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フオトクロミックカンチレバーによる蛋白質の

疎水・親水・荷電領域の可視化

金沢大学理学部物理学科

安藤敏夫

Z章背景

ここでは、本研究が何を目指して行ってきたかを明確にするために、本研究の

背景となるAFM研究、及び蛋白質構造研究について簡単に触れる。

過去10年近くにわたり、AFMを形状観察以外に活用する手法の開発が様々な生

命・材料科学分野で行われてきた。基本的には全てAFMの力センサーとしての機

能を利用している。過去の研究例を大きく分類してみると、以下の様になる。(1)

プローブと試料との間に働く力をそれらの距離の関数として測定し（いわゆるフ

ォースカーブの測定)、そのフォースカーブから粘弾性、引力、斥力、吸着力（破

断力）を求める。試料は均質な場合で、XY位置は固定である。プローブは通常

のカンチレバー探針を用いる場合と、その探針に特定の性質をもつ物質を固定し

た場合とがある。(2)特定の物質をプローブに固定し、その物質とのみ相互作用す

る物質の2次元配置を求める。例えば、抗体をプローブに吸着させ、そのエピト

ープの試料表面上での局在を可視化する。(3)(l)を2次元に拡大したもので、不

均一な試料上の粘弾性、弓|力、斥力、吸着力などをマッピングする。(4)カンチレ

バーを振動させながら探針と相互作用させ、その相互作用による振動の位相変動

をマッピングする(ダイナミヅクフオースマッピング)。主に粘弾性の研究に使わ

れてきた。(5)基板に固定した試料の一部を探針に結合させたのち、カンチレバー

を引き上げていったときの力計測より、試料構造の変形や崩壊の様子を調べる。

特に蛋白質のアンフォールデイングの研究に応用されている。

他方､蛋白質の働きをその構造との関係で調べる研究には様々な手法が使われ

てきた。最も詳細な情報を与えるX線結晶解析では、ポリペプチドの主鎖の折れ

たたまり方から側鎖の配置まで原子レベルの情報を与える。それ故、詳細な形状

や異なる化学的性質の局在などを知ることができる。しかしながら、結晶という

大きな制約があり、機能している蛋白質のダイナミックな変化を追跡することは

ごく一部の例外を除いては不可能である。配向した準結晶のクライオ電子顕微鏡
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像からもX線結晶解析と同レベルの情報が得られる。しかし、前述の問題を抱え

ている。水溶液中で機能できる状態にある蛋白質の構造を調べる手法にはNMRと

AFMがある。NMRは原子レベルの構造情報を与えることは可能だが、高濃度の蛋白

質と長い計測時間が必要であり、極簡単な機能をもつ蛋白質にしか現状では適用

できない。AFMは蛋白質表面の情報を与えるが、内部の情報は全く与えない。しか

し、水溶液中にある個々の分子を観察できるという大きなメリットをもつ。空間

分解能は良好な場合1－2ナノメーター程度であり、電子顕微鏡並である。それ故、

様々な種類の蛋白質の形状が観察されてきた。

上2つの概述から、フォースセンサーとしてのAFMの性能を蛋白質の形状以外

の構造観察に活用することは当然成されているように想像されるが、実の所全く

成されていない。斥力、引力、吸着力の情報から、試料の親水性、疎水性、荷電

などの情報が得られることは、実際に証明されている。しかし、それらの研究で

は性質が既知な人工試料系でのみデモンストレーションされている。性質が未知

の試料について親水性領域、疎水性領域、荷電領域が明確に示された例は皆無で

ある。他方、これらの領域の局在やその変化を知ることは蛋白質の構造・機能相

関を調べる上で極めて重要である。それにも拘わらず、研究が行われていないこ

とにはそれなりの理由がある。次の章で、この理由を明らかにした上で、問題解

決の戦略を概述する。

2章研発の戦勝

蛋白質表面の異なる物理化学的性質をここでは、親水性、疎水性、荷電に限定

する。例えば、疎水性領域の局在を調べる場合、プローブを疎水性にして、試料

とプローブとの間の吸着力を2次元マップすればよい。荷電領域の局在を調べる

場合には、プローブに電荷を持たせればよい。また、ひとつのプローブで得たデ

ータから物理化学的性質を断定することは難しいので、異なる性質をもつプロー

ブが必要になる。しかしながら、カンチレバーを交換し、同じ領域を再度走査す

ることは不可能であろう。また、試料のXY各点でフォースカーブを求めること

は膨大な時間を要求する。装置のドリフトは長時間の測定を不可能にする。以上

のことが､AFMによる蛋白質表面の物理化学的性質のマッピングを不可能にしてい

る。

プローブの交換の問題をフオトクロミック色素の利用で解決することを本研究で

提案する。フオトクロミック色素とは、或る波長の光の照射により異なる化学構
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造に変換される色素のことであり、多くの化合物が知られている。異なる波長の

光で可逆的変換をするものや、時間とともに他方に変換するものが知られている。

また、2者の化学的性質が大きく異なるものが知られている。例えば、疎水・親

水変換をするものや、疎水・荷電変換をするものがある。これをプローブに付着

させておけば、光により性質を変換でき、カンチレバーを交換する必要がなくな

る。マッピング時間を短縮する方策として2つが考えられる。ひとつは、XY各

点でフォースカーブを取る方法に代わり、新しい走査方法を工夫する。もうひと

つは､AFM装置そのものを飛躍的に高速化して、XY各点でフォースカーブを取っ

ても短時間に計測を完了させる方法である。この高速手法は極めて理想的である

が、それ自身大きな研究テーマとなる。実際我々はこれを成し遂げたが、本研究

の課題とは別の研究として独立に行った（しかし、その概略については本報告書

に含めた)。

3章フォトクロミック色素

3-1.腕ﾉ〃〃/eGr･e伽の綴造

フオトクロミック色素には多くの種類がある。ここでは、疎水・荷電変換する

マラカイトグリーンを選んだ。この色素は図1に示すような化学的変化を示す。

N(CN3)2 N(CN3)2

ノCro、α 菖号CrHSO3-C-''､~3-C
一

中←「中
N*(CHa),N(CH3),

図1MalachiteGreenの構造変化

亜硫酸水素イオンの結合により電荷が無くなり疎水性になる。紫外線照射で亜硫酸水

素イオンが解離し、正電荷を帯びるようになる。ここで、亜硫酸水素イオンの他に、

シアン、水酸イオン、ホウ酸イオン、りん酸などが使えるが、亜硫酸水素イオンは比

較的速く反応し、モーター蛋白質に無害であったので、本研究で用いた。このマラカ

イトグリーンのままではカンチレバープローブに安定に吸着させておくことはでき

ない。何らかの方法で共有結合させることが望ましい。そこで、ビニル基をもつマラ

カイトグリーンを合成した。

9



3-2.4''-J伽yIM""c""eG"e"の合成

この合成はManeckeandKossmehl(1960)の方法に従った。各反応段階の様子を図2
に示す。箇条書きで合成手順の概略を以下にまとめる。

溶媒及び試薬液はモレキユラーシーブスで水分を除去し、N2ガスで乾燥させたも

のを使う。

無水TbtrahydrofUran(THF)2mlにGrignard反応用のMagneSiumO.46g(18.9mmol)を加
える。

EthyleneBromideを1滴加え、攪祥しながら80･Cに熱する。

1時間以内に2.63g(18.9mmol)p-Chlorostylene(in3mlTHF)を滴下して加える。

10分熱したあと無水ベンゼン70mlを加え、更にMicheler'sKeton5.1g(19mmol)

1．
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●
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〉
４
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。

を少しずつ加える。

,時間熱したあと10mlの10%AmmoniumChloride水溶液を加える。

水相と有機相を分液し、有機相に無水Na2SO4を加えて水分を除く。

溶媒を減圧して除去する。

ベンゼン中から再結晶化する。 Micheler1sKetone

(CH3)2

車“
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図2:4''-VinylMalachiteGreenの合成手順

3.3VinylMalachiteGreenのフオトクロミズム

CN-をこの合成したVinylMalachiteGreenに加えると、300nm付近での励起で400nm
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に弱い蛍光が観察された。この蛍光を利用して、フオトクロミズムのアクションスペ

クトルを調べた。図3に示すように、‘アクションスペクトルは励起スペクトルにほぼ

一致した。従って、おおよそ280nmから335nmの範囲の（近）紫外線を照射すること

で、疎水性の状態から正電荷をもった状態に変換できることが判明した。実際、CN-

あるいはHSO3-を加えると、マラカイトグリーンの強い緑色は消え透明になり、水溶

液中では溶けにくいので白濁する。これに上記の範囲の紫外線を照射すると緑色が回

復していくのが観察された。
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図3:MalachiteGreenの蛍光の励起スペクトル（実線）とフォトクロミズムのア

クションスペクトル（○、×)。○は30秒間紫外線照射による蛍光の減少率、×は紫

外線照射中における蛍光強度の減少の速さである。

4意フォトクロミックプローブ

4-1.フオトクロミックプローブの作成

カンチレバー探針先端に合成したVinylMalachiteGreenを以下の手順で共有結合

させた。

(1)(3-Acryloxypropyl)trimethoxysilineをカンチレバーに蒸着させ、軽く熱し

て焼結させる。

（2）上のように処理したカンチレバーを落射蛍光顕微鏡に載ったAFM装置にセット
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する。他方､VinylMalachiteGl･eellと紫外線による重合促進剤(EDTA,TEMED、

ビタミンB2)を含む溶液をカバーガラスにたらす。乾いてきたところで、カン

チレバー探針をカバーガラスに接触させる。

（3）超高圧水銀ランプの光を325±50nmのバンドパスフイルターに通したものをカ

ンチレバー探針に1分間照射し、ビニル基とアクリロイル基を反応させる。

（4）カンチレバーをDMFで洗ったのち、メターノールでDMFを除く。

（5）カンチレバーを10HIM亜硫酸水素ナトリウムに5分間漬け、マラカイトグリー

ンを疎水状態にし、蒸留水で余分の亜硫酸水素ナトリウムを除去する。

このようにして作成したフォトクロミックプローブを電子顕微鏡で観察すると、図4

に示すように、先端曲率半径がもとのよりも3倍程度大きくなっていた。先端が太く

ならないようにする工夫を見出す必要はあるが、先ずはこのように作成したプローブ

の性質、及び期待したような振る舞いを示すかどうか調べることを優先させた。

､漣

哺
睡
灘
聴
蝋

醸W襟顎
4

聴
腕

壁
ｒ
露
顕
謡

図4：フオトクロミックプローブ先端付近の電子顕微鏡写真（左：斜め上40度か

ら観察；右：真上から観察)。

4-2．フォトクロミックプローブの疎水。親水変化

プローブに固定したマラカイトグリーンでも紫外線照射によりフォトクロミズム

を示すかどうかを調べた。プローブではスペクトル変化でフオトクロミズムを捉える

ことは難しいので、プローブと基板との吸着力変化で調べた。基板として、疎水性の

アミノシランコートしたカバーガラス、負電荷をもつアクリル酸コートしたカバーガ

ラスを用いた。図5，図6に、それぞれの基板の場合に紫外線照射時間とともに吸着
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力がどのように変化したかを示す。
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図5アミノシランコート基板とフオトクロミックプローブとの

吸着力の紫外線照射による変化。溶媒は蒸留水である。
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図6アクリル酸コート基板とフオトクロミックプローブとの吸着力

の紫外線照射による変化。▲：溶媒はlmMKCl，■：溶媒は蒸留ス溶媒は蒸留水。
●

●

紫外線照射時間の増大とともに吸着力が減少することが分かる。結合して図5より、
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いた亜硫酸水素イオンの解離により、マラカイトグリーンが正電荷を帯びたためと思

われる。このことを、負電荷をもつ基板で更に確認した。予想したように、紫外線照

射とともに吸着力が増大し、溶媒にイオンを加えるとこの吸着力の増大が部分的に抑

えられた。以上により、プローブに固定したマラカイトグリーンでもうオトクロミズ

ムを示すことが確認された。

5章フォトクロミックカンチレバー〃〃による物盤マッピング

5-l.走査方法

フォトクロミックプローブと試料との間の吸着力は、図5，6で見たように試料の

疎水性及び電荷に影響されることが分かった。試料のこれらの物理化学的性質は吸着

力（破断力）ばかりでなく、試料とプローブが離れた場合における斥力や引力にも影

響するであろう。それ故、どのような場合における力を計測するかが問題である。試

料各点でフォースカーブを1サイクル分完全に取得すれば､すべての場合における力

を計測可能であるが、1画像を得るのに非常に長い時間がかかってしまう。州F自身

が高速化されていない限り、破断力のみを計測するか、非接触での斥力・引力を計測

するか絞らなければならない。この研究の時点では、高速AFMの開発は未だ端緒に付

いたばかりであった。それ故、ここでは、破断力マップを観察することにした。破断

力マップだけでも全走査にはかなり長い時間がかかる。そこで、走査方法に工夫を加

えた。通常フオースカーブをとる場合、プローブから試料基板を引き離した状態から

接近させていき、接触後もしばらく更に接近させる。それから引き離していき、破断

が観察されたあとも引き離しを続け、もとの引き離し距離まで戻す｡破断力測定では、

必要な情報は試料の凹凸と破断が起こる直前のカンチレバーの僥みだけである。そこ

で、以下の手lll頁でこれらの情報を得ることにした。

（1）最初試料とプローブを接触させて目標とするカンチレバーの僥みが得られる

ように試料基板の垂直位置にフィードバックをかける。そのときのフィードバ

ック量から高さ情報を得る。

（2）この接触状態から基板を徐々に下げていく。このとき、一定距離ごとにカンチ

レバーの僥み（センサー値）をサンプリングし、ひとつだけ直前のサンプリン

グ値と比較する(dz=z(n)-z(n-1))。

（3）もしdzがマイナスであれば、プローブは未だ試料と接触（吸着）しているの

で、更に基板を下げる（（2）の手順に戻る)。

（4）もしdzがプラスであれば、プローブは試料から解離（破断）しているので、

z(n-1)を吸着力として保存する。

（5）次のXY位置に移り、破断まで引き離した距離だけ基板をプローブに再度近づ
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ける。

(6）（1）から（5）の手順を繰り返す。

以上の手順を図7に図示する。

動移

１

で
一
州

卵

』
Feedback

StageDownStageDown

図7凹凸・吸着力マップ画像取得の手順

この手順では、プローブ・試料間距離の或範囲におけるすべてのセンサー値をサンプ

リングする必要がないために1画像を得るのに必要な時間が短縮される。XY走査時

にはプローブは試料と接触しておらず、プローブが試料を引きずることがない。1ス

テップ引き離す距離を小さくするほど吸着力マップの解像度は上がるが、あまり小さ

くすると、dzの値がセンサー信号のノイズレベル程度になってしまい破断したかどう

かの判断にエラーが生ずる。また全走査に時間がかかることにもなる。従って、適度

な1ステップ距離を選択する必要がある。

5-2．フォトクロミックプローブの径位挫

フォトクロミックプローブを用いた吸着力マップは通常のプローブを用いた吸着

力マップと違い、試料の物理化学的性質について正確な情報をもたらす。通常のプロ
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－ブを用いた場合には、吸着力の大小関係しか得られず、吸着力が疎水性相互作用に

起因するのか、静電相互作用に起因するのか判断することが難しい。それに対してフ

ォトクロミックプローブの場合には、表1にまとめたように、吸着力の大小を与えて

いる物理的相互作用の性質（つまりは試料表面局所の性質）を特定できる。

5－3．

サンプルの性質
紫外線

÷
紫外線

射前照射後

疎水性 大今小

プラス電荷 小今さらに小

マイナス電荷 小今大

表1フォトクロミックプローブ・試料間の吸着力の大きさ及び

その紫外線照射による変化と試料表面の性質との関係。

ガラス麦面の媛春カマップ

まず手始めに吸着力マップの取得手順が有効かどうかを確認するために、試料とし

て疎水・親水パターニングが施された標準試料（(株）ニコンから供給された)、プロ

ーブとして通常のカンチレバーを用いた。次ページの図8に示すように、高さが高く

パターニングされた部分の吸着力が低く、低くパターニングされた部分の吸着力が大

きくなっていることが歴然としている。このことは標準試料の性質をよく反映してい

る。このパターンの他にごみと思われるものが付着しており、これについては、高さ

と吸着力との間には強い相関は見られない。以上の結果から、ここで新しく採用した

凹凸情報吸着力マップを同時に得るための走査手順は有効であると判断される。標

準試料は不透明のため、紫外線照射前後の比較は残念ながらできない。
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図8－1標準試料の凹凸画像

40nm

蕊
■P

0nm 3000nm 0nm

図8－2 標準試料の吸着力画像

2nN

｜
’

0nN3000nm0nm

紫外線照射前後で吸着カマ次に、標準試料に代わって洗浄カバーガラスを使って、紫外線照射前後で吸着力マッ

プがどのように変わるかを調べた。紫外線照射前における凹凸画像と吸着力マップを

図9に示す。
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図9－1紫外線照射前の凹凸像と吸着力マップ

凹凸画像 吸着力マップ
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図9－2紫外線照射後の凹凸像と吸着力マップ

洗浄カバーガラスにごみが付着しているのが観察される。その領域の大部分における

吸着力はカバーガラス表面のそれと比べ吸着力がずっと弱い。凹凸がはっきりしてい

ない部分でも吸着力マップを見ると何か存在していることが分かる（図9－21吸着力

マップの中央下付近)。紫外線を3分間照射したあとでは、左上付近にごみとして見

えていた領域の吸着力は明らかに減少している。また、中央下付近に見えていた吸着

力がほとんど無い領域は紫外線照射によって消失してしまったように見える。平坦な

カバーガラス部分における吸着力は紫外線照射前後で変化していないように見える。

表1を使ってごみ部分の性質を考えると、そこにはマイナス電荷が存在していると判

断される。
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ｸｰｭ．ここまでの問題点

以上、カバーガラスという極単純な系でフォトクロミックプローブを用いて物性マ

ップが得られること、及びマッピングのための走査手順の有効性をデモンストレーシ

ョンした。図8，9を見て分かるように、吸着力マップのコントラストは凹凸像より

も優れている。言い方を変えれば、凹凸像のコントラストは悪い。吸着力はプローブ

と試料との破断前後のセンサー値の差であるので、装置のドリフトの影響を受けない。

それに対し、高さ情報はセンサー値の絶対値から求めるために、装置のドリフトの影

響を受ける。走査方法を工夫し測定時間を短縮する努力をしても、lOOxlOO点から成

る図8，9の測定には30分の時間がかかっている。これを数分、出来れば1分以内

に短縮できないと、ここで開発した方法を蛋白質の研究に応用することは難しい。そ

れ故、走査時間を短縮できる新たな走査方法を開発するか、州F装置自身を高速化す

る必要がある。吸着力マップ計測では、試料ステージを小さいステップ下げていき破

断を観察することに最も長い時間がかかっている。カンチレバーのレバー部に直接力

を加えることができれば、この部分の時間はずっと短縮される。破断のタイミングと

その前後のセンサー値の差をサンプリングするために、新しい回路を作ることも考え

られる。破断をセンサーの微分信号で捉え、時間差を付けてセンサー信号を常にホー

ルドしておき、破断が起こったときのみホールドしておいたデーターの差を保存する

回路である。しかし、全走査時間の短縮には州F装置自身を高速化することが理想的

である。

破断力計測による吸着力マップでは破断事象の見誤りを防ぐ必要があり試料ステ

ージを下げる1ステップの距離を小さくできない。それ故、微弱な吸着力を計測でき

ない。物性マッピングの分解能向上には吸着力計測に代わって、プローブ・試料間の

非接触での斥力・弓|力計測を利用すべきであろう。

フォトクロミックプローブの先端曲率半径が大きいことも問題である。マラカイト

グ'j－ンの濃度、重合促進剤の濃度、紫外線照射時間などのパラメーターを振って、

曲率半径の小さくなる条件を見出すことが重要であろう。あるいは､EBD法などで元々

のカンチレバー探針先端をもっと先鋭化しておくことも重要であろう。

フオトクロミックプローブの有効性を確認できたこの時点でどのように研究をさ

らに進めるか考える必要があった。既に述べたようにAMFの高速化は必然の流れであ
り、それは当然進めなければならない。これには時間がかかるので、これと並行して

蛋白質表面の物性を決める新たな走査方法を工夫することを考えた。以下の数章にお
いて、この研究内容を紹介する。それに続き、別の研究助成のもとに行われた高速AFM
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の開発の概略を述べる。

6章非接醗マッピングモー源

グーI.非接醗マッピングモーバでグフトアップモーバノの丘漁み

吸着力マップ計測では時間がかかり、微弱な吸着力を計測できないという問題があ

る。これを解決するために、ここで新たに非接触マッピングモーFを考案した。試料

表面から一定の距離だけカンチレバープローブを離し、そのとき試料・プローブ間に

働く力を計測するモードである。マッピングのためにZ方向に何回も走査する必要が

ないため、走査時間を短縮できる。また、微弱な力も検出できる。試料表面から一定

の距離だけプローブを離すためには、まず試料の高さ情報が必要である。高さ情報は

通常の形状観察に用いられている走査方法（コンスタントフオースモード、タッピン

グモード）が使える。コンスタントフオースモードではプローブは常に試料と接触し

ているために、プローブが試料を弓|きずる問題がある。それ故、高さ情報をタッピン

グモードで得ることにした。他方、非接触での斥力・引力マップではカンチレバーを

タッピングできない。それ故、タッピング、ノンタッピングを1ラインごとに切り替

える必要がある。以上のことを考慮して設計したリフトアップモードの走査手順を以

下に示す。

ｊ
ｊ
ｊ

ｌ
２
３

ｌ
く
く

タッピングモードで1ライン分の高さ情報を得る。

タッピングを停止する。

予め定めたリフトアップポイントまで試料ステージを下げ､プローブ･試料(基

板）接触を破断させる(X=0においてのみ)。

破断後のセンサー電圧を力ゼロに対応する電圧として記録する。

（1）で得た高さ情報に基づき、試料から一定の距離だけ離れた位置（マッピ

ングポイント）まで試料ステージを移動する。

マッピングポイントでのセンサー値を取得し、力ゼロに対応するセンサー電圧

との差分を試料・プローブ間に働く力として保存する。

Xを1ステップ進め、（5）、（6）を繰り返す。

X=Oまで非接触で戻し、タッピングを再開する

Yを1ステップ進め、（1）から（8）を繰り返す。

（4）

(5）

(6）

（7）

（8）

(9）

以上の手111頁を図10に示す。
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図10リフトアップマッピング走査の手順の概略図

カンチレパーの選祝β－2．

上記走査で問題になるのがカンチレバーである。一般にタッピング用のカンチレバー

は共振周波数を上げるためにバネ定数が大きい。これを非接触における力計測に用い

ると微弱な力を計測できない。出来るだけ微弱な力を計測するために、市販の最も柔

らかい（バネ定数20pN/nm)カンチレバー(TR400)を用いることにした。この

液中での共振周波数は水中でlkHz程度であり､AFMヘッドの様々な機械部もこのよう

に低い周波数帯に共振周波数をもつ。それ故、カンチレバーのみを振動させることは

できない。周波数を走査してカンチレバーの共振を調べたところ、図11に示すよう

に、いくつかの高次周波数帯にも共振が観察された。そのうちのひとつ、l2kHz付近

の振動はカンチレバーの振動によることが確認された。図11に示すように、高次共

振のタッピングでも画像が得られることが確認できた。曝
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図12リゾチーム(水溶液中）

の像(400x400nm)

図11TR400カンチレバーの水中共振特性
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図13にTR400をタッピングさせたときのフオースカーブを示す。振動するセン

サー信号をRMS-DCコンバーターでRMS値に変換した場合と、振動するセンサ

ー信号をローパスフィルターにかけた場合の両方を示す。タッピングモードでは通常

一定のRMSを与えるようにフィードバックをかけるのが普通であるが、TR400

を高次の共振周波数で振動させるとRMS値は若干不安定であった。それ故、今後は

ローバスフィルターをかけた信号が一定になるようなフィードバックをかけてイメ

ージングを行う。
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図13タッピング時のフォースカーブ

試秤基抜とプローブとの柤互作爾6-3.

非接触状態におけるブローブと試料間に働く微弱な力を計測する場合、基板とプロ

ーブとの間に強い力が働いているとプローブ・試料間に働く力が隠されてしまうとい

う問題がある。試料表面から一定の距離だけ離れたところということは、高さの高い

試料では基板から遠い位置になり、高さの低い試料の場所では基板に近い位置になる。

それ故、プローブ・基板間に強い力が働いていると、試料の高さの違いによるプロー

ブ。基板間に働いている力の違いを観察しているのか、プローブ・試料間に働いてい

る力を観察しているのか分からなくなってしまう。これはかなり深刻な問題となる。

試料は基板に吸着していなければならないので、基板は試料を引き付ける何らかの性

質（疎水性や電荷など）をもっていなければならない。しかし、その性質が強い場合

には、プローブ・基板間に強い遠達力が働いてしまう可能性が大きくなる。それ故、

適切な基板を見出すことが重要な課題となる。

上記の問題を調べるために、まずAMFでよく使われるマイカ基板についてブロー
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0

ブ・基板間に働く力がどの程度であるかを調べた。プローブとしてTR400の探針に電

子顕微鏡でEBD処理したものを用いた。PH7.0，種々 のMg濃度で測定したフォース
カーブを図14に示す。
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図14マイカ基板とプローブ間に働く力

2価金属なしの条件では、極めて強い斥力が働いている。Mgの濃度を増やしていく

と斥力は減少していった。プローブ側の窒化シリコンは若干マイナスに帯電している

ので、マイカは強く負に帯電していることが分かる。プローブと基板を更に近づける

とジヤンプインが観察された。これは静電誘導あるいはファンデルワールス引力と思

われるが､Mg濃度にあまり依存しないことから、ワンデルワールス引力と思われる。

マイカ基板の負電荷の大きさはマイカの試料ごとに変動し、毎回このように大きな斥

力が観察されるわけではないが､マイカ基板はマッピングに適さないと言える。次に、

洗浄カバーガラス基板についても同様に調べた。その結果を図15に示す。
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図15カバーガラスとプローブ間に働く力。マイカとの比較。
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2価金属を入れていないにも拘わらずこの場合にはマイカでの大きな斥力は観察さ

れなかった。それでもなお、カバーガラスの方が小さい斥力を示した。それ故、カバ

ーガラスはマッピング用の基板として優れているものと思われる。

非接触での力マップを求めるために、ここではプローブ側に負の電荷をもたせるこ

とにした。負電荷をもつ化合物としてSDSを採用した、カンチレバーをシラン処理

して疎水性にしたあとにSDSを探針先端に吸着させた。SDSの効果を見るために、

SDS濃度を変えて、マイカおよびカバーガラスを基板としてフォースカーブを計測

した。その結果を図16に示す。
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図16SDSプローブの効果。左図はマイカ基板の場合、右図はガラ

ス基板の場合(SDSは40"M)。

明らかにSDSをプローブに付けると、マイカ、ガラスの両方で斥力が増している。

それ故、SDSプローブを負電荷プローブとして使えることが分かった。また、ガラ

スの方がやはりマイカに比べ負電荷が少ないことが再確認された。

6-4．リゾチームの電稼マツどング

塩基性蛋白質を試験材料にして非接触力マップを、SDSプローブを用いて計測し

た。先ず負電荷が大きくリゾチームを吸着しやすいマイカを基板に用いた。その結果

を図17に示す。全走査時間は約5分である。リゾチームの存在する場所で非接触力

が基板におけるそれよりも小さくなって、黒っぽい非接触力マップが得られた。力の

符号を調べてみると、リゾチームの存在する場所の極一部でマイナス(すなわち引力）

になっていた。これは、予想したように、リゾチーム表面が基板から遠い位置にある

ためマイカの強い負電荷の影響が現れていることを示している。従って、非接触力マ

ップで観察されたコントラストは試料・プローブ間の静電相互作用を反映していない。

24



露唾
徹鎚嵐

ー

讓蕊蕊蕊毒蕊

”‘『~‘．b、…侠領….9,ｩ↑､7－，手ザ淫?8.記1‘堀''旬-3,蔀＝ーf'~･蝿bー辛‘.,－1，ャ■＝w､画ﾊ

ー 一
…．

’11．

側↑fl‘

X:‘pも‘坤‘

..?紀勤･I‘
▲,俄塑心

幽一可

一価

炉

ロ為

配

図17マイカ基板上のリゾチームの形状画像及び非接触力マップ。

走査範囲200x200nm。左図は凹凸画像、右図は非接触力マップ。

図18に、この系で測定されたフォースカーブを示す。プローブ直下は'ノゾチーム

の存在しないマイカ表面領域である。明らかに強い斥力が現れている。
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図18図17の観察で用いたマイカ基板とプローブとの

間に働く力。

次に、負電荷量の少ないカバーガラスを基板に用いて、同様の観察を行った。その

結果を図19に示す。明暗のコントラストが付いた非接触力マップで力の符号を調べ
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てみると、Ijゾチームのある場所では符号は負（引力）であった。それ故、ここで得

られた非接触力マップはリゾチームの荷電状態を強く反映している。
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走査範囲500x500nmo左図は凹凸画像、右図は非接触カマツプ。

図20に、この系で測定されたフォースカーブを示す。プローブ直下は

の存在しないガラス表面領域である。斥力はほとんど現れていない。
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‘ｰグ．非接慰カマッブ法の麦とめ

非接触力マップ法は吸着力マップ法に比べZ方向の走査回数が少なく、全走査時間

は比較的短くできる。吸着力マップでは30分かかっていたが、非接触力マップでは

5分である（それでもなお長すぎるが)。また、非接触力マップ法では検出できる力

の下限は数ピコニュートンであり、吸着力マップ法に比べ優れている。但し、非接触

力マップ法で疎水性相互作用を検出できるかどうか現在のところ試みておらず不明

である。疎水性相互作用が遠達相互作用であるとする説も提出されているが、疎水性

相互作用の物理的メカニズムはそれほど解明されておらず不確かな部分が多い。

非接触力マップ法の問題点は2つある。

（1）基板とプローブとの間に強い遠達力が存在すると、試料とプローブとの相互作

用がかくされてしまう。従って利用できる基板が制限される。

（2）プローブと試料との間の距離をあまり近づけられない。この距離を近づけるこ

とは技術的には難しいことではないが、この距離を一定に保てない。プローブ

と試料間に働く力によりレバーが僥むためである。引力の場合にはレバーが下

に僥むため強い引力ではプローブと試料が接触してしまう。また、レバーの澆

みのために、斥力では試料表面の場の強さよりも少なめに、逆に引力の場合に

は大きめに見積もられてしまう。

(2)の問題点はカンチレバーの支持部ではなく、レバー自身に外から力を加えてレバー

位置を制御できれば解決される。光の輻射圧、或いはレバーを磁化させ磁場で制御す

る方法が考えられる。そこで、光の輻射圧で制御できるかどうか装置を試作して試み

た。次章でこれについて述べる。

ア章光顧慰圧によるレバー位置飼な鰯の試み

蛍光顕微鏡に搭載されたAFM装置を利用した。落射照明投光管をはずし、そこに

半導体レーザー光学系（図21）を設けた。カンチレバー下部にある対物レンズにレ

ーザー光を導き、カンチレバー腹面に照射する。カンチレバーに垂直に入射し完全に

反射するとした場合には、785nmの光1mW当たり6．6pNの輻射圧が働く。レーザ

ー出力20mWで130pNの力になり、20pN/nmのカンチレバーでは6.5nmの範囲で
カンチレバーのレバー部の位置制御が可能である。実際どの程度の力が及ぶかを調べ

た。図22に示すように、カンチレバーの澆みの向きは、輻射圧から予想される向き

と反対であった。カンチレバーの腹・背を逆にしてレーザー光を下から照射すると、

カンチレバーの澆みの向きは逆になった｡つまり、光を腹･背のどちらから当てても、
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カンチレバーの僥む向きは腹側であった。従って、カンチレバーの僥みは細射圧で起
こるのではなく、むしろ熱作用に起因すると推測される。
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カンチレバーは片面が金コートされているため一種のバイメタル構造をしており、

その結果レーザー光の熱作用により澆むと思われる。両面金コートのカンチレバーで

も輻射圧効果を調べた。熱による澆みは片面金コートに比べ少なくなったが、それで

もなお無視できないほど澆みが観察された。熱作用による僥みをレバー位置制御に利

用することは原理的に可能である。しかし、熱作用は、レーザー照射位置に敏感で、

且つ応答速度が遅いために、実用的ではない。

8章高速AFwの嚴発

物性マップ観察は通常のAFM装置を用いた場合には､走査方法に工夫をほどこして

も長い時間を要する。それ故、ドリフトの影響が強く現れ精密な計測ができない。そ

れ故、物性マップ取得の高速化を実現する抜本的な改良は高速AFMの開発によっての

み可能と思われる。また、高速AFMは物性マップ観察ばかりでなく、通常の形状観察

や、XY1点でのフオースカーブ計測にも威力を発揮する。それ故、その開発は大変

有意義である。開発それ自身大きな研究課題であり、本報告書の範囲を超えるもので

あるが、本報告書の物性マップ研究と並行して進めてきたので、高速AFMの開発成果

についても概略だけはここで報告しておこうと思う。本研究助成（基盤C)で得られ

た成果を高速AFMに適用することにより、将来高速に且つ高精度で蛋白質表面の物性

マップが得られることになるであろう。

8-l.高速化の要洋

AFMの高速化を実現するには、カンチレバー、スキャナー、フィードバヅク制御系

などの大幅な改良が必要である。カンチレバーについては、高い共振周波数（ばね定

数は小さいままで）が必要である。その条件は小さく薄い形状によって与えられる。

例えば､バネ定数54pN/nm､大気中共振周波数500kHzを満たすためには､長さ15"m、

幅5〃m、厚さ100nmとなる。通常のカンチレバーのl/10の大きさになってしまう。

この程度小さくなると、カンチレバーの変位検出に従来用いられていた光テコ光学系

が使えなくなる。新しい光学系を開発しなければならない。高速に走査するためには、

スキャナー自身が高速に動く必要があるのは当然である。スキャナーの駆動には通常

ピエゾ素子が使われるが、高速化には高い共振周波数をもつピエゾ素子が必要である。

また、ピエゾ素子が駆動する機械系はコンパクトで軽量でなければならない。更に、

高速に動かしても望ましくない振動が起こってはならない。フィードバック回路、セ

ンサー回路など全てのエレクトロニクスにも高速応答性が要求される。以上全ての条

件を満たしてはじめて高速AFMが実現される。ひとつでも満たさないものがあれば、
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それにより走杳速度の上限が決まってしまう。

8－2． カンチレバーと変位後出光掌系

我々は図23に示すカンチレバーを開発した。大気中共振周波数l.5MHz、水中共振

周波数600kHz、ばね定数lOOpN/nmである。タッピング走査モードを利用した場合、

カンチレバーの振動振幅計測には通常数波長分の時間が必要であるので、1ピクセル

あたり10"secの時間となり、IOOxlOOピクセルの画像の場合おおよそ0.2秒で1画

像が撮れることになる。従来に比べ200倍以上の高速化が可能になる。ここで開発し

たカンチレバーにはエッチングプロセスの都合上探針が付いていない。電子線照射に

よりEBD探針をあとから付けた。

図23開発したカンチレバーの電子顕微鏡写真。右の写真は電子線

照射により作成したEBD探針である。

カンチレバーがこのように小さくなった

ので、光テコ用のレーザーを小さく絞ら

なければならない。それには焦点距離の

短いレンズを使わなければならない。そ

うすると、反射光をレンズに通過させな

いわけにはいかなくなる。反射光も同じ

レンズで集める方式の光テコ光学系

（図24）を開発した。20倍の対物レン

ズを用いて、スポットサイズ3"nlを得た。

カンチレバーが短いので、変位に対して

角度変化が大きく、変位検出感度が高い。
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8-3．スキャナー

スキャナーの高速化には2つの条件が必要である。第一は、使われるピエゾ素子の

自己共振周波数が高いこと、第2には、スキャナー全体の共振周波数が高いこと。ス

キャナーの共振周波数が低い場合には、走査中スキャナーが共振してしまいスキャナ

ーの変位を正確に制御できなくなる。XYZの高速走査のうちフィードバックに使う

z走査は最も高速であることを要求される。以下に、どのくらいの走査速度が要求さ

れるかを簡単に見積もる。

観察したい試料の大きさをS,X走査速度をVxとすると、Zフィードバックの周

波数fzはおおよそ、Vx/Sになる。観察領域がLXLのサイズで1画像がNライン

からなるとすると、1画像取得時間Tmは2NL/Vxとなる。ここで具体的な数値

を入れてみよう。L=200Ⅲ、N=100、Tm=0.1sec，とすると、Vx=0.4mm/sec

となる。S=10Ⅲとすると、Zフィードバック周波数はfz=40kHzとなる。

従来のAFMによく使われている円筒ピエゾの共振周波数はせいぜい数mz程度しか

ない。そこで、自己共振周波数が260kHzの積層ピエゾを用いることにした。これを

XYZの3次元に組むが、1g、数Ⅲサイズの機械系の共振周波数はせいぜい20kHz

程度が限界である。従って、スキャナーの共振周波数を40kHz以上にすることは不可

能ということになってしまう。従って、共振しにくい構造、及び共振したとしてもそ

の振幅が小さく抑えられる構造を設計しなければならない。数種類のスキャナーを設

計・試作して、最終的に図25に示す構造のものを採用した。以下の3つの特徴を有

する。(1)振動する腕自身の長さが短く、共振周波数が比較的高いと同時に共振時の

変位量が少ない。(2)ピエゾの急激な変位にともなって生ずる撃力を打ち消す構造に

なっている。(3)XYZ各軸間の干渉がない。
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図25スキャナーの構造
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(2)の特徴は、サンプルステージをZ方向に変位させるZピエゾと反対側に同じピエ

ゾを付け、反対向きに変位させることで実現している。周波数を連続的に変化させて

Zピエゾを振動させた場合の試料ステージの変位を測定した結果、図26に示す特性

が得られた。ここで、試料ステージの変位は試料ステージに接触させたカンチレバー

の変位計測から求めた。
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図26Zスキャナーの共振特性
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60kHz程度までおおよそ一定の振幅が得られた。lOOkHzの大きな振動はピエゾ素子の

共振である。15Mz、30kHz付近に若干大きな振幅が観測されたが、これはスキャナー

機械部の共振である。極めて小さい共振であり、実用上問題にならない。60kHzまで

フイードバックがかけられることから、上述の走査条件下では67msecで1画像を撮

れることになる。

8-4．エレクトロニクス

AFMに含まれるエレクトロニクスのうち、Zピエゾドライブ電源､センサーアンプ、

MS-DC変換回路､PID制御回路は基本仕様設計し､システムハウスに製作して頂いた。

センサーアンプ及びZピエゾドライブ電源は1冊zまでの応答速度をもつ。RMS-DC回

路は一般に4次ローパスフィルターを採用したⅧS-DC回路(1つのLSI回路）を使

うのが普通である。この場合には、振幅値の確定には数波形が必要であり、600kHz

でカンチレバーを振動させた場合には、変換完了までに10"secかかる。100X100点

からなる画像取得の場合、全変換時間はおおよそ0.2秒かかることになる。それ故、

高速スキャナーの性能を生かせない。そこで新しい機構によるRMS-DC回路を考案し

た。センサー信号を微分し、そのゼロクロス点でセンサー信号をホールドし、それを

出力する機構である。これにより、l波形で変換が完了する。PID制御回路自身は

100kHzまでの制御ができる。
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8-5．連読画像撮影

開発した種々のデバイスを組上げAMFシステムを完成させた。Zフィードバックの

性能からは1画像67111sec、すなわち15フレーム/secの速度が可能であるが、実際に

はXY走査制御に比較的遅いDSPを採用しており、それに律速されて現在のところ

2.5フレーム/secが限界になっている。それでも、従来の装置より約250倍速い装置

になっている。この装置で実際高速に且つ連続して画像を撮れるかどうかを試験した。

ここでは、観察試料領域の大きさを連続的に変えた（ズームイン・ズームアウト)。

それで得られた連続画像を図27に示す。

魁鰹齢郷齢閏倦泌‘酪塗錘謹“

泌逓齢睡齢‘睦恥幽鍵

畿 鯵 職鰯職

謎謎詳蕊謹塗

謎謎溢壷溢畿睡

塗魁魁溢薩畿進

駐畿畿畿塗塗隆
図27連続AFM画像。フレームレートは2.5/secである。
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