
APPLICATION NOTE 20 

There is a huge interest in the 
development of molecular 
detection and character-
isation tools for antiviral 
drug evaluation and viral 
infection diagnosis. Standard 
methods for antiviral drug 
evaluation exhibit some 
shortcomings, including long 
incubation times and the 
need to establish cell culture 
models. Surface-based meas-
urement platforms could be a 
promising alternative that 
enables direct monitoring 
between captured virus 
particles and drug 
candidates.  
Plasmonic nanohole sub-
strates are highly interesting 
platforms for this type of 
application since they could 
offer a means of both 
capturing the virus particles 
as well as label-free detection 
of the particles response to 
drug candidates.  

The nanohole arrays where 
fabricated from a Si template 
patterned with nanoimprint 
lithography with circular 

holes, 600 nm deep, 160 nm 
in diameter, and with a 500 
nm periodicity. A 200 nm 
thick gold film was 
evaporated on the Si 
template and subsequently 
peeled off using optical epoxy 
and transferred to a glass 
support. A cartoon of the thus 
fabricated array is shown in 
Figure 1.  
To prevent non-specific 
adsorption of virus particles 

a self-assembled monolayer 
of methoxy-polyethylene 
glycol (mPEG) was formed on 
the gold surface. Virus like 
particles where prepared by 
extrusion of lipid vesicles, 75 
nm in diameter consisting of 
30 mol% cholesterol and 70 
mol% DOPC. A synthetic 
peptide exhibiting virucial 
activity (membrane
disruption) was used to 
demonstrate the sensing 

Figure 1: Insplorion XNano II system setup. The inset shows a cartoon of the 
periodic nanohole array designed to selectively capture virus-like particles 
inside the nanoholes. 

プラズモニックナノホールを使用したウイルス様粒子の捕捉と検知技術

抗ウイルス薬の評価およびウイ
ルス感染診断のための分子検
出・特性評価技術の開発には大
きな関心が寄せられています。 
抗ウイルス薬評価の標準的な方
法は、長いインキュベーション
時間や細胞培養モデルを確立す
る必要性など、いくつかの問題
がありました。固液界面の測定
技術は、捕捉されたウイルス粒
子と候補薬物との間の直接モニ
タリングを可能にする有望な代
替手段です。

プラズモニックナノホール基板
は、ウイルス粒子を捕捉するだ
けでなく、薬物候補に対する粒
子反応をラベルフリーで検出す
ることができます。このように
Insplorion LSPRは補足とモニタ
リングを同時提供できるため、
これらのアプリケーションにと
って非常に興味深い情報を提供
することが可能な測定技術基盤
となっております。

図1: Insplorion XNano IIシステムのセットアップ図。吹き出し図は、
ナノホール内のウイルス様粒子を選択的に捕捉するように設計された
周期的なナノホールアレイを示しています。

Insplorionの局在表面プラズモン共鳴（LSPR）技術を利用したXNano IIシステムは、プラズモニック
ナノ構造からのスペクトルの変化をリアルタイムにモニターし解析することが可能です。 Insplorion
LSPRのナノプラズモンセンサー基板は、様々なナノ構造のセンサーを標準でラインナップしていま
すが、カスタムメイドのセンサーを供給することも可能です。XNano IIは、これらのナノプラズモン
センサーと温度制御が可能なマイクロ流路、フロー方式のサンプル供給システムを使用して、抗ウイ
ルス薬の評価やウイルス感染検査のための検出・特性評価技術の開発に利用可能です。
このアプリケーションノートでは、XNano IIとウイルス様粒子（VLP）を捕捉のために特別に設計し
た金ナノホールアレイセンサーを利用した事例についてご紹介します。

実験手順
ナノホールアレイは、ナノインプリントリソグ
ラフィーでパターン化されたSiテンプレートか
ら製造されています。深さ600 nm、直径160 
nm の円形の穴が500 nm周期で並んでいます。
厚さ200 nmの金の膜をSiテンプレート上に蒸
着し、続いて光学エポキシを使用して剥離し、
ガラス支持体に転写しました。このようにして
作製したアレイのイメージを図1に示します。

ウイルス粒子の非特異的吸着を防ぐために、
メトキシポリエチレングリコール（mPEG）の
自己組織化単分子膜を金の表面に形成しまし
た。 ウイルス様粒子は、30 mol％コレステロ
ールと70 mol％ DOPCから成る脂質小胞を押
出（extrusion）法によって直径75 nmに調製し
ました。 ウイルス活性（膜破壊）を示す合成
ペプチドを使用して、ナノホールアレイのセン
シング能力を検証しました。
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capabilities of the nanohole 
array.  

The periodic nanohole array 
exhibits three distinct 
transmission peaks attri-
buted to different plasmon 
modes (Figure 2A). The 
position of these peaks is 
highly sensitive to the local 
dielectric environment. The 
sensitivities of the plasmon 
peak positions to bulk 
refractive index changes was 
determined by injecting a 
series of water-glycerol 
mixtures (Figure 2B). Peak 2 
exhibited a bulk refractive 
index sensitivity of 220 
nm/RIU and is chosen in the 
subsequent graphs for the 
time-resolved measure-
ments. The nanohole array 
was functionalised with 
mPEG to prevent adsorption 
of virus-like particles to the 
gold and facilitate capture of 
particles into the non-
functionalised holes. Figure 
2C shows the spectral shift 
over time while flowing a 
solution of 0.3 mg/mL virus-
like particles over the mPEG 
modified nanohole array. The 
resulting spectral shift of 
about 1 nm can be attributed 
to capture of the virus-like 
particles as shown in the SEM 
images. Figure 2D shows the 

response upon addition of 
the membrane rupturing 

peptide. The resulting blue 
shift of about 0.5 nm is due to 
rupture and removal of the 
captured particles. 

The demonstrated platform 
constitutes a very feasible 
sensing scheme for capturing 

virus particles and analysing 
the effect of antiviral drug 

candidates.   The XNano II 
instrument system is an 
efficient tool in the 
characterization and evalu-
ation of plasmonic nano-
structures in general such as 
the nanohole array studied in 
this work.   

Figure 2: A) Optical transmission spectrum of the gold nanohole array in aqueous 
buffer. The tree distinct peaks are attributed to different plasmon modes of the 
nanoholes. The middle peak exhibit the highest sensitivity to bulk refractive index 
changes and is therefore used in the subsequent plots.  B) Bulk refractive index 
sensitivities of the three plasmon peaks. C) Shift in position of peak 2 during 
adsorption of virus-like particles into the nanohole array (Insets show SEM images 
before and after). D) Shift in position of peak 2 during injection of a membrane-
disrupting peptide.  
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Figure 2:A）水系バッファー中の金ナノホールアレイの光透過スペクトル。異な
るピークは、ナノホールの異なるプラズモンモードに起因します。 中央のピー
クは、バルクの屈折率の変化に対して最高の感度を示すため、後続のプロット
で使用されます。 B）3つのプラズモンピークのバルク屈折率感度。 C）ナノホ
ールアレイへのウイルス様粒子の吸着中のピーク2の位置のシフト（挿入図は前
後のSEM画像を示しています）。 D）膜破壊ペプチドの注入中のピーク2の位置
のシフト。

結果

周期的なナノホールアレイは、
異なるプラズモンモードに起因
する3つの透過ピークを示しま
す（図2A）。これらのピークの
位置は、局所的な誘電環境に非
常に敏感です。バルクの屈折率
変化に対するプラズモンのピー
ク位置の感度は、水-グリセロー
ル混合物を使用して求めました
（図2B）。Peak 2は220 nm /
RIUのバルク屈折率感度を示し
ており、その後の計測ではPeak
2の変化量を使用しました。　
ナノホールアレイはmPEGによ
りウイルス様粒子の金への吸着
を防ぎ、ナノホールへの粒子の
捕捉を容易にしました。図2C
は、mPEG修飾ナノホールアレ
イ上に0.3 mg / mLのウイルス
様粒子の溶液を流している間
の、経時的スペクトル変化を示
しています。結果として生じる
約1 nmのスペクトルシフトは、
SEM画像に示されているよう
に、ウイルス様粒子の捕捉に起
因しています。図2Dは、膜破壊
ペプチドを添加した時の応答を
示しています。 結果として生じ
る約0.5 nmのブルーシフトは、
捕捉された粒子のラプチャと除
去によるものです。 結論

測定結果からプラズモニックナノホールを使用した測定技術は、
ウイルス粒子を捕捉し、抗ウイルス薬候補の薬効を分析・評価 
するために非常に有効なセンシングスキームとなります。 
XNano IIシステムは、この研究で使用されているナノホールアレ
イなどのプラズモンナノ構造の特性評価を可能にします。 
 




