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2 .実 験1. は じ  め  に

ゲノムプロジェクト等の進展により様々な生物の遺伝子

配列が明らかにされている今,時 代は実際に細胞において

のタンパク質の発現状況を解析するプロテオームヘと移行

しつつある。タンパク質の機能やタンパク質同士の相互作

用の解析 を効率よく行う手段 として,DNAと 同様,タ ン

パク質や細胞をアレイ状に配列 したプロテインチップを用

いることが求められている。近年マイクロマシン技術をバ

イオテクノロジーに応用 したBio―MEMSの 発展 も著 しく,

この技術を応用 したマイクロチップ等の開発も盛んに行わ

れている
1~°

.

現在,タ ンパク質を基板上の特定の位置にだけ結合させ

ることは,マ イクロコンタクトプリンテイングやマイクロ

流体システム,基 板の修飾等いくつかの方法で実現されて

いる
4‐つ.基 板上の特定の位置にだけ化学的な修飾を施し,

化学的な相互作用によリタンパク質を結合させてパターニ

ングする方法では,通 常タンパク質は非特異的に基板上の

どこにでも結合 してしまう (非特異的吸着)た め,タ ンパ

ク質溶液を基板上に流して特定の位置にのみ固定化するの

は難 しい。スタンプやスポットして他のところに広がらな

いようにする物理的な方法は,タ ンパク質が乾燥 したり変

性 してしまったりして,酵 素の活性を保ったままでパター

ニングするのはやはり困難である。ここでは,MEMS技

術を用いてPDMS(poly― (dimethylsiloxanc))というポリマ

ー樹脂にマイクロサイズの穴をあけたフィルム (PDMS

sieve)を作成 し,そ れらの問題を解決 したタンパク質の

パターニングの方法を確立したので報告する。
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図 1に ,今 回用いたパターニング方法の概念を示 した。

顕微鏡下での観察による検出を目的としたため,タ ンパク

質 を結合 させ る基板 としてスライ ドガラスを用いた。

PDMSは 透明なポリマーで,柔 軟であリガラスヘの密着性

が非常に高い。これにマイクロサイズの穴を開けて,ガ ラ

スに密着 させ る。そこにタンパ ク質の溶液 を流す と,

PDMSが マスクになり穴の部分にだけ溶液が浸透するの

で,穴 のあったところだけタンパク質が基板 と接触する。

過剰な溶媒はこのシー トを景Jがすと共に除去されるので非

特異的吸着が防がれる。溶液が乾 くことがないのでタンパ

ク質が活性を保持 したままで固定化される。

2.l PDMS sieveの 製作

図2aに 製造工程を,図 3に製作 したPDMSモ ール ドと

PDMS sicvcの写真を示 した.シ リコンウェハ (si)の表

面を熱酸化 し (Si02)'穴の部分のSi02をBHFで パターニ

ングした。Si02をマスクとして 22%TMAH,75° Cで 異

方性エッチングを行い, ピラミッドの形に穴を掘った。そ

の後,Si基 板をcHF3プ ラズマで処理 し,PDMSで 型取 り

して,ピ ラミッド型のPDMSモ ール ドを製作 した。
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a)Fabrication process of the PDMS sieve.

formed by spin-coating PDMS on the

b)Close-up view of the smaller side

befor e / after SFu plasma treatment.
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図]4 Depcndency ofthe apcrture size on the sPin~COating spccd.

の,マ イクロビーズはm01ecular probe社製の ものを使用 し

た。Fl―ATPascは ,大 腸菌 に組み込んで発現 させた好熱菌

由来の ものをアフィニテイーカラム,HPLCを 用いて精製

し, ビオチン化 させたものを使用 した。

2.3 ス ピンコー トによる穴の大きさの調整

PDMSが 硬化す るまでの時間 とPDMSの 硬 さにより多

少のばらつ きはあるが,PDMSを モール ドにス ピンコー ト

する速度 を変えることによつて,そ の穴の大 きさをコン ト

ロールすることができた.図 4に , ピラミッド型モール ド

の高さが約 100 μmで あるときのスピンコー トのスピー ド

と穴のサイズを示 した。回転速度が600 rpm以下のときは

膜の厚みが 100 μm程 度なので穴が開かなかった。600-

1100 rpm程度 まででは 10/1n以下の小穴 (最小 3μm以

下)を 開けることができた。1500 rpm以上の速度になる

と穴の大 きさは20 μm以 上になり,厚 さも50 μm程 度ま

で薄 くなる。あまり薄すぎるとその後の過程における操作

性がよくないので,1000 rpm程度の速度で調整 したPDMS

sicveを用いることとした。

3日結果および考察

3.1 蛍光タンパク質のパターニング

PDMS sicveを用いて蛍光標識 したアルブミンを,上 記

の方法でパターニングした。小さな穴に水溶液を満たそう

とするときに,穴 の中に空気が入ってしまい穴に導入でき

ないので,あ らかじめ溶液を脱気 し溶け込んでいる空気を

少なくすることで,穴 の中の空気をその溶液に吸収させ導

入 した。

蛍光の散舌しにより実際よりも大きな範囲に広がって見え

るが,5μm以 下のサイズにパターニングされた。図5,a

にパターンした写真を,bに AA'の ラインで切つた蛍光

強度のグラフを示 した。穴の部分にだけ蛍光アルブミンが

きれいにパターニングされたことがわかる。これより,こ

の方法で周囲に非特異的吸着がなくパターニングできるこ
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図 2 The sieve can be

ppamidal mold.

of the aperture

図 3 a)Al・ray of PDMS Ⅳ ramidS mold.b)PDMS sieve.c)Closc up

宙elv ofa squarc hole from tllc larger opening.d)Al■SEM pho‐

tograph ofthc sicve with iもcro,s―seCtiOn.

この上にPDMSを そのままのせて硬化させても,PDMS

同士が結合 してしまい離れなくなる。そのため,こ こで

PDMSモ ール ドの上にパ リレンを0.5μm程 度蒸着 し,そ

の上から硬化剤 と10:2で 混合 したPDMSを スピンコー

トした。しかし,ス ピンコー トしただけでは穴を開けたい

山の先端にも薄 くPDMS膜 が残ってしまうため,SF6プ ラ

ズマを当てることにより,先 端に残ったPDMSを 取 り除

いた (図2b)。 これを裏返 して,上 部 (入り口)が 広 く,

ガラスとの接触面 (出口)が 小さい穴を実現 した.

2.2 試薬の調整

蛍光アルブミン (FITC―dbumin,Bovine)は シグマ社製
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図5 Protein pat∝rning tcst.a)Fl■lorescentimage ofFITC älbumin

Patterned on a glass using the PDMS sio/e.b)The intensiりdis―
tribution along the linc ん生' sholvs that the non―spcciflc
binding is not obscⅣcd after PCeling off the sicvc.

とが確認 された。

3.2 活 性のある酵素のパターニング

Fl ÄTPaseは ,ミ トコン ドリア内膜 に存在するATP合 成

酵素の一
部であ り,そ れ単独 で ATPを 加水分解する活性

を持つ酵素である。 この酵素 は ATPを 加水分解す る際 に

それ自身が回転 している生体分子モーターであることがわ

かっている°。これを不J用してPDMS sieveを用いてパ ター

ニングしたタンパク質が,活 性 を保持 したままの状態であ

ることを確かめた。

Fl―ATPaseには,Ni―NTAで 処理 したガラス基板に固定で

きるようなHisタグを導入 してあり,上 記の方法で溶液を

流すことにより,そ れを介 して基板上に固定することがで

きる。また,こ の酵素の大きさは10 nm程度なので,光 学

顕微鏡で回転を可視化するためにビオチンを導入 し,ス ト

レプトアビジンで修飾されたビーズを結合できるようにし

てある.Fl―ATPaseとス トレプ トアビジンビーズ溶液を流

して結合させた後,過 剰の酵素とビーズを洗い流す。穴の

中にパターンされているのを確認 した後,こ こにATPを

導入する。ここでFl―ATPascが活性を保って入れば回転が

観察される。

図6に ,こ のときのFl―ATPascの回転の連続写真 と模式

図を示 した。この状態で回転が観察され,活 性を保持 した

a)Rotating Fr-ATPase protein immobilized in the opening of
PDMS sieve. b)Sequential photographs of the Rotational
motion, at 0.13 sec. c)Cross-sectional schematic of the F,-
ATPase rotation.

,- dispenser
-:,,i ,,iil'l., fluorescent micro beads

PDMS

巨]7 Selective patterning of Πlicro―beadsl颯th three different fluo―

rescent(Red,Grecn and Bluc). Thc phOto、 vas takcn after

thc PDルlS sieve removal.

ままの酵素をパターニングできることが確認された。ここ

で示 しているのは20 μm程 度の大 きさの穴であるが,実

際には5μm以 下のサイズの穴にも,活 性を保ったままの

パターニングは可能であった。

3.3 選択的パターニング

このようなピラミッド型のモール ドを利用し,入 り口が
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広 く出口を小 さくしたことにより,タ ンパク質アレイチッ

プとしてさらに発展させることが可能であることが示唆さ

れた。

図 7の ように,Sieveの形をこのようにすれば,あ る程

度の大きさを持った水滴を,一 つ一つの穴に混合 しないよ

うに分配することができ,ス ポットされる部位は小さくす

ることができるため,ご く小さい領域にパターンすること

が可能となる。つまり,一 つ一つの穴に異なる種類のタン

パク質溶液を導入 し,一 つの基板上に何種類ものタンパク

質を同時にパターニングすることができるのである。ここ

では,3種 類の異なる蛍光をつけたビーズを,同
一基板上

の 15μm X 15μmの サイズにスポツトすることに成功 し

た。

4.結    論

本研究では,MEMS技 術を用いて,ピ ラミッド形の微

細な穴あき構造を持つ PDMS薄 膜 (PDMS sieve)を作成

する方法を確立した。その薄膜を用いて溶液中のタンパク

質をパターニングし,そ の状態で酵素活性のあることを確

認 した。また,こ のPDMS sicveを使うことにより,同
一

基板上に活性のある異なる種類のタンパク質をアレイ状に

分配できることが示唆された。

(2003年10月6日受理)
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