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研究成果の概要：二酸化チタン(TiO2)光触媒への紫外光照射によって生じる酸化還元力や超親

水性などを医学、医療や関連する周辺領域に応用することは、安全で豊かな社会の創成に役立

つ重要な研究課題である。本研究では、分子レベルで TiO2－DNA ナノ複合体を構築および制御

する方法論を確立し、ミスマッチ塩基配列の検出を目的としたナノバイオセンサーの開発を行

った。また、TiO2ナノ粒子表面における光反応を単一粒子および単一分子レベルで観測する新

しい実験手法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 

二酸化チタン(TiO2)光触媒への紫外光照射
によって生じる酸化還元力や超親水性など
を医学、医療や関連する周辺領域に応用し、
その実用化を検討することは、安全で豊かな
社会の創成に役立つ重要な研究課題である。
例えば、DNA や抗癌剤などを結合させたナノ
複合体を用いたドラッグデリバリーシステ
ムやバイオセンサーの開発は、光触媒のナノ
バイオ医療への応用という点からも極めて
重要である。しかしながら、TiO2光触媒反応
が DNA やタンパクなどの細胞内高分子へ及
ぼす影響については未だ明らかになってい
ない点が多く、TiO2ナノ粒子と DNA の複合化
に関する方法論も十分に確立されていると

はいえない。 
また、光触媒反応では、反応活性種の拡散

や反応性が時間的および空間的に不均一で
あり、従来のマクロな分光測定のみでは分子
レベルでの機構解明には至らなかった。以上
の問題を解決するためには、単一粒子・単一
分子レベルでの時間・空間分解分光測定が不
可欠である。そこで、本研究では単一の TiO2

－DNA ナノ複合体の光機能性を評価・制御す
る手法を確立し、ナノバイオ分野への応用展
開を行う。このような試みは、国内外におい
ても類を見ず、得られる知見はいずれもバル
ク系での観測では得ることが困難であり、そ
の学術的意義は大きい。 
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２．研究の目的 

本研究では、DNA の有する自己組織化能を
利用し、球状、チューブ状、ロッド状などの
TiO2ナノ材料を自在に組織化し、光機能性高
次構造体を構築することができる基盤技術
を確立することを目的とする。また、TiO2の
高い酸化能と DNAにおけるホール移動速度の
核酸塩基配列依存性を利用し、TiO2－DNA ナ
ノ複合体を用いた塩基ミスマッチ検出バイ
オセンサーを創製する。さらに、光触媒反応
を単一粒子および単一分子レベルで観測す
ることによって、界面光反応における不均一
性についての知見を得る。特に、様々な活性
酸素種を単一分子レベルで選択的に検出す
る新たな手法の開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 

アルカリ水熱反応などにより、様々な形状
やサイズを有する TiO2 ナノ材料を合成する。
ポストモディフィケーション法によってド
ーパミン分子を修飾した DNA を合成し、ジオ
ール部位とチタン部位の化学結合させるこ
とにより、バッファー中で安定な TiO2－DNA
ナノ複合体を形成させる。電荷分離効率は時
間分解拡散反射法により定量的に評価する。 

TiO2－DNA ナノ複合体における光触媒反応
を、全反射蛍光顕微鏡により単一分子レベル
で直接観測する。ここで、蛍光観察のため、
単一の発光性量子ドットを DNA に修飾する。
サンプルの作成法としては、カバーガラス上
に形成させた TiO2 薄膜にドーパミンを介し
て修飾 DNA を結合させる。蛍光観察用の対物
レンズを通して TiO2－DNA ナノ複合体に紫外
光を照射することで、時間・空間選択的に電
荷分離反応を引き起こす。ナノ複合体の酸化
による表面解離までの時間に対する DNA鎖の
長さ、塩基ミスマッチ、光照射強度の効果を
検討することにより、TiO2による DNA 光酸化
過程の詳細について明らかにする。 

光触媒反応によって生成した活性酸素種
を検出するための蛍光プローブとして、テリ
レンジイミド誘導体(TDI、一重項酸素(1O2)検
出プローブ)、ヒドロキシフェニルフルオレ
セイン（HPF、ヒドロキシルラジカル(•OH)検
出プローブ）、アミノフェニルフルオレセイ
ン（APF、•OH 検出プローブ）を用いる。 

単一分子蛍光観察は全反射蛍光顕微鏡
(Olympus IX71)を用いて行う。蛍光色素およ
び TiO2の光励起には、それぞれ連続波レーザ
ー(488 nm もしくは 532 nm)および水銀ラン
プ(365 nm)を用いる。 
 
 
４．研究成果 
（1）吸着部位としてカテコールを化学修飾

したDNAをTiO2ナノ粒子に結合する手法を確
立した。同様の手法で、ナノチューブなど
様々な形状を有するTiO2ナノ材料にDNAを修
飾することが可能である。 
全反射蛍光顕微鏡を用いて、発光性量子ド

ットを修飾した TiO2－DNA ナノ複合体を単一
分子レベルで蛍光観察することに成功した。
図 1A に観測された単一分子蛍光像を示す。
30 秒間の紫外光照射により、輝点数は著しく
減少した。これは、紫外光照射によってドー
パミン-TiO2 結合部位が開裂し、DNA が TiO2

薄膜上からバッファー溶液中へ解離したこ
とに起因する。また、紫外光照射によって引
き起こされる輝点数変化の DNA塩基配列依存
性の実験から、たったひとつのミスマッチ塩
基対が反応効率を大きく低下させることが
わかった。反応速度論に基づく定量的な解析
から、光触媒酸化反応において、DNA 鎖内の
ホール移動過程が重要な役割を果たしてい
ることがわかった。また、捕捉剤添加実験か
ら、•OH など種々の活性酸素種が TiO2－DNA
ナノ複合体の開裂反応に関与していること
を明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1.（A）TiO2－DNAナノ複合体の単一分子蛍光像。

（B）輝点数変化における DNA 塩基ミスマッチ効果。 

 
（2）非接触 TiO2 光触媒反応において生成す
る活性酸素種を蛍光プローブによって選択
的に検出する測定系を構築し、その時間・空
間分布について明らかにした。 
図 2A は、TiO2光触媒反応における重要な活

性酸素種である•OH の検出に用いた HPF の反
応スキームを示している。•OH との反応によ
って強発光性のフルオレセインを生成する。 
図 2B は検出された輝点数の実時間変化を

示している。TiO2への紫外光照射により、観
測領域内に 10～20程度の輝点が観測された。



 

 

これらは、フルオレセインからの単一分子蛍
光によるものであり、•OH が空気中へ拡散し
ていることを示している。高強度のレーザー
光を照射しているため、生成したフルオレセ
インの大部分は 1 フレーム（33 ms）内に退
色した。検出された総輝点数の時間変化を単
一指数関数で解析することにより、定常状態
における HPF と•OH との擬一次反応速度 kOH

を得ることができた。さらに、lnkOH と TiO2

薄膜とカバーガラスとの距離 dの二乗との関
係から、見かけの•OH 寿命は 170 μs 程度で
あることがわかった。 

また、カバーガラスの端に密着させた TiO2

薄膜へ紫外光を照射することにより、ガラス
表面における•OH の二次元拡散を観測するこ
とに成功した。得られた実験および解析結果
から、•OH がガラス表面に存在する水分子膜
ネットワークを不均一に拡散しているモデ
ルを提案した。ガラス、水、空気の３成分か
らなる界面における活性酸素種の異常拡散
を実験的に観測した例は本研究が最初の例
であり、今後より詳細な検討により、基礎的
な面からその科学を明らかにすることが望
まれる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2.（A）ヒドロキシフェニルフルオレセイン（HPF）

によるヒドロキシルラジカル（•OH）の単一分子検

出。（B）紫外光照射前後の輝点数変化。挿入図は、

TiO2薄膜とカバーガラスとの距離（d）の二乗と反

応速度（kOH）の対数との関係である。 

 
（3）一次元構造を有する TiO2 ナノチューブ
内における光触媒反応を単一粒子・単一分子
レベルで蛍光観察した。TiO2ナノチューブを
固定化した観察用フローセルを作製し、ヒド
ロキシルラジカル検出蛍光プローブを含む

バッファー溶液を流入することにより、個々
のナノチューブ内での光触媒反応をその場
観察することに成功した。具体的には、TiO2

ナノチューブに紫外光を照射することによ
って生成したヒドロキシルラジカルと蛍光
プローブとの反応によって生成したフルオ
レセインを超高感度 CCDカメラを用いて単一
分子蛍光検出した（図 3A）。 
図 3B は蛍光強度の時間変化である。紫外

光照射により、蛍光強度の増加が観測された。
個々のスパイクが APF と•OH との反応によっ
て生成したフルオレセインからの蛍光に対
応している。•OH 捕捉剤である DMSO を添加す
ることで、蛍光強度の増加は著しく抑制され
た。 
また、フルオレセインの分子拡散および細

孔における滞在時間の違いから、生成したフ
ルオレセインが TiO2 ナノチューブのマクロ
孔およびメソ孔のどちらに存在しているの
かを見分けることができた。その結果、マク
ロ孔では、メソ孔と比べ、光触媒反応効率が
高いことがわかった。これは、基質分子であ
る APFの細孔内分子輸送過程が重要な役割を
果たしていることを示している。さらに、フ
ルオレセイン生成の時間・空間分布解析から、
TiO2ナノチューブにおける光触媒反応活性が
空間的に非常に大きな不均一分布を示すこ
とを見出した。 
 本手法は、TiO2光触媒のみならず、生体系
をはじめ様々な不均一界面における活性酸
素種の検出に適応できるため、今後より多く
の応用展開が期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.（A）アミノフェニルフルオレセイン（APF）

を用いたTiO2ナノチューブ内ヒドロキシルラジカ

ル（•OH）の単一分子検出。（B）紫外光照射による

蛍光強度変化。•OH 捕捉剤である DMSO を添加する

ことで、蛍光強度の増加は抑制される。（C）マク

ロ孔およびメソ孔におけるフルオレセイン検出速

度。 
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