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研究成果の概要（和文）：集光レーザーを利用した独自の光ピックアップ型バイオセンシング技術の開発に取り組み、
特性や有用性を評価した。集光レーザーによるアニリン系分子の酸化重合反応によって酵素反応量に応じたナノ構造体
が形成され、レーザーの後方散乱光強度が変化することを示し、この原理を用いて100 pM - 1 mMの範囲でグルコース
が定量検出できることを実証した。さらに、銀ナノ粒子分散液にターゲット分子を混合し、光捕捉により基板上の任意
の位置に固定化した凝集体からの表面増強ラマン散乱を測定し、1 uM から10 nMの濃度範囲でアデニン分子を定量検出
することに成功した。

研究成果の概要（英文）：An innovative biosensing technique working by simply focusing a single laser beam 
and detecting its reflection intensity in a manner similar to the optical pickup unit has been studied. Po
lyphenylenediamine nanostructures were deposited by a focused visible laser beam on a glass- o-phenylenedi
amine solution interface. Growth of the polymer nanostructure was monitored by a backscattered light inten
sity. Because the growth speed depends on light absorption by the oxidized o-PD, the backreflection oscill
ation curve can be used to monitor the peroxidase enzyme reaction in the solution. A reliable optical quan
tification of glucose can be performed in a short time. SERS based on molecular detections by using optica
l trapping of silver nanoparticles were also studied. Aggregates of silver nanoparticles and analyte molec
ules were produced by optical trapping and fixed on a glass substrate and the SERS spectra were measured b
y irradiating a visible laser beam on the aggregates.
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１．研究開始当初の背景 

極微量の血液や唾液などから複数の疾患に
関係するタンパク質や遺伝子等を、迅速かつ
高感度に検出できるバイオセンサーに関す
る研究開発が盛んである。多くの人々が自宅
や職場で健康状態を定期的にチェックでき
れば、医療費の増加などの社会問題の解決に
直接つながる。しかしバイオセンサーは高機
能・高感度になるほど、生体分子間相互作用
を電気や光のシグナルに変換するためのマ
イクロ電極や金属ナノ構造、抗体、酵素、遺
伝子など基板上の構造が微細化・複雑化し、
大量生産に向かなくなる。加えて、定量的な
測定には高価な専用装置が必要であるため、
幅広い普及が見込める技術体系ではない。 

本研究では既存の技術の延長にない、新しい
発想で問題を解決する。それは可視や近赤外
のレーザーを集光するだけで検出できるバ
イオセンシング技術の創成である。センシン
グ部には従来型のようなナノ構造や酵素の
固定化等を必要とせず、検出は CD や DVD

の記録再生装置として世界中に普及してい
る光ピックアップ装置を使うことができる。 

 この新技術を実現するキーポイントは、生
体分子やその反応を、レーザーの反射光や散
乱光に変換する仕組みを開発することであ
る。本研究では集光レーザーが誘起する光反
応や光放射圧を利用した独創的な仕組みを
開発する。集光レーザーを用いた独自の手法
により、光ピックアップ型バイオセンシング
技術の創成を通じて健康社会の実現に貢献
する。 

２．研究の目的 

特定の生体関連分子や生体分子間相互作用
を、集光レーザーを利用して検出する独自手
法の開発に取り組み、感度や精度、測定時間
などバイオセンシング技術としての特性や
有用性を評価する。レーザーを照射するだけ
で後方散乱光の強度やスペクトルから生体
分子間相互作用を検出する仕組みとして、酵
素反応により形状や屈折率が変化する材料
や反応系を探索する。また、集光レーザーの
光放射圧で銀ナノ粒子と生体分子のナノ複
合体を形成させ、表面増強ラマン散乱を測定
するため、活性の高い銀ナノ粒子の合成や、
捕捉粒子を固定するための基板材料、レーザ
ー強度等を検討する。それぞれのバイオセン
シング技術に関係する光化学反応や光捕捉
などの光誘起現象のメカニズムを解析し、最
適な分子濃度、ナノ粒子の粒径、レーザー強
度、波長、照射時間などを決定する。実際に
小型の光ピックアップ型バイオセンシング
システムを試作する。試作システムの測定精
度、感度、測定時間などを実用性の面から評
価する。 

３．研究の方法 

3-1. 集光レーザーによるアニリン系分子の
ナノ凝集体形成を利用して酸化酵素反応を
検出する新しい仕組みを考案し、検出時間や
感度などの評価、検出原理の解明に取り組ん

だ。可視連続発振レーザー光を光学顕微鏡を
用いてサンプル中に集光し、メカニカルシャ
ッター、電動ステージ、データ集録ボードを
自作プログラムで制御することによって後
方散乱光強度の時間変化をレーザー照射時
間の関数として計測するシステムを構築し
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本システムを用いて、グルコースの検出を
以下の方法で行った。グルコース溶液にグル
コース酸化酵素を加えて１分後、オルトフェ
ニレンジアミン分子とペルオキシダーゼ酵
素を加え、ガラス基板上にその溶液を 20 uL
滴下した。基板と溶液の界面に波長 532nm の
レーザーを集光し、後方散乱光強度を計測し
た。 
3-2. 集光レーザーで局所的に銀ナノ構造体
を作製し、吸着した対象分子を表面増強ラマ
ン散乱により解析する技術開発に取り組ん
だ。硝酸銀溶液中に、グルコース等の還元剤
を加え、波長 532 nm の可視レーザー光を集
光して、集光点での銀イオンの還元反応によ
り銀ナノ構造体を析出させた。レーザー照射
エネルギーや還元剤の濃度と、得られた銀ナ
ノ構造体のサイズや形状、プラズモン特性、
ラマン散乱強度の関係について調べ、作製条
件を最適化した。 
また、独自の手法で合成した銀ナノ粒子と

測定対象分子との混合溶液に近赤外レーザ
ー光を集光し、光捕捉により集光スポット内
部にナノ粒子集合体を作製し、基板上の任意
の位置にアプローチして固定化するシステ
ムを構築した。1 ミクロン程度の銀ナノ粒子
集合体をガラスやポリマー基板上の任意の
場所に作製し、吸着した対象分子を表面増強
ラマン散乱により解析した。 
４．研究成果 
4-1.後方散乱光強度の時間変化は図 2のよう
になり、強度が極大値を取る時間がグルコー
ス濃度とともに早くなることが分かる。この
時間測定することにより、100 pM - 1 mM の
範囲でグルコースが定量検出できることを
実証した。数分の測定時間で 20 uL 以下の微
量な試料溶液に対する測定が可能であり、従
来法に比べ迅速・簡便な測定法であることを
示し、Analytical Chemistry 誌に発表し、関
連特許を出願した。また、レーザー、対物レ



ンズ等の光学部品、フォトダイオード、制御
用マイコンを搭載した小型の測定システム
を構築した（図 3）。電子顕微鏡や原子間力
顕微鏡による構造観察や、散乱および吸収ス
ペクトル解析から、レーザー集光スポット内
でフェニレンジアミン分子が光化学的に酸
化重合反応を起こし、集光スポットと同程度
のナノ凝集体が時間とともに成長していく
メカニズムを解明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2. 可視レーザーの集光により内部に銀ナ
ノ構造体を組込んだマイクロピペットを作
製し、ピペット内部に取り込んだピリジン溶
液からの表面増強ラマン散乱スペクトルに
成功した（図 4）。単一細胞内部の分子情報
を解析するためのツールとして利用できる
と考えられる。 

光捕捉用の試料として、数 nm 程度のシー
ズ粒子分散液に、インジェクション装置を用
いて硝酸銀溶液を極微量ずつ加えることに
より、界面活性剤を用いずに、高い表面増強
ラマン散乱活性を示す銀ナノ粒子を合成す
ることに成功した（図 5）。作製した銀ナノ
粒子分散液にターゲット分子を混合し、レー
ザートラップを用いて基板上の任意の位置

に固定化した凝集体からの表面増強ラマン
散乱を測定した。表面増強ラマン散乱スペク
トル中のリングブリージングモードのピー
ク強度を解析することにより、1 uM から 10 
nM の濃度範囲でアデニン分子を定量検出す
ることに成功した（図 6）。 
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