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研究成果の概要（和文）：高速原子間力顕微鏡（AFM）を用いたタンパク質の機械的応答の解析を目的とし、一
軸伸長装置を開発した。これにより、PDMS基板に固定したタンパク質に引張応力を加え、アクチン線維や微小
管、膜結合タンパク質に応力を印加できるようになった。これにより、アクチン線維の結合タンパク質の親和性
変化、微小管の屈曲挙動、BARドメインタンパク質BIN1の膜張力依存的な膜結合能を解析した。これにより、今
後メカノセンサータンパク質の力学応答ダイナミクスを分子レベルで解明する基盤技術が整備された。

研究成果の概要（英文）：In this study, a uniaxial extension system was developed to analyze the 
mechanical response of proteins using high-speed atomic force microscopy (AFM). With this system, 
tensile stress was applied to proteins immobilized on PDMS substrates, and the mechanical responses 
of actin filaments, microtubules, and membrane-bound proteins were observed in real-time. 
Specifically, the affinity changes of binding proteins in actin filaments, the bending behavior of 
microtubules, and the membrane tension-dependent membrane-binding capacity of the BAR domain protein
 BIN1 were analyzed. In actin filaments, the correlation between tension-dependent changes in local 
structure and changes in binding protein affinity was clarified. The effect on kinesin sliding 
movement was analyzed by examining the bending behavior of microtubules. This study has laid the 
foundations for understanding the mechano-response dynamics of mechanosensor proteins at the 
molecular level.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 高速原子間力顕微鏡　機械ストレス　一分子観察　微小管　アクチン線維　動態解析　膜結合タンパク
質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義は、高速AFMと一軸伸長装置を組み合わせることで、生理的条件下でのタンパク質の力学的応答を分
子レベルでリアルタイムに解析できる新たな手法を確立したことにある。この手法により、アクチン線維や微小
管、膜結合タンパク質の力学応答を分子レベルで明らかにする基盤技術を確立した。
社会的意義としては、メカノバイオロジーの理解が深まることで、細胞の機械的刺激に対する応答の仕組みが解
明され、将来的に医療分野での応用が期待される。例えば、細胞の機械的環境を制御することで、再生医療や創
薬などに役立つ可能性がある。また、メカノセンサー分子の異常が引き起こす疾患の理解や治療法の開発にもつ
ながると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞は、接触や音、重力などの機械的刺激に絶えず晒されており、これら機械的刺激をトリ

ガーとした一連の生化学反応は、触覚や聴覚等の感覚機構、細胞の運動や形態・分化・遺伝子発
現といった様々な生物機能に重要な役割を果たしている。近年、機械的刺激を感知して細胞応答
を引き起こす様々なメカノセンサータンパク質の存在が明らかになってきた。しかしながら、機
械的刺激を感知し、それを化学シグナルへと伝達する分子機構についての理解は十分進んでい
ない。従来の光学顕微鏡を基盤とした計測手法では、力学的負荷を加えた状態にあるタンパク質
の構造や機械特性とそれらの時空間ダイナミクスを高い分解能で解析できなかったためである。
すなわち、機械的刺激がアクチン線維や微小管の局所構造や力学特性をどのように変え、それら
はどのように伝搬してフィラメントの安定性や結合タンパク質との親和性などの機能を変調し
ているのか？ また、BARドメインタンパク質は膜張力の局所変化をどのように感知し、張力分
布に応じてタンパク質の集積状態をどのように変化させることで膜変形能を制御しているの
か？といった本質的な疑問は残されたままである。 
 
２．研究の目的 
高速原子間力顕微鏡(AFM)は溶液環境下にあるタンパク質の動態をリアルタイム観察できる

唯一の計測手法として知られており、これまで様々なタンパク質の動態観察に応用されてきた。
本研究では、高速 AFMによるタンパク質の一分子動態の可視化と同時に、観察対象のタンパク
質に引張や圧縮といった機械的刺激を加えることを目的とする。これにより、機械的刺激に応答
するタンパク質の構造ダイナミクスを解析し、力学応答に基づいたメカノセンシングの分子機
構を解明することが期待される。具体的には、高速 AFM観察基板に弾性体を利用し、AFM装置
上で弾性基板に引張応力を印加できる一軸伸長機構を開発する。この装置を用いて、基板に固定
したタンパク質に機械刺激を加え、細胞骨格タンパク質フィラメントの構造・力学応答、フィラ
メント構造の安定性や結合タンパク質との親和性変化、脂質膜の変形による膜結合タンパク質
の膜の曲率依存的な親和性変化などを調べる。本研究により、メカノセンサータンパク質の力学
応答ダイナミクスを分子レベルで解明することができると期待される。 
 
３．研究の方法 
タンパク質に機械負荷を印加するために、PDMS 製弾性シートをタンパク質を固定する基板

として用いる。これまで開発してきた探針走査型高速 AFMのサンプルステージ部に一軸伸長機
構を組み込んで、PDMS基板に引張応力を印加できるようにする。この装置を開発して、以下の
3つの実験を行う。 
I. アクチン線維ネットワークの力学操作とアクチン結合タンパク質の親和性変化の解析: メカ
ノセンシング機構の研究が最も進んでいるアクチン線維を対象に、アクチン線維の局所構造の
張力依存的変化と結合タンパク質の親和性変化の相関を明らかにする。 
II. 微小管の張力依存的安定性とキネシンの滑走速度の解析: 我々はキネシンの滑走速度が微小
管の屈曲部で変化し、微小管への力学負荷がキネシンのモーター活性を変調している可能性を
見出していた。基板伸縮により微小管の屈曲を連続的に制御することで、キネシンの滑走運動に
及ぼす影響を詳細に解析することが可能になる。これらの実験で、微小管のメカノセンサー機能
に関する包括的な理解を得る。 
 
III. BIN1 の膜張力依存的膜結合: BAR ドメインタンパク質である BIN1 は二量体を形成し、
PI(4,5)Pを含むリポソームに結合すると、集積しながら膜を変形して細長い管状構造を作る。一
方、固体基板で支持した平面脂質膜では BIN1は膜表面に結合できない。膜の曲率や膜張力に応
じて結合能が変化するためと考えられているが、その機構は明確ではない。弾性基板を引っ張っ
た状態で平面脂質二重膜を張り、張力を解放すると脂質膜にリップル構造が形成するため、これ
により膜曲率と結合能の相関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
I. 一軸伸長探針走査型高速 AFMの開発：図 1(a)にその概略を示す。一軸伸長デバイスは、i) ス
テッピングモーターと力伝達機構、ii) 弾性基板を固定するクリップ、iii) 弾性基板を支持するス
テージ、の 3つの主要部分から構成されている。このデバイスは、高速 AFMステージに取り付
けた広視野 XYスキャナーに装備されている。図 1(c)に一軸引張機構の詳細を示す。ステッピン
グモーターが装置を駆動し、ねじ機構によって回転運動を直線変位に変換する。ステッピングモ
ーターは 1パルスあたり 0.036°の角度分解能で駆動され、綿糸製のトラクションストリングを介
してクリップに伝達され、両側から基板に均等な張力を加える。AFM 探針を基板中央付近に配
置することで、伸長による観察領域のずれを抑制できる。この機構で弾性シートを最大 180%ま
で伸ばすことができる。 



 

 

一軸伸長システムの動作評価のため、PDMS基板上に作製した正方形パターン試料を用いて、
最大 70%の引張歪みを加え、その変形を観察した（図 1d）。その結果、70%の歪みを印加しても
ほぼ同一領域を観察できることが確認された。歪みによるパターンの周期や深さの変化から、局
所的な歪みを定量化することができた。また、歪みを加えてもパターンは概ね弾性範囲内にとど
まり、歪みを解放すると元の形状に回復することも確認された。 

II. タンパク質への応用 
A. 微小管の屈曲誘導：微小管は細胞骨格の中で最も剛直な構成要素であり、細胞力学の理解に
おいて重要なターゲットである。特に微小管の屈曲挙動は広く注目されている。本研究では、
PDMS 基板に固定されたキネシンを介して微小管を固定した。キネシンは疎水性のテイル部で
PDMS 表面に疎水性相互作用で結合し、反対側の微小管結合部位で微小管を固定する。一軸伸長
装置で基板を伸長した状態で微小管を固定し、その後伸長応力を開放して基板を微小管に圧縮
歪みを加えた。圧縮前後の画像を比較すると、圧縮後に PDMS 基板に固定された微小管の数が
減少していることが分かる（図 2a）。これは、微小管の屈曲が基板との固定点を減少させ、剥離
を引き起こしたためと考えられる。また、圧縮による機械的ストレスが微小管の脱重合を誘発し
た可能性もある。さらに、単一の微小管の屈曲挙動も観察され、圧縮ひずみの増加に伴い屈曲半
径が減少することが確認された（図 2b）。屈曲半径は 10%のひずみで 740 nmに達し、11.7%のひ
ずみで微小管が折れ曲がり、部分的に脱重合が始まった。この実験は、伸長装置を用いて微小管

 
図１ 探針走査型高速 AFM に組み入れられた基板伸長デバイス. (a) 伸長デバイスの写真. (b) 伸長デバイス

が組み込まれた広視野 XY ステージスキャナー. (c) 探針走査型高速 AFM ヘッドの概略. (d) 伸長デバイスの

断面図. 弾性基板(青)を固定するクリップが、トラクションストリング(赤)によって駆動されている. ねじ機構に接

続されたステッピングモーターが, 伝達ロッドとストリングリテーナを介してトラクションストリングを駆動する. 

 
 

 
図２ PDMS 基板の圧縮による微小管の座屈. (a) 基板圧縮の前後に撮影した広域 AFM 画像. 円で囲ま

れた特徴は, 実験を通して同一の微小管を識別するために使用された. 矢印は, 圧縮荷重で破断した微

小管を示す. (ｂ 0%-13.3%の圧縮ひずみで座屈する微小管.  



 

 

の曲率を制御する可能性を示し、高速 AFMを用いたナノメカニクス測定によるさらなる研究が
期待される。 

B. アクチン線維への α-アクチニンの結合：アクチン線維は細胞骨格の一部だが、剛直な微小管
とは異なり柔軟である。細胞が外部からのストレスを受けると、アクチン線維は再編成され、架
橋タンパク質である α-アクチニンの結合親和性が増加することが知られている。本研究では、
伸長装置を用いてひずみ下での α-アクチニンとアクチン線維の結合を観察した。アクチン線維
が基板に吸着しつつも適度に移動できるように、脂質二重膜を介して基板に固定した。 

PDMS基板をイオンボンバードメントで親水化し、伸長装置で引張ひずみを加えた。ひずみ
方向に対してリップル構造が現れ、20%以上のひずみでピーク間高さが 2 nmの周期的パターン
が生成された（図 3a）。脂質二重膜にアクチン線維を吸着させて、30%のひずみを加えると、脂質
二重膜とともにアクチン線維も表面のリップル構造に追従した（図 3b）。異なるひずみ条件下で
α-アクチニンを注入し、高速 AFMで観察したところ、ひずみを受けた基板上のアクチン線に α-
アクチニンが密に秩序立って結合することが確認された（図 3c）。平坦基板では 14.5 nm であっ
た α-アクチニン間の距離が、ひずみ基板では 9.0 nmに縮まった。これは α-アクチニンの結合親
和性がひずみによって増加することを示唆している。これらの結果から、伸長装置と高速 AFM
を組み合わせることで、アクチン結合タンパク質の力学的感受性の研究に有用であることが示
された。 

B. 脂質二重膜の曲率制御と結合タンパク質の親和性変化： Bridging Integrator-1（BIN1）は、脂
質の曲率を感知し、エンドサイトーシスや膜輸送に関与するタンパク質である。本研究では、伸
長装置を用いて脂質膜に曲率を与え、曲率依存的な BIN1結合の動態を HS-AFMで観察した。 
まず、PDMS基板を酸化処理し、(3-アミノプロピル)トリエトキシシラン（APTES）で処理す

ることで、負に帯電した脂質二重膜を形成できる正に帯電した表面を作製した。次に、64％PS、
2％PI(4,5)P2、14％PE、20％コレステロールからなる脂質混合物を調製し、シラ化 PDMS 表面に
吸着させた。 

BIN1 K436Xの結合動態を観察するため、PDMS基板に 20％および 40％の引張ひずみを加え
たところ、表面には曲率を持つ波打ち構造が現れた。20％および 40％のひずみでの平均曲率は
それぞれ 5.59および 14.27 μm−1であった。曲率を持つ脂質膜表面では、BIN1の結合が明確に観
察され、特に正の曲率領域に優先的に結合することが示された（図 4a, b）。具体的には、40％ひ
ずみでの BIN1の結合数は、20％ひずみに比べて約 3 倍に増加し、滞在時間も約 2 倍長くなった
（図 4c）。これにより、BIN1は大きな曲率を持つ表面に対して高い親和性を示すことが明らかに
なった。本研究は、脂質曲率と BIN1結合の関係を分子レベルで直接測定できる新しい方法を示
している。 
  

 
図３ 局所的に湾曲した PDMS 表面上でα-アクチニンによって架橋されたアクチン繊維。(a 引張りにより PMS

表面に形成されたリップル構造. (b) アクチン繊維は局所的な表面曲率に追従し、アクチンの屈曲を制御するこ

とが可能になった. (c) 0%ひずみ時（シアン矢じり）と 40%ひずみ時（赤矢じりす）のα-アクチニンのアクチン線維

への結合. 
 



 

 

 
 

 
図４ BIN1 の脂質二重膜表面への曲率依存的結合. (a) 0, 20, 40%の歪みを印加した際の湾曲した脂質膜と BIN1

の結合. 150×105 pixels. 撮像レートは 0.5 s/frame. (b) 40％歪みを印加時の脂質膜への BIN1 の動的結合・解

離過程のスナップショット. スケールバー：50 nm, 150×105 pixels, 撮像レート: 0.5 s/frame. (c) BIN1 の滞留時

間のヒストグラム. 破線は指数関数によるフィッテイング曲線. 40%と 20%歪み印加時の滞在時間はそれぞれ

t40%= 3.77 ± 0.06 s とt20%= 1.83 ± 0.09 s. 
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