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研究成果の概要（和文）：電子線リソグラフィーと収束イオンビーム(FIB)を用いて固体基板に直径100nmのナノ開口ア
レイを製作し、ナノ開口を脂質二重膜で封止することができた。また、紫膜でナノ開口を封止することで、中空膜でバ
クテリオロドプシン２次元結晶を高速AFMで高解像観察することに成功した。さらに、直径100nmのガラスあるいはポリ
スチレンビーズを鋳型としてシリコーンゴム(PDMS)に多数のナノ開口を簡便に製作することにも成功した。基板支持膜
に再構成されたイオンチャネルKcsAの四量体と拡散ダイナミクスを高速AFM観察することにも成功した。今後、KcsAを
中空膜に再構成し機能動態の高速AFM観察を行っていく。

研究成果の概要（英文）：We prepared nano-pore arrays with a diameter of 100nm on glass and silicon 
substrate using electron-beam lithography and focused ion beam. Also we succeeded in sealing the nano 
pores with lipid bilayers. Purple membranes in which two dimensional crystals of bacteriorhodopsin are 
embedded were used as a test sample and the individual bacteriorhodopsin molecules were resolved on the 
nano pore with high-speed AFM. We also developed a method to conveniently prepare the nano pores on a 
silicone elastomer using small beads with a diameter of 100nm as a template. We observed ion-channel 
membrane protein KcsA on a supported lipid bilayer and visualized individual KcsA tetramers and theirs 
diffusion dynamics in the membrane. As the next step, we will reconstitute KcsA molecules into the 
membrane on the nano pore and reveal structural dynamics of KcsA..

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
高速原子間力顕微鏡(AFM)は生理環境下
にあるタンパク質の機能動態を可視化でき
る唯一の装置であり、これまでモータータ
ンパク質などの可溶性試料において機能動
態の可視化に威力を発揮してきた。高速
AFM の重要な応用ターゲットの一つとし
て膜タンパク質が挙げられる。膜タンパク
質は全タンパク質の１/３を占め、細胞内外
のシグナル伝達や分子の輸送など生命活動
維持に必須な多くの機能を担っており、膜
タンパク質の機能発現のメカニズムを明ら
かにすることは生命科学の中心的課題の一
つである。従来、膜タンパク質の AFM観察
の多くは固体基板に展開した支持膜中に再
構成された分子で行われてきたが、固体支
持膜ではATP合成酵素やイオンチャネルな
ど、その機能に膜内外のイオン濃度勾配や
電位差が必要な膜タンパク質の機能動態を
観察することはできない。 一方、中空平面
膜では、分子は高速に側方および回転拡散
するため、AFM観察を行うことは不可能で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、高速 AFMによる膜タン
パク質の機能動態観察のための、膜の両側
でイオン濃度勾配を作ることができ、かつ
分子の拡散を抑制できる中空平面膜基板の
開発を行うことである。 
 
３．研究の方法 
  最初にガラスまたはシリコン基板に電
子線リソグラフィーあるいは収束イオンビ
オーム（FIB）により微細加工を施し、直径
100nm 以下のナノ開口をアレイ状に製作す
る基盤技術の確立を目指した。電子線リソ
グラフィーによるナノ開口の製作は共同研
究者により実施し、FIB による加工は代表
者の研究室に設置された装置で行った。こ
れら二つの方法により製作されたナノ開口
上に脂質二重膜を再現性良く展開する方法
について検討した。脂質二重膜によるナノ
開口の封止状態は蛍光色素で標識した脂質
二重膜を蛍光顕微鏡あるいは AFM による
表面構造の観察で確認した。また、ナノ開
口中に封入した蛍光色素の拡散を蛍光顕微
鏡で観察することで、脂質二重膜によるナ
ノ開口の封止状態を評価した。また、より
簡便なナノ開口の作成を目指して、ポリス
チレンビーズを鋳型としたシリコーンゴム
基板へのナノ開口の作製も検討した。作製
されたナノ開口に紫膜を展開し、ナノ開口
上中空膜でバクテリオロドプシン２次元結
晶の高速 AFM観察を行い、空間分解能の評
価を行った。 
 また、上記基板作製と並行して固体基板
支持膜中に再構成されたイオンチャネル膜
タンパク質 KcsA の高速 AFM 観察を行い、

イオンチャネルの機能動態観察に向けた測
定条件の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 電子線リソグラフィーによりガラス基板
に作製したナノ開口アレイについては、蛍
光顕微鏡で脂質膜がナノ開口を封止してい
ることが確認できた。また、FIB によるシ
リコン基板の加工で、直径 100nm、深さ
20nm のナノ開口アレイを安定に製作する
ことができた。この基板上で紫膜を含んだ
溶液をインキュベーションして高速 AFM
観察を行ったところ、中空膜中でバクテリ
オロドプシン２次元結晶の格子像を観察す
ることができた。しかしながら、これらの
方法ではナノ開口アレイの製作に数十時間
の時間を要し、かつアレイが形成される領
域が数 μm 四方に限定されるため、高速
AFM で観察領域に探針をアプローチする
のに非常に時間が掛かることが問題となっ
た。これを解決するために、直径 100nmの
ポリスチレンビーズを鋳型としてシリコー
ンゴムにナノ開口を多数製作する方法を検
討し、短時間でナノ開口を基板上に多数形
成することに成功した。この基板でも紫膜
を展開し、バクテリオロドプシン２次元結
晶を高速 AFM観察することができた。 
 膜タンパク質のテスト試料として K+チ
ャネル膜タンパク質 KcsA を観察した。マ
イカ基板に展開した固体支持膜に再構成し
た KcsAを高速 AFM観察したところ、KcsA
四量体の構造を明瞭に可視化でき、KcsAが
膜中を回転・側方拡散する様子を観察する
ことができた。しかしながら、本研究期間
中に中空膜に再構成された KcsA の観察を
行うまでには至らなかった。また、脂質二
重膜に再構成された膜タンパク質の側方拡
散を抑制するためにナノアイランド構造を
形成する予定であったが、FIB でこの構造
を多数製作することは困難であった。現在、
代表者の研究室で電子線リソグフィとエッ
チングによる微細加工設備が導入されたこ
とから、今後、電子線リソグフィを使って
シリコン基板にナノアイランドの製作と
KcsAの機能動態観察を進めていく。 
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