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研究成果の概要（和文）：脂質二分子膜を幅 100nm 程度の微小間隙へ流入させると、膜内特定

分子に対する分子選択的フィルタ現象が発現することを明らかにした。幅 100nm の間隙をも

つ金属構造体を電子線リソグラフィーによりカバーガラス基板上に作製し、微小空間形状変化

に対する分子拡散性変化を単一分子追跡法により評価することで、膜構造特異性と分子拡散性

変調との相関性を定量的に議論した。

研究成果の概要（英文）：We revealed that molecules with distinct sizes and strictures in
self-spreading lipid bilayer are selectively filtered when the bilayer spread through the metallic
nanogates. In order to make clear the origin of this molecular filtering phenomenon, we have observed
molecular diffusion in nano space by single molecular tracking. In this research, metal nanogates with
sizes of 100 nm was fabricated on cover slips with using electron beam lithography. The quantitative
evaluation by single molecular tracking can reveal that the structural change of lipid bilayer correlates
molecular diffusion change in nano space.
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１．研究開始当初の背景
表面において、その二次元空間において実

際に機能が発現する際には、単一の分子プロ
セスのみならず、隣接分子間相互作用、ある
いは特定のサイズ領域における複数の分子
集合体が複雑に相互作用することによって
遠方の分子間に生ずる相関などが重要であ
ることが認識されつつある。特に、表面にお

ける触媒反応過程、生体細胞膜における生理
活性発現、などにおいては、系を構成する表
面での原子・分子数個から数千個程度の集合
体がミクロなドメイン構造形成が、反応活
性・機能発現の鍵因子になっていることがわ
かってきた。しかしながら、これら特徴を外
部制御により積極的にアウトプットする基
礎的研究例は少ないのが現状であった。
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２．研究の目的
微小空間を利用して分子運動ダイナミク

スを制御し、分子選択的な操作・分離・機能
性の付与などに関する基礎的知見を得るこ
とを試みる。
①脂質二分子膜を表面物性が制御されたナ
ノ構造基板上に自発展開させ、幅数十 nm 程
度の微小ギャップ空間にて構造変調を誘起
し、構成脂質分子とターゲット分子の局所空
間における集団的な相互作用を制御するこ
とで特定分子の排斥を実現させる。

②自発展開方位に対し非対称な形状を有す

る金属構造を基板上に構築し、分子拡散性に

依存して異方的分子拡散性を誘起するブラ

ウニアン・ラチェット機構の発現による二次

元的な分子分布制御を試みる。

③基板上に作製したナノ構造体の微小間隙

形状を変化させ、その空間内での膜構造変調

を、単一分子追跡から得た単分子レベルの拡

散挙動変化から評価することを試みる。

３．研究の方法

①電子線リソグラフィーおよびスパッター

によりカバーグラス基板上に75 – 500 nmの

微小間隙を有する金属構造ゲートパターン

を作製した。得られた構造体を電解質溶液に

浸漬し、脂質堆積物より脂質二分子膜を自発

的に成長・展開させた。この膜内に添加され

た蛍光標識脂質分子の分布および拡散挙動

について、蛍光顕微鏡観察および全反射顕微

鏡 (TIRFM) を用いた単一分子追跡により評

価を行った。

②電子線リソグラフィーおよびスパッター

によりカバーグラス基板上にラチェット構

造を作製した。自発展開膜上での蛍光標識

CTB-GM1会合体について、TIRFMにより単

一分子追跡法による直接観察を試みた。
③電子線リソグラフィーおよびスパッター

によりカバーグラス基板上にゲート間隔が

100nmで形状の異なる構造体パターンを作

製した。この膜内に添加された蛍光標識脂質

分子の分布および拡散挙動について、蛍光顕

微鏡観察および全反射顕微鏡 (TIRFM) を用

いた単一分子追跡により評価を行った。

４．研究成果

① AFM 観察の結果、規則配列したナノゲー

ト構造の形成が確認された (図 1 (a))。この基

板上を自発展開する脂質二分子膜について

蛍光顕微鏡を用いて観察した結果、ゲート間

隔が d > 100 nm に比べて d = 75 nm のゲート

においては、膜先端部の蛍光強度がゲート通

過に伴い特異的に大きく減少した。本結果よ

り、d = 75 nm のゲートにおいて TR DHPE 分

子に対するフィルター効果の発現が示唆さ

れた。一方、TIRFM 像において単一 TR DHPE

分子の軌跡を追跡した結果、TR DHPE はナノ

ゲートの無い基板上においてはランダムに

拡散するのに対し、ナノゲートを有する基板

上においてはゲートを通過するホップ拡散

に従うことが明瞭に示された(図 2(b), (c))。こ

のように得られた軌跡に対する数値解析を

行うことで、ゲートにおける本フィルター効

果の駆動力の定量化が可能であることを示

した。また、微小間隙を有する金属構造体が

担持された基板上での脂質二重膜の自発展

開実験を行った結果、幅 100 nm 未満のナノ

ゲートへ二重膜を通過させることで、膜内に

添加された蛍光標識脂質分子の濃度が減少

する分子フィルター効果が発現することを

見出した。

②図2に示す非対称構造を有する基板上にお

いてCTB-GM1会合体を含んだ自発展開膜を

作製し、二次元的な分子分布変調を評価した

図 1.(a)ガラス基板上で構築したナノゲー
トの AFM 像（ゲート間隔 500nm）．TIRFM
から得られた(b)ゲート構造無しおよび(c)
ゲート構造有りにおける蛍光標識脂質分
子の単一分子軌跡．

図 2.ラチェット構造内を拡散する

単一 CTB-GM1 会合体の軌跡．

spreading direction



結果、展開方位に対して垂直方位に偏りを示

す二次元分別が達成できたことが蛍光顕微鏡

観察より示された。偏りを示した成分を詳細

に検討するため、単一分子観察から検討を行

った。観察した全輝点の拡散性を数値解析し

た結果、CTB-GM1会合体は異なる三成分の

混在状態をとして存在することが明らかとな

った(図3)。膜内分子の拡散性は会合体サイズ

に依存するため、本結果は異なる会合数の

CTB-GM1会合体を区別したことを意味する

。さらに、軌跡の平均変位量解析を行った結

果、自発展開方位に対し平行および垂直いず

れの方位においても変位量が拡散性に依存し

て異なることが示された。

これにより本系においては二次元的な分布変

調が発現したものと考えられる。また、拡散

係数が既存の電気泳動系よりも1桁高い10-1

m2/s程度においも効率的に二次元分別が発

現していることが示された。この領域の分別

は、既存の系では熱揺動のノイズにより困難

であったのに対し、本研究では展開速度や構

造サイズ・周期性の厳密な設計により可能と

なったと考えられる。

③図 4(a)(b)に単一分子追跡の結果得られた

軌跡例を示す。構造体のない Control 領域で

得られた軌跡は、自発展開方位に伸びた形状

をとっており、ターゲット分子である蛍光標

識脂質分子が自発展開に沿って拡散してい

ることが判る。また構造体の存在する領域で

得た軌跡から、蛍光標識脂質分子が構造体に

よって拡散を妨げられながら、間隙を通過し

ていることが判る。各構造体形状領域で得ら

れた軌跡に対して、平均変位量（MD）解析

を行った(図 4(c))。本プロットの傾きから、

各構造体領域における分子の移動速度 v を算

出することが可能であり、Control, Angle150,

Angle90, Angle30 領域において各々、1.10,

0.60, 0.44, 0.29 m/s が得られた。各領域で得

られた分子移動速度に差異が見られたのは、

構造体形状を変化させることで、間隙部付近

に形成される拡散を阻害する膜構造変調ド

メイン領域が変化したことを示唆している。

また、この移動速度 v (m/s)や平均変位量解

析 (MSD) か ら 得 た 拡 散 係 数 D (Control,

Angle150, Angle90, Angle30 領域において各々、

4.5, 2.9, 2.2, 1.9 m2/s)と式 D = vkBT / F を使

用することにより、各領域にて分子に加わる

力 F が算出可能である。kBはボルツマン定数

であり、T は絶対温度を表す。T は 300 K と

して計算した。これより Control, Angle150,

Angle90, Angle30 領域において、F =1.01, 0.93,

0.85, 0.83 fN の力が 1 分子に加わっており、

gate が存在することによる。更に、Control

で得られたFからそれぞれのGap領域で得ら

れた F を引いたものを Fgate として定義し、

Angle150, Angle90, Angle30 領域において、そ

れぞれ Fgate = 0.15、0.18、0.26 fN/molecule が、

間隙部での構造特異性発現に伴う分子分別

に関わる力であると判断した。
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