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研究成果の概要（和文）：新規な金ナノ粒子の設計・合成および修飾方法について検討し，プラズモニックセンサーへ
の応用を図った。また，高分子が自発的に形成する数nm～数十nmレベルの規則構造を“ナノ構造テンプレート”として
，金ナノ粒子を簡便に自己組織化する方法を確立し，粒子表面で進行する分子認識現象をナノ粒子の光学特性変化を通
じて検出する局在表面プラズモンセンサーを開発した。さらに，蛍光色素をナノ粒子の増強電場下に配置し，分子認識
現象を表面増強蛍光を通じて検出するナノアレイセンサーを開発した。

研究成果の概要（英文）：Preparation and surface modification of gold nanoparticles has been studied to 
develop a plasmonic sensor. A facile 2D self-assembly method was developed for the preparation of gold 
nanoparticle array on substrates using block copolymer nanotemplates. Well-ordered gold nanoparticle 
array was applied to a local surface plasmon resonance (LSPR) sensor. We also have developed a novel 
sensor combined surface plasmon- and fluorescence spectroscopy. The gold nanoparticle array was formed on 
a SiO2 layer containing fluorescence dyes. The resonant excitation of local surface plasmon resonance 
provides an enhanced intensity of fluorescence of dyes, which is directly translated to changes of 
fluorescence intensity measured upon the capture of target analyte at the surface of gold nanoparticles.

研究分野：ナノバイオテクノロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞アレイや DAN アレイなどアレイセン
サーの発展はめざましく，ターゲットの多様
化に加え，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高密度・多機
能なアレイセンサーの開発が求められてい
る。しかし，ナノスケールのアレイセンサー
の作製には，高額な装置を必要とするなど，
ナノアレイセンサーを手軽に作製・活用でき
る状況にはない。これまでに研究代表者は新
規な金ナノ粒子の合成法について検討する
とともに，高分子ミセルが自発的に形成する
二次元六方最密充填構造に着目し，これを
“自己組織化ナノ構造テンプレート”として
金ナノ粒子を配列させる“ミセルテンプレー
ト法”を開発し，簡便にナノ粒子アレイを作
製する方法について検討してきた。これをナ
ノ粒子のみならず分子にも適用できれば，有
機/無機複合ナノアレイの作製が可能となり，
新たなナノアレイセンサーとしての応用が
期待できる。 
 
２．研究の目的 
新規な金ナノ粒子の設計・合成および修飾
方法について検討し，プラズモニックセンサ
ーへの応用を図る。またポリマーが自己組織
化する数 nm～数十 nm レベルの規則構造を
“ナノ構造テンプレート ”として，色素や
金ナノ粒子を簡単な操作でナノパターニン
グする集積化技術を開発する。さらに，金属
ナノ粒子の局所電場に着目し，色素－プラズ
モン間に働く表面増強効果を利用した“ナノ
アレイセンサーを開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）金ナノ粒子の設計・合成 
ミセルテンプレート法に適した金ナノ粒
子を設計し，その合成方法を検討した。また，
粒子表面に各種生体分子を担持させる修飾
条件について最適化した。 

（２）金ナノ粒子の機能評価 
標的分子との結合（分子認識現象）をトリ
ガーにナノ粒子の環境変化（屈折率変化）を
誘起し，ナノ粒子の光学特性変化を通じて標
的分子を検出するセンシング原理について
検証した。 

（３）ミセルテンプレートの作製 
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
ブロック共重合体（PSm-b-P4VPn）のミセル容
液を調製した後，その溶液を基板上にスピン
コートし，自己組織化膜を作製した。 

（４）有機/無機複合ナノアレイの作製 
ガラス基板上に蛍光色素を含むシリカ層
（発光層）を形成した後，シリカ層を積層さ
せた。続いてミセルテンプレートを用いて金
ナノ粒子を規則正しく配列させ，有機/無機
複合ナノアレイを作製した。 

（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
アレイのセンサー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）吸収スペクトルおよび発
光層の蛍光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）ミセルテンプレート法では，正電荷を
帯びた高分子ミセル上に静電引力を介して，
負電荷を帯びた金ナノ粒子を組織化する。一
般的な金ナノ粒子の合成法（クエン酸還元
法）に加え，独自に開発したチオグルコース
還元法を用いて，単分散な金ナノ粒子が得ら
れるように合成条件を最適化した。 
チオグルコース還元金ナノ粒子は，その表
面に反応活性なカルボキシル基（-COOH）を
有しており，共有結合を介した生体分子の修
飾およびミセルテンプレートへの固定化が
期待できる。そこで，スクシンイミド法を用
いて，カルボキシル基を活性エステルへと変
換した後，アミノカップリング法を用いてラ
クトフェリンなど生体高分子を粒子表面に
固定化した。 

（２）粒子表面に担持させた生体分子は，構
造変化にともない，その生体機能を失うこと
が多い。そこで，生体分子修飾金ナノ粒子を
標的分子と混合した後，誘起される金ナノ粒
子のスペクトル変化を観察することで，生体
機能の保持および標的分子の分光センシン
グの可能性について検討した。 
ラクトフェリン（Lf）は，牛乳から赤色タ
ンパク質として発見された鉄結合性糖タン
パク質であり，高マンノースタイプやハイブ
リッドタイプの糖鎖が結合している。Lf修飾
金ナノ粒子にマンノースと特異的に結合す
る糖鎖結合タンパク質（“コンカナバリン A”）
を添加すると溶液の色が赤色から赤紫色へ
と変化し，散乱光強度が増加することがわか
った。これは粒子表面に固定化された Lf の
糖鎖とコンカナバリンAが結合することで金
ナノ粒子がクロスリンクされ，凝集体を形成
することで見かけの粒径が増大し，散乱光強
度が増したと考えられる。また，近接した金
ナノ粒子間のプラズモンカップリングによ
って，金ナノ粒子のプラズモンバンドが長波
長シフトしたと考えられる。これは，粒子表
面に固定化された Lf の生体機能が保持され
ていることを示すとともに，糖鎖－タンパク
質間の相互作用を金ナノ粒子のスペクトル
変化を介してセンシングできることを示し
ている。さらに，粒子表面に担持させる生体
分子を変えることで，レクチン以外のタンパ
ク質の検出にも利用可能であり，多種多様な
生体分子を標的とした高感度なプラズモニ
ックセンサーへの応用が期待できる． 



（３）これまでに開発した高分子ミセル
（PSm-b-P4VPn：m = 50000, n = 1300）のナ
ノ構造テンプレートは，最大 50 nm 程度の構
造周期を有しており，物理的に粒径が 50 nm
以下の金ナノ粒子しか組織することが出来
ない。しかし，粒径が大きくなる程，粒子間
に作用する凝集力は増大し，テンプレート効
果は失われてしまう。従って，実際に組織化
できる金ナノ粒子の粒径は，最大 20 nm 程度
であった。そこで，より重合度の大きなブロ
ック共重合体(m = 75000, n = 25000)を用い
て，構造周期を増大させることを試みた。し
かし，分子量が大きくなると溶媒アニーリン
グが機能せず，規則性に優れたミセルテンプ
レートを作製することができなかった。また,
先に開発したチオグルコース還元法では，粒
径が 20 nm 以下の単分散な金ナノ粒子を合成
することが難しく，チオグルコース還元金ナ
ノ粒子を活用するミセルテンプレートの開
発は今後の課題として残された。 

（４）ガラス基板上にローダミン Bヘキシル
エステルとポリシラザンのキシレン溶液を
スピンコートした後，加熱処理することによ
って，ローダミン Bを含むシリカ層（発光層）
を作製した。次に，スピンコートの回転数を
変えながら色素を含まないポリシラザンを
同様に処理し，膜厚の異なるシリカ層（中間
層）を形成した。その上に両親媒性ブロック
共重合体（PS50000-b-P4VP13000）の自己組織化
膜を作製し，金ナノ粒子（粒径 16 nm）を基
板上に規則正しく配列させた（図 1）。 
中間層の膜厚が異なる有機/無機複合ナノ
アレイの発光スペクトルを観察した。発光層
の発光スペクトルは，金ナノ粒子アレイを積
層させることで，発光強度が著しく減少（－
24%）することがわかった。しかし，中間層
の膜厚が増加し，発光層と金ナノ粒子アレイ
間の距離が大きくなるに従って蛍光強度は
増加し，膜厚が 60 nm のとき，本来の発光ス
ペクトルが観察されるようになった。さらに
中間層の膜厚を増加させると，大変興味深い
ことに発光強度も増大し，膜厚が 65 nm のと
き，最大値（＋12％）に到達し，“表面プラ
ズモン励起増強蛍光”が観察された。さらに
中間層の膜厚を大きくすると，蛍光強度は減
少し，膜厚が 95 nm のとき，増強効果は観察
されなくなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）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 HEPES 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。このようなスペクトル変化は，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ことから，
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。 
一方，発光層の蛍光スペクトルにも興味深
いスペクトル変化が観察され，ストレプトア
ビジンの濃度が増すにつれて蛍光強度が減
少した(図 2)。以上の結果は，ストレプトア
ビジン－ビオチン間の結合によって引き起
こされた金ナノ粒子近傍の屈折率変化が，金
ナノ粒子自身の光学特性変化を誘起させる
とともに，その局所電場の影響下にある色素
の蛍光特性にも影響を及ぼすことがわかっ
た。つまり LSPR センサーとして生体情報を
金ナノ粒子の吸収スペクトル変化のみなら
ず,表面増強蛍光効果を利用すれば，色素の
蛍光スッペクトル変化としてもセンシング
できることがわかった。 
添加したストレプトアビジンの濃度と
LSPR スペクトルや蛍光スペクトルの相対強
度変化をプロットした。これらのデータを
LangmuirおよびLangmuir-Freundlichの吸着
等温式にフィッテイングしたところ，いずれ
の場合もLangmuir-Freundlichの吸着等温式
によりよくフィットすることがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 有機/無機複合ナノアレイの模式図 
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図 2. ストレプトアビジンの蛍光スペクトル検出実験 
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