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研究成果の概要（和文）： 

2000 年に大型放射光施設を用いたＸ線 1 分子追跡法(Diffracted X-ray Tracking : DXT)を
提案し、それ以来、ポリマーやＤＮＡ分子、抗原抗体反応、そして機能性膜タンパク質と
分子内運動をマイクロ秒からミリ秒レベルで、かつピコメートルという超高精度で高速１
分子計測してきた。この高精度 1 分子追跡法を実験室レベルで計測可能とする装置開発を
行い汎用的手法として確立させることが本研究の目的である。実現のための技術的ポイン
トは３つある。直径 100-800nm サイズの完全ナノ結晶作製技術の確立、デモ的な実験室
レベルＸ線光源として放射光施設を用いての高効率集光化、そして、究極的信号バッググ
ラウンドの低減対策を放射光施設で実現した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In 2000, we successfully conducted in vitro time-resolved X-ray observations of 

picometer-scale slow Brownian motions of individual protein molecules in aqueous 

solutions. In this single-molecule detection system, which we call diffracted X-ray tracking 

(DXT), we observed the rotating motions of an individual nanocrystal labeled to a specific 

site in individual protein molecules by using the time-resolved Laue diffraction technique. 

It is the purpose of this research that we perform the compact DXT instrumentation which 

enables measurement of the single molecule of this high precision pursuing method on a 

laboratory level. There were three technical points for realization. We succeeded in the new 

nanocrystal’s production, x-ray condensing, and a background’s reduction. 
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１．研究開始当初の背景 

1980 年代の終わり、可視光を用いた１分子
計測法が登場して以来、１分子計測手法は大
きく進展してきた。例えば、GFP がノーベル
賞化学賞を取り、細胞内においても１分子計
測が簡単にできる時代の到来を予感させた。
しかし可視光を利用しているからには、一部
の例外的利用（FRET 等）を除けば、位置決
定精度の限界は避けられない。ｎｍ精度以上
を出すのはかなり難しく、注目する１分子が
並進的な運動をするのであれば計測可能か
もしれないが、分子内部の運動はほぼ不可能
と言ってよい。そんな状況が 1990 年代後半
からすでにあり、新しい方法論の登場（短い
波長利用）が期待されていた。そんな中、研
究代表者の佐々木はＸ線を用いた１分子計
測法を考案(Y. C. Sasaki et al., Phys. Rev. E., 

62, 3843-3847 (2000), Phys. Rev. Lett., 87, 

248102-248105 (2001)) し、ポリマー分子や
ＤＮＡ１分子の局部的な運動をミリ秒オー
ダー、ピコメートル精度で運動計測すること
に成功した。DXT 法とは完全結晶に近いナノ
結晶（直径 20-30nm)を目的生体分子に標識
して、目的分子の運動をナノ結晶の結晶方位
の変化として検出するX線領域で唯一実現し
ている１分子計測法である。計測される運動
モードとして、回折斑点の運動が２θ方向
（直径方向）とχ方向（円周方向）に区別で
きるのも特徴である。原理検討後も、バクテ
リオロドプシンの光励起に伴う分子内構造
変化計測や(Phys. Rev. E, 70, 021917-1-7 

(2004))、Ｘ線放射圧の世界初の計測に成功し
（ Applied Physics Letters, 89, 053121 

(2006)）、抗原抗体反応の分子間相互作用によ
って分子揺らぎと分子間結合力が定量的に
議論できるという「１分子カロリメトリー」
を提案するに至っている（Biochem. Biophy. 

Res. Commun. Vol.335, pp.770-775 (2007)）。
そして最近ではチャネル分子として極めて
重要なタンパク質のイオン透過開閉運動に
伴うＫｃｓＡ分子内部運動を世界で初めて
実時間１分子計測した（Cell 132, 67-78 

(2008)）。現在、Ｔ細胞におけるＭＨＣ上のペ
プチド認識機構にペプチドの分子内部運動
が極めて重要であることを示すデータを得
ている。いずれの１分子運動計測もＸ線１分
子追跡法の高精度性で初めて実現できた成
果であり、この方法がより多くの研究者へ普
及する形にまで進展させることは発明者の
責任であると考えている。DXT 最大の欠点は、
重要ナノプローブである金ナノ結晶の作製
法が特異的であることと、大型放射光施設を
利用しなければミリ秒レベルの実時間計測
が不可能であるという点だ。逆にこれを克服
し実験室レベルの１分子計測が実現できた
ら、競争相手である可視光を用いた１分子計
測と同様に多くの研究者が利用できる研究

手法となる。また実験室レベルの装置化が完
成すれば、暗視野顕微鏡や蛍光顕微鏡そして
原子間力顕微鏡等の金ナノ結晶を共通のプ
ローブとしたコンパクト高精度１分子複合
装置を実現可能にする。標識されたナノ結晶
の全く違う観点からの位置計測が同時計測
可能となる。 

 

２．研究の目的 

1998 年に大型放射光施設を用いたＸ線 1 分
子追跡法(Diffracted X-ray Tracking : DXT)

を提案し、それ以来、ポリマーやＤＮＡ分子、
抗原抗体反応、そして機能性膜タンパク質と
分子内運動をマイクロ秒からミリ秒レベル
で、かつピコメートルという超高精度で高速
１分子計測してきた。この高精度 1 分子追跡
法を実験室レベルで計測可能とする装置開
発を行い汎用的手法として確立させること
が本研究の目的である。実現のための技術的
ポイントは３つ。直径 100-800nm サイズの
完全ナノ結晶作製技術の確立、実験室レベル
Ｘ線光源の高効率集光化、そして究極的信号
バッググラウンドの低減を実現する。 

 

３．研究の方法 

以下の３つの方法を用いて目標を実現した。 

 

(1)大型完全ナノ結晶の作製法検討 
(2)信号強度の検討とバックグランド低減策 
(3)実践的に多くのサンプル系を計測し装置
の複合化 
 
４． 研究成果 
現在までの２つの成果について報告する。 
(1) コ ン パ ク ト な Ｘ 線 １ 分 子 追 跡 法
(Diffracted X-ray Tracking : DXT)を確立
させるために検出器系として PILATUS 100 K
（RIGAKU）を導入した。PILATUS 100 K はＸ
線検出用に開発されたピクセルアレイ検出
であり、通常の CCD カメラと比べてＸ線の検
出効率(8 keV, 99 %)と高いダイナミックレ
ンジ(20 bit)を持っている。PILATUS 100 K
を高エネルギー加速器研究機構の PF-AR, 
NW14A ビームラインで DXT 計測により検出器
の評価を行った。X 線は 18 keV にピークを持
つ X 線エネルギー幅が 、繰返し
周波数が 794 kHz の X 線源を用いた。X 線の
スポットサイズはサンプル表面上で 450 

に調節した。検出器以外はこれま
での DXT と変えずに、通常高速 CCD が設置さ
れている自動ステージの上に固さを調節し、
そのまま設置した。PILATUS 100K のピクセル
サイズは で 487×487 pixels 
(受光面積： となっており、
これまで用いた高速 CCDより受光面積が小さ
いので X線のダイレクトビームを除いた同心
円の半分の X線回折像のみ動画観測を行った。



サンプルは 2種類用意し評価を行った。粘着
フィルム上に散布した金ナノ結晶 50 nm～200 
nm を評価サンプルとして、金ナノ結晶(50 nm
～200 nm)をラベルした apoPYP タンパク質を
基板に固定したサンプルを実験サンプルと
し、それぞれのサンプルの金ナノ結晶からの
X 線回折像を取得した。X 線露光時間は 36 
ms/frame とした。これまで主に用いてきた高
速 CCDカメラ(C4880-10, 浜松ホトニクス)と
比べて S/N比が 5～10 倍以上改善された。ま
た低角側には通常基板や空気からの散乱が
あり通常高速ＣＣＤカメラでは S/N比は落ち
る。対照的に PILATUS 100 K は X 線エネルギ
ーの閾値を決めることでエネルギーの低い X
線をカットすることができる。そのためバッ
クグラウンドのノイズが大幅に軽減された
ことにより全体的に S/N 比が向上した。また
バックグラウンドの X線散乱をカットするこ
とが出来るので、カメラ長を長くして角度分
解を向上することが可能である。X 線露光時
間は 9 ms/frame に設定し、X 線アブソーバー
を外したカウントを上げた。S/N 比と受光面
積を下げることなく時間分解能 10 ms以下の
X 線 1 分子計測が可能になった。  
 
(2)本予算によって作製された全反射ミラー
の設置方法がルーチン化し、12時間程度あれ
ばセッテングが完了し、X 線１分子追跡計測
（Diffracted X-ray Tracking; DXT）が可能
なセットアップが終了することができる。こ
れで現状でナノ結晶 50-70nmのサイズでタン
パク質１分子の運動計測をビデオレイト（1
枚の画像を積算する時間が 30ms）の連続 2秒
間測定がルーチン的にできるようになった。
この研究成果の意味は、世界のどこの放射光
施設においても、ベンデングマグネット方式
のビームラインにおいて、後付の X 線集光系
を付加すれば、ビデオレイト DXT測定が十分
可能であることを証明したことになる。本
H24 年度から本格的な DXT を行い、今まで利
用してきた SPring-8の BL40XUとの比較も定
量的に行うことが出き、それをまとめて論文
投稿しほぼ受理された（計測方法専門誌であ
る Review of Scientific Instrumentation
に）。演題は、Diffracted X-ray tracking 
(DXT) for monitoring intramolecular 
motion in individual protein molecules。
特に、BL40XU と本開発で DXT 測定が可能とな
った BL28B2 とで X 線入射スペクトルが異な
ることによるバイオサンプルへのダメージ
効果が定量化できることがわかった。これは
極めて重要なデータになるので、定量化を急
いでいる。基本的に BL28b2 は、入射 X 線の
エネルギーバンドパス(⊿E/E)が 82％で、
BL40XU の 12％の 7 倍以上も白色性が含有さ
れており、非常に大きな分子内運動を回折斑
点として追跡できる利点を持ち合わせてい

るが、欠点としてサンプルに関係のない X 線
波長を常時照射していることになる。 
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