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研究の概要
代表者は、高い空間分解能と時間分解能を併せ持ち、機能を損なわずに水中に在るタンパク質 

分子を直接可視化できる高速 AFM を世界に先駆けて開発することに成功した。本研究では、こ 

れまでの成果をベースに、生細胞や細胞内オルガネラなどの動態やその表面で起こる分子プロ 

セスのその場観察をも可能にする技術開発を行い、それにより新しい構造生物学を開拓する。
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１．研究開始当初の背景 
 代表者は 20 年前に高速 AFM の開発に着手
し 2008 年に完成させ、その後 Myosin V の歩
行運動や F1-ATPase の構造回転などを高速・
高解像撮影することに成功し、従来技術では
不可能な発見ができることを実証した。こう
して、タンパク質分子の構造と動的振る舞い
を、プローブを介さずに直接観察するという
生命科学の夢がようやく実現された。 

２．研究の目的 
この最近の急速な進展と、英国で改良された
走査型イオン伝導顕微鏡(SICM)が実用段階
に入ったことなどに鑑み、タンパク質分子の
動態観察を継続しつつも、次なる目標を設定
した。分子よりも遥かに大きい細胞や細胞内
オルガネラの動的形態変化やそれらの表面
で起こる分子プロセスをも高解像観察可能
な高速 AFM、及び、試料に非接触でダイナミ
クスを観察可能な高速 SICM を実現し、その
性能を実証するという「困難ではあるが探究
すべき重要な目標」を設定した。また、表面
しか観察できないこれらの顕微鏡の能力を
補うために、蛍光像と表面形状像を同時に取
得可能とすることも目標とした。

３．研究の方法 
研究内容は大きく分けて 3つに分類される。
(A)装置関連の技術開発、(B)新しく開発す
る技術・装置の性能を実証するイメージン
グ研究、(C)高速 AFM による多様なタンパク
質系の観察と機能発現機序の解明研究。
(A)については、(i)走査範囲を格段に拡大

した広域スキャナーの開発、(ii)広域スキ
ャナーの非線形性補償と振動抑制法の開発、
(iii)蛍光顕微鏡及び関連する光学技術を
高速 AFM に導入するための技術開発、(iv)
イオン伝導計測の高速化と低ノイズ化によ
る高速 SICM の実現。(B)については、細菌、
ニューロンも含む真核細胞、分離調製した
細胞内オルガネラのダイナミックな現象を
撮影し、装置性能を実証する。(C)について
は、これまでに手掛けてきたモータータン
パク質や天然変性タンパク質の他、多くの
連携研究者の協力を得て、DNA 関連のタン
パク質、AAA タンパク質、膜タンパク質な
ど多様なタンパク質系を対象に、機能発現
機序の解明を行う。

４．これまでの成果 
紙面が限られているので、いくつかに絞る。 
広域・高速スキャナーの開発：第３種テコ法
による拡大機構を利用して約 50×50μm2 の
走査範囲を確保し、低共振周波数故に望まし
くない振動が発生する問題を逆伝達補償法
などにより解決するとともに、広域であるが
故に生ずる非線形性や走査軸間の干渉をフ
ィードフォワード制御や回路技術により解
決した。これにより、X方向に 1kHz で走査し
ても望ましくない振動を起こさずに走査で
きる広域・高速スキャナーを完成させた。こ
の走査速度は、100 本の走査線の場合、10 
frames/s のイメージング速度に対応する。 
簡易蛍光顕微鏡の導入と細胞動態の観察：広
域/高速スキャナーを搭載した高速 AFM 装置
で細胞動態を実際に観察できるか実証研究
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を行った。これまでの高速 AFM に付属してい
る光学顕微鏡では細胞は見えないため、探針
を細胞の特定位置にポジショニングできな
い。そこで、簡易蛍光顕微を導入し、GFP を
トランスフェックトした細胞を可視化でき
るようにした。この高速 AFM により、真核細
胞で起こるエンドサイトーシス、アクチンに
よる逆行流動、ニューロンで起こる樹状突起
の成長・分岐や膜のラッフリング運動などの
動的な現象を光学顕微鏡よりも遥かに高い
解像度で捉えられることを実証した。 
インターラクティブ高速 AFM の開発：カンチ
レバー探針はイメージングばかりでなく試
料を操作することにも使える。そこで、当初
の計画になかったが、ディスプレイ上に現れ
る高速 AFM 像のピクセル位置（分子の局所位
置に対応）を指定すると、次のフレーム走査
中に探針が指定した分子局所に来ると探針
から大きな力を加え、その後すぐに通常のイ
メージングモードに戻る一連の動作を実行
するインターラクティブ高速 AFMを開発した。 
高速 SICM の開発：SICM は非接触イメージン
グという優れた特徴を有するが、イオン伝導
計測にかなり時間がかかり、極めて遅い。そ
こで、プローブであるガラスキャピラリの電
気抵抗と電気容量をいくつかの工夫により
低減させ、従来の 100 倍の速度を実現した。
また、Z ピエゾからの放射ノイズを遮蔽する
などの工夫により感度を 20 倍上げることに
成功し、それにより空間分解能を上げること
も可能になった。現在はこれらの技術を組み
込んだ装置を製作中である。 
タンパク質のイメージング研究：インターラ
クティブ高速 AFM の技術を Myosin V に適用
し、ADP 存在下で Actin 線維に 2 本足で結合
した分子の後ろ足を Actin から解離させた。
その結果、この分子は一歩前進し、これを繰
り返すと何歩も一方向に歩き、ATP-free での
歩行運動が観察された。この成果は、Myosin 
V に限らず ATP をエネルギー源とする多様な
タンパク質分子機械における ATP加水分解の
役割を一から問い直すものであり、極めて画
期的な成果である。天然変性タンパク質
(IDP)については、天然変性領域(IDR)の両端
距離の平均値がアミノ酸配列に依らず残基
数だけで決まるという一般則を見出した。
IDP を観察するだけで残基数が決められるた
め、オーダーした領域と IDR との境界を残基
レベルで特定できるため、この一般則は構造
解析が難しい IDP の研究に貢献する。その他
にもリング状シャペロンの ATPase 反応に伴
う協同的構造変化や回転、2頭の Myosin に似
た DNA修復タンパク質のネック部の会合や伸
縮運動と DNA 鎖間の架橋、時計タンパク質間
の動的な協同的結合・解離など、機能に密接
に関係するダイナミックな分子動態を捉え
ることに成功し、高速 AFM イメージングの威
力を更に実証した。 

５．今後の計画 
高速 AFM 関連の技術/装置開発は予想を超え
て進展したため、実証研究を超えて、細胞や
細胞内オルガネラを対象に本格的な応用研
究に着手する時期に来ていると考えている。
イオン伝導計測の高速化と低ノイズ化も、予
想を超えたレベルまで進展したため、高速
SICM 装置を早く完成させて実証研究を進め
る。タンパク質のイメージングについては、
現在手掛けている研究を継続し完了させる
とともに、開発の過程で新たに発案した研究
も進めたいと考えている。例えば、前述とは
異なる方法でタンパク質分子を操作して機
能を乱したときの動作の観察や、ガラスキャ
ピラリの開口部にあるナノポアに膜タンパ
ク質を含む脂質二重層膜を張り、電位をかけ
てイオンチャネルの動作を観察するとか、タ
ンパク質輸送装置における輸送過程を観察
するといった新しい観察にも挑戦したい。 
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