
名古屋大学・理学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

温度可変高速AFMの開発と温度依存的ATPaseの構造機能相関の解明

Development of variable-temperature high-speed AFM and its application to 
temperature-dependent ATPases

３０３２６３００研究者番号：

内橋　貴之（UCHIHASHI, TAKAYUKI）

研究期間：

１５Ｈ０３５４０

年 月 日現在３０   ９   ４

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：室温から約45℃の温度制御可能な高速AFMシステムを開発した。実際に、41度で固相
から液相に相転移する脂質二重膜(DPPC)を用いて高温観察の評価を行い、相転移温度以上で膜の流動性が増加し
脂質二重膜の形状が変化する様子を確認できた。温度制御システムを使って、べん毛の輸送タンパク質の一部で
あるFliIの観察を行ったところ、モノマーから六量体形成していく過程やFliI六量体の構造が変化する様子も観
察できた。シアノバクテリアの概日周期タンパク質であるKaiCとKaiAの結合解離過程の温度依存性の測定にも成
功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed variable-temperature high-speed atomic force microscopy 
(VT-HS-AFM) with which the experimental temperature can be controlled ranging from a room 
temperature to around 40 ℃. The performance of VT-HS-AFM was confirmed by observation of fluidity 
of DPPC lipid bilayer with the phase-transition temperature of 41℃ from gel phase to liquid crystal
 phase. We applied the VT-HS-AFM system to observation of a flagellar protein, FliI, which is an 
ATPase with the activity optimum temperature over 40℃. HS-AFM images captured oligomerization 
processes of the FliI monomers to the hexamer and also conformational changes of the oligomers. Also
 we observed temperature dependent interaction between KaiC and KaiA which are proteins responsible 
to the circadian rhythm of Cyanobacteria.　
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１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質が機能を発揮するためには、基
質の結合とそれによりトリガーされるドメイ
ン内の局所構造変化や分子間の結合・解離な
ど動的過程を経るのが一般的である。それ故、
タンパク質の機能発現機構を理解するために
は、タンパク質が動作している様子を高い時
空間分解能で観察することが最も直接的かつ
本質的である。我々は、これまで高速原子間
力顕微鏡(AFM)を用いて様々なタンパク質の
機能動態を可視化することに成功し、高速
AFM がタンパク質のダイナミクス観察に極
めて有効な手法であることを示してきた。
2011 年に回転軸の無い F1-ATPase が回転触媒
を有することを発見して（Uchihashi:	Science	
2011）以来、リング状 ATPase の協同的構造
変化の研究に注力してきた。具体的には分子
シャペロン ClpB や回転モーターV1-ATPase、
鞭毛輸送装置の一部である FliI などの六量体
ATPaseの構造ダイナミクス観察を推進してき
た。これら ATPaseの観察において、好熱菌由
来で極めて安定なタンパク質は高速 AFM 観
察に適しているが、その多くは酵素活性が最
大となる至適温度が 30~50℃にあり、室温で
は活性が著しく低下する。そのようなタンパ
ク質では、室温観察しか出来ない高速 AFMで
機能動態を観察することは困難であった。ま
た、室温から 50°C程度の温度範囲で分子間相
互作用が変化するタンパク質は多く存在する
が、従来装置では温度依存的相互作用の計測
も出来なかった。このことから、観察溶液の
温度制御が可能な高速 AFM 開発の必要性が
高まっていた。 

 
２．研究の目的 
本申請研究では、温度制御可能な高速 AFMを
装置開発し、その装置を用いてタンパク質
(FliI と KaiC)の機能機序解明を行うことを目
的としている。 

I. 温度可変高速 AFMの開発： 

	 室温から 50℃までの範囲で温度制御可能な
高速 AFM用観察セルを開発する。次いで、室
温から 4℃までの低温観察用セルを開発し、
最終的に 4°C から 50°C までの範囲で連続的
に温度可変な高速 AFM システムを完成させ
る 

II. FliIのダイナミクス観察： 

	 FliI はバクテリアのべん毛基部にあるタン
パク質輸送装置の一部で、単独で六量体リン
グ構造を形成する ATPaseである。リング中心
に FliJ が突き刺さった複合体を形成している。
一方、回転モーターとして知られている F1や
V1-ATPaseは、二種類のタンパク質でヘテロ六
量体リングを形成し、リング中心の軸状サブ
ユニットを ATP加水分解により一方向へ回転
させる。結晶構造解析により FliJの構造が F1-
ATPaseの回転軸である γの構造と類似してい

ることが示され、FliIリングが回転モーターの
固定子として機能する可能性が示唆されてき
た。しかしながら、回転モーターである直接
的な証拠はこれまで提示されていない。安定
な六量体を形成する好熱菌由来の FliI では、
ATPase 活性の至適温度が 40℃付近にあり室
温では活性が著しく低下するために、40℃付
近の至適温度で FliI 六量体の構造変化を観察
することで、リング内で協同的構造変化は生
じるのか？その構造変化は回転遷移していく
のか？の 2点を明らかにする。 

III. Kai タンパク質複合体の温度依存性の計
測： 

	 KaA KaiB, KaiCはシアノバクテリアの概日
時計システムを司るタンパク質群であり、
KaiC は六量体リングを形成してリン酸化状
態が概日周期的に変動することが知られてい
る。Kaiシステムのユニークな点は温度補償能
を有している点であり、温度に依存せず概日
周期が維持される。しかしながら、温度補償
能の分子機構は明らかになっていない。温度
可変高速 AFMにより、KaiC-KaiA間あるいは
KaiA-KaiB 間相互作用の温度依存性を計測し、
Kai システムの温度補償能の分子メカニズム
を探る。 
 
３．研究の方法 
I. 室温〜50°C 範囲の温度可変溶液セルの開
発：高速 AFMの観察溶液セルの昇温には 2種
類の方法（ITO 膜ガラスとマイクロセラミッ
クヒーター）を並行して検討する。ITO 膜ガ
ラスを用いた昇温はレーザー透過用ガラスを
部分的に置き換えることで行う。この方法で
は、プール内溶液の全体を昇温できるため、
対流によるカンチレバーの揺動を抑制できる
と期待される。一方、ITO 膜ガラスではレー
ザー光の透過率が低下するために AFM の変
位検出感度の低下が懸念される。透過率の低
下を防ぐため、カンチレバー直下のみ ITO膜
を蒸着しないようなパターン形成を検討する。
セラミックヒーターによる温度制御では、溶
液に温度勾配が生じ対流が起こる可能性があ
るが、ヒーターの配置や昇温の速度を最適化
することで、できるだけ温度勾配が発生しな
いよう工夫する。これら 2 つの昇温方法で溶
液セルを作成した後、実際に 40°C以上の高温
で高速 AFM観察を行い、どちらの方法が最適
かを決定する。温度制御はセルに配置した樹
脂内包小型サーミスタによる温度計測と PID
制御による電流調整で行い、±0.5°C 以下の精
度を目指す。サーミスタは溶液プールの中心、
試料近傍に配置し、実際の試料周辺の温度と
の誤差が発生しないようにする。 

高速 AFMはその構造上密閉型セルでの観察
は困難で、オープン構造を採らざるを得ない。
そのため、温度上昇による水溶液の蒸発は pH
や塩濃度、ATPなどの基質濃度の変動を招き、
規定環境での観察が困難になる。温度毎にあ



らかじめ蒸発速度を計測しておき、その速度
に応じてシリンジポンプで常に水を注入する
ことで、蒸発による液量変化を補償する。 

高温セルの完成後、温度制御の精度と高速
AFMの分解能に関して性能評価を行う。評価
用試料として、溶液温度により固相-液相転移
が生じ、膜の流動性から温度上昇を確認でき
る脂質二重膜を用いる。 

II. 4℃〜室温での観察が可能な温度可変溶液
セルの開発：低温環境実現のためにペルチェ
素子と冷水循環の２通りの冷却法を検討する。
ペルチェ素子背面の放熱のためのヒートシン
クをカンチレバーホルダー背面に設置する。
一方、高温観察に ITO膜ガラスの方が適して
いる場合には、冷却水循環による観察溶液の
冷却を検討する。効率的な冷却と流水による
振動を抑制するため、循環パイプの構造と流
量制御の最適化を行う。	

III. 温度可変高速 AFM のタンパク質観察へ

の応用：開発した温度可変高速 AFMを FliIお
よび Kai タンパク質のダイナミクス観察に応
用し、開発したシステムの有用性を示す。 
 
４．研究成果	

I. 昇温システムの開発： ITOガラスヒータ
を使用する方法を検討した。ITO ガラスヒー
ターはソーダガラスを基材としたものを用い
た。温度上昇に伴うヒーターの熱膨張を考慮
すると、ソーダガラスより熱膨張係数の低い
石英ガラスなどが適しているが、石英ガラス
を基材とした小さなガラスヒーターを作製す
ることが困難であるということから、ソーダ
ガラスを基材に選んだ。従来の観察チャンバ
ーに用いられるガラスの厚みは 0.25 mmであ
るのに対し、ソーダガラスを基材とした ITO
ガラスヒーターは 0.7 mm、電極は 0.2 mmで
あるため、従来の HS-AFMとはカンチレバー
の焦点の位置がずれてしまう。この焦点ズレ
を考慮した観察チャンバーの固定ベースを再
設計した。さらに、観察チャンバーの材質を
熱膨張係数の低いインバーにすることで、昇
温時の熱膨張に起因するドリフトを大幅に軽
減させることができた。 

ITO 昇温チャンバーを用いて観察溶液を目
標温度に設定するためには、ヒーターに印加
する電圧に応じて、温度がどの程度上昇する
か把握する必要がある。そこで、印加する電
圧に対する溶液の温度を測定し、グラフにプ
ロットした。温度制御 HS-AFMによる観察時
には 80 µlの観察溶液を用いるので、観察溶液
として 80 µl の Milli Q Water を昇温チャンバ
ーのプールに満たし、熱電対によってその温
度を測定した。電圧を印加してから約 200 秒
後には温度が安定し、フィッティングの結果
から、 

ヒーター電圧	[V] =
目標温度	[℃] − 8.9

11.9
 

の式が得られた。観察溶液の温度はこの関数
に従って制御した。 
昇温時には溶液の蒸発によりスキャナーの

ピエゾ素子に水が付着し、破損しすることが
わかった。これに対応するために防水スキャ
ナーを新たに製作した。完成した防水スキャ
ナーの特性は通常のスキャナーとほぼ同等で
あることを確認した。また、昇温中の溶液超
変化を補填するため、あらかじめ測定した水
蒸発速度(2.7 µl/min)に調整して、シリンジポ
ンプによって Milli Q Waterをチャンバープー
ルに供給することにした。これにより、溶液
温度を温度によらず一定に維持できるように
なった。温度上昇がカンチレバーのノイズへ
の影響をカンチレバーの熱振動で評価したと
ころ、室温から 50℃までノイズは大きく増加
しないことを確認できた。 
昇温システムの動作確認に、41℃にゲル相

から液晶相へ相転移する脂質 DPPC のマイカ
基板に形成した二重膜の観察を行った（図１）。
室温では、脂質二重膜端の形状が時間に対し
て不変なのに対して、43℃では大きく揺らぎ、
流動的な液晶相に転移していることがわかる。
さらに、溶液量補償システムにより高温でも
1 時間以上わたって安定に観察し続けること
が出来ることも確認できた。 
次いで、4℃までの低温観察に向けた検討と

装置設計を進めている。まず、ペルチェ素子
による冷却を検討し、現在、ペルチェ素子組
み込み可能な観察チャンバーの設計を行った
段階で、未だ完成していない。 

II. タンパク質の動態観察への応用 
	 開発した昇温型高速 AFM をタンパク質の
観察に応用した。FliIのオリゴマー形成過程お
よび構造変化の観察を試みた。ATP 存在下で
40℃の溶液温度で観察を行ったところ、FliIの
単量体が集合し、六量体リングを形成する過
程を可視化することができた(図 2a)。また、形
成された六量体がクローバー型からリング型
に構造変化する様子も観察できた(図 2b)。 
	 次に、Kaiタンパク質の観察を行った。KaiC
六量体を CII リング側を上向きにマイカ基板
に固定して、KaiAダイマーとの結合・解離を
観察した。室温と 40 度で KaiC と KaiA の結
合時間に明瞭な差が見られた。高温では KaiA
が KaiC に結合する時間が室温の場合に比べ

 

図 1	 昇温高速 AFM による脂質二重膜

DPPCの観察. (a)室温と(b)43℃での観察. 



て短くなった。一方で、KaiA が KaiC に結合
する頻度は多くなった。このことから、Kaiシ
ステムの温度補償性は、Kaiタンパク質間の温
度依存的な複合体形成のキネティクスに起因
する可能性が示唆されており、現在詳細な解
析を進めている。 
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