
　光学顕微鏡の横方向の分解能は，使用する光の波長の制
限を受けるため，サブミクロン程度にとどまる．しかし，
試料高さ方向のわずかな高低差にコントラストを与えるこ
とには，物理的制限がない．そのため，微分干渉顕微鏡や
位相差顕微鏡など，光のわずかな位相の差を強度の差に変
えるための顕微法が開発され，さまざまな観察が行われて
きた．本稿では，微分干渉顕微鏡とレーザー走査型共焦点
顕微鏡 1）を組み合わせることで，反射率が 1％程度の透明
な結晶表面でオングストローム高さの段差を十分な感度で
検出できることを紹介する2）．
　多くの結晶は，光学顕微鏡による観察に適した表面構造
をもつ．結晶は，ブロックを 1つ 1つ積み上げるように，
分子を積み上げることで成長する．また，分子を積み上げ
る際には，図 1に模式図を示したように，分子層の端（単
位ステップとよばれる）に分子が組み込まれ，単位ステッ
プが横方向に成長することで，結晶は 1層ずつ層状に成長
する（単位ステップの厚みは，分子の大きさと結晶構造か
ら 1つに定まる）．そのため，結晶の成長を理解する大本
となる単位ステップの動的挙動をその場観察するには，分

子レベルで完全に平坦な結晶表面上で分子レベル高さの段
差（単位ステップ）を可視化する必要がある．この際に，
単位ステップの間隔が十分に（1 mm程度以上）離れてさ
えいれば，光学顕微鏡の出番となる．
1. 氷結晶表面での単位ステップの可視化
　氷は地球上にきわめて大量に存在するため，その相転移
（成長や融解・昇華）は，地球の寒冷圏で起こるさまざま
な自然現象を支配する．また，氷結晶の表面は，紫外線に
よるオゾン・有機物の分解や，不凍タンパク質による寒冷
地の動植物の凍結防止など，多くの物理的・化学的過程の
鍵を握る．そのため，氷結晶の表面を分子レベルで理解す
ることはきわめて重要である．しかし，氷結晶の場合に
は，単位ステップを結晶の成長中に可視化することはこれ
まで誰もできず，相転移や多くの物理的・化学的過程のメ
カニズムは想像されるのみにとどまっていた．
　その原因は，原子間力顕微鏡（AFM）などの走査型プ
ローブ顕微鏡の使用が，氷結晶表面ではきわめて困難なこ
とにある．氷結晶は融点直下という超高温下で成長するた
め，表面融解により発生する疑似液体層（固体と液体の中
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間の性質を有する層）がカンチレバーによる走査を困難に
する．そのため，試料表面に完全に非接触・非破壊である
光学顕微法は，氷結晶の表面を観察するためのきわめて有
望な手法になり得る．
　われわれは，微分干渉顕微鏡とレーザー共焦点顕微鏡
（オリンパス製 FV300）を組み合わせることで，水溶液中
のタンパク質結晶表面の単位ステップ（数～ 6 nm高さ）
を，きわめて高いコントラストで，結晶の成長中にその場
観察することに成功した 3）．しかし，氷結晶表面の単位ス
テップの予想される高さは 0.37 nmと小さいため 4），レー
ザー共焦点微分干渉顕微鏡をさらに改良し，シグナル―ノ
イズ（SN）比と微分干渉コントラストを向上させた 2）．ま
ず，可干渉長が 10 mm程度ときわめて小さい super lumi-

necsent diode（SLD，波長 680 nm，半値全幅 23 nm）を光
源として用い，干渉縞の発生を防いだ．また，銀ナノ粒子
を配列させた偏光子と偏光ビームスプリッターを用い，検
光子を除去することで，光量の低下を抑えながら偏光特性
を向上させた．さらに，偏光特性を落とさぬよう，倍率が
10倍以下の対物レンズを用いた．
　過飽和な水蒸気中で成長する氷結晶（雪結晶と同じ）の
表面を観察した一例を図 2に示す 2）．氷結晶の六角底面上
で，二次元島状の丸い分子層が多数出現し，それらが横方
向に広がり互いに合体することで，氷結晶は層状に成長す
ることがわかる（画像は 0.57 sごとに撮影）．図中の＋印
で示したように，隣り合った分子層が合体すると，分子層
の縁（ステップ）のコントラストは完全に消滅した（ビデ
オムービーを参照 5））．このような二次元島の合体に伴う
ステップのコントラストの消滅は，氷結晶表面上のいたる
ところでランダムに観察された．この結果は，現れた丸い
二次元島が，氷結晶表面上での二次元核形成により生成さ
れたことを示す．隣り合った二次元島が合体した後にス
テップのコントラストが完全に消滅しなかった例は，全く
観察されなかった．
　われわれが可視化したステップ（図 2）が，高さが最も
小さい単位ステップであることは，次のように証明でき
る．もし，氷結晶表面上に，高さが検出限界よりも低いた

めに「可視化できていないステップ」があると仮定する
と，可視化できるステップと可視化できないステップの衝
突が必ず起こる．これら 2つのステップの高さの差が検出
限界よりも小さいと，これまで可視化できていたステップ
の一部が突然見えなくなる事態が必ず生じなければならな
い．また，このような事態が生じる確率は，検出限界の高
さが増すとともに増大する6）．しかし，このような事態の
発生は，数 100回以上の表面観察を通じて一度も観察され
なかった．この結果は，氷結晶表面上のステップの高さは
すべて検出限界高さ以上であり，すべてのステップが可視
化できた，すなわち氷結晶表面上で高さが最も小さい単位
ステップを観察できたことを示す．
　氷結晶表面上の単位ステップを AFMを用いて観察する
ことに成功した例が，これまでに 1つだけある．ゼペダは，
氷結晶表面上を有機溶媒（オクタン）で覆うことで AFM

観察に成功した 7）．彼が測定した単位ステップの高さ 0.29 

nmは，AFM測定の高さ方向の誤差を考慮すると，結晶構
造から予想される高さ 0.37 nmとよく一致する4）．すなわ
ち，われわれは氷結晶表面上の高さ 0.37 nmの単位ステッ
プを，その成長中に光学的に可視化できたことになる．
　本稿で紹介したレーザー共焦点微分干渉顕微鏡を用いる
と，氷結晶の成長・融解・昇華などの相転移機構を分子レ
ベルで明らかにする研究が今後展開できる．また，本顕微
技術は，エアロゾルやオゾンホールなどの環境破壊，不凍
タンパク質による動植物の凍結防止，さらには地球温暖化
などの機構解明にも役立つと期待される．
2. 結晶表面の可視化と今後の展望
　結晶表面の単位ステップを光学顕微観察する際の「見え
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図 1　結晶が層状成長する模式図．

図 2　氷結晶の六角底面上で，二次元島状の分子層（0.37Å
厚み）が多数出現し，それらが横方向に広がることで結晶が
成長する様子 2）．画像は 0.57秒ごとに撮影．



具合」を定量的に評価することは難しい．しかし，反射型
の光学顕微法の場合には，ステップの高さ（位相差に相
当）と結晶表面の反射率（SN比に相当）がその指標とな
ろう．図 3にこれまでの経緯をまとめた．結晶表面の単位
ステップの可視化には，1950年に Gri¤nが初めて成功し
ている8）．彼は，緑柱石結晶表面上の 0.8 nm高さのステッ
プを，反射型の位相差顕微鏡を用いて可視化した．翌
1951年には Amelinckxが炭化ケイ素結晶表面上の 1.5 nm

高さのステップを可視化している9）．しかし，これらの観
察では，SN比を向上させるために，結晶表面に銀の薄膜
を蒸着し，反射率を 70～90％まで増大させざるを得な
かった．しかし，レーザー共焦点微分干渉顕微鏡を用いる
ことで，反射率が 1％程度の水溶液―タンパク質結晶界面
や空気―氷界面で，高さが数 nm～0.37 nmの単位ステップ
を，その成長中に観察できるようになった．また，反射率
が 100％近い水溶液―金結晶 {1 1 1}界面では，レーザー共
焦点微分干渉顕微鏡を用いて，板谷らのグループが高さ
0.25 nm の単原子ステップの可視化に最近成功してい
る10，11）．
　著者自身は今後さらに，反射率が 0.007％しかない水―氷
界面での，分子レベルその場観察を目指している．融液と
結晶との界面では，いまだ誰も分子レベルでのその場観察
に成功していない．そのため，もし観察に成功すれば，界
面での新たな物理現象を見いだせるかもしれないと期待し
ている．
　一方，透過型の光学顕微法の場合には，塚本らが観察用
セルも光学系の一部として設計し，収差の除去を極めるこ
とで，位相差顕微鏡を用いて，水溶液中で成長する CdI2

結晶表面の高さ 1.4 nmのステップをその場観察すること
に成功している12）．また，位相差顕微鏡を用いると，水溶
液中で成長しているタンパク質結晶上の数 nm高さの単位
ステップも観察できる13）．これらの結果は，光のわずかな
位相の差を強度の差に変えるには，微分干渉顕微法よりも
位相差顕微法のほうがよりすぐれていることを示唆する．
そのため，もし透過型位相差顕微鏡をレーザー共焦点化で
きれば，高さ方向にきわめて高感度な顕微鏡になるものと
予想される．
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林茂氏にはさまざまな技術的援助をいただいた．また，愛
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士にはさまざまな議論をしていただいた．ここに，深く感
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図 3　反射型顕微法による結晶表面の単位ステップのその
場観察．


