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⑥当初の研究目的 
 本研究は２つの柱よりなっている。１つは生物系の構造と情報を高速に収集するイメージング法、
特に“生”試料の観察を可能とする新しい電子顕微鏡法の開発と生体分子、細胞への応用。もう１つ
は分子科学、基礎生物学、生理学における要素研究を新型電子顕微鏡を基軸に統合バイオサイエンス
にまとめ上げることである。これは学術創成研究の３つの観点のうち（1）革新的・学際的学問領域を
創成することおよび（2）の経済の発展の基盤を形成する先見性・創造性に富む研究を行うことの２つ
の観点に対応する。すなわち（1）に関しては分子科学と生理学を結ぶ統合バイオサイエンスが革新的
学術領域を創成することになり、（2）に関しては新型電子顕微鏡を用いた見えないものを観る手法が
イメージング受託サービスという新たなビジネスチャンスを与えることになる。 
 統合バイオサイエンスの基盤的研究課題を以下に列記する。 
・ 新型電子顕微鏡による構造・情報生物学：１分子 DNA／RNA の配列直読法の基盤開発、膜蛋白質（特
にイオンチャネル分子）の結晶化法と構造解析法の要素技術開発、細胞中の蛋白質高分解能同定法
の素基盤開発。 

・ 筋系、神経系のカルシウム信号調節機能研究：筋系、神経系のカルシウムチャネルの細胞・組織レ
ベルの局在機能の研究。 

・ 筋系、神経系のチャネル集積機構：筋系細胞、神経系細胞における電位依存性チャネルの局在機能
の研究。 

・ 計算生物学：イオンチャネル分子の機能シミュレーション。 
・ 蛋白質集積パターン形成と新規バイオエレクトロニクス：シリコンウェア上の蛋白質集積パターン
形成と新規バイオエレクトロニック。 

・ バイオミメティックス：蛋白質と生物無機化学の融合による人工酵素および人工酵素複合体の構造
／機能研究。 

⑦研究成果の概要 
研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。 

 
i）生物用位相差電子顕微鏡法の開発：電子顕微鏡における位相差法は長い研究開発の歴史を持つが、
位相板の帯電問題のため満足の行く結果が得られなかった。永山グループはこの困難な問題に取り組

み、一応の解決をみた。その結果、云わゆるゼルニケ位相差法のみならず異なる空間フィルターを用い

た各種位相法を開発でき、生物学への応用範囲が広がった。その結果は手法開発の 9報の論文、6種の
特許出願（国内 5、海外 1）そして第 51 回（2006）日本顕微鏡学会学会賞（瀬藤賞）「位相差電子顕微
鏡法の開発と生物学への応用研究」の成果となった。 
①ゼルニケ位相差法：炭素薄膜でできた λ／4（π／2シフト）板の中心に 1µm以下の孔をフォーカスイ
オンビーム（FIB）装置で開け、ゼルニケ位相板を作製した。これを用い、正焦点条件で画像コントラ
ストが大きく回復できることを、無染色の蛋白質、ウイルス、バクテリア、細胞で確かめた。②ヒルベ

ルト微分法：後焦点面の半分を π位相板で覆うと光学顕微鏡の微分干渉法（DIC）と同等の微分効果が
生まれることを発見し、無染色の蛋白質、ウイルス、バクテリア、全載細胞、細胞切片に応用し、高コ

ントラスト像を得た。③無帯電位相板：上記の位相板は、全て炭素薄膜を FIB加工した単純な構造を持
っている。にもかかわらず、60 年近い電顕の歴史でこれが正しく作動しなかった理由は、ひとえに位
相板の電子線通過時の帯電の故である。この問題を解決するため炭素膜でできた位相板をさらに遮蔽用

炭素膜で完全コートすることで帯電に伴う静電ポテンシャルを封じ込める方法を考案した（特許出願）。

これにより歩止まりが悪く、運に頼っていた帯電位相板作製が起動に乗った。 
ii）電顕をベースとした DNAシーケンサーの基盤開発：位相差電顕の能力を用いて１分子 DNAの塩基
配列を直読する手法の基盤を開発した。この研究の最大の課題は、電顕による弁別可能な塩基特異的ラ

ベル法の開発にあったが、共有結合をベースとする画期的方法が見つかり、市販の金クラスターラベル

を用いた予備的実験において塩基同定可能なことが実証された。提出済の 3種の海外特許を補強するた
め出願準備をしている。またこの基盤技術を現実の DNAシーケンサー開発につなげるベンチャー「テ
ラベース（株）」を 2006年 3月に岡崎に立ち上げた。 
iii）電顕を用いた膜蛋白質構造解析法の基盤開発：膜蛋白質の２次元結晶法の開発が３年目で頓挫した
ため、構造解析を単粒子解析法に切り替えた。手法の開発は約１年で終え、構造既知の GroEL につき
15Å分解能の立体構造を位相差法により得た。また新規立体構造としてヘリコバクターピロリ菌毒素
VacAの 20Å構造を得た。一方統合バイオサイエンスのターゲットとして森グループからもらったカル
シウムチャネル TRPM2遺伝子につきヴァキュロウイルス感染カイコ系で大量発現し、界面活性剤可溶
化状態で単量体構造を得た。しかし、天然構造と異なる試料調整アーティファクトの可能性がある。こ

のためカイコ細胞培養系（SF9）を立ち上げ、他のカルシウムチャネル TRPV4を大量取得した。 
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⑦研究成果の概要 つづき 
 
また岡村グループから得たホヤ由来の新規電位依存性蛋白質遺伝子（VSP）につきカイコ系での大量
発現精製を行っており、宇理須グループににおいて膜蛋白質埋め込み型バイオセンサーへの展開を試み

た。 
iv)電顕による細胞内蛋白質同定の基盤研究：位相差電顕は氷包埋試料に対し、染色や標識等の試料調
整なく約 3nm 分解能の像が取得できるため、細胞内の各種オルガネラを見分けることができる（“生”
試料観察）。この利点を最も生かせるのが細胞骨格（アクチン、微小管）の直接観察であり、神経細胞

のスパインや成長端のアクチン、微小管、そして植物表層微小管系の新しい研究手法が生まれた。この

方向の関連研究は 2報の論文としてまとめられた。 
v）カルシウムチャネルの局在機能研究：生命１次情報を得るだけでなく、より高次の生体レベルで必
要な、構成要素間の相互作用・協関の解明を行った。①「細胞死」の制御に関与する、Ca2+透過型カチ

オンチャネル TRPM2を同定し、その活性機構、すなわち細胞の参加ストレスに伴う TRPM2の活性化
開口が Ca2+／Na+「細胞死」を仲介することを示した。②受容体活性化チャネル TRPC ホモログ群に
おいて、TRPC5 が内皮型の一酸化窒素産生酵素 eNOS と機能的複合体を形成し、一酸化窒素（NO）
を感知し、活性化開口し、Ca2+を流入させ、NO産生の positive feedback loopを制御することを明ら
かにした。③Ca2+シグナルの時空間パターン決定の分子機構解明を目的に、トリ B細胞DT40の TRPC1
欠損株を作製し、TRPC1 の Ca2+シグナルのパターン形成における枢要性を明らかにした。④TRPC3
チャネルと PLCを中心とした PI応答/ Ca2+シグナルの positive feedback loopも明らかにした。これ
らは 10報の論文として報告した。 
vi）電位依存性チャネルの複合体機能研究：細胞膜での膜電位信号が細胞内の化学情報に変換される分
子メカニズムを一部解明できた。①従来知られてきた電位依存性チャネルのうち電位依存性 Nav チャ
ネルについて、細胞内蛋白アンキリン G が共役することを見出し、その分子機構と生理的意義を明ら
かにした。②単一蛋白質で、膜電位—化学シグナル変換を担う新規分子（VSP）の同定を行い、電位セ
ンサードメインをもつ二つの膜蛋白を同定した。電位センサーと酵素ドメインを併せ持つ蛋白 Ci-VSP
で、これが膜電位依存的に酵素活性を変化させることを見出した（Nature, 2005）。③電位センサード
メインのみをもつ蛋白であり、これが膜電位と細胞内外 pHを感知して、プロトンイオンを透過させる
プロトンチャネルとして機能することを見出した（Science, 2006）。結果を 12報にまとめた。 
vii）イオンチャネルのシミュレーション研究：チャネルモデル系について計算シミュレーションを行
ったが研究期間が短く２報の論文にとどまった。 
viii）蛋白質集積とバイオエレクトロニクスの基盤研究：①シリコン表面および SiO2表面の各種の自己

組織単分子膜による化学修飾技術を開発し、さらにこれらの化学修飾表面を任意の形状にパターン化す

る技術を開発した。②シリコン基板に微細貫通孔を形成する技術を開発し、ここに脂質二重膜/イオン
チャンネル（グラミシジン）を再構成して単一イオンチャンネル電流を計測した。微細孔構造を工夫す

ることで、シリコン基板として世界最小の雑音電流（貫通孔径 50 µmで~1 pA rms）を得ることが出来
た。③新規なバイオエレクトロニック素子として、プレーナー型パッチクランプ素子を実現した。④

Si-SOI 基板の裏面 Si を TMAH エッチングにより除去しミクロンレベルの厚みの単結晶シリコン基板
の作製技術を確立した。これらは 10報の論文としてまとめられた。 
ix）人工酵素の基盤研究：①酸素貯蔵蛋白質であるミオグロビンのヘム近傍を改変することにより、外
来基質の高効率酸化反応を達成するとともに、高い不斉選択性を賦与することに成功した。高難度酸化

反応である芳香館の水酸化反応も、基質をヘム近傍に固定することによって達成し、酸素添加酵素の設

計指針を確立することが出来た。②フェリチンの内部空間を利用するナノ金属クラスターの作成と物質

変換反応では、2 ナノメータの Pd クラスター合成とサイズ選択的なオレフィン類の還元反応に成功し
た。8報の論文にまとめた。 
③各種分光学的な実験手法と遺伝子工学、分子生物学的な実験手法を駆使し、COセンサータンパク質
CooA、および酸素センサータンパク質 HemAT中に含まれ、センサーの本体でもあるヘムの配位構造、
近傍構造を明らかにし、CO、酸素のセンシング機構を解明した。④in vivoおよび in vitroにおける活
性測定系の構築を行い、系統的なアミノ酸変異を導入した変異体の機能を解析し、CooA、およびHemAT
による情報伝達機構を分子レベルで明らかにした。5報の論文にまとめた。 
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⑧特記事項 
この研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパクト等

特記すべき事項があれば記入してください。 
学術創成：本研究の成否は位相差電子顕微鏡の見えないものを観る能力にかかっており、永山グループ

は 5年間を通じ顕微鏡開発に全力を投じた。その結果、新しい学術を立ち上げる機関車役として位相差
電子顕微鏡にその能力があるとの認識が、学会レベルで広がったように思う。研究最終年に日本顕微鏡

学会の第 51 回（2006）学会賞（瀬藤賞）が「位相差電子顕微鏡法の開発と生物学への応用研究」（永
山國昭）に贈られることが決まった。ただしこの賞は装置開発「顕微法基礎部門」において与えられた

ものであり、生物応用については可能性を示したにとどまった。 
 学術創成の重要な指標としての社会的展開においては、位相差電子顕微鏡の能力を受託観察サービス

という社会活動に還元するベンチャー「テラベース（株）」を 2006 年 3 月岡崎の地に立ち上げること
ができた。 
個別研究： 
i）位相差電子顕微鏡専用装置：学術創成の研究過程で生まれた特許をベースに、2003～2004年、科学
技術振興機構（JST）の委託開発制度のもと専用装置「透過型電子位相顕微鏡（200kV）」を開発する
ことができた。試作機第 1 号はベンチャー「テラベース（株）」に日本電子から貸与され、事業展開に
供されている。 
 
ii）DNA シーケンサー：現在ヒト 1 人のゲノム配列の読み取りコストは約 3,000 万円と見積もられて
おり、6年前の最初のドラフト発表時のゲノム解読コストの 1000分の 1にまで低減した。米国では云
わゆる「1,000ドルゲノム」を目指し、凄まじい開発競争を行われている。しかし世界的に見て、電顕
を用いたシーケンサーの開発は本研究の試みが唯一と思われる。5年間の研究で電顕には DNAシーケ
ンサーとしての充分な能力があると実証されたが、塩基特異的ラベル技術の開発は途上にある。しかし

先に述べたように共有結合をベースとする画期的発明があり、充分な開発投資（ヒト、モノ、カネ）さ

えできれば 1,000ドルゲノムの開発競争に一番乗りも可能である。この開発はテラベース（株）に引き
継がれた。 
 
iii）新規電位依存酵素の発見：電位依存的に酵素活性をオン-オフする新規膜蛋白質（VSP）が岡村グ
ループで発見され、各種のジャーナルでニュースとして取り上げられ世界的センセーションをもたらし

た。論文引用回数も極めて多く、世界の注目度は高い。この酵素自体は分子量が小さく電顕構造解析向

きでないが、生体膜上での機能構造は、電顕を用いた機能構造生物学の対象である。またチャネルのバ

イオエレクトロニクス利用を試みている宇理須グループにとり最適ターゲットとなっている。VSP の
研究では岡村グループの一員、村田喜理に 2006年度日本生理学会奨励賞が与えられた。岡村グループ
の第 2のヒットは新規な 4回貫通型プロトンチャネルの発見で Scienceに受理され、記事 Perspective
でも大きく取り上げられた。また Nature Cell Biologyの News & Viewsにも載った。 
 
iv）TRPの新規生理機能：森グループは TRPファミリーの 1つ TRP6がカルシウム流入にとり必須の
コンポーネントであることを明らかにし、引用回数 150を超える注目を浴びた。 
 
v）バイオエレクトロニクスの基本技術：宇理須グループの研究は生体由来のチャネル分子を利用して
いるためバイオエレクトロニクス分野で高い注目を浴び、独自のプロジェクトが立ち上がりつつある。 
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⑨研究成果の発表状況 
この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（投稿中の論文を記入する場合は、掲載が決定しているものに限りま

す。）の全著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等における発表状況につ

いて、３頁以内に収めて記入してください。 
原著論文 
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