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研究成果の概要（和文）：電界効果トランジスタを利用し、酵素活性を高速に定量することのできる集積化デバイスの
原理証明を目指した。 アポトーシスパスウェイにおいて重要な役割を持つCapase-3およびCaspase-8を中心に検討した
。それぞれが特異的に認識・切断する至適配列の前後に酸性アミノ酸およびスペーサーを介してシステインを配する種
々配列のペプチドをデザインした。バルク中でこれらに種々濃度、温度、反応時間で酵素を作用させ、配列特異的な切
断を質量分析から確認した。金ナノ粒子の呈色反応より、これらの反応が光学センシングへと応用できる可能性を示し
た。さらに電位測定の結果からも、本アプローチの妥当性が示された。

研究成果の概要（英文）：We envisioned the development of an integrated transistor based device that is abl
e to quantify enzymatic activities in cells.  Caspase-3 and -8 were studied as targets relevant to apoptos
is pathway analysis.  A series of peptides containing each Caspase-specific amino acid sequence along with
 spacer and cysteine moiety were prepared so that they will have good enzyme-accssibility and affinity to 
gold for the immobilization.  Mass-spectroscopic analysis uncovered that these designed reactions take pla
ce in quantitative and each substrate-specific fashion. This reaction could also be visualized on the basi
s of the coloration of gold nano-particle.  Furthermore, it was compatible with potentiometric detection f
ormat, indicating the validity of our approach. 
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１．	 研究開始当初の背景 
	 今日、コンビナトリアルケミストリーの進
展に伴い日々多くの候補薬物が合成されて
いる。これらの薬効、薬理メカニズムの解析
においては、ターゲットとなる酵素や受容体
に対する阻害・活性化作用に関する時空間情
報の迅速な定量が求められ、一連の評価プロ
セスのハイスループット化が強く望まれて
いる。しかしながら、現状これらの解析は、
煩雑で多段階プロセスを要する古典的な分
子生物学的手法に依拠しており、未来型の高
効率な医薬品開発プラットフォームとして
求められる高度な要件を満足するものとは
言い難い。 
	 本提案では、電界効果トランジスタ（Field 
Effect Transistor, FET）原理を拡張し、非
標識で、迅速かつ並列的に細胞内での種々酵
素活性を定量しうる集積化計測デバイスの
開発を目指した。FET法とは、薄い絶縁膜（ゲ
ート）上に固定された分子の荷電または誘電
率変化をトランジスタの特性変化として直
接検出するものであり、ラベルフリーでレー
ザーや光学系が不要であるため小型化に有
利であること、半導体微細加工技術による高
密度・並列化が容易な点、また（前処理も含
めて）微小システム化のためのプロセス親和
性が高い点などハイスループットシステム
化において求められる主要な要件を潜在的
に網羅したユニークな検出法として近年注
目を集めている。提案者らはこれまでに、
FET 原理に立脚した電位計測方式による遺
伝子配列解析技術、糖鎖検出に基づいた「細
胞診断トランジスタ、また「動的」な界面を
巧みに利用することで従来の FET 法の適用
範囲を飛躍的に広げる新規なバイオトラン
ジスタの形態を世界に先駆けて提案・実証し
てきた。上述の酵素群によるシグナル伝達は、
いずれも基質（アミノ酸配列）特異的な切断
またはリン酸基付与を介して行われるため、
各々の至適配列を組み込んだペプチドをあ
らかじめ FET 検出表面（ゲート）上へ配置
しておき、酵素反応前後でのペプチドの有す
る荷電変化を電界効果として捉えることで、
これらの活性変化を並列的に評価すること
が可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、電界効果トランジスタを利用
して、細胞内酵素活性を高処理に定量するこ
とのできる集積化計測デバイスの原理証明
を目的とした。アポトーシス誘導に関わるシ
グナル伝達の中核を担うカスパーゼファミ
リーに加え、同じく調節因子として寄与する
リン酸化・脱リン酸化酵素（プロテインキナ
ーゼ、プロテインホスファターゼ）をターゲ
ットとし、それらの時系列的な定量に基づく
アポトーシスパスウェイ解析法を提案する。
電界効果トランジスタの長所を活かし、アポ
トーシスにおけるパスウェイ解析を従来よ
りも簡便、迅速かつ低コストに達成するツー

ルを提供することで、格段に高効率な薬理メ
カニズム解析や創薬ターゲットの絞り込み
評価を可能とする「革新的な医薬品開発プラ
ットフォーム」を提案することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 
①ペプチド修飾集積化デバイスの作製：	 
	 シリコンチップ上に金電極を集積化させ
た酵素活性計測 FET デバイスを作製した。シ
リコンチップの表面に、金スパッタによる薄
膜形成とフォトリソグラフィー(リフトオ
フ)法によるパターニングによって 10チャネ
ルのエクステンディドゲートを作成した。電
位変化をリアルタイムに同時計測するため、
10 チャネルのデータロガー装置とエレクト
ロメータと同期させて記録する専用のソフ
トを外部に発注して開発した。	 
	 
②ペプチドの設計：	 
	 電界効果の原理を考慮し、対応する各カス
パーゼにより至適配列の C 末端側アスパラ
ギン酸部位で切断される際、その負電荷に富
む配列の遊離によってペプチド総和の電荷
が著しく変化する特徴を持つ構造を設計し
た。例として、図１に、カスパーゼ-3,-8に対
応したペプチド配列を示す。切断される至適
配列の N 末端側に負の電荷を持つアスパラ
ギン酸を複数配置したのは、切断による荷電
変化の増幅を意図したものである。また、ス
ペーサーとして Amino Hexanoic Acid（Ahx）
が導入されているのは、分子運動性を確保し
て、酵素認識を効率化するためである。その
末端（C末端）には、金表面との接着親和性
ためにチオール基を有するシステインを配
置した。一方で、負電荷の集中による静電反
発の抑制を考慮して各部位の間に配置した。 

③金ナノ粒子を利用した切断反応の可視化	 
	 金ナノ粒子の表面プラズモン効果を利用
した呈色反応によるペプチド切断反応の光
学的な検出を試みた。図２に示すようなペプ
チド設計し、溶液中でカスパーゼ反応後、こ
こへクエン酸修飾金ナノ粒子を加えた際の
溶液呈色変化を観測した。 
	 

 

図 1.	 荷電変化ペプチドの構造. 



	 
４．研究成果	 

 
	 質量分析（マトリックス支援レーザー脱離
イオン化法飛行時間質量（MALDI-TOF-MS）
から、デザインされたペプチド（図 1および
2）が各々対応するカスパーゼにより選択的
に切断を受けることを確認した。 
	 図 3に、金ナノ粒子の呈色実験の結果を示
す。カスパーゼ反応の前後で、溶液の色が赤
色から青色へと変化する様子が観測された。
クエン酸修飾された金ナノ粒子はその負電
荷の反発により分散状態を保つ（青色）。こ
こへ図 2に示した構造のペプチドを修飾する
と、至適配列よりも C末端側に正の電荷を持
つアルギニンを配置することで、それらの負
電荷による静電反発により粒子の安定性が
保たれる（赤色）。一方、対応するカスパー
ゼによる切断後には、これが一転して正の電
荷を帯びることとなる。したがって、この正
電荷が金表面のクエン酸の負電荷と打消し
合うことで粒子間の静電反発力が弱くなり、
金ナノ粒子の凝集が誘起するものと考えら
れる（青色）。図 4 にこの状況を模式的に示
した。以上より、各荷電変化型のペプチド設
計指針の妥当性が示された。さらに、これら
のペプチドを作成した 10 チャネル金エクス
テンディドゲートへ導入し、カスパーゼ反応
前後での電位測定を行った。その結果、基質
特異的な切断反応と同期した表面電位の変
化が観測された。本研究の結果から、電界効
果トランジスタを利用した、酵素活性計測デ
バイスの原理証明を達成した。 
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図 2.	 金ナノ粒子表面に修飾したペプチ
ドの構造. 

図 4.	 ペプチド修飾金ナノ粒子の呈色挙
動の模式図. 

 

図 3.	 ペプチド修飾金ナノ粒子の呈色変
化と吸収スペクトル. 
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