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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　これまで不可能であった弱い生体分子間相互作用を一分子レベルで観察・解析できる次世代の一分子イメージング法を開発することを目的として、生体分子を固定するスライドガラスのナノ加工と、ナノ構造配列上に固定したタンパク質の機能解析を高濃度溶液中で試みた。また、この研究を遂行するために、ナノ加工と生体分子固定を専門とする谷井を代表者として、半導体プロセス一般を専門とする島本、および、一分子蛍光イメージングとタンパク質機能解析を専門とする上野から成る若手研究者の異分野間共同研究体制を構築した。

　谷井、島本を中心としてスライドガラスにナノ加工を施し、その基板を毎週上野に送付し、タンパク質を固定しては一分子イメージングを試みて問題点を洗い出す、その問題点をナノ加工条件出しにフィードバックする、というルーチンを繰り返し行った。この間、異分野の技術をお互いに学習しながら習得できる、といった副次的な効果も認められた。

　本研究費は主に、スライドガラスの材料となる石英基板、ナノ加工用の各種化学薬品と高純度金属材料、および成果報告のための旅費として使用した。

　本研究目的の詳細は以下の通りである。

（1） 生体分子を固定するスライドガラスに、金属薄膜を堆積し、電子線リソグラフィーを用いて金属薄膜に直径５０～　１００ｎｍの微小開口を配列形成する。微小開口の個数は１基板あたり数百万個になる。

（2） このスライドガラス上のナノ開口部にタンパク質を１分子ずつ固定する。レーザ光を照射すると、レーザ光は微小開口内にエバネッセント波として閉じ込められるので、ちょうど固定したタンパク質に１分子ずつ、スポットライトを当てているようになる。

（3） このレーザ光のスポットライトは、固定したタンパク質の極近傍だけを照明しているので、溶液中に浮遊している蛍光標識分子にまで届くことがなく、これらの蛍光標識分子が蛍光を発してノイズとなることはない。

（4） 溶液中の蛍光標識分子が、固定したタンパク質と特異的に結合する場合にのみ、この蛍光標識分子がスポットライト内で一定時間蛍光を発するので、固定したタンパク質と蛍光標識分子との相互作用を一分子レベルでリアルタイムに解析できるはずである。

（5） 本研究は、（１）～（５）に示される手法の実効可能性を検証することである。

　研究期間（２００４年１１月５日～２００５年１１月４日）の間に獲得した知見は次の通りである。

（1） スライドガラスのナノ加工条件出しを終了し、安定的に製造・供給できるプロセスを確立した。

（2） ナノ開口に固定したタンパク質の個数と活性を調査し、活性を維持できる１分子固定条件を見出した。

（3） ナノ開口の直径と生成されるエバネッセント波が閉じ込められる領域の関係を詳細に調査し、把握した。

（4） モデル分子としてシャペロニンＧｒｏＥＬとコシャペロニンＧｒｏＥＳ間の相互作用を解析し、これまで不可能であった１μＭという高濃度溶液中でタンパク質間相互作用をリアルタイムに観察できることが分かった。しかしながら、従来の方法と比較して、Ｓ／Ｎ比が約１０分の１にまで低下してしまう問題点も明らかとなった。

　研究成果は下記の通りである。

（1） 本研究を通して獲得したタンパク質の固定法に関する論文３通を発表した。

（2） 次世代一分子イメージング（スライドガラス形状）に関する構造特許１件を申請した。

（3） 最終的な問題点を克服するために、現在、文部科学省科研費若手研究Ｂ（谷井）ならびに特定領域研究（公募）（上野）として、継続的に次世代一分子イメージング法の開発を進めている。
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	欧文概要　ＥＺ

In order to overcome limitations of conventional single molecule fluorescence imaging, we have invented a novel method taking advantage of nanostructure fabrication on a glass slide. This new method enables us to observe weak protein-protein interactions in real time. The purpose of this research is to evaluate the feasibility of the new method.

To promote this research, we have set up a young researchers team in the interdisciplinary region. The team is composed of T.TANII (Leader, Nanostructure fabrication and Biomolecule Immobilization), N.SHIMAMOTO (Semiconductor fabrication process) and T.UENO (Single molecule imaging and Proteomics).　This collaborative work was composed of nanofabrication on a glass slide, immobilization of single molecules on the nanostructure array, fluorescence observation and protein function analysis and feedback of the results to the nanostructure fabrication process. This collaboration enables us also to understand research fields outside each one’s major.

　The fund has been used for quartz substrates for glass slides, chemicals and high purity materials for nanofabrication and travel expenses to make a presentation of our achievements.

 The strategy of this research is as follows:

(1) Nanoholes with the diameter of 50 - 100 nm are fabricated in a metal thin film on a glass slide.

(2) Fluorophore-labeled proteins are immobilized in each nanohole one by one. The immobilized proteins are illuminated one by one by the excitation laser since the laser light is confined in each nanohole as an evanescent wave.

(3) Since this laser spotlight is confined within the nanoholes and illuminates just near the immobilized proteins, the fluorophore-labeled biomolecules diffusing in the solution emit little noise signals.

(4) If the diffusing molecules once binds to the immobilized protein with specific molecular recognition, 

	the binding molecules emit fluorescent lights for a given length of time. Thus, we can visualize the interaction of a single fluorescent molecule to an immobilized protein in real time.

In this research, we have established following techniques related to the single molecule imaging.

(1) We have established the process for the fabrication of nanoholes on the glass slides.

(2) We have established the process to immobilize proteins one by one into nanoholes. We have also confirmed that the immobilized proteins maintain their activities.

(3) We have investigated the size of the evanescent field generated within nanoholes in relation to the nanohole size.

(4) By using chaperonin GroEL and co-chaperonin GroES as the example, we have visualized the GroEL-GroES interactions at a concentration of 1 μM in real time. However, the signal to noise (S/N) ratio decreases to 1/10 of that of the conventional method.

Achievements:

(1) We have published 3 papers related to single molecule immobilization on nanostructure array.

(2) We have applied for a patent related to the next generation single molecule imaging method.

(3) In order to over come the problem related to the S/N ratio, we continue the development of next generation single molecule imaging method by Grant-in-Aid for Young Researchers B, and by Grant-in-Aid for Scientific Research on Priority Areas from MEXT.
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