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研究成果の概要（和文）：暗視野照明下で金ナノ粒子間のプラズモンカップリングを観測可能な,高感

度 CMOS カメラを備えた顕微観測系を構築した。それぞれの金ナノ粒子に対して異なるタンパク質を

結合させ，そのプラズモンカップリングの観測を検討したところ，観測シグナルは時間に対して二値的

に変動した。したがって，単一分子レベルでの分子の挙動を観測可能であることが示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）：A measurement technique for reaction dynamics of proteins by an electronic 
coupling of localized surface plasmon resonance (LSPR) of individual gold nanoparticle was exploited. 
An apparatus which consists of dark-field microscope equipped with high-sensitive CMOS camera was 
constructed and employed for the measurements. A plasmon-coupling between single pairs of gold 
nanoparticles, which were modified with some proteins, was examined. The Light-scattering signal 
attribute to plasmon-coupling was digitally modulated with the observation time, which indicates the 
observed phenomena correspond to single-molecule events.  
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１．研究開始当初の背景 

生命活動はタンパク質の代謝物輸送機能，
反応触媒機能に大きく依存している．すなわち
タンパク質はDNAを設計図とした生体内の機動
部隊であると言える．地球上のあらゆる生命体
の全遺伝子が解読されつつある現在，生命活
動の更なる詳細を明らかにするため，タンパク

質の機能解明が重要視されている．タンパク質
の機能は多種多様であるが，いずれの場合に
も反応を起こす準備段階として，特定の化合物
と結合したり，タンパク質間で複合体を形成する
場合が多い． 

X 線結晶構造解析法や NMR 法の近年の発展
により，薬物結合後のタンパク質の構造変化や



タンパク質複合体形成が詳細に明らかにされる
ようになってきており，このことは医学・創薬へ
多大な寄与をもたらしている．しかしながら，リ
ボソームやプロトンポンプなどのタンパク質複合
体は，ATP の加水分解により供給されたエネル
ギーを利用した構造変化を伴いながらその機能
を発現させることから，複合体形成後の機能解
析に対しては結晶のような結合後の静止した状
態ではなく，時系列的によりダイナミックな情報
が必要となる． 

 
２．研究の目的 

金・銀などで構成されるナノ粒子は局在表面
プラズモン共鳴(LSPR)により発色し，プラズモン
吸収帯の波長の光を強く散乱する性質を有して
いる．このため，暗視野照明下で比較的容易に
単一粒子レベルの分光観測が可能である．ま
た粒子ごく近傍に粒子が存在した場合には粒
子間距離に応じて光散乱波長を著しく変化させ
る．この分光応答の変化は，粒子内伝導電子
の振動（プラズモン）が粒子間で結合（カップリン
グ）することに起因し，プラズモンカップリングと
呼ばれる．従って，プラズモンカップリングに伴
うナノ粒子の光散乱応答の観測は，ナノ粒子間
の距離を見積もるためのルーラー（ものさし）と
して利用することができる．加えて，ナノ粒子の
光散乱応答は蛍光色素のように退色することが
無い．すなわち，二つのナノ粒子の間にタンパ
ク質分子を挟み込んだ構造のナノ粒子二量体
を化学的に制御しながら作成することで，高感
度かつ長時間観測が可能なタンパク質構造変
化ダイナミクスの追跡法が構築できる．本研究
は，タンパク質の構造変化および相互作用をは
じめとした反応ダイナミクスを，金ナノ粒子の光
散乱分光特性を利用して分光化学的に検出・
可視化することを目的として行った． 
３．研究の方法 

溶液中においては反応がランダムに起こって
しまうため，精密にナノ粒子－タンパク質－ナノ
粒子の順に結合した複合体を生成させることは
難しい．そこで固液界面を利用して反応方向を
規制し，タンパク質を挟み込んだナノ粒子二量
体の作成を検討した．特に本研究では GroEL
および ES が特異的に結合することに着目し，プ
ラズモンカップリングによるその単一分子レベル
の相互作用を検討した。 

 
４．研究成果 

①金ナノ粒子表面への GroEL 結合 
クエン酸還元法により金ナノ粒子を合成し，1-

アミノプロピルトリエトキシシランにより処理した
ガラス基板上へ金ナノ粒子を固定化した．ガラ
ス基板上でのナノ粒子の表面密度は走査型プ
ローブ顕微鏡により観察し，固定化の際の密度
最適化を行った。固定化したナノ粒子の表面へ
は 11-メルカプトウンデカン酸(MUA)により自己
組織化膜(SAM)を形成させた。ここでは GroEL

の配列内のシステイン残基を利用して金ナノ粒
子に対して GroEL を付与するため,金ナノ粒子
の SAM 末 端 に エ チ レ ン ジ ア ミ ン お よ び 
N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide 
(SM(PEG)6)を順に反応させることでマレイミド基
を導入した．その後，GroEL との反応により，ガ
ラスチップ表面に固定化した金ナノ粒子と
GroEL を結合させた． 

 
②金ナノ粒子表面への GroES の結合 
GroES はその溶液に対して金ナノ粒子分散液を
混合したのち遠心分離を行い,非特異吸着によ
って金ナノ粒子に対して結合させた.粒子周囲の
屈折率の増大によるピークのレッドシフトから金
ナノ粒子と GroES の結合を確認した． 
 
③プラズモンカップリングによるタンパク質相互
作用ダイナミクスの観測 

光学フィルタにより照射する光の波長領域を
620~670nm に制限した暗視野照明を備えた顕
微鏡に対して，高感度 CMOS カメラ
(HAMAMATSU ORCA-Flash 2.8)を取り付け
た観測系を構築した。この顕微鏡下において
GroEL を結合したガラス基板を設置し， GroES
結合金ナノ粒子の分散液を滴下してカバーガラ
スで蓋をして観察を行った。ナノ粒子は観測が
送内においては輝点として観察されるが，プラ
ズモンカップリングが生じる際には散乱光の増
強が予想されたため，輝点の輝度の時間プロフ
ァイルを解析することとした。 

一定の時間観察を行ったところ，散乱強度は
いったん上昇したのちに元の強度に戻るイベン
トが複数回観測された。これは粒子が近接した
際には散乱光強度が増大し，離れることで強度
が低下し元に戻っている減少に対応していると
考えられた．したがって，強度の上昇中は
GroEL と GroES が結合しており，この増加－減
少のサイクルはこの 2 者のタンパク質の反応
（結合－脱離）サイクルに対応していると考えら
れる。 

結合時間に対して0.5s秒間隔でヒストグラムを
作製したたところ．既報（H. Taguchi, T. Ueno, 
H. Tadakuma, M. Yoshida, T. Funatsu. 
Nature Biotechnology.,19, 861-865 (2001)）
の単一分子観測法による結果と対応した結果
が得られた．すなわち,本法により単一分子レベ
ルのタンパク質の反応ダイナミクスの観測が可
能であることが確認できた。 
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