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研究成果の概要：本研究では、走査型プローブ顕微鏡および光導波路分光法を用いて、異なる

化学的特性（はっ水性・親水性）を有する基材表面における生体 1 分子の吸着挙動の解明を行

った。生体分子には、DNAおよびヒト血漿フィブリノーゲン（HPF）をモデルターゲットに用い

た。また、ケルビン力顕微鏡およびゼータ電位測定により、これら生体分子の静電ポテンシャ

ルを明らかにした。これらの成果は将来のバイオデバイス作製に向けての基盤技術となる。 
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１．研究開始当初の背景 

生体内において、タンパク質（酵素、抗体、
細胞など）・核酸（DNA など）・脂質（生体膜
など）などの生体分子は、自己組織的に集合
した分子集団を構成し、運動、信号処理、遺
伝子情報の読み取りといった生命活動に必
要な機能を担っている。この分子集団は、た
かだか数十ナノメートルの小さな機械であ
り、人工的に作製された機械とは異なった動
作メカニズムを有する。このため、生体分子
を用いたデバイスを創製すれば、新奇機能性
の発現が期待され、そのようなデバイスの創
製を目指した研究が行われている。また、そ
のデバイス性能を向上させるためにも、生体
分子そのものの機能性を解明することは極

めて重要であるが、そのメカニズムの完全な
理解にはまだ至っていない。生体分子の性質
を解釈するためには、生体１分子を直接観察
することが極めて有効である。現在までに、
走査型プローブ顕微鏡を用いた生体分子の
形状観察に関する研究が多数行われている
が、現状の手法では、生体 1 分子の機能性を
知るための方策としては不十分である。生体
１分子の遺伝子情報、すなわち、信号処理を
計測するためには、生体分子が“active”で
ある溶液中でその信号を計測する必要があ
る。このためには、ナノメートルオーダーの
分解能を持つ電子信号計測システムが必要
である。しかしながら、生体 1分子の機能性
に起因する電気的性質をターゲットとする
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研究を行った例は皆無である。生体 1分子の
電気的信号を計測する技術を確立すること
は、生体分子の新奇機能性を材料、デバイス
創製、医療分野への応用に向けて重要な課題
であり、今後の２１世紀社会の医学的、物理
化学的学問の観点からも必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体１分子レベルで反応観察

を行うことにより、生体分子の動き・局在・
相互作用・活性化状態を調査し、従来のマク
ロレベルの計測では平均化されて見えなか
った現象・１分子レベルでの反応メカニズ
ム・分子機能などの解明を目的とした。これ
らの現象を解明するために、走査型プローブ
顕微鏡や分光計測を用いた基礎研究を行っ
た。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、生体 1分子の静電ポテンシャ
ル検出技術を確立するために、以下の項目に
ついて検討を行った。 
 （１）生体分子の試料への固定化技術の確
立 
 生体分子の試料表面への吸着過程や生体
分子と試料表面の親和性を詳細に検討する
た め に 、 自 己 組 織 化 単 分 子 膜
(Self-Assembled Monolayer: SAM)を利用し、
試料の表面改質を行った。自己組織化単分子
膜を利用することにより、試料表面に様々な
官能基を導入することが可能となる。また、
ゼータ電位計により、生体分子や試料の表面
電位を計測し、静電的な相互作用を系統的に
調査した。 
（２）走査型プローブ顕微鏡による生体１分
子観察 
 生体分子機能が“active”である溶液中で、
材料表面における生体分子の局在や相互作
用を解明するために、観察条件の最適化やプ
ローブの選定を行った。また、液中における
生体１分子の電気的性質を検討するために、
液中で観察可能なケルビン力顕微鏡の計測
技術の確立を行った。 
（３）光導波路分光による生体１分子観察 
 光導波路を用いた分光法の開発を行い、生
体分子と基材界面での相互作用の解明を行
った。 
（４）走査型プローブ顕微鏡および分光計測
を用いた複合計測システムの開発 
 上記基礎研究のデータに基づいて、複合計
測システムの開発およびその計測技術の開
発を行った。 
 
 これらの具体的な研究項目を推進するこ
とで、生体 1 分子の様々な機能性を探索し、
材料、デバイス創製、再生医学分野に応用す
ることにより、生体 1分子が有する新奇機能

性の実用化につながる基礎研究を実施した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、はじめに、基板上へ DNAを固
定化し、KPFMにより、DNA の電気的特性の評
価を行った。サンプルには、SiO2、HOPG上の
DNA を用いた。金コートされたシリコン製
SI-DF3-A (SII 製、バネ定数：1.8 N/m、共振
周波数：約 25.3 kHz、Q 値：約 170) をカン
チレバーに用い、KPFM測定を大気中で行った。
KPFM測定では、探針－試料間に電気振動を印
加し、静電気力を測定することにより、接触
電位差を測定する。したがって、探針－試料
間に印加する電気振動の電圧 (VAC) および
周波数 (fAC) は、非常に重要なパラメータで
あるため、これらを変化させ、測定を行った
結果を図 1および図 2 に示す。 

 

図 1 SiO2上の DNA の KPFM コントラスト fAC
依存性 
(a) 表面形状像, (b) fAC = 5.0 kHz, VAC = 2.0 
V, Scan rate = 0.2 Hz, (c) fAC = 10.0 kHz, 
VAC = 2.0 V, Scan rate = 0.2 Hz, (d) fAC = 
20.0 kHz, VAC = 2.0 V, Scan rate = 0.2 Hz,   
(e) fAC = 24.0 kHz, VAC = 2.0 V, Scan rate 
= 0.2 Hz, (f) fAC = 25.0 kHz, VAC = 2.0 V,   
Scan rate = 0.2 Hz 



 

 

 
上記の実験結果に基づいて、SiO2 および

HOPG上に吸着させた DNAの表面電位測定を行
った。その測定結果を図 3 に示す。DNA の表
面電位は、基板を基準にして、SiO2上では、
+5～8 mV、APhS-SAM上では、+ 5～8 mV、HOPG
上では、- 20 mV であった。以上から、表面
電位の大きさの序列は、SiO2、APhS-SAM ＜ 
DNA ＜ HOPG であることがわかった。 

 SiO2では、DNAは Mg2+を介して、基板と配位
結合している。したがって、DNA と基板は、
イオン複合体を形成している。APhS-SAM では、
DNA のリン酸イオンとアミノ基で、SiO2 と同
様に、イオン複合体が形成する。ここで、双
方とも、DNA が基板より高い表面電位を持つ
ことは、DNAの基板への吸着の影響ではなく、
表面の Mg2+または、表面吸着水の層と負に帯
電している DNAとの間に形成された双極子モ
ーメントが、基板から空気へ向かう方向を持
っていることを示唆している。また、HOPGに
おいて、DNA が基板より低い表面電位を示す
原因は、HOPG の導電性、HOPG と DNA の吸着
に関する相互作用の影響、あるいは、負電荷
の DNAの作用によるためと考えられる。 
 次に、光導波路分光法を用いてヒト血漿フ
ィブリノーゲン（HPF:タンパク質）の吸脱着
の検出に関する調査を行った。基板には、自
己組織化単分子膜（SAM）を被覆した石英お
よびを PEG および OH 末端の石英基板を用い
た。SAM には、メチル基末端の OTS、アミノ
基末端の AHAPS を用いた。これらの異なる末
端官能基上に HPFを滴下し、基板表面に吸着
した微量の HPF の検出を行った。HPF は、ト
リプトファン、チロシンにより構成されてい
る。このため、これらに由来する吸収ピーク
が波長 280nm付近に出現する。このピークを
光導波路分光法で追尾することで、HPF の吸
着を分子レベルで検出することができる。図
4に、PBS溶液中に 1μMの濃度で希釈した HPF
溶液を各種基材に滴下し、波長 280nm の吸収
ピーク強度の時間変化スペクトルを示す。 

 OTS および PEG表面では、時間経過ととも
に、HPFの吸着量が増加しているのに対し、
AHAPS および OH 表面では、時間経過とともに
その吸着量が減尐した。このような吸着挙動
の違いは、表面の濡れ性の違いによると推察
される。これらの表面における HPF の吸着挙
動を調べるために、AFM による観察を行った。

図 2 SiO2上の DNA の KPFM コントラスト VAC
依存性 
(a) 表面形状像, (b) fAC = 24.3 kHz, VAC = 
1.0 V, Scan rate = 0.2 Hz, (c) fAC = 24.0 
kHz, VAC = 2.0 V, Scan rate = 0.2 Hz,    
(d) fAC = 24.3 kHz, VAC = 5.0 V, Scan rate 
= 0.2 Hz, (e) fAC = 22.0 kHz, VAC = 15.0 V, 
Scan rate = 0.2 Hz 

図 3 DNAの表面電位像 
(a) SiO2 (溶媒：0.1 mM MgCl2水溶液) 上の
表面電位像, (b) SiO2 (溶媒：0.1 mM MgCl2

水 溶 液 ) 上 の 断 面 プ ロ フ ァ イ ル ,          
(c) APhS-SAM (pH3 0.1 mM MgCl2水溶液) 上
の表面電位像, (d) APhS-SAM (pH3 0.1 mM 
MgCl2水溶液) 上の断面プロファイル, 
(e) HOPG (超純水 ) 上の表面電位像、        
(f) HOPG (超純水) 上の断面プロファイル 
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図 4 光導波路分光法による各種 SAM上にお
ける HPF 吸着量の経時変化 



 

 

OTS-SAM表面（疎水性）では、溶液滴下 30秒
後に、吸着層が高密度に形成され（図 5）、600
秒後には、凝集体の形成が確認された。この
ような凝集体の形成は、OTS-SAMと HPF の疎
水性相互作用に起因する。PEG表面上（疎水
性）では、末端にある CH3基の影響により、
HPF同士が凝集して吸着していったが、PEG
鎖のゆらぎにより、網目状に吸着が進行した。
PEG中の主鎖のエーテル結合（自由度が大き
い）に起因するゆらぎにより、HPFの吸着阻
害が生じるが、末端メチル基の影響により、
吸着した HPFは疎水性表面と同様に高密度で
凝集した。一方、親水性表面である AHAPS 上
では、HPFは疎水性表面に比べ低密度に吸着
した。600秒後には、局所的に凝集した HPF
が観察された。より親水性の高い OH表面上
では、HPFは AHAPS 表面の場合と同様、低密
度で吸着した。600 秒後も、吸着した HPF の
密度は低いままであった。これらの結果は、
光導波路分光の測定結果と一致する。 
 

 
 これらの吸着挙動の違いの原因を調査す
るために、HPFおよび各種基板表面のゼータ
電位測定を行った。pH7.7 の PBS溶液におけ
る HPFのゼータ電位は-8.7mVと負の値を示し
た。OTS、PEG、AHAPS、OH表面のゼータ電位
はそれぞれ-19.1、-25.1、-24.2、-33ｍVで
あった。HPF に対する基板表面の静電的斥力
の大きさの序列は、OH 表面＞AHAPS表面≃PEG
表面＞OTS表面である。すなわち、HPF の基
板表面への吸着のしやすさの序列は、OTS表
面＞PEG表面≃AHAPS表面＞OH 表面となり、光
導波路分光の測定結果と一致する。このこと
から、HPFの基板表面に対する吸着に影響を
及ぼす主な要因は静電的斥力であると考え
られる。 
 本研究を通して得られた知見は、生体 1分
子をケルビン力顕微鏡および光導波路分光
法にて検出する技術の基礎になるものであ
り、世界初の技術である。このため、本成果
は、生体 1分子検出技術の基盤技術として極
めて重要な位置づけになる。今後、本研究成
果の精度を高めていくとともに、生体 1 分子
を検出できる革新的技術の開発に取り組ん

でいきたい。 
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