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研究成果の概要（和文）：ELISA法やゲル電気泳動解析などの様々な生化学解析を、独自の光学系を基に原理上
最高感度である単一分子感度にまで向上させることに成功した。実現のため、光学系の再設計と最適化を行うの
と共に、液体スキャン系の確立、画像解析系の確立、蛍光ラベリング法の確立など、様々な要素技術の開発を行
った。さらに各技術を基に、１細胞内に含まれる複数種のタンパク質の個数をハイスループットに定量化するこ
とに成功した。開発した「一細胞プロテオームプロファイル解析法」は、１細胞のプロテオームの分析を安価か
つ簡便に実現することが可能であり、希少分子の定量化を必要とする、様々な生命研究や臨床検査に応用が進む
ものと期待できる。

研究成果の概要（英文）：We successfully enhanced various biochemical analytical methods such as 
ELISA and gel electrophoresis to single-molecule sensitivity, which is theoretically the highest 
level of sensitivity, based on our unique optics system. To achieve this, we performed developments 
of techniques such as an optical system, a liquid scanning system, an image analysis system, and a 
fluorescence labeling method. Furthermore, using these technologies, we performed high-throughput 
quantification of the number of various proteins contained in a single cell. The developed '
Single-Cell Proteome Profiling Method' enables the evaluation of a single cell's proteome affordably
 and conveniently. It holds promise for advancing in various life sciences research and clinical 
diagnostics that require quantification of rare molecules.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の大きな意義の一つは、分析化学解析の感度を極限まで追求する点である。一般的なピペットマン操作で
も扱えるマイクロリットルの液体内の分子の数を捉えられるため、アト・ゼプトモーラーレベルの極低濃度の検
出を行うことが可能であり、一般的な蛍光検出法と比較すると感度が数億倍程度向上する。さらに、１分子粒度
での解析ができることを利用して、単なる濃度情報だけではなく、各分子の細かな物性情報を解析することが可
能であり、新たな分析化学の方法論の創出につながる。疾病の初期段階の診断や、多様な疾病の診断、低コスト
化、侵襲性の低減化など、現代の分子医療診断の高度化に大きく貢献できるものと期待できる。

※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 
本研究の目的は、１分子蛍光検出の原理を医療検体内の生体分子の検出・分析に適用すること

で、１分子粒度での分析化学の方法論を開拓し、高度医療診断に向けた応用研究を行うことであ
る。 
今日の医療では、血液や細胞などの検体に含まれる分子の成分や含有量を調べる分子診断が

広く行われている。分子診断を行う方法の中でも多数を占めるのが、蛍光検出を用いた方法であ
る。例えば、特定の１種類の疾病マーカータンパク質の量を調べるために、蛍光抗体を用いた
ELISA 法などのアッセイが行われる一方で、多種類のタンパク質の成分量を一度に調べるため
に、非特異的蛍光ラベルを用いたキャピラリ電気泳動やクロマトグラフィーなどが行われる。し
かしながら、これらの分析に一般的に用いられる蛍光検出系の感度は、あまり高いとは言い難く、
シグナルを得るには数億から数兆オーダーの個数の分子が必要になる。したがって、もし蛍光検
出系の感度を大幅に高めることができれば、必要な検体や試薬の量を劇的に減らすことができ
るだけでなく、希少にしか存在しない分子を検出し、従来検出できなかった疾病を診断すること
ができるようになる可能性がある。 
そこで私達は、自身がこれまでの研究で専門としてき

た、組織・細胞内にある分子を１分子レベルで捉える１分
子蛍光イメージング法を応用することに着想した（図１）
（Taniguchi et al., Science (2010)）。しかし、一般的に１
分子蛍光イメージング法を液体内の分子検出に利用する
場合、測定できる液体の体積が限定されるという問題が
ある。例えば１分子蛍光イメージングを実現する代表的
な方法にエバネッセント顕微鏡があるが、観察できる領
域はカバーガラスから数百ナノメートル程度に限定され
る。このため、現実的にピペットマン操作で扱えるマイク
ロリットルレベルの試料のうち、測定できるのはナノリ
ットルレベルの領域に限られてしまい、結果的に検出で
きる濃度の限界はそれほど向上しない。 
これに対して最近、私達はカバーガラスからミリメー

トルレベルに渡る領域を１分子レベルで３次元的に測定で
きる新たな顕微鏡の発明に成功した（谷口、西村 特許
6086366 号）（図２）。これにより、マイクロリットルの液
体内にある全ての分子を全て個別に捉えることが原理的に
可能になった。そこで私達は実際に本顕微鏡を用いてゲル
内の蛍光分子の測定を行ったところ、アトモーラー（10-18 
M）からゼプトモーラー（10-21 M）レベルの極低濃度の分
子検出が行えることが確認できた（谷口、城村 特願 2017-
252438）。さらには、細胞溶解液のゲル電気泳動の測定を実
際に行い、多種類のタンパク質を１分子粒度で捉えること
ができることも確認した（谷口、Leclerc 特願 2017-
177070）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、私達が開発した「マイクロリットル体積３D１分子イメージング法」をさらに発

展させ、実際のタンパク質検出アッセイやキャピラリ電気泳動の解析を１分子スケールで行う
実験系を構築することにより、原理上最高感度の分子診断アッセイ法を確立することを最終的
な目標とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、１）多数の検体に対して特定の１種類の生体分子の含有量を１分子レベルで定量

化するアッセイ法の開発と、２）単一検体に含まれる多種類の生体分子を１分子レベルで分析す
るアッセイ法の開発を進め、開発が一定の段階に達した時点で、１細胞内の多種類のタンパク質
の量の測定法の開発をスタートさせる。 
１）１種類の生体分子をハイスループットに測定する１分子アッセイ法の開発 
特定の１種類のがんマーカータンパク質やウィルス DNA などを標的として、多数の検体の診

断解析を一挙に行えるハイスループット１分子アッセイ系を開発する。 
タンパク質検出系の開発にあたっては、既存技術である ELISA 法の系を活用する。ターゲット

となるタンパク質に、蛍光抗体、もしくは蛍光を産生する酵素を結合した抗体を液中で結合させ、
液内に存在する蛍光スポットの数を１分子レベルでカウントすることで定量化を行う。必要に
応じて、液体をゲル化、もしくは高粘性化することで、１分子スポットの観察を効率化する。一

 

図１．一般的な蛍光濃度解析と
１分子蛍光解析の違い 

図２．３次元１分子イメージン
グ顕微鏡の概略図 



方で DNA の検出にあたっては、蛍光 in situ ハイブリダイゼーションの手法を用いて、特定の
DNA 配列に蛍光ラベルを施し、それらを１分子レベルでカウントする。 
測定システムとしては、現在の１分子顕微鏡をベースに、試料液体を高速にスキャンするシス

テムを導入し、さらに画像から各分子の定量化を行う画像処理システムを開発する。画像処理で
は、１つ１つの蛍光分子の効率的な検出アルゴリズムを開発すると共に、各分子の輝度や拡散定
数などの性質の定量化を行うシステムを導入することにより、１分子情報からの多次元パラメ
ータの取得を追求する。開発にあたっては、多くの生命科学・医学研究者が手軽に使うことので
きるプラットフォームの構築を目指す。 
２）多種類の生体分子を分析する１分子アッセイ法の開発 
細胞溶解物や血液に含まれる全タンパク質をターゲットとして、多種類の分子成分の分離解

析を行う１分子アッセイ系を開発する。 
分離解析の手法としては、ゲルまたはキャピラリ電気泳動法を活用する。全タンパク質の蛍光

ラベル化を行った後、電気泳動による分離を行い、検出系として１分子顕微鏡を用いることによ
りシステムを構築する。画像処理法としては課題（１）のシステムと同様のものを用い、各分子
の情報を参照することで、同一の分離距離にある分子をさらに種類分けすることができないか、
検討する。全タンパク質のラベル化法としては、アミノ基をターゲットとしてヒトの全 30,000
種類のタンパク質全てをラベル化する方向性と、活性化セリン基などをターゲットとして 300 種
類程度の活性化タンパク質のみをラベル化する方向性の２つを検討する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、上記（１）、（２）の開発に成功し、単一種類タンパク質ではサブアトモーラーの
濃度まで検出が可能であることを確認した。さらに、１分子検出装置と電気泳動とを組み合わせ
ることにより、１細胞の溶解物内に含まれる複数種のタンパク質の個数を測定する「一細胞蛍光
電気泳動法 (single-cell PAGE)」の開発に成功した。そして得られた泳動パターンに基づき次
元削減解析を行うことにより、異なる細胞株の区別が可能であることを実証した。以下に詳細な
研究成果を示す。 
 
（１）光学系の確立 
今回の開発のベースになるのが、私達が独自に開発を行ってきたライトシート照明顕微鏡で

ある（谷口、西村 特許 6086366 号）。同顕微鏡では、カバーガラスの斜め下から薄いシート光
を照射し、生じる蛍光を斜めに傾けた対物レンズを用いて捉えることで、顕微鏡視野面にある分
子を選択的に励起してイメージングを行うことで、マイクロリットルの液体内にあるすべての
分子を個別に捉えることができる。しかしながら、現在のシステムではライトシート照明の厚み
のため、顕微鏡の観察焦点面以外にある分子も蛍光励起が起こってしまい、安定した計測の妨げ
になっていた。そこで私達は、レンズ・ミラー等の光学系を最適化することでライトシート照明
の厚みを最小化するとともに、自ら設計したレンズ・ミラーの固定器具を用いることで測定シス
テムの安定化を行った。さらには、得られる分子の画像から背景光を除去し、１分子蛍光スポッ
トの検出アルゴリズムを構築することで、マイクロリットル体積内の分子数を数十秒レベルで
再現性良く測定できるシステムを構築した。さらに私達は、開発したライトシート照明顕微鏡を
用いて、キャピラリ電気泳動の１分子感度化を進めた。１分子測定が安定して行えるよう、様々
なキャピラリの材質・厚み・コーティングの試行を行い、測定に最も適した条件を見つけること
に成功した。 
さらには、顕微鏡システムの再設計と最適化を行った。観察の核となる対物レンズを最近市販

化された高性能のものに置き換えると共に、顕微鏡筐体の構造を熱ドリフトや振動が起こりに
くくなるよう安定化した。さらに、電気泳動や ELISA 解析をより簡便に行えるよう、試料ステー
ジにも工夫を施した。 
 

（２）画像解析系の確立 
加えて私たちは、１分子蛍光イメージング顕微鏡により得られる画像の画像処理システムの

開発を行った。開発にあたっては、ELISA 法の反応溶液を利用し、ターゲットとなるタンパク質
に由来して生じる蛍光スポットの数を１分子レベルでカウントすることで定量化を試みた。様々
なゲル化、高粘性化条件の試行を行うことで、１分子スポットの観察を最適化することに成功し
た。そして得られた画像データを用いて、分子数や分子種の定量化を行う画像処理システムの高
度化を行った。１つ１つの蛍光分子の効率的な検出アルゴリズムを開発すると共に、各分子の輝
度や拡散定数などの性質の定量化を行うシステムを導入することにより、１分子情報からの多
次元パラメータの取得を実現した。スポット検出のアルゴリズムについては、後述する１細胞ゲ
ル電気泳動の１レーンの解析を行うのに当初は２日程度の時間を要したが、十数時間程度にな
るように改良を行った。 
 

（３）１細胞解析系の開発 
さらに私たちは、１細胞に含まれる多数種のタンパク質を定量化する実験システムの確立を

行った。ゲル電気泳動を基盤とする測定システムを用いて、実際に数十個のヒト細胞それぞれに
おける多数種のタンパク質について分離を行い、そのゲルを１分子顕微鏡で測定することによ



り、その定量解析を行った。実験の当初はタンパク質に結合していない蛍光色素によるバックグ
ラウンドが大きな問題となったが、蛍光標識の方法を最適化すると共に未反応の蛍光色素を取
り除くステップを加えることで、バックグラウンドが十分に低減化できた。結果、それぞれの細
胞におけるタンパク質量のばらつきが有意に、かつ再現的に存在することが実験的に確認でき、
１細胞に含まれる数十種類のタンパク質の定量化が行えることが確認できた。 
 

（４）１細胞プロテオーム解析 
 さらには、上記のゲル電気泳動を基盤とする測定システムを用いて、PC3、U2O2、HeLa 細胞(そ
れぞれ前立腺がん細胞、ヒト骨肉腫細胞、子宮頸がん細胞)における１細胞内の多数種のタンパ
ク質の定量化解析を行った。１細胞ハンドリング装置（ヨダカ技研、ToPick）を用いて個々の細
胞を分取し、そのまま細胞溶解と蛍光色素のラベリングと一分子蛍光電気泳動を行うプロトコ
ルを確立し、細胞個々のタンパク質のバンドパターンを再現性良く得られるようになった。この
方法を用いて、複数の１細胞試料から得られた電気泳動プロファイルを比較した結果、約 25.2%
の CV 値が得られた。同一の細胞試料で測定を行うことで得られる CV 値（14%）よりも有意に大
きな値であることから、得られたデータは細胞間のプロテオームのはらつきを反映していると
考えられる。 
さらに、得られた電気泳動プロファイルを用いて、高次元統計学的手法を用いた測定データの

解析を行った。次元削減解析法である PCA 法や UMAP 法を適用することにより、電気泳動プロフ
ァイルのデータから異なる細胞種の細胞を十分に見分けることができることが確認できた。 
 
本研究の大きな意義の一つは、分析化学解析の感度を極限まで追求する点である。一般的なピ

ペットマン操作でも扱えるマイクロリットルの液体内の分子の数を捉えられるため、アト・ゼプ
トモーラー（10-18-10-21 M）レベルの極低濃度の検出を行うことが可能であり、一般的な分光
光度計と比較すると、感度が数百万～数億倍向上する。さらに、１分子粒度での解析ができるこ
とを利用して、単なる濃度情報だけではなく、各分子の細かな物性情報を解析することができる
と考えられ、新たな分析化学の方法論が生み出せる可能性がある。 
また、既存の分析化学の技術をほぼそのまま生かした形で、解析の超高感度化・多次元化が行

える点にも大きな意義がある。例えば分光光度計やキャピラリ電気泳動装置などの多くの分析
化学装置では、ミリメートルレベルのセル・流路に液体を封入して蛍光検出を行うが、本研究で
開発する装置はこれらの測定部と容易に置き換えが可能である。スケールを小さくする必要が
無いため、蒸発や流路詰まり、表面への分子の非特異吸着などの問題は発生しにくく、既存のノ
ウハウを利用して安定した測定が行えることが見込める。 
上記の理由から、本研究は、分析化学の可能性を大きく拡げるものであるのと同時に、疾病の

初期段階の診断や、より多様な疾病の診断、低コスト化、侵襲性の低減化など、現代の分子医療
診断の高度化に大きく貢献できる可能性を持つと期待できる。 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Ohno, M., Ando, T., Priest, D., Taniguchi, Y. 16

 １．著者名

10.1017/9781108525909.015

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Single-Molecule Detection in the Study of Gene Expression

Single-Molecule Science: From Super-Resolution Microscopy to DNA Mapping and Diagnostics 127-141

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 ４．巻
Kumar, V., Leclerc, S., Taniguchi, Y. -

 １．著者名

Recent methodological advances towards single-cell proteomics

Proceedings of the Japan Academy, Series B 306～327

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.2183/pjab.99.021

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
KIM Sooyeon, KAMARULZAMAN Latiefa, TANIGUCHI Yuichi 99

 １．著者名

 ２．論文標題  ５．発行年



2020年

2020年

2020年

2019年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

10.3791/59199

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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Proteome-wide quantification of labeling homogeneity at the single molecule level

Journal of Visualized Experiments e59199
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