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研究成果の概要（和文）： 

 蛋白質の構造変化を解析するための新規アルゴリズムの開発を進め、電子顕微鏡画像からの
３次元再構成の高速化を達成した。さらに、この解析手法を蛋白質の構造解析への適用を進め
た。これと平行して走査電子顕微鏡による生物サンプルの構造解析に関する研究を行い、多検
出素子による３次元解析システムを開発した。これにより個々の生物サンプルの３次元構造解
析を一回の撮像で自動的に行うことが可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To reconstruct three-dimensional (3D) structure of proteins, we have developed newly 
3D reconstruction algorithm and a high-contrast detection system of the biological 
samples. Our 3D reconstruction method was composed with the modified Simulated-Annealing 
algorithm with the high accuracy classification method of the class averages from the 
protein images by the transmission-electron microscopy. This method enables 
automatically 3D reconstruction from the protein images. Furthermore, we developed 
high-contrast and low-damage 3D detection system. This system contains a linear array 
PD system and new 3D reconstruction method. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物の多種多様な機能の多くは、その基本
コンポーネントである蛋白質の働きを介し
て実現されている。個々の蛋白質は、精緻な
3 次元構造を特異的に形成しており、この構
造が変化することで極めて複雑な機能を発
現している。そのため、生体内の生理機能や

生化学反応、さらに病理の解明や薬理特性の
解析においては、個々の蛋白質の 3 次元構造
だけでなくその構造変化を解明することが
極めて重要となる。 
 現在多くのタンパク質の 3次元構造が X線
結晶構造解析法により解明されている。この
方法は分解能が数Åと極めて高いが、結晶化
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された蛋白質サンプルを必要とするため、結
晶化が困難な膜蛋白質や構造変化を捉える
ことは難しい。一方、NMR による構造解析も
行われているが、膜蛋白質では疎水性のアミ
ノ酸が多く含まれており、加えて主要な蛋白
質の大きさが 100kDa 以上あるため解析が困
難である。従って、蛋白質等の生物サンプル
を簡便に高分解能かつ低ダメージで個々の
３次元構造を解析する手法を開発すること
は、構造生物学のみならず、医学・生理学上
も極めて重要となる。 

 
２．研究の目的 
本研究は電子顕微鏡により蛋白質を撮影

し、この画像情報より 3次元構造を構築する
ための単粒子構造解析法の新しいアルゴリ
ズムや画像取得システムに関する開発を目
的とする。蛋白質は、構造を変化させること
で機能しているため、3 次元的な構造変化を
捉えることは極めて重要となる。本研究は、
新たな画像情報処理アルゴリズムや新規の
低ダメージ高コントラスト検出技術を開発
することで、蛋白質の 3次元構造の変化を簡
便にかつ自動的に解析することを目指す（図
１）。 
さらに、本提案により開発したアルゴリズ

ムを並列分散化し、解析速度を向上させるこ
とで、多くの蛋白質の構造変化と機能の解明
を進める。これに加えて、走査電子顕微鏡を
用いた新たな生物試料の低ダメージ高コン
トラスト観察手法の開発を進め、ウィルスや
蛋白質複合体レベルで個々のサンプルの構
造を解析可能とする。この手法では、走査型
電顕内に高感度・高速の検出素子を設置する
ことで、低電子線量で、高コントラストの観
察を可能とする。さらに、サンプルを支持す
るサンプルホルダーを改良することで、より
低ダメージ・非染色での生物試料の解析を行
う。 
 
３．研究の方法 
 構造変化を伴う個々の蛋白質の構造解析
を行うため、透過電子顕微鏡画像から個々の
蛋白質を認識しそれぞれを分類した後に、ク
ラス分類毎に３次元再構成を行う。こうした

画像認識は、幾つかの段階を経て進める必要
がある。最初に、クラス平均画像が蛋白質の
構造のものか、あるいはノイズ画像かを認識
し、ノイズ画像のみを除去する。次に、構造
変化を伴う蛋白質がどの構造かを推定する。
通常、蛋白質の透過電顕画像は、コントラス
トが低く、極めてノイズが高いため、各構造
の推定が困難である。本研究では、ノイズに
対してロバストな焼きなまし法（Simulated 
Annealing法）を応用することで、自動的に
各クラス平均画像がどの構造かを推定し、各
３次元構造を構築することを可能とする。さ
らに、本アルゴリズムを様々な蛋白質電顕画
像に適用することで、その３次元構造を解析
する。 
 こうしたクラス平均画像の分類において、
個々の蛋白質電顕画像のノイズが大きな問
題となる。ＳＮ比が極めて低い場合は、画像
の認識精度は著しく低下する。そのため、蛋
白質を含む生物サンプルを低ノイズで、かつ
高コントラストで観察する方法が重要とな
る。ここでは、走査電顕内に高感度・高速な
検出システムを導入することで、観察画像の
低ノイズ化と高コントラスト化を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 構造変化画像の自動解析アルゴリズムの
開発を進め、Simulated-Annealing アルゴリ
ズムを応用した新たな方法を開発した。これ
により、構造変化を伴うサンプルの 3次元構
造解析をより高精度かつ高速に行うことが
可能となった。この計算アルゴリズムを並列
分散化し、クラスターPCにより計算可能なよ
うに改良を進め、従来よりも８倍以上の高速
化を達成した。今回開発した計算アルゴリズ
ムを蛋白質の電顕画像に用いることで、これ
まで以上の高速処理が可能となった。これに
加えて、複数のステートを有する蛋白質画像
の 新 た な 解 析 方 法 と し て 、 Simulated 
Annealing を用いて、各平均画像にそれぞれ
のステートを割り当てる方法を開発した。こ
の方法を用いることで、自動的に様々な構造
変化のクラス平均画像が生成されるため、こ
の平均画像よりそれぞれの３次元構造を独
立に求めることを可能とした。こうした解析
アルゴリズムを実際の蛋白質電顕画像に適
用し、様々な蛋白質の構造解析を進めた。 
 
(2) 細胞内の酸化ストレス防御機構に関与す
る Keap1 蛋白質の構造解析を行い、その機能
解明を進めた。この解析では、透過型電子顕
微鏡により Keap1蛋白質の画像を撮像し、こ
の画像情報より、これまで当研究室で開発し
た画像情報の解析処理技術を総動員するこ
とで、完全な非対称タンパク質である Keap1
の３次元構造を解明した（図２）。 



 
この結果は、アメリカの学術誌である米国科
学アカデミー紀要に掲載された。これ以外に
も P2X2レセプターや Mitsugumin23等の蛋白
質の解析に適用し、従来に比べて高速かつ高
精度な３次元構造解析を行った（図３、４）。 

 
(3) 走査電子顕微鏡を用いた新たな生物サン
プルの観察手法を開発した。生物サンプルの
電顕画像は、電子線ダメージに弱く、軽元素
で構成されるため、観察画像は極めてノイズ
が高く低コントラストとなる。特に、電子線
による生物サンプルへのダメージは深刻で
あり、その照射量を低下させて撮像する必要
がある。こうした問題は、直接生物サンプル
に電子線を照射することで生じている。従っ
て、本研究では、電子線をサンプル支持膜に
照射し、これにより生じる２次的物理線を支

持膜下面に付着させたサンプルに間接的に
照射することで、電子線ダメージを大幅に低
下させることに成功した（図５）。この方法
を間接２次電子コントラスト法（ISEC 法）と
名づけた。支持膜として、40nm厚のカーボン
膜を使用し、この上部に 1.5kVの低加速の電
子線を照射することで、入射電子のほとんど
がカーボン薄膜内に吸収され、下面に付着し
ている生物サンプルには到達しない。従って、
一次電子線によるダメージをほぼ防ぐこと
が出来る。一方、電子線が照射された部位の
カーボン薄膜下面からは、２次電子が放出さ
れる。２次電子は、エネルギーが 10eV 程度
と極めて弱いため、生物サンプルの炭素や窒
素等の軽元素にも良く遮蔽され、染色するこ
となく高いコントラストを形成できる。加え
て、２次電子のエネルギーが弱いため生物サ
ンプルへのダメージも軽微である。この方法
を用いることで、バクテリアやウィルスを染
色処理なしに高コントラスト・低ダメージで
観察することに成功した（図６）。 

 
 本方法では、薄膜を改良することで、電子
線に伴う様々な２次的物理線を使用するこ
とが可能となる。例えば、薄膜上部に軟Ｘ線
を高効率で放射する金属層を形成すること
で、照射した電子線を軟Ｘ線に変換し、これ
を生物サンプルへと照射し観察することが
可能となる（図７）。さらに、サンプル下面
に複数の検出器を設置することで、電子線照
射部位から検出器の設置角度に従った傾斜
画像を観察することができる。ここでは、１



次元リニアアレイ検出器を使用することで、
－４５度から＋４５度までの７枚の傾斜画
像を一回の撮像で観察することが可能とな
った（図８）。さらに、こうした傾斜画像か
ら、３次元構造を高精度に求めるアルゴリズ
ムを開発した。３次元再構成処理において、
通常は観察画像を逆投射することで３次元
構造を解析しているが、本方法では３次元構
造自体を直接変化させながらこの投射像と
観察画像の差が低下するように３次元構造
を変えて行く新たな方法を開発した（図９）。
こうした３次元構造の変化を Simulated 
Annealing アルゴリズムを応用することで行
い、７枚の観察画像においても高精度な３次
元構造を構築することが可能となった。これ
により、個々の生物サンプルの３次元構造を
自動的に解析することができ、本研究の目的
をほぼ達成したものと考える。 
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