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研究成果の概要（和文）：イオンチャネル開閉構造変化の全体像を明らかにするため、1分子電流と1分子構造変
化の同時計測法開発を目的とした。本研究では、デバイス中への脂質二重膜形成のため、パターンニング可能な
新素材を採用し膜穴形成のプロセスを開発した。脂質二重膜を形成し電気容量計測を行った。電気容量の低減プ
ロセスを開発した。次に、電極のパターンニングプロセスを行いデバイス上への電極を配置した。放射線照射実
験を行い、照射に伴う電気ノイズレベルの計測と散乱X線の遮蔽方法を検討した。さらに、金ナノ結晶のサイズ
制御法を改良し、蛋白質との複合体形成の効率を高めた。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the whole picture of the structure change in the ion 
channel, we aimed to develop a method for simultaneously measuring single-molecule current and 
single-molecule structure change. In this study, we developed a process for forming a hole by using 
a new material that can be patterned for forming a lipid bilayer in the device. A lipid bilayer 
membrane was formed and the capacitance was measured. And we have developed a process to reduce the 
electric capacity. Next, an electrode patterning process was performed to place the electrodes on 
the device. Then irradiation experiments were conducted to measure the electrical noise level 
associated with irradiation and to examine the method of shielding scattered X-rays. Furthermore, 
the size control method for probe has been improved to increase the efficiency of complex formation 
with proteins.

研究分野： 生理学

キーワード： 1分子計測　蛋白質　X線回折

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
イオンチャネル蛋白質は1分子機能測定法である1分子電流計測法が確立しており、立体構造情報の蓄積が進んで
いる今、1分子動態計測との同時計測の実現は、蛋白質の機能発現機構の解明に極めて重要である。本研究で
は、X線1分子動態計測法に適合する同時計測チャンバ開発を進めた。観測窓、流路形成素材の決定を始め、観測
チャンバに電極を設置し、放射光実験で電極に散乱X線が入射することを防ぐノイズ対策など、同時計測実現へ
向けた重要な進展があった。また、観測プローブと蛋白質の複合体形成効率を高めるため、サイズ制御法のプロ
セスの改良も進んだ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

2008 年にイオンチャネル蛋白質である KcsA チャネルの 1 分子動態計測に成功して

以降、申請者は X 線 1 分子動態計測法の開発に取り組んできており、これまでに高速

観測システムの導入によってサブミリ秒の時間分解能を、白色 X 線集光ミラーの導入

によって広い運動観測範囲をもつ手法としてきた。イオンチャネルの構造変化、特に開

閉に伴うねじれ構造変化をサブミリ秒時間分解能で遷移過程を連続的に捉える事が出

来るため、「動画」として分子の構造変化の全体像を明らかにすることができる。一方、

イオンチャネル蛋白質の機能測定では、サブミリ秒の時間分解能でイオンチャネルを流

れる電流を計測する、1 分子電流計測法が確立しており、1 分子動態と同じ時間分解能

で同時計測システムの開発は、イオンチャネルの構造･機能･動きの相関を明らかにする

ために最も有効な方法である。 

 

２．研究の目的 

イオンチャネル開閉構造変化の全体像を明らかにするため、1 分子電流と 1 分子構

造変化の同時計測法を確立することを目的とした。これまでに、X 線散乱ノイズの小

さい素材を探索し、マイクロ・ナノ加工技術を用いた低ノイズ溶液置換観測チャンバ

を作製してきた。本研究では、脂質二重膜形成部にパターンニング可能な新素材を採

用し、薄層同時計測チャンバを作製する。また、観測プローブであるサイズ制御した

金ナノ結晶とイオンチャネル蛋白質（KcsA カリウムチャネル）が反応した複合体を

作製する手法を確立することで、1 分子電流・動態の同時計測を実現することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 KcsA カリウムイオンチャネルは

溶液の pH によって開閉が制御され

る。中性 pH ではイオン透過路は閉

じた状態にあり、酸性状態では開閉

構造変化を繰り返すことが 1 分子電

流計測の結果から予想されていた。

機能と動態の同時計測を行う際の参

照データとして、この分子の開閉に

ともなう動きを、中性、酸性それぞ

れの溶液条件で、従来型の観測チャ

ンバを用いた平衡状態で、X 線 1 分

子動態計測法を用いてサブミリ秒の

時間分解能の動態計測を行った（図１）。次に、同時計測チャンバの開発を行った。新

たな疎水性材料をシリコン基板上にパターンニングし、膜穴を形成した隔壁構造を作製

する（図２）。片側の流路に有機溶媒に溶解した脂質溶液と電解質溶液を交互に、もう

一方の側の流路に電解質溶液を流すことによって、隔壁に形成した穴構造に脂質二重膜

を形成する。具体的に流路厚、隔壁層の厚み、膜穴のサイズを検討した。最後に観測プ

ローブとイオンチャネル蛋白質の複合体形成法について検討した。従来の観測プローブ

 

図 1．X 線 1 分子動態計測法の模式図 

ガラス基板に固定した蛋白質に金ナノ結晶を取

り付け、蛋白質の動きを金ナノ結晶からの回折

点の運動として動画計測する（H.Shimizu., Cell 

(2008)）。 

 



はサイズ分布が広く、蛋白質と観測プローブの反応比を制御しにくい問題点があった。

このため、代表者が開発を続けてきた観測プローブのサイズ制御法の条件を検討し、複

合体形成に適切な観測プローブの作製条件を決定した。 

 
４．研究成果 

本研究ではイオンチャネル蛋白質の

1 分子構造変化と 1 分子電流の同時計

測システムを確立することを目指し、

同時観測システムの開発を行った。観

測チャンバについては、脂質二重膜形

成部にパターンニング可能な新素材を

採用し、薄層同時計測チャンバを作製

する方針で進めてきた。同時計測のた

めの膜形成デバイスの作製プロセスの

検討を行い、膜穴形成のパターンニン

グプロセスを開発し、改良を進めた。作製したデバイスに脂質二重膜を形成し、電気容

量計測を行った。 電気容量とデバイス材料の相関データを取得し、ノイズ源となる電

気容量の低減プロセスを開発した。次に、デバイス上への電極のパターンニングプロセ

スを行った。電極材料、パターンニング法の検討を行い、デバイス上への電極を配置し

た。このデバイスを用いて、放射線照射実験を行い、照射に伴う電気ノイズレベルの計

測と散乱 X線の遮蔽方法についての検討を行った。放射光実験については、観測チャン

バの表面修飾方法、サイズ制御した観測プローブ作製法、蛋白質との反応方法を改良す

ることによって、観測プローブ-蛋白質複合体形成効率が向上し、データ取得効率が向

上した。低ノイズ観測チャンバの作製（図 3）は研究分担者である平井義和助教（京都

大学）の協力を得て行った。放射光施設での X線回折実験については研究分担者である

岩本真幸教授の協力を得て行った。低ノイズ観測チャンバとそれを用いた観測データに

ついての結果を Transducers 2019 で発表し、優秀な発表として outstanding paper 

award finalist top 9 に選ばれた。また、CHEMINAS39 においても優秀発表賞を受賞

した。大型放射光施設での電流計測実験については、研究課題発案当時と観測位置が変

更されたため、電磁波遮蔽システムを用いて、1 分子電流計測で必要な、pA レベルの

電流計測が可能であることを確認した。 

 

図 2．脂質二重膜の形成

とチャネル分子の導入プ

ロセス 

電解質溶液に満たされた

流路に有機溶媒と脂質の

混合溶液を流すと 2 流路

隔壁の穴形成部に単分子

膜が形成される。電解質

溶液で洗い流すと脂質二

重膜が形成される（1－

3）。あらかじめ金ナノ結

晶と複合体を形成してい

る試料を脂質二重膜に再

構成する（４）。 

 

図 3．観測チャンバ素材と X 線散乱ノイズの関係 

(a)低ノイズチャンバの模式図 (b) X 線散乱デー

タ。窒化ケイ素膜を観測窓に使用することによっ

て X 線散乱ノイズを大幅に低減できる。 
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