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研究成果の概要（和文）：本研究では、グラフェンのユニークな特性を利用した生化学研究のための新たなプラ
ットフォーム"Lab on a graphene-FET"構想の一環として、マイクロウェルと複合化したグラフェントランジス
タによる高感度バイオセンシングを発展させ、より汎用的な酵素反応系で検出・定量が可能であることを見出し
た。これを酵素免疫法に応用し、検出標的であるインフルエンザウイルスに結合した酵素抗体複合体に特異的な
電流シグナルを計測した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I extended an application field of my high-sensitive 
electrical biosensing method using graphene field-effect transisors (graphene-FET) and 
microdroplets. It is a part of my "lab on a graphene-FET" concept, a novel platform for sensing 
various biochemical reactions using graphene-FETs. I found a new enzymatic reaction system which is 
more commonly used compared to urease/urea reaction system and able to be measured by graphene-FETs.
 I applied this system to enzyme immunoassay and detected target-specific signals from influenza 
virus.

研究分野：バイオデバイス

キーワード： グラフェン　酵素反応　電界効果トランジスタ　マイクロ流体デバイス　デバイ長　病原体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者が原理実証した、「酵素反応産物による電気的な生体分子検出」と「反応系のマイクロメートルスケ
ールへの封じ込め」による高感度なバイオセンシング技術の実用化に向けて、酵素反応系の改変と抗体との複合
化によって、技術の適用範囲を拡げることが出来た。これらを通じて、研究代表者の提唱する"lab on a 
graphene-FET"の可能性を拡げることが出来た。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 単原子層のナノカーボン材料であるグラフェンは、その二次元性や極めて高いキャリア移動
度などのユニークな特性から、半導体応用をはじめ多くの用途が期待されているが、その一つに
グラフェン電界効果トランジスタを用いたバイオセンサー応用がある（Y. Ohno et al., J. Am. 
Chem. Soc. 132, 18012 (2010)等）。FET型バイオセンサーは、電荷を持つ分子(たんぱく質等)
の吸着によるチャネル層の伝達特性変化を検出するが、極めて高い移動度を持つグラフェンは、
吸着電荷あたりの電流変化量を極めて大きくできる。また、シリコンと異なり、グラフェンは水
溶液中で安定なため、グラフェン電界効果トランジスタでは二次元のグラフェンチャネルが試
料に直接接触しており、センシング感度が更に高まる。これらの特性から、グラフェン電界効果
トランジスタは理想的なバイオセンサーと言える。研究代表者は、グラフェンのユニークな特性
を利用した生化学反応計測のための新たなプラットフォーム"Lab on a graphene-FET"(“Lab on 
a chip”に因む)を構想している。本研究もその一環である。 
 しかし、グラフェン電界効果トランジスタバイオセンサーをはじめとする電界効果トランジ
スタ型バイオセンサーにはデバイ長の問題がある。グラフェンの伝達特性を変えるのは、グラフ
ェンからデバイ長程度の範囲にある電荷のみである。デバイ長は生理的条件の水溶液中では 1 
nm程度で、ウイルスやたんぱく質よりも小さく、計測感度や精度、再現性に課題があった。こ
の問題に対して、研究代表者は、測定対象を直接検出しようとするのではなく、その反応産物(デ
バイ長よりも小さな低分子)を間接的に検出することで、デバイ長の問題を解消できるのではな
いか、さらに、酵素反応系をポリマー製極微小容器(マイクロウェル)に封じ込めれば、酵素反応
産物がマイクロウェル内に濃縮され、より感度が上がるのではないか、と考え、原理実証に成功
した。 
 ところが、上記の酵素検出法をより汎用的にするため、抗体と組み合わせた酵素免疫法に応用
しようとすると、問題が浮上した。原理実証で用いたウレアーゼの反応基質である尿素はたんぱ
く質を変性させ、また反応産物アンモニアは系の pHを抗原・抗体反応に適さない領域まで上昇
させてしまう。ウレアーゼはグラフェン電界効果トランジスタを用いた酵素反応計測の原理実
証には有効だったが、本法をさらに発展させるにはウレアーゼ／尿素に代わる酵素反応系が必
要となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、グラフェン電界効果トランジスタで検出可能、かつ抗原・抗体反応などと共
存可能な酵素反応系を探索し、グラフェン電界効果トランジスタを用いた酵素免疫法を実現す
ることであった。グラフェン電界効果トランジスタとマイクロウェルを用いた酵素反応計測ス
キームは研究代表者独自の物であり、本研究により、本スキームは多くの検出ターゲット(がん
マーカーやウイルスなど)への応用が可能になる。 
 
３．研究の方法 
 まず、グラフェン電界効果トランジスタで計測可能なウレアーゼ以外の酵素反応系を探索し
た。特に酵素免疫法で汎用されている酵素、Alkaline phosphatase(ALP)、Horseradish 
peroxidase(HRP)、-galactosidase(-gal)などを重点的に検討し、検出と定量に適した基質を探
した。併せて、反応を検出し易いグラフェン電界効果トランジスタの構造を検討した。 
 次に、見出した酵素を抗体と複合化し、酵素免疫法を開発した。デバイ長よりも大きなインフ
ルエンザウイルスを検出標的として実験を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、検出標的そのものが酵素活性を持つ胃がんの病原菌 Helicobacter pylori を検出標的と
し、これを抗体で捕捉して検出定量した成果を Nano Letters誌に論文発表した。本成果につい
ては大阪大学からもプレスリリースし(2019 年 6 月 18 日、図１、https://resou.osaka-
u.ac.jp/ja/research/2019/20190618_2)、英字 webメディア等でも報道され(8件)、当該論文は
Altmetric score 70 を得た(2020年 3月 10日時点)。また、本研究で用いたフッ素樹脂製マイク
ロウェルの技術をさらに洗練化させ、ナノスケールのウェルを大規模並列化したアレイ構造を
実現して１分子酵素反応を計測した成果も Analyst 誌に論文発表した(発表誌の Recent HOT 
articlesに選定)。 
 次に、抗体との複合化を想定して酵素反応系を探索した結果、特定の酵素と反応基質の組合せ
において、反応産物をグラフェン電界効果トランジスタでリアルタイム定量可能であることが
判明した。この結果、反応産物の生成量ないし生成速度から、酵素濃度の検量線を作成すること
ができるようになった。さらに、反応産物は可視広域に吸収を持つため、反応の結果をプレート
リーダーなどで確認することもでき、研究に適した反応系であることも分かった。また、微小液
滴を封止するマイクロウェルの形状はこれまで円柱形を採用していたが、液滴体積に対するグ
ラフェン接触面積の比を増大させ、更に液滴封止効率を向上させるためにウェルの形状を変更
した。 
 最後に、リンカー分子を用いて、抗インフルエンザウイルス抗体と酵素の複合体を合成し、こ
れをあらかじめグラフェン電界効果トランジスタ上に捕捉したインフルエンザウイルスに対し
て結合させて液滴を封止し、反応産物の検出を試みた。反応前まではデバイ長が短いためにウイ



ルスの表面電荷等による直接的な検出はほとんどできなかったが、封止・反応後にはグラフェン
電界効果トランジスタ上のウイルスの有無(即ち酵素抗体複合体の有無)によって電流シグナル
に違いが見られ、本法による間接的な検出を示唆する結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 プレスリリースの概要： 

極微小反応容器内でピロリ菌が尿素 UreaからアンモニアNH3を生じる反応を、

グラフェンが高感度かつリアルタイムに計測することで、塩濃度の影響を受けず、

ごく微量の標的を定量することが可能。 
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グラフェンFETによるヒト血清中におけるオープンサン ドイッチ免疫測定法を用いたバイオセンシング
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BSA固定化シアリルラクトサミンのインフルエンザウイルス結合活性

グラフェンFETバイオセンサ応答の状態空間モデリング
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グラフェン電界効果トランジスタ上のシアロ糖鎖修飾プロセスの検討
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