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研究成果の概要（和文）：生体分子反応がどのようなメカニズムで起こっているかを明らかにするためには、その反応
を実時間で観察し、生体分子のダイナミクスを明らかにしなければならない。しかし、調製できるタンパク質の量には
限りがあり、多くの場合マイクログラムからミリグラム程度であるため、このような低収量生体分子のメカニズムを明
らかにする研究は進んで来なかった。本課題では新規の計測系を構築することで、低収量生体分子が起こす反応の時間
分解計測を可能にした。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism of biomolecular reactions, the dynamics of t
he molecules along the reaction have to be revealed by the real-time measurements. However, the yield of p
rotein is usually very low, ug-mg, and the time-resolved measurements is hard to apply for many biomolecul
ar reactions because of the relatively large consumption. In this research, the time-resolved spectroscopi
es applicable to the low-yield protein samples were developed and applied to observe the folding, membrane
 transport and enzymatic reactions.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体分子の自己組織化あるいは機能発現
の分子機構を明らかにするためには、そのコ
ンフォメーション変化を高い時間分解能で
実時間観察することが重要である。特に反応
の初期段階に起こる変化は、その後に続いて
起こるイベントに大きな影響があると考え
られ、反応機構全体を理解するためには必須
の情報である。そのため、反応の早い時間領
域を観察するために光トリガー・温度/圧力
ジャンプ・迅速溶液混合といった種々の手法
が開発されてきた。迅速溶液混合法は溶媒を
急激に変化させることで反応を開始させる
方法であり、様々な実験条件を容易に実現で
きるという特長をもつ。さらに、種々の分光
学的手法と比較的容易に組み合わせること
ができることから、生体反応を追跡する場合
に最も汎用性が高い手法であるといえる。し
かし、一般に販売されているストップト・フ
ローミキサーの時間分解能は数ミリ秒が限
界であり、より早い時間領域で起こる興味深
い構造変化を実時間で捕らえることは不可
能であった。本研究代表者は独自に開発した
連続フローミキサーを用いて、ストップト・
フロー法では観察することができなかった
100s から数ミリ秒の時間領域の実時間観
察を可能にし、球状蛋白質のフォールディン
グ反応に適用することでその分子機構を明
らかにしてきた 
 連続フロー法では混合点から観測点まで
の距離が反応時間に対応することから、観測
点を移動することによって容易に時間分解
計測が可能になる。また、観測点における焦
点幅が時間分解能に対応することから、焦点
を小さくする、あるいは流路を流れる溶液の
速度を上げることによって高い時間分解能
を実現できる。申請者が独自に開発した T 字
型連続フローミキサー（乱流型ミキサー）は
二液を効率よく混合するために乱流を引き
起こすようにデザインしており、混合時間は
最速で 50s を達成できる。しかし、この乱
流型ミキサーには解決すべき 2 つの問題点が
ある。1 つ目は開発当時（2002 年頃）の加工
技術の限界（流路サイズが最小 100m）から、
時間分解能が最大で 50s であり、100s 以前
に起こる変化をとらえられない点、2 点目は
乱流を引き起こすために流速を~10 m/s まで
高めなければならず、検出法によっては数 g
もの蛋白質試料が必要となる点である。した
がって、限られた量しか取れない低収量の生
物試料に関する時間分解測定を行うために
は、これらの問題点を解決した新規の手法の
開発が必須であった。 
２．研究の目的 
本申請研究は、マイクロ流体力学に基づ

い た 液 体 の  “ 流 体 力 学 的 絞 り 込 み 
(Hydrodynamic Focusing)” を利用したマイ
クロ流体連続フローミキサーを開発し、低収
量生物試料や非常に速い反応への時間分解
計測を可能にすることを目的とする。加えて、

これまで観察することのできなかった以下
の 3 つの現象を実時間観察することによって、
開発したミキサーの性能評価を行い、生体反
応の分子機構を解明するための汎用性の高
い手法として確立することを目的としてい
る。 
(1) 膜蛋白質の機能発現に伴うコンフォメー

ション変化の観察 
 多くの生命体において同定される遺伝子
のうち約 30%が膜蛋白質をコードしている
ことが知られており、膜蛋白質は生命活動
を担う重要な機能を有している。現在精力
的な研究により膜蛋白質の構造が明らかに
されつつある。しかし、その機能発現に伴
うダイナミクスは、試料の調製が困難で低
収量であるために未解明のままである。そ
こで、従来のストップト・フロー法や乱流
型連続フロー法で問題となってきた試料の
消費を 100 倍以下に抑えたマイクロ流体ミ
キサーの開発を行い、少量しか取れない膜
蛋白質の時間分解測定を可能にしていく。
本研究では新型ミキサーの性能評価も含め
て、まず、塩化物イオンポンプであるハロ
ロドプシン(pHR)の陰イオンの取り込み・放
出に伴う構造変化を実時間測定する。その
後、KcsA など他の膜蛋白質の機能発現機構
をダイナミクスの直接観察によって解明し
ていきたい。 
(2) 球状蛋白質のフォールディング反応の初

期段階(数s-100 s)に起こる収縮過程の
観察 

 研究代表者はこれまで乱流型ミキサーを
用いて、水溶性球状蛋白質のフォールディ
ング機構が 100s 以内に起こる『ポリペプ
チド鎖の収縮』とその後に起こる『相互作
用ペアの探索』によって記述できることを
提案してきた[5,7,8,11]。しかし、収縮の過程は
時間分解能が十分でなかったため直接観察
はできていない。そこで、数s-100s とい
う生体分子反応の初期段階を観察するため
の連続フローミキサーの開発を行い、数s
の時間分解能を持つ測定系を組み立てる。
これを用いて、数s-100s の時間領域で起
こる拡散運動に伴う収縮を直接観察し、球
状蛋白質のフォールディング機構の解明を
目指す。 
(3) 膜蛋白質の in vitroフォールディング機構

の解明 
 膜蛋白質の安定性やフォールディング機
構を明らかにすることは膜蛋白質の機能を
理解し、アミノ酸配列の相違がどのような
機能の違いに反映されているのかを明らか
にしていく上で必須の条件である。加えて、
脂質二重膜の物理化学的な性質が構造に大
きな影響を与えることから、膜蛋白質の脂
質二重膜への挿入機構の解明なしに、フォ
ールディング機構を議論することはできな
い。そこで、開発した 2 種類のミキサーを
用いて、膜蛋白質が脂質二重膜へ挿入され、
フォールディングする過程を初期段階から



観察し、膜蛋白質の in vitro フォールディン
グ機構の解明を目指す。この研究を足掛か
りにシャペロンの介助も含む膜蛋白質のフ
ォールディング、あるいは蛋白質複合体の
自己組織化の分子機構を明らかにする研究
への展開を考えた。 
 
３．研究の方法 
 乱流型連続フロー法で問題となる試料の
消費を 1/1000 以下に抑えながら、混合に
要する時間を数s まで向上させた新規の
マイクロ流体連続フローミキサーを開発す
る。独自に開発するミキサーと顕微分光法
を組み合わせることによって、マイクロ秒
の時間分解能を達成する新規の時間分解計
測系を構築する。これらの測定系を用いて、
膜蛋白質 pHR のイオン取り込みに伴う構
造変化、球状蛋白質 ACBP および膜蛋白質
OmpA のフォールディング反応の実時間観
察を行い、測定系の性能を詳細に評価し、
低収量生体試料の自己組織化あるいは機能
発現の分子機構の解明が可能な、汎用性の
高い手法として確立する 
【マイクロ流体連続フローミキサーの開発】 
本申請研究では、最新の加工技術によって

製作できるマイクロ流体デバイスを用い、“流
体力学的絞り込み (Hydrodynamic Focusing)” 
による溶液混合を実現する。図 2A のような
対照的なデザインによって上下の入口から
溶媒を導入し、中心左の入口から生体高分子
を含んだ溶液を導入すると、流体力学的絞り
込みによって流路の水平中心に試料溶液が
局在しながら流れることになる。ここで、こ
の層流の幅がサブマイクロからマイクロメ
ートル単位になると、分子拡散により、特に
低分子量の分子の交換が進み、溶液が混合さ
れる。マイクロ流体ミキサーの製作は分子科
学研究所装置開発室の協力を得て行う。 
以下のコンセプトに立脚して、2 種類の異

なるマイクロ流体ミキサーを作成する。 
(1) 試料の消費を 1/1000 に抑え、ミリ秒以
降の反応を観察するための低速ミキサー 

低収量の生体分子試料に適用できるように、
サンプルの消費量を1/1000以下に抑え、数ミ
リ秒以降の反応を容易に追跡できるミキサー
を開発する。数mm/sという遅い流速で溶液混
合を実現するために、流体力学的絞り込みを
利用した混合流路と観測流路（幅70m・深さ
10 m）から構成されるマイクロ流体デバイス
を作成する。例えば、幅10m・深さ10mの
混合流路の場合、1ms以内に低分子量の反応物
は壁に到達して拡散するため、この混合流路
が50 m程度の長さあれば分子の拡散に十分
な時間を提供でき、溶液混合が完結する。観
測流路へ排出された混合溶液に関して、流
速・観測点を変えることによって、反応開始
から数ミリ秒以降の時間分解測定が可能にな
る。 

(2) 生体分子反応の初期段階(数s-100 s)を
観察するための高速ミキサー 

反応の初期段階（数s-100s）を観察するた
めにも流体力学的絞込みを用いる。幅
20m・深さ 10m・長さ 200m 程度（図 2C）
の専用ミキサーを作成し、中心を流れる生体
試料を含んだながれ層流の幅を流体力学的
絞り込みによってサブマイクロ-マイクロメ
ートルまで絞る。同時に試料溶液の流速を
m/s のオーダーまで上げると、混合時間を数
マイクロ秒にまで向上させることが可能で
ある。流速は乱流型ミキサーと同程度まで上
昇するものの、ミキサーのサイズが 2 桁小さ
いため、試料の消費量を 1/1000 以下
（~500L/s → 100nL/s）に抑えながら時間
分解能の大幅な向上が可能になる。 
【構造変化の詳細な実時間観察を実現する
顕微分光法】本研究で開発するミキサーにお
いて生体試料はサブマイクロからマイクロ
メートルオーダー幅の層流として存在する
ため、焦点を絞った微小領域の観察が必要と
なる。また、高い時間分解能を実現するため
にも焦点を極力小さくする必要性があるこ
とから、顕微分光法を用いる。研究代表者は
乱流型ミキサーと顕微赤外分光器を組み合
わせた実績があり、連続フローミキサーを顕
微分光法に適用する技術を確立している。 

用いる分光法は、生体分子の構造変化を直
接的に観察できるものを選択する必要があ
る。赤外・ラマン分光法は原子レベルでの情
報を与える鋭敏な分光法であり、蛋白質分子
や補欠分子の構造変化や水分子も含んだ水
素結合ネットワークの変化を追跡できる。ま
た、脂質二重膜と相互作用する特異的な側鎖
に関する情報も得られる。一方、蛋白質分子
のグローバルな構造変化をとらえるために
は、蛍光寿命測定を用いる。蛍光供与体-受容
体(D-A)を標識した試料における蛍光エネル
ギー移動を利用し、その寿命測定から D-A 間
の距離とその分布関数が算出できる。具体的
にはピコ秒の時間分解能をもつ時間相関単
一光子計数法を用いた顕微型蛍光寿命測定
装置を構築する。 
【pHR】pHR は 7 回膜貫通型ヘリックスで構
成される光駆動型の塩化物イオンポンプで
あり、塩化物イオンの取り込みはイオン輸送
機構の解明に重要な役割を果たす。そこで、
Cl-フリーの pHR と Cl-溶液を混合し、Cl-の取
り込みに伴う pHR の構造変化を時間分解計
測する。 
【ACBP】球状蛋白質の初期収縮を観察する
ために、4本のヘリックスで構成されるACBP
というヘリックスバンドル蛋白質を D-A で
二重標識し、蛍光エネルギー移動によって
D-A 間距離をモニターする。効率的な二重標
識法は研究代表者がカリフォルニア工科大
学在籍時に確立している。 
【OmpA】膜蛋白質フォールディングの研究
対象として、大腸菌由来の外膜に存在し、β
バレル構造をした膜貫通ドメインをもつ
OmpA (Outer membrane protein A)を選択する。
過去の研究から、高濃度変性剤存在下で変性



した OmpA 溶液と脂質二重膜溶液を混合す
ると、自発的に脂質二重膜に挿入されフォー
ルディングが起こることが知られているが
その挿入機構およびフォールディング機構
は未解明である。変性した OmpA と脂質二重
膜を開発したマイクロミキサーによって混
合し、そのフォールディングを数s という初
期段階から追跡し、分子機構を明らかにする。
現在、科学研究費研究活動スタート支援
（H22-23 年度）のもとで、発現系の構築を行
っている。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロ流体連続フローミキサーの開
発とフォールディング反応への応用 
 連続流体絞り現象を利用したマイクロ流
体連続フローミキサーを開発した。作成方法
は以下の通りである。 
① シリコン基板をピラニア洗浄。 
② スピンコートによりフォトレジストを塗
布。 
③ フォトマスクを介して紫外線をフォトレ
ジストに照射することで、マスクパターンを
レジストに転写。 
④ 現像液に浸けることで、感光部以外のレ
ジストを除去（今回はネガ型を使用）。 
⑤硬化剤を混ぜたゲル状のPDMSを流し込み、
ゴム状に硬化させる（75℃、1時間程度） 
⑥ PDMS を型からはがし、コネクタ接続のた
めの穴を加工したスライドグラスを、PDMS 平
面側に接着。 
⑦ PDMS にポンチで穴をあける。 
⑧ PDMS パターン側をスライドグラスに接着
させる。コネクタは上側のスライドグラスに
接着剤で接着。 
以上の操作によって、異なる流路形状をもっ
た２種類のミキサーを作製した。図 1には試
料の消費を 1/1000 に抑え、ミリ秒以降の反応
を観察するための低速ミキサーの顕微画像
を示す。このミキサーに PEEK チューブを 

図 1. 3 方からの溶液供給を行い、溶液混合
を行うマイクロ流路ミキサーの光学顕微鏡
画像。流路幅は中心から右に流れる混合部分
で約 10 mm 程度になっており、ここで分子拡
散によって混合が起こる。 
つなげることで溶液供給を可能にした。この
ミキサーを倒立型蛍光顕微鏡にマウントし、

Ca2+との結合によって蛍光強度を増大させる
Ca-Green を図の左側からと Ca2+を含んだ緩
衝溶液を図の上下方向から供給し、右側へ排
出したところ強度変化が観察され、1 ms 以内
に溶液混合が完結していることが明らかと
なった。 
 このミキサーを用いて、2重標識した ACBP
のフォールディング反応を追跡したところ、
D-A 間距離がフォールディングに伴って近づ
き、20 ms 程度で完結することが明らかとな
った。また、蛍光強度の時間変化乱流型ミキ
サーと比較して、試料消費を約 1/500 に抑制
することに成功した。抑制量が当初の計画の
半分にとどまったことについては、より高感
度の検出器、そしてカバーガラスの自家蛍光
を抑えることでより高いS/N比での計測を行
えるようにすることによって改善されると
考えられる。また、5 本の溶液供給流路と一
本の観察流路を持つミキサーに関しても同
様の性能評価を行い、ACBP のフォールディン
グ初期過程(30-50 s)の観察を行うことに成
功した。これらの成果については現在論文執
筆中である。 
 
(2)マイクロ流路を用いた溶液交換 ATR-FTIR
計測系構築 
 本研究で目的とする、タンパク質消費量の
低減という観点から、ATR-FTIR は試料タンパ
ク質を 4 mm2 程度のダイアモンド基板上に積
層させることで計測が可能になることから、
少量のタンパク質での計測が可能になる手 
 

図２.ATR-FTIR ストップト・フロー法の概略
図。(A) ストップト・フロー部分. (B) ATR
セル部分であり、マイクロ流路が掘られたテ
フロン部品によってダイアモンドセル上に
溶液交換流路が形成される。 
法である。特に脂質二重膜に再構成された膜
タンパク質研究における有用性が高い。そこ



で、積層したタンパク質の上に存在する緩衝
溶液を急速に交換することで反応を開始さ
せることができると考え、ストップト・フロ
ー法と組み合わせた溶液交換の系を構築し
た。脂質二重膜に再構成した pHR をダイアモ
ンドにはり付け、緩衝溶液を塩化物イオンの
ある場合とない場合を交互に計測すること
によって、pHR への塩化物イオンの結合過程
を追跡した。その結果、10ms 以内に溶液交換
が完結できる系の構築に成功した。本成果は
Biophysics 誌へ投稿し、査読後掲載された。 
 
(3) ケージド化合物を利用したマイクロフ
ローセル反応系の構築 
 研究期間中の異動に伴い、新たにケージド
化合物を利用したマイクロ流路フローセル
中で酵素反応の時間分解計測を行える系の
構築を行った。幅 200 m, 光路長 20 m,長
さ 15 mm の流路を加工したステンレス板を 2
枚の CaF2 板で挟むことによってマイクロフ
ローセルを作製した。このフローセルを自作
の可視吸収スペクトル計測系に組み込み、流
路に対して CO を結合したミオグロビンを導
入し、532 nm の NdYAG レーザーを照射するこ
とで、CO の再結合反応を追跡することに成功
した。これに要するタンパク質量は約 2nL で
あり、大幅な試料抑制に成功した。 
 さらに、caged NO を 337.1 nm の窒素ガス
レーザーで励起し、放出された NO の還元型
ミオグロビンへの NO 結合反応を追跡した結
果、NO の結合が約 1ms の時定数で起こり過去
の文献値と良い一致を示した。現在はこれを
一酸化窒素還元酵素の NO 還元過程の時間分
解計測に応用している。 
 
以上のように、本申請課題では、低収量の生
体分子の時間分解計測系の構築を目指し、当
初予定していたミキサーのみならず、溶液交
換ストップト・フロー法やケージド化合物と
マイクロ流路フローセルを用いた新たな手
法開発を行い、当初の目的よりも小さな容量
での時間分解計測が可能になる系の構築に
成功した。 
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