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1.は  じ  め  に

近年,キ ャピラリー電気泳動装置の発達によるDNAシ
ーンエンシングの高速化に伴い,膨 大な量の遺伝子データ

が蓄積されつつある。さらには,化 学分析や化学反応等の

装置を1チ ップ上に微細化 ・集積化して処理の高精度化 ・

高速化をめざすたTAS(n■icro total analysis systtm)1'2や

DNAチ ップ技術
めの開発により, シークエンシングの高

速化に一層の拍車がかかっている。一方,基 礎研究もさる

ことながら,医 薬品などへの応用をふまえた遺伝子解析に

実際に必要とされるのは遺伝子にコードされているタンパ

ク質の機能や構造であり,あ る組織に含まれる (発現 して

いる)全 タンパク質をとらえようとするプロテオーム解析

は,ポ ス トゲノムシークエンスをふまえた次世代のタンパ

ク質解析として脚光を浴びている。しかしながら,タ ンパ

ク質は翻訳後修飾,立 体構造の変化,複 合体形成など,単

に塩基配列からでは解析不能な多種多様の構造変化をする

事が知られており,単 に塩基配列だけから翻訳産物である

タンパク質の機能の推定をする事が出来ない。そこで実際

にDNAか らタンパク質を翻訳 して,そ の構造や機能を解

析することがタンパク質の役割や関連物質の機能を明らか

にする上で極めて重要となる。

遺伝子からタンパク質を精製するためには,大 腸菌など

の菌体に遺伝子を組み込んで作らせる遺伝子組換えによる

方法が一箱的であるが,菌 体を培養するのに膨大な手間と

時間が必要とされる。これに対 し細胞を模した人工の化学

反応容器を作 り,こ の中でタンパク質を合成する無細胞タ

ンパク合成系は,煩 雑な菌体の培養をすることなく,か つ

反応に関わる物質の濃度や温度などの反応条件を制御しな

がら高効率で塩基配列としての遺伝情報を実際にタンパク

質として手に入れることの出来る有用な手法である
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しかしながら他の生化学反応系と同様,少 量の試料を扱う

事による実験結果の低再現性や低操作性といった障害があ

り未だ一般的な手法には至っていない。こうした問題を解

決するため,本 研究ではマイクロマシンニングを用いて微

少量の試料を高効率で反応させ,同 時に反応状態を計測 ・

分析 。制御出来るようなタンパク質合成用マイクロリアク

タの開発を行うことにした。

図1に本研究で開発したマイクロリアクタを模式的に示

す。マイクロリアクタは流路や反応チャンバを作り込んだ

PDMS(polydimcthylsiloxane)チップと,ガ ラス基板チップ

から構成されるハイブリッド構造となっている。ガラステ

ップ上には,薄 膜状の透明導電体ITO(Indiun Tin Oxide)

を材料とするヒータと温度センサが形成されているので,

加熱ならびに温度制御を同時に行うことが出来る。また
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PDMS,ITO,ガ ラス全てが透明な材質なので反応の様子

の透過光や蛍光観察が可能である。このようなハイブリッ

ド構造の最大の利点は,材 料費や製作 コス トが安価な

PDMSチ ツプ部分をディスポ
ーサブルとし,比 較的ファブ

リケーシヨンに手間とコス トのかかるガラスチツプ部分に

関しては洗浄して繰 り返し使用出来る事にある。このよう

なPDMSチ ツプのデイスポ
ーサブル化により,ク ロスコ

ンタミネーシヨンの確率が低 く,複 雑な温度制御機構を含

みながらもコス ト的に安いデイスポ
ーサブルなシステムを

構築する事が出来る.以 後,本 論文ではこのような構造の

マイクロリアクタを,ハ イブリッドマイクロリアクタ

(HMR:Hybrid Micro Reactor)と呼ぶ.

以下では,HMRの 作製方法,お よび蛍光タンパク質を

用いたHMRで のタンパク質の合成を実証したのでここに

報告する。

2ロハイブリッドマイクロリアクタの作製方法

2.l PDMSチ ツプの製作方法

図 2Aに PDMSチ ツプの製作手順を示す。まずシリコン

ウェハ (同図a))上 に,フ オトレジス ト (EPON Sも累 0)

をパターニングして,PDMSチ ツプの流路や反応チャンバ

の鋳型となる凸型構造を作製する (同図b))。次にモ
ール

ド後の PDMSの リリ
ースを良 くするため,鋳 型をRIEチ

ャンバ内のCHF3プ ラズマ雰囲気中に静置し,表 面にフル

オロカーボン層を形成する (同図 c)).主 剤 :重 合剤
=

10:1の 割合で混合 した未重合の PDMS(DcDw Coming,

Sylgard 184)を 鋳型上に流 し込み,90℃ で
一時間の熱硬

化後 (同図d)),PDMSを 鋳型から景Jがし取 り,サ ンプル

の注入 ・排出ポー トを穴空けする (同図e))。

製作 したPDMSチ ツプの拡大写真を図3b)に 示す。反

応チャンバの直径は4mmで 高さ約 40 μm,容 積にして約

lμ である。流路の幅と高さはそれぞれ 100 μmと 40 μm

である。外部との反応溶液のやりとりをするために,3つ

の試薬注入口と1つ の排出口を設けてあり,そ の直径は共

に lmmで ある。HMR全 体の寸法は 76 mm× 52 mm×

l mmtで ある。

2.2 ガ ラスチップ(ヒータ 0温度センサチップ)の製作方法

図 2Bに ヒータ 。温度センサチップの作製方法を示す。

まずガラス基板上に厚さ500 nmの ITO(Indium Tin Oxide)

膜をスパッタにより着膜 し (同図a)),フ オトリソグラフ

ィーとウェットエッチングを用いてITOを ヒ
ータの形状

にパターニングする (同図b))。次にヒ
ータヘの電力供給

用の電気配線となるAlを 真空蒸着によ
iり着膜 し,こ れも

ITOと 同様の手法をもってパタ
ーニングする。2層 構造と

なるヒータと温度センサの電気的絶縁のため,‐基板上に厚

さ約 300 nmの Si02層をスパッタにより形成し,さ らに温

度センサとなる厚さ500■mの ITOを スパッタしてパタ
ー

ニングする (同図c)).ヒ
ータ用の電気配線は,配 線での

発熱を最小限にするためITOよ り低抵抗のAlを使用 した

が,温 度センサに関しては電気配線 もITOで 行った。最

後に,基 板表面の保護層として厚さ約 500 nmの Si02をス

パッタにより着膜する (同図d)).

図 3a)は ,ガ ラスチツプの拡大写真である。図中で灰

色の蛇行して見えている部分が温度センサで,セ ンサに接

続 している幅広の半透明の部分が ITOで 作製した電気配

線である。透明であるため図中では観察が困難であるが,

温度センサ下部にヒータが配置されており,白 い太い線が

ヒータに接続されているAlの電気配線である。

両方の基板が完成の後,PDMS基 板を反応チャンバがヒ

ータ,温 度センサの直上にくるように位置合わせしながら

ガラス基板上に張 り付け,反 応チャンバと流路構造をガラ

スチップで密閉してチヤネル構造を形成する (図 2C)。

PDMSは 平坦な表面上に対 して物理的な自己接着性がある

ため,特別な接合過程を必要せずに簡便に接合可能である。

接合後の引き剥がしも容易で,剥 がれた後にPDMSの
一
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部分が基板上に吸着 したまま残る事 もない。接着力に関 し

ては定量的な測定を行っていないが,本 研究において接着

部が剥がれてリークが生 じる事はなかった。図 3c)は 完成

した恥 IRの の拡大図で,各 部の配置,お よびヒータ,温

度センサ,反 応チャンバ等の全ての構成要素が光学的に透

明である事が確認出来る。本研究では7つ のマイクロリア

クタを集積したチップを用いて,以 後のタンパク合成実験

に使用した。

3.実 験および考察

本研究では,蛍光タンパク質を合成する転写 。翻訳反応を

マイクロリアクタで行い,合成された蛍光タンパク質からの

蛍光量をモニタすることによって反応の定量化を行った。

蛍光タンパク質の遺伝子としては,緑 色蛍光を発する

GFPuv(608卜 1,C10netech)と ,青 色蛍光を発するpBFP 2

(6038-1,C10neにch)を 使用 した。これら2種類の遺伝子
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を,そ れぞれあらかじめT7プ ロモーターのバインディン

グサイ トと共にPuc 19の マルチクロ
ーニングサイ トに導

入したものを発現ベクターとして実験に使用 した。

観察は全て蛍光顕微鏡下で行われ,HMRは 顕微鏡のス

テージ上に設置される。各種試薬は,HMRの 各注入口に

シリコンチューブで接続されたマイクロシリンジにより供

給される。HMR内 の蛍光強度は,顕 微鏡に設置した超高

感度のSITカ メラ (Hamamatsu PhotOnics K.K.)で測定し,

画像処理によってリアクタ内の蛍光強度を平均化 して蛍光

量のデータとした。            '

I‐IMRの 温度制御は,IToで 形成 した抵抗体温度センサ

からの信号を,ヒ ータに印加する直流電圧にフィードバッ

クする事により行った。フィー ドバックサイクルは 10 ms

で ,計 測制御用 ソフ トウェアの LabView(National

lnstmments Co。)を 用いたPID制御により,反 応至適温度

の 37℃ に維持 した。温度制御能は,室 温から37°Cま で

加熱する際の加熱速度は約 20°C/sec.で,定 温状態での温

度誤差は±0.4℃と,高 速 ・高精度を両立した温度制御を

実現した。

蛍光タンパク質ベクターとその合成反応に必要な要素を

それぞれマイクロシリンジで HMRに 注入 し,37℃ で
一

定時間保温 した後に励起光を照射したところ,2種 類の蛍

光タンパク質にそれぞれ固有の蛍光が観測された。

図4a)は 合成開始前,図 4b)～ h)は 7つ あるリアク

タのチャンネル 1番から7番 で同時に合成を2時 間行った

際の反応チャンバの写真である。奇数番のチャンネルは

GFPuvを 合成 した結果で,偶 数番のチャンネルはPBFPを

合成 した結果である。反応開始前は,同 図 a)の ように反

応チャンバの内外部で蛍光強度に差異は見られない。これ

に対 し,合 成を2時 間行った同図b)～ h)で は,反 応チ

ャンバ内の蛍光強度がチャンバ外よりも強くなっているの

で,蛍 光タンパク質がHMR内 で合成されたことが明らか

となった。また偶数番および奇数番の各リアクタで蛍光強

度のばらつきが見られないことから, どのチャンネルのリ

アクタでも均一に反応が行われており,集 積化によって各

リアクタ間に個体差が生じていないことが確認された。

GFPuvを 合成中の反応チャンバ内の蛍光強度の時間変

化をプロットした結果が図5で あり,時 間と共に蛍光強度

が上昇,す なわちGFPuvが 合成されていく様子が分かる。

図 5を みると,合 成開始から30分程は蛍光強度の変化が

見られない。これはGFPuvが 合成終了後に発色団を形成

するためのフォールディングや翻訳後修飾に必要とする時

間を示すものと考えられる。合成開始から2時 間程度で蛍

光強度が飽和 しているが,こ れはチャンバ内に存在するア

ミノ酸などのタンパク質を合成するのに必要な要素を使い

a) glass substr*te
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図4 合 成された蛍光タンパク質
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図5 HMR内 の蛍光強度の時間変化

母GFPuV

CHl 尽 くしたため,合 成が停止したためと考えられる。

同様のタンパク質合成を菌体培養を用いた手法で行う場

合,1)遺 伝子の導入,2)培 養,3)多 段の分離
・精製プ

ロセスを経て,合 成したタンパク質を確認するため,最 低

でも数日の作業が必要となる。これに対し,本 マイクロリ

アクタでは 1)と 2)に かかる時間が大幅に短縮出来,か

つタンパク質の観測は合成反応中に行うことが出来るの

で,mlRを 使用すれば作業の簡素化と時間の大幅な短縮

化が可能であることを実証した。

4.結

材料が安価で製作が容易なPDMSチ ツプを使い捨て使

用にすることにより,温 度制御機構を含みながらもデイス

ポーサブルな用途に使用可能な,ハ イブリッド構造のマイ

クロリアクタ (HMR)を 提案 し試作した。HMRの 温度制

量焉羹:離丁燿褥 .Tttf堪零
ンパク質の遺伝子を組み込んだベクタ

ーの転写 ・翻訳反応

に成功し,各 リアクタで個体差のない,均
一なリアクタの

集積化に成功した。

近い将来はリアクタ自体に合成産物の検出機構や,ポ ン

プやバルブといつたメカニカルな要素を組み合わせ,外 部

からの送液や観察装置を必要とせずにチツプ単体での動作

が可能なシステム構築を目指す予定である。また本装置に

ファンやベルチェ素子を組み合わせれば,加 熱のみならず

冷却も可能となり,冷 却を必要とするPCR反 応など,適

用できる化学反応の範囲が広がるものと期待される。

参 考 文 献

A . V a n  d e n  B e r g  a n d  R  B c t t v e l d ( E d s。) :“M i c r o  T o t a l  A n a l y s i s

Systcmゞ
',Kluwσ  Academic Publishers,1995.

A Manzι ′αJ.:“Planar chips technology for mimiatu二zation and

inte蓼血on of separation techniques into monitoring systems:

Capillary electrophoresis in a chip'',J.Chromatography,593,

(1992)pp.253-258.

村松正明 他 :DNAマ イクロアレイと最新 PCR法 ,秀 潤

社 (2000)。

To Nqima,T.馴 ii,ι′αι.:``Ce11-free protein synthesis in a micro―

fabricatcd reactor'', Bioprocess Engineering 22 (2000)pp.

13-17.

T.Fttii,K.Hosokawa,`′αι.:“Developmcnt of a Microfab五catcd

Biochcmical Workbcnch―Improving the NIlixing Eficiency'',

Proccedings of Micro Total Analysis Systems'98,Banff(1998)

pp.173-176.

||||||||||||||||||||||||||||||llllllllllllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllIIIIIIIIIIIIIII

l l

論

‐

　

　

　

　

　

　

・
５

　

　

　

　

　

　

　

０

０

（ヒ

唱

£

饉

ョ

２
８

巳

む

瑠

８

●
Ｉ

ｏ
劇

ぉ

Ｅ

目


