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研究成果の概要（和文）：鋭利に加工した金電極の先端で生じる局在表面プラズモン効果を利用した１分子イメ
ージングを試みた。電極は金の細線先端を電解研磨して作製したが、作製効率を上げるため、自動研磨装置を作
製した。量子収率が低い蛍光色素を用いて蛍光観察を行い、蛍光色素1分子を観察した。また、電極表面を親水
性に改変し、電極表面に人工脂質二重層膜を形成することに成功した。この人工膜を用いて、チャネル蛋白、チ
ャネル形成ペプチド、ポア形成トキシンの単一チャネル電流解析に成功した。
　上記の人工膜法によって、チャネル電流計測を従来法に比べて著しく効率化することに成功し、ロボットを用
いた自動計測も可能となった。

研究成果の概要（英文）： Single molecule imaging system utilizing the local surface plasmon at the 
tip of a sharp gold electrode was developed. The electrode was fabricated by electro-chemical 
etching the tip of a thin gold wire. An automatic etching system was developed to increase 
fabrication efficiency. Fluorescence observation was performed using fluorescent dyes with low 
quantum yields, and single molecules of fluorescent dyes were observed. 
 The electrode surface was modified to be hydrophilic, and an artificial lipid bilayer membrane was 
successfully formed on the electrode surface. Using this artificial membrane, single channel current
 analysis of channel proteins, channel-forming peptides, and pore-forming toxins was successfully 
performed.
 The above artificial membrane method has succeeded in significantly improving the efficiency of 
channel current measurement compared to conventional methods, and has also enabled automated 
measurement using a robot.

研究分野： 生物物理学

キーワード： イオンチャネル　１分子計測　単一チャネル電流計測　１分子イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
チャネル蛋白は機能の1分子解析（単一チャネル電流解析）が最も進んだ蛋白である。各々のチャネルに対し
て、詳細な状態遷移モデルが提案されており、本研究の成果はモデルの直接検証手段を与える。また、チャネル
は１分子のリガンド結合と機能の相関を高時間分解で観測できる蛋白であり、計測によって得られた知見を蛋白
一般の分子機構の理解に拡げることも可能となる。また、チャネル蛋白は膜のイオンの透過性を制御することよ
って、多岐に渡る生命活動おいて重要な役割を果たしている。チャネル蛋白一般の活性化分子機構を詳細に知る
ことは、科学的な興味に止まらず、医療、創薬などの分野においても重要である。

※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 
チャネル蛋白は生体膜にイオンの通り道（孔）を開ける蛋白であり、特定の刺激に応じて孔を

開閉させる。アセチルコリン受容体(AChR)チャネルは、アセチルコリン２分子が結合すると活

性化すると言われている。しかし、リガンドがいつ、何個結合するとどのような構造変化が起

きるかを実験的に検証する方法はこれまでのところ存在していない。電気生理学的手法、特に

単一分子の電流計測（単一チャネル電流計測）によれば、機能（電流）をミリ秒以下の分解能

で観測可能であるが、個別のチャネルへのリガンドの結合を同時に直視することは出来ない。

本研究は、この問いに対する実験的な検証手段（新しい計測法）を与えることを目的とした。 

これまでに多くのチャネル蛋白に対して、極

めて詳細な状態遷移モデルが提案されてい

る。しかしながら、前述のように、電流計測

と同時にリガンドとの詳細な相互作用を測定

することは出来ない。よって、これらのモデ

ルを直接検証する手段は存在していない。ま

た、蛋白一般を考えたとき、チャネル蛋白

は、１分子のリガンド結合と機能の相関を高時間分解で観測できる唯一の蛋白であると言え

る。上記の問に答えることが出来れば、チャネル蛋白に対して得られた知見を蛋白一般（特に

アロステリック蛋白）の分子機構の理解に拡げることも可能となるであろう。 

さらに、チャネル蛋白は膜のイオンの透過性を制御することよって、多岐に渡る生命活動おい

て重要な役割を果たしている。例えば、AChRチャネルは神経末端から放出されたアセチルコリ

ンを感じて開孔し、陽イオンを透過、筋肉の収縮を引き起こす。チャネル蛋白一般の活性化分

子機構を詳細に知ることは、科学的な興味に止まらず、医療、創薬などの分野においても重要

であることは明らかである。 

 
２．研究の目的 

独自に開発した単一チャネル電流記録法と金属ナノ構造

を利用した蛍光増強による 1 分子イメージング法を融合し、

チャネル蛋白１分子の電気・光学同時計測系を構築する。こ

れを用いて、AChR チャネルとリガンド分子との結合解離と

電流揺らぎを１分子レベルで同時計測し、リガンド結合から

活性化に至る分子メカニズムを詳細に解析する。 

この目的のために使用する要素技術、即ち金ナノ構造体に

よる ①チャネル電流計測法、および②１分子蛍光イメー

ジング法は何れも独自に開発した手法である。①と②を実

用に耐え得るように改良し、融合させることが装置開発の

中心課題とである。 

 
３．研究の方法 
１）装置開発：要素技術の改良と装置全体の整合を行った。 

ⅰ）光学系（単一チャネル電流記録法と金属増強蛍光計測の融合）：局在プラズモン共鳴を利

用した膜蛋白の1分子観察用蛍光顕微鏡を作製した。レーザ照明の導入、及びプローブ操作系の



開発を実施した。電気測定用人工膜系に適用するために、プローブには、幅広い操作性が要求

される。後述の人工膜系の開発に合わせて細部の仕様を改変した。 

ⅱ）プローブ（電極）：本研究に於ける電流計測法の技術的特徴は、電極に固定した蛋白を人

工膜に直接挿入する組込法にある。チャネル蛋白を効率良く人工膜に挿入できる条件を探索し

た。具体的には、①プローブ先端の形状、②表面修飾法、③チャネル蛋白の固定法を検討し

た。また、本研究では電極先端が鋭利であることによる蛍光増強を利用する。電極は金細線を

電解研磨することによって作製したが、この「歩留まり」を改善するための条件を検討した。

また、研磨の効率を上げるための自動装置を作製した。 

２）チャネル-リガンド相互作用の計測：(1)で開発した技術を融合させ、チャネル電流の計測

と蛍光観察を同時に行った。AChRチャネルのモデルとして、チャネル形成トキシンと蛍光標識

した阻害剤との相互作用を観測した。 

 
４．研究成果 

当初の目標であったAChRとリガンドとの相互作用の電気・光学的１分子同時計測には至ってい

ない。しかしながら、（測定の高効率化も含めて）要素技術の開発には成功している。また、

副次的な成果として、人工膜法によるチャネル電流計測の高効率化に成功しており、この手法

を用いて電流計測の自動化にも成功した。当初の計画よりも遅れているが、計画通りAChRとリ

ガンドとの相互作用を１分子計測し、機能モデルを作成する予定である。以下に各々の要素技

術開発の成果について記述する。 

 

(1)局在表面プラズモンによる１分子イメージング 

本研究では、鋭利に加工した金電極の先端で生じる局在表面プラズモン効果を利用した１分子

イメージングを試みた。同時に行う単一チャネル電流計測にも同じ電極を使用することから、

電極は１回の実験で使い捨てとなるため、多数の電極を安価に準備する必要がある。そこで、

金の細線先端を電解研磨して用いることとした。電解研磨による金線の加工は走査プローブ顕

微鏡のプローブ作製に用いられ、盛んに研究されている方法であるが、作製の「歩留まり」が

悪い。本研究では、作製効率を上げるため、研磨の自動装置（研磨電流の自動遮断装置）を作

製し、歩留まりを上げることに成功した。 

金電極の先端曲率が概ね

100nm以下の時に共鳴が

起こると考えられるが、

量子収率が低い蛍光色素

を用いて蛍光観察を行っ

たところ、背景光が抑制

され電極先端のみ蛍光が

観測された。即ち、プラ

ズモン共鳴による局所励

起および量子収率の改善

に成功した。図３に上記

による色素１分子の蛍光

像を示す。 

 



(2)単一チャネル電流計測 

金電極表面を親水性に改変し、脂質溶液層を通過させることにより、電極表面に人工脂質二重

層膜を形成することに成功した。この人工膜を用いて、グラミシジン、アラメチシン等のチャ

ネル形成ペプチド、ヘモリシン等のポア形成トキシンの単一チャネル電流解析に成功した。人

工膜の形成は数秒で可能であり、これらチャネル形成ペプチド等の電流計測の効率を著しく上

げることができた。 

また、AChRの他に

KcsA、MthK、BK等の単

一チャネル電流計測に

も成功した。これには

電極表面の親水性修飾

（親水基の長さ等）、

およびチャネルタンパ

クの固定法をタンパク

毎に最適化する必要が

あったが、装置の汎用

性を高めるために多く

のチャネルタンパクに共通の条件を決定した。図４にこの方法で計測したBKおよびP2X4チャネ

ルの単一チャネル電流記録を示す。チャネル電流は細胞内での機能を保持しており、チャネル

阻害剤による阻害も観測可能であった。 

 

(3)副次的な結果 

 上記の人工膜法によって、チャネル電流計測を従

来法に比べて著しく効率化することに成功した。従

来法では計測開始までに数十分程度要していたが、

本法によって数十秒に短縮することができた。ま

た、測定操作が簡便であることから、ロボットを用

いた自動計測も可能となった（図５）。 
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