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研究成果の概要（和文）：本課題では、表面増強ラマン散乱分光法を用いてＤＮＡ配列を決定できるＤＮＡシーケンサ
を創生するための基礎実験を行った。ホットスポットと呼ばれるナノ構造を持つプラズモン基板を新規に設計、作製し
、そのホットスポット表面でのＤＮＡ塩基のひとつであるアデニンの表面増強ラマン散乱の測定に成功した。アデニン
の一分子がプラズモン基板のホットスポットによって活性化されることによって検出されるブリンキングと呼ばれる表
面増強ラマン散乱について濃度依存があることを発見した。本研究によって、新規に作成したプラズモン基板を用いて
ＤＮＡ塩基の一分子測定が可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, as the first step for DNA sequencer based on surface enhanced 
Raman spectroscopy (SERS), we invented the SERS active substrate that enable to detect the surface 
enhanced Raman signal from single molecule. This result and invention of the SERS active nano-needle 
mountain is the big step for the SERS based DNA sequencer.

研究分野：分光・分析化学

キーワード： DNAシーケンサ　表面増強ラマン散乱　マイクロチップ　普及型DNAシーケンサ　ナノ剣山増強ラマンデ
バイス
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１．研究開始当初の背景 

DNA シーケンスによって、感染症の病原菌
となる微生物、ウィルスを現場にて特定する
ことは世界中で切望される診断技術です。こ
れまで、DNA シーケンスは十分なサンプル
の前処理と研究所に設置された大型の装置
を利用して行われてきました。したがって、
現場での DNA シーケンスを達成するには現
行の原理技術とは異なった、新規原理からの
研究開発が必要です。我々は現場での DNA

シーケンスを達成できる新規技術として、表
面増強ラマン散乱による単一分子の測定技
術を応用した DNA シーケンサを本研究にて
提案しました。表面増強ラマン散乱を原理と
してDNAシーケンスを達成するためには(1)

一本鎖にした DNA を一直線に伸張させるこ
と。(2)伸張したことによって露出した DNA

の塩基を表面増強ラマン散乱によって検出
すること。の２つが大きな課題です。 

 

２．研究の目的 

DNA シーケンスの測定方法をその原理から
発明することによって、現在の方法では原理
的に不可能である DNA シーケンサの手のひ
らサイズまでの小型化を達成し、全世界にお
ける感染症の早期発見のための装置を提供
することです。本研究課題の範囲では、新規
原理として金属表面におけるラマン散乱の
増強効果（表面増強ラマン散乱, SERS）を利
用することを原理として提案し、増強効果を
達成できるナノ金属構造の構造体とその表
面における DNA の一塩基の単一分子感度を
達成することです。 

 

３．研究の方法 

本研究課題の範囲における課題の達成のた
めには、（１）SERS 現象を検出できる顕微シ
ステムの新規作成、（２）DNA 塩基からのラ
マンシグナルを増強できる金属基盤（ナノ剣
山）の作成が必要です。（１）について、蛍
光顕微鏡を基本とした顕微システムに、ラマ
ン散乱を測定することを可能とする分光シ
ステム、あるいは、フィルターシステムを新
規に加えることによって SERS を測定するこ
とを可能とする顕微システムを構築しまし
た。（２）については、光リソグラフィーと
ウェットエッチングを利用して、剣先が数十
ナノメートルのナノ剣山を製作することに
しました。ナノ剣山に金属を蒸着し、その表
面における SERS を測定します。 

 
４．研究成果 
（１）表面増強ラマン散乱の測定を可能にす
る顕微表面増強ラマン散乱分光システムの
構築 

ラマンイメージングのシステムは、電気泳動
システム、特に内径が数μの制限された空間
で、DNA の伸張を行い、さらに検出系とし
て、ナノ構造の表面における DNA の分析を
行うことが必要です。そのために、顕微鏡を

母体として電気泳動システム、光源を高輝度
水銀ランプとし、さらに、CCD カメラを主
体とする画像分析システムが実装できる実
験装置として構築しました。（図 1）画像分析
アルゴリズムのプログラミングについても
計画通り進行中ではあるが、使用する開発言
語とそのシステム処理のためのハードウェ
アが高価なために、マイコン処理のＰＩＣ言
語にまでプログラミングを行う必要性があ
り、相当な時間を必要としました。光源につ
いて、高輝度水銀ランプを使用することによ
って、出力については十分でした。ラマン散
乱検出用の CCD カメラについて、単一分子
を検出するには、フレームレートを
1frame/sec 程度にする必要がありました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. ラ マ ン イ メ ー ジ ン グ に よ る
hydroxyapatite の可視化 

 

 

図１．SERS の検出を可能とする顕微 SERS

装置の構築 

 

（２）DNA 一塩基からの表面増強ラマン散
乱の生成を可能にするナノ剣山の作成 

DNA/RNA シーケンサチップの基本原理で
あるナノ構造を持つプラズモン基板の作成
に成功しました。ナノ構造を持つ、ナノ剣山
の作成については、ガラス表面のウェットエ
ッチングによる方法について着実に手法が
形成できました。（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 一塩基からの SERS シグナルの生成を
可能とするナノ剣山 

 

（３）ナノ剣山からのアデニン分子、一分子
の表面増強ラマン散乱の測定 

独創的な工夫から作製したナノ剣山の表面
に金属の蒸着を行い、ナノ剣山増強ラマンデ
バイスとして、アデニンバッファ溶液のラマ



ン散乱を測定しました。ナノ剣山増強ラマン
デバイスの表面からは、アデニン分子からの
ラマンシグナルが検出され、単一分子からの
特有の現象であるブリンキングを確認しま
した。これにより、開発したナノ剣山増強ラ
マンデバイスはアデニン分子の一分子の検
出感度を持つことを実証できました（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. ナノ剣山の表面におけるアデニン溶液
の SERS シグナル。10 秒積算。 

 

（４）本研究課題で得られた成果とその範囲 

本研究課題では、(1)DNA の伸張について、
厚さ方向（Z 軸方向）への拡散を数 nm に制
限された空間に DNA を電気泳動させること
と、酢酸を混合した緩衝液を使用することで、
可能であることが分かりました。一方では、
厚さ方向への拡散を数 nm に制限する空間に
DNA を直接に導入することが困難でした。
さらに(2)露出したDNA塩基について単一分
子での表面増強ラマン散乱を測定するため
に単一分子感度を達成できるプラズモン電
場を発生することのできるナノ剣山増強ラ
マンデバイスを製作しました。ナノ剣山増強
ラマンデバイスは針自身の先が 100nm の平
面で、平面の下部がさらに細くエッチングさ
れた絶壁構造で、金属を蒸着することで、表
面プラズモンを強く発生できると同時に絶
壁構造に DNA 分子が絡み合うことができる
デザインにしました。作製したナノ剣山を利
用して、DNA のひとつの塩基であるアデニ
ンの分子を測定し、ナノ剣山の絶壁における
単一分子の特徴であるブリンキングを計測
しました。この結果は、表面増強ラマン散乱
を DNA シーケンサの原理技術として利用で
きる可能性を示したことになります。 
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