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研究成果の概要（和文）： 両親媒性ブロックコポリマーが自発的に形成するナノ規則構造をテ
ンプレートとして，ナノ粒子を簡便にパターニングするナノ微細加工プロセスを開発した。金
ナノ粒子の二次元アレイを作製し，粒子表面にビオチンを固定化した金ナノ粒子アレイが，そ
の光学的特性変化を通じてアビジンを検出できることを実証した。これは，固定化する生体分
子を変えることで，各種生体分子を標的としたプラズモンセンサへの応用が期待できることを
示している。 
  
研究成果の概要（英文）： We report a simple, convenient, and inexpensive self-assembly 
method for nanopatterning gold nanoparticles (AuNPs) on substrates using block copolymer 
nanotemplates. Well-ordered monolayer films of block copolymer micelles (BCMs) were 
prepared by self-assembly of polystyrene-block-poly(4-vinylpyridine) (PS-b-P4VP). The 
films were immersed in a solution of citrate stabilized AuNPs. After immersion, the AuNPs 
showed hexagonal ordering on individual BCMs. In order to evaluate the possible 
application of these AuNP arrays in local surface plasmon resonance (LSPR) sensors, we 
investigated their optical response to molecular recognition phenomena at the surface 
of the AuNPs. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA チップに代表されるアレイセンサ技術

の発展はめざましく，今後ターゲットの多様
化および高速・高感度・高精度化に向け，新
しいセンシング概念の創出やセンサの高機

能化・多機能化が求められている。しかし，
現状ではナノレベルのパターン形成はリソ
グラフィ技術に頼らざるを得ず，大学の研究
室レベルで新奇なアレイセンサを手軽に作
製し，その原理を実証するような状況にはな
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い。このような状況下，基板表面に機能構造
を自己組織化によって発現させる“Smart 
Surface”への志向が強まっている。 

2 種類の成分からなるブロックコポリマー
は，数十～数百 nm 周期のナノ規則構造を自
然発生的に形成することが知られている。こ
の自己組織化によって形成されるナノ規則
構造を巨視的に制御できれば，これをマスク
やテンプレートとして各種ナノ粒子を所望
の構造体へ自在に導くことが可能となり，複
雑な機能を簡便にかつナノレベルの空間分
解能をもって発現できると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では，両親媒性ブロックコポリマー
が自発的に形成する数 nm～数十 nm レベルの
規則構造をナノパターン（“自己組織化ナノ
構造テンプレート”）として，金ナノ粒子を
基板上にパターン転写し，リソグラフィ技術
を使うことなく金ナノ粒子をナノレベルで
パターン制御しながら迅速かつ簡便に配列
するナノ微細加工プロセスを開発する。さら
に，高密度・高規則金属ナノ粒子アレイに固
有の光学的特性を活かして，高感度なナノア
レイセンサの開発をめざす。 
 
３．研究の方法 
（１）反応性金ナノ粒子の作製 

金ナノ粒子をテンプレート上に組織化す
るためには，テンプレートとの間にイオン結
合や共有結合など有用な結合を形成する必
要がある。塩化金酸をクエン酸で還元するク
エン酸還元法を利用して，イオン結合の形成
に有効な負電荷を帯びた金ナノ粒子を作製
した。また，チオグルコースを還元剤および
表面保護剤とする糖還元法を独自に開発し，
粒子表面に反応活性なカルボキシル基
（-COOH）や水酸基（-OH）を導入した金ナノ
粒子を作製した。 

 
（２）ナノ構造テンプレートの作製 

テンプレートの形成には，疎水性のポリス
チレン（PS）と親水性のポリビニルピリジン
（PVP）からなる両親媒性ブロックコポリマ
ー（PSm-b-PVPn）を選択した。PSm-b-PVPn は，
トルエン溶液中 PVPをコア，PSをコロナとす
るコア-コロナ型の球状ミセルを形成するこ
とが知られており，その 0.5wt%トルエン溶液
を基板上にスピンコートし，ミセルの自己組
織化膜を形成した。続いて THFの蒸気に暴露
することでミセルの再配列を促し，六方晶構
造を形成する PSm-b-PVPn ミセルの自己組織
化単層膜を作製した。 

 
（３）金ナノ粒子のナノパターニング 

PSm-b-PVPn ミセルの自己組織化膜を金ナノ
粒子の水溶液に数分間浸漬させ，ミセルが形

成するナノパターンに沿って金ナノ粒子を
組織化し，金ナノ粒子アレイを作製した。 

 
（４）表面改質効果の検討 

標的分子と特異的に結合するリガンド分
子を粒子表面に固定化するに先立ち，金ナノ
粒子アレイに 172 nmの真空紫外光（VUV）を
照射し，粒子表面の清浄化やミセルテンプレ
ートの表面改質を行うことで，リガンド分子
の高密度化および非特異的吸着の低減など
VUV 照射効果（表面改質効果）について検討
した。 

 
（５）局在表面プラズモン共鳴センサの構築 

ビオチン-アビジン系を用いて金ナノ粒子
アレイのセンサ機能について評価した。粒子
表面にビオチンを固定化し，ストレプトアビ
ジンの存在下，金ナノ粒子の局在表面プラズ
モン共鳴（LSPR）吸収スペクトルを観察し，
そのスペクトル変化を通じてストレプトア
ビジンを検出できるか検討した． 
 
４．研究成果 
（１）反応性金ナノ粒子の開発 

クエン酸還元法を用いて作製した金ナノ
粒子は，粒子表面がクエン酸で被覆され負電
荷を帯びており，テンプレートとのイオン結
合の形成には極めて有用なものである．しか
し，粒子表面に存在するクエン酸は，反応性
に乏しく共有結合の形成には向かないこと
がわかった。 

一方，チオグルコース還元法を用いて作製
した金ナノ粒子は，合成時に形成されたカル
ボキシル基（-COOH）が粒子表面に存在して
おり，その反応性について比色検出等の応用
研究を通じて検討した。その結果，これらの
カルボキシル基は，スクシンイミド活性化法
を用いて活性エステルへと導いた後，アミノ
カップリング法を用いてアミノ基（-NH2）を
含む分子であれば何でも結合できることを
つきとめた。これによってチオグルコース還
元法は，共有結合の形成に有用な金ナノ粒子
を与えることが分かった。 

 
（２）ナノ構造テンプレートの開発 

図 1a は，PS50,000-b-PVP13,000の 0.5wt%トル
エン溶液をガラス基板上にスピンコートし
た後，基板表面を原子間力顕微鏡で観察し 
た結果を示している。スピンコート直後のミ
セルの自己組織化膜は，やや規則性に乏しい
こと（図 1a）から THFの蒸気に暴露し，ミセ
ルを再配向させることで規則性を向上させ
た（図 1b）。 
 
（３）金ナノ粒子のナノパターニング 

テンプレートを金ナノ粒子（粒径 16 nm）
の水溶液に 1分，5 分，10分と時間を変えな 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

がら浸漬し，ミセルテンプレート上に組織化
される金ナノ粒子の様子を原子間力顕微鏡
で観察した（図 2）。各ミセル上に 1 個の金ナ
ノ粒子が組織化されており，浸漬時間が長く
なるにつれて組織化率が向上し，およそ 5分
程度で 100％に達することがわかった（図 2b）。
しかし，浸漬時間を長くしすぎると一部に凝
集する金ナノ粒子が観察されるようになり
（図 2c），浸漬時間の最適化が必要なことが
わかった。 

水溶液中，PVP 部のピリジンはプロトネー
ションによって正に帯電している。また金ナ
ノ粒子は表面が負の電荷を帯びており，これ
らの静電的引力を介して，金ナノ粒子がミセ
ル上に結合したと考えられる。一方，金ナノ
粒子の間には凝集力が働いており，浸漬時間
を長くしすぎると，ミセルのみならずテンプ
レート上に配列している金ナノ粒子にも新
たな金ナノ粒子が結合したと考えられる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
利用したミセルテンプレートは，50 nm の

構造周期を有しており，原理的には 50 nm近
い粒径の金ナノ粒子を組織化することが可
能である。しかし，実際には粒径が 20 nmを
超える金ナノ粒子は，凝集のため組織化する
ことができなかった。これは金ナノ粒子の粒
径が大きくなるほど，金ナノ粒子とミセルテ
ンプレート間に作用する静電引力よりも粒
子間に働く結合力（凝集力）が強くなること
が原因である。テンプレートのナノパターン
に沿って組織化できる金ナノ粒子の粒径は，
20 nm 程度が限界であることがわかった。 
 
（４）局在表面プラズモンセンサの構築 

スキーム 1に示す方法に従って，金ナノ粒
子表面にビオチンを固定化した。金ナノ粒子
アレイを 3-メルカプトプロピオン酸（MPA）
の水溶液に 2時間浸漬させ，Au-S 結合を介し
て粒子表面に導入した。粒子表面のカルボキ
シル基を N-ヒドロキシスクシンイミド（NHS）
と 1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド（EDC）の反応液と処理する
ことによって活性化した。次に，ビオチン
（Biotin-(OCH2 CH2)3NH2）と室温で 1 時間反
応させ，アミド結合を介して粒子表面にビオ
チンを固定化した。さらに，H(OCH2CH2)3NH2

（TEGMA）用いて未反応の活性化エステル部
位をブロッキングした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

ビオチンを固定化した金ナノ粒子アレイ
を 10 mM HEPS 緩衝液（pH 7.5）に浸漬させ
た後，ストレプトアビジンを滴下し，金ナノ
粒子の吸収スペクトル変化を観察した。アビ
ジンの添加量が増すに従い，局在表面プラズ
モン（LSPR）バンドの強度が増加する様子が
観察された（図 3a，図 4）。一方，同様のス 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スキーム 1.  

 

図 3 ストレプトアビジンの紫外可視吸収スペクトル検
出実験：(a)ビオチンあり，(b)ビオチンなし 

図 2 ミセルテンプレート上に組織化された金ナノ粒子の原子間
力顕微鏡図 (1000×1000 nm2)：浸漬時間 (a) 1 min, (b) 5 min, (c) 

10 min. (d) 5 分間浸漬して作製した金ナノ粒子アレイの紫外可
視吸収スペクトル.  

 

図 1 ガラス基板上に作製した PS50000-b-PMA(Az)13000 ミセ
ルの自己組織化膜の原子間力顕微鏡図 (2000×2000 nm2) ：
(a) THF アニーリング前， (b) THF アニーリング後.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ペクトル変化は，粒子表面にビオチンを固定
化していない金ナノ粒子アレイでは観察さ
れなかった（図 3b，図 4）。これらの実験結
果は，観察されたスペクトル変化が，ストレ
プトアビジンの非特異的な吸着によるもの
ではなく，粒子表面に固定化したビオチンと
ストレプトアビジン間の特異的な結合に因
るものであることを示している。 

また，集積化した金ナノ粒子に真空紫外光
（λmax = 172 nm）を短時間照射した後，粒
子表面にリガンドの固定化処理を行うとビ
オチン-アビジン間の特異的結合が促進され
るとともに，非特異的結合が抑制され，セン
サ機能が向上することを見出した（図 5，図
6）。このように作製した金ナノ粒子アレイセ
ンサでは，50 － 160 nM の濃度範囲内で相関
係数が 0.97 の直線関係が得られ，定性のみ
ならず定量分析用アレイセンサとして応用
できることがわかった（Figure 7）。さらに，
3.3σ/S（σ : 空試験の標準偏差，S : 検量
線の勾配）から求めた検出限界は 30 nM にな
ることがわかった。  

添加したストレプトアビジンの濃度と
LSPR スペクトルの相対強度変化をプロット
し，吸着等温線を求めた。その結果を Figure 
8 に示す。これらのデータを Langmuir および 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Langmuir-Freundlich の吸着等温式に当ては
めた。Langmuir-Freundlich プロットにはよ
くフィットするが，Langmuir プロットにはあ
まりよくフィットしなかった。表面の吸着点
が均一な吸着熱をもつと考えて導き出され
てきた Langmuir式に適合しないとうことは，
金ナノ粒子表面に固定化されたビオチン（＝
吸着点）が，ストレプトアビジンに対して同
等な結合力を示すように固定化されていな
いのかもしれない。今後，近傍分子との立体
障害を避けながらビオチンを最表面に露出
させるなど，ビオチンの配向や固定化密度を
最適化する必要がある。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 ストレプトアビジンの結合等温線．実線は，
Langmuir-Freundlich 式で得られたベストフィットカ
ーブ 

図 5 VUV 前処理を施した金ナノ粒子アレイセンサを使った
ストレプトアビジンの紫外可視吸収スペクトル検出実験：(a) 

粒子表面にビオチンを固定化した金ナノ粒子アレイ，(b) 粒
子表面にビオチンを固定化していない金ナノ粒子アレイ 

図 7 ストレプトアビジンの検量線 
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図 4  ストレプトアビジンの滴定曲線：ビオチンあり
（●），ビオチンなし（▲） 

図 6 ストレプトアビジンの滴定曲線：ビオチンあり
（●），ビオチンなし（▲） 
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