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–– Seeing what was unseen  ––

・生きた細胞内の分子過程を可視化する光プローブの研究

→ 細胞内プロセスの直接解析を可能にする．

・ STM分子探針と分子間電子トンネル効果顕微鏡の開発
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— Imaging Molecular Events in Single Living Cells —
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NO activates sGC that generates cGMP for the regulation of blood vessels



佐藤，比田，小澤, Anal. Chem. (2000)
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N  O・

Nitric Oxide (NO)

1. Cardiovascular system
2. Immune system
3. Nervous system



An Amplifier-Coupled 
Fluorescent Indicator for NO 
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Definitions

佐藤，比田, Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2005)



細胞

NOセンサー細胞

“Piccell”

CGYを導入

神経細胞

血管内皮細胞

ピコモル濃度領域の一酸化窒素（NO）を検出するセンサー

〜 NOセンサー細胞 “Piccell” 〜

Piccell はピコモル濃度領域のNOを
特異的に検出できる．

１つ１つの細胞がNOのセンサー（Piccell）となる．

可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）は，NOと結合すると酵素活性が
増大し，細胞内に大量のcGMPを生成する．
sGCを持つ細胞に，cGMP蛍光プローブ分子（CGY）を導入することで，
NOを認識し，cGMPの増幅を介し，CGYにより蛍光シグナルを発する
NOセンサーを構築した．

佐藤，中嶋，後藤, Anal. Chem. (2006) ‡



Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; PI(3,4,5)P3

OH

Diacylglycerol; DAG



佐藤，上田，高木，Nature Cell Biol.(2003) ‡



Subcellular dynamics of DAG in living cells

佐藤，上田，Nature Methods (2006) ‡
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佐藤，小澤，Nature Biotechnol.(2002) ‡



男性ホルモン

女性ホルモン

キナーゼSrcの活性化の様子に男女差があることを発見

一杉, 佐々木, 佐藤, 鈴木,  J. Biol. Chem. (2007)
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Principle of Detecting Protein-Protein Interactions 
Based on Protein Splicing
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小澤，貝原，佐藤，立原，Anal. Chem. (2001) ‡



生細胞内でのタンパク質間相互作用の高感度検出

従来法では見えない膜近傍でのRas–Raf-1間相互作用を高感度に検出できる．

菅野, 小澤, Anal. Chem. (2006) ‡
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An androgen promotes interaction between 
the androgen receptor ligand binding domain (AR LBD) and coactivator protein

アワイス，佐藤，Angew. Chem. Int. Ed. (2006) ‡



A Bioluminescent Probe for Imaging AR Translocation 
into the Nucleus
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金，小澤，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2004)



Effects of inhibitors on AR translocation into the nucleus in 
the mouse brain

FLAG DnaEnrLuc-N NLS
Plasmid (A)

Plasmid (B)
DnaEc rLuc-C Androgen Receptor

0 hr 1 hr 3 hr

（１） （２） （３）

Time

（１）： COS-7 cells transiently co-transfected with 
pcRDn-NLS and pcDRc-AR were implanted 
in the brain of mice.  Soon after the 
implantation,. 100 μl of procymidone and 
PCB  were injected intraperitoneally (i.p.).

（２）： 100 μl of DHT was injected i.p.

（３）：coelenterazine was injected intracerebrally (i.c.) in the 
mice.

Photons/sec/cm
2/sr

PCB and procymidone have an ability to pass through the blood-brain barrier, to reach 
the brain and to inhibit the AR signal transduction in the organ.

DHT (-) DHT (+) DHT (+)
+
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DHT (+)
+

PCB

Experiments

金，小澤，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2004)



A genetic approach to identifying mitochondrial proteins

A method that allows rapid identification 
of novel proteins localized in 
mitochondria by screening large-scale 
cDNA libraries
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小澤，佐古，佐藤，Nature Biotechnol.(2003) ‡
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RSVCSLFRYRQRFPVLANSKKRCFSELIKPWHKTVLTGFGMTLCAVPI YFP(H148G)

小澤, 名取，ACS Chem. Biol. (2007)

pH 7.5

ミトコンドリア膜間腔局在化配列 pHセンサータンパク質

ミトコンドリア膜間腔局在化配列を同定した

膜間腔のpHを測定することを可能にした

‡



ミトコンドリアRNA はミトコンドリアDNAを離れ，分散していく

生細胞内におけるミトコンドリアRNAの検出

小澤，名取，佐藤，Nature Methods (2007)
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プローブが近接することで
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プローブの
蛍光団を破壊

‡
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Molecular Tips: Intermolecular Tunneling Microscopy

molecular
tip

electronic interaction

molecular imaging

overlap of electronic wave functions

facilitation of
intermolecular electron tunneling



西野，伊藤，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2005)

A fullerene molecular tip can detect localized and rectified electron tunneling 
within a single fullerene-porphyrin pair.

Localized electron tunneling (ET) to spatially visualize the frontier orbital 
of the porphyrin involved in ET

e–

facilitated electron tunneling
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Electron tunneling within the single fullerene-porphyrin pair 
constitutes a molecular rectifier.
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西野，伊藤，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2005)



Electrically pinpointing complementary nucleobases

大城，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2006)



Pinpointing complementary nucleobases

大城，Proc. Natl. Acad. Sci., USA (2006)



結び

・細胞内情報伝達において鍵となる生体情報分子を可視化

計測する技術の開発

・STM分子探針と分子間電子トンネル効果顕微鏡の開発

化学および生命科学の基盤技術として

化学と生物分野の発展に大きく寄与するものである．
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