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研究成果の概要（和文）：東大・野地Gは、フェムトリットルチャンバ－を用いたデジタル計測法を開発し、高感度に
ターゲット分子を定量する手法を確立した。これにより超高感度なデジタルELISA法を開発した。またウイルスの絶対
定量法も確立し、全ウイルス中のうち感染能を有するものが数％しか無いことを明らかとした。理研・渡邊Gは、生細
胞中のタンパク質分子を1分子計測するための独自の超解像イメージング技術と、細胞状態を計測するためのプローブ
開発を行った。その結果、多波長1分子イメージングや二次の非線形散乱光を用いた非標識型タンパク質構造状態イメ
ージング技術、そして細胞内タンパク質濃度を決定する蛍光プローブタンパク質の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Noji group in the University of Tokyo aimed to develop novel digital counting 
quantification methods with single-molecule or single-particle sensitivity by use of femtoliter chamber 
array device. Digital ELISA with unprecedentedly high sensitivity was established and applied for 
counting of absolute numbers of protein molecules expressed in single cells. Digital Virus counting 
method was also developed that revealed the only a few % of total virus population possess the capability 
of infection. Watanabe group in Riken developed novel imaging methods for protein quantification such as 
multicolor single-molecule imaging method and fundamental intracellular parameters that represent whole 
cellular activities such as total protein abundance and gross protein diffusion coefficient.

研究分野： 1分子生物物理、マイクロデバイス、バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 

1 分子生物物理的計測、定量的細胞計測の
発展により、分子集団もしくは細胞集団にお
いて、ごく少数の成分(small number)、もし
くは極めて低い割合でしか存在しない成分
(minority)がシステム全体（分子システム・
細胞・組織等）の運命や性質に決定的な役割
を担う事例が発見されつつある。我々はこれ
を「少数性問題」と呼ぶ。しかし、少数性問
題の多くは技術的な問題のため未開拓の状
態にあり、その性質やそのような特徴が生ま
れてくるメカニズムの解明は進んでいない。 

 

２．研究の目的 

そこで、本プロジェクトでは、上記の技術的
問題を克服することを目的とし、1 細胞を解
析する技術開発に取り組んだ。特に、１つの
細胞中に存在するタンパク質分子の絶対定
量に資する技術や、分子もしくは細胞状態を
定量計測する技術を開発することで、small 

number issue, minority issue を解明しうる
技術的基盤の確立を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) 上記技術開発を達成するために、東大・
野地グループは主として独自の超微小溶液
チャンバー技術を用いたデジタル計測技術
の開発、理研・渡辺グループは非線形光学技
術を用いた生細胞イメージング技術の開発
に取り組んだ。これら、独立したプロジェク
トと並行して、共同で１細胞が分泌するペプ
チド成分の計測技術など、２つのグループが
連携しないと達成しない課題にも取り組ん
だ。野地グループの技術は、ターゲット分子
に遺伝的にタグをつける必要がないが細胞
を一旦破砕する必要がある侵襲的手法で、渡
辺グループが主として開発するのは遺伝的
タグを必要とするが生細胞を用いることが
できる非侵襲的手法である。そのため、本新
学術領域の様々なニーズに対応できる相補
的な関係と言える。具体的な項目は以下のと
おり。 

①. 1 分子デジタル計測技術を用いた少数
分子計測技術の開発; ここではターゲ
ット分子・粒子そのもの、もしくはター
ゲット分子に抗体等を介して結合させ
たプローブ酵素分子の「数」を定量する
技術を開発した。酵素の分子の存在は、
fluorogenic 基質とともに微小チャンバ
ー中に確率的に 1 分子単位で封入し、
チャンバー中に蓄積される蛍光性反応
生成物の有無から判断した。 

②. 非線形光学技術を用いた生細胞イメー
ジング技術; 細胞の特徴を記述するに
は、１種類ではなく、少なくとも複数種
類のタンパク質分子の絶対数を決定す
る必要がある。そこで、多色かつハイス
ループットに 1 分子計測する技術開発
を行った。また、二次散乱光を利用した
蛍光標識を必要としない蛋白質構造状

態計測技術にも取り組んだ。 

③. 蛍光プローブを用いた細胞状態計測；野
地グループ、渡辺グループともに蛍光プ
ローブ開発とその利用でも実績がある。
ここでは、細胞の「状態」を評価する
ATP 濃度や、蛋白質総濃度を定量する
技術の開発にも取り組んだ。 

④. 野地グループと渡辺グループの共同研
究；野地グループが有する微小溶液チャ
ンバー技術と、渡辺グループが有する微
量サンプル質量分析技術を融合させた
技術開発にも取り組んだ。ここでは、免
疫細胞が分泌するペプチド成分の 1 細
胞計測に取り組んだ。 

 
４．研究成果 
(1) 

①. 1 分子デジタル計測技術を用いた少数
分子計測技術の開発; まず、抗体を用い
た蛋白質の絶対定量を可能とするため
に 1 分子単位のデジタル ELISA 法を確
立した(Lab on a chip 2012)。また、1

分子単位ではないが、ヒト細胞中に発言
している蛋白質を１細胞単位で計測す
るデバイス技術も開発した (Lab on 

chip 2013)。さらに、これを１細胞計測
に拡張し、するため、モデル酵素（βガ
ラクトシダーゼ）の絶対数を大腸菌とヒ
トリンパ腫由来細胞（U937）に関して
1 細胞毎に計測した。その結果、大腸菌
に関しては平均 713個（非発現誘導時）、
U937 細胞に関しては平均 60 万分子と
いう値を得ている。 

公募班の大場らと共同で、インフル
エンザ 1 粒子計測技術を確立した。その
結果、1mL あたり 10 感染性ウイルス粒
子程度しかない試料でもウイルスの有
無を判別できる技術を確立した。このと
き、感染性ウイルス数は並行して行った
培養細胞を用いた系で決定したが、デジ
タル計数で検出されたウイルス数は常
にその数十倍あった。当初、これは我々
の試料の取り扱いに問題があり、ウイル
スが失活したためと考えたが、調整直後
のウイルス試料を一切凍結等の処理を
しないで数時間以内で計測しても同様
の結果を得た。これは、本来ウイルス粒
子はすべてが感染性を持つわけではな
く、ごく数％しか感染能を持たないこと
を意味する。大場らのグループは、細胞
イメージングによってウイルス粒子は
複数で１つのホスト細胞に結合し、共同
で感染を確立するという観察結果を得
ている。これらを合わせて考えると、イ
ンフルエンザウイルスは、細胞内では 1

粒子で感染を成立させる戦略ではなく、
複数で強調して感染を成立させる戦略
をとっているとうこれまでの常識を覆
す仮説が導きだされた(投稿準備中)。 



 
上図：感染性ウイルス数（横軸）とデジタル分析に

よるインフルエンザ粒子数（縦軸）。CA04, PR8 はそ

れぞれインフルエンザの株名。 

 

②. 非線形光学技術を用いた生細胞イメー
ジング技術; Qdot を用いて複数種類の
分子を同時にナノ計測する技術を開発
し た (Biomedical Optics Express 

accepted)。また、第二次高調波顕微鏡
を開発し、線維状蛋白質の構造状態を１
本単位で検出する系を開発し、予想外の
協同的構造変化の計測に成功した（投稿
準備中）。その他、A01-2 班の永井グル
ープと共同で蛍光タンパク質を用いた
超解像イメージング技術の開発にも成
功した。 

③. 蛍光プローブを用いた細胞状態計測；野
地グループは、バクテリア細胞に適した
FRET に依存しない蛍光性 ATP プロー
ブ蛋白質(BQueen)の開発に成功し、バ
クテリア細胞毎の ATP 分布計測に成功
した(Sci. Rep. 2014)。その結果、合成
培地中で連続培養時には ATP 濃度は
1mM から 10mM 近くまで分布してい
ることに加え、その分布の形は正規分布
ではなく非対称性を持つものであるこ
とを明らかとした。また、培養条件によ
ってその分布の形状が変化することも
明らかとなった。渡辺グループは、溶液
の蛋白質濃度という非常に普遍的な細
胞特徴を定量する蛍光プローブ蛋白質
の開発に成功した(Sci. Rep 2016)。これ
によって、細胞周期や細胞活動と連動し
た細胞内タンパク質濃度ダイナミクス
の１細胞計測が可能となった。 

④. 野地グループと渡辺グループの共同研
究；野地グループが有する微小溶液チャ
ンバー技術と、渡辺グループが有する微
量サンプル質量分析技術を融合させた
技術を開発した。その結果、免疫細胞が
分泌するペプチド成分の 1 細胞計測に
成功し、分泌性ペプチドの成分の時間変
化や細胞毎の特性評価に成功した(RSC 

Adv. 2015) 
上図：野地 Gと渡辺 Gが共同で行った分泌ペプチド１細

胞計測技術の模式図。一定時間毎に細胞を封入したチャ

ンバー溶液を一部回収し質量分析を行う。 
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