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研究成果の概要（和文）：本研究では、二硫化モリブデン（MoS2）の特性を活かし、細胞活動をリアルタイムで
観測する新規計測系を開発した。具体的には、自己組織化ペプチド感応膜を使用して安定な細胞接着を実現し、
MoS2ナノシートの光・電子物性を利用して細胞の活動を局所的に観測した。以下の４つを実施した：（１）細胞
結合性のある自己組織化ペプチドの開発、（２）ペプチドによるナノシートへの細胞接着の評価、（３）イオン
応答性のペプチド感応膜の設計と開発、（４）発光イメージングおよび電気測定系の構築。実験結果から、MoS2
ナノシートからの発光パターンが細胞の接着面に応じて変化することが観察され、細胞活動のリアルタイム観測
に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel measurement system to observe cellular 
activities in real time by harnessing the properties of molybdenum disulfide (MoS2). Specifically, 
we achieved stable cell adhesion using self-assembled peptide-responsive membranes and utilized the 
optical and electronic properties of MoS2 nanosheets to locally monitor cellular activities. We 
conducted the following four steps: (1) development of self-assembled peptides with cell-binding 
properties, (2) evaluation of cell adhesion to the nanosheets using peptides, (3) design and 
development of ion-responsive peptide-sensitive membranes, and (4) construction of luminescence 
imaging and electrical measurement systems. Experimental results revealed that the luminescence 
patterns from the MoS2 nanosheets changed in response to cell adhesion, enabling successful 
real-time monitoring of cellular activities.

研究分野：バイオセンサ、ナノバイオ界面、ペプチド工学

キーワード： 生体材料　ペプチド　自己組織化　グラフェン　ナノシート

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、二硫化モリブデン（MoS2）を用いた新しい細胞活動のリアルタイム観測システムの開発に成功
したことである。このシステムは、細胞結合性のある自己組織化ペプチドを用いて安定な細胞接着を実現し、
MoS2ナノシートの光・電子物性を活用して局所的な細胞活動を観測することが可能である。この成果は、生体内
での細胞活動の解析やバイオセンシング技術の発展に貢献するとともに、疾患の診断や治療法の開発においても
有益な情報を提供することが期待される。また、ナノテクノロジーを応用した新たな細胞観察手法の開発は、医
療や生命科学の分野においてさまざまな応用可能性を持ち、社会的なインパクトも大きいと期待される。

※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 
グラフェンなどの２次元ナノ材料は、その比表面積の大きさから高感度のバイオセンシング
が可能とされ、その電界効果型トランジスタによるバイオセンサ開発が広く行われている。 
グラフェン・トランジスタを用いたバイオセンサは松本らの研究 (Matsumoto et.al. J. Am. 

Chem. Soc., 2010)を初めとして、抗体やウイルスなど様々なターゲットに対して感度があるバ
イオセンサが開発されてきた。最近では、単層グラフェンに神経細胞などを直接接着させ、電気
刺激を与え、その活動電位を測定する研究も行われている (N. P. Pampaloni, et.al., Nature 
nanotechnology, 2018)。一方で、より近年では半導体２次元ナノ材料であるMoS2のバイオセン
サが、グラフェン・バイオセンサの７４倍の感度を有する報告がなされている(D.Sarkar et.al., 
ACS Nano, 2014)。これまでの動作実証では、その感度評価が主になされ、ガン・マーカーなど
のより実用に近い生体分子検出も徐々に報告されている(L.Wang et.al., Small, 2014)。こちらの
バイオセンサでは細胞活動計測の報告はまだない。 
一般に、トランジスタ型のバイオセンサの表面には、標
的分子に対して結合能を有する生体プローブを固定させる
必要がある。固定法は、(1)ナノシートに化学的に共有結合
性のリンカーを介して直接プローブを固定する直接固定
型、(2)ナノシートを数 10nm厚の酸化膜で被覆し、そこに
共有結合性のリンカーでプローブを固定する酸化膜固定型
がある(RN. Dalila et.al., Biosensors, 2019)。これらの手法
では、プローブ分子がセンサ表面に不均一に固定されてい
るために、プローブ活性が低下することが問題である。よ
って、プローブ分子を２次元ナノ材料表面の最近傍に固定
することによって感度を高く保ち、かつ、均一に固定する
ことにより、全てのプローブ分子の活性を高く保つ機構の
開発が必須であった。 
申請者は、2 次元ナノ材料表面で自己組織化するペプチ
ドを用いた新しいプローブ分子の固定法の研究を行ってき
た（Y.Hayamizu et.al., Scientific Reports, 2018）。近年で
は、半導体 2次元ナノ材料である MoS2表面に吸着し、安
定かつ均一な単分子膜を形成するペプチドを開発した（発
光 i, Y.Hayamizu et.al., ACS Ap発光 ied Materials and 
Interfaces, 2019）。このペプチドは絹糸のタンパク質に多く含まれるアミノ酸配列を模倣し設計
され、MoS2 表面に厚さ〜1nm のペプチド単分子膜を形成する（図１）。この単分子膜は電位印
加下や有機溶媒中でもその秩序構造が安定であることが実証され、バイオセンサのプローブ固
定用の分子足場として有望である。さらに、ビオチン-アビジンを用いたセンシングの実証実験
では、足場ペプチドとプローブ・ペプチドをグラフェン上で共自己組織化し、プローブを固定す
ることに成功した。溶液中でナノシート・トランジスタを用いた電導測定から、濃度 fM(フェム
トモラー)レベルの感度を実現した。さらに、自己組織化ペプチドは、その秩序構造から、グラ
フェンやMoS2の電子移動度に悪影響を与えないことが明らかとなった。 
これまで、MoS2のトランジスタを利用したバイオセンサでは抗原抗体反応などの検出が実現
されてきたが、培養条件下の細胞活動をナノシートによってリアルタイムでセンシングした報
告例はない。２次元材料を用いた細胞センシングでは、バイオ・ナノ界面における信号伝達の機
構解明と細胞活動の選択的信号変換は重要課題である。これまで、グラフェン・トランジスタを
用いた細胞活動電位測定では、グラフェン界面に形成される電気化学二重層のイオン濃度の変
化を静電容量の変化として検出していた。これは、現象的には神経細胞の膜電位が変化する際に
起こる細胞膜近傍のイオン濃度の変化を観察していることになる。これに対して、細胞接着や細
胞膜の状態変化など“イオン濃度変化以外”の細胞活動をセンシングする試みは行われていない。
ここでは、細胞から放出されるイオンが、細胞膜と２次元ナノ材料表面の空間に閉じ込められる
ことによって、細胞膜近傍のイオン濃度が変化し、電気信号に影響を与えると考えられる。すな
わち、放出されるイオンだけでなく、細胞とナノ材料の接着の状態や、その空間に充填される細
胞外マトリックスなどの物質によっても電気信号は影響を受ける。ナノ材料を用いた細胞セン
シングを発展させるためには、以上を考慮に入れ、細胞のどういう活動が、どのような電子信号
となって検出されるのか仕組みを明らかにし、それを利用したセンサ界面を形成する必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、MoS2ナノシートを用いた細胞結合能と高感度を併せ持ったこれまでにない
光および電気計測による電気化学的な細胞活動計測の実現である。これにより、細胞−ナノシー
ト間の信号伝達機構を明らかにする。次のように研究を進める。 

 
図１：ナノシート上の絹糸タンパ
ク質を模倣した自己組織化ペプ
チドとプローブが集合したペプチ
ドの共自己組織化の模式図 



(1) 細胞結合性のある自己組織化ペプチドを開発し、その構造安定性を評価する。これにより、
ナノシート表面に安定的に接着した状態で細胞培養が行える条件を確立する。 
(2) 開発したペプチドを使用しナノシートへの細胞接着を評価する。位相差顕微鏡での細胞観
察や蛍光標識による蛍光顕微鏡測定を行い、接着状態を定量的かつ統計的に評価し、その知見を
もとペプチドのアミノ酸配列の改良に繋げる。 
(3) イオンとの相互作用機能を有する天然タンパク質のアミノ酸配列を参考にし、イオン応答
性のペプチド感応膜の設計と開発を行うことにより、イオン応答性の界面を実現する。 
(4) ナノシートの電子状態が細胞接着および活動によってどのような変調を受けるか、光励起
下での発光・分光イメージングおよび電気測定を行う。そのための実験系の構築を行い、細胞活
動観測のためのプラットフォームを完成させる。 
(5) 上記の技術を総合して、動物細胞活動のリアルタイム測定を行う。細胞の活動をナノシー
トの電導特性からリアルタイムで観測しつつ、発光・分光イメージング測定によって、局所的な
情報を取得する。 
 
３．研究の方法 
① 細胞結合性のある自己組織化ペプチドの開発：
ナノシートへの安定な細胞接着を実現するため、足
場ペプチドに細胞結合部位を加えた双機能ペプチド
開発を目的とする。細胞と親和性の高いと考えられ
るペプチドを自己組織化ペプチドに結合させたもの
をナノシート表面に共自己組織化させ、原子間力顕
微鏡(AFM)で評価する。AFM 画像から、新規ペプチド
がナノシート表面に均一な単分子膜へと自己組織化
するかを明らかとし、最適なアミノ酸配列を設計す
る。 
② ペプチドを使用した、細胞接着の評価：良好な
細胞接着によって初めて細胞活動の信号が効率的に
ナノシート側に伝わる。ここでは①で作製したペプ
チド膜を修飾した MoS2に、マウス線維芽細胞（3T3）
を播種・培養し、その接着性の評価を行う。播種時
の細胞密度や培養条件について検討を行い、接着の
ペプチド依存性について位相顕微鏡や蛍光顕微鏡を
用いて定量的な解析を行う。 
③ イオンやｐH 応答性のペプチド自己組織化膜の
開発：細胞から放出される特定のイオンに結合する
ペプチド感応膜の設計・開発をする。ヒスチジンや
電荷を有するアミノ酸はイオンとの強い相互作用が知られている。 
④ 発光イメージングおよび電気測定のプラットフォーム構築：MoS2発光測定において、細胞か
らの影響（細胞接着および、イオンなどの細胞からの放出物）をよりコントラスト良く可視化す
るため、MoS2合成条件の最適化および培養液の自家蛍光を低減した測定系を構築する。培養条件
下で細胞接着による発光への影響を評価する。これより、細胞接着を MoS2発光測定によって可
視化する（図２）。 
⑤ 細胞活動のリアルタイム測定：外部刺激に対して応答する生細胞の活動をナノシートの電
気・発光特性から観測する。半導体ナノ材料の微細で高感度な特徴を活かし、細胞個体ひとつひ
とつの活動をリアルタイムで観測する。また、外的刺激によって、細胞の状態に動的な変化がみ
られることが期待されるが、これをナノシートの発光によって観察する。時空間的な観察には、
MoS2の発光イメージングを利用する。 
 
 
４．研究成果 
 
①  細胞結合性のある自己組織化ペプチドの開発 
本研究では、グラファイト/グラフェン表面におけるペプチドの自己組織化の設計と特性評
価を行った。ペプチドは、グラファイト/グラフェン表面での自己組織化において、トリプ
トファンを 3つ含む配列を結合部位として利用し、その電気特性を調査した。さらに、トリ
プトファンは GGG リンカー（トリグリシン）と GRGDS（グリシン-アルギニン-グリシン-アス
パラギン酸-セリン）と結合させることで、グラファイト/グラフェン表面での細胞接着を促
進する双機能ペプチドを設計した。これらのペプチドはグラファイト表面で六方対称性の規
則構造に自己組織化し、単分子膜厚の薄膜構造を形成した。 
 
②  ペプチドを使用した、細胞接着の評価 

 

図２：MoS2電気化学トランジスタの概略
図。油浸レンズを用いて蛍光イメージ
観察を行う。 
 



GRGDSGGGWWW ペプチドとい
う非共有結合性ペプチドが
グラファイト/グラフェン
表面に自己組織化すること
で、細胞の接着を誘導する
ことに成功した（図３）。こ
のペプチドは比較的小さい
ため、非共有結合を利用す
ることで共有結合よりも電
気特性がより良く保たれる
ことが期待される。このペ
プチドを用いたグラファイ
ト/グラフェン界面は、細胞
から放出される電気活性分
子のリアルタイム測定に有
用であると考えられる。 
 

③  イオンやｐH応答性のペプチド自己組織化膜の開発 
イオンやｐHに応答するペプチドとして両親媒性ペプチドを設計した。疎水性アミノ酸とし
てフェニルアラニン、親水性アミノ酸として正電荷を持つリジンと負電荷を持つグルタミ
ン酸を採用した。さらに、両端にプロリンを配置した PKFKFEFEF（PKE）ペプチドを設計し
た。プロリンはアミノ酸の中でも特殊な構造を持ち、アミノ酸配列の内部に存在するとター
ンを形成しやすいなどの特性がある。プロリンが両端に存在すると、分子末端の振動運動が
低下し、エントロピー的に安定になるため、秩序ある構造形成を促進する。また、比較のた
めに、プロリンを両端に持つ正電荷のみの PK（PKFKFKFKP）ペプチドと負電荷のみの PE
（PEFEFEFEP）ペプチドを設計した。これらを使用し、MoS2との相互作用を高め、FET 応答
に大きな差を生じることを期待した。 
まず、未修飾の MoS2 FET において、pHへの応答を調査した結果を報告する。pHに対する
応答は 2 つのタイプに分けられることがわかった。一つは、ほとんど閾値電圧に応答しな
い FET であり、もう一つは pH が増加するにつれて閾値電圧が低電圧側にシフトする FET で
ある。先行研究では、4層の CVDMoS2を用いた FET ではほとんど欠陥がなく、pHへの応答が
見られないことが報告されている。したがって、デバイス間の応答の差は MoS2の欠陥量に
依存すると考えられる。これは閾値電圧の絶対値からも欠陥量の違いが判断される。本研究
では、pH をイオン強度が等しくなるように調整し、閾値電圧のシフトはほとんど観察され
なかった。 
次に、ペプチド自己組織化前後の pH 変化に対する閾値電圧の変化を評価した。PKE ペプ
チドでは、pH の上昇とともに閾値電圧が高電圧側にシフトしていることがわかった。一方、
PK ペプチドは pH2.45 から pH7.45 の範囲では閾値電圧の変化はほとんどないが、高い pHで
は閾値電圧が高電圧側にシフトした。PE ペプチドは pH2.45 から pH7.45 の範囲では PKE や
PK とは異なり、低電圧側にシフトし、pH7.45 から pH11.45 に変化すると高電圧側にシフト
した。各 pH の値の時のペプチドのネットチャージに対する閾値電圧の変化では、PKE はネ
ットチャージに対して単調に変化しているが、PKや PE は単調な変化ではない。 
実際の局所的な pH は分からないため、実際のペプチドのネットチャージは分からない。
イオン強度は一定である溶液で未修飾の場合は応答が見られなかったが、ペプチドでは応
答が変化しているため、プロトン濃度がペプチドに影響したと言える。リン酸緩衝液（PB）
の電解質濃度によってペプチド自己組織化後の閾値電圧の変化がなかったのに対して、異
なる pH の溶液で応答していることからも、同様なことが言える。最後に、AFM による観察
で MoS2 FET の表面にペプチドが残っていることが確認された。 

 
④  発光イメージングおよび電気測定のプラットフォーム構築 
本研究では、まずペプチド修飾を行っていない MoS2の pH 応答を調査した。その結果、酸性
条件では MoS2の発光強度が上昇し、塩基性条件では減少することが確認された。また、酸
性条件では短波長シフトとピーク幅の減少、塩基性条件では長波長シフトとピーク幅の増
加が観察された。これらの結果は、先行研究と一致している。 
次に、ペプチド修飾前後での MoS2の発光特性の比較（図４）と、ペプチド修飾 MoS2の pH
応答を調査した。使用したペプチドはグリシンとアラニンの繰り返しアミノ酸配列を有す
る GA ペプチドを使用した。使用した GA ペプチドはそれぞれ末端に電荷の異なるアミノ酸
を配置した RY5 と EY5、そして電荷を有さない QY5 を選択した。その結果、RY5 修飾では発
光強度が著しく低下し、QY5 修飾ではやや低下し、EY5 修飾ではほとんど変化しなかった。

 

図３：GRGDSGGGWWW および GGGWWW ペプチドによって
表面修飾されたグラファイト上の培養 4 時間後の接着細胞
の蛍光画像。細胞はCellMask™オレンジで染色された。 
 



また、RY5 修飾では塩基性条件でのレッドシフトが観察され、ペプチド分子から MoS2への
電子ドーピングが起きた可能性が示唆された。一方、EY5 修飾では発光特性の変化が非常に
小さく、電子のやり取りがほとんど起こらなかったと考えられる。 
さらに、ペプチド修飾 MoS2の溶液 pHに対する発光応答を調査した結果、RY5 と QY5 修飾
では pH の変化に応じて発光強度が変化し、EY5 修飾ではほとんど変化しなかった。また、
pH の変化に伴う発光ピーク波長の変化も観察された。特に EY5 修飾では塩基性条件でも発
光特性の変化が穏やかであることが示された。
これらの結果から、EY5 修飾ペプチドは MoS2の
表面修飾に適しており、塩基性環境下でも発光
特性の変化が制御されることが示唆された。ま
た、個別のペプチド修飾による MoS2の発光特性
への影響も明らかになった。この研究は、MoS2
を用いた pH センシングにおけるペプチド修飾
の重要性を示唆している。 
 

⑤  細胞活動のリアルタイム測定 
接着力の強い NIH3T3 細胞を使用した。NIH3T3
はマウス胎児線維芽細胞であり、接着評価によ
く使用される株化細胞である。MoS2と水溶液の
間に印加する電圧によって、MoS2内の電荷キャ
リアに対応する対イオンが結合し、MoS2界面で
電気二重層を形成すると考えられる。このと
き、電気二重層の形成速度は細胞と MoS2間のイ
オンや水の拡散速度に影響を受ける可能性が
る。 
実験では、MoS2と電極の間に印加する電圧を
矩形波状に変調し、MoS2の発光変化とイオンや
水の拡散の関係を検出した。結果として、発光強度の印加電圧に対する応答は、先行研究と
同様の傾向を示した。未修飾の MoS2と poly-L-lysine 修飾 MoS2を比較すると、立ち上がり
の位置に差が見られた。poly-L-lysine をコーティングすると高電圧側にシフトし、MoS2内
の電子密度が低下したと考えられる。この現象の原因として、poly-L-lysine の表面吸着に
よる化学ドーピングや界面近傍の水溶液の酸化還元電位の変化が考えられる。 
さらに、発光強度は矩形波型の電圧に対して遅い緩和を持つ変化を示した。この変化のメ
カニズムについて、以下の仮説を検討する。まず、大きなゲート電圧が印加された状態では、
MoS2の界面に陽イオンが吸着し、電気二重層が形成される。一方で電圧を小さくすると、
MoS2と陽イオンの静電相互作用が小さくなる。したがって、陽イオンや水の脱離が起こり、
MoS2の電子密度が低下し、発光強度が増加する。その後、電気二重層の再構成によって電子
密度が再び増加し、発光強度が減少すると考えられる。この際の印加電圧の大きさによって
様相が変わる。特に印加電圧が大きい場合、脱離した陽イオンの周囲に分極した水が入り込
む。これにより、一度低下した電子密度が再び上昇し、発光強度の減少量が大きくなると考
えられる。一方、印加電圧が小さい場合、陽イオンの脱離に伴って入り込んだ水は配向せず、
電子密度がある程度保たれる。そのため、発光強度の減少量は小さくなる。 
また、細胞存在下と細胞非存在下での発光変化の様子が異なることを発見した。細胞存在
下では、細胞膜に付着した負に帯電した糖鎖や細胞からの分泌物により、MoS2近傍の環境が
複雑になり、電気二重層が安定構造を取るまでに時間がかかったと考えられる。これによ
り、発光強度の減少率が細胞存在下では緩やかであることが示唆さる。さらに、細胞膜が負
に帯電していることから、細胞存在下では陽イオンが細胞側に引き寄せられ、発光強度が最
大値をとる時間に差が生じることが観察された。 
以上の結果から、MoS2界面での電気二重層形成やイオンの拡散により、MoS2の発光特性が
変化することが示唆された。また、細胞の存在はこの過程に影響を与え、細胞の位置をマッ
ピングすることが可能であることがわかった。今後は、細胞がいる際のイオンの拡散モデル
を考案することで、より詳細な情報が得られることが期待される。 

 

図４：ペプチドの自己組織化前後の単
層MoS2の典型的な発光スペクトル 
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