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研究成果の概要： 

生体分子を結合させたマイクロビーズをガラス基板上にアレイ化する技術と全反射蛍光顕微鏡

を組み合わせ、生体分子間相互作用を高感度に解析できる顕微鏡システムの開発を行った。こ

のシステムは、微量な試料で複数の生体分子間の結合・解離過程を同時に実時間解析すること

ができる。このシステムを使って、抗原-抗体反応、タンパク質-DNA 間相互作用、低分子化合

物-タンパク質間の相互作用解析だけでなく、抗体を利用し、生物試料抽出液中の特定タンパク

質の濃度を結合速度から定量できることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 

モデル生物での全ゲノム塩基配列の解析
が進み，膨大な量の遺伝子情報が得られてい
る。次の研究対象として、遺伝子情報の最終
産物であるタンパク質の機能解析に目が向
けられてきている。タンパク質は，他の生体
分子との相互作用を通してその機能を発揮
する。したがって、それらの相互作用の解析
はタンパク質の機能を明らかにするために
必須課題である。 
 
２．研究の目的 

マイクロビーズアレイ化技術を基盤とし
て、極微量のサンプルで一度に多検体の生体
分子をリアルタイムに検出できる技術を確
立し、「リアルタイム分子間相互作用解析」
および「１細胞レベルでの定量解析」に対応
できる総合解析システムの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究で開発するシステムは、ガラス基板

上にプローブとなる分子を高密度にアレイ
化し、蛍光標識した相互作用を解析する相手
分子を加え、各々のスポットでの振る舞いを
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蛍光顕微鏡で観察する方法である。顕微鏡で
直接観察することによって、一度に多くの試
料について「相互作用する相手の分子が何で
あるか？」と「どのような相互作用をしてい
るか？」を同時に解析できる。さらに、エバ
ネッセント照明法を用いることで、リアルタ
イム観察時に問題となる標的分子に結合し
ていない蛍光標識分子によるバックグラウ
ンドを回避できる。また、アレイ化タンパク
質や蛍光標識するタンパク質を in vitro 転
写・翻訳システムを用いて合成することによ
り、比較的容易かつ短時間に試料が得られ、
発現系に工夫をすることで様々な修飾を行
ったり、目的部位への蛍光色素導入や基板固
定用タグの導入が可能になる。 
 
４．研究成果 
解析する生体分子を結合させたマイクロビ
ーズをガラス基板上にアレイ化し、蛍光標識
した試料との相互作用を、全反射照明を組み
込んだ蛍光顕微鏡で観察することで、微量な
試料で複数の生体分子間の結合・解離過程を
同時に実時間解析できる系を開発した。この
系を使って、抗原-抗体反応、タンパク質-DNA
間や低分子化合物-タンパク質間の相互作用
解析だけでなく、生物試料抽出液中の特定タ
ンパク質の濃度を結合速度から定量化でき
ることなどを確認した。さらにこの系に PDMS
製のマイクロウェルを組み合わせ、１個の細
胞中に存在するタンパク質の定量、１細胞内
の酵素活性測定、さらに１個の細胞が分泌す
るタンパク質の検出なども行うことができ
るようになった。 
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