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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究では、反応特異性と構造相関が明確な受容体タンパク質に着目し、単一受容体タンパ
ク質のダイナミクスを計測評価することで、タンパク質の構造と機能の相関性を利用したデバ
イス基盤技術の構築を目指した。生理的環境下で生きた状態で、タンパク質の時空間的構造変
化を高速 AFM で画像化するとともに、脂質二分子膜中に組み込んだタンパク質の機能をナノ
ホール構造で解析することにより、構造と機能に関するデバイスの基盤技術を確立することが
可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 In this research, we focused on a receptor protein to investigate the time dependent changes induced 
by a ligand binding experiment. Nanostructure changes were observed in real time using a fast scan 
AFM under physiological conditions. A nano-hole structure with a lipid receptor protein made it 
possible to analyze protein functions. This device architecture could be useful for a device with a 
biomimetic interface. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)受容体タンパク質構造解析  
今までの研究で、NTT物性科学基礎研究所で
は、受容体タンパク質のうち、細胞内カルシ
ウム制御に重要な役割を果たす、イノシトー
ル三リン酸（IP3）受容体について東京大学医
科学研究所と共同で、原子間力顕微鏡 AFM
を用いた受容体構造解析を進めてきた。IP3
受容体は、細胞内の小胞体（ER、endoplasmic 
reticulum）膜に存在し、細胞内のカルシウム

濃度調節に関わるイオンチャンネル型の重
要なタンパク質である。現在まで多くの研究
者が受容体タンパク質の構造解析を進めて
きた。最も多いのが、結晶化による X線、中
性子線構造解析である。最近では、結晶化せ
ずに低温下でクライオ電子顕微鏡を用いる
ことにより、より生理状態に近いタンパク質
の解析が行われている。しかしながら、数千
枚の画像の平均化が必要になるなど、機能に
直結した動的解析を行うことは不可能であ
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った。一方、原子力間顕微鏡を用いた研究で
は、結晶化したタンパク質において、極めて
微細な構造解析が単一レベルで可能になっ
てきた。このような状況下で、我々は、IP3
受容体について、液中で AFM を用いること
により、生理的環境下に近い状態での単一
の受容体タンパク質構造変化を初めて可
能にした。IP3 受容体では、クライオ電子顕
微鏡による観察により、4 量体からなる受容
体構造が Ca の存在の有無によって四角状の
閉状態から、風車型の開状態になることが報
告されていた。我々は、液中での AFM を用
いることにより、この状態の遷移が生じてい
ることを単一受容体レベルで確認した
（Suhara et al. Neurosci. 
Lett. 391, 102-107, 2006
図）。 
	 現在、この状態の遷移
について高速AFMを用
いることにより、1秒間に 12フレームの動的
構造変化を観察
する技術を確立
し、次の図に示
したように、
DNAがストレプ
トアビジンから解離してゆく様子の時間的
変化の連続観察に成功した(Kobayashi et al. 
Ultramicroscopy, 107, 184-190, 2007	 上図)。 
これにより、IP3 以外の受容体タンパク質に
ついても、その動的な構造変化をリアルタイ
ムに近い状態で観測できるような技術を確
立すること
が で き た
（右図）。リ
ガンド結合
サイトと結合に伴う構造変化の観測はこれ
からであり、今まで他の研究機関で実施され
てはいなかった。 
(2)自己組織化を利用した配列制御  
	 配列制御については、今まで、自己組織化
による金ナノドット配列を用いた脂質二分
子膜の配列制御に取り組んできた。金ナノド
ットは、シリコンの 111面のステップを利用
して自己組織化を利用して間隔を保ったま
ま配列、その金ナノドット上に脂質ベシクル
をスルフィド化することにより選択的に配
列させることに成功した（Ramanujan et al. 
Appl. Phys. Lett., 90, 033901, 2007）。しかしな

がら、脂質ベシクル中に受容体タンパク質は
含まれておらず、今後の課題であった。 
 
(3)脂質二分子膜を利用した輸送  
	 脂質二分子膜については、自発展開法を用

い、ナノ構造を有する微小流路と組み合わせ
ることにより、微小流路に従って脂質二分子
膜を移動させることに成功した（Furukawa et 
al. Langmuir, 23, 367-371, 2007）。さらに脂質
に対し、蛍光分子（Fluorescein, Coumarin）を
包含させることにより、同時に蛍光分子を移
動させることができるだけでなく、蛍光観察
から、FRET による分子間相互作用の計測を
可能にしており、これにより、脂質二分子膜
によるタンパク質輸送の可能性が考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
本提案の最も重要な目的は、タンパク質の構
造と機能の相関性を利用したデバイス基盤
技術の構築である。その中でも反応特異性と
構造相関が明確な受容体タンパク質に着目
し、ターゲットタンパク質とした。 
	 	 本提案では、この受容体タンパク質の	 
(1)構造解析、(2)自己組織化を利用した配列制
御、(3)脂質二分子膜を利用した輸送技術を融
合することにより、ナノギャップ電極上に脂
質二分子膜・受容体タンパク質融合体を形成、
デバイスの基本構造を作製する。これにより、
タンパク質の構造と機能の相関性を利用し
たデバイス基盤技術の構築に取り組む。実現
すれば、トランジスタに代わるデバイスとし
て学術的に優れた成果を生み出すだけでな
く、受容体タンパク質を交換することにより、
生体適合性の高い、埋込可能なデバイスとし
て医療・治療分野においても実用可能である
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
本研究提案では、単一タンパク質受容体のダ
イナミクス検出として、次の 2点に絞って研
究を進めた。	 
（１）ラット脳神経系より単離精製した AMPA、
NMDA、GABA などの受容体タンパク質について、
脂質二分子膜に再構成することにより、機能
発現をさせる。	 
（２）具体的なデバイス構築に向けた構造の
検討・提案を行い、（１）で作製した脂質タ
ンパク融合体を組み込んで電気物性計測を
試みる。	 
	 研究の遂行に当たり、次の役割分担により
ダイナミクス検出可能なデバイスの実現に
取り組んだ。鳥光慶一は、研究代表者として
本提案全体を取りまとめるともに、脂質二分
子膜に埋め込む／埋め込んだタンパク質の
原子間力顕微鏡による動的構造解析を行い、
構造と機能相関の検討に取り組んだ。河西奈
保子は研究分担者として、単離精製した受容
体タンパク質の脂質二分子膜への埋込を行
い、再構成系を実現し、機能発現に取り組ん
だ。住友弘二は研究分担者として河西が実現
する再構成タンパク質系を取り込んだタン
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パク質デバイスの検討と作製を行い、今まで
構築した配列／輸送制御技術を駆使してダ
イナミクス検出が可能なデバイスの構築に
取り組んだ。	 
	 
４．研究成果	 
 本研究では、受容体タンパク質の構造と機能
の相関性を利用したデバイス基盤技術の構築を
目指して研究を進めている。その中でも特に着
目したのは神経系の受容体タンパク質であり、
単離精製を行った後、脂質二分子膜に再構成
することにより、機能発現をさせることを中心に研
究に取り組んだ。H20 年度には、raft 構造である
脂質マイクロドメインと受容体タンパク質埋込の
関連性について検討を進め、フォスファチジル
コリンやフォスファチジルセリン、脳抽出脂質か
ら形成した脂質二分子膜に、マイクロドメインで
ある高いドメイン構造が存在すること、そしてそ
の形状を常に変化させていることを明らかにした。
この脂質二分子膜に受容体タンパク質を挿入す
ると、抗体を用いた配向方向の同定により、N 末
すなわち細胞外ドメインを上にして脂質膜に配
向されることがわかった。さらに、受容体がこの
高いドメイン構造に局在する傾向が見られ、ドメ
イン内を移動することも明らかになった。 
 H21 年度には、数十~百ミクロンの巨大ベシク
ルを作製し、ベシクル内でのマイクロドメイン構
造の作製に成功した。形成されたマイクロドメイ
ンは、秩序液体相ドメインであり、液晶相より、１．
２nm ほど高く、Raft 様構造を形成している。タン
パク質の局在化制御はまだであるが、巨大ベシ
クルにモデルタンパク質であるグラミシジン A を
埋め込み、ベシクル内部にｐHプローブを内包さ
せ、酸、またはアルカリを投与した場合、グラミシ
ジンAを通過してベシクル内に入ってきたイオン
により、ベシクル内のｐH が変化、結果として蛍
光変化が観測された。これにより、巨大ベシクル
が強くシールされていること、埋め込まれたモデ
ルタンパク質が機能することが明らかとなり、この
手法での機能計測や、神経系受容体タンパク質
埋込のための再構成条件を確立することができ
た。 
 高速AFMを用いた構造解析ではATP受容体
タンパク質である P2X4 について、リガンドである

ATP に対する応答の時
間的応答変化を計測し、
応答前後の受容体の構
造変化を数 nm のサブユ
ニットレベルで 0.1 秒程

度の時間
分解能で
連続的に
計測する
ことができ
た（左図）。

これにより、NMDA 受容体タンパク質などの
Dimer-Dimer 反応を視覚化できる可能性を H20

年度に報告した。その後 H21、22 年度において、
精製及び再構成した 4量体の受容体タンパク質
について、Dimer-Dimer 様の反応を観測するこ

とができた。プ
レリミナリーな
結果であり、構
造変化の詳細
については今
後更なる検討
を必要とするも

のの、リガンドにより細胞外ドメインが著しく変化
し、その変化がブロックできることを画像で捉える
ことができている。 
	 次に脂質タンパク融合体によるデバイス構
築に関しては、プロテオリポソームまたは、巨大
ベシクルを用いてナノサイズの穴の上にラプチ
ャーすることで、脂質二分子膜に再構成したタン
パク質を配置する手法を確立することができた。
位置制御には更なる検討を要すが、このナノホ
ール型デバイス構造により蛍光及び電位測定よ
る機能解析を強力に進めることが期待できる。	 
 機能解析については、脂質二分子膜や巨大
ベシクルを用いた再構成系（AMPA,NMDA 等）
の精製受容体タンパク質が、電気生理的解析に
よりチャンネル活性を示す電気特性が得られ、
その機能に問題がないことが確認された。これを
ナノホール（微小井戸）構造と組み合わせること
により、イオンプローブ等の蛍光色素を利用する
ことで受容体タンパク質
を介したイオンの流出入
を蛍光計測による時空間
的高感度解析を可能に
した。具体的には、プロト
ンやカルシウムに対する
蛍光イオンプローブを封
入した脂質膜中に、イオ
ンを移動させることができ
るタンパク質を導入し、蛍
光変化からイオン移動を
確認することができた。こ
れにより、ナノホール構
造における電気計測へつなげることができた
（図）。 
 一方、金ナノロッドでは、表面に脂質二重膜
をコーティングすることによりロッド間隔
が３－４nmの脂質膜の厚さに相当する均一な
間隔での配列を可能にした。これにより、は
しご状の 1 次元や 2 次元、3 次元の配列化に
成功しており、タンパク質の配列制御や
SERS による解析に利用できるものと期待さ
れる。ナノギャップ電極構造による輸送制御に
ついては、電極より印可した電圧による分子挙
動の制御が可能であることが確認できているも
のの、検出手法としての検討までには至ってい
ない。金ナノロッドによる配置制御とともに、その
可能性について今後更に検討を進めたい。 
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