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研究成果の概要（和文） ：ガラス基板上に金属膜と誘電体膜を順に製膜することで、蛍光シグナ

ルを増強できるナノ構造基板を作製した。金属膜として Ag膜を、誘電体膜としてヘキサメチ

ルジシロキサンをモノマーとしたプラズマ重合膜を様々な膜厚で製膜した。そして蛍光標識夕

ンパク質を滴下し、基板からの蛍光強度を測定したところ、プラズマ重合膜の膜厚が約 56nm

のとき、蛍光強度を約 13倍に増幅できた。これにより、免疫測定の高感度化が可能となった。

研究成果の概要（英文） ：Fluorescence enhancement structure was built up on the glass 
substrate. First, the Ag film was deposited on the slide glass. The hexamethyldisiloxane 
plasma-polymerized film (PPF) was subsequently deposited as a dielectric film with 
various film thickness. The fluorophore-labeled protein was spotted, and the fluorescence 
intensity from the substrate was measured. As a result, the fluorescence intensity could 
be enhanced about approximately 13-fold when the thickness of PPF was approximately 56 
nm, suggesting the future possibility of highly sensitive immunoassay. 
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1.研究開始当初の背景

研究開始当初にヒトゲノム解析が終了し

たことを受け、ゲノムからっくられるすべて

のタンパク質を網羅的に解析しようとする

プロテオミクスが世界中で精力的に行われ

るようになった。この際問題になるのは、ガ

ンなどの疾患に関わる重要なマーカータン

パク質やその他の創薬ターゲットなどは極

めて微量にしか存在しないということであ

る。例えば、血清中に存在するタンパク質の

含有量は、アルブミンなどのように多いもの
では 5X 1010 pg/ml程度であるが、少ないも



のではわずか 1pg/mLと、 100億分の 1以下
である。このような重要かつ微量なタンパク

質を高感度に検出する技術を開発すること
は、プロテオミクスの分野にとどまらず、タ
ンパク質間相互作用などの詳細な生化学的
研究分野においても極めて重要である。そこ
でこのような微量タンパク質を高感度に検
出する技術が求められていた。

2.研究の目的
筆者らはこれまでに、 DNAアレイやプロテ

インアレイを作製する際にナノメートルサ
イズの薄膜構造を形成することによって、効
率的なアレイの作製と標的分子の高感度な

測定に成功してきた。例えば、緻密な有機薄
膜を作製できるプラズマ重合法を用いて、基
板上にナノサイズの有機薄膜を製膜した。こ
れにより、タンパク質をその機能を保持した
まま固定化することに成功し、新規 DNA・プ
ロテインアレイを開発した。このように筆者
は薄膜作製技術を駆使したタンパク質検出
技術に関する豊富な知見と経験を有してい

る。
一方、Hallらは、ガラス基板上に数～数十

ナノメートルの金属膜と誘電体膜を順次積
層させると、非修飾のガラス基板よりも、そ
の上に置いた蛍光物質の蛍光強度が増強さ
れる、という現象を見出していた (J. Opt. 

Soc. Am. B (1997) 14, 1149)。
そこで筆者は商機能薄膜作製の知見と経

験を生かして、この構造をタンパク質検出の
ための抗体アレイ上に構築し、タンパク質を
従来法よりも数十倍高感度に検出すること
を目的とした。

3.研究の方法
(1)金属膜の製膜と膜厚の測定
洗浄したスライドガラス上に Agの薄膜を

スパッタリング装置 (CFS-4ES、SHIBAURA)

によって 200Wの条件下で、 200nmの膜厚に
なるように製膜した。 Ag膜の膜厚は触針型表
面形状解析装置 (Dektak8stylus profiler, 

Veeco) を用いて測定した。

(2) プラズマ重合膜の作製
プラズマ重合装置 (ModelBP-1, SAMCO) 

を用いて製膜を行った。本装置の外観を図 l

に示す。
本研究で使用したモノマーは、

hexamethyldisiloxane (HMDS)である。製膜

の条件は、 20ccm、0.4 Torr、100Wとした。
そして製膜時間と膜厚との関係について測

定を行った。その結果を図 2に示す。なお、
膜厚の測定には レ~ ~ サ エリプソメーター
(ESM-lAT, ULVAC) を用いた。
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図 1 プラズマ重合装置
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図2 プラズマ重合時間に対する膜厚の検量
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(3)蛍光増強基板の作製

ガラス基板上に Ag膜を製膜する足場とな
るCr膜を 15sec製膜し、その上に Ag膜を

約 200nm製膜した。その後に HMDS膜を製膜
し、蛍光増強基板を作製した。 HMDS膜厚は
0-100 nmの範囲で 10nmごとの厚さに製膜し

た。また、対照基板として、洗浄したガラス
基板上へ同様の条件の HMDS膜を製膜した基
板を用いた。

(4)蛍光増強基板による抗原抗体反応
対象とする基板は、蛍光増強基板 (HMDS

膜：約 71run、 Ag膜：約 196run)、Ag膜の

み製膜した基板 (Ag膜：約 196nm)、HMDS膜
のみ製膜した基板 (HMDS膜：約 71nm)、ガ
ラス基板の 4種類とし、以下の手順で抗原抗

体反応を行った。
① mouse IgGとrabbitIgGの 1μg/ml溶液

をPBS溶液で 10倍希釈していき、各溶液
を300μl以上用意する。

②各 IgG溶液を 2μlずつ、 1種類の希釈溶
液につき 3サンプルずつ基板上に滴下す

る。
③風乾させ、吸着させる



④ HBSPM-Tween20-human serum albumin溶

液を 1ml滴下し、カバーして室温で 15min 

インキュベートする。

⑤ PBS溶液をタッパーに 25ml入れた中に

基板を置き、 2minX2回洗浄する。

⑥ 10 μg/ml Cy3標識抗マウス IgG抗体 400

μlを滴下し、カバーして室温で 15min 

インキュベートする。

⑦ ⑤と同様に洗浄する。
⑧風乾させ、蛍光シグナルを測定する。

(5) アレイヤーを使用した、蛍光増強基板に

よる抗原抗体反応

より再現性のあるデータを得るため、アレ

イヤーを用いて抗原を滴下し、抗体と反応さ
せて測定を行った。基板上には 10μg/ml Cy3 

標識抗マウス IgG抗体を 100nlずつスポッ

トした。その他の実験内容は (4)の実験と同

様とした。

(6) 4種類の抗原を用いた抗原抗体反応

使用する抗原を 4種類にして抗原抗体反応
を行った。mouselgGとrabbitlgG、さらに、
mouse anti-human C-reactive protein 

monoclonal antibody (mouse CRP-MCA) と

rabbit anti-human C-reactive protein 

monoclonal antibody (rabbit CRP-MCA) の

各抗原を PBSにより、 10μg/ml、1μg/mlの

濃度に希釈し、基板上にマイクロヒ°ペットを

用いて 1μlずつスポットした。今回の実験

における対象基板は蛍光増強基板とガラス

基板の 2種類とした。蛍光増強基板は約 197

nmのAg膜と約 62nmのHMDS膜を順次積層

させたものを使用した。抗原抗体反応は (4)

の実験と同様に行った。

4. 研究成果
(1) HMDS膜基板と蛍光増強基板における蛍光

シグナルの測定

蛍光増強に最適な HMDS膜の膜厚の検証を

行った。そのために HMDS膜を製膜した基板

と蛍光増強構造を構築したガラス基板上へ
サンプルを滴下・風乾した。滴下はアレイヤ

ーを用いて行った。この時の Ag膜の膜厚は

約 201nmであり、 HMDS膜の膜厚は 0~92nm 

であった。各蛍光シグナルを測定した結果を
図 3に示す。
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図 3 Ag膜の有無と蛍光強度の関係

Ag膜ーの場合はどの PPF膜厚でも蛍光強度

が低く 一定であるのに対し、 Ag膜＋では PPF

膜厚が 19run以上のときに蛍光強度が増幅さ
れているのがわかった。 Ag膜＋での HMDS膜

の膜厚と蛍光強度との関係を図 4に示す。
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図 4 HMDS膜の膜厚と蛍光強度の関係

蛍光強度は HMDS膜の膜厚が約 56runのと

きにピークとなり、山なりに近い蛍光強度を

得ることができた。この結果から、蛍光増強
に最適な膜厚は約 56nmということが示唆さ

れた。また、その時の蛍光増強度は約 13倍

となった。

(2) 4種類の抗原を用いた抗原抗体反応にお

ける蛍光強度の測定

蛍光増強基板を利用して 4種類の抗原を用

いた抗体抗原反応の結果を図 5に示す。

CRP-MCA: C-reactive protein monoclonal-antibody 

(μg/ml 
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蛍光増強基板ガラス基板

抗体：Cy3標識抗マウス lgG抗体（ヤギ由来）

図 5 4種類の抗原を用いた抗原抗体反応

この結果より、 mouseIgGとmouseCRP-MCA 

の2種類のサンプルに蛍光シグナルが確認で
きた。rabbitlgGとRabbitCRP-MCAのサン

プルでは蛍光は確認できなかった。これによ

り蛍光増強基板上で特異的な抗原抗体反応

を行っても高感度に検出できることが明ら

かになった。

次に蛍光強度を測定したグラフを図 6に示
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図 6 各種基板の蛍光強度の比較

mouse lgGのサンプル濃度が 10μg/mlの時、
蛍光増強基板では蛍光強度が約 53000となり、
蛍光増強度が約 21倍となった。また mouse

CRP-MCAのサンプル濃度が 10μg/mlの時、蛍
光増強基板では蛍光増強が約 3900となり、
蛍光強度が約 14倍となった。

以上の結果から、金属膜とプラズマ重合膜

からなるナノ構造基板を用いることにより、
免疫測定の高感度化が可能となった。
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