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研究の概要 
生化学的反応性を付与した原子間力顕微鏡探針を用いて生細胞表面に接触ないしは穿孔
し、膜タンパク質の採取同定、mRNA の採取同定、細胞内へのプラスミド遺伝子の挿入、
等の技術開発を通じて、単一生細胞手術法を開発する。 
 
研究分野／科研費の分科・細目／キーワード 
複合新領域／ナノ・マイクロ科学／ナノ材料・ナノバイオサイエンス／ナノバイオ 
 
 

１．研究開始当初の背景・動機 
ナノテクノロジーの進展に伴い、生体分子
および生細胞を個々のレベルで操作する技
術開発が可能となった。特に原子間力顕微
鏡を利用する力学的方法は直接試料に接触
し、単一分子をターゲットとして張力や圧
力を印加できる。これらの方法を世界のグ
ループと競争して開発していた当研究室で
はその後の目標を細胞レベルの操作、すな
わち細胞手術に定めて研究課題を申請した。 
 
 
２．研究の目的 
原子間力顕微鏡の持つ広範な操作能力を生
かしたタンパク質操作、生細胞操作による
タンパク質および細胞膜の力学物性解明を
基盤として、細胞膜および細胞内の機能分
子採取、細胞内への機能分子注入法を開発
して医学・生物学の基礎技術として確立す
る。 
 
 
３．研究の方法 
原子間力顕微鏡を用いるタンパク質および
生細胞の単一分子レベルでの操作（AFMに
付属して用いるイメージインテンシファイ
アおよびデジタルカメラを用いての操作）
を主として用いた。また細胞膜のモデルと
しての人工膜を作成するため、LB 膜作成
装置を購入して用いた。オートクレーブは
生細胞培養器具の処理のため購入した。 
 

４．研究の主な成果 
 
（１）．膜タンパク質引き抜き同定 
膜タンパク質は細胞膜中を移動してい
るものと、一箇所に止まっているもの
がある。その理由の主たるものは膜タ
ンパク質が細胞内で細胞骨格とよばれ
る大きな３次元構造とリンカータンパ
ク質を介して連携しているかどうかに
よる。またこの連携は、細胞の生理的
条件により変動することが知られてい
る。そこで、単一分子レベルでの膜タ
ンパク質引き抜き実験で見られる、フ
ォースカーブとよばれる張力・延伸距
離の関係から、膜タンパク質と細胞骨
格の連携の有無を推定することができ
ることを知った。実験として、まず細
胞骨格との相互作用の有無がかなり詳
しく調べられている、赤血球膜のバン
ド３タンパク質とグリコフォリンAを
対象とした。バンド３は細胞骨格と連
携が強く、グリコフォリンAは弱いか、
連携をもたないことが知られている。
この二つのタンパク質を脂質膜から引
き抜く際のフォースカーブは図１のよ
うに異なり、特にバンド３引き抜きの
際に見られる複数のフォースピークの
出現が、このタンパク質と細胞骨格の
連携を力学的に示していることがわか
った。細胞骨格を破壊する操作後には
このようなフォースピークが見られな
くなった。 
 
 
 



４．研究の主な成果（続き）〕 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）．mRNA 採取・同定 
原子間力顕微鏡探針を生細胞内に挿入し、
細胞内の mRNA を吸着採取し、この探針
を RT-PCR 法の出発材料とし、さらに定量
的 PCR 法を使って DNA として増幅後、そ
の量と種類を同定する方法を開発した。探
針先端には複数種の mRNA が吸着採取さ
れるので、RT-PCR 法で使用するプライマ
ーとして分析ターゲットとする 5 種類の異
なる mRNA 配列を用い、探針一本からそ
れぞれのmRNAをもとにするDNAを増幅
して、その量と種類を経時的にモニターす
る方法（図２）を完成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この方法を用いて、生細胞内でのβアクチ
ン mRNA の局在、５種類の mRNA の増減
を示す経時的変化像などを得た。静止時の
細胞内では当該 mRNA は各周辺に偏在し
ているが、活動時には移動方向前面に
mRNA の存在が強調されるようになる。こ

れらの結果は細胞を固定して行う in situ 
FISH 法による結果とよく一致した。 
 
５．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト 

原子間力顕微鏡を使用したナノテクノロジ
ーによる生体分子、生体構造の単一分子レ
ベルでの操作に関しては、当研究室は世界
のトップレベルにある。今回の成果は、膜
タンパク質引き抜き、mRNA 採取同定の２
点で世界をリードする成果でありる。 
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図１ 赤血球膜タンパク質引き抜き時のフォースカ

ーブ。(a) バンド３引き抜き、(b)グリコフォリン A
引き抜き。縦軸は探針から赤血球への印加力、横軸

は引き抜き距離。 

  → 
AFM 探針（上
と赤血球(下) 

図２ 生細胞からの mRNA 採取同定法の概略。 
(I)細胞と AFM 探針の位置、 (II)細胞の細胞内への

挿入、 (III)RT-PCR 法による mRNA の DNA への

変換と増幅、 (IV)PCR 法により増幅された DNA
の 同定、(V)PCR 増幅時の定量化による採取 RNA
数の数値化。 
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