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研究成果の概要（和文）：本研究ではマイクロ・ナノスケール電気泳動と蛍光一分子顕微鏡を組み合わせ，各構
造の糖鎖を一分子ずつ見分けてその数を計測する「一分子グライコーム解析法」を実現することを目標に研究を
行った。糖鎖やタンパク質等の生体分子を対象に電気泳動分析を行ってその挙動をリアルタイムに動画として記
録できる系を開発した。分子毎の電気泳動挙動をリアルタイムでモニタリングし，各分子のみかけの電気泳動速
度を計測することで，分子の種類や状態を推定できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this research we aim to realize "single molecule glycome analysis" by 
coupling micro/nano-scale electrophoresis and single fluorescent molecule microscopy. Biomolecules 
including glycans and proteins were electrophoretically separated and migrating behavior of each 
molecule was observed as a movie. By analyzing their apparent electrophoretic velocity, molecular 
species and their condition like conjugation with another molecule were well determined.

研究分野： 生命分析化学

キーワード： キャピラリー電気泳動　一分子顕微鏡　糖鎖　タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，従来の化学分析法の感度限界がzmol (1000分子レベル) からymol (1分子レベル) まで大幅に向
上し，これまで不可能だった一細胞小器官・エクソソームなどからのグライコーム解析を実現できると期待され
る。また本技術は糖鎖に限らず，タンパク質や核酸など蛍光標識可能なあらゆる物質に拡張可能であり，本研究
が一分子計測が標準化する時代の幕開けを導く第一歩になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 糖鎖はガラクトース・マンノース等の単糖が重合して形成される高分子であり，タンパク質や

脂質に結合して主に細胞膜上に発現しており，細胞認識・増殖・がん化などの多くの生命機能に

関与している。網羅的に糖鎖を分析する「グライコーム解析」により，がん幹細胞などの一部の

特殊な細胞にのみ特定の糖鎖が高発現していたり (Stem Cells Dev. 2012, 21, 2374)，エクソソーム

などの細胞外微粒子の輸送が糖鎖構造によって制御されている (J Extracell. Vesicles. 2018, 7, 

1442985) ことが示唆されている。これらは性質の異なる細胞・微粒子を一部不純物とともに大

量に集めた試料に対する分析結果であるため，誤差の大きな平均値しか得られておらず，細胞・

微粒子一つずつが真にどのような糖鎖発現をしているのか解析する技術が求められている。 

 そこで申請者は糖鎖を 2000 倍程度濃縮できる濃縮法「large-volume dual preconcentration by 

isotachophoresis and stacking (LDIS)」を開発し，キャピラリー電気泳動 (CE)・レーザー励起蛍光 

(LIF) 検出と組み合わせることで，100 細胞レベルの微量試料をグライコーム解析できる，世界

最高感度の分析法を開発した (J. Chromatogr. A, 2018, 1565, 138)。検出下限は約 400 zmol (約 25

万分子) と良好であるが，一細胞以下の解析を実現するためにはさらに大幅な感度向上が必要で

ある。一方で分担研究者の谷口は独自の高分解能一分子顕微鏡を開発し，SDS-PAGE で分離した

タンパク質を一分子感度で網羅解析することに成功している (Bioconjugate Chem. 2018, 29, 2541)。

この一分子検出システムと，申請者の糖鎖濃縮・分離システムを効果的に融合することにより，

一分子レベルのグライコーム解析を実現できると着想した。 

 

２．研究の目的 

 一分子グライコーム解析の実現のためには，単に 2 つの技術を組み合わせるだけでは達成で

きず，定量信頼性と分子同定性能を大きく向上する必要がある。例えば，一分子感度においては

泳動液自体に蛍光夾雑成分が無視できない数で含まれており，試料から分離することもできな

いため，実際の対象分子数より多くカウントされていた。しかし，同一視野内に糖鎖と夾雑物が

共存したとしても，分離挙動 (移動方向と速度) を観察すれば見分けることができる。さらにマ

イクロ・ナノスケールの空間を分離場に利用して分子拡散を抑制すれば，より正確に各分子の速

度を測定できるため，一分子ずつ構造を正確に決定できると着想した。そこで本研究の目的を，

マイクロ・ナノスケール電気泳動を用いた一分子グライコーム解析システムの開発と設定した 

 

３．研究の方法 

 Cy5によって標識したタンパク質もしくは 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid (APTS) で標識し

た糖鎖を試料として，溶融石英キャピラリーまたはマイクロ・ナノチャネルチップのインレット

より試料を導入し，分子ふるいポリマーを添加した泳動液を用いてキャピラリーゲル電気泳動

モードで分離を行った。検出部についてはフッ酸によって壁厚を 10-20 µm 程度まで減少させ，

光の干渉効果を最小化した。電圧については直流モード，交流モードの二種類を利用して分子の

泳動挙動をリアルタイムで計測できることを確認した。検出は既報の一分子顕微鏡をアレンジ

して用い，一分子電気泳動挙動を動画として取得した (Bioconjugate Chem. 2018, 29, 2541)。 

  



４．研究成果 

 Cy5 標識タンパク質を対象に分析を行った結果，図 1a に示すように鮮明な一分子電気泳動動

画を得ることに成功した。分子量の

範囲としては，分子量 1000 以下の

フリーの cy5 から 250 kDa のタンパ

ク質までを幅広く検出し，その泳動

挙動を動画として取得することが

できた。また得られた動画を専用ソ

フトにて情報処理することで，各分

子の電気泳動の軌跡を取得したり，

これらの蛍光強度を時間に対して

プロットしたエレクトロフェログ

ラムの取得に成功した (図 1 bc)。 

 続いて，各種分子についてどの速度を持つ分子が

何個検出されたかを解析した結果を図 2 に示す。こ

の結果，各分子が分子量に依存して異なる電気泳動

速度を有していることが分かり (分子量が大きい程

速度が小さい)，分子ふるい効果に基づく生体分子の

電気泳動分離効果を一分子レベルでも確認すること

に成功した。これらの研究開発成果について現在さ

らなる解析・考察を進めており，近日中に論文投稿を

予定している。 

 一方で各分子の泳動速度は非常に大きなばらつき

を持つことが分かり，分子量が小さいほど顕著であ

ることが分かった。これは溶液中の分子拡散を反映

していると考えられる。分子量が大きな分子については一分子毎の電気泳動挙動を正確に捉え

ることができるが，分子量が小さな分子については高粘度の泳動液を利用して分子拡散を抑制

するか，分子拡散を大きく上回る電気泳動速度を与えるなどの改善が必要であると考えられる。

実際に APTS 標識糖鎖の分析で一般的に利用される低粘性の泳動液を利用して一分子糖鎖観察

を行った結果，分子拡散が大きいために明確な輝点として一分子の泳動挙動を捉えることが難

しかった。一方でタンパク質分析に利用する高粘性の泳動液を利用すると一分子の動きを観察

することができたことから，粘性の高い溶液の利用が必須であることが判明した。現在高精度の

一分子分析に向け，さらなる泳動条件の改善を進めている。また高出力のレーザーを利用して試

料の励起を行っていることから，分子の追跡中に消光してしまうリスクがある。Cy5 より APTS

の方が消光がより顕著であり，現在他の色素の検討や高電圧を用いた分析の高速化などを通じ，

より頑健な分析条件の検討を進めている。 

 以上のように，本研究により一分子電気泳動分析の基盤を構築することに成功し，現在さらに

技術改良を進めて実用化に向けて開発を継続している。これにより，これまで不可能だった一細

胞小器官・エクソソームなどからのグライコーム解析を実現できると期待される。また本技術は

糖鎖に限らず，タンパク質や核酸など蛍光標識可能なあらゆる物質に拡張可能であり，本研究が

一分子計測が標準化する時代の幕開けを導く第一歩になると期待される。 

図 1. Cy5標識タンパク質の一分子電気泳動分析結果. (a) 

一分子電気泳動動画のキャプチャー，(b) 一分子電気泳

動動画を解析して得た各分子の泳動軌跡. (c) 全蛍光分

子の強度を時間に対してプロットしたエレクトロフェ

ログラム. 
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図 2. Cy5 標識タンパク質の一分子電

気泳動分析動画より解析した各分子

の見かけの電気泳動速度. 
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