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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。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)。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。本年度は研究代表者・山下が微小

穴デバイスの作製を進めると共に、共同研究者・川鍋が調製し

たチャネル膜タンパク質試料を山下の高速 AFM でイメージ

ングを行った。また未来ラボの分野横断的研究を更に発展させ

るため、神戸大学バイオシグナル総合研究センターの森垣准教

授らとシグナル受容体膜タンパク質の高速 AFM による共同

研究も行った。以下に結果を示す。 

 

(研究結果) 

【1】ナノ微小穴基板上の中空膜における膜タンパク質の高速 AFM 計測 

 前年度構築した細胞模倣環境の土台となるレジスト塗布した Si 基板上に電子線露光機で作製

したナノ微小空間を用いて、生体膜でふさいだ中空膜上での膜タンパク質の高速 AFM 計測に取

り組んだ。この計測では、ナノ微小穴上の中空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 AFM の空間分解能が低下したことから、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穴構造の条件を探索した。その結果、Si 基板上のレジストの膜厚を薄

くすることで微小穴の深さ(体積)を小さくした所、膜の撓みを軽減させることが出来た(図 2)。

研究種目：共同研究       研究期間：平成 31年 4 月〜令和 2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。細胞模倣環境

下におけるタンパク質１分子イ

メージング 



そこで、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

て、中空膜上での膜タンパク質分

子の高速 AFM 観察を試みた(図

3)。紫膜中には細胞内外でプロト

ン(H+)輸送を行う膜タンパク質

であるバクテリオロドプシン

(bR)が分子集合して密に充填し

ていることが知られている。前述

で見出した微小穴構造(図 2D の

条件)で中空膜上(図 3 左)を拡大

して観察した結果、bR の集合構

造（2 次元結晶）を観察することに

成功した(図 3 中央)。更に、これら

を拡大した所、bR 分子が 3 量体を

形成している様子を観察できてい

ることが分かった(図 3 右)。これら

の結果より、中空膜上において高速

AFM を用いて膜タンパク質分子を

1 分子レベルの高空間分解能で可視化できることを示せた。 

 

【2】高速 AFM による機能中の膜タンパク質の 1 分子動態観察 

生体膜中で実際に機能している、医学的に重要な膜タンパク質の 1 分子動態イメージングを実

現するため、共同研究者・川鍋と共に電位依存性チャネル VSOP の高速 AFM 観察に取り組んだ。

川鍋が調製したサンプルを人工脂質膜へ再構成し、イメージングを行った所、VSOP と考えられ

る 2 量体構造を可視化することに成功した。今後、細胞内外のイオン環境を再現することで 1 分

子動態観察に取り組んでいく。また、視細胞網膜に存在する光受容体膜タンパク質であるロドプ

シンの高速 AFM 研究を神戸大・森垣准教授・林名誉教授と行い、特徴的な 2 量体列構造の観察

に成功した。本知見などをもとにロドプシン分子集合形成機構の分子動力学シミュレーション研

究を広島大・粟津准教授と共に推進し、その結果を共著で論文発表を行った(雑誌論文 2)。 

 

【3】本技術の更なる発展に向けた取り組み 

微小穴を用いた中空膜上の高速 AFM イメージングで効率的にデータを出すには、微小穴デバイ

スを簡便かつ量産する必要がある。そこで大阪府立大学・遠藤准教授と高機能性材料を用いた新

しい作製手法の共同研究を行った（特許出願準備中のため詳細を割愛）。また、本プローブ顕微鏡

の高速化技術を更に向上させるため、スキャナーの技術開発を行い、論文発表を行った(雑誌論文

1)。また、当該高速 AFM 技術をもとに申請した JST 社会還元加速プログラム(SCORE）に採択

され、高速 AFM を用いたバイオイメージング技術の社会実装に向けた取り組みも行った。 

図 2: 中空膜上の高速 AFM 像(上段)と膜の断面図(下段)。体積の異な

る穴構造(A:~9nm3、B:~5nm3、C:~4nm3、D:~3nm3）を作製し比較 

 

図 3: 中空膜上における bR 分子の高分解能像。左図☆印は穴構

造、中央図・右図の点線三角は bR 分子の 3 量体を示す。 
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