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１．研究計画の概要
細胞膜上で高濃度に発現した膜タンパク

質間の相互作用を、リアルタイムにその場で
観察するための一分子蛍光イメージング法
を開発する。我々が提案するこの新手法は、
半導体微細加工技術を活用して、細胞を接着
させるスライドガラスに予めナノ加工を施
し、作製したナノ構造配列を通してエバネッ
セント場を局所的に発生させることにより、
細胞膜上に高濃度に発現したタンパク質を
１分子ずつ識別し、それらの間の結合・解離
の様子をリアルタイムにイメージングする。
このナノ加工スライドガラスの設計と作製
を行い、細胞膜上のタンパク質を１分子レベ
ルで蛍光観察する。

２．研究の進捗状況
本研究は下記の５段階から成り、2010 年

度（5 年計画の 3 年目）では、(4)までを完了
し、残り 2 年間で(5)を達成する計画となって
いる。

(1)細胞観察に適した構造へのナノ加工ス
ライドガラスの改良

本研究の開始年までに、我々は水溶性タン
パク質の一分子観察に成功していた。このス
ライドガラスの形状を細胞膜タンパク質の
観察に適した構造に改良した。具体的には、
テトラエチルオルソシリケート（TEOS）の
気相成膜により透明なガラスを導波路内に
埋め込む技術と、表面の平坦化技術を確立し
た。

(2)平坦なガラス基板上での効率的なエバ
ネッセント場の生成

試作したナノ導波路から染み出す励起光
を、回折限界を超えて波長以下の長さを有す
る半球領域に閉じ込めることにより、膜タン
パク質の一分子蛍光観察が可能となる。した
がって、導波路形状と染み出し励起光体積と
の関係を詳細に見積もった。その結果、試作
した導波路が 500nM の濃度以下での一分子
観察を実現することを見出した。

(3)ナノ導波路表面へのリガンドのパター
ニング

特定のタンパク質（リガンド）を導波路表
面に選択的かつ活性を維持した状態で固定
する技術を確立した。１個の導波路の直径は
約 100nm を有し、この微小領域に優先的に
タンパク質を固定する技術を確立した。

(4)細胞／基板界面の設計
実細胞観察の前準備として、人工脂質二分

子膜を導波路表面に堆積して観察すること
を試みた。脂質二分子膜を均一に成膜する手
法、および導波路を通して成膜した二分子膜
を蛍光観察する手法を構築した。また、細胞
体、細胞突起、仮足といった、細胞の特定部
位を選択的に導波路表面の励起光領域に固
定する手法も確立した。

(5)細胞膜タンパク質の一分子観察
人工脂質二分子膜および実細胞を用いて、

導波路表面にあるタンパク質同士の結合・解
離をリアルタイムに可視化する実験を行う。

３．現在までの達成度
③やや遅れている。
２．研究の進捗状況において(1)から(3)につ
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いてほぼ計画通り完了したが、(4)については
やや遅れている。試作すべき導波路が、予想
より微細な直径でなければならないこと、お
よび高アスペクト比な構造でなければなら
ないことが判明し、そのために、(1)導波路の
作成プロセスの試行錯誤に時間を要したた
めである。

４．今後の研究の推進方策
前述した通り、導波路の形状に対する要求

が厳しく、これが高濃度下でのタンパク質間
相互作用の一分子蛍光観察を困難にしてい
る。これまでに申請者が実績を有する水溶性
タンパク質（1M での１分子観察の実績あり）
を、改良した導波路を用いて観察することが、
結果として、より難しい細胞膜タンパク質間
相互作用解析実現への近道となると考えて
いる。

したがって、残り 2 年間で、「(5)細胞膜タ
ンパク質の一分子観察」を完了するために、
すでに実績のある水溶性タンパク質間相互
作用観察も進め、この知見を活用することに
より、効率的に細胞膜タンパク質の一分子観
察を実現し、進捗の遅れを回復する。

５. 代表的な研究成果
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