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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、膜タンパク質の配向と脂質膜の非対称性を同時に制御した固定化平
面膜の調製法を開発し、脂質膜の非対称性が機能に関わる膜タンパク質の動態を高速AFM観察することである。
2019年度までに、液滴接触法によりAFM基板上で平面膜を調製することを試みた。探針走査型高速AFMの試料ステ
ージ上で、マイクロマニピュレーターとマイクロインジェクターを用い、AFM基板上に均一な脂質薄膜を調製で
きた。しかし、探針走査型高速AFMの光学系が不安定という問題点があった。よって2021年度は、探針走査型高
速AFMを、より動作が安定している試料走査型高速AFMに作り替え、安定動作できるレベルまで調整した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a method to prepare supported lipid 
bilayers with simultaneous control of membrane protein orientation and lipid membrane asymmetry, and
 to observe the dynamics of membrane proteins whose function is related to lipid membrane asymmetry 
by high-speed AFM. By FY 2019, planar membranes were prepared on AFM substrates by the droplet 
contact method. Using a micromanipulator and a microinjector on the sample stage of a tip-scanning 
high-speed AFM, we were able to prepare a uniform lipid film on the AFM substrate. However, there 
was a problem that the optical system of the tip-scanning high-speed AFM was unstable. Therefore, in
 FY2021, we replaced the tip-scanning high-speed AFM with a more stable sample-scanning high-speed 
AFM and adjusted it to a level where it could operate stably.

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
AFM基板上での膜タンパク質の配向と脂質膜の非対称性の同時制御ができれば、膜タンパク質の機能動態に及ぼ
す脂質の非対称性の影響などについて分子レベルでの議論が可能になる。

※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 
生体膜中には様々な膜タンパク質や脂質が不均一に存在する。例えば膜平面方向の不均一性

は、異種または同種の膜構成分子が膜中で集合・離散しながら機能するというラフトの概念が代

表的である。また、膜垂直方向に関しても不均一である。生体膜を構成する脂質二重膜の内側と

外側の脂質組成は異なっており、非対称な脂質組成が膜タンパク質の活性、膜変形、シグナル伝

達等に重要であることが知られている。 

高速原子間力顕微鏡(HS-AFM)は、基板上に置かれた膜タンパク質の構造変化や膜中での集合・

離散動態をナノスケールで観察することができる。これまでに、様々な再構成膜中の膜タンパク

質の構造変化(Shibata, M. et al. Nat. Nanotech. 2010)や集合・離散動態(Sumino, A. et al. J. Phys. Chem. 

Lett. 2014)が HS-AFMによって可視化され、脂質－膜タンパク質間相互作用や膜タンパク質間相

互作用について新しい情報をもたらしてきた。その一方で、HS-AFMは AFM探針が面する面し

か観察できない。よって、基板上の再構成膜タンパク質の配向を制御することが重要であり、申

請者らは近年その方法を開発した(Sumino, A. et al., J. Phys. Chem. Lett. 2017)。しかし、膜タンパ

ク質の配向と脂質膜の非対称性を同時に制御した再構成膜をAFM基板上に構築することは出来

ていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、膜タンパク質の配向と脂質膜の非対称性を同時に制御した固定化平面膜の

調製法を開発し、脂質膜の非対称性が機能に関わる膜タンパク質の動態を高速 AFM観察するこ

とである。AFM基板上での膜タンパク質の配向と脂質膜の非対称性の同時制御ができれば、膜

タンパク質の機能動態に及ぼす脂質の非対称性の影響などについて分子レベルでの議論が可能

になる。 

 
３．研究の方法 
細胞膜のように裏と表で異なる脂質組成からなる非対称脂質二分子膜を構築するには、水と

油の界面に形成した脂質単分子膜を二枚張り合わせる、液滴接触法が有用だと考えた。ここで、

張り合わせる二枚の脂質単分子膜の組成が同じ場合は対象膜になり、異なれば非対称膜になる。

AFM 観察には、試料サイズの制限がなく、また試料基板近傍の空間が広い探針走査型高速 AFM を

使うことにした。それによって、ガラスピペット等による液滴の操作を高速 AFM の試料基板上で

行いやすくなるためである。しかし、4.研究成果に記述した経緯によって、探針走査型高速 AFM

基板上での液滴接触膜の作製は中止し、より動作が安定している探針走査型高速 AFM に作り替

えた。 

 

４．研究成果 

2018 年度までに、原子間力顕微鏡観察に用いるマイカ基板およびガラス基板上において、液

滴接触法による対象脂質二分子膜の調製条件を検討したが、脂質薄膜の調製の再現性が低く、基

板上に均一に蛍光分子が分布することは少なかった。2019 年度は光学顕微鏡下でマイクロマニ

ピュレーターとマイクロインジェクターを用い、液滴の添加操作の精度を上げることを試みた。

試料チェンバーの脇にマイクロマニピュレーターを設置し、内部に緩衝液を充填したガラスピ

ペットを固定した。ガラスピペットには空圧マイクロインジェクターを接続し、ガラスピペット

中の緩衝液を少量ずつ排出できるようにした。ガラスピペットはガラス管をレーザープラーに



よって加熱・切断することで作製し、切断後に先端系が 30 マイクロメートル程度になるように

マイクロフォージで加工した。マイクロマニピュレーターとマイクロインジェクターの導入前

と比較して蛍光色素付き脂質の蛍光が基板上で均一な分布になりやすくなり、薄膜調製の再現

性が向上したと考えられる。上記の試料調製はすべて、探針走査型高速原子間力顕微鏡のステー

ジ上での非対称平面膜作製法の検討結果であるが、探針走査型高速原子間力顕微鏡の光学系が

不安定で、AFM 観察が日常的に安定して行えないという問題点があった。よって 2021 年度は、

これまで検討していた探針走査型高速原子間力顕微鏡を、より動作が安定している試料走査型

高速原子間力顕微鏡に作り替え、安定動作できるレベルまで調整した。今後は、試料走査型高速

原子間力顕微鏡の試料ステージで非対称平面脂質二重膜を調製する方法を検討する。 
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