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研究成果の概要（和文）：膨大な組み合わせの中から1つの解を特定する方法として、DNA塩基配列を演算素子に
利用する並列計算手法がある。本研究では①電子回路中の任意の座標に、任意の塩基配列DNA断片を配列する手
法の要素技術を確立することを目的とした。DNA断片は、その特性として1塩基の違いで特定のDNAを認識する機
能が備わっている。そこで基板上に配列したDANが認識したDNA断片を、電気信号で取り出すことができるような
デバイスの開発の要素技術を確立した。このような要素技術を基に、②DNA並列計算で得られる複数のDNA断片か
ら、特定の解を判定するDNA並列計算素子の基本設計を行った。

研究成果の概要（英文）：We have been established an electrochemical patterning method which is 
possible to control an immobilization of DNA or protein molecule by an electrochemical reaction on a
 microelectrode mounted on a circuit board.　Patterning of protein on 4mm area has been achieved 
where 25 pair of microelectrodes of 200 micrometer was integrated. We also found that traditional 
cell-free protein synthesis method in a test tube using a template DNA could be progressed on a 
microelectrode mounted on a circuit board and an expression of a protein could be detected as a 
changes in a voltage.　

研究分野： センサ工学
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１． 研究開始当初の背景 
本研究では電子回路中に様々な塩基配列

の cDNA(タンパク合成の塩基配列情報を持
つ mRNA からコピーした DNA)を集積化す
るための新方法を確立する。cDNA は 1 塩基
の違いで特定の mRNA を認識する。最終目
標として、認識入力信号に対して出力信号パ
ターンを直接演算する素子の基本原理を開
発する。有機体と電子回路のインターフェー
ス開発が鍵である。 

申請者は MEMS(マイクロエレクトロ・メ
カニカルシステム)技術を利用し、バイオセン
サを電子回路中に集積した有機デバイスの
開発を追求している。若手研究(H17)及び基
盤研究 C(H19)では抗体タンパクを集積し、
抗原の認識を電気信号に変換するセンサ素
子を開発した。[図１] 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
   図１バイオセンサ素子を搭載した  
     携帯端末 

 
ここでは半導体作製法で電子回路を形成

した後、回路の一部を機能性分子で置き換え
る方法で、分子間の応答を電流の ON/OFF
に信号変換させた。しかし人工分子の認識は
ミスマッチが多く、情報伝達量にも限界があ
る。一方、生物は DNA 中の僅か 4 種類の塩
基配列情報を正確に複製・伝達してタンパク
を生産し、生命活動を行っている。また細胞
が産生する抗体タンパクは、アミノ酸の配列
によって正確に抗原を認識し、生体の様々な
免疫反応を制御している、このように有機体
と物理デバイスの信号伝達には分子生物学
をいかに模倣するかが鍵である。 
 
２． 研究の目的 
本研究ではDNAから遺伝子(塩基配列コー

ド)が正確にコピーされる分子生物学機構を
利用して、電子回路中に集積化した DNA が
塩基配列の違いで特定の遺伝子を認識する
相互作用を、電圧の ON/OFF に置き換えて
情報処理を行う有機体/物理デバイスを構築
するための基礎技術を開発する。そのため以
下の 3 点について基盤技術の開発を行う。 

 
①電子回路の任意の位置に、タンパク分子を
集積化する方法論と、その確認法の確立を第
1 目標とする。[図２] 

②扱い易い抗体、抗原タンパクを相補的な
DNAに見立て、これをデバイスに集積化し、
両者の認識を電気信号として検出できるシ
ステムの開発を第 2 目標とする。 
 
③抗体のアミノ酸配列の違いで、任意の抗原
の認識を電気信号として捉えることを第 3目
標とする。これら一連の実証により、DNA
認識デバイス応用への目処を立てる。 

 

 図２ cDNA/電子回路複合デバイスによる 
    パターン情報処理の概念図 
     
３． 研究の方法 
ガラス基板上に構築した電極を電気分解

すると、その除去面にタンパク分子が自発的
に配列することを見出した。（以下電気化学
パターニング法）本方法を用いると 200μm
φの電極対 25 対を集積した僅か 4 ㎜四方の
任意の位置に、タンパク分子を配列できる。 
 そこで基板上の任意の位置にアミノ酸配
列の異なる抗体タンパクを集積させ、ペアー
となる抗原を認識させる。これを出力信号と
して捉えることが可能か検証する。 

 
４． 研究成果 

4-1．電気化学パターニング法の開発 
 実施内容 電極をパターニングした基板を

作製し、電極を電気化学的に除
去した。この基板にタンパク溶
液を滴下すると、電極除去面の
みにタンパク分子が自己集積す
ることを見出した。この原理を
利用して、基板上の任意の位置
をタンパク分子でパターニング
する方法(以下電気化学パター
ニング法)を考案した。 

達成状況 
（100%） 

実施例、比較例のデータ収集を
行い、その作用機構を解明した。

 
【実施例 1】 
縦 3 ㎝×横 5cm×厚さ 1 ㎜のガラス基板の

表面に、Crを 100nm 積層させた Cr/ガラス基
板を作製した。フォトリソグラフィー法にて
Cr 面をパターニングし、基板中央の 4㎜四方

 



の面積に 150μmφの微小電極を 25 対集積し
た。この基板を専用のパターニング装置（ア
ーズ㈱製：センサモジュール 2013 モデル）
に装着した。本装置は数 µA 以下の電流を数
ミリ秒単位で通電でき、微小電極の電気分解
を精密に制御した。 

集積電極上に5%塩酸水溶液10µLを滴下し、
初期電流値 2～3µA で 50s 通電を行った。[図
3(1-2)] 蒸留水で表面を洗浄後、電極除去
基板を得た。[図 3(3)] この表面にタンパク
のモデルとして 100µg/mLポリリジン/リン酸
生理食塩緩衝液（PBS）溶液（以降タンパク
溶液と記載）を 10µL 滴下し、室温-5 分保持
した。[図 3(4)] 蒸留水で表面を洗浄後、タ
ンパク集積基板を得た。[図 3(5)] この基板
にタンパク分子のみと特異的に結合する 5-
カルボキシフルオレセイン N-スクシンイミ
ジル（以降蛍光標識剤と記載）を 100µg/mL PBS
溶液として 10µL滴下し、室温-5分保持した。
蒸留水で表面を洗浄後、蛍光標識タンパク基
板を得た。[図 3(6)] 電気分解前の基板には、
5つの電極対が 5か所（計 25 対）配置された
状態であることを確認した。[図 4] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1-4 番の電極対に通電して電気分解を行っ

た。[図 5] 比較のため 5 番は通電していな
い。本実験条件で負極側の電極が完全に除去
され、ガラス面が露出していることを確認し
た。[図 5L] またこの時に、蛍光物質等は基
板表面に存在していないことを確認した。
[図 5R] 
この基板にタンパク溶液を滴下し蛍光標

識剤で処理したところ、負極が除去されたガ 
ラス面(図 6Lで電極が消失している部分)に 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
蛍光パターンが観察された。[図 6R] この蛍
光標識化剤はタンパク分子のアミノ基に特
異的に結合する。即ち蛍光パターンとして観
測されたガラスに、タンパク分子が自己集積
していることが示された。 
【比較例 1】 
実施例 1 で電極を電気分解する工程[図

3(2)]を、電極が溶解する溶液で除去した場
合、タンパクの自己集積化が起こるか比較し
た。実施例 1 で使用した集積電極チップと同
じものを作製し、集積電極上に 10%硝酸セリ
ウムアンモニウム水溶液 10µL を滴下した。
室温-2分保持した後、蒸留水で表面を洗浄後、
電極除去基板を得た。その後の工程は全て実

図 3 電気化学パターニング手順（実施例 1） 

 実施例1A 電極分解前（明視野像）
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図 4 電極分解前（実施例 1A）  

 

実施例1B　電極分解後/蛍光標識化前
（L）明視野像　　　　　　　　　
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（R） 蛍光視野像

 

（１）Ｃｒ/ガラス面に電極作製 

（２）酸性溶液中で陰極を電気　　
　　　分解

（３）タンパク接着面（斜線）が
　　 形成される

（４）タンパク溶液を滴下

（５）タンパク接着面のみ自己
　　 集積化

（６）自己集積化面を蛍光標識
　　　（蛍光パターン出現）

 

図 5 電極分解後/蛍光標識前（実施例 1B） 
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実施例1C　電極分解後/蛍光標識化後 
（L）明視野像　　　　　　　　　

（R） 蛍光視野像

 
図 6 電極分解後/蛍光標識後（実施例 1C） 



施例 1と同じである。 
 この基板にタンパク溶液を滴下し蛍光標
識剤で処理したところ、電極が除去されたガ
ラス面には蛍光パターンは観察されなかっ
た。実施例 1 と比較例 1の結果から、タンパ
ク分子の自己集積化は、電極を電気分解した
ガラス面に特異的に起こることが示された。 
【実施例 2】 
実施例 1で使用した集積電極チップと同じ

ものを作製した。この基板を N-2-アミノエチ
ル-3-アミノプロピルトリメトキシシラン水
溶液に 100℃-40 分浸漬させ、ガラス表面を
アミノアルキルで修飾した。蒸留水で表面を
洗浄後、アミノ化修飾基板を得た。その後の
工程は全て実施例 1と同じである。 
実施例 1と同様に、負極が除去されたガラ

ス面に蛍光パターンが観察され、タンパク分
子が自己集積化した。また実施例 1と比較し
て、蛍光パターンはより明瞭になった。 
 タンパク分子はアミノ基のような極性官
能基と静電的な相互作用、あるいは水素結合
による相互作用によって表面に吸着するこ
とが知られている。実施例 2と比較例 2の結
果からは、タンパク分子が本来吸着しやすい
アミノ化表面よりも、電極を電気分解したガ
ラス面へ特異的に自己集積化することが示
された。  
【実施例 3】 
実施例 2で使用したガラス面をアミノ化修

飾した集積電極チップと同じものを作製し
た。この集積電極上に 50%グルタルアルデヒ
ド水溶液 10µL を滴下し、室温-5 分保持して
表面のアミノ基に結合させた。蒸留水で表面
を洗浄後、グルタルアルデヒド修飾基板を得
た。その後の工程は全て実施 2と同じである。 
 この場合も負極が除去されたガラス面に
蛍光パターンが観察され、タンパク分子の自
己集積化が認められた。実施例 1と比較した
場合、蛍光パターンの輝度は高かった。しか
し実施例 2と比較した場合、蛍光強度にムラ
が確認され、均一性が低下することが確認さ
れた。 
 表 1 に実施例、比較例の条件をまとめた。 
 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2．電極に自己集積化したタンパクの 
   センサ素子としての有効性の実証 

 実施内容 電気化学パターニング法で自己
集積したタンパクが電気信号と
して検出できるか検証し、検体
中に含まれる特定タンパクの有
無をパターン認識で判定できる
ことが実証された。 

達成状況 
（75%） 

パターン認識については 2 種類
の陽性、陰性検体の検出まで実
証できたが、多種検体（5種類以
上）のパターン認識については
実施に至らなかった。 

 
【実施例 4】 
電気化学パターニングとその評価試験に

は、市販のセンサ基板[ウェルセンサ 3TM（ア
ルバック成膜㈱）]ならびにセンサ電圧測定
器[図 7，バイオセンサ 2010 モデル（アーズ
㈱）]を用いた。ウェルセンサ 3 はガラス基
板に Cr 電極が片側 5 対ずつ配置され、測定
部とパッド部以外は撥水性樹脂で被膜され
ている。測定部分は直径 3㎜φの領域の電極
が露出し（以降ウェルと記載）、ウェルに 7
～10µL の液体を滴下すると液滴が形成され、
微小液滴の濃度測定が可能である。バイオセ
ンサ 2010 モデルはウェルセンサ 3 専用の測
定器であり、センサチップを装着した子機
[図7]の測定データをPCに接続した親機に送
信し、これを専用ソフトでリアルタイムに計
測できる携帯型計測器である。1 回の測定で
ウェルセンサ 3の 5つのウェルの電圧値を同
時に計測できる。このシステムを用いて電極
への通電を行い、電気化学パターニングを 
実施した。次に基板上のタンパク集積量を、
各ウェルの電圧値測定から評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
センサチップを測定器に装着し、実施例 1

と同様の原理を用いてタンパクの集積化を
行った。各ウェルに 5%塩酸水溶液 7µLを滴下
し、3000mV-3 分通電して陰極を電気分解した。
[図 8(1)]  蒸留水で表面を洗浄後、電極除
去基板を得た。[図 8(2)] 各ウェルに所定濃
度のヒト血清アルブミン/PBS溶液（以下 HSA）
を 7µL ずつ滴下し、室温-5 分静置した。[図
8(3)] 蒸留水で表面を洗浄後、HSA 集積基板
を得た。これを再び測定器に装着し、各ウェ
ルに蒸留水 10µLを滴下し、2分間電圧測定を
行った。[図 8(4)] 

基板※1）の表
面処理

電極の除去方法

実施例1 なし 5%塩酸滴下+電気分解

〃 硝酸セリウムアンモニウム
で溶解

アミノアルキル
基で修飾

5%塩酸滴下+電気分解

〃 硝酸セリウムアンモニウム
で溶解

アミノアルキル
基で修飾＋
グルタルアル
デヒドを結合

5%塩酸滴下+電気分解

〃 硝酸セリウムアンモニウム
で溶解

比較例1

実施例2

比較例2

実施例3

比較例3

※1）　Cr電極（25対）集積したガラス基板  

表 1 実験条件一覧  

図 7 センサチップならびに検出器外観  

バイオセンサ2010
モデル　（アーズ㈱）

量産型センサチップ
ウェルセンサ5　（アルバック成膜㈱）



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各ウェルには表 2の内訳で HSA溶液を滴下

し、電極除去面に集積化した。蒸留水を滴下
後、0～60s の電圧値の平均値を求めた。 
図 9に電圧値と HSA 濃度の関係を示す。検

出電圧は HSA濃度の増加とともに減少する傾
向が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

【比較例 4】 
実施例 4に代えて、電極間のガラス面を 

アミノアルキル基で表面修飾した。方法は実
施例 2と同じである。その後、各ウェルに所
定濃度の HSA/PBS 溶液を 7µL ずつ滴下し、
37℃-30 分静置してアミノ基修飾表面に物理
吸着させた。センサの測定と解析法は実施例
4と同じである。図 10に測定電圧と HSA 濃度
の関係を示す。この場合、検出電圧と HSA 濃
度には相関がなかった。実施例 4 と比較例 4
の結果から、電気化学パターニングによって
形成されたタンパク接合面に HSAが自己集積
すると、測定電圧（≒蒸留水の電導度）を減
少（＝電導度低下）させることが分かった。 
【実施例 5～7】 
ウェルセンサを電気化学パターニングす

る工程は実施例 4と同じである。実施例 5～7
では、全ウェルに 10µg/mL抗ヒト血清アルブ
ミン抗体/PBS 溶液（以下抗 HSA 抗体）を 7µL
ずつ滴下し、室温-5分静置した。蒸留水で表
面を洗浄後、抗 HSA 抗体基板を得た。これに
所定濃度の陽性抗原（ヒト血清アルブミン
/PBS 溶液;以下 HSA）、ならびに陰性抗原（ウ
シ血清アルブミン/PBS 溶液;以下 BSA）を所
定のウェルに滴下し[表 3]、37℃-30 分静置
した。反応後、蒸留水で洗浄して抗体+抗原
積層基板を得た。これを再び測定器に装着し、
各ウェルに蒸留水 10µLを滴下した後、2分間
電圧測定を行った。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
測定後、各ウェルの 0～60s の平均電圧を

求めた。そして以下の式(1)から、相対電圧
値を算出した。 
      

 Rv＝Vn/｛(VL2+VR2)/2｝  （1） 
 
Rv：相対電圧値 
Vn：ウェル nの検出電圧 
VL2：L 側ウェル 2（基準電極）の検出電圧   
VR2：R側ウェル 2（基準電極）の検出電圧  
 
 実施例 5～7 は同じ実験で再現性の確認を
行った。例として実施例 7の相対電圧値を図
11 に示す。レーダーグラフの軸の略記で（＋）
は集積化抗体に陽性抗原を添加したウェル、
（－）は陰性抗原を添加したウェルである。
（＋）のウェル側（レーダーグラフ右側半分）
に分布の偏りが現れ、応答している。これは

（２）タンパク接着面（斜線）が形
　　  成される

（３）抗体溶液を滴下（自己集積）

（４）タンパクの集積度を純水
　　　の電導度変化で測定

（１）酸性溶液中でウェルセンサ
　　 の陰極を電気分解

 
図 8 電気化学パターニング法によるセ
ンサチップ上へのタンパクの集積とその
検出方法 (実施例 4）  

L側　　　　　　　　　　　R側

0１
2

3 4

4 3
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ウェルNo ①集積タンパク
ヒト血清アルブミン（HSA）/PBS溶液

0 6.25　µg/mL

1 12.5　µg/mL

2 25　µg/mL

3 50　µg/mL

4 100　µg/mL

集積タンパク内訳　（L側/R側共通）

 

表 2 測定したセンサチップの集積タン 
   パク内訳(実施例 4） 

図 9（左：実施例 4）電気化学パターニング
でウェルセンサにタンパクを集積した基板
の電導度 
図 10（右：比較例 4）タンパクを単純にセン
サ表面に吸着させた基板の電導度 

表 3 測定したセンサチップの集積タン 
   パク内訳(実施例 5～7） 

ウェルNo ①集積タンパク ②反応タンパク

0，1
3，4

抗ヒト血清アルブミン
（抗HSA）　10μg/mL

（陰性）ウシ血清アルブミン
（BSA）100μg/mL

2 PBS（基準電極）

集積タンパク内訳（L側）

ウェルNo ①集積タンパク ②反応タンパク

0，1
3，4

抗ヒト血清アルブミン
（抗HSA）　10μg/mL

（陽性）ヒト血清アルブミン
（HSA）100μg/mL

2 PBS（基準電極）

集積タンパク内訳（R側）

 

 



他の実施例5、6でも同様の傾向が得られた。 
 

実施例 7 （検出電圧/基準電圧比） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように電気化学パターニングで自己

集積した抗体がアミノ酸配列の違いで抗原
を認識し、これを電気信号で捉えることが可
能であることが示された。 

 表 4 に実施例、比較例の条件をまとめた。 

 

 

 

 

 
本研究で考案した電気化学パターニング

法は、電気回路にタンパク分子を集積化する
技術としての有効性が認められた。またこの
ような手法で集積した抗体タンパクは、アミ
ノ酸配列の違いで抗原タンパクを認識し、電
気信号として検出できることが示された。本
要素技術は生体分子であるDNAの集積化も応
用可能であり、DNA 素子構築の目処が立った。 
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表 4 実験条件一覧  

図 11 電気化学パターニング法でセンサ
チップに集積した抗体タンパクに対する 
抗原タンパクの応答性 (実施例 7） 

基板 表面処理 電極の除去方法

実施例4 ・Cr電極（10対）集積
　したガラス基板

・電極対（検出部）以外
　は撥水性樹脂で被膜
　（ウェル：10ヶ）

なし 5%塩酸滴下+電気分解

比較例4 アミノアルキル
基で修飾

除去なし

実施例5
～7

なし 5%塩酸滴下+電気分解
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