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研究成果の概要（和文）：本研究では，金ナノ粒子二量体を用いた表面増強ラマン分光（SERS：
surface-enhanced Raman spectroscopy）によるDNAオリゴマーの検出と1塩基同定について報告した。二量体構
造は，ナノトレンチを用いたセルフアセンブルプロセスにより作製された。1つのアデンン（その他シトシン）
を有する8鎖長DNAオリゴマーに由来するラマンスペクトルが得られ，単一の金ナノ粒子二量体からは単一のDNA
オリゴマーのみが検出されると考えられるため，単一のアデニンを検出したと考えられる。また，シトシンピー
クのないアデニンピークのみが観察され，単一DNA塩基の空間分解能の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：This study reports the detection and the identification of a single base 
from a single DNA oligomer by surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) using a gold nanoparticle 
dimer. The gold nanoparticle dimer structure was fabricated by a self-assembling process using a 
nanotrench. A Raman spectrum derived from an 8-chain DNA oligomer with one adenine and seven 
cytosines was obtained. It was confirmed that a single DNA oligomer was detected from a single gold 
nanoparticle dimer. It indicates that a single adenine was detected. In addition, only the adenine 
peak without the cytosine peak was observed, indicating the possibility of spatial resolution with a
 single DNA base.

研究分野： ナノ・マイクロ科学

キーワード： 表面増強ラマン分光法　1分子計測　金ナノ粒子　プラズモニクス　セルフアセンブル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
表面増強ラマン分光（SERS：Surface Enhanced Raman Spectroscopy）の高い分子構造同定能力と高い感度を利
用した新規なDNAシーケンシングのために，1塩基検出が可能なSERS計測技術を構築した。これによりSERSにおけ
るナノギャップの光電磁場増強効果の理解が進めるとともに，DNA計測のための基盤技術を構築した。この技術
はDNAシーケンシングへ期待できるとともに様々な1分子計測基盤技術としての波及効果をもたらす。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

デオキシリボ核酸（DNA：deoxyribonucleic acid）シーケンシング技術は，個人に合わせた薬物
治療及び生命現象の解明に向けて大きな役割を担っている。癌は，DNA 塩基のメチル化など遺
伝子欠陥によって誘発されることが知られている。したがって，DNA の塩基配列およびメチル
化など異常修飾の同定は，個人医療や遺伝病早期発見などのために非常に重要となる。現在の
DNA シーケンシング技術は蛍光分子を使用しているが，これらの方法は複雑な化学反応を必要
とするため，DNA 配列の特定に時間がかかるとともに，試薬が高コストの原因となる。また，
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR：polymerase chain reaction）による増幅の過程で DNA の断片化が進
みシーケンシングの信頼性が低くなる。そのため，DNA 配列を蛍光標識なしで同定するナノポ
ア及びナノ電極を用いた電気的方法は次世代の DNA シーケンシング技術として研究されてい
る。しかしこれらの方法では，電気信号の変動が大きいため，シーケンシングの信頼性が低いと
いう問題点がある。 

表面増強ラマン分光法（SERS：surface-enhanced Raman spectroscopy）は，ラマン散乱からの高
い識別能力のため，DNA 識別実現が期待されてきた。分子からの散乱光には，入射光とは異な
る波数を持つラマン散乱が含まれる。この波数の変化，すなわちラマンシフトは分子の構造と結
合状態を反映しているため，ラマンスペクトルによって高い信頼性で分子を検出及び識別する
ことができる。通常，少量の分子のラマン散乱断面積は微弱であり検出できないが，分子が金属
ナノ粒子の表面にある場合，増強されたラマン散乱が観察される。この現象は，局在表面プラズ
モン共鳴（LSPR）と呼ばれる。特に，ホットスポットと呼ばれる 1 nm 未満の金属ナノ粒子間の
ナノギャップから非常に強い増強を得ることができる。単独のナノ粒子二量体は，粒子の結合方
向が入射光の偏光方向に一致している場合，粒子ギャップで巨大な増強が可能となる。しかし，
従来の研究では，粒子は基板上でランダムな方向にランダムな形状で形成されるため，検出の下
限濃度があることが報告されており，単一分子の検出には不十分である。これは，SERS の DNA
シーケンシングが実現されてこなかった理由の一つである。 

その問題を解決し，単一分子感度 SERS のために，ナノトレンチへのセルフアセンブリプロセ
スによって配列された金ナノ粒子二量体を提案している。この方法では，ナノ粒子二量体を偏光
方向にそろえて配列できるため，全ての二量体で巨大な SERS の増強が得られる。図 2 のシミュ
レーション結果は 1011倍の SERS 増強を示している。以前の研究では，二量体配列構造を使用し
て 10−11 M の超低濃度溶液から 4 種類の DNA 塩基が検出及び同定可能であることが報告されて
いる。また，単独の二量体からアデニンのラマンスペクトルを検出した。 

さらに DNA オリゴマーを使用して一本鎖 DNA を検出し，DNA 塩基配列を特定する可能性を
示した。その結果，直径 100 nm の二量体単独構造から，単独の DNA オリゴマーが検出された。
しかし，単一の DNA オリゴマーの中の単一の DNA 塩基の検出はまだ実証されていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では，まず単一の DNA 塩基感度を得るために粒子サイズを最適化した。その後，TE 緩
衝液中を溶媒とする濃度 200 μM の AAAAAAAA (A8) および CCCCCCCC (C8)，CCCCACCC 
（C7A1）分散溶液を用いて DNA オリゴマーの SERS 測定を実施し，単一の DNA オリゴマーで
の単一 DNA 塩基検出が可能であることを示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 セルフアセンブルにより作製された⾦ナ
ノ粒⼦の単独⼆量体構造の概略図。ナノ粒⼦の
連結⽅向と⼊射光の偏光⽅向を⼀致させること
ができる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 FDTD シミュレーションによるラマ
ン増強度|E|4 の計算結果。直径 200 nm の
2 つの⾦ナノ粒⼦が Si 基板上に配置され、
1 nm のギャップを持つ。 
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３．研究の方法 
単独金ナノ粒子二量体は図 3 に示すセ

ルフアセンブルプロセスによって作製さ
れた。まず，金ナノ粒子のコロイド溶液を
カバーガラスとテンプレートシリコン
（Si）基板の間に注入する。ナノトレンチ
構造は，電子ビームリソグラフィとその
後の Si ドライエッチングにより作製され
た。ガラス及び Si 基板の表面は，親水性
表面処理されている。メニスカスの端に
あるナノ粒子は，乾燥プロセス中に界面
張力によってナノトレンチに押し付けら
れる。この手法により，指定の位置と結合
方向で二量体を作製および配置できる。
コロイド粒子は表面に 0.5 nm の厚さの分
子層を持つ。二量体形成後，二つの粒子は
液 架 橋 力 に よ り 接 触 す る が ， UV
（ultraviolet）/O3（オゾン）プロセスによ
って分子層を除去することで，粒子間に
局所的なラマン増強ホットスポットとし
て機能する 1 nm のギャップが得られる。
本研究では,直径が平均 100，150，200 nm
の金ナノ粒子のコロイド溶液を使用し
た。 

図 4 に直径 100 nm および 200 nm の金
ナノ粒子を用いて作製された単独金ナノ
粒子二量体の SEM 写真を示す。金ナノ粒
子二量体構造がナノトレンチへのセルフ
アセンブルにより基板上に作製されてい
ることを確認した。図 5 は、それぞれ異な
る金ナノ粒子直径（100，150，200 nm）で
のラマン散乱光強度の実験結果を示して
いる。この実験では、ラマン分光のターゲ
ット分子として金ナノ粒子表面に吸着さ
れていた分子層を使用した。図 5 に示す
ように 200 nm で最も高い増強が得られ
た。シミュレーションにおいて 200 nm の
二量体は一分子検出に十分なラマン増強
度を示している（図 2）。 

TE 緩衝液中を溶媒とする濃度 200 μM
の AAAAAAAA (A8) および CCCCCCCC 
(C8)， CCCCACCC (C7A1)分散溶液を用
いて DNA オリゴマーの SERS 測定を実施
した。単一のオリゴマーの幅は約 1 nm で
あるため，粒子ナノギャップ（SERS ホッ
トスポット）には単一の DNA オリゴマー
のみが入れると考えられる。 

顕微レーザーラマン分光高度計を使用

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 セルフアセンブルにより作製され
た⾦ナノ粒⼦⼆量体の作製プロセスの概
略図 
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図 4 作製した⾦ナノ粒⼦⼆量体の SEM 写真。
（a）直径 100 nm，（b）直径 200 nm。 直径 2 
μm のレーザースポットには，⼆量体が 1 つだ
け存在する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 ⾦ナノ粒⼦表⾯に吸着されていた分⼦を使
⽤して実験的に得られた粒⼦径による正規化ラマ
ン強度。 
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図 6 200 nm の⾦ナノ粒⼦⼆量体を⽤いた DNA
オ リ ゴ マ ー の ラ マ ン ス ペ ク ト ル の 例 。 
(a)CCCCCCCC ， (b)-(d)CCCCACCC ， お よ び
(e)AAAAAAAA のスペクトルである。 点線はアデ
ニンとシトシンのピーク位置を⽰している。 積
算時間は 1 秒。 

650 700 750 800 850

ラ
マ

ン
強

度
 [

a.
u.

] 

40 counts 

ラマンシフト[cm−1] 

アデニン 
シトシン 

(a) AAAAAAAA 
(A8) 

(b) CCCCACCC 
(C7A1) 

(c) CCCCACCC 
(C7A1) 

(d) CCCCACCC 
(C7A1) 

(e) CCCCCCCC 
(C8) 



 

 

した。グレーティングは 1200/nmに設定し，
ホールとスリットのサイズはともに
500μm とした。N.A.が 0.5 の 50 倍の対物レ
ンズを使用した。レーザ強度とスポットサ
イズはそれぞれ 8.2 mW と 2 μm であり，
632.8 nm のレーザ波長を使用した。積算時
間は 1 秒に設定した。図 1 に示すように，
リザーバとなる貫通穴を備えた PDMS
（polydimethylsiloxane）を二量体配列領域
に位置合わせして貼り付けた。リザーバを
DNA オリゴマー溶液で満たし，カバーガ
ラスをリザーバにかぶせる。そして，顕微
鏡で金ナノ粒子二量体の位置にレーザー
スポットを配置し，増強ラマンスペクトル
を取得した。 
 
４．研究成果 

図 6 に得られた SERS スペクトルを示
す。A8（図 6(a)）および C8 測定（図 6(e)）
において、それぞれの塩基の環ストレッチ
ングに対応した 733 cm−1 のアデニンのピ
ークと 763 cm−1のシトシンのピークを観察
した。図 6(b)-(c)に示す C7A1 測定では，733 
cm−1のアデニンのピークが確認された。ホ
ットスポットには単一のオリゴマーのみ
のスペースがあり、C7A1 にはアデニン分
子が一つのみあることから，この結果は単
一のオリゴマー内の単一のヌクレオチド
が検出できたことを示している。 

図 6(b)-(c)に示すように、アデニンとシト
シンのいずれか、もしくは両方のピークの
出現という 3 つのパターンが確認された。
図 7 のコンタープロットに示すように，最初はシトシンピークのみが検出され，その後 80 秒か
らアデニンピークが出現した（図 6(a)）。図 6(b)の 50 秒から 80 秒ではシトシン信号が消失し，
アデニン信号のみが検出された。これはアデニンがホットスポットの最も強い位置に到達し，支
配的な信号を放出したことを示している。この結果は、ホットスポットがオリゴマーの位置によ
っては単一の DNA 塩基の空間分解能を持っている可能性を示している。 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 積算時間 1 秒および間隔時間 1.5 秒での
CCCCACCC（C7A1）の断続的な測定によるすべ
てのラマンスペクトルの等⾼線図。（a）1 回⽬の
測定と （b）同じ⼆量体での 2 回⽬の測定を⽰す。 
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