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研究成果の概要（和文）：液中で動作する周波数変調原子間力顕微鏡（FM-AFM）を用いて、DNAオリガミに固定
したタンパク質分子（streptavidin）を対象に3次元フォースマッピング計測を行い、タンパク質分子の分子変
形量の推定および電荷密度分布の計測に成功した。一方、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）がその水溶液中でグ
ラファイト基板上に形成する半ミセルと、探針先端に同様に形成されたミセルとの融合・分離の過程を散逸エネ
ルギー計測により明らかにした。さらに、高度好塩菌の紫膜のタンパク質（バクテリオロドプシン）のKCl水溶
液中でのフォースマッピング実験により、局所的な水和構造の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We performed three-dimensional force mapping experiments on streptavidin 
protein molecules attached to DNA origami sheet, and revealed the relationship between the exerted 
force and the deformation of the molecule during force mapping. We also estimated the surface charge
 density on the streptavidin. We clarified the disruption and formation processes of the micelles of
 the sodium dodecyl sulfate (SDS) formed on graphite by the dissipation measurements. We also 
visualized the hydration shell on the bacteriorhodopsin in purple membrane in KCl aqueous solutions.

研究分野：応用物理学

キーワード： 原子間力顕微鏡　固液界面　エネルギー散逸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
固液界面は、結晶成長や触媒反応などのさまざまな物理・化学反応の反応場として、また一方、生体分子が機能
を発現する活性場として極めて重要な役割を担っている。本研究で明らかにされた固液界面、生体分子表面の原
子・分子レベルの構造や水和構造、また散逸エネルギー解析によって明らかとなった粘性との相関に関する知見
により、固液界面における物理・化学反応を利用したデバイスの高機能化や、生体分子機能の理解に繋がること
が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
固体と液体の界面（固液界面）は結晶成長、電極反応、触媒反応等さまざまな物理・化学現象
の活性場、また生体分子の機能発現の場として重要な役割を担っている。液体中において固体
表面は真空中とは違った表面構造を呈することがあり、また液体は固体表面に界面特有の疎密
構造（溶媒和構造）を形成する。これらのいわゆる埋もれた界面構造を調べる手段としては X
線/中性子反射率測定や和周波発生/第二高調波発生等の分光学的手法があるが、これらの手段
では面内で平均された情報しか得ることができなかった。 
 一方、液中で動作する周波数変調原子間力顕微鏡（FM-AFM）による 3次元フォースマッピ
ング法により、鉱物試料や生体分子の水和構造が可視化され、また電荷密度分布も計測できる
ようになってきた。3 次元フォースマッピングでは、通常、カンチレバーの周波数シフトすな
わち保存力の 3次元分布を計測するが、カンチレバーの散逸エネルギーすなわち散逸力はあま
り注目されてこなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、液中 FM-AFMにおける散逸エネルギーに着目し、試料のステップ端や欠陥、ま
たは特定の官能基等の機械的安定性や粘弾性情報の取得や、生体分子の物性や生体分子間相互
作用の計測へ応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
液中 FM-AFMを用いた 3次元フォースマッピング法により、streptavidinや bacteriorhodopsin等
のタンパク質分子や固液界面に形成される界面活性剤の自己組織化構造上で 3次元フォースマ
ッピングを行い、カンチレバーの保存力および散逸力の 3次元分布を記録し、構造と物性の相
関を計測した。 
 
４．研究成果 
DNA オリガミに固定したタンパク質
分子（streptavidin: SA）を対象に 3次
元フォースマッピング計測を行い、タ
ンパク質分子の分子変形量の推定お
よび電荷密度分布の計測に成功した。
DNA オリガミに用いるステープル
DNA を、固定化したいタンパク質と
特異的に相互作用するリンカー分子
で修飾したステープル DNA に置換し
て DNA 折り紙を作製することにより、
DNA オリガミの所望の位置にタンパ
ク質を固定化することができる。 今
回、リンカー分子として biotin分子を
採用し、SA分子が DNAオリガミの設
計した位置へ固定化されることを確
認した（図 1）。一方、DNA オリガミ
を基板に固定する際、基板として白雲
母（muscovite mica）を用いることで、
SA分子の配向を制御、すなわち biotin
結合部位を持たない面を環境溶液側
へ露出させられることを明らかにし
た。また、液中 FM-AFM によって取
得した 3次元フォースマップから、SA
分子の表面形状像における高さヒス
トグラムを解析し、3次元フォースマ
ッピングにおける探針が分子におよ
ぼす応力と分子変形の大きさの相関
を明らかにした（図 2）。一方、比較的
遠方における保存力–距離依存性を
DLVO 力の理論式にフィッティングすることで、表面電荷密度を見積もったところ、先行研究
で計測された biotin結合部位を持つ面と近い値（–17 mC/m2）となった（図 3）。なお、本研究
で提案した DNAオリガミを用いた SA分子の配向制御技術は、分子の固定方法や基板の選定に
より制御したものであり、ほかの生体分子についても応用が可能であり、今後さまざまな生体
分子の物性計測への応用が期待される。 

 
図 1: (a) DNAオリガミにおける SA分子固定位置
の模式図. (b) SA分子を固定した DNAオリガミの
液中 FM-AFM像. 

 

 
図 2: DNAオリガミに固定された SA分子上で取得
した表面形状像から得られた高さヒストグラムの
応力依存性. 



 なお、液中 FM-AFMにおける走査中の各点に
おいて任意の波形を用いて探針を近接・離反さ
せて周波数シフト、散逸エネルギー、平均たわ
みの情報を記録する時分割フォースマッピング
法を開発した。この方法を用いて、脂質二重膜
や生体分子の粘弾性を定量的にマッピングでき
るようになった。また、biotin 分子で修飾した
探針を用いて、時分割フォースマッピング法に
より 3次元フォースマップを取得することで、
biotin–streptavidn の特異的相互の破断力マップ
を取得することに成功した。 
 次に、液中 FM-AFMを用いた 3次元フォース
マッピング法を用いて、
高度好塩菌の紫膜に存
在する光駆動プロトン
ポ ン プ タ ン パ ク 質
（bacteriorhodopsin: bR）
における 3 次元水和構
造計測を行った。紫膜の
細胞質面を対象として、
2 通りのカンチレバー
振動振幅条件を採用し、
2 つの異なる振幅条件
間の測定結果を比較す
ることで、振動的な探針–試料間距離依存性を示す
界面水和構造に由来する水和力と、分子表面の立
体構造の変形を伴う応力とを切り分けることがで
きた。その結果、探針が E–Fループと相互作用す
る高さよりも遠方において、C–Dループ上におい
て振動的な水和力が検出できた。このことから、
C–Dループ上に水分子が局在化した領域の存在が
示唆された（図 4）。 
 一方、マイカ基板に吸着した紫膜の細胞質（CP）
面および細胞外（EC）面において bRの分子分解
能観察に成功し、見かけ上の紫膜の高さが異なる
のは、CP面とマイカ基板の界面に水の層が存在す
るためであることを明らかにした（図 5）。 
 また、陰イオン界面活性剤であるドデシル硫酸ナトリウム（SDS）や陽イオン界面活性剤で
あるセチルトリメチルアンモニウムブロミド（CTAB）が、これらの水溶液とグラファイト基
板との界面に形成する自己組織化構造体（半ミセル）の形成および破壊過程のナノメカニクス
を FM-AFMフォースマップ測定により明らかにした。垂直方向のフォースカーブを精密に解析
することにより、フォースカーブは指数関数的な電気二重層領域、弾性圧縮領域、ミセル破壊
領域の 3つの領域に分類されることを見出した。 
 また、CTAB はグラファイト基板との界面において、分子鎖を基板に平行にした二層膜領域
と半円筒状ミセルの半ミセル領域の 2種類の自己組織構造体を形成することを見出し、これら
に対し 3 次元フォース
マップ法による物性計
測を行ったところ、半ミ
セル上でのみ大きな散
逸エネルギーが観測さ
れた（図 6）。これは、
探針側と基板側の半ミ
セルの融合・破壊の繰り
返しによるエネルギー
損失に起因する。 

 

図 3: DNAオリガミと SAの電荷密度計測. 

 

図 6: グラファイト基板上に形成されたセチルトリメチルアンモニウ
ムブロミド（CTAB）の自己組織構造体: 二層膜領域（M 領域）と半
円筒ミセル領域（H領域）における 2次元周波数シフト（保存力）マ
ップ（左）および散逸エネルギー（散逸力）マップ（右）. 

 
図 5: 紫膜の細胞質（CP）面および細胞
外（EC）面における bR の分子分解能
FM-AFM像. 

 
図 4: 紫膜のタンパク質（bacteriorhodopsin）の KCl水溶液中での
3次元水和構造計測. 
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