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研究成果の概要（和文）： 

タンパク質一分子の構造ダイナミクスとそれに共役した化学反応の同時観察に向けて、高速原
子間力顕微鏡（高速 AFM）と全反射蛍光顕微鏡の同時観察可能な複合装置の開発を行った。AFM
本体の小型化と光学トラッキングにより光学顕微鏡に搭載可能なスタンドアロン型高速 AFM の
試作機を製作した。この装置で GroEL を 3 frames/s (fps)のフレームレートで高速 AFM イメー
ジングできた。さらに、高速 AFM と蛍光顕微鏡で直径 40nm の蛍光性ビーズを同視野観察できる
ことを確認した。また、高速 AFM による細胞およびバクテリア観察に向けた広範囲走査可能な
スキャナーを試作した。テコ法による変位拡大機構とアクティブダンピング法による振動制御
を行った結果、40μm の走査範囲を観察できるようになった。これを枯草菌の溶菌過程の観察
に適用し、枯草菌の表面がリゾチームにより破壊されていく様子を観察することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have developed a combined high-speed atomic force microscopy (AFM) with fluorescence 
microscopy towards simultaneous observation of single-molecule conformational change of 
protein and chemical reaction such as ATP binding process. For a stand-alone-type 
high-speed AFM which can be mounted on an optical microscope, miniaturization of AFM head 
was carried out and the optical tracking system was developed. Using this system, we 
succeeded in observing GroEL at a frame rate of 3 frames/s. Further, we confirmed that 
it enables us to simultaneously obtain AFM and fluorescent images at same area. We also 
developed a wide-range scanner for fast imaging of bacterial cells and applied it to 
observation of bacteriolysis reaction of Bacillus subtilis induced by lysozyme.   
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生体分子は、自らの構造変化や生体分子間の

相互作用などのダイナミクスによりその機

能を発現している。機能しているタンパク質

の構造を直接かつリアルタイムに観察する

ことが出来れば、タンパク質が機能するメカ

ニズムの理解が深まるに違いない。そのため

我々のグループでは、溶液中で生体分子をナ

ノメータースケールの解像度で観察できる

唯一のツールである、AFM の高速化に 10 年以

上に渡って取り組んできた。 

様々な要素技術の開発により、最近になっ

て溶液中の生体分子を１秒以下のイメージ

ング速度で観察できるようになり、アクチン

フィラメントに沿ったミオシンＶの歩行運

動や、負の協同性を示す GroEL-GroES の結合

解離といった動的分子過程を撮影し、高速

AFM の有効性を実証してきた。しかしながら、

AFM 観察では１分子の構造に関する情報のみ

しか得られないため、例えば運動性タンパク

質 ATPase などでは、AFM で観察される構造変

化が ATP加水分解サイクルのどの反応と共役

しているかを明確に議論することは困難で

ある。また、特有の形を持たない球状のタン

パク質などの場合には、AFM で観察されてい

る構造だけから、観察されているものが真に

目的としているタンパク質かどうか判定す

ることは困難であるという問題もあった。 

 
２．研究の目的 

本研究では、一分子の動態と共役した化

学反応プロセスを可視化するための高速

原子間力/蛍光顕微鏡複合機を開発する。

従来、タンパク質の一分子観察には蛍光顕

微鏡が広く用いられてきており、多色蛍光

を用いて ATP の結合から加水分解による

ADP への化学変化と解離に至るまでの化学

的プロセスと分子の移動のような機械的

プロセスの同時計測が行われてきた。一方、

高速 AFM では一分子の移動だけでなく、構

造変化も計測できることから、蛍光輝点と

の同時観察によりATPの化学反応と構造変

化の相関を明らかにできるものと期待さ

れる。これまで我々は高速 AFM 観察により

ミオシンVがアクチンフィラメント上をハ

ンドオーバーハンド様式により歩行運動

していることを明らかにしてきたが、ミオ

シン Vの構造変化が ATP加水分解サイクル

のどの反応により生じているかは従来得

られている知見を基に推測するしかなか

った。蛍光顕微鏡との同時観察を実現する

ことで、タンパク質の運動機能の発現メカ

ニズムに関してより詳細な知見が得られ

る。また、AFM では主に形状から被測定物

の特定を行なうために、分離精製した単一

あるいは２，３種類のタンパク質が共存し

た状況での測定に限定されていた。一方、

蛍光顕微鏡ではあらかじめ目的のタンパ

ク質を蛍光色素で修飾することで、複数タ

ンパク質が共存した状況でも目的のタン

パク質を容易に識別できる。 

 
３．研究の方法 

高速 AFMと光学顕微鏡を一体化させるため

に、高速 AFM のデザインを一新する。従来の

高速 AFM はサンプルステージを X，Y，Z に走

査するサンプルスキャン方式であった。しか

し、サンプルスキャン方式では光学顕微鏡観

察する際に、対物レンズとステージ間にカン

チレバーがあるため、観察視野が遮られてし

まい光学顕微鏡観察ができない。カンチレバ

ーを X，Y に走査するティップスキャン方式

によるスタンドアロン型高速 AFMを開発する。

ティップスキャン方式ではカンチレバーの

走査に追従して変位検出用レーザーの光軸

もスキャンさせる必要があるので、そのため

の光学トラッキングシステムを開発する。具

体的には、小型対物レンズを X-Y スキャナー

に搭載し、カンチレバー走査用スキャナーと

同期して走査するダブルスキャナー方式の

検討を行う。また、高速 AFM を光学顕微鏡ス

テージへ搭載するためにはコンパクト化が

必須である。そのための光学系、機械動作部

の設計を大幅に見直す。さらに、高速 AFM と

蛍光顕微鏡の観察範囲をできるだけ近づけ

るために、広範囲かつ高速動作可能なスキャ

ナーの開発を行なう。高速走査技術や振動制



 

 

御技術はすでに我々の研究室で開発してき

たものを新規顕微鏡用に最適化していく。 

 これらの開発により高速 AFM・蛍光顕微鏡

システムが完成した後は、蛍光標識した分子

に対して蛍光像と AFM像が同時に観察できる

ことを確認する。最終段階で、ミオシン Vや

ダイニンなどのモータータンパク質の歩行

運動と蛍光 ATP を用いた ATP の結合、加水分

解による蛍光輝点の明滅などを観察する。 

 
４．研究成果 

（１）光学トラッキングシステム 

変位検出用レーザーをカンチレバーに集光

するために対物レンズを用いる。通常の高速

AFMでは光学顕微鏡用の20倍対物レンズを使

用するが、ティップスキャン型 AFM ではカン

チレバーのスキャンに追従してレーザース

ポットも移動する必要がある。レンズを高速

に走査するために質量の小さな DVD用レンズ

を使用した。図１に示すように、カンチレバ

ー用とレンズ用スキャナーを対向配置して

レーザースポットが常にカンチレバー背面

に照射されるようにトラッキングを行う。 

図２にトラッキング性能の評価結果を示す。

AFM カンチレバーを振動させながら 2 次元走

査を行い振動振幅を画像化した。トラッキン

グが行われていない時は、カンチレバーの２

次元走査でレーザースポットがカンチレバ

ー背面から外れるために、振動振幅が変化し

画像のコントラストが変化している。一方、

トラッキングを行った場合は、光学感度は常

に一定に保たれるために、振幅も一定となり

画像のコントラストは一様になっている。こ

れによりダブルスキャナー方式の光学トラ

ッキングが有効であることが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）スタンドアロン型 AFM 

従来の高速 AFMは光学系部分が大きいため

に光学顕微鏡ステージに搭載することはで

きない。今回、レンズスキャナーに全ての光

学系部品を内蔵し、出来うる限りのコンパク

ト化を図った。蛍光像との同時観察のために

変位検出レーザーには波長 970 nm のコリメ

ートレンズ内蔵型赤外レーザーを用いた。偏

向ビームスプリッター、λ/4 板、ダイクロイ

ックミラー間の距離もできる限り短くした。

またダイクロイックミラーは三つの微調ね

じで角度を調節することができ、レーザー光

を対物レンズの位置に調整することが可能

である。フォトダイオードも微調ねじにより、

位置調整することができる。試作した高速

AFM ヘッドを光学顕微鏡に搭載した写真を図

３に示す。その他、カンチレバーの固定方法

やホルダーの形状の検討、アクティブダンピ

ング法による振動制御など様々な検討し高

速化を図った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図３ 試作した高速 AFM/蛍光顕微鏡複

合機の外観. 

 

  

図１ ダブルスキャナーによる光学トラ

ッキングの模式図. 
 

図２ 光学トラッキングの評価. (a)トラッ

キング制御が(a)オフと(b)オンでの振幅イ

メージ. 走査範囲： 900 nm × 900 nm. 

 

 



 

 

（３）高速 AFM イメージング 

開発した高速 AFMの高速イメージング性能

の評価を行った。試料としてマイカ基板に吸

着した GroEL を用いた。GroEL は 7 量体リン

グが２つ重なった構造をしており、AFM ティ

ップからの荷重により容易に上部リングが

破壊されるため、AFM の低侵襲性評価には最

適である。図４にフレームレートを変えて取

得された高速 AFM 像を示す。3 fps までは

GroEL のリング構造が破壊されずに観察され

るが、10 fps ではフィードバック帯域の不

足により分子が破壊されている。これから、

3 fps 程度でタンパク質が破壊されずに観察

できることがわかる。 

 次に、ガラス基板に吸着させた直径 40 nm

の蛍光ビーズを用いて蛍光像と AFM像の同視

野観察を試みた（図５）。蛍光像の四角で囲

った範囲を高速 AFM で画像化している。蛍光

像で見られる粒子とほぼ同じ配置で高速 AFM

像に粒子が観察できた。AFM ティップを試料

に押し付けてビーズを除去すると、その範囲

で蛍光像のコントラストが消失することを

確かめた。これにより高速 AFM と蛍光顕微鏡

の同時・同視野観察が行えることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）広範囲スキャナーの開発 

 高速 AFM の最大観察範囲は 2 μm×2 μm

程度で、蛍光顕微鏡の観察視野よりかなり小

さい。そのため、同視野観察のための位置合

わせが困難であるとともに、細胞やバクテリ

アのような大きなサイズの試料を観察する

ことができない。この問題を解決するために、

広範囲走査可能なスキャナーを新たに設

計・試作した。テコの原理によりピエゾ素子

の変位を拡大する方法を検討した。伸び係数

10 μm のピエゾ素子をテコ比が約４倍の構

造体（図６）に組み込むことで約 40 μm の

走査範囲を得ることができた。使用したピエ

ゾ素子は質量が大きく、そのため共振周波数

が 1.7kHz と低いために三角波の走査信号で

容易に振動を起こす。振動を低減するために、

あらかじめピエゾ素子の周波数特性を変位

系で計測しておき、この伝達特性を打ち消す

ような逆伝達特性フィルターで処理した三

角波で走査を行った。これにより共振周波数

の低下により生じる振動を抑制することに

成功した。 

 その結果 40 μm×40 μm の走査範囲を 10

秒以下でイメージングできるようになった。

バクテリアの観察に応用し、リゾチームによ

る枯草菌の溶菌過程を観察することに成功

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

蛍光像 

図４ GroEL の高速 AFM 像. フレーム

レート: (a) 3 fps, (b) 10 fps 走査範囲：150 

nm × 90 nm.  

 

蛍光像

AFM光像

 

図５ 高速 AFM/蛍光顕微鏡によるφ

40nm の蛍光性ビーズの同時観察像 .  

AFM 像の走査範囲は 800 nm ×  800 

nm.  

 

 

図６ 広範囲スキャナーの構造. 
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