed cell structure for 
dielectric dispersion analysis (DDA) of interaction with phospholipid membrane of liposome in order to 
enable to use plural different phospholipids as sensing molecule, as similar to cell membrane, and to 
measure simultaneously plural different target biomolecules such as proteins with different conditions. 
When measuring with normal human serum, we have successfully observed phenomena relating to 
fibrillization and/or aggregation of Aβ(1-40) with interaction of the liposomes by the DDA, also 
confirmed by a different sensing of cantilever sensor. Finally, we have detected 1 microM Aβ(1-40) by 
the DDA method, implying that the concentration in Alzheimer disease patient (20-500 nM) could be 
measured by an order of improvement.

研究分野： センサ工学
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  ２版



１．研究開始当初の背景 

高齢者人口の加速度的増大に伴い蛋白
質異常化凝集・蓄積型疾患であるアルツハ
イマー病(ＡＤ)予防のための初期早期診
断、同時に簡易診断の重要性が益々高まっ
ている。それに対して簡易・短時間測定を
可能とする診断チップ技術の重要性が強
く認識されており、従来のバイオ化学分析
技術とは異なる技術の具体化が非常に期
待されている。 本申請研究の対象とする
ＡＤ原因物質と考えられるＡβ蛋白質の検
出には、現在国内外の臨床現場では
ELISA(酵素免疫吸着測定法)が主流、研究
ベースで SPR( 表面プラズモン共鳴)が主
要な方法となっており、最近特に血漿中Ａ
βやＡβ凝集体の中でもＡβオリゴマー
の挙動がバイオマーカーとして注目され
ているがまだ詳細不明である。前者の方法
は蛍光標識分子を用いた精密測定であるが
時間、手間がかかり煩雑である、後者は標
識フリーであるが精密光学系とその精密な
調整が必要、という点で本格診断以前の初
期簡易診断には必ずしも適していない。 
それら主たる手法に対して、本申請者が

研究してきたリポソームバイオセンサ(特
に熱化学反応センサ、誘電分散解析セン
サ)は物理量の電気電子計測原理だが、同
センサで人工細胞膜上にＡβ(1-42),Ａβ
(1-40)凝集、線維伸長が生じている状況を
測定した結果、経時的な凝集・伸長現象に
対応する物理量(吸発熱量、誘電緩和幅)の
変化を検出しており(p.2,図 A,B)、同図から
Aβ の成長に対応して熱化学反応熱の温度
スペクトル、水和水挙動が明白に変化して
いることが分かる。この変化は Aβ検出の
マーカーとなり、また各々分、秒オーダー
の短時間で計測できることから、簡易診断
の手法に繋がると考えられる（Noda et al., 
IEEE Sensors 2009, Micro TAS 2009、未
発表内容有）（Ａβ(約 10M)凝集・線維伸
長像は光学/電子顕微鏡で同時に確認）。 

 

２．研究の目的 

生体細胞（脳細胞）上でのＡβ蛋白質の
異常化凝集・線維伸長現象を、人工細胞膜
（脂質膜リポソーム）上で模倣して同Ａβ
を凝集、伸長させ検出するリポソームセン
サのＡＤ早期簡易診断への適用可能性を
検討する。研究項目は、 

１）候補センサ技術（熱化学反応センサ、
誘電分散解析センサ）を高感度化（目標Ａ
β濃度 50-200 nM 検出）し、Ａβ検出時同
出力の基本的スペクトル特性を詳細に解明
する。 

２）バイオ技術：Ａβオリゴマー検出用リ
ポソームの検討を行う。 
３）上記１）、２）で高感度化されたセンサ
を用いて、各重症度のアルツハイマー病患
者血液でのアルツハイマー病Ａβマーカ

ーとなるセンサ信号の抽出と選択を、従来
の実績ある臨床医学研究結果と比較して行
う。 の３つであり、これらを連動して進
める。 
 

３．研究の方法 

１）リポソームセンサＡβ検出高感度化の
研究 （１）誘電分散解析センサ： 
Ⅰ．センシング原理面 
従来の検出対象である誘電緩和幅以外に、 
①誘電緩和周波数の変化を評価 
②誘電損失強度の評価(複素誘電率の虚
部)：通常使用の同実部の誘電率と比べて、 
 
Ⅱ．センサエレクトロニクス向上面 
①プローブ開口面の表面状態が検出特性
に与える効果、影響 
・プローブ表面処理プロセスによる高感度
化の考察検討 
 
（２）バイオ技術：Ａβオリゴマー検出用
リポソームの検討 
①リポソーム種、混合、添加物質の検討 
②血液模擬系である血清蛋白質を添加した
水溶液での評価 
③同血液模擬系でのＡβオリゴマー評価
(濃度等) 
 
２）ＡＤ患者血液を最終ターゲットとして
使用、評価する臨床医学的研究 
（１）研究分担者大学病院での倫理委員会
審査依頼 
（２）承認後、ＡＤ患者血液の入手、生化
学状態の確認 
Ⅰ．ＡＤ患者血液での測定 
Ⅱ．同血清中オリゴマーの存在状態(種類、
濃度等)をパラメータとした測定 
 
以上の方法を計画して研究を進めた。 
 
４．研究成果 
１）リポソームセンサＡβ検出高感度化の
研究 （１）誘電分散解析センサ： 
Ⅰ．センシング原理面 
①誘電緩和周波数の変化を評価 
周波数挙動を精密に測定するためには周波
数分解能の向上が必要であり、従来の 201点
/1-6GHz から４倍、８倍の高分解能測定が行
えた。その結果、従来単一誘電緩和とみなし
ていた緩和スペクトルが、４倍測定でも複数
の緩和形状が測定回数 N=20 で再現性良く観
察できた(未発表)。しかし測定条件の変更に
なるため、従来測定結果からの連続的な議論
が難しいこと、また上記複数の緩和スペクト
ルの起源を先に検討することが妥当、必要で
あることから、測定技術向上の結果を確認で
きたという点で一旦延期することにした。 
 
②誘電損失の変化を評価 
通常測定している複素誘電率の虚部データ



を見直した。誘電スペクトルでの肩状の誘
電緩和幅変化の計測に比べ、単一ピーク形
状となる誘電損失は計測しやすいため、高
精度測定で有利と考えたが、実際には背景
雑音損失スペクトルがかぶるため、通常の
誘電率緩和測定と比較しても同等の精度で
あることが分かった。よって従来からの誘
電緩和測定手法を継続することとした。 
 
Ⅱ．センサエレクトロニクス向上面 
①プローブ開口面の表面状態が検出特性
に与える効果、影響 
・表面洗浄と再現性、・測定原理での前提
と表面分子修飾の妥当性 
本開口プローブ法の原理は電磁気学から導
出された近似解析式で記述され、開口部近傍
の測定対象媒質の複素誘電率は一定と仮定
されている。そのためプローブ金属材料レベ
ルの導体とはならないプローブ金属表面形
成分子は測定対象媒質側に含まれると原則
は推定されるので、現実の測定を阻害する可
能性が高いと考えられるが、測定対象媒質の
体積と表面形成物の体積は数桁違うためそ
の影響は小さい可能性もある。よって表面分
子修飾の有用性を期待したが、本研究の主目
的からは、測定対象媒質として開口面近傍に
十分大きい体積を有しその平均的な変化を
定量的に検出すべきとの考えから、プローブ
開口面の表面分子修飾は優先しないことに
した。 
②アレイ化システム 
バイオ化学技術の観点からは本手法により
脂質膜、ターゲット分子双方の複数条件での
測定を効率よく行い統計情報処理に行うこ
とが、従来のバイオセンサ技術でも明らかで
あるため、本研究で新規にアレイ化測定シス
テムを構成した(図１)。 

 
図１ 誘電分散解析アレイデバイス構造 

図２ アレイ全セルでの測定結果(アセトン) 

図３ 同一試料(DPPC+CAB)のアレイ複数セルでの 

誘電分散スペクトル(4GHz付近に誘電緩和有り) 

 
まず標準溶液アセトンで全セルを測定した
結果、十分な絶対値と均一性を確認できた
(図２)。次に実際の蛋白質 CAB を DPPC リポ
ソームに添加し同一条件で複数セルで同時
測定の結果、同等スペクトルを得た(図３)。 
 
（２）バイオ技術：Ａβオリゴマー検出用
リポソームの検討 
①リポソーム種、混合、添加物質の検討 
生体細胞、特に脳細胞を構成する主要脂質の
一部の検討を行った。最も存在比率が高い
DPPC をはじめ、親水基が同じ POPC, DSPC, 
DMPC、そして親水基が異なる DPPE, DPPG を
検討している。また生体細胞膜に多く存在す
るバイオ分子としてコレステロール添加を
検討した。これら複数の脂質種膜を本研究の
誘電分散解析以外に、カンチレバーセンサを
用いてＡβ(1-40)の動態を測定、評価した。 

図４ 異なる脂質種上での A線維伸長・凝集による誘電

緩和幅変化の経時特性（A濃度：） 

図５ 異なる脂質種上での A線維伸長・凝集によるカン

チレバーセンサ出力の経時特性 
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Aはﾓﾉﾏｰｵﾘｺﾞﾏｰ線維前駆体を経て線維成
長開始に至って急激に成長、凝集反応を生じ
るがその経時変化がどの脂質種上でも観察
され、図４の誘電分散解析と同様傾向の結果
が図５のカンチレバーセンサ測定でも得ら
れた。また相互作用強度の違いが各脂質種で
確認された。 
 
②健常者ヒト血清中Ａβ線維伸長・凝集評
価 
上記①の測定実験と連続して、健常者ヒト血
清中でのＡβ(1-40)の動態を測定、評価した。 
製品入手できるヒト血清中に存在する多種
類の蛋白質等はＡβのような経時的な動態
を示さないことが他生化学手法で報告され
ているが、本研究での手法(誘電分散解析、
カンチレバーセンサ)でも同様に、純水溶媒
中では示さない出力が存在するものの経時
的変化は示さなかった。よってヒト血清中で
のＡβ動態測定・評価が本研究の手法で可
能性がある示唆を得た。 

図６ ヒト血清中での異なる脂質種上での A線維伸

長・凝集による誘電緩和幅変化の経時特性 

図７ ヒト血清中での異なる脂質種上での A線維伸

長・凝集によるカンチレバーセンサ出力の経時特性 
 
図４の純水溶媒中と誘電分散特性と異なり、
図６の低濃度 Aでは凝集反応完了以
降のh 以降で緩和幅増加が減少している。
一方、図７のカンチレバーでは同減少は見ら
れていない。両センサの測定対象とする現象
メカニズムの相違に対応する可能性が考え
られる。 
 
２）ＡＤ患者血液を最終ターゲットとして

使用、評価する臨床医学的研究 
Ⅰ．本研究期間中に行われた研究分担者大
学病院での倫理委員会審査の結果、まずＡ
Ｄ患者血清製品での事前評価を行い、その
結果検討後、同学病院実患者生体液(血清、
脳髄液)で評価することになった。期間中
は血清市販品の選択を検討したが、各品で
のＡβ濃度が不明であるため、初期結果と
して２，３種購入測定することとした。（そ
の後、当大学で同液のオリゴマー評価を行
う可能性有） 
Ⅱ．Ａβ合成オリゴマー測定の計画化 
実患者生体液を用いる手法と同時に、Ａβオ
リゴマーを生化学的に合成する技術があり、
本研究期間からの継続となるが、同大学でオ
リゴマー濃度や関連特性を調製したＡβ
溶液を測定する計画を検討した。 
 
なお１）リポソームセンサＡβ検出高感度化
の研究として（３）熱化学反応センサ - マ
イクロボロメータ を計画していたが、装置
修繕後もボロメータ薄膜形成用スパッタ装
置の製膜状態を改善できず、研究時間の観点
で研究進展効率化のため、上記項目（１）、
（２）に注力した。 
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