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研究成果の概要（和文）：本研究では、ライトガイド型フローセルを開発し、光学基板に固定せず

に、タンパク質一分子が発する蛍光を継続的に観測することを目的とした。特に、微細加工技術

により、さや流型フローセルと、溶液混合型フローセルの製作を行った。後者では、一分子観察

のための浅い流路に、適度な流速により溶液混合を可能にするセルの設計を行った。これにより、

溶液混合後の試料の一分子観察が可能になると予想される。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed several flow cells for the single molecule fluorescence 

measurements. The first can maintain stable sheath flow. The second can mix two solutions 

for the kinetic measurements.  
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質は、アミノ酸の一次配列によっ
て定められる構造に自発的に折り畳まれる
ことで、生体中で機能を発揮する。タンパク
質が、どのように特異的な構造に折り畳まれ
るのかを観察することは、タンパク質構造の
デザインに通じる重要性を持っている。同様
に、タンパク質が機能を発揮する過程を観察
することは、タンパク質を模した機能性分子
を開発するために必須の実験である。また、
生体の微小試料中の特定のタンパク質の含
量を定量することは、タンパク質をマーカー
とした診断法に役立つ。このように、タンパ
ク質を一分子レベルの高感度で容易に観察
するための手法が求められている。 

 タンパク質を一分子レベルで観察するた

めに、蛍光色素をラベルして蛍光を検出する
手法が開発され、数多くの実験データを生み
出している。これらの実験では、蛍光を集め
る光学系として全反射蛍光顕微鏡か共焦点
顕微鏡が用いられる。しかし、全反射蛍光顕
微鏡ではタンパク質を光学基板に固定する
ために、しばしば特性が変化すること、オン
ライン型の装置に組み込んで多数の試料を
自動測定する応用が不可能であることなど
の欠点があった。また、共焦点顕微鏡ではタ
ンパク質を１ミリ秒程度しか継続観察でき
ないために、長時間特性を捉えられないとい
う欠点があった。このため、タンパク質を光
学基板に固定せずに、高時間分解能で長時間
の観察を行う実験の開発が必要である。 
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２．研究の目的 

 タンパク質を高感度で検出し運動性を観
察する実験は、タンパク質をプローブとした
診断法や、タンパク質機能を利用したデバイ
スの設計など、さまざまな応用に必要である。
特に、一分子レベルでタンパク質を簡単に観
察する手法の開発が求められている。本研究
では、ライトガイド型フローセルなどのさま
ざまなフローセルを微細流路加工の技術を
用いて開発し、タンパク質一分子が発する蛍
光を効果的に観測することを目的とする。特
に、一分子の長時間の観測、高時間分解能測
定、一分子分別装置への応用などを目指した
フローセルを開発する 

 

３．研究の方法 

（１）ライドガイド型フローセルの製作と一
分子観測 

 低屈折率素材を組み合わせたライトガイ
ド型のフローセルを微細流路加工技術で開
発することを試みた。このセルは、テフロン
AF チューブの固定、励起レーザーの導入、
試料の導入という三つの要請を達成するデ
ザインを持っている。これにより、光学基板
に固定しない一分子が発する蛍光を継続的
に観測することを目標にした。 

 

（２）高時間分解能の一分子観測を可能にす
る高流速フローセルの製作 

 一分子のタンパク質が発する蛍光を、高時
間分解能で測定することを可能にするため
に、高速で分子を流すフローセルを開発した。
このフローセルでは、一分子に強力な励起光
を照射し、分子がブリーチする前にできるだ
け多くの光子を観測することを可能とする。 

 

（３）一分子ソーターへの応用を目指したさ
や流型セルの製作 

 一分子の蛍光信号を観測した後に、分子の
選別を行うための流路の構築を行った。この
セルでは、共焦点顕微鏡による感度の高い蛍
光測定を可能にするために、さや流を作らせ、
目的とする分子がかならず共焦点顕微鏡の
焦点を通過するように工夫した。 

 

（４）一分子の運動の測定を可能にする溶液
混合型一分子観測セルの構築 

 数ミリ秒の時間分解能で、一分子の運動を
観測するための溶液混合型フローセルの製
作を行った。このセルでは、試料流の幅を極
端に狭くすることで、試料流とさや流の拡散
による数ミリ秒以内の混合を可能にする。 
 
４．研究成果 
（１）ライドガイド型フローセルの製作と一
分子観測 

 研究期間の一年目は、ライトガイド型のフ

ローセルの製作を行った。そのために、共焦
点型の一分子蛍光顕微鏡を製作した。また、
テフロン AF チューブによるフローセルの製
作を試みた。しかし、いくつかの技術的な困
難点が生じ、計画したフローセルの製作を断
念せざるを得なかった。 
 蛍光を発する分子の長時間測定のために、
異なるアイディアに基づくキャピラリー型
のフローセルを用いた一分子観測装置を構
築し、シトクロム c の長時間測定を行った。
得られた結果から、シトクロム cがいくつか
の状態を経て折り畳まれることを見いだし
た。この結果を、 Journal of American 
Chemical Society 誌に報告した（発表文献
[4]） 
 
（２）高時間分解能の一分子観測を可能にす
る高流速フローセルの製作 

 一分子が発する蛍光を、高時間分解能で観
測するには、高出力のレーザーを一分子に照
射し、分子がブリーチングを起こす前に十分
な量の光子を検出する必要がある。そのため
に、一分子観測が可能な細い流路に高速で試
料を流すための流路の製作を行った。このセ
ルを用いて、BdpA と呼ばれるタンパク質の一
分子レベルにおける蛍光信号を観測し、数百
マイクロ秒の時間領域で、タンパク質の揺ら
ぎ運動があることを結論した。この結果を、
投稿論文としてまとめ、Scientific Reports
誌に報告した（発表文献[1]）。 
 
（３）一分子ソーターへの応用を目指したさ
や流型セルの製作 

 一分子が発する蛍光信号を基に、分子の選
別を行うための一分子ソーターに必要なフ
ローセルの開発を行った。一分子レベルの感
度を得るためには、共焦点顕微鏡の小さな観
測体積の中に、全ての観測分子が流れ込むた
めのセルのデザインが必要である。このフロ
ーセルでは、さや流型の流れを構築すること
で、観測分子のながれる位置を固定すること
を目指した。特に、さや流を構築するために、
「ダム構造」と呼ばれる微細加工を石英板に
施したところ、良好なさや流を構築できるこ
とを見いだした。さらに、この装置を用いる
ことで一分子レベルの観測が可能であるこ
とを確認した。この結果を、いくつかの学会
にて発表した。さらに、投稿論文としてまと
めるための準備を行っている。 
 
（４）一分子の運動の測定を可能にする溶液
混合型一分子観測セルの構築 

 溶液混合を引き金として一分子の速度論
的な構造変化を観測するために、一分子の観
測セルと高速の溶液混合装置を組み合わせ
る必要がある。高速の溶液混合を行うための
フローセルはこれまでも多数発表されてい



るが、一分子観察装置と組み合わせることは
大変難しい。特に、一分子観察のための浅い
流路を維持しながら、溶液混合を行うための
十分な流量を得ることが困難である。そのた
め、フローセルの流れを流体力学的な考察に
より十分に予測し、素早い溶液混合と一分子
観察を両立するためのフローセルのデザイ
ンを行った。さらに、米国のベンチャー企業
に、デザインした流路の製作を依頼し、レー
ザー加工を用いた最新の微細加工技術によ
る流路の製作を成功させた。現在、得られた
流路の性能の評価をすすめており、実際の一
分子観測への応用も行う予定である。 

  

 以上のように、本研究により当初予定した
ライトガイド型のフローセルの製作は断念
したものの、異なる方法で一分子観察を成功
させる数々のフローセルの製作と、それを使
った成果を挙げることができた。このように、
本研究により十分な成果を挙げることがで
きた。 
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