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研究成果の概要： 

本研究では、液中で原子スケール（1 nm 以下）の構造を観察できる原子間力顕微鏡と呼ばれ

る計測装置を改良して、観察に使用する液体の温度やそこに含まれるイオンの濃度を精密に制

御できるようにした。さらに、生体の基本的なパーツである生体膜の分子スケールの研究へと

開発した装置を応用し、生体膜の主たる構成成分である脂質分子とコレステロールの複合体の

構造を分子レベルで観察することに世界で初めて成功した。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,360,000 0 1,360,000 

２００８年度 1,350,000 405,000 1,755,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,710,000 405,000 3,115,000 

 

研究分野：工学 

科研費の分科・細目：ナノ、マイクロ科学、ナノ材料、ナノバイオサイエンス 
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１．研究開始当初の背景 

 近年目覚しい進展を遂げたナノスケール
分析技術を分子細胞生物学の研究へと応用
し、さらに、そこで得られた知見を将来の新
規ナノデバイス創生へと還元しようとする、
いわゆるナノバイオテクノロジーと呼ばれ
る新融合領域が現在世界中の注目を集めて
いる。しかしながら、従来のナノスケール分
析技術の多くは生体試料の研究へとそのま
ま応用することが困難であり、さらなる技術
開発を必要としている。そのため、先端ナノ
分析ツールのバイオサイエンスへの応用開

発が現在急務となっている。 
 研究代表者は、これまで周波数変調方式原
子間力顕微鏡（FM-AFM）と呼ばれる最先端の
ナノ分析ツールの開発に携わり、それを用い
て溶液中での FM-AFM による原子分解能観察
に世界で初めて成功した。この技術は、従来
不可能であった生体試料の構造や生命現象
の原子スケール観察を可能にするものとし
て大きな注目を集めている。しかしながら、
観察に使用する液体の温度や濃度などを精
密に制御して、FM-AFMによる原子・分子レベ
ルの観察が行われた例はまだない。そのため、
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溶液条件によって構造や物性が大きく変化
する生体試料の観察を行い信頼性の高いデ
ータを得ることは困難であった。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、これまで研究代表者が開発し
てきた高分解能 FM-AFM の装置・手法にさら
なる改良を加え、より系統的な生命科学の研
究が可能なものに発展させることを第一の
目標としている。さらに、開発した装置を用
いて生体膜の様々な機能性に深く関係する
リン脂質やコレステロールなどの異分子複
合体を生理溶液環境下で分子分解能観察し、
その挙動を分子レベルで明らかにすること
を第二の目標としている。これにより、開発
した装置・手法の実用性が示されるとともに、
重要な分子生物学的課題である生体膜機能
の分子レベルでの理解に進展が得られるも
のと期待される。以下では、それぞれの研究
目標についてより具体的な内容と背景を説
明する。 
 
(1) 液中原子分解能 AFMの多機能化 
 原子間力顕微鏡（AFM）では、先鋭化され
た探針を備えたカンチレバーと呼ばれる片
持ち梁を力検出器として用いる。探針を試料
表面に接近させ、探針-試料間に働く相互作
用力を検出し、それを一定に保つように探針
の垂直位置を制御しながら水平方向に走査
する。このとき、探針の垂直位置の変化をそ
の水平位置に対して記録することで試料の
三次元形状像を得る。 
 従来、探針を試料に接触させて、カンチレ
バーのたわみから相互作用力を検出するコ
ンタクトモードが溶液中での高分解能観察
には用いられてきた。しかしながら、この動
作モードでは探針-試料間に働く水平方向の
摩擦力を原理的に避けることができず、基板
上に孤立した生体分子や弱い力で相互作用
する分子複合体などを非破壊観察すること
ができないという問題点があった。この問題
を解決するために、カンチレバーをその共振
周波数近傍で垂直方向に振動させ、探針-試
料間相互作用によって生じたカンチレバー
の振動振幅あるいは振動周波数の変化から
相互作用力を検出するダイナミックモード
が開発された。この動作モードでは水平方向
の摩擦力が大幅に軽減され、孤立した生体分
子の観察などが可能となった。しかしその一
方で、カンチレバー共振の Q 値の大幅な低下
などから溶液中での原子・分子分解能観察は
実現していなかった。 
 2005年、研究代表者はそれまでの周波数検
出方式ダイナミックモード AFM（FM-AFM）に
大幅な改良を施し、真空・大気・溶液中のあ
らゆる環境下でサブナノメータの分解能を
達成可能なマルチ環境型 AFM を開発した。そ

れにより、世界で初めてダイナミックモード
AFM による液中原子分解能観察に成功した。
研究代表者は、さらに装置と手法に改良を重
ねることで、生理溶液環境下の脂質二重層表
面に形成された個々の水和層やイオン分布
を直接原子・分子スケールで観察し、この手
法が従来不可能であった生体分子系の原子
スケール観察を可能とする革新的な技術で
あることを明らかにした。 
 研究代表者が開発した FM-AFM は溶液中で
の原子分解能観察を可能としたが、分子生物
学的な研究を系統的に行うために必須の機
能である溶液の温度や濃度を制御する機能
が備わっていなかった。たとえば、これまで
の液中 FM-AFM による高分解能観察は、すべ
て気液界面が露出している、いわゆるオープ
ンセルと呼ばれる試料ホルダを用いて実験
が行われてきた。オープンセルでは液体の揮
発が避けられないため、実験中に緩衝溶液の
イオン濃度や pH が変化するといった問題点
がある。特に、37度などの生物学的に重要な
温度で実験を行う場合には、溶液の蒸発速度
が増大するため、この問題はより深刻なもの
となる。また、観察位置を変えずに、溶液に
含まれるイオンや様々な分子（ペプチドやタ
ンパク質など）の濃度を制御できないため、
それらが観察対象にもたらす影響を正確に
調べることは困難であった。一方これまでに
も、細胞などの比較的大きな試料の低分解能
（> 10 nm）観察に対しては、温度・濃度制
御機能を備え、密閉された溶液環境での観察
を実現する、環境制御型クローズドセルが実
用されてきた。しかしながら、従来の環境制
御型クローズドセルは比較的大型で剛性も
低いため、観察中の試料ドリフトの増大や試
料スキャナの共振周波数の低下を招き、高分
解能観察には適さなかった。本研究では、安
定性や分解能といった AFM性能を損なわずに
溶液の温度・濃度制御を実現し、液中原子分
解能 AFMの機能性を大幅に改善することを目
標とする。 
 
(2) 生体膜中の異分子複合体の分子スケー
ル構造分析 
 生体膜は、細胞や細胞小器官の隔壁を構成
する、生体における最も基本的な構成要素の
ひとつである。生体膜は、水、イオン、その
他小分子の膜輸送を司り、膜内外のイオン濃
度調整や細胞間のシグナル伝達に大きな役
割を果たす。そのため、これまでに様々な手
法によりその構造・機能が研究されてきた。
それによれば、生体膜はグリセロリン脂質と
呼ばれる両親媒性分子の二重層を主たる構
成要素とし、それにスフィンゴ脂質、コレス
テロール、タンパク質などが複雑に混ざり合
った複合体として機能する。生体は、脂質二
重層に含まれる分子種とその混合割合を多



 

 

彩に変化させることで、異なる膜の流動性や
表面物性を実現している。たとえば、リン脂
質二重層には流動相（fluid phase）と呼ば
れる流動性の高い相と、ゲル相（gel phase）
と呼ばれる流動性の低い相が存在するが、こ
れらの相を持つ脂質二重層がコレステロー
ルと複合体を形成すると、膜の流動性がそれ
ぞれ低下および向上することが知られてい
る。さらに、このような膜の流動性の違いが
膜タンパク質の機能や生体膜の融合などの
生物学的プロセスに対して重大な影響を及
ぼすことが知られている。 
 このように、生体膜内での様々な分子の複
合化がもたらす膜の物理的・化学的物性への
影響の重要性は広く認識されている。その一
方で、こういった異分子複合化の分子スケー
ルでの発現メカニズムに関しては未解明の
点を多く残している。たとえば、コレステロ
ール分子が脂質二重層内でどのように脂質
分子と相互作用し、どのような構造の複合体
を形成するのかといった点や、その複合体が
ドメインを形成した場合のサイズや安定性
なども未解明のまま残されている。また、そ
れらに対するイオン濃度や環境温度の影響
も分子レベルでは明らかになっていない。こ
のような生物学的現象を分子スケールで理
解することは、分子生物学の重要な課題であ
るとともに、生体分子機能を模倣して将来の
ナノデバイス応用へと発展させようとする
ナノバイオテクノロジーの要請に答えるも
のでもある。 
 生体膜中の異分子複合体の分子スケール
での理解が、未だ困難な課題として残されて
いる大きな要因として、生理環境下にある生
体分子を直接分子スケールで観察すること
の技術的な難しさを挙げることができる。た
とえば、電子顕微鏡では生体分子を生理溶液
環境下で分子分解能観察することができな
い。また、光学顕微鏡ではサブナノメータの
分解能を得ることができない。さらに X 線な
どを利用した回折法ではマイクロメータ以
上の領域を平均した情報を得ることになり、
分子スケールの構造を直接観察することは
できない。一分子蛍光法により分子の軌跡を
追うことは可能ではあるが、分子複合体の構
造を直接知ることはできない。研究代表者の
開発した原子分解能 FM-AFM は、生理環境下
での分子分解能観察が可能であるという大
きな特長を持つため、生体分子複合体の構造
を原子・分子スケールで観察できる可能性が
ある。本研究では、生体試料観察のための機
能性を大幅に改善した原子分解能 FM-AFM を
用いて、モデル生体膜中に形成されるグリセ
ロリン脂質分子、コレステロール、スフィン
ゴ脂質の異分子複合体を直接分子分解能観
察することで、その構造と挙動を分子スケー
ルで解明することを目標とする。 

３．研究の方法 

(1) 液中原子分解能 AFM の多機能化 

 原子スケールのイメージングでは、探針-

試料間相対位置の熱的・機械的ドリフトの影
響が一般には無視できない。ドリフトによる
AFM 像の歪みを許容範囲内に抑えるために
は、十分にドリフトを抑制し、走査速度を現
実的に実用可能な長さに収める必要があり、
その条件下で原子スケールの空間分解能が
得られなければ信頼性のあるデータは得ら
れない。 

 また、生物学的実験にしばしば用いられる
化学合成されたペプチドや DNA などの生体
試料の多くは、極微量でも非常に高価である
ため、実験に必要な溶液量は最小限に抑える
ことが望ましい。本研究では、300 ul 以下の
溶液容量を目標仕様とする。これは一般的な
環境制御型クローズドセルの必要溶液量（通
常 1 ml 以上）に比べて大幅な容量低減を目
標とすることになる。 

 従来の高分解能 AFM にはチューブ型のピ
エゾスキャナが用いられる場合が多かった
が、本研究ではシアーピエゾタイプのスキャ
ナを用いることで、小型化と共振周波数の向
上を図る。これによりドリフトの抑制とイメ
ージング速度の向上が期待される。 

 試料ホルダに 0.5 mmφ程度の入出水ポー
トを設け、そこにテフロンチューブを接続す
ることで、外部からの液体置換や外来物質の
注入を可能とする。 

 従来、温度制御は試料ホルダにヒータを組
み込むことで行っていたが、本研究では、探
針から試料にいたるメカニカルパスに含ま
れる全ての部位（20 × 20 × 20 cm3程度の大
きさ）を恒温槽で囲み、0.1℃単位での精密な
温度制御を実現する。これにより、溶液の温
度制御だけでなく、観察時に生じる熱ドリフ
トの大幅な抑制を実現する。 

 

(2) 生体膜中の異分子複合体の分子スケール
構造分析 

① 研究対象分子 

 脂質分子としては、動物細胞中にもっとも
多く見られるホスファチジルコリン(PC)を
head group と し て 持 つ 、
Dipalmitoylphosphocholine を用いる。ステ
ロイドとしては動物細胞中で豊富に見られ
るコレステロールを用いる。 

 

② 試料作製方法 

 vesicle fusion 法を用いて、へき開したマイ
カ基板上にモデル生体膜を作製する。このと
き、vesicle を作製するもととなる溶液に、上
記の異分子を様々な混合比で混ぜ合わせる
ことで、モデル生体膜中に形成される分子複
合体の構造やそのドメイン形成に対する異
分子混合比の影響を調べる。 



 

 

４．研究成果 
(1) 液中原子分解能 AFM の多機能化 

 本研究では、溶液中で原子分解能観察が可
能な原子間力顕微鏡（AFM）に、溶液の濃度
や温度を制御する機能を付け加え、それを使
って精密に制御された溶液環境での分子ス
ケール生体膜研究を行うことを可能とした。 
 AFM 観察時に、観察位置を変更することな
く溶液を置換できるシステムを完成させた。
さらに、この溶液置換システムを電動で制御
可能とし、溶液置換の速度や時間を精密に制
御できるようにした。 
 また、温度制御に関しては、溶液だけでは
なく装置全体を銅製の断熱容器で囲み加熱
するシステムを開発した。これにより、温度
を変化させたときの装置内部の温度分布を 1
度以下に収めることに成功し、その平均値を
0.1℃単位の正確さで制御することを可能と
した。 
 これらの開発の結果、温度や濃度を精密に
制御した溶液環境下で、原子スケールの構造
を観察できるようになった。 
 液中 FM-AFM による原子分解能観察技術は
極めて新しく、世界でも数グループでしか実
現していない。本研究では、その原子・分子
分解能を維持したまま、溶液温度や濃度を精
密制御するシステムを導入した点が非常に
革新的である。この開発によって、生体分子
の観察を高い信頼性で行うことが可能とな
った点は、FM-AFMの生物学的研究への応用を
大きく前進させる重要な成果である。 
 
 (2) 生体膜中の異分子複合体の分子スケー
ル構造分析 
 開発した装置を用いて、モデル生体膜の分
子スケール構造観察を行った。代表的な脂質
分 子 で あ る DPPC (dipalmitoyl- 

phosphatidylcholine) 分子の二重層をベー
スとして、それにコレステロールを含有させ
たモデル生体膜をマイカ基板上に作製した。
その構造を開発した装置を用いてリン酸緩
衝生理食塩水（PBS 溶液）中で観察した。そ
の結果、コレステロールの DPPC 分子間への
挿入により、DPPC 分子の配列に不規則性や
欠陥が増加することがわかった。また、DPPC

のみのモデル生体膜が擬六方の 2 次元結晶構
造を有しているのに対し、コレステロールが
30%以上混入されると、それが斜方晶の 2 次
元結晶構造へと変化することが新たにわか
った。このような分子スケールの異種分子複
合体の形成やその構造は、膜輸送や膜内の分
子拡散、さらにはラフト構造形成に深く関与
しているとされ、これまで盛んに研究が行わ
れてきたが、分子スケールでその複合体構造
を直接観察した例はこれまでになく、この分
野における大きな進展が得られた。 
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