
’ゆメ4ぎ

研究成果報告書

架橋カーボンナノチューブによる生体物質の空間制御

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17360019

平成17年度～平成19年度科学研究費補助金
　　（基盤研究（B））研究成果報告書

横浜国立大学附属図書館

酬1酬1
　　！208二L944

平成20年3月

　　研究代表者　　荻野俊郎
横浜国立大学大学院工学研究院教授



〈はしがき〉

カーボンナノチューブ（CNT）は、直径がHO　nmで長さはミクロンからミリメーターまで及

ぶ。機械的に強靭であり、化学的に安定で、電気伝導性を持つなど、さまざまな応用が期待

される。本研究では、このようなCNTの特徴を生かす応用として、生体分子を固定するナノ

反応場を選び、CNTネットワークの形成、特に、架橋CNTの成長と生体分子固定基板として

のCNTシート形成の研究を行った。また、生体分子との相互作用を検出するセンサーや、生

体中の有害物質を除去する吸着剤への応用を目指して、CNTへのDNAやタンパク質分子の吸
着特性を研究した。

　化学気相成長（CVD）によるCNT成長においては、加工基板上でCNTが架橋成長するのを確

認した後、予め架橋成長したCNT上にFeまたはCoを蒸着し、　CNT上の微粒子からCNTが
さらに成長することを試みた。この結果、CNTが空中に固定されたCNTから成長する様子が

観察され、CNTネットワーク形成に新たな手法を得ることができた。この手法は、　CNTの成

長起点を空間中で観察できるため、成長機構を調べるのに有力である。また、CNTシート形

成では、ポーラスシリカを用いた方法を開発し、高密度CNTシートへDNAを安定に固定す
る方法を確立した。

　生体分子吸着で重要なのはタンパク質分子である。特に、CNTの医療応用として血漿吸着

療法における吸着剤への応用は有望である。本研究では、タンパク質の空間固定の評価方法

として赤外振動分光を取り上げ、アビジンやアルブミンの吸着挙動を調べた。その結果、CNT

は、高効率でタンパク質分子を吸着することを明らかにした。

　本報告書では、架橋カーボンナノチューブによる生体物質の空間制御に関する研究成果を
記す。
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第1章　序論

1．1本研究の目的

　カーボンナノチューブ（CNT）は、直径が1・10　nmで長さはミクロンからミリメーターま

で及ぶ。機械的に強靭であり、化学的に安定で、電気伝導性を持つなど、さまざまな応用

が期待される。これらの性質から、CNTは生体分子を固定し、生体反応を検知する反応場

として有力である。

　こうした背景から、本研究では、

（1）生体分子固定場としてのCNTネットワークの形成技術、特に架橋CNTネットワーク

形成技術の確立、

（2）生体分子を固定し、生体間反応を検地するための基板としてのCNTシート形成技術の

確立、

（3）CNTへのDNAやタンパク質固定の方法の開拓と吸着状態の：解析、

以上を研究目的とした。

　また、この研究の応用として、生体分子との相互作用を検出するセンサや、生体中の有

害物質を除去する吸着剤開発を取り上げた。この応用技術に向けて、CNTシートでのDNA

固定と反応の検出、CNTへのタンパク質分子の吸着特性の解明を進めた。

1．2本報告書の構成

　本研究の出発点はCNT三次元ネットワーク形成である。この目的のために、化学気相成

長（CVD）によるCNT成長を取り上げた。加工基板上でCNTが架橋成長するのを確認した

後、予め架橋成長したCNT上にFeまたはCoを蒸着し、　CNT上の微粒子からCNTがさ

らに成長することを試みた。この結果、CNTが空中に固定されたCNTから成長する様子

が観察され、CNTネットワーク形成に新たな手法を得ることができた。この手法は、　CNT

の成長起点を空間中で観察できるため、成長機構を調べるのに有力である。本成果を第2

章で述べる。

　ついで、CNTシート形成では、ポーラスシリカを用いた方法を開発し、高密度CNTシ

ート成長技術を確立した。ここでは、生体分子固定の基礎技術として、DNAを安定に固定

する方法を確立し、また、生体間反応検出の基礎技術として抵抗測定を行った。これらの

成果を第3章で述べる。

　生体分子吸着で重要なのはタンパク質分子である。特に、CNTの医療応用として血漿吸

着療法における吸着剤への応用は有望である。本研究では、タンパク質の空間固定の評価
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方法として赤外振動分光を取り上げ、アビジンやアルブミンの吸着挙動を調べた。アビジ

ンはビオチンとの特異的反応を示す系として、生体反応のモデルとなっているタンパク質

である。その結果を第4章で述べる。

　CNTの医療応用では、血漿吸着療法への適：用が有力である。これは、　CNTの比表面積が

大きく、吸着効率の良いことが期待されるからである。第5章では、血液中の代表的なタ

ンパクであるアルブミンの吸着特性を、主として赤外振動分光を用いて調べた。特に、肝

臓疾患の病因物質であるビリルビン除去を目的として、研究室の他のテーマと連携し、吸

着評価を実施した。これについては第5章で記述する。

　以上の成果を基に、CNTを用いた生体分子の吸着や配列制御に関する今後の研究の展開

を第6章で述べる。
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第2章　カーボンナノチューブの接木

本章では、カーずンナノチューブ（CNT）ネットワークの最もよく制御された形態として、架

橋CNT上に触媒金属を蒸着し、そこからさらにCNTを成長させる技術を述べる。これは、

CNTの接木である。

2．1架橋CNTの成長

最初に、CNTの接木の基となる架橋CNTの形成について述べる。架橋CNTは、化学気相

成長（CVD法）によって形成した。基本は、　Fe，　Co，　Niを触媒とし、メタンガスを炭素源とす

るCVD法である。

2．1．1実験条件

　　Feを真空蒸着法により蒸着させたSi基板に、

・メタン（CH4）：1000　sccm

・水素（H2）：500　sccm

・アルゴン（盈）：500sccm

を、H2とCH4は反応時間中に、　Arは反応前後の温度上昇、下降中にそれぞれ流した。反応

温度を900℃、反応時間は10分とし、成長後は自然冷却で冷やした後に取り出した。

2．L2　実験：結果

　　図2．1にFe触媒を用いて反応温度900℃で成長させた時のSEM像を示す。

図2．1架橋CNrが成長したSi基板を上から見たSEM像
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　Si基板のライン状の部分に蒸着したFe触媒から架橋CNTが比較的直線的に成長してい

るのが確認できる。また、上図はSi基板を上から見たSEM画像である。次に成長させた基

板を横から見たSEM画像を図2．2に示す。

灘羅

図2．2架橋CNTが成長したSi基板を横から見たSEM像

これにより、CNTが架橋しているのがより確認できる。

次にCNTを成長させたSi基板のラマンスペクトルを示す。

　これをみると、1，570cm　1付近に現れているグラファイトの存在を示すG一バンドに対し

て1，330cmd付近に現れている構造の欠陥の度合いを示すD一バンドが比較的小さいことか

ら欠陥のあまりない、純度の良い架橋CNTであることが確認できた。また、200　c㎡1付近

において、SWNTに特徴的なピークであるブリージングモードが現れていたので、この基

板上にはSWNTが存在していることが確認できた。

　なお、以下の章からの実験においては、この章で作製した基板と同じ条件の基板を使用

した。

　以上の結果からFe触媒を用い、ライン状に凹凸パターン化された基板上にFe触媒を蒸

着させ熱CVD装置を使用することにより架橋CNTが成長することが確認できた。
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図2．3 架橋CNTのラマンスペクトル

2．2真空蒸着法を用いたCNT上からのCNT成長

2．2．1 CNT上への金属微粒子の固定
（a） 実験条件

鉄を蒸着させた基板に、

・メタン（CH4）： 1000sccm

・水素（H2）： 500sccm

・アルゴン（Ar）： 500sccm

を、H2とCH4は反応時間中に、　Arは反応前後の温度上昇、下降中にそれぞれ流した。反応

温度は900□、反応時間は10分とした。

上の条件を用いて成長させたCNT上に、真空蒸着法を用いてCo、　Fe、　Niを蒸着させた。

（b） 実験結果

以下にCNT上に蒸着させたCo粒子のSEM像を示す。
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図2．4CNT上のCo粒子　推定膜厚1．45　nm

図2．4を見てわかるように、CoをCNr上に蒸着させるとCNTに沿って長細く付着してい

る。

次にCNT上に蒸着させたFe粒子のSEM像を示す。

図2．5　CNT上の：Fe粒子推定膜厚0．70nm

　図25からFeを蒸着させると、　CNT上に丸まった粒子状ではなく、　CNTに沿って長

細く付着している。

　最後に、CNT上に蒸着させたNi粒子のSEM像を示す。
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図2．6　CNT上のNi粒子　推定膜厚0．95nm

NiをCNT上に蒸着させると、図2．6より、　CNT上に丸まった粒子状のものもあれば、

CNTに沿って付着しているものがあることが分かる。

（c）考察

　図2．4～2．6を見てわかるように、CNT上に金属を蒸着させると金属微粒子や金属細線が

形成されることが確認できた。そして金属の性質によってCNTへの付着の仕方が違うこ

とがわかった。

　また、多層なおチューブ上にも金属微粒子を蒸着させ単層との違いを検討してみたとこ

ろ、微粒子の大きさ、形、つき方などあまり変化はなかった。これにより、金属微粒子の

つき方の違いは多層においても単層においても変わりはなく、やはり金属の性質によって

のみで決まることが確認できた。

　最後に金属の膜厚の量の違いにより金属微粒子のつき方、形状、大きさに変化があるか

どうか検討をしたところ、金属の蒸着量が多ければ多いほど、CNT上に堆積される金属

の量が増え、大きな粒子を形成することがわかった。

2．2．2　CNT上からのCNr成長

本節ではCNTの接木のプロセスと、　SEMを用いた観察について述べる。

（a）実験条件

鉄を蒸着させた基板に、

・メタン（CH4）：1000　sccm
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・水素（H2）：500　sccm

・アルゴン（盈）：500sccm

を、H2とCH4は反応時間中に、舟は反応前後の温度上昇、下降中にそれぞれ流した。反応

温度はgOO℃、反応時間は10分とした。

上の条件でcNTを成長させたs　i基板に真空蒸着法を用いて、　co，　NiをcNT上に蒸着

させ、その金属微粒子を触媒として用いて、CVD　D装置でCNT上にCNTが成長するかを

実験した。Co、　Niを用いた理由としては、低温での成長がみられたからである。

なおこのときのCVD装置の条件は

・メタン（CH4）：1000　sccm

・水素（H2）：500　sccm

・アルゴン（Ar）：500　sccm

をH2とCH4は反応時間中に、　Arは反応前後の温度上昇、下降中にそれぞれ流し、反応時間

を10分、反応温度は700℃（Ni）、800℃（co）とした。

（b）実験結果

　（1）反応温度800℃　Co触媒

　以下にCoを推定膜厚1．45nmで蒸着させ、上の条件でCVD装置を用いて成長させたS

EM像を以下に載せた。なお、反応温度は800℃である。

図2．7を見ると、Co微粒子が蒸着しているCNTと蒸着していないCNTが混在しているこ

とがわかる。これにより、最初に成長させた架橋CNTか、　Co触媒を蒸着させた後に成長し

たCNTかどうかがわかる。さらに、上図の丸で囲っている部分を見てみると、架橋CNT

を見てみると架橋CNT上に蒸着したCo触媒からCNrが成長していることが確認できる。

以下のSEM画像も同じ基板を観察したSEM画像であるが、上図同様にCNT上にある触媒

からCNTが成長していることが確認できた。

しかし、SEM像だけではやはり見づらいので、より：解明をするために2．4章でTEM解析を

行った。
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図2．7　反応温度800℃　Co触媒　再成長800℃

図2．8　反応温度800℃　Co触媒　再成長800℃

（2）反応温度700℃　Ni触媒

　以下にNiを推定膜厚1．15　nmで蒸着させ、上の条件でCVD装置を用いて成長させたSEM

像を以下に載せた。なお、反応温度は700℃である。
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図2．9　反応温度700℃　Ni触媒　再成長800℃

　図2．9を見ると、架橋したナノチューブの上からナノチューブが成長しているように見え

ます。しかしこのようにナノチューブ上からナノチューブが成長しているものはほとんど

見られず、Fe触媒から成長したナノチューブとNi触媒から成長したナノチューブが混合し

ているだけのところが非常に多かった。

　（c）考察

　反応温度800℃、Co触媒は図2．7を見てみるとわかるように、　Co微粒子が蒸着している

CNTと蒸着していないCNTが混在していることが確認できた。さらに、架橋CNTを見て

みると架橋CNT上に蒸着したCo触媒からCNTが成長していることが確認できた。この理

由として考えられるのは、CVD装置で反応温度を800℃まで上げても、もともと基板に成

長していたCNTの純度が良いものであれば、燃えて切れてしまわずに残っているという

こと、そしてもう一つ理由としてあげられるものは、CNT上に蒸着したCo微粒子が基板に

付着している触媒粒子よりも小さく、CNTを成長させる触媒としては非常に有用で成長し

やすかったのではないかと考えられる。しかし、やはり架橋CNT上では非常に不安定であ

るのでCNT上から成長したCNTは非常に短いものになってしまった。これを克服すれば

CNTの接ぎ木として配線やバイオの分野に応用ができると考えられる。

　反応温度700℃、Ni触媒のときは図2．9を見てもわかるようにナノチューブ上にナノチュ

ーブが成長しているものが見られることができました。以下にCNTを成長させたSi基板に

Niを蒸着させた図とその後、反応温度700℃で成長させた図を示す。
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　CVD
　装置

　（a）CNT上に蒸着したN　i微粒子　　　　　　　　（b）反応温度700℃で再成長させた図

図2．10cNTを成長させた基板にN　iを蒸着させた図とその後、反応温度700℃で成長させ

　　　　た図の比較

二つの図を見てみると（a）は直線的なナノチューブのみが成長しており、その上にNi微粒

子が蒸着しているのがわかります。一方（b）の図を見てみると、直線的なナノチューブの他

にNi触媒、反応温度700℃、で成長させたときにできる少しちぢれたナノチューブが存在

しており、Fe触媒から成長したナノチューブとNi触媒から成長したナノチューブが混合し

ていることがわかる。しかし混合しているものが多く、CNT上からCNTが成長しているも

のは非常に少なかった。この理由として考えられるのは、架橋CNT上に付着しているNi

微粒子がCNrを成長させるのに、形状などが適してなかったためではないかと考えられる。

2．3TEMによるCNTの成長機構の解明

本節では、CNTからのCNT成長の詳細をTEMにより観察した結果を述べる。

　2．3．1　試料作製

　透過型電子顕微鏡（TEM）によるCNTの観i察を行った。試料の作製方法はCNTが成長して

いるSi基板を剃刀等で砕いて、約1mm2の大きさくらいの大きさまで割り、その砕いた

基板をマイクログリッドに立てて載せて試料を作る方法である。これにより基板の断面を

見ることができ、架橋したCNTが見ることができる。

以下に試料のイメージ図を載せる。
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基板
電子線

　　　　試料台

　　　　　　（a）上から見た図

　　　　　　　　　　図2．11

2．3．2　実験結果

EM像を以下に示す。

基板

試料台

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（b）横から見た図

　　　　　　　　　　　　基板を砕く方法のイメージ図

以下にCoを推定膜厚1．45且mで蒸着させ、上の条件でCVD装置を用いて成長させたT

　　　　　　　　　　　　図2．12　TEM画像

上図を見てみると、上下で2本の架橋CNTが存在していることが確認できる。上の架橋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14



CNTは金属微粒子が付着しており、一回目に成長したCNTであると考えられる。次に下の

架橋CNTを見てみると、金属微粒子は全く付着しておらず2回目に成長したCNTである

ことがわかる。また、金属が付着したCNr上からその金属を触媒として用いたCNrが成

長していることも確認できた。

以下に上図の丸で囲った部分の拡大図を示す。

図2．13　TEM像

　上図のCNr上からCNTが成長している部分をよく見てみると、触媒がCNTの先端に

付着していることが確認できる。これは成長する際に触媒を持ち上げていることを示して

いる。これにより、CNTに蒸着された金属微粒子とCNrとの付着力は弱いことがわかった。

次も同じ基板の違う架橋CNTを観察したTEM画像である。
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図2．14　TEM像：

　上図を見ると、二度目に成長させたCNTが架橋CNrに沿って成長していることが確認

できる。CNTがバンドルを組んでしまうと、成長の際に触媒を引きずっていることがわ

かる。これから、バンドルの力の方が、触媒とCNTの付着力よりも強いことがわかった。

次もまた同じ基板の違う架橋CNTを観察したTEM画像である。

上図は架橋したCNTの一部である。この図をみると、触媒を持ち上げて成長しているCNT

と、もともとあった架橋CNTに沿って成長しているCNTとがあることが確認できる。触

媒を持ち上げながら成長しているCNTを見てみると、成長の付け根が架橋CNTというこ

ともあり、非常に不安定であると考えられるので、短いCNTが成長している。一方架橋CNT

とバンドルを組んで成長する方は長く成長することが図を見てわかった。これは付け根だ

けではなくCNr全体が架橋CNTと付着しているので、安定しているからだと考えられる。

また、架橋CNrに沿ってバンドルを組んでいるCNTを見るととてみかであることが図を

見てわかった。架橋CNTの他のTEM画像でもバンドルを形成しているCNrを見てみると

SWNTであることが確認できた。このことからSWNTはバンドルを形成しやすいというこ
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図2．15TEM像

拡大鞍懸

⇒

図2．16　TEM像

　上図をみてみると、金属微粒子を付着しているCNTと付着していないCNTが存在して

いることがやはり確認できた。また、拡大図を見てみると、触媒を垂直に持ち上げながら

成長しているCNTも確認することができた。
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2．3．3考察

　架橋CNT上から成長したCNrをTEMで観察することにより様々なことがわかった。　C

NTに蒸着された金属微粒子とCNTとの付着力は弱いこと、　CNTがバンドルを組んで

しまうと、成長の際に触媒を引きずっていること、触媒を持ち上げて成長しているCNT

は成長の付け根が架橋CNTということもあり、非常に不安定であるので、短いCNTが成

長すること、SWNTはバンドルを形成しやすいということなどがTEMを見て確認できた。

　しかし、このようにして作製したCNTの接ぎ木を実用化させるには様々な困難がある。

　例えばカーボンナノチューブメッシュを作製するためには、まずCNT成長を方向制御さ

せる必要がある。これにより、今回よく見られたバンドルの形成を防ぐことも可能である

と思われる。次にCNT上に触媒を配列制御させて固定する必要がある。また、すべての触

媒からCNTを成長させる必要がある。これを克服するために今回フェリチンを使用したが、

結論を出すまでには不十分であった。これにおいては更なる検討が必要である。そして架

橋CNT上ということもあり不安定で長いCNTが成長しないことも克服しなければならな

い。

　また、FETなどの配線利用に用いる場合は、まず成長したCNrと架橋CNTの付け根の

部分がどのように接続しているのかを確認しなければならない。もしC－C同士が化学結合

をしている場合は配線応用に使えるが、アモルファスカーボンと付着している場合は電流

が流れない可能性がある。そして、必要としないCNT上の金属微粒子も取り除く必要があ

る。

　このように応用に向けてはさまざまな課題が出てくるので今後より深い検討が必要とさ

れると考える

2．4まとめ

　本章は、3次元カーボンナノチューブネットワークの形成を目的として架橋CNT上に2

通りの方法で金属を付着させ、CVD成長を試み、　CNT上にCNTが成長するかの検討につ

いて考察したものである。TEMによる観察も行うことによりCNTの成長機構の：解明を図っ

た。

本実験の結果を簡単にまとめ、以下にその成果をまとめる。

・CNT上に蒸着させた金属微粒子は、金属の性質によってCNTへの付着の仕方が違うこと

がわかった。また膜厚の違いによりCNT上につく密度、形状、大きさ等が違うことがわか

った。
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・架橋CNT上に真空蒸着法により付着させた金属微粒子を触媒として用い、もう一度CVD

装置を使い架橋CNT上にCNTを成長させることに成功した。これにより、　CNTの接ぎ木

が可能となった。～

・架橋cNT上からcNTを成長させたsi基板をTEMによる観察を行うことにより、様々

な事がわかった。

・　　CNrに蒸着された金属微粒子とCNrとの付着力は弱い。

・　　CNTがバンドルを組んでしまうと、成長の際に触媒を引きずる。

・　　触媒を持ち上げて成長しているCNTは成長の付け根が架橋CNTということもあり

非常に不安定であるので短いCNTが成長する。

・　　SWNTはバンドルを形成しやすい。

　以上、CNT上に金属微粒子を形成し、再成長を行うことにより、さまざまなCNTネット

ワークが形成可能なこと、この手法は成長過程の観察に極めて有望であること、こうして

形成したネットワークは、生体分子の固定場として利用可能なこと、等を見出した。
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第3章　カーボンナノチューブへのDNA固定

　本章では、CNTへのDNA固定を述べる。その準備として、ポーラスシリカを用いた高密

度CNTネットワーク形成を最初に示し、生体分子の代表としてDNAの固定と蛍光観察を

記述する。ここで用いている化学気相成長は、基本的には前節と同じ方法であるが、触媒

担持物質としてポーラスシリカを用いている。

3．1CNTシート作成

　この実験ではシリコン基板上に高密度、高純度なCNTを成長させ、　CNrシートを作成す

ることを目標にした。触媒担持物質にポーラスシリカを用いた。

　　　　　　　窄窺ゑ1も塵楓∫※∬噸．

　　　　　爆　　　　　　　　　　　　　ポーラスシリカ溶液を10μ2滴下

　　　　　　　　　　　　　し、スピナーで塗布

ポーラスシリカ溶液

≒ジ窓㍑窄も曝熱論∴匹窓匹．斗・

　　　　　　500。Cで60分間乾燥させる
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　ダ　　るノ　ズぜ　　　ゑ　ア　ぎサ　　どぬ　　　　　　れ　　　　　　　　　ぺ　　　　き　　　　　　　　　ヨ　　や

CVD法によりCNTを生成
陸　　齢　　　渉　薯　　　　　高給　　影〉立　　　冨　　　　　累　　　”　　　　　　　　鳶　　　　憾那／ ニ　みクダ　　ノパ　めサゆぐズピ　　ノ　ペ　　　　　　　め　　へおノヒ

成長したCNT
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　　　・　　　　／　　　　　　　　ζ　＿　　　柴　〆／ノ　　　㌻　　　㌧ハ　　　　　／　・　　　／守　＼　　　　　．

　　　　図3．1CNTシートの実験手順

20



3．1．1実験手順

　＃Si基板を5分間ソニケーションする。

　＃ポーラスシリカ溶液を10μ1滴下。

　＃スピナーで溶液をスピンコーティングする。

　＃酸化炉を使用して、500℃1時間で乾燥させる。

　＃真空蒸着法によりFe触媒を蒸着させる。

　＃CVD法によりCNTを成長させる。

　＃SEM、ラマンにより観察。

今回使用したポーラスシリカ溶液の組成は以下の通り。

表3．1ポーラスシリカ溶液の組成

成分　　　　　　含有量　　CAS　No．

ポリシロキサン 〈20％ 一

イソプロピルアルコール 〈30％ 67－63－0

酢酸n一ブチル 〈20％ 123－86－4

酸 〈5％

水 ＜15％

その他 〈10％

3．1．2　ポーラスシリカ溶液の濃度変化

　用いるポーラスシリカ溶液をエタノールで濃度を変化させ、CNTを成長させた。ポーラ

スシリカ形成後表面の観察結果と合わせて以下に示す。

ここでは表面に濃度を変化させた溶液でポーラスシリカを形成し、表面状態をSPM、　CNT

成長をSEMで観察した。

～実験条件～

・ポーラスシリカのみの溶液

・ポーラスシリカ：エタノール＝1：10、1：50の溶液

これらの溶液を使用して実験を行った。

ポーラスシリカ形成条件…　　スピナー5000rpm、500℃1時間で成膜

CNTの成長条件は以下の通り

・成長温度　900℃

・成長時間　10min

・水素流量　500sccm

・メタン流量　1000sccm

・温度上昇下降中アルゴン　1000sccm
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　図3．2はSi基板表面を観察したものである。非常に平らな表面になっているごとが分か

る。図3．3はポーラスシリカ溶液をエタノールによって薄めて、ポーラスシリカを形成した

ときの基板表面である。左上がポーラスシリカ溶液のみ、右上がポーラスシリカ溶液：純

水1：1、左下が1：10、右下が1：50のものである。

　Si表面のみの画像と比べるとポーラスシリカがそれぞれの基板で形成されていることが

確認できる。濃度が濃いときにはポーラスシリカが厚く堆積している。濃度を薄めていく

と隙間のようなものができていくことが観察できる。

　　　　　　　　　　図3．4　生成したCNrのSEM画像

（a）ポーラスシリカ溶液のみ［左上】、（b）ポーラスシリカ：エタノール＝1：10［右上1

　（c）ポーラスシリカ：エタノール＝1：50［左下1、（d）ポーラスシリカ無し［右下］

SEM画像からポーラスシリカのみで成長させたCNTは非常に高密度であることが分かる。

濃度を薄めていくとCNrの成長量が少なくなり密度が落ちている。1：50の場合はポーラ

スシリカを用いずに成長した場合に近いものとなった。
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図3．5　生成したCNrのラマンスペクトル

　ラマンスペクトルからポーラスシリカのみで成長させたCNrが高純度になっていること

が分かる。濃度を薄めていくとDバンドが大きくなっていくことから、多層ナノチューブ

が混じるようになり、純度も落ちる。しかし濃度を薄めた場合もそれぞれ単層ナノチュー

ブも少し成長していることが観察できた。

　これら原因としては濃度を薄めることで触媒を担持する孔が少なくなり、担持しきれな

い触媒粒子が出来てしまう、もしくは濃度を薄めると形成される孔の系が大きくなり触媒

を担持しきれなくなるのからと考えられる。

3．1．3　スピナーの回転数の変化

　濃度変化の実験結果より、高密度なCNrを成長させるには溶液の濃度は薄めない方が良

いことが分かる。そこで次にポーラスシリカ溶液を基板に塗布する際のスピナーの回転数

を変化させてCNTを成長させた。

　実験方法日でポーラスシリカをスピンコーティングする際の回転数を2000～6000rpmに変

化させて実験を行った。CNT成長結果を以下に示す。

～実験条件～

・成長温度　　gOO℃

・成長時間　10min
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・水素流量　500sccm

・メタン流量　1000sccm

・温度上昇下降中アルゴン　1000sccm

・Fe推定膜厚0，97　nm

（a）2000rpm　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（b）3000　rpm

（c）4000rpm　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（d）5000　rpm

（e）600011pm

図3．6生成したCNrのSEM像
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以上の結果からスピナーの回転数が3000～5000rpmのとき高密度で高純度なCNTが成長す

ることが分かった。中でも3000rpmのとき最も高密度、高純度なCNrが成長している。

3．1．4　膜厚変化

　続いて膜厚を変化させ、CNrの成長の様子を観察した。

　実験方法口でFeを蒸着させる量を変化させることで、　Feの推定膜厚を変化させCNrを

成長させた。その結果を以下に示す。

～実験条件～

・成長温度　　900℃

・成長時間　10min

・水素流量　500sccm

・メタン流量　1000sccm

・温度上昇下降中アルゴン　1000sccm

・Fe推定膜厚0．76～1．62　nm

（a）Fe推定膜厚0．76　nm （b）Fe推定膜厚0．86　nm

（c）Fe推定歩引0．97　nm　　　　　　　　　　　（d）Fe推定膜厚1．08　nm
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（e）Fe推定膜厚1．62　nm

図3．7Fe膜厚を変化させたときに生成したCNTのSEM像

　膜厚変化については0．97nm、1．08　nm以外では密度、純度も低いものとなった。膜厚変

化については、結果が安定せずCNTの成長との関係性があまり見出せなかった。原因とし

ては蒸着用の金属ワイヤの長さを測定するときの誤差などが考えられる。

3．1．5　成長温度変化

実験方法□でCVDでのCNr成長時に成長温度を変化させCNTを成長させた。その結果

を以下に示す。

～実験条件～

・成長温度　　700℃、800℃、900℃

・成長時間　10min

・水素流量　500sccm

・メタン流量　1000sccm

・温度上昇下降中アルゴン　1000sccm
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（a）成長温度700℃

　　　　　　　図3．8

（b）成長温度800℃
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（c）成長温度900℃
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　以上の結果から700℃のときは多層CNrが多く生成していることが分かる。8060Cで成長

したCNTはSEMで観察する限りでは多層CNTが成長し、純度があまり高くないように見

える。ただしラマンスペクトルをみるとDバンドが小さいものとなっている上、ブリージ

ングモードも観察できるので単層CNrも成長していることが確認できる。900℃のときは

ラマンスペクトルのDバンドが非常に小さくなっている上に、ブリージングモードにもピ

ークが出ているので単層CNTが高密度に成長していることが分かる。

3．1．6考察

　（a）ポーラスシリカ溶液の濃度変化

　Si表面のみの画像と比べるとポーラスシリカがそれぞれの基板で形成されていることが

確認できる。濃度が濃いときにはポーラスシリカが厚く堆積している。濃度を薄めていく

と隙間のようなものができていくことが観察できる。

　　SEM画像からポーラスシリカのみで成長させたCNTは非常に高密度であることが分

かる。濃度を薄めていくとCNTの成長量が少なくなり密度が落ちている。1：50の場合は

ポーラスシリカを用いずに成長した場合に近いものとなった。

　ラマンスペクトルからポーラスシリカのみで成長させたCNTが高純度になっていること

が分かる。濃度を薄めていくとDバンドが大きくなっていくことから、多層ナノチューブ

が混じるようになり、純度も落ちる。しかし濃度を薄めた場合もそれぞれ単層ナノチュー

ブも少し成長していることが観察できた。

　これらの原因としては濃度を薄めることで触媒を担持する孔が少なくなり、担持しきれ

ない触媒粒子が出来てしまう、もしくは濃度を薄めると形成される孔の系が大きくなり触

媒を担持しきれなくなるからと考えられる。よってポーラスシリカの濃度としてはあまり

薄めない方がCNTの成長にはむいているということが分かる。

　（b）スピナーの回転数膜厚の変化

　ポーラスシリカの溶液を基板上に塗布する際のスピンコーティングの回転数によりCNT

の成長に違いが出ていることが分かる。3000、4000fpmでは高密度、高純度なCNTが成長

することが分かる。これ以外の条件では高密度、高純度なCNTは成長しなかった。2000　rpm

では回転の力が弱く、基板上に一様に溶液が塗布できなかったことが原因と考えられる。

また5000rpm以上の回転数では基板上に堆積する3000　rpmなどに比べポーラスシリカの層

が薄くなるためCNTの成長に影響するのではないかと考えられる。

　春分を変化させたときのCNTの成長については0．97　nm、1．08　nmのとき高密度、高純度

なCNrが成長した。膜厚変化については、結果が安定せずCNTの成長との関係性があま

り見出せなかった。原因としては蒸着用の金属ワイヤの長さを測定するときの誤差などが

考えられる。
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　（c）成長温度変化

　　SEM画像、ラマンスペクトルから700℃のときは多層CNrが多く生成していることが

分かる。800℃で成長したCNTはSEMで観察する限りでは多層CNTが成長し、純度があ

まり高くないように見える。ただしラマンスペクトルをみるとDバンドが小さいものとな

っている上、ブリージングモードも観察できるので単層CNTも成長していることが確認で

きる。900℃のときはラマンスペクトルのDバンドが非常に小さくなっている上に、ブリー

ジングモードにもピークが出ているので単層CNTが高密度に成長していることが分かる。

やはりポーラスシリカを用いたCNT成長でもこれまでのCNT成長と同じように低温成長

では多層CNTが多く、高温では単層CNTが成長する特徴が見られる。

3．2　CNTシートの抵抗値測定

　作成したCNTシートのバイオセンサーなどへの応用を考え、抵抗値の測定を行った。測

定時には基板上の数点についてはかり、その平均値を抵抗値とした。

醗羅騨攣騨騨騨騨

図3．11　4探針測定
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探i針・…　　針先R：40μR

　　　　　　針圧：約8009

　　　　　　材質：タングステンカーバイト

　まず比較対象として酸化膜を除去したシリコン基板と、酸化炉において酸化膜を形成し

た基板表面、ポーラスシリカを形成した基板表面の抵抗値を測定した。その際の実験条件

は以下の通り。

　～実験条件～

・　　Sio2膜の除去

　　フッ酸：純水＝1：ioの溶液に10分間基板を浸す。その後取り出した基板の抵抗値を測定。

・　　酸化膜形成手順

　　フッ酸溶液で酸化膜を除去した基板を酸化炉を用いて800℃，1時間で反応させた。

・　　ポーラスシリカ表面

　　ポーラスシリカ溶液を10μ1滴下し、3000τpmでスピンコーティングした。その後500℃，

　1時間で焼成したものを測定した。
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　　曝．鍼鵡3　一　　・
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図3．12　　酸化膜を除去した状態のSi基板表面の抵抗値測定

　図3．12は酸化膜を除去した状態で基板表面の抵抗値を測定したものである。これから分

かるように抵抗値は低いものとなっており、その値は約1200程度となっていた。

酸化膜を作成した基板は抵抗値が約540MOとなっており、非常に高い抵抗値を示した。

またポーラスシリカを形成した表面は約380MOとなった。
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　3．2．1スピナーの回転数による抵抗値の変化

　3．1．3において作成したCNTの抵抗値を測定した。ポーラスシリカを塗布する際のスピナ

ーの回転数を変化させCNTを作成した。以下がそれらのSEM像と抵抗測定結果である。

（a）2000rpm
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　　　　図3．13　抵抗値測定結果（20001pm）

あまり純度の高くないCNTが成長している。抵抗値としては35kOとなった。
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（b）3000rpm
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　　　　　　　図3．14　抵抗値測定結果（3000rpm）

非常に高密度、高純度なCNTが成長している。抵抗値としては1．8kOとなった。

（c）4000rpm

難
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　　　　　図3・15　抵抗値測定結果（4000τP卑）

　3000rpmでのCNTに比べると少し純度の低いCNTとなっている。抵抗値は4kOとなめ

3000rpmより少し高い抵抗となった。

（d）5000rpm
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　　　　　図3．16　抵抗値測定結果（5000rpm）
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　抵抗値は25kOと高い値となった。これはCNTの密度が低いことや、　CNrに大量に付着

した触媒のかたまりの影響かと考えられる。

（e）6000rpm

　　　　　　　　　　　　　図3．17　生成したCNT（6000　rpm）

　6000rpmではほとんどCNTが成長していない。抵抗値を測定するとポーラスシリカを測

定した結果と同じように抵抗値は非常に大きな値となった。

表3．1抵抗測定結果のまとめ

回転数 2000rpm 3000rpm 4000rpm 5000rpm 6000rpm

抵抗値 35kO 1．8kO 4kO 25kO 数百MO

　以上の結果から分かるように一番高密度にCNTが成長している3000　rpmで作成したシー

トが最も低抵抗となった。4000rpm、5000　rpmと抵抗値は徐々に上がっていく。2000　fpm

で作成したCNTは基板上にまばらに生成していたが抵抗値はやはり高いものとなった。ま

た、CNTがほとんど成長しなかった6000　rpmでは抵抗値が非常に大きい値となった。ほと

んどCNTが成長していないのでポーラスシリカの表面を測定しているのとあまり変わらな

い状態になっているためだと考えられる。

3．2．2　酸処理の影響

　センサー応用を考えたとき、CNTに付着している触媒を除去、またカルボキシル基を形

成するなどの必要性がある。そこでCNTの酸処理の影響を調べた。

～実験条件～

この実験では触媒としてFeを溶解した溶液触媒を用いた。

・CNr成長

　・Si基板を5分間ソニケーションする。
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　・ポーラスシリカ溶液を10μ1滴下。

　・スピナーで溶液をスピンコーティングする。

　・酸化炉を使用して、500□1時間で乾燥させる。

　・触媒溶液を20μ1滴下し、5難問放置。その後3000rpmでスピンコーティング。

　・CVD法によりCNrを成長させる。

　’SEM、ラマンにより観察。

Fe触媒溶液・…　エタノール30mlに硝酸鉄（□）九水和物40mgを混合したもの。また、こ

の溶液にモリブデンを追加したものを使用した。

・酸処理

硫酸：硝酸＝3：1の混酸にCNTが生成した基板を6時間、4時間、2時間浸した。

以下に実験結果を示す。

（a）　　酸処理6時間

　酸処理6時間の実験は：Fe÷Mo溶液触媒で成長したCNTを用いて行った。
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図3．18酸処理6時間前後のCNTのSEM像とラマンスペクトル

　　　　　　　（上段：酸処理前、下段酸処理後）
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　SEM像、ラマンスペクトルからも非常に高純度、高密度なCNTが成長していることが分

かる。酸化処理前にはブリージングモードのピークが現れているので単層CNTが多く成長

していることが分かる。酸化処理後もラマンスペクトルの形状からは純度が落ちたように

は見えないが、ピークの強度は下がっている。また、SEM像から見る限りCNrの密度が落

ちているように見えるので、酸処理によってある程度のCNrがなくなったのではないかと

考えられる。

　続いて抵抗測定を行った。酸処理前では8kO程度であった。ところが酸処理を行うと抵

抗値がメガ0オーダーとなり非常に高くなった。そこで抵抗測定の際に4探針の針を当て

た部分をSEMで観察すると以下のような状態となっていた。比較のために酸処理前に探針

を当てた部分についてのSEM像を次ページにのせる。

図3．19　酸処理前のCNT（探針接触部分）
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　　　　　　　　　　　図3．20　酸処理後のCNT（探針接触部分）

　探i針の接触部分を酸処理前後で比較した。酸処理前のSEM像では探針を押し当てた部分

はCNTがしっかりと残っている。一方酸処理後は探針を押し当てた部分のCNrが壊れ、

穴が開いたようになってしまっていることが分かる。壊れたCNrの残骸のようなものも観

察できる。この結果CNTのシートが途切れ、探針の先がポーラスシリカの層に到達し抵抗

が非常に高くなってしまったと考えられる。そこで酸処理の時間をもう少し短くすること

で酸処理後もCNTが抵抗測定に耐えられるような条件を求めることが必要となった。続い

て酸処理の時間を4時頃で実験を行った。

（b）　　酸処理4時間

　　・：Fe＋Mo溶液触媒（上段：酸処理前、中下段酸処理後）
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　図3．21はFe＋Mo溶液触媒を用いてCNTを成長させ、酸処理を行った前後の結果を示し

たものである。図4．22はFe溶液触媒での結果である。ともに生成したCNTは非常に純度

が高いものとなった。Fe＋Mo溶液触媒で成長させたCNTはブリージングモードのスペクト

ルが現れていることから単層CNTが成長していることが分かる。また酸処理後もブリージ

ングモードのスペクトルが現れていることから、6時間での結果と比べるとCNTの欠陥が

少なく抑えられていると考えられる。Fe溶液触媒は酸処理の前後であまりスペクトルに変

化が見られなかった。SEMから判断すると非常に高密度、高純度のCNTが成長している。

　抵抗値を酸処理の前後で測定するとFe÷Mo溶液触媒の抵抗は約6kOから約2kOへ下がっ

た。またFe触媒の方は約6．2kOから約2．7kOへと変化した。これはCNTに付着していたア

モルファスカーボン等の不純物が取り除かれたことでCNT同士の接触抵抗が下がったこと、

またCNTにカルボキシル基が形成されるなど、表面を化学修飾されたことが原因だと考え

られる。

・酸処理2時間

続いて2時間酸処理し結果を観察、測定した。

CNTの様子についてはF針Mo触媒溶液で生成したものとほぼ同じ様子となった。

抵抗測定の結果としては酸処理前が約3．2kOであり、酸処理後は約2．6kOとなった。4時間

での結果と比べると抵抗の変化が小さいものとなっており、CNTに付着した触媒などの処

理や、欠陥の入り方は酸処理の時間に関係していると考えられる。また混酸を作成する際

に硫酸、硝酸の量に誤差が生じていると考えられるので、そこで酸の強さに違いが生じる

とそれも結果に多少影響を与えると考えられる。

3．2．3考察

　（a）スピナーの回転数による抵抗値の変化

　これらの結果からCNTの成長の様子によって抵抗値に違いが出てくることが分かる。け
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いこうとしては高密度に成長しているものほど抵抗値は低くなる。また不純物などの付着

が少ないCNTほど抵抗値が低くなることが分かる。この原因は高密度、高純度のものであ

れば電流の通り道が多数存在し、その中から抵抗の低いものを選んで流れていくと考えら

れるのに対し、低密度なものでは電流が抵抗の高い部分を通らなくてはならない状況にな

っているからだと考えられる。

　（b）酸処理の影…響

　酸処理によって抵抗値に変化が出ることが分かる。6時間酸処理したCNTは酸処理前後

で約8kOからメガ0オーダーとなり非常に高くなった。そこで抵抗測定の際に4探針の針

を当てた部分をSEMで観察すると探針を押し当てた部分のCNTが壊れ、穴が開いたよう

になってしまっていた。これは酸処理の時間が長すぎたためにCNTに多くの欠陥が入り、

CNTが探針を押し当てる力によって壊れてしまい、針先がポーラスシリカの層に到達して

しまっているからだと考えられる。この実験よりCNrが測定に耐える酸処理の時間を捜す

必要があることが分かる。

　そこで酸処理の時間を4時間、2時間と変化させたところ、抵抗値をしっかり測定でき、

それぞれ約6kOから約2kO、約3．2kOから約2．6kOと変化した。やはり4時間と2時間で

はCNTの周りに付着したアモルファスカーボンなどを除去する量も、表面にカルボキシル

基が形成される量も4時間の方が長いために抵抗が大きく変化しているものと考えられる。

3．3CNTシートへのDNAの固定

　ここまでに作成したCNTシートの応用としてDNAの固定実験を行った。今回は蛍光色

素が結合したDNAを用いることでCNT上にDNAが固定したことを確認した。

3．3．1実験方法

　　　　　　パターン状に形成したCNT

　　　／↓　＼
　毒毒磯命磯療　　　　　　毒徳壷命を癖　　　　　　　　魯毒亀田毎

暴
COOH

毒峰魯命魯

硝酸中に24h浸す

　　　　　　　　　εDC、蛍光色素を固定し
COOH　　　　COOH　たDNAを含むb麟er溶液

　　　　　　　　　に浸す
争傘壷毒毒　　　　　　　　命夢命趨命

　NH
　到

　o
　脅
毒喚壕曝壷傘

警

NH
　l

　o
麟命壷命俸疹

餐

甲H

O

軸牽嚇

　　　　　　　　　　　図3．23

以下の手順で実験を行った。

CNTへのDNAの固定実験
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①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

　　Si基板にポーラスシリカ溶液を10μ1滴下し、エアガンで余計な溶液を飛ばす。

　　酸化炉で500℃で10分間焼く。

　　マスクを使いFeを蒸着する。

　　CVD装置によりCNTを生成する。

　　基板を硝酸溶液中に24h浸しカルボキシル基を形成。

　　1－ethyl－3－carbodiimide（EDC、1mM）と0．1M　HEPES／NaOH　buf£er（pH：7．0）の混合溶液中に1h

浸す。

　　⑥の溶液にDNAを加え、24h浸す。

以下ハイブリダイ押目ションの検出

①～⑤同じ

⑥蛍光色素の結合していないDNAを加え24h浸す。

⑦buf£er溶液中に口で使用したDNAと完全に相補的なDNAで蛍光色素を結合したものを溶

かした溶液に24h浸す。

1－ethyl－3－carbodiimide（EDC）…　カルボキシル基とアミノ基間の脱水縮合反応を促進する物

質。

使用したDNA…　　5’．NH2．AGCTAGCTAGCTAGCT　EへM．3’

○緩衝液の作成

　緩衝液とは、酸やアルカリが増減してもpHが変化しにくい溶液のことである。生体分子

を扱うにあたって溶液内のpHを一定に保つ必要がある。適当な弱酸とその強塩基の混合溶

液がpH緩衝液として利用される。陸生生物の生体成分のpHは普通6．5～75で、海生生物と

くに海藻類はpH8程度であるから、生化学用途としてはpH6～8の範囲を緩衝できるもので

なければならない。Goodらは双生イオン構造をもつ各種のアミノエタンスルホン酸、アミ

ノプロパンスルホン酸誘導体を合成し、申性付近に緩衝作用をもつ緩衝液を考案し、その

性質を明らかにした。これらは次に示すような特徴をもっている。

（1）

（2）

（3）

（4）

（5）

（6）

水によく溶け、濃厚な緩衝液が作成できる。

生体膜を透過しにくい。

酸解離平衡が濃度、温度、イオン組成の影響を受けにくい。

金属イオンとの錯形成能が小さい。

化学的に安定で、再結晶による高純度精製が可能。

可視部、紫外部に吸収を持たないために、目的成分の検出が容易である。
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①

②

③

④

　今回の実験にはGoodの緩衝液であるHEPES（N－2一ヒドロキシエチルピペラジンー2一エタン

スルホン酸、pH：6．8～8．2）を使用した。0．1M　HEPES／NaOH　bufεerの作成手順としては以下の

通りである。

　HEpES　2．3831gを60m1程度の純水に溶解する。

　NaOH溶液を滴下していき、目的のpHにする（今回はpH7．0、7．4を使用）。

　　この溶液に純水を加え100mlにする。

○　蛍光色素について

表3．2　使用した蛍光色素

蛍光色素 励起波長（nm） 蛍光波長（nm）

6－Fam 495 517

3．3．2パターン状に成長したCNT

　DNAがCNTのみに固定されることを確認するために蒸着用メタルマスクを用いてCNT

を円状のパターン内のみに成長させた。その結果を以下に示す。

　○　蒸着マスク

　　今回の実験は図3．24のようなマスクを用いて基板上にFeの蒸着パターンを作成して行

った。

5
Cm

5cm

1。⇔。。。。
モ　　　　　　　　
て　　　　　　　　　　　　　

＼○⇔○＼ρ○

ゆ一〇＼O
Qぐ・｝

5
mm

　　　　　　5…＼

　。　直径0．1mm（0．5mm間隔）

　○　直径0．2mm（0．5mm間隔）

○　直径0。5mm（0．5mm間隔）

○直径1mm（1mm間隔）

図3．24　蒸着マスク
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～実験条件～

Fe推定膜厚…　　0．76nm

CNT成長条件…　　CH　4、900℃、10分
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図3．25　生成したCNTのSEM画像とラマンスペクトル
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　Feを真空蒸着する際に円形のメタルマスクを用いることで、蒸着の範囲を限定した。こ

れにより円形のパターン内のみにCNTを成長させることができた。　SEM画像を見ると非常

にきれいに円形のパターン内にCNrが成長していることが分かる。また純度としてはラマ

ンスペクトルから分かるように非常にDバンドが小さく、高純度のものができたといえる。

またブリージングモードのスペクトルがいくつかあらわれていることから直径の異なる単

層CNTが生成していることが分かる。
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図3．26硝酸処理後のCNTのSEM画像とラマンスペクトル

図3．26は図4．25のCNTを硝酸に24時間浸したあとのSEM画像とラマンスペクトルで
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ある。多少Dバンドの大きさが硝酸に浸す前のものよりも大きくなっている。これは硝酸

によってCNrに欠陥が入ったためだと考えられる。ただしGD比として考えるとかなり高

純度なものとなっている。またブリージングモードが非常に良く現れているので多数の単

層CNrが成長していることが確認できる。ラマンスペクトルはレーザを当てた部分にある

CNTを観察するので一概には言えないが、硝酸に浸すことによって多層CNTが単層CNT

になったと考えることもできる。

3．3．3　蛍光顕微鏡での観察

国
難．

羅

図3．27　蛍光顕微鏡での観察結果
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　　　　　　　　　　　　図3．28ハイブリダイゼーションの検出

　以上はCNT上へDNAを固定した基板を蛍光顕微鏡で観察した結果である。円状のパタ

ーンとなっている部分がCNTの成長している範囲となっており蛍光顕微鏡で観察するとそ

の円内のみが蛍光を発していることがわかる。これによりCNrの成長部分にのみDNAを

固定することができたといえる。図3．27の右下の拡大図を見ると輝点が集合して円形に光

っていることが分かる。CNTの成長量の低い基板で同様の実験を行うと輝点がまばらにな

ることから、傾向の強さによってCNTの量もある程度は判断できると考えられる。

　図3．28はハイブリダイゼーションを検出したものである。円内に蛍光色素の結合してい

ないDNAをまず結合させ、その後完全に相補的で蛍光色素の結合されたDNAと反応させ

た。

3．3．4　抵抗値測定

　3．3．3では蛍光タンパクを使用してCNTへのDNAの固定を検出したが、ここでは抵抗値

の変化からDNAの固定、ハイブリダイゼーションを検出できるかどうか実験を行った。

　抵抗値測定では3．2．2で酸処理を行った基板を用いて実験を行った。

～実験手順～

①Si基板を5分間ソニケーションする。

②ポーラスシリカ溶液を10μ1滴下。

③スピナーで溶液をスピンコーティングする。

④酸化炉を使用して、500℃　1時間で乾燥させる。

⑤触媒溶液（Fe＋Mo）を20μ1滴下し5分間放置。その後3000　rpmでスピンコーティング。

⑥CVD法によりCNrを成長させる。

⑦硫酸：硝酸鵠3：1の混酸に4時間浸してカル：ボキシル基を形成。
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⑧EDCを含むbuffer溶液にアミノ基終端のDNAを混ぜたものに12時間浸す。

　→buffer溶液で洗浄した後エアガンで余分な水分を飛ばす。

　→50℃で15分乾燥させる前後で抵抗測定。

⑨続いて⑧で結合したDNAと完全に相補的なDNAを含むbuf£er溶液に12時間浸す。

　Buf£er溶液で洗浄した後エアガンで余分な水分を飛ばす。

　→50℃で15分乾燥させる前後で抵抗測定

buffer溶液・・●0．1M　HEPES∠NaOH　buffer（pH　7．0）

EDCの濃度…　　1mM

DNAの濃度…　　10μM

手順□で使用したDNA…　　5’一（Amine）一GGAGACTGTrArCCGCTCACAATrCCACAC－3’

手順□で使用したDNA…　　5’一（EへM）一GTGTGGAATrGTGAGCGGArAACAGTCTCG3’

～実験結果～

表3．3　抵抗値測定結果

実験

i階

酸処理前 酸処理後 DNA結
∫ｼ後
DNA結
㈹繩｣燥

ハイブリダイ

ﾗ引ション後

ハイブリダイゼー

Vョン後乾燥

抵抗

l
約6kO 約2kO 約1．5kO 約2．5kO 約2000 約2500

　表3．3はそれぞれの実験段階における基板表面の抵抗値を測定した結果のまとめである。

DNAの結合直後の抵抗値は約15　kO、乾燥後は約2．5　kOとなった。またハイブリダイゼ

ーション後は約2000、乾燥後は2500となった。これらの結果からDNAを結合すると抵抗

値が変化していることがわかる。ただし、基板上には反応時に使用したbufεer溶液が残って

いると考えられる。そこでbuf£er溶液の抵抗値を測定してみたところ200～3000程度の抵抗

値を示した。これよりハイブリダイゼーション後の抵抗値はbuf£er溶液を測定している可能

性が高い。また乾燥させた後もbuf£er溶液が完全に取り除けていないと考えられる。

　DNA結合直後の値は約1．5　kOとハイブリダイゼーション後に比べると高い値を示してい

る。ただしこれもbuf£er溶液が基板上に残っていると考えられ、　DNAによって抵抗値が変

化したのかどうか判断が難しい。ハイブリダイゼーション後よりも抵抗値が高いのは、残

ったbuf£er溶液が探針間に広がらず点在していたからと考えられる。またDNAは親水性な

のでその周りに水分を保持していると考えられ、単純にDNAの量がハイブリダイゼーショ

ン後に比べて少ないので基板上に残る水分も少なくなっているからとも考えられる。
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3．3．5考察

（a）CNTへのDNAの固定

　Feを真空蒸着する際に円形のメタルマスクを用いることで、蒸着の範囲を限定した。こ

れにより円形のパターン内のみにCNTを成長させることができた。　SEM画像を見ると非常

にきれいに円形のパターン内にCNTが成長していることが分かる。また純度としてはラマ

ンスペクトルから分かるように非常にDバンドが小さく、高純度のものができたといえる。

またブリージングモードのスペクトルがいくつかあらわれていることから直径の異なる単

層CNTが生成していることが分かる。

　CNTを硝酸に24時間浸す前後では多少Dバンドの大きさが硝酸に浸す前のものよりも大

きくなっている。これは硝酸によってCNTに欠陥が入ったためだと考えられる。ただしGD

比として考えるとかなり高純度なものとなっている。またブリージングモードが非常に良

く現れているので多数の単層CNTが成長していることが確認できる。ラマンスペクトルは

レーザを当てた部分にあるCNTを観察するので一概には言えないが、硝酸に浸すことによ

って多層CNTが単層CNTになったと考えることもできる。

　DNAの固定実験では円状のパターンとなっている部分がCNTの成長している範囲とな

っており蛍光顕微鏡で観察するとその円内のみが蛍光を発していることがわかる。これに

よりCNrの成長部分にのみDNAを固定することができたといえる。図4．27の右下の拡大

図を見ると輝点が集合して円形に光っていることが分かる。CNTの成長量の低い基板で同

様の実験を行うと輝点がまばらになることから、傾向の強さによってCNTの量もある程度

は判断できると考えられる。さらにハイブリダイ万口ションの検出に成功した。

　（b）抵抗値測定

　DNAの結合直後の抵抗値は約15　kQ、乾燥後は約25　kOとなった。またハイブリダイゼ

ーション後は約2000、乾燥後は2500となった。これらの結果からDNAを結合すると抵抗

値が変化していることがわかる。ただし、基板上には反応時に使用したbuf蝕溶液が残って

いると考えられる。そこでbuffer溶液の抵抗値を測定してみたところ200～3000程度の抵抗

値を示した。これよりハイブリダイゼーション後の抵抗値はbuf6er溶液を測定してしまって

いる可能性が高い。また乾燥させた後もbufεer溶液が完全に取り除けていないと考えられる。

　DNA結合直後の値は約1．5　kOとハイブリダイ別心ション後に比べると高い値を示してい

る。ただしこれもbuffer溶液が基板上に残っていると考えられ、　DNAによって抵抗値が変

化したのかどうか判断が難しい。ハイブリダイゼーション後よりも抵抗値が高いのは、残

ったbuf£er溶液が探針間に広がらず点在していたからと考えられる。またDNAは親水性な

のでその周りに水分を保持していると考えられ、単純にDNAの量がハイブリダイゼーショ

ン後に比べて少ないので基板上に残る水分も少なくなっているからとも考えられる。

　これらの結果から今回の4探針を用いた抵抗測定法ではDNAの電気的な検出は難しいと
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いえる。どうしてもDNAをCNrに結合するためにはbuf£er溶液が必要となるめで、基板

上に残るb疑ffer溶液をどう除去するのかが大きな問題である。これをクリアするためには新

しい測定手法や、構造を考える必要がある。

3．4　まとめ

　本章ではセンサ応用へ向けた高密度、高純度のCNrシートの形成の研究を記述した。ま

たこれら作成したCNTシートに対する酸処理などの影響を調査した。さらには応用例とし

てCNTへDNAを固定する実験を行った。ここで、　DNAはそのままでもCNTに吸着する

ことが知られている。ここでは、超音波処理などによってはがれないことから、化学結合

によって固定されていると結論した。しかし、ハイブリダイゼーションについては、蛍光

観察が必ずしも直接の証明とはなっていない（CNTに直接吸着しても蛍光は観察される）の

で、今後の検証が必要である。

　本章で得られた結果を以下に示す。

（1）ポーラスシリカを担持物質として用いることで高密度、高純度のCNTを成長させるこ

とに成功した。これまで真空蒸着法を用いたCNT成長では成長量があまり多くなかったが、

ポーラスシリカを用いることで基板上に高密度なCNTを形成できることが分かった。また

ポーラスシリカ溶液の濃度など様々な条件を変化させたときのCNTの成長の違いについて

も調査し、その関係性を見出した。さらに高密度、高純度なCNTを成長させる最適な条件

を求めた。

（2）作成したCNTシートの抵抗値測定を行ない、CNTの成長の様子によって抵抗値が変化す

ることが分かった。高密度、高純度なCNTほど抵抗値は低く、反対に密度、純度の低いCNT

の抵抗値は高くなる。

　CNTを酸処理すると抵抗値は下がる。この場合酸処理の時間が長いほど抵抗値の下がり

方は大きくなる。また酸処理の時間が長すぎるとCNTが測定の際に探針により破壊される

ことがある。

（3）パターン内に成長させたC：NT上へDNAを固定することに成功した。またCNT上でハ

イブリダイゼーションの検出もあわせて行いこれに成功した。

　DNAの固定を抵抗値の測定により検出しようと試みたが、　buf£er溶液の影響が大きいこ

とが分かった。これによりbuf歓溶液の除去の手段、新しい測定法などを考案することが重

要であることが明らかとなった。
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第4章アビジン吸着

　本基盤研究の目的は、CNTのネットワーク形成と、　CNTへの生体分子吸着特性の評価で

ある。ここでは、CNTへのアビジン（タンパク質分子）の吸着特性を、主として赤外振動分光

を用いて調べた結果を述べる。アビジンは、タンパク質の一つであるが、ビオチン（ビタミ

ンの一種）と特異的な反応を示すことから、生体分子反応の代表としてしばしば取りあげら

れる。F

4．1実験方法

4．1．1CNT表面へのアビジン吸着

　CNr表面へのアビジンの吸着は、　IR．ArRおよびIR．RASを用いて評価した。以下に実験

手順を示す。実験はすべて室温で行った。

①アビジン10mgを重水50　mlに溶かし、アビジン溶液を準備する。

②①の溶液2mlにCNT2　mgを投入。

③5min超音波撹搾した後、1h静置。1h後、　CNTは不溶であるのでほぼ沈殿する。

④溶液の上澄みをIR．ATRで測定。

⑤　沈殿したCNTを純水で洗浄し適当量を基板に滴下、乾燥させる。その後IR－RASで

　　測定。

　上記手順で、アビジン溶液の溶媒に水でなく重水を使う理由は、水の赤外吸収領域が

1600～1700cm“1にありタンパク質の強い吸収領域と重なるからである。重水の吸収バンドは

1300c㎡1付近にあり、タンパク質の強い吸収領域とは重ならない。

実験にはすべて、以下のものを用いた。

○　使用CNT

　今回使用したCNTはCarbon　Nanotechnologies　Inα（CNI社）製造の、残留触媒粒子を15　wt％

以下まで精製除去したHiPco単層カーボンナノチューブを使用した。

○　使用基板

　（12×12）mmの大きさにカットしたシリコンウエハー上に金を膜野際100　nmスパッタリ

ングしたものを使用した。
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4．1．2CNTの酸処理

　硫酸と硝酸の混酸を用いてCNTに酸処理を施した。以下に手順を示す。実験はすべて室

温で行った。

①硫酸／硝酸謹3：1の混酸にSWCNT4　mgを投入し、超音波処理を任意の時間施す。

②細孔サイズ0．5μmでろ過をし、ろ紙上にCNTを回収。

③回収したCNTをろ紙ごと純水中で5min超音波洗浄し、再びろ過を行う。

④回収したCNTをエタノール20　ml中に超音波分散させ、酸処理CNT分散液を得る。

⑤上記の酸処理CNT分散液30μ1を基板に滴下乾燥し、　IR－RASおよびラマン分光に

　　　より観測。

　また、このときの1h酸処理したCNTを減圧下において乾燥させ、アビジン溶液に投入

して5．1．1と同様の吸着実験を行った。酸処理CNrを用いた場合について、アビジン溶液

の濃度減少をIR．ArRを用いて観測した。

4．2結果と考察

　図4．1にアビジン溶液のArRスペクトルを示す。図4．1（a）はCNT混合前の元の溶液のス

ペクトルである。1640cnゴ1、1540　c㎡1付近にそれぞれアミド1、アミドHと呼ばれるタン

パク質中のペプチド結合に由来する吸収が見られる。図4．1（b）はCNT混合後、溶液の上澄

みを測定したスペクトルである。アミド1、アミドH吸収帯域にピークが見られるがCNT

混合前と比べるとかなり吸光度が減少している。このことから溶液中のアビジンがCNTに

吸着し濃度が減少したことが分かる。

　申た、このときのアビジンが吸着したCNTのRASスペクトルを図4．2に示す。図4．2（a）

はアビジン溶液に投入する前、図4．2（b）は投入後のCNrの赤外吸収スペクトルである。ア

ビジン溶液への投入後、アミド1、アミドH吸収帯にピークが現れCNT表面にアビジンが

吸着していることが確認できた。

　図4．3に酸処理CNTのRASスペクトルを示す。未処理のCNTには大きなピークが観測

されず、表面にはほとんど官能基がないことが分かる。その後、酸処理を施すとCNT表面

が酸化され1740～1750c㎡1付近にカルボキシル基に由来するC＝0伸縮振動のピークが観測

された。酸処理奪回が長くなるにつれピーク強度が増大し、酸化が進行していることが分

かる。また、図4．4にこのときのラマンスペクトルを示す。酸化が進むにつれ1350cm’1付

近にある欠陥由来のシグナルであるD．バンドが増大し、200～280cm4付近のRBMが減少し

ている。このことからCNT表面に欠陥が導入され構造が破壊されていることが分かる7）。

参考として以下にラマンスペクトルのD／G比を示す。この値は、同一基板上の異なる三点

について計測した値の平均を取ったものである。

53



　萱
『

£　　　（b）

ε

8紳　§

£

§　（・）

＜

Amide　I Amide　H

　　　　ノーーズ諾叡一ハ〆’一一、＿一ハペ
．，”、／

2000　　　1900　　　1800　　　1700　　　1600　　　1500　　　1400　　　1300

　　　　　　　　　　Wavenumber（cm階1）

　　　　　　図4．1　アビジン溶液のArRスペクトル

　（a）元の溶液（CNT混合前）　（b）CNT混合、分離後の溶液

A憩iαeI Amide　I［

倉
塁

｛

ε
8
§

殺
2
ρ
＜

（b）

　　　　　　　　　．．！｝一！｛トハ．一・・〉・一・・v一、’一…・…ノ・v鴇・A…｝～〆”

ノ、へ〆
鼠
’〉へ躍！デ’～虞、へ諮・＿蕗＼．、西、、

　　（a）

2000 1900　　　1800　　　1700　　　1600　　　1500　　　1400　　　1300
　　　　　　Wavenumber（CHゴ1）

　図4．2　アビジン吸着CNrのRASスペクトル

　　（a）未処理CNT　（b）アビジン吸着CNT

54



C謹0

＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（a）

2000　　1900　　1800　　1700　　1600　　1500　　1400　　1300

　　　　　　　　　　　WaveRumber（cゴ1）

　　　　　　図4．3酸処理cNTのRASスペクトル

　　　酸処理時間：（a）未処理　（b）30min（c）1h（d）4h

　　RBM

　　　D－band　　　　　　　G－band，

　　　　　　＼　〆・
　　　　　　　　　　∫　L　　　　　　　ハ　　　　　　ゴモ
　　　　　　　ノ　し　　　　　ノ　く

凱llllllllll

a

100　　　　　　　　600　　　　　　　1100　　　　　　　1600

　　　　　　　　　Wave薮umber（cめ

　　　　図4．4酸処理CNTのラマンスペクトル

　酸処理時間：（a）未処理　（b）30min（c）1h（d）4h
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この酸処理したCNTを用いて同様の手順でアビジンの吸着を行った。測定したアビジン

溶液のArRスペクトルを図4．5に示す。比較のため、未処理CNTを用いたときの結果も合

わせて示す。このときアミド1、アミドH吸収帯に現れるピーク強度から溶液中のアビジ

ン濃度およびCNrの分子吸着力を比較した。未処理CNrを用いて吸着を行った場合（図

45（b））、CNTを投入しないときのスペクトル（図45（a））と比べてアビジン濃度はかなり減少

しているが、アミド1、アミド皿吸収帯にはまだ吸収が見られ、溶液中に未反応のアビジ

ン分子が残留していることが判る。一方、酸処理CNTを用いた場合（図45（c））はピーク

がほぼ消失しており、ほとんどのアビジンがCNTに吸着したと思われる。また図45（c）に

おいて1730cm4付近にピークが観測されるが、これは溶液中に一部混じった酸処理CNT

のカルボキシル基由来の赤外吸収が観測されたものと思われる。

表4．1酸処理CNTのD／G比

酸処理時問 D／G比

Omin（未処理） 0．0426

30min 0．0896

1h 0，162

4h 0，630

倉
鼠，

，◎●

お

と
呂、

鰺
お

索

く

（c）

舳’del _ツideI
～＿，＿，・・／「

E…一 _沸一・、．．．．’へヘハ’・…・’……’『～｛

（b） ・♪ _．呪　　く叫、

2300　2200　2100　2000　隻900　1800　1700　1600　1500　1400　1300

　　　　　　　　Wavenumber（cm4）

　　　図4．5　アビジン溶液のArRスペクトル

（a）元の溶液（CNT混合前）　（b）未処理CNT混合後

（c）酸処理CNT混合後
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　以上のことから酸処理CNTの方がアビジンを多量に吸着することが示された。理由とし

て、カルボキシル基などで終端された電荷を有する表面は電荷の正負によらず多くのタン

パク質を吸着することが報告されており、この場合も酸化によってCNT表面ヘカルボキシ

ル基が修飾されたことが影響していると思われる。

4．3　まとめ

　本章では、タンパク質吸着の代表として、アビジンの吸着に伴う赤外振動分光の結果を

述べた。次章でアルブミン吸着を扱うが、タンパク質分子の吸着と言う点では共通するの

で、次章の最後にまとめて考察することにする。

57



第5章　血清アルブミン吸着

アルブミンは、血液中に含まれるタンパク質である。ここで、肝臓疾患の病因物質である

ビリルビンを血漿吸着療法により除去する場合を考える。ビリルビンの多くは、アルブミ

ンに吸着しており、吸着療法で除去する場合を考えると、アルブミンの吸着特性が重要と

なる。ここでは、CNrを血漿吸着療法の吸着剤として用いる場合を想定し、アルブミンの

吸着特性を赤外振動分光により評価した。

5．1実験方法

5．1．1未処理CNT・酸処理CNTへの血清アルブミン吸着

　未処理CNT、および反応時間の違う数種類の酸処理CNTについて血清アルブミンの吸着

を行った。測定はIR．RASを用いて行い、ピーク強度の違いから血清アルブミン吸着量につ

いての評価を行った。以下に実験手順を示す。実験はすべて室温で行った。

①CNT標準分散液および4．1．2で作成した酸処理CNT溶液を30μ1取り、金スパッタ

　　基板に滴下乾燥させる。

②①の基板を血清アルブミン溶液5m1に浸して20　min静置。

③余分な分子を洗い落とすため、純水中でvoltex洗浄。

④エアガンで水分を飛ばした後、IR－RASで観測。

　また血清アルブミン単体でのスペクトルを確認するため、血清アルブミン溶液数滴を基

板に滴下乾燥させたものをIR－RASで観測した。さらに、上記手順③の操作によって基板に

付着した余分なアルブミンが洗い落とされていることを確認するため、CNTを付けていな

いさらの基板を用いて手順②一④の操作を行ったb

O　CNT標準分散液

　未処理のHiPco単層CNT4　mgをクロロホルム20　mlにプローブ型超音波分散機を用いて

分散させたものをCNT標準分散液として用いた。実験では、これを適当量取って基板に滴

下乾燥させて用いた。

○　血清アルブミン溶液

体内における環境を想定して血清アルブミン濃度50g刀、食塩濃度9g乃となるよう混合し
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た水溶液を実験試料として用いた。

5．1．2高分子を用いたCNT表面のコーティング

　CNT表面を高分子でコーティングする手法は現在主にCNr分散に用いられている。本実

験では分散と同時に、表面状態を変化させた場合の吸着について調べることを目的として、

CNTの高分子コーティングを行った。得られたコーティングCNTを用いて4．Uと同様に

血清アルブミンの吸着を行った。以下に手順を示す。実験はすべて室温で行った。

①濃度0．5mg／mlの任意のポリマー溶液10　mlにCNT2　mgを投入。

②プローブ型超音波分散機を用いて①の溶液を5min撹搾。

③細孔サイズ0．5μmのろ過をし、ろ紙上にCNrを回収。

④回収したCNTをろ紙ごと純水中で5min超音波洗浄し、再びろ過を行う。

⑤回収したC：NTを純水20　ml中に超音波分散させ、ポリマーコートCNT分散液を得る。

⑥⑤のCNT分散液200μ1を基板に滴下し、100℃の大気中で10　min加熱乾燥させる。

⑦上記CNT分散基板を血清アルブミン溶液5mlに浸して20　min静置。

⑧余分な分子を洗い落とすため、純水中でvoltex洗浄。

⑨エアガンで水分を飛ばした後、IR－RASで観測。

　ろ過をすると、ろ紙にCNTがある程度付着するため少し量が減ってしまう。ろ過を2回

行った後のCNTの収率を別途測定すると重量比約70％であった。そこで、2回ろ過後の

CNTが70％に減ったと仮定すると、上記分散液200μ1中にCNTは14μg含まれている。

そこで、クロロホルム溶媒の未処理CNT14μgを基板に滴下分散し、これに⑦～⑨の手順

でアルブミンを吸着させて比較対照とした。

　また、CNTの分散度が吸着に及ぼす影響を調べるため、　CMC．CNrを300℃で15　min熱

処理してCMCを焼却除去した。これについて同様に⑦～⑨の手順でアルブミンを吸着させ

て吸着量を測定した。

○　使用した高分子

　本実験には次に示すような両親媒性の高分子を用いた。一般にCNTは疎水性であるため、

界面活性剤のような両親学堂の高分子と共に撹搾すると、疎水性相互作用によって高分子

の疎水部が同じく疎水性のCNTを包み込みミセル形成して水に溶解する。特性の違いを見

るため、今回は異なる3種類：の高分子を用いて実験：を行った。以下に、本実験に使用した

高分子を示す。
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（a）カルボキシメチルセルロース（carboxymethylcellulose，　CMC）

　アルカリセルロースにクロロ酢酸を反応させて作られる。カルボキシメチル基

（一CH2COσ）の存在により陰イオン性の高分子であり、水に可溶である。

（b）キトサン

　カニやエビなどの甲殻類の外骨格から得られるキチンを、濃アルカリ中での煮沸処理等

により脱アセチル化して作られる。アミノ基の存在により陽イオン性の高分子である。希

酸に可溶であるが、水にはほぼ不溶。本実験ではまずキトサン20mgを純水10　ml、硝酸1

滴と共に混合し、1h程度かけて溶解させた。その後、水を足して任意の濃度に調整した。

（c）Brij　700

　親水部が非電解質、つまりイオン化しない親水性部分を持つもので、それに疎水性のア

ルキル鎖がつながった非イオン性の界面活性剤。また親水部はPEG構造をしており、タン

パク吸着を阻害する。
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　　　　　　　　　　　図5．1　実験に使用した高分子

（a）CMC（陰イオン性）　（b）キトサン（陽イオン性）　（c）B均700（非イオン性）
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5．2　結果と考察

　図5．2（a）はアルブミン溶液数滴を基板上に滴下乾燥させたもののRASスペクトルである。

アビジンと同様1640cm4、1540　cm－1付近にそれぞれアミド1、アミドEと呼ばれる領域に

タンパク質中のペプチド結合に由来する吸収が見られる。図5．2（b）はアルブミン溶液に浸漬

する前の単体のCNTであり、特に目立ったピークは見られない。図5．2（c）はアルブミン溶

液に浸した後のCNTであり、タンパク由来と思われるピークが新たに出現している。この

ことからCNT表面にアルブミンが吸着したことが確認できた。また、図5．3は基板自体へ

の吸着が無いかどうかを確認した実験のRASスペクトルである。　CNT分散基板への吸着タ

ンパク（図5．3（a））、および基板自体へ吸着しているタンパクのスペクトル（図5．3（b））を見

ると、基板のみの表面にはほとんどタンパクが無いことが分かる。よって、CNTへ吸着し

たもの以外の余分なアルブミンは洗い落とされていることが確認できた。さらに、CNTは

吸着量が多いだけでなく、吸着保持力に優れていることも示された。

　酸処理CNTを用いて同様の吸着実験を行ったときの結果を図5．4に示す。比較のため図

5．4（a）に未処理CNTを用いた場合の図を示す。このときアミド1およびアミド皿吸収帯のピ

ーク強度からタンパクの存在量、すなわちCNTへのアルブミン吸着量を評価した。図5．4

より、CNTの酸化が進むほどタンパク吸着量が増大していることが分かる。参考のため、

未処理CNTを用いた場合のアミド1ピーク強度を1．00として、それぞれのスペクトルにお

けるアミド1ピークの強度比を求めた（表5．1）。

　CNrを酸処理したとき表面に導入されるcoOH基は中性溶液中では負電荷を有する官能

基であり、5．1．2では負電荷を持つ酸処理CNTが正電荷のアビジンを多量に吸着することが

確認された。ここでは、負電荷をもつ酸処理CNTが同じく負電荷のアルブミンを多量に吸

着している。このことからも、電荷を有する表面は電荷の正負によらず多くのタンパク質

を吸着するということが言える。

61



　萱
『

£

ε
8
壽

£

2
ゆ
く

（c）

Amide　I
Amide　n

（b）

（a）

　　2000　　1900　　1800　　1700　　1600　　1500　　1400　　1300

　　　　　　　　　　　Wavenumber（cm4）
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（a）滴下乾燥アルブミン　（b）未処理CNr（c）アルブミン吸着CNT
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図5．3　CNTおよび基板へのアルブミン吸着（RASスペクトル）

　　　　　　　　　　（a）CNT　（b）基板単体
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Amide　I

Amide　H

2000　　1900　　1800　　1700　　1600　　1500　　　1400　　1300

　　　　　　　　　　　Wave盤umber（cm備1）

図5．4酸処理CNTへのアルブミン吸着（RASスペクトル）

　　酸処理時間：（a）未処理　（b）30min（c）1h（d）4h

表5．1酸処理CNTへのタンパク吸着量の比較

使用CNT（酸処理時間） アミド1ピーク強度比

Omin（未処理） 1．00

30min 1．30

1h 1．92

4h 3．31

　図5．5はそれぞれの高分子コートCNTを水に溶かした分散液の写真である。比較のため、

未処理CNTを水に入れたものを図55（a）に示す。図5．5より、高分子でコーティングするこ

とによって、水によく溶けて分散することが分かる。図5．6はそれらの分散液を基板に滴下

乾燥させた、CNT分散基板のSEM像である。ただし、図5．6（a）未処理CNT分散基板は5．1．2

の実験手順で示したとおり、クロロホルム溶媒を用いた分散である。また図5．6（e）は

CMC－CNTを分散させた後、　CMCのみを焼却除去した基板である。未処理CNTはその大部

分がバンドル上で固まって存在していたが、その他のCNTは完壁な単分散とは行かないま

でも概ね満遍なく基板上に分散していた。

　図5．7はそれぞれの分散CNTにアルブミンを吸着させたもののRASスペクトルである。
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吸着量の参考として、未処理CNTを用いた場合のアミド1ピーク強度を1．00とした時の各

スペクトルにおけるアミド1ピークの強度比を求めた（表5．2）。CMCおよびキトサンのよ

うなイオン性高分子でコーティングされたCNTは、未処理のものと比べてかなり吸着量が

増大していることが分かる。逆に、PEG構造を持つBrij－CNTは吸着量が減少しており、確

かにタンパク質の吸着を阻害している。また熱処理後のCMC．CNT基板は、　CMC除去後も

分散度において未処理CNT基板より優っており、より多くのタンパク質を吸着できている。

　以上のことから、CNT表面における吸着には、　CNTの表面化学状態i・CNTの分散度の2

点が重要であることが示唆された。このように、従来はCNTの分散のみに用いられてきた

高分子コーティングの手法をタンパク吸着に応用できることを見出した。
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　　　　　　　図5．5　CNT分散液（溶媒：水）

（a）未処理CNT　（b）CMC－CNT　（c）キトサンーCNT　（d）Brij－CNT
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　　　　　　　図5．6CNT分散基板のSEM像

（a）未処理CNT　（b）CMC－CNT　（c）キトサンーCNT　（d）B貯CNT

（e）CMC－CNT（300℃熱処理後）
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図5．7高分子コートCNTへのアルブミン吸着（RASスペクトル）

（a）未処理CNT　（b）CMC－CNT　（c）キトサンーCNT　（d）Bril－CNT

（e）CMGCNT（300℃熱処理後）

表5．2高分子コートCNTへのタンパク吸着量の比較

使用CNT アミド1ピーク強度比

未処理CNT 1．00

CMC－CNT 3．13

キトサン℃Nr 3．43

Brij－CNT 0．89

CMC－CNT（熱処理後） 1．37
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5．3　タンパク質吸着のまとめ

　本基…盤研究では、CNTの分子吸着特性についてFrμRを用いて評価した。前章と本章で

述べたCNr表面への2種のタンパク吸着について、まとめる。

　まずアビジンの吸着に関しては、粉末状のCNTをアビジン溶液に混合・分離することに

よって、溶液中のアビジン濃度の減少およびCNrへの吸着を確認した。このとき、溶液の

ArRスペクトルにおけるタンパク質のピーク強度減少と、　CNTのRASスペクトルにおける

ピーク強度増大は互いに対応していた。このようにIR．ArRとIR－RASを組み合わせること

で分子の動向を逐一評価でき、タンパクが確かにCNrへ吸着していることが確認できた。

また今回、酸処理を施したCNTを用いて同様の実験を行った。その結果、酸処理C：NTの

方がアビジンを多量に吸着することが示された。

　次に血清アルブミンの吸着については、基板上にCNTを滴下分散し基板ごとアルブミン

溶液に浸漬してCNTへのタンパク吸着を行った。ここでは未処理のCNT以外に、反応時

間の違う数種類の酸処理CNT、高分子でコーティングしたCNTを用いてそれぞれに血清ア

ルブミンを吸着させたgタンパク質に起因する吸収帯のピーク強度からタンパクの存在量、

すなわちCNTへのアルブミン吸着量を評価した。酸処理CNTを用いた実験では、　CNTの

酸化が進むほどタンパク吸着量が増大することを確認した。

　また高分子コートCNTのタンパク吸着には実験試料として次の3種を用いた：①

CMC－CNT、②キトサンーCNT、③Br茸一CNT。さらにCNTの分散度が吸着に及ぼす影響を調

べるため、CMC．CNTを基板に分散させた後CMCのみを焼却除去したもの（即ち表面修飾

なしで分散度が未処理CNrよりも良いもの）についても調べた。実験の結果、　CMCおよび

キトサンのようなイオン性高分子でコーティングされたCNTは、未処理のものと比べてか

なり吸着量が増大した。逆に、PEG構造を持つBr寿一CNTは吸着量が減少しており、タンパ

ク質の吸着を阻害していることを確認できた。また熱処理後のCMC．CNT基板は、もとの

CMC－CNTよりは吸着量が少ないが、未処理CNTよりも多くのタンパク質を吸着していた。

以上のことからCNT表面における吸着には、　CNTの表面化学状態・CNrの分散度の2点

が重要であることが示唆された。このように、従来はCNTの分散のみに用いられてきた高

分子コーティングの手法をタンパク吸着に応用できることを見出した。

　以上のようにCNT表面は生体分子の吸着に有力な材料であることから、微量生体分子の

収集・検知、あるいは有害物質除去等の医療への応用が期待される。またそのような応用

へ向けては、CNT表面の状態制御が重要な技術であることが示された。
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第6章　結論

　カーボンナノチューブ（CNT）は、機械的、化学的、電気的に優れた特性を持つナノワイヤ

である。本研究により、CNTの架橋成長とCNTの接木は、　CNTの三次元的ネットワーク

を形成するのに有力な手段であることが確認された。こうしたCNTネットワークは、生体

分子と同スケールの表面を持つため、生体環境、すなわち溶液環境でさまざまな生体分子

と効率よく相互作用することが期待される。実際、ポーラスシリカを用いたCNTシートは、

DNAの高効率固定の場として有望であることが示された。　CNTはネットワークを構成し

ているので、ネットワークに吸着した生体分子の高感度検出にも有望である。

　CNTへのタンパク分子の吸着挙動については、赤外振動分光法により、直接確認するこ

とができた。このとき、吸着はCNT表面の処理に敏感であり、　CNTの生体分子検出や吸

着剤応用においては、CNT表面制御技術が重要であることが明らかとなった。

　以上の成果に基づき、今後の研究の展開を述べる。まず、タンパク質分子吸着について

は、高効率の吸着が可能なことが明らかとなったので、今後は医療応用を中心に研究を進

める。また、ここで明らかとなったように、CNTのネットワーク形成技術は、生体物質問

反応を用いても可能であることが分かったので、生体分子反応によるCNT接続などへ展開

する。さらに、CNTとタンパク質の相互作用は、　CNTネットワークと細胞との相互作用の

基礎であり、今後はCNTと細胞との相互作用検出、　CNTによる細胞内シグナルの検出、

などへも研究を進める予定である。
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