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研 究 成 果 の 概 要 
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Fig. 1 構築した GFP 表層発現のためのプラ

スミド

「平成 20 年度工学部予算重点配分研究テ－マに係る研究 報告書」 
バイオセンシングデバイスのプラットフォームとして光導波路を用いた 
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 生体内機能分子の働きを生きた細胞内で観測する手段として、蛍光タンパク質を利用した

蛍光共鳴エネルギー移動をはじめ種々の蛍光測定技術が開発されている。しかし蛍光シグナ

ルによる細胞内の動態も現状ではシングルセルからではなく、細胞群からの情報として捉え

られているに過ぎない。本研究では、ゾルゲルガラスをコアとしてハイブリッド型ポリマー

光導波路を蛍光検出デバイスとして用いることに着目し、単一細胞での酵母や大腸菌を用い

た蛍光観測を模索する。さらにEGFPと有機リン分解酵素を細胞表面に発現した酵母を導波路

内のゾルゲルコアに配置し、食品等に含まれる有機リンを高感度で検知することのできるバ

イオセンシングシステムの構築を行う。 

OPH-EGFP共発現のためのプラスミドの構築 

従来より酵母細胞表層へのOPHとEGFPの発現

は凝集性タンパク質であるフロキュリンをア

ンカータンパクとして用いてきた。この際OPH

は凝集機能領域と標的タンパク質の間にスペ

ーサー領域を持たせた長いアンカーを、EGFP

はスペーサー領域を省いた短いアンカーを用

いて細胞表層上に提示した。今回はOPHとEGFP

のナノレベルでの反応場の距離を近くするこ

とでよりEGFPの消光反応が効率的になると考

え、EGFPも同様にスペーサー領域を有するよう

プラスミド（pWIFL-EGFP）の構築を試みた。プラスミド構築するために、ベクターとしてpWIFL

をBglIIにて制限酵素処理を行い、またインサートとしてEGFPをコードするpIEG1をPCRにて増

幅した。増幅産物をBglIIにて制限酵素処理を行い、この2つの断片を連結して新規プラスミ

ドを構築した。構築したプラスミドを酵母MT8-1を宿主として形質転換した。形質転換体の蛍

光は蛍光顕微鏡観察にて確認されたためpWIFL-EGFPの構築に成功したことがわかった。現在

OPHとEGFPの両者が細胞表層に共に発現された酵母についてのOPH活性を検討している。 
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GFP・ゾルゲル光導波路の作製 

光導波路のゾルゲルコア中でのEGFPの蛍光を確認する目的でスライドガラスにOPHとEGFPの

共発現酵母を含むゾルゲル溶液をドープし、スピンコーターによって展張した後、UVを照射

し硬化させた。このゾルゲルガラス中に封入された共発現酵母について蛍光顕微鏡観察を行

いゾルゲルガラス内部での共発現酵母の蛍光を確認した。ゾルゲル内部でのGFP寿命は肉眼レ

ベルであるが現時点で約１ヶ月しても蛍光の低下は見られずゾルゲルガラス中でGFPが安定

に存在することがわかった。ゾルゲルガラス表面にパラオキソンを滴下しガラス内にパラオ

キソンを浸透させたところ、パラオキソン分解に伴うEGFPの消光が確認できた。またゾルゲ

ルガラスの硬化条件によって消光の有無があり、硬化条件によるゾルゲル内部の構造による

ポーラス構造が基質の浸透に影響しているものと考えられた。 

結言および今後の予定 
今後は、光導波路をデバイスとした有機リン高感度検出システムの構築を目指して、ゾル

ゲルガラスの硬化条件の詳細な検討を行う。また、反応の効率化と活性の増大を目的として

OPHとGFPを融合タンパクとした酵母細胞表層上に発現するようなプラスミドを構築する。 
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