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研究成果の概要（和文）：生命機能を支える生体超分子の動作のしくみを解明し、医療やナノテ

クノロジーに役立てるためには、原子分解能での立体構造解析法の確立が必須である。電子顕

微鏡像の解析による超分子立体像解析では原子分解能達成は困難であるが、構成分子のＸ線結

晶解析による原子モデルを超分子立体像に組み込むことにより、擬似原子分解能での解析が可

能になる｡本研究課題では電子顕微鏡像解析のさまざまな工夫によりその分解能の向上と解析

時間の短縮を図り、原子モデルの組み込み精度を高めて、原子レベルでの動作機構の解明を実

現した。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of large biological macromolecular 
complexes underlying various biological functions and to make use of them in the 
application for medicine and nanotechnology, it is essential to visualize their 3D 
structures in atomic detail. Electron cryomicroscopy (cryoEM) and image analysis of large 
complexes, although difficult to achieve atomic resolution by itself, can be combined 
with X-ray crystallography of component molecules to build pseudo-atomic models of the 
complexes. We have improved the resolution and throughput of cryoEM image analysis to 
increase the accuracy and efficiency of atomic model building of the complexes markedly 
to facilitate our understanding of the biological mechanisms.  
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１．研究開始当初の背景 
生命機能は生体超分子の構成原子の立体配

置とその動きによって支えられており、その

動作のしくみを解明し医療やナノテクノロ

ジーに役立てるためには、立体構造を原子分

解能で解析する方法の確立が必須である。し

かし、生体超分子はその構像が均一でないこ

とも多く、同条件で複数の状態が混在するこ

ともあり、良質な結晶を必要とするＸ線結晶

解析だけによる構造解析は一般に困難であ

った。一方で、生体超分子を水溶液状態のま

ま凍結して低温電子顕微鏡により拡大像を

記録し、その画像解析によって立体構造を解

析する方法が達成できる分解能は、原子レベ

ルはおろか、タンパク質の 2次構造を確認で

きる 7-8 Åまで上げることすら困難であっ

た。 

 
２．研究の目的 
低温電子顕微鏡像の解析によって得られる

超分子の立体像では、原子分解能の達成は困

難であるが、超分子を構成する個々の分子の

Ｘ線結晶解析による原子モデルがあれば、超

分子の密度マップに原子モデルを組み込む

ことにより、擬似原子分解能での構造解析が

可能になる｡本研究課題では、低温電子顕微

鏡像解析のさまざまな工夫により、超分子立

体構造解析の分解能の向上と解析時間の短

縮を図り、立体密度マップへの原子モデルの

組み込み精度を高めて、擬似原子レベルで超

分子動作機構の解明を実現する基盤技術の

開発を目指した。 

 
３．研究の方法 
電子顕微鏡用グリッド上の多孔カーボン薄
膜に生体超分子の水溶液を極微量載せ、大半
を濾紙で吸い取った後に液体エタンに突入
させて急速凍結し、カーボン孔に張ったガラ
ス状のアモルファス氷薄膜に生体超分子を
凍結包埋する。この試料グリッドを低温電子
顕微鏡に挿入し、様々な向きを向いて凍結さ
れた超分子の拡大像を多数記録して解析す
る。電子顕微鏡の結像光学系の収差や、弱い
位相コントラストを強い像コントラストに
変換するためのデフォーカスなどが引き起
こす、コントラスト伝達関数による様々な像
歪みを補正し、同じ向きで記録された多数の
投影像を整列させて平均することにより像
の S/N 比を改善し、多数の平均投影像から逆
投影法によって立体像を再構成する方法が
単粒子像解析法である。 
 生体超分子は電子線照射損傷を極めて受
けやすいため、高分解能で立体像再構成を行
うためには、急速凍結により氷包埋した生体
超分子を低温で保持したまま電子顕微鏡像

を記録することにより、できるだけ損傷を抑
えて高分解能構造情報の劣化を抑えること
が必須である。すなわち、生体分子が耐え得
る最大限の照射量で画像の S/N比を上げるこ
と、像をできるだけ数多く収集して高精度で
整列させ、重ね合わせて平均し、高分解能構
造情報の回復作業を効率化する工夫が、ハイ
スループット高分解能解析への鍵である。 
 
４．研究成果 
電子線照射損傷を最大限に抑制可能な液体
ヘリウム冷却試料ステージを装備し、試料に
よる非弾性散乱で干渉性を失い背景ノイズ
となる非弾性散乱電子を取り除くエネルギ
ー分光装置と、５秒程度の速読画像データ読
み取りが可能な画素数4k×4kの電子線用CCD
カメラを装着した極低温電子顕微鏡（日本電
子 JEM-3200FSC）を用いて、画像記録の高分
解能化と効率化を図った。 
 まず、CCD カメラによる画像記録の際のパ
ラメーターを最適化するとともに、試料温度
を本来の試料冷却温度である 4 Kではなく 50 
K とすることで、氷薄膜の密度をできるだけ
低く保ちつつ、チャージアップした試料の静
電レンズ効果による像のふらつきや歪みを
低減させることで画像収集効率を向上させ、
同時に氷包埋試料の厚さをできる限り薄く
コントロールすることにより、生体超分子像
のコントラストを以前の約 5倍に向上させる
ことに成功した。その結果、単粒子像の整列
平均操作の精度が格段に改善し、より高分解
能を達成することが容易になった。しかも、
以前は構造解析に使用可能な画像の歩留ま
りが数％以下であったのに対し、現在は 1日
に収集できる200-300枚のCCD画像の約90％
が構造解析に使用可能となり、高分解能解析
のスループットが桁違いに向上した。  
 この技術を応用し、細菌べん毛ポリロッド
（直径 13 nm）、ポリフック（直径 18 nm）、
病原性細菌のニードル（直径 7 nm）等の構造
を約 7 Å 分解能で、TMV コート蛋白質スタッ
クディスク（直径 18 nm）の構造を約 4 Å 分
解能で解析した。いずれも画像データ収集が
1〜2 日、画像処理計算が 1〜2 日で、以前の
数ヶ月から 1年以上を必要とした解析作業期
間が数十分の一に短縮した。どの密度マップ
でもαヘリックス、β構造、ループなどの 2
次構造が明確に解像されており、Ｘ線結晶解
析による構成分子の原子モデルを高精度で
組み込むことにより、超分子全体の擬似原子
モデル構築が可能になった。生体では数多く
の繊維状超分子が、細胞骨格、細胞運動、細
胞内輸送等に重要な役割を果たしており、一
週間程の短時間で 2次構造まで解像可能にな
ったことは特筆に値するもので、本プロジェ
クトの当初の目標を達成した。               
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