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Abstract 

High-speed atomic force microscopy (HS-AFM) has recently been established. The 

dynamic processes of protein molecules in action have been successfully visualized using 

HS-AFM. However, its maximum scan ranges in the XY-directions have been limited to 

~1 µm and ~4 µm, respectively, making it infeasible to observe the dynamics of live cells. 

Here, we develop a wide-area scanner with a maximum XY scan range of ~45 µm × 45 

µm by magnifying the displacements of stack piezoelectric actuators using a leverage 

mechanism. Mechanical vibrations produced by fast displacement of the X-scanner are 

suppressed by a combination of feed-forward inverse compensation and the use of 

triangular scan signals with rounded vertices. As a result, the scan speed in the X-

direction reaches 6.3 mm/s even for a scan size as large as ~40 µm. The nonlinearity of 

the XY-piezoelectric actuators’ displacements that arises from their hysteresis is 

eliminated by polynomial-approximation-based open-loop control. The interference 

between the XY-scanners is also eliminated by the same method. The usefulness of this 

wide-area scanner is demonstrated by video imaging of dynamic processes in live 

bacterial and eukaryotic cells. 

A tip-scan type HS-AFM, which is combined with total internal reflection fluorescence 

microscopy (TIRFM) has recently been developed. Using this system, the topographic 

and fluorescence images of single protein molecules in action have been simultaneously 

visualized. However, its maximum scanning range in XY- directions have been limited to 

~20 µm and ~3 µm, respectively, making it impossible to visualize the dynamics of much 

larger samples. Here, we improve a laser-tracking system and expand the tracking range 

in X- and Y- directions to ~50 µm and ~32 µm, respectively by increasing an angular 

variation of a mirror-tilter unit changing the arrangement and the adhesive area 



between piezoactuators and base plate of the unit. The Shift of the X-direction of the 

scanner with large displacement of the Z-scanner is eliminated by modifying a triangular 

input signal to the mirror-tilter unit. We also developed a wide-area scanner for the tip-

scan HS-AFM system. The capability of this system is demonstrated by measuring the 

laser displacement and large-area imaging of a square grating sample. 



和文要旨 

 現在までに、高速 AFM によって生命現象を司るタンパク質のさまざまな動態変化が明

らかになってきた。それは高速 AFM の持つ高い空間分解能と、高い時間分解能がなせる

技である。またこれまでに、この高速 AFM をより低侵襲・高速走査・高空間分解能な顕

微鏡にするべく、ダイナミック PID 法、アクティブダンピング法や X 方向スキャナーの

フィードフォーワード制御といった様々な技術が開発されてきた。しかしながら、ほとん

どの生命現象は細胞中で起こっていることも事実である。これまで高速 AFM で得られた

観察結果はタンパク質一分子の構造変化、あるいは複数分子の相互作用であったが、それ

は単に生命現象の一部を切り取って観察しているに過ぎない。実際には細胞内外で、あら

ゆるタンパク質分子が相互的に、また複雑に作用してひとつの生命現象として見えてく

る。そして、その動態を直接生細胞上で観察したいという需要は確実に存在する。 

 そこで本研究では、高速 AFM の観察対象を細胞まで拡大するために、広域な走査範囲

をカバーすることだけでなく、広域な範囲をより高速に走査することも目指して新たな高

速 AFM 用スキャナーの開発を目標に掲げた。テコの原理をスキャナーに応用すること

で、結果的に走査範囲を最大で 45 µm × 45 µm まで拡大することに成功した[図 1-(a)]。し

かし走査範囲を拡大させることによって、既存のスキャナーでは起こることがなかった問

題が発生した。高速走査の際に起こる X 方向の振動はフィードフォーワード制御やラウン

ディング法によって走査信号を改変することで抑制可能となった[図 1-(b)]。圧電素子固有

のヒステリシス特性の顕在化は予め特性を取得しておき、そのヒステリシスカーブを打ち

消すように走査信号を改変することで線形動作を実現した[図 1-(c)]。さらにテコの原理を

適用したスキャナーの構造による XY 方向走査時の干渉問題が発生したが、入力信号に干

渉変位分の信号を加算し走査することでこの問題を解決した[図 1-(d),(e)]。そのスキャナー

を用いてタンパク質分子よりも遥かに巨大な細菌や哺乳類細胞の動態可視化[図 2-(a)]だけ

ではなく、走査信号を出力する D/A ボードの限界分解能を鑑みて、ピエゾドライバーの出

力利得を調整することで、より高分解能な像を取得することにも成功した[図 2-(b)]。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 新たに開発された広域走査用スキャナー 

 (a) テコの原理を応用した変位拡大機構を組み込んだスキャナーの模式図。(b) フィード

フォーワード制御とラウンディング法を入力信号に適用することで X 方向の振動を抑制

(黒線：入力信号、赤線：変位)。(c)予め変位を測定し、それを打ち消すように走査信号を

作成することで線形動作を実現。(d) XY スキャナー間に起こる干渉により、標準試料が歪

んでいることを示した AFM 像。(e) 干渉補正後の AFM 像。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 広域走査用スキャナーで得られた高速 AFM 像 

 (a) 本研究で開発された広域スキャナーによる PtK2 細胞上のエキソサイトーシス過程

を捉えた連続高速 AFM 像。白破線丸部分は細胞上のピットの位置を示す。(b) 広域スキ

ャナーと新規ピエゾドライバーを用いて得られたアクチンフィラメントの高分解能 AFM

像。2 本のアクチンフィラメントが平行に並んでいる。ピエゾドライバーのゲインは左か

ら順に 1 倍、2 倍、5 倍、10 倍。 

 

 

 また、最近蛍光顕微鏡と同時観察が可能なティップスキャン型高速 AFM が開発され、タ

ンパク質一分子の同時観察に成功している。しかしながら現状ではタンパク質一分子スケ

ールでの観察が限界である。この一体型高速 AFM ではカンチレバー自身を走査する、ティ

ップスキャン方式を採用しており、カンチレバー変位検出のためのレーザー光を反射ミラ

ーの傾きを変えることで走査し、カンチレバーの XY 方向の動きをトラッキングしている。

このミラーの構造を最適化して、XY 方向の最大トラッキング範囲を従来の 20 µm × 3 µm

から 53 µm × 32 µm まで拡大させることに成功した。さらに通常の高速 AFM 用広域スキ

ャナーの技術をこの一体型高速 AFM にも適用することで、広域走査範囲のイメージングに



成功した。さらに Z 方向のスキャナーを大きく変位させた場合、X 方向にも変位してしま

う問題が発生した。これはティップスキャン型高速 AFM 本体の設計が原因となっているの

だが、ミラーチルターユニットに位相とオフセットを改変した走査信号を入力することで

この X 方向の変位を抑制することに成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. ティップスキャン型高速 AFM 用広域ミラーチルターユニット 

 (a) 本研究で開発された広域走査用ミラーチルターユニットの概略図。 (b) 広域ミラー

チルターユニットの最大走査範囲を示した光学顕微鏡像。 

 

 

本研究で新しく開発され広域走査可能な高速 AFM スキャナーや、ティップスキャン型高

速 AFM で適用された走査範囲拡大技術はより複雑な系である細胞上で起こる生体分子の

ダイナミクスの可視化に有効な技術であり、今後広く活用されることが期待される。 
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