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研究全体の総括・タンパク質の材料力学・細

胞膜穿孔法の開発 
単一生細胞内機能分子の経時的分析法の確

立 
細胞膜および細胞内から採取した少数機能

分子の種別同定と定量法の開発 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

本研究課題の当初の目的は、次に挙げる個別課題を完遂し、これらの手法の総合としての生細胞手

術法を開拓する点にあった。手法は主として生体構造およびタンパク質等生体高分子の力学的個別

操作を基本としているので、個々の試料の材料力学的物性評価法の開拓・確立も本研究課題の重要

な一部をなしている。当初課題を申請書から抜粋すると以下のようになる。 
 
1）生細胞穿孔：生細胞への障害を最小限にとどめる方法で細胞膜に数100nm径の孔を開け、そこから生

細胞内にAFM探針を挿入して機能分子の採取と注入を行う方法を開発する。人工的に開けた孔の治癒状

況をモニターすると同時に穿孔が生細胞に与える損傷効果についても詳細に検討する。 
 
2）mRNAの経時的採取：上記の穿孔法で開けた孔を利用して、生細胞の細胞質からオリゴdT処理AFM
探針を用いてmRNAを採取し、RT-PCR法による増幅・同定する現在開発中の方法を完成し、医薬品の効

果を細胞レベルでモニターする簡便かつ新規な方法へと発展させる。 
3）膜タンパク質等の採取：同様に、機能化探針を持つ AFM を使用して、細胞内および細胞膜からタン

パク質複合体を採取し、その成分を単一分子同定にまで精度を高めた蛍光抗体法により同定・定量する方

法を開発する。 
4）DNA 及び薬物の注入：AFM 探針先端に光照射により解裂する架橋剤を使用して DNA や医薬

品を固定し、細胞膜に開けた孔から探針を挿入し光照射によって医薬を探針から解放した後、注

入医薬の効果をモニターする。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

1.1 原子間力顕微鏡を利用した生細胞内からの mRNA 採取実験を行って次の結果を得た。 
 図 1 に示すように、先端曲率半径数 10nm の原子間力顕微鏡探針を細胞表面に押し付け、細胞内に挿入

された探針を数分後に引き上げると、探針先端には細胞内のいろいろな構造が付着している。この中から、

RT－PCR (Reverse transcriptase polymerase chain reaction) 法を用いての増幅が可能な mRNA の同

定を行った。探針を細胞から引き抜いた後、RT-PCR 用に準備したチューブに移し、探針に吸着している

mRNA を基質としてその配列を DNA 配列に読み替えて PCR 法で増幅する。プライマーとして、細胞内

の存在を分析したい mRNA 配列の一部と相補的な配列をもつものを用い、増幅には定量的 PCR 法を採

用することにより、特異的 mRNA の定量を可能とした。 
1.2 特異的 mRNA の細胞内局所変化： 
本方法を適用することにより、同じ βアクチン mRNA でも、細胞内局在が異なることが明確に証明さ

れる。繊維芽細胞の 4 ヶ所の局所に別々に探針を穿刺した後、それぞれについて定量的 RT-PCR を適用

し、図 2 に見るように、核付近に多く核から遠い位置では少ないことを確認した。 
1.3 特異的 mRNA の細胞内存在の経時的変化： 
 本方法の応用として、単一生細胞を 5 時間にわたって生存させ、3 時間生存後に培地にシクロヒキシミ

ド含有の FBS の添加による細胞活性化後のその間に 4 回細胞穿孔による mRNA の採取を行って個々の

細胞における 5 種類の mRNA の経時変化を見ることに成功した。                               

                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2.1 赤血球の主要膜タンパク質であるバンド3とグリコフォリンに対して特異的結合をするレクチンの相

互作用力測定と膜タンパク質引き抜きに要する力を比較する実験を行った。両タンパク質とレクチンの相

互作用力は 160pN 程度であり、タンパク質を細胞膜から引き抜く力は 230pN と大きく、膜タンパク質と

脂質膜の結合強度が大きいことが示された。 
3.1 無修飾探針およびリパーゼ／プロテアーゼ修飾探針を用いた細胞膜穿孔実験を行い、単に力学的に

穿孔するより酵素で細胞膜を溶かす作用を併用して穿孔を容易にすることに成功した。 
4.1 膜タンパク質および水溶性タンパク質の力学的強度を単一分子延伸実験および圧縮実験から推定す

る方法を開発した。タンパク質は従来考えられていたより小さいヤング率を持つことを示した。リガンド

結合により硬くなることも示された。 
 
                          

 

図１．単一生細胞からの

mRNA 採取と増幅・同定法 

図２．静止細胞と FBS による活性化を受けた細胞

内のβアクチン mRNA の局在量 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

1．生細胞内からの経時的 mRNA 採取とその同定 
 
  単一細胞を対象として、経時的に細胞内機能分子の定量を続ける方法はこれまで存在しなかった。本

研究では、原子間力顕微鏡の探針を用いる分子採集法とその後の RT－PCR 法の改善をすることにより、

細胞内局所の mRNA 濃度を単一生細胞について経時的に測定することを可能とした。この方法は完全に

無侵襲とはいえないが、分子採取のために細胞膜にあける穴の大きさは 1μm 程度であるため、生細胞へ

の影響は少ないと考えられるが、その程度については今後の検討が必要である。この方法を利用して、現

在までに個々の細胞内でのアクチン mRNA の局在とその細胞の活性状態による変化、5 種の mRNA の単

一細胞内の局所存在量の時間変化、細胞穿孔状態のモニターなどの成果を挙げている。 
 
2．タンパク質分子の力学的強度と力学操作 
 
  本研究を推進する間に明らかになってきた重要な発見に、細胞膜およびタンパク質の力学強度の問題

がある。本研究で膜タンパク質などを原子間力顕微鏡探針に共有結合で結合して引き抜く実験を行ってい

るが、その際に必要な基礎的データとしての細胞膜と膜タンパク質の結合の強さ、膜タンパク質および一

般的にタンパク質の力学的強度、膜タンパク質と特異的リガンドとの結合の強さなどが必要である。しか

し、このような測定は従来散発的にしか行われておらず、生体構造の成り立ちをその人工操作を行うため

に、我々は単一球状タンパク質の力学的強度を測定することからはじめた結果、従来特殊な繊維状タンパ

ク質について数 GPa と推定されていたタンパク質のヤング率が、球状タンパク質では 0.1GPa のレベル

であることを明らかにした。 
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