
15PF NEWS Vol. 31 No. 4 FEB, 2014 最近の研究から

１．Ｘ線１分子追跡法の提案と進展
　1976年 T. Hirschfield [1]によって「基板上の蛍光分子は
数えられる」という素朴な進歩から 1分子計測技術は始ま
った。今は 1分子生理学と呼ばれるまでに進展し，表面科
学や高分子科学においてもその計測技術の利用が盛んにお
こなわれている。T. Hirschfieldのように可視光領域のプロ
ーブを用いた蛍光 1分子検出法は，その計測精度の向上を
目的として多くの工夫が成されてきた。タンパク質分子が
機能発現する際に，起こる分子内部の構造変化情報をマイ
クロ秒の高速性で，かつÅ以下の高精度性を持って１分
子検出することは，多くの生命現象の素過程を理解する最
善策である。着目した１分子からの動的構造情報を in vivo
において究極的に高感度計測する。理想的には装置が実験
室規模で，この究極的１分子計測システムの実現は，生命
科学のように多様なサンプル系を研究対象とする場合には
必須なモノとなる。素粒子研究のように世界に 1台という
コンセプトで開発してはいけない研究分野である。
　Fig. 1では 1分子計測と顕微鏡の概念が基本的に違うこ
とを示した。「回折限界」という光学常識から逸脱した「分
子追跡概念」は当時としては画期的な発想であった。現
在も 1分子計測技術の基本であり，今は Super-Resolution 
（超解像）の基本発想となっている [2]。1998年にその発
想をＸ線領域に拡張して，ナノ結晶を標識するというアイ
デアを提案して実現したのがＸ線 1分子追跡法 (Diffracted 
X-ray Tracking; DXT)である [3,4]。その原理をFig. 2に示す。
DXTのアイデアは単純で直径数十 nmの極微ナノ結晶を
タンパク質分子にその機能を損なわないように標識し，標
識結晶からのＸ線回折斑点を指標に，着目したタンパク質
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Abstract
　1998年にＸ線１分子追跡法（Diffracted X-ray Tracking: DXT）を提案実現した。現在まで 15年間に，マイクロ秒からナ
ノ秒領域の高速性を達成し，１分子内部運動をピコメートル位置決定精度で計側でき，現存する１分子計測法としては，
最高精度で最高速度を達成するまでに進展させることができた。DXTは標識法を適応しているために問題点も指摘され
るが，その特性を利用して新たな可能性も生まれる。今日までの量子プローブ１分子計測法の技術的進展を総括し今後の
展開を議論したい。 

Figure 1   
There is the difference between the imaging concept and the tracking 
one. The single molecule technology is usually applied to the tracking 
concept. Diffracted X-ray Tracking (DXT) methods are the first 
demonstration of single molecular detection systems to be adapted in the 
tracking concept in x-ray wavelength region.
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Figure 1 (ycsasaki) 

Figure 2   
Schematic drawing of the single molecular detection system using 
x-rays. DXT monitors the behavior of a single special domain with 
the guidance of diffraction spots from the nanocrystal which is tightly 
coupled to the special domain. Additionally most of proteins or enzymes 
are composed of multi-domain proteins, such as dimer, trimmer, or 
higher-order structures. DXT can observe collaboration movements from 
this structural symmetry.
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分子の動きを時分割的に追跡する。目的 1分子の一部に構
造変化が起こるとその部位に標識されているナノ結晶が分
子内部の構造変化と同期し方位が変化しナノ結晶からの回
折斑点の位置が動く。次元性としては，θ方向と χ方向を
全く独立な次元として測定されるので，極座標表示と考え
れば 3 次元的な運動へ帰属することも可能である。タンパ
ク質分子が基板やメンブレンに垂直に固定した場合は，そ
の垂直方向に平行に微小振動している運動（tilting）が θ

方向に回折スポットが運動する方向で，タンパク質の面内
に（垂直方向に対して垂直な面（細胞膜面内）おける回転
運動 (rotating)に帰属されるのが χ方向の回折スポット運
動に対応する。標識されたナノ結晶は，非標識体のタンパ
ク質分子の微細な運動様式を追随して運動してくれるとい
う当時の勝手な仮定は，水溶液の粘性抵抗を考慮した妙案
だったと自負する。しかし，仮定は仮定で，それを証明す
るためのＸ線回折現象の定量性の利用は（後述），今後の
標識法の標準的評価法として活用できる。

２．DXT の最難関技術はナノ結晶作製にある
　Ｘ線計測技術としては，謎の物体に標識されたナノ結晶
の方位依存性をラウエ回折法で時分割計測しているだけに
すぎない。技術的にはそれほど難しく新規性もなかった
かもしれない。DXTを実現する最大の難関は標識する金
ナノ結晶の結晶性向上にあった。1998年前後の考案当初
は，市販されている直径 10-40 nmの金コロイドを利用し
た DXTを考えていた。それまでの多くの論文で金コロイ
ドの結晶格子の電子顕微鏡画像は色々なところで報告がさ
れていたからだ。DXTの利用として１つだけ異なってい
る点があるとするならば，時分割的にラウエ回折を撮るの
で，例えば，ビデオレイト（33ミリ秒積算）の動画撮影
を必須としている点である。その時間内に精度良く回折位
置を検出する必要があった。当時，多くの市販されていた
金コロイド粒子を時分割ラウエ計測したが 30ミリ秒レベ
ルで回折斑点計測できる粒子は１つも無かった。　
　自作の試みは主に 2通りの検討がなされた。１つはエ
ッチング装置を用いるもので，そのプロセスは非常に複

雑なために初期の DXTの実験での適応のみとなってい
る [3,4]。もう１つの方法は Fig. 3のようにイオン結晶系
上のエピタキシャル成長を利用している。この作製法は
プロセスがシンプルで大量生産に向いている。加えて，
NaCl(100)や KCl(100)上の金の薄膜成長過程に関する研究
は 1950年台から極めて詳細に研究がされており，その蒸
着速度や基板表面の清浄性が極めて重要であることが指摘
されていた [5]。
　可視光を用いた 1分子計測技術においても，蛍光を発光
する分子等が良く利用されている [6]。当初はその分子の
大きさが小さい事より，Cy3や Cy5等の比較的小さな分
子が利用されていたが，より高速性の必要性が議論され始
め，数ミリ秒レベルやマイクロ秒レベルが必要な 1分子計
測の場合は，直径数～数十 nmの Quantum Dot（量子ドット）
[7]の利用が現在主流となってきた。その意味からも金ナ
ノ結晶の作製目標サイズは，量子ドットと同様サイズの直
径 5-10 nmサイズに設定している [8]。しかし，現在に至
るまで，このサイズでの良質金ナノ結晶の作製には成功し
ていない。今のところの最小サイズは 20 nmである。その
原因は金蒸着時のイオン結晶表面の清浄性が一番に考えら
れる。上記の薄膜形成過程の純粋な研究目的と異なる点は，
比較的大量に作製しなければならない点と，作製されたナ
ノ結晶はその後にタンパク質分子に化学的に標識させなけ
ればならないので，ナノ結晶の最終工程において，水溶液
中で安定に分散状態にならなければならない点である。つ
まり，エピタキシャル成長できる基板は，後に金ナノ結晶
から剥離させなければならないし，その工程はシンプルに
しなければタンパク質分子への化学的な悪影響を回避でき
ない。現在は Fig. 3のように水溶液上で簡単に NaCl(100)
面や KCl(100)面から金ナノ結晶を剥離することができる。
現在も多くの蒸着条件を精密に決定し，より小さくてより
結晶性の良い金ナノ結晶作製技術が確立してきているの
で，直径 5-10 nmサイズの作製も時間の問題であろう。こ
のサイズになると色々な生物組織に挿入することが可能と
なるので，DXTの測定対象がより大きな in vivo 系へと適
応できるはずである。
　ナノ結晶の結晶性やサイズの評価は非常に重要である。
DXT測定前にすべてを評価し，最小サイズの良質金ナノ
結晶の作製条件において，タンパク質分子への化学的標識
を行う。DXT前評価法としては，イオン結晶上からメン
ディングテープによって剥がしたサンプルからのラウエ回
折と，大気中の AFM評価，溶液中の DLS評価が主である。
これらによって，結晶性とサイズ，そして水溶液中の分
散性が評価できる。最近加えた評価法に SEMによる電子
後方散乱回折 EBSD （Electron Backscattering Diffraction）評
価がある。これは後述する電子線 1分子追跡法 (Diffracted 
Electron Tracking;DET)の原理として利用している [9]。Fig. 
4は，ある条件下で作製した金ナノ結晶のラウエ回折パタ
ーンと EBSDパターンである。Fig. 4(A)はラウエ回折で
は明確な回折斑点が計測できていないのに，EBSDで非常
に明確な結晶パターンが得られている。Fig. 4(B)はその逆

Figure 3 (ycsasaki) 
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Figure 3   
The preparation scheme of labeled gold nanocrystals. First, vacuum 
evaporation was used to deposit a super thin layer of gold on a cleaved 
NaCl(100) or KCl(100). The deposited gold formed islands on the 
substrate and grew epitaxially. Then, to disperse the deposited gold 
nanocrystals in aqueous solutions without aggregation, the substrate was 
dissolved by adding the detergent solutions.
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で，ラウエ回折では明確な回折斑点が計測できているのに，
EBSDでは Fig. 4(A)よりも不鮮明な結晶パターンが得られ
ている。EBSDは金ナノ結晶の表面部位のみの結晶性を評
価し，DXTはナノ結晶全体の結晶性を評価していると考
えられる。
　Fig. 5は DXTの装置配置写真（KEK PF AR NW14A）で
ある。後述するシャペロニンの ATP結合に伴う１分子内
部回転運動計測 [10]では，caged ATPの利用が必須であっ
た。時分割ラウエ回折法とレーザー光励起（YAGレーザ
ー使用）を併用して実験できる装置配置が得意とする本ビ
ームラインでなければ不可能な実験であった。

３．標識法とＸ線による追跡法の特異性を有効利用 
　1分子内部における動態挙動を高精度に高速計測し，機
能性タンパク質分子の機能発現メカニズムの素過程を計測
することに異論を唱えられることはない。それも，無標識
でそのままの姿で 1分子構造動態評価できることが最終目
標である。無標識 1分子計測の最近の成果としては，高速
AFMの実現がある [11]。現状でも数十ミリ秒の高速性と
数 nm以下の高精度性を誇る。AFMが登場した当初を考
えると極めて画期的な成果である。しかし，多くのタンパ
ク質分子の構造動態評価は，マイクロ秒以下の高速性でか
つ１Å以下の高精度性を必要としている。これを実現す

るためには，現在の 1分子計測技術群の中で検討すると，
何らかの標識法を採用するしかない。可視領域では量子ド
ットを使い，Ｘ線領域では DXTにようにナノ結晶を標識
利用する。標識法が毛嫌いされるのは，その標識すること
による観察分子への影響である。無標識との動態特性が定
量的に評価できるのであれば，標識法にも市民権が得られ
るはずであるが，今のところ同等の分子構造動態情報を無
標識で得ることはできない。
　最近 DXTでは，この無標識と標識の間隙を定量的な解
析で埋めることを提案した。自作した金ナノ結晶はイオン
単結晶上のアニーリング温度やアニーリング時間を制御す
ることで Fig. 6(A)のように，10 nmから 100 nmまでその
直径を制御作製することができる。また，検出している回
折スポットは位置情報以外にＸ線回折点強度も定量的に解
析できる。Fig. 6(B)は，タンパク質分子に標識された金ナ
ノ結晶の回折強度から算出した粒径サイズと，ある機能性
タンパク質分子のナノ結晶からの回折斑点の運動速度の関
係を示す。赤線は 100点程度の回折スポットの平均運動速
度であり，それぞれほぼ正規分布を持っている。各サイズ
の点を結ぶとほぼ直線関係（赤線）が得られる。この傾向は，
大きいナノ結晶を標識すると若干ではあるが分子の運動量
が減少することを示している。1分子レベルの運動特性を
考えると，この運動速度減少は，金ナノ結晶の質量と言う
よりもサイズからの局部粘性抵抗の増大を示すと考えられ
る。その効果はより小さいサイズにおいても連続的な変化
が推測される。従って，この直線関係から，y切片にあた
るナノ結晶サイズ「ゼロ」時の運動速度を求めることがで
きる。Fig. 6(B)において求めることができるが，Fig. 6(B)
の中間レベルのナノ結晶サイズと比べて数％程度の運動速
度の増大が示されており，標識の影響はそれほど大きくな
いことが定量的に示すことができた。もちろん，この強度
評価では双晶のような 2つのドメインが１つの標識ナノ結
晶に存在する場合は，サイズによる効果を大きめに評価し
てしまう。しかし，AFMや EBSDのデータから考えると，
直径 20-60 nmの金ナノ結晶は双晶を取っておらず，ほぼ１

Figure 6 
Sized effect of gold nanocrystal on proteins. AFM image of the gold 
deposited 2.0 nm thick at substrate temperature 420°C on the cleaved 
KCl (100) substrate. The size of gold nanocrystals ranged from 20 to 80 
nm. The observed angular velocity of the labelled gold nanocrystal has 
a relation linear between the normalized intensity (estimated size) of the 
diffraction spot.

Figure 4 (ycsasaki) 
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Figure 4  
Characterizations from Laue pattern and EBSD profile. (A) The 
crystallinity of the gold nanocrystal is good only in the surface region. 
(B) The crystallinity of the gold nanocrystal is good except for the 
surface region.

Figure 5 (ycsasaki) 
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Figure 5  
A photograph of the instrumental arrangements for DXT at PF-AR 
NW14A. The sectional view of the DXT sample is shown. Although 
X-rays have penetrability, there is a limit in the thickness of an aqueous 
layer (5-10micro-meter).
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取れなかった。P46は残光が短いがそれは積算的な感度で
考えると悪くなるのは当然である。しかし，良く考えると
DXTは追跡法である。明暗の明確な画像を撮りたいわけ
ではない。回折スポットの中心座標が決まるだけで良い。
それで P43に戻しシングルショットを十マイクロ秒で測定
すると，ちょっと大きめではあるが，直径 70-80 nmの金
ナノ結晶からの明確な回折スポットを得ることができた。
良く回折斑点を見ると Fig. 7（10μ秒積算）のように検出
された回折斑点が少々長いストリークを持っている（点線
で囲っている 3か所に線状の回折点が見える）。これは残
光が長いためである。しかし，最終的には回折位置の決定
に何も支障はなかった。このように検出器系の心臓部の蛍
光体を高速型にしないために，その高感度性を維持できる
のは DXTならでは利点と言える。

４．高速 DXT によるアロステリック効果の観察（シャペ
ロニンを例として）
　シャペロニンは変性タンパク質と直接相互作用し，その
折れたたみを促進させるタンパク質である。シャペロニン
は複数のサブユニットから成るリング構造を背中合わせに
2つ重ねた筒状構造をとり，ATP依存的にその構造を変化
することで機能するが，そのダイナミクスは明らかでなか
った。高精度の分子内運動計測を実現する DXTを用いて，
Ⅱ型シャペロニンの構造変化を DXTで 1分子計測した。
様々な ATP濃度条件および caged-ATP存在下における光
照射前後での測定を比較した結果，シャペロニン・リング
は ATP結合後，非協同的な閉運動後，リング上方からみ
て反時計回りに約 10度ねじれることが判明した [10]。
　Fig. 8は 2 mM ATP濃度条件および 2mM caged-ATP存在
下における光照射前後での測定を比較した結果を示して
いる。2 mM ATP存在下では，CWと CCWの両方向に回

つの結晶粒として考えることができるとの評価をしている。
　以上のような定量評価は，可視領域で用いている量子ド
ットでは不可能で，定量的な解析を得意とするＸ線計測技
術に軍配が上がる。もちろん，量子ドットからのＸ線回折
スポットを計測できるのであれば，その標識評価も可能で
あるが，現在まで多くの市販されている量子ドット（直径
5-20 nm）ではビデオレイトレベルの積算ではＸ線回折ス
ポットを測定することに成功していない。しかし，これに
成功できたならば，量子ドットを標識プローブとして用い
ることができ，可視領域とＸ線領域の 1分子計測が同時測
定可能となり，DXTがより汎用的な方法論として利用さ
れるようになるかもしれない。標識は量子ドットだけで，
全く違う波長における１分子同時計測法は，より多面的な
動的挙動を明らかにしてくれることであろう。
　DXTのもう１つの特徴は追跡法であることだ。これは
検出器系において思わぬ利点があった。Ｘ線検出には，回
折記録用Ｘ線イメージインテンシファイア（X-II）を用い
ている。検出器入射窓でＸ線を電子に変換し，それを高電
圧下で加速し，出力窓の蛍光体に当てて，その蛍光を可視
光用のカメラで観察する。入射窓ではベリリウム（0.5 mm
厚）の真空側に厚さ 0.15 mmの CsIが蒸着してあり，これ
によってＸ線は可視光に変換される。CsIの真空側にはフ
ォトカソードが蒸着してあり，これによって可視光は電子
に変換される。印加されている高電圧によって電子は加速
され，出力面の蛍光体に当たって強い蛍光を生じる。この
際に電子レンズが入力面の電子の分布を縮小して出力面に
投影するため，入力面のＸ線像を増倍して可視光像として
観察することが可能となる。像が縮小されるため，可視
光用カメラでレンズを通して出力画像を観察することが
容易になる。この場合，X-IIの残光特性を決めるのは蛍光
体である。入力面の蛍光体である CsIは数マイクロ秒の残
光を持つと言われる。出力面の蛍光体には一般には発光
量の多い P43 (GADOX/GOS, Gd2O2S:Tb) が使用されるが，
P43は数ミリ秒の残光を持つと言われている。P46 (YAG, 
Y3Al5O12:Ce)の残光はマイクロ秒オーダーで減衰するの
で，高速撮影に適していると考え，シングルショットをマ
イクロ秒で計測する高速 DXTは，この蛍光体 P46で当初
測定していた。しかし，Ｘ線回折の信号強度が思うように

Figure 7 (ycsasaki) 

q 

c 

Figure 7 
Typical observed Laue diffraction pattern from high speed DXT 
technique. It can check that the spots has spread.

Figure 8 (ycsasaki) 

θ

χ2 mM ATP 

caged ATP 

Figure 8 
ATP-triggered twisting directional analysis of the group II chaperonin 
in the χ axis. Rotational position trajectories are shown as a function of 
time in the presence of 2 mM ATP (A) or 5 mM caged-ATP after a UV 
flash (C). The histograms in (B) and (D) show the frequency of the initial 
direction, either clockwise (CW) or counterclockwise (CCW), in the 
presence of 2 mM ATP or 5 mM caged-ATP, respectively. 
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５．他の量子プローブ１分子計測法への波及と今後の 1
分子計測の行方 
　DXTは，分子に標識したナノ結晶からのＸ線回折斑点
の動きを連続的にトレースする。現在，ピコメートルの位
置決定精度でマイクロ秒の高速性を実現し，世界最高精
度最高速度 1分子計測法となった。しかし，DXT最大の
欠点は，Ｘ線プローブ源として大型放射光施設を利用する
ことである。そこで X線よりも試料との相互作用の大き
い電子線を用いて，実験室規模で常時高精度 1分子計測で
きる汎用性の高い 1分子運動追跡装置の開発を行った。加
えて現状の DXTでは，Ｘ線ビームを原子サイズにできな
いため，放射線照射による試料ダメージが問題点となっ
ているが，Åサイズの電子ビームを用いることでこのダ
メージの問題を解決できるようになった。本開発装置で
は，EBSD検出器を装備した走査型電子顕微鏡 (Scanning 
Electron Microscope; SEM）を用い，生体分子に標識したナ
ノ結晶の結晶方位の変化を，原理的に生体分子へのダメー
ジを与えることなく，高速時分割計測を実現した。この開
発装置では，電子線 1分子追跡法（DET）の原理検討とし
て，金コロイド粒子の動的挙動を計測対象とした [9]。
　DETの基本装置構成を Fig. 9に示す。溶液中の試料を観
察できる SEM用の環境試料室（Wet Cell）を薄膜カーボ
ン製（厚さ 10-20 nm）の隔膜を用いて，生体分子に標識
したナノ結晶の結晶方位の変化を EBSDパターンで高速
時分割計測できるコンパクトなラボサイズの高精度電子線
１分子（粒子）追跡法である。SEMを用いて，水溶液中
に存在する直径 40 nmの金コロイド粒子の運動をピコメ
ートル（原子サイズの 1/100）精度で 60ミリ秒の高速性
で 2 秒間動画の計測をすることに成功した。また，測定に
より DETは DXTと異なり，市販の金コロイドを標識体と
して使用できることが新たに分かった。DXTは，非常に
良質なナノ結晶を必要とし，その作製に関する研究に多く
の時間が費やされる。一方で DETでは，良質な結晶でな
く，市販されている直径数十 nmの金コロイド粒子の方位
を EBSDが敏感かつ高精度に検出できる。

転していたが，Caged ATP存在下ではほぼ CCWが最初の
回転方向であることが計測できた。つまり，CCW方向が
ATPの結合した際に連動して起こる回転運動であることが
分かったのだ。また，ATPが結合してから構造変化するま
でに少々のタイムラグがあることも別に行ったストップド
フローの蛍光測定で判明し，その時は χ方向の回転では
なく，θ方向の運動で，かつ極めて早い運動であることが
確認された。また，CCW方向と CW方向の回転運動速度
が異なることも判明した。これを説明するためには，もう
少し実験しなければならないが，今のところ，CCWは 1
ステップで回転し，CWは 2ステップで回転しているので，
それが原因で CCWの方で少々回転速度が速いのではない
かと考えている。この結果は DXT測定法ならではの定量
的な成果である。
　機能性タンパク質分子の多くは，複数ドメイン構造を取
っている場合が多く，対称性としてはヘテロ型やホモ型が
ある。今回，測定したシャペロニンもホモ 8量体でリング
構造を形成するが，金ナノ結晶を化学固定するために Cys
やMetを遺伝子導入する。従って，1個のナノ結晶に 8個
の Cysサイトが反応することになり，しっかりと固定し
てタンパク質分子との運動同期性を上げたい DXTの目的
には合致するが，反応サイトが多すぎると空間的な拘束性
が出てきて，本来の分子内部運動を再現できなくなると本
末転倒の事態となる。ナノ結晶のサイズ効果 Fig. 6(B)と
は違った標識する際の注意点となる。実際，このシャペロ
ニン系において，その回転運動を電子顕微鏡で断片的に捉
えた研究があるが，最大回転角は DXTデータよりも 2倍
程度であった。勿論，ホモ型であっても遺伝子導入に工夫
を凝らせば，その Cys導入総数を 8カ所から減らすこと
は可能でその実験は現在進行中である。
　以上のような過剰な運動拘束を与えてしまう多点結合式
ナノ結晶標識にも有効利用できる現象がある。それはアロ
ステリック効果である。局部的な構造変化がどのように分
子全体に伝播するかは，協奏モデルか逐次モデルかの判断
が可能になり，機能発現のメカニズム解析においても是非
計測したい分子内部運動の 1つである [12]。今回のシャペ
ロニンは ATP結合サイトが多いので観測結果は複雑であ
ったが，アロステリック効果を 1分子内部構造動態の連鎖
運動として計測することが，この多点結合式ナノ結晶標識
で可能となる。対象分子の基板吸着させる方向を定義でき
る系において，分子の右回りや左周りを特定できるように，
リガンド結合時の構造変化の後にどのような構造変化が連
鎖するのかは，多点で 1つのナノ結晶を標識することで検
出できる。また，この連鎖運動は大きなドメイン間の運動
であることを考えると，ナノ秒レベルの超高速な運動とい
うよりも，マイクロ秒レベルの分子内部運動と考えられる
ので，マイクロ秒 DXTで多点結合式ナノ結晶標識を用い
れば十分可能であると期待している。

Figure 9 
Conceptual diagram of Diffracted Electron Tracking (DET). This is the 
arrangement of our new dynamic single molecular detection system 
using the EBSD pattern from the labeled gold nanoparticles on the 
coating polymer film with wet-SEM.  DET can observe 3D dynamical 
motions of the labeled gold nanoparticles in the vacuum and aqueous 
solutions with the milli-second time scale. 
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　上記 DETと DXTを比較することで明確化してきた点が
ある。１つはＸ線が結晶性について，電子線を用いた際と
比較すると非常に感度が悪い点である。電子線を利用した
ならば，結晶性が良いとは言えないナノ結晶の表面部分
だけの結晶性を高感度に検出できた（例えば Fig. 4のよう
に）。溶液状態における環境資料室の利用等の全く別のハ
ードルはあるが，結晶方位を検出情報と考えると電子線が
最適である。しかし，電子線によるダメージは深刻で電子
線プローブが直接タンパク質分子に照射されていない状況
を作ったとしても，今後より一層の工夫が必要となる。も
う１つはプローブ径の威力である。Ｘ線は 100 μm程度の
大きい直径でサンプルに照射されるので，測定時間中すべ
てＸ線が照射されてしまっている。全く情報を利用してい
ないにも関わらずである。それに対して電子顕微鏡は数
Åのビーム径を実現しており，かつビーム走査をもう１
つの情報とするならば，DXTで得ることが出来なかった
並進運動も検出可能となる。
　以上のように，DETは装置規模が研究室レベルである
という点を加えると，現状では DET法の方が間違えなく
魅力的である。しかし，DXTに拘るのは，得られる情報
が表面近傍だけではなく，深部（∼μmレベル）での計測
が可能で，細胞を用いた in vivo計測が実現できるからだ。
タンパク質 1分子の正確な機能発現メカニズムを計測する
のが最終目的であるならば，細胞場という条件は最低守ら
なければならない。
　DXTはそのプローブの波長性を高精度性の理由として
いるのであれば，量子ビームすべての 1分子追跡法は試さ
れるべきであろう。それらすべてを標識法で実現するな
らば，その標識効果を Fig. 10のように推測することがで
きる。今後の開発として，中性子 1分子追跡法 (Diffracted 
Neutron Tracking; DNT)は避けては通れない計測である。
また，電子顕微鏡を用いて標識なしで分子の動態観察に最
近成功しているが [13]，その観察情報を利用して，標識法
からの無標識構造動態測定をできる点は非常に有効で，こ
れらＸ線，電子線，そして中性子を用いた量子ビーム 1分
子追跡法の確立は実現するべき方法論と考えている。DNT
の魅力的な点を一つ述べるならば，in vivo計測において，
その計測場が細胞から組織へ移行して行った場合，その必
要な計測時間はより一層長時間必要となる。その（例えば
数日）間を連続的に測定できるほどの非破壊性を持ってい
るプローブでなければならないことは自明であり，中性子
が最適と判断できる。
　この 15年間に DXTは順調にその特性を生かし，多義に
渡るサンプル系の新しい動態情報をじっくりと計測してき
た [14,15]。今後も例えば，細胞内チャネルタンパク質分
子の構造動態計測，パッチクランプ法との併用 DXT計測，
可視１分子計測との DXT同時計測，天然変性タンパク質
分子の動態挙動計測，局部的な粘性特性の変化する過飽和
現象計測，ミクロ流体に係る動的挙動現象等，未知なる現
象を高速に高精度に計測して行く予定である。今回，DET
を新たに開発することで，DXTの欠点も明確化された。

新たに DNTを実現する過程で，DXTや DETにとってプ
ラスになる要因の発見もあるだろう。例えば，Fig. 6(B)を
逆方向に考えるならば，実験室レベルのＸ線光源を用いた
DXTも現実味を帯びてくる。Ｘ線のナノプローブが手軽
に利用できるようになれば，ラウエ回折計測の S/Nも現
状よりも格段に向上するであろう。DXTはＸ線回折現象
を高速に利用しているだけである。他にも，Ｘ線干渉現象
やＸ線全反射現象時に起こるエバネッセント波発生は新し
い１分子計測の原理として非常に魅力的である。その利用
の際に，「高速性」と「高感度性」さえ実現できるならば，
１分子計測への道は開かれるに違いない。
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Figure 10 
Relationship between DXT, DET, and DNT. Single molecule detection 
systems using quantum-beam (X-ray Electron, and neutron) are 
characterized by sized effect of labelled gold nanocrystals. TEM/
STEM can observe single-molecule dynamical observations with a non-
labelling method. 
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