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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、バイポーラ電極（BPE）アレイデバイスをワイヤレスな次世代セン
シングシステム開発のプラットホームと位置付け、超小型・省電力・高感度な迅速・簡便スクリーニング系を構
築する。種類の異なるタンパク質や核酸の生体分子および標準電極電位の異なるレドックスを任意の場所にパタ
ーニングする技術と組み合わせ、自律型の新規大規模多項目分析法を提案する。電気化学イメージングの研究蓄
積を活用し、デバイスの局所における電位分布や、従来法では観測不能な局所電流分布のマッピングに挑戦する
ことにより、理論的根拠に基づいた効率的なデバイスデザインに反映させる。

研究成果の概要（英文）：We have developed a multi-analyte sensing platform based on bipolar 
electrode (BPE) array device to realize small size, power saving, highly sensitive, and rapid 
screening system. BPE array allows wireless controlling individual　redox reactions at conductive 
plate. Autonomous and novel large-scale multi-analyte sensing system is designed, by addressing 
various combination of different types of biomolecules, including nucleic acids and proteins, and 
redox couples with different electrode potentials. Electrochemical bioimaging instrument we have 
developed has been applied for mapping of localized surface charge or current. 

研究分野：分析化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまで電気化学イメージングの
新規デバイスの開発に携わり、電流検知型デ
バイスとしては異例のスループット（1,024
点）を誇る多点電極チップに基づく多検体・
多項目分析系を構築した。本研究課題では、
ハイドロゲルシート中にカーボンナノチュ
ーブ(CNT)を配向固定化したバイポーラ電極
（bipolar electrode, BPE）型の素子をプラッ
トホームとするCNT-BPEアレイ素子を作製
し、ハイスループット・マルチセンシングを
実施する。BPEの局所における表面電位分布
や、従来法では観測不能な局所電流分布のマ
ッピングに挑戦することにより、理論的根拠
に基づいた効率的なCNT-BPE素子のデザイ
ン設計に反映させる。 
 近年、BPEに応用可能な電気化学反応の組
み合わせが世界レベルで探索されている。電
気化学発光や貴金属・導電性高分子の電析、
さらに部位選択的な生体分子およびナノマ
テリアルの修飾などと組み合わせることに
より、現存する多点電極系電気化学分析を凌
駕するハイスループットのマルチセンシン
グ・システムの実現が期待されている。しか
し、これまで報告されてきた BPE アレイの
材料は Pt・Au等の金属が主に用いられ、作
製する度に微細加工工程を必要とする点が
課題であった。 
 我々は、誘電泳動によりカーボンナノチュ
ーブやグラフェンなどナノ炭素材料を配向
させた基板を作製し、細胞培養やバイオセン
サのプラットホームに利用する研究を展開
してきた。誘電泳動を用いると多層カーボン
ナノチューブ(MWCNT)やグラフェンの配向
パターンを作製することができる。MWCNT
の分散液をくし型電極とカバーガラスを対
向させたスペースに導入し、印加する交流電
圧を最適化することでくし型電極のギャッ
プを架橋するように水平方向に MWCNT を
配列化することができる(Adv. Mater. 25, 
4028-4034,2013)。カバーガラスの代わりに
ITO 電極を対向させると電場強度の分布が
変化し、くし型電極と ITO電極を架橋するよ
うに垂直方向の電気力線に沿って MWCNT
が配列化する(Sci.Rep. 4, 4271,2014)。本研
究課題では、MWCNTを水平および垂直方向
に配列化し、①MWCNT両端に多様な生体分
子およびナノマテリアルを修飾した傾斜材
料の設計、②素子が作動する際の局所電位お
よび電流マッピングに基づく素子性能の最
適化について検討を行う。この技術を応用し、
定量分析用のバイポーラ電極アレイデバイ
スの作製と評価を行った。 
  局所の電気化学的不均一性に関する実測
データが得られれば、BPEの分野のみならず、
電池材料・腐食材料の分野でも、その知見が
活用できる。腐食電流と同様、BPEの両端で
進行する酸化・還元反応は共役しており、既
存の電気化学測定法では正味の電流は外部
から観測できない。ガラス電極探針を試料表

面に近接させる際に、イオン電流を観測しな
がら探針‐基板間距離曲線（アプローチカー
ブ）を取得するとにより、表面電荷の不均一
性が高解像度で（サブミクロンの解像度で）
マッピング可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、バイポーラ電極（BPE）ア
レイデバイスをワイヤレスな次世代センシ
ングシステム開発のプラットホームと位置
付け、超小型・省電力・高感度な迅速・簡便
スクリーニング系を構築する。種類の異なる
タンパク質や核酸の生体分子および標準電
極電位の異なるレドックスを任意の場所に
パターニングする技術と組み合わせ、自律型
の新規大規模多項目分析法を提案する。電気
化学イメージングの研究蓄積を活用し、デバ
イスの局所における電位分布や、従来法では
観測不能な局所電流分布のマッピングに挑
戦することにより、理論的根拠に基づいた効
率的なデバイスデザインに反映させる。 
 
３．研究の方法 
(1) CNT配列化条件の最適化： 
【Open 型 BPE デバイスの作製】MWCNT
は酸処理により COOH 基を導入したものを
用いた。MWCNTを、10%ポリエチレングリ
コールジアクリレート (PEG-DA) と光重合
開始剤 (2-ヒドロキシ 2-メチルプロピオフ
ェノン) を含む水溶液に分散させた。交互く
し型 ITO電極（電極幅/ギャップ幅/電極長さ, 
500 μm/800 μm/18.5 mm）基板とカバー
ガラスを 100μmのスペーサーを挟んで対向
させ、マイクロ流路に MWCNT 分散液を注
入し、交互型電極間に位相差 180°の交流電
圧 (20 Vpp, 1 MHz) を印加した。電圧をかけ
たままの状態で波長 365 nmの紫外線を照射
し、PEG-DAをゲル化した。交互くし型 ITO
電 極 側 に は フ ッ 素 シ ラ ン 化 剤
（ 3,3,4,4,5,5,6,6,6-Nonafluorohexyltrichlor
osilane (LS-912),  信越化学工業株式会社）
を 修 飾 し 、 カ バ ー ガ ラ ス 側 に は
(3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylate) 
(TMSPMA) を修飾することで、配向
MWCNT 含有ハイドロゲルシートをカバー
ガラスに接着させたまま、交互くし型 ITO電
極から剥離した。この配向 MWCNT 含有ハ
イドロゲルシートを Open 型 BPE デバイス
として使用した(MWCNT-oBPE)。 
 陽極と陰極間距離が 21 mmのセルの中央
に MWCNT-oBPE を 置 き 、 5 mM 
[Ru(bpy)3]Cl2, 25 mM トリプロピルアミン
(TPA)を含む 1xTBE (Tris-borate-EDTA) 緩
衝溶液を満たした。電圧 180VDCを印加し暗
黒下 CCD カメラで発光イメージを撮影した。 
【Closed BPEデバイスの作製】MWCNTを、
14 mg/mL 2,2-アゾビスイソブチロニトリル 
(AIBN)、33 % PEG-DA、33%メタノール水
溶液に分散させた。2つの交互くし型 ITO電



極基板（電極幅/ギャップ幅, 50 μm/100 μ
m）を、くしが 90°交差するように 600 μ
mのスペーサーを挟んで対向させ、マイクロ
流路に MWCNT 分散液を注入し、位相差
180°の交流電圧 (20Vpp, 1 MHz) を印加し
た。この状態で 1時間半 55℃加熱することで、
MWCNT 垂直配向パターンを固定化したハ
イドロゲルシートを作製した。剥離した垂直
配向 MWCNT 含有ハイドロゲルシートを
Closed BPE デバイスとして利用した
(MWCNT-cBPE)。 
【条件の最適化】異なる製造法で作製された
多層カーボンナノチューブ MWCNT を入手
し、CNTの親水化処理を検討した。ハイドロ
ゲルの濃度、種類、電極デザイン、誘電泳動
の条件(交流電圧の振幅および周波数)を変
えることにより、水平および垂直方向に
MWCNTを配列化する試みを実施した。 
 
(2) 生体分子の固定化： 
クォーツ製ピペット内壁に熱分解析出法に
より作製した炭素微小電極の系で Closed 
BPEを構築し、微小炭素電極両端の異なる酸
化還元反応と見かけ上のボルタモグラムの
形状の変化から、BPEの両端で進行する反応
の進行を制御・解析する。BPEに接触する溶
液に含まれるレドックス種の種類を変える
ことにより、観測されるボルタモグラムの半
波電位のシフトを解析した。 
  炭素微小電極を 1 mM Na[AuCl4]水溶液中
に設置し、－0.1V vs Ag/AgCl, 40sec還元電
位を印加することにより Au を析出した。さ
らに、チオール標識ビオチン/エタノール溶液
に 60 分、アビジン DH、ビオチン標識グル
コースオキシダーゼに 60 分浸漬し酵素修飾
電極を作製した。 
 
(3) 走査型プローブ顕微鏡による表面電荷計
測： 
先端径が 50 nm のガラスナノピペットに電
解質電解液を充填し、作用極（Ag/AgCl線）
を挿入した。3 軸方向の走査をピエゾ素子に
より制御した。生体試料をピペット内と同じ
電解液に浸漬し、走査型イオンコンダクタン
ス顕微鏡(SICM)計測を行った。電解液には
pH の異なる 3 種類の溶液を使用した。ピペ
ットを薄膜にアプローチした際、バルクの電
流値に対して 3%電流が増加、または減少し
た時点でアプローチを停止した。印加電圧が
正の場合、表面が負に帯電している試料に近
接させるとイオン電流が減少し、正電荷の試
料に近接させるとイオン電流が増加する。印
加電圧が負の場合、負電荷の試料に近接させ
るとイオン電流は増加し、正電荷の試料に近
接させると電流が減少する。SICMでは、電
流の増減を捉えることで試料の表面電荷を
nmスケールで計測できる。 
 
 

４．研究成果 
(1) CNT配列化条件の最適化： 
【Open型 BPEデバイスの評価】MWCNTの
端部で[Ru(bpy)3]2+と TPA の酸化が進行し電
気化学発光が観測された。SEM 観察により、
MWCNT はくし型電極のエッジに対し一様
に配向していることが分かった。電極/ギャッ
プの境界では MWCNT の密度が非常に高く、
ギャップの中央部では密度が低下している
ことが分かった。誘電泳動の過程では初期に
MWCNTの端が ITOバンド電極のエッジに接
触し、MWCNTの逆側の端から配向パターン
が伸長する。そのため、電極に近い部分で
MWCNTの密度が高くなったと考えられる。 
【Closed BPEデバイスの作製】MWCNT垂直
配向ハイドロゲルシートの作製には、AIBN
の作用に基づく熱硬化に先立ち、光重合開始
剤を用いた UV ゲル化法も試みたが、
MWCNT が紫外線を透過しないためにシー
トを均一にゲル化させることが困難であっ
た。厚さ 600μmの垂直配向MWCNT含有ハ
イドロゲルシートで仕切った溶液セルの片
側に[Ru(bpy)3]2+と TPA を含むリン酸緩衝溶
液を、もう片側にはリン酸緩衝液のみを入れ、
２つの溶液相間に 3V を印加したところ電気
化学発光は確認されなかった。MWCNT/ハイ
ドロゲルシートの替わりに、炭素ファイバー
を垂直方向に固定化して埋め込んだ PDMS
シートに電圧を加えた場合には、電気化学発
光が観測できた。 
  同様にして、Au ワイヤーをアレイ化した
Closed BPEアレイデバイスを作製した。サン
プルセルにリン酸緩衝液のみを充填し、2.3 V
印加した状態で 1M K3Fe(CN)6を滴下しなが
ら、測定セル側([Ru(bpy)3]2+と TPAを含む)の
電気化学発光を高感度冷却 CCD カメラで観
察した。[Fe(CN)6]3-が拡散し Au -BPEアレイ
上で還元される反応を可視化することに成
功した。 
 BPE アレイデバイスをフォトリソグラフ
ィーにより作製し、各反応サイトにおける反
応条件の均一性が担保された系において多
項目分析を実施した。Closed BPEアレイデバ
イスを設計することにより、省電力化および
各反応サイトの独立性を保ち、異なる BPE間
での交差反応を抑制できた。具体的には、電
気化学発光と溶存酸素の還元反応を組み合
わせることにより、細胞の呼吸活性を評価し
た。亜硫酸ナトリウムを加えて酸素濃度を調
整した溶液を用いて発光強度の検量線を作
成した。複数の細胞試料の呼吸活性を測定ウ
ェルごとに評価した。 
 
(2) 生体分子の固定化： 
炭素電極を析出させたピペット型 BPE の内
液 と し て 、 0.1 M KCl, 2.5 mM 
K4[Fe(CN)6]+0.1 M KCl, 2.5 mM 
K3[Fe(CN)6]+0.1 M KCl, 1.25 mM 
K4[Fe(CN)6]+1.25 mM K3[Fe(CN)6]+ 0.1 M 
KCl を選んだ。外液には   0.5 mM 



Ferrocenemethanol (FMA) + 0.1 M KClを
充填し、サイクリックボルタンメトリー(CV)
を行った。通常の 2極式測定系で観測される
FMAの半波電位E1/2と比較して、BPEのCV
では E1/2が負側にシフトした。電位のシフト
から BPE の両端における微小電極の実効半
径の比 (I iss

c I /iss
a) を見積もることが可能と

なる。内液が 1.25 mM K4[Fe(CN)6] + 1.25 
mM K3[Fe(CN)6] + 0.1 M KClの場合は、両
端の酸化還元反応の反応電子数はともに n = 
1 であり、かつ可逆反応であることから、
Closed BPE系の電位シフトを表す理論式(文
献 ： J. T. Cox et al. Anal Chem 84 
(2012)8797-8840) を適用できる。 

 
 
ここで、Ec0'および Ea0'は [Fe(CN)6]3-/4-およ
び FMA+/0の式量電位を表す（Ec0' = 0.139 V, 
Ea0' = 0.240 V vs Ag/AgCl）。様々な大きさの
炭素微小電極を作製したところ、(I issc I /issa) 
> 106という大きな値が算出された。 
  炭素微小電極に Au を析出させ、さらにチ
オール基とアビジン/ビオチン結合を介して
グルコースオキシダーゼを固定化した。架橋
剤の濃度比を最適化することにより、酵素固
定化量を制御し、グルコースの添加に伴う電
流応答の増加を確認した。また、フェロセン
チオールを Au 析出微小電極に修飾し、微小
電極の面積と SAM 修飾分子の固定化量の関
係について調査した。 
 
(3) 走査型プローブ顕微鏡による表面電荷計
測： 
ピペット内外の電解質濃度を低下させると，
試料表面の電荷密度に依存してイオン電流
の整流作用が観測される。ピペット内の
Ag/AgCl電極に－0.4 Vを印加した場合には，
負に帯電したガラス表面にピペット探針を
近接させた際にイオン電流値が増大する。ア
プローチカーブの電流値変化からガラス、ポ
リ（ジメチルシロキサン）、タンパク質ナノ
フィルムの表面電荷の違いを評価した。 
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