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研究成果の概要（和文）：我々は、高速AFMと徳安法を高速AFM観察向けに改良した手法を用いて骨格筋サルコメ
アと視細胞の観察に成功した。さらに、免疫細胞化学を併用することで、高速AFMと蛍光顕微鏡の相関観察の手
法も確立できた。
骨格筋のサルコメアの観察では、Mライン、Zディスクを確認することができた。加えて、ミオシンヘッドやMミ
オメシンと思われる分子も見ることができた。一方で、視細胞の観察では、外節と内節の特徴的構造を確認でき
た。また、ロドプシンに抗体染色をして蛍光顕微鏡を用いて、蛍光発色した領域を高速AFMで観察する相関観察
を行った。興味深いことに、１次抗体と２次抗体の結合した構造物をAFM画像で見ることができた。

研究成果の概要（英文）：We succeeded the observation of the sarcomere and the photoreceptor cell by 
the combination high speed AFM and Tokuyasu method improved for AFM. Moreover, the correlation 
observation between high speed AFM and fluorescence microscope was established by using 
immunocytochemistry.
In case of observation of sarcomere, M line and Z disk were confirmed clearly. Additionally, we 
thought that there were myosin head in the myosin filament and myomesin in the M line. On the other 
hand, specific structures of outer and inner segment were confirmed in case of photoreceptor cell. 
Furthermore, we tried to observe the rhodopsin with antibody staining for correlation between high 
speed AFM and fluorescence microscope. Interestingly, we detected many complexes by coupling a 
primary antibody and a secondary antibody on the outer segment.

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で行った徳安法と高速AFMを用いたサルコメアと視細胞の観察では、これまでに電子顕顕微鏡でしか踏み
込めなかった組織切片の高分解能観察を実現できた。しかも、金属蒸着や高真空環境は必要とせず、生体分子本
来の水環境条件下で観察を行えたことは重要である。そして、この観察手法は他の組織にも応用することができ
る。さらに、免疫細胞化学と組み合わせることで、高速AFMと蛍光顕微鏡の相関観察の可能性もしめすことがで
きた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

Atoic force microscopy(原子間力顕微鏡、AFM)はカンチレバーの先に結合した微細なプロー
ブと試料の間に働く原子間力を指標としてこれが一定になるような距離を保ちつつ試料表面を
なぞる。このため、光学顕微鏡と違い光の波長による分解能の制限を受けることはなく、数ナ
ノメーターの分解能が期待できる。さらに電子顕微鏡のようにサンプルが真空環境である必要
はなく空気中でも水中でも用いることが可能である。特に生物試料の場合、本来の生活環境で
ある水環境中で観察することが重要であり、生物の持つ本来の形態や機能を明らかにするため
に必須である。特に近年は AFM のスキャンスピードと安定性が改良され、タンパク質の観察
では安藤らの研究グループがアクチンフィラメントに沿ってミオシンＶ分子が移動している様
子をリアルタイムで観察した研究結果(N. Kodera,et al., Nature, 2010, 468,72-76)が注目を集
めている。細胞レベルではエンドサイトーシスなど細胞表面で起こる現象を時間経過で観察し
た実験(M. Shibata et al., 2015, Sci Rep, 5, 8724 )やアポトーシス(Kwon HK.et al.,2015, Sci 
Rep, 5, 15623)などの一つの細胞の形状時間変化を観察した実験などが報告されている。しか
し、数ナノメーターの分解能を持つ AFM ならば細胞内骨格やオルガネラ、または組織の微細
構造を観察することが期待できるが、上記に挙げた細胞観察はいずれも細胞表面のみを観察し
た例であり、組織に関しては筋原繊維を乾燥させた試料を観察した例しかなく、AFM で微細
構造を見た報告はない 
 
２．研究の目的 
本研究では高速スキャン型原子力間顕微鏡(Atomic force microscopy、AFM)による水溶液環
境下で筋組織の観察と微細構造解析を行う。具体的には、試料はアフリカツメガエルの大腿筋
から骨格筋の筋原繊維を徳安法によって厚さ数百 nm の組織切片として取得する。その組織切
片を高速 AFM を用いて水溶液中で観察し、サルコメアを中心とした微細構造を分子レベルで
明らかにする。以前に、同様の高速 AFM を用いて溶液環境下で細胞内骨格を観察し、アクチ
ンフィラメントの重合方向が判別できる程の分解能を達成しており、今回の組織観察において
も分子レベルでの解析が可能であると見込んでいる。 
 
３．研究の方法 
骨格筋はうさぎの腸腰筋から取得し、視
細胞はマウスの目から取得した。これらの
組織を取得する手法と組織切片を得る徳
安法はどちらもすでに確立された技術で
ある。取得した組織は 2% glutaraldehyde 
で１時間以上固定を行う。固定後、メスで
1cm角のブロックに切り分けて1.8-2.3Mの
ショ糖と polyvinylpyrrolidone(PVP)を混
合したショ糖溶液に２時間以上浸透させ
る。ショ糖溶液を浸透させた後、凍結切削
を行う。液体窒素を用いて試料の温度を
-80～-120℃まで下げて凍結させ、試料を
トリミングによって整形した後にダイヤ
モンドナイフで 0.5μm 以下の厚みの組織
切片を切削する。組織切片はループに高濃
度のショ糖水溶液をすくい、液体窒素で凍った状態
にしたもので回収する。その後、スライドガラスに
載せて常温で溶解し、PBS 溶液を用いて数時間かけ
てショ糖溶液を組織切片から抜く。組織切片からシ
ョ糖などが抜けたら、AFM による観察あるいは免疫
染色を行う。 
 
４．研究成果 
我々は、徳安法を高速 AFM 観察向けに改良した手
法を用いて骨格筋サルコメアを観察することに成功
した。また、別組織の視細胞も同様の手法で観察す
ることができた。さらに、蛍光顕微鏡と抗体染色を
併用することで、高速 AFM と蛍光顕微鏡の相関観察
の手法も確立できた。 
 
 
（１） 図１のように、骨格筋のサルコメアの観察で 
は、Aバンド、Iバンドの区切りをはっきりと確認で
きた。また、Mライン、Zディスクの構造も確認する
ことができた。アクチンフィラメントやミオシンフ

 
図１、（左）骨格筋サルコメアと（右）Zディスク

の AFM画像。Mラインと構成分子が見えている。

また、ミオシンフィラメントから出ているミオシ

ンヘッドも確認できる。Z ディスクではそこから

伸びているフィラメントが一本ずつ視認できる。 
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図２、視細胞の外節（A～C）、外節と内

節の結合部分（D）、シナプスリボン（E）

の AFM画像。 



ィラメントも一本ずつ識別できる分解能で捉えてい
る。加えて、ミオシンフィラメントから出ているミ
オシンヘッドや M ラインを構成している３本線、そ
の一つのミオメシンと思われる分子も見ることがで
きた。 
 
（２）視細胞の観察では、図２のような外節のディ
スク、外節と内節の間の結合部分にあるマイクロチ
ューブ、視細胞終末に存在するシナプスリボンの構
造を確認できた。こうした構造はこれまでに電子顕
微鏡でしか観察できなかったが、金属蒸着や高真空
環境を必要としない、かつ水環境下で観察できたこ
とは、今後の組織観察に高速 AFM も選択肢として十
分に挙げられる。 
 
（３）外節のロドプシンに抗体染色を施して蛍光 
顕微鏡で観察を行い、図３のように蛍光発色してい
る領域を高速 AFM で観察する相関観察を行った。興
味深いことに、高速 AFM では１次抗体と２次抗体の
結合した構造物を見ることができた。この実験によ
って高速 AFM と蛍光顕微鏡の相関観察の手法を確立
することができた。 
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図３、視細胞のロドプシンを抗体 

染色して行った高速 AFMと蛍光 

顕微鏡の相関観察。（A）が蛍光画 

像。（B）が緑色で囲った領域の A 

FM画像。 
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