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研究成果 

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(図 1)。これに

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

を目指した。本研究を実施するに当たって、共同研究者として医学研究科の川鍋博士と共に、医

学的に重要な膜タンパク質をターゲットとして研究を推進した。また、当該未来研究ラボシステ

ム（共同研究）の目的である、「学際的研究組織への発展」および「新しい共同研究の創出」を目

指すため、研究期間を通じて他分野の研究者と高速 AFM 技術を駆使した新たな共同研究を積極

的に推進した。これらを含めた研究期間全体の主な成果を以下に述べる。 

 

【1】高速 AFM による膜タンパク質の１分子構造動態観察 

 本研究では、高速 AFM で機能中の膜タンパク質１分子動態観察を行うため生きた細胞にでき

るだけ近い「①細胞模倣環境構築」と「②Native(細胞機能)に近い生体試料調整」の両面から課

題に取り組んだ。まず AFM 基板上で細胞模倣環境を実現するため、微細加工技術を用いて基板

上にナノサイズの微小穴を作製し、生体膜でふさぐことで疑似細胞空間を構築した。中空膜中の

膜タンパク質を AFM で観察する際に膜が撓むことにより空間分解能が低下したため、高分解能

で観察可能な微小穴の条件検討を行い、穴の深さ(体積)を小さくすることで膜の撓みが軽減する

ことが分かった。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、AFM 観察した
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図 1. 高速 AFM による機能中の膜タンパ

ク質 1 分子動態観察の概念図 



結果、バクテリオロドプシン３量体を１分子レベルの高空間分解能で観察することに成功した。

しかし前述の方法ではレジスト塗布した Si 基板上に電子線露光機で１つ１つ微小穴を作製する

ため量産が難しく、また高速駆動を行う高速AFMの微小ステージへの取付けも容易ではない上、

走査性能の低下も招く。安定かつ効率的に高速 AFM 測定を行うには微小穴基板を簡便かつ量産

する必要があった。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

開発に取り組み、従来の高速 AFM 計測で用いているガラス基板上に簡便かつ大量に微小穴を作

製する手法の構築に成功した(未発表：論文準備中のため詳細を割愛)。現在、穴サイズの調整中

のため研究期間内にこの基板を用いたターゲット膜タンパク質のイメージングにまで達しなかっ

たが、今後、本手法を用いることで機能中の膜タンパク質 1 分子動態研究が大きく進展すること

が期待でき、未来研究ラボシステムにおいて、その技術基盤の構築を行うことができた。 

一方で上記と並行して共同研究者の川鍋博士のもとで、電位

依存性プロトンチャネル VSOP の AFM 観察のための高純度試

料調製を行った。VSOP 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関与していることも報告され

ている、医学的に重要なターゲット膜タンパク質の１つである。

興味深いことに VSOP は単量体で機能完結しているにも関わら

ず、２量体を形成し、協調してチャネルの開閉を制御している

ことが川鍋の所属する研究グループで提案されている

(Fujiwara, (2012) Nat. Commun.)。本研究で構築してきた１分

子観察環境を用いて、高速 AFM で VSOP の構造観察を行った

ところ、精製した VSOP の可溶化状態では、フットボール様の

構造をした分子が観察され、それらにはペアを形成するものも見られたことから 2 量体を形成し

ていることが示された(図 2)。一方で脂質膜へ再構成したところ、単量体と考えられる球状構造

体と共に２量体以上の多量体を形成していることを示唆する分子が観察された。蛍光顕微鏡によ

る Native 細胞内での局在観察では、VSOP が細胞膜に一様に発現しているわけではなく、かなり

偏った発現パターンを示すことも分かってきており、これまで考えられていた以上に集積化して

いる可能性が示された。これらの結果は、分子生物学会において共同研究者である川鍋博士と共

著で発表した(学会発表 8)。また本研究成果は現在論文準備中である。本研究の更なる発展を目

指して共同研究者である川鍋氏は山下を共同研究者として上原記念生命科学財団の研究奨励金へ

応募し、採択された(獲得済外部資金 3)。 

 

【2】生体分子ナノ動態解析に関する分野横断的研究の推進 

本研究の高速 AFM 技術を駆使した新しい共同研究を創出するため、研究期間内に様々な分野

の研究者と本研究に関連する共同研究を推進した。視細胞の光受容膜タンパク質であるロドプシ

ン(Rh)の研究では神戸大学の森垣准教授・林名誉教授とともにカエルから調製した Rh の高速

AFM 観察を行い、特徴的な 2 量体列構造を可視化することに成功した(学会発表 10)。この成果

をもとに、視細胞における光信号伝達過程である Rh と G タンパク質(Gt)の相互作用メカニズム

解明を目指して、山下を代表として大阪大・神戸大・広島大でチームを結成し、科研費・基盤研

 

 

 

 

 

 

 

図 2: VSOP1 分子の高速 AFM

像。挿入グラフは AFM 像中の点

線部の断面図を示す。 



究 B へ応募した結果、令和 2 年度に新たに採択された(獲得済外部資金 1)。学際的研究チームを

組織して現在、当該研究を推進している。 

 人工核酸の合成研究では名古屋大学の樫田准教授が開発した

Serinol nucleic acid(SNA)ナノワイヤーを高速 AFM で観察し

(図 3)、その構造や長さの定量解析を行った結果を Chemical 

science 誌にて発表した(業績：雑誌論文 1)。更に、細胞内セン

サーとして現在注目されているナノダイヤの研究では、大阪大学

蛋白質研究所の鈴木講師と共に細胞がナノダイヤを取込む過程

の AFM 計測に取り組んでおり(学会発表 4)、関連する研究結果

を Science Advances 誌にて発表した(業績：雑誌論文 2)。また

未来研究ラボシステムを通じて知り合った、同じく未来研究ラボ

長である基礎工学研究科物質創成専攻の山元准教授と光受容体

タンパク質 Cryptochrome の高速 AFM を用いた 1 分子構造観察を行った。プレリミナリーでは

あるが幾つかデータが出ており、今後も継続して共同研究を行っていく予定である。 

このように生物・化学分野の研究者との共同研究により大きな成果が得られ、新しい共同研究

の創出に繋がった。未来研究ラボシステムで得られた成果とそこで培った技術・人脈をもとに、

今後は更なる大型の学際研究組織へと展開していきたい。 
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図 3:人工核酸 SNA の高速 AFM

観察(業績：雑誌論文 1) 
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