
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成 25年 ５ 月 １０ 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は，分子標的創薬や個別化医療の実現に貢献する「標的タンパク質と複数の低分
子薬物の特異的な結合様式を解明」するための質量分析と分光分析を連携させた新規な分析手
法を開発した。局在表面プラズモン(LSPR)センサーによる相互作用解析とレーザー脱離イオン
化法質量分析(LDI-MS)による結合物の同定・構造解析を同一試料基板で行うことができる三角
形状銀ナノ構造体チップを作成した。この構造体チップを用いた LSPR/LDI-MS連携させた分析
手法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

A complementary analytical methodology combining localised surface plasmon resonance 
(LSPR) sensing and matrix assisted laser desorption/ionisation-mass spectrometry (MALDI-MS) 
has been developed by using triangular silver nanoplates (Ag NPLs). Ag NPLs with near-IR LSPR 
absorbance were prepared via a two-step photo-mediated growth process from Ag nanoparticles. 
These could be utilised as a common platform for LSPR/MALDI-MS, as they were suitable for 
LSPR sensing via the analysis of surface plasmon adsorption bands and as the assisting material for 
LDI-MS. For practical use, the detection of analytes by LSPR sensing can be achieved by using 
specific biomolecular recognition techniques that involve the surface modification of metal NPs 
with large molecules such as proteins. We investigated the effect on LSPR sensitivity (i.e. 
refractive index unit, RIU) of modifying the Ag surface with molecules of different sizes, and 
found that the RIU values were proportional to the amplitude of the cube root of the molecular 
weight, Mw

1/3
. We demonstrated the utility of this complementary LSPR and MALDI-MS analysis 

methodology by evaluating the binding of soy bean trypsin inhibitor to the Ag NPL substrate 
covalently modified with trypsin. This specific biomolecule recognition phenomenon was first 
detected using the LSPR technique, and then successfully identified by the MALDI-MS.  
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１．研究開始当初の背景 

分子標的創薬や個別化医療の実現には，「標
的タンパク質と複数の低分子薬物の特異的
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る分析手法の開発が重要である。しかし，そ
の測定の困難さから，分析手法の開発が遅れ
ているのが現状であった。 

 

２．研究の目的 

上記の背景の中で本研究は，低分子化合物と
標的タンパク質との相互作用解析を行う“局
在表面プラズモン共鳴 (LSPR)センサー”と
タンパク質と結合した低分子化合物の同
定・構造決定を行うレーザー脱離イオン化質
量分析(LDI-MS) を連携させた LSPR/LDI-MS
連携分析法を開発することを目的とした。 
  

３．研究の方法 

LSPR-LDI-MS 連携システムを実現するため
に，以下の研究を行った。 （１）LSPR と
LDI-MS の両方で使用でき，かつ高感度化で
きる三角形状銀ナノ構造体チップを新規に
創製した。（２）三角形状銀ナノ構造体チッ
プを用いた LSPR/LDI-MS連携分析法による低
分子化合物-タンパク質間結合，及びタンパ
ク質―タンパク質間結合の検出を行った。 
 
４．研究成果 
（１）近赤外吸収を示す三角形状銀ナノプレ

ートの合成 

 三角形状銀ナノプレート（三角形状の板状
の銀ナノ粒子, AgNPL）を用いた LSPR センサ
ーとは，標的物質の吸着による銀ナノ粒子表
面の周囲の屈折率変化に応答して LSPR ピー
ク波長やその強度が変化することを利用し
て，標的物質の結合を簡便に検出できるセン
シング法である。この LSPR センシングの高
感度化には，近赤外領域に LSPR ピーク波長
を示す AgNPL を使用することが有効である
（つまり，アスペクト比が大きい AgNPL）。こ
れは，保護剤として界面活性剤や高分子を用
いなければならず，これら有機物で保護され
た AgNPL は，LSPR センシングや LDI-MS で使
用する場合に感度低下につながり，問題があ
る。 
 そこで本研究では，光照射と化学還元法を
組み合わせた合成方法により，界面活性剤や
高分子を用いずとも，近赤外領域に LSPR ピ
ーク波長を示す AgNPLを合成する手法を見出
した。本合成法は，３ステップからなる。Step 
1. クエン酸保護された球状銀ナノ粒子の合
成（種粒子）。Step2: Na ランプ照射すること
により，球状銀ナノ粒子から AgNPL を生成
（LSPR 吸収波長:６００-７００ nm）（図１
a）。 Step3. Na ランプ照射４時間後に AgNPL
成長促進剤として硝酸銀を添加し，近赤外領
域に LSPR ピーク波長(800-1000nm)を示す
AgNPL を合成できた（図１b）。 
 
 
 

 

 
図１ 紫外可視吸収スペクトル：銀ナノプレ
ートの成長過程 (a)光照射 ０から４時間  
(b) 光照射 ６から７時間 
 

TEM観察により，４時間光照射した系では，
エッジ長約６０ nm の AgNPL が観察された。
一方，Ag+イオンを追加後さらに３時間光照射
した系（計７時間光照射）では，エッジ長が
約１２０ nm と大きく成長した AgNPL が多く
観察された。 
 
(2) LSPR/LDI-MS 連携分析で使用する三角銀
ナノプレート固定化基板の作成 
LSPR/LDI-MS 連携分析で使用するためのチ

ップとして，AgNPL をガラス基板に固定化し
た。この際，AgNPLが基板上で凝集すると LSPR
ピークがブロード化し，LSPR センシングに問
題が生じる。AgNPL が基板上で分散して固定
化される条件を検討した。 
ガラス基板を 1 mg/mL ポリエチレンイミン

水溶液に 1 時間浸漬した。その後，AgNPL 水
溶液に 24時間浸漬してガラス基板上に AgNPL
を固定した．更に，50 mM メルカプトウンデ
カン酸を含むエタノール溶液に 2時間浸漬し，
AgNPL 表面をカルボン酸で表面修飾した後，
アミンカップリング法により様々なタンパ
ク質を AgNPL 表面に固定化した。図２に，
AgNPL 固定化基板の写真と基板に固定化され
た AgNPL の SEM 像，及び紫外可視吸収スペク
トルを示す。基板上で AgNPL は分散して固定
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化されており，近赤外領域の 800 nm 付近に
LSPRピークを示すことを確認した。このよう
にして，三角形状銀ナノ構造体チップを作成
した。 

 

図 2 LSPR/SALDI 連携システムで使用する三
角銀ナノプレート固定化基板 
 
(3) 三角形状銀ナノ構造体チップを用いた
LSPR/LDI-MS 連携分析の装置作成と評価 
LSPR センシングは，標的物質の結合をリア

ルタイムでモニターするために，フローシス
テムを採用した。三角形状銀ナノ構造体チッ
プをフローセル内に固定化した。試料溶液を，
ポンプ(SMP-21，東京理化機械株式会社)を用
いてフローセルに流入し，紫外可視吸収分光
光度計(検出器: USB4000，Ocean Optics，光
源: DH-2000-BAL，Mikropack)により，表面
修飾された AgNPLと目的試料との相互作用を
リアルタイムで測定した。目的試料の AgNPL
上への結合の同定・構造解析は，LSPR センシ
ン グ で 用 い た AgNPL 固 定 基 板 を ， 
LDI-MS(AXIMA-CFR TOFMS，株式会社島津製作
所)で直接分析することで行った。図３に， 
LSPR/LDI-MS センシングの概念図を示す。 
 

図３ AgNPL 固定化基板を用いた LSPR/SALDI
センシングの概念図 
 
3-1. 低分子化合物（PFOS）の検出 

メルカプトウンデカカルボン酸(MUA)で表
面修飾した MUA-AgNPL固定基板を用いて LSPR
センシング/LDI-MS による PFOSの検出・同定
を検討した。PFOS は，自然環境中で分解し難
いため広範囲に蓄積し易く，人体にも有害で
あると言われている環境汚染物質である。 

図４a に 0.2 mM PFOS 水溶液の流入時間と
MUA修飾 AgNPL固定基板の LSPR吸光度変化の
関係を示す。最初に純水を約 20分間流入し，
LSPR 強度に大きな変化がないことを確認し
た。続いて，0.2 mM PFOS 水溶液を流入した
ところ，約 0.035の吸光度増加が観察された．
この吸光度変化は，PFOSが MUA-AgNPL 固定基
板の表面に結合し，表面の屈折率が変化した
ことに基づくものと考えられる．LSPRの吸光
度増加が PFOS の AgNPL 固定基板への吸着に
起因することは，LDI-MS測定により確認され
た(図 4b)。マススペクトルから，m/z = 499
に[PFOS-H]-のイオンが検出され，LSPR 強度
の増加は PFOS の吸着によるものであると明
らかになった。 

(b) 

図４(a) PFOS 水溶液の流入時間と MUA 修飾
AgNPL 固 定 基 板 の LSPR 吸 光 度 変 化      
(b) LDI-MSスペクトル 
 
3-2. 蛋白質の検出 

トリプシン(Tryp)修飾された AgNPL固定基
板(Trp-AgNPL)を用いて，LSPR センシング/
マトリックス支援レーザー脱離イオン化質
量分析（MALDI-MS）連携分析による Tryp と
Tryp阻害剤(SBTI)との相互作用の検出・同定
を検討した。SBTI は酵素タンパク質である
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Trypと結合し，その酵素作用を阻害する物質
として知られている。現在，各種酵素阻害剤
の開発は癌の治療薬候補として期待されて
おり，その阻害剤の開発が活発に行われてい
るため，酵素－酵素阻害剤の相互作用を調べ
る分析手法の開発は重要である。 
図５に 24μM SBTIを含む 0.2 M リン酸バッ

ファー水溶液(PBS)の流入時間と Tryp 修飾
AgNPL固定基板の LSPR吸光度変化の関係を示
す。LSPR センシングにおいて，最初に約 30
分間 PBS を流入し，LSPR 吸収に大きな変化が
ないことを確認した（図５a 領域 I）。続いて
SBTIを流したところ，吸光度の増加が観察さ
れた（図５a 領域 II）．これは，AgNPL 表面
の Trypに SBTI が結合したためである。その
後 PBS で洗浄したが，Tryp と SBTI に結合が
維持されたため，吸光度に大きな変化は見ら
れなかった（図５a 領域 III）。SBTI の結合
を明らかにするため，LSPR センシング後の
AgNPL固定基板について MALDI-MS測定を行っ
た (図  5b)．マススペクトルにおいて，
m/z=20,100 付近に SBTI の分子イオンが検出
され，LSPR センシングによる吸光度変化は，
SBTI の結合によるものであることが明らか
になった。 
 

 

 
図５(a) SBTI 水溶液の流入時間と Trp 修飾
AgNPL 固定基板の LSPR 吸光度変化  (b) 
MALDI-MS スペクトル 
 
 LSPR と MALDI-MS を組み合わせた本計測シ
ステムは，標的タンパク質と薬物との相互作
用や抗原－抗体反応などを解析，結合した分
子の同定・構造解析をする新たな手法として

の展開が期待される。 
 
（４）蛋白質―低分子薬物結合を利用した

SALDI-MS による血清中の薬物検出 
磁性を有する酸化鉄（Fe3O4）ナノ粒子の表面
に，低分子薬物と相互作用のあるヒト血清ア
ルブミン(HSA)を修飾させた HSA修飾 Fe3O4ナ
ノ粒子(HSA- Fe3O4)を新規に合成した。HSA
と結合した低分子薬物を，抽出操作なしで直
接，LDI-MS で検出できることがわかった。HSA
未修飾の Fe3O4 ナノ粒子（Bare- Fe3O4）では
血清・尿試料中に含まれる低分子薬物である
ワルファリンのピークを検出できなかった。
一方，HSA- Fe3O4 を用いることで，血清・尿
試料中のワルファリンのイオンピークを検
出することができた(図 6)。 
以上のように，磁性ナノ粒子の２つの機能，
（１）タンパク質で表面修飾した磁性ナノ粒
子と低分子薬物との相互作用と（２）磁性ナ
ノ粒子の LDI特性を利用することで，粒子表
面に吸着した低分子薬物を直接，LDI-MS で検
出できることがわかった。 
(a) 

(b) 

 

図６ ヒト血清アルブミン（HAS）―低分子
薬物結合を利用した SALDI-MS による血清中
の薬物検出。(a)概念図, (b)血清，及び尿中
のワルファリンの SALDI-MS による検出  
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