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研究成果の概要（和文）：カテプシンE（CatE）の発現量を測定するために、シリコンベースのFETセンサーを開
発した。これは、CatE特異的基質ペプチドをFET表面に固定化し、CatEの切断を手のひらサイズのポータブルFET
デバイス（FETSORと呼ぶ）を用いて測定することにより実現した(図1左)。バイオセンサーを動作させるための
測定条件は、pH7.4、0.01X PBSで最適化した。その結果、2.3 pmolのCatEが基質ペプチドを切断する活性の有無
の区別に成功した(図1右)。 pH7.4でのペプチド上の全電荷は+8.51であり、切断後は+3.61に減少し、ゲート電
圧測定値が0.05V減少することで確認された。

研究成果の概要（英文）：A silicon-based FET sensor was developed to measure the expression of 
cathepsin E (CatE). This was achieved by immobilizing a CatE-specific substrate peptide on the FET 
surface and measuring CatE cleavage using a palm-sized portable FET device (called FETSOR) (Fig. 1 
left). The measurement conditions for operating the biosensor were optimized at pH 7.4 and 0.01X 
PBS. As a result, 2.3 pmol of CatE successfully distinguished the presence or absence of activity to
 cleave the substrate peptide (Fig. 1 right). The total charge on the peptide at pH 7.4 was +8.51, 
which decreased to +3.61 after cleavage, as confirmed by a 0.05 V decrease in the measured gate 
voltage. Thus, the usefulness of the FETSOR-based CatE measurement was successfully demonstrated and
 evaluated. The project will end with the achievement of developing a portable peptide-based FET 
sensor for the simple and rapid detection of the breast cancer biomarker cathepsin E.

研究分野： Biosensor
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FETSORを用いたCatE測定の有用性を実証・評価することに成功した。乳がんバイオマーカーであるカテプシンE
を簡便かつ迅速に検出するための携帯型ペプチドベースFETセンサーの開発という成果をもって、本研究課題の
完了とする。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
２．研究の目的 
血液のような多成分系に含まれる微量分子（バイオマーカーなど）を高感度に検出すること
は、分析化学や医学の基礎的重要課題である。抗体を用いた多くの測定系が確立されてきた
が、たんぱくの 2 割までにしか適用できない等限界が顕在化している。本研究では、より
広い分子群へ応用でき、探索方法も確立されつつあり、結合力だけでなく酵素活性など機能
も評価できるペプチドアプタマを用い、高い特異性を実現し、同時に高感度な電気化学セン
サーへの実装により高信頼性の検出系を構築する。具体的には、早期発見が重大な課題とな
っている乳がん診断への適用を目指し、①カテプシン E の活性を乳がんの分子マーカーと
し、②進化工学的に創製された高い特異的選択性を有するペプチド分子を用い、③それを担
持した電気化学的センサー（PEP-on-DEP, PEP-on-FET、結合力＋酵素活性評価）を開発
し、これらの知見を統合・発展させて乳がんの早期診断の可能性を探ることを目的とする。 

 
３．研究の方法  

3.1 Design and synthesis of Peptide Aptamer and Peptide substrate: Total 5 peptides candidates 
are designed and synthesized: 

 

3.2 Immobilization of peptide aptamer on carrier magnetic microbeads: 
A biotinylated alpha-helix inducing ligand is utilized to immobilize peptide aptamer onto a carrier 
A biotinylated alpha-helix inducing ligand is utilized to immobilize peptide aptamer onto a carrier 
bead, i.e., streptavidin coated magnetic beads (1 m). The optimum binding conditions are PBS 
buffer (pH 7.4) at 25°C for 20 minutes using gentle rotation. The binding efficiency of peptide on 
beads was confirmed by comparing molecule concentration before and after coupling. 

3.3 Coupling of gold nanoparticles (AuNPs) and peptide substrate: 
A pentapeptide ligand (CALNN) coupled with alpha-helix inducing ligand (RAKAAAK) is utilized to 
immobilize the peptide substrate onto gold nanoparticles (40 nm). First, the terminal Cysteine of 
pentapeptide is coupled with BSA (Bovine Serum Albumin) protein via NHS-ester of BSA protein 
and pyridyldithiol reactive group of SPDP (succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate) crosslinker. 
The complex is purifed using gel filtration column and confirmd by SDS-PAGE analysis. Next, the 
CatE-substrate peptide coupled BSA is physically adsorbed onto the gold nanoparticles. The 
optimum binding conditions are potassium phosphate buffer (50 mM) at 25°C for 10 minutes. The 
blocking is done by 10% BSA for another 10 minutes. The binding efficiency of peptide on 
nanoparticles is confirmed by lateral flow assay 
 
3.4 Activity assay and electrochemical sensitivity evaluation of recombinant Human CatE using 
products of steps 3.2 and 3.3: 
The binding of peptide aptamer with recombinant Human CatE enzyme which is bounded on 
magnetic beads are performed in selection buffer (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl and 5 mM MgCl2, 
pH7.4) at 25°C for 15 min. The binding efficiency was confirmed by comparing molecule 
concentration before and after binding reaction.  
The protease activity assay of recombinant Human CatE enzyme (20 ng/mL) to cleave peptide 
substrate-conjugated AuNPs (100 M) is performed at neutral pH 7.5 using selection buffer at 
40°C for 30 min. The uncleaved peptide substrate-conjugated AuNPs is washed out using 
streptavidin-coated magnetic particles. The protease activity assay is evaluated by performing a 
direct redox reaction of the AuNP moiety of cleaved proudcts. Fig. 1 shows the electrochemical 
measurement results. The drop in FETSOR current represents the cleaved part of CatE-substrate 

Peptide aptamer (inhibitor or activator) for Cathepsin E
1. CatE_3L-Inhibitor-4.5_Bio (31 aa): NH2-SCGGI IIISC IAVIS LIPGR IGCIR AKAAA K(Biotin)
2. CatE_4L-Activator-7.5_Bio (36 aa): NH2-GCPCI DFKVE VQVEV AEALL SALSL SPGW R AKAAA K(Biotin)

Peptide substrate for Cathepsin E
3. CatE-Sub_acidic-Bio (30 aa): NH2-CALNNRAKAAAKGKPILF_FRLKRRAKAAAK(Biotin)
4. CatE-Sub_neutral-Bio (29 aa): NH2-CALNNRAKAAAKGGR_RSGTCGRRAKAAAK(Biotin)
5. CatE-Sub_neutral-Bio/pADA (29 aa): (pADA)RAKAAAKGGR_RSGTCGRRAKAAAK(Biotin)

CatE aptamer CatE substrate    Alpha helix    Ligand for NPs    (terminal modification)



peptide. 
 
 
 
４．研究成果  
 
カテプシン E（CatE）の発現量を測定するために、シリコンベースの FET センサーを開発した。
これは、CatE 特異的基質ペプチドを FET 表面に固定化し、CatE の切断を手のひらサイズのポー
タブル FET デバイス（FETSOR と呼ぶ）を用いて測定することにより実現した(図 1 左)。バイオ
センサーを動作させるための測定条件は、pH7.4、0.01X PBS で最適化した。その結果、2.3 pmol
の CatE が基質ペプチドを切断する活性の有無の区別に成功した(図 1右)。 pH7.4 でのペプチド
上の全電荷は+8.51 であり、切断後は+3.61 に減少し、ゲート電圧測定値が 0.05V 減少すること
で確認された。このように、FETSOR を用いた CatE 測定の有用性を実証・評価することに成功し
た。乳がんバイオマーカーであるカテプシン E を簡便かつ迅速に検出するための携帯型ペプチ
ドベース FET センサーの開発という成果をもって、本研究課題の完了とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. FETSOR デバイスの写真（左）と測定結果（右）。 
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