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本日のトピック

• 水晶発振子マイクロバランス法（QCM）

• 表面プラズモン共鳴（SPR）



QCM(水晶発振子マイクロバランス法)とは

• http://www.initium2000.com/technology/qcm.html

[原理]

水晶振動子（水晶発振子とも呼ぶ）とは、水晶の結晶を
極薄い板状に切り出した切片の両側に金属薄膜を取り付
けた構造をしたもので、それぞれの金属薄膜に交流電場
を印加するとある一定の周波数（共振周波数）で振動す
る性質を示します。
金属薄膜上にナノグラム程度の物質が吸着すると物質の
質量に比例して共振周波数が減少するため、微量天秤と
して利用することができます。



QCM(水晶発振子マイクロバランス法)とは

• http://www.initium2000.com/technology/qcm.html

[水晶の圧電効果]
ある種の結晶では、機械的なひずみをかけると結晶内の原子の位置関係が変化し、結
果としてひずみの大きさに比例した分極が生じます。この現象は圧電効果
(piezoelectric effect) と呼ばれ、1880年にフランスの物理学者キューリー兄弟によっ
て発見されました。これとは逆に結晶に電場をかけると機械的なひずみを生じます
（逆圧電効果）。これらの現象は水晶、ロッシェル塩、電気石などの結晶に見いださ
れていますが、その中でも特に水晶（石英 quartz ; SiO2）は、圧電特性、化学的性
質、熱的安定性に優れていることが知られているため、最も用いられます。



QCM(水晶発振子マイクロバランス法)とは

• http://www.initium2000.com/technology/qcm.html

[水晶振動子マイクロバランス法]
水晶振動子には様々な種類がありますが、AT-カットという角度で切り出した水晶
板薄膜の両面に電極を作製した水晶振動子は厚みすべり振動（Thickness-shear-
mode resonator）と呼ばれ、水晶面に水平な方向にずり振動します。この時の水
晶振動子の周波数は水晶の厚さで決まり、薄い水晶板を用いるとより高い周波数
で振動する水晶振動子が得られます。



QCM(水晶発振子マイクロバランス法)とは

• http://www.initium2000.com/technology/qcm.html

水晶板の周波数が、電極上の物質の質量に応じて変化していることが1950年代
に報告されました。周波数の変化量と付着物質の質量との関係は、Sauerbrey
（ザウアーブレイ）式と呼ばれる次式で表され、付着物質量が増加すると周波
数が減少し、付着物質量が減少すると周波数が増加します。この現象を利用し、
水晶振動子の周波数変化を検出することで、その電極上での物質の質量変化を
計測する方法を水晶振動子マイクロバランス法（QCM法）と呼びます。



気相、液相共に測定可能。

センサー表面へのナノグラムレベルの吸着量を定量化でき
る。

タンパク質などの生体分子でもラベル化することなく、ネ
イティブに近い状態で相互作用を検出できる。

吸着反応をリアルタイムに測定できる。

★ 27 MHzの基本振動数を持つ水晶振動子の場合、1Hzの振
動数減少が0.62 ng/cm2のセンサー表面上の質量増加を示す
ことが理論的にも実験的に実証されている。

QCM(水晶発振子マイクロバランス法)でできること



パラメータの算出について

セルには、8 mLのbuffer, センサ上には、X ngの基質Sが吸着
Sの吸着量の絶対量が算出できる。
10 uMの蛋白質Pを10 uL添加すると、セルには、Pは100 pmol添加される。
このうち、10 pmolが結合すると、系中には、フリーなPが90 pmol存在する
10 uMの蛋白質Pを繰り返し添加し、吸着しなくなるまで添加する。

ある基質Sに蛋白質Pが結合するときの結合定数の算出

Scatchad解析が適用可能！



Langmuirの結合等温式から導かれるScatchard法

フリーなゲストをC、フリーなホストをn0, ゲストと結合したホストをnBとすると以
下の式が示される。

ここで、これらの結合定数Kは次のように示される(［ ］は対応する化学種の濃度)。

(1)

ここで、全ゲストの数Nは N=n0+nBであるため、

(2)

つまり、以下のように示される。

(3)

ここで、ホスト分子にm個の結合サイトがあるとするならば、(3)式は次のように変
形できる。

(4)

これより、式を変形すると、

となり、ここで、nB(ゲストと結合したホストの数)を, C(ゲスト濃度)をL, mN(結
合サイトの数)をnとおくと、

 /L=K(n－ ) が導かれる。
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パラメータの算出について

r/LF =K(n－r) (1)

ここで、nは結合個数、LFはリガンドに結合していな

い蛋白質濃度、rはリガンドに結合した蛋白質の量、を

求めてScatchardプロットを行い、(1) 式を用いて非線

型最小二乗法によって最適化させることによってK、n

を求めることができる。



測定例

Biochemistry 1998, 37, 5666-5672J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8537-8538

（A) （B)



実験方法（チップ調整方法）

チップの前処理
ピランハ溶液(30%過酸化水素水：濃硫酸=1:3)をパスツールピペット
で一滴発振子の金表面にのせ、5分間放置し、その後超純水で水洗し
た。もう一度、同様の操作を行い、前処理を行った。前処理後、次に
示す手順によりストレプトアビジン修飾プレートを準備した。

ピランハ溶液
無機固体表面から有機残渣を除去するピラニア処理で用いられる強酸性の溶液で、濃
硫酸（H2SO4）と過酸化水素（H2O2）水溶液を混合したものである。非常に強い酸化
剤として働き、ほとんどの有機物を除去し、ほとんどの表面を水酸化（ヒドロキシル
基-OHを付加）して高い親水性の表面に変える。

調製法
一般的に用いられるピラニア溶液は濃硫酸：３０％過酸化水素水を３：１で混合した
ものである。混合時は過酸化水素水に濃硫酸を静かに加える。溶解時に発熱するため、
注意して加えないと突沸する！過酸化水素が自己分解していくため、使用する度に新
規に調製する。保存はできない。使用後の上清や余りは希釈、中和するなど、事業所
の廃棄手順に必ず従う。



実験方法（チップ調整方法）

【チオール化DNA固定化の場合】
① 0.5 μM チオール化DNA(保護基；HO-(CH2)6-S-S, 0.5 M NaCl溶液)を10 μL
添加。37 °Cで一晩、保湿タッパ中でインキュベートする。【セル中で振動数変
化をリングしてもOK】
② 水洗後、1 mM 6-メルカプトヘキサノール溶液10 μLを添加し、45 °Cで1hイ
ンキュベートする。

【アビジン固定化の場合】ビオチン化DNAやビオチン化蛋白質を固定化可能
①1mMジチオプロピオン酸エタノール溶液を100ml発振子上に乗せて湿度を保ち
45分放置する。
②直前に調整した100 mg/mlの1-(3-Dimethylaminopropyl)-3 ethylcarbodiimide,
hydrochloride(EDC)水溶液と100 mg/mlのN-Hydroxysuccinimide(NHS)水溶液を
等量混合した物を100ml発振子上に乗せて湿度を保ち20分放置する。
③0.15 mg/mlのストレプトアビジン水溶液(1 mM HEPES pH8.0)を10ml発振子上
に乗せて湿度を保ち60分放置する。
④1 Mの2-アミノプロパノール水溶液を100 ml発振子上に乗せて湿度を保ち30分
放置する。



ポリメラーゼによる伸長反応

J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8537-8538

酵素反応をリアルタ
イムにモニタリング

可能。

酵素がDNA
に結合

酵素がモノマーを認
識して連結

反応終了後、酵素が
脱離



測定例

Biochemistry 1998, 37, 5666-5672J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8537-8538

（A) （B)



Biochemistry 1998, 37, 5666-5672

蛋白質とDNAによる相互作用の速度論解析



Δm

このカーブ
をフィッ
ティング

kon, koffの算出



kon, koffの算出

傾きからkon, 切片か
らkoffが得られる。



パラメータの算出について

kon：会合速度定数 (M-1s-1)
koff：解離速度定数 (s-1)
Kd：解離定数 (M)
Ka：会合定数 (M-1)

水晶発振子



Analytical Biochemistry 381 (2008) 233–239

(a) 酵素が電極上の
DNAを切断

(b) 電極上にDNAが
ないので、反応は
起こらず、電極上

のD重量は変化しな
い

DNase Iセンサの切断確認



SPR(表面プラズモン共鳴)とは

金属
（誘電率 ε)

入射光 反射光

エバネッセント波

表面プラズモン

ガラス

媒質

これらの波数が一致すると、
共鳴が起こり、入射光のエネルギー
が表面プラズモンの励起に使われ、
反射光が減少する。

この領域に、DNAや蛋白質を固定化する。
固定化されたものの物性で表面プラズモンが

変化する。



SPR(表面プラズモン共鳴)とは

相互作用をみたい物質のうち一方（リガンド）をセンサーチップの金薄膜上に固定
し、センサーチップの裏側から金薄膜とガラスの境界面で全反射するように光を当
てると、反射光の一部に反射強度が低下した部分（SPRシグナル）ができます。相
互作用をみたい物質の他方（アナライト）をセンサーチップの表面に流しリガンド
とアナライトが結合すると、固定化されているリガンド分子の質量が増加し、セン
サーチップ表面の溶媒の屈折率が変化します。この屈折率の変化により、SPRシグ
ナルの位置がIからIIにシフトします。
逆に結合が解離するとシグナルの位置はIIからIに戻ります。

https://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/biamic_pri.html



一般に、固定化した分子をリガンド、試料
として流路に流す分子をアナライトと呼び
ます。ある一定時間一定速度の連続したア
ナライトの添加により、リガンドが結合し
た流路にはアナライトの結合が見られ、コ
ントロールの流路にはバルク効果がしばし
ば現れます。これが結合相であり、ここか
ら二分子間の結合速度定数kass (1/Ms)を
求めることができます。アナライトの添加
が終わると、流路には緩衝液のみが流れリ
ガンドに結合したアナライトの解離をモニ
ターする解離相に移ります。ここから、二
分子間の解離速度定数kdiss(1/s)を求める
ことができます。モニター終了後、二分子
間の結合を解くような溶液条件の再生溶液
を添加し、アナライトを完全に解離させ初
期状態に戻します。

SPR(表面プラズモン共鳴)とは



一般に、溶液中で分子Aと分子Bが相互作用する場合、この二種を混合すると複合体ABが形成されます。これは反応式（f1）で
示され、二分子反応と呼ばれます。

A + B ⇄ AB （f1）

各分子のt時間後における濃度を[A]、[B]、[AB]とすると、時間経過と共に[AB]が増加し、ある一定の割合となったとき平衡状
態に達します。ここで二分子反応の反応動力学定数（kinetic parameters）として、結合速度定数（association rate constant、
単位：Ms-1）をkass、解離速度定数（dissociation rate constant、単位：s-1）をkdissとすると、複合体の濃度変化率d[AB]/dt
は（f2）式で表され、A、B、ABの測定時点での濃度に依存します。

d[AB]/dt=kass[A][B]-kdiss[AB]、（f2）

平衡状態では結合速度と解離速度は等しいですから、複合体ABの濃度の変化率d[AB]/dtはゼロとなるため、下記の式を導くこ
とができます。

kdiss/kass=[A][B]/[AB]=KD、（f3）

kdissとkassの比から、解離定数KD（dissociation constant、単位：M）が算出され、この値が小さいほど結合が強いことを示し
ます。また結合定数KA（association constant、単位：M-1）は解離定数の逆数となります。

（f2）式において、A、Bの濃度はいずれも反応に伴い減少するため、初期濃度を、[A]0、[B]0とすると、[A]＝[A]0－[AB]、[B]
＝[B]0－[AB]を用いて書き換えることができます。

d[AB]/dt=kass([A]0[AB])([B]0-[AB])-kdiss[AB]、（f4）

片方の濃度、例えばAの濃度をBに対して「大過剰」用いることにより、Aの減少量を無視すると[A]0-[AB]=[A]0となリ、（f4）
式を変形すると（f5）式が誘導されます。

d[AB]/dt=kass[A]0[B]0-(kass[A]0+kdiss)[AB]、（f5）

さらに、kass[A]0＋kdiss＝kappと置き換えれば、

d[AB]/dt=定数-kapp[AB]、（f6）

（f6）式において、[AB]の変化量は見掛け上の一次反応として取り扱うことができます。求められる見掛けの反応速度定数kapp

＝kass[A]0＋kdiss（単位：s-1）は既知の[A]0に依存するので、kappを[A]0に対してプロットすると結合速度定数kass（単位：Ms-

1）を算出することができます。

https://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/road/road01_03.html

結合の反応速度と平衡状態



前述のように、速度定数の測定のためには二分子反応であっても見掛け上の一次反応の条件を作り出せば良
いわけです。GE社Biacoreのようなフロー法を採用している測定系では、固定化した固相の分子Bに液相の分
子Aを一定の濃度で供給し続けるシステムを持っています。すなわち（f2）式において、[A]は時間に関係な
く[A]0の状態を保持することで[A] >>[B]の条件を満たさなくとも[A]＝[A] として扱うことが可能です。アナ
ライト濃度をC、形成された複合体濃度をレスポンスの変化量Rに置き換え、[B]0を最大結合量Rmaxに対応さ
せると、速度式は

dR/dT=kassC(Rmax-R)-kdissR、（f7）

（f7）式のように表され、これを変形すると下記の式を導くことができます。

dR/dT=kassCRmax-(kassC+kdiss)R、（f8）

これは（f5）式と同形であり、一次反応の取り扱いができることになります。

ここで、上述の反応速度論的解析法では、得られたセンサーグラムを非線形最小二乗法により直接カーブ
フィッティングさせ、解析する非線形解析（Non linear fitting）法は、例えばGE社製Biacoreに付属の解析プ
ログラムを用いることで可能となります。解析にはLocal fitting（アナライトの各濃度に対する1本のセン
サーグラムごとに一つずつパラメータを算出）とGlobal fitting（アナライトの全濃度にわたって同時にカー
ブフィッティングを行う）があります。

低アフィニティーの相互作用では反応が極めて早く平衡へと移行し、その結果、結合領域および解離領域が
極めて短く、速度論的解析が困難になることがあります。その場合については、アナライト濃度を変化させ、
平衡に達したときのRU値の解析からReqを直接測定してKDを求めることもできます。（f8）式において
dR/dt＝0、R＝Req、kdiss/kass＝KDと置き換えて変形すると（f9）式が得られます。

Req/C=Rmax/KD-Req/KD、（f9）

Req/CをReqに対してプロット（Scatchard Plot）すると直線が得られ、その傾きの逆数からKDの算出が可能
となるわけです。

https://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/road/road01_03.html

フローシステムを採用したSPR測定における速度論の取扱い



相互作用の結合定数の温度変化を求めることで、ファントホッフエンタルピーを計算することができます。

結合のギブスエネルギー変化は

ΔG/T=ΔH/T-ΔS、（f10）

と表すことができます。この温度微分は

d(ΔG/T)/dT=dΔH/TdT-ΔH/T2-dΔS/dT、（f11）

となります。ここで

dΔH=ΔCpdTならびにdΔS=ΔCpdT/T、（f12）

ですので、(f11)式は

d(ΔG/T)/dT=ΔCp/T-ΔH/T2-ΔCp/T=-ΔH/T2、（f13）

と書き換えることができます。ギブスエネルギーと解離定数KDは（f14）式

ΔG=RTlnKD、（f14）

（f13）（f14）式から

dlnKD/d(1/T)=-ΔH/R、（f15）

が導かれます。ここではd(1/T)/dT=-1/T2を用いました。

（f15）式から、平衡定数の対数と温度の逆数をプロット（線形ファントホッフプロット）することで、反応
のエンタルピーを求めることができます。熱測定に頼らずにファントホッフエンタルピー変化量を求めるこ
とができるというわけです。

https://www.gelifesciences.co.jp/technologies/biacore/road/road01_03.html

van't Hoffエンタルピー（ファントホッフエンタルピー）



SPR実験のポイント

相互作用の特性に応じて、異なる実験条件を設定する必
要があること

チップ表面に結合するすべての分子の総質量を観察して
いること

測定のたびにチップに固定されている分子の構造・活性
が初期状態に戻っていることを確認する必要があること



チップの調整方法（Biacoreの例)



リガンドの固定化方法

ビアコア CM5の場合: カルボキシメチルデキストラン修飾
チップ

①アミンカップリング リガンド表面に存在するアミノ基（N 末端アミノ
基あるいはリジン ε-アミノ基） を利用して固定化する方法。 CM デキ
ストランのカルボキシル基を NHS（N-ヒドロキシスクシンイミド）で活
性化し、プレコンセントレーションを利用して濃縮したリガンドを固定化
する。 残った活性 NHS 基をエタノールアミンでブロッキングする。



ビアコア CM5の場合: カルボキシメチルデキストラン修飾チップ

②アルデヒドカップリング法 糖タンパク質の糖鎖を介して固定化する方法で
ある。あらかじめ糖タンパク質をメタ過ヨウ素酸で還元し、糖鎖の非還元末
端を開裂（ホルミル基に）させたものを作成する。また、センサーチップ表
面は、ヒドラジン等でアミノ基末端を作成する。メタ過ヨウ素酸処理済リガ
ンドをインジェクトし、シッフ塩基で 固定化後、還元して（アマドイ転移）
共有結合化させる方法である。

（準備するもの） ・5mM ヒドラジン溶液 ・メタ過ヨウ素酸処理糖タンパク
質（BIAapplication Handbook を参照） ・0.1M Na-cyanoborohydride in 10 
mM Acetate buffer (pH4) ・再生溶液（例、10 mM Gly-HCl, pH2）

③リガンドチオールカップリング法 リガンド表面にある遊離のチオール基を
介して固定化する方法である。

（準備するもの） ・リガンド（プレコンセントレーション効果のある緩衝液
に希釈したもの。） ・NHS ・EDC ・80 mM PDEA in 0.1 M Borate 
buffer(pH 8.5) ・50 mM l-cysteine-1 M NaCl in 0.1 M Formate buffer(pH 
4.3) 

リガンドの固定化方法



測定例

DNAのグルーブバインダーの塩基配
列選択性を確認

J. AM. CHEM. SOC. 2004, 126, 143-153.
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4本鎖DNA選択的な化合物。
2本鎖DNAとの結合能を

比較したい。

GC Duplex：5’-TTCGCGCGTTTTCGCGCG
AT Duplex: 5’-CGAATTCGTCTCCGAATTCG
G4： 5’-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

4本鎖DNAに結合する化合物の評価



12/24 宿題について

出欠および評価のため、
Moodleの課題を提出して下さい。
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