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研究成果の概要（和文）： 

 シリコン集積バイオセンサの構成要素としてリポソーム微小液滴保持、超分子形状のインタ
クト固定化、固定化後の各センシング原理の実証を行ってきたリポソームバイオセンサデバイ
ス、同センシング技術の精度・性能を一層向上、安定化するために、新たな技術考案を行い検
討した。また新たに電子デバイス工学技術に基づく検知原理によるリポソームバイオセンサ技
術（インピーダンスセンサ技術、蛍光アレイデバイス技術・同検出技術）の開発を進めた。そ
の結果、リポソーム液滴保持検出部での定量性を向上でき、漏れ電流センサ、カンチレバー歪
みセンサの感度等性能向上、インピーダンスセンサにて 100 nLオーダーでのリポソーム－ター
ゲットタンパク質間相互作用検知、蛍光アレイセンサでのターゲット分子識別に至る蛍光信号
検出を実現することができた。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 In order to improve and stabilize the precision and performance of liposome biosensor 
and its sensing technologies, a series of technical considerations and resultant 
improvements have been done on the sensor as a key component of near future Si-integrated 
microsensor system. The technical developments are started from immobilization of minute 
droplet of liposome suspension and intact supramolecule structure. Moreover, new 
biosensing systems of liposome impedance biosensor and fluorescence array sensor are 
developed, based on electronics techniques. Finally, the sensitivities and performance 
of both leakage current sensor and cantilever strain sensor are improved because a 
resultant quantitative capability of immobilization of minute liposome droplet on the 
sensor becomes improved. We also note that the impedance sensor can detect the interaction 
between the liposome and target protein with a 100 nL order. And that the fluorescence 
array sensor system can discriminate different target biomolecules.   
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１．研究開始当初の背景 

本研究の直前に助成いただいた課題番号
19360162 基盤研究(B)において、(1)リポソ
ームの Si 集積回路デバイス構造へのインタ
クトな固定化、(2)インタクトに固定化した
リポソームを用いた熱量計測バイオセンサ
（マイクロカロリーメータ）、(3)インタクト
に固定化したリポソームを用いた漏れ電流
計測バイオセンサ（マイクロアンメータ）、
(4)インタクトにリポソームを固定化したカ
ンチレバー型バイオセンサ、の４つのテーマ
について当時最終時点にてまだ進展途上で
はあるが相応の研究成果を得ることができ
た。大きくまとめると、シリコン集積デバイ
ス上で用いることが考えられなかったリポ
ソームを同デバイス上で固定化し、同構造の
経時的安定性と同本来の特性を確認した後、
種々バイオセンサデバイスを具体的に実現
し、その特性確認ができた。 

 

２．研究の目的 

上記具体化した複数センサデバイスはま
だ進展途上であり、それらを含め、１）考察、
作製、検討したセンシング技術、センサの精
度・性能を一層向上、安定化させるとともに、
リポソーム系バイオ材料を基盤としたタン
パク質等重要バイオ分子の検出・動的挙動の
評価について、さらに新しい検知原理（特に
電子デバイス工学観点に基づく）を構築して
いくこと、そして前科研(課題番号 19360162
基盤(B))で着手が遅れた２）Si 集積回路構
造・回路システムへの新たな観点での展開技
術を考察、研究していくことを目的とした。 
 

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．リポソーム固定化バイオセンサの動作・
原理本質部の解析 

１）漏れ電流センサの動作・原理解析・・・
出力安定性、再現性の向上 

①溶液バルク部現象と溶液／電極界面現象
の分離、解析 

②溶液・液滴供給量、形状の一定・安定化・・・
マイクロ TAS 構造の導入 

２）カンチレバーセンサの動作・原理解析・・・
出力安定性、再現性の向上  

①カンチレバー表面リポソーム液滴形成プロ
セスの検討 

②出力ノイズの低減 
Ⅱ．リポソーム固定化バイオ(高周波:0.1G-数
十 GHz 帯)インピーダンスセンサ 
１）リポソーム固定化材料構造を用いたイン
ピーダンスセンサの構成検討 

２）同インピーダンスセンサの設計、作製プ
ロセスの検討 

３）同インピーダンスセンサの試作 

４）同インピーダンスセンサの評価 

５）同インピーダンスセンサ用Si信号処理用
集積回路の構成検討 

Ⅲ．リポソーム固定化蛍光センサアレイ手法 

１）リポソーム固定化材料構造を用いた蛍光
センサアレイの構成検討 

２）同蛍光センサアレイの設計、作製プロセ
スの検討 

３）同蛍光センサアレイの試作 

４）同蛍光センサアレイの評価 

 

４．研究成果 
Ⅰ．リポソーム固定化バイオセンサの動作・
原理本質部の解析 

１）漏れ電流センサの動作・原理解析・・・
出力安定性、再現性の向上 

①溶液バルク部現象と溶液／電極界面現象
の分離、解析 

リポソーム内に封入する電解質分子・イオ
ンのセンサ電極界面付近での酸化反応が漏
れ電流発生のメカニズムであることの実験
確認を行う必要があり、Cole-Cole plot 測定
解析(0.01-10 MHz)を行った結果(図１)、10 

MHz に至る高周波領域での半円特性におい
てリポソームとターゲットタンパク質分子
(CAB)との相互作用(おそらく複合体の形成
挙動)に伴う変化が検出され、本現象は酸化反
応に伴う電子授受の高周波応答が可能な溶
液／電極界面反応が支配的であることが分
かった。その際の電荷移動抵抗(Rct)の初期状
態からの変化はタンパク質濃度に依存した。
電極接触する溶液の定量性制御の重要性が
認識され次の②で述べる溶液保持構造、溶液
供給制御手法の導入に至った。 

②溶液・液滴供給量、形状の一定・安定化・・・
マイクロ TAS 構造の導入 

L 前後の定量溶液を形状保持して電極
上に接触形成したマイクロ TAS 構造漏れ電
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図１ Cole-Cole プロット(ターゲット蛋白質の有無) 



流センサを作製した。これにより多少の供給
溶液量変動が生じても電極付近での安定性
は保たれる。液滴保持部への液滴導入は今回
科研購入させて頂いた微小液滴生成装置を
用いた。本構造で漏れ電流ピーク強度、同電
流特性から算出した検出電荷量のターゲッ
ト CAB タンパク質分子濃度依存性を図２に
示す。低濃度までは原点からほぼリニアな依
存性であり中高濃度では傾きが減るが十分
なセンサ特性を呈していると考える。 

③リポソーム溶液・液滴中バイオ化学特性 

さらに検出能を向上するために、リポソー
ムセンシング分子として、ターゲットタンパ
ク質との相互作用性を高めるバイオ化学側
知見からタンパク質変性剤である GuHCl(塩
酸グアジニン)をターゲット溶液滴下時に添
加した。その結果タンパク質が native 状態か
ら MG 状態(活性状態)に変化し電流検出能と
して１２９倍向上できた（図３）。 

２）カンチレバーセンサの動作・原理解析・・・
出力安定性、再現性の向上  

①カンチレバー表面リポソーム液滴形成プロ
セスの検討 

カンチレバー表面にリポソーム分子をイ
ンタクトに(球形閉鎖分子形状を保持して)形
成する必要があるが、そのプロセスは前回の
科研と同様にリポソーム固定化前に従来か
らインタクト固定化が確立されている SAM

膜をカンチレバー表面に形成した。今回試作
したカンチレバーセンサ構造を図４に示す。 

後の③で説明の通り、今回は新たにカンチレ

バー歪検出抵抗を Ni/Cr 層とした(前回は Si

注入層)ため、Ni/Cr 層より上層の形成プロセ
ス条件を変更したが SAM 層は同様に形成で
きた。 

②溶液・液滴供給量、形状の一定・安定化・・・
マイクロ TAS 構造の導入 

 前述の漏れ電流センサと同じ目的でカン
チレバー上に固定化する液滴の定量化、固定
化、蒸散防止をマイクロ TAS 液滴保持封止
構造の導入で図った（図５）。液滴保持部へ
の液滴導入は今回科研購入させて頂いた微
小液滴生成装置を用いた。本構造は後の③の
内容と合わせてバイオ相互作用検出時の安
定性向上に非常に効果があり、前回の科研で
苦しんだ出力ドリフトを大幅に低減できた。 

 

③出力ノイズの低減 
本センサの出力はカンチレバー歪変化に

伴う抵抗変化であるが、①に記したように歪
抵抗材料を以前の Si 注入層から Ni/Cr メタ
ル層に変更することで出力安定性がセンサ
単体で２桁程度向上した。その結果数時間に
わたる測定安定性が向上しバイオ相互作用
に伴う力発生の考察が可能となった。図６に
アミロイドベータ(A(1-43))タンパク質添加
後の出力の経時特性を示す。溶媒である純水
のみでは出力変化はほぼ見られない。
A(1-43)添加後はカンチレバーが下に撓む極
性出力で単調増加するが次第に飽和する特
性が得られている。カンチレバー上リポソー
ムと特に相互作用せず沈降後物理付着した
だけの A(1-43)分子の存在が考えられるが、
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図４ NiCr 薄膜歪ゲージカンチレバーセンサ断面図 

 
図２ 漏れ電流、電荷量のタンパク質分子濃度依存性 
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図３ 漏れ電流のタンパク質変性剤濃度依存性 
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図５ カンチレバーセンサ液滴封止構造 



その場合はその分子重力による撓みが直線
的に増加するだけだが本飽和特性はそうで
はない。またかつ分子量計算からは単なる分
子重力による出力は約 1/3 と小さい。よって
本特性はリポソームとターゲット A(1-43)

分子の相互作用に基づく反応動特性を示し
ていると考えられる。測定終了後のカンチレ
バーSEM 写真から A(1-43)の線維伸長現象
に対応すると思われる残骸物がリポソーム
固定化表面のみに検出されている。 

 

Ⅱ．リポソーム固定化バイオ(高周波:0.1G-数
十 GHz 帯)インピーダンスセンサ 
１）リポソーム固定化材料構造を用いたイン
ピーダンスセンサの構成検討 

高周波線路、高周波デバイス構造の一部と
してバイオ液滴を形成してその高周波特性の
変化内容からリポソーム－タンパク質等バイ
オ分子間相互作用を検出するが、導入するバ
イオ液滴は高周波素子における誘電体の一部
と考えられる。そしてその誘電率変化をセン
サ出力として検出する。高周波では前述の漏
れ電流センサでの酸化反応と異なり、電磁界
分布はそれほど極端に電極表面には局在せず
バイオ液滴全体にある程度分布すると思われ
るため、デバイス電極上インタクトリポソー
ム以外の液滴中リポソームの変化も寄与する
と考えている。一方本インピーダンスセンサ
の電極はAuであり、従来リポソームのインタ
クト固定性が確認、報告されている。 

２）同インピーダンスセンサの設計、作製プ
ロセスの検討 

CPW (CoPlanar Waveguide)線路構造、並
びにCPW型インターデジタルキャパシタ
(IDC)構造の上部、内部に上記バイオ液滴を形
成した高周波センサ回路をマイクロ波シミュ
レータ、３次元完全電磁界解析を用いて設計
した。図７にCPW線路(液滴保持構造は無し)、
図８にIDC(液滴保持構造有)を用いた場合の
インピーダンスセンサの設計概要(３次元形
状)を示す。CPW線路センサではバイオ相互
作用による誘電率変化をSパラメータS21の透
過損失、位相シフトそのものから、 

IDCセンサではSパラメータからYパラメー
タY21= -jC を導出しCから誘電率変化を導
出する。 

３）同インピーダンスセンサの試作 

IDCセンサの液滴保持構造はマイクロTAS

で用いられるSU-8厚膜レジスト、または
PDMS膜を加工形成した。液滴保持部への1 

L前後の液滴導入は今回科研購入させて頂
いた微小液滴生成装置を用いた。 

４）同インピーダンスセンサの評価 

CPW線路センサ、IDCセンサ双方の評価結果の

概要を図９、１０、１１に各々示す。図９でのCPW

線路センサでのシミュレーション結果と測定結果

を比較から、定性的に両者は一致しており線路上

に形成する液滴(この場合純水)の存在、その誘電率

の変化を検出しうることが分かった。同系にてリ

ポソーム－コレステロール混合液滴を用いると図

中純水での特性から十分な変化が観察され、コレ

ステロール検出として確認された。図１０はIDC

マイクロピペットを用いてCPW上に純水液滴を形成

HFSS純水液滴モデル

Au/MgO構造
信号線路幅100μm
ギャップ幅10μm

信号線路長2500μm
液滴直径 約800μm

純水液滴(直径800μm)

CPW上に純水液滴を形成したものと
同様に純水液滴のモデルを形成

純水液滴を形成し測定したものとシミュレーション上で
作成したモデルのSパラメータの周波数特性とを比較

G： グランド線

S： 信号線

G

G

S

200μm

純水液滴

純水液滴表面写真

HFSS（High-Frequency-Structure-Simulator）ansoft社製
3次元電磁界シミュレーション=HFSS

Au

 

図７ CPW 線路(液滴保持構造は無し) インピーダン

スセンサ設計概要 
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図６ アミロイドベータ(A(1-43))タンパク質添加後

のカンチレバー出力の経時特性 
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図８ IDC(液滴保持構造有)インピーダンスセンサ設

計概要 
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純水液滴の形成によるSパラメータの周波数依存性

液滴有測定結果

液滴有シミュレーション結果

液滴無シミュレーション結果 液滴無 測定結果

Insertion loss(S21)

挿入損失

Phase shift

位相シフト

Sパラメータの周波数特性がほぼ一致し同様の特性が得られた  
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センサでの純水とDPPCリポソームでの誘電分散

測定特性を比較しており、DPPCリポソームについ

て従来法である開口プローブ法での測定結果とほ

ほ同様の結果が得られている。その測定体積比較

から感度は300倍向上していると言える。図１１は

IDCセンサにてリポソームとCABの相互作用に伴

う誘電緩和幅変化を示す。ノイズが見えるが誘電

緩和幅変化は開口プローブ法と同様の結果となっ

ており、本センサの使用可能性が示唆された。 

Ⅲ．リポソーム固定化蛍光センサアレイ手法 

１）リポソーム固定化材料構造を用いた蛍光
センサアレイの構成検討 

 従来の本研究者らの状況から、マイクロTASプ

ロセスを用いて将来的にアレイ数を十分増大可能

で、リポソームのインタクト固定性も考慮した蛍
光センサアレイの作製検討を行った。また効
率的な統計的解析のためにもある程度のアレ
イ規模が必要であるが、その場合蛍光測定シ
ステムもそれに応じた開発が必要と考えられ
たため、本研究開始当初の状況に応じた測定
システム検討を行い、独自の蛍光測定システ
ムを構成した。 

２）同蛍光センサアレイの設計、作製プロセ
スの検討、試作 

 本研究では未知のターゲットバイオ分子の
識別センシングを目標としたが、本手法での
既存データライブラリはまだないので、使用
リポソーム用脂質膜種は比較的特性の異なる
３種類DPPC, DSPC, POPC にとどめた。各
相転移温度が異なるため室温時における膜の
硬さが異なり相互作用時のパラメータとなる
と考えた。アレイではｘ方向には上記リポソ
ーム用脂質膜種を変化させ、ｙ方向にはター

ゲット分子種３種CAB、リゾチーム、純水を
変化させることとした。上述のリポソームの
インタクト固定性と従前の基本特性との整合
性の点でアレイ中各液滴保持部ピクセル底面
となる基板は親水性を確認したglassとし、保
持形状はPDMS生体親和材料を用いた。これ
らの様子を図１２に示す。 

尚、各液滴保持部ピクセルへの1 L前後の液
滴導入は前記微小液滴生成装置を用いた。ま
た蛍光測定時にはアレイ表面全面にカバーグ
ラスを置き液滴の蒸散変動を回避した。 

３）同蛍光センサアレイの評価 

 今回開発した蛍光測定システムのハード構
成を図１３に示す。アレイチップからの反射
光を検出する簡易な構造としており、蛍光検
出エリアとしても十分な面積を得ている。開
発した蛍光測定システムではRGB独立検出
から蛍光波長依存性を評価できるが本研究で
はG緑の発光強度に着目して測定した。図１
４にターゲット識別センシングの一例を示す。
さらに各ターゲットの濃度をパラメータとし
た。本比較の程度では一目でターゲット間の
違いを認識できるため統計解析は不要である
が、さらなる識別のために本測定システムが

液滴保持用アレイデバイスを
PDMS（シリコン系ゴム）で作製

PDMSアレイを
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図１２ 蛍光アレイセンサの設計、構造 
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図１３ 蛍光測定システムのハード構成 

DPPCリポソーム溶液(30mM)に対する測定結果

開口プローブ法と同じ周波数領域(2.5GHz付近および
5GHz付近)で誘電緩和が確認できた
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図１０ IDC(液滴保持構造有)インピーダンスセンサ

の評価結果 
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図１１ IDC(液滴保持構造有)インピーダンスセンサ

の評価結果 

DPPCとDSPCの
検出結果を解析

CABと

リゾチームを
識別

さらに多種のリポソームを
用いることで

様々なバイオ分子を
識別できる可能性  

図１４ ターゲット識別センシングの一例 



有する機能の複合的使用、そして種々の統計
処理技術の導入が必要になると考えるが、本
研究の目的としたターゲット識別同時センシ
ングを本リポソームアレイ技術により実現で
きたと考えている。 
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