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高速AFM による細菌表面タンパ ク質の構造と機能解析
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　原子間力顕微鏡 （AFM ）は、基板に 固定 した試料の 表面をナ ノサイズの 探針で なぞり 、 試料の 構造を可視

化する。緩衝液などの 溶液中で観察を行う こ とがで きるた め 、 生理的条件下で の 生体分子の 観察に 用い ら

れ て い る 。 金沢大学の安藤教授らが開発 した高速AFM は 、 探針の走査速度を飛躍的に 向上させ る こ とで、生

体分子の構造 とその動態を高い空間時間 分解能で観察で きる 。 本研究で は、高速AFM を用い て生きた細菌の

表層構造を観察し 、 これ まで静止画像で の み観察 されてきた細胞表層構造とダイナ ミクス をナ ノオーダーの

解像度で とらえた 。　　 観察試料と して 、磁性細菌Mag胤 os切物 m 　mag ηe伽 m 　AMB −1、 光合成細菌Rhodobacter

shaeroides 、　 E．　coliの 3種 類 の プロ テオ バ クテ リア 門に属する細菌を用い た。細胞をポ リーL一リジ ン とグル タル

ア ルデヒ ドで処理 した マ イカ基 板に固定 した 。 基板上 で の細胞の生存は、生 ・
死 二重蛍光染色キ ッ トによ り

確認 した。液体培地中で細胞表層をAFM 観察し た とこ ろ、細胞表層は網目状の構造によ り被われ て い た 。 網

目状構造の直径は約7nm 、 深 さは約 1　nm で、観察し た 3 種類の細菌で ほぼ等 しい 大 きさで あ っ た こ とから、

この構造 が プロ テオ バ クテ リア 門に保存 されて い る こ とが示唆された。精製外膜 を用 い て AFM 探針に よ る微

解剖実験を行な い、網 目状構造の構成分子 を調べ た ところ 、 ポー
リン 分 子によ り構成され て こ とが明 らかに

な っ た 。 また 、 網 目状構造の 動態を観察 した結果、細胞表 面 をラン ダムに移動 して い た。高速AFM に よ り細

胞表層に観察され たその他の構造に つ い ても紹介する 。
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　走査型プ ロ ーブ顕微鏡は今日 ，観察手段 の みで な く，微細加工 やマ ニ ピュ レ
ータとして の 技術開発が盛ん に

行われて い る．われわれは これ まで ， プローブ顕微鏡を用い て様々な微細加工ノマ ニ ピ ュ レ
ー

シ ョ ン技術を

開発 して い る．こ うした加工 ツ
ー

ル と して の プロ ーブ技術 に つ い て，本稿で は特に バ イオ試料 へ の 応用を考

慮 したマ ニ ピ ュ レ
ー

タ開発に関 して最近 の 成果を紹介する 。 1 ）ナ ノ ピペ ッ トを有するSPM によ るマ ニ ピ ュ

レーシ ョ ン

　ナ ノ スケール で物質を堆積で きれば ， デバ イ ス 作製 やバ イオ試料の 高密度ア レイ，細胞へ の試薬注入 など

様々な応用が期待で きる．こ れ までわれわれは プロ ーブの 先端に微細な開口を有するナ ノ ピペ ッ トプロ ーブ

を用いた SPM 微細加工装置 の開発に取り組ん で い る，ナ ノ ピペ ッ トとは極細なキ ャ ピラ リ
ーガラ ス 管で あ

りJ
バ イ オ の 分野 で は細胞 操作 や微量試料採取な ど広 く用い られて い る．われわ れは この ナ ノ ピペ ッ トプ

ロ ーブを微細加工 用ツ
ー

ルと し， 様々な液 体を充填す る こ とで 表面に堆積塗布する装置の 開発に取 り組ん で

い る．こ こ で は こ れ を用 い た単
一

細胞 へ の 分子導入 へ の 応用例に つ い て述べ る。 2）原子間力顕微鏡（AFM 》

マ ニ ピ ュ レータに よ る顕微解剖

走査型電子 顕微鏡（SEM）との複合化装置 と して SEM の 真空 チ ャ ン バ ー内ス テ
ー

ジ上に搭載可能な小型 の

AFM 型マ ニ ピ ュ レ
ータの開発に つ い て 紹介す る．本装置はSEM 観察しながらAFM 観察が可能である．また ，

AFM をマ ニ ピ ュ レ
ー

タと して微細加工 に用い る際に もSEM 観察で モ ニ タ リン グしなが ら動作可能で あ り，高

い 操作性を有してい る．こ こ で は、本装置を用い た顕微解剖例に つ いて紹介す る 。
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