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研究成果の概要（和文）：チャネルタンパク１分子のみを操作・照明できる光学系を構築し、KcsAチャネルタンパクの
活性化に至る分子間、あるいは分子内情報伝達を実時間で直視可能とすることを目指した。
１）ガラスファイバーに固定したKcsAチャネルの1分子操作に成功した。ガラスファイバーへのレーザ照明の導入、及
びプローブの操作系開発を行った。２）プローブに固定したチャネルを人工膜に直接挿入する再構成法を開発した。３
）再構成条件を検討・改良することにより、計測効率を著しく上げることに成功した。人工膜をガラスプローブ先端の
みに形成し、(2)の方法により再構成した。従来法に比較して極めて高効率に計測が可能となった。　　

研究成果の概要（英文）：Our purpose was to develop an apparatus for simulataneous mechanical manipulation 
and optical recording of single ion channel protein, KcsA, by which we measure inter- and intra-molecule i
nteractions that activate the channel. We have succeeded in (1)single molecule manipulation of KcsA immobi
lized at the tip of a fine glass needle (2)developing a technique for mechanically incorporating the KcsA 
into an artificial bilayer (3)making the measurement efficiency much higher than conventional methods by o
ptimizing experimental conditions.   

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
チャネルタンパクは、特定の刺激に応じて

ゲートを開閉し、生体膜のイオン透過性を制

御している。しかし、このゲーティングの分

子機構は殆ど分かっていない。これを明らか

にするために、様々な試みがなされてきたが、

チャネルの１分子操作もその一つである。チ

ャネルタンパクは、１分子を透過するイオン

性電流を測定できることから、直接の力学操

作によって１分子の構造を変えることが出来

れば、構造と機能の相関について推論を介さ

ない直截な議論が可能となる。このような理

由から、チャネルタンパク１分子の直接操作

に関して多くの試みがなされてきたが、膜の

脆弱性やチャネルの膜内拡散が原因で実現し

なかった。しかし、我々は最近、原子間力顕

微鏡の探針を用いて、バクテリアKチャネル

（KcsA）１分子のゲートを操作することに初

めて成功した。 

 
２．研究の目的 

KcsA は初めて結晶構造が解かれたチャネ

ルタンパクで、構造解析が最も進んでいるチ

ャネルタンパクである。本研究では、上述の

１分子操作技術を改良、発展させることによ

り、KcsA の構造変化が如何にゲーティング

に結びついているかを解明する。 
 
３．研究の方法 
【顕微鏡開発】 

１分子蛍光計測・力学操作と単一チャネル電

流記録を同時に可能とすることが目的である。 

１）光学系（単一チャネル電流記録法とSNOM

の融合） 

１分子蛍光観察用顕微鏡（開発済み）とSNOM

を融合させた。ここでは便宜的にSNOMと呼ん

でいるが、イメージングの必要はないので

（Scanningの必要なし）、レーザ照明の導入、

及びプローブの操作系開発が主眼となった。

後述の電気測定用人工膜系に適用するために、

プローブには数cmに及ぶ大きな動きからnmレ

ベルの微小な動きまで、幅広い操作性が要求

される。先行研究が全くないので、後述の人

工膜系の開発に合わせて、細部の仕様を改変

した。 

２）プローブ 

本研究の最大の技術的特徴は、プローブに

固定したチャネルを人工膜に直接挿入する

再構成法にある。この方法は最近我々が開発

した方法で、適用例もごく限られている。現

在は、His-tag 等を介してチャネルを固定し、

界面活性剤存在下で人工膜に挿入した。より

組込効率を上げるため、プローブ先端の形状、

表面修飾、チャネルタンパクの固定法など、

再構成条件を探索した。 

３）電流計測装置（人工膜装置） 

人工膜は、疎水性隔壁（テフロンフィルム

など）上の開口に形成した。この装置では膜

の揺動を防ぐため、人工膜はアガロース層に

支持される形で形成した。本研究では、探針

を透明素材にする他に、膜下方よりの制御因

子結合を観測するため、アガロース層の形状、

濃度等に改変を加えた。また、プローブのナ

ノメートルレベルの微小な変位を感知するた

めには、（アガロースは力学刺激による変形

が激しいので）支持体として固体を使用する

必要がある。このための素材、形状も検討し

た。 

３）電流計測装置（人工膜装置）：従来の人

工膜法では、疎水性隔壁（テフロンフィルム

など）上の開口に膜を形成する。膜の揺動を

防ぎ、膜下方よりの制御因子結合を観測する

ため、人工膜はアガロース層に支持される形

で形成するが、人工膜の脆弱性等により技術

的に極めて難しかった。そこで、本研究では

新たに人工膜の形成法とチャネルタンパク

の組込み法を開発した。ここでは、人工膜を

アガロース層に接触させず、ガラスプローブ

先端のみに形成した。これにより、従来法に

比較して極めて高効率に計測が可能となっ

た。 

【チャネルタンパクの作成】 



細菌由来のKチャネル（KcsA）を大腸菌

に発現させ精製した。このチャネルタン

パクの変異体を作成し、蛍光標識、プロ

ーブへの固定を行った。KcsAは、シリコ

ン（AFM）探針による直接挿入による再構

成に成功しているタンパクで、力学刺激

による活性化も記録されている。また、

これらは蛍光標識された阻害剤(CTX)に

よる阻害が確認されているので、阻害剤

との結合解離が１分子イメージング可能

である。これを用いて開発した顕微鏡の

評価を行った。 
 
４．研究成果 

 制御因子との結合解離、構造揺らぎと電流

揺らぎを１分子レベルで同時計測することに

よって、KcsAチャネルタンパクの活性化に至

る分子間、あるいは分子内情報伝達を実時間

で直視可能とすることを目指した。具体的な

研究成果は以下の通り。 

１）光学系（単一チャネル電流記録法とSNOM

の融合）：１分子蛍光観察用顕微鏡上でガラ

スファイバーに固定したKcsAチャネルの1分

子操作に成功した。また、ガラスファイバー

へのレーザ照明の導入、及びプローブの操作

系開発を行った。ここでは便宜的にSNOMと呼

んでいるが、イメージングの必要はない（走

査の必要なし）。 

 

      図１ １分子計測装置 

２）プローブ開発：本研究の最大の技術的特

徴は、プローブに固定したチャネルを人工膜

に直接挿入する再構成法にある。より組込効

率を上げるため、プローブ先端の形状、表面

修飾（各種PEG）、チャネルタンパクの固定法

（His-tag、Av-tag等）、タンパクの可溶化法

（ナノディスク、PMAL等）など、再構成条件

を検討・改良することにより、計測効率を著

しく上げることに成功した。 

 

 

     図２ 新規再構成法による電流計測 
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