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研究成果の概要： 
微小流路をチップ上に作製し、蛍光標識した生体試料を蛍光顕微鏡にて高感度に検出し、温度
感受性ハイドロゲルをレーザー局所加熱にて制御し、生体試料溶液を高精度に流し分ける技術の
開発を行った。その結果、１個の量子ドットに結合した生体分子を高感度に検出し、3 msの時間
分解能で分離することに成功した。また、石英ガラス基板に金属薄膜を約100 nm蒸着し、これに
100 nmの開口を開けてエバネッセント場を発生させた。このナノ開口を用いてシャペロニン
GroELとGroESの結合と解離を観察した。 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ナノ・マイクロ科学、マイクロ・ナノデバイス 
キーワード：１分子計測、生物物理、ナノバイオ、マイクロ・ナノデバイス 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒューマンゲノム計画の終了に伴い、生命
科学研究は、遺伝子クローニングの競争から
タンパク質機能解析、タンパク質分子間相互
作用のネットワーク解析の競争へと質的な
変化を遂げている。特に、未知のタンパク質
の機能解析は特許に関する利権がからみ、国
際競争が繰り広げられている。この競争に勝
ち残るためには、重要な機能を有する未知の
タンパク質の候補をより早く見つけ出し、そ
の機能をより早く解析し、そして遺伝子組換
えによる高機能タンパク質をより早く作り
出す技術を確立する必要がある。 
これを実現するためには極微量の生体分

子の単離・精製・機能アッセイを高速に行う
技術が必須である。そのため、半導体微細加
工技術と生物工学技術の融合によるマイク
ロ化学分析システムが有効であると期待さ
れている。その理由は、研究や診断に必要な
施設が研究室からガラスチップのサイズに
縮小され、極微量の分析と高速化が可能にな
るからである。1990 年代に開発された DNA
チップは、マイクロ化学分析システムのさき
がけであり、遺伝子配列の解析に飛躍的な効
率化をもたらした。さらに、現在では、プロ
テインチップも使われるようになった。しか
し、これらの技術の問題点は、分離・回収技
術が未完成な点にある。未知のタンパク質の
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機能を同定するためには、既知のタンパク質
との結合を指標として、未知のタンパク質を
回収することが必須である。 
 
２．研究の目的 
(1)生体分子や超分子複合体（オルガネラ）を、
マイクロチップを用いて物理的に分離・回収
し、その構成成分を同定することにより、生
体分子間相互作用を分析的に解析する。 
(2)ナノ開口を用いて弱い生体分子間相互作
用を１分子レベルで解析する技術を開発し、
生体分子間相互作用を構成的に解析する。 
そして、両者の技術を組み合わせて生体分
子間相互作用の解析技術を飛躍的に向上さ
せることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロシステムによる生体分子の分
離・回収 
 生体分子や超分子複合体などの微小な生
体物質をガラスチップ内の微小流路（入り口
が 1 つ、出口が 2 つの流路、流路幅 30μm、
深さ 5μm）に流し、個々の標的分子を高感度
に検出し、物理的に分離することのできる生
体分子ソーターを開発する。このために、キ
ャリア溶液に、37°Cを境に高温でゲル、低温
でゾルと可逆的な相転移を起こす温度感受
性ハイドロゲル（メビオールゲル）を加え、
生体試料とともに微小流路に流す。単離すべ
き生体物質を GFP（緑色蛍光タンパク質）な
どで蛍光標識しておき、それらが発する蛍光
を１分子蛍光顕微鏡に取り付けた光電子増
倍管によって検出する。赤外レーザーの局所
加熱によって分岐した流路の一方にゲルに
よる栓（ゲルバルブ）を形成させ、その位置
をスキャナーミラーを用いて切り替えるこ
とによりミリ秒の時間分解能で流れを制御
し、蛍光標識した生体分子を分離する。一連
の操作をコンピューターで制御し自動運転
する。 
 

 

(2) ナノ開口によるタンパク質間相互作用の
イメージング 
 超分子複合体を生体分子ソーターによっ
て分離し、構成タンパク質の候補が同定でき
たら、それらが実際に相互作用（結合）する
ことをナノ開口による１分子イメージング
法を用いて検証する。石英ガラス基板に金属
薄膜を約 100 nm蒸着し、これに約 100 nmの
開口を開ける。ここにレーザー光を照射する
と開口の付近にエバネッセント場が発生す
る。このエバネッセント場は全反射によって
発生する場合よりも励起領域が狭いため、蛍
光標識した生体物質が溶液中に数 μM存在し
ても１分子蛍光イメージングが可能である。
ナノ開口に蛍光標識したタンパク質を固定
し、溶液中に別の蛍光色素で標識した生体分
子を加えることにより相互作用（結合と解
離）をイメージングする(図２)。 

 
４．研究成果 
(1)マイクロシステムによる生体分子の分
離・回収 
①シース流を利用した分子ソーターの開発 
細胞内の生命活動を担う生体分子は、単一
分子で機能を発揮するとは限らず、オルガネ
ラなどの超分子複合体を構成して初めて機
能を発揮する場合もある。このため、生体分
子やオルガネラを物理的に高純度に単離・精
製する技術の開発が必要とされている。本研
究では、微小流路をチップ上に作製し、蛍光
標識した生体試料を蛍光顕微鏡にて高感度
に検出し、温度感受性ハイドロゲルをレーザ
ー局所加熱にて制御し、生体試料溶液を高精
度に流し分ける技術の開発を行った。まず、
微細加工技術により Poly-dimethylsiloxane
（PDMS）製のチップを作製し、この内部に
幅 10 µm、深さ 5 µmの試料導入流路と、そ
れを挟む２本のキャリア溶液用流路（幅 20 
µm、深さ 20 µm）を作製した。３本の流路は
合流した後、T 型の２本の回収用と廃棄用流
路に分岐する。回収側の流路の断面積を小さ
くすることにより抵抗を高くしてあり、加熱
しない状態では試料は廃棄流路に流れ込み、
廃棄流路を加熱すると廃棄側の抵抗が回収
側よりに高くなり、試料が回収流路に流れ込
むように設計した。図３に微小流路の設計図
と分岐部の電子顕微鏡像を示す。高速で高感
度な分離を行うため、試料溶液を搬送流で挟

図１ 生体分子ソーターの構成図 

図２ ナノ開口による 1分子イメージング 



 

 

み込んでシース流とした。その結果、試料が
通過する範囲が幅 2 µm、深さ 4 µm以内にな
り、高開口数の対物レンズを用いて１個の量
子ドットに結合した生体分子を検出し、3 ms
の時間分解能で分離することに成功した。 

実際に蛍光ビーズを分離した例を図４に
示す。 

②多分岐オンチップソーターの開発 
 多くのオンチップソーターは２分岐型流
路による回収・廃棄の２方向分離を行ってい
るため、一度に分取できる細胞集団は１種類
に限られている。これは細胞分離技術の多く
が多方向分離への機能拡張が困難であるか
らであり、多分岐型の流路において細胞を分
離する新規技術の開発が望まれている。そこ
で、図５に示す流体制御法を考案した。Mebiol 
Gel を含むバッファ溶液により、流路中央へ
絞り込まれたサンプル溶液は、分離対象の検
出がない場合、廃棄用の中央の分岐へ流れる
（図５左）。分離対象を検出した際は、局所
加熱により分岐点のうち四ヵ所において
Mebiol Gelのゲル化を引き起こし、分離対象
を特定の流路へと分離する（図５右）。Mebiol 
Gel の相転移は可逆的であるため、加熱が終
わると再びゾル状態に戻る。マイクロ流体チ
ップは、PDMSとガラスを材料にソフトリソ

グラフィー法により作製した。 

次に、蛍光を測定して赤外レーザーを照射
する蛍光顕微鏡システムを構築した。分離対
象からの蛍光をプリズムにより分光して 16
個の受光面を持つ光電子増倍管（16Ch. PMT）
により測定した。これにより波長域 500～800 
nmの蛍光を 16分割した蛍光スペクトルを 2 
ms毎に取得した。チップ内の４カ所の加熱は、
音響光学偏向器（AOD）により赤外レーザー
を４カ所に連続照射する方法を採用した。蛍
光測定から赤外レーザーの照射位置の切り
替えまでの一連の動作を制御するソフトウ
ェアを開発し、分離対象の検出分離を自動化
した。構築した分離システムにより蛍光波長
の異なる４種類の蛍光ビーズを分離し、多分
岐流路における流体制御を評価した。図６に
蛍光ビーズ（最大蛍光波長：515 nm）を分離
した時の蛍光スペクトルの経時変化とチッ
プの蛍光像を示す。赤外レーザー照射を行わ
ない場合、蛍光ビーズが廃棄用の流路へと流
れることを確認した（図６-b）。蛍光ビーズを
検出した場合、分岐の４カ所に赤外レーザー
が照射され、ビーズが特定の回収用流路へと
流れる様子が確認できた（図６-c）。蛍光波長
の異なる他の 3種類のビーズについても、そ
れぞれ目的の分岐へと分離することができ
た。分離性能を評価したところ、赤外レーザ
ーの照射時間が 60 msの条件下では、標的の
回収率と分離後の純度はともに 90%以上を
達成した。 
次に、蛍光タンパク質を発現させた大腸菌
のソーティングを試みた。EGFP（Enhanced 
Green Fluorescent Protein）、Phi-Yellow、DsRed
を発現させた各大腸菌をチップに流し、異な
る分岐へと分離することに成功した。蛍光ビ
ーズのソーティングと同様に、赤外レーザー
の照射時間が 60 msの条件下では、標的の回
収率と分離後の純度はともに 90%以上だっ
た。続いて、ソーティングが大腸菌に及ぼす
影響を調べるために、ソーティング後の大腸

図３ 微小流路の設計図と電顕写真 

図４ 蛍光ビーズの分離例 
暗い蛍光ビーズを左へ廃棄し、明るい蛍
光ビーズを右の回収路に分離した。 

図５ 多分岐流路における流体制御法 

左：分離対象の検出前、右：検出分離。 



 

 

菌の生存率を測定した。GFPを発現させた大
腸菌を多分岐ソーターによりソーティング
し、ソーティング後の大腸菌をチップより取
り出し、死細胞を染色する試薬である
Propidium Iodide（PI）により染色した。EGFP
と PIの蛍光強度より、生細胞と死細胞の細胞
数を算出し、約 80％の細胞がソーティング後
に生存していることが確認できた。 
 本研究では、今まで実現が困難であったチ
ップ内における多色検出と多方向分離を行
うシステムを開発した。４種類の蛍光ビーズ
と３種類の蛍光タンパク質を発現させた大
腸菌を判別し、異なる分岐へと流し分けるこ
とに成功した。 

(2)ナノ開口によるタンパク質間相互作用の
イメージング 
 ナノ開口を用いてエバネッセント場を発
生させ、１分子蛍光イメージングを行った。
まず、石英ガラス基板に金属薄膜を約 100 nm
蒸着し、これに 100 nm の開口を開ける。こ
こにレーザー光を照射すると開口の付近に
エバネッセント場が発生する。このエバネッ
セント場は全反射によって発生する場合よ
りも励起領域が狭いため、蛍光標識した生体
物質が溶液中に数 µM存在しても１分子蛍光
イメージングが可能である。蛍光色素から発

した蛍光が効率よく検出装置に届くように、
ナノ開口のガラスに深さ 40 nmのエッチング
を施した。ナノ開口に蛍光標識したシャペロ
ニン GroELを固定し、溶液中に別の蛍光色素
で標識した GroESを加え、両者が結合と解離
を繰り返す様子をイメージングすることに
成功した。両者の結合時間のヒストグラム
（図７）を解析した結果、シャペロニンの反
応サイクル中に GroEL と GroES の中間複合
体が存在し、時定数が３秒と５秒の２つの律
速過程が存在することが明らかになった。 
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