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研究成果の概要（和文）：生体の生理状態を随時観測するための生体ナノセンサーの開発研究を、ナノセンサー
の導入が容易な植物を対象に行った。この研究で、活性酸素に応答するカーボンナノチューブを基礎としたナノ
センサーを用いて、植物の葉における傷害に応答した活性酸素合成増加を観測することに成功した。また、植物
ホルモンのセンサー開発にも異なる手法で取り組み、その開発の可能性を確認することができた。今後、実際の
センサー開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Research on the development of biological nanosensors for observing 
physiological states of living organisms at any time was conducted on plants. In this research, we 
demonstrated that an increase in reactive oxygen species in response to injury in plant leaves could
 be detected by nanosensors based on carbon nanotubes. We also worked on the development of sensors 
for plant hormones by taking several different approaches and were able to confirm the feasibility 
of their development. It would be highly expected that the development of actual sensors for plant 
hormones in near future.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： ナノセンサー　カーボンナノチューブ　活性酸素　植物ホルモン

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
データ科学により飛躍的な発展が期待される生命科学において、経時的に生理状態を把握するセンサーの開発が
求められている。本研究課題で取り組んだカーボンナノチューブを基礎とした生体ナノセンサーは、汎用性が高
くさまざまな生体分子のセンサーの開発が可能である。本研究課題では、植物体においてカーボンナノチューブ
を利用したセンサーが機能することを確認し、さらに新規生体化合物のセンサー開発も期待できる知見を得るこ
とができた。これらの成果は、今後のセンサー開発を後押しするものであり、その意義は大きいと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者は、これまで主に CREST のサポートを受け圃場作物の農業形質をゲノム情報と環境情
報から予測するモデルを構築する開発研究をおこなってきた。その研究では、圃場作物の経時的
な状態把握データがモデルの高精度化に重要であることを明らかにし、我々が開発・構築した手
法により、農業形質を高精度に予測するモデル構築が可能であることを示した。一方で、経時的
に圃場作物の詳細な状態データを収集することは多大なのコストと労力を必要とし、モデル構
築技術の汎用化および実装の足枷となっている。そこで、容易に安価に圃場作物の状態データを
取得する方法が必要と考えられた。また、昨今、農業の IoT 化が喧伝されているが、そのほとん
どは温室などの農業環境の制御とそれによる作物生産の効率化が主体である。本来であれば、環
境データやその制御より、作物の状態情報を取得しそれに対応する方がより効率出来なはずで
ある。しかし、現時点では作物の状態情報という最も重要なデータについてはまだ取得方法がな
い。つまり、農業形質を予測し作物をデザインする技術の開発においても、また、農業 IoT の基
盤を活用しより効率の良い農作業の提案や生産制御を実現化するためにも、作物の状態データ
を経時的に収集する生体センサーの開発が必須なのである。 
近年、カーボンナノチューブ（single-walled carbon nanotube(SWNT)）を基盤とした化学物

質の開発が進められている。SWNT に修飾を加えることで特定の化合物に反応し、光反応特性が
変化することが明らかになっている。このセンサー開発手法は、汎用性が高いこと、比較的材料
費が安価であることから、、さまざまなセンサーが既に開発されている。 
植物ホルモンは、植物の成長やさまざまな環境ストレス応答に関与しており、植物の成長・生

理状態を把握する重要な指標となっている。しかし、その生体内の濃度はホルモンにより増減は
あるものの概ね非常に低く、現状では正確な測定には質量分析装置を用いた破壊的分析が必要
とされている。これまでも、ホルモン受容体を改変したセンサーの開発が提案されているが、遺
伝子組み換え技術が必要などの制約があるため、異なるセンサーの開発が望まれている。 
以上の背景の下、本課題研究では、SWNT を基礎に植物の生理状態を把握する生体ナノセンサ

ーの開発研究を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
本課題研究の目的は２つの点に集約できる。 
 
1） カーボンナノチューブを用いたセンサーの作成、それを用いた生体の状態観測の可能性の調

査 
2） 植物の生理状態を観測するためのカーボンナノチューブを基礎にした新たなセンサーの開

発 
 
３．研究の方法 
1）カーボンナノチューブを用いたセンサーの作成、観測システムの構築 
これまでの研究により、SWNT と(GT)15 からなる合成一本鎖 DNA を混合し超音波処理により分散
（可溶化、ポリマーによるラッピングによる分散化）させたカーボンナノチューブ（G-SWNT）は、
活性酸素種の過酸化水素に反応しその濃度に比例して蛍光波長が減少するが、一方(AT)15で分散
化した A-SWNT は反応しないことが知られている。この性質を利用して、生体内の活性酸素の増
減を観測することが試みられている。本研究課題では、まず、カーボンナノチューブのこのよう
な特性を確認すると共に、その観測システムの構築をおこなった。これまでの知見を参考に、
SWNTと(GT)15または(AT)15からなる合成一本鎖DNAを混合し超音波処理により分散化させる事に
成功した。次に、分散化した G-SWNT と A-SWNT の光反応特性を調査した。つまりどのような波長
の光に対し、どのような波長の蛍光を発するかを、調べた。これにより、観測すべき蛍光とその
励起光の波長を決定した。これを参考に、励起用レーザー光、蛍光フィルターを特定し、ハイパ
ースペクトルカメラを利用した観測システムを構築した。この観測システムを用いて、タバコま
たはシロイヌナズナの葉にナノセンサーを浸透させ、生体内での活性酸素観測を試みた。蛍光の
変化の観測にあたっては、蛍光画像データを数値化し経時的な変化を追跡するプログラムを独
自に開発した。 
  
2）新規カーボンナノチューブ植物ホルモンセンサーの開発の試み 
植物ホルモンはこれまでに 10 種類ほどが知られているが、そのうちアブシジン酸、ジャスモン
酸、サリチル酸は、比較的内在性の濃度が高い。また、これらの植物ホルモンは環境ストレス応
答に関わり、これらの変動から植物や作物の環境ストレス応答状況を認知することができる。一
方、サイトカイニンは、成長や栄養状態の指標になることがわかっている。そこで、本課題研究
では、これらの植物ホルモンを対象に、認識する生体ナノセンサーの開発を SWNT を基盤にして
試みた。まず、これまでの報告から、これらの植物ホルモンと親和性がある DNA 配列の情報を収
集し、それらを SWNT の分散化に利用することを試みた。DNA による分散化とその DNA の化合物
への親和性の関係については何ら報告はないが、化合物と親和性があるものが SWNT に結合する
ことで、SWNT の光反応特性に何らかの影響がでる可能性があると考えた。さらに、これらの植
物ホルモンそれぞれの存在下で SWNT を分散化する DNA 配列を探索するという方法を試みた。ラ



ンダムな配列を持つ DNA プールと植物ホルモンを混合し、それと共に SWNT を超音波で分散化さ
せ、分散化された SWNT から DNA を抽出、PCR により増幅ののち、また植物ホルモン存在下で分
散化させるという操作を繰り返すことで、植物ホルモンセンサーに質する DNA 配列を同定する
という手法で、それを試みた。 
 
４．研究成果 
1）カーボンナノチューブを用いたセンサーの構築、観測システム構築 
上述の方法に従い、G-SWNT および A-SWNT を構築することができた。この過程で、SWNT と DNA の
量比が分散化の効率に影響することが示唆された。また、これまでの報告のような長時間の超音
波処理や長時間の遠心処理は必要ではないことがわかった。センサーの構築の工程については
最適化の可能性が示唆された。 
まず、構築した G-SWNT および A-SWNT を用いて、連続的な波長の光で励起し蛍光を観測し、光

応答特性を調査した（図 1）。 
 

 
 

図 1、A-SWNT および G-SWNT の光応答特性 
 
この結果から、構築されたセンサーは波長が 800 nm〜850 nm の光を吸収し波長 980 nm 付近の
光を発することがわかった。これらの特性は、これまでの報告とは異なっており、その理由につ
いては不明である。上述のようにまだ最適化可能な部分があることが示唆される。この結果に基
づき、808 nm の波長の励起用レーザー発生装置、波長が 850 nm 以下の光をカットする観測用蛍
光フィルター、近赤外に高感度な InGaAs カメラを用いることにした。これらを配置した、観測
システムを構築した（図 2）。 
 

 
図 2、構築した生体ナノセンサー観測システム。 

この図では葉のみが図示されているが実際には植物体を利用した。 
 
 
構築した観測システムを用いて、SWNT センサーによる植物葉内の活性酸素増減の観測を試みた。
シロイヌナズナまたはタバコの展開葉に緩衝液(10mM MES pH5.7)に懸濁した G-SWNT または A-
SWNT を、それぞれ葉身の裏側から注射器で圧力をかけて浸透させた。G-SWNT と A-SWNT の反応を
比較するため同じ葉身に浸透した。SWNT センサーの葉身への浸透後 30 分ほどの時間を置いて、
傷害として対象葉身にピンセットまたはハサミで傷をつけ、ほぼ同時に測定を開始した。5秒お
きに InGaAs カメラにより画像を取得し、蛍光強度の分析をおこなった（図 3）。 
 



 
 

図 3、観測開始時（左）および終了時（右）の蛍光画像 
この図ではわからないが一枚の葉身に２つの SWNT が浸透されている。 

 
 

経時的に取得した画像から、蛍光強度データを抽出しその時間変化を解析した。その結果、期待
通り A-SWNT では変化がない一方、G-SWNT では蛍光強度の減衰が認められた（図 4）。 
 

      
 

図 4、G-SWNT の特異的蛍光減衰の観測 
左図：観測時間内での変化を色で表したもの。SWNT の位置は図 3に対応。右図：蛍光強度の時

間推移。 
 
 
以上の結果から、SWNT を基本としたナノセンサーは植物性体内で期待通りの反応を示し、それ
は蛍光特性の変化として観測可能であることが実証された。一方で、同じセンサーを用いて、モ
モの葉身を対象に同様の観測を試みたが、葉身内での蛍光は観測されたものの傷害に応答した
センサーの反応は認められなかった（図 5）。この理由は、傷害の与えかたやモモ生育状況など
さまさまなことが想定されるが、現段階では特定できていない。今後、多様な植物種での実験・
観測環境の検討が必要である。 
 

 
 

図 5、モモ葉身における過酸化水素生体ナノセンサーの応答実験 
左図：1枚のモモ葉身に SWNT センサーを浸透させ、蛍光を観測した結果。右図：それぞれの蛍

光強度の時間推移。 
 

 
2）新規カーボンナノチューブセンサーの開発 
内在性植物ホルモンを経時的に容易に観測するためのナノセンサーの開発を試みた。まず、これ



まで植物ホルモンと親和性があるとされる配列(aptamer)を持つ DNA を用いて SWNT を分散化す
ることで、ホルモンのセンサーが構築できないか考え試みた。これまでの報告からアブシジン酸
と相互作用するとされる配列 2 種類とサイトカイニンと相互作用するとされる配列を選択し実
験に供した（図 6）。 
 
 

ABA-a 
GCGGATGAAGACTGGTGTCCCTTATGGTGGGTGCGCTGGGCTGCAATCTTTTGGCTGGCCCTAAATACGAGCAAC 

 
ABA-b 
GCGGATGAAGACTGGTGTGAGGGGATGGGTTAGGTGGAGGTGGTTATTCCGGGAATTCGCCCTAAATACGAGCAAC 

 
zeatin 
GCGGATGAAGACTGGTGTCGGATATGGTTAGGCAGGCATAAGAGGTTTATCCGCCCTAAATACGAGCAAC 

 
図 6、実験に利用した植物ホルモンとの相互作用が期待される DNA 配列 

 
残念ながら、結果的にはこれらの配列では効率が低いながらも SWNT の分散化はできたが、アブ
シジン酸やサイトカイニン存在下での光応答性の変化は確認できなかった。DNA が化合物と相互
作用するということだけでは、SWNT をセンサー化することはできないと考えられた。 
 次に、ランダムな DNA 配列から、植物ホルモン存在下で効率よく SWNT を分散化できる配列の
中には SWNT をセンサー化するものが存在すると考え、その探索を試みた。実際、この方法の考
案中に、同様な方法により、ヒトの神経伝達物質のセンサー開発の可能性をした報告がなされた。
ランダム配列 20nt を含む合成 1本鎖 DNA を用い、植物ホルモンのアブシジン酸、ジャスモン酸、
サリチル酸、それぞれ 100 µM 存在下で超音波を施し SWNT の分散化を試みた。その結果、いずれ
の植物ホルモン存在下でも同様の条件で分散化できたが、アブシジン酸、ジャスモン酸、サリチ
ル酸で、その効率は大きく異なった(図 7)。この効率の違いは、複数回の実験でも同様に確認さ
れ、植物ホルモンとの相互作用による違いと考えられ、ホルモン特異的な反応の違いを示唆する
ものと思わる。 
 

 
 

図 7、植物ホルモンとランダム配列存在下での SWNT の分散化 
同じ条件下での SWNT 分散化の結果。ABA、JA、SA はそれぞれアブシジン酸、ジャスモン酸、サ

リチル酸を示す。 
 
 

得られた分散化 SWNT から、DNA を抽出し PCR で増幅して１本鎖化したのち植物ホルモン存在下
で SWNT を分散化して再度 DNA を抽出する、という操作を繰り返し、植物ホルモン特異的に SWNT
を分散化する配列の同定を試みた。しかし、PCR による増幅の過程で、マルチマーが出現するな
ど、最適な条件の収束に至らず、配列特定に至っていない。今後も、この実験工程の最適化を進
めながら、配列の特定とそれを用いたセンサーの開発を進める。 
 
国内外を含め、SWNT を用いた植物ホルモンのセンサー開発の報告はなく、センサーが開発され
ればそのインパクトは大きいと考える。今回対象とした植物ホルモンのジャスモン酸やサリチ
ル酸は、植物体から揮発されるものもあり、将来的には体内に浸透させず非侵襲的に利用可能な
センサーの開発も期待できる。特にこれらは、昆虫による食害や病原菌による病気と関連がある
ため、これらのセンサーが開発されれば農業生産の向上に大きく寄与すると考えられる。 
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