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研究成果の概要（和文）：本研究では、走査型プローブ顕微鏡の医学・生物学分野への更なる応

用を目指し、とくに顕微解剖学分野の研究に益する次の 3 つの観察法の開発とその応用を行っ

た。 
１）液中リアルタイムイメージング法の開発と顕微解剖学応用 
２）走査型イオン伝導顕微鏡法の開発と顕微解剖学応用 
３）マニピュレーション法の開発と顕微解剖学応用 
これにより、液中での細胞や組織の高分解能・三次元構造機能イメージングと微細解剖を可能

にした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project, we studied applicability of the following three 
techniques of scanning probe microscopy (SPM) to biological fields: 
1) Real-time imaging in liquid by atomic force microscopy (AFM) 
2) Scanning ion-conductance microscopy (SICM) 
3) Manipulation using AFM manipulators 
Our results showed that these techniques are useful in the field of microscopic anatomy 
and expected to become powerful tools for imaging and manipulation of cells and tissues. 
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１．研究開始当初の背景 
 走査型プローブ顕微鏡 (scanning probe 
microscopy, SPM)は、1981 年に Binnig と 
Roher により考案された走査型トンネル顕

微鏡(scanning tunneling microscope, STM)
に端を発する触診型顕微鏡の総称である。こ
の顕微鏡にはレンズが存在せず、代わりに鋭
い探針（プローブ）を試料表面上で走査し、
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探針・試料間の物理量を測定しながら、表面
の形状や物性を測定する。このように一見単
純な構造に関わらず、表面平坦な材料（グラ
ファイトなど）については、原子配列が観察
できる分解能を有しており、材料学の分野で
は電子顕微鏡と並ぶほど重要な顕微鏡とし
て利用されてきている。 
 一方、SPM の生物学への応用は、とくに
1986 年に原子間力顕微鏡 (atomic force 
microscope, AFM)が考案されて以来、注目さ
れはじめ、現在のナノテクノロジーの分野に
おいては最も期待される分野でもある。しか
し、生物応用については克服すべき問題（イ
メージングに数分かかること、柔らかい構造
の液中高分解能イメージングの難しさなど）
も多く、また一方で種々の新しい研究の流れ
や、単なるイメージングから多様なツールと
しての利用法（ダイセクションなど）を目指
す流れも出てきている。 
 このようなことから、申請者のこれまでの
成果を発展させて、より細胞・組織学（ない
し顕微解剖学）に役立つ新しい SPM 応用を
目指そうとする着想が湧くに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を念頭にして、顕微解剖学分野
の研究に益する新しい SPM 法として、次の
３点の研究を行う。 
 
(1) 液中リアルタイムイメージング法の開発
と顕微解剖学応用 
 これまでの AFM では、液中での一枚の画
像の取得に数分から数十分という長い時間
がかかった。本研究では、ブリストル大学の
物理学のグループが開発した手法（Picco et 
al.2007, 2008）を生物試料に導入し、リアル
タイムでの液中 AFM 観察の可能性を探る。 
 
(2) 走査型イオン伝導顕微鏡法 (scanning 
ion-conductance microscopy, SICM)の開発
と顕微解剖学応用 
 AFM では、探針・試料間の力をモニター
するため、ごく柔らかい標本の表面観察にお
いて力のダメージがかかることがある。この
点を克服する一つの手法として探針・試料間 
のイオン電流や抵抗を用いて測定する走査
型イオン伝導顕微鏡 (Hansma et al., 1989)
が考案されてきている。この方法を導入し、
液中での細胞表面の高分解能構造機能イメ
ージングの可能性を探る。 
 
(3) マニピュレーション法の開発と顕微解剖
学応用 
 AFM の特徴は、探針・試料の相互作用を
測定できる点にある。このことは、探針で試 
料の操作・微小解剖が可能であることを示し

ている(Iwata et al.. 2008)。そこで、この手
法を顕微解剖学に利用する方法を探り、この
手法を用いた細胞・組織構造解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 液中リアルタイムイメージング法の開発
と顕微解剖応用 
 基本となる技法のハードウエアは、ブリス
トル大学の物理学グループが開発したもの
（Picco et al.2007）を用い、これにより染色
体とコラーゲン細線維のイメージングを中
心に観察を行い、測定法の安定化、特に試料
の調整法、測定条件の検討を行う。その際に 
液中リアルタイムイメージングの諸条件（試
料側の条件、測定条件、装置の限界など）を
整理し、本装置の特徴と将来性を明らかにす
る。 
 
(2) 走査型イオン伝導顕微鏡法(SICM)の開
発と顕微解剖学応用 
 基本となる技法のハードウエアは、静岡大 
学の工学部のグループが材料分野の活用の
ために開発したものを用い、さらに市販の装
置も用いる。まず、この顕微技法の可能性を
探る意味で、培養細胞を固定した状態で液中
観察し、従来の AFM における液中観察と比
較検討する。これにより SICM の可能性を探
り、さらに可能であれば、多様な応用を行う
ことで、この顕微技法の将来性を明らかにす
る。 
 
(3) マニピュレーション法の開発と顕微解剖
学応用 
 AFM は探針を試料に接触することができ
るので、試料のダイセクション、加工が可能
である。しかし、AFM のイメージングと加
工は同時に出来ないので、条件の設定やダイ
セクションの状態の適正化を検討するには、
従来の AFM では難しい点がある。そこで、 
走査電顕の中で AFM が操作できるシステ
ム（文科省の『次世代電子顕微鏡要素技術』
で平成 20 年度までに開発）を利用して、AFM 
による細胞や組織の微細解剖の基本条件を
検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 液中リアルタイムイメージング法の開発
と顕微解剖応用 
 平成 21 年度は、ブリストル大学のグルー
プの装置を用い染色体とコラーゲン細線維
の液中原子間力顕微鏡(AFM)によるリアル
タイムイメージングを試みた。また平成 22、
23 年度は、同様の高速ユニットを静岡大学の
工学部のグループに試作してもらい、同様の
観察を試みた。これによりコラーゲン細線維



 

 

を１秒数コマ程度の速度で連続観察するこ
とを可能にしたが、一方でこの方法では試料
に対するダメージが生じやすいことも明ら
かになった。 
 
(2) 走査型イオン伝導顕微鏡法（SICM）の開
発と顕微解剖学応用 
 平成 21, 22 年度は、静岡大学工学部の連携
研究グループと共同開発中のSICMを用いて、
化学固定した培養細胞（HeLa 細胞）の液中
観察を可能とし、AFM における液中観察と
比較検討した。その結果、分解能は AFM が
まさるが、試料に対する力ダメージが SCIM
で極めて少ないことが明らかになった。そこ
で平成 23 年度には、測定条件をさらに検討
することで、生きた培養細胞の観察を可能に
した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 さらに染色体、コラーゲン細線維、組織の
薄切標本の液中観察を試み、AFM 像や SEM
像と比較することでSCIMの測定の問題点を
抽出し、それに適した標本作製法を考案した。
その結果、これらの多様な生物試料のイメー
ジングを可能にすることができた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) マニピュレーション法の開発と顕微解剖
学応用 
 平成21年度はAFMが探針を試料に接触さ
せることができる特徴を利用して、AFM 駆
動型のマニピュレータを用い、おもに走査型
電子顕微鏡の中での生物試料の加工を行い、
その有用性と今後の可能性について検討し
た。その結果、現在保有するマニピュレータ
では、腎糸球体の操作や、水晶体線維の加工
などを行うことができた。そこで平成 22 年
度には、走査電子顕微鏡内のマニピュレータ
システムをさらに改良し、実用的なシステム
を構築した。またこれを用いて、実際に腎糸
球体や水晶体のマニピュレーションを行い、
その有用性を立証した。また、さらにこのシ
ステムを効果的に利用するための改良を行
った。また平成 23 年度には、ナノピンセッ
トやナノバサミを用いて、ゼブラフィッシュ
の胎仔を走査電子顕微鏡下で観察しながら
複数のマニピュレータで解剖することに成
功した(図３)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)まとめと展望 
 本研究では、医学生物学分野に今後期待さ
れる３つの SPM 技法について、実際の生物
応用を行いながら、問題点を抽出し、その将
来性を検討した。これにより、それぞれの顕
微鏡法の有用性と可能性を示すことができ
た。とくに SICM の生物応用と AFM 名のマ
ニピュレータの将来への大きな可能性が示
された点に大きな意義がある。一方で、高速

図１ 生きた HeLa 細胞の SICM 像 

図２ 気管内腔の SICM 像 

図３ AFM マニピュレータによるゼブラフィシュ

胚の解剖 



 

 

AFM については、今後克服すべき問題点が
示された。 
 今後は、SICM の生物応用を推進し、これ
までの電子顕微鏡や AFM による観察では不
可能な液中での高分解能観察、動的観察に挑
戦していく予定である。 
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