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1. はじめに

物事の本質は人間が持つ視覚（目）では見えないこ
とのほうが多い．特に生命を物質として構成するタン
パク質は小さすぎるため（ナノメートル），目では見
ることができない．そんな中，人類は様々な顕微鏡技
術を開発・発展させ，目では見えない生命の本質を可
視化してきた．物を見るということは，つまりは，プ
ローブと見たい対象との間の相互作用を検出すること
であるが，プローブに光を使う光学顕微鏡は，生きた
姿を液中で観察できる一方，ナノメートルの空間分解
能でタンパク質そのものの姿は観察できない．また，
プローブに電子を使う電子顕微鏡は，ナノメートルの
空間分解能で見ることができる一方，生きた姿は観察
できない．このように，顕微鏡技術は常にトレードオ
フであり，タンパク質が活動している現場で，その動
きをナノメートルの精度で可視化できる顕微鏡は未だ
存在しない．そんな中，原子間力顕微鏡（AFM）は，
プローブに鋭い針を使い，見たい対象と針を接触させ
ることで，その間に生じる力を検出し，試料の表面
形状を可視化する．AFMは基板上の試料しか観察す
ることができない一方，液中，ナノメートルの空間
分解能で試料の形を直接観察することができる．この
特色を最大限に活かすため，金沢大学・安藤研究室は
2001年に AFMの高速化に成功し，2010年頃からタ
ンパク質の機能と関連した動きを安定に観察すること
に成功してきた 1)-4)．さらに，近年我々は，この高速
原子間力顕微鏡（高速 AFM）をタンパク質だけでな
く生きた培養細胞や海馬由来の神経細胞の活動を可視
化することにも成功した 5)．ナノメートルの空間分解
能で，かつ，リアルタイムに生きた細胞を観察した
ら，何が見えるのであろう？本稿では生きた細胞に
高速 AFMを適用し，細胞の活動をナノスケールで可

視化した例を紹介する．是非高速 AFM動画で細胞が
生き生きと動く姿を見ていただきたい（Supplement 

Movies）．

2. 高速 AFMの細胞観察へ向けた装置改良

タンパク質よりも大きく，かつ生きた細胞を高速
AFMで安定に観察するためには，走査範囲の拡大，
探針が細胞と接触するために生じる細胞へのダメージ
を最小限にする必要がある．そのため，我々は既存の
装置に対して 3つの改良を行った（図 1）．最初に，
走査範囲の拡大のため，既に開発されていた広範囲用
スキャナーを適用した 6)．広範囲用スキャナーを用い
れば，最大～ 40 μm2の走査範囲を～ 40 sで走査する
ことができる．次に，高速 AFMの走査中に細胞と探
針の土台部分が衝突し細胞にダメージを与えるのを防
ぐため，長さ～ 3 μmの AFM探針を作成した．最後
に，高速 AFMのガラスステージ（Φ1.5 mm）のどこ
に細胞があるのかの目印や，細胞のどの部分を AFM
で観察しているのかを明確にするため，光学顕微鏡と
組み合わせた．これにより，蛍光画像と AFM画像を
同時に取得することはできないが，細胞の全体像を蛍
光画像で捉え，細胞の端や中心部を狙って高速 AFM
観察ができるようになった．
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図 1  
細胞観察用高速 AFM．
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3. 細胞周辺部で起こる形態変化

最初に，様々な細胞研究で幅広く使われている
HeLa細胞と COS-7細胞に上述の改良を施した高速
AFMを適用し，細胞端での高速 AFM観察を行った．
HeLa細胞の辺縁部を観察した結果，細胞端から中心
部へ向かう波のような形態変化が観察された（Supple-

ment Movie 1）．この形態変化は，アクチン重合阻害
剤であるサイトカラシン Dの添加によって抑制され
る．一方，COS-7細胞の細胞周辺部では，一方向の
波のような形態変化は観察されず，海岸で見られる波
打ち際のような形態変化が観察された（図 2，Sup-

plement Movies 2, 3）．この形態変化もまた，アクチ
ン重合阻害剤で抑制される一方，上皮成長因子や成長
因子の投与によってその動きが活発になる様子も観察
された（Supplement Movies 4, 5）．これらの結果か
ら，高速 AFMで観察された細胞周辺部の形態変化は，
AFMの探針と細胞との接触によるアーティファクト
ではなく，細胞の膜細胞骨格（膜の裏打ち構造）であ
るアクチン繊維の重合・脱重合といった細胞の活動に
由来する形態変化と考えられる．

4. エンドサイトーシスにおける細胞膜の形態変化

次に，COS-7細胞の中心部（細胞核に近い部分）の
高速 AFM観察を試みたところ，細胞表面でピット（陥
入構造）の形成と消失が繰り返し観察された（Supple-

ment Movie 6）．細胞が細胞外の物質を取り込む過程
の 1つにエンドサイトーシスがある．高速 AFMで観
察されたピットがエンドサイトーシスに関わるかどう
かを確かめるため，細胞膜から膜小胞を分離する際に
重要な働きをするダイナミンの阻害剤を投与した．そ
の結果，細胞表面でのピットの形成・消失が観察され

ず，観察バッファーで洗うと再びピットが観察された
（Supplement Movies 6, 7）．また，エンドサイトー
シスの活性化因子である Rab5の恒常性活性型変異体
を細胞に過剰発現させると，観察されるピットの出現
頻度が上がり，その寿命時間が短くなることから
（Supplement Movie 8），観察されたピットは，エン
ドサイトーシスに由来すると結論できる．興味深いこ
とに，ピットが閉じる際，単にピットが閉じる場合
と，キャップ（突起構造）を伴ってピットが閉じる場
合の 2種類が観察された（図 3）．このキャップを伴
うエンドサイトーシスの生物学的意義は今のところ不
明であるが，細胞内に物質を取り込む際，周りの細胞
膜が，たも（キャップ）のような働きをして一度のエ
ンドサイトーシスでより多くの物質を取り込む働きを
しているのではないかと考えている．

5. 神経細胞の高速 AFM観察

このように，高速 AFMの生きた細胞観察では，細
胞端の形態変化，エンドサイトーシスによる細胞膜の
形態変化といった，細胞の膜動態を鮮明に観察するこ
とができる．また，薬剤に対する応答も観察できるた
め，特定のタンパク質の阻害剤を併用すれば，細胞の
形態に与える影響を観察することができそうである．
この高速 AFMによる細胞観察の特色を活かし，次な
るターゲットとして，生きた神経細胞の活動を可視化
することを試みた．具体的には，海馬由来の低密度初
代神経細胞培養法を高速 AFM観察のために最適化し，
発達初期の未成熟な神経細胞の高速 AFM観察を行っ
た．その結果，培養 9日目の神経細胞では，神経突起
が延びたり縮んだりする様子（Supplement Movie 

9），培養 13日目では，樹状突起を取り囲み波打つよ
うな形態変化をする構造とエンドサイトーシス（Sup-

plement Movie 10），培養 15日目では，樹状突起か

図 2  
COS-7細胞の細胞端の高速 AFM画像．観察条件は 200 × 200 pix-
els2，10 μm2，10 s/frame．（右図）0秒の AFM画像をMagenta，
各秒で撮影した AFM画像は Greenの色調で表し，両方の画像を
重ねて示す．Greenで見える部分は各秒で新たに現れた構造であ
り，Magentaで見える部分は消失した構造となる．

図 3  
COS-7細胞の細胞表面で見られるエンドサイトーシスの高速 AFM
画像．画像の黒い部分（青色の矢印）が細胞膜表面に出現した
ピットである．
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ら突出したダイナミックに形を変える構造（図 4，
Supplement Movie 11）を観察することに成功した．
成熟した神経細胞は，樹状突起に記憶の貯蔵部位であ
るスパインを持つ．高速 AFMは高空間分解能で細胞
の膜動態を直接観察できるため，成熟した神経細胞へ
高速 AFM観察を適用し，記憶形成時のスパインの形
態変化をナノスケールで観察することが今後の課題で
ある．

6. おわりに

高速 AFM動画は画像が鮮明であるため，他の顕微
鏡技術で捉えられた動画とは違った印象・凄みがあ
る．実際に，本稿で紹介した動画は youtubeにアップ
されhttps://www.youtube.com/watch?v=4N6WCXWHbdE，
研究者以外の方々にも興味を持っていただけた．しか
しながら，我々が最終目標とするスパイン可塑性の
観察には従来型の高速 AFMでは制約がある．また，
AFM画像からだけでは観察対象の認識は困難といっ
た問題点もある．そこで近年開発された，全反射照明
による 1分子蛍光観察と高速 AFM観察の同時観察が
可能である Tip-scan型の高速 AFM 7)を神経細胞の観
察に適用しようと考えている．最近，超解像蛍光顕微
鏡により数十ナノメートルの空間分解能で生きた細胞
の姿が観察され始めている．高速 AFMは細胞の膜動
態を直接観察できる利点があるので，2つの技術を組
み合わせれば，神経細胞の記憶形成の素過程を細胞レ
ベル・分子レベルで詳細に観察することが可能とな
り，記憶のメカニズムの一端を明らかにできると期待
できる．
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（白矢印）は時間とともに様々な形態に変化する．
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