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研究成果の概要（和文）： 生体分子が基板表面に吸着されるまでの素過程を解明し、生体分子の検出を固体表面の性
質からアプローチする新技術の確立を図った。生体分子の識別を行う新しい基板として強誘電体基板を導入し、その有
用性を示した。グラフェンを貼り合わせた下地の基板表面を自己組織化単分子膜で修飾することにより、生体分子に対
するグラフェン表面の化学的性質の制御が可能なことを示した。エクソソームの基板表面への吸着様態を原子間力顕微
鏡により観察し、エクソソームの特徴抽出に適用した。溶液中での生体分子の特徴抽出を行う手段としてナノポアデバ
イスの基盤技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Elementary processes of biomolecule and biomaterial recognition on solid surfaces 
were studied based on structural and chemical control of the substrate surfaces. Ferroelectric materials 
have been introduced as a new substrate for selective adsorption of protein molecules and found to be 
promising for new biosensor platforms. We have also found that chemical properties of graphene films can 
be modulated by modification of the substrate surfaces that immobilize the graphene films. Adsorption 
properties of exosomes to solid surfaces have been studied by atomic force microscopy, and it has been 
demonstrated that adsorption types are classified into four modes according to the shapes of the adsorbed 
exosomes. Ion current drops in the nanopore devises have been successfully observed using polymer beads.

研究分野：総合理工
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１．研究開始当初の背景 
 
 バイオテクノロジーにおいて、固体表面と生体分子の
界面の制御は、タンパク質分子や DNAを検出するバイオ
センサ、体内デバイス(インプラント)、固体を足場として
用いる再生医療などの分野で重要性を増している。バイ
オセンサでは、微量サンプルで解析する手法への要求が
高まっている。一般に行われている生体分子の検出は、
標的分子を蛍光標識する方法であるが、固体表面へ固定
するとき、タンパク質分子の非特異吸着や蛍光の劣化、
標的分子の失活などによる誤りが生ずることが問題とな
っている。また、生体内デバイスにおいても、タンパク
質の非特異吸着抑制は重要な課題である。しかし、無機
固体表面とタンパク質などの生体分子とは全く異なる構
造と性質をもち、その相互作用は複雑である。さらに、
溶液中の分子間相互作用と固体表面で起こっている現象
とが、しばしば混在して観察されることも理解を困難に
している。固体と生体の界面の性質を明らかにするため
には、分子が固体表面へアプローチする間の現象と、固
体表面で近距離力によって起こっている現象とを素過程
に分けて解明する必要があった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、申請者が発見したタンパク質分子を識別
できる酸化物単結晶表面を出発点とし、グラフェンや
様々な機能材料を用いることにより高度な選別機能を付
与することを目的とした。また、溶液中での長距離相互
作用とタンパク質間相互作用を分離する目的で分子ゲー
ト効果を付与したデバイスの開発も合わせて目的とした。
これらの独創技術を用いて、生体分子が基板表面に吸着
されるまでの素過程を解明し、生体分子の検出や細胞が
固定される初期過程解明を固体表面の性質からアプロー
チする新技術の確立を図った。 
 
３．研究の方法 
 
 研究方法として以下の 3項目を用いた。 
①新しい固体表面を用いたタンパク質分子の検出 
②生体分子とグラフェン表面の相互作用の制御 
③固体表面を用いたエクソソームの検出  
④ナノポアデバイスの基盤技術の確立 
各々の詳細については、研究成果で述べる。 
 
４．研究成果 
 
① 新しい固体表面を用いたタンパク質分子の検出 
 タンパク質の選択的吸着については、これまで疎水性
と親水性によって特徴づけられるドメイン構造をもつサ
ファイアを用いてきた。しかし、このドメインが明瞭な
パターンで分離されるためには、特定の方位に傾いた基
板が必要であり、安価で大量に供給することは困難であ
った。サファイアにおける選択的吸着の基本的な相互作
用は静電相互作用である。そこで、静電相互作用が基板
自体の性質として現れるはずの強誘電体に注目した。基
板として分極ドメイン構造をもつ LiTaO3を選び、アビジ
ン(タンパク質のひとつ)の吸着実験を行った。図 1(a)は溶
液中のアビジン濃度を変えた時の LiTaO3表面の原子間力
顕微鏡(AFM)観察結果である。濃度の高い時に表面に凹
凸パターンが観察されている。アビジン分子は実験を行
っている pH7付近では正に帯電しているので、負電荷の
現れる分極ドメインに静電相互作用によって選択的に吸
着したと考えられる。アビジンの吸着については、AFM
探針のスクラッチによって傍証を得た。図 1(b)に示すよ
うに、タンパク質の選択的吸着が現れていると考えられ
る付近を AFM 探針でスクラッチすると吸着物が掃き出
され、基板の平坦表面が露出している。このことは、吸
着パターンは柔らかい層であり、この場合はタンパク質
吸着によって現れたパターンであることを示唆する。静
電相互作用が関わっていることは、塩の添加によって相
互作用の及ぶ距離を制御することによって確認できる。

図 1(c)は塩を添加していないときと、100mM の塩(KCl)
を添加したときの吸着パターンの違いを示す。塩の添加
により吸着パターンが消滅しており、この吸着選択性に
は静電相互作用の及ぶ距離が関係していることが示唆さ
れる。このように、特殊な基板を用いなくても安価な基
板によりタンパク質吸着選択性が得られることを見い出
した。 
② 生体分子とグラフェン表面の相互作用の制御 
 グラフェンは原子一層の 2 次元物質であり、様々な性
質をもつ表面パターン形成が可能な物資として注目され
る。本研究では、グラフェンが接する基板表面の性質に
よってグラフェン表面の化学的性質を制御し、タンパク
質吸着様態を制御することを試みた。図 2(a)は、基板表
面を 2種類の自己組織単分子膜(self-assembled monolayer, 
SAM)によってパターン化し、異なる化学的性質を付与し
た基板を示す。ここで、OTS と略記した分子は先端に疎

 

 

 

 

 

 

 



水性メチル基をもち、APTESは先端に正電荷をもつ親水
性のアミノ基をもつ。図 2(b)は下地によって化学的性質
が制御されたグラフェン表面へのアビジン吸着パターン
である。APTES上には吸着されにくく、グラフェンの端
部のみに凝集した非常に大きなクラスタが形成されるの
に対し、OTS上では小さなクラスタが 
全面に形成されている。本研究により、グラフェン表面
とタンパク質の界面が基板表面の修飾によって制御でき
ることが示された。 
③ 固体表面を用いたエクソソームの検出  
 近年、エクソソーム(exosome)がガンの早期発見や転移
抑制に重要な生体物質であることが認識されてきた。エ
クソソームは細胞から放出された 30-150nm 程度の直径
により定義される脂質二重膜で覆われた小胞(以下、ベシ
クル)である。液中に存在する小胞であるため観測手段が
乏しく、細胞内の不要物質を放出しているという程度の
認識しかなかった。しかし、放出元のホスト細胞に特有
の生体物質を含み、ガン化した細胞であればガン特有の
マイクロ DNAやタンパク質を内包するため、ガンの早期
発見に有力であることが分かり、急速に注目を集めるよ
うになってきた。本研究でも、固体基板を用いたエクソ
ソームの特徴抽出を重要な課題と位置づけ、研究計画に
取り込んだ。 
本研究で用いたエクソソームは、がん研究所・蛋白創製

研究部で作製されたヒト結腸ガン由来の細胞(HT-29)の培
養細胞から抽出し精製したものである。図 3(A)に、SiO2/Si
基板に吸着させたエクソソームの AFM観察結果を示す。
吸着は 4種類の型に分類できる。 
(a) 半球状の吸着 
 基板に吸着したのち、変形のみを伴っているものであ
り、破裂・展開していない。 
(b) 目玉焼き状の吸着 
 周辺は基板に強く吸着してつぶれており、高さは脂質
二重膜の高さ(4-5nm)のおよそ 2倍(10nm)程度である。中
央付近は内包物質が凝集して半球状である。 
(c) 脂質二重膜の 2倍の厚さの平坦膜形成 
 均一な高さの膜となっており、破裂・展開はしていな
いが内包物質は流出したと思われる吸着である。 
(d) 脂質二重膜の本来の高さの均一膜 
 破裂・展開を伴って形成された膜である。 
以上を図 3(B)に示す人工ベシクルの吸着形態と比較する
と、人工ベシクルは変形のみの単純な吸着と、破裂・展
開して形成された単層の二重膜のみか観察され、さらに
時間経過とともにすべて展開して単層脂質二重膜となる。
(A)と(B)の比較から、(b)目玉焼き状と(c)2 層脂質二重膜
がエクソソーム特有の吸着形態であるといえる。特に、
目玉焼き状は人工ベシクルの吸着では観察されなかった
ものであり、エクソソームの性質を簡便に識別する手段
となることが期待される。ベシクルの展開は曲率の大き
い周辺で脂質疎水鎖が水との界面に露出し、不安定化す
ることによる。 
 
④ ナノポアデバイスの基盤技術の確立[4] 
 固体基板による生体分子識別は基板に固定されて初め
て観察可能になる。溶液中での振る舞いを観測する手段
としてナノポアデバイスの基盤技術の確立も本研究で合
わせて進めた。図 4(a)はナノポアを用いた生体分子の特
徴抽出の測定系であり、生体物質の大きさや移動速度な
どの特徴を抽出するものである。生体物質がナノポアを
通過するとナノポアを塞ぐことになり、溶液中のイオン
電流が減少して電流ドロップが観測される。原理の検証
には高分子ビーズを用い、図 4(b)に示すようなイオン電
流ドロップを観測した。これより、エクソソームなどの
生体物質の溶液中での特徴を抽出しつつ、固体基板上で
その特徴をさらに詳細に観察する方法が原理的に可能で
あることを示した。 
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