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研究成果の概要（和文）：巨大な表面増強ラマン散乱（SERS）を生み出す金ナノ粒子二量体アレイの高効率生成
技術および高速高感度SERS分光分析技術を基盤として，1分子ずつ多成分をラマン分光検出する分子同定技術の
構築を目的とした。その中で，単独の金ナノ粒子二量体を用いてDNAオリゴマーの検出が可能であることを確認
した。局所的なラマン散乱光増強場から１つのDNAオリゴマーを検出したと考えられる。さらに，構成要素であ
るアデニンやグアニン，骨格要素に由来するラマンピークを検出したことから，多成分を同定できることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project was to develop the analytical method for 
multi-component identification of molecules based on surface-enhanced Raman spectroscopy using a 
gold nanoparticle dimer with single molecule sensitivity. Due to the Raman enhancing hotspot with 1 
nm nanogap in the single dimer, for the first time, the single oligomer detection and analysis was 
demonstrated. The dimer identified the several bases and backbone components of the single DNA 
oligomer. The dynamics of the single oligomer could be analyzed. The oligomer was trapped and stayed
 at the nanogap hotspot, and fluctuated with rotation.

研究分野：マイクロ・ナノシステム
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１．研究開始当初の背景 
DNA（deoxyribonucleic acid）の塩基配列

における一塩基の差異は，各個人の特徴に
様々な違いを引き起こし，これらは SNP
（Single Nucleotide Polymorphism）と呼ば
れる。例として，投薬治療に対する副作用の
程度は患者によって変化するが，これは SNP
に由来することが明らかとなっている。また，
癌は DNA 塩基のメチル化といった遺伝子欠陥
が存在することで引き起こされる。よって，
DNA 塩基配列の識別および同定は個人に適し
た投薬・治療を行うオーダーメイド医療の実
現や遺伝子疾患の早期発見に重要であること
がわかる。 

現在広く普及している DNA シーケンシンサ
は蛍光分子を用いることで解析を行っている。
しかし，PCR（polymerase chain reaction）
による DNA の大量増幅や複雑な化学反応によ
る前処理が必要であるため，長時間を要する。
近年，ナノポア及びナノ電極間を DNA が通過
する際の電流値変化を読み取ることで，ラベ
ルフリーで一塩基ずつ解析を行う技術が研究
されている。しかし，各塩基の電流値分布の
重なりが大きいため，信頼性に問題があると
考えられる。 

信頼性の高い新たな DNA シーケンシング技
術として，表面増強ラマン分光法（SERS: 
Surface-enhanced Raman spectroscopy）に着
目した。物質に光を照射した際，入射光と波
数が異なるラマン散乱光が放出される。波数
の変化量（ラマンシフト）は分子の構造や結
合状態を反映するため，ラマン散乱光のスペ
クトルを計測することにより信頼性の高い分
子の同定・識別が可能となっている。一般的
にラマン散乱断面積は非常に微弱であるため，
ラマン散乱光の計測は困難である。しかし，
金属ナノ粒子の表面近傍に物質が存在すると
き，局在プラズモン共鳴（LSPR: Localized-
surface plasmon resonance）と呼ばれる電磁
場増強効果によってラマン散乱光を増強する
ことが可能である。SERS はこれらの手法を用
いてラマン散乱光を計測する手法である。金
属ナノ粒子間の 1 nm 程度のギャップにおい
て特に高い電磁場増強効果が得ることができ，
ホットスポットと呼ばれる。単一の金属ナノ
粒子二量体において，粒子の配列方向と入射
光の偏光方向を一致させた際，ホットスポッ
トの電磁場増強効果は最も高くなることが知
られている。従来の研究では，基板上に金属
ナノ粒子がランダムに配列された状態であっ
たため効果的な SERS 増強が引き起こされず，
報告されている最下限検出濃度は 10−8 M と一
分子検出には不十分であった。 

新たな超高感度 SERS 構造として，ナノトレ
ンチセルフアセンブル粒子配列手法により作
製される金ナノ粒子二量体を提案している
（図１）。本基板では，金ナノ粒子二量体を一
方向に配列しており，全ての基板において効
果的な SERS 増強を引き起こすことが可能で
ある。図２の解析結果が示すように，金ナノ

粒子二量体のホットスポットにおいて 1011 倍
の SERS 増強効果が得られることが分かり，こ
れは一分子検出に十分であると考えられる。
先行研究では，計測範囲内に複数の二量体が
存在する配列構造を用いて，10−11 M という極
低濃度溶液において 4 種 DNA 塩基の同定・識
別に成功した。また，計測範囲内に二量体が
単独で存在する単独構造を用いて，一つのホ
ットスポットに由来するアデニンのラマンス
ペクトルの検出に成功している。 
 
２．研究の目的 

本研究では，金ナノ粒子二量体単独構造に
おいて DNA オリゴマーを計測することにより，
一本鎖 DNA の検出および塩基配列の識別が可
能であるか検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）金ナノ粒子二量体配列方法 

金ナノ粒子二量体はナノトレンチセルフア
センブル粒子配列手法により作製される。プ
ロセスの概要を図 3 に示す。金ナノ粒子コロ
イド溶液をガラス基板とナノトレンチを有し
たシリコン基板の間に満たす。ガラス基板及
びシリコン基板表面は硫酸加水洗浄により親
水化されており，基板間には図 3 に示すよう
なメニスカスが形成される。乾燥過程におい
て，メニスカスの端にある金ナノ粒子は界面

図 1 単一金ナノ粒子二量体を用いた表面増

強ラマン分光法(SERS)の概要。 

図 2 単一金ナノ粒子二量体ナノギャップ部

におけるラマン増強度の FDTD（ finite 

differential time domain）解析結果。粒子

径は 100 nm. 入射光偏光方向と粒子連結方

向は一致させている。 



張力によりトレンチに捕捉される。この手法
によって，金ナノ粒子を指定した位置に一方
向で配列することが可能となる。トレンチに
捕捉されたナノ粒子は粒子間コロイド液の表
面張力によって互いに引き付けられる。金ナ
ノ粒子表面には，コロイド溶液に含まれる長
さ 0.5 nm のアセトンジカルボン酸分子が一
様に付着している。よって，UV オゾンプロセ
スでアセトンジカルボン酸を除去することで
粒子間に 1 nm のギャップが形成され，ホット
スポットとして機能すると考えられる。本研
究では，平均直径 100 nm の金ナノ粒子コロイ
ド溶液（EMGC100, BBI Solutions）を使用し
た。配列する際の金ナノ粒子コロイド溶液濃
度は 0.002 wt%とした。 
（2）DNA オリゴマーの構造 

本研究では，8鎖長 DNA オリゴマー（Fasmac 
Co., Ltd）を計測対象として用いた。DNA オリ
ゴマーの構造を図 4 に示す。リン酸と五炭糖

（デオキシリボース）で構成された骨格にDNA
塩基が結合した構造となっている。4種の DNA
塩基（アデニン，グアニン，チトシン及びチミ
ン）の配列が遺伝情報を伝達する。本実験で
用いるオリゴマーの塩基配列は AGCTAGCT と
し，濃度は 10 μM とした。一本鎖 DNA の幅は
およそ 1 nm であるため，ホットスポットは
DNA オリゴマーが一つだけ入る限られた空間
であると考えられる。 
（3）ラマン分光計測 

ラマン分光計測実験では，顕微ラマン分光
装置（LabRAM ARAMIS, Horiba Co., Inc.）を
使用した。グレーティングは 1200 /nm，ホー
ル・スリットサイズは 500 μm とした。顕微
鏡レンズは N.A. 0.5 の倍率×50 を用いた。
レーザー強度及びレーザー径はそれぞれ 8.2 
mW, 2 μm とした。レーザー波長については，
100 nm 金ナノ粒子二量体の解析結果において
増強効果が高くなる 632.8 nm を使用した。 

図 1 に示すように，二量体の位置にリザー
バを有する PDMS をシリコン基板に貼り付け
た。リザーバに DNA オリゴマー溶液を満たし，
上からカバーガラスを置いた。レーザーの照
射位置を金ナノ粒子二量体に合わせ，金ナノ
粒子二量体からのラマンスペクトルを計測し
た。 
 
４．研究成果 

作製した単一金ナノ粒子二量体の SEM 画像
を図 5 に示す。レーザー径範囲内に複数の金
ナノ粒子二量体が存在しないことから，単一
の金ナノ粒子二量体に由来したラマンスペク
トルの計測が可能となっている。 

本実験では計測回数を 50 回とし，インター
バル 1.5 s，積算時間 0.5 s でラマン計測を
行った。図 6 に得られたラマンスペクトルの
一部を示す。図 7 に全てのラマンスペクトル
のコンタープロットで示す。 

表 1 に DNA 塩基，リン酸部（PO2−）及びデオ
キリリボースのラマンシフトを示す。得られ
たラマンスペクトルにおいて，アデニン，グ
アニン，PO2−及びデオキリリボースのラマン
ピークが確認される。ホットスポットは DNA
オリゴマーが一つだけ入る限られた空間であ
ることから，金ナノ粒子二量体を用いて一つ
の DNA オリゴマーの一部を検出していると考
えられる。また，アデニンのラマンピークが
常に検出されることから，DNA オリゴマーが
ホットスポット付近にトラップされ，留まり
続けていると考えられる。 

図 8 にアデニン，グアニン及び PO2−のラマ
ンシフトにおける時間推移を示す。各ラマン
強度が時間とともに変化している様子が分か
る。アデニン（734 cm−1）のラマン強度は 45
秒からは低くなるが，常に検出されているこ
とがわかる。グアニン（656 cm−1）のラマン強
度について，最初はピークが確認されるが，
45 秒を境に消えた。PO2−（1094 cm−1）及びデ
オキリリボース（1010，1052 cm−1）のラマン
強度について，最初はピークが確認されない

図 3 ナノトレンチセルフアセンブル粒子配

列手法の概要。 

図 4 DNAオリゴマー (AGCTAGCT)半鎖長部分

(AGCT) の構造。 

図 5 作製した単一金ナノ粒子二量体の SEM

及び TEM 画像。(a)単独で存在する二量体と

(b)拡大した SEM 画像。(c)二量体の TEM 画像。



が，40秒付近から急激に強く検出されており，
グアニンと異なる傾向を示した。このような
ラマン強度の変化は，ブラウン運動や電磁場
の影響により，ホットスポット付近にトラッ
プされた DNA オリゴマーが回転および移動し
ているためと考えられる。これらはホットス
ポットが一塩基もしくは二塩基の空間分解能
を有し，DNA オリゴマーの微小運動が検出可
能であることを示唆している。 
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