
講義ノート

走査プローブ顕微鏡､何というtrickyな
東京工業大学 生命理工学部 梅村 和夫

走査プローブ顕微鏡(SPM)が開発されて約十年､生命科学に本格的に応用され始めて
約五年､未だにこれが｢SPMの生物物理｣だっ!､と言える研究は出てこない｡データは
雑然と沢山あるけれど､生物物理学の有力な知見は得られていない｡従って今回のサブゼミ

でも､大河ドラマは措けない｡

｢夢のSPM｣ではなかったのか? SPMは所詮､生物物理のバブルだったのか?

いやそんなはずはない｡ (と思う｡ ) この辺りで話を整理してみる必要がある｡SPM
で何ができて何ができないのか｡どこまでが実験事実でどこからがハッタリなのか｡90年

頃盛んに語られたSPMの｢夢｣は､現実のスケジュールとしてどの程度可能なのか｡
本稿では､主として物理学の領域の読者の方にSPMの生物物理への応用に興味を持って
いただくことを目的として､あまり生物学の細かい点には立ち入らずに､バイオSPMの､
可能性に満ちた､しかし混沌とした現状を述べてみたい｡

1
元祖SPMと言えば､走査トンネル顕微鏡(STM)｡ これが世に出たのは1982年｡
そして今や生物物理への応用の中心となった原子間力顕微鏡(AFM)の開発が1986年｡
かくして1989年の国際STM学会で､怒涛のように生体試料測定が報告される｡さらに
はSTM､AFM以外にもさまざまのプローブ顕微鏡も登場して､SPMと総称されるよう
になった｡

SPMのコンセプト｡先端を鋭く尖らせたプローブを､とにかくサンプル表面に近づける｡
このときサンプループローブ間にトンネル電流が生じれば､これを検知しながらサンプル表

面をなぞって走査し､STMと呼ぶ｡サンプループローブ間にファンデルワールス力あれば､
これを検知し走査してAFMと言う｡磁気力なら磁気力顕微鏡(MFM)､摩擦力なら摩擦
力顕微鏡(FFM)｡ ではプローブを光ファイバーで作ったら? プローブをサンプル近
傍で振動させたら? 物理量は何でもいい｡サンプループローブ間の相互作用を､何らかの

方法で検知し走査して､サンプル表面の情報を得る｡物理量は何でもいい､というところが

素晴らしいと思う｡

もう少し具体的に記述すれば｡たとえば市販のAFMの基本的なものの場合､非常に薄
い板バネ(カンチレバー､先端には鋭い探針がついている｡)をサンプル表面に近づける｡

カンチレバーのバネ定数はバイオ用なら0.001-0.1N血 くらいなので､探針がほんの少し

サンプル表面に触るだけでカンチレバーはたわむ｡実はカンチレバー表面には金コートが施

してあり､そこにレーザー光が当ててある｡カンチレバーがたわめばレーザーの反射角が変

わる｡カンチレバー表面で反射したレーザー光は上下2分割フォトダイオードで検知されて
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いる｡ので､反射角が変われば､上のデテクタで掃捉される光量と下のデテクタのそれとの

割合が変化する｡かくして､カンチレバーのたわみ量が測定できる｡一方サンプルは圧電体

素子 (ピエゾ)にとりつけられてあり､ピエゾに適当な電圧 (フィードバック･ゲイン)杏

かければサシプルの位置を正確に制御できる｡そこで､カンチレバーのたわみ量を一定にす

るようにフィードバックをかけながらⅩy方向に走査する｡するとピエゾはサンプル表面の

凹凸に沿って動くことになる｡このピエゾの動きを画像として描き出せば､それはサンプル

表面の凹凸画像 (トボ像)となる｡ (図1参照)

書いておいて言うのも何ですが､実際に装置を見ていただいた方がずっと早く理解してい

ただけます｡

2
SPMが半導体や金属の原子構造の研究で一世を風廃した後､研究者の眼が生体試料の構

造観察に向けられたのは当然の成りゆきだった｡

これまで高分解能の生体観察と言えば､Ⅹ線解析にしろ電子顕微鏡にしろ､多くの場合

｢真空｣と｢ビーム｣かつきものであった｡真空中にある生体試料は｢干物｣であり､ ｢死

に体｣ではないのか? という疑問は口にしてもせんないことだった｡ビームが生体構造を

破壊してしまうのも暗黙の了解だった｡それは高分解能の代償だったとさえ言えよう｡ (最

近のクライオ電顕技術の進歩は､ゆえに画期的だ｡)

片やSPMはどうか｡STMもAFMも､真空中測定はもちろんメリットがあるけれど､

真空は必須条件ではない｡大気中･溶液中で測定ができる｡サンプルにそっとプローブを近

づけるだけだから､壊れやすい生体試料にダメージを与えないですむはずだ｡それでいて原

子分解能が得られるはずだ｡さらには表面をなぞって走査するので､三次元像 (物体の凹凸

像)も得られるはずだ｡とすれば｢生きた状態での高分解能観客ができるのではないか｣､

これが最も大きな期待だった｡しかしこの期待がいかに無邪気でノーテンキなものであるか､

すぐに分かってくることになる- - ･

実はもう一つの期待もあった｡構造観察と同時に､｢生体表面のローカルな物性が滴定で

きるのではないか｣､という期待だった｡プローブーサンプル間の相互作用を測るわけだか

ら､それはそのまま表面物性を測っていることになるはずだ｡細いプローブを使うから､局

所的な測定ができるはずだ｡これまでの物理測定の多くはマクロ､つまりサンプル全体の粘

弾性とか､導電性とかを測っていたわけで､分子一個一個の弾性率や導電率を直接測ると言

うことは想像もできなかったことであろう｡ (最近の光学顕微鏡技術の進歩は､ゆえに画期

的だ｡)しかし大半の研究者はとりあえずきれいな画像を得ることにとりかかったため､こ

ちらの方はごく最近までお預けとなる｡

バイオSPMのパイオニアとはどんな人 か々｡当初はSPM開発のエンジニア､あるいは

物理学者が多かった｡これらの人 が々生物学者から生体試料をもらって測定する､というパ

ターンが多かった｡SPMが市販され普及するまでは特に､自分で装置を作れるということ

が重要だったし､何よりも大半の生物学者はSPMがどんな装置か知らなかったから｡
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図1 AFMの概念図

図2･様々な相互作用の測定
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1990年にAFMが市販されると､まず化学者の間に急速に広がり､92年頃からはバイ

オの研究室にも広がってきた｡と同時に､物理学者が片手間に生体試料を測定する実験は減

りつつある｡パイオニアの中身は徐 に々変化しつつある｡

と思っていたら｡最近発表された｢STM観察によるDNA核酸塩基の識別｣(1)という実

験にはびっく▲ら｡DNAを構成している分子 (アデニン､グアニン)を､結晶表面に加熱蒸

着し､超高真空下､100KでSTM観察すると､アデニンとグアニンは違った形に見えた｡更

に電流･電圧特性を調べると､それぞれ異なる性質であった､という報告｡ ｢加熱蒸着｣

｢超高真空下｣ ｢100KJ､何というtrickyな.どれも生物学者には思いつかない斬新さ｡こ

れだから物理学者はあなどれない｡日本発のバイオSPMの今年の､多分トップデータ｡

3
初期データの多くは､とりあえずサンプルの凹凸画像を措こうと言うものだった｡平坦な

基板の上に､DNAや蛋白質､細胞などをのせて観察するというものである｡

なんと言ってももっとも多く観察されてきたのはDNA｡しかしその初期においては､見

えたものが本当にDNAなのかどうか､それが分からなかった｡高配向性グラファイト

(HOPG)を基板にして､そこにDNAを乗せて観察し｢スジ状のものが見えた｣という
場合が多かったが､実はHOPG自体の表面にも無数のスジ状の段差 (ステップ)があると

いうことが､これもSPM観察から分かってきた｡これまでDNA像だと思っていたものの

多くは､実は基板のステップではないのか､との疑問を投げかけたC.R.Clemm er等の

｢GIaphite:AMi血°fわrDNA弧dOtherBiomoleculesinSca血ingTumelingMicros00pe

studies｣(2)は大変にショッキングだった｡ Mimic,mimic,mimic,悪夢のような響き｡

そんな論争に終止符を打ったのはcarlosBustamante等の｢CircularDNAMolecules

imagedinAirbyScanningForceMicroscopy｣(3).見えているものがDNAであること

の証明｡彼らは輪になったDNA (circularDNA)を観察した｡すると確かに輪に見えるし､

円周の長さも期待値と一致した｡何というtrickyな､証明.彼らは更にマグネシウムを用い

てDNAを雲母に静電吸着させる方法や､DNAの見え方から逆に探針の形を推定するモデ

ルを提案した｡これはまさにDNA観察の金字塔｡この報告の後､DNA観察はどうやって

見るかの段階から､見て何が分かるのかを議論する段階に入った｡

DNA以外についても､最初はなかなか画像そのものがうまくとれなかった｡そこで､基

板はどんなものがいいか､サンプル作成の手順をどう改良するか､といった類のことが実験

報告の主な内容だったが､最近は画像をとること自体は､ほぼできるようになったと言える｡

(今でも難しいサンプルもあるが｡)

見て何が分かるのか? これは今現在の大問題｡今ではいろんな生体物質の観察ができる

ようになったけれど､しかし大概の画像は電子顕微鏡や光学顕微鏡などで見えてしまってい

る｡もし画像の水平分解能で勝負するならば､かなり細かい議論をしなければならない｡と

ころが細かい議論をしようとすると､探針自体がある太さを持っていることが大問題になる｡

よく考えてみれば､SPMでとったトポ像というのは探針とサンプルのすりあわせであって､
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｢探針でサンプル表面の凹凸を措く｣ことは逆から見れば｢サンプルで探針表面の凹凸を措

いている｣とも言えるわけである｡大ざっばな議論をする分には､探針がサンプルに比べて

十分細いとみなしていいだろうが､ぎりぎりの議論をしようとすると無視できなくなってく

る｡例えば蛋白質のサイズは普通数nmから数十nm くらい､一方探針先端の曲率半径は

10nmから20mmだから､ほぼサイズが桔抗してしまう｡ これはなかなかやっかいである｡

結晶面で周期を求める実験ならばまだしも､生きた細胞や蛋白質がぶよぶよしている状態で

細かい議論をするのは容易なことではない. ｢SPMはきれいな触ま撮れるけど､いいとこ

電顕や光顕の追試をやっているだけで､科学としては何も新しくないのではないですか｡｣

という批判に答えられるデータは少ない｡明らかに水平分解能は光顕より高いから､液中測

定で生体反応を見られたらいいのだが､いかんせん時間分解能が低いのが大きな問題で､柔

らかいサンプルになると一枚絵を取るのに数分はかかってしまう｡

パイオニアとしての誠意を示すためには､何とか斬り込まなければならない｡そのきっか

けになる実験報告が､今年になってぽろぽろでてきた｡それは｡

4
今春の話題を独占したのは､E.-LFlo血 等の｢AdhesionForcesBetweenhdividual

ugand-ReceptorPairs｣ (4)｡ サンプルとしては蛋白質 (ビオチン)で覆ったアガロース･

ビーズを使い､一方AFMの探針も蛋白質 (アビジン)でコートした｡先ず探針をビーズに
接触させ､その後ピェゾで両者を引き離す｡このとき探針側の蛋白質と､ビーズ側の蛋白質

が結合していれば､探針とビーズはなかなか離れないから､カンチレバーは引っ張られてた

わんで行き､ある臨界力がかかったところで､ボンッと離れる｡この臨界力が､アビジンと

ビオチンの結合力であろうというわけです｡このとき､ⅩY方向に走査はせず､探針を単に

上下に動かすのです｡この測定法は､業界用語では｢フォースカーブ測定｣と呼んでいます｡

今回の測定は､もちろん溶液中｡但しここで求まった力は､探針表面にくっついている蛋白

質の結合力の総和なので､彼らはこれを自己相関関数で解析して､分子一個当たりの結合力

を求めている｡スタンダードな場合で160pN.顕微鏡で絵をとらないで力を測るなんて､こ

れまた何というtrickyな.

続いてはM.Radmacher等の｢DirectObservationofEnzymeActivitywiththeAtomic

ForceMicroscope｣ (5)o彼らはAFMの探針をサンプル表面ぎりぎりまで近づけ､カンチレ
バーを振動させた｡ (探針はサンプルに接触しているか? 彼らは表面をタップしていると

表現し､これをタッピングモードAFMと名付けた.) サンプルはリゾチームという蛋白
質をマイカ表面に一面に吸着させたもの｡液中測定｡さて､彼らはこの溶液に､リゾチーム

と反応する酵素を入れた場合と入れない場合の比較を行った｡溶液を注入した直後から､カ

ンチレバーの振幅の時間変化を測ったのだ｡すると､酵素がないと畠に比べ､酵素があると

きは1nm程度の違いが見られたという｡すなわち蛋白質が反応を起こしたときに引き起こ

される表面の微小な変化を､カンチレバーの振幅の変化として捕らえれた､言い換えれば酵

素活性の直接測定ができた､というわけだ｡この実験でも探針は振動させてあるだけで､
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ⅩY方向の走査はしていない｡走査しなかった理由はいろいろあると思われるが､その一つ

として挙げられることには､彼らは走査しないことによって､50ミリ秒の時間分解能を得た｡

走査するのに時間がかかるわけだから､一点だけでの振幅変化の測定ならば､高速測定が可

能なのである｡それにしても時間分解能を上げるためには濃を捨てるとは､何というtricky

な｡

まだ生物物理李に多大な貢献をするところまでには至っていないが､読んでいると幸せに

なれるような論文がでてきたと言えよう｡ これらに共通していることは､SPMはこれまで

多機能顕微鏡としてその情報量の多さを売り物にしてきたが､その多機能さを捨てる､特に

｢画像｣というもっとも情報量の多い部分をばっさり捨て去ることで鋭く斬り込んだという

点である｡しかし実はそのことによって､SPMでは絵をとるだけではなくてこんなことが

できるんですよ､とSPMの多機能さをアピールしているというパラドックスのような構造

になっている｡

このような発想に立てば､様 の々応用が広がってくる｡探針こサンプル､溶液の三者の組

み合わせだけでも､･かなり複雑な実験系が組めるし､画像をとるための探針と物性を測るた

めの探針を同じカンチレバーにくっつけるとか､そばに電極を置いてみるとか､いくらでも

可能性は広げられる｡ (図2参照)

とりあえず来年は? 来年のことは分からないけれど､願わくばもっと幸せになれますよ

うに｡
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