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図2 高速AFMによるSecYEG含有ナノディスクの解析。
A. タンパク質の膜透過。タンパク質膜透過チャネルSecYEGを経由するタンパク質の膜透過は

モータータンパク質SecA ATPaseによって駆動される。
B. SecYEG含有ナノディスクの観察。SecYEG含有ナノディスクをストレプトアビジン二次元結

晶基板上に「上向き」に固定し（左）、高速AFMで観察した（右）。
C. ストレプトアビジン二次元結晶基板上でのSecYAEG含有ナノディスクの観察。SecYAEG含

有ナノディスクを「上向き」に固定し（左）、高速AFMで観察した（右）。
D. 雲母基板上でのSecYAEG含有ナノディスクの観察。SecYAEG含有ナノディスクを「横向き」

に固定し高速AFMで観察した（上）。ストレプトアビジンをSecYに結合させることで、ナノディ
スクが「横向き」に結合していることを確かめた（下）。

検討した結果、均一な雪だるま状の粒子が確
認できた。この粒子はナノディスクの膜表面
が基板に対して垂直となりSecYEGが「横向
き」であると考えられた。さらに、ストレプ
トアビジン溶液を添加して調製したナノディ
スクを同様に観察したところ、雪だるま状
の粒子に2つのタンパク質が結合しているこ
とが認識できた。ストレプトアビジンが結合
している領域がペリプラズム側に相当するの
で、間違いなくナノディスクを「横向き」に

固定できたと考えられる。これらの実験によ
り、膜タンパク質含有ナノディスクを「上向
き」と「横向き」に固定できる系を確立した。

Secタンパク質の解析においては次の段階
として、タンパク質膜透過をリアルタイムで
観察する必要がある。現在、シグナル結合が
切断される前の基質タンパク質を尿素でアン
フォールドさせたものを加えてタンパク質の
膜透過反応を測定しており、タンパク質の膜
透過中間体のような構造が見られている。し



野口研究所時報　第62号（2019）

─  45  ─

丸い形状をした粒子が観察された。これらは、
MgtEを細胞質側から観察していることとな
る。マグネシウムイオン存在下では安定な粒
子として存在し、測定時間内において高さは
ほぼ一定値を示した。一方で、マグネシウム
イオン非存在下においては、粒子の高さが大
きく揺らいでいることが確認された。このこ
とはNドメインとCBSドメインが安定な構造
体をとらず、揺らいでいることを意味する。
次に、MgtE含有ナノディスクを雲母基板の
表面に直接非特異的に結合させて観察を行っ
た。測定バッファーの条件を調節することで、
SecYEGの場合と同様にナノディスクを横向
きに配置することに成功した（図3B）。マグ
ネシウムイオン存在下では、細胞質領域に相
当する部分は安定な構造をとっていた。また、
マグネシウムイオン非存在下では、この領域
がふらついており、NドメインとCBSドメイ
ンの揺らぎを明確に可視化することに成功し
た。本研究によって初めて、リアルタイムで
ナノディスクに埋め込まれた膜タンパク質の
ドメインの動態を詳細に捉えることができた。

５. 今後の展開について
近年、タンパク質が活きて働く姿を解析す

るためには、平均像や平均シグナルに基づく
測定方法では不十分であり、機能している
タンパク質を1つ1つ測定する1分子解析が必
要な段階になっている。本研究では、高速
AFMを用いて、膜タンパク質含有ナノディ
スクを2方向からリアルタイム動態観察する
ことに成功した［1］。今回紹介した2つの膜
タンパク質の測定の成功例から、本手法はさ
まざまな膜タンパク質に適応可能な手法であ
ると考えている。たとえば、次のような膜タ
ンパク質の動態観察に有用であると考えられ
る。膜を隔ててシグナルを伝達する膜タンパ
ク質では、本手法を用いることで膜の両側の
構造変化を一度に確認することができ、リア
ルタイムでシグナル伝達の詳細を構造生物学

かし、基質領域のAFM画像が不鮮明であり、
さらなる測定条件や基質の最適化を進めてい
る。アイデアの一つとしては、基質のC末端
側に大きなドメインを付加して基質を見やす
くさせることである。また、基質の変異体を
用いることで、基板へ基質をやや強く相互作
用させることで基質の動きを制限し、より見
やすくする方法も模索している。タンパク質
膜透過反応のリアルタイム観察への準備はほ
ぼ整ってきた。引き続き、研究を進めていき
たい。

４. 膜タンパク質含有ナノディスク観察系の
応用

3.で述べたように、Secタンパク質を用い
て高速AFMによるナノディスク解析系を組
むことができた。次にこの系の有用性を確か
めるべく、別の膜タンパク質マグネシウムイ
オントランスポーター MgtEの解析を行った。
MgtEは5回の膜貫通領域を持ち2量体で働く
膜タンパク質であり、マグネシウムイオン濃
度によって構造変化を起こす［5］。MgtEに
は膜貫通領域だけでなく、NドメインとCBS
ドメインと呼ばれる細胞質領域がある。マグ
ネシウムイオン濃度が高いときにはこれらの
ドメインが強固な構造体をとり、マグネシウ
ムイオン濃度が低いときにはこれらの領域が
乖離してMgtEの膜貫通領域にマグネシウム
イオンを透過させるチャネルが開き、マグネ
シウムイオンを輸送させることが示唆されて
いる。しかしながら、リアルタイムでNドメ
インとCBSドメインの動きを追跡した例はな
かった。

そこで、MgtEのペリプラズム領域にシス
テイン残基を導入し、ビオチンマレイミドで
修飾した。SecYEGのときと同様にナノディ
スクに再構成し、ストレプトアビジン2次元
結晶基板にMgtE含有ナノディスクを結合さ
せ、高速AFMによりリアルタイム観察を行っ
た（図3A）。その結果、高さ約9.6 nm程度の
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的に理解できる。また、大きな構造変化を伴っ
て物質を輸送するABCトランスポーターの
脂質中での動態解析に適切な手法であると考
えられる。

私たちは、3.の項目で紹介したようにSec
タンパク質によるタンパク質の膜透過をリア
ルタイムで解析することをひとつの目標と
している。Secタンパク質の膜透過について

は、Ｘ線結晶構造解析によってタンパク質の
膜透過中間状態のSecYEG-SecAの構造が3.5
Å分解能で報告され［10］、クライオ電子顕
微鏡観察においても同様の報告がなされた
［11］。しかし、この構造は静止状態である
ため具体的な作動メカニズムは解明されてお
らず、作用機構に関してパワーストロークモ
デル［12］やブラウニアンラチェットモデル

図3 高速AFMによるMgtE含有ナノディスクの解析。
A. 「上向き」に固定したMgtE含有ナノディスクの解析。MgtEの可溶性領域はNドメインとCBS

ドメインから構成される。MgtE含有ナノディスクをストレプトアビジン二次元結晶基板上に
固定し（左）、高速AFMによってマグネシウムイオン存在下（中）と非存在下（右）の条件で
観察した。高さの変化はMgtEの可溶性領域の揺らぎの大きさを示す。

B. 「横向き」に固定したMgtE含有ナノディスクの解析。MgtE含有ナノディスクを雲母基板上に
固定し（左）、高速AFMによってマグネシウムイオン存在下（中上）と非存在下（右上）の条
件で観察した。マグネシウムイオン非存在下での観察ではリアルタイムでNドメインとCBSド
メインの揺らぎか観測できた（右下）。
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などのリアルタイム1分子イメージングを
次々と可能にし、生体分子の分子動態の解明
の強力なツールとなっている。また、高速
AFMは可溶性タンパク質ばかりでなくイオ
ンチャネルといった膜タンパク質の分子動態
の可視化にも用いられている［24,25］。本稿
で述べたナノディスク技術と高速AFM法を
組み合わせた手法は、膜タンパク質の高速
AFMによるリアルタイム1分子イメージング
の裾野を広げると期待される。

*2補足　雲母基板とストレプトアビジン２次
元結晶基板

高速AFMの観察において最も利用される
のが雲母基板である。雲母のへき開によって
不純物が吸着しておらず原子レベルで平らな
表面が露出する。この表面をサンプルの測定
基板としている。雲母表面は負電荷を帯びて
いるため、正電荷を持ったタンパク質表面が
吸着しやすい。負電荷を持つタンパク質を吸
着させるために、雲母表面を二価金属イオン
で処理をして、基板表面の電荷を調節するこ
とがある。本研究でリアルタイムでの動態観
察に成功したMgtEの細胞質ドメインは負電
荷を帯びているため、雲母表面との反発が
あった。そこで、雲母表面を二価金属イオン
で処理することにより、細胞質ドメインを雲
母基板上で追跡するのに適切な電荷状態にす
ることができた。また、本研究ではストレプ
トアビジン2次元結晶も基板として用いてい
る［26］。ストレプトアビジン2次元結晶の
調製には、ビオチンが親水性の頭部に付加し
たリン脂質を用いる。このリン脂質を含む平
面脂質二重膜を雲母基板上に形成させ、スト
レプトアビジン溶液とインキュベートするこ
とで2次元結晶を作成した。ストレプトアビ
ジンが雲母基板上で格子状に結晶化すること
により、タンパク質レベルで均一な面が構成
される。ストレプトアビジン2次元結晶基板
を用いる利点としては、タンパク質の非特異

［13］が提唱されているものの、議論の余地
がある。これらを明らかとすべく蛍光1分子
観察や高速でない通常のAFMを用いた解析
の報告もされているが、断片的なデータでは
タンパク質膜透過を完全に理解できていない
［14］。詳細な理解のためには高分解能リア
ルタイム観察が欠かせない。SecYEGは膜タ
ンパク質SecDF［15］やYidC［16］とも複
合体を形成し機能していると考えられており
［17］、これらを同時にナノディスクに再構
成することで、これらのタンパク質がどのよ
うに協力してタンパク質の輸送を行っている
のか情報を得られるであろう。今回紹介した
膜タンパク質の動態観察は、さまざまな膜タ
ンパク質の機能解明に非常に有用であると期
待されるため、今後は本技術を他の膜タンパ
ク質の解析に次々と応用させたい。

*1補足　高速AFM
原子間力顕微鏡（AFM）は、カンチレバー

の先端に付加した探針で測定基板上の試料表
面を走査する走査型プローブ顕微鏡の一種で
ある。探針と試料間に働く原子間力を検出す
ることで試料表面の凹凸を計測し、試料表面
の3次元画像をナノメータースケールで得る
ことができる。AFMは水溶液中で試料を直
接観察することを可能にし、タンパク質や核
酸といった生体分子の測定に幅広く用いられ
ている。しかしながら、従来のAFMは一枚
の画像を取得するのに数分を要するため、生
体分子の分子動態を可視化することが困難
であった。そこで、金沢大学 安藤敏夫 特任
教授らのグループは、低侵襲性を維持した
状態でのAFMの走査速度の劇的な向上に努
め、高い時間分解能（30 ms程度）と空間分
解 能（XY方 向 で1-2 nm, Z方 向 で0.1 nm）
を持つ高速AFMを開発した［18-20］。高速
AFMは、ミオシンVの歩行運動［21］、セル
ラーゼによる結晶性セルロースの分解［22］、
CRISPR-Cas9がDNAを 切 断 す る 瞬 間［23］
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的な吸着を防ぎ、ビオチンラベルタンパク質
を選択的に吸着させることができることであ
る。本研究で進めたナノディスクの「上向き」
解析では、非特異的な不純物の結合を排除
できたため、目的粒子のみを測定できた。ま
た、ビオチンラベルタンパク質を用いての測
定基板への結合は、ストレプトアビジンとナ
ノディスクの膜表面の間に隙間が生じる。こ
のことは膜タンパク質が関わる反応で、ある
程度空間が必要な場合において有効に働くと
期待される。
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