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研究成果の概要（和文）：試料グリッドの多孔カーボン薄膜上に単原子層グラフェンシートを載せ、その表面に生体分
子を吸着させることで、氷薄膜の厚さ制御と同時に膜タンパク質複合体の効率的な画像データ収集を可能にする技術の
確立を目指したが、作成委託したグラフェンシート搭載グリッドは小さなフレークが重なり合い使い勝手の大変悪いも
のであったため、大面積単層グラフェンシートを独自に作成する必要が生じた。とりあえず代替案として、独自作成の
極薄カーボン膜を多孔カーボン薄膜グリッド上に搭載し、赤痢菌ニードル複合体の像を収集し、解像度の高いクラス平
均像を得た。

研究成果の概要（英文）：We tried to use a graphene sheet on a holey carbon grid as a specimen substrate fo
r electron microscopy to develop a method to control the thickness of vitreous ice film in which frozen-hy
drated particles of protein complexes are embedded. The specimen grids produced and provided by a company 
upon our specific request, however, were not really useful because many flakes of graphene were piled up t
o one another. We therefore made ultra thin carbon sheets as a temporary substitute for graphene, collecte
d electron cryomicrographs of Shigella needle complex particles, and obtained a high-resolution image of i
ts side view as a class average.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 極低温電子顕微鏡法　グラフェン　蛋白質　生体分子　構造生物学

生物科学・生物物理学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
低温電子顕微鏡法は近年急速に発展してき
ており、巨大なウィルス粒子などでは蛋白質
の主鎖側鎖の立体配置を決定できる水準（3Å
分解能）に近づいていた。我々の研究グルー
プでも、独自の技術開発により、極めて細い
ために解析が困難であったアクチン繊維で
高分解能の立体構造解析（6.6 Å 分解能）に
成功した( Fujii et al., Nature 2010)。ア
クチン分子の主鎖の 2次構造をすべて明瞭に
見ることが可能になり、水溶液中の構造を反
映するアクチンモノマーの結晶構造と比較
することにより、細胞骨格の形成や消失のメ
カニズムの解明に貢献した。 
 このように低温電子顕微鏡法は、機能状態
の生体分子やその複合体の立体構造解析法
として近年急速に発展したが、それには電子
顕微鏡自体の高性能化とともに、画像解析法
の高精度化、計算機の高速化、画像検出器の
データ読み取り高速化、高感度化、高解像度
化など、様々な面における技術改良や進歩が
重要な役割を果たしてきた。 
 低温電子顕微鏡による生体試料観察に用
いる試料グリッドの作成手順は以下のよう
なものである。試料グリッドとして用いるの
は多孔カーボン薄膜を搭載した直径 3 mm の
金属メッシュで、このグリッド上にごく微量
の試料水溶液を載せ、大半を吸い取ることで
それぞれの薄膜孔内に水溶液薄膜を張り、こ
のグリッド全体を液体エタンに突入させて
急速凍結する（図１）。この急速凍結操作に
より、水溶液試料の水は結晶を形成すること
なくガラス状の氷薄膜となり、生体分子や細
胞はその中に凍結包埋されるので、水溶液中
の立体構造を保持したままの凍結水和状態
を低温電子顕微鏡で観察することが可能に
なる。この急速凍結グリッドを低温電子顕微
鏡の冷却試料ホルダーに挿入し、多孔カーボ
ン薄膜の各孔に張ったガラス状の氷薄膜を
撮影すると、氷薄膜に包埋された生体分子や
細胞の拡大像を多数記録することができる。
生体分子や細胞の低温電子顕微鏡像は、電子
線照射損傷をできるだけ抑制するために、き
わめて低い電子線量で撮影しなければなら
ず、そのために粒子像の信号レベルより統計
ノイズが高いほどで、各粒子像の S/N はきわ
めて悪い。しかし、同じ立体構造を持つ多く
の粒子像をこうして収集し、同じ向きの投影
像を集めて整列させ平均すれば、S/N は格段

に向上し、高分解能の像を得ることができる。
こういった投影像を多く集めると高分解能
の立体像を再構成することができる。到達可
能な分解能は、各像の S/N の高さと、解析に
投入した像の数に依存するため、できるだけ
薄い氷に生体分子を包埋した試料グリッド
の作成が重要で、あとは像の数を増やすのみ
である。 
 
 ただここで大きな課題は、氷薄膜の厚さを
制御することの難しさである。氷薄膜が厚す
ぎると像コントラスが悪く、逆に薄すぎると
気液界面の表面張力により生体分子の立体
構造を歪めるため、高分解能の達成は容易で
はない。また可溶化した膜貫通型タンパク質
複合体などの疎水性の試料は多孔カーボン
薄膜の表面に吸着してしまいがちで、孔に張
った氷薄膜中に分散させるのが困難である。 
 原理的には、わずか一滴（数マイクロリッ
トル）の微量な水溶液試料があれば高分解能
での構造解析を完了できるため、生命科学の
様々な分野で必須な技術となりつつあるが、
急速凍結試料グリッドを作成する過程には
このように多くの課題があり、この構造解析
技術の汎用化を困難にしている。 
  
 技術的な課題はほかにもたくさんあるが、
高分解能での構造解析を短期間に高い再現
性で達成するために解決すべき課題の中で、

も深刻な問題はやはり凍結水和試料の作
成に関するもので、以下の３点である。 
(1)急速凍結により氷の薄膜（30 nm ~ 100 

nm）の中に生体分子を包埋しその像を観
察するため、表面張力、気液界面との相
互作用、分子の荷電状態等により、分子
の配向が偏る傾向がある。様々な方向の
投影像を必要とする３次元立体構造解
析法にとって、これは致命的な問題点で
あり、一部の生体分子において高分解能
解析を決定的に困難にしている。 

(2)低温（およそ 50 K）で観察するため電気
伝導度が悪く、試料は電子照射によって
容易にチャージアップする。その結果と
して像がゆがめられ、高分解能の解析を
妨げる。 

(3)アモルファスの氷の中に包埋された生
体分子は、電子線照射によってわずかに
移動・回転することが知られている。こ
のわずかな分子の動きでも、目指すべき
3 Å レベルの分解能を超える構造解析に
とっては不利な要因である。 

 
これらの問題点を克服する工夫として、この
申請課題では、試料水溶液を単層の炭素六員
環単原子層シート構造であるグラフェンで
挟み込み急速凍結することで、上記の問題の
解決法を模索した。 
 
 
 

図１グリッド作成方法 



 

 
２．研究の目的 
急速凍結氷包埋した生体分子試料の低温電
子顕微鏡観察と画像解析法は、生体分子の機
能状態での立体構造解析手法として近年急
速に発展してきた。電子顕微鏡の高性能化や
画像解析法の高度化、計算機の高速化、画像
検出器の高解像度化など、様々な面での技術
改良や進歩が重要な役割を果たしている。同
時に、撮影対象となる試料自体のさまざまな
問題点が原子分解能での解析を困難にして
いることもクローズアップされてきている。 
 この問題を克服するために、炭素原子の 2
次元六方格子構造である単層グラフェンシ
ートを基盤とすることにより、低温電子顕微
鏡像収集の効率化と高品質化を行うことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
直径 3 mm の電子顕微鏡試料グリッドの全面
を覆う大面積グラフェンシートの独自作成
は容易ではない。大面積グラフェンシートを
試験的に作成している研究グループを探索
したが、あまりよい情報は得られなかった。
そこで、以前より多孔カーボン薄膜グリッド
を購入しているメーカー企業の Quantifoil
に相談したところ、グラフェンシートを搭載
した多孔カーボン薄膜グリッドを試作して
おり、数ヶ月後には試作品を供給できるとの
ことであった。そこで、試作グリッドの供給
を待ち、届き次第それを用いて、サルモネラ
菌のべん毛基部体や赤痢菌のニードル複合

体など、膜貫通型の大きな複合体を対象とし
た低温電子顕微鏡観察と構造解析を進める
こととした。 
 
４．研究成果 
Quantifoil の試作試料グリッドを待つ間に
も大面積グラフェンシートを作成している
研究グループの探索は続けたが、やはり思わ
しい情報は得られなかった。本研究を開始し
た年度中に、Quantifoil と何度かやりとりし、
試作グリッドの作成状況を確認したが、彼ら
にとっても予想外の困難が多々あり、急速凍
結氷包埋グリッドの作成に使えるグリッド
の供給は大幅に遅れそうであるとのことで
あった。結局は当該年度中に試作グリッドが
届かなかったため、補助事業期間延長申請を
行った。 
 Quantifoil の試作グリッドが次年度の中
頃になってようやく届いたため、まずは試作
グリッド自体を電子顕微鏡で観察し、グラフ
ェンシートがどのような状態にあるか観察
した。その結果、小さなフレーク状のグラフ
ェンシートが折り重なるようにして多孔カ
ーボン薄膜の上に載っており、一層のグラフ
ェンシートがグリッド全面を覆っていると
いう理想的な状況からは全くほど遠いもの
であった。よってやはり、大面積単層グラフ
ェンシートの本格的な作成技術の習得から
取り組む必要が生じた。ただこれには相当の
時間と労力が必要で、しかもグラフェンシー
ト作成装置のセットアップにもかなりの経
費の投入が必要と判断したため、とりあえず
の代替案として以下のような作戦変更を実
施した。 
 グラフェンシートの代わりに、マイカ表面
上に極薄カーボン膜を作成し、それを多孔カ
ーボン薄膜グリッド上に搭載して試料グリ
ッドとした。解析対象とした生体試料は赤痢
菌のニードル複合体である。細胞膜と外膜の
両方を貫通する 大直径約 25 nm のリング状
の基部体を持ち、基部体から細胞外に伸びた
直径約 7 nm、長さ 40〜50 nm のニードルと呼
ばれるチューブ構造を有する。赤痢菌が宿主
の腸の上皮細胞などに進入して感染する際
に、宿主細胞の細胞骨格の形態を乱す病原性
因子を、このニードル複合体の基部にある 3
型蛋白質分泌装置によりニードルを通して
細胞内に分泌し、細胞膜の形状を変えること
で菌の侵入を可能にする装置である。赤痢菌
を界面活性剤で処理することで細胞膜と外
膜を溶かし、ニードル複合体を可溶化して精
製したものを試料とした。 
 極薄カーボン膜を搭載した多孔カーボン
薄膜グリッドにこのニードル複合体の水溶
液を 3 μl ほど載せ、その大半を濾紙で吸い
取った後に液体エタンに突入させて急速凍
結した。これを日本電子（株）社製の低温電
子顕微鏡 JEM-3200FSCの液体窒素冷却試料に
挿入し、加速電圧 200 kV で像を観察し、TVIPS
社製の画素数 8000×8000 の CMOS カメラ

図２グラフェンシート 

図３グラフェンによるグリッ

ドのサンドウィッチ 



（F816）により倍率約 8万倍で像を撮影した。
収集した約 5万枚の像を多くのクラスに分け
てそれぞれを平均し、ニードルの軸にほぼ垂
直に投影した像を図４に示す。これは 2017
枚の粒子像を整列平均した像で、これまでに
他研究グループが発表したサルモネラ菌ニ
ードル複合体とほぼ同じ構造的特徴が確認
できており、さらに詳細な構造が見えそうで
ある。立体構造解析は現在進行中であるが、
2 次構造を確認できる高い分解能が期待でき
そうである。 
 グラフェンシートの代わりに極薄カーボ
ン膜を使用した結果でも、このように高画質
で高分解能の像を得ることができたため、当
初の目標どおりグラフェンシートを使うこ
とができれば、極薄カーボン膜による背景ノ
イズをほぼ完全に除去できるため、さらなる
高画質化による高分解能立体構造解析が可
能になると期待される。今後は是非とも大面
積グラフェンシートの作成法を確立するこ
とで、低温電子顕微鏡法では も困難な、急
速凍結氷包埋試料の氷薄膜の厚みをできる
限り薄く制御する方法を確立し、再現性の高
い生体分子複合体の高分解能立体構造解析
法の実現を目指す。 
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