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研究成果の概要（和文）：蛋白質異常化凝集・蓄積型疾患であるアルツハイマー病の早期簡易診断および病理変
化の進展度評価ができるアミロイドβ(Ａβ)オリゴマー化動態検出センサの構築を進めた。構成するセンサデバ
イス技術、バイオ技術として、Ⅰ．Ａβオリゴマー化動態検出センサの構築、Ⅱ．センサ高感度化の研究、Ⅲ．
ELISA結果との比較、を研究対象として進めた。マイクロ流路を有するリポソームカンチレバーセンサから構成
されるμTASチップを試作し、特にヒト血清中でのＡβオリゴマー化に関連する同線維伸長動態を選択的に検出
できた。またリポソーム脂質種の選定、低雑音化回路技術、基板温度制御技術により1 nM以下の高感度検出性が
推定できた。

研究成果の概要（英文）：Liposome biosensors are developed to detect dynamics of aggregation and 
fibrillization of amyloid-beta oligomer. Those sensors are expected to realize early and simple 
diagnosis and evaluation of progress in pathological change of Alzheimer Disease that expresses 
aggregation and accumulation of abnormal protein. In this research, both sensor device and 
biosensing phospholipid of liposome are investigated and developed as follows: I. Construction of 
the sensor device, II. Improvement in sensitivity of the sensor, and III. Comparison with ELISA 
result. A micro-TAS chip comprising of liposome cantilever sensor and microfluidic channels was 
fabricated. Consequently, dynamic aggregation and fibrillization of amyloid-beta related to its 
oligomer was selectively detected in human serum. Also, a high sensitivity was estimated that can 
detect less than 1 nM by excellent selection of phospholipid species, techniques of low-noise 
electronic circuit and precise temperature control of substrate. 

研究分野： 集積デバイス工学
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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)等予防のための初期早期診断、特に
簡易診断の重要性が益々高まり渇望されて
いる。そのため簡易・短時間測定を可能とす
る診断チップ技術の重要性認識が強くなり、
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蛋白質の検出には抗原抗体反応を用い、
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ＡβやＡβ凝集体の中でも
Ａβオリゴマー化の経時・動的挙動がバイオ
マーカーとしてなお一層注視されているが
依然詳細不明である。前者の方法は蛍光標識
分子を用いた高感度測定であるが測定時間、
プロセス習熟、機器熟練等多大な手間がかか
り非常に煩雑である、後者は精密光学系構築
とその精密調整が不可避で、今後の診断対象
者の爆発的増大目前において、両者とも本格
診断以前の初期簡易診断には適していない。 
 

２．研究の目的 

アルツハイマー病(ＡＤ)等の多様な認知症疾
患において、抗原抗体反応では不可能な疾患
特異的な関連蛋白オリゴマーの動態化を検
出し、迅速に、患者の血液・髄液で定量でき
る各々の認知症疾患の早期簡易診断(診断バ
イオマーカー)および病理変化の進展度評価
(重症度バイオマーカー)できる汎用ポテンシ
ャルの高い電子物理的歪検出カンチレバー
センサ、さらにダイアフラム型センサの実現
可能性を測定原理、構成エレクトロニクス技
術面から検討する。 

 

３．研究の方法 

本申請研究調書の研究計画に記載した以下
の項目について行った。 

Ⅰ．Ａβオリゴマー化動態検出センサの構築 
１）オリゴマー検出脂質膜の適用検討 

２）オリゴマー検出リポソームの選定、調製 

３）合成蛋白オリゴマーの調製 

４）センサ動作の基本構成 

５）TAS 用センサ素子の構成、測定、評価 
Ⅱ．センサ高感度化の研究 
１）抵抗歪ゲージ出力特性の低雑音化 (変動
幅 1ppmオーダー) 
①参照抵抗とのブリッジ回路化： 温度変化
依存抵抗変動補償 
②恒温装置内導入を可能とするバイオチッ
プ構造（T=+/-0.2 oC） 
２）PZT圧電薄膜センサ化による動的検出  

Ⅲ．ELISA 結果との比較 

１）同一種サンプルの ELISA 測定、評価 
 
４．研究成果 
Ⅰ．Ａβオリゴマー化動態検出センサの構築 
１）オリゴマー検出脂質膜の適用検討 
オリゴマーさらには線維前駆体(プロトフィ
ブリル)と強い相互作用を有する候補脂質材
料(例：中性脂質と疎水性脂質の混合系)が適
用できる。一方で他報告材料 (Nat Med 

1995;1:1062-6, Mol Neurobio 

l2013;43:613-21, Neuron2014; 82:308-19, 

Biophys J. 2014; 107:1441-52)の適用検討も
考えられたが、今回はモノマー相互作用が抑
制されオリゴマー相互作用が強いと報告さ
れている cholesterol との混合系を主に検討
することとした。ちなみに cholesterol 混合
系はより生体膜構成により近く興味深い。 
２）オリゴマー検出リポソームの選定、調製 

リポソーム用脂質種は、従来生体膜構成比率
が最も高い DPPC に特化していたが、親水基、
疎水基が異なり、室温での膜流動性の異なる
DSPC, POPC, DMPC, DPPE, DPPG リポソ
ームを新たに調製し、DPPC リポソームと同
等サイズ約 100nm 径の調製条件を得た。 
３）合成蛋白オリゴマーの調製 
合成調製用設備に不具合が発生し本研究期
間内での調製が困難となったため、市販キッ
ト(Sigma Aldrich 社製)中相当Ａβオリゴマ
ー溶液の使用が可能かを検討した。 
４）センサ動作の基本構成 
今回実現を目指すセンサ動作では、最終的に
被験者血液中の通常Ａβモノマーが脳細胞
模倣膜としてのオリゴマー検出リポソーム
上でどのように経時的に凝集するかの動態
(kinetics)検出を行う。生体試料中のある時点
の認知症関連蛋白オリゴマーをリポソーム
上に捕捉した後に疾患関連蛋白モノマーを
測定系流路に導入し、そのオリゴマーがカン
チレバー上で凝集する反応の kinetics測定を
狙っている。そのためのデバイス構造化を検
討する(図１)。 

５）TAS 用センサ素子の構成、測定、評価 
各セルごとに異なるオリゴマー検出リポソ

 

図１ Ａβオリゴマー化動態検出センサデバイス構造

の概念図 



ーム種を設置してセンサアレイ動作させる
ためのTAS 用アレイセンサ構造を作製し、
種々状態の被験者血液(、あるいはモノマー、
オリゴマー状態を変化させた実験溶液)導入
用マイクロ流路、各セルでのリポソーム固定
化カンチレバーセンサを基本構成とした。 

その結果、生体親和性材料 PDMS でマイク
ロ流路構造を作製しその内部にカンチレバ
ーセンサを構成したTAS チップを作製し、
溶液流体制御性を確認した(図２)。その後カ
ンチレバーセンサの正常出力動作を確認で
きた。但しセンサ出力雑音低減の必要性が明
白になったため後節のセンサ高感度化によ
り注力することとした。 

モノマー相互作用が抑制されオリゴマー相
互作用が強いと期待される cholesterol との
混合系を選定する前に、単一脂質種として感
度が高い脂質種を実測により選定した。上述
の６種脂質では、PC 以外の親水基を有する
場合(DPPG, DPPE)、モノマー段階から非常
に感度が高いが静電性相互作用が発現して
おり、ヒト血清中では他の多くのタンパク質
と相互作用を生じるために不適と判断され
た。一方従来からの DPPC と同様に PC 親水
基を有する場合(DMPC, POPC, DSPC) (図
３)では中性であり静電性相互作用は発現せ
ず疎水性相互作用が主と判断された。この中
で疎水基長が短く不飽和炭素を有しない
DMPC は流動性が高く相互作用がより大き
いと推定されたが実測でも最大であった。よ
って脂質種候補として DMPC を選定した。
但し高感度と相俟ってモノマー段階からも
強い相互作用を示し (他報告と一致 )、
cholesterol との混合系によるモノマー段階
からの相互作用性抑制を期待した。実測の結
果、期待通りモノマー段階での相互作用は抑
制されオリゴマー段階以降での相互作用強
度増大が確認された(図４)。またヒト血清の
みでの測定で DPPC/ cholesterol 混合系では
相互作用強度の経時的変化はほぼ見られず、
Ａβの凝集線維伸長現象を選択的に検出で
きることが明らかになった。 

 

Ⅱ．センサ高感度化の研究 
１）抵抗歪ゲージ出力特性の低雑音化 (変動
幅 1ppmオーダー) 
①参照抵抗との分圧回路化、低雑音化フィル

タ技術の導入： 温度変化依存抵抗変動補償 
抵抗歪ゲージ NiCr 材料抵抗の温度依存性に
よる抵抗変動を十分低減するために、同材料
による参照抵抗との分圧回路化により抵抗
の温度変化の影響をキャンセルする。基本機
能を確認できたので(約 15-20 ppm)、参照抵
抗形状、レイアウト位置等により特性、再現
性向上を図ったが大きくは改善しなかった
ため、低雑音化フィルタ技術を検討した。セ
ンサ出力経時特性から周波数特性に変換し
雑音発生周波数領域を確認した結果、10-4 Hz

台に集中していたので同帯域のバンドスト
ップフィルタ処理をバタワースフィルタに
よる出力信号ソフトウエア処理で行った。 

その結果、雑音変動を±1-2 ppm まで低減で
きた。本低雑音化を行わない前節の DMPC/ 

cholesterol での測定結果では 10 nM まで測
定できており、本低雑音化で 1 nM オーダー
以下のＡβオリゴマー検出が可能と考えら
れる。 

② 測 定 系 基 板 の 高 精 度 温 度 制 御 化
（T=+/-0.1 oC） 
従来同軸マイクロプロービングによりカン
チレバーセンサ出力測定をしており、接触状
態再現性、室内温度変動、電磁シールドの不

 

図２ カンチレバーセンサチップ上に設置したPDMS

マイクロ流路 

 
図３ PC親水基を有する脂質種リポソームでのA凝

集線維伸長によるセンサ出力の経時特性と各疎水基の

比較 

 

図４ DMPC/cholesterolを用いたヒト血清中A凝集

線維化のカンチレバーセンサ出力経時特性 



完全性が懸念された。このうち最も懸念の温
度変動の対策として、測定系基板の高精度温
度制御化を進めた。2cm 角のペルチエ素子を
同基板に埋込み測温フィードバック制御に
より温度制御を行い、設定温度として 7-90℃
で制御でき、T=+/-0.1 oCでの温度管理能力
を確認した。本研究では脂質種を多く検討し
ており、相転移温度が低い場合常温で液相に
なる場合もあり、7℃まで測定温度が低温化
できるよう基板冷却機構も取入れた。①の低
雑音化で±1-2 ppm までの測定が推定できた
ので、今後 1 nM 以下の検出時に本温度制御
基板を使用する。 

 
２）PZT圧電薄膜センサ化による動的検出 
圧電体を用いた振動センサとしてＡβオリ
ゴマー化/凝集時の応力を振動板の共振周波
数変化として捉える。センサ構造の考察・設
計を進めた。 

同構造作製の問題点として、(1)液保持構造中
液を上から供給する場合。振動板としての
PZT 圧電薄膜ダイアフラムに接触の際の同
膜の強度保持、(2)振動板を最上部にして強度
確保の必要性を回避する場合、液供給、ある
いは液滴保持構造をどうするか、の点で、セ
ンサ／TAS の構造設計中である。 

 

Ⅲ．ELISA 結果との比較 

１）同一種サンプルの ELISA 測定、評価 
前述のように合成オリゴマーの調製ができ
なかったので、前述の市販品を用いるが同等
内容分子での ELISA 評価結果は有している。 
そのため、本研究でのセンサ測定結果との初
回としての比較を行える状況にある。 
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