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研究成果の概要（和文）：イオンチャネル蛋白質は細胞内外のイオンの通り道となっている蛋白質であり、機能
する際に通り道が開閉する様は1分子電流計測法によって、1分子で計測できる。また、KcsAカリウムイオンチャ
ネルは初めて原子分解能で立体構造が明らかになったイオンチャネル蛋白質である。研究代表者らはX線1分子動
態計測法を用いてKcsAカリウムイオンチャネル蛋白質の構造変化を1分子で動画計測することに成功していた。
本研究ではイオンチャネル蛋白質の機能と構造変化を同時計測することを目指して、同時観測チャンバー開発、
観測プローブ開発に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Ion channel proteins are ion permeation pathway across cell membranes, whose
 functions are recorded with single-channel current recording method. The structure of KcsA 
potassium channel was first resolved at atomic resolutions among the ion channel proteins. We 
previously succeeded in recording conformational changes of the KcsA channel with the diffracted 
x-ray tracking method in a single-molecule level. In this study we tried to fabricate a new 
recording chamber and probes aiming to current-dynamics simultaneous recordings for the ion channel 
proteins.

研究分野： 生理学　生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネル蛋白質は 1分子での機能測定
法が確立している蛋白質であり、イオン透過
路の開閉が 1 分子電流トレース上で電流の
ON, OFF として区別して観測できる。また、
KcsA カリウムイオンチャネルの立体構造が
1998 年に X 線結晶構造解析によって初めて
明らかになった。機能する際の構造変化を計
測するために、研究代表者らは X 線 1 分子動
態計測法を用いて、KcsA カリウムイオンチ
ャネルの開閉に伴うねじれ運動を 1分子で動
画計測することに成功した(2008 年)。X 線 1
分子動態計測法では金ナノ結晶を観測プロ
ーブとして目的の蛋白質にとりつけ、放射光
白色X線を観測光として蛋白質の構造変化を
金ナノ結晶からの回折点の運動として 2次元
X 線検出器上で動画計測する(図１)。研究代
表者は、1 分子の機能と立体構造変化の同時
計測を目指して、X 線高速観測カメラシステ
ム、X 線集光ミラーシステムを計測システム
に導入し、1 分子電流計測と同等の観測速度
での 1分子動態計測を研究開始当初に可能に
していた。 
 

 

 
２．研究の目的 
本研究ではイオンチャネル蛋白質の 1分子電
流と 1 分子動態の同時計測を実現するため、
次の 2項目の開発を行うことを目的として研
究を遂行した。 
（１） 同時計測チャンバーの開発： 
X 線照射による散乱バックグラウンドノイズ
の低い材料を検討し、照射領域にあたる窓材
料と流路を形成する素材の双方を確定し、X
線散乱ノイズの小さい観測チャンバーを開
発する。 
（２）観測プローブである金ナノ結晶のサイ
ズ制御･表面修飾法を確立する： 
観測プローブである金ナノ結晶は蛋白質と
反応させる際、溶液中での分散特性、および
蛋白質との反応性が重要である。これらの向
上のため、分散特性･反応特性のよい金ナノ
結晶の表面修飾法を開発する。特に X線スペ
クトルとの相関を明らかにする。 

３．研究の方法 
同時計測チャンバーの開発については、紫外
線フォトリソグラフィーを利用した感光性
樹脂材料のパターンニングによって（図２）、
流路、および脂質二重膜形成部を作製するこ
とを検討した。材料の厚み、溶液を流す流路
の厚みと信号計測の際に問題となる X線散乱
ノイズの多寡について計測し、適切な観測チ
ャンバーデザインを策定した。試験チャンバ
ー作製については、研究分担者である平井助
教（京都大学）、研究協力者である田畑教授
（京都大学）の協力を得て行った。観測プロ
ーブ開発については、高真空中でターゲット
基板に Au 薄膜を形成し、結晶成長させる手
法を用いてナノ結晶を作製した。薄膜の厚み、
形成時の温度条件を様々に制御することに
よって、サイズ分布の異なるナノ結晶サンプ
ルを得ることができる。それぞれの条件で作
製したナノ結晶サンプルの溶液中での分散
特性、蛋白質との反応特性について検証した。
上記 2つの同時観測システムの要素を放射光
施設（SPring8）にて評価した。研究代表者
は、SPring8 に X 線集光ミラーを導入してお
り、アテニュエータを選択することによって、
観測光である X線の輝度やエネルギー範囲を
選択して観測することができる。観測チャン
バーの X線散乱ノイズと観測したい信号、ナ
ノ結晶のサイズ分布と X線スペクトルの関連
についてのデータを取得した。放射光施設で
の実験は研究分担者である岩本助教（福井大
学）の協力を得て行った。 

４．研究成果 
27年度はX線散乱ノイズを低減するための流
路形成材料の検討、および金ナノ結晶のサイ
ズ制御法の検討を行った。流路形成材料につ
いては材料の厚みが放射光施設での X線照射
した際にどのような背景ノイズを生じるか
について実験し、厚さとノイズ量の相関につ
いて、定量的な解析を行った。金ナノ結晶に
ついては、真空中で金をターゲット蒸着して
薄膜を作製し、ナノ加工技術を用いてパター

図１. Ｘ線 1 分子動態計測法の原理 
蛋白質の動きを金ナノ結晶の回折面の運動と

して動画計測する。（Shimizu, H,. et.al. 
Cell( 2008)132 67-78） 
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図２.移動マスク法による流路形成の概念図 
感光時にマスクを移動させることによって様々な 
形態を形成することができる。（Y. Hirai et al., 
J. Microelectromech. Syst., 19 (2010),pp.1058-1069） 
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ンニングする手法の応用を行った。この際に
使用する基板材料と膜厚、加工プロセスを試
行錯誤し、ナノパターンニングに成功した。
これらの結果は、電気学会バイオ・マイクロ
システム研究会、および日本生物物理学会に
て報告した。 
28 年度は流路形成時における流路厚（水層の
厚み）と X線バックグラウンドノイズの相関
について計測した。その結果 X線スペクトル
に応じて最適な流路厚が変化することが分
かった。流路形成のためのスぺーサー厚を変
化させることによって、回折点を観測できる
流路厚を決定することができた。金ナノ結晶
については、ナノ結晶サイズと回折点の検出
効率、および X線スペクトルの相関について
データを取得した。様々な金属アテニュエー
タを用いて X線の照射条件を変更し、金ナノ
結晶からの回折像を計測することによって
最適な X線照射条件を決定した。これらの結
果は The 30th EUROSENSORS (EUROSENSORS 
XXX)、日本生物物理学会、日本生理学会、日
本ー台湾ナノメディシンシンポジウムで報
告した。平成 29 年度は、平成 28 年度に検討
した X線スペクトルと流路厚の相関データに
基づき、1 分子電流計測に用いる脂質二重膜
を形成する穴を基板上にパターンニングし
た。また、パターンニングした穴を用いて 1
分子電流計測を行い、単分子電流計測が可能
であることを確認した。また、穴を形成する
のに用いた素材は X線散乱ノイズの原因とな
らないことを確認した。金ナノ結晶について
は、種々の条件を検討することにより、従来
よりも分散特性がよくなる溶液条件を見出
した。また、表面修飾剤との反応特性向上の
ための表面処理方法を検討した。これらの研
究の成果の 1 部分は、第 34 回「センサ・マ
イクロマシンと応用システム」シンポジウム、
Pacific Rim Nano Medicine Symposium 2018
に発表した。なお、同時計測システムの開発
は引き続き平成 30年度基盤(B)の研究助成を
受けて継続して実施することが決定してい
る。 
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図３．観測溶液厚評価用チャンバーの例 
感光性樹脂材料を用いて図２の方法で作製し

た観測窓付き流路チャンバー。材料や流路中の

溶液層による X 線散乱ノイズに対する影響を

測定した。観測窓（中央明部）には X 線透過性

の高い材料を用いた(論文⑨参照)。 
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