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研究成果の概要（和文）：生体分子間の結合・解離を時間軸上で解析できるゼロモード導波路(ZMW)を用いたリ
アルタイム１分子蛍光イメージング法を高度化するために，ZMWと蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)とを組み合わ
せた新しい１分子蛍光イメージング法が高い実行可能性を評価した。さらに本手法を拡張するための要素技術の
開発－DNAアプタマを用いたセンサ応用，DNA切断イベントの1分子計測，細胞の特定部位のアライメント法の開
発－にも取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：In order to enhance the ability of single-molecule fluorescence imaging 
(SMFI) that enables to detect binding and dissociation events of bio-molecules in real time using 
zero-mode waveguides (ZMWs), we propose a novel technique to combine fluorescence resonance energy 
transfer (FRET) and SMFI with ZMWs, and proved experimentally that the proposed method is feasible. 
We also tried to extend the ability of this technique by demonstrating SMFI of individual DNA 
aptamers for sensing application, SMFI of DNA strand scission by endonuclease, and in-situ cell 
patterning.

研究分野： 分子ナノ工学

キーワード： 1分子イメージング　蛍光観察　FRET　ナノ構造
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１．研究開始当初の背景 

リアルタイム１分子蛍光イメージング法
は，生体分子間の結合・解離を時間軸上で解
析できる強力な手法である。タンパク質の機
能解析には，いつ，どの分子が，どの順番で，
そのタンパク質と結合したかを同定する必
要がある。溶液中では，ランダムなタイミン
グで分子同士が結合するため，これら多数分
子のアンサンブル平均を解析しても個々の
分子の機能は顕わにならない。溶液中の特定
のタンパク質１分子に着目してはじめて結
合・解離を時間軸上で解析できる。 

注目する１分子からの蛍光を，溶液中の多
数の分子からの蛍光と区別して検出するに
は，その１分子のみにスポットが当たるよう
に励起光を閉じ込める必要がある。汎用的な
閉じ込め方法は全反射エバネッセント照明
法(TIRFM)で，ガラス／水溶液界面に励起光
を閉じ込めることができる．さらなる閉じ込
めには光の回折限界を超える必要があり，申
請者らが開発したゼロモード導波路(ZMW)

の活用が有効である[1]。開口部の直径が光の
波長より小さいため，深さ方向だけでなく面
内方向にも励起光を閉じ込めることができ
る．この方法により，DNA ポリメラーゼ[2]，
リボソーム[3]，分子シャペロン[4]といった重
要なタンパク質の機能解析が行われてきた。 

しかしながら，例えば細胞内に存在する多
数分子からの蛍光(背景光，自家蛍光)を排除
し，注目する１分子からの蛍光だけを抽出す
るには，ナノ開口内部に励起光を閉じ込める
だけでは不十分で，より近距離(10 nm 以下)

で機能する仕掛けが必要になる。この目的に
合致するのが，蛍光共鳴エネルギー移動
(FRET)である。 

 

２．研究の目的 

ヒトのほぼすべての酵素の相互作用を可
視化できる新しいリアルタイム１分子蛍光
イメージング法を構築する。このために，ま
ず，申請者らが開発した改良型のゼロモード
導波路(ZMW)と，蛍光共鳴エネルギー移動
(FRET)とを融合する。実験を通して，従来計
測不可能とされていた，高い解離定数を持つ
酵素-リガンド間の弱い相互作用をリアルタ
イムに解析できる新手法を構築する。さらに、
ナノホール内での生体分子間相互作用の結
果、DNA 切断イベントのリアルタイム 1 分
子蛍光イメージングの実行可能性に関する
実験的評価を行った。また、実細胞を用いた
1 分子蛍光イメージングへの拡張を鑑みて、
細胞の特定部位の接着部位を制御できる細
胞パターニング法の開発にも併行して取り
組む。 

 

３．研究の方法 

 ゼロモード導波路(ZMW)と，蛍光共鳴エネ
ルギー移動(FRET)との融合による 1 分子蛍
光イメージングの実行可能性を評価するた
めに，ZMW 内部にモレキュラービーコン

(MB)を構成し，相補的な１本鎖 DNA 両端の
開閉を制御しながら，導波路内での FRET 効
率を計測する。加えて，微細加工を駆使して
導波路構造を最適化し，FRET 効率の向上を
目指す。また，この 1 分子 FRET 系を MB

から DNA アプタマに拡張し，DNA アプタマ
の配列にグアニンカルテット構造を組み込
むことで，K イオン濃度依存的に DNA アプ
タマの構造が変化することを，FRET を介し
て読みだすことにも挑戦する。K イオンは心
臓血管系や神経伝達系で重要な役割を果た
すため，これらに関係する病理につながり，
細胞内の K 濃度を測定できるセンサへと拡
張できる．これらの新型 1 分子蛍光イメージ
ング法の構築と併行して，細胞の特定部位を
位置選択的にパターニングする手法の構築
も試み，将来的に ZMW 直情に細胞の特定部
位をアライメントできるようにすることで，
細胞内での 1分子イメージングへと拡張でき
るようにする。 

 

４．研究成果 
 図１に、ZMW に固定した MB とその
FRET 計測系の概要を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 MB を用いた ZMW-FRET 融合系 

 

ナノホールに固定したMBからの 1分子蛍光
をイメージングした。図 1 に示すように，開
環状態の MB は FRET を生じず，Cy3 から
の蛍光を発するのに対し，閉環状態の MB で
は FRET が生じて Cy5 からの蛍光が観察さ
れる。このとき，これらの蛍光分子からナノ
ホールが配列形成された Al 薄膜への電荷の
移動が FRET 効率を低下させることが懸念
された。本実験の最初の目的は，このための
実験的評価と，ZMW の構造改良の必要性の
評価にある。相補的な塩基を持つ DNA を
ZMW に固定された MB とハイブリダイゼー
ションさせることや，上記 FRET 系の温度制
御により，MB の開閉を人為的に制御できる。
いずれの結果においても，300 nm の直径を
有する ZMW では，FRET 効率の低下は見ら



れなかった。また，図 1 に示すように，フッ
素系プラズマを用いて ZMW底部の石英表面
を 60 nm 程度掘り下げた構造においても，
FRET 効率の低下は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 MB を用いた 1 分子 FRET 計測 

 
 次に，DNA アプタマ部位にグアニンカル
テット（図 3 の塩基配列の下線部）を組み込
んでKイオン濃度依存的にMBの開閉を制御
することを試みた。ZMW 底部にこの DNA

アプタマを固定するために，同時に DNA ア
プタマの末端をビオチンで修飾し，ZMW 底
部の石英表面に，ビオチンで修飾した BSA

を吸着させ，ストレプトアビジンを介して，
この BSA に DNA アプタマを結合させた。温
度および K濃度を制御しながら DNA アプタ
マの開閉に伴う 1分子FRET計測を実行した
が，いずれの場合にも，開環状態と閉環状態
の DNA アプタマの比が 50:50 となり，組み
込んだグアニンカルテットが機能していな
い結果となった。DNA アプタマの設計に加
え，ZMW 表面への非特異的吸着が原因と考
えられ，全体的な見直しが求められる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 DNA アプタマ観察系 

 
 生体分子間の結合・解離に加え，その相互
作用を介して構造変化や化学反応を起こす
ことにより特異な機能を発現するタンパク
質もある。ここでは，そのような例としてイ
ンフルエンザ由来のエンドヌクレアーゼ
(PAN)による 1 本鎖 DNA（ssDNA）の切断イ
ベントを 1分子蛍光観察によって捕捉できる
かどうかの実行可能性を評価した。ssDNA

の 5’末端を Cy5 で標識し，3’末端をビオチン
で標識して，ビオチン標識 BSA とストレプ
トアビジンを介して ssDNA を ZMW 底部に

固定した。一方，PAN は GFP で蛍光標識さ
れ(PAN-GFP)，バッファ中に濃度 2 M で，
濃度 1 mM の MnCl2とともに添加された。
PAN-GFP による ssDNA の切断イベントは，
Cy5からの蛍光の消滅を捕捉することで検出
できる。一方，ZMW 内での ssDNA への
PAN-GFPの結合はGFPからの蛍光シグナル
により検出できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  PAN-GFP による ssDNA 切断イベン
トの 1 分子蛍光イメージング 

 

37℃において 2 時間，ssDNA と PAN-GFP

を反応させたところ，ssDNA が固定されて
いた ZMW のうちの約半数で ssDNA の切断
が認められた。その間，これらの ZMW にお
ける GFP からの蛍光強度の時間変化を解析
したところ，PAN-GFP の ssDNA への結合と
考えられる蛍光シグナルが捕捉された。これ
らの結果は，PANによる ssDNA の切断イベ
ントを高濃度条件かつ 1分子レベルで観察で
きることを示唆する。しかしながら、そのた
めには、Cy5 および GFP からの蛍光を同時
に観察できる光学系と，高い時間分解能を有
する蛍光検出系が必要となると考えられる。 
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