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研究成果の概要（和文）：本研究は、リン脂質自己組織化膜の流動性を利用した膜表面での分子間相互作用、特に糸状
部位と環状部位との相互作用によるロタキサン構造の形成による新規な超高感度検出技術開発を目的とするものである
。その結果、本リン脂質自己組織化膜上に蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を起こす組み合わせとしてよく知られてい
るCy3とCy5で標識した2種類のシクロデキストリン誘導体を固定化することで、ポリエチレングリコール添加によりロ
タキサン構造が形成される結果、蛍光強度変化を利用した新しい検出技術の開発が期待できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop the novel high sensitive detection method of target molecules 
utilizing the formation of rotaxane structure on the surface of self-assembled phospholipid layer possessi
ng fluidity.  It is well-known that the rotaxane structure is formed by mixing cyclodextrin (CD) and polye
thylene glycol (PEG) in water, in which many CD units are threaded by PEG.  Two kinds of CD derivatives, w
hich possessed Cy3 or Cy5 to induce the fluorescence resonance energy transfer (FRET), were immobilized on
 the surface of self-assembled phospholipid layer.  It was observed that the fluorescence intensity change
d by adding PEG aqueous solution to the film immobilizing CD derivatives possessing Cy3 or Cy5 due to the 
formation of rotaxane structure.  It is hoped that the high sensitive detection of PEG might be developed 
by this method.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、微量成分の検出をはじめ、高感度検
出技術の開発が望まれている。このような高
感度検出技術の開発は病気の早期発見につ
ながり、我が国のような高齢化社会において
は医療費の削減にも寄与することから高い
関心が寄せられている。さらに、検出部位の
小型化や短時間での検出が可能になれば、在
宅での診断に用いられるヘルスケアチップ
への応用など、幅広い需要が見込まれる技術
となると期待される。 
 一方、本申請者らは最近、低圧気体の放電
を利用するプラズマ表面処理技術を用いて、
高分子材料表面に熱的にも安定なリン脂質
自己組織化膜を構築する方法を開発した。本
方法により構築したリン脂質自己組織化膜
は、細胞膜と同じように流動性を持つため、
その表面に固定化した分子の位置が移動可
能である。すなわち、従来の高分子表面等に
分子を化学的に固定化する方法では、固体化
した分子の位置を移動することはできない
が、流動性を持つリン脂質膜表面に固定化す
れば、分子の移動が可能となるとともに、表
面に固定化した分子間での相互作用も期待
され、従来法とは異なる新しい高感度検出技
術の開発が可能になると考え、本研究に着手
した。 
 
２．研究の目的 
 既存の生体分子固定化技術のように高分
子基材等に直接センサー分子等を固定化す
る方法では、基材表面に固定化した分子間で
の相互作用を実現するのは不可能である。高
分子基材上に構築した流動性あるリン脂質
自己組織化膜表面に分子を固定化すること
により、高分子基材に直接結合していないた
め分子の移動が可能となり、膜上の分子間で
の相互作用が可能になり、新しいタイプのデ
バイス開発が実現できると考えられる。本研
究は、上述の新規デバイス開発の基礎研究と
して、膜流動性を利用した膜表面での分子間
相互作用、特に糸状部位と環状部位との相互
作用によるロタキサン構造の形成による新
規な超高感度検出技術開発を目指す。 
 図 1 は、その概要を模式的に示したもので
ある。Ａ)のように両末端にかさ高い置換基を
持ち、かつ一方が酵素特異的に切断される部
位を有する糸状分子とリン脂質膜上に環状
分子が固定された基材を用いるシステムの
開発を行う。すなわち、糸状分子が酵素によ
り切断されないときは、かさ高い置換基が両
末端にあるためロタキサン構造を形成でき
ないが、酵素により切断されるとロタキサン
構造を形成し発色（発光）するシステムの開
発を目指す。あるいは、Ｂ)のようにロタキサ
ン構造を形成しておき、末端が酵素で分解さ
れるとロタキサン構造が分解し、消光するシ
ステムの確立を目指す。そのために、期間内
では以下の項目について研究を行う。 
１） リン脂質自己組織化膜上でのロタキサ

ン構造の形成条件を確立する。 
２） ロタキサン構造形成時に発光するため
の、蛍光色素団の導入と安定性について検討
する。特に、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲ
ＥＴ）を利用した検出法と糸状分子と環状分
子の相互作用を利用した発光について検討
する。 
３） 本方法により構築されるリン脂質自己
組織化膜の特性、特に流動性とその制御につ
いて明らかにする。 
 

 
図 1 リン脂質自己組織化膜上でのロタキサ
ン構造形成を利用した高感度検出技術開発
の概要 
 
３．研究の方法 
（１）リン脂質自己組織化膜の特性評価 
 リン脂質自己組織化膜の膜厚は、光学干渉
式リアルタイム膜厚測定装置（Avantes）を
用いて測定した。 
 リン脂質自己組織化膜の熱安定性は、加熱
により遊離したリン脂質量を定量すること
により行った。 
 
（２）流動性評価 
 リン脂質自己組織化膜の半分にフルオレ
セインで標識したアルブミンを固定化し、こ
のフィルムを水に浸漬させ、経時的に共焦点
レーザー顕微鏡（Zeiss LSM 700）によりフ
ィルム表面の蛍光部分の範囲を測定し、単位
時間当たりの蛍光部の移動距離より流動性
を評価した。 
 
（３）Cy3 あるいは Cy5 で標識した Per-6- 
amino--cyclodextrin（Per-6-ABCD-Cy3 あ
るいは Per-6-ABCD-Cy5）の合成 
 Per-6-amino--cyclodextrin（Per-6-ABC 
D）は既報の方法により合成した。Amersham 
Cy3-Mono-Reactive あるいは Amersham 
Cy5-Mono-Reactive を Per-6-ABCD と等モ
ルになるように室温で 24 時間反応させ、目
的物を得た。 
 
（４）蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）
の測定 
 リン脂質自己組織化膜表面に等モルにな
るように Per-6-ABCD-Cy3 と Per-6-ABCD- 
Cy5 を固定化した。このフィルムをリン酸生
理緩衝食塩水（PBS）に浸漬し、ポリエチレ
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ングリコール（PEG）の PBS 溶液を添加し、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、Cy3 の励起
波長 555nm を照射し、Cy5 の蛍光強度を経
時的に測定した。 
 
４．研究成果 
（１）リン脂質自己組織化膜の温度に対する
膜厚の変化 
 リン自己組織化膜の熱安定性に関する知
見を得るため、膜厚の異なるリン脂質自己組
織化膜を調製し、加熱に伴う膜厚の変化を評
価した。 
 図 2 は、その結果を示したものである。1 
mmol/l のリン脂質懸濁液に浸漬して得られ
たリン脂質自己組織化膜の膜厚は約 9 nm で
あるのに対し、2 mmol/l の懸濁液を用いた時
は約 15 nm であった。一般にリン脂質二重膜
の膜厚は、5～6 nmといわれていることから、
1 mmol/l の時は 3 層、2 mmol/l の時は 5 層
構造を取っていることが示唆された。この結
果は、高分子基板表面が疎水性であることか
らも一致している。60℃に加温した時、1 
mmol/l で調製したものは膜厚の変化は見ら
れないのに対し、2 mmol/l の試料では約 6 nm
の膜厚の低下が認められた。この膜厚の減少
は、リン脂質 2 層分に相当しており、5 層構
造から 3 層構造に変化したことが示された。
80℃では、両試料ともに検出限界以下の値と
なったため、リン脂質自己組織が崩壊したこ
とが明らかとなった。 
 以上の知見より、以降の研究においては熱
安定性の高かった 1 mmol/l で調製したリン
脂質自己組織化膜を用いて実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 加熱によるリン脂質自己組織化膜の膜
厚変化 
 ●；1 mmol/l リン脂質懸濁液により調製 
 ○；2 mmol/l リン脂質懸濁液により調製 
 
（２）リン脂質自己組織化膜の流動性評価 
 本リン脂質自己組織化膜には Per-6-ABCD
を固定化するための足場として、ステアリン
酸（StA）をリン脂質膜内に導入している。
一方、細胞膜中にもリン脂質以外に様々な脂
肪酸が含まれており、脂肪酸の種類や量によ
り膜の流動性が変化することもよく知られ
ている。本研究で目指す新規検出法において
は、膜の流動性が検出時間に大きな影響を与

えることが予想される。そこで、種々の StA
含有リン脂質自己組織化膜を調製し、その流
動性を評価した。本実験条件においては、StA
の導入密度が最大のときが 0.30 nmol/cm2 で
あり、この範囲内においては StA を含んでい
ないリン脂質自己組織化膜と熱安定性に差
異がないことを別途確認している。 
 表 1 は、StA 密度に対するリン脂質自己組
織化膜の流動速度の結果を示したものであ
る。0.15 nmol/cm2までは、流動速度に変化は
認められなかったが、0.30 nmol/cm2では明ら
かに大きな値を示しており、StA 含有量の増
加に伴い流動速度が増すことが明らかとな
った。この結果は、上述のように細胞膜の結
果とも同じ傾向を示している。 
 以上の知見より、本実験条件において流動
速度の最も大きかったStA密度0.30 nmol/cm2

の試料を以下の実験において用いることと
した。 
 
表 1 ステアリン酸密度に対するリン脂質自
己組織化膜の流動速度 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（３）蛍光標識した Per-6-ABCD の固定化と
ロタキサン構造形成の評価 
 リン脂質自己組織化膜上でロタキサン構
造形成による FRET 現象を引き起こすため、
膜上への固定化と蛍光分子の固定化を考慮
し、構造内にアミノ基を 7個持つ Per-6-ABCD
の合成を既報に基づき行った（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 Per-6-ABCD の合成 a) 
a) P. R. Ashton, R. Königer, J. F. Stoddart, 
J. Org. Chem., 61, 903-908 (1996) 
 
 
 



 次に、合成した Per-6-ABCD と蛍光色素と
の縮合反応を実施した。蛍光色素には、FRET
を起こす組み合わせとしてよく知られるシ
アニン色素である Cy3、Cy5 を選択した。
Per-6-ABCD と N-hydroxy-scuccinimide 
ester (NHS) 型の Cy3 あるいは Cy5 を等モル
反応させ、目的とする蛍光標識化合物 Per-6- 
ABCD-Cy3 あるいは Per-6-ABCD-Cy5 を得
た。 
 リン脂質自己組織化膜上に Per-6-ABCD- 
Cy3 と Per-6-ABCD-Cy5 を等モル固定化し、
その表面を共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た。蛍光強度の結果を図 4 に示す。Cy3 の励
起波長 555 nm の励起では Cy3 の蛍光が（左
端の棒グラフ）、Cy5 の励起波長である 639 
nm の励起では Cy5 の蛍光（右端の棒グラフ）
が観察された。この結果より、2 種類の蛍光
色素がリン脂質自己組織化膜上に固定化さ
れていることが確認された。しかしながら、
予想に反して、ブランクの強度と比較して、
両色素を固定化した膜では Cy3 の励起波長
555 nm で励起した時の Cy5 の蛍光強度は明
らかに高い値を示した。（左端から 2 つ目の
棒グラフ）この結果より、FRET がすでに起
きている可能性が示唆された。すなわち、Cy3
あるいはCy5どちらかの一部がCDに包接さ
れた結果、FRET がおきたものと考えられる
（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 リン脂質自己組織化膜上に蛍光標識し
た Per-6-ABCD を固定化したときの各励起波
長での蛍光強度 
 □；ブランク、■；蛍光標識試料 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 5  Per-6-ABCD-Cy3 と Per-6-ABCD- 
Cy5 との間での包接錯体形成の模式図 
 
 
 

 そこで、PEG の添加により包接錯体が崩壊
し、蛍光強度に変化が生じるものと考え、本
試料へのPEG添加による蛍光強度の変化につ
いて検討した。その結果、添加後 5時間まで
はPEG濃度依存的に蛍光強度が減少する傾向
が示された。（図 6）さらに、低濃度において
は5時間以降に蛍光強度が回復する傾向が示
され、ポリロタキサン構造形成による FRET
の発現、あるいは一部包接錯体が再形成され
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6 PEG 添加による励起波長 555nm におけ
る Cy5 の蛍光強度の経時変化 
 ○；1.5 nmol/l PEG 溶液 
 ●；15 nmol/l PEG 溶液 
 
 
以上の知見より、流動性のある本リン脂質

自己組織化膜上に FRET ペアを持つシクロデ
キストリン誘導体を固定化することで、膜上
での FRET を利用した新しい検出技術の開発
が期待できることが明らかとなった。今後は、
さらに詳細に PEG 濃度と FRET 強度変化との
関連を明らかにするとともに、PEG の分子量
による FRET 強度変化についても明らかにす
る。さらに、現時点では Per-6-ABCD と等モ
ルの蛍光色素を結合させているが、蛍光色素
量の増大（Per-6-ABCD に対して 2あるいは 3
分子の蛍光色素の結合）による高感度化を進
める。また、包接錯体を形成しないようにす
るため、α-CD に変えても検討を行う。 
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