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研究成果の概要（和文）：本研究では、液中原子間力顕微鏡（AFM）で用いるためのカーボンナノチューブ
（CNT）探針を開発し、CNT探針でヒトの染色体の表面と内部を3D-AFM計測することで、従来のAFMでは困難だっ
た染色体の3次元立体構造を可視化することに成功した。また、開発したCNT探針を用いてDNAの液中観察を行
い、従来のDNA観察で問題となっていたDNAの見かけ上の形状の膨潤の問題が解消され、直径2 nmのDNAの形状を
とらえつつDNA表面のらせん構造を同時に観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a carbon nanotube (CNT) tip used for in-liquid 
atomic force microscopy (AFM) and succeeded in visualizing the three-dimensional structure of human 
chromosomes by 3D-AFM with the CNT tip, which was difficult to achieve with conventional AFM. In 
addition, we performed the measurement of DNA in liquid using the developed CNT tip, and the problem
 of swelling of the apparent shape of DNA using conventional AFM tip was solved, and the helical 
structure of the DNA surface was successfully observed simultaneously while measuring the shape of 
DNA with a diameter of 2 nm.

研究分野：計測工学

キーワード： 原子間力顕微鏡　カーボンナノチューブ　染色体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、従来のAFMでは困難であった生体試料の内部計測が可能となり、本研究で用いた染色体だけでは
なく、細胞核、ゴルジ体、ミトコンドリアなどの各オルガネラの液中3次元計測の可能性が拓かれた。これは、
液中AFMの応用可能性を大きく広げる成果であり、液中AFMが生物学や医学・薬学などの各分野に普及し、生体試
料に関するナノレベルの新たな構造・力学情報に関する知見を与えることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年，超解像顕微鏡やクライオ電子顕微鏡の発明により，液中計測が求められる生物試料にお
いても一分子計測や原子レベルの液中構造解析が実現している．しかしながら，これらの最先端
計測技術においても，超解像顕微鏡では蛍光染色やレーザー照射によるダメージ，電子顕微鏡で
は電子線染色や試料の凍結，電子線によるダメージの課題がある．この問題を解決するために，
生体試料の表面や内部を液中環境下かつ低侵襲でナノスケール計測できる手法の開発が強く求
められている状況であった． 
このような背景の中で，原子間力顕微鏡（AFM）は，液中環境下で非染色かつ低侵襲の原子・
分子スケール計測が可能な画期的な計測手法であり，幅広い研究分野から注目されていた．AFM
は，鋭く尖った探針が付いたカンチレバー（片持ち梁）を用いる．探針が試料表面から受ける相
互作用力をカンチレバーの変形量で検出し，この相互作用力を一定に保ちながら探針を試料表
面上で走査することで，試料表面の形状像を取得することができる．AFM は，原理的には試料
の内部構造を観察することは困難であるが，近年開発された 3 次元原子間力顕微鏡（3D-AFM）
は，AFM探針を試料内部で 3次元的に走査して探針が受ける 3次元相互作用力を取得すること
で，試料内部の立体構造のナノスケール計測が可能な革新的な手法である．これまで，3D-AFM
で水和構造や自己組織化膜（脂質膜・界面活性剤・潤滑層）など，10 nm以下の厚みを持った揺
動する分子の 3次元立体構造を原子・分子レベルで可視化されてきた．また，近年は AFM探針
を直径 100 nm程度の円柱形に加工したニードル探針を用いることで，1 µm以上の厚みを持った
細胞やその内部構造の 3D-AFM 計測も実現し，細胞核やアクチンフィラメントなどの計測例も
報告されてきた．しかしながら，その中間領域であるメゾスケール（10 nm～100 nm程度）の厚
みを持った立体構造はこれまでに 3D-AFM で可視化されていない．これは，先行研究で用いら
れた探針は直径が大きく，探針を染色体の深部まで挿入できないことが理由であり，メゾスケー
ルの生体試料内部の構造観察に適したニードル探針の開発が求められていた．  
 
２．研究の目的 
本研究では，メゾスケールの生体試料であるヒトの染色体の内部に挿入できるニードル探針
を開発し，3D-AFM を用いて染色体の 3 次元構造をナノスケールで可視化することを目的とし
た．染色体は，DNAとタンパク質の繊維状構造（クロマチン）が 3次元的に折りたたまれるこ
とで構成されているが，その詳細な凝集構造は未だ明らかになっていない．3D-AFMで染色体の
内部構造を可視化するためには，探針の直径がクロマチン繊維の直径（30 nm）よりも小さく，
染色体の厚み（500 nm 以上）よりも長く，なおかつ計測中に折れない探針を作製する必要があ
る．従来 AFM で使用されてきた Si 製の探針や EBD（電子線照射カーボン）探針でも直径 100 
nm以下のニードル探針を作製することは可能だが，探針の直径が小さいと 3D-AFM計測中に容
易に折れてしまう．このように，染色体は，3D-AFM計測に耐える実用的なニードル探針を作製
するのが一番困難なメゾスケール計測領域にある．そこで本研究では，機械的・熱的に安定して
いるカーボンナノチューブ（CNT）に着目し，染色体の 3D-AFM計測を可能にする直径 30 nm以
下、長さ 500 nm以上の CNT探針を作製し，染色体の内部構造を可視化することを目指した． 
 
３．研究の方法 
（1）CNT探針の開発（3D-AFMの基盤技術開発） 
 直径 30 nm以下，長さ 500 nmの CNT探針を作製するために，電子顕微鏡内に XYZと回転の
合計 4 軸駆動が可能なマニピュレーターを搭載する．そ
して，マニピュレーターを用いて CNTを AFM探針の先
端に固定し，電流で CNTの中心を加熱することで切断す
る（図 1）．電流で CNTを加熱切断することで，CNTの
先端は綺麗に閉じた構造で終端させる．また，CNT探針
の機械的強度を向上し，さらに探針側面と染色体の摩擦
を制御するために，原子層堆積法（ALD）を用いて原子
レベルで平坦なアルミナ層を CNTの周囲にコートする．
これにより，AFM計測中の探針の破損や，探針が染色体
に与えるダメージ（染色体の変形や破損）を抑制する． 
 
（2）染色体の単離と基板への固定（染色体試料調製） 
 染色体の単離方法や AFM計測は既に研究例が報告されており（T. Ushiki et al., 2008など），ま
ずは同じ手順で染色体を細胞から単離して基板に固定できるかどうか検討する．細胞は，ヒトの
がん細胞である HeLa細胞を用いる． 
 
 
 

図 1 先鋭プローブの開発． 



（3）単離した染色体の 3D-AFM計測（3D-AFM実験） 
 ガラス基板上に固定した染色体の液中 3D-AFM 計測を行う．3D-AFM 像を取得し，得られた
コントラストと染色体の立体構造の関係性を検証する．また，探針の走査速度や走査方法を検討
し，3D-AFM像のコントラストや分解能の変化を比較することで，染色体計測に最適な実験パラ
メーターを見つける．  
 
４．研究成果 
（1）CNT探針の作製 
 図 2に，開発した装置で作製した CNT探針の SEM像を示す．
直径 30 nm以下，長さ 500 nm程度の形状のニードル探針を作製す
ることができた．CNT探針に電流を流して加熱切断する際に，カ
ンチレバー等に導電性の悪い素材が含まれていると図 2 のように
過電流が流れて CNT探針先端が変形することがあった．そこで，
CNT探針作製直前にスパッタコーターでカンチレバーおよび探針
全体にプラチナを 10～30 nm程度の厚みで成膜することで，CNT
切断時の電流値を抑えることができた．これにより，切断時の加
熱温度を抑えることができ，CNT探針先端の変形を抑止すること
ができた． 
 
（2）分裂期の染色体サンプルの作製 
 HeLa 細胞をカルノア溶液で固定化し
た後に，低張液処理した後にスライドガ
ラス上に滴下することで細胞を破裂さ
せ，分裂期の染色体標本をガラス基板上
に作製した．図 3は，作製した染色体標
本の光学顕微鏡像と，その中の染色体の
一つを AFMで計測した像である．分裂
期の染色体の特徴的な X 字の形状だけ
ではなく，その表面の微細構造も 30 nm
程度の分解能で明瞭に可視化すること
ができた．  
 
（3）染色体の 3D-AFM計測 
 次に，開発した CNT探針（図 2）を用いて，ヒトの染色体内部で 3D-AFM計測を行った．図
4は，取得した 3D-AFM像（力勾配像）から抽出した XZ断面図である．探針が染色体に接触し
ていない領域では力勾配は弱いが，探針が染色体に接触して内部に挿入されると力勾配が増加
し，染色体内部で局所的なコントラストが得られることが分かった．また，この局所コントラス
トは，染色体の長軸に沿って周期的なコントラストとなっており，ギムザ染色等のバンド構造と
相関すると考えられる．すなわち，染色体を構成するクロマチンの密度分布に相当すると考えら
れる．これを明らかにするためには，各種染色法によるバンド構造との比較やクライオ電子顕微
鏡画像との比較が必要である．また，その他にも探針走査速度を変化させた時に，3D-AFM像の
コントラストが変化することが分かった．これは，染色体の緩和時間が関係すると考えられ，緩
和時間に対して最適な探針走査速度で計測することで，染色体の内部構造を強く反映したコン
トラストを得ら
れる可能性が示
唆された．探針
走査速度の詳細
な条件出しを行
うためには，
AFMシミュレー
ションとの比較
が必要である． 
 
 上記の通り，本研究ではヒトの分裂期の染色体内部を可視化するための CNT探針を作製し，
その CNT探針を用いて染色体内部で 3D-AFM計測を行うことで，染色体内部の密度分布を反映
した 3D-AFM像を得ることに成功した．今後，空間分解能の向上や，得られた 3D-AFM像のコ
ントラストの起源を慎重に検討する必要はあるが，従来の 3D-AFM では計測が困難であったメ
ゾスケールの生体試料の内部構造計測を実現する重要な成果を得ることができた．本研究で得
られた知見を基に，今後さらに 3D-AFM 計測の基盤技術と応用計測が発展し，生体試料を扱う
様々な研究分野に本手法が普及することが期待される． 

図 2 CNT探針の SEM

図 3 染色体の光学顕微鏡像と AFM像． 

図 4 3D-AFM像の XZ断面図． 
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