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１．概要（Summary） 

本研究テーマでは，ナノスリット構造を光学デバイスとし

て利用し，モータータンパク質の 1 つであるキネシンの運

動に伴うアデノシン三リン酸(ATP) のキネシンに対する

結合・解離の 1分子観察を行った．これまでに，円形のナ

ノ開口を用いたゼロモードウェイブガイド(ZMWs) と呼ば

れるデバイスが遺伝子のシーケンシングなどに広く用いら

れている．このデバイスは，従来法では不可能であった高

濃度の蛍光分子存在下でも十分な信号/雑音比で個々の

分子を一つずつ観察することができる．しかし，タンパク質

が繊維状に重合して形成される微小管は円形のナノ開口

に導入できないことから，微小管とそれをレールとして運

動するキネシンの観察に ZMWsの利点を活かすことはで

きなかった．そこで，我々はナノスリットデバイスを用いて

微小管-キネシン系のアッセイおよび蛍光 1分子観察を行

うことを目標とした． 

 本年度においては，ナノハブの設備を活用して幅 100 

nm 程度のナノスリット構造を効率良く作製する方法を確

立するとともに，作製したデバイスを複数の蛍光波長をも

つ色素で標識した分子の蛍光 1分子観察に用いた． 

２．実験（Experimental） 

【利用した主な装置】 大面積超高速電子線描画装置 

【実験方法】 大面積超高速電子線描画装置を利用して

ガラス基板に塗布した電子線レジストを露光し，現像，金

属膜の蒸着及びアセトン中でのリフトオフによってナノスリ

ットデバイスを製作した．デバイスはタンパク質の非特異

吸着を防ぐ表面処理を行い，モータータンパク質アッセイ

に利用した． 

３．結果と考察（Results and Discussion） 

 作製したデバイスを用いてキネシンによる微小管運動と

それに伴う蛍光標識 ATP のキネシンへの結合を 1 分子

観察した．作成したナノスリットデバイスの電子顕微鏡写

真およびナノスリットにおける 1 分子蛍光観察の結果を

Fig. 1 に示す．ナノスリットにおいて，500 nM の蛍光分

子を用いた 1分子観察が可能であった．これは全反射顕

微鏡法に比較すると 10倍程度高い濃度である．また，微

小管・キネシンおよび蛍光 ATPを同時に 1分子観察し，

キネシンに対する ATP の結合を解析した．結果として，

蛍光 ATP がキネシンに特異的に結合していることが示さ

れたとともに，微小管が存在する部分においては ATPの

結合時間が短くなることがわかった． 

 

 

 

 

 

 

４．その他・特記事項（Others） 

 特になし。 
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Fig. 1 a) SEM image of nano-slit after patterning,   

and lift-off process. b) Single molecule observation 

of labelled ATP in nao-slit. 


