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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が独自に開発してきたマイクロ化学デバイスを用いる多段階の酵素反応技
術を発展させ、より効率的な生理活性分子合成技術として酵素反応を用いるための技術開発を最終目標とした。生体に
近い効率での多段階酵素反応を行うために、生体内とほぼ同等の空間配置構築のために、ナノメートルオーダーで２次
元に酵素分子を規則配置するDNAを足場とした各種分子固定化技術を開発した。これらの固定化技術を用いてマイクロ
流路内に酵素分子を規則固定化したマイクロリアクタを作製して多段階の酵素反応に供与し、効率的な生理活性分子合
成デバイスのとしての応用の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the multi-step enzymatic reaction technology using mic
rochemical device to enable enzymatic reaction effectively to produce biologically active molecule. The tw
o-dimensional alignment of molecule was enabled by using DNA as the templates. The template DNA molecules 
were immobilized within microchannel by using electorchemical methods or other techniques. Using this temp
late, molecules can be immobilized and aligned on the DNA molecules. Furthermore, we developed microreacto
rs for multi-step enzymatic reaction using these immobilized techniques. The microreactor showed possibili
ty as an effective biologically active molecule processing device.
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１．研究開始当初の背景 
 生体内では様々な生理活性物質が多段階
の酵素反応によりオンデマンドで製造され、
機能している。これを生体外で模倣できれば、
究極の低環境負荷型プロセスを構築するこ
とができる。生体内では酵素分子が細胞内で
ナノメートルオーダーで適宜配置されて反
応を行うため、非常に効率よく反応が行われ
ており、ミリ秒単位、もしくはそれ以下の反
応速度でなおかつ正確に物質生産がなされ
ている。しかしながら、仮に生体の酵素をそ
れぞれ単離し、試験管内でこれを混合して反
応させても生体内のように効率よく目的物
を作ることは困難である。このため多段階の
酵素反応を効率よく行う技術の開発が期待
される。 
マイクロ化学システムは次世代の反応デバ
イスとして期待されている反応装置であり、
内外で開発が進められている。マイクロ化学
システムは微小な空間で反応を行うことか
ら、生体内の反応場を模倣できる装置として
酵素反応を始め様々な生化学反応がマイク
ロ化学システムを用いて行われている。酵素
反応プロセスにマイクロ化学システムの適
用を試みる研究は、我々を始め内外の多くの
機関で行われている。特に、酵素を固定化し
たマイクロリアクターは他の触媒反応同様
マイクロ化学システムの特長を生かせるた
め、近年開発が進められており、我々はこの
酵素固定化技術およびそれを利用したマイ
クロプロセス技術について先駆的な研究を
行ってきた。さらに酵素固定化マイクロリア
クター技術を応用し、マイクロ化学システム
のもう一つの特長である機能集積化の容易
さを生かして、酵素リアクターを連結したタ
ンデム型多段階酵素反応マイクロ化学デバ
イスを開発しプロテオミクスや生理活性分
子合成への応用を進めている。しかしながら、
我々の技術を用いて生体内の生理活性物質
合成反応を行っても、マクロスケールの溶液
中（液相）での反応よりは効率はよいが、ま
だまだ生体内の反応速度には及ばない。この
生体内の反応速度・効率との差を克服するに
は、生体内同様に分子をナノメートルオーダ
ーで規則的に配列させ、反応に供与する事が
必要と考えられる。そこで、マイクロ空間内
で分子をナノメートルオーダーで規則的に
固定化する技術の開発を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が独自に開発してきたマ
イクロ化学デバイスを用いる多段階の酵素
反応技術を発展させ、より効率的な生理活性
分子合成技術として酵素反応を用いるため
の技術開発を最終目標としている。本提案で
は、生体に近い効率での多段階酵素反応を行
うために、生体内とほぼ同等の空間配置構築
のために、ナノメートルオーダーで２次元に
酵素分子を規則配置する新規の分子固定化
技術を開発する。これを用いてマイクロ流路

内に酵素分子を規則固定化したマイクロリ
アクタを作製して多段階の酵素反応に供与
し、効率的な生理活性分子合成デバイスの開
発を目指す。 
 
３．研究の方法 
まず基本となるDNAを用いた櫛形足場構造を
構築する技術の確立を行った。横糸としては、
長さが 57m の T4GT7 DNA を用いることとし
た。環状の T4GT7 DNA を制限酵素 BssHII と
BamHI で処理して鎖状にし、末端にチオール
とビオチンを導入したDNAを基板上に固定し
た。まず、ガラス基板上におおよそ 60m 以
下の間隔で数m 幅の金膜を作製した。この
片方にストレプトアビジンを吸着させる。こ
れに流路を作製したポリジメチルシロキサ
ン（PDMS）基盤をかぶせ、この流路に作製し
たDNAを計算で一分子を含むよう溶液調製し
て金固定部分→アビジン固定部分へと流通
させ、せん断により分子を伸長させることに
より、それぞれ末端に導入したチオールとビ
オチンを介して固定化し、一本の横糸を形成
した。この際には、流通させる溶液の流量が
重要となるが、シリンジポンプによる精密制
御により、最適な流量を見いだし、固定化条
件を決定した。また、横糸の形成は PDMS 基
盤を剥離させたのち、九州大学の原子間力顕
微鏡（AFM）を利用して確認した。 
 次に、これを足場として縦糸の形成を行っ
た。縦糸としては長さがおよそ 16.5m のλ
-DNA を用いる。λ-DNA を制限酵素処理した
後に末端にマレイミド基を導入した。このマ
レイミド基に、別途合成した固定化用のペプ
チド核酸（PNA：末端に Cys 残基を導入した
もの）を反応させ、縦糸用のDNAを作製した。
固定化用の PNA 配列としては、T4GT7 分子中
に 97 個存在した EarI の認識部位（CTCTTC）
を用いる。縦糸の固定化は、横糸となる DNA
を固定化した基盤に、横糸よりも狭い幅の流
路を作製した PDMS 製の基板を、左図のよう
に横糸が横方向になるようにかぶせる。この
流路に縦糸分子の溶液流通させることによ
り、横糸上に固定化し、縦糸を形成した。縦
糸分子の濃度や流通速度・量を制御して、固
定化した縦糸の本数を制御した。また、横糸
同様に、縦糸および櫛形構造の形成は PDMS
基盤を剥離させたのち、九州大学の原子間力
顕微鏡を利用して確認した。 
さらに、簡便な櫛形構造作製方法として。遺 
伝子長より少し短い間隔の金電極を基板上
に作製し、それに PDMS 製の流路を被せ、そ
こに交流電化を印加しながら遺伝子の水溶
液を流通させることにより、櫛形の構造体を
簡便に作製する技術の開発も行った。 
 
４．研究成果 
初年度は基本となるDNAを用いた縄のれん

様の足場構造を構築する技術の確立を中心
に研究を行った。足場としては、長さが 57
μmの T4GT7 DNA を用いた。環状の T4GT7 DNA



を制限酵素 BssHII と BamHI で処理して鎖状
にし、末端にチオールとビオチンを導入した
DNA を作製した。これを基板上に固定した。
ガラス基板上におおよそ60μm以下の間隔で
数μm 幅の金膜を作製した。この片方にスト
レプトアビジンを吸着させた。これに流路を
作製したポリジメチルシロキサン（PDMS）基
盤をかぶせ、この流路に作製した DNA を計算
で一分子を含むよう溶液調製して金固定部
分→アビジン固定部分へと流通させ、せん断
により分子を伸長させることにより、それぞ
れ末端に導入したチオールとビオチンを介
して固定化し、一本の足場構造を形成するこ
とに成功した。 
2 年目は初年度の成果を踏まえ、櫛形構造

体形成技術の最適化と作製した櫛形構造体
上への分子の固定化条件を検討した。初年度
に開発した作製技術に加え、櫛形構造体の簡
易作製技術として交流電化を印加して櫛形
構造を微小電極間に形成させる技術を開発
した。遺伝子長より少し短い間隔の金電極を
基板上に作製し、それに PDMS 製の流路を被
せた。そこに交流電化を印加しながら遺伝子
の水溶液を流通させることにより、櫛形の構
造体を簡便に作製することに成功した。印加
する交流電圧と印加時間、ならびに流通させ
る DNA 量を検討して、最適な固定化条件を見
いだすことに成功した。 
次に、従来法ならびに交流電化を用いた新

規固定化法を用いて作製した遺伝子の櫛形
構造体に固定化する方法を開発した。まず、
櫛形に固定化した遺伝子上の特定部位を標
識する足場とするために、DNA と特異的に結
合するペプチド核酸を 3種類合成した。特異
的な遺伝子配列に相補的なペプチド核酸を
合成し、それに各々タグとなるペプチド配列
を導入した。これを遺伝子に結合させた後、
タグに特異的な抗体とそれに対応する二次
抗体を蛍光波長の異なる量子ドットで標識
したものを用いて3種類の量子ドットを櫛形
構造に固定化することに成功した。 
また、二次抗体に酵素を標識したものも作

製し、その結合も解析した。上記の量子ドッ
トと同じようにタグ付きペプチド核酸を固
定化し、それを足場として酵素を固定化する
ことに成功した。 
最終年度には、上記の成果を踏まえ、櫛形

構造体形成技術のさらなる最適化と作製し
た櫛形構造体上への分子の固定化条件の最
適化を行った。これまでに開発した DNA の櫛
形構造形成技術を応用し、櫛形構造体上に分
子の固定化を行う方法を確立した。電極構造
を最適化し、多段の櫛形構造形成を可能とし
た。次に、これらの櫛形に固定化した遺伝子
上の特定部位を標識する足場とするために、
DNA 上に結合する分子として、特異的な遺伝
子配列に相補的なペプチド核酸を用い、それ
に各々タグとなるペプチド配列を導入して
これを遺伝子に結合させた後、タグに特異的
な抗体とそれに対応する二次抗体を蛍光波

長の異なる量子ドットで標識したものを用
いて異なる種類の量子ドットを櫛形構造に
固定化することに成功した。また、固定化に
用いる二次抗体に酵素を標識したものも作
製し、その結合についても解析した。上記の
量子ドットと同じようにタグ付きペプチド
核酸を固定化し、それを足場として酵素を固
定化することに成功定化した酵素を用いて、
多段階の酵素反応を試みた。その結果、特定
の流速範囲内では多段階反応が可能である
事を確認した。しかしながら、高流量域では
反応が進まず、分子の衝突頻度が重要である
事が確認された。この点は、流路の幅・深さ
を小さくすることにより改善された。  
 

以上の結果から、DNA の櫛形構造形成に基
づいた分子の 2次元配列技術の確立と、それ
を用いた反応技術の開発に成功した。 
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