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研究成果の概要（和文）：高速AFMは、機能中の生体分子の形状と動きを同時に観察できるユニークな顕微鏡で
ある。しかし、従来の時間分解能では観察できない生命現象はたくさんある。そこで、より広範な生命現象にア
クセスできる顕微鏡の開発を目指して、高速AFMの時間分解能を律していたZスキャナー、カンチレバーの振幅計
測器、カンチレバーの応答速度を大幅に短くすることに成功した。さらに、開発したデバイスを含んだ高速AFM
を用いて、リボソームストーク複合体に翻訳因子が集合する過程やCRISPR-Cas3がDNAを巻取りながらDNAを長距
離に渡って切断する様子などの観察に成功し、生物学的に意義深い新知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：High-speed AFM (HS-AFM) is a unique microscope that allows simultaneous 
observation of the shape and motion of biomolecules in action. However, many life phenomena cannot 
be observed with the conventional temporal resolution of HS-AFM. Here, in order to observe a wider 
range of life phenomena with HS-AFM, we significantly improved the response speed of the Z-scanner, 
amplitude-detector for cantilever oscillation and cantilever, which had limited the temporal 
resolution of the HS-AFM. Using the HS-AFM containing the devices developed here, we succeeded in 
observing the process of assembly of translation factors into ribosomal stalk complexes and the 
long-range cleavage of DNA by CRISPR-Cas3 while reeling DNA, and thus obtained new biologically 
meaningful findings.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 原子間力顕微鏡　一分子イメージング　タンパク質　核酸　生体分子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イメージング技術の発明や発展は、これまで見えなかった世界や現象を新たに“見る”ことを可能にするため、
いつの時代も新しい科学の進展につながってきた。とりわけ生命科学の分野においては、現象の新発見とその詳
細理解が、新たな診断・治療法、医薬品の開発に直結するため、その寄与は大きい。本研究では、機能中の生体
分子の形状と動きを同時に観察できるユニークな顕微鏡法である高速AFMの時間分解能を大幅に向上させるデバ
イス群を開発することに成功した。人類の可視化範囲を広げることに寄与したと言えるため、研究成果の学術
的・社会的意義は大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）の誕生によ

り、液中ナノメートルの世界を動画で撮影する
ことが初めて可能になった。これは、これまでど
のイメージング技術も成し得なかった、機能し
ている最中の生体分子の形状とダイナミクスの
同時観察ができるようになったことを意味する
（ Ando, Uchihashi, Kodera, Annu. Rev. Biophys. 
2013）。これまで様々な系で進められてきた高速
AFM によるバイオ応用研究は、高速 AFM が生
体分子の機能メカニズムの理解を深化させるこ
とができる革新的な技術であることを実証して
きた(図 1)。 
ところが、高速 AFM の時間分解能では可視化

できない生命現象はまだまだ多数存在する。例
えば、一般的な生化学反応の時定数は約 10 ms と
いわれているが、従来の生体分子観察用の高速
AFM の時間分解能の 0.1 s 程度では、僅か 0.1%
しか解析できないのである。また、真核細胞の表
面には膜タンパク質が無数に存在し、拡散運動しているはずだが、それらを AFM で観察したと
いう報告は一切ない。これは、細胞膜上を 2 次元拡散運動する膜タンパク質の拡散定数が約 0.1 
μm2/s であることと、従来の細胞観察用の高速 AFM の低い時間分解能から容易に説明できる。
現行の時間分解能では、1 フレームの画像を得る間に約半数の分子は観察範囲外に拡散してしま
い、フレーム間で同一の分子を特定できず、その結果、何も見えてないような（とらえどころが
ない）映像となってしまうのである。 
とはいえ、高速 AFM のように、数 nm~数十 nm といった生体分子の機能メカニズムの理解に

重要なメゾスケールの空間領域を、平均化を施さず、かつハイコントラストで動画観察できる技
術は他に存在しない。特に近年、生体分子の機能は、自身や他の分子（異種・同種）との位置関
係や相互作用、脂質膜の凹凸形状といった物理的な環境によって、変調を受けていることが明ら
かになってきている。そのような環境的な要因も含めて、対象としている分子の動態を直接観察
することは、高速 AFM 以外の技術では非常に困難である。超えなければならない技術的なハー
ドルは多くて高いが、高速 AFM をさらに生命科学に有用な顕微鏡法にしていくためには、高速
AFM の時間分解能の向上は挑戦すべき重要な課題であった。 

２．研究の目的 
高速 AFM の時間分解能を律するデバイス群を大幅に改良することで、これまで観察できなか

った生命現象にアクセスできる次世代型高速 AFM の開発する。具体的には、生体分子観察用の
狭い範囲の観察では従来型の 5 倍以上、真核細胞観察用の広い範囲の観察では従来型の 15 倍以
上の時間分解能（フレームレート）の向上を目指す。さらに、開発した新規の高速 AFM を用い
て、バイオ応用研究に取り組み、生体分子の詳細動態解析を通じて、開発した顕微鏡装置の性能
を示すとともに、生物学的に意義深い新知見を得ることを目的とする。 

３．研究の方法 
高速 AFM では、生体分子の観察に広く用いられるタッピングモードを採用しており、装置は

図 2 のように構成される。高速 AFM の走査性能
（時間分解能と空間分解能、装置の安定性など）
は、様々なパラメーターによって決まるが、時間
分解能（フレームレート）T は、簡便には【式 1】
で表される。ここで重要なのは、SX、NY、λは観
察の対象や目的に依存するパラメーターである
が、fB が装置の性能を決定する最重要パラメー
ターとなる。 

fBは、AFM 観察における力の制御に関わるフ
ィードバックループに含まれるカンチレバー、
光センサー、振幅計測器、フィードバック制御回
路、電子式ダンパー、Z スキャナーの時間遅れを
考慮して、【式 2】のように見積もられる（Ando 
et al., J. Mol. Recognit. 2007）。従来の高速 AFM で
は、分子観察用で fB ~ 70 kHz、細胞観察用で fB ~ 
30 kHz を達成しており（表 1）、従来型の低速
AFM のそれ（1 kHz 未満）と比べて大幅に高い。

図 1：現行の高速 AFM で観察できる現象とできない現象
大きい対象から小さい対象、静的なものから動的なもの
まで、これまで様々な系で高速 AFM の有用さが実証され
たが、観察不能な未踏領域（図の上から右上）がまだま
だ存在する。 

 
図 2：従来の高速 AFM 装置の概要 長年の研究開発の結
果、図内の周波数応答を持った世界最高性能の高速 AFM
を実現してきた。 



従来の高速 AFM では、この高い fB によってバイオ応
用研究を開拓できた。高速 AFM で観察可能な生命現
象の広範化には、fBのさらなる広帯域化が必須であり、
次の[1]~[3]の研究項目を実施することで実現を目指し
た。 
[1] 超高速 Z スキャナーの開発 
[2] カンチレバーの振動振幅計測器の開発 
[3] 超小型カンチレバーの開発 
本研究での fBの達成目標は 500 kHz 以上とした。そ

の結果、時間分解能は、それぞれの系を観察するとき
の代表的な SX、NY、λを利用して、分子観察時では 10 
ms を切る程度まで、細胞観察時では 150 ms 程度まで
の向上が見込まれる（表 1）。また、開発した最新式の
高速 AFM を用いて、[4] バイオ応用研究を実施した。 

※研究期間中に得られた研究成果（研究論文、産業財
産権）は青字で示した。 
４．研究成果 
[1] 超高速 Z スキャナーの開発 
従来型の Z スキャナーは、共振周波数が 450 kHz 程

度のピエゾ素子の片端を支持体に固定する方法がと
られていた。この方法は簡便ではあるが、Z スキャナ
ーの共振周波数 fZは、ピエゾ素子の重心移動が起こる
ため、ピエゾ素子の共振周波数の半分程度になるとい
う問題があった。本研究では、ピエゾ素子として、超
小型で約 1.35 MHz の共振周波数を持つものを用いた。
また、ピエゾ素子の重心移動が起こらない固定法を採
用した。その結果、ピエゾ素子の共振周波数に近い 1. 1 MHz 程度の世界最高速の fZを実現した
（図 3a,b, Shimizu et al., Rev. Sci. Instrum. 2022; 特許第 7273408 号）。また、Z スキャナーの共振
周波数をさらに向上させるために、逆伝達補償法とアクティブダンピング法を組み合わせた電
子回路（共振コントローラー）を新たに考案し、Z スキャナーの機械部品を変えることなく、Z
スキャナーの共振周波数とQ値を一緒にコントロールできるようになった（特願2022-141581）。
その結果、約 1. 5 MHz の fZを実現することに成功した。 
また、開発した超高速 Z スキャナーは、高い fZを持つが、Z 方向の走査範囲は約 150 nm と狭

い。この Z 範囲は、タンパク質レベルの高低差を撮影する分には十分だが、オルガネラや真核細
胞の高低差を撮影するためには不十分である。そこで、細胞観察に用いる広範囲用 Z スキャナ
ーの上に超高速 Z スキャナーをのせることで、広範囲用 Z スキャナーの fZ を大幅に向上させる
Z スキャナーブースターシステムの開発に取り組んだ（図 3c）。この開発の原理検証は済み、大
腸菌の大きな形状を捉えつつ、菌体表面のタンパク質を解像しながら高速 AFM 観察することに
成功している。 

[2] カンチレバーの振動振幅計測器の開発 
Z スキャナーが 1 MHz を超える状況では、カンチレバーの振動振幅計測器が律速デバイスと

なるため、高速化が必須である。これまでは、【式 2】において n = 2 で動作する S/H（Sample & 
Hold の略）タイプが最速であった（Ando, et al., PNAS 2001）。近年、三角関数の定理に基づいて、
サイン波とコサイン波の 2 乗の和を計算し、その平方根を求めることで、カンチレバーの振動振
幅を高速に計測する手法が海外の研究グループによって開発されていた（Miyagi & Scheuring, Rev. 
Sci. Instrum. 2018）。そこでは、サイン波からコサイン波を計算するときに、時間遅れが生じる移
相演算（PSB 法）が採用されていた。本研究では、サイン波からコサイン波を計算するときに、
時間遅れが生じない微分演算（DB 法）を用いた（図 3d）。その結果、振幅計測器が持つ時間遅
れを原理的にゼロにでき、最も高速な計測法を実現できることが分かった。実際に製作した振幅
計測器では、各演算に時間遅れが生じたが、これまでに考案されていたどの計測法よりも高速に
カンチレバーの振動振幅を計測できることに成功した（図 3e）。さらに、平方根の演算を省略す
ることで、これまで最速だった PSB 法よりも約 10 倍高い速度を実現しつつ、試料との相互作用
をより敏感に検出できることが分かった（図 3e, Umeda et al., Appl. Phys. Lett. 2021; 特願 2021-
121704）。 

[3] 超小型カンチレバーの開発 
Z スキャナーが 1MHz を超える状況では、従来の高速 AFM 用カンチレバーも律速デバイスと

なる。従来の高速 AFM 用微小カンチレバー（長さ 10 μm、幅 2 μm、厚さ 0.1 μm を持ち、水中共
振周波数は約 0.6 MHz、バネ定数は約 0.1 N/m）を集積イオンビーム（FIB: Focused Ion Beam）を
用いて、超小型に追加工することで、fcを大幅に上げることを目指した。厚さ方向には追加工を
施さず、長さを 2 μm、幅を 0.75 μm に追加工することで超微小高速 AFM カンチレバーを作成し

 

 



た（図 3f の上）。FIB で追加工する際の加
速電圧や電流値、加工手順を工夫するこ
とでカンチレバーが反りにくい条件を検
討した。 
また、カンチレバーの変位を検出する

ためには、レーザー光をカンチレバー背
面に集光し、その反射光を光検出器でモ
ニターする光テコ光学系を用いる。超微
小カンチレバーの変位を精度よく検出す
るには、カンチレバー背面での集光径を
少なくともカンチレバーのサイズ程度に
しなければならない。そこで、ナイフエッ
ジ法と呼ばれるレーザー光の集光径を定
量的に計測することができる評価システ
ムを構築した。また、できるだけ小さな集
光径を得るために、いくつかの光学素子
（レーザーダイオード、レーザーダイオ
ードのコリメーションレンズ、対物レン
ズ）の効果を検討した。その結果、従来型
の光学系での楕円型のスポット径は、カ
ンチレバーの長軸方向の径 a = 2.6 μm、カ
ンチレバーの短軸方向の径 b = 0.9 μm、面
積 7.35 μm2 であったが、検討後のスポッ
ト径は、a = 0.5 μm、b = 0.3 μm、面積 0.47 
μm2 と従来の面積の 6.4%となる小さな集
光スポット径を実現した。 
また、開発した光学系ではレーザーの

戻り光ノイズによってレーザー光の発振
が不安定になる問題が生じたが、レーザ
ーダイオードを駆動する電源に高周波重
畳法（Fukuma et al., Appl. Phys. Lett. 2005）
を導入することで、戻り光ノイズを除く
ことができた。その結果、カンチレバーの
変位を精度よく計測できるようになり、開発した超微小高速カンチレバーは水中で約 10 MHz の
共振周波数を持つことが判明した（図 3f の下）。一方、バネ定数を計測すると約 3 N/m となり、
生体分子の観察用としてはやや大きめの値を持った。 
また、タッピングモード AFM では、カンチレバーを fc付近で加振する必要があるが、開発し

た超微小高速カンチレバーの fc である 10 MHz 付近において十分に加振できないという問題が
生じた。また、カンチレバーを加振できても、カンチレバーの振動振幅が試料との相互作用がな
い状況でも秒単位で変化する問題も生じていた。そこで、カンチレバーを加振するためのピエゾ
素子とそのピエゾ素子を取り付けるカンチレバーの固定治具の機構の検討を行った。その結果、
10 MHz 程度の周波数帯であっても、生体分子を観察するために必要な数 nm 程度の自由振動振
幅を得ることができる機構を実現した。さらに、AFM 走査中にカンチレバーの自由振動振幅を
計測し、その自由振動振幅を一定に保つシステムを構築することにも成功した。 
さらに、開発した超微小高速カンチレバーで生体分子の AFM イメージングを試みた。その結

果、細胞骨格であるアクチン線維や、アポトーシスに関連し細胞膜に結合するアネキシン V を
50 ms の時間分解能で高速に AFM イメージングすることに成功した。開発したカンチレバーは
バネ定数が高いため、生体試料を壊すことなく観察できるかが懸念されていたが、アクチン線維
のような分子複合体であっても壊すことがないことが判明した。 

本研究を通じて、高速 AFM の主要な律速デバイスとなっている Z スキャナー、カンチレバー
の振動振幅計測器、カンチレバーの応答速度を飛躍的に高めることに成功した。これにより、計
算上は約 470 kHz の fBを実現した。目標であった 500 kHz には届かなかったが、Z スキャナーシ
ステムを更に改良することで、目標に到達できることが期待できる。一方で、金沢大学の安藤敏
夫博士の研究グループによって、X 走査の復路をスキップする新しい走査方法が研究期間中に
提案された（Fukuda & Ando, Rev. Sci. Instrum. 2021）。この手法では、画像取得レートを 2 倍にす
る効果があるだけでなく、カンチレバーと試料間の相互作用力が大きくなる復路の走査をスキ
ップするため、試料に与える影響を考慮すると、画像取得レートを 2.5 倍程度にできることが提
案されていた。この技術を取り入れると、目標とするフレームレートを実現するのに必要な Z 方
向の力制御に関わる周波数帯域（fB）が半分程度でよいことになる。もしくは、当初目標として
いた fBが仮想的に 2.5 倍程度になること意味する。非常に強力な技術であるので、本研究にもそ
の手法を取り入れた。その結果、本研究で実現した fB は仮想的に 1.1 MHz を超える性能を実現
することになり、当初の目標を大きく上回るデバイス群を開発することができた（Umeda et al., 

 
図 2：本研究で開発した要素技術 (a) 超高速 Z スキャナーの写
真（上）とその模式図（下）。(b) 超高速 Z スキャナー（赤線）と
従来型の高速 Z スキャナー（青線）の周波数応答。(c) Z スキャナ
ーブースターシステムの概念図。(d) 時間遅れゼロのカンチレバ
ーの振幅計測器（DB-A, DB-A2）の概念図。(e) これまで開発され
た振幅計測器の帯域幅の比較。本研究で開発した DB-A2 が最も高
帯域の計測器であることが分かる。(f) 従来型の高速 AFM 用微小
カンチレバー（青線）と FIB で追加工して作成した超微小高速
AFM 用カンチレバー（赤線）の写真（上段）とそれらの周波数特
性。 



Microscopy 2023）。現在、各デバイスの性能やユーザビリティを上げつつ、開発した全てのデバ
イスを搭載した次世代型高速 AFM の構築と評価を進めている段階である。 

 [4] バイオ応用研究 
上述の開発中のデバイスを含んだ高速 AFM を用いて、国内外の研究者らと共同して、バイオ

応用研究を精力的に進めた。バイオ応用研究に関する論文を期間中に 32 報発表した。代表的な
研究成果を以下に述べる。 

[4-1] リボソームストーク複合体に翻訳因子が集合する過程を可視化 リボソームはタンパク
質合成を担うマシナリーである。リボソームが素早く正確にタンパク質を合成するには、翻訳因
子と呼ばれるリボソーム結合タンパク質を必要とするが、さまざまな分子が混在する細胞内に
おいて、翻訳因子がどのようにリボソームに効率よく結合し、タンパク質合成をスムーズに進行
させるのかについては明らかにされていなかった。そこで、新潟大学の内海利男博士と共同で、
タンパク質合成反応速度に決定的な役割を果たすリボソームのストークの動きを高速AFM によ
って観察した。その結果、ストーク複合体が持つ 7 本のヒモ状部位の先端が、おのおのの翻訳因
子を受容し、リボソーム近傍に翻訳因子をかき集めることで、翻訳因子の局所濃度を上昇させて
いることが明らかとなった（図 4a, Imai et al., PNAS 2020）。この知見は、リボソームがタンパク
質を合成する根本原理の解明に貢献するとともに、癌やウイルス感染といったリボソームが関
わる病気などの研究への波及効果が期待できる。 

[4-2] マイコプラズマ・モービレの運動装置の動きを細胞膜越しに直視 マイコプラズマ・モー
ビレは最小の細菌である。この細菌は、菌体の片側に小さな突起“接着器官”を形成し、この突
起で宿主組織の表面にはりつき、はりついたまま“滑走運動”を行う。滑走運動時には ATP 合
成酵素から進化した特殊な分子モーターが細胞内部で力を発生していることが示唆されていた
が、その動きが捉えられたことはなかった。そこで、大阪市立大学の宮田真人博士と共同で、活
きたマイコプラズマ・モービレの細菌の表面の高速 AFM 観察に取り組んだ。その結果、運動装
置である分子モーターが鎖状に連なっていることを細胞膜越しに観察することに成功した（図
4b）。さらに、モーター粒子が、細胞の進行方向に向かって右側に約 9 nm、細胞内側に 2 nm、
300 ms 以内に動くことを明らかにした（Kobayashi & Kodera et al., mBio 2021）。このことは、他
に類を見ない構造であるマイコプラズマの分子モーターがどのようなメカニズムで滑走運動を
行っているか、そしてそのメカニズムが ATP 合成酵素のどのような性質から進化してきたかを
説き明かす大きな手掛かりとなることが期待される。 

[4-3] ゲノム編集酵素 CRISPR-Cas3 の大規模 DNA 切断過程の直視 細胞内のゲノム情報を操
作するためのツールとして注目される「ゲノム編集技術」は、基礎研究への利用はもちろんのこ
と、工業、農水産業、医療など様々なライフサイエンス分野への社会実装が展開されている。東
京大学の吉見一人博士、真下知士博士と、理化学研究所の竹下浩平博士と共同で、これまでに国
産ゲノム編集技術として開発されてきた CRISPR-Cas3 が狙ったゲノム配列を認識して二本鎖
DNA を切断する様子を高速 AFM で観察することに取り組んだ。その結果、CRISPR-Cas9 がハ
サミのように二本鎖 DNA を同時に切る機構とは異なり、CRISPR-Cas3 は二本鎖 DNA をほどい
て片方の鎖を手繰り寄せながら、一本鎖 DNA をそれぞれ別々に切ることで、DNA を長い距離
に渡ってシュレッダーのように切断していることを映像として撮影することに成功した（図 4c, 
Yoshimi, Takeshita & Kodera et al., Nat. Commun. 2020）。この研究成果によって、CRISPR-Cas3 の
効率化や安全性の強化といった技術改良が容易になり、優れた国産ゲノム編集技術として新た
な創薬や遺伝子治療などへの利用、農水産物の品種改良といった産業利用など、様々な分野への
応用が進展することが期待される。 

 

 

 

 
図 4：高速 AFM を用いたバイオ応用研
究の代表的成果 (a)リボソームスト
ーク複合体（緑の矢尻）に次々と翻訳
因子（白の矢印）が結合してくる様子。
(b) マイコプラズマ・モービレの運動
装置を細胞膜越しに高速 AFM 観察し
た結果。左：菌の全体像、中央：左の
青破線中を拡大した像、右：中央の像
にハイパスフィルターを適応し、運動
装置を強調した像。 (c) CRISPR-Cas3
が DNA を巻取りながら DNA を切断
する様子。 
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