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研究成果の概要：

微細な凹凸構造をもつ基板上に DNA を伸長固定化することで DNA 結合タンパク質が自
由な環境下で DNA と相互作用が可能となる DNA チップの作製を試みた。研究成果とし
ては光リソグラフィー技術を用いたシリコン基板上への微小な凹凸構造作製、また高分子
フィルム上への凹凸構造を作製することにより、様々な基板への DNA の伸長固定化条件
の抽出を行った。これにより DNA と DNA 結合タンパク質の相互作用解析用基板の作製
を可能にした。
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１．研究開始当初の背景
DNA 結合タンパク質は遺伝子の発現調整

やクロマチン高次構造形成などに関与して
おり、細胞機能を研究する上で非常に重要な
分子である。DNA に結合するタンパク質と
しては DNA を複製、修復するポリメラーゼ
（酵素）や遺伝子調整タンパク質などが挙げ
られ、DNA との結合形態については結晶構
造解析などから詳細が明らかにされている。
一方、DNA との相互作用ダイナミクスにつ
いては蛍光顕微鏡による１分子計測技術を

用いることで制限酵素が DNA 上をスライデ
ィングする運動やポリメラーゼ伸長反応に
おける DNA の回転挙動などが観察されてい
る。しかし、タンパク質や DNA を基板上や
ゲル中に固定化する方法であるためにタン
パク質や DNA の運動が阻害される問題点が
ある。光ピンセットを用いる方法も存在する
が実験を進めるには技術を必要とする。そこ
で容易に DNA とタンパク質が自由に運動す
る環境で１分子レベルの DNA-タンパク質相
互作用を観察できる分析チップを作製する
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ことにより研究効率の向上が期待される。

２．研究の目的
これまでタンパク質と DNA をあらかじめ

溶液中で相互作用させた複合体を蛍光観察
が容易である平坦なガラス基板へ固定化し、
タンパク質が結合する塩基配列解読といっ
た静的な分析を可能にしてきた。しかし、
DNA と DNA 結合タンパク質が自由な環境
下で相互作用するダイナミクスの観察は不
可能であった。これを解決する方法として微
細な凹凸を持つ基板を利用することにより
DNA を中空に浮かせた状態で伸長固定化を
可能にし、DNA と DNA 結合タンパク質が容
易に相互作用する環境を持つ分析チップを
作製し、DNA 結合タンパク質の結合ダイナ
ミクスが一分子レベルでの観察を可能にす
る。

３．研究の方法
（１）微細凹凸構造を持つシリコン基板の作
製

申請者が所属する電子科学研究所所有の
電子線描画装置とドライエッチング装置を
用いることでシリコン基板表面に高さ
100nm～1m、幅 100nm～1m、間隔 1m
～10m で凹凸構造を作製する。

（２）＜Langmuir-Blodgett(LB)法による凹
凸基板上への DNA 伸長固定化＞

緩衝溶液中に LambdaDNA（塩基対
48.5kbp、長さ 16.5m）を溶解する。この溶
液をテフロン製の水槽に注いだ後、水面上に
クロロホルムに溶解したカチオン性化合物
を展開し単分子膜を作製する。その結果、溶

液中の DNA が気液界面においてカチオン性
単分子膜に静電吸着しポリイオン複合膜を
形成する。ポリイオン複合膜を一定表面圧に
まで圧縮し、あらかじめ溶液中に浸積してお
いた凹凸基板をリフト装置で引き上げるこ
とでポリイオン複合膜を基板上に移し取る。
（図１）
引き上げ速度、気液界面の表面圧をパラメー
タとして DNA の伸長固定化条件について調
べる。

（３）＜伸長固定化 DNA と DNA 結合タン
パク質の相互作用解析＞
移し取ったポリイオン複合膜は DNA を蛍光
色素で染色し、蛍光顕微鏡にて DNA の伸長
固定化状態を観察する。
伸長固定化した DNA がタンパク質と相互作
用が可能であるかを確認するために制限酵
素が溶解した溶液を滴下し、蛍光顕微鏡を用
いて DNA の切断状況を観察する。（図２）

４．研究成果
2007 年度の研究成果としては光リソグラ

フィーを用いたシリコン基板上への凹凸構
造作製を行った。ガラス基板上に蒸着された
クロムマスクを外注した。パターンとしては
1～10m のラインアンドスペース、クロスラ
インを選択した。マスクアライナーを用いて
レジスト剤を塗布したシリコン基板上にパ
ターンを転写した。現像、ドライエッチング
処理後にシリコン基板上に目的の凹凸構造
を得ることに成功した。（写真１ シリコン

図１ LB 法による DNA の伸長固定化

図 2 伸長固定化 DNA チップによる分析

写真 1 パターン化シリコン基板



基板上に作製された直径 5m のドット構造）
ラインアンドスペースの構造にも成功した。
これらの基板上に DNA の伸長固定化を試み
た。平坦なシリコン基板上においては伸長固
定化が可能であったが、パターン上において
は DNA の固定化が観察されなかった。これ
はパターン化構造とエッチング操作により
表面の親疎水性が大きく変化したためであ
ることがわかった。また、DNA サイズと構
造サイズがほぼ同じなために固定化が困難
であったと考えられる。

そこで 2007 年度に得られた知見を元に
2008 年度の研究を進めた。2008 年度の研究
成果としては光リソグラフィー技術を用い
たシリコン基板上への微小な凹凸構造作製
の改善を図った。フォトマスク利用から EB
露光装置の利用に変更し、より微細な構造体
作製を行った。この時、エッチング過程で保
護ガスの影響により基板表面が撥水状態に
なることがわかったため、基板表面の洗浄時
間をコントロールすることにより親水状態
の 制 御 を 行 っ た 。 こ の 基 板 を 用 い て
Langmuir-Blodgett（LB）法により DNA の
伸長固定化を試みた。凹凸構造上では構造由
来の張力が働き、平坦なシリコン基板上で
DNA が伸長固定化される条件とは大きく異
なった。そのため洗浄状態の制御で DNA が
伸長固定化される最適な条件の抽出を行っ
た。また、光リソグラフィーは時間と複雑な
工程を要することから数多くの伸長固定化
基板を作製することが難しいため、一度作製
したシリコン凹凸基板を高分子フィルムに
転写してマスクとし、そのマスクを用いてシ
リコンをエッチングして凹凸構造を作製し
た。この基板を用いて LB 法による DNA の
伸長固定化を行ったところ、凹凸構造上に伸
長固定化した DNA が観察された。この DNA
伸長固定化基板を用いることによりタンパ
ク質との相互作用を蛍光顕微鏡でリアルタ
イムに観察可能とし、容易で多数の DNA-タ
ンパク質結合ダイナミクスの解析を可能と
した。
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