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研究成果の概要（和文）：半導体デバイスである電界効果トランジスタと核酸アプタマーを融合した非標識かつ高感度
な電位計測バイオセンサーを用いて、腫瘍マーカーを検出する研究をおこなった。癌にまつわる腫瘍マーカータンパク
質(VEGF)の検出を簡易・迅速かつ低コストに達成する基盤技術を提供することで、従来のイムノアッセイに代わる超高
感度タンパク質センシング、プロテオミックス解析、翻訳後修飾解析のための新たなプラットフォームを提示した。本
研究で得られる基盤技術は、我が国の死因第１位である癌の診断への展開が見込まれ、医療システムのイノベーション
につなげていくことが可能である。

研究成果の概要（英文）：A highly sensitive detection of serum protein as a biomarker for cancer and/or tum
or was conducted by using aptamer-based field-effect transistor (FET) biosensor without the need for label
ing. The aptamer immobilized on the semiconductor-based biosensor specifically captured target protein wit
hin the electrical double layer which is spontaneously formed at the electrolyte/sensor interface. The FET
 sensor successfully detected the innate net-charge of the captured protein by the field effect. The techn
ology allows a fast and low-cost detection of the biomarkers in a massively parallel format, providing a n
ew platform for electrical sensing of proteins, proteomics, and post-translational modifications as an alt
ernative way to conventional immuno-assays coupled with optical readout. The fundamental knowledge obtaine
d by the project can be applied for clinical diagnosis for cancers, leading an innovation for current medi
cal system.
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１．研究開始当初の背景 
（１）腫瘍マーカーの高感度簡易検出のニー
ズ：腫瘍マーカーは、癌の進行とともに、血
清や尿中に遊離してくるタンパク質・生理活
性物質・抗原などの生体因子である。腫瘍マ
ーカーの検出は、がんの早期発見のためのス
クリーニングテスト、あるいは予後診断とし
て有用な方法である。しかし、現状では、擬
陽性・擬陰性が多く、まだ理想的な検査とは
いえず、より高感度、高精度な診断を可能に
するセンシングデバイスが求められている。
また、現状の抗体を主とした免疫染色および
イムノアッセイによる解析は、煩雑で多段階
のプロセスを要する古典的な生物学的手法
に依拠しており、高品質、経済的な未来型医
療をより身近な場所で提供できるとは言い
難い。 
（２）電界効果トランジスタ（FET）をベー
スとした高感度電位計測バイオセンサー：こ
れまで申請者らは、FET(Field Effect Transistor)
の原理を用いたラベルフリーで高感度な電
気化学計測技術を、DNA 解析、薬剤スクリー
ニング、癌細胞検出に応用展開してきた。本
提案では、FET による検出原理を拡張し、迅
速、高精度、並列的に腫瘍マーカーを定量す
る低コスト集積化センシングデバイスを創
製する。FET を基盤とした電位計測では、薄
いゲート絶縁膜上に、あるいはエクステンド
ゲート表面に捕捉された標的分子の荷電ま
たは誘電率変化を固－液界面電位変化とし
て直接検出するものであり、非標識で、レー
ザー励起光や光学検出系が不要であるため、
小型化に有利である。また、半導体微細加工
技術によるゲート電極の高密度化・並列化が
容易であり、装置のハイスループット化にお
いて求められる主要な要件を満たしたユニ
ークなセンサとして注目を浴びている。 
（３）デバイ長にまつわる検出限界：FET を
用いた固－液界面電位計測では、標的分子の
持つ荷電を界面電位変化としてそのまま読
み取るため、緩衝溶液中の対イオンによる静
電遮蔽効果が問題となるので、分子認識イベ
ントを電気二重層内でおこす必要がある。し
かし、その特性長をあらわすデバイ長はリン
酸緩衝液(pH = 7.4)濃度を 100 倍希釈(1.5 mM)
してもせいぜい 10 nm 程度までしか拡張でき
ず、従来の抗体を分子認識素子として用いる
と、抗体の大きさ(30 nm)ゆえに標的分子はデ
バイ長の外に存在するため検出できなかっ
た。近年では、Fab フラグメントをリガンド
に用いた例が報告されえているが、固相で用
いる際の変性や、配向性の問題など克服すべ
き課題は多い。 
（４）核酸アプタマーを分子認識素子として
利用する特色・メリット：アプタマーとは、
標的分子と特異的に結合する核酸やペプチ
ドの総称である。核酸アプタマーに関しては、
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by 
EXponential enrichment) 法により、近年、抗
体に匹敵する解離定数(Kd)を示す特異性の高

いものがいくつも同定されている。そこで、
本研究ではオリゴ DNA アプタマーを新たな
分子認識素子として用いる。その利点は、ま
ず、抗体と比較して分子サイズが小さいため、
標的分子をデバイ長の範囲内で捕捉できる
ことである。したがって、対イオンによる遮
蔽効果の影響を受けず、高感度電位計測がお
こなえることが期待される。次に、アプタマ
ーの性能は、基本的にその配列によってのみ
決定されるので、均一であり、抗体にみられ
るような品質のばらつきがない。また、分解、
変性に対しても一定の耐性があり、長期にわ
たる安定性も有する。さらに、分子生物学的
手法による増幅が容易に行えるうえ、異なる
アプタマー配列を１本の DNA に直列する、
ヘアピンなど特異な高次構造をとるように
分子設計することで、リガンド分子にスイッ
チング機能や温度応答性を付与することも
考えられ、アプタマーのナノ構造変化を電気
化学変化としてとらえる新たな応用展開に
つなげていくことが可能である。 
（５）核酸アプタマーを電位計測用ラベル剤
として用いる新たな応用展開：近年、標的と
なる分子の異なるエピトープにそれぞれ結
合するアプタマーが報告されている。申請者
はこの点に着目し、DNA アプタマーによるサ
ンドイッチアッセイをおこなうことを計画
している。これは、DNA アプタマーの持つリ
ガンド機能と、リン酸エステルに存在する豊
富な負電荷の両方を利用して、電位計測にお
けるシグナル増幅効果をねらうものである。
この新たなアッセイにより、一般的に分子量
に比べて電荷量の小さい、本研究における標
的分子であるタンパク質の高感度検出や、電
気的中性な分子の検出までをも可能にする
と考えられる。また、二次アプタマーそのも
のを標識として用いるため、通常、蛍光分子
の固定化にともなう活性の低下といった問
題は皆無である。 
 
２．研究の目的 
これまで申請者は FET を基盤としたリアル
タイム電位計測を用いて、種々の官能基表面
におけるタンパク質の非特異的吸着の定量
化に成功している。また、予備実験ではモデ
ル物質としてLysozymeとAnti-Lysozymeアプ
タマーの組み合わせにおいて、高感度検出
（数 nM）を達成している。本研究では、腫
瘍マーカーとして VEGF(Vascular Endotherial 
Growth Factor、Mw=39029Da、pI=6.1)を標的
分子に掲げ、Anti-VEGF アプタマーを用いた
リアルタイム電位計測をおこなうことが主
目的となる。血液中の VEGF 濃度は腫瘍増殖
の指標となり、また、眼球中の VEGF 濃度は
AMD(Age-related Macular Degeneration) の
AvastinTM による治療に対する予後診断とし
て有用である。まず、アプタマーの固定化方
法、スペーサー分子の長さ、固定化密度、非
特異的吸着抑制分子の共固定といった要素
の最適化をおこなう必要がある。これらの最



適条件を整えつつ、モデルサンプルあるいは
リアルサンプルをもちいて電位計測をおこ
ない、結合定数、ダイナミックレンジ、検出
限界を明らかにし、測定が十分な感度、精度
を有しているか検討する。感度が十分達成さ
れた場合には、アレイ化した電極基板を用い
て測定精度の向上、あるいは関連する別の腫
瘍マーカーとの並列解析をおこなう。DNA ア
プタマーを抗体に代わる新たな分子認識素
子として利用することで、(I) 電位計測にお
けるデバイ長にまつわる検出限界を回避す
るのみならず、(II) DNA アプタマーの分子設
計の自由度の高さを生かして、リガンド機能
に加えて刺激応答機能を付与するといった
高機能化に向けた試みは新しく、独創的であ
る。したがって、FET デバイスとアプタマー
の融合により、電位計測における新たな学術
分野を提供するのみならず、従来のイムノア
ッセイに代わる迅速、高精度、低コストな腫
瘍マーカーの検出を通して患者の QOL 向上
に貢献できる。 
 
３．研究の方法 
まず、核酸アプタマーの設計および電極表面
への核酸アプタマープローブの固定化方法、
固定化密度、スペーサー分子の長さを検討す
る。プローブ分子となるアプタマーの固定に
関しては、固－液界面でのデバイ長の制約を
十分に考慮する必要があり、より電極近傍に
アプタマーを固定化することが望ましい。
DNA アプタマーの 5'あるいは 3'末端は、それ
ぞれチオール基（-(CH2)6SH）、カルボキシル
基(-(CH2)6COOH)、アミノ基（-(CH2)6NH2）を
導入できるため、金電極と Au-S 結合を介し
て直接結合するか、または自己組織化単分子
膜(Self-Assembled Monolayer: SAM)末端に活
性エステル基の NHS(N-hydroxysuccinimide)
を導入して、アミド結合により固定化する方
法が有力である。プローブの固定化密度は、
標的物質がかさ高いタンパク質であり、立体
斥力がはたらくことを考慮すると、10-100 
nm2 当たりに 1 本程度のプローブ密度で導入
させることが望ましい。これまでに申請者は、
固定化条件を検討することにより、プローブ
密度を任意に制御できることを見出してお
り、また、種々の電気化学的手法によって高
感度にプローブ密度および SAM 密度を同定
する技術を有している。スペーサー分子の長
さは、デバイ長の制約とプローブ分子のアク
セシビリティとの間でトレードオフの関係
にあるので最適化をおこなう必要がある。こ
こでは DNA アプタマーの分子設計における
自由度の高さを利用し、プローブの末端に導
入するThymineのユニット数を変えることで
検討をおこなう。次に、非特異的シグナル抑
制のためのバイオ親和性界面の設計を検討
する。高感度検出、リアルサンプル検出を達
成するうえでは、また、本研究での標的物質
がタンパク質であることを考慮すると、材料
表面への非特異的吸着に起因するノイズ信

号を低減する必要がある。そこで、デバイ長
の制約を考慮して、分子量の高い PEG 
(PolyEthylene Glycol)ではなく SAM 末端にタ
ンパク質吸着抑制効果の高い OEG (Oligo- 
Ethylene Glycol)を導入するか、OEG-SH を
SAM として導入するかのいずれかの手法を
検討する。前者は、アルキル鎖にはたらく疎
水性相互作用により、充填密度の高い SAM
（絶縁層）が形成されるため、電位測定にお
いて安定した信号が得られる可能性がある。
そして、標的物質である VEGF を用いて、電
位測定装置によるリアルタイム非標識検出
をおこなう。なお、金電極はエクステンドゲ
ートとして FET 装置と隔離されており、測定
環境温度を変化させても FET のデバイス特
性に影響を及ぼさない設計となっている。必
要な検出感度は数百 pg mL-1 であり、本研究
に用いる抗 VEGF アプタマーは、抗 VEGF 抗
体の 10 倍以内の Kdであることから、十分な
感度が得られることが期待される。良好な感
度が得られない場合は、VEGF の別のエピト
ープに結合する二次アプタマーを用いてサ
ンドイッチアッセイをおこなう。この際、リ
ガンド機能のほかに豊富な負電荷をもつ二
次アプタマーは、電位計測における標識分子
としての役割をになう点がユニークである。
また、二次アプタマーはそれ自身が標識であ
るため、蛍光分子等を修飾導入する必要がな
く、分子修飾にともなうリガンド機能の低下
は起こらない。 
 
４．研究成果 
実施計画に基づき、まず、核酸アプタマーの
分子設計および電極表面への核酸アプタマ
ープローブの固定化方法・固定化密度を検討
した。また、非特異的シグナル抑制のための
固液界面設計を検討した。具体的には、プロ
ーブ分子となるアプタマーの固定に関して、
固－液界面でのデバイ長の制約を十分に考
慮し、より電極近傍にアプタマーを固定化す
るために、DNA アプタマーの 5'末端にチオー
ル基（-(CH2)6SH）を導入し、金電極と Au-S
結合を介して直接結合する方式を採用した。
プローブの固定化密度は10-100 nm2当たりに
1 本程度のプローブ密度で制御した。非特異
的シグナル抑制のためのバイオ親和性界面
の設計を検討した。高感度検出、リアルサン
プル検出を達成するうえでは、また、本研究
での標的物質がタンパク質であることを考
慮すると、材料表面への非特異的吸着に起因
するノイズ信号を低減する必要がある。そこ
で、デバイ長の制約を考慮して、SAM 末端に
タンパク質吸着抑制効果の高いスルホベタ
イン基を導入する方法を採用した。標的物質
である VEGF を用いて、電位測定装置による
リアルタイム非標識測定にあたり、アプタマ
ーの高次構造体形成に注意しつつ、VEGF の
高感度な検出を実現する条件を見出した。 
次に、マイクロアレイ電極に固定化した核
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測バイオセンシングに取り組み、トロンビン、
リゾチーム、CRP の三種類のモデルタンパク
質の検出に成功した。これは、抗体に比べて
サイズの小さい核酸アプタマーを分子リガ
ンドとして用いて、電極近傍に形成されるデ
バイ長の範囲内でタンパク質を特異的に捕
らえることによりタンパク質の電荷を直接
検出するという概念を証明した最初の例で
あり、他のタンパク質においてもこの系が適
用できることを示している。また、これらの
タンパク質は 10％血清存在下という夾雑物
が混入している実サンプルに近い条件でも
特異的なシグナルを得ることができた。次に、
ヒト血清から抽出したVEGFの定量測定をお
こない、センシングの感度・特異性を検討し
た。電位測定による VEGF のラベルフリー検
出には成功したものの、検出限界は数 nM と、
患者の血液サンプルを用いるにあたっては
感度が不十分であり、検出限界をあと 1-2 桁
高める必要があることが判明した。そこで、
タンパク質は外部 pH 環境に応じて分子表面
の net 静電荷量を変化させることができるこ
とに着目し、測定溶液の pH やイオン組成の
最適化をおこない、シグナルの高感度化を試
みたところ、電位信号の増幅に成功し、検出
限界の改善に成功した。今後、３．に示した
方法によって更なるシグナルの高感度化を
おこなう。 
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