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研究成果の概要（和文）：高濃度蛍光標識生体分子の蛍光１分子イメージングを可能とするナノ開口基板は解離
定数の高い蛋白質―蛋白質間や蛋白質―DNA間の結合解離の様子を詳細に解析することが可能である。これまで
に私も自身でナノ開口基板作製手法を確立し、DNA結合蛋白質の機能解析を行ってきた。しかしながら、ナノ開
口基板を用いた研究手法を汎用性の高い研究手法とするためには、ナノ開口基板を安価で効率よく作製する必要
があり、本研究では、Character Projection法と呼ばれる電子線描画法を利用して、これまでの自身の手法に比
べて、作製コストを1/5に、作製効率を10倍にすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The Zero Mode Waveguides (ZMWs) enables us to visualize a single fluorescent
 molecule under high concentration of the molecules and characterize the protein-protein or 
protein-DNA complex formation process.  I have already established the method for construction of 
ZMWs and characterized some of DNA-binding proteins using the ZMWs.  However, research technique 
using ZMWs was not still common technique. For availability of ZMWs, in this study, I developed the 
method for construction of ZMWs using Character Projection electron beam lithography. The cost of 
ZMWs decreased to 1/5 and the production efficiency was increased to 10-fold compared with my 
previous construction method for ZMWs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内の多くの反応は複数種の生体分子が多段階に結合解離を行う一連の過程を経て、進行し、蛍光１分子イメ
ージング技術により、そのような過程をリアルタイムに観察することが可能となった。そして、高濃度で蛍光１
分子イメージング観察を可能とするナノ開口基板により、様々な生体分子複合体の結合解離の様子を解析するこ
とが可能となった。しかしながら、分子生物学の今後の研究にこの手法を取り入れて行く為には、ナノ開口基板
をより安価で効率よく作製する手法を開発する必要があったが、本研究成果により、今後、他の研究者もより簡
便にナノ開口基板を利用する研究を開始するできるという点で大きな学術的意義があったと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

本研究で解析対象とする DNA 結合蛋白質は DNA 複製、修復、組換えやゲノム DNA の分配等の
ゲノム構造の維持に重要な働きを示すだけでなく、ヒストン蛋白質や DNA メチル化酵素等のク
ロマチン構造を制御し、組織特異的な遺伝子発現を制御することで、個体の恒常性維持にも重
要な働きを示す。このような蛋白質の中で、DNA 相同組換えの中間体で十字型構造をした
Holliday構造DNAの分岐点移動反応に関与するRuvA-RuvB蛋白質複合体を中心に研究を進めて
いた。RuvA 蛋白質が Holliday 構造 DNA 特異的 DNA 結合蛋白質で、RuvB 蛋白質がモーター蛋白
質として機能し、RuvA と相互作用し、Holliday 構造 DNA 上で RuvA-RuvB-Holliday 構造 DNA 複
合体を形成する。RuvA-RuvB 蛋白質複合体が RuvB による ATP の加水分解によるエネルギーを利
用して、Holliday 構造 DNA の分岐点移動を促進させる。そして、研究開始当初は特に
RuvA-RuvB-Holliday 構造 DNA 複合体形成過程に注目して、研究を開始した。このような研究を
進めていく上で、蛍光標識した生体分子の挙動を直接、実時間で観察、計測できる一分子解析
法は強力な解析方法の一つである。しかしながら、本研究計画で注目している RuvB-DNA 複合体
の解離定数は数百 nM以上と一分子解析を行う上では非常に相互作用の弱い蛋白質であった。こ
れまでの一分子計測に用いられている全反射照明を用いた解析では、蛍光標識分子の濃度が 50 
nM 以上だと、自由に動き回っている蛍光標識分子からの背景光がノイズとなり注目する分子の
観察に大きな影響を与えていた
（図 1）。従って、RuvB と RuvA- 
Holliday 構造 DNA の相互作用を
一分子計測で解析するにはこの
ような問題を克服が必要であっ
た。 

図１ 全反射照明による蛍光１分子イメージングの概略図 
 

このような状況の中、2003 年に W.W.Webb らは数µM でも１分子観察が可能な近接場光を利用
したナノ開口（zero-mode waveguides）と呼ばれる新しい蛍光１分子イメージング法を開発し
た（Levene M. et al, Science 299, 682-686, 2003）（図 2）。私もこれまでにナノ開口基板を
自作することに成功し、作製したナノ開口基板を用いて、RuvB蛋白質の機能解析を行った。RuvB
は AAA+ ATPase ファミリーに属し、DNA 上で６量体リング構造を形成し、このリング構造を活
性型とすることが知られている。しかしながら、RuvBの DNA 上での６量体リング構造形成過程
にはまだ不明な点も多く、蛍光色素で標識した RuvBが Holliday 構造 DNA 上で複合体を形成す
る様子を観察することに成功した。そして、RuvA と RuvB が Holliday 構造 DNA と結合する際に
おいて、RuvB の ATP との結合だけでなく、ATP 加水分解が安定した RuvA-RuvB-Holliday 構造
DNA 複合体形成を促進するということを示唆する結果を得た。 

しかしながら、ナノ開口基板を利用
した研究を汎用性の高い研究にする
ためにはナノ開口基板をより低コス
トで効率よく作製する必要があった
が、本研究を開始する当初ナノ開口基
板１枚あたりのコスト 10,000 円程度
で、1 日あたり 6 枚程度しか作製でき
ず、本研究ではこの点を改善するとこ
ろから研究を開始する必要があった。 

図２ ナノ開口基板の概略図 

 

２．研究の目的 
 
 本研究では、高濃度蛍光標識生体分子の蛍光１分子イメージングを可能とするナノ開口基板
をこれまでの手法とは異なり、低コストで効率よく作製する手法を確立し、解離定数の高い蛋
白質—蛋白質間や蛋白質—DNA 間の結合解離の様子を詳細に解析することを研究の目的とする。
本研究では、Character Projection 法と呼ばれる高速でナノ加工を可能とする手法を用いて、
ナノ開口基板を作製する手法を確立し、DNA 結合蛋白質、特に DNA 相同組換えに関連した
Holliday 構造 DNA の分岐点移動反応に関与する RuvA、RuvB 蛋白質を中心に機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ナノ開口基板の作製 
 本研究で使用するナノ開口基板はアルミニウム上に直径が 50から 100 nm程度の穴がアレイ
上に並んだガラス基板であり、石英ガラス上でのナノ開口作製の概要は箇条書きされた下記
の通りである（図 3）。 



石英基板洗浄→脱水ベーク→EB レジストコーティング→エスペーサーコーティング→
EB 照射→エスペーサー除去→ベーク→
現像→アルミニウム蒸着→リフトオフ→
プラズマクリーニング 
以上の過程の中でコストと作製効率に

大きな影響を与えるのが EB 照射と呼ばれ
る電子線を Negative Photoresist がコー
トされた石英ガラス基板に照射する過程
である。これまでは電子線をスキャンさせ
ながら描画を行っていたが、本研究では
Character Projection法と呼ばれる特定の
形に対して、高速で電子線を露光する手法
を用いて、ナノ開口基板を作製した。 
 

図３ ナノ開口基板作製の概要図（a）EBレジストコーティング 

（b）EB 照射と現像（c）アルミニウム蒸着（d）ネガ型電子線レジストの除去（リフトオフ） 

 
（２）DNA 及び蛋白質の準備 

これまでに蛍光標識 RuvB の準備は終了したので、本研究では蛍光標識 RuvA の準備と
Holliday 構造 DNA の構造変化を解析するために Holliday 構造 DNA 末端に蛍光色素で標識した
Holliday 構造 DNA の準備を行った。 

蛍光標識 RuvA の準備については、まず、RuvA には１つシステイン残基があるので、Cy3-マ
レイミドまたは Cy5-マレイミドと呼ばれる化合物を用いて、チオール基のあるシステイン残基
に蛍光色素である Cy3 または Cy5 が結合した Cy3-RuvAまたは Cy5-RuvA 蛋白質を作製した。し
かしながら、Cy3-RuvA、Cy5-RuvA の活性は共に大きく失われていたので、本研究では、RuvA
のC末端にマレイミドと効率良く反応することが知られているLPSIVHRKCFLEとアミノ酸を付加
した変異体を作製し、Cy3-マレイミドと Cy5-マレイミドを用いて、Cy3-RuvA と Cy5-RuvA を作
製した。また、Cy3-RuvA と Cy5-RuvA の活性は野生型 RuvA と比べて、少し低いが測定に大きな
問題が無いことを生化学的解析から確認した。 
  
４．研究成果 

 
ナノ開口基板作製のコストを下げ、作製効率を上げるために、ナノ開口基板作製過程におい

て、EB照射と呼ばれる電子線を用いた描画過程を改善する必要があり、本研究では、これまで
使用していた電子線をスキャンさせながら描画を行なっていた装置から新たに Character 
Projection 法と呼ばれる特定の形、本研究では円形のパターンをワンショットで露光すること
ができる電子線描画装置を用いることで、1日あたりのナノ開口基板の作製枚数を 60枚にまで
上げることに成功した。また、コストも 1枚あたり 2,000 円程度まで落とすことに成功した（現
在、投稿論文準備中）。 

また、蛍光標識 RuvA を用いた研究についてはナノ開口基板上での Holliday 構造 DNA との相
互作用を観察する前に物理化学的手法により解析を行った。Holliday 構造 DNA 非存在下、存在
下で RuvA と RuvB との結合解離について、調べたところ、Holliday 構造 DNA 非存在下では RuvA
と RuvBの結合速度は分オーダーの非常に遅い反応であったが、Holliday構造DNA存在下では、
その結合速度が秒オーダーと非常に速くなる結果が得られた。また、マグネシウムイオン存在
下において、RuvA-RuvB 複合体がマグネシウムイオン非存在下に比べて安定していることを示
唆する結果も得られた。また、マグネシウムイオン存在下では RuvB の構造が RuvA と相互作用
した後に変化していることを示唆する結果も得られ、RuvA-RuvB-Holliday 構造 DNA 複合体形成
において、まず、RuvA が Holliday構造 DNA と複合体を形成し、その後、RuvB が RuvA との相互
作用を通して、Holliday構造 DNA と複合体を形成し、その過程において、RuvBがマグネシウム
イオンとの相互作用を通した構造変化により、安定した RuvA-RuvB-Holliday 構造 DNA 複合体を
形成することを示唆する結果が得られた（現在、投稿論文準備中）。 

本研究で、新たに確立した作製手法で作製したナノ開口基板を用いて、蛍光標識 Holliday
構造 DNA をナノ開口基板に固定し、その構造変化を Holliday 構造 DNA 末端に付加した蛍光色素
の強度変化を指標に観察することに成功した。 
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