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　Thc 　adsorpdon 　and 　des‘）rption 　processes　of 　5
’−thiolated 　DNA 　oligomers 　ollto　a　gold　clectrode

were 　iIlvcstiga〔ed 　using 　a　quartz　crysta 】microbalallce （QCM ）．　 The 　m て）rphology 　of 　thc 　DNA

laycr　adsorbcd 　oll　the　gold　surfacc 　was 　observed 　and 　characterized 　using 　scanning 　tunncling

microscopy （STM ）and 　clectmchcmical 　measuremcnts ，　 The 　results く）f　QGM 　cxperimcnts

showed 　that 　thc 　sur 血 ce 　coverage て）f　tholated 　DNA 　was 　estimated 　to　be　 ca ，30％ ．　 Thc 　STM

observation 　and 　clectrochemical 　mcasurements 　revealed 　the 　Hexibility　of 　thc 　iInrnobilzicd　DNA

‘）nthe 　gold　electrode 　surface ・

Kaywords ： DNA ；quarIz　crystal 　microbalance ；scannillg 　tu 【111eling 　microscopy ；reductive 　des−

　　　　　 orpti ⊂）n ；differential　pulse　vdtamnlet 喜
γ．

1 緒 言

　DNA を固体基板 上 に 配置 した DNA マ イ クロ ア レ イ は，

バ イオ テ ク ノ ロ ジーを支 え る基 板技術 と して 近年注 目 を集

め て い る ．DNA を利 用 した バ イ オ セ ン サーや 遺 伝 子 の 配

列解析 シ ス テ ム の 開発 に お い て，ハ イ ブ リダ イ ゼーシ ョ ン

効率や 検出感度の 向．ヒを 凵的 と して 様々 な手法を用い て基

板表面へ の DNA 固定 化 は 検 討 され て い る．そ の 中 で ，末

端をチ オー
ル 化 した DNA と金電 極表面の 結合を利用 した

DNA の 固 定 化
e
は，簡 便 か つ 安定な 化手法 と して 電気化

学
2〕
や 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴

s〕

を利 用 し た DNA 検 M に 応 用 さ
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れ て い る ．し か し，電 極 上 に 固定化 さ れ た チ オ ール 化

DNA 分 子 膜の 修飾量 並 び に 電極表面 上 で の 吸 着状 態 につ

い て は い まだ に 明 らか に され て い な い 部分が多い ．そ こ

で ，本研究で はチ オー
ル 化 DNA 修飾金 電極 の 修飾量 につ

い て 水 晶振動 〕
ニ

マ イ ク ロ バ ラ ン ス 法 （quartz　crysta 】

microbalancc ，　 QCM ） 及 び電気化学水 晶 振 動 子 マ イ ク ロ

バ ラ ン ス 法 （electrQchemical 　quartz　microbalance ，　E（〜CM ）

を 用 い て 吸 着時 と脱 離 時 の 質量 変化 に 着 日 して 検討を行 っ

た．また，走査 型 トン ネル 顕 微鏡 （scanning 　 tunneling

microscopy ，　 STM ）観察 及 び，　 DNA と強 く相互 作用す る

5，10，15，20−tetrakis （N 一methylpyridinium −4−yl）−21H ，23H −por．

phine （TMPyP ）の 電気化学応答変化 を利用 して 電極上 の

DNA の 吸着状態に つ い て 検討 した．
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2　実 験

　 2・1 試 　 薬

　緩衝液及 びそ の 他 の 試薬 は和光純薬 か ら購入した特級試

薬 を使用 した．溶液調製に は 日本 ミ リポ ア ・リ ミテ ッ ド製

の Milli−Q シス テ ム で 生 成 した イ オ ン 交換水を使 川 した ．

チ オール 化 2 本 鎖 DNA （HS −ds−DNA ；20　bp，　 Takara　Co，

製 ） は 20 量 体 の ア デ ニ ン か ら成る 5
「
末端チ オ

ー
ル 化 1 本

鎖 DNA と 20 量 体 の チ ミ ンか ら 成 る 1 本鎖 DNA を ハ イ

ブ リ ダ イ ゼ
L

シ ョ ン させ て 得 た．DNA の 濃度は λ ≡260

11m に お け る モ ル 吸光 係数 ε、1丶21尸 24．S4eoMlcm1 ，

ε，L
．
1
．
v。
＝162600 　M

．．1cm 盲

を用 い て 紫外 ロ∫視吸光度測定か

ら求 め た．

　 2・2 装　置

　2・2・l　QCM 計測　　水晶振動子発振 同路 と して 北斗

電 工 製 HQ −530 を 用 い ，周波数 カ ウ ン タ （北 斗 Ut　T．製

HQ −101B ） に よ り水 晶 振 動 f’の 共 振 周 波 数 を 計 測 し た．

水晶振動子 は 北斗 電 工 製 金 蒸着水 晶 基 板 〔基 本 周 波 数

f” ；10MHz ，表 面 積 λ
＝0．17　cm

！

） を 用 い ，発 煙硝酸 中

で 30 分 洗 浄 処 理 後，水 洗 した 後 ア ル ゴ ン 気流 下 で 乾燥 さ

せ た もの を計測 に 用 い た ．測定溶液 と し て ト リ ス 緩衝液

（TE ： pH 　7．5，20　mM 　Tris−IICI，2111M　EDTA ，02 　M 　NaCl ）

を 用 い た．計 測 は 循 環 水 （25 ± 0．5℃） に よ っ て 温 度 管理

した恒 温 グ ロ ーブ ボ ッ ク ス 内で 行 っ た ．測 定溶 液 は 窒素 ガ

ス を
．・

定時間通 気 す る こ とで 脱 酸素 を行 い ，計 測 中 も測 定

系 内 に 窒 素 ガ ス を通 気 させ た．振 動 に よ る周 波 数 変 化 が 無

視 で きな か っ た た め に ，測 定溶 液内の か くは ん は 行 わ なか

っ た。

　2・2・2　電気化学及び EQCM 計測　　電極系 と し て 作

用電極．対電 極，参照 電 極 の 三 電 極系 を用 い ，ポ テ ン シ オ

ス タ ッ ト （北斗電 1：製 Hz −3000） に よ り電 位制御 した．計

測 さ れ た 周波数及 び電 流 一電 位 データは GP −IB （gcneral−

purp｛〕sc 　intcrfacc　bus） イ ン タ
ー

フ ェ イ ス を通 じて ポ テ ン

シ オ ス タ ッ ト制御用 コ ン ピ ュ
ータに転 送 した．作 用 電極 は

QCM 用 金蒸 着 水 晶 基 板 及 び 金 薄 膜 を用 い た．参照 電 極 と

して Ag／AgCl 電 極 ，対 電 極と して Pt線を用 い た．測定溶

液 は TE 緩 衝液 及 び リ ン 酸 緩 衝 液 （pll7 ，5mM リ ン 酸，

5〔lmM 　KCI） を川 い た．

　2・2・3 　STM 観 察 　 　 STM 観 察 は Nun 〔．，scope 　E

（Digitul　Insturme π】ts 製） を 用 い て 大 気 中 で 行 っ た．探 針

は タ ン グス テ ン 線を 0．6MKOH 中で 電堺研磨 （交流 15V ）

して 作製 した．観察対象 と なる Au （1】1） 基 板 は Clavilier｝

の 方法 に 従 っ て ，水素 炎 中で 金線 （0．8mln ） を溶 融 させ

て 作製 した，白金 基板 に 固定 した Au （ll1） 表面 を水素炎

で ア ニ
ール し，Milli−Q 水 中 で クエ ン チ す る こ とで 清浄表

面を 得た，Au （111） 表面．1：に IISds−DNA 溶 液 約 5 μ1を滴

下 し，飽和水蒸気 ドで 2 時聞静置後に 水洗，窒 素気 流 ド

で 乾燥 させ て 試料 と した．

3　結果及び考察

　3 ・lQCM 及び EgCM に よ る チ オール化 DNA の 吸 着

量評価

　Fig、　 la に HS −ds−DN 八 の 金 電極表面 へ の 吸 着時 の QCM
振動数変化 を示す．緩衝液中に試 料笵 極 を浸 漬 し，振 動 数

が．一一
定 と な っ た こ と を確認 し た 後 に 測 定 溶 液 中 の 全 DNA

濃度が 1μM に な る よ う に DNA 溶 液 を添 加 した ．　 DNA 溶

液添加後 お よそ ］oo 分 程 度 で 振 動 数 は
．・

定値 に達 し，そ

の 減 少 量 は 98H ∠ で あ っ た．緩 衝 液 の み を測 定溶 液 に添

加 して も振動数 変 化 は 観測 さ れ なか っ た こ と か ら，DNA

溶液 の 添加 に よ る振 動 数減少 は金電 極表面へ の DNA の 吸

着 に 起 因 す る と考 え られ る．QcM で 計 測 され る振 動 数変

化 は 質量 変化 の み で な く粘性 変 化 に よ っ て も影響 され る．

Okahatu ら
51
は 20　bp 程 度 の DNA 鎖 に お い て は 水晶振動

子 表 面 で の 粘性 変化 に よ る 影響 は 非常 に 小 さ い と報告 し て

お り，本研 究 で も得 ら れ た 振動数変化 を 質量 変化 と して 換

算 した ，

　Fig．　 la で 得 ら れ た DNA 修飾 電 極 を 緩 衝 液 で よ く洗 浄

した 後 に EQ （：M 測 定系 に 設 置 し，電 位 掃 引 に よ りチ オー

ル 化 DNA の 還元的脱離
i）
に よ る振動数 変化 を計 測 した．

一
般 に ア ル カ ン チ オ

ー
ル 単分子 膜の 吸着量は 還元 的脱離に

要 し た 電荷量 か ら 見積 もる こ とが 卩∫能で あ る ，こ れ に 対 し

て DNA 修飾電極で は容量成分変化 の 寄与が 大きく，電流

電 位 ll［1線の み か ら DNA の 吸着量を見積もる こ とは で きな

い
1）．そ こ で 本研究 で は EQCM の 振 動数 変 化 に 着 目 し，
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Bias＝＋ 0．45　V，1，＝0．3　nA ，　Z ＝
｛）．511m

金 電極 表面 で の 質量 変化 か ら 被覆率 の 算出 を行 っ た

（Fig．1b）．　 DNA 修飾 金 電極 （ds−DNA ／Au ） の 電位

を
一

〇．4V か ら
一

〇．9V に掃引 した とこ ろ
一

〇．6V 付近 で プ

ロ
ー

ドな還元電 流とともに振動数増加が 観測 され た．こ の

振 動 数 増 加 は ，霓 位 掃 引 に よ っ て H ．Yds −DNA が 脱 離 した

こ と に よ る振動子表面 で の 質量減少を意味 し，そ の 値 は

54Hz で あ っ た．ま た，　 Fig．　 lb 計測後 に 繰 り返 し竃 位掃

引 した と こ ろ ，− O．6V 付近 の ブ ロ
ー

ドな 還 元 電流 及び そ

れ に 伴う振動数増加 は観測 さ れ な か っ た．こ の こ とか ら，
・
度 の 電 位掃 引 に よ っ て 電 極 上 に結 合 した HS −ds−DNA が

す べ て 脱 離 した もの と考 え られ る．吸 着 時 の 振 動 数 減 少 量

（98　Hz） と脱離時 の 振動数増加 量 （54　H の に 差 が 見 られ

た こ と は以 下 の よ うに 説明で きる．Fig，　 la に 示 した DNA

の 吸 着過程 で は 金 電極表面 と特異的 に AUTS 結合 を 形成 し

た DNA だ け で な く ， 非 特 異 的 に 物 理 吸 着 した DNA に よ

る 質量 変化 も同 時 に 観 測 され て い る もの と考 え られ る．チ

オ
ー

ル 部 位 を持 た な い DNA を 含 む 溶 液 を長 時間金 電極 に

接触 させ る こ と で も ， 金 電 極 上 に DNA が 物理 吸 着す る
s 〕

こ とが知 られて い る．しか し，こ の 吸 着力 は比 較 的 弱 く，

洗浄操作 に よ っ て 取 り除 か れ る こ とが 同 位 体 ラ ベ ル 化 し た

DNA を用 い て報 告
m
“れ て い る．こ の こ とか ら，本研究で

観測 さ れ た 吸 着時 と脱 離 時 に お け る振動数変化量の 差異

は，非特異的 に吸着 した HS −ds−DNA が 洗 浄 操作 に よ り電

極表 面 か ら取 り除 か れ た こ と を 示 す と 考 え られ る．

　本研究 で 用 い た HS−ds−DNA の 分子量及び飽和単分 r・吸
着 量 の 計 算 値 （6，0 × 10

−IImol
　cm

−’t
）

1°）

か ら予測 され る 最

大 振 動 数 変 化 は 約 178　Hz で あ る．以 ヒの 結果 か ら水 晶 振

動子一ヒで 金 電極 と特異的 に Au −S 結合を形成 した HS −ds−

DNA の 吸 着 量 は 還 元 的脱 離時の 振動数増加量 か ら，お よ

そ 18PTnol ⊂ m

−1
で あ り，被覆率 に して 30 ％ 程 度 あ る こ

と が 明 ら か と な っ た ．こ の 値 は Tarlovlり
12 〕

らが rHS−

DNA ］
＝1 μM の 溶 液 か ら作 製 した DNA 修飾金 電極 に つ い

て ク ロ ノ ク
ー

ロ メ トリ
ーを用 い て 定量 し た 結果 と よ く

一
致

して い る．また，Barton ら
lel

は ［HS−DNA 亅
＝100μM の 溶

液 か ら作 製 した DNA 修 飾 金 電 極 に お い て
s1P

同位体 を用

い て 75％ の 値を得て い る．

　本研究で は，QCM 計測 と EQCM 計測 を併用す る こ と

で DNA 修 飾 電 極 作 製 時 に ， 非特 異 的 に電 極 上 に 吸 着 した

DNA 分 子が 存在す る こ と も明 らか と な っ た，特異的 に 電

極表面 に結合 した DNA 分子 の 電気化学還元的脱離 に よ る

質量 変 化 に 着 目 して 算出 した 吸着量 は，過去に 報告 さ れ た

異 な る 計測手法 で 求め られ た値 と同等 の 値で あ り，QCM
計測 と電気化学測定 を併用す る こ との 有効性を示す もの で

あ る．

　S・2　STM 観察

　金 電 極 上 に 形 成 し た DNA 分 子膜 の 吸 着状 態 に つ い て

STM に よる 観察 を行 っ た．　 Mercapt｛ohexa 】iethio ］修 飾 Au

（且IP 基板で は Fig．2a に 示 す ように ，
ピ ッ ト構造 と呼ば

れ る くぼみ とそ の 周 囲 に ア ル カ ン チ オール 分 子 に よる 規 則

構造
ls）

が 観測 され る，こ れ に対 して ，　 DNA 修飾 Au （lll）

基 板 で は ピ ッ ト構 造 が 形 成 され て い る こ とは 確認 され た

が ， 親則 構造 は 観察 さ れ な か っ た．本 研 究 で 作製 した ds−

DNAIAu 電極の 被覆率 は EQCM 計測 の 結果 か ら，30 ％

程度で ある ．電極上 の DNA は ，　 DNA 鎖 の リ ン 酸部位 が

負電荷 を有す る た め に 分子間の 相 互作用が 弱い こ と，また

吸 着部位で あ るチ オール 基 に 比 べ て DNA 鎖の 立体障害が

k き い こ とな どか ら，規 則 的 か つ 高密 度 に パ ッ キ ン グ した

膜 を 形成 しに くい と予想 され る．こ の 結果 と して ，電極上

の DNA 分子の 配向性 や コ ン ポ メ
ー

シ ョ ン は ・
様 で は な

く，ラ ン ダム な 吸着形態を とっ て い る と考 え られ る．こ の

た め，STM 観察 に よ っ て 規則的な構造を観測するこ とは

困難 で あ っ た と考え られ る．

　3・3ds ・DNA ／Au 電極 で の TMPyP の電 気化 学 応 答

　Bardi“
ら は，　 DNA と結合したマ

ー
カ
ー

分子の 酸化還元

電 位 は ，DNA 内部 と の 疎水 的 相 互 作 用 が 支 配 的 な 場合
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ds −DMVAu

一

TMPyPpH

　7，1h

TMPyP ／ ds・DNA ！Au

Scheme　 l　Schematic　illustrati｛〕n　ofTMPyP 〆ds−DNA ／Au　electrode 　preparation

6543210

く

ミ

こ
ぐ

ラa（

　 　 　 　 6
（b）
　 　 　 　 5

　　 く
4

　　 ミ 3
　　 ：ヨ 2

　 　 　 　 1

　 　 　 　 0

0　　卩0．1　　層0，2　 ．0．3　 −0．4　　．0．5　 卩0．6
　　　　　　Elvs ．　Ag／AgCl

0　　−0．1　　−0．2　 −O．3　 −0．4　　−O．5　 −0，6
　　　　　　E ！Vvs ．　Ag1AgCl

Fig．3　DPVs 　ofTMPyP 　adsorbcd 　electroder 　in　50　mM

KCI （5　mM 　ph ＜）spate ，　pH 　7＞
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　
　 　

Pulsc　periods ： 20｛，　ms ； ScaTl　 rate ： 100　mV 　s　 ；

Pulse 　ampilitudc ： 50　rnV ；Pulse　width ： 50 【ns ．　（a ）

Dcpendellce　o 自 hc　modified い℃ r　for　TMP ｝
・P　adsorp −

tion．　 DNA ／Au ，　HOC ，、SH 〆Au ，and 　bare　Au 　clcctrodes

wcrc 　im111ersed　to　lO μM 　TMPyP 　solution ・　 （b＞

Depcndencc 　of 　the 　DPV 　rcsP （）nses 　on 　the　cぐエnccntra −

tioll　of 　a　TMPyP 　soiuti 〔
．
じn 　foi’　TMPyP ／ds−DNA ／Au 　elec

−

u
・
ode 　prepar

’
ation ，（］oncentratiulls   f

’
aTMP アP　solu

−

tion　ls，el ’e 　5，10，　and 　5｛｝μ、1，　respecti 、
「
cl ＞
「．

（イ ン ターカ レ
ーシ ョ ン ） に は 還 元 電位 は 正電位ヘ シ フ ト

し，DNA 外部の リ ン 酸 部 位 と の 静電相互 作 用 が 支配的な

場合 （マ イナーグ ル ーブバ イ ン デ ィ ン グ） に は負電 位ヘ シ

フ 1・す る と報告 して い る．そ こ で ， 本 研 究 で も DNA と 強

く相 互作 用 す る 5」0，15，20−［etrakis （N
’−methylpyridiniuin −4．

yl）−21H ，23H −porphi【le （TMPyP ） の 電 気化 学 応答 に よ り電

極表面上 の DNA 吸着状態 に つ い て 検討 した．　 Schemc 　 l

に 示す よ うに，ds−DNAfAu 電極 を io　yM 　TMPyP 溶液 に

．・
時 問 浸漬，緩衝液 で よ く洗 浄 す る こ と で TMP ｝

．P，fds −

DNA ／Au 電極を作製 し，緩衝液中で の 電気化学計測 を 行

っ た．TMPyP ／ds−DNA ／Au 電極の 比 較 と して 日OC ，，SH 修

飾及 び 未修飾の 金 電 極 で も同 様 の TMP ｝
．P 溶 液 へ の 浸 漬 操

作 を行 い ，（dif壬brential　pulse　voltamme 〔ry ，　 DPV ） を 計 測

した結果 を Fig．3a に 示す．　 TM 聡
・P／ds−DNA ／Au 竃 極 で は

一
 ．4V 付近 に 還 元 電 流 が 観測 さ れ た の に対 し，　 IIOGSH

修飾及 び 未修飾の 金 奄 極 で は 還 元 電 流 は 観 測 さ れ な か っ

た．こ れ は TMPvP が 電極上 の DNA に 吸 着 し，洗浄操作

に よ っ て も DNA と TMPvP とが 電 極 表 面 ヒで 強 く相 互 作

用 して い る こ とを 攴持す る 結果で あ る．ds−DNA ／Au 電 極

を 浸漬 させ る TMP 、
・P 溶 液 の 濃 度 に 対 す る応 答 の 変化に つ

い て 測定 を行 っ た．FLg．3b に TMPyP 浸漬溶液の 濃度を 5

μM か ら 50 μM の 範囲 で 変 化 さ せ て 作 製 した TMPyP ／ds−

DNA ／Au 電極で 計測 した DPV を示 す．5〜10pM 　TMPyP

溶液 か ら 電 極 上 の DNA に 吸 着 した TMPyP 還 元 電 位

は
一

〇．40V ヘ シ フ トし，5｛1μMTM 正、
・P 溶 液 か ら吸 着 させ

た場合 に は 一
〇．50V 付近 ヘ シ フ トす る こ とが 観測された．

未修飾の 金電 極 で 計 測 した バ ル ク溶 液 中 の TMPyP の 還 元

電位 は 一
〇．45V で あ っ た．

　本研 究 で 得 ら れ た TMPyP 溶 液 の 濃 度 に 依 存す る

TMP アP／ds
−DN 八IAu 電 極 上 の TMP ＞

・P の 電 位 シ フ ト は 以 ド

の よ うに 説明 され る．低濃度 域 （5〜10pM ） か ら 電極 ヒ

の DNA に吸 着 した TMP7 ・P は DNA 内部 に イ ン タ
ー

カ レ
ー

シ ョ ン し，TMPy −P 濃 度 が上 昇 〔〜50 μM ）す る に つ れ て ，

DNA 外部の リ ン 酸基 と相互作用 す る もの で ある と考え ら

れ る．

4 　ま　 と　 め

　本研究 に お い て ，金 電極上 に 固定化 され た DNA の 吸 着

状態 の 解析 を 目 的 と し て ，EQCM に よ る 被 覆 率算 出 ，
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STM に よ る 形態 観察，　 DNA に結合 した ポ ル フ ィ リ ン を利

用 した 電 気 化 学 計 測 を行 っ た．そ の 結果，吸 着過程 で 非特

異 的 に吸 着 した DNA は洗浄操作 に よ っ て 取 り除か れ，金

電 極 と特 異 的 に 結合 を形 成 し た DNA の 修 飾 量 は 電 気 化 学

還 元 に伴う脱離量 に よ っ て 定量 可能 で ある こ とが明らか と

な っ た．本研 究で 作製 した DNA ／Au 電 極の 被覆 率 は 30％

程 度 で あ り，STM 観 察 に よ り電 極 ヒの DNA 分 子 は ラ ン ダ

ム な 配 向 を とる こ と が確 認 さ れ た．ま た，DNA に 吸 着 し

た TMPyP の 電気化学応答か ら，電 極上 で の DNA と の 相

互 作 用
．
形 態 に よ っ て 電 気 化 学 応 答が 変 化 す る こ と も明 らか

と な っ た，
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