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研究成果の概要（和文）：ナノバイオ界面における単一分子レベルの機能や構造を明らかにし、特性を設計する
ために、走査型プローブ顕微鏡法の一つである先端増強ラマン散乱顕微鏡（TERS）とナノ構造を導入し議論し
た。TERSは単一分子の感度とオングストロームスケールの空間分解能を併せ持つ強力な表面分析方法であり、分
子へのアクセスを可能とする技術である。本研究では、表面・物質ナノ科学における新しい方向性と、様々なナ
ノ材料の特性評価・機能化への応用を展開した。また、圧力、電圧、光などの様々な外部刺激とTERSを組み合わ
せることで、分子の性質や機能を局所的に制御したり、化学反応現象を明らかにしたりすることが可能となっ
た。

研究成果の概要（英文）：In order to reveal single molecular functions, structures and design the 
properties at nano-bio interfaces, tip-enhanced Raman scattering microscopy (TERS), a family of 
scanning probe microscopy techniques and the related nano structures, have been introduced as 
powerful surface analytical and molecular access techniques having both single-molecule sensitivity 
and angstrom-scale spatial resolution. This project developed the new directions of the TERS related
 microscopy, spectroscopy, and surface structures in surface and material nanosciences, and 
applications for the nanoscale characterization and functionalization of a variety of nanomaterials.
 One of the most recent issues is combining TERS with various external stimuli such as pressure, 
voltage, and light, which enables the local control of the molecular properties and functions and 
also reveals chemical reaction phenomena.

研究分野：ナノテクノロジー

キーワード： ナノバイオ　ナノフォトニクス　単一分子計測　プラズモニクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医療検査をはじめとする様々な分野で、高感度の分子検出のセンシング技術が求められている。特に極微量の対
象分子を、分光的に認識する手法の開発が急務である。また分子構造の変化や、それに伴う集合状態やマクロに
発現する物性の変化に対して、個々の分子レベルに至る根源的な議論はまだ発展途上にある。本研究は、センサ
ーという応用についても、新しい可能性を示したことのみならず、機能物性の発現機構、さらには設計制御に対
して新しい知見をもたらしたという意味で、新しい方法論と方向性を示した研究であり、今後、他の分析手法と
の複合化により、より多くのセンシングと材料設計に用いられると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体分子の構造や機能は、その分子がおかれた環境の熱揺らぎのエネルギーによって絶えず
変化し、その変化によって、分子認識反応や物性が発現すると言われている。本研究開発当初は、
従来の「鍵と鍵穴」式のモデルではなく「揺らぎ」による柔軟なモデルが生体分子間相互作用機
構として提唱され、揺らぎと生体分子認識機能の相関解明に関する研究が盛んに行われていた。
また、単一分子に着目した蛍光共鳴エネルギー移動を用いた生体分子認識反応ダイナミクスの
計測と解析が国内外で精力的に行われていた。さらに、原子間力顕微鏡(AFM: Atomic Force 
Microscope)などを用いた動的力分光法によって、生体分子認識相互作用のポテンシャルや結合
寿命を測定することも報告されていた。申請者はこれまでに、動的力分光法を用いて生体分子認
識能の相互作用時間依存性を測定し、相互作用時間が長いほど認識確率が上昇することを見出
し、生体分子の揺らぎと分子認識機構に密接な関係があることを示してきた。一方、上記の一連
のアプローチは、生体分子揺らぎの受動的観測に基づく定性的議論に留まり、分子認識における
構造変化や分子機能の変化、ならびにそれらの分子認識反応において、単一分子レベルに至る、
ダイナミクスを直接的かつ定量的に議論するには不十分であった。また、国内外でも分子に外部
から摂動を与え、その変化の様子を単一分子レベルで詳細に議論している例はなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、生体分子認識反応ダイナミクスを単一生体分子スケールで分光分析する手
法を確立し、分子認識のメカニズム、例えば、反応時の相互作用サイト、コンフォメーション、
分子配向などの理解の深化を図ることである。さらに、電気化学的ないしは力学的な摂動を局所
的に印加することによって、生体分子認識能（認識確率、相互作用力など）や、それに伴う分子
の構造変化、機能創発などのアクティブ制御を実現する。任意の場所とタイミングで生体機能を
局所的に誘発・制御する手法の実現によって、ナノスケールの生体機能デバイス開発に資する基
礎研究開発を推進する。 
 
３．研究の方法 
3-1)２分子間距離に依存した光学測定：AFM プローブ探針先端に修飾したリガンド分子と基板
上のレセプター分子間の距離をサブオングストロームオーダーの位置分解能で変化させながら
ラマンスペクトルを測定する機構を開発し、ラマン顕微鏡に導入する。 
3-2)１分子検出感度を有する金属ナノ探針の開発と生体分子修飾技術の確立：電磁場計算解析を
駆使し、また 10倍以上の光電場増強度を有する金属ナノ探針を設計し、集光イオンビーム等の
ナノ加工技術を用いて作製する。作製した金属ナノ探針のプラズモン共鳴スペクトルおよびラ
マン散乱増強能を実験的に評価する。 
3-3)分子認識反応ダイナミクスのラマン分光測定：分子間距離制御機構を用いて、分子認識反応
ダイナミクスのナノ分光測定を行う。生体分子(リガンド)を修飾した原子間力顕微鏡探針を基板
上に固着した生体分子(レセプター)に近づけながらラマン分光スペクトルを測定し、生体分子認
識反応時のスペクトル変化(振動数変化)を測定する。 
3-4)分子認識反応時に観測されるラマンスペクトル変化の解析手法の確立：実験により得られた
ラマンスペクトルから分子認識反応機構・ダイナミクスを明らかにするため、密度汎関数法によ
るラマンスペクトル解析を行う。周囲の環境変化に鋭敏な振動モードにも着目し、生体分子間相
互作用の種類の解析も試みる。 
3-5)分子間相互作用(分子認識反応)の電気化学的ないしは力学的局所制御：ラマン分光測定に加
え電気化学的ないしは力学的な摂動を局所的に印加することによって、分子間相互作用(分子認
識反応)の局所制御を行う。 
 
４．研究成果 
4-1) 貴金属ナノ構造の設計・作製・評価を行い、その有効性を確認した。600nm付近にプラズ
モン共鳴波長を有する金のナノアンテナ構造を、ナノ粒子ナノリソグラフィーおよび電子線ナ
ノリソグラフィーを用いて作製した。これらのナノアンテナ構造表面に 4-アミノチオフェノー
ル分子を修飾し、励起波長 594nmのレーザー光を用いてナノアンテナ構造のラマン散乱増強能
を検証した。4-アミノチオフェノール分子の金ナノアンテナ表面におけるラマン散乱増強度は金
ナノ粒子のそれよりも２桁以上大きいことがわかり、高感度な生体分子分光計測に有用である
ことを示した。探針型の金ナノアンテナ構造も開発し、探針先端でラマン散乱が 10000 倍以上
増強されることを確認した。また、ラマン散乱だけでなくレーリー散乱にも着目し、レーリー散
乱が探針直下の試料表面の屈折率によって変化することを見出した。試料表面上で探針を２次
元走査させながら探針増強レーリー散乱光を検出することによって、回折限界を超えた数 10nm
の空間分解能で試料表面の屈折率分布を測定できることも示した。 
4-2)ラマン散乱増強能が高い金属ナノギャップアンテナ構造の設計・作製とそれらを用いた生体
分子分光分析を行った。探針型の金属ナノギャップアンテナ構造に関しては、金属探針と金属基
板に用いる金属種と金属膜厚を制御することによって、ナノギャップ間に介在する試料分子の
ラマン散乱 増強度を増大させることに成功した。特に、銀探針と金基板を使用した時に、ラマ
ン散乱励起波長である 633nm付近でギャップモードプラズモンが誘起され、それに伴ってナノ
ギャップ間に介在する試料分子のラマン散乱が 1000 万倍程度に増強されることがわかった。 



さらに、アミノ酸 10分子程度から構成されるペプチド分子を金基板表面に吸着させて時間分解
ラマンスペクトル測定を行った結果、単一分子検出に起因するスペクトル変化(ラマンバンドの
明滅、振動数シフト)が観測され、金属ナノギャップ構造を用いた単一生体分子検出を実現した。 
探針型の金ナノアンテナ構造を用いたラマン分光装置の改良も行い、レーザー集光スポット中
心に探針位置を 1nm 以下の精度で長時間(1 時間以上)保持する機構を新たに開発し、測定時間
が長時間に及ぶ 2次元ラマンイメージングを安定的に行うことが可能となった。 
4-3)分子間相互作用(分子認識反応)の電気化学的・局所力学的制御ラマン分光測定に加え電気化
学的な摂動や力学的な摂動を局所的に印加することによって、分子間相互作用(分子認識反応)の
局所制御を行った。金属探針と金属基板を独立した作用電極として使用し、それぞれの電極表面
に修飾した生体分子の表面電荷を独立に制御し、生体分子が近接する際のラマンスペクトル変
化を観 測し、解析を行った。さらに探針下で単一分子に至る局所力学的摂動を加え、そのラマ
ンスペクトル変化の観測に成功した。例えば光異性化を起こす分子では、力学的な摂動を印加す
ることでも、単一分子レベルで異性化が起きることが、ラマンスペクトル変化から確認された。 
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