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研究成果の概要（和文）：高速AFMで膜輸送タンパク質１分子の構造ダイナミクスを詳細に可視化するためのAFM
技術開発と、分子機能過程を明らかにするためのイメージングを行った。技術開発ではスキャナーのXY走査にお
ける板バネ構造の改良による走査精度の向上と広域・狭域の走査範囲を分担した新しい走査機構の開発に成功し
た。また電位依存性プロトンチャネル(VSOP)を脂質二重膜へ再構成し、上記の技術を用いて1分子イメージング
を行った結果、10nm程の球状分子と20nm程のリング状構造の分子の観察に成功し、リング状構造が2つに分離す
る過程も観察された。本研究により脂質膜中でのVSOPの新たな構造学的知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We developed high speed atomic force microscopy (HS-AFM) technique for 
visualizing single molecular membrane protein in detail and observed dynamic functioning process of 
membrane protein molecules in planar lipid bilayers. We improved the strength of flexure structure 
in AFM scanner and achieved higher scan accuracy. We also succeeded to develop new scan mechanics 
divided wide and narrow area. Using these technique, we observed proton channel, voltage sensor only
 protein (VSOP), reconstituted to lipid bilayers. As the results, HS-AFM visualized that globular 
molecules of 10nm in diameter and ring like structural molecules of 20nm in diameter. These 
molecular structures are also observed for mutant S188C. Furthermore, HS-AFM movies captured N-term 
antibody binding process and the dissociation process of the ring like structural molecule. These 
information will provide new insights for the structural study of VSOP.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
膜タンパク質は、細胞外からのシグナル伝

達、細胞内外の分子輸送、細胞内の代謝、細
胞同士の接着・固定といった細胞機能の多く
を担っており、実際ゲノムが指令するタンパ
ク質の約 3割が膜タンパク質であることから、
生物学的に非常に重要なタンパク質である。
また、現存の治療薬の約半数が膜タンパク質
をターゲットとしていることから、膜タンパ
ク質は医学的にも非常に重要なタンパク質
である。そのため、これまで生化学的分析手
法、蛍光顕微鏡や X 線回折、NMR などの様々
な分析・計測技術を用いて研究が行われ、
個々のターゲット膜タンパク質の多分子の
平均としての生理作用や原子レベルの構造
情報が得られてきた。 
しかし、これらの技術では生理溶液中にお

いて機能している生体分子そのものの動態
を直接観察することができないため、ターゲ
ットの分子レベルでの構造変化や薬剤に対
する作用などは明らかにされなかった。 
高速原子間力顕微鏡(高速 AFM)は生理溶

液環境下にあるタンパク質分子の機能動態
を可視化できる顕微鏡装置として、これまで
モータータンパク質などの可溶性タンパク
質試料の１分子レベルでの機能動態の可視
化に成功してきた。一方、膜タンパク質は二
次元膜環境という限られた領域で機能し、そ
の構造変化は微小なものが多く、また、機能
過程の観察にはイオン濃度勾配や電位差な
どの細胞内外環境の構築が求められること
から、1 分子レベルでの構造ダイナミクスの
観察は困難であった。 
 
２．研究の目的 

生体分子の動態をリアルタイムで直接観
察できる高速原子間力顕微鏡を用いて、膜タ
ンパク質の構造変化や多量体形成過程を 1分
子レベルで可視化し、その動作機構を明らか
にする。膜輸送タンパク質には、チャネルや
トランスポーターなど、疾患に関わり創薬の
ターゲットとなるものが数多く存在するが、
一方でその分子構造や動作機構が明らかに
されたものは限られている。 
本研究では、このような膜輸送タンパク質

の生理溶液中における分子構造を詳細に可
視化するため、高時空間分解能で撮影可能な
高速 AFM 技術を構築する。また、基板上で
膜タンパク質の機能過程を観察するための
AFM 観察環境の構築を行う。開発した技術
をもとに、膜輸送タンパク質を 1 分子レベル
で観察を行い、動作過程を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 生理溶液中で膜タンパク質の分子構造を
詳細に可視化するための AFM 技術の開発と
して、高速高精度に走査可能なスキャナーの
開発を行った。現有のビデオフレーム取得可
能な高速 AFM のスキャナーは図 1 で示すよ
うにX,Y方向に駆動する圧電素子(ピエゾ)で

板バネ構造を押す事により走査を行ってい
る。AFM の空間分解能はスキャナーの位置
精度と深く関わっており、板バネが弱ければ
(柔らかければ)各方向の伸び係数が大きく、
その分走査ノイズが大きくなり、分解能が低
下する。そこで、ヘテロダイン方式レーザー
変位計を用いて、XY 方向の駆動特性の評価
を行い、より高分解能を実現するための板バ
ネ構造の設計と強度の条件検討を行った。 
 また、膜タンパク質の分子イメージングで
は、単離精製した電位依存性プロトンチャネ
ル(VSOP)を人工脂質膜へ再構成を行い、
AFM 観察を行った。脂質の種類、タンパク
質・脂質の比率、再構成時の温度などの条件
を検討することにより、脂質膜中での VSOP
の最適な分子状態・局在の探索を行った。 

 
図 1: 板バネ構造を利用した高速 AFM スキ
ャナーの模式図 
 
４．研究成果 
①高速 AFM 技術の開発 
高速高精度に走査可能なスキャナーを実

現するため、X および Y 方向に圧電素子で駆
動する板バネ機構の厚さを 0.4mm、0.6mm、
1.0mm にした構造のスキャナーを作成し、X
方向の駆動特性を評価した結果、71kHz、
82kHz、103kHz と共振周波数が向上するこ
とが分かった。このスキャナーの走査性能の
評価を行うため、HOPG(グラファイト)の
STM 観察を行った所、炭素原子が蜂の巣状
に配列した原子構造を数百ミリ秒/frame の
撮像速度で撮影することに成功した(図 2)。 

 

 
図 2: (左)HOPG の炭素原子の配置。
( 右 )HOPG の STM 像 (2nm×2nm, 
1.0sec/frame) 
 
また、走査範囲を分担した新しい構造のス

キャナーを考案した。広域走査は伸びの大き
な駆動機構にし、一方で狭域は伸びが小さく
高周波駆動可能な機構を採用する事により、
ターゲットとする膜輸送タンパク質 1分子を
従来よりも高解像度かつ高速で撮影可能な
スキャナーの開発を行った(特許出願)。さら



に、高速 AFM 装置の構築にあたって、高い
SN 比でカンチレバーの振動振幅を検出可能
なフーリエ振幅計測法の導入を行った。 
 
②膜タンパク質分子観察環境の構築 
 生体分子の機能過程の観察にはその環境
が重要となる。特に温度は生体分子の反応速
度や相互作用に重要な要素である事から、観
察環境の温度制御機構の開発に取り組んだ。
透明導電膜付ガラスに電極を取り付け、絶縁
断熱ホルダーで囲った高速 AFM 溶液チャン
バーを作成した。これを用いて、高速 AFM
で２種混合脂質膜を観察中に電極間に電圧
を印加した結果、片方の脂質の相転移温度付
近で脂質ドメイン構造が融解する過程の観
察に成功し、サンプルの温度を正確に制御可
能である事を示した。 
また従来の AFM による膜タンパク質観察

の多くは、固体基板に展開した支持膜中に再
構成された分子に対して行われてきた。しか
し、膜タンパク質が機能するには細胞内外の
イオン濃度勾配や電位差が必要となること
から、高速 AFM で膜タンパク質の機能過程
を可視化するために中空平面膜環境の構築
に取り組んだ。集束イオンビーム(FIB)を用
いて AFM ガラス基板表面に数百ナノメート
ル程度の穴(ナノウェル)を作成し(図 3)、脂
質二重膜を展開した結果、ナノウェル表面が
膜で覆われた、支持基板のない中空膜環境を
構築することに成功した。 

 
図3: AFMガラス基板上に作成したナノウェ
ルの SEM 像(左)と AFM 像(右) 
 
③再構成膜タンパク質の分子イメージング 
膜タンパク質の高速 AFM 観察として、電位
依存性プロトンチャネル(VSOP)の脂質膜へ
の再構成と 1 分子イメージングを行った。
VSOPはイオンポア部分を欠損した膜電位セ
ンサーのみからなる4回膜貫通型のイオンチ
ャネルであり、電位に依存してプロトンを透
過する。電気生理学的手法により、イオンチ
ャネルとしての機能が詳しく調べられてお
り、また最近、静止状態における X 線結晶構
造も明らかにされた。しかしながら、分子機
能過程におけるダイナミックな挙動の詳細
はまだ明らかにされていない。本研究ではま
ず、人工脂質膜に単離精製 VSOP を再構成し
た後、高速 AFM により、脂質膜中の分子の
リアルタイム観察を行った。 
その結果、直径 10nm 程度の球状分子と直
径 20nm程度のリング状構造の分子が脂質二
重膜中で観察された。同様の構造形態は変異

体 S188C でも観察され、さらに野生型をイ
メージング中に N 末抗体を投与した結果、脂
質膜中の分子に抗体分子が結合する過程が
観察された。 
また、直径約 20nm のリング構造の分子を
観察中に 2 つに分離する過程が撮影された。
VSOP は２量体を形成し、協調してチャネル
開閉を制御していると考えられてきたが、構
造的知見は限られていた。本研究で得られた
結果は VSOP が機能ユニットとして、脂質膜
中で 2量体を形成している事を示唆している
と考えられる。 
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