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研究成果の概要（和文）：高速原子間力顕微鏡（高速AFM）を用いた膜蛋白/脂質ラフト高次機能複合体の動態の
直接観察に挑戦した。
その結果、膜蛋白AQP4およびCFTRの2重脂質膜中への再構成技術の確立と再構成された膜蛋白複合体の高速AFM観
察に成功した。これらの再構成された膜蛋白は、予想よりはるかにに大きくダイナミックに揺らいでいることが
発見できた。さらにAQP4を抗原とする抗体の抗原－抗体反応の直接観察を行い、自己免疫疾患成立過程における
重要な所見が得られた。
また、将来的に本研究の重要な研究対象となる病因性CFTR変異体、特に日本人・アジア人に特有な変異体の研究
も並行して行い、重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted direct observations for dynamics of membrane 
protein complex in the membrane rafts using using a high-speed atomic force microscopy (HS-AFM). 
First we succeed to establish a method for purifying functional membrane proteins, e.g. Cystic 
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR) and Aquaporin 4 (AQP4), and reconstituting them 
in a lipid bilayer. First we observed single molecular dynamics of CFTR and succeeded to identify 
large fluctuation of presumable NBD and R-domain of CFTR protein. Next we successfully visualized 
the single molecule dynamics of the anti-AQP4 monoclonal antibodies interacting with AQP4 molecules 
forming a supramolecular orthogonal array structure reconstituted in lipid membrane, which initiates
 a severe immune-disease in human, Neuromyelitis Optica (NMO).
We also study disease-associated CFTR mutants causing a life-shorten disease Cystic Fibrosis, which 
should be important research targets in near future.

研究分野：分子生理学

キーワード： 膜蛋白複合体　抗原ー抗体反応　分子間相互作用　１分子直接観察　高速原子間力顕微鏡　脂質２重膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医学・生理学的に重要な生命プロセスの多くは、必要に応じて生体膜上で機能性膜蛋白が集合して形成された膜
蛋白/脂質ラフト高次機能複合体によって遂行されている。この動的な膜蛋白複合体の動作機構の解明は、医学
生理学の大きな進歩に繋がると期待されるが、機能面および静止構造についての研究はあっても、分子動態につ
いての直接的な測定データが乏しく、その分子レベルでの動的なメカニズムについてはほとんど解っていない。
本研究では、高速原子間力顕微鏡を用いて、機能中の膜蛋白複合体の動態の1分子レベルで直接観察・解析する
ための基盤技術の開発に挑戦し、初期段階として満足できる成果をあげることに成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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1. 研究開始当初の背景 

(1) 医学・生理学的に重要な生命プロセスの多くは、必要に応じて生体膜上で機能性膜蛋白が集合して

形成された膜蛋白/脂質ラフト高次機能複合体によって遂行されている（図１）。この動的な膜蛋白複合体

の動作機構の解明は、医学生理学の大きな進歩に繋がると期待されるが、直接的な測定データが乏しく、

その分子レベルでの動的なメカニズムについてはほとんど解っていない。 

 

 
 

2. 研究の目的 

(1) 本研究では、膜蛋白/脂質間の相互作用に基づいた動的秩序形成および自己組織化の視点から膜蛋白

複合体形成・解離と機能発現の動的連関メカニズムの解明に挑戦した。 

 

3. 研究の方法 

(1) 機能中の膜蛋白複合体の分子動態の直接的動画観察を可能にする高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）を

基盤観察技術として（図２）、 

1) 各膜蛋白の機能を保持したままでの発現・精製系の確立、 

2) 膜蛋白複合体が生体膜中と同様な動態を示すための細胞膜

環境観察プラットフォームの開発および、 

3) 膜蛋白分子間相互作用についての１分子動画データの解析

技術の確立に挑戦した。 

(2) 研究試料としては、嚢胞線維症 Cystic Fibrosis 原因遺伝

子産物である Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 

Regulator (CFTR)陰イオンチャネルおよび水チャネルAquaporin 

(AQP)の一種である AQP4 を軸として、これらと機能的に深い関

係があると考えられる上皮型 Na+ チャネル(ENaC)や ATP 感受

性 K+チャネル(KATP)等を選定した（図１）。 

  



4. 研究成果 

(1) 膜蛋白複合体の分子動態の直接的動画観察 

AQP4 の 2 つのアイソフォーム M1-AQP4 と M23-AQP4 および CFTR を人工脂質 2重膜に組み込んだ状態で高

速 AFM 観察することに成功した。特に M23-AQP4 については、電子顕微鏡で細胞膜上に観察される規則正

しいアレイ構造を高速 AFM で直接観察することができた。 

さらに、M23-AQP4 アレイおよび単体として存在している M1-AQP4 に、抗 AQP4 抗体を投与して、抗体の

結合‐解離の動態観察にも成功した。 

これらの高速 AFM を用いた 1 分子直接観察結果のうちで最も興味深い現象である、脂質 2 重膜中で規

則正しいアレイ構造をとっている M23-AQP4 に対する抗 AQP4 抗体の結合・解離、アレイ上の“歩行”、歩

行中の抗体どうしの衝突、そして抗体クラスター形成といった現象の相互関係の解明および全体の定量

的・統合的理解を追求した（図３）。そのために、上記の各現象において各状態間を任意の確率で移動、

さらに各現象間を任意の確率で移動する stochastic 数理モデルを作成し、モンテカルロシミュレーショ

ンを行った（図４）。このシミュレーション結果と ELISA 実験で得られた巨視的レベルでの結合・解離動

態との整合性を求めたが、定量的な整合を取ることできなかった。このことから、１分子レベルと巨視

レベルとの間のメゾスコピックな領域において、分子間相互作用に関する未知の重要な分子動態プロセ

スが起こっている可能性も示唆された。 

 

 

 

このことを受けて、まず、M23-AQP4 アレイ上に 1) 近接して複数の抗体が結合した場合における相互

作用による抗体解離促進と、2) アレイ上のある一点（抗原）に抗体が結合した場合のその近接した抗原

への新たな抗体の結合の阻害、さらに 3) 抗体のアレイ上の歩行現象を加味した大規模シミュレーション

を実行中である。 

  



(2) 細胞膜環境観察プラットフォームの開発 

高速 AFM 用の細胞膜環境観察プラットフォームを開発するために、AFM 観察ステージのマイカ表面と脂質

２重膜の間に潅流液の層を作る目的で、直鎖構造 PEG 脂質誘導体を添加したリポソームを作製して、AFM

ステージ上へ展開したが（図５）、PEG リン脂質誘導体の分布に偏りがあるようで、均一で安定な脂質二

重膜面を形成することは困難であった（図６）。 

 

 

 

また、この効果は、高速 AFM で組み込まれた膜蛋白の挙動を観察することで評価していたが、この方

法では間接的な評価しかできないので、さらに広範囲により直接的に評価するために、AFM ステージ上に

近接場光を展開することを計画・準備中である（図７）。 

 

 
 

(3) 病因性 CFTR 変異体 

将来的に本研究の重要な研究対象となる病因性 CFTR 変異体、特に日本人・アジア人に特有な変異体の研



究も並行して行なった。 

嚢胞線維症 Cystic Fibrosis (CF)は、白人種における代表的な遺伝性疾患のひとつである。日本人を

含む他人種においては、CF 患者の数は少ないが、白人種とは異なるタイプの CFTR 変異がみられる。 

日本人に最も高頻度にみられる病因性変異はエクソン 16-17ｂにわたる大規模欠損変異である(Nakakuki 

et al. J Hum Genet 2012)。16-17ｂ欠損変異では、CFTR 蛋白における 970 番目に位置するグリシン(G970)

から、1122 番目のトレオニン(T1122)までの 153 個のアミノ酸の欠損がフレームシフトなしに起こるため

（Δ(G970-T1122)変異）、3 つの膜貫通ヘリックス TM9-11 および 4 番目の細胞内ループ ICL4 に相当する

部分が失われる。このΔ(G970-T1122)変異体では、蛋白は合成されるが、ゴルジ体での糖鎖修飾等の成

熟過程が正常に行われず、細胞膜での発現が阻害されていること（classⅡ変異）を明らかにした(図８)。 

 

 
 

日本で同定された 21 種類の病因性 CFTR 変異のうち、蛋白が合成されない class I 変異が１種類、Δ

(G970-T1122)変異に加え 2番および 3番目に多い L441P と H1085R 変異を含む classⅡ変異が 11 種類、そ

して細胞膜への発現は正常であるが、チャネル機能が障害されている classⅢ/Ⅳ変異が 10種類含まれて

いた。さらに、欧米で最も多くみられる classⅡ変異ΔF508 の治療薬として開発された VX-809 

(Lumacaftor) の日本人特有の CFTR 変異への効果についても検討し、いくつかのクラスⅡ変異体に効果

があることを確認した。 

 

(4) 今後の展望 

上記のように当該研究は、計画した当時には予想できなかった多くの技術的問題に直面して、困難な展

開となってはいるが、最終目標達成のために研究を粛々と進めてきた。現在、これらの研究成果の論文

発表の準備中である。 

当該研究においては、上記以外に数多くの新たな発見があった。そのなかでも、1) 多くの膜蛋白が予

想以上に大きく揺らいでいること、および 2) 1 分子レベルで観察された現象の集合がそのまま巨視レベ

ルで観察されている現象となるのではない、つまりメゾスコピックレベルにおいて今までに明らかにさ

れていない法則が働いている可能性が示唆されたことは、当該研究におけるキーワードである自己組織

化へとつながる非常に重要な発見であった。 
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