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１． 研究のねらい 

本研究では Molecular Total Analysis Systems (MTAS)の基本原理を提案しそれを用いた分

子計測事例を示すことを目標に研究を推進してきた。これにより、従来の医学・生命科学分野

での既定概念である「分子認識は濃度とその反応をよりどころにしておこなう」に対して、新た

に「１分子によるその場観察による計測」の世界を拓くことが目的である。 

本研究では、確定的で信頼性の高いトップダウンのデバイス製作技術のナノスケール化お

よび生体適合性向上と、ボトムアップによるタンパク質の分子設計技術が相補的に機能した

複数のナノシステムを提案した。これらの成果によって、MicroTAS における従来の統計的な

分子の取扱いから分子レベルでの分子操作、分離、結合などの各機能をオンチップで実現す

ることができた。同時に、擬似的に In vivo 空間を実現することで、細胞内物質輸送を分子レベ

ルで制御して行うことができるようになった。この技術は、今後生命科学・医学・創薬分野にお

いて新たな技術として展開することが期待される。このように本研究で得られた成果を通して、

生命科学やMEMS・MicroTAS分野における新たな方法論を開拓することが本研究のねらいで

ある。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究では、トップダウンのマイクロ・ナノマシニング技術とボトムアップのモータタンパク質の

分子設計技術の相補的な補完によってナノシステムを提案するとともにそれに必要な力学的

な解析もおこなった。選択的にタンパク質を吸着するナノトラック内にキネシン－微小管系を再

構築する手法を用いて、2.5 次元的に制約された空間内で分子の輸送、結合現象をリアルタイ

ムで可視化することに成功した(成果１)。さらに、2.5 次元から 3次元へと制約するデバイス開発

をおこない、キネシン－微小関係を完全にチャネル内に封じ込めることで in vitro 細胞内物質

輸送モデルの提案をおこなった（成果２）。一方で、よりボトムアップ的な分子設計を利用した運

動制御手法も提案した。表面電荷を操作した微小管を複数設計することにより電界中での微

小管の運動方向を自律的に制御することに成功した（成果３）。また、従来指摘されているマイ

クロチャネル内でのモータタンパク質アッセイの難しさを、圧力送液におけるビーズへのせん断

力の影響という観点から評価をおこなった（成果４）。これらの成果をベースに複数モータによる

生体内物質輸送を模倣した、微小管の Tug-of-war 分子系を提案した（成果５）。以下に各項目

についての詳細を述べる。 
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（２）詳細 

成果１：微小管アレイ上における分子輸送、結合観察システム 

１－１）ナノトラックの製作と微小管の極性配向・配置固定 

ナノスケールで微小管を配置するためのナノ・マイクロ構造（ナノトラック）製作（図A）、および

Pluronicを用いた化学的な表面処理により選択的に微小管を配置できるようになった。また、ア

ルミ薄膜と EB レジストからなるナノトラックの製作では、オーバハング構造の最適化により物理

的にも微小管運動を 2.5 次元的に制約することを可能にした。この構造を利用して微小管の運

動アッセイをおこないナノトラックに一方向的に微小管を導入することで、極性の揃った微小管

が多数並列に配置された「微小管アレイ」が実現した（図 B,C）。また、ナノトラックアレイ内の微

小管密度は入り口部分と出口部分の微小管密度の時間変化によってあらわされることを利用

して、極性配向効率の数値解析をおこない実験結果と合わせて検討した。 

１－２）ラジカル発生による極性配向の高効率化 

我々のグループでは，ラジカルの発生によりキネシンが失活することを以前報告している

が、本研究ではこれを蛍光微小管のみに応用して意図的かつ局所的に微小管速度の分解（除

去）に利用する技術を確立した。従来、ラジカルの影響はアッセイエリア全体に広がってしまい

照射部分のみを局所的に処理することが難しかった。そこで、バッファ条件や照射波長を最適

化することで照射エリアの微小管のみを分解する技術を確立した。この技術を用いることにより

微小管の極性配向効率が最大 90%まで上昇した。 

１－３）分子輸送および結合観察システムの構築 

モータタンパク質－Q-dot－結合分子という複合分子系を設計し、その輸送と結合を観察す

ることで MTAS の実証をおこなった。まず、構築した分子系が微小管アレイ上でナノ構造等の

影響を受けずにモータが運動することを確認し、極性に従って所望の方向にキネシンとダイニ

ンがそれぞれ運動することを評価した。連続運動距離（Run Length）と運動速度を測定し、二種

類のモータが同時にかつその特性を失わずに運動しその方向が前節で極性配向した設計通り

であることを確認した。設計した結合分子であるGST-GSH あるいは Streptavidin-biotinに特異

的に Q-dot の局在が見られることを確認した（図 D）。バルク溶液中での同等の分子系の結合

に比べ、微小管アレイ上での結合が 3-4 倍の効率で観察された（図 E）。これによりバルク溶液

中で対象分子を「濃度」として認識するよりも、「個別」の分子として操作、検出することが検出

効率の点からも良いことが示された。この成果は、キネシンとダイニンという極性の異なるモー

タタンパク質の動きを同時に利用して分子結合をリアルタイムで可視化した世界で初めての成

果である。 

 

成果２：2.5 次元から 3 次元封入デバイスによる in vitro 細胞内物質輸送モデル 

マイクロチャネル内でのバイオアッセイには圧力送液を利用できるが、サブマイクロスケール

にスケールダウンした際、圧力損失を補って無理な圧力送液をおこなうとモータタンパク質のア

ッセイ系が構築できないことが知られている。このため、成果１のように構造の上部が解放した

ナノ「トラック」を利用して2.5次元的な制約を与えて分子系の制御をおこなってきた。これは、複

数回の溶液交換を必要とするタンパク質アッセイの要求に応えながらも、ナノスケールの分子

配置を可能にする効果的な構造であった。しかし in vivo においては細胞膜によって閉鎖された
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ナノ～マイクロ空間内で細胞内物質輸送をおこなっており、in vitro でもその輸送モデルを再構

築することが求められている。本成果では、これまでに用いてきた「ナノトラック」を利用して「ナ

ノチャネル」化するデバイスを開発した。これにより、チャネル内の Q-dot の分布がキネシンの

運動により変化することを可視化できた。また、微小管－キネシンの結合乖離モデルをベース

に Q-dot 分布をモデリングすることも可能になった（図 F）。 

 

 

成果３：表面電荷密度の操作による微小管運動方向の制御 

微小管が負の表面電荷を有しているため、電界中では電気泳動力が支配的に働きキネシン

コート表面上の微小管がアノード方向に運動することが知られている。本研究では、微小管の

表面電荷を分子設計により操作することによって、電気泳動力に差を与えることで運動方向を

制御することが可能になった（図 G）。具体的には、まず微小管のマイナス端のシード部分を 1.3 

m 程度に調整した上でビオチン化し、さらにプラス端方向に重合してマイナス端のみがビオチ

ン化された微小管を得た。Streptavidin-biotin結合を利用して、荷電分子としてのDNAをマイナ

ス端のみにラベルし、電界強度 5 kV/m のときの微小管の動きを評価した結果が図 I である。

微小管のトラッキングルーチンを Matlab でプログラムし（図 H）、運動曲率を導出したところ（図

J）、設計通りDNAの長さつまり電荷量に応じて曲率が異なることが示された。並行して、マイナ

ス端を DNA ラベルしたシード部分の電気泳動移動度を測定することで理論的に運動軌跡を導
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出したところ、上記の実験結果とよく一致することがわかった。以上の成果により、ボトムアップ

的に分子設計をおこなうことで微小管自体に機能を付与することができた。従来は場に存在す

るすべての微小管が同じ方向に動くことが常識であったが、本研究では初めて同一場におい

て異なる運動方向を持つ微小管を創出することができた。 

 

成果４：マイクロチャネル内におけるビーズ輸送の力学的挙動解析 

マイクロチャネル内での分子輸送にモータタンパク質を利用する場合、分子系構築のための

送液は圧力送液によるところが大きい。しかし、分子輸送の担体であるマイクロビーズが送液

時のせん断力によってチャネル表面から剥離してしまうことが多い。そこで、分子系設計の際

の指針を得るため、マイクロチャネル内におけるビーズの付着力を導出するための実験系（図

K,L）およびモデルを構築した（図 M）。得られた結果は、複数のモータタンパク質による in vivo

での発生力とよく一致しており、in vitro においてもモータタンパク質の特性がよく保たれている

ことがわかった。 

 

成果５：異種モータタンパク質のパターニングによる微小管の Tug-of-war 

本さきがけ研究の視点の一つに「キネシンとダイニンの併用」という点がある。これらの運動

性を持つタンパク質を同時にin vitroで利用することは凝集や失活の原因となるが、in vivoにお

いてそれらは共存して細胞内物質輸送を双方向に実現するという重要な役割を担っている。そ

こで、本研究ではキネシンとダイニンをマイクロファブリケーション技術により特定の領域にパタ

ーニングして、その境界における微小管の振る舞いを調べた。その結果、二種類のモータをパ

ターニングする技術を世界で始めて開発し（図 N,O）、境界にまたがって配置された微小管がキ

ネシンとダイニンによってそれぞれ逆方向に引っ張られる tug-of-war が起こることを確認した

（図 P）。これは，in vivo の tug-of-war 現象を in vitro で再現したことになり、現象に関わる分子

数の計測、微小管運動速度とモータ発生力の関係などの評価に利用でき、細胞内物質輸送の

理解につながることが期待される。 

 

３． 今後の展開 

研究成果をふまえて、今後の研究の展開等について記載してください。公開項目です。 

今後も、トップダウンとボトムアップの相補的な分子集積システムを新たに提案していきたいと

考えている。特に、課題２，３については発展途上の課題であり今後も引き続きシステム創成に

取り組む。また、課題２のような in vivo システムの評価のための in vitro モデルの製作では、今

後、細胞内物質輸送の分子生物学的評価に利用することを検討する。さらに、課題５では従来

の生物物理学的アプローチでは取られてこなかった新たな分子系を提案することができている。

このため、マイクロ・ナノファブリケーションを用いた新たな分子系による生物物理学研究への貢

献も視野に入れる。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

本研究では、トップダウンのマイクロ・ナノ構造によりモータタンパク質の運動場を提供し、ボ

683



 

トムアップの分子設計によりモータタンパク質駆動の分子輸送と結合をおこなう、トップダウン

とボトムアップの相補的な分子集積システムを提案してきた。当初の目標である極性配向した

微小管アレイの製作、結合分子系の設計、分子輸送と結合のリアルタイム可視化を実現でき

た（成果１）。この成果を元に、よりトップダウン側の技術改良で細胞内物質輸送モデルを提唱

したり（成果２）、逆にボトムアップ側の分子設計を取り入れることで微小管に自律的な機能を

付加することに成功した（成果３）。さらに、より生物物理学的なアプローチとして微小管の

Tug-of-war 解析においても、一定の成果を得られた（成果５）。以上の点から、ナノシステム

MTAS の創製という提案においては、分子特異的な結合反応という一つの機能を提示するこ

とができたと考える。また、工学的なナノシステムの枠を超えて、現有の技術をより理学的なア

プローチにも展開することができた点は、このさきがけ研究の枠組みの柔軟さによるものと感

謝している。ただし後者についてはまだ成果がまとまっていない課題もあり、今後も引き続き検

討を進めたい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

トップダウン手法でマイクロ・ナノ構造を有する運動場を提供し、そこにボトムアップ的に設

計改質したモータタンパク質を配置して、タンパク駆動の輸送システムを提案し、これにより、

「１分子によるその場観察による計測」の可能性を拓くことを目標に研究を推進してきている。

具体的には選択的にタンパク質を吸着するナノトラック内にキネシン－微小管系を再構築して、

2.5 次元的に制約された空間内で分子の輸送、結合現象をリアルタイムで実現し、それをチャ

ネル内に封じ込めることで in vitro 細胞内物質輸送モデルの提案をおこなった。また、表面電

荷を操作した微小管を設計することにより電界中での微小管の運動方向を制御し複数モータ

による生体内物質輸送を模倣した微小管の Tug-of-war 分子系を提案した。 

機械工学を専攻する研究者が運動タンパクを用いて輸送システムを作るという意欲はさき

がけ研究の趣旨に沿っており、研究のねらいもまた挑戦的である。様々な技術的工夫によっ

て、ある程度制御された運動システムが得られたものの、その成果は、残念ながら個別的な

性格をもつ現象が多く、研究者が目指すところの「MicroTAS における従来の統計的な分子の

取扱いから分子レベルでの分子操作、分離、結合などの各機能をオンチップで実現」というレ

ベルまで達成されたとは言い難い。しかしながら、擬似的に In vivo 空間を実現することで、細

胞内物質輸送を分子レベルで制御するモデルは具体的に提案できたものと考えられ、この技

術は、将来にわたって生命科学・医学・創薬分野においてユニークな技術として展開される可

能性もある。 

 

５． 主な研究成果リスト 
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