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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、疾患などの可能性を探る指標になる生体分子を、高感度に測定することが
できる光センサを開発することであった。26年度にはセンサチップの作製にあたり、シミュレーションを用いて最適な
構造や材料を検討行うとともに、装置や装置を動かすためのシステムの開発を行った。27年度には、炎症性疾患、自己
免疫性疾患、悪性腫瘍などとの関連性が報告されているマイクロパーティクルのモデルサンプルを測定し、濃度に応じ
た出力を観察した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was to develop an optical biosensor that enables 
sensitive measurement of marker biomolecules which are used to estimate a potential risk of diseases. In 
fiscal year 2014, a proper structure or material of a sensor chip were investigated by simulation, and an 
experimental setup and its controlling system were developed. In fiscal year 2015 year, along with 
optimizing and tuning the development of the setup and the system, a model sample of microparticles which 
correlate to inflammatory diseases, autoimmune disorder, and malignancies was measured. It was observed 
that the sensor output increased with increased concentration of the sample.
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１．研究開始当初の背景 
 1990 年代以降のゲノミクスやプロテオミ
クス、バイオインフォマティクスの急速な発
展により疾病の原因やバイオマーカーとな
る生体分子が数多く発見されてきた。例えば
直径が0.1～1 m程度の膜小胞であるマイク
ロパーティクルは、親細胞由来のタンパク質、
脂質、核酸などを含み、それらを輸送するこ
とで炎症性疾患、自己免疫性疾患、悪性腫瘍、
血栓性疾患、心疾患など様々な疾病に関わっ
ていると考えられている。現在マイクロパー
ティクルの検出に広く使用されている方法
として、フローサイトメトリーや酵素免疫測
定法（enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA）などがある。蛍光活性化セルソータ
ー（ fluorescence activated cell sorting, 
FACS）を含むフローサイトメトリーでは、
光の散乱や蛍光を通してマイクロパーティ
クル数を定量的に計測する。しかしながら、
フローサイトメトリーを行う前にはマイク
ロパーティクルを予め様々な成分を含んだ
血液などのサンプルから分離・抽出しておく
必要があることや、両方法に共通する問題点
として、訓練を受けた専門技術者や研究施設
で特別な装置を用いる必要があり、一般的に
は正確な結果を得るために数時間から数日
かかってしまう。そのため、マイクロパーテ
ィクルの検出には時間や場所の制限を受け
るというのが現状である。さらに測定感度な
どの問題から注射器を使った採血などの侵
襲的な方法で多量のサンプルを集める必要
があるため、被験者にかかる精神的・肉体的
な負担が大きい。以上のような理由から、高
い選択性を有し、超高感度かつ簡便に検体を
検出できる技術が求められている。特に非侵
襲的に採取した少量のサンプルから分離す
ることなく、そのままその場でマイクロパー
ティクルを検出できれば、被験者の負担が少
ない新たな早期疾病診断法へ応用すること
ができる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、高感度・リアルタイム測
定が可能な表面プラズモン増強型蛍光バイ
オセンサを開発し、疾病の指標であるバイオ
マーカーを簡便に検出できる要素技術を構
築することである。金属薄膜－誘電体界面に
誘起される伝搬型の表面プラズモンポラリ
トン（suface plasmon polaritons, SPPs）を
用いた、バイオセンサは界面における分子吸
着を高感度に測定する手法として広く用い
られている。また更に高感度な測定を可能に
する方法として、SPPs による蛍光増強
（surface plasmon-enhanced fluorescence, 
SPF）を利用した測定技術がある。SPFでは、
SPPs によって増強された金属界面近傍の電
場が蛍光色素分子の蛍光放出量を増加させ
る。また同時に、SPPs は金属表面から垂直
方向 200 nm程度に局在されているため、そ
れより離れたところを浮遊している蛍光色

素分子は励起されない。つまり表面に吸着し
た分子のみを励起するため、光ノイズが低減
し、信号対ノイズ（signal to noise, SN）比
が向上する。採取サンプルから分離・抽出す
ることなく、リアルタイム・高感度に検出す
ることが可能になれば、疾病の早期発見・治
療が可能となり、予防・完治への多大な貢献
が期待される。本研究では特に、炎症性疾患、
自己免疫性疾患、悪性腫瘍などとの関連性が
報告されているマイクロパーティクル
（microparticle）の検出を試みる。膜の外側
に 存 在 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
（phosphatidylserine, PS）に特異吸着する
アネキシン A5（Annexin A5）などのタンパ
ク質を利用し、表面プラズモンによって高感
度化された蛍光バイオセンサによる超低濃
度検出システムを構築し、新しい疾病診断法
への応用を目指す研究であった。 
 
３．研究の方法 
(1) SPFを利用した蛍光バイオセンサの高感
度化を実現するために、蛍光シグナル増強に
最適な表面プラズモンを励起するための構
造、材料などを検討した。検討方法としては、
有限要素法（finite element method, FEM）など
のシミュレーションや数値計算を用いた。そ
れらの方法を通じて、電場増強率、作製の簡
単さ、蛍光アッセイ中で用いる波長に応じた
表面プラズモン励起のために最適な構造（平
坦・グレーティング）や材料（金・銀・アル
ミニウム）等を検討した。 
 
(2) 表面プラズモン増強型蛍光バイオセン
サを使って実験を行うための装置やその制
御・解析システムを構築した。基板の配置に
はもっとも広く使われているクレッチマン
配置を採用し、全反射測定法（Attenuated Total 
Reflection, ATR）を用いて表面プラズモン励
起した。光源にはレーザー、もしくは白色光
源を利用し、フォトダイオード（photo diode, 
PD）検出器で反射光を検出することにより、
蛍光と同時に非標識検出も可能にした。蛍光
標識から放出された蛍光はレンズを通して
光電子増倍管（photomultiplier tube, PMT）に
集光し、その強度を計測した。センサ基板表
面にフローセルを装着することで、サンプル
吸着速度を調整したり、リアルタイムのサン
プル交換やリンスを行うことができる。制御
システムは C++や Pythonを用いて構築し、解
析プログラムは Wolfram Research 社の
Mathematica 等を用いて組み上げた。これら
の装置やシステムにより、作製した基板の光
学的性質の同定や、バイオセンシングを可能
にした。 
 
(3) マイクロパーティクルのモデルサンプ
ルとして表面上に PS が現れている単層リポ
ソームを用いて、構築した表面プラズモン増
強型蛍光バイオセンサの感度・検出時間・選
択性の検証を行った。表面修飾法は以下の二



つを検討した。➀センサ表面を PS が含まれ
た脂質二分子膜で修飾後、アネキシン A5 二
量体を吸着させた。片方のアネキシン A5 で
マイクロパーティクルを補足後、蛍光標識し
たアネキシン A5 で検出した。この時脂質二
層膜を形成するためにセンサ表面は二酸化
ケイ素（SiO2）層で覆った。➁センサ表面を
ポリエチレングリコール（polyethylene glycol, 
PEG）・ビオチン混合チオールの自己組織化単
分子膜（self-assembled monolayer, SAM）で修
飾し、その後ストレプトアビジンが結合した
補足アネキシンA5をSAMのビオチン部に吸
着させた。マイクロパーティクルの補足後に
蛍光標識したアネキシン A5 を吸着させ、そ
の蛍光を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) SPFには最も作製が簡易であり、バイオ
センサのための表面修飾法が多数考案され
ている金平膜を用いることとした。また金は
化学的にも安定で、生体試料の様な過酷な環
境下でも使用できるため、都合が良い。シミ
ュレーションには FEM を用い、金平膜に対
して様々な波長と入射角で分散関係を調べ
たところ、波長が近赤外に近づくにつれ、プ
ラズモン特性は良くなる結果が得られた。し
かし、実験に使用する光源や、蛍光色素を勘
案し、可視光である波長 633 nm の励起光を
採用することとした。数値計算の結果、ガラ
ス基板（屈折率 ng = 1.845）、金（膜厚 50 nm、
nAu = 0.16 + 3.6i）、水（nw = 1.333）の積層構造
に、入射角を変えながら波長 633 nm の光を
照射すると、入射角が 51.2 degの時に共鳴に
よる光の吸収が起こる（Fig. 1a）。また、励起
された金－誘電体界面の SPPs によって、電
場強度が約 50 倍増強することも確認された
（Fig. 1b）。蛍光分子からの蛍光強度は、その
励起光強度に比例することから、SPPsを用い
ない場合に比し 50 倍程度高い蛍光シグナル
が得られることが予想される。次に SPFバイ
オセンサの構築を行った。クレッチマン配置
用のプリズムや基板ホルダー、フローセルな
どをデザイン・作製し、光学系を配置した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1(a)ガラス基板中にて励起光の入射角
を変化させた時の反射率の変化。(b)共鳴角
におけるガラス基板、金薄膜、水中の電場強
度の垂直方向成分 
 
 
(2) SPFバイオセンサの構築では、制御シス
テムや得られたデータを解析するシステム
を構築し、測定に必要な角度スキャン、キネ
ティクス測定、ステージ移動の制御が可能と
なった。ハードウェア面でも、反射光と蛍光
との同時計測を可能にし、フローセルを装着
することで、サンプルのリアルタイムな交換
やリンスを行うことができるようになった。 
 
 (3) マイクロパーティクルのモデルサンプ
ルである小型単層リポソーム（SUV）を用い
た SPFバイオセンサの評価を行った。はじめ
に➀センサ表面（SiO2表面）に脂質ベシクル
を付加したところ、支持脂質二分子膜の形成
に伴い、出力（反射率）が上昇する様子が観
察された。そこへ 40 μg/mLのアネキシン A5
の二量体を結合させたところ、出力が飽和す
る様子が観察された。SUVを付加し、リンス
後に蛍光色素（Cy5）で標識されたアネキシ
ン A5 を付加したところ非常に高い出力が得
られた。しかしながら、対照実験として、SUV
を加えずに Cy5標識アネキシン A5を付加し
たところ、高い蛍光出力が観察された。これ
は SUV検出用のアネキシン A5も、補足用と
同様に PS を認識して結合するため、SiO2表
面に形成した脂質に分子膜へも結合してし
まうことが原因と考えられる。その結果、高
いノイズ（低い SN比）となることが分かり、
このアッセイにてマイクロパーティクル検
出することは困難であることが明らかとな
った。 
続いて➁センサ表面（金薄膜表面）をポリエ
チレングリコールとビオチン混合チオール
の自己組織化単分子膜で修飾し、ストレプト
アビジンが結合したアネキシン A5（60 
μg/mL）をビオチンへ吸着させた。その後、
蛍光色素標識され、ホスファチジルセリンが
表面上に現れている SUV（1−10 ng/mL）を測
定した。その結果、アネキシン A5 の吸着に

(a) 

(b) 



伴い共鳴角のシフトが見られた。また、SUV
がセンサ表面上のアネキシン A5 へ結合する
様子が、蛍光の増加として観察されたことか
ら、構築した SPFバイオセンサの有用性が示
された。 
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