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生 体高分子 の高度 な機 能の解 明やそれ を応用 してデバ イス作製 を行 う応 用研

究が進 め られ てい る。 そ のため には、生体 高分子 の機能解 明用 に解析 可能 な形

で生体高分子 を固定す る ことや 、デバ イ スの機 能要素 作製 用 に狙 った形 で生体

高分 子 を固定す ることが求め られてい る。

本研究 で は、FISH(Fluorescenceinsituhybridization)法 の高分解 能化

を 目指 したSNOM/AFMDNAfiber-FISHを 可能 にす る超平坦 でDNAの 伸 張固定 を

実現す る手法 の開発 と、電子デバ イス に利 用 可能 な フェ リチ ンタ ンパ ク質 の溶

液成分 吸着 の無 い高密度 二次元配置 を実現 す るシラン処理基 板 の開発 を 目指 し

た。SNOM/AFMDNAfiber-FISHで は、DNAを 種 々の シラン処理 を施 したへ き開マ

イ カ表 面へDNA吸 い上 げ法で展 開 し、そのDNAの 固定形状 を精査 して、直線性

が良 く、表 面粗 さが0.08nm(RMS値)と 超 平坦 でDNA溶 液 の爽雑物付 着 も極 め

て少 ない メチル シ ラン修飾 条件 を見 出 した。得 られたDNA固 定基板 を用い たモ

デル実験で は、 目的遺伝子 にハイブ リダイ ズ した蛍光色素修飾PNAの 一分子計

測 に成功 し、開発 した基板 がSNOM/AFMDNAfiber-FISH法 に使 用可能 であ るこ

とを示 した。 さらに、DNA伸 張固定 に必要 な表 面特性 の要件 を、拡 張Fowkes理

論 を用 いて表面 自由エネル ギー の観 点か ら考察 し、分散力成分 、極性 力成分 、

水素結合 力成分 の必要 とされ るエ ネル ギー密 度範 囲を見積 もるこ とに成 功 した。

フェ リチ ンタ ンパ ク質 の溶液成分 吸着 の無い 高密 度二次元 配置 では、 タンパ ク

質保存用 に用い る緩衝液 であ る リン酸緩 衝液(PBS)ま たはHEPES溶 液 に、種 々

のシ ラン処理 を行 ったシ リコン基板 を浸漬 してその残 留成 分 をXPSに よ り解析

す るこ とで、全面 メチル シラン修飾 シ リコン基板 が溶液成 分、特 にNaイ オ ンの

吸着 を抑制す る ことを見出 した。 そ して、 この基板 にPBS溶 液 中の フェ リチ ン

を展 開 し、ブ ロー法 で余剰溶 液 を除去 乾燥す る ことで フェ リチ ンの 高密 度二次

元吸着 がで きる こ とを示 した。 さらに は、 このメチル シ ラ ン処 理 の特徴 を他 の

反応性 官能 基 の シラン処 理 と比較す るこ とで メチル シラン処理 の優位性 を明 ら

かに した。

以上 の結 果は、DNAと フェ リチ ンの基板 上 固定 を、溶液 の除去乾燥手法 を選択

してその手法 に あった基板 をシ ラン処理 に よって実現 した もの で、基板 の シラ

ン処理 に よる表面特性 制御 のポテ ンシャル の高 さを実証 した と共 に、任意 のバ

イオ分子の基板 固定を可能 にす る基盤 技術 にな る と期待 で きる。
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(論文審査結果 の要 旨)

生体 高分子 の基板 上固定は多 くの応 用研究で求 め られ てい る。 しか しなが ら、生体

分子 と基板 の相 互作用 は複雑 で、その実現 のためには、生体 高分子溶液の展開 ・乾燥

手法の選択 とそ の手法 にあった基板表面特性 の改質制御 が求 め られ る。す なわ ち、生

体高分子固定手法 と基板表面改質 を組み合 わせ 実現す るこ とが求 め られ る。本論文で

は、DNAの 基板 上伸 張固定 と溶 液成分 吸着が ない フェ リチ ンの基板上高密 度二次元配置

を、DNAと フェ リチンの固定手法に吸い上 げ法 とブ ロー法 の手法 を採 用 し、基板特性 改

質制御 をシラン処理 で行 うこ とで実現 した。得 られ た成果 は以 下の とお りである。

1.SNOM/AFMを 用 いた高分解能DNAfiberFISH法 を可能 にす るDNAの 伸 張固定を、吸い上

げ固定法 とそれ に適 したマイカ基板 の開発で実現 した。基板 はへ き開マイカ面 をメ

チル シラン気相 法処理 して作製 され 、得 られ たマイカ基板 は表面粗 さが0.08nm(RMS

値)と 極 めて平坦で、かつ不純物の吸着 が大幅 に抑制 され 、DNAの 伸張 性が高い こと

が確認 され た。開発 された基板 を用いて λファー ジDNAを 用いたDNAfiberFISHの モデ

ル実験を行い 、ea47遺 伝子 と相補 的結合 させた蛍光色素標識PNAの 一分子観察 に成

功 し、同開発基板 がDNAfiberFISH法 に使用 できるこ とを確認 した。

2.DNA伸 張固定 に求 め られ る基板 の要件 を、基板の表面 自由エネル ギー の観 点 か ら

分析 し、拡 張Fowkes理 論 か ら導 かれ る基板 の表面 自由エネル ギーの分散力成分、極

性 力成分、水素結合力成分 、それ ぞれ に求 め られ るエネル ギー範 囲 を明 らか に した。

3.シ リコン基板 を、各種反応性官能基 を持つ シラン分子 を用 いて気相法で処理条件

を検討 しつつ改質 し、その特 性を解析 ・分析す ることで、塩 を含 む緩衝 液浸漬 を行

って も基板 に溶液成分 が吸着 しない メチル シラン修飾 シ リコン基板 を開発 した。

4.開 発 したメチル シラン修飾 シ リコン基板 は、 リン酸緩衝液 中の フェ リチ ンを直接

基板上 に展 開 してブ ロー法 に よ り乾燥す ることで、溶液成分 特にナ トリウム汚染 を

排 除 したメモ リデバ イス作製 に利用可能 なフ ェ リチンニ 次元高密 度配置 を基板 上に

簡便 に実現 でき るこ とを見出 した。 さ らに他 の反応性官 能基 との特徴 を詳 しく比較

検討す るこ とに よ り、メチル シラン処理 の優位性 を明 らかに した。

これ らの成果 は、DNAお よび フェ リチ ンをそれ ぞれ の使 用 目的 に合致 した条件 で基

板上 固定す る ことを実現 し、さ らにその要因 を分析 した もので学術 的価値 が高い。よ

って審査委員一 同は、本論 文 を博 士(工 学)論 文 として認 定 した。


