
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 5 月 26 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

研究成果の概要： 

 

本研究は末端反応性ポリエチレングリコール(PEG)を機材表面に固定する方法論として、異

なる鎖長の PEG を共固定する事により非特異吸着を極限まで低下するだけでなく、生体分子

との共固定によりその機能を 100%引き出す表面構築法を創出した。これはバイオ界面の基礎

的研究だけでなく、様々に機能するバイオマテリアルの基盤技術として展開が可能である。 
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１． 研究開始当初の背景 

固定化酵素のみならず、バイオセンサー、一分子

計測、DNAチップ、プロテインチップなど、基材表

面に様々な生体分子を固定し、特異的反応を認識さ

せる試みは広く研究されている。しかしながら目的

の相互作用だけを適格に認識させることは必ずし

も容易ではなく、様々な工夫と苦労がなされている

のが現状である。 

 ポリエチレングリコール(PEG)のような水溶性
高分子の片末端を機材表面に固定してポリマーブ
ラシを作成し、生体分子の非特異吸着を抑制する
高分子表面ブラシ構築の研究は 30 年以上前から
理論的及び生体適合性材料創出の観点から国内外
で広く検討されてきた。特に生体材料表面におい
て、PEG ブラシ表面の生体適合性が良いという評

価が長岡ら(東レ)の研究や Textor ら(ETH,スイス)
により固まりつつあったものの、そのブラシの高
密度化に難点があった。近年益々バイオサーフェ
ースの重要性が認識され、福田 ( 京大 ) 、
Chilkoti(Duke,米国)らなど多くの研究者が高分子
ブラシ設計に参入している。本研究では、材料設
計法から解析まで、申請者らの独創的なアプロー
チを行っており、後述するように高い優位性を有
する。 
 
２．研究の目的 

申請者らは両末端に異なる官能基を有するヘテ

ロ2官能性ポリエチレングリコール(ヘテロPEG)の

重要性にいち早く着目し、様々な官能基を有するヘ

テロPEGの選択的かつ定量的な合成法を確立し、下

図に示すように非特異吸着を抑制しつつ特異的認
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識能を示す表面を構築してきた。この研究の中で、

PEGブラシ鎖の鎖長を制御し、異なる長さを有する

混合PEG鎖を構築したとき、ほぼ完全にタンパク質

非特異吸着抑制効果を示すことを見いだした。さら

に極めて最近、DNAや抗体を固定した表面にPEGブ

ラシを共固定することにより、非特異吸着を抑制す

るだけでなく、表面の生体分子の認識能自身を向上

させることを見いだした。このようなPEGの密度、

鎖長を制御し、バイオナノ表面を造り込むことは、

これまで達し得なかった表面に固定された生体分

子の性能を100%引き出す可能性を有する。本研究

ではこのような生体分子と合成分子の共存するハ

イブリッド密生層（フロンティア界面と定義する）

表面の作り込みと物理化学的特性（たとえば鎖長、

混合比等によるブラシの運動性や水和能など）を検

討するだけでなく、その分子認識能の最適化を行い、

バイオ界面のナノエンジニアリング概念を創成す

ることにあった。 

高機能バイオナノインターフェース

ブラシ密度の増加

非特異吸着抑制
リガンド導入

部位

  
 

図 1.混合ブラシ構築の概念 
 
３．研究の方法 
 具体的な研究方法を以下にまとめる。 
① 様々な末端反応性 PEG 誘導体の合成 
② 末端反応性 PEG を用いた混合 PEG の最適化 
③ オリゴアミン PEG のオリゴアミン鎖長とブラ

シ密度、非特異吸着抑制効果の検討 
④ オリゴアミン PEG/オリゴ核酸混合ブラシの

構築とそのセンシング能の評価 
⑤ PEG 化金ナノ粒子の表面での挙動解析 
⑥ 両末端スルファニル PEG の金表面でのブラシ

構築 
⑦ ホスファジルコリン基を有するポリマー

(PMPC)と PEG ブラシの比較 
⑧ オリゴアミン PEG の金表面への吸着の解析 
⑨ 抗体/PEG 混合表面における分子認識能増強

効果 
⑩ 抗体/混合 PEG 共固定ナノ粒子によるコロイ

ド免疫診断設計 
⑪ 生体環境下で利用可能な近赤外で励起する

PEG 化アップコンバージョンナノ粒子の創出 
⑫ 大気圧プラズマを利用したバイオナノインタ

ーフェース構築用材料開発 
 
４．研究成果 

３年間の基礎的研究で、混合PEGブラシと生

体高分子の密生相が高い認識能と非特異吸着

抑制を示すことが明らかになってきた。得られ

た成果を下記にまとめる。  

① 様々な末端反応性 PEG 誘導体の合成：我々は
これまで 10 年以上にわたり、様々な PEG 誘
導体を合成してきた。本研究では特に末端に
鎖長の異なるオリゴアミンを導入したポリマ
ーを中心に新規に合成し、表面修飾の最適化
に供した(Nagasaki ら、J. Coll. Int. Sci, 309, 524 

(2007)、Nagasaki ら、Chem. Lett., 37, 564  

(2008))。 
② 末端反応性 PEG を用いた混合 PEG の最適化:

上述したように我々はすでに鎖長の異なる
PEG を固定した表面が極めて非特異吸着を抑
制し、高度に汚れない表面を与えることを予
備的に確認していた。鎖長及び処理法を検討
することにより最適化を行った(Uchida ら、
Biointerphases 2, 126 (2007))。 

③ オリゴアミン PEG のオリゴアミン鎖長とブラ
シ密度、非特異吸着抑制効果の検討：上述し
たオリゴアミン PEG のアミン鎖長と表面 PEG
ブラシ密度及び非特異吸着能を検討し、N が 3
個のときに高い効果を与えることを明らかに
した。また金表面へのオリゴアミンの固定が
静電相互作用ではなく、非共有電子対の配位
であることを明らかにした。この結果、金ナ
ノ粒子が血清のような生体環境下で極めて高
い分散安定性を示すことを明らかにした
(Miyamoto ら、Langmuir 24, 5010-5017 (2008))。 

④ オリゴアミン PEG/オリゴ核酸混合ブラシの
構築とそのセンシング能の評価：上述したよ
うに金表面へのオリゴアミン PEG 固定化では、
オリゴアミンの鎖長依存的に密度を変えるこ
とが可能である。この現象を利用し、制御し
た密度の PEG ブラシ鎖間にオリゴ核酸を効率
よく固定することに成功した。最適条件では
通常に比べて極めて高いハイブリダイゼーシ
ョン能とミスマッチ検出能を有する高度な遺
伝子センシング表面の構築に成功した
(Yoshimoto ら 、 Chemistry Letters 36,  

1444-1445 (2007))。 
⑤ PEG 化金ナノ粒子の表面での挙動解析：上述

のようにして作成した PEG 化ナノ粒子の PEG
自由末端にリガンドを導入し、表面のレセプ
ターに対する認識を検討した。リガンド増加
とともに粒子の吸脱着の可逆性が低下し、薬
物キャリアモデルとしての最適化を可能とし
た(Yoshimoto ら、Chem.Comm., 5369 (2008))。 

⑥ 両末端スルファニル PEG の金表面でのブラシ
構築：両末端にスルファニル機を有する PEG
は金表面ではループを形成するため非特異吸
着抑制が高くないとともに、末端スルファニ
ル基を利用することができない。我々は混合
ブラシ構築法を利用し、先に密度を制御した
短鎖 PEG を金表面に固定し、その後両末端ス
ルファニル PEG を固定することによって、ル
ープ形成することなく、高密度ブラシを構築
することに成功した。この表面は高い非特異
吸着抑制能を示すだけでなく、末端スルファ
ニル基に抗体フラグメントやマレイミド化タ

 



 

 

 

ンパク質を固定する事が可能であった
(Yoshimoto ら、Langmuir, 24, 9623 (2008))。 

⑦ ホスファジルコリン基を有するポリマー
(PMPC)と PEG ブラシの比較：長さの異なる
PMPC と PEG ブラシを構築しその膜厚、タン
パク質吸着能を比較し、非特異吸着抑制効果
を明らかにした(Yoshimoto ら、submitted for 

publication)。 
⑧ オリゴアミン PEG の金表面への吸着の解析：

PEG-b-オリゴアミンと PEG/オリゴアミング
ラフトポリマーとの金表面への吸着能を比較
検討した。XPS により、ブロックポリマーで
は高度なブラシが形成していることを明らか
とした(Yoshimotoら、submitted for publication)。 

⑨ 抗体/PEG 混合表面における分子認識能増強
効果:表面に固定した抗体の周りに混合 PEG
を構築すると抗体の反応性が向上するととも
に、経時的にも安定することを見いだした。
一般的に抗体のみを固定すると時間とともに
抗体の高さが低下し、これは失活によるもの
と考えられている。下図は AFM による抗体/
混合 PEG 固定化表面抗体の図を示す。１時間
後でも殆ど高さに変化が無く、失活しないこ
とを明らかとした(Nishio ら、in preparation)。 

 

図 2.抗体/混合 PEG 固定化表面の経時変化の AFM

観察(一時間後の抗体の高さが殆ど変化しない) 

⑩ 抗体/混合 PEG 共固定ナノ粒子によるコロイ
ド免疫診断設計:200 ナノメートルのラテック
ス粒子に抗体/混合 PEG を固定化し、ラテック
ス免疫診断を行ったところ、通常のアルブミ
ンブロッキングのみならず、単独 PEG ブラシ
に比べても極めて高い分散性、非特異吸着抑
制及び感度が得られることが明らかとなった
(Yuan ら、Anal.Chem., 81, 1549 (2009))。 

⑪ 生体環境下で利用可能な近赤外で励起する
PEG 化アップコンバージョンナノ粒子の創
出:酸化イットリウムマトリックスに分散し
たエルビウムは近赤外光で励起されて発光す
る。ドープ量や他のドーピング剤を用いるこ
とにより様々な発光が可能であるため、バイ
オイメージングとして期待できる。PEG-b-ポ
リアクリル酸を用いて表面設計を行い、生体
環境下での分子認識を近赤外励起でモニター
することに成功した(Kamimura ら、Langmuir, 

24, 8864 (2008))。 
⑫ 大気圧プラズマを利用したバイオナノインタ

ーフェース構築用材料開発:大気圧下で利用
できるマイルドなプラズマ源を利用し、
新しいバイオ表面の設計を行うための材
料設計を行い、容易に生体成分の非特異
吸着抑制が可能な表面の作製に成功した

(Saha ら、 in preparation)。  

これら研究では特に平面で起こる免疫化学

的増強効果がナノ粒子においても再現される

かが重要な点であったことから、作製したナノ

粒子の分散安定性を光散乱測定、ゼータ電位等

の測定で評価し、高い安定性を確認した。  
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