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研究成果の概要（和文）： 

 生体細胞膜と同様の膜流動性を有する人工細胞膜リポソームをそのまま原型を保持して(イ
ンタクトに)Si 集積センサデバイスに固定化するバイオセンサデバイス技術を検討した。その
結果、リポソームを Si 集積センサデバイス上にインタクト固定化形状を約１日維持できる固定
化プロセスを構成できた。この技術を基にしてボロメータ熱化学センサ、漏れ電流センサ、カ
ンチレバー歪みセンサを設計・作製し、評価した結果、具体的対象タンパク質の有効な検出を
可能とすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have studied a series of biosensor device technologies based on immobilization of 
intact liposome on Si-integrated sensor structure. As a result, the immobilized liposome 
keeps its intact behavior more than 24hrs, meaning practically long time range for usual 
sensing. Based on the result, three type of liposome biosensor of microbolometer 
biothermochemical sensor, leakage current sensor and cantilever strain sensor are 
designed, fabricated and evaluated for detection of target proteins. Finally these 
sensors are confirmed to show their effective sensing performance.  
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１．研究開始当初の背景 
知能性バイオナノ材料として期待されて

いるリポソームは球形の閉鎖系小胞構造で
あり、本来のバイオ特性を発現するにはその

形状を維持する‘intact’(原型を保つよう
な)固定化が必要である。これは二次元配列
の脂質二分子膜自体の固定化よりもさらに
難しい。抗原抗体法、共有結合法等の三次元
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構造でのリポソーム固定は実現されており、
平滑な二次元平面上でも Self-Assembled- 

MonolayerやSi(Ti)O2上等での固定化が実証
されたが(T.H.Ha : Langmuir 17, pp.1999 

(2001))、固体センサ応用に使えるレベルには
現在十分には至っていない。固定化されたリ
ポソームは従来の溶液中の状態とは異なり、
固定化による力学的ストレスやデバイス固
定面との化学的相互作用・反応を受けて、各
種劣化、分子構造崩壊等が生じる。つまり固
定化されたバイオ分子は溶液中でのバイオ
分子が呈する物性と異なる物性を示すこと
が示唆される。またデバイス応用の観点から
は固定化されたバイオ分子(リポソーム)構
造の経時的安定化が必須であり、同分子構造
を相当時間維持できる固体材料、同表面、同
表面上バイオ材料形成条件を探索、検討しな
ければならない。そして、そもそもシリコン
集積回路プロセスに適合しうる固定化材料
という観点で、上記固定化方法は検討されて
おらず、研究開始当時は集積回路上でリポソ
ーム本来の特性発現は困難であった。 

 

２．研究の目的 
本申請研究では、バイオセンサ用知能性バ

イオ材料・分子としてその発展が非常に期待
できるリポソームを、シリコン集積回路上に
intact に固定化できる固定化材料、固定化プ
ロセスを検討、考案し、リポソーム特性の経
時的安定性、信頼性を向上できる同作製プロ
セスについての知見を得ることが第一の目
的であり、さらにこの固定化リポソームを用
いた有効なバイオセンサ（例えば構造異常化
蛋白質センサなど）の実現手法の提案、試作
検討を行うことが第二の目的である。 

以上によりバイオ材料として多くの応用
が期待されるリポソームのバイオセンサ化
に対して、固体デバイス的観点から非常に基
礎的な知見となる、リポソームのデバイス電
極等構成材料上固定化状態、そのインタクト
な固定化と固定化されたリポソーム構造の
保持安定化に必要な条件の解明を進めるこ
とにした。そして固定化されたリポソームを
Si デバイス構成要素とした用いたバイオセ
ンサを提案、作製することにした。 

 

３．研究の方法 
(1)リポソームのSi集積回路デバイス構造へ
のインタクトな固定化 
 閉鎖小胞構造を保持した状態で固定化さ
れた intact リポソームは、水溶液中に懸濁、
分散されたリポソームと同等の特性・機能を
保持できると期待できる。すなわち、十分な
膜流動性を有し、内水相／膜／外水相の界面
および水溶性物質を保持可能な内水相を固
体表面上に保持できるため、従来の脂質膜自
体の固定化よりも固定化細胞膜モデルとし

て望ましいと考えられる。基板表面の親水性
が十分大きくなればリポソームは崩壊せず、
そのままの状態で吸着することが報告され
ている。Si(Ti)O2や酸化金の表面では脂質二
分子膜形成に相当する量以上の脂質の吸着
が確認されている。またリポソーム調製粒径
に依存した質量増加が水晶振動子(QCM)法
で分かっている。つまりこれらは双方ともイ
ンタクトな固定化状態を示唆しており、基板
表面の親水性が極力大きい材料、あるいは親
水性を増加させる表面プロセスを導入する
ことが有効であると言える。 

 以上により、リポソーム固定化基板側から
のアプローチとして、Si プロセスに適用でき
る無機材料での親水性が高い材料系の確認
と表面親水化処理を進めた。この中で特に、
①インタクトに固定化したリポソーム分子
状態の評価方法の検討、②表面後処理プロセ
スによる親水性の向上の検討、を進めた。 
(2)インタクトに固定化したリポソームを用
いた熱量計測バイオセンサ（マイクロカロリ
ーメータ） 

 上記のリポソームのインタクト固定化が
できると、リポソームと生体関連バイオ分子
との相互作用による各種バイオセンサの提
案が可能になる。このステージでは、本研究
申請者が従来から検討を行ってきた微小温
度変化検知センサのデバイス手法（ボロメー
タによる温度センサ）を、リポソームの上記
生化学反応相互作用に伴う相転移状態の変
化を検知して、同相互作用の発生、発生量を
検知できる熱化学センサの構成方法に展開
する。インタクト固定化のため、最初は表面
間力の小さな、電気的に中性なリポソームを
調製する。例えば中性リン脂質 DPPC からな
るリポソームの 41.4℃における相転移に伴
う吸熱反応では、モルエンタルピーが
36.4kJ/mol なので、DPPC リポソーム 100

μl(1mmol/l)のサンプルが吸熱する熱量は、
3.64mJ となり(Hinz and Sturtevant 

(J.Biol.Chem., 247,pp.6071(1972))、これを
申請者が検討する Pt 薄膜ボロメータの抵抗
温度係数 0.1-1%/K の検知感度から試算する
と 10-100mK 程度の温度変化となり十分検
知できる。さらにこれを Si 一体化集積センサ
として同センサ情報を近傍形成した Si 集積
回路で信号処理できればインテリジェント
なマイクロバイオシステムオンチップが構
成できる。これらを検討するために、①リポ
ソーム固定化材料電極構造を用いた抵抗ボ
ロメータの構成検討、②抵抗ボロメータの設
計、作製プロセスの検討、③抵抗ボロメータ
の試作・評価、④抵抗ボロメータ用 Si 信号処
理用集積回路の構成検討、を順に行った。 

(3)インタクトに固定化したリポソームを用
いた漏れ電流計測バイオセンサ（マイクロア
ンメータ） 



 

 

 上記(2)とデバイス構造は基本的に同じで
あるが、インタクトリポソームと蛋白質等生
体分子との相互作用により、内水相に封入し
た導電性分子(例えばフェロシアン化鉄等の
電解質が相当)がリポソーム外に漏洩すると
漏れ電流が発生する。電解質を用いて行われ
たクロノアンペロメトリ法では本系より測
定サイズは 3,4 桁程度は大きく 100μA オー
ダーの検出がなされているが、上記(2)のブ
リッジ回路では pA 程度の微小電流を検知で
きるため、本バイオ反応は十分に検出できる。
この場合上記(2)で必要であった熱絶縁構造
も不要になるのでセンサ構造はより簡便に
なる。これらを検討するために、①リポソー
ム固定化材料電極構造を用いた微小電流計
用抵抗構造の構成検討、②微小電流計用抵抗
素子の設計、作製プロセスの検討、③微小電
流計用抵抗素子の試作・評価、④微小電流計
用 Si 信号処理用集積回路の構成検討、を順
に行った。 

(4)インタクトにリポソームを固定化したカ
ンチレバー型バイオセンサ 

 現在バイオ材料の評価技術を構成する手
法としてカンチレバーからなる AFM がよく
用いられているが、MEMS 技術によりデバ
イス内に作製したカンチレバーを使えれば
デバイス技術として高機能センサ用構成要
素として有効であり、このカンチレバー表面
上に固定化リポソームがあれば、さらに種々
のセンサ展開を図れると考えられる。当時本
研究代表者は W,Cr,あるいは塗布性絶縁膜を
最表面に有するカンチレバーを作製したが、
それらを基にその基本的な検討を進めた。尚、
カンチレバー作製プロセスは本研究代表者
らが従来から検討を行っているロボット用
触覚センサでの作製手法（SOI 基板上に形成
した多層薄膜構造の表面マイクロマシニン
グ形成）を基本とする。さらにこのカンチレ
バー出力を上記(2)と同じく近傍に形成した
Si 集積回路で信号処理できればインテリジ
ェントなマイクロバイオシステムオンチッ
プが構成できる。これらを検討するために、
①リポソーム固定化カンチレバー歪ピエゾ
抵抗センサの構成検討、②カンチレバー歪ピ
エゾ抵抗センサの設計、作製プロセスの検討、
を順に行った。 

 
４．研究成果 
(1)リポソームのSi集積回路デバイス構造へ
のインタクトな固定化 
Si 集積センサ用電極として有用な Pt 電極上
では１０分程度でのリポソームのインタク
トな固定化状態は従来確認されており、本電
極表面酸化状態とインタクト固定性の関係
を明らかにすること、さらにインタクト固定
性を実用レベルまで十分安定化させること
を目的として、表面酸化プロセスとしては、

熱酸化プロセス、プラズマ酸化プロセスを用
い、それら各条件をパラメータとして Pt 表
面酸化性を表面接触角、XPS(X 線光電子分光)、
リポソーム形成後表面分子形状を AFM(原子
間力顕微鏡)、形成リポソーム結晶相状態を
XRD(X 線回折)により検討した（ここでは基板
上に DPPC(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3- 
phosphorcholline)リポソーム溶液(約 10L)を
キャスト法により固定化した）。その結果、
接触角、XPS からはプラズマ酸化、熱酸化、
酸化処理無しの順で表面酸化性が高いこと
が示唆されたが、AFM でのリポソームインタ
クト形状保持性の観点ではむしろ熱酸化の
方が良好な保持特性を示した。750℃,1000℃
酸化では経時劣化は存在しているものの 24
時間以上での十分なインタクト形状保持を
確認できた(次図)。この原因としてはプラズ
マプロセスによる Pt 表面ダメージ、不純物
元素等の混入の影響が示唆された。さらに
XRD による結晶相評価からは、インタクト形
状時に期待される膜流動性を有する液晶
相・ゲル相から、形状劣化に伴う同相の低減
と固い結晶相に向かうサブゲル相の増加が
推定されるが、上記プラズマ酸化に比べ、熱
酸化プロセスでは経時変化に伴うサブゲル
相の増加は低く抑制されていることが判明
した(次図)。 

(2)インタクトに固定化したリポソームを用
いた熱量計測バイオセンサ（マイクロカロリ
ーメータ） 

設計、作製した Pt 薄膜マイクロボロメー
タの構造は Si 基板上に SiO2/SiNx/SiO2 積層
メンブレインがあり、その上に Pt 薄膜抵抗
からなる構造になっている。微小な熱化学反
応を検知する目的のため、Pt 薄膜ボロメー
タと Si 基板とを熱絶縁化する空隙が設けら
れている。Pt 薄膜マイクロボロメータの抵
抗温度係数は 0.2～0.3%/℃であり従来報告
値と同等で再現性は良好であった。この Pt 
マイクロボロメータから成るブリッジ回路
を構成した。ブリッジはリポソームを固定化
して熱化学反応を検知する検知部抵抗ボロ
メータと３つの参照部抵抗ボロメータで構
成されている。ブリッジ回路を構成すること
により熱化学反応による微小抵抗変化を電
圧変化として検知することが可能となる。Pt 
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薄膜ボロメータの上に DPPC リポソーム液滴
をキャスト法により固定化した。使用した
DPPC リポソーム水溶液の濃度は 30 mM であ
り、DPPC リポソームの粒径は100 nm である。
固定化した DPPC は約 65 nℓと極微量であり、
このような微量で熱化学特性を評価された
ことは現在までに無いものと考えている。 
本熱化学センサ評価にはリポソームとの

相互作用による検出対象タンパク質の一例
としてリゾチームを用いた。DPPC リポソーム
(30 mM)とリゾチーム(100 M)の混合溶液を
調製し、Pt 薄膜ボロメータ上に固定化してバ
イオ熱化学反応を複数回測定し再現性のあ
る結果を得た。その結果を DPPC リポソーム
とリゾチーム各々単独での温度特性と比較
したところ、1)DPPC リポソーム単独では 15℃
で観測された吸熱反応が混合溶液では約 3℃
高い 18℃で検出された。2)25℃近傍のリゾチ
ームの相転移に伴う吸熱反応は混合溶液で
はほとんど確認できなかった。3)43～46℃に
おいて DPPC、リゾチームとも単独では検出さ
れなかったピークが観測された。4)DPPC リポ
ソーム単独では 35℃での吸熱反応より 42℃
での吸熱反応が吸熱量が多いのに対して、混
合溶液では大小が逆転している。これらは
DPPC リポソームとリゾチームの相互作用に
伴う新たなバイオ熱化学反応の発現を示唆
すると考えられる(次図)。以上本手法により
DPPC リポソームと微量のタンパク質との相
互作用を簡易かつ短時間(走査時間: 約 20 
分)で評価できる可能性が示された。 

(3)インタクトに固定化したリポソームを用
いた漏れ電流計測バイオセンサ（マイクロア
ンメータ） 

リポソームは外来分子との相互作用により
膜攪乱が生じ、リポソーム内包物質の漏洩が
起こる。リポソームに電解質を封入し、膜攪
乱による電解質の漏出による漏れ電流を測
定することで、リポソームと生体分子との相
互作用を検知することができる。ここでは Si
基板を用いた MEMS プロセスによる漏れ電流
センサの作製を行った。漏れ電流による相互
作用の検知は既に行われている手法である
が、相互作用に伴う電解質の漏出を微量かつ
簡易に測定することが現在マイクロアレイ

化の観点で非常に有効である。今回作製した
センサでは測定体積は数 L に抑えられ、従
来の電気化学的測定と比べて微量液滴によ
る測定が可能となった。さらに、インピーダ
ンス測定を組み合わせ、相互作用過程におけ
るリポソームの状態の検知の可能性も探索
した。具体的には電解質である K4[Fe(CN)6] 
(フェロシアン化カリウム) を内包させたリ
ポソームをタンパク質等と相互作用させる
ことで、リポソームの膜攪乱が発生し、リポ
ソーム内封入物の漏出が生じる。この時漏洩
した鉄イオン Fe2+の酸化反応により放出され
た電子が正電極に到達することにより電流
が流れる。この時流れる電流（漏れ電流）は
リポソームから漏出した K4[Fe(CN)6]の量に
依存するため、漏れ電流を測定することで、
タンパク質とリポソームの相互作用の程度
を検出することができる。測定には DC アン
ペロメトリー法を用いた。センサ構造作製に
は Si 異方性エッチングにより液滴を保持す
るマイクロウェルを形成し、表面を熱酸化し
て電気的絶縁した後 Pt 電極を形成しインタ
クト固定化用酸化後処理をした。大きさ 14 mm
角、マイクロウェル深さ 100μm、 開口部幅
500μm～2mm で形成した。検出対象タンパク
質 に は CAB(Carbonic Anhydrase from 

Bovine：ウシ炭酸脱水素酵素)を用いた。これ
を用いた理由は従来の電気化学的手法によ
る報告でこのタンパク質が使われており、同
じタンパク質を使用することで作製した漏
れ電流マイクロセンサの有用性、データの再
現性を比較するためである。 
 漏れ電流の測定では、まずマイクロピペッ
トを用いマイクロウェル部分に電解質封入リ
ポソーム溶液を導入し、そこにタンパク質を
滴下する。この時生じる相互作用による漏れ
電流を半導体パラメータアナライザ(Agilent 
4156B)により測定した。漏れ電流検出波形を
測定し電流ピーク値の大きさを漏れ電流値と
して評価した。相互作用発現による漏れ電流
の発生が観測された。漏れ電流のCAB濃度依存
性を測定した。測定に使用した電解質内包リ
ポソーム溶液の濃度は100 M、測定に用いた
センサの電極間距離は500 m、溶液の体積は1 
Lであった。CAB濃度を0 M、0.4 M、1.0 M
と増加すると漏れ電流も増加し、CAB濃度に依
存してリポソームとの相互作用が増大するこ
とが分かった。 
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(4)インタクトにリポソームを固定化したカ
ンチレバー型バイオセンサ 

リポソームをカンチレバー上に固定化して、
タンパク質等との相互作用によるカンチレバ
ー上の質量や相互作用に基づく歪み変化を検
知できれば、タンパク質等バイオ分子自体の
検知やリポソーム・タンパク質等間相互作用
の解明が進むものと考えられる。我々は質量
変化あるいは表面歪み変化を歪み抵抗変化と
して検出し、質量変化からの歪み抵抗変化の
試算と、カンチレバー表面にリポソームをイ
ンタクト固定化し、カンチレバー型歪み抵抗
検出による微小歪み変化の検出を試み、リポ
ソーム固定化カンチレバー型歪み抵抗センサ
の可能性を検討した。また実際に本センサを
用いてリポソームとタンパク質であるアミロ
イドの相互作用の測定を行った。 

 このカンチレバーは、SOI 基板の SiO2層を
エッチングし、カンチレバー構造を作製して
いる。また歪み抵抗センサとして Si ピエゾ
抵抗 p-Si を用いた。カンチレバーの大きさ
は長さ 300 m、横幅 200 m、厚みは 2.5 m
で、反りは約 10 m である。 
上記の歪み抵抗を高感度にセンシングするた
めに、歪み抵抗周辺にも同様にp-Si参照歪み
抵抗を設け、ブリッジ回路を形成した。抵抗
値の変化は、ホイートストン・ブリッジ回路
の出力から電気信号として得られる。抵抗値
の変化をみることで、質量変化あるいは表面
歪み変化を検知することができる。 
検出対象タンパク質にはアルツハイマー症

原因物質と考えられているアミロイド(A)
を用いた。細胞膜上でのその線維伸長が特徴
であり、人工細胞膜リポソーム上での挙動に
関心があったからである。 
カンチレバー上にリポソームと Aの混合

溶液をインタクト固定化し、ブリッジ出力経
時変化測定を行った。混合溶液のリポソーム
の濃度は 2.5 mM、Aの濃度は 50 M である。
また、測定時間は 30 分で測定間隔は 0.25 秒
である。リポソーム単独での経時出力特性結
果を差分した出力結果を求めた。また今回参
照測定として既存の QCMセンサを用いて同様
の溶液で測定を行った。差分出力結果と QCM
センサでの出力結果を下図に示す。図におい
てカンチレバー出力、QCM の出力両者とも負
の方向への出力増加は質量増加を示す。カン
チレバー出力の結果と QCMセンサの結果は両
者とも出力が減尐しており、同様の出力挙動
が得られたことがわかる。測定結果から質量
増加傾向にあるといえる。これは Aの経時的
なアミロイド線維伸長に伴う質量増加が原
因であると考えられ、本カンチレバー型歪み
抵抗センサで Aの線維伸長による質量増加
が定性的に測定できたと考えられる。以上本
センサでのリポソーム・タンパク質間相互作
用によるカンチレバー上質量変化検知の可

能性を示した。 
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