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1. 実験の直接性

実験結果と導かれる結論（あるいは真実）の間には
距離がある．その距離が大きいときには（いい換えれ
ば，実験の直接性が低いときには），実験データの解
釈と推理が重要である．同じ実験データでも，解釈・
推理の違いにより異なる結論にいたることもある．い
ずれの結論も正しくないことさえある．一方，実験の
直接性がきわめて高い場合には，解釈・推理は重要で
はなく，人によらず，実験データから同じ結論にいた
り，真実を見いだす．サイエンスの歴史は直接性を高
める技術開発の歴史でもある．このようにわれわれは
考えるが，解釈や推理こそ価値がありサイエンスであ
ると考える人もおられるであろう．しかし，肝心なこ
とは重要な真実を見いだすことにある．それもできる
だけ早く．
生体分子の機能メカニズムを探る生物物理学的研究
では，個々のタンパク質分子の機能中の振舞いを知る
ために，1分子生物学 1)が柳田敏雄らにより約 25年
前に創成され，現在では世界に広がり多くの成果が生
まれている．アボガドロ数的な分子集団を扱っていた
時代とは比較にならないほど，タンパク質の機能メカ
ニズムに関するわれわれの理解は深まった．やはり，
直接的理解をめざすことは正しい．

2. 構造とダイナミクス

1分子生物学を支えるおもなツールは光学顕微鏡で
ある．タンパク質に大きな粒子，あるいは，蛍光分子
をラベルして，それらを光学観察する．しかし，タン
パク質分子そのものは観察に現れない．粒子や蛍光輝
点の振舞いからタンパク質分子の振舞いを推測するこ
とになる．回折限界を破る超高解像蛍光顕微鏡が最近
いくつか開発されているが 2)，どんなに空間分解能を
上げても，観察できるのはあくまでも蛍光輝点であ
る．また，見たいものだけを見る手法であり，これは
長所になることもあるが，見えないものは無視せざる
を得ない．他方，タンパク質の構造は，X線結晶構造
解析，電子顕微鏡，NMR，あるいは，原子間力顕微
鏡（AFM）で調べられる．だが，実質的に静止構造し
か得られない．すなわち，構造とダイナミクスを同時
に観察することはできない．これは生命科学全体を支
配している技術的な障壁である．実験技術の直接性は
いまだ十分でない．この状況を打破すべく，われわれ
は高速 AFMの開発を 15年以上にわたり進めてきた．

3. AFMの原理

AFMは 1986年にチューリッヒの IBM研究所で誕生
した 3)．AFMは固体表面の原子配置を観察することを
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目的に開発された技術ではあるが，誕生後の比較的早
い時期に水中に在る生物試料の観察も可能であること
が UCSBの Paul Hansmaらにより示された 4)．AFMは，
柔らかい片持ち梁（カンチレバー）の自由端に付いた
探針を試料表面に接触させてイメージングする触診顕
微鏡である．AFMのイメージングモードにはいくつ
かあるが，脆く柔らかい生体分子に適したタッピング
モードでは，カンチレバーを第 1次共振周波数で励振
する．レバー先端に付いた探針が基板表面に載った試
料の表面をたたくと，振幅は減少する．試料ステージ
を XY走査しつつ，この振幅が目標値に維持されるよ
うに試料ステージを Z方向にも走査する（フィード
バック走査）．このようにすると，試料ステージの動
きは試料表面をなぞることになるため，フィードバッ
ク走査信号をコンピュータに取り込み，XY各点にお
いてフィードバック走査信号をプロットすると，試料
形状が再現される．探針は上下に振動しているため，
探針・試料間に横方向の力はほとんど作用しない．

4. 高速 AFMの開発

AFMの高速化の研究は，半導体表面の評価やナノ
リソグラフィーの迅速化を目的に Stanford大の Calvin 
Qauteのグループにより 1991年頃に開始された．自
己検知・自己駆動型のカンチレバーやカンチレバー 
アレイをMEMS技術で開発することで高速化が図ら
れたが 5)，液中の生物試料観察には適さない手法で
あった．1993年頃に，Paul Hansmaのグループとわれ
われのグループは独立に，生物試料観察用の高速
AFMの開発に着手した．水溶液中で動くタンパク質
が 2001年にわれわれのグループによってはじめて可
視化された 6)．Paul Hansmaのグループはある程度の
高速化を実現したが 7)，2005年頃に高速 AFMの開発
研究を中止し，骨の AFM観察の研究に移った．われ
われのグループは開発研究を継続し現在にいたってい
る．Bristol大のMervin Milesのグループも 2000年頃か
ら高速 AFMを開発し，ビデオレートを超えるイメー
ジング速度を実現しているが 8)，フィードバック制御
をしていないため，生物試料の動態観察はできない．
われわれの高速 AFMは，装置に含まれるすべてのデ
バイス（カンチレバー，スキャナー，センサー，振幅
計測器など）の高速化，スキャナーの振動抑制，高精
度フィードバック制御などの技術開発により実現され
た．詳しくは総説を参照されたい 9), 10)．現在の速度性能
は理論限界にほぼ達しており，フィードバック帯域は
100 kHzを越す．250 nm四方の走査範囲の場合，試料

にもよるが 1画像を最短 30 msで撮れる．XY方向の空
間分解能は2-3 nm，Z方向の空間分解能は 0.1-0.2 nmで
ある．探針が試料を強く叩いて弱いタンパク質間相互
作用を乱すに違いないと思われるであろうが，後述す
るように乱すことはない．試料に直接影響する力学量
は力の大きさ自身ではなく，撃力（力×力の作用時間）
である．カンチレバーの水中での共振周波数は 1 MHz
を超えるため，力の作用時間は 100 ns程度しかない．
力のピーク値は約 30 pNと大きいが，撃力は小さい．

5. バイオイメージング

5-1.　バクテリオロドプシン

弱いタンパク質間相互作用が探針の接触で乱されな
いことを示すために，紫膜中のバクテリオロドプシン
（bR）の結晶領域と非結晶領域の境界部で起こる bR3
量体の結合・解離の観察についてまず述べる．紫膜中
では bRは 3量体を形成し，3量体は六方格子状に結
晶化している．紫膜の断片をマイカ表面に載せて，結
晶の境界部を観察すると，非結晶領域で既に形成され
ている 3量体が結晶境界部に結合し解離するようすが
観察される（図 1a-c）11)．脂質膜表面とマイカ表面の
間には水の層があり，bRはマイカ表面に直接接して
いないため非結晶領域では膜中を自由に拡散してい

図 1  
紫膜の結晶領域と非結晶領域の境界部の AFM像（a, b, c）．実線
の三角形で囲った部分は新たに結合した bR3量体を表す．太い破
線の三角形は以前に結合していた 3量体を表す（2.1 s）．イメー
ジング速度は 3.3 frames/s．Z方向の輝度の範囲は 3.8 nm．（d）
結晶のエッジ部での bR3量体の結合（I, II, III）と結晶内部での結
合（VI）の模式図．ローマ数字は結合手（破線）の数を表す．（電
子ジャーナルではカラー）．



生　物　物　理　Vol.51 No.1（2011）

024

る．結晶内では 1つの 3量体は近接する 3量体と 6つ
の結合手を介して結合しているが，境界部では，場所
により 1-3つの結合手を介して結合する（図 1d）．
2つの結合手で結合している 3量体の結合寿命は指数
関数分布し，平均結合寿命 τ2は 0.17 ± 0.06 sであった．
3つの結合手の場合の平均結合寿命 τ3は 0.85 ± 0.08 s
であった．この寿命の違いはそれぞれの場合の結合エ
ネルギー E2と E3の差と次のように関係している．

 τ2/τ3 = exp[(E3−E2)/kBT] （1）

ここで，kBはボルツマン定数，Tは絶対温度である．
E3−E2は 1つの結合手あたりの結合エネルギーに相当
し，−1.5 kBTと見積もられる．ところで，結合寿命は
イメージング速度に依存しなかった．すなわち，わず
か −3 k BTしかない弱い結合でも探針と試料の接触に
影響されない．bRの光照射に伴う動的構造変化の高
速 AFM観察については生物物理学会誌に最近掲載さ
れた柴田幹大の記事 11)と原論文 12)を参照されたい．

5-2.　ミオシン Vの歩行運動

等価な 2本足をもつミオシン Vはアクチンフィラメ
ントに結合したあとアクチンから解離せずに 1分子で
長距離運動する 13)．この性質（プロセッシビティ）のお
陰で，1分子生物学手法を用いて詳しく研究され，約
36 nmのステップ 14)でハンドオーバーハンド運動 15)す
ることが明らかにされている．また，かなり間接的な
手法によってではあるが，ADPの解離速度定数と ATP
の結合速度定数が前足と後ろ足で異なることが示唆さ
れている 16)．また，蛍光 ATPを利用した坂本武史らの
研究により，ATP 1分子の消費と 1歩の前進運動が
1対 1にカップルしていることも直接示されている 17)．
しかしながら，この歩行運動が実際にどのように起
こっているのか，前進の駆動力となる張力発生が分子
のどの部分でまたどの段階で起こっているのか，張力
緩和と前進運動がどのように関係しているのかなどに
ついては明確なデータはなく，包括的な理解にはい
たっていない．それゆえ，ミオシン Vは，高速 AFM
による分子動態の直接観察によって既知の事実も含め
どのようなことまで知り得るのかを示す上で，絶好の
試料である．ここでは得られた結果を概説する．詳細
については原論文 18)を参照されたい．映像データは
著者のホームページで見られる．
アクチンフィラメントに沿って運動するミオシン V

（ここでは，長い尾部を除去したM5-HMMを用いた）
を観察するために，ビオチン脂質を含む脂質 2重層膜を

利用した．電気的に中性な脂質の極性基はタンパク質
を吸着しない．しかしこの条件ではM5-HMMは多く
の場合アクチンフィラメントの上部を動くため分子形
態を捉えにくい．そこで，正電荷をもつ脂質DPTAPを
若干加え，M5- HMMが横向きで基板に載るようにし
た．図 2に示すように，歩行しているM5-HMM分子
を鮮明に捉えることができた．また，観察されたM5-
HMMの歩行速度は，基板がDPTAPを含まない場合に
は，蛍光顕微鏡観察で計測されたものと一致する．す
なわち，探針と試料の接触はモータ活性に影響しない．

1歩進む過程は非常に速く，その途中の過程を捉え
るには工夫が必要であった．前進運動を穏やかに阻害
するために過剰のストレプトアビジンン分子を基板表
面に撒いたところ，歩行中の過程を捉えることができ
た．後ろ足がアクチンから解離すると，ほぼ真っ直ぐ
な前足が後方に傾いた向きから前方に傾いた向きに自
動的に回転する．この回転は，筋肉の研究で Hugh 
Huxleyによって提唱されていた Lever Armの Swingそ
のものであり 19)，ここではじめて実証された．この回
転に伴って前進するネック・ネック接合部の周りを後
ろ足は回転し，アクチンフィラメントから大きく離
れ，やがて前方のアクチンに結合し，一歩の運動が完
了する．この 1つの映像の中に，これまでの研究で明

図 2  
歩行するミオシン Vを捉えた AFM像と模式図（上段）．イメージ
ング速度，7 frames/s．（電子ジャーナルではカラー）．
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らかにされた複数の事実が視覚的証拠として同時に現
れるだけでなく，前進駆動が前足の屈曲（モータドメ
イン・ネック接合部付近での曲がり）ではなく回転で
起こっていること，解離した後ろ足は前進中にアクチ
ンには接していない事実が明瞭に観察される．また，
後ろ足の解離によって前足が自動的に回転することか
ら，この回転のための張力が 2本足でアクチンに結合
している分子内（前足）にすでに存在していることが
わかる．さらには，アクチン上に留まっている間，前
足が時折アクチンから解離し直ぐに再結合する振舞い
（Foot Stompingと命名）が新たに見いだされた．
ヌクレオチドなしの条件でも，M5-HMMは 2本足
で同じアクチンフィラメントに結合する．しかし，ヌ
クレオチドが存在する場合と異なり，前足は大きく屈
曲した．したがって，前足の形態を観察すれば，前足
にヌクレオチドが結合しているかどうか判断できる．
そこで，前足が真っ直ぐな形態をとる寿命を ADP濃
度の関数として計測し，前足での ADPの解離速度定
数を見積もった．結果は 0.1/sとなった．すなわち，
平均で 10秒間に 1回前足から ADPが解離する．しか
し，10秒間にM5-HMMは何歩も歩く．すなわち，
歩行しているM5-HMMでは前足から ADPが解離す
ることはなく，ADPの解離，それに続く ATPの結合，
その結果起こるアクチンからの解離は後ろ足でしか起
こらない．これは，ハンドオーバーハンド運動が起こ
る分子基盤である．このことは間接的な実験データか
ら以前示唆されていたものではあるが，この観察によ
り直接的証明が与えられた．

6. 今後の展開

タンパク質の構造とダイナミクスの同時観察はパワ
フルな新しいアプローチである．ミオシン Vの高速
AFM観察の例でも分かる通り，1つの分子映像の中
に多くの事実を同時に見だすことができ，それも，視
覚的証拠であるため非常に直接的でわかりやすい．他
の手法で明らかにされた，あるいは，推測されてきた
分子の振舞いのすべてが分子映像に現れていること
は，この新しい手法が信頼できることを証明してい
る．また，今まで気がつかれていなかった事実も映像
に現れ，運動メカニズムのより詳細な理解へと導い
た．今後は，さまざまな生体分子が高速 AFMで観察
され，その分子映像が直接語る多くの事実が発見され
るであろう．また，すでに推測されている事実の視覚
的証拠でさえ大きな価値がある．
この装置を世界の多くの研究者に活用していただく

ための活動をわれわれは企業と一緒に進めており，お
そらく1-2年以内には市販されるものと予想している．
細胞観察も可能な次世代高速 AFMも開発中である．
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