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ア ビジン修飾 ガ ラス 基板の作製と安定性 の 比較
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1 緒 言

　固 体基板上 にア ビ ジ ン や ビオ チ ン サ イ トを導入 す る こ と

は，バ イオ セ ン シ ン グ シ ス テ ム をデ ザ イ ン す る際 に タ ン パ

ク質や DNA ，リボ ソ
ーム な どの 生 体素予 を國体表面へ 導

入す る た め に 重 要 で あ る ，ガ ラ ス や ポ リ マ
ー

表面
晒 ，シ

リ コ
ー

ン 表面
鋤 ，マ イ ク ロ 流路表面

う），金属 や 炭素表

面
6〕一’lo），ポ リス チ レ ン被覆石英結晶

11 ）
に ビオ チ ン サイ トを

光パ タ
ー

ニ ン グ に よ り導入 す る こ と が 行 わ れ て い る．紫外

光 （350・nm ）を用 い た パ ターニ ン グ に は ケージ ド ビオ チ

ン
1｝7）一．m，フ オ トビ オ チ ン

躙 1°片 12｝
及びベ ン ゾ フ ェ ノ ン

6｝12）
・−

1’L）
が 使 用 され る．一

方，Ar フKr
＋
レーザ ー （波 長 488　nm ）

を用 い て ビ オ チ ンー4一フ ル オ レセ イ ン （B4F）か ら ビ オチ ン

サ イ トを光パ ターニ ン グす る こ と も報
．
告

5罰
さ れ て い る．

　 ガ ラ ス を基 板 と して 用 い る こ と に よ り，蛍 光 や 可 視 光 に

よ る測定が 容易 に な る．著者 ら は，ア ビ ジ ン修飾 ガ ラ ス 基

板上 に 吸着 させ た DNA 中の 脱塩 基 部位 を色 素封入の ビ オ

チ ン 化 リ ボ ソ
ーム を用 い て 高 感 度 に 蛍 光 検 出 で きる こ と

16 ）

及 び ビ オ チ ン化 グル コ ー
ス 酸化酵素 を ア ビ ジ ン

ービオ チ ン

結合 に よ り固定化 し て 虚 血
．
ドの 急 性脳 海馬 ス ラ イス 内 の グ

ル コ ース フ ラ ッ ク ス を リア ル タ イ ム に可 視 化 イ メ
ージ ン グ

で きる こ と
17〕

を 報告 した．Casford ら
18）

は溶融 シ リ カ キ ャ

ピ ラ リ
ー

の
一

端 に ビ オチ ン化 した グ ル タ ミ ン酸脱水素酵素

を 固定化 したバ イ オ セ ンサ ーを報告 し た．

　本研究 で は，ガ ラ ス 基 板．上 に ア ビ ジ ン サ イ トをパ タ
ー

ニ

ン グ す る 簡便 な 方法 の 開発 を 目的と して ，紫外光 に よ っ て

B4F を ガ ラ ス 基板上 に パ タ
ー

ニ ン グ，そ の 後 ア ビ ジ ン を 固

定化す る こ とを検討 した，その 結果，トラ ン ス イル ミネ
ー

タ
ー

か ら の 紫外光 を用 い て ガ ラ ス 基板表面 に ビオ チ ン サ イ

トを導入 で きる こ とを 見い だ し た．B4F の 光パ タ
ー

ニ ン グ

に は レ
ー

ザ
ー
光が用 い られて きたが，本ア プ ロ

ー
チ で は 通

常 の トラ ン ス イ ル ミネ
ー

タ
ー

か らの 紫外光を用 い る こ とが

で きる た め に
，

ビ オ チ ン サ イ トの 形成を手軽に 行 うこ と が

で きる．また，既 SUIS）の 手順 に よ り作製 した ア ビ ジ ン修飾

ガ ラ ス 基 板 と比 較 して 保 存 安 定 性 が 優 れ る こ と が 分 か っ

た．
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2　実 験

　2・1 試 薬

　シ ラ ン 化剤 と して 信 越 化学製 の 3一メ ル カ プ トプ ロ ピ ル

トリ メ トキ シ シ ラ ン （MTS ） を トル エ ン （和 光 純薬 製，

無水物） で 4 倍希釈 した もの を 用 い た，2 価性架橋試薬

N 一ス ク シ ン イ ミ ジル ー4一ブチ ル マ レ イ ミ ド （GMBS ，　 F】uka

製） は ジ メ チ ル ス ル ホ キシ ド （DMSO ，無水物，和光純薬

製〉 を 用 い て 調 製 した ，ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （BSA ），ア

ビ ジ ン 及 び B4F は SigmaAldrich 製の もの を使用 した．い

ず れ も リ ン 酸緩衝液 に 溶解 し た．2一ア ミ ノ エ タ ノ
ー

ル

（EA ，東京化 成製） は リ ン 酸緩衝 溶液 （pH 　8．5） で 希釈 し

た．ビ オ シチ ン オ レ ゴ ン グ リーン （BOG ，　 hwltrogel〕 製）

は リ ン 酸緩衝液 に 溶解 して 使 用 し た．0．1MNaHuPOi と

O．l　M 　NaOH に よ る リ ン 酸 緩 衝 液 （pH 　7．0） 及 び リ ン 酸 緩

衝液 を含 む lMNaCl 溶液 （NaCl） を 調製 した．そ の 他 の

試薬 は すべ て 市販 の 特級品を使用 した，ア ビジ ン 固定化 の

基 板 と して カ バ ーガ ラ ス （18・inrri × 24　mnl ，厚 さ O．17〜

0．25mm ，松浪硝子製） を使用 した．超 高純度溶融 石英 ガ

ラ ス （701111n× 70・mm ，厚 さ 1111m）は藤 原 製 作所製 S グ

レ
ードを使 用 した．カバ ーガ ラ 1 は lMNaOH 溶 液 中 に

1 晩浸漬 した 後，ミリ Q 水 で 洗浄，70℃ の オーブ ン で 30

分間乾燥，放冷 した もの を使用 した．実験 に は すべ て ミ リ

Q 水 （ミ リポ ア 製 Mill−Q シ ス テ ム ） を使用 した．

　2・2 装　置

　光 パ タ
ー

ニ ン グ に は ，紫外 （UV ） トラ ン ス イ ル ミネー

タ
ーTFS −20 （UVP 製，強度 12．r3　mW 　cm

−2
，ピー

ク 波長

25411nl） を使用 し，洗浄に は ウ ェ ブ ミ キ サ
ーWEB −30 （井

内盛栄 堂 製） を用 い た．ま た パ タ
ー

ニ ン グ さ れ た B4F の

検出及び ア ビジ ン修飾サイ トの 検出は，蛍光イメ
ージ ャ

ー

（Molcc 　llar 　D
γ
namics 製，　 Fluorlmager595 ）を川 い ，励起

波’ft　488 　nm
， 蛍光波 長 53011m で 行 っ た ．

　 2・S　2 価 性 架 橋 試 薬 を用 い る ア ビジン化 学 修 飾 基 板 の

作 製

　 既 報
16 ）

に従 っ て ガ ラ ス 基板上 に ア ビ ジ ン を化学修飾 し

た，清 浄 な カバ ーガ ラス の 片 面 へ 25％ MTS の トル エ ン 溶
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Fig・l　Experimental　setup 　used 　fbr　UV 　patterning　Qf
bioth〕−4−fluorescein　 on 　the 　 surface 　 of 　BSA −modified

9［ass　s旦ips

（a ）Gover　glass； （b）bioti【1−4−fiuorescein　sdution ；（c ）

glass　tube ； （d）quartz　glass；（e ）photo　 mask ，　（A ）
Appa．ratus 　and （B）⊂ross 　section
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Fig・2　Effbct　of 　UV 　irradiatioll　time 　on 　patterning　oF
biotin−4−fluorescein（0．20　mg 　mL

．
1
）at　pH 　7，0　and 　flu−

orornetric 　irn乱ges　of 　patterlled　biotin　sites

UV 　light（12．3　mW 　cm
−2
，　peak　wavelength 　254　nm ）

from　transilluminator 　was 　irradi乱 ted 　 on 　BSA ．adsorbed

glass　 slips・　The 　average 　of 　thrcc 　measurements 　was

pletted．

液 を 150 μL の せ ，暗所，室温で 1 時間静置 した．トル エ

ン で 洗浄後，白色 光を 30 分 閭照 射 し て 表面 に 残留 した 溶

媒 を蒸発 させ た．放冷後，2mM 　GMBS の DMSO 溶液 を

150 μL の せ，暗所，室温で 1 時間静置 した．ミ リ Q 水 で

洗浄 した 後，カ バ ー
ガ ラ ス 中 央部 に O．1　mg 　mL

’1
ア ビ ジ

ン 溶液 30μL をス ポ ッ トと し て の せ
， 暗所， 室温 で 30 分

問 静置 した．ア ビ ジ ン 溶液をキ ム ワ イ プ で 吸 い 取 っ た後，

NaGl 溶 液 及 び リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い て 順 次 洗浄 し た．次 に

（1）

（2）

◎ 角 o 肇

　＿ii；
　 3mm

35mm

Fig．3　Effbct　of 　a 紅din　concentration 　on 　immobiliza −

tion　and 且uorometric 　images　of 　a帆dill　arra アs

Biotin　 sites　were 　patterned　on （1）BSA尸adsorbed 　and

（2）BSA ．modified 　glass　plates　fro皿 bitoin4fluorescein
bア UV 　irradiation．　 The 　biotin　 sites　were 　incubated
、、重th　avidin 　in　a　phosphate　buffer（pH 　7．0）f6r　30　min ．
The 　average 　ofthrce 　measurements 　was 　plotted．

未反 応 の ス ク シ ン イ ミ ジ ル 基 を 不活性化す る た め に ，

0．5MEA 溶液 を 亅50 μL の せ ，30 分間静置 し，リ ン 酸緩

衝液で 洗浄 した，以 下 で は こ の 基 板 を ア ビ ジ ン化学修飾基

板 と呼ぶ．

　2・4BSA の 化学修飾及び 光パ ター
ニ ン グ に よ る ア ビ ジ

ン 修飾基板の 作製

　2・3 と同 じ手順 で ，清浄な カ バ ー
ガ ラ ス に MTS ，　 GMBS

を順次修飾 した ．次 に lmg 　mL

一
且

BSA 溶液を 150
μ
L の

せ ，暗所，室温で 80 分間 静置 した．NaGl 溶液及 び リ ン 酸

緩 衝 液 で 洗 浄 した 後 ，0．5MEA を 150 μL の せ ，室 温 で

30 分 間静置 した ．リ ン 酸緩衝 液 で 洗 浄 した BSA 修飾基 板

へ の B4F の 光パ ターニ ン グ は 以 下 の ように 行 っ た．黒の

画 用 紙 に直 径 5mm の 穴 を開 け，こ れ をマ ス ク と して 用 い

た．溶融石英 ガ ラ ス の 縁 を粘土 （肌 UTAGK ，　 Bostik製）

で 囲い ，UV トラ ン ス イ ル ミネーター
の 透 過面、トに マ ス ク，

溶融 石英 ガ ラ ス の 順 に 重 ね て
．
置い た （Fig．1）．ス ペ ー

サ
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Fig．4　Stability　of 　avidin −moqilied 　plates　and 　fiuorometric　images　of 　avidin 　arrays

The 　plates　wcrc 　stored 　in　dark　at　4℃．　 Each　plate　was 　trc 乱 tcd 　with 　1．0 μM 　biocytiII　oregon 　green
（BOG ）and 　washed 　with 　O，10　M 　phosphate　buffer　and 　subjected 　to　fluorescencc 　mcasllrements 　with

FluorImager　595 （excitatioI1488 　nm 　and 　emlsslon 　530　nm ）．（a）A轍 hn　sites　were 　illtroduced　by　the

aminc 　coupling 　method ，（b＞bi（，tin　sites 　were 　patterned 　on 　BSA −modified 　glass　plates　fr〔＞rn 　bitoin−4一
且uorescein 　bアUV 　irradiation　and （c ）biotin　sitcs 　were 　patterned　on 　BSA −adsorbed 　glass　platcs　from
bitoin4flしlorescein 　by　UV 　irradiation，　 The 　aver “ ge　of 　three 　me 乱 surcmcn 且s　was 　plotled，
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一と して ガ ラ ス 管 （直径 O，7　mm ） を溶融石英ガ ラス 上 に

平行 に置 き，そ の 上 に BSA 修飾面 を 下 向 き に して BSA 修

飾基 板 を 配 置 した ．溶融石英 ガ ラ ス 上 に 0．20mg 　mL
−L

B4F 溶液 を注 ぎ，　 UV 光 を 5 分間照射 した ，基板 は NaCl

溶液，リ ン酸緩衝液で 順次洗浄 した．パ ター
ニ ン グ部分 に

0，］mg 　mL
．1

ア ビ ジ ン 溶液 を 50 μL の せ ，室温，暗所 で

30分間静置 した後，NaCl 溶液及 び リ ン 酸緩衝液で 洗浄 し

た．以下，こ れ をア ビジ ン
ーBSA 化学修飾基板と呼ぶ ．

　2・5BSA の 物理 吸 着及 び光 パ ターニ ン グに よ る ア ビジ

ン 修飾基板の 作製

　清浄 な カ バ ーガ ラ ス に 1　mg 　mL
−

］

BSA 溶 液 を 200 μL の

せ ， 暗所 ， 室 温 で ユ5 分 聞静 置 する こ と に よ っ て ガ ラ ス 表

面 に BSA を吸着させ た．リ ン 酸緩衝液で 洗浄後，2・4 と

同 じ手 順 で ，B4F の 光 パ ターニ ン グ，ア ビ ジ ン 修飾 を行 っ

た ．以 下で は，こ の 基板 を ア ビ ジ ン
ーBSA 吸着基板 と呼

ぶ ．

　2・6　 ア ビ ジン を修飾 した基板 の 安定性 の 評価

　 ア ビ ジ ン修飾基板の 保存安定性 を評価す る た め に，作製

した ア ビ ジ ン 修飾基 板 は 窒 素雰囲気 下 で 4℃ の 暗所 に 保

存 し，10 ご とに BOG と反応 させ ，蛍光強度を測定 した．

ア ビ ジ ン を修飾 し た基板 に 1，0 μMBOG 溶液 を 5  μL の

せ ，室 温，暗所 で 30 分間静置 し，BOG を 反応 さ せ た．

NaCl 溶液及 び リ ン 酸緩衝液で 洗浄 した 後，蛍光 強 度 （励

起 488 　nm ，蛍 光 530 　nm ） を測 定 した．観測 され た 平 均

蛍光強度をア ビ ジ ン量の 指標 と して 安定性 を評 価 した．

3 結果 と考察

　3 ・1 ア ビ ジン 修飾基板の 作製

　B4F は 紫外部 に 吸収をもつ た め，　 UV 光 に よ る パ ターニ

ン グ が 可 能 と 考 え た．BSA を 吸 着 させ た ガ ラ ス 基 板 を用

い て
， UV トラ ン ス イ ル ミ ネーターか らの UV 光 を ユ分か

ら 7 分 の 聞 で 変 化 させ て 照 射後，ビ オ チ ン サ イ トか らの

蛍 光 を観 測 す る こ とに よ り，パ ターニ ン グの 進 行状 況 を観

察 した．そ の 結果，Fig．2 に示す よ うに ，　 UV 照射 に よ り

ビ オチ ン サ イ トが形 成 さ れ，5 分間以上 の 照射で 蛍光強度

は
一

定 に な る こ とが 分 か っ た．BSA を 化学修飾 し た 場合

に も同様 な結果が 得 られ た，ア ビ ジ ン ーBSA 吸着基 板 を作

製 す る際の ア ビ ジ ン 濃度の 影響及び 作製 した ア ビジ ン ァ レ

イの 蛍 光 イメ
ージ を Fig．3 に 示す。い ず れ も ビ オ チ ンサ

イ トに異 なる濃度の ア ビ ジ ン を反応 させ，BOG 溶液で 処

理後 の 蛍光強度を測定 した．ア ビ ジ ン 濃度が 50 μgmL
−1

か ら   ，15mg 　mL

−1
の 範囲 で 蛍光強度 は

一
定 と な っ た．ア

ビ ジ ン濃度が 増す と溶液の 粘性が 高 くな る ため に ， 以
．
下で

は 1，0mg 　mL
…1

の ア ビ ジン 溶液を用 い た．ア ビジ ン
ーBSA

化 学修飾及 び ア ビ ジ ン ーBSA 吸着基 板 の い ずれ も，マ ス ク

に 開け た穴 （直径 3mm ） の 形状 に ほ ぼ 対応 した ア ビ ジ ン

ス ポ ッ トが観察 され た．

　3・2　 ア ビ ジン 修飾基板の 安定性の 検討

　上 記 の 操作 に よ り作製した ア ビ ジ ン修飾基板 を窒素雰躙

気 下 ，4℃ の 冷蔵庫 中で 保存 した ．1 日 ご と に 蛍光色素

BOG と反応 させ た ときの 蛍光強度 を Fig．4a に示す．ア

ビ ジ ン 修飾基板 は作製 1 囗 目か ら 2 日 目 まで は 蛍光 強 度

に変 化 は なか っ た．2 日 目以 降 は 蛍 光 強 度 の 減 少 が 観 察 さ

れ た が ， そ の 強 度 は BSA 化 学修 飾 基 板 及 び BSA 吸 着 基 板

と比 較 して 大 きか っ た．こ の 結 果 か ら，ア ビ ジ ン 修飾基板

で は ア ビ ジ ン サ イ トを形 成 後 2 日以 内 に使 用 す る こ とが

望 ま しい が，3 囗 目以 降で も高い ア ビ ジ ン サ イ ト量 を もつ

基 板が 得 られ る こ とが 分 か っ た．．．．・
方，ア ビ ジ ン

ーBSA 化

学修飾 基 板 の ア ビ ジ ン サ イ トを BOG で 検 出 し た 結果

（Fig．4b） は ，ア ビ ジ ン サイ トを形成 して か ら5 日 目まで

蛍光 強 度 は ほ ぼ
一

定 と な っ た ，ア ビ ジ ン
ーBSA 吸 着基板

（Fig，4c）で も 5 囗 H まで 蛍光強度 に 変化 が な か っ た ．こ

れ らの 結果 は，ガ ラ ス 基板表面を BSA で 被覆す る こ とで

ア ビジ ン が ガ ラス 表面 に 直接接す る こ と が な くな り，ア ビ

ジ ン の 変性が 起 こ りに くくな っ た こ と を示 して い る．ア ビ

ジ ン
ーBSA 吸着基板 で は 蛍光強度が ば らつ く傾向が 見られ

た，こ れ は ガ ラ ス 基 板 へ の BSA の 修飾 は 物理 吸 着 に よっ

て い る た め
， 洗浄 の 際 に 基板 上 の BSA が 剥離す る た め と

考え られ る．しか し，物理 吸着 に よる 方法 は ガ ラス 基板 に

BSA をあ らか じめ化 学 修 飾 す る 必 要 が な い た め ，基 板 の

作 製 に要 す る時 間は大 幅 に短縮 され る．

4 結 言

　上 述 の 結 果 は，紫外光 に よ る B4F の 光 パ タ ーニ ン グ に

よ り，ア ビ ジ ン 修飾 ア レ イ を容 易 に作 製 で きる こ と を示 し

て い る，ま た，少 な く と も 5 日問 は保 存 で き る こ とか ら，

今後，様 々 な バ イオ 素子 を ア ビ ジ ン に 結合 させ る こ とで ，

バ イ オ分子 の 高感度 な セ ン シ ン グ法 を 開発す る た め の 基板

と して 有川 と考 え られ る ，また，ア ビ ジ ン 修飾基 板 も ア ビ

ジ ン サ イ ト量が 多 い た め 目的に 応 じて 使用 で きる ．
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Preparation and  Stability of  Ayidin-Modified Glass Slips
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S-26-40,Sakur4josui,

 The  formation  of  avidin  sites  on  the  surface  o'f glass slips  by chemical  rnodificatiori  and  an

avidin-biotin  technique  was  investigated, In a  chemical  modification  approach,  a  glass surface
was  treated with  8-mercaptopropyltrimethoxysiiane, on  which  avidin  was  intruduced  by  an  amine

coupling  method.  In the arfidin-biotin  technique,  biotin sites  were  formed  on  glass slips  by the

patterning  ef  biotin-4-fluorescein on  bovine serum  albumin  (BSA)-modified and  BSAradsorbed

glass slips  by  UV  irradiation. Asridin-modified gla$s slips  were  prepared by treating  the biotin

sites  with  an  avidin  solution.  The  avidin  slips  prepared by UV  patterning were  able  to  be kept
in the  dark  at  4℃ for at  least 5 da}rs, while  the  chemically  modified  slips  were  able  to be kept for
one  day. The  preparation of  avidin  arrays  by  UV  patterning was  also  demonstrated.  The

avidin  slips  appeared  to be  usefu1  fbr introducing  biomolecules to design a  varie",  of  sensing  sys-

telllS.

Kaywords  : avidin-modified  glass slip;  UV-driven

         array.

pattermngof  biotin-4-fluorescence ; ai,idin


