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研究成果の概要（和文）： 生体分子を感度よく選択性よく検出するために、生体分子の持

つ特異的な相互作用を利用する場合が多く、分子認識の場であるソフトインターフェースの

設計と構築、利用が大変重要である。本研究では、現行では抗原抗体反応のように利用する

ことが難しかった糖鎖-タンパク質（レクチン）の相互作用を取り上げ、基板上に積極的にナ

ノ相分離構造を有する分子認識界面を構築することで、弱い相互作用でも抗原抗体反応のよ

うな取り扱いができることを実証した。膜の動きに着目し、新規に非特異吸着抑制材料を採

用するとともに、外部刺激による膜全体の動きを利用した高感度検出も実施した。 

 
研究成果の概要（英文）： Carbohydrate-protein interactions are not strong but they are 
very important in terms of specific recognition in vital functions. Although it is very 
easy for thick polyvalent layers to interact with target molecules, the thickness, 
bulkiness, and heterogeneity of the reaction layers pose serious problems in terms of 
quantitative analysis and realizing rapid reactions. It will be a challenge to form a 
thin layer with a polyvalent recognition ability. We investigated the processing of a 
nanostructured recognition site for sensing lectin, Concanavalin A (Con A), by using 
self-assembled monolayers (SAMs) consisting of artificial carbohydrate and OH terminated 
filling molecules formed on a gold substrate. We prepared carbohydrate ligands for 
recognition of lectins/galectins and tri (ethylene glycol) terminated short alkanethiol 
molecules for constructing ultra thin protein resistant monolayers on a gold surface. 
Electrochemical active molecules were combined with carbohydrate terminated molecules, 
and the mixed monolayer was adopted to detect weak interaction between the carbohydrate 
and lectins much easily. 
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1. 研究開始当初の背景 

  固体基板表面上への有機薄膜構造体

構築技術としての自己組織化単分子膜

法は、1980年代より、Sagivらによりシ

リコンーO系の結合を利用した膜形成、

続いてNuzzoとAllaraによる金-S結合

を利用した膜形成が報告され、これら

を契機として急速に発展し、化学的に

も物理的にも安定な膜形成法として各

方面に幅広く導入されてきた。末端に

機能性官能基として酸化還元能、親疎

水基、光応答性基などの導入も行われ、

現在では簡便で安定な基板修飾方法の

一つとして定着している。膜の機能評

価法として、走査型トンネル顕微鏡

(STM)観察、赤外分光法による評価、電

気化学法による評価などが考案されて

きたが、これらは「単一分子からなる

均一系の膜」、基板も主として「金表

面」上というごく限られた系の評価に

は有効であるという状況であった。 
２．研究の目的 

 生体分子を直接認識する人工修飾薄

膜分野において、高分子膜修飾と合わ

せて上記自己組織化単分子膜修飾が採

用されてきている。目的の生体分子を

効率よく認識するためには、１）認識

部位（膜側）-生体分子（検出側）との

相互作用がきわめて弱い場合が多いこ

と、２）夾雑物質の影響を排除する必

要があること、３）生体分子が膜構成

分子に比較して非常に巨大な分子であ

る場合が多い、等を考慮して  認識

膜を構築する必要がある。 

 効果的な生体分子認識系の構築のた

めに、認識部位を有する分子と非特異

的な吸着を抑制する分子とでハイブリ

ッド膜を構築し、生体分子の検出を行

った。ハイブリッド単分子膜が生体分

子の認識に有効であることについては

研究例がいくつかあったが、単分子膜

内の縦横方向においてどのように認識

部位を分散させた場合により高い分子

認識能を有するのかについて系統立て

ての研究は未だほとんどなされていな

い状況であった。基板材料の方も、非

特異的な吸着が起こりにくく汎用性の

あるカーボン材料等新規な材料が開発

されてきているが、これを生体分子認

識分子層構築の基板材料として積極的

に利用している例はほとんど見られず、

複合膜構造と機能発現の評価技術につ

いては金—アルカンチオールの均一系

単分子膜ほど進んでいない。単一分子

による薄膜については各種分光手法・

知見も蓄積されてきているが、複合膜

の系では金-S-アルキル単分子層に用

いられてきた手法そのままを採用でき

ない場合が多く、3次元ナノ構造の有用

性を動的な分子膜構造変化から明らか

にしていく必要もあった。そこで、基

板上への認識分子・非特異吸着抑制分

子からなるハイブリッド膜が生体分子

（タンパク質）の高感度認識において

有効であることを実証し、この薄膜の

有するセンシング能や基本特性につい

て詳細に検討し、新規基板材料の検討、

分子認識薄膜の分子層・認識機構の新

規評価法の確立等を進めていくことと

した。 
３．研究の方法 

 まず、モデルレクチンである、Con Aを

認識する分子としてマルトシドードデカ

ンチオール分子（MalC12SH）を合成、精製

して実験に用いた。このほか、疾病マーカ

ーとして期待される、ガレクチン類（ガレ

クチン-3,4,8 他）も使用し、これを認識

するラクトシド末端アルカンチオール類

なども用いた。金基板へのタンパク質の非

特異的な吸着を抑制する分子として、親水

性の高い分子が効率的に非特異吸着抑制

能を発揮する場合が多いことから、まず各

種アルキル鎖長の水酸基末端チオール類

(HOCnSH, n=2,4,6,8,12)を用いた。さらに

非特異吸着を防ぐ分子として、トリエチレ

ングリコールを含む各種アルカンチオー

ル類（TEGCnSH n=2,4,6,8,11）を新規に設

計し、合成して用いるとともに、電気化学

活性基入りのスペーサ分子として、各種鎖

長のフェロセニルアルカンチオール類も



用いた。Con A の吸着量は Biacore T-100

による相互作用解析、あるいは dualSPR

（NTT-AT 社製）により検出した。また、

電気化学水晶振動子マイクロバランス法、

電気化学手法等も取り入れ、膜の基本的性

質についてもあわせて検討した。 
 
４．研究成果 

（１）糖鎖分子-無関係分子とのハイブリ

ッド膜 ナノ相分離膜構築によるレクチ

ンの認識 

糖とレクチン（タンパク質）の相互作用

は、抗原—抗体の相互作用などと比較する

と大変弱いものであり（解離定数KD：糖—

レクチン（10-4〜10-5程度）、抗原—抗体（10-9

程度））、特異性の高い相互作用であって

も、これを利用しての基板での検出につい

ては非常に困難であった。このような弱い

相互作用の系でも、①レクチン認識部位

（糖鎖）を膜内で認識にあずからない無関

係分子（スペーサー分子）で大きく希釈す

ること（5-10％程度までの希釈）、②レク

チン認識部位（糖鎖）の周りを非特異吸着

抑制能の高いスペーサー分子で緻密に埋

めること、③非特異吸着抑制分子（スペー

サー分子）の基板面より垂直方向の高さは、

レクチン認識部位（糖鎖）よりも（CH2）

の単位で4-6単位分低く設定すること、な

どの工夫により比較的高感度に検出でき

ることを実証できた（図１）。 

レクチンを認識する糖鎖部分の存在割

合を認識膜内でナノ構造レベルで制御す

ることで、弱い相互作用も十分検出できる

ことを確認した。 

（２）非特異的な吸着を抑制するための分

子設計と利用 

 感度を下げる直接の原因となる、基板

および認識部位以外への非特異的なタン

パク質の吸着（ノイズ応答）をできるだ

け防ぐため、スペーサー分子として当初

用いていた水酸基末端チオール分子から、

積極的に吸着抑制が期待できる短鎖エチ

レングリコール含有分子を用いることと

した。エチレングリコールユニット数 3

のトリエチレングリコール基と、緻密に

膜構成が可能な直鎖アルカンチオール

(n=2,4,6,8)を併せ持つ分子(TEGCnSH)を

合成し、まずこの分子単独で分子層を構

築し、非特異吸着抑制能を検討した。膜

構成に直接関与する、アルカンチオール

鎖が長くなるにつれて単位面積あたりの

吸着分子数が増加し、分子間の相互作用

も強固になり、分子の吸着形態も単一に

なってきており、より緻密な膜構築が行

われていることを確認した（図 2）。この

分子は緻密に膜構築されているため、従

来の高分子材料では抑えにくかった低分

子量のペプチド分子（分子量 400 程度）

も、高分子量の生体分子（分子量数十万）

も僅か単分子層一層で完全に抑えられる

ことを確認できた。 

 TEGCnSH分子膜は、高分子 PEG類（分子

量：1000〜数万等）では抑えきれなかった

 

図 1.水酸基末端チオール（スペーサー分子）
とレクチン認識分子（糖鎖）との混合膜上で
のレクチン（Con A）認識のモデル図。 

 

 

図 2. TEG チオールのモデル図（上部）
と、各種 TEGCnSH 膜の電気化学特
性.(a)脱離電気量、(b)脱離電位、(c)ピー
ク半値幅.. 



ペプチド等の小さい分子も効率よく抑制

できることが確認できたので、さらにこの

分子膜が持つ分子ふるい的な特性に注目

し、電気化学的免疫手法と組み合わせて生

活習慣病マーカーであるレプチンの検出

にも成功した。 

（３）電位の有無とレクチンの認識能の変

化 

 フェロセン基に代表される電気化学活

性基を末端等に有するアルカンチオール

分子は、膜形成後、電位を変化させること

で膜厚や分子配向なども大きく変化する

ので、これをスペーサー分子として新規に

利用した。糖鎖分子の周りに、非特異吸着

抑制分子の代わりに、スペーサー分子とし

てフェロセン基含有アルカンチオール分

子を配置し、電位変化で膜構造を変化させ、

この現象と糖鎖で起こるレクチンとの認

識の効果の関係を詳細に検討した。糖鎖分

子とフェロセン基入り分子の割合を変え、

各種割合でのハイブリッド膜を作製した。

フェロセンが酸化される電位（+0.5V vs 

Ag/AgCl）を基板に与え、Con A の吸着に

ついて検討したところ、電位印加がない場

合と比較して、マルトシドの認識が十数倍

に高まることが確認できた。これは、電位

を与えることで膜構造が変化し、レクチン

との相互作用の応答をより検出しやすく

できたものと考えられる。 

 

 以上、次の生体分子認識系として注目さ

れている、抗原抗体反応に変わる、糖鎖-

レクチン間の弱い相互作用を基板表面に

て検出する手法の確立ができた。基板表面

で弱い相互作用を検出する際、認識薄膜の

設計と構造が重要であり、ナノ相分離薄膜

を作製することで、解離定数が大幅に小さ

くできることを確認し、抗体での認識に近

い値で検出が可能となった。さらなる高感

度検出を目指して、ノイズ応答を下げるた

めに、新規に非特異吸着抑制のための小さ

な分子（TEGCnSH）を設計し、これをスペ

ーサー分子として用いることにより、膜内

で動きを確保でき、糖でのレクチン認識量

が増大したほか、非特異的な吸着をわずか

一分子層で完全に押さえることができる

ことを確認できた。さらに、全く新規に電

気化学手法を取り入れ、糖鎖を含む膜全体

を電位変化で動かすことにより、糖鎖での

認識ポイントをより検出しやすい状態に

でき、結果として従来よりもさらに 1桁以

上の高感度検出が実現可能となった。 
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