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研究成果の概要（和文）：　周波数変調原子間力顕微鏡に基づく３次元フォースマッピング法を用いて、柔構造をもつ
生体分子の高分解能イメージングを確立するとともに、生体分子周囲の相互作用力場および分子揺らぎの直接計測を実
現した。具体的には、液中フォースマッピング法を改善し、高感度・高速化するとともに、定量的な相互作用力計測を
実現し、試料揺らぎを反映する散逸エネルギーの測定を高速化した。また散逸解析において重要となる固液界面におけ
る散逸信号と減衰の関係を明らかにした。これらの計測・解析法の改善により、生体分子周囲における水和構造、散逸
エネルギーさらには分子揺らぎを可視化することに成功し、分子の緩和時間を推定することができた。

研究成果の概要（英文）：Direct measurements of interaction force field in close proximity to 
biomolecules, having soft structures, and the spatial distribution of their molecular fluctuations have 
been realized by the 3-dimensional force mapping method based on frequency modulation atomic force 
microscopy, which has a molecular-scale imaging capability. The force sensitivity and the detection 
response time were particularly improved. The measurement time for the dissipation energy directly 
reflecting the sample fluctuation was also improved. Furthermore, the present method allows us to conduct 
the quantitative force measurement. The relationship between the dissipation signal and the damping 
coefficient at a solid-liquid interface was clearly analyzed. Finally 3D map of the hydration structure 
and the dissipation energy, in connection to the molecular fluctuation, near biomoleules was successfully 
obtained. The relaxation time of a molecular assembly was estimated from the dissipation measurement.

研究分野： 表面科学

キーワード： 走査プローブ顕微鏡　3次元フォースマッピング技術
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図１：３次元フォースマッピング法．左：周波数シフト

カーブにおける周波数しきい値（Δfmax）．Δfmax により探

針の z 振動を制御することによって，複雑な形状をもつ
試料のフォースマッピングが可能とする．右：３次元フ

ォースマッピングの動作原理図． 
 

１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質や生体膜など生体分子の機能

発現過程においては、生体分子のもつ柔構造

およびその揺らぎが重要な役割を担ってい

る。例えば、タンパク質分子の活性サイトに

おける特異的結合の確率は、分子の構造的な

柔軟性およびその構造揺らぎがなければ、著

しく低下し、結合反応は実効的に阻害される。

しかしながら、こうした柔構造や揺らぎを分

子スケールで直接的に計測評価することは

困難であり、機能発現の微視的機構に対する

理解は、主に理論計算による結果に立脚して

いる。 
	 近年、周波数変調原子間力（FM-AFM）技
術の飛躍的な進展に伴い、溶液中においても

試料表面構造の原子・分子スケール観察が可

能となった。また、本研究代表者らによって

開発された３次元フォースマッピング法お

よび光熱励振（保存力と散逸力の分離）によ

る定量的相互作用力計測法によって、分子レ

ベルの水和構造計測やナノスケール電気２

重層解析などへの応用も進められている。従

来、定量性の問題から、散逸力（エネルギー）

の測定は重視されなかったが、定量散逸計測

が実現したことにより、分子揺らぎの直接計

測への期待が高まってきた。最近、代表者ら

は、揺らぎが大きいと考えられている、表面

活性剤分子の表面ミセル構造において、表面

水和構造と揺らぎの強い相関、および散逸エ

ネルギーの特異な距離依存性を見いだした。

こうした研究背景の下、３次元フォースマッ

ピング法を用いた、生体分子の柔構造および

揺らぎの分子レベル計測についての研究を

開始した。 
 
２．研究の目的 
	 研究代表者らによって、これまでに開発さ

れてきた周波数変調原子間力顕微鏡をベー

スとする３次元フォースマッピング法およ

び光熱励振（保存力と散逸力の分離）による

定量的相互作用力計測法を基盤として、柔構

造をもつ生体分子の分子イメージングを実

現するとともに、生機能発現過程に強く関連

する、生体分子の揺らぎの大きさと揺らぎに

伴う緩和時間を推定し、生体分子近傍の水和

構造と分子の揺らぎの関係を明らかにする

ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
	 柔構造をもつ生体分子の分子イメージン

グを実現するとともに、生体分子の分子スケ

ール揺らぎを計測し、生体分子近傍の水和構

造と分子の揺らぎの関係を明らかにするた

めに以下に記載する研究テーマを遂行する。 
(1) 液中３次元フォースマッピング法の高度
化 

	 液中３次元フォースマッピング法を改善

し、高感度・高速化するとともに、定量的な

原子・分子スケール相互作用力計測を実現す

る。 
(2) 散逸計測法の高速化・散逸信号の解析 
	 ３次元フォースマッピング法の高度化に

伴い、試料揺らぎを反映する散逸エネルギー

の計測の高速化を図る。 
(3) モデル生体試料の作製 
	 生体分子近傍の水和構造と散逸・揺らぎと

の関係を明らかにするために、生体膜のモデ

ル系として脂質分子膜系を構築し、さらには

これら脂質分子内／上に結合したタンパク

質分子試料系を作製する。 
(4) 生体分子周囲の水和構造可視化・分子揺
らぎ計測 
	 生体分子周辺における水和構造を可視化

し、モデル生体膜系、タンパク質分子や DNA
など、種々の生体分子と水和構造と分子の関

係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 液中３次元フォースマッピング法の高度
化 
	 本研究課題では、FM－AFMをベースとする
３次元フォースマッピング技術を利用して、

柔構造をもつ生体分子の分子イメージング

を実現し、生体分子近傍の水和構造を可視化

するとともに、生体分子の揺らぎ計測を行っ

た。このためには定量的な相互作用力計測が

必須となるが、これは保存力と散逸力の分離

が可能となる光熱励振法を用いることで実

現された。 
	 ３次元フォースマッピング法では、試料表

面上の３次元空間での各点 (x, y, z)における
保存力・散逸力データを取得する（図１参照）。 

 
 
 
 
 
 
３次元計測であるために、その測定時間は極

めて長くなり、特に高分解能計測においては

測定中の装置の機械・熱ドリフトが大きな問

題となる。本研究では、データ取得時間の短



 

 

図２：新たに導出された	 Pdissip (z)-	 γ(z)の解析的関係
式から得られる減衰係数の距離依存性．グラフ中の赤点

線は，分子レベルの界面層に強く拘束される液体層によ

る減衰を示す． 

図３：DMPC 脂質膜上の２次元フォースマッピング像
（x-z）．(a) 周波数シフト像．脂質分子に相当する凹凸表
面上に存在する４層の水和構造が可視化されている．表
面の凹凸は脂質分子の一つずつに対応する（図下部のモ

デルを参照）．(b) (a)と同時に取得された散逸エネルギー
像．表面に近づくに連れて散逸は単調に増加しており，
(a)と異なって層状のパターンは形成されない．  
 

縮化のために、探針／試料の走査速度を向上

するとともに、AFM制御帯域を拡大するなど
装置を改善した。一方、FM-AFMにおいては、
カンチレバー振動の周波数スペクトルに装

置系の機械特性の影響が入ると、定量的な力

測定が困難になることが知られている。この

ため、カンチレバーの励振には、光熱励振法

などカンチレバー部分だけを局所的に励振

する方法を用いて定量的相互作用力測定が

可能なように改良した。また、高分解能計測

を阻害する機械・熱ドリフトに対しては、装

置に低熱膨張率の材料を使用することで

熱・機械特性を改善し、さらには、装置を精

密恒温槽内に設置することで、周囲環境温度

を高精度で一定に維持することに成功した。 
 
(2) 散逸計測法の高速化・散逸信号の解析 
	 液中３次元フォースマッピング法の高度

化に伴い、散逸計測も高速化することが必要

不可欠となる。散逸計測は基本的にはカンチ

レバーの振動振幅の変化の検出であるが、振

幅制御を行う自動利得制御器（AGC）の帯域
を従来の 1 kHzより、新たに 3 kHzまで広く
するよう改良した。また、散逸エネルギーの

定量的な評価のために、散逸信号感度の周波

数依存性を検討した。 
	 散逸信号は、カンチレバーの振動エネルギ

ーの散逸に直接的に相当する測定量であり、

力学振動系における減衰係数（摩擦／粘性）

に強く関連するが、その正確な物理的対応は

明確でなく、散逸信号（＝散逸エネルギー：

Pdissip）と減衰係数（＝ダンピング：γ）の関
係についての解析が求められていた。研究代

表者らは、上記 Pdissipと γ の関係が、FM-AFM
における周波数シフトと相互作用力の関係

に似ているところから、いわゆる Sader の式
を導出する際の手法を適用し、Pdissip (z)と 
γ(z)の間に成り立つ解析的な関係を導きだす
ことに成功した。固液界面において実際に測

定された Pdissip (z)から、この解析的な関係式
を用いて、γ(z)の起源を考察することにより、
カンチレバー振動に大きな減衰を引き起こ

す、分子レベルの界面層に強く拘束される液

体層（吸着水和層）の存在が明らかにされた

（図２参照）。 

 

 
 

 (3) モデル生体試料の作製 
	 本研究では、細胞の生体膜モデルとして脂

質二分子膜を用いた。DMPC (dimyristoyl 
phosphatidylcholine)膜の場合、先ず粉末試料を
有機溶媒に溶解、乾燥し、析出した DMPC薄
膜を水和させてベシクルを作製し、マイカ表

面に堆積することで脂質二分子膜を作製し

た。図３に、フォースマッピング法により得

られた DMPC上の２次元周波数シフト・散逸
マップを示す。さらに、たんぱく質分子修飾

した脂質膜作製のために、biotin修飾脂質分
子（biotin-cap-DOPE: dioleoyl 
phosphatidylethanolamine）と DOPC (dioleoyl 
phosphatidylcholine)と DOPS (dioleoyl 
phosphatidylserine)の混合２分子膜を作製し、
streptavidin分子を吸着した脂質２分子膜を作
製することに成功した。 

 
  
 
 
 
 
 
 
(4) 生体分子周囲の水和構造可視化・分子揺
らぎ計測 
	 マイカのような原子的平坦性を有する固

体結晶表面上の３次元フォースマッピング

は既に実現しているが、生体分子ではその複

雑な表面構造のため、フォースマッピングを

実施するにはより精密な探針制御が必要と

なる。本研究では、探針制御のアルゴリズム

を検討するとともに、探針駆動・制御部の周

波数帯域および総合応答特性を改善し、複雑

な表面構造上においても精度よく探針が追

従するように改善した。これらの改善によっ

て、リガンド活性をもつタンパク質分子

（streptavidin）や DNA分子周囲の３次元水和
構造や局所電荷分布が明瞭に可視化された

（図４参照）。さらに、生体分子の生機能に

強く関連する分子揺らぎの直接観測を目指

して、生体膜を構成する脂質分子に代表され

る両親媒性分子の膜に対して、３次元フォー

スマッピングを用いてその保存力および散

逸力の局所分布計測を行い、膜に局所応力が

加わった際のエネルギー変化を非平衡統計

力学により解析した。膜上で得られたフォー

スマッピング（FM-AFM）による保存力カー
ブは、静的フォースカーブと一致しないが、



 

 

図４：左：正電荷をもつポリリジン（PL）膜上に堆積した
プラスミドDNA表面近傍における３次元周波数シフトマッ

プ．DNAは２重鎖上のリン酸基列のため負電荷をもつ．図

中の領域がそれぞれ正帯電・負帯電の電気２重層に対応す
る．右：PL（青）およびDNA（赤）上の周波数シフトカー

ブ（フォースカーブに対応）．各々の電荷符号に応じて，

引力／斥力的相互作用がはらたく．λDは電気２重層の遮
蔽長を表す．	 

	 

これは膜内分子の緩和過程が影響している

と考えられる。同時に得られた散逸力カーブ

の変化との整合性を考慮すると、分子の膜内

緩和時間が数 µsec になることが新たに分か
った。	 
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