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研究成果の概要（和文）：光の回折限界を超える液中ナノ領域で起きている生命現象のありのままを可視化する
技術を創出できれば、生命科学に計り知れない進展をもたらすであろう。本研究では、現在の技術では計測困難
な、液中環境における柔らかく、かつ脆弱なナノ構造上の現象を高い時空間解像度で捉える技術の開発を目指し
た。結果としては、先端にナノポアを有するナノピペットを探針とする非侵襲的走査プローブ技術である走査型
イオン伝導顕微鏡（SICM）の時空間解像度を従来よりも桁違いに向上する基盤技術の開発に成功した。10nm以下
の構造を1秒/画面より高速に撮影可能であり、時間分解能は既存技術の限界を100倍以上更新した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in capturing topographic images of samples located in 
liquid environments from over 10 um scale down to the sub-10 nm scale within a few seconds.
Clearly resolved images of biological samples with sub-10-nm vertical and lateral structures 
demonstrate the capability of scanning ion conductance microscopy for imaging actions in biological 
systems with high spatial resolution.

研究分野：応用物理一般

キーワード： 物理計測・制御　走査プローブ顕微鏡

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノピペットを用いる走査型プローブ顕微鏡、走査型イオン伝導顕微鏡の高速化に取り組み、従来の100倍程度
高速でイメージングできる装置を開発した。これを用いて、いくつかのバイオ試料のイメージングを行った。本
装置は、生細胞などのダメージに弱いバイオ試料の形状のイメージングやその動態を計測するのに有用であると
考えられる。

※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、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生命現象の仕組みをナノスケールのレベル
で根本的に理解するために、生体分子が実際
に機能する液中において、生体分子の挙動を
計測する技術の開発が待ち望まれている。生
体分子は、自身の 3次元的な分子構造とその
動き方により機能を発揮している故、生体分
子が機能している様を、分子のムービーとし
て詳細に観察できる技術を開発できれば、生
命科学にとって革新的な研究ツールとなるこ
とは間違いない。 
 電子顕微鏡で得られる生体分子の構造（形
状）は、真空環境下の静止構造に限られ、液
中での生体分子の動態を直接観察できない。
蛍光顕微鏡は液中での動態観察を可能にする
が、見えるものは蛍光標識した特定の生体分
子の位置だけで、生体分子が機能する際の構
造変化や、蛍光標識していない分子の挙動が
直接見えない。また蛍光標識自体が生理機能
に与える影響も技術的解決困難な問題として
残されている。これらの方法に対して、走査
プローブ顕微鏡（SPM）は、光の回折限界を遥
かに超える高い空間解像度を有し、液中にお
いて、まさに機能している最中の生体分子の
構造とその動態を同時に計測しうる現在唯一
の手法である。現在では、高速原子間力顕微
鏡（高速 AFM）により、生物から単離精製し
た生体分子の機能を、基板上においてムービ
ー観察が可能になっている。ムービーという
極めて直感的なデータとして生体分子ダイナ
ミクスの情報が得られる故に、いくつかの生
体分子系において、その機能メカニズムの解
明に SPM は決定的に重要な役割を果たしてき
た。 
 このように、SPM で単離精製系の生体分子
の観察手法が確立されつつある現在において、
今後に間違いなく重要になってくるのは、オ
ルガネラや細胞膜のような、生体膜界面で実
際に起きているダイナミックな生命現象をナ
ノスケールのレベルで可視化することである。
しかしながら、これは従来の SPM 技術では実
現するのが困難とされている。生体分子の単
離精製系で活躍している高速 AFM は、プロー
ブと試料が物理的に接触する力を検出・制御
して試料形状を可視化する。しかし、生体分
子の多くが機能している生体膜は粘着性かつ
非常に柔らかい。このため、高速 AFM のよう
な接触型 SPM ではプローブが試料に及ぼす力
のために、試料表面が変形し、空間解像度が
大きく損なわれるのに加えて、しばしば試料
に回復不能なダメージすら与えてしまう。 
 これを根本的に解決するには、非接触型の
SPM を用いる他に手段はないように思われる。
このような技術の候補として走査型イオン伝
導顕微鏡（SICM）がある（図 1）。SICM は、
ナノポアを有するガラスピペット（ナノピペ
ット）をプローブとして用いる。電解液中に

てプローブ先端のナノポアを通過するイオン
電流が、プローブと試料が近接した際に変化
するという性質を利用して、イオン電流変化
を計測して試料表面形状をナノポア程度の空
間解像度で可視化する SPM 技術である。ナノ
ポアを通過するイオン電流は、プローブ先端
と試料が接触せずとも変化するため、試料表
面に強い力を与えること無く試料形状観察が
可能である。このため、真核細胞のような柔
らかく脆弱な生物試料の形状観察において、
SICM の有効性が実証されている。しかし一方
で SICM は、プローブ位置決め信号であるイオ
ン電流変化の検出速度が遅く、高速に走査で
きないため、時間分解能が極めて低い（１画
面取得に数十分程度）。従って、生物試料の形
状ダイナミクスに関する情報が得られないと
いう技術的な欠点があった。 
 しかし、このような SICM の走査速度の欠点
は、SICM の動作原理の限界に起因するもので
はない。それ故、研究代表者は、SICM の走査
速度を従来よりも飛躍的に向上できるものと
考えた。 

 
２．研究の目的 
 
 柔らかく脆弱な構造も可視化しうるという
非接触型の SPM が有する利点を損なわずに、
時間分解能を飛躍的に向上した SPM、高速走
査型イオン伝導顕微鏡(高速 SICM)を開発す
ることが、本研究の目的である。SICM の時間
分解能を制限する要因は、計測装置を構成す
るハードウエアによるもの、走査手法や制御
手法などソフトウエアに起因するものがある。
これまで行われた SICM の時間分解能向上に
関する研究開発は、ほとんどのソフトウエア
に関するものである。これは、ハードウエア
の改善は、ソフトウエアのそれに対してハー
ドルが高いと認識されているためだと思われ
る。このような現状から、ハードウエアの開
発には改善すべき大きな余地がある。本研究
では、ハードウエアが制限する SICM の時間分
解能の根本的な改善を目指した。 
 
 

 
図 1．SICM 計測装置の概要。 

 



３．研究の方法 
 
 SICM 計測において、ハードウエアの性能改
善とは、プローブの試料表面への近接速度 Vf
の向上にほかならない。Vf が従来よりも 10
倍改善できれば、SICM の画像取得時間は多く
の場合で 10 倍になる。従って、本研究で行う
ことは、Vf向上のための開発である。この Vf
は、プローブが試料表面に接触しないという
条件から到達可能値が見積もられ、 
Vf[m/s] ≤ ∆Ilength/∆tdelay –(*) 

と表せると考察した。ここで、∆Ilengthは、試
料表面からどの程度遠くまでイオン電流変化
が検出できるかを表す距離である。これは、
ナノピペット先端形状に関係し、およそナノ
ポア直径程度となる。∆tdelay はプローブと試
料間距離を制御する Zポジショナの共振周波
数と電流検出計測機の帯域周波数の和の逆数
の程度である。本研究の高速走査化の方針は、
∆Ilengthを大きく、∆tdelayを小さくするという
単純なものである。式(*)から通常の SICM の
走査速度も算出すれば、ナノポア直径 50nm
を有するプローブ、および市販の SICM 装置の
Z ポジショナの共振周波数～1kHz、電流検出
帯域 1kHz を用いるセットアップでは、上式に
代入することより、Vf～25nm/ms となる。こ
の程度の Vfで 1m 程度の凹凸のある表面を
ホッピングモードにより 100×100 ピクセル
の画素数で走査すると、およそ 1000 秒の時間
を要する。これが SICM の時間分解能の典型的
な値である。本研究では、開発する高速 SICM
の性能目標値を、Vfを従来よりも 100 倍以上
向上し、１画像を数秒で取得できることに設
定した。 
 
 
４．研究成果 
  
(a)ΔIlengthを大きくする 
 ΔIlengthの値は、ナノピペット先端の円錐角
により変化する。これは、ナノポアを通過す
るイオン電流が、ナノピペット先端と試料表
面間距離に起因するアクセス抵抗 Ra、ピペッ
ト-表面間距離に依存しないナノピペット先
端付近の内部形状に起因するピペット抵抗
Rp が直列結合したものとして計測されるた
めである。つまり、円錐角を大きくすること
で Ra/Rp 比が小さくなり、イオン電流変化の
検出感度が向上し、Vfを大きくしてもプロー
ブが表面に衝突せずに停止できる。図 2(a)
にΔIlengthの円錐角依存性を有限要素法(FEM)
によるシミュレーションにより見積もった結
果を示す。およそ Ra/Rp∝tanθ（θはプロー
ブ先端の半円錐角）なる関係があり、θを大
きくすることでΔIlength が大きくなることが
わかる。 
 本研究では、ガラス製キャピラリからナノ
ピペットを作成する際に用いる、レーザープ
ラー装置を制御することでθを大きくするこ
とを考えた。例えば、レーザー照射の範囲を

絞り、多段引きすることで、θの大きなナノ
ピペットを作成することができる。ナノピペ
ットの形状最適化を試み、ナノポア直径が
15nm に対して、半円錐角θ～6-9 度程度のナ
ノピペットを歩留まりよく作成できるように
なった[図 2(b)]。この程度の開口径に対する
θの条件としては、通常用いられるものに対
して 2倍程度の大きさがあると推察される。
ただし、本研究では透過型電子顕微鏡（TEM）
によってナノピペットの円錐角を直接評価し
ているが、多くの従来では走査型電子顕微鏡
（SEM）を用いて間接的に円錐角を得ていると
いう違いがあるため、これは大まかな比較と
なる。 
 
(b)Δtdelayを小さくする 
 ∆tdelay は電流検出帯域周波数とプローブ-
試料間距離を制御する Zポジショナの共振周
波数と和の逆数の程度である。それぞれに対
して行った改善の結果について述べる。 
 
(b-1)電流検出帯を上げる 
 ナノポアを通過したイオン電流は、トラン
スインピーダンスアンプにより計測される。
このアンプの検出帯域幅 BW を大きくすれば、
高速にイオン電流を計測できるが、それにつ
いてノイズも大きくなり、場合によってはイ
オン電流変化が計測できない。従って、BWを
従来よりも増加し、かつ信号雑音比（S/N 比）
を大きくせねばならない。本研究では、イオ
ン電流変化の信号を増幅すること、および信
号入力ラインに結合する静電容量を小さくす
ることで、S/N 比を向上することを考えた。
最初に前者に対する改善結果を示し、後者に
対する結果は(b-1-2)に後述する。 
 
(b-1-1)イオン電流変化を大きくする 
 イオン電流変化の S/N 比を向上することで
広帯域の電流計測、すなわち高速計測が実現
できる。S/N 比は様々な要因で制限されるが、
本研究の SICM 計測条件では主として、Rp の

 
図 2．(a) SICM アプローチ曲線のシミュレーショ
ン結果。縦軸は、計測されるイオン電流を表面か
ら十分遠い位置で計測される値で規格化したも
の。横軸はプローブ-表面間距離をナノポア直径
で規格化した値である。それぞれの曲線はプロー
ブの半円錐角の値を示す。(b) 実際使用している
ナノピペットの先端付近の TEM 画像。 
 



絶対値を下げることで S/N 比の向上が見込め
る。これは試料観察溶液の塩濃度を高めるこ
とで容易に達成可能であるが、生物試料など
の SICM 計測では、試料側の溶液条件を自由に
選択できるとは限らない。このような状況で
も S/N 比を向上する手法として、本研究では、
イオン濃度勾配法と称する手段を開発した。
この手法の重要な点は、ナノピペット内部の
電解液の塩濃度のみを高くするということで
ある。ピペット内部の溶液条件は、ナノポア
が十分大きなインピーダンスをもてば、実質
的に試料が置かれた空間の電解液の塩濃度と
は独立に選べると考えた。例えば、試料側を
生理環境塩濃度である 0.15M に保ち、ナノピ
ペット内部を 4Mの塩濃度にすると、ピペット
内部が 0.15M の塩濃度の場合と比べて、イオ
ン伝導度を8倍程度大きくできる（[図3(c)]）。
有限要素法(FEM)によるシミュレーションの
結果から、このイオン伝導度の向上は、ナノ
ポア付近に生じるイオン濃度の空間分布によ
って定量的に説明できることを明らかにした
（[図 3(a)、(b)]）。ナノポア付近には急峻な
イオン濃度勾配が生じており、イオン濃度が
高い領域はナノポア付近のみに形成される。
このようにして得られたイオン濃度勾配によ
り、計測系の信号雑音比を改善できることを
見出した（図 4）。 
 
(b-1-2)ノイズを下げる 
 電流検出信号ラインに結合する静電容量の
合計を Ctとすれば、この値が大きいほど、ト

ランスインピーダンスアンプで計測される電
流ノイズが大きくなることが知られている。
従って、Ctを可能な限り小さくすることが高
い S/N 比を実現するのに有効であることがわ
かる。現実的に改善できる Ct の成分としては、
試料系とアンプとを結線しているケーブル容
量 Cw、およびナノピペットが溶液に浸かって
いる長さに起因するピペット容量 Cp である。
Cw は、単純に結線する距離をできるかぎり短
くすることにより 1pF 以下に下げることがで
きた。Cpはナノピペットと溶液間に直列にキ
ャパシタンスを挿入することで改善を試みた。
このような手法としては、ナノピペット先端
を絶縁性のポリマーなどで被覆する方法が古
くから知られているが、ナノピペット先端ま
でしっかり被覆することは困難であり、本研
究で使用する 10nm 程度のナノポアを有する
細いプローブにおいて、先端近傍のみが溶液
に浸かっている状況では、十分に有効な手法
とはならなかった。加えて、作成したプロー
ブ毎にポリマーを被覆するというプロセスが
必要であること、ポリマーの被覆の程度を制
御することが困難であること、などを考慮す
ると、ポリマー被覆という手法は現実的では
ないと判断した。本研究では、肉厚のナノピ
ペットを使用するという簡単な手法で Cp の
減少を試みた。内径/外径比がそれぞれ
0.3(肉厚)、0.7(肉薄)のガラス製キャピラリ
から作成したナノピペットを 0.15M の KCl 溶
液に浸漬したところ、浸漬する深さ（長さ）
が 100m あたり、それぞれ 40fF、80fF 程度
Cp が増加することがわかった。これらは、レ
ーザープラーのナノピペット作成条件を一定
にすれば、殆ど大きさが変わらないこともわ
かった。従って、肉厚のキャピラリを用いる
ことで、歩留まりよく、通常使用される肉薄
のキャピラリに比べて Cp による増加を半分
程度に低減できる手法が開発できたといえる。 

 

図 3．(a) 濃度勾配下における FEM 計算によって
求めたイオン濃度分布。ピペット中心軸方向のラ
インプロファイルを抽出した。(b) ピペット内部
を 4M、試料空間を 0.15M の塩濃度に保ったとき
に実現される平衡状態でのイオン濃度空間分布
を FEM にて計算した。(c) 試料空間を 0.15M に保
ち、ピペット内部の塩濃度を変化した際に計測さ
れるイオン伝導度の変化。縦軸は適当な値で規格
化している。 

 

 
図 4．(a) イオン電流-プローブ試料表面間のア
プローチ曲線。ピペット内部と試料空間の塩濃度
が等しい 0.15M の場合(赤)と、ピペット内部のみ
4M にした場合(青)を示す。縦軸と横軸はそれぞ
れ適当な値で規格化している。(b) ガラス表面付
近でプローブ位置を変化した際のイオン電流変
化の様子をイオン濃度勾配あり、なしで比較し
た。 (c) バイアス変化に対する、S/N 比の変化
の様子。 



 
(b-2)Z ポジショナの共振周波数を上げる 
 従来、SICM 計測に用いる Zポジショナの共
振周波数は、プローブを取付けた状態で 1kHz
程度以下であり、高速計測に全く適していな
い。また、多くの場合で使用されるのは試料
ステージを走査する、いわゆるサンプルスキ
ャン型であり、XY水平方向の走査速度が試料
の重量により制限されてしまう。本研究では、
これらの問題点を改善するために、プローブ
スキャン型の SICM 専用ナノポジショナを新
規に開発した。高速走査に必要な様々な条件
を達成するために、ナノポジショナの構造が
ある程度複雑になることが避けられない。複
雑な構造体の機械特性を十分よく設計するた
めに、FEM シミュレーションを用いた。ナノ
ポジショナの寸法、材料、達成できる機械加
工精度などを検討しつつ、FEM シミュレーシ
ョンと突き合わせながら、開発を進めた。こ
れらの詳細を以下に述べる。 
 
(b-2-1)高速 Zナノポジショナ 
 本研究で開発したナノポジショナは積層ピ
エゾ素子による圧電効果によりナノレベルの
変位制御を行う。ナノポジショナは、このピ
エゾ素子の変位を探針の変位に変換し、さら
には変位の発生に伴う好ましくない振動成分
を除去せねばならない。さらに時間変化の速
い現象を捉えるにはナノポジショナの共振周
波数が大きいことも要請される。我々は、変
位発生とともに生じるピエゾ素子の慣性力を
相殺する機構を有したナノポジショナを設計
し[図 5(a)-(c)]、高いナノポジショナの共振
周波数を実現した。 
 
(b-2-2)振動抑制技術 
 開発したナノポジショナの垂直変位に関す
る伝達関数を計測したところ、100 kHz 程度
に共振ピークを現れる [図 5(e) w/o ctrl.]。
このピークを完全に抑制するフィードフォワ

ードとフィードバックを駆使した制御手法を

開発した[図 5(d)、(e) w/ctrl.]。この結果、
ナノポジショナの時間応答特性を 10s 以下
に改善することに成功した[図 5(f)]。これら
の成果により、類似の従来型走査プローブ顕
微鏡よりも 100 倍以上高速にプローブの垂直
位置制御を行うことが可能になった。 
 
(b-2-3)水平方向走査機構 
 ナノポジショナの水平方向に大きな変位を
発生する設計を検討した。レバーアームによ
る振幅拡大機構を FEM により最適化し、結果
として、プローブ装着状態で水平方向の共振
周波数が 2.4kHz、ストロークが 34m×34m
を達成した。 
 
(c)近接速度の改善結果 
 上記の開発により、向上したVfを評価した。
図 7はガラス表面付近でプローブを垂直方向
に振動させた結果である。Vf～7.3m/ms を達
成しており、これは市販の SICM 装置の 250
倍程度の値に相当する。 
 

 

図 6．(a) 水平方向への変位拡大機構。(b) 実測
した水平方向変位。 
 

 
図 5．(a) 開発したプローブ走査型高速ナノポジ
ショナの形状。(b) Z ナノポジショナの内部。(c) 
Z ナノポジショナに採用した慣性相殺法。(d) Z
ナノポジショナに対する振動制御手法実装のブ
ロック図。(e) Z ナノポジショナの伝達関数。振
動制御手法により、大きな効果が得られる。(f) Z
ナノポジショナをパルス駆動した際に生じる振
動パターン。 

図 7．Vfの評価。上からそれぞれ、プローブの垂
直変位、イオン電流、プローブ変位速度の時間変
化を示す。 
 



(d)高速 SICM イメージング 
 本研究で開発した技術により、Vfを従来よ
りも 100 倍以上向上した。これによって SICM
イメージングの画像取得時間がどの程度改善
できたか評価するために、数 100nm の表面粗
さを有する試料を計測した。25m×25m 程度
の走査領域を 100×100 ピクセルの画素数で
は、8 秒程度で走査可能であることを実証し
た（図 8）。ここでは、プローブのナノポア直
径は 20nm 以下程度、Vfは 500nm/ms 程度の条
件でイメージングを行った。また、空間解像
度を評価するために、マイカ基板上に厚さ
5nm の支持脂質二重膜を作成し、直径 7nm の
アクチン繊維を溶液中にてイメージングした。
図 9 に数m×数m 以下の領域を、100×100
ピクセルの画素数で、１画面を 5秒程度で走
査した結果を示す。アクチン繊維、脂質膜と
マイカ基板とのスッテプをともに明瞭に空間
解像できた。このイメージング条件では、垂
直方向の変位ノイズはサブ nm であった。 
 
■まとめ、今後の展望 
 本研究により、高速 SICM の基礎的な技術を
大きく推進でき、従来よりも 100 倍以上高速
な走査を実現した。サブ 10nm の水平方向の形
状パターンの違いを計測できる感度、垂直方
向はサブ nm の空間解像度を有し、数秒程度で
１画像を取得可能である。従来のSICMが50nm
程度の水平分解能、5nm 程度の垂直分解能、1
画像を取得するのに数 10 分程度を要するの

に比較して、飛躍的な性能向上を達成できた
と言える。ただし、本研究により SICM の限界
性能を達成できたわけではない。本研究の終
了時点でも、ハードウエア的に更なる時空間
解像度を達成しうる幾つかのアイディアを、
研究代表者は既に見出している。また、走査
手法などのソフトウエア的な開発によっても
SICM の性能はまだまだ向上する余地が多く
残されている。今後は、未だ残されている技
術的な課題を克服していくとともに、生物試
料の観察を推進し、高速 SICM の有用性の検証
していく。また、本研究で得られた成果の論
文化も進める。 
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図 9．マイカ基板上に被覆した厚さ 5nm の脂質
膜上の直径 7nm のアクチン繊維の観察結果。挿
入図は、広範囲の走査結果。矢印はアクチン繊
維を示す。 

 
図 8．チェックボード形状の起伏を有する試料
の観察結果。(a)、(b)ともに 100×100 ピクセル
の画素数を 8 秒程度で取得している。イメージ
画像中の矢印に相当するラインプロファイルを
(c)に示す。大きな凹凸の構造物が存在しても、
走査速度を落とさずにイメージ可能である。 


