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研究成果の概要（和文）：原子間力顕微鏡（AFM）測定において探針－タンパク質試料間に働く相互作用をかぎ
りなく低減させる新規なAFMを開発した。本方法による探針とタンパク質試料との間に働く力を見積もった。そ
の結果、従来の高速AFMと比較して力を低減できることがわかった。GroELを測定し、本方法によりタンパク質に
対する侵襲性が低く抑えられることを確認した。また、バクテリオロドプシンの測定では、サブユニット内にこ
れまでのAFM測定では観察されなかった膜面からの突出部位が認められた。

研究成果の概要（英文）：A novel method of atomic force microscopy (AFM) was developed to enable the 
observations of biological molecules with very low loading force. This method was introduced to 
high-speed AFM and protein molecules were examined. The force acting between the probe tip and the 
sample surface was estimated. It was found that the loading force is significantly small compared to
 the conventional high-speed AFM. It was confirmed that this novel method significantly reduces the 
invasiveness to the protein GroEL compared to the conventional high-speed AFM. Furthermore, surface 
structure unprecedented by conventional AFM observations was found on membrane protein 
bacteriorhodopsin.

研究分野： 生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質は柔軟な分子機械であるため、そのありのままの動態を解析するためには、測定がタンパク質に与え
る擾乱を可能な限り低減させる必要がある。本研究で開発したAFM測定法は、探針－試料間相互作用の大きさを
極めて小さくすることができる。そのため、従来のAFM測定法と比較して、タンパク質が本来供えている構造動
態を乱すことなく測定することができると考えられる。本手法を拡張することで、将来的に多様なAFM測定法が
開発されることにつながることも期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）は、個々のタンパク質分子のナノ構造ダイナミクスを 0.1 
sec/frame 程度の時間分解能で直接観察することのできる顕微鏡である。タンパク質分子の構造
変化をナノメートル程度の空間分解能でリアルタイムに観察できることから、これまでに多く
のタンパク質分子について高速 AFM を用いた観察が行われ、機能動態の解析がなされてきた。 
一般的に、高速 AFM ではタッピングモードと呼ばれる測定モードが用いられる。タッピングモ

ードでは、カンチレバーを強制振動させ、その際にカンチレバー先端に取り付けられた探針と試
料との間に働く相互作用による振幅の減少量を検出することで、試料の表面構造を画像化する。
高速 AFM で一般的に用いられるタッピングモードによる測定では数 kBT 程度のエネルギーを探
針が試料を叩く毎に（～600 kHz）試料に与える。このエネルギーの大きさあるいはタッピング
力は必ずしも無視できるものではなく、探針－試料間の相互作用がタンパク質に対して与える
擾乱が問題になることがある。脆弱なタンパク質に対しては構造自体を保持させたままイメー
ジングすることすら難しく、剛直なタンパク質に対しても、その機能を損なわないまでもある程
度の擾乱を与えていることが容易に予想される。タンパク質分子の構造ならびにその動態を、分
子が本来備えているままに乱すことなく測定するためには、新しいコンセプトによる新規な高
速 AFM 測定モードの開発が強く望まれる。 
 
２．研究の目的 
 高速 AFM 測定において探針－試料間相互作用をかぎりなく小さくすることを可能とする新規
な AFM 測定法を開発する。これまでに多くの AFM 測定モードが開発されているが、それらはカン
チレバーの振幅や共振周波数の変化など、力学的な物理量を測定量としている。本研究では、探
針－試料間相互作用を検出するために、カンチレバーの熱揺らぎを測定量として用いる。通常、
カンチレバーの熱揺らぎは精密測定を阻害するノイズであり排除すべき対象として考えられて
いる。本研究ではカンチレバーの熱揺らぎを逆手にとり、積極的にシグナルとして利用すること
で探針－試料間の相互作用を kBT 程度（溶媒分子の持つエネルギー程度）に抑える。これにより、
高速 AFM 測定において探針が生体試料に与える擾乱を大幅に低減させる。本方法は、接触型の
AFM 測定モードとしては考え得る限り試料に優しい測定方法と考えられ、特にタンパク質など柔
軟な構造物のナノ測定において非常な威力を発揮すると期待される。 
 
３．研究の方法 
カンチレバーの熱揺らぎ信号を得るために、熱揺
らぎ検出回路を作製し、高速 AFM 装置へ組み込ん
だ（図 1）。探針を試料表面へアプローチする際に
カンチレバーの熱揺らぎにどのような変化が生
じるか未知であったため、熱揺らぎの減衰特性に
ついて理論式を導出し、計算によって熱揺らぎの
減衰カーブを得た。この理論カーブと測定によっ
て得たカンチレバーの熱揺らぎ減衰曲線と比較
し、理論式の妥当性を検証した。カンチレバーの
熱揺らぎ減衰曲線はフォースカーブ測定により
得た。タンパク質試料の AFM 測定については、熱
揺らぎ信号を PID フィードバック回路へ入力し、
探針が試料と相互作用することによって変化す
る熱揺らぎ信号が一定値に保たれるように試料
を z方向に上下動させた。ここでは、この AFM 測
定法を熱揺らぎ一定モードと呼ぶ。タンパク質試料としては GroEL とバクテリオロドプシン（bR）
を用い、従来の AFM で用いられるタッピングモード、コンタクトモードと熱揺らぎ一定モードで
測定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）熱揺らぎ一定モード高速 AFM の開発 
 熱揺らぎ検出回路を現行の高速 AFM 装置に組み込み、熱揺らぎ一定モードの測定を可能とし
た。当初はカンチレバーの熱揺らぎ信号と比較して装置由来の電気的なノイズが大きくフィー
ドバックの動作が不安定であったため、高速 AFM 装置の改変を行った。カンチレバーの変位検出
に用いるレーザーをノイズの低いものに置き換える等、装置のノイズを低減することで、微弱な
カンチレバーの熱揺らぎ信号を高い S/N で検出することが可能となった。 
 
（2）カンチレバー熱揺らぎの減衰特性 
 探針が試料と相互作用する際にカンチレバーの熱揺らぎがどのように変化するか、理論式を
導出し、計算によって熱揺らぎの減衰カーブを得た（図 2）。その結果、以下ような減衰特性と
なると見積もられた。1)試料表面が探針のつり合いの位置よりも遠方であるとき（非接触状態）、
カンチレバーの熱揺らぎの大きさはエネルギー等分配則から見積もられる値と一致する。2)試

図 1: 熱揺らぎ一定モード AFM 装置の構成 



料表面がカンチレバーに近づ
き探針と接触しはじめると
（準接触状態）、熱揺らぎが大
きく減少する。3)試料表面が
さらにカンチレバーに近づく
と、カンチレバーの熱揺らぎ
がたわみ量に比べて無視でき
る程度に小さくなり探針が試
料表面と常に接触していると
見なせる状態（接触状態）にな
る。熱揺らぎ一定モードにお
いては、準接触状態で測定を
行う。熱揺らぎの減衰特性と
同時に探針－試料間に働く力を計算し、相互作用の大きさを見積もった。その結果、準接触領域
において探針－試料間に働く力の大きさは 5-50 pN 程度であり、AFM 測定する際に設定する値と
して適当と思われる熱揺らぎの減衰量においては、力の大きさは 10 pN 程度であると見積もら
れた。 
 実際のカンチレバーの熱揺らぎ減衰曲線はフォースカーブ測定により得た（図 2）。全体的な
減衰特性は理論式と一致することから、導出した理論式は妥当なものであると考えられる。フォ
ースカーブの信号には微少ではあるものの装置由来のノイズが含まれるために探針-試料間相互
作用の大きさについては正確に見積もることが困難であったが、AFM 測定時に働く力の大きさは
約 10pN 程度であると考えられる。 
 
（3）GroEL の測定 
 GroEL はダブルリング構造を形成す
るタンパク質である。GroEL を構成する
ふたつのリングは、高速 AFM 測定中に
タッピング力によって解離しやすいこ
とが知られている。そのため、GroEL を
長時間にわたって高速 AFM で測定する
ことには困難であることが多い。GroEL
をマイカ基板へ吸着させ、タッピング
モード、コンタクトモード、熱揺らぎ一
定モードの各スキャンモードで測定
し、それぞれの測定モードの GroEL に
対する侵襲性を比較した。タッピング
モードにおいては GroEL のリングが解
離していく様子が観察され、コンタク
トモードで測定した場合には GroEL の
リング構造を測定することすら困難で
あった。熱揺らぎ一定モードで測定した場合には、タッピングモードと比較して、GroEL リング
の解離が大きく抑えられた（図 3）。このことから、熱揺らぎ一定モードが最も GroEL に対する
侵襲性が低いことがわかった。さらに、ひとつのリングを構成する 7つのサブユニットも観測す
ることもでき、熱揺らぎ一定モードはタッピングモードと同等程度の空間分解能を有すること
がわかった。 
一方、タッピングモードによる測定と比較して、熱揺らぎ一定モードではフィードバック速度

が大幅に低下し、5 sec/frame 程度の測定時間を要することが明らかとなった。また、GroEL の
リングが解離すると、隣接する GroEL のリングが解離しやすい現象が観察された。これは熱揺ら
ぎ一定モードのフィードバック速度が十分でないために横方向への力が探針から加えられたた
めと考えられる。熱揺らぎ一定モードにおいてフィードバック速度が低下する理由は現時点で
は不明であるが、速度低下を引き起こす要因が将来的に明らかになれば、本測定モードによる高
リアルタイム測定への道が開かれるものと思われる。 
 
（4）bR の測定 
 bR は高度好塩菌の細胞膜に存在し、紫膜の中で 2次元結晶を形成する。bRは 3量体を形成す
る 7回膜貫通型のタンパク質であり、これまでの AFM 測定でヘリックス Eと Fを結ぶ EFループ
が細胞質側において最も突出している箇所として観察されている。熱揺らぎ一定モードによる
測定により bR 分子内の微細構造をどの程度観察することができるか試み、タッピングモードな
らびにコンタクトモードで得られた画像との比較を行った。熱揺らぎ一定モードにより、紫膜中
における bR の 3量体構造を直ちに観察することが可能であった。このことから、熱揺らぎ一定
モードは膜タンパク質の高分解能測定に向いている測定法であることが示唆される。従来のコ
ンタクトモードやタッピングモードと比較すると、熱揺らぎ一定モードとコンタクトモードに
おいて高い空間分解能で bR の表面構造が観察され、各サブユニットには膜面から数 Å 突出し
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図 3: GroEL の熱揺らぎ一定モード AFM 画像。
数字はフレーム番号 

30 nm 

図 2: カンチレバー熱揺らぎの減衰特性。
理論カーブ（左）と実測カーブ（右）。 



ている箇所を確認することができた。過去に bRの AFM 測定がなされた文献との比較により、こ
の突出部は EF ループに相当する構造であると推測される。以上の結果は、熱揺らぎ一定モード
は従来の測定モードと比較して小さい力で測定できるのみならず、空間分解能においても従来
の AFM 測定法に匹敵するものであると結論できる。 
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