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研究成果の概要（和文）：本研究では高感度な小型蛍光バイオセンサを開発することを目的として、表面プラズ
モン共鳴現象によって蛍光信号の増幅が期待できる金属ナノホールアレイ構造を用いた表面プラズモン増強蛍光
バイオセンサの構築を試みた。蛍光バイオセンサを構築するための要素研究として、金属ナノ構造体の作製法を
開発するとともに、生体模倣接着剤であるポリドーパミンを用いた低コストで簡易なセンサの表面修飾法の有用
性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this project, metal nano hole arrays structures are proposed for the 
development of highly sensitive and compact fluorescence biosensors utilizing surface plasmon 
enhanced fluorescence. The fabrication method of metal nanostructure array was developed, and a 
bio-inspired adhesive, polydopamine thin films was utilized as low-cost and simple protein linker 
layer of the metal sensing surfaces.     

研究分野：ナノバイオサイエンス
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１．研究開始当初の背景 
 ナノ・マイクロスケールの微細構造が配列
した金属表面では、構造で散乱、回折された
光と金属表面の自由電子との相互作用によ
って表面プラズモン共鳴が励起される。共鳴
条件では、特定の波長の光に強い吸収を示し、
金属表面近傍に局在化した強い電場増強が
みられるため、蛍光標識を用いた高感度バイ
オセンサや、太陽電池の高効率化に利用でき
るものと期待されている。本研究で提案する
先行研究で、金属ナノホールアレイ構造は、
励起光を直接入射するだけでホール内部に
強い電磁場を発生させることができるため、
簡易な光学系で高感度な蛍光バイオセンシ
ングが可能であると報告されている。しかし
ながら、センサ感度の指標である標的分子の
検出限界は従来の伝搬型の表面プラズモン
増強蛍光バイオセンサと比較して２桁程度
大きく、感度の向上が課題となっていた。 
２．研究の目的 
 本研究では、安価かつ簡便なボトムアップ
プロセスを用いて大面積に金属ナノホール
アレイを作製し、タンパク質などの標的分子
を高感度に検出できる表面プラズモン増強
蛍光バイオセンサへ応用することを目的と
した。 
３．研究の方法 
（１）金属ナノホールアレイの作製 
本研究で用いる金属ナノホールアレイは
コロイドリソグラフィーを用いて作製する。
具体的には直径数百nm～１μmのポリスチレ
ン粒子（PS 粒子）をガラス基板上にスピンコ
ートし、PS 粒子の二次元結晶膜を作製する。
次に、PS 粒子を酸素プラズマ処理によって任
意の粒径に収縮させた後、数十 nm～数百 nm
の膜厚の金属薄膜を蒸着する。最後に基板上
の PS 粒子をトルエンなどで除去することに
よって、金属ナノホールアレイを作製する。 
（２）光学系の構築 
作製した金属ナノホールアレイの光学特
性を評価するための光学系では、光源にコリ
メートした白色光源を用いて、ロータリース
テージ上に固定されたサンプルに入射し、サ
ンプルから反射・透過してきた光を測定する。
ロータリーステージを用いることにより光
学特性の入射角依存性についても評価を可
能にする。 
（３）蛍光バイオセンサの構築と感度評価 
 金属ナノホールアレイを用いて蛍光バイ
オセンサを構築し、検出感度の評価を行う。
本実験ではモデルイムノアッセイの他に蛍
光サンドイッチイムノアッセイによる分子
マーカーの検出などを行う。 
（４）基板表面の化学修飾法や他の金属構造
の検討 
 作製した蛍光バイオセンサの更なる高感
度化を目指し、基板の化学修飾法や光学系の
改善を図るほか、他の金属構造の作製などに
も取り組む。 
４．研究成果 

金属ナノホールアレイ構造を作製するた
め、ポリスチレン粒子二次元結晶膜作製のた
めのスピンコート条件の最適化を行った。具
体的にはスピンコートの際のポリスチレン
粒子の溶液濃度、溶媒種、スピンスピードな
どの検証を行った。次に酸素プラズマでのポ
リスチレン粒子のエッチングの条件（パワー、
エッチング時間など）出しを行った。ポリス
チレン粒子のエッチングは、大気圧プラズマ
装置を用いて行い、エッチングされた粒子の
形状等を原子間力顕微鏡で評価した。また、
作製した金属ナノ構造体の光学特性を評価
するための光学系の構築を行った。 
 研究計画では、金属ナノホールアレイ構造
を用いた蛍光バイオセンサを構築する予定
であったが、ガラス基板上のポリスチレン粒
子膜に大気圧プラズマエッチングを行うと、
近接した粒子の凝集が確認され、予定した構
造を作製することが困難であった。そこで、
研究計画の一部を見直し、表面プラズモン増
強蛍光バイオセンサ表面の化学修飾法の検
討を行った。この研究では、蛍光イムノアッ
セイを行う際の抗体の固定化層にムール貝
の接着機構を模倣した、ポリドーパミン薄膜
を利用した。ポリドーパミン薄膜は、ドーパ
ミン溶液を基板表面に接触させることで
様々な基板材料に製膜が可能で、抗体の固定
に架橋剤が不要、といった利点がある。本研
究ではまず、ポリドーパミン薄膜の抗体固定
化層としての特性を明らかにするために、平
坦な金基板上にポリドーパミン薄膜を成膜
し、プリズムカップリング法を用いて、表面
プラズモン増強蛍光バイオセンサを構築し
た。この結果、ポリドーパミン薄膜上には、
アルカンチオール自己組織化単分子膜を用
いた従来法と同程度の量の抗体が結合する
ことが明らかとなった。モデルのイムノアッ
セイを用いてポリドーパミン薄膜の膜厚を
最適化した結果、反応時間 10～60 分で製膜
したポリドーパミン薄膜が最適であること
が示された。表面プラズモン増強蛍光バイオ
センサとして、蛍光サンドイッチイムノアッ
セイを用いて炎症マーカーであるインター
ロイキン６（IL-6）の検出を行った。イムノ
アッセイの概要を図１に示す。 

蛍光標識した検出抗体結合前後での蛍光
信号の増加分と、測定したサンプル中の IL-6
の濃度から求めた検量線を図２に示す。検量
線から、IL-6 の検出限界濃度は 100 fM とな
り、診断基準値（200 fM）以下の検出限界が

図１IL-6 の検出イムノアッセイの概要図 



得られた。 
 

本研究では更に、ポリドーパミン薄膜を使
った表面修飾法の汎用性を明らかにするた
めに、SiO2被覆銀プラズモニックチップへの
抗体固定化層への応用も試みた。SiO2被覆銀
プラズモニックチップは、ナノインプリント
法で作製した一次元の回折格子上に銀およ
び SiO2薄膜を成膜して作製したもので、格子
結合型表面プラズモン共鳴を励起すること
が可能である。SiO2被覆銀プラズモニックチ
ップ上にポリドーパミン薄膜を成膜し、蛍光
サンドイッチイムノアッセイによって、肺が
んマーカーの一つである神経特異エノラー
ゼ（NSE）の検出を行った。バッファおよび
希釈ヒト血清中で NSE を検出した結果、両者
とも診断基準値を下回る検出限界が得られ
た。これらの研究から、ポリドーパミン薄膜
は低コストかつ簡易な方法で表面プラズモ
ン増強蛍光バイオセンサの基板表面に抗体
を固定化できる手法として、有用であること
が示された。 
 また、金属ナノホールアレイに代わる金属
ナノ構造体として、金属ナノドームアレイ構
造を作製し、光学特性を評価した。金属ナノ
ドームアレイ構造は、ガラス基板上にスピン
コート法によってポリスチレン粒子膜を作
製し、金属薄膜を成膜して作製した。異なる
粒径（0.2、0.35、0.5 m）のポリスチレン
粒子を用いて粒子膜を作製し、膜厚 50 nm の
銀薄膜を成膜した銀ナノドームアレイ構造
は、ポリスチレン微粒子の粒子径によって黄
色、青色、玉虫色といった異なる色を呈した。
銀ナノドームアレイ構造の反射スペクトル
を図３に示す。 

この呈色を利用した光学バイオセンサとし
て、現在比色型のバイオセンサの開発を進め
ている。 
 本研究では、生体模倣接着剤として知られ
るポリドーパミン薄膜を利用した表面プラ
ズモン増強蛍光バイオセンサ表面への抗体
固定法を確立した。この手法は、他のバイオ
センサの表面にも応用が可能であり、簡易で
低コスト、かつ汎用性の高いバイオセンサの
表面修飾法として高い潜在性を有している。
また、金属ナノホールアレイ構造に代わる金
属ナノ構造体として、作製がより簡便な金属
ナノドームアレイ構造に着目した。金属ナノ
ドームアレイ構造では、構造作製に用いる粒
子の粒径によって呈色が変化することが明
らかとなった。今後の展望として、金属ナノ
ドームアレイ構造の構造制御を更に進めて
いくとともに、生体分子を色の変化で高感度
検出できる、比色型のプラズモニックバイオ
センサの開発を進めていく予定である。 
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