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1 はじめに 

A型インフルエンザは、公衆衛生上の大きな問題であり[1,2]、その原因ウイルスは非常に変異しやすい[3]。

さらに、感染するホスト範囲が容易に変化する可能性がある。例えば、高病原性 H5N1 亜型鳥インフルエン

ザウイルスの感染性が遺伝子操作により調べられている[4]。また、ヒトへの感染事例が多数報告され、エジ

プトではヒトへの感染性を持つヘマグルチニン(HA)タンパク質の変異が見つかっている[5,6]。これらの研究

結果は、鳥インフルエンザウイルスの感染ホストがヒトに変化する可能性を示唆している。そこで、早期の

感染制御・対策を実現するためには、感染性を含めた早期変異を検出する超高感度センサが求められている。 

インフルエンザウイルスがヒト・鳥のどちらに感染するかは、ウイルスの HA の結合相手である宿主細胞

表面の糖鎖におけるシアル酸 (Sia)の結合位置の差（ヒト型受容体：Siaα2-6Galactose、鳥型受容体：

Siaα2-3Galactose）に依存している[7-10]。HA の構造からシアル酸の配位の違いが議論され[9]、また、ウイル

スが結合しやすい糖鎖構造の議論も行われている[11,12]。これらの各種糖鎖を検出分子に用いることで、イ

ンフルエンザウイルスの感染性を判別するバイオセンサが開発できる。そこで、我々は、sialylglycopeptide

(SGP) [13]や neoglycoprotein [14]、sialoglycopolymer [15,16]等の糖鎖分子とウイルスとの反応活性を調べてい

る。

一方、カーボンナノチューブ[17,18]やグラフェン[19-21]等のナノカーボン材料は、本質的にナノサイズで

あること、及び、卓説した物性値を持つことから、次世代の半導体材料として期待されている。そして、卓

説した物性値の起源はカーボンの 2 次元シートに由来する。高配向熱分解黒鉛(HOPG)の剥離からカーボンの

2 次元シートであるグラフェンが単離され、さらに、電界効果特性が報告されたのが 2004 年であった[19]。

そして、卓越した特性をデバイス応用しようと激しい開発競争が行われている[22,23]。デバイス応用では、

制御された位置に材料を成長させる必要があり、化学気相成長法(CVD)等の成長法が検討され[24]、現在では、

銅触媒が有用であることが知られている[25]。ただし、銅は金属であるため、半導体デバイスで用いるため

には、銅触媒で成長させたグラフェン層を転写法で絶縁基板に移す必要があり、品質低下のために応用が制

限されている。そこで、半導体デバイス応用のために、Ni 触媒下面に成長させて表面金属層をエッチングす

るプロセス等の転写を避ける各種のプロセスが提案されている[26]。 

カーボンナノウォール(CNW)は、数層のグラフェンから構成されるナノカーボン材料であり[27]、その単

層の極限がグラフェンであるため、層数や結晶品質の制御によりグラフェンと同等の特性を示すことが期待

されている。CNW は触媒なしに成長が可能なため[28]、半導体プロセスと整合性が良く、発見当初からその

形状を活かした応用が検討されてきた。また、半導体デバイス応用を想定すると、品質の向上やキャリアの

制御が重要であり、水素プロセスや窒素ドープ等が試みられている。しかし、触媒を用いないため位置制御

が困難であり、電界効果トランジスタ(FET)構造の作製上の問題となっていた。我々は、自己組織化プロセス

を用いて CNW を配列成長させることに成功し、さらなる成長条件の探索を進めている[29-31]。さらに、ナ

ノサイズであるがゆえに大きなノイズが存在するナノカーボン系デバイスに対して、ノイズ増強型のデバイ

ス動作や[32-34]、その制御性を実験的に明らかにするなど[35,36]、ナノデバイスの特徴を活かした数多くの

新規な応用提案してきた。以上のように、グラフェン[20]を端緒とする二次元材料の研究の拡がりは著しい

が、グラフェンはバイオセンサとしても高い移動度等の卓越した特性を持つ。そこで、我々は、ナノカーボ

ン材料を中心に、高感度バイオセンサの研究を行っている[37,38]。

バイオセンサシステムの構成は各種考えられるが、感染性を検出するセンシング機構として、最初の反応
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機構である糖鎖分子を用いるのが適当であり、その最適化はバイオセンサの高感度化の重要な項目の一つで

ある。センサとしての糖鎖分子の最適化として、糖鎖の違いにより生体中の反応自体が影響を受けるため、

複数の糖鎖での反応性評価を行い、検出分子系として適当な糖鎖分子の探索を行っている。さらに、ウイル

スが最初に結合する場所が細胞表面であることを考えると、ラフト構造のような空間配置も反応活性に影響

を与える可能性がある。そこで、糖鎖分子の分散制御を検討している。また、生体内での反応の場合や検出

感度を優先するのであれば、一個のウイルスが感染することが重要であり、分子ゆらぎが反応性を向上させ

る可能性もあるが[39]、一方、IoT 型モニタリングセンサ等であれば、反応のゆらぎを小さく制御しデータを

安定化させるほうが良いと考えられる。本論文では、糖鎖の分布制御により感度を向上させるため、Bovine 

serum albumin (BSA) を足場として用いて糖鎖をクラスター化した neoglycoprotein を糖鎖プローブとして用

いる検討(BSA 固定化)を行った結果について述べる。また、デバイス高性能化としてのバッファー層最適化、

バイオセンサのシステム化等についても述べる。 

2 結果と議論 

糖鎖の分布制御による高性能化のために、糖鎖を持たないタンパク質である BSA に固定化した糖鎖とウイルス

の反応の実空間観察を試みた。糖鎖としては、Sialyllactosamine (SiaLacNAc)と SGP を用いた。まず、SiaLacNAc

を BSA に固定化した糖鎖プローブ(SiaLacNAc-BSA)に関して、糖鎖とウイルスの反応を述べるとともに、透過型

電子顕微鏡(TEM)と原子間力顕微鏡(AFM)によるウイルスの観察について述べる。次に、BSA 固定化 SGP 

(SGP-BSA)に関しても糖鎖とウイルスの反応、及び、AFM による観察について述べる。 

最初に、今まで sialylglycopolymer で反応実験行ってきた濃度である 1000~78.13 ng/ml に合わせて、ヒト型、及

び、鳥型インフルエンザウイルスとして A/California/07/2009 (H1N1pdm)（32 HAU）と A/mallard/Hokkaido/24/2008 

(H5N1)（6.4 HAU）を準備し、SiaLacNAc-BSA に対して酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)で反応性を調べた結果

 

図 1：SiaLacNAc-BSAとウイルスの反応 

 
図 2：SiaLacNAc-BSAとウイルスの反応（鳥インフルエンザウイルスの濃度が 1/10） 
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を図 1 に示す。ヒト型ウイルスでは、sialoglycopolymer と同様に 2-6 配位の糖鎖との反応活性が高いことがわかる

と共に、データのばらつきも同程度であった。一方、鳥型ウイルスに対する反応では、2-6 配位、2-3 配位の両方

の糖鎖が反応活性を持っていた。これは、ウイルス濃度依存性の実験結果を考えると、ウイルス濃度が高いときに

対応すると思われる。そこで、鳥型ウイルスに対して濃度を 0.6 HAU に薄めた場合の反応実験を行った。その結

果を図 2 に示す。ヒト型ウイルスに対して sialoglycopolymer と同様の反応が再現する一方、鳥型ウイルスでは、2-3

配位の糖鎖との反応性が高かった。データのばらつきも sialoglycopolymer と同程度であり、ウイルス濃度を薄めた

ときに反応性が同程度、すなわち、高感度化が達成出来たと言える。 

以上のような糖鎖の展開状態を受けてウイルスとの反応様態を実空間で観察するために、インフルエンザウイル

スに対して TEM 観察と AFM 観察を検討した。最初に、インフルエンザウイルスの TEM 像を図 3 (a)に示す。ここ

ではウイルスを増やした際の培地を水に置換後、TEM グリッド上に展開して観察した。遠心分離の際に壊れた細

胞の破片と思われる粒が残っていたが、ウイルスは 200 nm 程度の粒子として観察できた。また、AFM 観察(図 3 (b))

では、夾雑物がウイルスに吸着しているようであるが、同様に 300 nm 程度の粒として観察された。この場合、ウ

イルスを押しつぶしているため横に広がっていると思われる。そして、エンベロープを壊したところ、100 nm 超

程度の小さめの丸い粒として観測された。 

 

   

(a) TEM像        (b) AFM 像       (c) AFM 像(エンベロープ無)       

図 3：インフルエンザウイルスの透過型電子顕微鏡像と AFM 像 

 

顕微鏡観察条件は、さらに検討の余地はあるが、ウイルス観察が可能と考えられるので、ELISA によるウイル

スと糖鎖の反応性評価実験プロセスに対して実空間観察を試みた。図 1, 2 に示したように、sialoglycopolymer に対

して SiaLacNAc-BSA の反応性が高い理由を検討するため、ELISA 実験用プレート上で sialoglycopolymer に結合し

た状態のインフルエンザウイルスを AFM で観察した結果を図 4 に示す。図 4 (a)では、インフルエンザウイルスと

         
(a) 吸着インフルエンザウイルス       (b) 背景の糖鎖 

図 4：ELISAでの sialylglycopolymer と結合したウイルス(a)、周辺の糖鎖(b)の AFM 像 
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周りに吸着物がみられる。この吸着物は界面活性剤により剥がれたエンベロープかウイルス増殖中に発生した細胞

のデブリのどちらかだと考えられる。また、インフルエンザウイルスの密度は、5 ミクロン四方に 1 個以下程度と

考えられ、非常に小さかった。そのため、ウイルスが結合していない背景には、図 4 (b)に示すようにシアロ糖鎖

が観察された。sialoglycopolymer の展開状態は一様分布であるため、結合に使われない糖鎖が多く残った状態であ

ると考えられる。 

一方、図 5 に示すように、SiaLacNAc-BSA の展開状態は、糖鎖の位置が局所化するため分布が不均一となって

いるが、糖鎖の存在する位置にウイルスが吸着し、未使用の糖鎖の数は少なくなっている。以上の結果、糖鎖を集

中化出来た SiaLacNAc-BSA では、糖鎖濃度に対してウイルス検出感度の向上が観測されたと考えられる。これは、

ウイルスを効率的に結合させるための分布制御プロセスの開発が重要であることを示している。 

次に、図 6 (a)に鳥インフルエンザウイルスと SGP の反応活性を示す。鳥型受容体であるα2-3 結合のシア

ロ糖鎖に対してより大きい反応活性を示す。さらに、平均値としてはあまり大きくないものの、高い反応活

性を示したデータは、各種糖鎖の比較の中でも大きい方に属する。一方、ほとんど反応活性が無いデータも

得られた。すなわち、エラーバーが大きく、反応活性はばらついている。これを相対誤差でプロットすると、

図 6 (b)のようになり、0.4 (40%)を超えるような大きなデータのゆらぎを持っていた。相対誤差の標準偏差は

0.170 であった。また、ヒトインフルエンザウイルスのα2-6 結合シアロ糖鎖に対する反応活性の相対誤差も

図 6 (b)にプロットしてるあるが、標準偏差が 0.114 と少し小さいものの同様にばらつきは大きめである。 

 

図 6：SGPとウイルスの反応(a)と相対誤差(b)。(b)では Red barsが H1N1、blue (hatched) が H5N1 

          

  (a) 糖鎖のみの展開            (b) 吸着インフルエンザウイルス  

図 5： SiaLacNAc-BSA (a)、及び、結合したウイルス(b)の AFM 像 
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図 8：SGP-BSAとウイルスの反応(a)と相対誤差(b)。(b)では Red barsが H1N1、blue (hatched) が H5N1 

そして、検出分子である SGP の展開状態を AFM で観察した結果を図 7 (a)に示す。観察はマイカ基板上で

行っているが、ELISA プレートにマイカ基板を導入した場合もウイルスと糖鎖の反応性は同様の結果となる

ため、吸着分子の総数は異なるものの分布の形状は同等であると思われる。糖鎖分子が基板上に数多く見ら

れるが、小さな分子であるシアリルラクトースに比べて、空間的に広がりを持った粒子として観察されてい

る[37]。また、粒径は 15 nm～20 nm 程度に分布し、高さとともに大きくなった。カンチレバーの曲率の影響

で絶対値は大きくなるが、この傾向は、大きな分岐鎖を持つ SGP では室温での分子ゆらぎが大きく、分子の

運動で広がって見えるためであると思われる。 

さらに、分子の高さの分布をヒストグラムにしたものを図 7 (b)に示す。1 nm 以下程度の高さを持つ分子が

数多く見られるが、一方、3 nm 程度の高い分子も見られ、高さ分布が広がっていることがわかる。低い分子

と高い分子の違いは、分子のコンフォメーションによる違いと思われる。 

SGP は複数のアミノ基(リジン及び N 末端)を持ち(図 7 (c))、これが吸着サイトになるが、複数個のアミノ

基で吸着した(図中の丸印で結合した)場合は立体配置となる。ここで、分岐した 2 本鎖の先端にシアル酸が

ある。一方、N 末端のアミノ基だけで結合 (右図の丸印で結合) した場合は、先端のシアル酸が横に寝た配

置となる。そのため、図 7 (b)のような高さ分布の広がりが観測されたと思われる。そして、異なるコンフォ

メーションの糖鎖分子でインフルエンザウイルスとの反応活性が異なるため、ELISA での反応活性に分布が

見られたと予想される。低い分子では、反応部位であるシアル酸が基板に近いため、ヘマグルチニン(HA)の

ポケット構造[9]がシアル酸と結合しにくいためであると考えられる。 

しかしながら、2 本鎖でシアル酸をもつ SGP は、立体であればシアル酸のクラスター化効果で反応活性が

 
図 7：SGP の AFM 像(a)、高さ分布(b)、SGP のアミノ基の配置の模式図 
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上がると予想され、そのため、基板上での糖鎖分子の展開状態の差異により、反応活性が高いデータも得ら

れたと考えられる。 

そこで、BSA に SGP を結合させ(SGP-BSA)、クラスター化効果、及び、足場として BSA を活用するプロ

セスを検討した。その結果、反応活性を安定化させることも目的としている。また、BSA はシアル酸を含ま

ないように精製したものを用いているためインフルエンザウイルスとは結合しない。 

図 8 (a)に、2-6 配位のシアル酸を持つ SGP-BSA に対するヒトインフルエンザウイルス(H1N1)と鳥インフル

エンザウイルス(H5N1)の結合活性を示す。この場合、H1N1 に対して大きな反応活性を持つ。そして、ELISA

の吸光度のエラーバーも小さいが、相対誤差でプロットしても(図 8 (b))、0.4(40%)程度以下、標準偏差は 0.084

以下と、データのゆらぎが小さくなっていた。 

そして、検出分子として用いた SGP-BSA の展開状態の AFM 観察像を Fig. 4 に示す。まず、BSA に固定化

された SGP の模式図を図 9 (a)に示す。クロマトグラムの結果から、おおよそ 10 個の SGP が BSA 上に結合

している。当初、自己検知型カンチレバーで観察を行ったところ、一部に高い分子も観察されたが、多くの

分子は 3 nm 程度の高さとなった。一方、図 7 (b)のような 1 

nm 以下の分子は観測されなかった。高さが 3 nm 程度であ

るのは、柔らかい足場の上に BSA が存在するため低く観察

されたと考えられる。そこで、SI-DF3 を用いて液中観察を

行った。これを図 9 (b)に示す。画像の下部に測定時の乱れ

があるが、観察できた領域内に 2 つの分子が観察され、そ

れぞれ、8 nm 及び 5 nm 程度の高さを持っていた。BSA の

みを液中観察したところ、高さは 4 nm 前後であり、

SGP-BSA は 4 nm～9 nm の範囲の高さを持つため(図 9 (c))、

BSA 上に SGP が乗っていることが確認できた。 

SGP-BSA でも、高さの分布が存在するが、BSA が足場と

して働くため、反応部位であるシアル酸が基板表面から離

れていて HA との結合に困難が伴わず、反応活性が安定化

すると考えられる。さらに、糖鎖のクラスター化により反

応性がエンハンスされていて、高感度で安定したプローブ

になったと言える。以上の結果から、2 本鎖を持つ SGP に

対して、BSA を用いてクラスター化すること、あるいは、

基板に対して立体になるよう結合部位を最適化すること等

により高感度な糖鎖プローブを開発できると思われる。さ

らに、反応活性の検出方法との適合性を検討していくこと

 

図 10：バッファー層による特性変化。(a): 

バッファーなし、(b): バッファーあり 

 

図 9：BSA-SGP の模式図(a)、液中 AFM 像、及び、高さ分布 
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で高感度なインフルエンザウイルスセンサの開発が可能となる。 

次に、デバイス高性能化のためのバッファー層最適化を行った結果について述べる。自己組織化数層グラフェ

ンでは、基板との相互作用のために歪みが入り、グレイン界面散乱によるキャリアの減少と電極界面でのショット

キー障壁のため、半導体化すると共にドレイン電流が小さくなる。そこで、低温成長バッファー層(400℃で成長)

を導入したところ、グレインサイズが大きくなることで界面散乱が減少し、金属化すると共にドレイン電流が大幅

に増大した(図 10)。この結果、大きな電流を取り出すことが出来、出力回路の増幅系への負担が減少すると共に、

S/N 比の向上につながると思われる。 

さて、糖鎖は、様々な生体機能を制御するが、これを活用するた

めの脂質制御について述べる。今回、様々な糖脂質変異を有する糖

鎖合成酵素遺伝子のノックアウトマウスの脳からガングリオシド画

分を精製し、水空気境界面における糖脂質単分子膜の挙動に対して、

AFM で微細構造の観察を行った。また、ダブルノックアウト(DKO)

マウスと野生型(WT)マウスを比較した。マウス由来脂質膜を膜融合

で展開することで、これが異なるコントラストで観察され、糖脂質

の分布動態制御・集中化に成功した(図 11)。GD1a を主成分として、

いくつかのガングリオシドを含む WT マウスの脳由来ガングリオシ

ドに比べて、GM3 のみを含む、GM2/GD2 合成酵素遺伝子と GD3 合

成酵素遺伝子の DKO マウスの脳由来ガングリオシドは、明らかに

小型サイズの凝集パターンを示し、生化学的に観察されている脂質

ラフトの破壊状態に通じる所見が得られた。さらに、凝集パターン

内に微細構造が見え始めてい

る。 

最後に、ウイルス濃縮技術

の開発について述べる。ウイ

ルスの濃縮の際には、ウイル

スが塩の存在するバッファ

ー溶液中でのみ反応するこ

とを鑑み、溶液中でも凝集構

造を保つかどうかを見る必

要があるので、バッファー溶

液の中での液中 AFM 観察を

行った。図 12 に結果を示す

が、一部凝集が溶けているも

 
図 11: マウス由来糖脂質の膜融合構造。DKO(左図)、WT(右図) 

 
図 12：溶液中での凝集ウイルス 

 

図 13：機械学習用データ例 
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のの凝集状態を保っていることがわかった。濃縮技術は高感度化に有用であると共に、機械学習による人工

フィルターに展開できるので、環境依存性等の詳細な分子反応を検討しフィルター効果を調べる予定である。

また、ウイルスと細胞や糖鎖の結合に関して、微小な信号を解析しなければならないため、多数の感染実験

から結合性を評価する必要がある。解析効率の向上により大電流化の要件の緩和が期待されるため、反応評

価実験に使用するウイルスのプラーク写真のカウンティングに関して、機械学習を試みるとともに(図 13)、

前処理として特徴点抽出の効果を検討した。 

3 まとめ 

本研究ではセンサーネットワークのために、インフルエンザウイルスに対する超高感度センサを開発し、

そのデータ処理方法を確立することでシステム化を目指している。バイオセンサとしては、グラフェン FET

の表面にレセプターである糖鎖プローブを展開したものであり、糖鎖プローブのシアル酸配位によりインフ

ルエンザウイルスの感染宿主を選択的に結合させる。高感度検出のための糖鎖プローブ構造最適化として、

展開手法の比較を行った。特に、効率的な検出のための糖鎖プローブの分布制御を行った。SGP では反応性

のゆらぎが大きかったが、展開プロセスの最適化により糖鎖プローブとして高効率化の可能性があったので

検討した。反応性のゆらぎの原因は、分子のコンフォメーションゆらぎのために一部の分子の反応性が遮蔽

されるためであるので、糖鎖を持たないタンパク質である BSA を足場分子として用いることで、分子ゆらぎ

をむしろ反応性の向上に用いることに成功した。また、糖鎖とウイルスの結合状態の AFM 観察から糖鎖の

使用効率が向上していることが分かり、高感度化につながっていた。同時に反応性のゆらぎも抑えられ、使

いやすい糖鎖プローブの開発が出来た。同様に、短い糖鎖であるシアリルラクトサミンに関しても BSA に固

定化して検討を進めた。また、デバイス高性能化のためのバッファー層の最適化も行った。一方、ウイルス

と細胞や糖鎖の結合に関して、微小な信号を解析しなければならないため、多数の感染実験から結合性を評

価する必要がある。解析効率の向上により大電流化の要件の緩和が期待されるため、反応評価実験に使用す

るウイルスのプラーク写真のカウンティングに関して、特徴点抽出の効果を検討した。 
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