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研究成果の概要（和文）：生体膜マイクロチップ技術と蛍光イメージング技術を融合することで、小胞体Ｃａ２
＋-ＡＴＰアーゼ（ＳＥＲＣＡ）の機能を多角的かつ網羅的に一分子解析するための技術開発を行った。蛍光タ
ンパク質ベースのセンサーのデバイスへの非特異的吸着の抑制するためにマイクロチップの高分子ソフトマテリ
アルコーティングを行い、膜タンパク質の一分子アッセイのハイスループット化に向けた大型マイクロチップデ
バイス、自動化プラットフォーム開発することで、ＳＥＲＣＡを含む膜タンパク質の一分子機能解析が可能とな
る基盤技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：For comprehensive single molecule analysis of the function of sarcoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase (SERCA), I integrated biomembrane microchip technology with fluorescence 
imaging technology. Polymeric soft material coating was performed on the microchips to inhibit 
nonspecific adsorption of fluorescent protein-based sensors on the devices. Large microchip devices 
for high-throughput single molecule assays of membrane proteins, and the automated platform was also
 developed.

研究分野： 生物物理

キーワード： タンパク質一分子の網羅的解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ＳＥＲＣＡを介して制御される、細胞質Ca2+濃度の時空間的なダイナミクスは、筋収縮や神経伝達など多岐にわ
たる生命現象の基盤である。一方で、ＳＥＲＣＡの活性/抑制化の分子機構の詳細は未だに明らかになってない
ことがあり、本研究で開発した膜タンパク質の一分子計測技術基盤は、それらの解明に迫り、ＳＥＲＣＡの異常
により引き起こされる心不全や精神疾患などの疾患原理の解明も期待される。ＳＥＲＣＡ以外の種々の膜タンパ
ク質の機能解明への展開も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

 

小胞体 Ca2+膜輸送体を介して制御される、細胞質 Ca2+濃度の時空間的なダイナミクス

は、筋収縮や神経伝達など多岐にわたる生命現象の基盤となる。小胞体 Ca2+-ATP アー

ゼ（SERCA）は、ATP加水分解により得たエネルギーを用いて、細胞質から小胞体へと

Ca2+を回収する。細胞質の Ca2+濃度を恒常的に低く維持することで、細胞質で Ca2+依存

的な反応が常時おこらないよう、必要な時にだけ起こるよう制御している。アミノ酸変

異に伴う SERCAの機能異常は、心不全や精神疾患などの重篤な病気の一因となるため、

SERCA研究は基礎医学分野においても関心を持たれている。近年、SERCAの活性状態

が、種々のマイクロペプチドによって制御されること、生体二重膜の構成脂質の種類に

よって大きく異なることなど、Ca2+伝達システムのチューニング機構が見つかってきた。

一方、マイクロペプチド/脂質と SERCAの結合・解離速度等の物理化学的性質や、ペプ

チド/脂質種ごとの SERCA の活性/抑制化の分子機構の詳細は未だほとんど判明してい

ない。 

 
２．研究の目的 
 

 現在までに、SERCA に関する知見の多くは、特定の分子種を機能欠損させた細胞

の表現型解析、リポソームなどの人口脂質膜上での in vitro 評価など、多数の平均値を

扱う手法により得られてきた。しかし、細胞や人工脂質膜の中に含まれている SERCA

分子は、活性や機能状態が同一でない、あるいは配向が不揃いであるため、SERCA 一

分子あたりの正確な性能を平均値から評価することができない。同様に、機能や反応状

態の異なる個々の SERCA分子の詳細解析には限界がある。そのため今後は、多数の平

均値ではなく、一分子計測を行うことで、SERCA の物理化学性能と機能ダイナミクス

を明らかにする必要性に迫られている。 

申請者の所属研究室では、膜輸送体の一分子解析を可能にする、生体膜マイクロチッ

プ技術を開発した（渡邉ら, Nat. Commun., 2014）。生体膜マイクロチップは、フェムト

リットルからピコリットル容積（fL-pL：10-15-10-12 L ）の試験管を集積させた基板であ

る。試験管内部に pH感受性の蛍光色素を封入し、試験管の開口部を脂質二重膜で蓋を

し、膜に膜輸送体一分子を導入する。本研究提案では、以前開発した生体膜マイクロチ

ップに、申請者の研究背景である蛍光イメージング技術を最大限に活用することで、

SERCA の物理化学性能と機能ダイナミクスを多角的・高感度・網羅的で計測可能な技

術革新を行う。現在確立されている H+濃度変化に加えて、Ca2+検出のための Ca2+反応性

の蛍光色素や、生体分子である ATP 検出のための蛍光タンパク質センサーを組み合わ

せて、SERCAの H+/Ca2+/ATPといった三者の輸送活性を測定する。 

  



３．研究の方法 
 

 Ca2+や ATP 濃度変化を高感度で検出できる蛍光タンパク質ベースのセンサーを応用

することで、小胞体 Ca2+-ATP アーゼによる Ca2+輸送や ATP 輸送活性を特異的かつ高

感度に計測できると期待できる。一方、蛍光タンパク質ベースのセンサーはマイクロチ

ップに非特異的に吸着することが判明し、デバイス内でセンサーが正しく機能しないこ

とが示唆された。そこで、マイクロチップを高分子ソフトマテリアルでコーティングす

ることで、センサーのデバイスへの非特異的吸着の抑制をまず図った。結果、蛍光タン

パク質の吸着を大幅に抑えることに成功した。 

続いて、膜タンパク質の一分子アッセイのハイスループット化に向けた技術開発を行

った。従来法ではマイクロチップデバイスを一つ一つ準備し、アッセイを行うのに時間

がかかることが問題点であった。（例えば、１つのデバイスを作製しアッセイを行うの

に１時間以上要する。）これを解決するために、従来よりも１０倍大きい～１０cm 角サ

イズの大型マイクロチップデバイス、ならびにそれに合わせたマイクロ流路系を開発し

た。デバイス作製時においては、スピンコートの処理方法や、エッチング条件の最適化

などを繰り返し行うことで、デバイスのほぼ全面にわたってマイクロチャンバーの大き

さをほぼ均一にすることができ、量産も可能になった。 

 

４．研究成果 

 

 大型デバイスを使用することで、一デバイスあたり１５サンプルのアッセイを行な

えるようになった。大型デバイスと電動ピペットを組み合わせることで、マイクロチャ

ンバー上に脂質膜を形成できること、フェムトリットルサイズの反応空間を形成できる

ことを確認できた。 

さらなるスループットの向上のために、マイクロチップを用いた膜タンパク質の一分

子計測の自動化にむけた技術開発にも取り組んだ。申請者らは昨年度、水溶性タンパク

質の CRISPR-Cas13a とマイクロチップを用いた、RNA の一分子検出技術の自動化プラ

ットフォームの開発に成功した（篠田ら, Commun. Biol., 2022）。本自動化プラットフォ

ームでは、一分子アッセイの前処理（溶液の混合）、マイクロチャンバーへの溶液の封

入、共焦点顕微鏡による一分子イメージング、画像データの解析、といった一連のプロ

セスを全自動化することができている。本自動化プラットフォームを膜タンパク質の一

分子解析にも展開し、１つのデバイスで１５サンプルのアッセイを全自動で行うために、

膜タンパク質用の自動分注機のノズル設計や、デバイスと顕微鏡との接続箇所の治具の

作製などを行い、一分子解析のハイスループット化に向けた技術開発を進めた。目標と

した SERCAの分子機能の一分子解析は達成できなかったが、本研究により開発した一

分子測定技術をさらに洗練化させ、SERCAの一分子解析へとつなげるべく引き続き研

究を行う。 
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