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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、物性マップをナノ解像で得ることのできる「マルチ高速 AFM」を開発するこ
とをめざす。具体的には、ＡＦＭの高感度化を実現するとともに、高速・高感度な物性測定法
を開発し、この装置がタンパク質分子の機能解明のための強力な最先端の計測機器であること
を実証することをめざす。 
 

研究成果の概要（英文）： 
The objective of this research is to develop "multi-high-speed AFM" with the capability 

to map physical-properties in liquid. This technique enables the simultaneous imaging 
of the surface topography, energy dissipation and elasticity of materials. We 
experimentally demonstrated the high-speed imaging of topography, energy dissipation and 
elasticity at a scan speed of 10 frames/s in water. 
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１．研究開始当初の背景 

水中にある個々のタンパク質分子のナ
ノメータ世界に潜む巧妙な仕組みを解明す
るためには、静止構造の解明だけでは不十分
であり、時々刻々変化する構造（動的構造）
や、エネルギー散逸、親水性・疎水性、表面
電位と言った様々な物性の動的変化を高速
に捉えて画像化することが重要である。ダイ
ナミックに変化する個々の生体分子の構造
を高速に画像化することができるようにな
った現在、次の重要なステップは、様々な物
性の動的変化を高速に捉えることである。タ
ンパク質分子に局在するこれらの物性を、構
造情報と分離して高精度で測定する方法が
開発されれば、生体機能を理解するうえでブ
レイクスルーとなることは間違いない（図

１）。溶液中の生体分子のダイナミックな現
象をナノスケールの分解能で追跡できる手
法に高速原子間力顕微鏡がある。これまで高
速原子間力顕微鏡では、カンチレバーの振動
振幅の変化から探針・表面間相互作用力を検
出する振幅変調(AM)方式が使用されてきた。
しかし、この方式では、試料表面を原子分解
能で測定するだけの力の検出感度はない。他
方、溶液中の表面を原子分解能で測定できる
方式として、周波数変調(FM)方式がある。こ
の方式は、カンチレバーの振動周波数の変化
から相互作用力を検出し、力の検出感度が高
い。しかし、周波数検出回路の帯域が狭いた
め、高速測定は困難である。 

申請者は、振幅変調方式の高速性と周波
数変調方式の高感度性の両方の利点を有す
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る新しい測定方式（位相変調方式）を開発し
た(Appl.Phys.Lett.,90,194104,2007)。この
位相変調方式は、周波数変調方式と同等の力
検出感度があり、また、広帯域の位相検出回
路を使用できるため、高速測定も可能である。    

 
 
図１ 高速原子間力顕微鏡による溶液中

での固体表面の動的現象の観察 
 

２．研究の目的 

そこで本研究では、物性マップをナノ解
像で得ることのできる「マルチ高速 AFM」を
開発することをめざす。具体的には、ＡＦＭ
の高感度化を実現するとともに、高速・高感
度な物性測定法を開発し、この装置が、タン
パク質分子の機能解明のための強力な最先
端の計測機器であることを実証することを
めざす。 
 
３．研究の方法 

試料の様々な物性の変化を高速に捉え
るためには、探針と試料との間に何らかの外
部刺激を与え、それに対する微弱な力学応答
を高感度・高速に捉えて画像化することが重
要となる。現在の高速 AFM では、探針が表面
に周期的に接触し、その時のカンチレバー
（板ばね）の振動振幅の変化から、探針・表
面間の相互作用力を検出するイメージング
モード（振幅変調モード、あるいはタッピン
グモード）が用いられている。振幅変調（AM）
モードでは、十分な力検出感度が得られず、
十分な信号雑音比（SN 比）を確保するために
は、どうしても帯域幅を狭めなければならな
い。これは、マルチ高速 AFM 開発において本
質的な問題点となる。そこで、マルチ高速 AFM
に適する新たな高感度なイメージングモー
ドに関して検討した。なお、このイメージン
グモードに関する検討は、探針と試料との間
に働く力を軽減し、生体分子の動的構造をソ
フトに撮像する高速 AFMの高性能化にも寄与
することになる。 

まず、カンチレバーの周波数変化（周波
数シフト）から探針・試料間の相互作用を検
出するイメージングモード（周波数変調モー
ド）が、高速 AFM に適用できるかどうかを考
えてみた。周波数変調モード（FM）は、従来
のイメージングモード（振幅変調モード）に
比べて、一桁以上の力検出感度の向上が可能
である。周波数変調モードでは、周波数シフ
トの検出回路として、一般に位相ロックルー

プ（PLL）回路を使用するが、この PLL 回路
は、位相検出回路、電圧制御発振器（VCO）、
ループフィルターからなるループ回路構成
となるため、応答速度が遅く高速 AFM には適
さないという問題点がある。また、カンチレ
バーは、発振器からの信号により常に励振さ
れているのではなく、正帰還ループを用いて
カンチレバー自体の振動信号により励振さ
れているため、何らかの理由により探針が試
料に強く接触した場合、カンチレバー自体の
振動が停止してしまう。このカンチレバーの
振動停止は、イメージングそのものをだめに
し、探針と試料に強いダメージを与えてしま
うという問題点もある。 

そこで、カンチレバーの位相変化から探
針・試料間の相互作用を検出するイメージン
グモード（位相変調モード）について検討し
た。理論的検討より、カンチレバーの位相変
化から探針・試料間の相互作用を検出するイ
メージングモード（位相変調モード）が、周
波数変調モードと同様に、従来の振幅変調モ
ードに比べて、一桁以上の力検出感度の向上
が可能であることを明らかにした。しかし、
研究を進める中で、カンチレバーの励振振幅
が一定の場合には、探針・試料間の非線形相
互作用（双安定性）に起因して、位相の探針・
試料間距離依存性に不連続が生じ、安定なイ
メージングが困難であることが判明した。こ
れは、位相変調（PM）モードでのイメージン
グの極めて深刻な問題であり、力検出感度が
高いにもかかわらず、位相変調モードがこれ
まで使われてこなかった最も大きな原因で
もある。この問題に対しては、カンチレバー
の振動振幅が一定となるように制御すれば、
探針・試料間の非線形相互作用に起因する不
安定性（双安定性）が完全になくなり、極め
て安定なイメージングが可能となることを
数値シミュレーションと実験により初めて
明らかにした。なお、カンチレバーの振動振
幅を一定に保ちながら、カンチレバーの位相
変化から探針・試料間の相互作用を検出する
新しいイメージングモード（位相変調モー
ド）は、探針・試料間の相互作用力を劇的に
軽減させることができるだけでなく、カンチ
レバーの位相シフトを位相検出回路で検出
し、ループ回路を使用しないため、応答速度
が速く高速 AFM に適するという利点がある。
また、カンチレバーは、常に発振器からの信
号により励振されてので、周波数変調モード
のような振動停止の問題は生じず、探針や試
料に強いダメージを与えてしまうこともな
い。さらに、熱ドリフトによるカンチレバー
の共振周波数の変化や溶液の体積変化は、カ
ンチレバーの励振効率の変化を引き起こす
が、新しいイメージングモードでは、カンチ
レバーの振動振幅を一定に保つことにより、
励振効率の変化を自動的に補償することが



 

 

可能となる。このため、非常に弱い探針・試
料間相互作用で極めて安定な長時間イメー
ジングを実現できるという利点もある。 

新たに考案したイメージングモードで
は、カンチレバーの振動振幅を一定に保持し
ながら、探針・表面間相互作用によるカンチ
レバーの位相シフトを捉えてイメージング
を行う。そのため、カンチレバーの 1周期ご
との振動振幅や位相を高感度・高速に測定す
ることが重要となる。振動振幅や位相測定に
使用しているサンプル・ホールド回路のノイ
ズは、サンプリング時のスイッチングノイズ
や電圧保持時の電圧ドロップが大きな原因
となっている。そこで、サンプル・ホールド
回路の構成をシングルエンド型から差動変
換型に変更することにより、同相ノイズ成分
をキャンセルし、大幅なノイズ低下を実現し、
振動振幅と位相シフトを高感度・高速に測定
できるようにした。 

また、水中のカンチレバーにレーザー光
を照射してカンチレバーを励振する光熱励
振法では、有限な熱伝導速度の影響により周
波数の増加とともに位相が大きく遅れるこ
とが判明した。そこで、比例回路と微分回路
を利用した位相補償法を適用することによ
り、この位相遅れの問題を解決し、高速にカ
ンチレバーの振動振幅と位相を検出できる
ようにした。さらに、高速振幅測定回路、高
速 AGC 回路、高速位相検出回路、高速フィー
ドバック回路からなる測定回路を実際に構
築し、共振周波数が約 600kHz のカンチレバ
ーを用いて、10 frame/ｓでの高速撮像が可
能であることを明らかにした。これは、位相
変調モードを用いて高速 AFM を実現できるこ
とを世界で初めて実証した成果である。 
 
４．研究成果 
１）試料形状とエネルギー散逸の高速同時マ
ッピング法の開発 

探針・試料間の力学的な相互作用によっ
て散逸されるエネルギーは、生体試料や水和
殻の粘性やゆらぎ、探針・試料間相互作用の
凝着ヒステリシス過程など、非常に多くの貴
重な物理情報を含んでいると考えられる。振
幅変調モードの AFM に関しては、カンチレバ
ーの位相が探針・試料間のエネルギー散逸に
比例することが明らかにされているが、新た
な高感度なイメージングモードである位相
変調モードに対しては、エネルギー散逸を測
定する方法は全く検討されていない。そこで、
位相変調モードの AFM に対して、形状とエネ
ルギー散逸を高速に同時測定する方法につ
いて検討した。まず、エネルギー散逸の関係
式を理論的に導出し、位相変調モードに対し
ては、カンチレバーの振動振幅を一定にする
ためのフィードバック信号が、エネルギー散
逸に比例することを明らかにした。また、カ

ンチレバーの振動振幅を一定にするための
高速 AGC回路のフィードバックを高速化する
とともにフィードバックパラメータを最適
化することにより、撮像速度を低下させるこ
となく、表面形状とエネルギー散逸を同時に
測定できることを実証した。 
２）分極可変探針を用いたタンパク質の親水
性・疎水性測定法の開発 

AFM を用いて分極情報を測定する手段と
しては、従来からケルビンプローブ顕微鏡法
などが知られているが、これは、試料－探針
間にバイアス電圧を印加する必要があり、そ
の動作には、試料表面・探針表面ともに電極
との電荷の授受が可能であることを前提と
している。これは、溶液環境に置かれた生体
試料に対して普遍的に適用できる方法とは
到底いえない。そこで、生体試料の分極の動
的変化を高速に捉えるために、光による異性
化反応で分極の有無が切り替わるフォトク
ロミック材料で探針を修飾し、外部からの刺
激光により探針の分極を高速で切り替えな
がら、親水性・疎水性計測を行う方法につい
て検討した。 

３）２次の共振モードを利用した新しい物性

測定法の開発 

カンチレバーを１次の共振モードだけ
でなく２次の共振モードでも同時に振動さ
せ、探針・試料間に非線形な力学的相互作用
を引き起こすことにより、生体試料の物性を
測定する方法について検討した。理論的検討
から、２次の共振モードの位相情報は、探
針・試料間に働く保存力、すなわち、試料の
弾性情報に比例することを見出した。１次と
2 次の共振モードを同時に用いることにより、
試料形状とエネルギー散逸、弾性の３つの情
報を高速に同時測定することに世界で初め
て成功した（図 2）。 

 

(a)形状 (b)エネルギー散逸 (ｃ)弾性  

図 2 (a)形状、（ｂ）エネルギー散逸、(c)
弾性のマルチ高速 AFM 測定の例（試料：高分
子ブレンド膜） 
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