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研究成果の概要： 
 本研究では、温度応答性ポリマー等の環境応答性分子を用いて、原子間力顕微鏡（AFM）等

による単一分子操作等技術に役立つ知見、特に AFM 探針の先端での「可逆」な応答が可能な

実験系の構築を行った。その結果、AFM 探針にタンパク質分子を吸着させた状態で、温度を

変化させながらポリマー表面への吸着力を制御することに成功した。最近開発されたプラトー

探針を用いると極めて安定した測定が可能となり、10 回温度変化を繰り返しても可逆な制御が

可能だった。 
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１．研究開始当初の背景 
 AFM をはじめとしたプローブ顕微鏡を用い
た分子等操作技術は、色素等を用いないで直
接ナノレベル、分子レベルの加工や計測がで
き、ナノバイオチップ作製等に応用可能な手
法として認知されてきている。 
 これまでに報告されてきた研究例として
は、AFM 探針を基板上の分子等に押しつけて
探針に付着させたのち再度基板に押しつけ
て脱離させる方法、AFM 探針に塗布した分子
溶液を基板表面に転写する方法（ディップペ

ン）、ひも状分子の両端を AFM 探針と基板表
面とにそれぞれ結合させて分子内力を測定
する方法等が挙げられる。しかしながら、そ
れらの方法の多くは不可逆な実験過程であ
り、また生体分子等に強い力をかけてしまう
実験系も多い。 
 そこで本研究では、AFM 探針先端での可逆
な実験過程を無理なく実現するための実験
系の構築を試みることにした。具体的な方法
として、温度応答性等周囲の環境に応じて性
質を変えるポリマー等を用いることで、温度
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変化とともに可逆に吸着力を制御すること
を考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、温度応答性ポリマー等の
環境応答性分子を利用して、AFM 探針の先
端での可逆な分子操作等実験系を確立する
ことであった。 
 可逆な応答を実現するための要件として
は、原理的に可逆な実験プロセスであること
が必須である。実験過程で生体分子等が損傷
を受けるようなシステムではなく、環境条件
によって無理なく制御可能な実験系を組む
必要がある。さらに、探針や基板の表面修飾
技術、またその表面構造や耐久性の評価が必
要である。また、AFM を用いた実験に付随
して、探針先端の構造評価実験、試料作製手
順の改良等を行うことも必要である。 
 
 
３．研究の方法 
 環境応答性の分子材料としては、温度応答
性ポリマー（Poly(N-isopropylacrylamide), 
以下 PNIPAAm と略す）、また PNIPAAm で
表面コートしたシャーレ、さらに温度応答性
の磁性ビーズについて AFM 測定への応用を
試みた。 
生体分子としては、牛血清アルブミン

（BSA）を用い、ポリマー表面へ展開、ある
いは探針表面に吸着させて用いた。 

AFM カンチレバー及び探針としては、約
10 nm の先端曲率半径を持ちばね定数が
0.06 N/m のもの（一般的なカンチレバー）
と、最近開発された針先が平面のプラトー探
針を持ちばね定数が 0.13 ~ 0.18 N/m のもの
（プラトータイプ）とを用いた。 
これらの生体分子、有機材料、カンチレバ

ー等を組み合わせて、各種条件下でフォース
カーブ測定を中心とした実験を行った。また、
これらの実験条件を最適化するために、基板
の改良などの実験をも行った。測定環境は水
中、緩衝液中、大気中であり、温度変化のレ
ンジは室温から約 40 度までとした。 
 
 
４．研究成果 
(1) 温度応答性ポリマー表面の AFM 観察 
 まず通常の探針を用いて、室温から 40 度
程度まで、さまざまな温度条件下で温度応答
性ポリマーの AFM 観察を行った。乾燥状態
では大きな構造変化を認めなかったが、水中
観察では温度が上がるにつれてクラスター
状の構造が生じることが明らかになった。温
度上昇と下降の繰り返し観察、また異なる試
料での繰り返し実験などを行ってみたが、再
現性よくこの現象がみられることがわかり、

このポリマー表面の構造変化が可逆である
ことが観察から直接示された。 
 図 1 に観察例を示す。水温が 30 度では平
坦な表面に見えている（上段）が、38 度では
クラスター状の構造が見え（中段）、再び 30
度に戻すと平坦な表面に戻る（下段）。すな
わち、表面観察の観点からは再現性よく可逆
な構造変化が確認できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 温度応答性ポリマーの表面構造変化の
AFM観察（上段：水温 30度、中段：水温 36
度、下段：水温 30 度） 観察範囲は 2ミク
ロン四方 
 
(2) ポリマー表面への BSA吸脱着① 
 通常のカンチレバーを用い、探針表面をま
ず 3-アミノプロピルトリエトキシシランで
修飾し、さらにその表面に BSAを吸着させて、
水中で温度を室温から 39度まで変化させ、
基板（温度応答性ポリマー）表面との相互作



 

 

用測定を行った。 
 その結果、低温ではほぼ吸着力がゼロであ
り、高温では BSAとポリマーとの吸着力が生
じることがわかった。この現象は再現性があ
り、繰り返して温度変化させても同様の結果
が得られた。すなわち、探針表面で吸着力を
可逆に制御することが可能だった。 
 ただし、探針を変えた場合のばらつきはあ
り、また温度変化を繰り返した時に力の値が
ばらつくこともあった。 
 図 2に測定例を示す。室温では吸着力が見
られず（上段）、高温では吸着力が生じ（中
段）、再び室温に戻すと吸着力は見られなか
った（下段）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 BSA-ポリマー間のフォースカーブ測定
（上段：低温、中段：高温、下段：低温。縦
軸目盛は 5 nm/div） 
 
(3) ポリマー表面への BSA吸脱着② 
 先端が平面となっているプラトー探針を
用いて、(2)と同様の実験を行った。この場
合は、吸脱着の再現性があがった。しかしな
がら、水中での実験ではタンパク質-ポリマ
ー間の相互作用とは思えない相互作用が働
き、フォースカーブ制御が難しいことも判明
した。 
このゆがみは温度とは関係がなく、低温で

も高温でも同様に表れた。表面積が大きくな
ったことで、通常の探針では無視できていた
非特異的な相互作用が無視できなくなった
と考えられる。 
 図 3にフォースカーブ測定例を示す。タン
パク質-ポリマー間の吸着に由来すると思わ

れる力も表れているが、カーブ全体がゆがん
でいる。 
  

 
 
 
 
 
 
 

 
図 3  BSA-ポリマー間の高温でのフォース
カーブ測定（縦軸目盛は 5 nm/div） 
 
 
(4) ポリマー表面への BSA吸脱着③ 
 プラトー探針を用いた実験系でのフォー
スカーブの歪みを是正するため、電解質溶液
中で同様の測定を行った。この場合はゆがみ
の少ないフォースカーブが得られ、またタン
パク質-ポリマー間相互作用も可逆な相互作
用として計測できた。温度変化を繰り返した
ときの再現性も高く、10回以上温度変化を繰
り返してもほぼ一定の吸脱着挙動がみられ
た。さらに、カンチレバーを交換したときの
再現性が高いことも分かった。 
図 4に測定例を示す。室温では吸着力が見

られず（上段）、高温では強い吸着力が生じ
（中段）、再び室温に戻すと吸着力は見られ
なかった（下段）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 BSA-ポリマー間のフォースカーブ測定
（上段：低温、中段：高温、下段：低温。縦
軸目盛は 10 nm/div） 
 



 

 

プラトー探針では探針先端の表面積が広
いにも関わらず、低温では吸着力がほぼゼロ
であった。温度による可逆な吸脱着が精度よ
く行われていることを示している。 
 
(5) 実験後の探針評価 
 フォースカーブ測定後の探針先端の構造
を走査型電子顕微鏡（SEM）で評価した。探
針先端の形状は、表面修飾した後もそれほど
ばらつきはなく、特にプラトー探針の表面は
平たんさを保っていることが判明した。 
 図 5に探針先端の SEM画像を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 BSAを吸着させて AFM 測定した後のプ
ラトー探針の SEM像。スケールバー： 1 µm。 
 
 
(6) その他の材料、基板検討等 
 温度応答性ポリマーについて、ポリマーを
基板側ではなく探針側に塗布した実験系も
試みた。また温度応答性ビーズと温度応答性
ポリマーを併用してビーズの基板上での位
置を制御する実験を試みた。これらの場合に
は耐久性や再現性等について今後解決すべ
き課題があり、今後も継続して研究推進する
予定である。 
このほか、AFM測定の際に位置決めを容易

にするための基板を作製し、実際に使えるこ
とを確認した。 
 
 
(7) まとめ 
 本研究では、温度応答性ポリマー等の環境
応答性分子・ビーズを用いて、温度変化を伴
いながら AFM探針先端での可逆な相互作用制
御を行った。特にプラトー探針を用いると実
験の再現性を高めることができ、定量的な議
論に有効であった。この成果についてはすで
に学会発表を行っており、今後論文発表の予
定である。これに先立ち、実験中に位置決め
しやすい基板を作製し、その成果はすでに論
文発表済みである。 
 本研究の 1年目は武蔵工業大学で、2 年目
は研究代表者の移籍により東京理科大学で
の実施となった。その結果、装置等の使用環
境が若干変化したため、当初はプラトー探針

を用いた実験は盛り込まないつもりだった
がこれを追加し、また論文発表については基
板改良について先に行い、本報告で主に述べ
たち可逆応答に関する内容は研究期間終了
後に投稿することとした。 
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