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今日、先進国を中心に高齢化が進んでおり、健康増進を目的とした予防医学の分

野が益々重要視されている。特に血液分析の分野では、血漿中に多く含まれるバイ

オマーカー物質の遊離濃度を計測することによって、様々な疾病の早期診断・治療

が行われている。近年では、それぞれのバイオマーカー物質が 1 つの対応する疾病

の診断に利用されるケース以外にも、例えばフィッシャー比(分岐鎖アミノ酸の濃度

/ 芳香族アミノ酸の濃度)のように、複数のマーカー物質の計測により特定の疾患の

診断が行われるケースも多く存在する。したがって、これらマーカー物質のマルチ

計測に対する需要はとても高い。現在、バイオマーカー物質の計測は主に液体クロ

マトグラフィー(HPLC)による分析が主流だが、測定に煩雑な手間を要することや、

分析に時間がかかるといった課題も存在している。 

本論文ではこのような背景から、糖・アミノ酸などのバイオマーカー物質の迅速・

簡便なマルチ計測法として、二次元表面プラズモン共鳴(2D-SPR)を用いる新規なマ

ルチ酵素センサシステムの開発を目指した。具体的には、それ自体の酸化還元状態

でその屈折率が変化するOsポリマーと測定表面の局所屈折率変化を敏感にイメージ

ング観測する二次元 SPR イメージャー(2D-SPRi)を組み合わせることにより、オキシ

ダーゼやデヒドロゲナーゼが触媒する酵素反応をイメージング観察するセンサの設

計・開発を行った。 

まず第 2 章では 2D-SPRi によるオキシダーゼ反応のデュアルセンシングシステム

の開発を行い、その特性を評価した。本研究では、リシンオキシダーゼ(LysOx)とガ

ラクトースオキシダーゼ(GalOx)を用いることで、代謝異常症マーカー物質であるリ

シンとガラクトースの同時計測を目指した。本センシングでは金薄膜を 2 つに分割

したセンサチップのそれぞれの領域に LysOx/Os ポリマースポットと GalOx/Os ポリ

マースポットを固定化することにより、クロストークによる影響を受けずにリシン

とガラクトースを検出することができた。リシンとガラクトースは酵素スポット特

異的にそれぞれ 20-200 μM、50-1000 μM の濃度範囲で検量が可能であり、本セン

サのデュアル計測への有用性が示された。 

続いて第 3章では、SPR 金基板を介する電子移動反応に着目し、基質認識パートと

観測パートを別々もつエクステンド型 SPR 酵素センサの開発を行った。本研究では、

電極との直接電子移動が確認されている PQQ 依存型フルクトース脱水素酵素

(PQQ-FDH)と Os ポリマーを金チップ上に隣り合わせに固定化することで、両スポッ

ト間で起こる金薄膜を介した電子移動反応の 2D-SPR 観測を行った。本センサはフル

クトースに対して高い選択応答性を示し、500-5000 μM の濃度範囲において良い直



線性を示した。スポット間のより離れた電子移動反応を観測できるエクステンド型

SPR 計測系が確立されれば、基質認識パートを観測パートから離れた検出プローブと

して扱うことが可能となり、生体分子の in vivo 計測などに応用することが期待で

きる。 

最後に第4章では電気化学表面プラズモン共鳴イメージング法(EC-SPRi)を用いる

オキシダーゼ反応とデヒドロゲナーゼ反応の同時観測システムの開発を行った。

EC-SPRi センサでは、各酵素スポットをチップ金基板を通して電気化学処理すること

で、それぞれの Os ポリマーの酸化還元初期状態を別々に制御することができた。ま

た本センサは、LysOx/Os ポリマースポットでリシンの計測を LDH/Os ポリマースポッ

トで乳酸の計測をクロストークの影響を受けずに行えることが示された。それぞれ

の酵素スポットでは 50-200 μM のリシン及び乳酸の定量が可能であった。また、測

定後の各酵素スポットのOsポリマーに再度電気化学処理を施すことで両酵素スポッ

トの繰り返し計測が可能であった。以上の結果から、私が提案する EC-SPRi 酵素セ

ンシングシステムでは、オキシダーゼでもデヒドロゲナーゼでも種々の酸化還元酵

素のマルチ基質センシングが可能と期待できる。 

以上、本論文では第 2-4 章に渡り、Os ポリマーと 2D-SPRi を組み合わせることに

より、異なるオキシダーゼやデヒドロゲナーゼが触媒する酸化還元酵素反応をイメ

ージング観察するマルチ酵素センシグシステムの設計・開発を行った。私が提案し

た計測システムでは複数の酵素反応の迅速・簡便な同時観察が可能であり、糖やア

ミノ酸などの多くのバイオマーカー物質のマルチ計測への応用性が示された。よっ

て、本 2D-SPRi 酵素センサは今後の展開によって種々の疾患の早期診断や治療へ寄

与できるものと期待している。 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



【論文審査の結果の要旨】 
 
平成２８年２月１５日に、飛弾祐平氏の博士学位論文の公聴会を開催し、５名の審

査員による博士論文審査および最終試験を行い、ともに合格と判断した。 
氏の博士学位論文では、糖・アミノ酸などのバイオマーカー物質の迅速・簡便なマ

ルチ計測法として、二次元表面プラズモン共鳴(SPR)を用いる新規なマルチ酵素セン

サシステムの開発を行った。 

まず第 2章では、２次元-SPR装置によるオキシダーゼ反応のデュアルセンシングシ

ステムの開発を行い、その特性を評価した。酸化還元状態でその屈折率が変化する Os

ポリマースポットを２つ用意し、その２つの Os ポリマー層の上に、異なるオキシダ

ーゼをそれぞれ固定化して、バイオマーカーとなる酵素基質の添加に伴い生じる過酸

化水素による Os ポリマー層の屈折率変化を２次元 SPR イメージング観測する事によ

り、それぞれの酵素スポット上での酵素反応の進行を定量モニタリングした。具体例

として、リシンオキシダーゼ(LysOx)とガラクトースオキシダーゼ(GalOx)を用いるこ

とで、代謝異常症マーカー物質であるリシンとガラクトースの同時計測を目指した。

本センシングでは金薄膜を 2つに分割する事により、センサチップのそれぞれの領域

に固定化された LysOx/Osポリマースポットと GalOx/Osポリマースポットのクロスト

ークによる影響を受けずにリシンとガラクトースを完全に独立して検出・定量するこ

とができた。他の酵素スポットの反応の影響を受けないセンシングを実現できたこと

は、マルチセンシングにおいてきわめて重要な成果である。この成果は、速報性に優

れるオープンアクセス誌に掲載された（J Anal Bioanal Tech, 2015, 6:6.）。 

続いて第 3章では、SPRセンサチップの金薄膜を介する電子移動反応に逆に着目し、

基質認識パートと観測パートを別々もつエクステンド型SPR酵素センサの開発を目指

した。本研究では、電極との直接電子移動が確認されている PQQ依存型フルクトース

脱水素酵素(PQQ-FDH)とOsポリマーを同一金チップ上に隣り合わせに固定化すること

で、金薄膜を介して両スポット間で起こる電子移動反応の 2D-SPR 観測し、酵素基質

のセンシングを実現する事ができた。今後、より離れたスポット間の電子移動反応を

観測できるエクステンド型 SPR計測系の展開が期待される。 

第 4 章では電気化学表面プラズモン共鳴イメージング法(EC-SPRi)を用いるオキシ

ダーゼ反応とデヒドロゲナーゼ反応の同時観測システムの開発を行った。EC-SPRi セ

ンサでは、分割型センサチップの金薄膜領域ごとに電気化学処理することで、それぞ

れの Os ポリマーの酸化還元初期状態を別々に制御して、LysOx/Os ポリマースポット

ではリシンの計測を、乳酸脱水素酵素(LDH)/Osポリマースポットでは乳酸の計測をク

ロストークの影響を受けずに行うことに成功した。このようにオキシダーゼでもデヒ

ドロゲナーゼでも種々の酸化還元酵素のマルチ基質センシングを行えるシステムの

基盤を築くことができたと言える。 

本学位論文は、以上の成果と今後の発展性から十分に博士学位論文としての価値が

認められた。 
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