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研究成果の概要（和文）：力センサとして用いるカンチレバーの垂直方向とねじり曲げ方向の同時励振を行い、
その周波数や振幅などの信号を同時取得することにより、探針の水平方向に存在するナノ構造体を非接触で検出
できる原子間力顕微鏡(AFM）手法を開発した。今後、カンチレバー形状の最適化や同時計測した信号を用いたフ
ィードバック制御方法の確立によって、新規AFM手法の実用性を高めていくことができる。

研究成果の概要（英文）：In this project, I developed an atomic force microscopy (AFM) method that 
was capable to detect nanostructures existing in the horizontal direction of an AFM probe in 
non-contact manner. The detection of nanostructures became possible by a simultaneous excitation and
 monitoring of two vibration modes of cantilevers used as a force sensor. The two vibration modes 
are the vertical normal bending and the torsional bending vibrations. The practicality of the 
developed AFM method can be improved by optimizing the cantilever shape and establishing the 
feedback control conditions.

研究分野： ナノ計測

キーワード： 原子間力顕微鏡
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１．研究開始当初の背景 
原子間力顕微鏡(AFM)は急速な進歩を遂げ

ており、液中での原子分解能観察も周波数変調
AFM(FM-AFM)によって実現された。それ以降、
FM-AFM は液中での観察が必要な生物学分野
での原子・分子分解能計測への応用が強く期待
されている。液中 FM-AFM でタンパク質の 2 次
構造であるα-ヘリックスの直接観察や、脂質-コ
レステロール複合体の分子分解能観察を世界
に先駆けて報告した。 

一方、従来の AFM では探針に働く水平方向
の相互作用力を検出できないという欠点が示さ
れていた。これが要因となり、凹凸の大きなナノ
構造体が探針の側方に存在すると、探針側面
が衝突して大きな力が働き、観察試料を破壊す
ることがたびたび問題となる。例えば、タンパク
質集合体やナノ微粒子などは、柔らかいカンチ
レバーを用いても非破壊で AFM 計測することが
難しい。これらの課題を解決するためには、探針
側方のナノ構造体を検出できない AFM の原理
的な限界を打破する新しい AFM 計測の開発が
必要であった。 

 
２．研究の目的 

上記のように AFM は探針側面に働く水平方
向の力を検出できないため、急峻な勾配を有す
るナノ構造を壊すことなく高分解能観察すること
が難しい。この問題を克服するために、カンチレ
バー型力センサの複数信号モードを同時に計
測し、垂直方向・水平方向に生じる相互作用力
を検出できる新規 AFM 手法を開発するのが本
研究の目的である。カンチレバー型力センサを
垂直曲げ方向(Bending mode)に加え、ねじり曲
げ方向(Torsional mode)にも励振し、垂直方向・
水平方向に生じる相互作用力を同時に検出で
きるか検討した。探針-試料間距離フィードバッ
ク制御を垂直・水平相互作用の両方を利用して
行うことで、探針側面に衝突して生じる横方向の
大きな力を抑制する。そして弱い相互作用力で
集合した生体分子やナノ材料であっても、非破
壊かつ原子・分子分解能観察できる高分解能
AFM を開発することが目的である。 

 
３．研究の方法 
（１）カンチレバーの選定と光熱励振の検討 

研究目的を実現するためには、カンチレバー
が持つ複数の振動モードを励振し、その振動特
性を同時検出する方法を確立する必要がある。
そこで検証に最適なカンチレバーを探索するた
めに、形状の異なる市販カンチレバーの機械特
性・振動特性を有限要素法によって解析した。さ
らに有限要素法（FEM）解析によって候補になっ
た市販カンチレバーを購入し、光熱励振法で複
数の振動モードを同時励振できるか調査し、さら
には同時励振で最適な励振用レーザーの照射
位置について検討した。 
 
（２）水平方向の力―距離依存性の評価 

探針が検出する相互作用力を評価する方法
として、探針を１次元的に走査し、相互作用力変

化を連続的に記録する方法がある。しかし、一
般的には探針を基板に対して垂直方向に走査
し、Z 方向の相互作用力変化を評価する。その
ため水平方向の相互作用力を評価することへ適
用できない。そこで本研究では、水平方向に探
針を走査した際のカンチレバー振動特性を評価
する方法を新たに確立することを検討した。具
体的には、数１０ナノメートルのステップ構造を有
するグレーティング（回折格子）を準備し、ステッ
プ構造に向かって探針を水平方向に走査したと
きに生じる振動特性（振幅・周波数）の変化をモ
ニタリングした。 
 
（３）モデル試料の調製方法確立 

新規 AFM 手法の有用性を実証するモデル試
料として①球状タンパク質のチューブリンが形成
する微小管と②ナノ分子鎖の調製方法について
検討した。 
 
①微小管による AFM 試料の調製 

微小管は直径４nm の球状タンパク質であるチ
ューブリンが弱い相互作用で集合することで形
成されており、直径が 25 nm と通常の AFM 試料
としては大きいためAFM計測で破壊されやすい。
そのため本研究のモデル試料として適している。
一般的に微小管を AFM 計測する際は化学的な
架橋を行い、機械強度を向上することが多い。
そこで化学的な架橋形成を必要としない微小管
の試料調製方法を確立し、新規 AFM 手法の有
用性を検証する試料とすることを検討した。 
 
②ナノ分子鎖の調製方法確立 

探針走査の影響を受けやすい構造体として
構造的自由度が高い直鎖状の分子が挙げられ
る。そこで２つ目のモデル試料として、固液界面
に直鎖状の分子構造の片端を固定化したナノ
分子鎖構造を形成し、AFM 計測可能かどうか検
討した。具体的には真空蒸着法によって調製し
た Au(111)上にアルカンチオール自己組織化膜
（SAM）を形成し、その一部に伸び切った（All 
trans）状態の長さが数 nm になる親水性の分子
鎖モデルを導入した。 
 
４．研究成果 
（１）カンチレバーの選定と光熱励振の検討 

研究目的を実現するためには、複数のカンチ
レバー振動モードを励振し、その振動特性を同
時検出する方法を確立する必要がある。本研究
では、カンチレバー励振には液中でも定量的な
原子分解能計測に応用できる光熱励振法、変
位検出には一般的な AFM でも用いられる光て
こ法を用いた。まず複数の市販カンチレバーを
有限要素法解析（COMSOL社ソフトウェア使用）
によって解析し、各振動モードの共振周波数を
算出した。その結果、検出可能な共振周波数領
域を考慮して３つの市販カンチレバーを選定し
た。 

つぎに選定した市販カンチレバーを購入し、
光熱励振と変位検出の検討を行った。光熱励振
用の半導体レーザーコントローラの外部変調入



力からカンチレバーの複数の共振周波数と一致
する正弦波信号を入力し、マイクロメータを用い
て励振用レーザー光スポットをカンチレバー付
近で XY 方向に一定距離ずつ移動させながら、
各振動モードの振幅を計測した。なお、垂直方
向とねじり曲げ方向の振幅は、光てこ法で使用
する４分割フォトダイオードで検出することが可
能であった。 

これらの結果、ねじり曲方向の振動振幅は、
励振用レーザー光スポットのXY位置に強く依存
することがわかった。一方、垂直方向の振動振
幅は XY 位置に依存するものの、ねじり曲げ振
動よりもその依存性は高くなかった。そこで１次
の垂直方向とねじり曲げ方向の振動を同時励振
する際には、ねじり曲げ方向の振動振幅が最も
大きくなる位置が最適であるということを把握で
きた。 
 
（２）水平方向の力―距離依存性の評価 

カンチレバーの複数振動モードを用いて探針
-試料間相互作用力検出を行い、どの振動モー
ドを組み合わせることで研究目的を達成できる
か検討を進める必要があった。 

しかしながら、水平方向の力-距離依存性を
調べる方法が確立されておらず、本研究課題で
検討する必要があった。そこでステップ構造を有
するグレーティングを標準試料とし、ステップ構
造に向かって探針を走査しながら垂直振動・ね
じり曲げ振動の両振動特性を同時計測する実
験を行った。 

ステップ構造に向かって探針を水平方向に走
査したとき、ステップ構造から離れた非接触位置
でもねじり曲げ振動の振動特性に変化が生じる
ことが分かった。また光熱励振によって、ねじり
曲げ方向の振動振幅を変化させるとステップ構
造を高感度で検出できる最適な振幅が存在す
ることを明らかにした。 
 
（３）モデル試料の調製方法確立 
①微小管による AFM 試料の調製 

本研究では吸着固定化するマイカ基板のアミ
ノプロピルシラン表面修飾の新しい手順を確立
し、さらに微小管の脱重合を阻害するパクリタキ
セルの濃度を最適化することで、化学架橋を行
なうことなく AFM 観察可能な微小管試料を調製
できることを明らかにした。また微小管の試料調
製時のパクリタキセル濃度を制御することで微小
管の機械的な安定性を調整できることも明らか
にした。これらの成果により、化学架橋の影響を
受けることなく本来の微小管表面を高分解能
AFM 計測することが可能となった。 
 
②ナノ分子鎖の調製方法確立 

モデル構造として調製したナノ分子鎖を、水
中で通常の周波数変調 AFM（FM-AFM）を用い
て観察すると伸び切った状態の分子鎖長よりも
極めて低いナノ構造として可視化されることが分
かった。そこで実際の立体構造（空間分布）を理
解するために、3 次元走査型 AFM（3D-AFM）で
観察した結果、ナノ分子鎖は 3 次元空間に分布

している様子が可視化された。これは通常の
FM-AFM ような計測条件では、ナノ分子鎖構造
の一部が可視化され、なぎ倒すように探針が走
査された可能性が高いことが分かった。 
 
（４）まとめ 

本研究課題の推進により、垂直方向とねじり
曲げ方向の同時励振と、周波数や振幅などの
振動情報の同時取得により、探針の水平方向に
存在するナノ構造体を非接触で検出できること
を強く示唆する結果が得られた。 

今後、カンチレバー形状の最適化による高感
度化や、同時計測した垂直振動、ねじり曲げ振
動の信号を用いたフィードバック制御方法の確
立によって、新規 AFM 手法の実用性を高めて
いくことができると考えている。 
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