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研究成果の概要（和文）： 

 走査トンネル顕微鏡を用いた振動分光（STM-IETS）法を巨大分子系に応用するためのシス
テム開発を行った。開発した装置を用いで DNA や変成蛋白質の実空間観察を行った。癌抑制
蛋白として知られる p53 に関しては、濃度に依存した重合状態やその特徴的な形状を観察する
ことにも成功した。今後、得られた知見をもとに STM-IETS 法を応用した巨大分子に対する構
造解析法の確立が期待される。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 I developed STM system for application of STM-IETS measurement to a giant molecule 

system. The system was applied for real space imaging of DNA and denaturation of protein. 

Real space imaging for protein 53, known as anti-oncogene, shows polymerized state and 

its various features depend on its concentration. The application of STM-IETS based on the 

knowledge of this research will establish a new structural analysis method for a giant 

molecule. 
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１．研究開始当初の背景 

 走査トンネル顕微鏡（STM）でプローブと
して用いられるトンネル電流を利用した吸
着分子への摂動は、探針-試料間に印加する電
圧に応じて吸着分子の振動や電子状態を励
起することに繋がる。これらを巧みに利用す

ることで、様々な原子・分子操作を試みた報
告がなされており、21 世紀に入り“単一分子
の化学”への挑戦が始まっている（J. Chem. 

Phys. 117 11033 (2002)）。特に、STM を用
いた非弾性トンネル分光法（STM-IETS）で
は、STM のもつ優れた空間分解能はそのま
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まに、表面に吸着した分子を一分子毎に振動
分光可能で、空間極限での分子認識と化学種
分析を同時に達成できるツールとしての注
目度が高まっている。非弾性トンネルによる
振動励起は、新たなトンネル経路を生成しト
ンネルコンダクタンスを変化させるが、その
変化は高々数％のであり、STM-IETS ではそ
の僅かなトンネルコンダクタンスの変化を
非常に精度よく計測する必要がある。熱によ
るフェルミ準位の揺らぎを抑えるために、測
定は液体窒素温度以下で行われている。 

実際にこれまでの研究で、STM 像だけで
は判別の困難な分子種も STM-IETS 法によ
り、その同位体も含めた化学種を識別できる
ことができることが報告おり、さらには、振
動励起による化学反応の誘起と分子種の同
定の報告もある。最近では分子の集団を対象
として自己組織化膜を用い、より詳細な振動
分光を試みている例もある。 

ほかにも、振動励起を介した分子操作をす
ることで分子そのものを破壊することなく
その吸着位置の詳細を明らかにした例もあ
る。 

 しかしながら、測定対象となる分子は高々
炭素十数個程度の“小さな”分子での報告例
が 大 半 であ っ た。 また 、 観測 さ れる
STM-IETS スペクトルには本来その分子が
持っている振動モード全ての情報が観測さ
れているわけではなく、振動励起機構が完全
に理解されているわけでもなかった。一方で、
静的な分光法である STM-IETS と、動的分
光法として実際に振動励起が起きているこ
とを分子の応答反応から検出するアクショ
ンスペクトルを比較することで、実際の分子
のダイナミクスから STM-IETS スペクトル
に現れない振動励起、つまり、単一分子の電
子‐振動結合に関連した知見を得ることが
できるが可能となった。 

以上のような背景を踏まえ、STM 像と振
動スペクトルの実空間観察の結果から、
“STM-IETS 法の巨大分子系への応用” を
した場合、分子内の“官能基検出”は可能で
あり、そこで得られる情報を基にした実空間
での構造解析が可能ではないかいう着想に
至った。さらに、アクションスペクトル法の
考え方から、電子注入による局所摂動に対す
る応答反応の詳細を観測・解析することで
“官能基操作”も可能性ではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、主に次に示す項目を目標とし
ていた。 

（1）巨大分子に対する振動モードマッピン
グによる官能基検出法に基づく構造解析法
の提案 

 研究背景でも触れたように、分子から観測
される振動スペクトル中に現れる振動モー

ドはその分子のもつ構造に依存すると考え
られる。さらに振動スペクトルが観測される
空間分布は分子内で局在化している。このこ
とから測定対象がＤＮＡ、蛋白といった巨大
な分子になった場合、官能基位置や種類によ
って振動スペクトルの特徴が決定されるこ
とは十分に考えられる。そこで、振動スペク
トルの計測位置を分子内で精密に制御して
官能基毎の STM-IETS スペクトルを取得す
る。さらに、得られたスペクトル群から特徴
的でかつ容易に識別できる振動ピークを抽
出し、本研究で改良する STM・振動像同時
観察法を用い、その空間分布を明らかにする。
つまり、蛍光分析における蛍光色素のように
特徴的な振動モードをマーカーとして、官能
基の空間分布を画像化し分子構造の特徴づ
けを行う。そして、この振動モードの空間分
布の特徴を分子の構造解析に活用する。 

（2）局所摂動を用いた官能基操作への挑戦 

 表面吸着分子への局所的な摂動は、複雑な
分子内エネルギー散逸過程を経て分子の拡
散（移動）やや脱離、さらには原子間結合の
切断による化学反応といった結果をもたら
す。STM では摂動を加える位置を精密に制
御可能であることは容易に想像がつくが、実
は、探針-試料間に印加する電圧に応じて吸着
分子の振動や電子状態を励起することも選
択できる。そこで、分子内の局所部位を選択
的に電子注入により励起（刺激）し応答反応
を観測・解析することで官能基部位の切断、
置換といった“官能基操作”の可能性を探る。 

 

３．研究の方法 

（１）測定・制御系の改良 
検出信号の劣化を防ぐためのデジタル制

御の探針位置制御回路を装置に組み込む。 
（２）試料準備・搬入室の構築 
 試料の準備は溶液浸漬法によって固定を
行い、測定は超高真空中で行う。そのため、
予備排気系を持つ試料準備搬送室を装置に
組み込む。この方法は、真空蒸着が困難な巨
大分子を基板に固定する簡便な方法である。 
（３）最適化された条件で試料を基板表面に
固定化し、AFM／STMによる実空間観察・分光
実験を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では、まず研究方法（１）、（２）に
挙げた手法を確立するために装置を構築し
た。測定系では、信号検出の精度を高めるた
め探針位置制御を従来のアナログ方式から
デジタル方式の制御回路に変更した。電流信
号の増幅には FEMTO 社製の DLPCA200 を
用い利得・帯域ともにデジタル I/O により制
御できるようにした。これにより対象分子に
摂動を与えるために行うトンネル電子注入
の動作で扱える電流量の範囲が拡大し、より



 

 

積極的に対象分子へアプローチすることが
可能となった。また、電気伝導度が低い試料
の観察時でも探針の試料への衝突による像
の劣化が劇的に解消された。次に、溶液浸漬
法によって固定を行うための、試料準備搬送
室を構築した。これは、溶液から取り出した
試料は不純物汚染を避けるために速やかに
真空槽内へ導入しなければならならず、一方
で、像観察室の真空ポンプへのダメージを軽
減する必要があったためである。予備排気系
を持つ試料準備室にはガス導入系を追加し、
不活性ガスを満たすことで試料表面への不
純物の吸着を防止した。これにより、測定用
の真空槽の真空度が安定に維持できるよう
になった。金を蒸着したマイカ基板を使用し
た場合、たとえ試料基板を取り出して溶液の
浸漬を大気中で行った場合でも、試料表面に
付着する不純物は最小限に抑えられ再構成
表面を保持できることも確認できた。 

最初に測定対象としたのは、末端をチオー
ル化した poly(dG)poly(dC)DNA 鎖で金基板
に対して、乾燥窒素ガス吹き付け法により伸
張固定化した。観察の結果は複数の DNA 鎖
がバンドルして伸長固定化されており、1 本
の DNA 鎖を分離して固定化するまでには至
らなかった。これは、DNA 鎖間の相互作用
が当初の予想以上に強かったが起因すると
考えられる。 

次に溶液の ph を調整することで変性・分
散させることができるチトクロムｃを対象
に実験を行った。単純に酸性溶液の試料を滴
下して乾燥させると表面張力で基板の平坦
性が著しく失われた。溶液滴下後の湿度もコ
ントロールした後、酸性溶媒で洗浄すること
でこの問題は解決できたが、残留する不純物
との識別が非常に困難になることがわかっ
た。そこで、最終的に試料の真空槽導入の前
に超純水で残留溶媒の洗浄を行う必要があ
った。この方法では、浸漬時間や溶媒に係ら
ず吸着の分布は表面全体にわたって均一と
はならなかった。天然状態の吸着分子は室温
での実空間観察では像の取得中に容易に分
子が動く様子がしばしば見られ、一分子の状
態を鮮明に識別できるほど安定な吸着像が
得られず吸着サイトの特定までには至らな
かった。変成状態の分子を吸着させた場合で
も、高さや形状が天然のものと明らかに異な
るということは無く、走査中に分解能が変化
する現象が高かった。チトクロム c の組成か
ら C14 に位置するシステインが分子内で唯
一金基板に対して強固な結合を作ることが
期待されるが天然状態では分子構造に起因
した安定吸着に係る金-硫黄結合に対する立
体障害が高いと予想される。また、変成状態
の蛋白分子の折りたたみは ms オーダーで進
行することから超純水で追加洗浄した際に
変成状態が解ける可能性と、チトクロム c の

吸着状態は物理吸着に近い状態であること
が変成・天然状態の識別すら困難にした原因
と推察される。このことは、最近報告された
銅と金表面に ESP 法で吸着させた分子観察
の結果と一致する。後述の結果とも併せ、低
温環境下でのより詳細な観察が必要である。 

基板と分子間の結合がより強い状況が必
要と判断し対象分子を癌抑制因子であり、同
時に天然変性タンパク質であるp53に変更し
た。p53 分子は、一定の構造をとる規則領域
と結合する分子によって構造が決定される
不規則領域がある天然変性タンパク質であ
り複数のドメインに基板との結合可能な部
位が存在する。この蛋白分子は天然変成状態
にあるため、濃度を調整ながら一分子単位の
実空間観察を目指した。試料は 10-6～10-8 ML

の範囲で濃度調整したp53溶液を金薄膜上に
滴下して作成し、STM/AFM による観察を行
った。AFM 観察では溶液濃度に依存した特
長のある像が得られた。探針の曲率を仮定し
て観察された粒子の断面積、周囲長、円形度、
体積、最大の高さを解析した。その結果、～
10-6 ML で観察された分子形状を単量体とし
たとき、濃度を上げていくにしたがって観察
される分子形状の変化が重合状態を捉えて
いると説明できた。さらに、四量体の状態で
も多様な構造をとり得る様子も観察された。
これは溶液中で期待される濃度に依存した
重合状態と一致しおり、溶液中の構造が表面
上でも保持されていることが明らかとなっ
た。一方、STM 観察では、これらの粒子は
非常に不安定で、特に単分子状態では、～5 

pA 程の電流値をプローブすることが必要で
安定した像を得るのが困難であった。試料を
冷却して液体窒素温度（77K）以下で観察を
行うと、不安定さは解消されつつあり、コア
ドメインと思われる形状のはっきりした部
分と不鮮明な部分が対となったような分子
が観察された。これらの分子は数百 meV の
摂動を与えると簡単に表面上を移動した。こ
れらのことから、この分子も基板との結合は
さほど強くは無いと示唆される。また STM・
AFM 観察からの結果は、分子の電気伝導度
は部位によって非常に低いことも示してい
る。 

昨年度末に発生した災害では、高電圧アン
プの電源短絡による破損、粗動機構の積層
PZT の破損等があった。その後の研究設備の
点検・復旧作業により、残念ながら大きな遅
延が生じてしまった。現在も IETS 測定以前
に STM による実空間観察も度重なる余震の
影響を受けている。今後は本研究で得られた
知見を基にして、より安定した吸着状態をデ
ザインし、STM-IETS 法の適応範囲を拡げて
いくことに繋げたい。 

 以上、“分子振動”をキーワードとした新
たな構造解析法を確立するための研究を行



 

 

った。機能性分子素子に係わる有機分子の化
学的状態を原子スケールで分析する手法が
必要とされていることは明らかである。“分
子振動”は、分子の吸着過程や拡散過程のメ
カニズムと密接に関係しており、学術的にも
非常に重要な研究課題である。本研究で扱っ
た STM-IETS は、単一分子に対する振動分
光法であり直接的な化学種分析法のひとつ
であり“局所摂動”による分子の直接操作は
吸着過程や拡散過程の関わる様々な応用分
野、とくにボトムアップ的な手法を用いるナ
ノテクノロジー分野においても今後ますま
す重要となってくる。一方で、昨今の神経性
疾患やがん治療の医療研究分野はいうに及
ばず、生物物理の研究分野においても変性蛋
白質の構造解析やＤＮＡなどで求められて
おり、官能基検出は重要で、その“局所摂動”
による直接操作にはプローブ顕微鏡ならで
はの特色がある。例えば、構造変化を起こし
機能発現に至る蛋白質のダイナミクス、いわ
ゆる「蛋白質の折りたたみ問題」では、変性
蛋白質の構造解明そのものが最重要課題で
あり、STM-IETS による官能基検出に基づく
構造解析法のコンセプトは変性蛋白などの
複雑な巨大分子の構造解析に応用されるこ
とが期待される。 
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