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研究成果の概要： 
 当該研究ではバイオ計測に有効な新たなマテリアル表面の設計を指向し、非得意的な生体分
子および細胞の付着（バイオファウリング）を抑制でき、特定のアナライトを効率良く認識す
るためのバイオ分子を高密度に集積することを可能にする表面の構築について検討した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我が国では急速に高齢化社会を迎えつつ
あり、人の健康、医療に対する関心がますま
す強くなり、QOL の向上を指向するためにも
バイオ計測の役割が重要である。 
 この分野に用いられるマテリアルに要求
される一つの課題は複雑な生体の反応に対
応できる界面を提供することであるが、高度
に進歩したマテリアルサイエンスをもって
してもこのような界面をつくることは依然
として困難である。 
 生体反応をマテリアルとの界面で制御す
るためには、まず制御不能なタンパク質吸着

などの生体との非特異的な相互作用を回避
できるマテリアル表面を設計することが必
要であるが、その形態はこれまでに特定され
ておらず、バイオ技術で産生される有用タン
パク質を構造変化させることなく 100％の効
率で分離精製できるメンブレンマテリアル
すら存在しないのが現状である。この理由と
して、表面設計において生体の構造が十分に
考慮されてこなかったことと、マテリアルの
表面構造を正確に把握し精密に制御できな
かったことが挙げられる。 
 バイオ計測機器の小型化、高機能化が進め
られるなかで、高い感度と信頼性を確保する
ために生体界面でターゲット分子を選択的
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かつ高感度に検出するためには、新たな基板
創製技術がきわめて重要になると確信し、本
研究課題を企画した。 
 
２．研究の目的 
 
 生体内に存在する特定の疾病マーカーを
高感度に定量するために最適な生体機能界
面（バイオインターフェイス）設計を分子レ
ベルで行うことを目的とした。具体的には、
ホスホリルコリン基をもつポリマーをグラ
フトした高密度ブロックポリマーブラシを
調製し、これをプラットホームとして抗体や
糖鎖などのバイオ分子を高さ方向に集積し
た。 
 
３．研究の方法 
 
３−１．リン脂質ポリマーブラシ表面の調製
とファウリング抑制 
 
 リビングラジカル重合開始剤として 3-(2-
ブロモイソブチリル)プロピルジメチルクロ
ロシラン （BDCS）を合成した。BDCS を溶解
したトルエン中に洗浄したシリコンウエハ
を浸漬し室温で 18 時間静置した。Cu(I)Br、
2,2’-Dipyridyl(bpy)を溶解した溶媒（水：
メタノール／1：4混合溶液）にフリーの重合
開始剤としてエチル 2-ブロモイソブチレー
トを加えた。ここに BDCS を修飾したウエハ
を浸し、MPC（0.4 M）を加えアルゴン雰囲気
下で所定時間放置した。試料の表面解析は水
の動的接触角測定、X 線光電子分光計(XPS)
解析、エリプソメトリー解析により行った。
また BDCS を修飾したウエハに選択的に紫外
線（λ=185nm）を照射し、その後 MPC の重合
反応にかけた。この試料を FITC でラベルし
た牛血清アルブミン溶液（0.45g/dL）に 30
分間接触させ、蛍光顕微鏡を用いて観察した。
またこの試料上でマウス繊維芽細胞（L-929）
を 20 時間培養、染色後蛍光顕微鏡を用いて
観察した。 
 
３−２．ブロックポリマーブラシの調製と抗
体フラグメントの固定化 
 
 Cu(I)Br、bpy をメチルエチルケトン：エタ
ノール／7：3の混合溶媒に溶解し、ここに遊
離の重合開始剤としてエチル-2-ブロモイソ
ブチレートを加えた。この溶液に、上記と同
様な条件で MPCをグラフトしたシリコンウエ
ハを浸漬し、GMA（0.4 M）を加えアルゴン雰
囲気下で所定時間静置した。  
 PMPC ブラシ、PGMA ブラシ、また MPC と GMA
のブロックポリマーブラシ（PMPC-b-PGMA ブ
ラシ）をジチオスレイトール（DTT）溶液（2.86 
mM DTT, 0.5 mM EDTA, 0.1 M 炭酸水素カリウ

ム pH 8.5）に浸漬し、室温下で一晩反応さ
せた。洗浄、乾燥後の試料を 2,2-ジチオピリ
ジン (2PDS)、2-チオピリドン (2TP)溶液（90 
mM 2PDS, 23 mM 2TP, 50 mM 炭酸水素ナトリ
ウム, 45 %エタノール）に浸漬し、室温下で
1 時間反応させた。試料の表面解析は、水の
動的接触角測定、X線光電子分光計(XPS)解析、
エリプソメトリー解析により行った。 
 この試料に抗体フラグメントである
F(ab’)フラグメント（FITC 標識されたもの）
の水溶液を接触させ、一晩湿潤下で反応させ
た。洗浄、乾燥後、マルチラベルカウンタに
より蛍光強度を測定した。コントロールとし
て、エポキシ基を有したシランの単分子膜
（エポキシシラン単分子膜）を用いた。 
 
３−３．有機シランナノフィラメント利用し
た抗体フラグメントの集積化 
 
 シリコンウエハを洗浄した後、湿度制御し
ながらトリクロロメチルシラン(MeSiCl3) を
溶解したトルエン溶液に浸漬することで、ナ
ノフィラメントを形成した。このウエハを
120℃のオーブンで 3時間アニーリングした。
その後、表面に酸素プラズマを 30 分間照射
した。直ちに、ウエハを BDCS を溶解したト
ルエン中に浸し、表面に重合開始基を導入し
た。 
 ガラス容器中で十分にアルゴン脱気した
メタノールに所定量の臭化銅(I)、ビピリジ
ン、エチル-2-ブロモイソブチレートを溶解
した。この容器にウエハを入れ、続いてメタ
ノールに溶解した MPC と GMA を添加した。重
合反応はアルゴン雰囲気下、室温で行なった。
同様な方法で平滑なシリコンウエハ表面に
もポリマーブラシを調製した。ブラシ側鎖の
エポキシ基をピリジルジスルフィド化し、抗
体フラグメント(F(ab’)を部位特異的に修飾
した。 
 
４．研究成果 
 
４−１．リン脂質ポリマーブラシ表面の調製
とファウリング抑制 
 
BDCS 反応後の接触角の上昇(⎝A/⎝R=72/62°)、
また XPS解析より臭素のピークが検出された
ことから BDCS の薄膜がシリコン表面に形成
されていることが分かった。 
 重合反応後の XPS 解析では、MPC ユニット
由来のリン及び窒素のピークが検出された。
これに対し、BDCS 薄膜を形成させないシリコ
ンウエハではリン、窒素のピークは検出され
なかった。また、BDCS 薄膜を形成させたウエ
ハの接触角は著しく低下した。重合時間の増
加に伴い膜厚、フリーポリマーの分子量およ
び XPS 解析から算出した P/Si の値は増加し、



時間により重合を制御出来たことが明らか
となった。またグラフト密度を算出した所、
0.16chain/nm2であった。図１にタンパク質吸
着実験及び細胞粘着実験の結果を示す。UV が
照射された部分には MPCがグラフトされずタ
ンパク質や細胞の吸着・粘着が見られた。一
方 MPCがグラフトされた部分ではタンパク質
吸着また細胞粘着は抑制された。グラフトさ
れたポリマーブラシの膜厚が約 5nmになると
この効果が現れることが明らかとなった。 
 
４−２．ブロックポリマーブラシの調製と抗
体フラグメントの固定化 
 
 図２に GMA の ATRP 反応における、重合時
間に対するモノマー濃度の片対数プロット
を示す。モノマー濃度の片対数プロットは直
線的に上昇し、重合反応中ポリマーラジカル
濃度が一定であることが確認された。 
 PGMA ブラシの膜厚は、重合時間の増加にと
もない増加した。XPS 解析から C/O 比を算出
したところ、PMPC ブラシの C/O 比は MPC 分子
の比（C/O=1.8）と類似しているのに対し、
PMPC-b-PGMA ブラシの C/O 比は重合時間が増
加するとともに GMA 分子の比（C/O=2.3）に
近づいた。これらの結果から、GMA が PMPC ブ
ラシ末端から重合していることが明らかと
なった。PMPC-b-PGMA ブラシの水の接触角は
PGMA ブラシと比較して低い値であった。
PMPC-b-PGMAブラシとPGMAブラシの水の接触
角における違いは、PGMA ブラシの根元の構造
または PGMA ブラシの密度によるものと考え
られる。 
 DTT及び2PDSと反応させた試料のXPS解析
を行ったところ、硫黄のシグナルが検出され
た。GMA を重合していない PMPC ブラシを同様
に反応させたが、硫黄のシグナルは検出され
なかった。また分子内に窒素原子を含まない
PGMA ブラシにおいて、反応後ピリジン環由来
の窒素のシグナルが検出されたことからも、
エポキシ基を介してジスルフィド結合が導
入できたことが確認された。また PGMA の膜
厚の増加に伴い硫黄のシグナルの強度も増

加した。今後、反応条件を確立するとともに
ジスルフィド結合を介し、チオール基を持つ
タンパク質の固定化を試みる。このように本
研究で得られた表面は、生体の非特異的な反
応を抑制する PMPC をプラットホームとし、
特定の生体分子を固定化可能な部位を有し
ており、バイオインターフェイスの構築のみ
ならず医療デバイスやバイオセンサーの開
発に極めて有効と考えられる。 
 図３に各表面のグラフト密度、F(ab’)フ
ラグメントと反応可能な部位の比較として
単位体積あたりの GMA ユニット数と F(ab’)
の固定化量を示す。 
 ブロックコポリマーブラシでは、ブラシ密
度が同程度である PMPC7.2-b-PGMA4.5 と
PMPC8.2-b-PGMA8.2 を比較すると、膜厚の増
加に伴い F(ab’)フラグメントの固定化量も
増加した。密度、膜厚共に低い
PMPC8.7-b-PGMA2.2 は F(ab’)フラグメント
の固定化量も低かった。GMA のみから成る
PGMA8.5 と、二層目の PGMA が厚い
PMPC8.2-b-PGMA8.2は、単位面積あたりの GMA
ユニット数は同程度であるが、PGMA8.5 によ
り多くの F(ab’)フラグメントが固定された。
以上より、ポリマーブラシの膜厚、また密度
を変化させることにより、F(ab’)の固定化
量を調節できることがわかった。GMA ユニッ
ト数と抗体固定化量に比例関係は見られな
かったが、ブラシ構造や密度、また非特異的
な吸着が影響しているものと考えられる。 
 

図１ パターン化リン脂質ポリマーブラシ表面に
おけるタンパク質吸着 (a) と細胞粘着(b) 制
御 
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図２ GMA の重合に関する一次プロット 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 5 10 15 20
Polymerization time (h)

図３GMA の密度と抗体フラグメントの固定化量 



４−３．有機シランナノフィラメント利用し
た抗体フラグメントの集積化 
 
 図４に MeSiCl3を反応させたシリコンウエ
ハ表面の走査型電子顕微鏡（SEM）像を示す。
表面に数十ナノメートル幅のフィラメント
が一様に形成していることが認められた。こ
の表面の前進(⎝A)および後退接触角(⎝R)はい
ずれも 160°を超え、著しく疎水性の高い表
面が得られた。この表面を酸素プラズマで処
理することにより、表面にシラノール基が生
成され、水は表面で完全に広がり親水性の高
い表面へと変化した。ここに BDCS を修飾す
ることにより、再び接触角は高くなり、重合
開始基の導入を確認した。 
 図５に重合時間に対する一次プロットと
GMA 組成を示す。プロットが直線であること
から 3時間の重合ではラジカルの濃度が一定
であり、また、ポリマーの組成は仕込み組成
とほぼ等しく、変化しないことがわかった。
X線光電子分光分析より、MPC ユニット由来
のリンおよび窒素のシグナルが確認でき、ブ
ラシの形成を確認することができた。平滑な
表面に同様な条件でポリマーブラシを調製
し、膜厚と分子量の結果からブラシの密度は
0.35 chains/nm2と算出され、同条件で調製し
た GMAの単独ポリマーブラシの密度よりも低
く、PMPC の単独ポリマーブラシとほぼ同等の
値となった。 
 図６に FITC でラベルした F(ab’)を固定し
た表面の単位面積当たりの蛍光強度を示す。
平滑なブラシ表面に比べ、ナノフィラメント
上に形成したポリマーブラシには多くの
F(ab’)が固定されていることがわかった。

ピリジルジスルフィド基を導入しないポリ
マーブラシ表面では、F(ab’)の吸着量は少
なく、ジスルフィド結合の交換反応により
F(ab’)が有意に固定できることも明らかに
なった。 
 トリクロロメチルシランを用いたナノフ
ィラメントはシリコンウエハのみならずあ
らゆる基板表面に調製でき、ポリマーブラシ
と組み合わせることにより、プローブ分子を
集積することが可能になることから、計測基
板の表面設計に有効な修飾法になると思わ
れる。 
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