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金 （111 ）面 上 に 共 吸着 に よ っ て 形成させ た二 成分系チ オ ー ル

自己 組織化単分子膜 の ナ ノ メ ー トル ス ケ ー ル ド メ イ ン 上 へ の

西 洋 ワ サ ビペ ル オ キシダー ゼの 選択的固定化
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Immobilization　of 　horseradish　peroxidase　on 　nanometer
−scale 　domains 　of

　　　　phase−separated 　binary　self−assembled 　monolayers 　formed 　by
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　The 　surface 　distribution　and 　emzyme 　activit ア of 　horseradish　peroxidase （HRP ）sclectively

immobilized 　on 　binary　self−assembled 　monolayers （SAMs ）of 　dithiobis−N −succinimidyl 　propionate
（DTSP ） and 　Ltetradecanethio1（TDT ）have 　been 　 studied ．　 Scanning　tunneling 　microscopic

images　of　the 　phase−separated 　binary　SAMs 　f（）rmed 　by　coadsorption 　on 　Au （lll）substrates 　show

nanometer −scale 　domains　which 　are 　lO 〜40　nm 　in　diame しer 　and 　O．3〜0．7　nm 　in　height．　 HRP
was 　covalently 　immobilized　on 　the　DTSP 　domains　by 　immersing 　the 　SAM −modified 　substrate 　into

an 　HRP 　solution ，　fbllowed　by　washing 　with 　a 　l　M 　KCI 　solution ．　 A 　tapping −modc 　atomic 　fbrce

microscopic 　image 　of 　the 　HRP −immobilized　substrate 　shows 　holes　having　a 　similar 　diameter　to
thosc 　of 　the 　binary　SAMs 　and 　a　depdl　of 　3．6 ± 1．9　nm ，　indicating　the 　selective 　immobilization　of
HRP 　molccules 　on 　the 　DTSP 　domains ．　 The 　enzymatic 　activity 　of 　the 　immobilized 　HRP 　has

becn 　confirmed 　using 　cyclic 　voltammet 【y　in　the 　presence　of　ferrocenecarboxylic 　acid 　as 　an 　elec −

tron −transfer 　mediator ．

Kayzvortls： horseradish 　peroxidase ； self −assembled 　monolayer ； thiol ； scanning 　tunneling

　　　　　 microscopy ；atomic 　force　microscopy ・

1　緒 言

　電極表面 に 固定化 され た，西洋 ワサ ビペ ル オキ シ ダ
ーゼ

（HRP ） と協 同 的 に 働 く こ と に よ っ て 機能す る バ イ オ セ ン

シ ン グ シ ス テ ム
1）−G）

に お い て
， 複数種 の 固 定化酵素 の 相対

的 な 位置や 配向
η
を精密 に制御す る こ とは，酵素反応 の メ

カ ニ ズ ム の 解明 や ，酵 素 間 の シ グ ナ ル 伝 達 の 最 適化 を行 う

上 で 重要 で あ る．酵素周 辺 の ミ ク ロ な環境を分子 レ ベ ル で

議 論 す る た め に は，酵素 自身 の 分 子 サ イ ズ に 近い ナ ノ メ ー

゜
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トル レ ベ ル で 酵素の 固定化 を制御す る 必要性 が あ る．

　 ア ル カ ン チ オ ール 分 子 を 用 い た 自 己 組織化 単 分 子 膜

（SAM ）
B）9）

は ， 金属表面 に 規則 的 に配向 した単分子膜を容

易 に 形 成 させ る 手法 と して 優 れ て い る．末端官能基 や ア ル

キ ル 鎖 長 を変 化 させ る こ と で，膜 表 面 の 化 学 的性質 や 膜厚

を コ ン トロ ー
ル す る こ とが で き る た め ， SAM を利用 して

酵素 を 固定化 す る こ とで
1° ）
〜］2）

，電 極表面 との 相互作用

tS）14），電極 か らの 距離 ，配 向
7）15 ）

『ls），更 に は，異 な る 官能

基を持 つ 二 成分か ら単分子膜 を形 成 させ る こ とで ， 酵素の

二 次元 分布 を 制御す る こ と が 可 能 で あ る
19 ）20 ）．

　 こ れ まで に 著者 らは，相 分 離 した 3一メ ル カ プ トー1一プ ロ
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パ ノ
ール （MPOH ） と ユーテ ト ラ デ カ ン チ オ ール （TDT ）

の 二 成分 SAM21 ） を 出発系 と して，　 MPOH を ジ チ オ ビ スー

N 一サ ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ
ー

ト （DTsp ） に 選 択 的 置

it
’2？）−24 ）

す る こ と よ っ て 形成 させ た
， ナ ノ メ

ートル ス ケ
ー

ル で 相分離 し た DTSP −TDT の 二 成分 SAM 上 に ，　 DTSP

の ア ミ ノ 基 との ア ミ ド結 合 形 成 反 応 を利用 し て
25 〕26 ）

，
HRP

を選 択 的 に 固定化 す る 方法 を 報告 した
2°）．本研究 で は，共

吸着法を 用 い る こ とで 相分離 した DTsp と TDT の 二 成分

SAM を，よ り直 接 的 に 金 （lll ＞面 上 に 形成 さ せ る た め

の 条件 を，サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ トリ
ー

（CV ） と走査

ト ン ネ ル 顕微鏡 （STM ）を 用 い て 検討 し，得 られ た 二 成

分 SAM 上 に HRP を 位置選択的 に 固 定 化 す る こ と を試 み

た．その 表面分布状態 と酵素活性を，そ れ ぞ れ 原 子 問 力顕

微鏡 （AFM ），　 CV に よ り調べ た．

2　実 験

　 2・1 試　薬

　HRP （Sigma 製 ，　 Type 　I） は ，30　mM リ ン 酸緩衝 液

（pH 　7．2） に 溶解 し 200 μM と した．　 DTSP （Fluka 製）及

び TDT （東京化成製） は，ア セ トン （ナ カ ラ イ テ ス ク 製，

特 級 ） に 溶 解 し lmM と し た ．　 SAM の 還元 的脱離 の

CV27〕18 ）
に は ，　 O．5　M 　KOH （Merck 製 ，　 GR 　grade）水溶液

を用 い た．固 定化 し た HRP の 活 性 測 定 に は，　 ferrocene−

carboxylic 　acid （Aldrich 製 ） を ，30　mM リ ン 酸緩衝 液

（pH 　7．2） に溶 解 し 200 μM と した 溶液 に，過酸化水素水

（和光純薬製，30％，特級 ）を 加 え て 行 っ た．そ の 他 の 試

薬は 特 級 品 を 用 い た．試料調製 に 用 い た水 は，Elix シ ス テ

ム （Millipore製）に よ り脱 イ オ ン した 後，　 Milli−Q シ ス テ

ム （Milhpore 製） で 精 製 した．

　 2・2SAM の 形成及び HRP の 固定化法

　（lll ）単結 晶 面 を有す る 金 薄膜基 板 は，薄 くへ き （劈）

開 し た マ イ カ 上 に ，真空度 1 × IO
’°Torr以 下 ， 基板温 度

580℃ で 真 空蒸着 して 作製 した
29）30）．金基板 は 使用直前 に，

い すず製作所製 マ ッ フ ル 炉 （ETR −15K ） に て ，530℃ で 7

時間 ア ニ ール 処理 した．

　DTSP 及 び TDT の 単
一

成分 SAM は，そ れ ぞ れ の lmM

ア セ ト ン 溶 液 に ，金 基板 を 24 ± 3 時 間 浸漬 さ せ て 形 成 さ

せ た ．DTSP と TDT の 二 成分 SAM は，そ れ ぞ れ の lmM

ア セ ト ン 溶 液 を DTSP ： TDT 　・＝350 ： 1，500 ； L800 ： 1

の 比 率 で 混合 し た 溶液 に ，金 基 板 を 24 ± 3 時 間 浸 漬 させ

て 形成 させ た．測定 に 用 い る 前 に 溶液か ら取 り出 し ， 多量

の ア セ トン で洗浄 し，空気中 で 乾燥させ た．

　二 成 分 SAM が 形 成 した 金 基板 を 200 μM の HRP 溶 液 に

4℃ で 12時間浸漬 させ ，HRP を DTSP に 共有結合で 固定

化 した．TDT ドメ イ ン や 多層 に 吸着 し た HRP を 除 去 す る

た め ，HRP 溶液 か ら取 り出 した 基 板 を，30　mM リ ン 酸 緩

衝液 （pH 　7．2） で 洗浄 し，　 l　M の KGI 水溶 液 に 30℃ で 2

時間浸潰 させ た．測定前 に 溶液か ら取り出 し，多量 の 精製

し た水 で 洗浄 し た．

　2・3　装置及 び測 定法

　SAM の 還 元 的脱離の OV27）2s） は，ア ル ゴ ン ガ ス で 脱気 し

た 0，5M の KOH 水溶液中 に て ，掃引速度 20　mV 　s
幽1

で 測

定 した ．固定化 し た HRP の 活性測定 は ，メ デ ィ エ ーター

と し て 200 μM の ferrocenecarboxylic　acid を 溶解 させ た

30mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7 ．2） 中 に 過酸化水素 を加 え，

掃引 速 度 5mVsLt で CV 測定 し，150　mV に お け る 還 元 電

流 を 過酸化水素 の 濃度 に 対 し プ ロ ッ トす る こ と で 行 っ た．

す べ て の CV 測 定 は ，
　 ALS 製 電気 化 学 ア ナ ラ イ ザ ー

（Model 　600A ） に て，直径 4mm の 0 一リ ン グ を 介 して 三

角 セ ル に 固 定 し た 金 （111 ）電 極 を 用 い て 行 っ た．参照電

極 に Ag ／AgCl （KCI 飽和），対極 に 白金 線 を用 い た．

　二 成分 SAM を形 成 さ せ た 金 基 板 の STM 測 定 は，30

mM リ ン 酸緩 衝 液 （pH 　7．2）中で ，ア ピエ ゾ ン ワ ッ ク ス で

コ
ー

テ ィ ン グ し た Pt−lr （8 ： 2） 製 チ ッ プ に て 行 っ た ，

STM 測 定 に は ，　 Molecular　lmaging 製 の STM ヘ ッ ドを装

着 した Digital　lnstruments 製の NanoScope 　IIIaを用 い た．

　AFM は，マ ル チ モ ードヘ ッ ド （Digital　Instruments ）を

装着 し た NanoScope 　IIIaを 用 い ，タ ッ ピ ン グ モ
ー

ドで 空

気 中 で 測 定 し た．カ ン チ レ バ ーは，Sig．　N 、
　avの もの を用 い

た．

3　結果 と考察

　 3・lDTSP と TDT の 二 成分 SAM 構造の 評価

　Fig．1 に 金 （111 ） 表 面 に 形 成 させ た DTSP と TDT の

二 成分 SAM の ，還 元 的脱離の サイ ク リ ッ ク ボ ル タ モ グ ラ

ム を示 す ．DTSP の 単
一成 分 SAM の ボ ル タ モ グ ラ ム （Fig．

1，a ＞ で は，− 690　mV に 半値幅 が 約 12 　rnV の 鋭 い ピーク

が 観察 さ れ た．こ れ は，吸着 した DTSP の 還 元 的脱離 に

由来 す る と考 え られ る が ，ピー
ク 電位及 び 特徴 的 な鋭 い ピ

ーク は，3一メ ル カ プ トプ ロ ピ オ ン酸 SAM の 還 元 的脱離 の

ボ ル タ モ グ ラ ム
3°）

で 観察 され る もの に 類似 して い る．こ れ

は，サ ク シ ン イ ミ ジ ル 基 が ア ル カ リ 溶 液 中 で 加 水 分 解

し
Sl ）

，測 定 時 に は カ ル ボ キ シ ル 基 と して 還 元 脱離 して い る

た め だ と考 え られ る．Fig．1，　 a で は，また
一950　mV 付近

に ブ ロ ードな ピー
ク が 観察 さ れ た ．メ イ ン ピーク の ほ か

に，こ の よ う な 一900 〜− 1000mV に 出現 す る サ ブ ピーク

は，こ れ ま で に もチ オ ー
ル SAM の ボル タ ン メ ト リーで報

告 さ れ て お り
32）S3）

，チ オ
ー

ル の 還 元 脱 離 に 伴 う金 （lll ）

面 の 再 配 列
S4 ），あ る い は 不純物 と して 吸着 した 硫 黄 の 還 元

脱eeS5）に 起因す る と考えられ る．

　
一方，TDT の 単

一
成分 SAM の ボ ル タ モ グ ラ ム （Fig．1

，

e ） で は，− 1105 　mV に 吸着 した TDT の 還 元 的 脱 離 に 由

N 工工
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報 　文　保 原，鵜 野，垣 内 ： 金 （111 ）面上 に 形成 させ た SAM の ナ ノ メ
ー

トル ス ケ
ール ドメ イ ン 上 へ の HRP の 選 択 的固 定化 　 457

a

b

C

d

e

一

一1．2 一1．0　　　−O．8　　　 −O．6　　　−0．4

　　E 　／　V 　vs ．　Ag1AgCl

一〇．2

Fig．1　 Cycli⊂ voltammogranls 　for　 the 　reductive 　des−

orption 　 of 　a ： aDTSP 　SAM ，　b〜d ： DTSP −TDT 　bina【y
SAMs ，　 e ： aTDT 　SAM ，　in　a　O．5　M 　KOH 　solution 　at　20
　 　

■lmVsThe

　DTSP −TDT 　binary　SAMs 　wer6 　formed 　by　coadsorp −

〔ion　 from 　 mixed 　 solutions 　 of 　DTSP 　 and 　 TDT （b ：

DTSP ：TDT ＝800 ： 1，　 c ： DTSP ： TDT ニ500 ： 1，d ：

DTSP ： TDT ＝350 ： 1）

来す る 1 本 の ピー
ク が 観察 さ れ た．Fig．1，　b 〜d に 示 し

た混 合 溶 液 か ら二 成分 SAM を 形 成 させ た 場合 は ，溶 液 中

の TDT の 割合が増加す る に つ れ，− 700　mV 付近の DTSP

由来 の ピーク の 減少 と と もに ，− 1100mV 付近 の ピー
ク

の 増加 が 観察 さ れ た．ピー
ク の 面積 （電荷 量 ） の 比 が ，表

面 に 吸着 した 二 成分 の 存在比 に 対応す る と仮定 して ，ボ ル

タ モ グ ラ ム か ら 吸着 した TDT の 存在比 を見積 もる と
s6），

10．6％　（Fig ．1，　b），　24．9％　（Fig．1，　 c ），　65，4％　（Fig．1，

d） とな っ た．二 成分が表面 で ほ ぼ 均
一

に 混合 した二 成分

SAM の 場合，還元的脱離 の ボ ル タ モ グ ラ ム に お い て 二 成

分 の 存在比 に か か わ ら ず，常 に 1 本 の ピーク の み が 観察

され る が
sη

， Fig．1 の よ うに ，二 成分 の そ れ ぞ れ の 還元脱

離 に 起 因 す る 2 本 の ピーク が ，常 に ほ ぼ 同 じ電 位 に 観察

さ れ る ボ ル タ モ グ ラ ム は，二 成分 が 表面 で 相分離 して い る

こ と を示 して い る
S6 ｝．

　実際 に，DTSP と TDT の 二 成 分 SAM の ナ ノ メートル ス

ケ
ー

ル の 構造 を 調 べ る た め に STM 測定を 行 っ た ．　 Fig．2

に ，Fig．1，　b 及 び d と 同 じ条件 で 作製 した 二 成分 SAM の

STM 像 を示 した ．　 Fig ．2，　 a に 示 した DTSP ： TDT ＝

800 ： 1 の 比率 の 混合溶液 か ら形 成 させ た 二 成分 SAM の

STM 像 で は ， 中央 部分 の ほ ぼ 全体 を占 め る
一

つ の 金

（lll ） テ ラ ス 上 に，1）直径 が 5 〜20 　 nm 程度，高 さが

O．48 ± 0，01nm で 最 も明 る く観 察 さ れ る ドメ イ ン ，2）直

径 3 〜5nrn ， 深 さ が 0、25 ± 0．11nm で 最 も暗 く観察 さ れ

る ピ ッ ト
15’　》s8 ）s9 ）

，及 び，3）中間 的 な 明 る さ で 観察 され る

最 も広 い 面 積 を 占 め る ドメ イ ン ，の 3 種 類 の 領 域 が 存在

す る こ とが 分 か る．

　TDT の 割合 を増 加 させ た DTSP ：TDT ＝350 ： 1 の 比率

の 混 合 溶 液 か ら形 成 させ た 二 成 分 SAM の STM 像 （Fig．

2，b） で は，　 Fig．2，　 a に 比 べ ，最 も 明 る く観察 さ れ る ド

メ イ ン の 総 面積 が 明 らか に 増加 して い る こ と が 分か る ．こ

れ ら の ド メ イ ン の 直 径 は ，10 〜30nm 程 度 ，高 さ は

0，61 ± 0．19nm 程度 で あ っ た ．　 STM 像 を 二 値化 して ，明

る い ド メ イ ン の 面積比 を 求 め る と，Fig．2，　 a で は 6．2 ±

1．0％，Fig．2
，
　b で は 55．8 ± 12．1％ （そ れ ぞ れ ，異 な る 5

か所の 平均値）となっ た．こ れ らの 値 は，ボ ル タ モ グラ ム

か ら求 め た 吸 着 した TDT の 割合 と ほ ば
一

致 し た こ と か

ら
， 明 る い 領域 は 主 に TDT か ら なる ド メ イ ン，相対 的に

暗 く観察 さ れ い る 領域 （ピ ッ トを含 む）は，主 に DTsp

に 由来 す る ドメ イ ン で あ る と 考え ら る ．DTSP が 大過 剰 で

存在す る 混合溶液 か ら 二 成分 SAM を形成 させ る
4D ）

こ とで
，

ナ ノ メ ートル ス ケール で 相分離 した ドメ イ ン を形成す る こ

とが 明 らか とな っ た．

　 3・2DTSP と TDT の 二 成分 SAM 上 に 固 定化 した HRP

の 表面 分 布

　Fig．2，　b と 同 じ条件で あ る DTSP ： TDT ＝350 ： 1 の 混

合溶液 か ら 二 成 分 SAM を形 成 さ せ た 金 （111 ）基 板 を，

HRP 溶 液 に 浸 漬 し，　 HRP を 吸 着 した DTSP に 共 有 結 合 に

よ り固定化 した．TDT に 物理吸着 した HRP を 除去す る た

め に，lMKCI 水溶液 に 2 時間浸漬 させ た 後，精製 し た水

で 基 板 を 洗浄後，乾燥 させ て AFM 測 定 を行 っ た ．　 Fig．3

は，空気中 に お い て ，タ ッ ピ ン グ モ
ードで 測定 した HRP

固定化後 の 金基板表面の AFM 像 で あ る．直径 が 10〜60

nm で ，3．2 ± 1．9　nm の 深 さの ホ
ー

ル が 観察 され た．ホー

ル の 直径が HRP 固定化前 の 二 成分 SAM の TDT ドメ イ ン

の サ イ ズ に ほ ぼ 匹敵す る こ と か ら，Fig．3 に お け る 明 る い

領域 は ，主 に DTSP ドメ イ ン 上 に HRP が 固定化 され て い

る ドメ イ ン ，暗 く観察され て い る領域 は ，HRP が 存在 し
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Fig．2　STM 　images 　of 　DTSP −TDT 　binary　SAMs 　formed 　from 　a ： aDTSP ：TDT ＝800 ： lsolution，　and

b ： aDTSP ： TDT ＝350 ： lsolution

The 　images　were 　taken 　in　a 　30　mM 　phosphate　buffer　selution （pH
＝7，2）．　 Electrode　potentia1：

− 100
mV ；Bias　potential： 300 　mV ；Setpoint： 400 　pA ，　 The 　cross −sectional 　profiIes　were 　measured 　along 　the

solid 　lines　shown 　on 　the 　STM 　images ．

な い TDT ドメ イ ン で あ る こ とが 示 唆 され た．

　Fig．2，　b に 示 し た sTM 像 に お け る DTsP と TDT の ド

メ イ ン の 高 さ の 差 か ら，HRP の 見掛 けの 高 さ を見積 もる

と約 3．8・nm とな り，X 線 結 晶 構 造 解 析 か ら得 られ た HRP

の 分 子 サ イ ズ
41）42）

に 近 い こ と が 分 か っ た ．しか し，Fig．3

の AFM 像 で は，直径が 小 さ い ホー
ル ほ ど見掛 けの 深 さが

浅 く観 察 さ れ た．こ れ は ，AFM 測定 に 用 い た チ ッ プ 先端

の 尖鋭度 の 限界 か ら，小さい ホー
ル で は ホ

ー
ル の 底まで チ

ッ プ が と ど い て い ない た め に，ホー
ル の 深さが過小評価 さ

れ て い る た め で あ る と 考 え られ る
4S ）．こ れ は，本研究 で 得

られ た 固定化 され た HRP 分子の 見掛けの 高 さ（約 3．8　nm ）

が ，以 前 に数十 nm ス ケ ー
ル の 大 きさの ドメ イ ン を形成 さ

せ て 測 定 さ れ た，著者 ら の 結果 （約 6nm ）
？°）

や ガ ラ ス 上

に 固定化 した HRP の AFM 測定の 結果 （6〜9nm ）
“ ）

に 比

べ て 小 さい こ と に も矛盾 しな い ．

　AFM 像 を二 値化 して ，　 HRP が 存在 して い な い と考え ら

れ る 暗 く観察 さ れ た領域 の 割合 を見積 も っ た と こ ろ ，

46 ± 7．2％ とな っ た．CV や STM か ら 得 られ た 表 面 に お

け る TDT の 存在割合 （そ れ ぞ れ ， 65．4％ ， 55．8 ± 12．1％）

と比べ て 小 さ い 値 に な っ た の は，KCI 水溶液に よ る洗浄に

よ っ て 除去 で きなか っ た，TDT ド メ イ ン に 物 理 吸 着 し た

HRP 分子 の 存在 を示唆 して い る．

　3・3DTsp と TDT の 二 成分 SAM 上 に 固 定化 した HRP

の 酵素活性

　DTSP ： TDT ＝350 ： 1 の 混合溶液 か ら二 成分 SAM を形

成 させ た
， 金 （lll ）基板 上 に 固 定 化 さ れ た HRP の 酵素

活性 を CV に よ り調 べ た．電 子 伝達 メ デ ィ エ ーターと し

て，200　pM の カ ル ボキ シル フ ェ ロ セ ン を含 む リ ン 酸緩衝

液中 で
， 異 な る 濃度 の 過 酸 化水素存在 下 で ボ ル タ モ グ ラ ム

を測定 した とこ ろ ， 過 酸化水素の 濃度の 増加に 伴 っ て，カ

ル ボ キ シ ル フ ェ ロ セ ン の 還 元 電 流 が 増 加 した．Fig．4 は，

ボ ル タ モ グ ラ ム の ＋ 150　mV に お け る還 元 電流値 を過酸化

水素 の 濃度 に対 して プ ロ ッ ト した もの で あ る．還元電流 値

と過酸化水素濃度は，1 μM か ら 20 μM の 領 域 で ほ ぼ 直線

関 係 が 成 り立 っ た．こ の よ うな電流 と過酸化水素濃度の 関

係 は ， 同 じ方法 で HRP を 固定化 し た電極 で ，再現性良 く

得 られ た．ま た，同一電 極 を用 い た 繰 り返 し測定 に お い

て，測 定時間内で は再現性 の 良い 応答が得 られ た．Fig．4

の 還 元 電 流 値 の 増加 は，固定化され た HRP の 触媒反応 に
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Fig．3　 AFM 　image 　 of 　an 　HRP −immobihzed 　DTSP −

TDT 　binary　SAM

The 　SAM 　 was 　fbrmed 　from 　 a 　DTSP ：TDT ＝350 ： l
solution ．　The 　image　 was 匸aken 　in　 tapping 　mode

under 　ambient 　conditions ．　 The 　cross −sectbnal 　pro−
file　 was 　 measured 　 alQng 　 the 　 solid 　 line　 shQwn 　 on 　 the

AFM 　image ・

よ る もの
6）
で あ る と考 え られ ，固 定化 され た HRP が 酵素

活性を保 っ て い る こ とが 示唆 さ れ た．

　DTSP と TDT の 二 成 分 SAM の 形 成条件 を検 討 した 結

果 ， ア セ トン 溶液 か ら DTSP 過剰 の 条件 で 共吸着す る こ

と に よ り，ナ ノ メ ートル ス ケ ール で 相分 離 し た 二 成分

SAM を 金 （ll1 ） 面 上 に 形 成 させ る こ とが で き た．こ の

よ うな二 成分 SAM ドメ イ ン が ，
　 HRP を酵素活性を保 っ た

ま ま位置選 択 的 に 電 極 表面 に 固 定化 す る た め の ，ナ ノ メ
ー

トル ス ケー
ル の テ ン プ レートと して 有 効 で あ る こ と を示 し

た．こ の よ うな系 に，基 質 を酸化 して 過酸化水素 を 放 出す

る オ キ シ ダ
ーゼ 類 を導入 す る こ と に よ り，複 数 種 の 酵素 の

相対的な位置 を ナ ノ メ
ートル ス ケ

ール で 制 御 し た表 面 に お

い て ，酵素 問の シ グ ナ ル 伝達 を 調べ る こ とが 可能 に な る と

考え られ る．
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要 旨

　 金 （111 ）単結晶表面 で ナ ノ メ
ートル ス ケ

ー
ル で 相分離 した ジ チ オ ビ スーN 一サ ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ

ート （DTSP ） と 1一テ トラ デ カ ン チ オー
ル （TDT ） の 二 成分チ オール 自己 組織化単分子膜 （SAM ） の DTSP

ドメ イ ン 上 に ，西洋 ワ サ ビペ ル オ キ シ ダーゼ （HRP ） を選択的 に 共有結合 で 固定化 し，そ の 表面分布状態

と酵素活性 を調べ た．DTSP と TDT の 共吸着 に よ っ て 形成 させ た，　 HRP 固定化前 の 二 成分チ オ ー
ル SAM

の 走査 トン ネル 顕微鏡 〔STM ）測定で は，直径が 10〜40　nm 程度，見掛け の 高さが O．3〜O．7　nm の 相分離

に よ っ て 形成 され た ドメ イ ン が 観察され た．こ の よ うな基板 を HRP 溶液 に 浸漬 させ て DTSP に HRP を共

有結合 させ た 後，IMKC1 溶液で 洗浄 し，　 HRP を 固定化 させ た ．　 HRP 固定化後 の 金基板表面 の 原子間力顕

微鏡 （AFM ） 像 で は ，　 HRP 固 定化前 の STM 像 で 観 察 さ れ た ドメ イ ン と 同 程度 の 大 きさ で ，深 さが 3．6 ±

1．9nm の ホ ール が 観察 され ，　 HRP 分子 が DTSP ドメ イ ン 上 に ほ ぼ 選択的 に 固 定化 され て い る こ とが 示唆 さ

れ た ．カ ル ボ キ シ ル フ ェ ロ セ ン を メ デ ィ エ
ー

タ
ーと し て 用い た ボ ル タ ン メ ト リ

ー
か ら ，固 定化 さ れ た HRP

の 酵素活性 が 保 た れ て い る こ とが 確認 され た 。
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