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研究成果の概要（和文）：機能性分子から分子デバイス構築などへの応用を目指す場合、相互認
識により特異的な結合を形成する2分子間の相互作用を、精密に理解することが重要かつ緊急課
題である。本研究では原子間力顕微鏡と動的分子間力分光法を組み合わせることにより、分子
間相互作用ポテンシャルを求めた。分子鎖とタンパク質の化学結合を変化させることによって、
ポテンシャルを個々に分離して測定し、機能変化および結合箇所の反応機構を解明した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated a methodology that realizes the site-selective anatomy 
of molecular interactions at the single-molecule level. With the combination of cross-linkers and the 
atomic force microscope that we developed to enable a precise analysis by dynamic force spectroscopy, 
direct and bridged interactions at each reaction site in a typical ligand–receptor system, 
sreptavidin–biotin complex, were clearly distinguished and individually analyzed for the first time, 
providing a greater understanding of step-by-step progress of the bonding process. 
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１．研究開始当初の背景 

DNA や抗原抗体などの機能性分子から分
子デバイス構築などへの応用を目指す場合、
相互認識により特異的な結合を形成する 2 分
子間の相互作用を、温度変化などの環境に対
して精密に理解することが重要かつ緊急課

題である。 
これら機能性分子を、単分子レベルで相互

作用を取り扱う際に特に重要となるのは、互
いの分子間に働く相互作用ポテンシャルを
記述することである。最も扱われる実験手段
は熱力学的解析である。熱力学は、物質の反
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応を律するエネルギーや反応速度を巨視的
に記述する場合、極めて効果的である。しか
し、機能性分子の複雑な構造から生じる反応
の多様性や限定性は、局所的な機能分子の性
質や反応過程により決定されるため、機能解
明には単分子レベルでの解析が必要になる。
これまでの巨視的な反応の描写では、機能性
分子の局所的な相互作用を解明することは
極めて困難になる。 
 
２．研究の目的 

こうした問題を解決する方法として動的
分子間力分光法(Dynamic Force Spectroscopy : 
DFS)を用いることにより、機能分子の単分子
間相互作用ポテンシャルを求め、局所的な相
互作用を解明する。DFS は分子を引っ張るこ
とで、分子間に直接動的に力を印加し、結合
を破断させ、そのときの破断力と力を加える
速度(Loading Rate)の関係から分子間相互作
用ポテンシャルを求める手法である。DFS は
特定の 2 分子間相互作用ポテンシャル曲線お
よび 2 分子間結合寿命を導出可能である点が
特に優れている。 

しかし、従来の DFS 測定では、サンプリン
グレートが 1kHz 程度と低いため、高速に分
子を引っ張るところでは正確な破断力を見
積ることができない。また、装置が特殊であ
り、温度変化や溶媒効果の測定には不向きで
あるため、環境変化に伴うポテンシャル曲線
の精密な測定・評価には不十分であった。 
そこで、本研究では原子間力顕微鏡(AFM)

を用いて DSF を行う装置と手法の開発を行
い、新しい方法で分子間相互作用ポテンシャ
ルを求めた。AFM は原子あるいは分子という
スケールの空間分解能を持ち、印加する力を
高精度で制御可能という利点があり、サンプ
リングレートも 100kHz まで高めることがで
きる。また、これにより、目的とする温度変
化や溶媒効果などの環境変化による機能性
分子の局所的な相互作用を解明することが
できる。 
 
３．研究の方法 

AFM と DFS を組み合わせ、装置を構築す
るにあたり、DFS の理論を考える必要がある。
今、分子を引っ張って力を印加すると、印加
した力によってポテンシャルカーブが変化
し、印加する力の増加速度(Loading Rate)が大
きくなるほどエネルギー障壁が低くなる。 

このとき、エネルギー障壁を越えて起こる
破断は、式 1 のように最頻破断力 f*を中心と
する確率分布で表され、最頻破断力 f*は

Loading Rate の対数と直線関係になる(式 2)。 

このときの傾きはエネルギー障壁の位置
に依存しているので、（a）AFM を用いて破断
力を測定し、（b）最頻破断力を求め、（c）そ
のときの Loading Rate 対してプロットすると
エネルギー障壁の位置がわかる(図 1)。 

本研究では、（１）新しく開発した AFM を
用いることで(図 2(a))、従来行われていなか
った、力の印加速度一定での精密な DFS 解析
を行うことを可能にし、（２）Streptavidin を
表面に固定する際、Biotin-PEG 分子を用いて
固定する方法と maleimide 基を用いて直接固

図 1 DFS の測定方法 

図 2 DFS 装置と試料の概念図 



 

 

定する方法を用い、Streptavidin-Biotin の相互
作用ポテンシャルとの結合の深さを変更し、
内側のポテンシャル障壁と外側のポテンシ
ャル障壁を個々に観察することを試みた。図
2(a)、(b)および(c)に概念図を示す。 

カンチレバーは Olympus 社製 Bio-Lever 
0.006N/m, 0.030N/mとAC-Lever 0.020N/mの 3
つを使用した。 

DFS 測定は、pH7.4 0.01M リン酸緩衝溶液、
pH7 0.05M 硝酸ナトリウム水溶液、pH4 
0.05M フタル酸緩衝溶液および pH10 炭酸
緩衝溶液の各水溶液中で行った。異なるそれ
ぞれの印加速度 r0 に対しフォースカーブを
5000～10000 回測定して破断力を見積もり、
ヒストグラムを作成した。 

 
４．研究成果 

図 3(a)に破断力のヒストグラム、(b)および
(c)に Loading rate の対数に対する最頻破断力
をプロットした結果を示す。図 3(b)および(c)
の結果は、それぞれ図 2(b)および(c)の方法で
作成した試料を用いて得られたものである。
図 3(b)の傾きから、障壁位置を見積もった結
果、0.68nm となった。この値は、図 3(a)のヒ
ストグラムに式(1)をフィッティングした結
果から得られた障壁位置 0.69nm によく一致
しており、測定の正しさと、力の印加速度一
定を精密に実現しDFS測定を行えば 1つのヒ
ストグラムの幅からポテンシャル障壁位置
を得ることは十分可能であることを示して
いる。 
図 3(c)では、Loading rate が 2×103 pN/s 以上

のところで急激に傾きが変化した。傾きから
求めたポテンシャル障壁位置は 0.13nm と
0.63nm となった。これは過去に報告されてい
るポテンシャル障壁位置である 0.12nm およ
び 0.50nm に一致している[4]。また、0.63nm
は Streptavidin-maleimide を用いた図 3(b)の障
壁位置 0.68nm に一致している。以上から、

0.13nm の障壁位置は、Streptavidin の奥の反応
サイトにあるポテンシャル障壁で、ASP128
や ASN23 などの深い位置にあるアミノ酸残
基との直接結合から生じたポテンシャル障
壁であると考えられる。0.63nm はそれよりも
浅い位置にあるポテンシャル障壁であると
考えられる。 

図 4 に溶液を変更したときの Loading rate
の対数に対する最頻破断力をプロットした
結果を示す。緩衝溶液をリン酸から硝酸ナト
リウム水溶液、フタル酸および炭酸へ変更し
た場合、0.2-0.3nm 付近に障壁位置を確認でき
たが、0.6-0.7nm 付近の障壁は観察されなかっ
た。リン酸緩衝溶液では反応系や pH によら
ず 0.6-0.7nm 付近の障壁を観察できたが
0.2-0.3nm 付近の障壁位置は確認できなかっ
た。 

これら結果から、0.6-0.7nm 付近の障壁は
Biotin と Streptavidinのアミノ酸残基がリン酸
イオンと架橋したために生じた障壁、
0.2-0.3nm 付近の障壁はアミノ酸残基との直
接結合から生じた障壁であると考えられる。
硫酸イオンが SER27 と SER45 に架橋してい
るという報告があり[18]、硫酸イオンと同様
の過程がリン酸イオンでも生じていると思
われる。 

以上の結果から、精密な DFS 測定を可能に
する AFM のシステムを開発し、分子の固定
法と組み合わせることで、Streptavidin-Biotin
分子間相互作用ポテンシャルの詳細を解析
した。Streptavidin を表面に直接固定した場合、
浅い位置にあるポテンシャル障壁のみが観
察され、その位置は 0.68nm で架橋による結
合であることが示された。一方、Streptavidin
を、PEG 分子を介して表面に固定した場合、
浅いサイトに加えて深い位置にあるポテン
シャル障壁も観察され、その位置は 0.13nm
と、深いサイトでの結合が直接結合であるこ
とが明らかになった。また、AFM では、溶媒

 

図 3 (a)破断力ヒストグラムと(b)Loading 

rate と最頻破断力の関係 

図 4 緩衝溶液を変化したときの Loading 

rate と最頻破断力の関係 



 

 

の種類を変えることも可能で、これまで水分
子により架橋されていると考えられてきた
浅いサイトの結合が、リン酸分子の架橋によ
ることが明らかになった。これらの結果は
Appl. Phys. Express 2, 2009, 085002 に報告した。 
分子鎖とタンパク質の化学結合を変化させ

ることによって、結合ポテンシャルを個々に
分離して測定し、表面とタンパク質の相互作
用が結合ポテンシャルの分離測定に関係し
ていることを解明した。結合寿命がタンパク
質の化学結合の状態で予想通りに変化する
こともわかった。また、それを利用すること
でポテンシャル障壁の変化を測定し、機能変
化および結合箇所に依存した反応機構を解

明した。さらに、より複雑な破断を示すアビ
ジンについて、上記分離測定と溶液中のイオ
ン種変更によって、ストレプトアビジンとは
異なり、溶液中の分子が架橋することなくビ
オチンと結合していることを解明した。図 5
に DFS によって観察された局所反応機構の
模式図を示す。これらの結果は Int. J. Mol. Sci. 
11, 2010, 2134-2151 および Chem. Phys. Phys. Chem.
に投稿中である。 
温度変化によるポテンシャル曲線の差を

精密に測定した。4℃から 60℃へ徐々に温度
を上げていき、結合ポテンシャルの変化を測
定することで、直接結合と架橋結合との差を
解析した。直接結合では温度の変化によって
障壁位置に変化は現れず、架橋結合の時は障
壁位置に変化が現れた。このことから、直接
結合では結合ポテンシャルの変化は小さく、
架橋結合の場合は架橋分子の温度に対する
平衡状態を考慮して解析する必要があるこ
とがわかった。 
個々のサイトでの結合の様子を詳細に解

析することが可能になったことにより、分子
間相互作用の反応機構を単一分子レベルで
段階的に理解するなど、今後、新たな展開が
期待される。 
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