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Contents)

高速AFMは、従来型のAFMと同様に、振動させたカンチレバーの先端にある探針が
試料表面を走査することにより像を取得する。カンチレバーと試料間に形成される
空間にはバルク状態の水分子が存在しており、カンチレバーを振動させると水分子
の粘性抵抗によってプローブや試料に対して好ましくない振動が発生する。これら
の現象（スクイーズフィルム効果）は観察試料を低速で走査する従来型AFMであれ
ば無視できる現象であったものの、観察試料を高速で走査する場合には、影響が顕
在化すると考えられる。しかしながら、高速AFMは比較的新しい技術であり、スク
イーズフィルム効果による像への影響はほとんど研究されてこなかった。そこで本
研究では、長さの異なるカンチレバーを用いて、柔らかな構造を有するタンパク質
の高速イメージングを行い、探針が高速AFM像に与える影響を評価した。

実験
Experimental

・測定試料 Ex Taq（タカラ株式会社）を10m M MgCl2, 25 mM KCl, 10 mM
HEPES水溶液を用いて原液から5×10-5の濃度へ段階的に希釈した。へき開したマイ
カに希釈したEx Taq溶液を滴下した後5分間静置し、その後、表面を希釈に用いた
水溶液で数回リンスしたものをAFM観察に使用した。また、構造比較のための疑
似AFM像はTaq DNA ポリメラーゼ1（PDBID: 1TAQ）を用いてBio AFM viewer
（http://www.bioafmviewer.com/）によってシミュレーションを実施した。・カ
ンチレバーUSC-F1.2-k0.15-TL（Nanoworld）にEBD法を用いて探針を形成したも
のを使用した。探針は約1umと約2.5umの2種類を作製しそれぞれをイメージング
に使用した。・AFM リアル表面プローブ顕微鏡（RIBM）を用いて溶液中イメージ
ングを行った。走査速度は1 fps, 走査範囲は100 nm ×100 nmに設定した。

結果と考察
Results and Discussion

図Aは、Taq DNA ポリメラーゼの結晶構造を用いて、探針曲率半径を1nm、コーン
角1°という理想の条件でミュレーションした疑似AFM像を示している。Taq DNA
ポリメラーゼは1本のアミノ酸がフォールディングし、左手（親指、4本指、掌）に
例えられる特徴的な立体構造を示す。シミュレーションした疑似AFM像ではそれぞ
れのドメインが異なる高さで計測されうることが示された。図B、図Cは探針長さの
異なるカンチレバーでイメージングしたTaq DNAポリメラーゼのAFM像を示してい
る。探針長さ1umのカンチレバーでイメージングしたTaq DNAポリメラーゼは高さ
における各ドメインの差異が殆ど計測されなかった（図B）。一方で、探針長さ2.5
umのカンチレバーでイメージングしたTaq DNAポリメラーゼは各ドメインが明瞭
に解像され、シミュレーションした疑似AFM像に近い形状が確認された（図C）。
このように、探針の長さが異なるカンチレバーにより、高速AFM像の質に変化が生
じる結果となった。しかしながら、この差異が探針の長さに起因するものであるか
どうかを議論するには十分ではない。AFM像の質は探針曲率半径に依存する部分が
多いところ、本研究で使用したEBD探針について、探針曲率半径の大きさを揃える
までには至っていない。そのため、今後の課題として、探針長さが高速AFM像に与
える質を評価するためには、長さだけでなく曲率半径もコントロールする探針形成
方法の確立が必要である。
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図A：探針評価に使用したTaq DNA ポリメラーゼ（上：X線結晶構造による立体構
造 下：シミュレーションした疑似AFM像）図B：探針長さ1 umカンチレバーの電
子顕微鏡像（上）とAFM像（下）図C：探針長さ2.5 umカンチレバーの電子顕微鏡像
（上）とAFM像（下）
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