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研究成果の概要（和文）：蛍光プローブ標識による分子拡散計測の信頼性を原子分解能を有する

原子間力顕微鏡（AFM）を用いた直接計測で評価するために、AFM 装置および周辺機器の開発を

行った。AFM 試料ホルダに光学窓や溶液フロー機能を組み込み、周波数変調 AFM（FM-AFM）によ

り脂質二重層上に存在するサブナノメートルの表面形状を直接観察できることを示した。この

試料ホルダは落射型蛍光顕微鏡による観察を考慮した設計となっており、FM-AFM 計測との比較

により蛍光プローブ分子拡散計測法の信頼性を評価できるようになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, an atomic force microscopy (AFM) instrument was 
developed to evaluate the reliability of fluorescence probe methods for molecular 
diffusion measurements in lipid bilayers. A sample holder developed in this project is 
usable in both the molecular-resolution AFM imaging and fluorescence measurements under 
the same condition. As the developed AFM instrument allows us to compare the data of 
molecular diffusion obtained by both methods, the capability should be useful for the 
reliability evaluation of fluorescence probe methods for molecular diffusion 
measurements. 
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１．研究開始当初の背景 
脂質二重層を基本骨格にもつ細胞膜は、高

い流動性を有している。その流動性は、細胞

膜を介したシグナル伝達や分子輸送などダ

イナミックな生命現象に深く関与している。

そのため脂質分子の拡散挙動を分子レベル

で明らかにすることは生命現象の理解に極

めて重要である。現在、脂質分子の拡散挙動

を直接観察することが極めて困難であるた

め、蛍光プローブを脂質分子にラベルし、蛍

光顕微鏡でその動きを観察する蛍光プロー

ブ標識法が広く利用されている。蛍光プロー
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ブ標識法をベースにした FRAP(Fluorescence 

Recovery After Photobleaching)法は、特定

エリアの蛍光分子を褪色させ、分子拡散によ

って生じる蛍光強度の回復を経時的に計測

する手法である。この FRAP 法により脂質分

子の拡散速度係数を簡便に計測できるよう

になった。しかしながら、蛍光プローブ標識

が脂質分子の拡散運動に与える影響が指摘

されている。例えば、大きな分子量を持つ蛍

光プローブが標識された場合、その立体障害

により分子拡散運動が阻害される。この立体

障害による影響を抑えるため、蛍光プローブ

は脂質分子の先端に存在する極性頭部へ化

学修飾されることが多い。しかし、極性頭部

の陰イオン構造は生理溶液中の陽イオン(Na+

など)と相互作用することで細胞膜の流動性

を変化させることが報告されている。このよ

うに蛍光プローブ標識法を光褪色後蛍光回

復法（FRAP）法などへ応用する場合、蛍光プ

ローブ標識が分子拡散運動に与える影響を

十分に考慮する必要がある。しかしながら、

従来手法では非標識分子の動的挙動を直接

観察できないため、その影響を調べることは

困難であった。そのため蛍光プローブ標識法

による脂質分子の拡散速度計測の信頼性に

ついてはさらなる検討が必要である。 

このような研究動向の中で、ナノテクノロ

ジーの進展に伴い発展してきたナノ計測技

術の一つである周波数変調原子間力顕微鏡

(FM-AFM)は、近年、液中環境下での原子分可

能観察が可能となった。この FM-AFM は、液

中で脂質１分子を分子分解能で直接観察で

きる現在唯一の計測手法である。これまで

我々はモデル細胞膜としてマイカ基板上に

形成した脂質二重層の液中 FM-AFM 計測を行

ない、分子分解能観察に成功した。その結果、

非標識の脂質分子は蛍光プローブ標識法で

算出される拡散速度よりも極めて拡散運動

性が低く、個々の脂質分子が粒状の凹凸とし

て観察できた。この拡散運動性が低下する原

因として、マイカ基板と脂質分子との相互作

用による影響が指摘されることもあるが、蛍

光プローブ標識法もマイカ基板を用いた実

験が行われており、単純な基板の影響ではな

いと考えられる。 

ここまでの研究背景から、蛍光プローブ標

識法の信頼性の検討が必要であることに気

づいた。蛍光プローブ標識法による分子拡散

計測は、蛍光標識分子を 0.1%程度の少量だけ

混合して行われる。よって極めて低い割合で

混合された蛍光プローブ標識分子の拡散速

度(DL)から、残り 99.9%の非標識分子の拡散

速度(D0)を議論しているのである。ここで

FM-AFM と蛍光プローブ標識法から算出され

る脂質拡散速度が一致しない点について考

察すると、脂質二重層内を蛍光プローブ標識

された脂質分子だけが高速にホッピング拡

散運動している可能性が考えられる。つまり、

両計測手法から得られる分子拡散速度の差

異は、蛍光プローブ標識の影響をある程度反

映している可能性が考えられる。しかしなが

ら、これらの実験では、使用された固定化基

板・測定温度など実験条件が異なるため、蛍

光プローブ標識の影響であることを証明す

ることは困難であった。 
 
２．研究の目的 
蛍光プローブ標識分子を用いた手法で観

察される分子拡散が、非標識分子の拡散挙動
を反映しているかどうかを明らかにするた
めには、蛍光標識および非標識分子を１分子
レベルで直接観察し、蛍光プローブ標識が分
子拡散運動に与える影響を評価できる新し
い分析手法の開発が求められている。そこで
本研究では、モデル生体膜中の蛍光標識され
た脂質分子および非標識分子の拡散挙動を
液中分子分解能で観察するために周波数変
調 AFM（FM-AFM）を利用する。また FM-AFM 観
察と蛍光プローブ標識法による計測を全て
同じ条件で行い、正確に比較することで分子
拡散計測法としての信頼性を検証すること
目指し、AFM 装置の改良と周辺機器を開発す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）AFM 計測セルの開発 

従来、液中 AFM の計測用セルには、化学薬

品耐性や機械加工性などを考慮してポリマ

ー樹脂材料が使われてきた。それらは光学顕

微鏡観察を想定していないため、可視光を透

過しない材料が選択される。本研究では計測

セルの中央に光学窓を設置し、光学顕微鏡で

の観察が容易に行えるように設計した。その

光学窓は試料基板に隣接して存在するため、

熱的ドリフトに大きな影響が出やすい。その

ため熱膨張係数が低い材料を用いた。この計

測用セルの設計により、液中 FM-AFM 計測後

の脂質二重層をそのまま蛍光顕微鏡を用い

た分子拡散計測へ利用することができる。つ

まり同じサンプルで二つの計測手法を同時

に比較することが可能となった。これにより



 

 

サンプル調製の再現性を議論する必要が無

くなり、計測手法間の差異についてより正確

に比較・検証できる。さらに AFM 計測セル内

にペルチェ素子を配置し、試料と観察溶液の

温度を高精度に制御を可能なシステムとし

た。また AFM 計測セルにプッシュプルポンプ

を接続したフロー型 AFM セルを開発した。こ

れにより、AFM 探針を交換することなく異な

る溶液条件での計測が可能となった。 
 
（２）モデル生体膜の調製方法 

本研究で使用した蛍光標識分子は極性頭
部に NBD（ニトロベンゾオキサジアゾール）
もしくはローダミンの蛍光基が導入された
リン脂質構造を有する。これら蛍光標識分子
をリン脂質 DPPC もしくは DOPC に 0.1－10 
モル％の濃度で混合し、100 nm の孔径を有す
るメンブレンを用いた Extruder 法により脂
質ベシクルを調製した。さらにベシクルフュ
ージョン法によりモデル生体膜として平面
脂質二重層をへき開したマイカ基板上に調
製した。これを緩衝溶液で十分にリンスし、
未吸着のベシクルを取り除き、モデル生体膜
として両計測手法に用いた。 
 
（３）FM-AFM 計測 

AFM 計測では、先鋭化された探針を先端に
有するカンチレバーを力センサとして用い
る。FM-AFM 観察では、短針先端に働く相互作
用力を共振周波数付近で振動させたカンチ
レバーの周波数シフト（f ）として計測し
ながら、それが一定になるようにフィードバ
ック制御することで短針-試料間距離を制御
する。その状態で探針を水平方向に走査し、
探針の軌跡から表面形状像を得る。 

一方、フォースカーブ測定では共振周波数
で振動させたカンチレバーを試料表面に近
づけていく。すると相互作用力によりカンチ
レバーの振動周波数が変化し、その変化量Δ
f を記録し、Δf を力に変換することで探針-
試料間距離と相互作用力の関係を知ること
ができる。さらに AFM 探針で脂質二重層を貫
くペネトレーションフォース(Fp)測定を行
い、その溶液条件下における脂質二重層の機
械強度を評価した。 

 
４．研究成果 
（１）AFM 計測セルの評価 

FM-AFM を用いた分子分解能観察と蛍光顕
微鏡観察のいずれにも使用できる AFM計測セ
ルを開発した。この計測セルには、光学窓や
溶液フローシステムを組み込んだが、これを
使用してマイカ表面の原子像を液中で観察
することができた。このことからモデル生体
膜の分子分解能 AFM観察に十分な性能を有す
ることを示した。 

また計測セルに組み込んだペルチェ素子
により、15℃-40℃の範囲で高精度（±0.5℃）
に温度制御しながら AFM計測や蛍光顕微鏡観
察ができるようになった。さらに溶液フロー
機能を用いることで、0.1l/h-100ml/h の流
速で溶液交換が可能となった。溶液条件を変
えながらカンチレバーを交換せずに同じ観
察位置で連続して AFM計測が行えるようにな
った。今後、フロー溶液の温度も計測溶液と
同じように制御できるシステムを付加する
予定である。 
 
（２）モデル生体膜の調製方法の検討 
脂質二重層形成の再現性は分子拡散計測

データの定量性を左右するため、マイカ基
板上に脂質二重層を１層のみ形成すること
ができる調製条件を検討した。具体的には、
脂質二重層形成に使用する溶液としてモデ
ル生体膜研究で広く用いられる HEPES 緩衝
液・リン酸緩衝液を選択し、添加する塩化
ナトリウムでイオン強度を変化させながら
マイカ基板上に形成される脂質二重層の分
子スケールでの形状、被覆率、物理的性質
を液中 FM-AFM により高分解能観察した。そ
の結果、HEPES 緩衝液・リン酸緩衝液のど
ちらでも被覆率が高く、脂質二重層を１層
のみ形成できる条件をほぼ確立した。この
結果、再現性良くモデル生体膜を調製でき
るようになり、両計測手法で求められる分
子拡散速度をより正確に比較することが可
能となった。 
 

（３）モデル生体膜上でのフォースカーブ計
測 
本課題で開発した AFM計測セルの評価なら

びに脂質二重層形成の再現性を調べるため
に、脂質二重層上でのフォースカーブ測定を
行った。Hepes/NaCl (10/100 mM)および
Hepes/ NaCl/CaCl2 (10/100/3 mM)中で DPPC
二重層上において測定した相互作用力－距
離曲線から、Ca2+イオンの存在下では遠距離
力が大きく抑制されることが分った。これは、
Ca2+イオンが Na+イオンよりも強く脂質分子
頭部と相互作用して、脂質膜表面に形成され
る電気的二重層の広がりを抑制することを
示唆している。このフォースカーブの減衰距
離から HEPES/NaCl(10/100 mM)（HEPES 溶液）
中で作製した脂質二重層上では約 4 nm の探
針-試料間距離から長距離斥力が生じている
ことが分かる。さらに溶液フローシステムを
用いて (i)HEPES 溶液→ (ii)PBS 溶液→
(iii)HEPES 溶液と交換して計測し、長距離斥
力の減衰距離を比較した。その結果より、
HEPES を用いて脂質二重層を調製し、そのま
まフォースカーブ計測した場合にのみ大き
な長距離斥力が生じ、一度 PBS 溶液に交換す
ると長距離斥力は抑制され、再度 HEPES 溶液



 

 

に交換しても大きな長距離斥力は働かない
ことが分った。ここで HEPES 溶液と PBS 溶液
に含まれる NaCl の濃度が異なることに注目
した。そこで溶液中の NaCl 濃度を変えなが
らペネトレーションフォース Fp（膜貫通力）
測定を行った。その結果、NaCl 濃度を段階的
に高くすると Fp 増加していくがもう一度
NaCl を低い濃度に交換しても Fp は高いまま
であることが分った。これはフォースカーブ
測定で得られた不可逆的な変化が確認され
た。この結果は溶液中の Na+イオンが生体膜
と局所的に相互作用し、生体膜の拡散や構造
に不可逆的な効果を与えており、その結果、
長距離斥力や機械強度が不可逆的な変化を
示したこと示唆している。 

これらの結果は、本課題で開発した溶液フ
ロー機能を付与した AFM 計測セルが、溶存イ
オンなどの溶液条件が脂質膜-水界面に広が
る力分布へ与える影響をナノスケールで直
接計測することに有用であることを示して
いる。 
 
（４）モデル生体膜の蛍光顕微鏡観察 

NBD もしくはローダミンを頭部に修飾した
リン脂質分子を DPPC もしくは DOPC に混合し、
HEPES 溶液および PBS 溶液を用いて AFM 計測
セル中のマイカ基板上に脂質二重層を形成
した。これを落射蛍光顕微鏡を用いて AFM 計
測と同じ条件で観察した。その結果、蛍光修
飾分子の濃度が 0.1-1 mol％では、10 m 程
度の領域では均一な蛍光像が得られた。これ
はマイクロメートルスケールの領域で１層
の脂質二重層を形成していることを示して
いる。この脂質二重層の中央部分に絞りを利
用して強い励起光を照射することで蛍光を
褪色させ、その後、中央部分の蛍光強度の回
復を計測できることを確認した。これにより、
今回開発した AFM 計測セルが FRAP 法などの
蛍光プローブ標識法による分子拡散計測に
も利用できることを確認した。 
 
（５）モデル生体膜の FM-AFM 計測 

蛍光顕微鏡観察に用いた同じ条件の脂質
二重層を液中 FM-AFM 観察した。その表面に
存在するサブナノメートルの局所構造を直
接計測することができた。これらの結果は、
本課題で開発した AFM計測セルを用いること
で、蛍光顕微鏡および液中 FM-AFM による分
子拡散評価を全て同じ条件で行うことが可
能となり、今後、蛍光分子の構造や修飾部位
が分子拡散に与える影響を検証できるよう
になったことを示している。今後、本研究で
開発した AFM装置や計測セルを利用して種々
の蛍光分子が標識された脂質分子の拡散挙
動について、分子スケールの理解が進むこと
が期待される。 
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