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 近年、人々の健康への意識の高まりに伴い、バイオセンサを利用した健康状態

の日常的な把握及び管理への需要は増加している。現在、蛍光物質を対象分子に

対して標識化する手法や核酸の増幅を利用した手法が開発されているが、これら

の検出法は複雑な操作や大型な装置が必要といった課題を有する。半導体素子で

ある電界効果トランジスタ（Field Effect Transistor: FET）バイオセンサは、 FET ゲート

表面に対する対象分子の特異吸着に伴う電気二重層（デバイ長）内の電荷密度の

変化をゲート電圧シフトとして直接検出する。そのため、対象分子をラベルフリ

ー検出することが可能なことから、簡便なバイオセンサとして注目されている。

しかし、実用化に至ったものは DNAシーケンサーへの応用のみであり、 FET バイ

オセンサの更なる開発研究が求められている。 FET バイオセンサの分子認識界面

は、生体分子間相互作用を利用して機能化することで形成される。これまで、抗

原抗体反応が FET バイオセンサの分子認識界面の形成に広く利用されてきた。今

後、 FET バイオセンサの開発促進に向けて、同センサ界面の機能化手法の拡充が

求められる。そこで、本博士論文では、抗体以外の受容体として、多くの生体反

応に関与する糖鎖及び糖鎖結合タンパク質であるレクチン、様々な分子への親和

性を付与することが可能なアプタマーに着目し、各受容体とその生体分子間相互

作用の特徴に基づき、対象分子との結合に適した分子認識界面の設計指針を得る

ことを目的とした。  

本論文は全 4 章から構成されている。以下に各章の概要を示す。  

第 1 章では、本研究の背景として、 FET バイオセンサの特徴及び開発状況に関

する既往研究について述べ、本研究の位置づけを明確にした。  

第 2 章では、様々な生体反応に関与する糖鎖－レクチン相互作用を FET バイオ

センサの分子認識界面へ適用した。糖鎖とレクチンは、多価結合による糖鎖クラ

スター効果の発現により、相互作用を強固とする。また、同効果の発現のために

レクチン分子が多量化していることが知られている。そこで、これらの特徴が

FET バイオセンサの検出感度に与える効果を明らかにすることを目的とした。  

第 1 節では、 FET ゲート表面上における有効な結合サイト数の増加が検出感度

向上に繋がることから、糖鎖との多価結合を形成するために複数の糖鎖結合サイ

トを有する多量体レクチンに着目した。センサ表面に固定化される受容体は、

様々な向きを取るランダム配向により、有効な結合サイト数の減少が懸念され

る。それに対して、糖鎖認識部位を分子構造内に対称的に有する一部のレクチン

は、ランダム配向の影響を低減することが期待された。そこで、 4 つの糖鎖認識

部位を対称的に有する植物由来レクチンであるジャカリンを FET バイオセンサの

受容体とし、同分子が認識する糖鎖をヒンジ部位に有する分泌型免疫グロブリン

A （ Secretory Immunoglobulin A: s-IgA ）の検出から、受容体分子あたりの結合サイト数

が対象分子の捕捉に与える効果を評価した。その結果、ジャカリン固定化 FET
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は、認識部位が１箇所の抗原認識フラグメントを固定化した FET と比較して、

s-IgA由来の応答が大きくなることを明らかにした。このことから、対称構造のジ

ャカリンは固定化時にランダム配向した場合においても、単位面積当たりの有効

結合サイト数が減少せずに多くの s-IgA分子を捕捉することが示された。また、ヒ

トから採取した汗中 s-IgAの濃度測定から、ジャカリン固定化 FET バイオセンサの

非侵襲的なストレス把握への応用可能性を示した。以上より、複数の認識部位を

対称的に有する受容体は、固定化時のランダム配向の影響を低減し、対象分子に

対する高い捕捉能を発現することを見出した。  

第 2 節では、糖鎖を高密度・高配向に固定化した界面とレクチンを有する分子

間の多価結合の形成が FET バイオセンサの検出感度に与える効果について述べ

た。糖鎖は、小型かつ化学的に安定な分子であるため、タンパク質受容体に対し

て優位な特徴を有する。また、細胞表面の糖鎖と結合することで感染を開始する

様々な感染症ウイルスは、その膜表面にレクチン分子が多数存在することが知ら

れている。これらのことから、小型な糖鎖を固定化した FET バイオセンサは、糖

鎖クラスター効果による高捕捉能の発現により、高イオン強度下においてウイル

ス粒子を検出することが期待された。そこで、過去の報告において、インフルエ

ンザウイルス（ Influenza Virus: IFV ）の膜タンパク質であるヘマグルチニンを高感度

に検出することが確認された、 6' または 3' シアリルラクトースをそれぞれ高密度

に固定化した FET バイオセンサを用いて、H1N1ヒト IFV 及びH5N1鳥 IFV の検出か

ら、糖鎖クラスター効果が FET バイオセンサの検出感度に与える影響を検討し

た。その結果、各糖鎖固定化 FET バイオセンサは、デバイ長が 1 nm 程度となる生

体環境と同等のイオン強度下において、粒径 100 nm の各亜型 IFV を特異的かつ広

い濃度範囲で検出することを明らかにした。これは、小型な糖鎖が高密度に固定

化された表面に対して、ヘマグルチニン分子内に存在する 3 つの糖鎖認識部位の

みならず、ウイルス膜表面全体に存在する複数のヘマグルチニン分子が多価結合

したことに起因すると考えられる。そして、ウイルス粒子の糖鎖固定化表面への

密着を引き起こし、緩衝液の押し出しによる見かけのデバイ長の拡張が示唆され

た。続いて、鼻粘液中の IFV 検出に向けて、体液の粘性が糖タンパク質であるム

チンの凝集に起因することに着目し、 L －システインエチルエステルによる粘度

低下処理を検討した。その結果、同処理の適用により、鼻粘液中にスパイクした

各亜型 IFV の特異的な検出を可能にした。このことから、粘性によるウイルス粒

子の拡散の阻害や粘液成分の非特異吸着の影響を低減し、実際に宿主から採取し

た検体中のウイルス検出に向けて有効な手法を確立した。以上より、高密度に糖

鎖を固定化した界面は、糖鎖クラスター効果を発現することで、 FET バイオセン

サによる高イオン強度下でのウイルス粒子検出を可能にすることを示した。  

バイオセンサの界面において、対象分子に対する高捕捉能の発現が検出感度の
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向上に繋がる。第 2 章において、有用性が確認された分子認識界面における多量

体レクチンの使用及び高密度糖鎖固定化界面の形成は、 FET バイオセンサを含め

たバイオセンサの界面設計時の選択肢となることが期待される。  

 第 3 章では、多様な分子に対する親和性及び化学的安定性を示すことから、抗

体に代わる受容体として注目されているアプタマーの FET バイオセンサ界面にお

ける固定化密度の制御手法の確立を試みた。初めに、アプタマーがリン酸基に由

来する負電荷を有することに着目し、同分子間の静電相互作用の変化による制御

を検討した。その結果、固定化時のイオン強度の増加に伴いアプタマー分子の負

電荷が遮蔽され、静電相互作用の減少による固定化密度の増加が確認された。そ

して、荷電ストレスマーカーであるクロモグラニン A 及び s-IgAに由来する応答が

増加した。従って、荷電分子を検出するアプタマー固定化界面は、高イオン強度

下で高密度に形成することが有効であることを明らかにした。次に、アプタマー

は塩基配列の設計が容易であるため、対象分子の結合に伴う構造可変性の導入が

可能である。そして、構造可変性アプタマーは、構造変化に伴う FET ゲート表面

近傍の電荷密度を変化させるため、検出が困難であった非荷電分子検出を可能に

することが報告されている。しかし、対象分子との結合に伴う構造変化に対し

て、隣接アプタマー間の立体障害が懸念されたため、アプタマーの構造変化に必

要な空間を形成することが有効と考えられた。そこで、非荷電のストレスホルモ

ンであるコルチゾールとの結合により、グアニン四重鎖構造と呼ばれる高次構造

を形成するアプタマーを利用した FET センサ界面の形成において、構造変化させ

たアプタマーを固定化する手法を提案した。初めに、溶液中でコルチゾールとの

結合により構造変化させたアプタマーを固定化したところ、アプタマーを直接固

定化した場合と比較して、同分子の固定化密度が減少し、コルチゾール検出時の

応答が増加することを確認した。続いて、上記手法において、グアニン四重鎖構

造形成の安定化のために使用した K+イオンによって、同高次構造の形成を誘発す

る可能性が考えられた。そこで、アプタマー固定化時の溶液中K+イオン濃度が

FET バイオセンサの感度に与える影響を評価したところ、コルチゾールを使用せ

ずに高濃度のK+イオン環境下で作製したアプタマー固定化 FET の応答が更に増加

した。以上より、アプタマー固定化 FET バイオセンサの検出感度向上に向け、構

造変化を形成したアプタマーを固定化する手法が、同受容体の固定化間隔を制御

することを見出した。本章において検討したアプタマー固定化手法は、対象分子

との相互作用の効果的な発現を可能にすることから、バイオセンサを含む機能性

材料の界面におけるアプタマー固定化状態の制御に繋がることが期待される。  

第 4 章では、本研究において得られた実験結果から、各受容体及びその生体分

子間相互作用の特徴に基づく FET バイオセンサの界面設計に関して統括した。更

に、本研究から導かれる今後の展望について議論した。  
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