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研究シーズ探索プログラム 研究課題別評価書 
 
 
１． 研究課題名 
 

原子間力顕微鏡を利用した力学的生物界面のナノスケール現象解析 
 
 
２． 研究代表者 
 

荻野 千秋 （神戸大学 工学研究科 准教授） 
 
 
３． 研究シーズ探索成果の概要 
 

本研究グループでは AFM を用いた生細胞表層レセプター分子－リガンド分子間相互作用の検

出、AFM を用いた新規 DNA アプタマー選抜法の開発について研究を行った。AFM を用い、生細

胞表層レセプター分子－リガンド分子間相互作用の検出において酵母を用いて酵母表層のレセ

プターSte2 とそのリガンドであるα-factor との間に働く分子間相互作用の検出を目指し、研究を

行った。その結果、酵母の形態変化が確認され、Ste2p が存在する酵母において、α-factor を修

飾したカンチレバーと酵母表面との間に働く特異的な力が検出された。 

DNA アプタマーの選抜について、標的分子をトロンビン及び L-バリンとし研究を行った結果、目

的のアプタマーの選抜に成功し、さらに既存のアプタマーの選抜法と比較して非常に効率的にア

プタマーの取得が可能であることが確認された。 

 
 
４． 研究シーズ探索のねらい  
 

本研究では、生体分子と細胞の分子間相互作用を解析するために、原子間力顕微鏡(AFM)を

適用する。AFM のカンチレバー先端への生体分子修飾し、「7 回膜貫通型受容体認識機能性核

酸分子の探索」を行い、生体分子によるナノスケール（細胞空間）における機能創発の制御を目

指す。更には、これまでの“リガンドによる細胞全体への一様な刺激”では捉えることが出来なか

った、新しい情報伝達機構に関して解析を目指す。 

 
 
５． 研究シーズ探索の方法と成果  

 

５．１ 方法 
AFM を用いた細胞表層レセプター-リガンド間相互作用の評価系の構築 

細胞の表面には様々な蛋白質が存在すると言わ

れ、疾病の治療薬の標的となるレセプターや、抗体

も多数存在することが報告されている。しかし一細胞

上に着目したとき、そこに存在する蛋白質の明確な

分布や、細胞表面に存在する蛋白質に働く生体分

子間相互作用についてはまだはっきりと分かってい

ない。そのため細胞表面の蛋白質へ薬剤等を局所

的にアプローチさせ、それにともなう細胞応答や生

体分子間の相互作用を明らかにすることは、今後細

胞表面の蛋白質分布の検出や、薬剤の細胞に対す

る影響の評価への応用が可能と考えられている。そ

Fig.1 AFM を用いた細胞表層レセプター-リガンド

間相互作用の評価系 
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こで本研究では、原子間力顕微鏡(AFM)を用いた細胞表層レセプター-リガンド間相互作用及び

細胞応答の検出系の構築を目的とし研究を行った(Fig. 1)。本研究では細胞として最も扱いやすく、

遺伝子組み換え方法が確立されている酵母を用い、酵母をアガロースにより固定化し AFM により、

Ste2p とα-factor との相互作用及び細胞応答の検出系の構築を目指した。 
 
AFM を用いた DNA アプタマーの選抜系の構築 

分子認識能を持つ機能性核酸分子アプタマーは SELEX 法と呼ばれる手法を用いて選抜される。

しかしながら、既存の SELEX 法ではアプタマーの取得に時間がかかりさらに標的分子に対する結

合力を操作する事ができないなどの欠点がある。そこで本研究では、AFM を用いた DNA アプタマ

ーの選抜法の開発を目的とし研究を行っている(Fig. 2)。具体的には試料(金基盤)にアビジンを介

して DNA を固定化し、カンチレバー表層に標的分子を固定化し、AFM に適応する。カンチレバーと

試料が接触した際、一本鎖 DNA

と標的分子との間で結合が起こり

その結合力が非常に強いもので

あればその一本鎖 DNA は試料表

面から離れ、カンチレバーに吊り

上げられると考えられる。カンチレ

バーに残った DNA を回収し、PCR

により増幅し、次のラウンドに用い

る。この SELEX 法を用いれば、標

的分子に対し結合親和力の強い

DNA アプタマーの取得が可能とな

ると考えられる。本研究ではアミノ

酸の一種である L-バリンを標的

分子として実験を行った。 
 

 
AFM を用いた新規バイオセンシング技術の開発 
本研究グループではこれまで AFM を用いて生体分子間相互作用の測定を可能としてきた。この

知見を活かし AFM を用いたアプタマーによるタンパク質の検出・定量方法の開発を行っている。カ

ンチレバーにトロンビンを修飾し、試料表面にトロンビン結合性アプタマー(TBA)を固定化する。

TBA を固定化した試料表面

に各濃度に調整したトロンビ

ン溶液を添加し結合させた

後、AFM により親和力を測

定する。試料へ添加されたト

ロンビン濃度が大きいほど

親和力が低く、小さいほど親

和力が高くなると考えられる

(Fig. 3)。 

 

 
 
５．２ 成果 
AFM を用いた細胞表層レセプター-リガンド間相互作用の評価系の構築 

酵母を失活させることなく AFM により観察を可能にする必要がある。そこで本研究では酵母を

アガロースで固定化を行い、培養を行ったところ酵母の増殖を確認が確認された。また酵母が持

つ GPCR の一種 Ste2p に作用するリガンドα-factor を酵母を固定化したアガロースに添加し AFM

により観察したところ、酵母の形態変化を捉えることにも成功している。このことからアガロースで
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Fig.3  AFM を用いた新規バイオセンシング技術 



 

 3

酵母を固定化することにより、失活させることなく AFM での観察可能になったと考えられる。またこ

れまでにα-factor のカンチレバーへの固定化や、アビジン分子を介することで DNA のカンチレバ

ーへの固定化も可能となっている。 

これらの成果を基に、AFM を用いて酵母

表層に存在する GPCR の一種 Ste2p と

α-factor との相互作用の力学的な検出を

めざし研究を行った。その結果、α-factorを

修飾したカンチレバーにより、酵母表層を

走査を行った場合 991 pN の平均親和力が

検出された(Fig. 4-a)。これは・-factor が未

修飾のカンチレバーで走査した場合(118 

pN)と比較して明らかに大きなものである

(Fig. 4-b)。以上のことから酵母表層に提示

されたレセプター分子とカンチレバーに修

飾されたリガンドとの間に働く親和力を検

出することが可能になったと考えられる。 

さらに形態変化を指標にカンチレバー上

に固定化したリガンドと酵母表層上のレセ

プター分子が結合した際の細胞応答の観

察を試みた。本プロジェクトでは酵母表層

に提示したヒト由来のレセプターである

SSTR に対し結合性のみならず作動性を有

するアプタマーの取得が最終目標の一つ

である。したがって、結合親和力のみなら

ずリガンド-レセプター間の結合の際の細

胞応答性を同時に測定できる系の開発は

作動性を有する DNA アプタマーの取得に

役立つと考えられる。 

実験はリガンドであるα-factor を修飾し

たカンチレバーを用い、酵母を固定化した

アガロース試料上 20 μm 四方を走査した。

結果として走査し始めて 60 min 後、酵母か

ら突起が発生し、形状に変化が見られた(Fig. 5)。このことからリガンドを修飾したカンチレバーに

より、結合親和力のみならずリガンド-レセプター間の結合の際の細胞応答性を同時に測定できる

系の構築に成功したと考えられる。 

 

AFM を用いた DNA アプタマーの選抜系の構築 
本研究で提案する AFM を用いる SELEX 法の概念図を Fig. 2 に示す。本研究ではアミノ酸の一

種 L-バリンを標的分子として、このサイクルを 3 回繰り返し、ラウンドを重ねるごとに一本鎖 DNA

群とバリンとの間に働く結合親和力の上昇が確認され

た(Fig. 6)。このことから AFM-SELEX サイクルを繰り返

すたびに L-バリンに対し、結合性を示す DNA アプタマ

ーの存在量がぞうかしていることが示唆された。また既

存の SELEX 法においてはサイクルを 8-10 サイクル繰り

返す必要があったが、AFM-SELEX 法では僅か 3 サイク

ルで大きな結合性を有する DNA アプタマーが取得され

ている。このことから AFM-SELEX は既存の SELEX 法と

比較して効率的にアプタマーの取得が可能になること

が示唆された。 

Fig 4 Ste2－α-factor 間の親和力のヒストグラム 

(a) α-factor を修飾したカンチレバー 

(b) α-factor 未修飾のカンチレバー 
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Fig. 5 AFM による酵母の形態変化の観察 
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この技術が確立されれば、GPCR の一種 SSTR のそれぞれのサブタイプに特異的なアプタマー

の取得が可能となると考えられる。 

 

AFM を用いた新規バイオセンシング技術の開発 
本研究課題ではトロンビンと結合する DNA アプタマー(TBA)をセンサ素子として AFM を用いた

新規バイオセンシング技術の開発を目標として研究を行

った。TBA を固定化した金基盤にトロンビン濃度を 200 

pM-2 μM に調製し滴下した。その後、トロンビンを修飾し

たカンチレバーを用い、AFM にて親和力の測定を行った

ところ、トロンビンの濃度依存的に平均親和力の減少が

確認された(Fig. 7)。このことから AFM を用いてタンパク質

分子のセンシングが行うことが可能であることが示唆され

た。この技術が確立されれば、細胞表層のレセプターの

存在量や密度の同定が可能となると考えられる。 

 

 
 

６． 自己評価 
 

本研究課題では最終目標である AFM-SELEX による酵母表層 SSTR に対する DNA アプタマー

の選抜には至らなかった。しかしながら本研究では酵母表層レセプターとリガンド間の相互作用

の検出及びリガンド作動性の測定系の構築に成功した。新規薬剤などを評価する際、従来の評

価系では不可能であった結合性の有無を評価とその薬剤による細胞の応答性を同時に計測可能

な評価系を構築できたと考えられる。この成果により、新規薬剤を迅速に評価することが可能とな

ると考えている。 

また本研究において行った AFM を用いた DNA アプタマーの選抜は従来の手法と比較して繰り

返すサイクル数を大幅に短縮でき、さらに取得されるアプタマーの親和性を高めることができるこ

とが確認された。DNA アプタマーを抗体の代替分子として応用する研究が行われているが、現在

アプタマーの標的分子に対する親和性の低さがネックとなっている。したがって、本研究で提案し

た AFM-SELEX によりこれらの問題点が解消され、アプタマーの診断薬、治療薬への応用が可能

となり、医療の進歩に大きく貢献するものと確信している。 
現在、AFM はナノレベルでの画像を取得する顕微鏡としてのみならず、分子間相互作用の測

定ツールとしても注目されている。本研究での成果は AFM のこれらの応用法にさらに分子探索

のツールとしての可能性を切り開くことができたと考えている。 
 

 
７． PO の見解 
 

本研究は原子間力顕微鏡(AFM)を用いて、生体分子修飾カンチレバーを用いて GPCR 認識核

酸の検索、GPCR の局所刺激、細胞内シグナル誘導の制御などをはかるもので、カンチレバーと

酵母表面との間に働く特異的な力を検出している。また、DNA アプタマーの選抜に応用して、効率

的にアプタマーの取得が可能であることを確認している。しかしながら細胞内情報の制御につい

ては十分な成果を得ることができなかった。 

生きた状態での培地中の細胞観察を精度よくできれば生物学、医学分野での広い応用が考え

られる。リガンド、GPCR ともに二量体、多量体を作って作用する場合があり、GPCR の一部のみを

刺激する本手法の生理学的意味は検討が必要であろう。結晶体以外に AFM を応用し、生体関連

分子、細胞等の観察への道を拓いたことは評価できる。しかし、酵母等が動きうることから精密測

定のためには、計測経験を積み、ノウハウの蓄積が必要とされる。 
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