
 

平成 30年度 未来研究ラボシステム 研究成果報告書 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果 

 (研究目的) 

細胞が機能し、環境と相互に作用するためには、細胞を覆う細胞膜中の膜タンパク質分子が働

くことが必須であり、それぞれの細胞の多様な機能の多くは膜タンパク質が担っている(図 1左)。

このことから、細胞における個々の膜タンパク質分子が働く様子を直接観ることが出来れば、細

胞の機能や個性の理解に繋がるだけでなく医学的にも重要であると考えられる。そのため、細胞

上でのタンパク質の挙動・機能を調べる研究が盛んに行われているが、現在の技術では生きた細

胞上の生体分子の動態を１分子レベルで直接観察することは依然として容易ではない。 

そこで、本研究では細胞から取り出した細胞膜、もしくは膜タンパク質を再構成した脂質膜を

基板平面上に展開し、先端エレクトロニクス技術である高速原子間力顕微鏡(高速 AFM)を用いて、

生体膜中、膜上の生体分子の１分子観察を行う。また、基板平面上にナノサイズの微小穴構造を

作製し、タンパク質を含有する細胞膜で覆うことで、細胞模倣環境の構築を行い、高速 AFM を

用いて、機能している生体分子の１分子動態観察を行う(図 1 右)。これらにより、生体膜上のタ

ンパク質分子の 1 分子挙動を可視化し、その動作メカニズムを解明することを目指す。以上を推

進するため、本研究では「生体分子の高速 AFM 計測」を行っている研究代表者と「膜タンパク

質の分子機能解析」を行っている川鍋(医学研究科・統合生理学教室)とで共同研究を展開した。

以下に結果を示す。 

 

(研究結果) 

【1】ナノ微小穴基板の作製と中空膜の高速 AFM 計測 

細胞模倣環境の土台となるナノ微小空間として、電子線露光装置を用いて、レジスト塗布した

Si 基板上で多数のナノ微小穴構造の作製に取り組んだ(図 2(a))。 

研究種目：共同研究     研究期間：平成 30年 10月〜平成 31年 3月 

研究課題名：高速 AFM による細胞模倣環境下における生体分子動態解析 

ラボ長 

 所属：附属極限科学センター・先端エレクトロニクス研究部門 

 氏名：山下 隼人 

図 1:研究概念図、(左)

細胞における膜タン

パク質の機能、(右)高

速 AFM による細胞模

倣環境下でのタンパ

ク質 1分子イメージン

グ 



基板上の穴配置のパターンと EB

露光条件の検討を行い、直径 100nm、

ピッチ 500nm 間隔で微細加工し、

基板を高速 AFM 観察した結果、深

さ 100nm 程度の穴構造を観察する

ことが出来た(図 2(b)(c))。また、作

製した基板へバクテリア細胞から

精製した生体膜である紫膜を展開

した結果、生理溶液中でナノ微小穴を生体膜で覆うことに成功した(図 3(a))。更に高速 AFM で走

査中に探針で力を印加したところ、中空膜を破裂させることが出来た(図 3(b))。このことから、

実際にナノ微小穴が生体膜でふさがれていることを確認できた。 

 一方、高速 AFM 観察において、ナノ微小穴上の中

空膜では膜が撓むことにより、膜中の膜タンパク質分

子を観察する際に空間分解能が低下することが分かっ

た。そこで、中空膜における膜タンパク質分子を高分

解能で観察するのに適したナノ微小穴の条件検討を行

った。Si 基板上のレジストの膜厚を変えることで微小

穴の深さ(体積)を変えたところ、ナノ微小穴空間の体

積が小さいほど、膜の撓みが軽減する傾向にあること

が分かった。そこで現在、これら作製した基板を用い

た中空膜の高速 AFM 計測を行っており、今後、中空

膜上での膜タンパク質の高分解能分子構造観察が期待

できる。 

 

【2】高速 AFM 計測のための膜タンパク質試料の調製・精製および再構成 

本研究では転移性乳がんで高発現が確認されており、また虚血性脳障害の増悪にも関与してい

ることが報告されている、電位依存性プロトンチャネル VSOP を医学的に重要な膜タンパク質タ

ーゲットの一つとして AFM 計測を行う。本年度は、哺乳類培養細胞において VSOP を発現させ

サンプルを得て迅速に評価する手法の確立を目指して試料調製を試みた。VSOP をはじめとする

膜タンパク質は細胞内外の環境に応じて機能するため、脂質膜へ再構成する際にその配向性が重

要となる。そこで配向性を確認できるようにするため、VSOP の細胞内側および外側の両部位に

異なるタグをつけて発現を行った。また発現させた VSOP チャネルが実際に機能していることを

確認するために、パッチクランプでチャネル電流測定を行った。その結果、野生型と同様のチャ

ネル電流を計測することができた。このことから、タグの付加による機能への影響がほとんどな

いことを確認できた。また、このコンストラクトを用いて発現・精製・可溶化した VSOP サンプ

ルを人工脂質膜へ再構成することで、高速AFM計測を行うための試料を調製することが出来た。

そこで今後このサンプルを用いて高速 AFM による 1分子動態計測を進めていく。 

 

図 2:本研究で作製したナノ微小穴構造、(a)SEM 像、(b)AFM 像、

(c)b の赤線部の断面プロファイル 

図 3: 生体膜で覆われたナノ微小穴。 
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