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研究成果の概要（和文）：ウイルスやバクテリアの細胞への感染は、細胞表面の糖鎖や結合タンパク質を認識すること
で特異的に行われる。細胞内や細胞膜には、糖鎖を含む糖タンパク質や膜タンパク質が多数存在し、これらがタンパク
質の機能発現に大きな役割を果たしており、その解析が進むことで病気の解明や治療法の発見に役立つと考えられてい
る。本研究では、生物試料の微細構造とその糖鎖や結合タンパク質の状況を溶液中で同時に観察・解析する新たな方法
を開発する。これにより、バクテリアやウイルス、糖タンパク質等の分析と構造変化の解析を網羅的に行うことが可能
となり、生物における糖鎖や結合タンパク質の役割の解明が飛躍的に進むことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Cell infection of bacteria and virus is identified by the sugar chain and/or 
membrane proteins. Various sugar chains and biding proteins are located in the cell membrane, which is 
responsible for the important cell functions. Therefore, improving of its mechanism analysis will be 
helpful to various therapies. In this study, we developed a new observation method of bacteria and virus 
in water. This system allows for high-resolution imaging of various biological specimens with biding 
proteins and sugar chain under water condition. Our new method can be utilized for analysis of bacteria 
and virus with sugar chain and binding protein.

研究分野： ナノバイオ工学
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１．研究開始当初の背景 
病原体による感染症は人類にとって極めて
大きな脅威である。ウイルスやバクテリアの
細胞への感染は、細胞表面の糖鎖を認識する
ことで特異的に行われる。さらに、細胞内や
細胞膜には、糖鎖を含む糖タンパク質が多数
存在し、これらがタンパク質の機能発現に大
きな役割を果たしており、その解析が進むこ
とで病気の解明や治療法の発見に役立つと
考えられている。しかし、糖鎖を直接解析す
ることは非常に困難であるため、まだ本質的
な解明には至っていない。本研究では、生物
試料の微細構造とその糖鎖状況を溶液中で
同時に観察・解析する新たな方法を開発する。
これにより、バクテリアやウイルス、糖タン
パク質等の分析と構造変化の解析を網羅的
に行うことが可能となり、生物における糖鎖
や結合タンパク質の役割の解明が飛躍的に
進むことが期待される。 
 
２．研究の目的 
細胞における異物の認識や排除、結合や感

染等の生物の本質的な機能発現に糖鎖は大
きな役割を担っている。糖鎖は、グルコース
やマンノース、ガラクトース等の単糖が複雑
に鎖状に連なった構造をしており、様々な種
類の糖鎖が細胞表面やタンパク質表面を修
飾することで、細胞の種類の識別や感染の入
り口、さらにはタンパク質の認識等の機能発
現を行う。こうした生物試料を直接高分解能
で観察するためには、非染色の生物試料を大
気圧化あるいは溶液中で観察する新たな方
法の開発が必須となる。 
従来の走査電子顕微鏡（SEM）により生物

試料を観察する場合は、真空による影響や電
子線ダメージを受け、さらにはコントラスト
が弱い等の様々な問題がある。我々は、こう
した問題を解決する新たな観察方法として
間接２次電子コントラスト法（ISEC）を開発
した（引用文献１）。この方法は、電子線を
薄膜に一旦吸収させ、そこから発生する２次
電子を間接的にサンプルへと照射し、サンプ
ルを透過した２次電子により観察する方法
である。この方法では、生物サンプルを固
定・染色なしに、大気圧状態で観察すること
が可能である。この方法では、生物サンプル
に直接電子線が照射されないため、電子線ダ
メージを防ぎ、高いコントラストを得ること
が可能である。そのため、本方法を用いるこ
とで細胞やバクテリア、ウイルス等の多種多
様なサンプルを迅速に高分解能で観察でき
る（引用文献２、３）。こうした、サンプル
支持膜表面に多種類のレクチンやその他の
結合タンパク質を用いてアレイ状に配列す
ることで、バクテリアやウイルスの表面を覆
う糖鎖に従い、結合するレクチンの部位にそ
れぞれの生物試料が結合される。これにより
バクテリアやウイルスの詳細な構造観察と

その表面を覆う糖鎖や結合タンパク質を同
時に解析することが可能となる。この方法に
加えて、溶液中の生物試料をそのまま直接観
察する新たな方法の開発を進め、バクテリア
やウイルスさらにはタンパク質の結合状況
をより詳細に観察を行う。 
 
３．研究の方法 
初年度は、レクチン溶液やフィブロネク

チン等の結合タンパク質を窒化シリコン薄
膜へと滴下し固定化する技術開発を行う。
レクチンやフィブロネクチン溶液等は、SiN
薄膜に滴下後に乾燥・固定化をする予定で
あり、乾燥時の溶液の収縮により窒化シリ
コン薄膜に歪が発生し破壊されないよう、
その濃度と固定化剤の検討を行う。さらに、
窒化シリコン薄膜上にレクチンアレイを形
成するため技術を開発する。レクチン溶液
を封入したガラス微小管と窒化シリコン薄
膜間に約 1000V の電圧を加えることで、窒
化シリコン薄膜を壊すことなく、レクチン
溶液を滴下することが可能であった。また、
水溶液中の生物試料をそのままの状態でダ
メージ無く観察する技術を開発した。これ
により、非染色・非固定の状態でバクテリ
アを観察する。複数のレクチン溶液からな
るレクチンアレイを窒化シリコン薄膜上に
形成し、水溶液中のバクテリアの結合状況
や変化を観察する予定である。そのために
は、レクチンアレイを形成した窒化シリコ
ン薄膜と水溶液を封入する観察ホルダーを
開発する。さらには、水溶液中を透過する
電位変動の検出を、より高い SN 比で行うた
め、高増幅度で低ノイズのアンプに改良す
る。さらに、これらのシステムを高分解能
FE-SEM 内に導入することで、分解能の向上
を図る。 
  
４．研究成果 
(1) 細胞やバクテリア、ウイルスと糖鎖や結
合タンパク質の相互作用を分析するために
は、溶液中の生物試料をそのままの状態で観
察するための方法論の開発を進めた。従来の
ISEC 法では、電子線を照射した薄膜下面から
2 次電子が放出され、これを間接的試料に照
射し観察を行う。しかし、この方法では、完
全に溶液満たされた状態での観察は困難で
あった。これを克服するため、タングステン
を積層した窒化シリコン薄膜に電子線を入
射し、電子線の電子をタングステン層で吸収
させ、これに起因する電位変化を使って観察
する方法を開発した。これにより、10μm の
水の層内の生物試料や有機材料を直接観察
することが可能となった。さらに、窒化シリ
コン薄膜層にレクチンやフィブロネクチン
を積層することで、バクテリアや細胞を特異
的に吸着させ観察することを可能とした。 
 



(2) 細胞やバクテリアとレクチンやフィブ
ロネクチン等の結合タンパクとの状態を分
析するためには、より高分解能の装置が必要
となる。電子線に起因する電位変化により観
察する新規の方法に関して、より高分解能化
を達成するため、タングステン層にバイアス
電圧を加えることで、検出信号を大幅に増強
させることを見出した（図１）。これにより、
SN 比が飛躍的に向上し、画像のコントラスト
や高分解能化を達成した。 

この方法により、溶液中の非染色・非固定の
バクテリアを1万倍の倍率で観察することが
可能となった（図２）。 
 

 
③ 上記の方法を高分解能の電界放射型 SEM
内に組み込むことで、分解能の向上をさらに
進めた。図３は、本システムで観察した水溶
液中の非染色・非固定の IgM タンパク質粒子
の画像である。この画像から、IgM タンパク
質は、IgG タンパク質が 5 個結合した形状で
あり、中央部にドーム状の形状が見られた。
IgM 抗体は、様々なタンパク質やウイルス、
バクテリアに吸着する特性を持ち、レクチン
による吸着だけでなく、抗体による結合の分
析も可能とした。 
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