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研究成果の概要（和文）：特定の条件で処理したサファイア表面には疎水ドメインと親水ドメイ

ンが共存する。この相分離表面を用いて、タンパク質分子と固体表面の相互作用の解明を図っ

た。まず、疎水ドメインと親水ドメインの液中での性質を明らかにするため、走査プローブ顕

微鏡を用いてポリスチレン等のコロイドプローブとドメイン表面との吸着力を測定し、液中に

おいても明瞭な化学状態の差が保存されていることを確認した。次いで、異なる電荷をもつタ

ンパク質の吸着を系統的に調べ、選択吸着の第一の要因は静電相互作用にあることを明らかに

した。さらに、吸着したのちは静電相互作用だけでなく、非可逆的な疎水性相互作用もかかわ

ることを示唆する結果を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：Single-crystalline sapphire surfaces treated under particular 

conditions exhibit a phase separation into hydrophilic and hydrophobic domains. Using 

this surface, we have studied interactions between solid surfaces and biomolecules. To 

clarify the chemical properties of the domain surfaces, we used scanning probe microscopy 

equipped with colloidal probes and measured adhesion forces between the probe colloids 

and the solid surfaces. We observed distinct differences in the chemical states between the 

hydrophilic and the hydrophobic domains. Then, we investigated the adsorption 

mechanism of various protein molecules and found that the major force in the molecule 

adsorption is electrostatic one. But, some experimental results suggest that hydrophobic 

interaction is also involved in the adhesion of proteins after their adsorption. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、バイオテクノロジーと表面科学の発
展により、従来は接点を持たなかった固体表
面と生体表面の界面制御への関心が高まっ

てきた。極めて安定で制御性が良い固体表面
に生体分子機能を固定することにより、新し
いバイオセンサや固体/生体融合デバイスの
可能性が広がっている。一方、抗原抗体反応
の検出や、将来の医療技術の革新が期待され
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る生体内デバイスにおいては、信号検出を阻
害する非特異的な吸着が問題であり、ネガテ
ィブな側面としても固体と生体分子の相互
作用の解明は重要である。従来の固体とタン
パク質分子の界面研究においては、大別して、
タンパク質分子の活性を維持しつつ固体表
面に固定する界面の研究と、疎水相互作用を
主とする固体表面への吸着を抑制する材料
の開発に重点が置かれていた。しかし、固体
表面を機能として積極的に用い、新しいセン
サや生体複合デバイスを作製しようとする
試みはなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、サファイア基板表面のド
メイン形成機構とタンパク質分子との相互
作用を解明することである。本報告者は、サ
ファイア基板の熱処理温度・基板の傾斜方向
などの条件を選ぶと、図 1に示すような疎水
的と親水的で特徴付けられるドメイン構造
が形成することを発見した。一般にタンパク
質は疎水性が強いと吸着が起こりやすいと
されているが、上記のように、タンパク質の
構造によっては逆の吸着パターンも現れる。
本計画では、ドメインの構造と選択性の機構
を解明することを目的とした。 
 次に、ドメインの生体分子吸着選択性に基
づいてタンパク質選別チップの基礎技術を
確立することを目的とした。従来、タンパク
質分子の選別は、電気泳動のような分子量や
形状による分離方法が用いられてきた。本研
究では、タンパク質分子の構造的特徴に基づ
いて選別する技術の開発を目指した。産業的
には、信号処理系と一体にチップ化でき、安
価で加工特性に優れた Si 基板の使用が望ま
しい。研究期間内に、Si表面での生体分子選
択的吸着技術も検討することとした。既に

SPMによる Si陽極酸化において、酸化電圧
による表面化学状態制御に成功しており、生
体分子吸着への適用を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
① サファイア表面の液中状態評価 
 本提案の基礎となっているのは、ステップ
配列制御したサファイア表面に現れるドメ
イン構造である。図 1は、本提案の発端とな
ったサファイア表面の走査プローブ顕微鏡 
(SPM)像で、(a)は凹凸像、(b)は摩擦力像、(c)
はスケッチである。楕円形(ここでは円形に近
い)の領域（Domain A）は周辺(Domain B)
と比べて摩擦が小さく(暗く)観察される。こ
れは、他の実験結果も合わせて、吸着水が少
ない、すなわち疎水的領域が形成されている
ことが確認されている。このドメイン化表面
を酸処理すると、タンパク質分子の活性を維
持するためのバッファ溶液中で、非常に特徴
的なタンパク質吸着特性を示す。本研究にお
いて、このサファイア表面の溶液中での状態
を解明する。方法として、ナノスケールのド
メインを評価する必要があることから、分解
能の高い SPM技術を用いる。コロイドプロ
ーブを用いて表面のドメインの性質を解析
する。 
② 選択的吸着の機構解明  
 本提案の中核は、タンパク質分子の固体表
面への選択的吸着である。従来の考え方では、
親水性表面ではタンパク質分子と基板の表
面の水和層が斥力となって吸着は起こりに
くく、疎水性表面ではタンパク質分子の疎水
部が疎水性表面と接触して吸着するとされ
ていた。しかし、同じサファイア表面でも明
瞭に逆の吸着現象が観察されており、新しい
モデルの構築が必要である。サファイア表面
状態の解析に基づき、選択的吸着の機構を明
らかにする。吸着に関わる力として、基板と
タンパク質分子表面の電荷による静電相互
作用がある。電荷の効果については、溶液中
の pHや塩濃度により制御可能である。これ
らにより、タンパク質分子の吸着機構を明ら
かにする。併せて Siベースの吸着選択チップ
の可能性を探る。 
 
４．研究成果 
① サファイア表面の液中状態評価 

 液中でのドメインの相分離を検出するため、
AFMによる吸着力測定を行った。AFMティ
ップの位置を固定し、基板表面に接触させて
荷重をかけた後、再びティップを離していく
過程でカンチレバーの曲がりにジャンプが
観察される。これは、チップ先端が基板表面
から急激に離れることに相当する。相分離表
面の場合、探針と表面の材質は同じものであ
るから、吸着力の差はそれぞれの表面の水和
構造を反映したものになると想像される。こ
こで、吸着力はチップ先端の形状(実効接触面
積)に依存するため、コロイドプローブを用い
ると再現性が良い。コロイドプローブは先端
形状の揃った 1m 径程度の球であり、材質

図 1. サファイア(0001)面のドメイン構
造。(a) 形状像、(b) 摩擦像(親水性の度
合い)、(c) 基板のステップバンチとドメ
インの関係のスケッチ。 



図 3. アビジン吸着の pH依存性。アビジ
ンは可逆的に脱離が起こる。 

図 2. 親水・疎水ドメインにおける吸着
力の分布。 

を選ぶことによって吸着力を調整できる。空
間分解能は劣るが、測定位置を特定するのに
十分な分解能は得られる。吸着力は、図 2に
示すように、疎水ドメインで大きく、親水ド
メインでは相対的に小さい。測定された吸着
力は各点ごとに大きく異なっているが、一点
に固定して複数回測定を繰り返したときの
ばらつきは小さい。すなわち、同じドメイン
内であってもプローブ先端とサファイア表
面との吸着力が場所によって異なることが
わかる。疎水性ドメインでは、疎水性のポリ
スチレンと疎水性のサファイ表面間の吸着
力であるため、一度吸着すると水を排除する
力が働く。一方、親水性ドメイン上では表面
は水和構造に戻ろうとするために吸着力は
弱くなる。また、この相分離表面の疎水ドメ
インは表面の平坦性が極めて高く均一な表
面であるため場所ごとのばらつきも小さく
なっている。表面平坦性の劣る親水ドメイン
では場所ごとのばらつきが大きいが、これは
ステップ密度の差などが原因と考えられる。 

 上で述べたように、一点に固定して測定し
たときのばらつきは小さいが、場所ごとのば
らつきは大きい。このことは、単に疎水ドメ
インと親水ドメインの区別だけでなく、同一
種類のドメインでも場所による違いが検出
できていることを意味する。大気中の評価で
は「メニスカス」というマクロな力の測定に
より化学状態を評価できるが、水和構造を直
接反映している溶液中の力の方が、表面化学
状態に敏感であることが示唆される。したが
って、本手法は、表面を終端する官能基の分
布測定などに幅広く適用可能である。 

 

② 選択的吸着の機構解明 

相分離したサファイア(0001)表面ではタン
パク質分子の選択的な吸着が起こる。これは
本誌でもすでに紹介しているので、ここでは
要点のみ述べる。様々な等電点 (Isoelectric 

point、水溶液中で電気的に中性となる pH の
値)をもつタンパク質を pH が 7 程度の溶液中
で吸着させると、大雑把には等電点によって
吸着パターンが決定され、等電点の低いタン
パク質(フェリチンやアルブミン)は電荷の弱
い疎水ドメインに、等電点の高いタンパク質
(アビジン等)は負電荷をもつ親水ドメインに

選択的に吸着する。この実験結果から、吸着
の選択性にはタンパク質の電荷が最も大きく
寄与すると結論付けられる。 

この相分離表面はタンパク質吸着における
固体と生体分子の界面の性質を調べるのに非
常に有力である。図 3 は、アビジン分子の吸
着パターンが pH の変化に対してどのように
変わるかを観察したものである。静電相互作
用だけが関わっているときは、pH の変化に対
して吸着力が変化するためパターン(あるい
は吸着量)も変化するはずである。アビジンの
場合は、吸着後に pH を静電相互作用が強く
なるように変化させると、吸着していた分子
は脱離する。一方、フェリチンを吸着させた
場合は、同様に静電相互作用を強めてもほと
んど脱離は起きない。この結果は、吸着まで
の相互作用は遠距離力である静電相互作用が
支配的であっても、吸着後は別の力が関わる
場合とそうでない場合があることを示唆す
る。吸着後はタンパク質の変性によってタン
パク質の疎水部が基板と接触し、疎水性相互
作用が支配的になる場合があり、フェリチン
ではそのようになっている可能性がある。し
かし、固体と生体分子の界面はまだ未解明な
ことが多く、相分離表面が吸着機構解明に有
用であると考えている。 

 

③ その他の成果 

(1) チタニア表面の化学ドメイン 

 サファイアで発見した酸化物表面の相転
移現象の機構解明と、そのより広いバイオテ
クノロジーへの展開を図るために、生体適合
性の観点からバイオ適用範囲の広い TiO2 の
化学ドメインを検討した。その結果、TiO2 

(100)面を大気中で熱処理すると，ステップ/

テラス構造が崩れ，ストライプ状に変化する
とともに，親水性の高いドメインが成長し最
終的に短冊状ドメインが現れることを見い
出した。短冊状の領域は親水ドメイン，すな
わち表面の終端状態の異なる化学ドメイン
である。この表面に OTS-SAM膜を堆積する
と，親水性の高い短冊状ドメインに OTS 膜
が形成され，表面の親水性コントラストが
OTS 膜形成により反転することが観察され
た。すなわち、この相分離は、OH 基密度の
異なるドメインへの分離である。この結果か



ら、化学的相分離が Alと Ti酸化物表面で共
通する現象であることが明らかとなった。 

 

(2) Si酸化膜上での化学的性質の制御 

 走査プローブ顕微鏡を用いる陽極酸化に
より、Si 表面に微細な酸化膜を形成できる。
この方法において、酸化電圧を変えることに
より、形成する酸化膜表面の親水性も異なる
ことを見い出した。この発見をもとに、異な
る親水性をもつ酸化膜を同一表面上に成長
させることができた。この表面が化学的に異
なることを自己組織化単分子膜の選択的形
成により確認し、タンパク質選別が Siチップ
によっても実現可能であることを示した。 
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