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研究成果の概要（和文）：ガラス基板上に金属膜として Ag膜を、誘電体膜としてプラズマ重合

膜を順次積層させたナノ構造基板を構築することで、その上で行うイムノアッセイからの蛍光

シグナルを約 8 倍増強させることに成功した。また同様の構造を、より汎用性の高い 96 穴マ

イクロプレートに構築した場合でも、イムノアッセイの高感度化を達成することができた。 

 
研究成果の概要（英文）： Nano-scale layered structure composed of silver and 

plasma-polymerized layers was built up on the glass substrate. Immunoassay on the 

substrate revealed that the fluorescence intensity was enhanced about 8-fold compared 

with that obtained by unmodified substrate. Furthermore, the same effect could be 

achieved when the nano-scale layered structure was fabricated on the 96-well microtiter 

plate. 
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１．研究開始当初の背景 

ポストヒトゲノムとして、タンパク質を網
羅的に解析するプロテオミクスが世界中で
精力的に行われている。この際問題になるの
は、ガンなどの疾患に関わる重要なマーカー
タンパク質やその他の創薬ターゲットなど
は極めて微量にしか存在しないということ
である。このような重要かつ微量なタンパク
質を高感度に検出する技術を開発すること
は、プロテオミクス分野のみならず、タンパ

ク質間相互作用などの詳細な生化学的研究
分野においても極めて重要である。 

一方、研究代表者はこれまでにナノメート
ルサイズの薄膜構造の構築により、高機能な
DNA アレイやプロテインアレイの作製と標
的分子の高感度な測定に成功してきた。例え
ば、プラズマ下で基板上に有機薄膜を形成す
るプラズマ重合法を駆使し、タンパク質をそ
の機能を保持したまま重合膜に固定化・アレ
イ化することに成功している。平成 19-21年
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度科研費（基盤研究Ｃ）においては、基板上
に金属膜とプラズマ重合膜をナノレベルで
順次積層させたナノ構造基板を作製するこ
とにより、基板上の蛍光標識タンパク質から
の蛍光シグナルを著しく増幅することに成
功している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、金属膜とプラズマ重合膜から
なるナノ積層構造をタンパク質検出のため
のさまざまなフォーマット（バイオチップや
マイクロプレート）に構築し、これを用いて
微量のタンパク質を高感度に検出すること
を目的とする。 

具体的には、まずガラス基板上にスパッタ
リングやプラズマ重合法などを駆使するこ
とによって、金属膜とプラズマ重合膜の積層
構造を構築する。それらの基板上に抗原を固
定化し、これを認識する Cy3 標識抗体を相
互作用させることにより、抗原の高感度検出
を試みる。また、別なアッセイフォーマット
として、より汎用性の高い 96 穴のマイクロ
タイタープレート上にもこのナノ構造基板
を構築し、同様の効果が ELISA でも得られ
るかを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) ナノ薄膜の製膜と膜厚の測定 
 洗浄したスライドガラス上に Ag の薄膜を
スパッタリング装置（CFS-4ES、SHIBAURA）
によって 200 W の条件下で、200 nm の膜厚に
なるように製膜した。 
また、プラズマ重合膜は、プラズマ重合装

置（Model BP-1, SAMCO）を用いて製膜した。
本装置の外観を図 1に示す。本研究で使用し
たモノマーは、hexamethyldisiloxane (HMDS)
である。製膜の条件は、20 ccm、0.4 Torr、
100 W とした。 

 
図 1 プラズマ重合装置 
 
Ag 膜とプラズマ重合膜の膜厚は触針型表

面形状解析装置（Dektak8 stylus profiler, 

Veeco）を用いて測定した。 
 
(2) ナノ構造基板上における抗原抗体反応
の検出 
 ナノ構造基板（HMDS 膜：約 53 nm、Ag 膜：
約 200 nm）と未修飾ガラス基板の 2種類の基
板を用いて抗原抗体反応による検出シグナ
ルの比較を試みた。抗原には mouse IgG を、
抗体には Cy3 標識抗 mouse IgG 抗体を使用し
た。 
まず mouse IgG を様々な濃度になるよう

PBS で希釈し、各溶液を 2 l ずつ、1種類の
希釈溶液につき 5スポットずつそれぞれの基
板上に滴下し、風乾させた。緩衝液で洗浄後、
human serum albumin (HSA)を含む緩衝液で
ブロッキングした。洗浄後、10 g/ml Cy3 標
識抗 mouse IgG 抗体を 700 l 滴下し、カバ
ーをして室温で 30 分インキュベートした。
洗浄、乾燥後、二次元蛍光検出装置（Pharos、
Bio-Rad）により蛍光の測定を行った。 
 
(3) マイクロプレートへの製膜の検討 
 マイクロプレート上に Ag 膜と HMDS 膜を製
膜する場合、スライドガラスやシリコン基板
とは異なり底が深い構造となっているため、
均一に製膜されない可能性が高い。そこでマ
イクロプレートの底面部分の一部をマスキ
ングした上で、薄膜の製膜を行った。その後、
マイクロプレートの上部を切断し、触針型表
面形状解析装置を用いて二次元的にウェル
底面に製膜された薄膜の膜厚を測定するこ
とで製膜の様子を評価した。 
 
(4) ナノ構造マイクロプレートを用いた抗
原抗体反応の検出 
 ナノ構造マイクロプレート上において、抗
原抗体反応に由来する特異的な結合と蛍光
シグナルの増強が起こるかを確認するため、
抗原抗体反応の検出を試みた。抗原は mouse 
IgG と rabbit IgG の 2 種類とし、抗体として
Cy3 標識抗 mouse IgG 抗体を使用することと
した。 
まず mouse IgG と rabbit IgG を様々な濃

度になるように PBS で希釈した。これらの各
溶液を 100 l ずつ、1種類の希釈溶液につき
2サンプルずつマイクロプレートのウェルに
入れ、シールでカバーし、室温で 2時間イン
キュベートした。洗浄後、HSA を含む緩衝液
でブロッキングし、また洗浄した。次に 10 
g/ml Cy3 標識抗 mouse IgG 抗体 100 l を各
ウェルに滴下し、室温で 30 分間インキュベ
ートし、洗浄した。最後に各ウェルに 150 l
の緩衝液を滴下し、二次元蛍光検出装置を用
いて蛍光シグナルを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ナノ構造基板上における抗原抗体反応



の検出 
 未修飾ガラス基板及びナノ構造基板上に
おいて抗原抗体反応の検出を行い、得られた
二次元蛍光像を図 2に、また各蛍光シグナル
強度を測定しグラフ化したものを図 3に示す。 

図 2 ナノ構造基板上における抗原抗体反応
の検出結果 

図 3 蛍光シグナルの算出結果 
 
図 2より、未修飾のガラス基板上において

は、サンプル濃度が 5 g/ml までは微弱な蛍
光シグナルを確認できたが、それ以下の濃度
のサンプルでは蛍光シグナルを確認するこ
とができなかった。それに対し、ナノ構造基
板上においては未修飾ガラス基板の蛍光シ
グナルよりも非常に強い蛍光シグナルが確
認された。また図 3から、ナノ構造基板にお
ける蛍光強度は、未修飾ガラス基板に比べ約
8 倍高いものとなっていることが分かった。
さらに mouse IgG の濃度に依存して蛍光強度
が変化しており、未修飾ガラス基板上におい
ては検出できない 0.6 g/ml のサンプルに関
しても検出が可能であった。以上の結果、ナ
ノ構造基板は抗原抗体反応に由来するシグ
ナルを増強し、かつ未修飾の基板では検出で
きない濃度に関しても検出を行えることが

確認できた。 
 

(2) マイクロプレートへの製膜の検討 
 マイクロプレートのウェル上で製膜した
HMDS 膜の膜厚を測定し、ガラス基板上におけ
る HMDS 膜の膜厚測定結果と併せてまとめた
グラフを図 4に示す。 

 
図 4 マイクロプレート上へのナノ構造の構
築 
 
この結果、マイクロプレートのウェル底面

では製膜速度が非常に遅くなり、ガラス基板
における製膜速度の約 1/4となっていること
が分かった。またマイクロプレートに Ag 膜
を製膜した場合でも同様の結果が得られた。
ここで得られた検量線をもとに、以降の製膜
を行うこととした。 
 

(3) ナノ構造マイクロプレートを用いた抗
原抗体反応の検出 
 ナノ構造マイクロプレートを用いて抗原
抗体反応を行い、得られた二次元蛍光像を図
5に示す。 

 
図 5 ナノ構造プレートを用いた免疫反応 
 
未修飾マイクロプレートにおいては mouse 

IgG を固相化したウェルから微弱な蛍光シグ
ナルしか確認できないのに対し、ナノ構造マ
イクロプレートにおいては mouse IgG を固相
化したウェルから非常に強い蛍光シグナル
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が発せられている様子が確認できた。 
この二次元蛍光像をもとに蛍光強度を算

出しグラフ化した結果を図 6に示す。 

 
図 6 ナノ構造プレートを用いた免疫反応の
算出結果 
 
このグラフから、ナノ構造プレートでは

mouse IgG を固相化したウェルのみ濃度依存
的な蛍光シグナルの増減が見られ、rabbit 
IgG を固相化した部分においては蛍光シグナ
ルの変化が見られないことが確認できた。ま
た、未修飾マイクロプレートでは検出できな
い 100 ng/ml の mouse IgG を検出できた。こ
のことから、ナノ構造マイクロプレートでは
抗原抗体反応に由来する特異的な結合が起
こり、それに由来する蛍光シグナルが増強さ
れることで高感度に抗原抗体反応を検出で
きることが分かった。 
以上の結果から、Ag 膜とプラズマ重合膜が

積層されたナノ構造基板、ナノ構造マイクロ
プレートを用いることで、イムノアッセイを
高感度に行えることが示された。 
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