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原子間力顕微鏡の仕組みと光合成膜試料観察への応用

山本　大輔 1)，山野　奈美 2)

　光合成膜で起こるエネルギー移動や電子伝達反応の理解には，膜内におけるタンパク質の配置に関
する情報を得ることは必要不可欠である．原子間力顕微鏡(AFM)は，溶液環境を保ったまま光合成膜内
のタンパク質を一分子レベルで観察できる手法であり，紅色細菌から高等植物に至るまで，様々な生
物の光合成膜におけるタンパク質分布を明らかにしてきた．本稿では，AFMの測定原理と空間分解能
について解説するとともに，近年開発されたAFMの高速化技術についても取り上げる．また，実際に
光合成膜を観察する際のサンプル処理方法と，AFMを用いて光合成膜を観察した代表的な研究例につ
いて紹介する．

Mechanism of Atomic Force Microscopy and its Application
to Photosynthetic Membranes

Daisuke Yamamoto1, Nami Yamano2

To understand the well-organized photosynthetic reaction, it is important to obtain information on the 
distribution and orientation of proteins in the membrane. Atomic force microscopy (AFM) is one of the most 
powerful tools for visualizing the protein structure at the molecular level under physiological conditions. AFM has 
been applied to various photosynthetic membranes from photosynthetic bacteria, cyanobacteria, and higher plants. 
In this CHAPTER, we first explain working principle, spatial resolution of AFM, and data interpretation. Next, 
several representative imaging research of photosynthetic membranes using conventional AFM and high-speed 
AFM are introduced.

 キーワード： 原子間力顕微鏡，高速原子間力顕微鏡，光合成膜
	 Atomic force microscopy, high-speed AFM, photosynthetic membrane

1．はじめに

原子間力顕微鏡（Atomic force microscope: AFM）（Binnig 

et al. 1986） は1986年にBinnigらによって開発された顕微鏡

である．カンチレバーと呼ばれる微小な板バネの先端に

取り付けられた探針で試料表面を走査し，試料の表面構

造を取得する．ナノメートルオーダーの空間分解能を有

し，大気中，真空中，液中を問わず様々な環境下にある

試料を直接観察可能であり，現在では生体試料への応用

が広く行われている．代表的なタンパク質構造解析手法

であるX線結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡法と比較す

ると空間分解能が一桁低く，また，得られる構造は表面
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形状のみである．そのため，タンパク質の構造解析とい

う点ではこれらの手法に数段階劣る．一方で，AFMは生

体膜に内在するタンパク質を1分子レベルで直接可視化す

ることができ，タンパク質レベルまで可溶化することな

く膜内に存在するままの構造を捉えることができるとい

う点で大きな利点がある．

本稿では，AFMの動作機構について解説し，その後，
AFMによる光合成膜試料の観察例とそれらから得られる

光合成システムの実像について紹介する．

2．AFMの仕組み

ここでは，AFMの仕組みを概観する．代表的なAFM測

定方法であるコンタクトモード，タッピングモードなら

びに近年広がりつつある高速AFMについて述べ，AFM測

定において実際に留意すべき点についても触れる．

2.1　AFMの測定原理
AFMによる画像化の原理は光学顕微鏡など波の結像を

原理とする顕微鏡とは大きく異なり，探針先端と試料表

面との局所的な相互作用の検出を基にしている．図1に
AFM装置の概要を示す．探針先端を試料と相互作用する

距離まで近接させ，2次元走査する．その際に探針と試料

との間に生じる相互作用が一定となるように探針または

試料を上下動させる．各xy座標における上下動の量（z座標）

を擬似カラー表示することで表面構造像を得る．AFMの

測定原理はこのように比較的単純なものであるが，生体

試料のナノ構造を直接観察するためには，試料が探針か

ら受ける力の精密なコントロール，ナノメートルオーダー

の先端曲率半径を持つ鋭い探針，高い精度のxyz試料位置

制御など，多くの技術的な要件がある．

生体試料を非破壊でAFM観察するためには，測定中に

作用する力を最小限に保つ必要がある．膜タンパク質で

あるバクテリオロドプシンのAFMによる観察例では，探

針先端で100 pNよりも大きい力を加えるとEヘリックスと
Fヘリックスを結ぶループ構造が押しつぶされ観察されな

くなることが報告されている（Müller et al. 1995a）．タンパ

ク質の表面構造を高い信頼性で得るためには，100 pNも

しくはそれ以下の力であることが要求される．生体試料

の測定には0.1 N/m程度のバネ定数をもつ柔らかいカンチ

レバーが一般的に用いられる．このバネ定数は，探針先

端に加わる100 pNの力によってカンチレバーが1 nmたわ

む硬さに相当する．相互作用力を10 pNのオーダーに保つ

ためには探針先端の変位，すなわちカンチレバーのたわ

みをオングストロームオーダーの精度で検出し制御する

必要があることを意味する．

カンチレバーのたわみ量は，背面に集光したレーザー

光の反射を計測することで得ることができる．カンチレ

バーがたわむとレーザー光の反射角が変化し，二分割フォ

トダイオードに入射する位置がわずかに変化する．入射

位置は，分割されたフォトダイオードのそれぞれに入射

された光量の差として出力される（図2）．この方法は光

てこ法（Meyer and Amer 1988）と呼ばれ，簡便かつ高い精

度を有するためAFM装置で広く採用されている．我々の
AFM装置でも光てこ法を採用しており，およそ20 nmの変

位で1 V出力される程度の感度を有する．検出装置の電気

ノイズが5 mVであれば1Åの変位を検出でき，力分解能は
10 pN程度となる．しかしながら，このように高い感度を

持つ装置であっても，相互作用力を10 pN未満に保つこと

は容易ではない．カンチレバーのたわみが熱揺らぎによっ

カンチレバー
対物レンズ

レーザーフォトダイオード

探針

xスキャナ

yスキャナ

zスキャナ

信号演算
処理回路

フィードバック
回路

パソコン
zデータ取得
xy駆動制御 xスキャン電圧

yスキャン電圧

z電圧

図1：AFM装置の模式図．カンチレバー背面に照射されたレー
ザー光の反射光をフォトダイオードで検出し，信号が一定値と
なるようにフィードバック回路により試料をz方向へ上下動さ
せる．上下動のz電圧をパソコンで読み取り，表面構造を疑似
カラー表示する．

V₁

V₂

V₁-V₂
レーザー光

図2：光てこ法．カンチレバーのたわみにより生じる反射光の
角度変化を二分割フォトダイオードで検出する．それぞれの受
光素子から出力される電圧の差（V1−V2）がたわみ量に比例する．
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て変動するためである．カンチレバーの熱揺らぎ量の二

乗 ∆z2はエネルギー等分配則に従い，

と表される．ここで， はカンチレバーのバネ定数， は

ボルツマン定数，Tは絶対温度である．0.1 N/mのカンチレ

バーを用いた場合，室温においてカンチレバーの揺らぎ

は2Å程度となる．探針先端を試料に確実に相互作用

させるために熱揺らぎを乗り越えた領域で測定するなら

ば，20 pN以上の力が必要と見積もられる．

探針先端と試料との間の距離の制御や試料のxy二次元

スキャンをオングストロームオーダーの精度で行うため

に，ピエゾ素子が用いられる．ピエゾ素子とは，電圧を

加えると伸縮などの変形を生じるデバイスである．xyzの
3軸にそれぞれピエゾ素子を配することで，各軸方向の制

御が可能である．一度にスキャンできる最大スキャン範

囲はAFM装置あるいはそれぞれの製品に用意されている

スキャナの種類により異なり，xy方向に1 ～ 100 µm程度，
z方向に1 ～ 10 µm程度である．最小スキャン範囲はxy制御

の位置ノイズ等によって制約される．仮に1 Vの電圧を印

加した際に10 nm伸縮するピエゾ素子であれば，1 mVの電

気ノイズによる位置ノイズは0.1Åである．1 Vで100 nm伸

縮するピエゾであれば位置ノイズは1Åとなる．すなわち，

高分解能測定など高い位置精度が要求される場合には，

最大可能スキャン範囲が狭いスキャナを用いる方が有利

である．　

2-2　測定モード
AFMには様々な測定モードが存在する．AFM測定モー

ドは，カンチレバーのどのような物理量を用いて探針－

試料間相互作用を検出するかにより分類される．ここで

は，生体試料観察に広く用いられるコンタクトモードと

タッピングモードについて解説する．

コンタクトモード（contact mode）は，探針先端を試料表

面に常時接触させながらスキャンする方法であり（図3a），

いくつかの膜タンパク質について高分解能観察がなされ

ている（Müller et al. 1995b, Scheuring et al. 1999）．探針が試

料から受ける斥力により，カンチレバーはz方向にたわむ．

その位置zcの変化をフィードバック信号として用いる．ス

キャンの間，たわみ量すなわち斥力の大きさが一定値に

なるように探針－試料間距離が制御される．コンタクト

モードでは，50 pN以上の斥力で画像取得がなされること

が多い．コンタクトモードにおいて生じる力は，フック

の法則により と表される．ここでz0は外力

が作用していないときのカンチレバーの平衡位置である．

一方で，外力が働かない状態であってもカンチレバーの

平衡位置z0は変動する．それにより斥力の大きさが変化す

るため，スキャン中に観察者が画像を確認しながら手動

で調節する必要が生じる．また，コンタクトモードにお

いては探針先端を常時接触させながら横方向へ動かすた

め，凹凸の大きい試料の場合には横方向への力が生じる．

そのため，コンタクトモードは水溶性タンパク質よりも，

表面の粗さが1 nm程度である膜タンパク質試料の観察に

向いている．凹凸の大きい試料に対しては，次に述べる

タッピングモードが適している．

タッピングモードは，カンチレバーを強制的に振動させ

（図3b），その振幅値をフィードバック信号として用いる．

探針と試料との相互作用による振幅値の変化を検出する

ことから，振幅変調モード（amplitude modulation mode）と

もよばれる．試料表面をスキャンする間，振動振幅は一

定値に保たれる．探針先端は振動の1周期ごとに試料に接

触し，それ以外の時間は非接触状態となる．コンタクト

モードと比較してスキャン中に横方向へ生じる力を大幅

に低減することができる．そのため，コンタクトモード

では観察が極端に難しい試料であっても，タッピングモー

ドでは観察可能な場合がある．タッピングモードにおい

て生じるz方向への斥力は振動1周期を通した力の平均値で

表されることが多い．試料との相互作用がない状態の振

幅（自由振動振幅）をA0，スキャン中の振動振幅をA，カン

チレバーのQ値をQとすれば，斥力の平均値〈F〉は次の式

で表すことができる（García 2010）．

この式より，タッピングモードにおいて力を小さく保

つためには，自由振動振幅A0を小さく，スキャン中の振動

振幅Aは可能な限り自由振動振幅に近い値に設定すること

が重要であることが分かる．一方で，自由振動振幅が小

垂直方向の力

水平方向の力

垂直方向の撃力

(a) (b)

図3：AFM測定モードの模式図．（a）コンタクトモード．（b）タッ
ピングモード．
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さすぎる場合には試料への横方向への力が発生しやすく

なる．そのため，タンパク質試料を観察する場合にはA0は
1 nm程度以上に設定される．なお，Q値は品質係数ともよ

ばれ，媒質の粘性に逆比例する量である．我々が通常タッ

ピングモード測定で適用するパラメーター（k = 0.1 ～ 0.2 

N/m，Q 〜 1，A0 〜 1 nm，A 〜 0.9 nm）の場合，タッピン

グ力の平均値は20 〜 40 pN程度と計算される．この値は

あくまでも非接触状態の時間も含めた平均値であり，タッ

ピング力のピーク値（Fpeak）はさらに大きい．その計算式（Hu 

and Raman 2007）を用いると，試料のヤング率を100 MPa，

探針先端の曲率半径を2 nm，タッピングのパラメーター

を先ほどと同じと仮定したとき，Fpeakは〈F〉の5倍程度と計

算される．カンチレバーの強制振動は，一般的に，カン

チレバー付近に取り付けた振動子によって機械的に生じ

させる．その励振効率は時間とともに変化し，そのため，

自由振動振幅A0は長時間にわたり変動する．これにより，

コンタクトモードの場合と同様に力が変動するため，観

察者による調整が必要となる．

2-3. 空間分解能
AFMによるタンパク質観察において，サブユニット構

造が明瞭に観察される場合がある．このような高分解能測

定では，横方向の空間分解能は1 nm程度であると見積もら

れる（Fechner et al. 2009）．AFM測定における空間分解能は，

主に探針先端の形状により制限される．先端の鋭い探針で

あるほど横方向分解能は高くなる．市販のカンチレバーで

は，曲率半径10 nm以下の探針先端をもつものが入手可能

である．また，電子ビームによりカンチレバー先端に探針

を成長させる方法（Electron Beam Deposition: EBD）（Wendel 

et al. 1995）を用いれば，探針を自作することもできる．い

ずれの場合においても，探針先端の形状がAFMの横方向

分解能に大きく影響する．仮に図4のような高さ1 nmの試

料を曲率半径5 nmの探針でスキャンすると，探針先端の軌

跡，すなわちAFM測定により得られる表面構造像は半値

全幅で4 nm広がることになる．これはタンパク質のサブユ

ニット構造を1 nmの空間分解能で可視化できることと矛盾

しているように思われる．このことは，探針先端の形状は

必ずしも球形ではなく，局所的に突出した構造をもつこと

を示唆している．突出箇所が探針先端にあれば高い空間分

解能でAFM画像を得ることができる．ただし，探針先端

の形状を正確に制御することは困難であり，高分解能観察

が可能な探針であるか否かは運によるところが大きい．な

お，近年ではデータ解析方法や情報処理により，探針形状

の影響を低減し分解能を上げる技術も進展している（Heath 

et al. 2021, Matsunaga et al. 2023）．
AFM測定において探針で試料をスキャンする間，探針

先端は常に同じ形状を保っているとは限らない．試料と

の相互作用による先端形状の変化あるいはコンタミの付

着により，突然画質が変化することがある．探針の先端

形状による効果をタンパク質の構造と混同することのな

いように，データの解釈に注意を払う必要がある．特に

ダブルチップと呼ばれる効果には注意を要する．探針先

端にふたつの突起があると，それぞれの突起先端が同じ

構造をなぞることになる．結果として，ある突起Aによる

表面構造と突起Bによる表面構造とが1枚の画像の中に重

なった画像が得られる（図5）．全ての分子が同じ向きにそ

ろっているように見えることがあるが，そのような画像

が得られた場合にはまずダブルチップの可能性を考える

必要がある．

　

2-4. 高速AFM
2001年に高速AFMが報告（Ando et al. 2001）されて以降，

現在に至るまでAFM装置の高速化と関連技術の開発が進

んできた．それ以前は1枚の画像を得るのに数分以上要し

探針
1 nm

5 nm

図4：探針曲率半径によるAFM水平方向分解能への影響．点線：
探針曲率半径を5 nm，試料の高さと幅を1 nmと仮定したときの
探針先端の軌跡．AFM表面構造は5 nm程度の幅をもった構造と
して観察される．

突起 A 突起 B A
B

(a) (b)

図5：ダブルチップによるアーチファクト．（a）ダブルチップを
持つ探針によるAFM観察の模式図．（b）ダブルチップにより得
られるAFM像の模式図．A：突起Aによる構造．B：突起Bによ
る構造．
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ていたものが0.1秒以下で画像取得が可能になり，近年で

は1秒間に50枚の画像取得性能を有するAFMも市販されて

いる．ここでは，AFMの高速化技術の概要を述べる．
AFM測定は，試料（もしくはカンチレバー）のxyスキャン

と同時に相互作用力を一定に保つためのz方向へのフィー

ドバック動作を伴う．その機械的な動作をいかに速くで

きるかが高速化の要点である．質量の大きな試料台（もし

くはカンチレバーホルダ）を急激に動作させると過渡的な

振動が生じる．その機械的な特性のため，1枚のAFM画像

を得るのに必要な時間が制限される．例えるなら，下端に

おもりをぶら下げたバネの上端を手で上下動させ，そのと

きおもりと手の上下動を同じにするためには，ゆっくり

と上下させる必要があるのと同じである．速く動かせば

バネの不要な伸び縮みや振動が生じてしまい，正しい表面

構造を得ることができない．このようなAFM構成部品の

過渡的な応答を小さくするためには，おもりの質量を減ら

す，つまり機械的な動作をする部品のサイズを小さくすれ

ばよい．そのため，高速AFMのスキャナでは小型のピエ

ゾ素子が用いられ，特殊な形状のスキャナ（Marchesi et al. 

2021）を除けばxy方向の動作範囲は1 ～数µm程度，z方向は

数百nm ～ 1 µm程度となる．さらに過渡的な振動を能動的

に抑制するアクティブダンピングにより，スキャナの動作

速度はより高められる（Kodera et al. 2005）．

スキャナだけでなく，探針と試料との相互作用により

生じるカンチレバーの応答速度の向上も高速化において

重要である．カンチレバーの応答速度を向上させるため

には，スキャナの部品と同様，質量を減らせばよい．つ

まりカンチレバーそのものの大きさを小さくすればよい

（Viani et al. 2000）．そのため，高速AFMで使用されるカン

チレバーは，一般的なカンチレバーよりも一桁サイズが

小さく，長さ10 µm程度である．カンチレバーの応答速度

は，同程度のバネ定数であれば，共振周波数が高いほど

速くなると考えてよい．高速AFM用のカンチレバーは小

さいバネ定数と高い共振周波数が両立するように設計さ

れており，大気中で1 MHz以上の共振周波数を持つものが

販売されている．実際に溶液環境中で使用する場合には，

周囲の水の存在により共振周波数は低下する．そのため，

タッピングモードで用いる励振周波数は大気中の共振周

波数のおよそ1/3になる．

タッピングモードAFMにおいては，カンチレバーの振

動振幅をフィードバック信号として用いる．そのため，

高速AFMでは振動振幅の計測における遅延を小さくする

ことにも力が注がれている．高速AFMが開発された当初

は振幅計測の遅延としてカンチレバー振動周期の1/2の時

間を要していたものが，現在ではほぼ無視できる程度の

遅延時間で振幅値を計測することが可能である（Umeda et 

al. 2021）．その他，x方向への順方向スキャン時にのみ画

像を取得する方法（Fukuda and Ando 2021）や，順方向スキャ

ンで得られた画像と逆方向スキャンで得られた画像を重

ね合わせる方法（Kubo et al. 2023）により，画像取得時間の

短縮が図られている．

3．AFMの光合成研究への応用

光捕集に始まる一連の光合成反応は，流動的な膜の中

で光合成タンパク質が高度に組織化されることで達成さ

れる．AFMは，光合成膜内のタンパク質の配置や相互作

用を，高解像度かつ生理条件下で直接観察することがで

きる有用な手法である．ここでは，AFMで観察するため

にサンプルに求められる条件，およびAFMを用いた代表

的な研究について紹介する．

3.1　AFM観察の実際
高分解能のAFM像を取得するには，サンプルとなる光

合成膜はできるだけ平坦である必要がある．シアノバク

テリアのチラコイド膜や，一部の光合成細菌でみられる

ラメラ状クロマトフォアのような平面膜であれば，細胞

から単離された膜を必要に応じて精製したのち，そのま

ま基板であるマイカに吸着させて観察される．高等植物

のチラコイド膜のように膜が三次元構造を形成している

場合，低濃度の界面活性剤で可溶化し，膜を断片化させ

る必要がある．これをショ糖密度勾配やゲルろ過カラム

で精製することで観察用のサンプルが調製される．ホウ

レンソウやシロイヌナズナからAFM観察用の膜を単離す

る場合，界面活性剤としてジギトニンが広く用いられて

おり，ルーメン側が表に向いた反転グラナ膜や乖離した

ストロマラメラを観察することが可能である．しかしな

がら，界面活性剤の使用は膜構造が変化するリスクを伴

う．観察目的に応じた界面活性剤の選択と可溶化濃度の

最適化が必要である．

得られたAFM像には，必要に応じてノイズリダクショ

ン等の画像処理が施される．現在，AFMの空間分解能は，

膜水平方向に1 nm，高さ方向に0.1 nmに達する．そのた

め，PSI，PSIIの表在性サブユニットや，Cyt b6 f のルーメ

ン側サブユニットなど，膜面から3−4 nm飛び出ているタ

ンパク質であれば，AFMで捉えることは比較的容易であ

る．一方，膜面との高低差が小さいアンテナタンパク質や，

逆にATPaseのCF1サブユニットなど，膜面からの突出が大
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きく針との相互作用で容易に乖離してしまうタンパク質

は観察が難しく，測定やデータ解析に工夫が求められる．

また，光合成膜を占めるメジャーなタンパク質について

は，既に構造が解かれており，その三次元座標がPDBバン

クに登録されている．この原子座標をもとにAFM像をシ

ミュレーションし（Amyot and Flechsig 2020），取得された
AFM像と照らし合わせることで，タンパク質の帰属やサ

ブユニットの結合の有無に関する情報を得ることが可能

である．

3-2　AFMを用いた複合体高次構造の観察
これまでに，紅色細菌，紅藻，シアノバクテリア，植

物において，光合成膜におけるタンパク質の分布と構造

がAFMにより明らかにされてきた（Wood et al. 2018, Liu et 

al. 2013, Sturgis et al. 2009, Zhao et al. 2016）．膜構造は，ネ

ガティブ染色やクライオ電子線トモグラフィーでも調べ

られてきたが，これらの手法でin situのタンパク質構造を

見るには，多数の分子に対して画像の平均化処理が必要に

なる．一方AFMは，単一の分子を比較的高い分解能で観

察できるため，個々の分子の構造的特徴や複合体形成の

違いを直接評価することが可能である．そのため，光合

成膜内での多様な複合体形成や高次構造をとらえること

に力を発揮してきた．例えば，シロイヌナズナから単離

されたグラナ観察では，大部分のPSIIはLHCIIと複合体を

作りグラナ中でランダムに配向しているが，一部のPSII複

合体は，結晶状に規則正しく配列したアレイ構造を形成

していることが明らかになった（Tietz et al. 2015）．またア

レイ構造の形成が，膜脂質の脂肪酸不飽和度や光阻害の

程度，さらに，ホウレンソウのグラナでは温度に依存す

ることがAFM観察により明らかになった（Tietz et al. 2015, 

Onoa et al. 2014, Sznee et al. 2011）．グラナのタンパク質密

度は70−80%ときわめて高い．そのため膜面積の大部分を

占めるPSII複合体がランダムに配向した場合，プラストキ

ノンの拡散可能距離は短く，隣接するCyt b6 f との間でし

か電子のやり取りをできない．一方，アレイ構造が形成

されるとタンパク質格子の合間を縫ったより長距離の拡

散が可能になる．そのため，グラナで観察されたPSII複合

体の高次構造化は，生理環境に応答した電子伝達制御に

関連していると考えられている（Ruban et al. 2015）．

生理環境に応答した複合体高次構造の変化は，シアノ

バクテリアのチラコイド膜においてもとらえられている．

シアノバクテリアは集光アンテナとして水溶性タンパク

質であるフィコビリソームを有するが，鉄欠乏条件下で

は膜貫通アンテナタンパク質であるIsiAが発現し，PSIの

周りにリング状の会合体として結合する．Synechococcus 

elongatus PCC 7942のチラコイド膜では，強光ストレスに

よってもIsiAが蓄積することがAFMによる観察で確認さ

れた（Zhao et al. 2020）．これまで，電子顕微鏡をもちいた

単粒子解析より，PSIは一層もしくは二層のIsiAリングを

有する構造であると報告されていたが，AFMによる詳細

な観察の結果，PSIには単層のIsiAリングを有するものか

ら，四層以上のリングと極めて大きい複合体を形成して

いるものまで存在することが明らかになった．またシア

ノバクテリアでは，光強度だけでなく，光の波長に応答

した複合体高次構造の変化も確認されている．通常PSIに

はChl aが結合するが，いくつかのシアノバクテリアでは，

遠赤色光培養により長波長光を吸収できるChl dやChl fを
PSIに結合させることが知られてきた．三種類のシアノバ

ク テ リ アChroococcidiopsis thermalis 7203，Synechococcus 

sp. PCC 7335，Chroococcidiopsis fritschii 9212では，単量体

や二量体といった不規則な対称性にあったPSIが遠赤色光

順応に伴い三量体化する様子がAFＭによりとらえられ，

シアノバクテリアがマクロな構造変化を通して光環境に

適応していることが明らかになった（MacGregor-Chatwin et 

al. 2022）．

3-3. 高速AFMを用いた光合成反応ダイナミクスの可視化
光合成反応の多くのプロセスは，タンパク質の移動や

構造変化を伴う．例えば，プラストシアニンによる電子

輸送，酸化損傷を受けたPSIIのグラナからストロマラメラ

への水平移動とFtsHによるD1分解，励起バランスを調節

するためにLHCIIがPSIIからPSIへとシャトルされるステー

ト遷移などである．近年，イメージング速度を各段に向

上させた高速AFM技術が開発され（Ando et al. 2001, Ando 

et al. 2024），これらの反応ダイナミクスを直接動画とし

て可視化する試みが進められつつある．光合成膜におけ

るタンパク動態に関する研究は，古くから蛍光消光回復

法（FRAP）や蛍光相関分光法（FCS）を用いて行われてきた

（Kirchhoff et al. 2014）．しかし，これらの手法では，追跡

できる対象が蛍光を発する光合成タンパク質に限られる．

また各タンパク質の室温下での蛍光波長は近いため，特

定のタンパク質に関する情報を抜き出すハードルは高い．

目的タンパク質にサブミクロンサイズの標識をつけ顕微

鏡で追跡する一分子追跡法（SPT）を用いた動態評価も行わ

れてきたが，標識粒子の立体障害によりタンパク質の移

動域に制限がでてしまうという問題点がある（Consoli et al. 

2005）．高速AFM像として，溶液中で非破壊かつ無修飾の

状態で，膜内での各タンパク質のふるまいを計測できれ
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ば，様々な光合成反応に詳細な説明を与えることが可能

になる．

高速AFMを適用した研究例として，B. Onoaらによるホ

ウレンソウ由来グラナの観察がある（Onoa et al. 2020）．分

解能の問題でCyt b6 f とPSIIの区別には至らなかったもの

の，これら二量体タンパク質がグラナで拡散する様子が

動画として初めてとらえられた．大部分のグラナにおい

て二量体タンパク質は〜 10 nm2の局所領域内での拡散を

示したが，一部のグラナでは光応答における過渡的な状

態と予想される，極めて大きな移動性を示すことが明ら

かになった．また，高速AFMはグラナにおけるPSIIの構造

変化の追跡にも用いられている（Tokano et al. 2020）．PSII

の膜表在性サブユニットであるPsbPとPsbOがプローブと

の相互作用により段階的に乖離していく様子がとらえら

れた．この膜表在性タンパク質の乖離と，さらにはMnCa

クラスターの分解が，CP43のルーメン側ドメインに構造

的ゆらぎをもたらすことが高速AFMで明らかになり，こ

のドメインのMnCaクラスター構築への重要性が示唆され

ることとなった．今後，高速AFMを用いた研究が進み，

光を含めた生理環境の変化が，どのように光合成タンパ

ク質の物性や構造，そしてマクロな配置の変化をもたら

すのか，分子スケールで理解されることが期待される．
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