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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
上田グループ（中核機関）では、細胞内 1 分子スクリーニングのプロトタイプ機器において、1 分子

イメージングの完全自動化に加え、顕微鏡で得られた画像データを PC に自動転送し、分子動態を自

動で解析するシステムの構築を、前年度までに達成した。本年度は実際に、上皮成長因子受容体

（EGFR）の 1 分子動態を大量の細胞や種々の条件下で計測し、開発したシステムの効率や精度の

実証に取り組んだ。その結果、ウェルプレートあたり 600 細胞の計測・解析を半日程度で完了する

こと、また、リガンド結合によって活性化した分子動態をすべての細胞において検出できることが

示された。これは、従来人手に頼っていた計測の効率を遥かに上回るものであり、同時に、統計処

理に十分なデータ量が得られることで精度も向上している。 
 また、ウェルプレート上でリガンドとリン酸化阻害剤を濃度を変えて添加し、それぞれの作用の

競合阻害について、EGFR の平均二乗変位を指標とした解析を行った。その結果、薬理パラメータ

である結合定数および阻害定数を、得られた二次元マップを近似し算出することができた。このこ

とは、開発したシステムが薬剤スクリーニングに有効な手法となりえることを示している。。 
藤田グループ（ニコンインステック（株））では、本年度も、新製品や有用と考えられる製品やシス

テムに関する情報収集を行うとともに、普及タイプの開発に用いる顕微鏡や各種光学部品を選定し、

納品と構築を行った。また、フィルターや光学部品の購入に際して、最適な製品についての情報を

提供した。 
石井グループ（阪大（医））では、破骨前駆細胞の走化性メカニズムの解明を目指し、関連するシグ

ナル伝達系の受容体について、細胞内 1 分子スクリーニングシステムによる網羅的解析を目指し、

受容体分子の発現量評価など種々の条件検討を行った。 
菊地グループ（阪大（工））では、熊谷グループとともに、本年度は、開発した BL-tag と、すでに

市販化されている Halo-tag の二種類のタグ化タンパク質を同時発現させてそれぞれ色素修飾し、1
分子レベルでの挙動を同時観察する系の確立に取り組んだ。 
熊谷グループ（阪大（免））では、LPS 刺激時における TLR4 分子の動態変化を詳細に知ることを目

的に、1 分子観察データを取得し、ほぼ最適化した条件下で解析を行った。その結果、刺激により遅

い受容体のフラクションが増加することを見出した。Halo-tag を融合させた膜貫通型 TLR4 と、
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BL-tag を融合させたアダプタータンパク質それぞれを発現した細胞について開発した機器での計測

を試み、網羅的計測に適した細胞条件の検討を行った。 
 
In Ueda’s group, the automation of all the processes of single-molecule microscopy including 
searching and focusing cells for observation, drug dispensing, image acquisition and so forth was 
completed, enabling expertise-free operation. Automatic systems for well plate transfer and 
immersion oil feeder were also equipped for large-scale experiments. Additionally, quantitative 
analysis on the acquired images is executed automatically. Using the automated apparatus, 
single-molecule imaging of GFP labeled epidermal growth factor receptor (EGFR) in the plasma 
membrane of CHO cells was executed on 5 cells with and without ligand treatment in 60 wells, 
totally 600 cells. The series of observation and analysis were completed within 12 hours without 
any manual handling and ligand stimulated cells were distinguished perfectly by the significant 
changes in averaged receptor behavior, indicating that the apparatus enables comprehensive 
single-molecule analysis with high efficiency and accuracy. Furthermore, we assessed the 
competitive effect between the ligand and inhibitor in the mean square displacement (MSD) of 
EGFR in the cells. As a result, we succeeded to estimate the dissociation and inhibitory 
constants by fitting the obtained two-dimensional efficiency map with an equation considering 
the competitive inhibition, indicating that novel drug and molecular screening is possible by the 
apparatus. 
 We were provided information about new microscope products by Fujita’s group and chose 
optical parts for a developed apparatus based on the information. By collaborating with Ishii’s 
group to elucidate the mechanism of chemotaxis of the osteoclast precursor cells, suitable 
experimental conditions for the large-scale single-molecule analysis of the related receptor 
molecules were executed. Kikuchi’s group established an experimental system in which 
two-color single-molecule imaging of proteins with their developed BL tag and commercialized 
HaloTag is available. Kumagai’s group started to measure the molecular behavior of TLR4 and 
its adaptor protein with the BL tag and HaloTag, respectively, under LPS stimulation. 
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