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研究成果の概要（和文）：ダイヤモンドに共有結合固定したDNA、RNAをアプタマーとして特定標的の検出を行った。
１）アプタマー固定のダイヤモンド表面でアプタマーと標的としてHIV-TATタンパク質と血小板成長由来因子（PDGF)の
結合過程を蛍光標識による光学検出と電界効果トランジスタ(FET)による電荷検出の双方から検討した。
２）標的のアデノシン三リン(ATP)に蛍光標識をつけず、ATPのアプタマー（DNA）側に蛍光標識をつけ、アプタマーの
挙動からATPを高感度検出した。３）流路の底部での異なるアプタマーが固定される複数のFETからなるFETアレーで特
定タンパク質検出を実施し、集積センサの基礎技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Specific targets were detected by short DNA and RNA aptamers immobilized on diamon
d. 1) HIV-TAT protein(target) and platelet derived growth factor (PDGF) were detected by their aptamers us
ing two methods such as photonic method based on fluorescence dye and potentiometric method based on field
 effect transistor (FET). The bonding between aptamer and their targets were discussed by the two differen
t detecting mechanisms. 2) Adenosine-triphosphate (ATP) has been clearly detected by without-marker on ATP
, but with-marker on its aptamer. It shows the possibility of label free aptamer sensor, 3) PDGF were sele
ctively detected by different transistors in FET arrays which are placed at the bottom of micro flow chann
els. It leads to the basic technology for integrated micro bio-systems.
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１．研究開始当初の背景 
プロテインチップでのタンパク質の同定や

検出は、対象となるタンパク質の抗体をプロ

ーブとして抗原抗体反応のパターン解析を

通して行われる。一般的に、抗原抗体反応の

有無は、標的タンパク質あるいは標識抗体に

固定したラベル（蛍光物質）からの蛍光で光

学検出する。しかし、抗体自体の作製が困難

で、その固定方法が難しく、失活や変成の問

題がある。また、光学検出法では、高価な蛍

光物質、その固定技術、光源・光検出装置が

必要である。より耐性があり、安価で携帯性

のある高感度のプロテインチップには、抗体

の代替および蛍光物質等のラベルを使用し

ないラベルフリーの検出方法の検討が必要

である。前者の解決策として、(1)アプタマ

ーという生体物質（特にタンパク質）に特異

的に結合する DNAまたは RNA の使用（抗体の

代替）が考えられる。後者の解決策（ラベル

フリー化）として、アプタマーと結合した標

的タンパク質により変化するダイヤモンド

表面電荷を電界効果トランジスタ（FET）に

より検出する方法がある。FET 型バイオセン

サは、微細化しても感度が低下しないため、

微量物質検出に有利で、注目されている。本

研究は、一塩基多型（SNPs）の高感度検出等

で実績がある申請者が開発のダイヤモンド

FET をアプタマー固定によるプロテインチッ

プに発展させる。 

 

２．研究の目的 
ダイヤモンドに共有結合固定した DNA、RNA

をアプタマーとして特定タンパク質の検出
を行う。 
(1)アプタマーが固定されたダイヤモンド表
面でのアプタマーと標的タンパク質の結合
過程ならびに結合後のタンパク質の活性過
程を蛍光標識による光学検出と FETによる電
荷検出の双方から詳細に検討する。 
(2)標的がアプタマーと特異的に結合する機
能を失活させないため、標的には標識をつけ
ずにアプタマー側に標識をつけることで、高
感度での検出を行う新たな検出方法を開発
する。 
(3)低温形成ナノダイヤモンドによる微細
FET チャネル上にアプタマー固定を行い、標
的タンパク質を高速および高感度で検出す
る。 
(4)上記の微細 FET を集積回路上に形成する
技術を開発する。マイクロ流路の底部での異
なるアプタマーが固定された FETアレーでの
特定タンパク質検出情報の一括処理を行う。 
 
３．研究の方法 

(1)アミノ基、カルボキシル基で化学修飾し
たダイヤモンド表面でアプタマー固定を行
い、蛍光による光学検出と FETによる電荷検

出の対応関係を明らかにし、ダイヤモンド表
面でのアプタマーと標的タンパク質の結合
と生化学反応を詳細に検討する。 
(2)標的に標識を付けず、標的のアプタマー
に標識をつけ、そのアプタマーと相補的な
DNAを基板と固定する。固定された相補的 DNA
とアプタマーで 2 本鎖（Duplex）DNA を形成
する。標的が 2本鎖 DNAに近づくとアプタマ
ーは 2本鎖を解き、標的と複合体（Complex）
を形成する。Duplex が Complex になる際に、
標識が表面から消失する程度を定量的に測
定する。 
(3)アプタマーとタンパク質の反応部位の特
定アミノ酸配列を検出する微細 SGFET にて、
各アプタマーとタンパク質あるいはペプチ
ドとの結合過程の高感度の電荷検出を行う。 
(4）素子の微細化と集積化技術により、マイ
クロ流路の底部に異なるアプタマーが固定
された微小 SGFET センサアレーを作製する。
実時間測定の一括処理への測定技術を開発
する。 
 
４．研究成果 

ダイヤモンド薄膜の表面修飾、特に生体分
子の固定に重要なカルボキシル基による修飾
を行い、ダイヤモンド表面に生体分子を固定
する技術を確立した。アプタマーとして利用
する一元物質である核酸の末端をダイヤモン
ド基板にアミド結合で安定に固定し、活性部
位を固定部位から離すことにより標的分子と
の結合を高め、さらには非特異的吸着を抑制
できるようダイヤモンド表面を終端構造する
ことで分子認識の特異性が向上した。 

センシングの方法としては蛍光検出法と電
界効果トランジスタ（FET）による電位検出法
を行い、複数の観点からダイヤモンド表面で
のセンシングを検討した。前者はDNAチップ等
でセンサー技術として確立されているが、核
酸をアプタマーとして基板上に固定した状態
で、蛍光検出を系統的に行ったのは本研究が
最初である。後者のダイヤモンド上のFETは、
DNAの塩基配列検出において有利なことが示
されているが、タンパク質検出においては開
発途上の技術であった。特に、アプタマーの
結合部位となるHIV Tat ペプチドは、正電荷
を帯びるアルギニン酸が支配的で、これより
でHIV Tatタンパク質の電荷の総和も正であ
る。正帯電のタンパク質が正孔をキャリアと
するダイヤモンドFETのしきい値電圧を正方
向にシフトさせ、シフト量からアプタマー捕
獲によるタンパク質の密度が定量的に評価さ
れた。 

以下、各項目ごとに説明する。 
 
(1) ダイヤモンド上へのアプタマー
（DNA,RNA）直接固定技術 
①ダイヤモンド表面に固定されたアプタマー
によるタンパク質の検出 



局所化学修飾を施したダイヤモンド表面で、
アプタマー固定化技術を最適化した。アミノ
基、カルボキシル基で化学修飾したダイヤモ
ンド表面（論文①,③,⑦,⑨,⑩,⑪,⑫）でア
プタマー固定を行い、蛍光によるタンパク質
の光学検出と電解質溶液ゲートFET（SGFET）
によるタンパク質の電荷検出の対応関係を明
らかにした。ダイヤモンド表面上に固定され
たDNAアプタマーにて血小板由来成長因子
(PDGF)の検出を蛍光法およびFETによる電荷
検出法の両者で可能とし(論文④,⑦)、SGFET
による再現性のよい電荷検出をもとに、PDGF
の2量体構造のイソフォームの区別等の高精
度検出（論文⑧）を行った。また、HIV Tat タ
ンパク質の検出をRNAアプタマーにて実施し
た。この検定は2段階で、アプタマーがHIV Tat 
タンパク質と結合する結合部位のペプチド鎖
（高アルギニン領域、正に帯電）のみでの検
出（論文⑬）と全タンパク質レベルでの検出
の両者で電荷検出の可能性を初めて明らかに
した（論文②）。 
 
(2) DC-plex 法を利用したアプタマーセンサ
開発 

アデノシン三リン酸（ATP）と特異的に結
合する ATP結合 DNＡアプタマーを認識プロー
ブとして用い、ATP 検出センサの開発に向け
た研究を行った。 

ATP の検出では、アプタマーが 2 本鎖で固
体表面にいる状態から ATPと複合体を形成す
る現象を検出する。その概略を以下に示す。
ATP 結合アプタマーと相補的な DNA（1 本鎖
DNA）をダイヤモンド基板に固定し、蛍光色
素 Cy5修飾された ATP結合アプタマーのハイ
ブリダイゼーションで 2 本鎖 DNA プローブ
（Duplex）を形成する。このプローブの蛍光
を観察する。ATP の添加によって 2 本鎖プロ
ーブが解離し、Cy5 修飾された ATP 結合アプ
タマーが ATP/アプタマー複合体(Complex)と
なり、離脱し、それが蛍光強度の低下として
高感度で ATP が検出された(DC-plex 法)（論
文④、図 1参照）。 
検出を数回繰り返した結果の再現性は高く、

再利用性を確認した。ATP の濃度依存性につ
いては、10μM 以上であれば確実に検出可能
である。ATP と構造の近い UTP、CTP、GTP を
等量入れた検出媒体での誤検出率は 1/10 以
下となり、ATP アプタマー特異性の確認を行
えた（論文④）。このようにセンサの再利用、
ATP の検出濃度、特異性に優れているが、さ
らに、標識の影響を受けやすい ATP のような
小さな生体分子の検出には非常に有用な方
法である。 
 

(3) DNA認識微細ダイヤモンドSGFET作製 
①これまで開発したSGFETをナノサイズまで
微細化して分子認識素子に発展させるために、
デバイス縮小化を検討した。微少サイズの
SGFETの動作確認、検出部にアプタマーの固定
を行った(学会発表⑪)。 

 
②ボロンデルタドープダイヤモンドにて新た
な溶液ゲート(SG)FETを作製した。このトラン
ジスタの動作安定性は高く、数カ月後も同一
の静特性を示す。この原因は、電気伝導性が
表面 吸着物質の影響を受けにくく、例えばカ
ルボキシル基終端を行う強い酸化剤でも電気
伝導性の変動がほとんどないことである。こ
のカルボキシル基終端は生体分子の固定にと
って最も重要な表面改質である。その特徴は、
電気的に負電荷であり、負電荷を有する生体
分子の非特異吸着の抑制に多大な効果があっ
た。このようなボロンドープ層を利用し、検
出感度が向上し、しかも再現性が高く、耐性
の高いSGFETが作製された（論文⑤）。このデ
バイスにて、高感度でタンパク質とアプタマ
ー結合による電位変化が検出された（論文⑥）。 
 
(4) 正の電荷を有するタンパク質のアプタマー結

合による観測 

アプタマーの結合部位となるHIV Tat ペプ
チドは、正電荷を有するアルギニン酸が支配
的な部位であり、正に帯電する。この部位の
影響でHIV Tatタンパク質も正電荷を帯びる。
正に帯電したタンパク質が正孔をキャリアと
するダイヤモンドSGFETのしきい値電圧に及
ぼす影響（図2参照）を検討し、アプタマーに
より捕獲されたタンパク質の密度を概算した。
測定限界の約10倍の電圧である30mVの負方向
へのしきい値電圧シフトは1012 e cm-2の正の
面電荷密度に相当し、HIV Tatタンパク質が

(a)

(b) DC-plex 法の模式図

ＡＴＰ
アプタマー

蛍光
標識

図 1 (a) 標識付 ATPでは標識のため ATPがアプ
タマーと相互作用しずらい（不活性）。(b)標識は
アプタマ側にあるので ATP は活性。 



1011cm-2の面密度でFETのチャネル上に捕捉さ
れることを示している（論文②）。本研究で
は、RNAをアプタマーとして利用し、FETによ
る定量的で信頼性の高いタンパク質の検出を
行った最初の例である。 

 

 
(5) DC-plex法によるFETでのATP検出 

FETにおいても上記(2)のCD-plex法で効率
よく検出できることが可能となった。プレハ
イブリダイゼーションした2本鎖DNAからATP
と結合する1本鎖のDNAアプタマーがディネー
チャーされ、固定された1本鎖のDNAが残り（図
1参照）、負電荷をもつDNAリン酸の半減したこ
とを示す30-40mVの負電位方向へのゲート電
圧シフトを明瞭に再現性良く観測した（論文
④）。もともと電荷量の少ない生体分子の測定
にはこの方法は非常に優れている。 

DC-plex法はハイブリダイゼーションした
DNAあるはRNAがディネーチャーする過程、つ
まり2本鎖から1本鎖となることを検出する単
純な機構であり、流路のように系が流れる状
態で非特異吸着を抑制できる方法であること
を、蛍光法と電界効果トランジスタの両面か
ら確認した 
 
(6) 標的核酸やアプタマーによる標的タンパ
ク質を検出する微細FETを作製した。流路技術
と合体するためにダイヤモンドFETを1次元ア 
レー化し、各チャネルに塩基配列の異なるDNA
プローブ3種（相補型、一塩基相違、非相補型）
を固定し、FETによる標的DNAの検出に明確な
差がでることを確認した。この結果は複数の
タンパク質検出の一括処理にも応用可能であ
る（学会発表②,⑤,⑪）。 
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