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研究成果の概要（和文）：シグナルを制御するタンパク質複合体で、結晶を作り難い複合体を対象に、電子顕微鏡によ
る単粒子解析法を開発して適用範囲を広げ構造を決定する。これら構造に、X線による部分構造を当てはめSecDFなどの
構造解釈を行った。
また、複合体の細胞内での局在と離合集散機構を高分解能観察するために、大気圧電子顕微鏡法(ASEM)を開発した。AS
EMは薄膜窓越しに水中を観察し、ハイスループットで高分解能である。水中での高効率な免疫ラベル法を開発し、Tリ
ンパ球中でのSTIM1の超複合体形成を観察した。また、微小な３次元結晶の観察法を確立し、X線結晶作製に貢献した。
同時に、ASEMを８窓に多窓化し観察効率を向上させた。

研究成果の概要（英文）：Protein complexes are essential for various kinds of physiological functions in 
the human body. By developing single particle analysis (SPA) using Transmission electron microscopy 
(TEM), the three-dimensional (3D) structure of signal processing protein complexes. Further, these 
structures including SecDF are interpreted by docking partial structure determined by X-ray 
crystallography.
The new atmospheric scanning electron microscope (ASEM) observes samples through electron-transparent 
film. Therefore, samples can be set in solution under an open atmosphere. Using this system, immuno-ASEM 
was successfully developed, and we have observed intracellular super-molecular-complex formations, 
including accumulation of STIM-1 in response to Ca2+ store depletion. Moreover, the observation method of 
small protein crystals are developed, and contributed to X-ray crystallography. Further, by 
multi-windowning ASEM, the observation efficiency was improved.

研究分野： 構造細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

本研究の開始当初は、電子顕微鏡単粒子解
析・大気圧電子顕微鏡(ASEM)による観察は
未だに限られていた。単粒子解析法では、分
子量 200kDa 以下のタンパク質、特に膜タン
パク質の構造決定は容易ではなかった。さら
に、対称性の低い分子は難しい。例えば、
SecDF は、mRNA からの分泌タンパク質や
膜タンパク質の翻訳生産において、翻訳ペプ
チド鎖の小胞体膜透過の効率を上げるとい
う普遍的で重要な役割を果たす、分子量は
100kDa 強の膜タンパク質である。このよう
な生理的機能を果たすために、SecDF タンパ
ク質は、２つの構造をとることが X 線結晶解
析により示唆された。すなわち、SecDF 全
体の最安定構造が解かれ、さらに部分構造を
X 線結晶解析することで、第 2 の構造を取り
得ることが判明した。部分構造は SecDF の
準安定構造を反映すると思われるが、準安定
構造の全体構造は未だ解かれていなかった。
その理由の一つとして、SecDF が 200kDa

より小さな非対称膜タンパク質で、単粒子解
析が難しかったことが挙げられる。また、
ASEM に関しても、水中を高分解能観察でき
る点で画期的であるが、その適応対象は繊維
芽細胞など、主に一部の培養細胞に限られて
いる。免疫電顕も行われていない。また、結
晶化溶液中のタンパク質結晶を、光顕以上の
高分解能で観察する方法はなかった。 

 

２．研究の目的 

シグナルを制御するタンパク質複合体で、結

晶を造り難い複合体に焦点を合わせて、透過

電子顕微鏡による単粒子解析法を開発して

適用できるタンパク質の範囲を広げる。特に

200kDa 以下の小さな非対称膜タンパク質の

構造決定を可能にする。さらに、実際に

200kDa 以下の生理的に重要な非対称膜タン

パク質の構造を決定する。また、これらの構

造に、X 線による部分構造を当てはめ構造解

釈をする。また、複合体の細胞内での局在と

離合集散機構を高分解能で観察するために、

大気圧電子顕微鏡法(ASEM)を、さらに開発

する。ASEM は、薄膜窓越しに水中を観察す

る、ハイスループットで高分解能な顕微鏡で

ある。特にタンパク質局在の解明のために、

水中での細胞に対する高効率な免疫ラベル

法を開発する。また、ASEM の高い分解能を

利用し、微小な３次元結晶の観察法を確立し、

X 線結晶解析を大幅に加速する。同時に、

ASEM を多窓化し観察の効率を向上させる。 

 

３．研究の方法 

本研究では、(i)精製タンパク質の透過電子顕
微鏡(TEM)画像から情報学的再構成により立

体構造を導き出す単粒子解析法と、(ii)細胞を
水溶液中で化学固定するだけで走査電顕と
蛍光顕微鏡で同時観察できる大気圧走査電
子顕微鏡(ASEM)を開発する。特に、単粒子構
造解析法を柔らかい情報処理を用いて開発
し、シグナリング複合体を選んで全体複合体
構造を高分解能で決定する。ASEM 用の水中
ラベルは、光顕と走査電顕の両方で用いられ
るように、蛍光ナノゴールドを抗体につけて
ラベルし、後から金析出で粒径を大きくする。
これらの方法は単独で研究に用いられるだ
けではなく、目的に応じて相互に組み合わせ
て適用し解析する。 

 
４．研究成果 

(i)単粒子画像解析法:柔らかい情報処理を取

り入れてその高精度化を進めた。確率分布に

基づく高精度な粒子拾い上げプログラム

(Microscopy 2013)と、焼きなまし法(SA)を用

いてラセン構造を高分解能決定するプログ

ラム(J Structural Biol 2014)を独自に開発し

た。分解能は最高で 7.7Åに達した。Signal 

peptide (SP)を切断する膜タンパク質である

SP peptidase(SPP) は C 型肝炎ウィルスや

マラリアの増殖などに関わる生理的に重要

なタンパク質である。SPP は、4 量体で活性

を持ち、４回対称の弾丸様構造であることが

単粒子解析法により解明された。膜貫通部位

の内部には、親水性環境の隙間があり、ペプ

チドの切断反応に水分子が必要であること

と良く一致する。その外壁には薄い部分が存

在し、基質となるペプチド鎖の導入・排出口

と考えられる (JBC 2011)。 

また、microtubule は GTP により、離合・

伸長が決定される動的な複合体である。さら

には細胞内輸送におけるレールになり、

microtubule 上での輸送によっても、その構

造が制御される。GTP analog 結合による中

間体の構造変化を 8Å台の高分解能で解析し、

柔らかい微小管単独で初めて-tubulinと

-tubulinが区別できた。X線構造との fitting

により-helix のダイナミックな動きを解明

した(JCB 2012)。さらに、輸送モーターKIF5

との結合構造の詳細解明にも成功した

(EMBO J 2015)。 

画像分類ソフトの開発により、水溶液を用

いて、個々のタンパク質を電顕撮影すること

で、異なる 2 構造を持つ Mg23 イオンチャン

ネルの混合２状態の同時構造決定にも成功

した。３回膜貫通ペプチドによるサブユニッ

トが 6 個と 36 個からなる２種の複合体が混

在することが判明した (Biochemistry 2011)。 



図 4 ASEM によるマイコプラズマ観察. 

染色(左)と足複合体の免疫ラベル(右). 

翻訳時の膜を越えたペプチド鎖の分泌に

重要な SecDF も、そのクレーン状の動きを

反 映 す る ２ 状 態 を 、 暗 視 野 走 査

TEM(HAADF-STEM)を用いたトモグラフ

ィー解析と単粒子解析を組み合わせること

により決定した(図 1: JSFG 2014)。他にも、

B 型肝炎ウィルス殻等の解析等も行った。 

 

(ii) ASEM:シグナル制御複合体の複合体形成

と局在とを理解するため、金・蛍光ラベル２

次抗体を使った免疫ラベル法を開発して

ASEMにより8nm分解能での観察を行った。

本方法では、水溶液中で抗原が保護されるた

め、幅広い抗体・抗原の組み合わせによる免

疫電顕が可能になった。 

本方法を用いて、離合集散を繰り返す複合

体である細胞骨格のチューブリン・Actin 形

成と、ORAI イオンチャンネル複合体の Ca 濃

度センサーStim1が ER内の Ca2+枯渇により凝

集する様子の観察に成功した（図 2: JSB 

2012）。 

さらに、領域内で千田等と連携して、タン

パク質の超微結晶の ASEM による観察法の

開発を行った。結晶化溶液中で、極めて微小

な３次元結晶が直接無染色で観察できた（図

3: IJMS 2012）。本法により、より結晶化の

初期の段階を捉えることが可能になり、X 線

結晶解析を大幅に加速することが期待され

る。 

さらに、植村等と協力して、脳神経細胞を

ASEM dish 上で初代培養し、軸索伸長やシ

ナプス形成を高分解能で観察することが可

能になった。さらに、プレシナプス形成を誘

導する GluRδ2 の N 末端領域を、磁気ビーズ

表面にコートすることで、ASEM dish の任意

の場所で

前シナプ

スを形成

させ詳細

構造を観

察できた。

免疫ラベ

ルとの組

み合わせ

にも成功

している

(Ultramicroscopy 2014)。 

また、ASEM を用い、マイコプラズマ

（Mycoplasma mobile）の迅速観察法の開発

に成功したことは、診断面への応用の可能性

を拓いた。マイコプラズマは大腸菌の 1/25

の体積しかなく、感染初期はもとより、診断

は全般的に難しい。抗生物質耐性菌が増えて

いるため、迅速な診断法の開発が求められる。

ここでは、固定と金属染色により少ない手間

で迅速に観察でき、細胞内に特徴的な構造が

見られた(図 4：BBRC, 2012)。細菌感染症の

診断全般等への応用が期待される。 

ASEM は組織の観察にも適用できる。切り出

した組織ブロックを化学固定後に PTAなどで

染色し、薄膜上に載せるだけで、ASEM により

水中で迅速に組織表面 2-3μm を詳細に観察

できた。胃などの消化管では粘膜細胞に様々

な共生細菌が接着している様子が観察され、

粘膜細胞と細菌の共生機構の研究やある種

の発ガン機構研究への応用が期待される。さ

らに、乳ガンが転移した肺や脊髄を正常組織

と比較観察したところ、ガン細胞は核が大き

く明確に識別された(図 5)。さらに、薄膜窓

上で組織を滑らせながら、広視野観察も可能

である。観察窓が 200µm×200µm の 1 枚窓か

図 2. Stim1の免疫電顕.通常分布(上)とER内の

Ca2+枯渇による超複合体形成(下). 

図 3. TAF1-結晶の観察 

図 1 HAADF-STEM による SecDF の

単粒子構造解析. 



図 5. ASEMによる正常脊髄と乳癌転移脊

髄の観察.癌細胞は大きな核で識別でき

る(白矢印). 

ら、250µm×250µm サイズの窓 8枚へと多窓化

されたことで観察効率は大幅にアップした。

従来の術中ガン迅速診断では、凍結後に時間

がかかる薄切が必須であった。ここで開発さ

れた ASEM による迅速観察法は、凍結薄切が

要らないため、ガン術中迅速診断へ応用され

ることが強く期待される (International 

Journal of Oncology, 2015)。 
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