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研究成果の概要（和文）：タンパクの観察の動的観察に必要な基礎実験、測定に必要な要素技術を確立した。本
研究期間中に、抗生物質では効かない重い感染症などに有効とされる抗体である免疫グロブリンG（IgG）分子
が、これまで報告されていない鎖構造を持つことを新たに見出した。現在この鎖構造の検証中である。これらは
新たな免疫機能や輸送手法の開発に展開される可能性がある。さらに、電子顕微鏡内への光導入により、仕事関
数よりもはるかに小さいエネルギーの光によっても、光電効果のような試料の電荷状態が変化するという全く新
しい現象を発見した。本研究成果を踏まえて引き続き生体分子の光との相互作用のその場観察を展開する。

研究成果の概要（英文）：We have developed a transmission electron microscopy setup for dynamic 
observation of samples in solution with light stimulation. Using this measurement system, a 
chain-like structure of immuno-globulin G antibody proteins has been discovered. In addition, by 
introducing light into the electron microscopy column, if was found that the charge state of the 
sample changes by light illumination with smaller energy than the work function of the sample. This 
cannot by simply explained by the photoelectric effect, and further investigation is required. To 
increase the interaction of the photon and the material we also developed a cuvette system with 
electro-magnetic field enhancement, where short-range ordered nanohole structures exhibited Anderson
 localization of the electromagnetic wave. These investigations will be continued and expanded to 
in-situ observation of various systems including biomolecules and materials.

研究分野： 電子顕微鏡

キーワード： ナノ材料　表面・界面物性　その場観察

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クライオ電子顕微鏡による生体分子観察は2017年のノーベル化学賞に選ばれている。しかしながら氷包埋された
凍結試料の計測ではなく、動的観察はできない。本研究で提案するナノキュベット法では、液中動的電顕観察が
可能である。本研究において、重い感染症などに有効とされる抗体である免疫グロブリンの新たな鎖構造を発見
した。また光導入による動的観察の一環として、光により電荷状態が変化するという新しい物理現象を見出し
た。これらの成果および本研究で確率した技術により、新たな電子顕微鏡観察手法へむけた技術開発だけでな
く、生体分子や材料科学への展開が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生体内の細胞膜中に存在し特定のイオンや物質のみを透過させる膜貫通タンパク質は、物質
輸送・代謝・機能発現のための情報伝達スイッチとして働き、生体機能を司る。膜貫通タンパク
の機能は、その構造・形態変化による物質透過制御であるため、構造解析が機能発現機構を解明
する直接の手がかりとなる。これまで膜タンパク質の構造は、タンパク結晶からの X 線回折に
よる構造解析により１次～４次構造が決定されている。しかし、生体中でタンパク質は結晶化し
ているわけではなく、サブユニットの位置関係やフォールディングは必ずしも生体内と同じと
は限らない。単独のタンパク質分子形態の解析として、近年、透過型電子顕微鏡（TEM）を用
いたクライオ単粒子解析が行われているが、静的観察にとどまっており、動的（あるいは In vitro）
TEM 観察には至っていない。その理由は、電子線に対して安定でかつ高分解能観察を可能とす
る水溶液セルが存在しないためである。 

 

２．研究目的 

 本研究では、申請者が開発中の TEM 用新規水溶液中その場観察プラットフォームである「ナ
ノキュベット」をバイオ応用し、高い空間分解能でタンパク質を水中動的観察する透過型電子顕
微鏡法を構築する。 

 

３．研究の方法 

・生体分子用「ナノキュベット」の作製  
 電子線が透過するほど薄く、水溶液を真空から隔離することのできる「ナノキュベット」を、
コロイダルリソグラフィーと薄膜堆積技術を組み合わせて作製する。内部にタンパク質を含む
脂質二重層を展開する。電子線ダメージを減らすため金属・カーボンの極薄膜を用いて導電性を
確保し、高い空間分解能が得られるよう充分に薄い（厚さ＜50nm）キュベットの作製を行う。ナ
ノキュベットの光学センシング機能を利用し内部状態を光学的にモニタする。 

・光導入によるダイナミック測定 
 動的観察の一例として、光応答する受容タンパクの観察を目指し、光導入機構を電子顕微鏡に
設置する。電子顕微鏡に光導入することにより、光照射によるダイナミックな形態変化の観察が
可能となる。 
 
４．研究成果 

1) IgG オリゴマー 
最適化されたカーボンナノキュベットを用い、タンパク質の観察を行った。重度の感染症治療

に用いられる抗体分子である免疫グロブリン G（IgG）の観察において、これまでにない明瞭な
コントラストでの構造観察に成功した。加えて、IgG分子が鎖のようにつながったオリゴマー状
態が観察された。IgM でのこのようなオリゴマー形成は報告されているが IgG では報告例がな
い。[論文投稿準備中]今後、このオリゴマーの形成過程・機能性の解明、熱安定性の調査などが
必要と考えられ、今後計測を継続する。 
 

2) 吸着分子の超高感度センシング（論文化済み） 

試料作製および測定の再現性を確保するために、光測定によりキュベットに閉じ込められた液
体の状態や、シーリング膜の密着性の見積もる手法を開発した。電子顕微鏡観察前に、光測定に
より簡便にサンプル状態確認ができれば、スループットの向上にもつながる。基板上に作製した
ナノホール内に液体を閉じ込め、マクロ測定からキュベット内部及び周辺の温度・真空度依存性
を測定したところ、超高感度の分子測定が可能であることが明らかになった。電子顕微鏡観察で
重要となるコンタミとなる分子の吸着ダイナミクスをその場測定することに成功している。[文
献 1]この実験結果を解析することで、定量的な分子吸着測定の可能性を見出している。 
 

3) キュベット内の光場のアンダーソン局在 
本研究で用いているナノキュベットは貴金属材料を導入することで光増幅可能で、限られた数

のフォトンを効率よく物質と相互作用することが可能である。光応答タンパク観察においては
重要な機能となる。これまでのナノキュベットでは、短範囲規則配列した孔を用いていたが、本
研究の過程で、アンダーソン局在に相当する極めて不均一に局在した光場の分布が実験的に観
測された。（図１）[文献２] 不均一な電磁場分布の中でも、特に集団から孤立したようなエッ
ジにおいて極端に大きな状態密度が観測されている。 
これは現象としては興味深い一方で、本研究で目的としていた光場増強の利用には不向きであ

るため、ヘキサゴナル構造で均一なナノキュベットの作製を検討した。[文献３] ヘキサゴナル
ナノキュベットの安価な大量作製方法のプロトコルはほぼ確立できており、今後の計測におい
ては主にヘキサゴナルナノキュベットを作製・使用していく予定である。 



 

4) 光と電子線と物質の相互作用 
上述のように光と物質の相互作用観察のためには電磁場の状態密度を向上させること、ある

いはフォトンのエネルギーを効率よく物質に転送することが重要である。相互作用を高めるた
めのシステム構築として、粒子を用いた光場増強も検討した。[文献４、５、６] 
また、実際の光導入その場測定のため、電子顕微鏡内への光導入し、その光と電子線の位置あ

わせ精度を 1um 程度まで向上することに成功した。その結果、これまで全く報告されていない新
しい現象が確認された。電子線照射中のサンプルの状態が光でその場観察したところ、チャージ
した数百 nm サイズのサンプルが、はるかに小さい質量の電子の照射により、数百 nm オーダーで
動くことが示された。さらにこのチャージ状態が光の照射により変化することも示された。[論
文投稿準備中] 引き続き、光導入によるその場測定を継続していく。 
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図１ 短範囲規則をもつ貴金属キュベット内の電磁場のアンダーソン局在の実験的計測。

[文献２より抜粋] 
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