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生物材料の観察に適した原子間力顕微鏡の開発

3原子間力顕微鏡の原理

金沢大学理学部物理学科

安藤敏夫

1986年にG.Binningらによって発明された原子間力顕微鏡の原理を図l示す。カンチレバー

(片持ち梁）の端にある針を試料表面に接触させる。試料ステージはXYZスキャナー（円筒ピエ

ゾ）の上に載っている。ステージを水平方向に走査すると、試料の凹凸に応じて梁がたわむ。たわ

み量を2次元マッピングすれば試料の凹凸像が得られる。また、水平方向の走査時に梁のたわみ

を一定にするようにスキャナーでステージを上下させ、その上下量を2次元マッピングしても同

様である。この場合、針と試料との間にかかる力は一定に保たれる。たわみ量の検出には、当初

走査型トンネル顕微鏡が応用された。導電性針を金コートしたカンチレバー上面に近づけ、その

間に流れるトンネル電流を測定することで、たわみ量が計測された。現在では、機構が単純な光

てこ方が広く採用されている。金コートされ鏡面になっているカンチレバーの先端付近に半導体

レーザーの光をレンズで絞って当てる。その反射光をポジションセンサーに入射させる。たわみ

によるカンチレバーの先端部の変位は、梁からセンサーまでの光路長と梁の長さとの比の2倍だ

け増幅されて、その増幅された変位だけセンサーでのレーザースポット位置が動く。ポジション

センサー自身の分解能は良いもので0.1"m程度であるので、試料の凹凸は0.1nm程度の分解能

で検出できる。試料の水平方向の空間分解能は高さ方向に比べて悪い。水平方向の走査は0.1nm

以下の精度でできるが、針先端の曲率半径が有限の大きさをもつことが原因である。特に凹凸が

その曲率半径程度の試料では、この影響を直接受ける（図2参照)。凹凸の小さい試料では、針先

端の微細な凹凸で最も先端にある凸部分が試料に接触するので、マクロな曲率半径は関係なくな

る。現在針先端を鋭く尖らす努力が進められており、鋭いもので数ナノメーターまでにはなって

いる。上記の原理で明らかなように、AFMは試料及び試料環境の制限をほとんど受けない。試料

は導電性である必要がなく、液中にある試料でも構わない。従って、生きた生物試料を染色せず

にナノメーターオーダーの空間分解能で観察できる。更には、AFMは微弱な力を定量できる顕微

鏡であるので、単に形状観察ばかりでなく、摩擦、磁気、電気、弾性といった性質までも画像化

することができる。生物試料ではこのような応用はまだ進んでいないが、固体試料では実際に行

われている。
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図1：原子間力顕微鏡の原理
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はっきりと覚えている。めくらでスキャンしなければ良いのだと考えた。光学顕微鏡と組み合わ

せれば良い。蛋白質は普通の光学顕微鏡では見えない。しかし、柳田氏がアクチンフィラメント

でやっているように蛍光染色すれば見える。そうだ、蛍光顕微鏡と組み合わせようと思いついた。

幸い、この成果報告書を書いているように1991年から3年間の一般研究(B)が採択された。

申請額より随分削られてしまって完成は不可能のように思えたが、とにかく製作にとりかかれ

るようになった｡実際に製作を始めると予想していたように、あるいはそれ以上に資金が必要で

あった。幸い、池谷科学技術振興財団から全く同じテーマで150万円の助成がいただけ、完成に

必要な資金を得ることができた。実は、科研費の内定が出される以前から科研費がもらえなくて

もとにかく何とかして作ると覚悟を決めていたので、1991年の4月から準備を進めていた。4年の

卒業研究で研究室に入ってきた中野君（現在ニコン中央研究所で原子間力顕微鏡の仕事に携わっ

ている）にC言語の勉強を始めさせた。自分でもC言語の勉強を始めた。原子間力顕微鏡の制御

システムには高速信号処理装置(DSP)が使われる。それに使われるプログラミング言語がCだ

からである。1年目にパソコン、DSP、倒立型蛍光顕微鏡、ピエゾ電源などを購入したが、C言語

とDSPの勉強に集中した。円筒形ピエゾの中空部に対物レンズを挿入するアイデアは既にもって

いたが、ピエゾ素子は使ったことがなかったので、詳しいことが分からず苦労した。市販の原子

間力顕微鏡で使われているような円筒形ピエゾの入手先を探すのにひどく時間がかかった。日本

の大手メーカー（東北金属）に問い合わせたが、まじめにとりあってもらえなかった。アメリカ

のメーカーに問い合わせたところ、そんなに太い円筒ピエゾではXY方向には変位しないという

答えが帰ってきた。そうだとすると最初のアイデアは没にしなければならない。以前問い合わせ

ていたNECの営業マンからFAXで手書きの図が送られてきた。こうすれば良いのではないです

かというもので、最終的に我々が採用したものであった。2年目に機械部分の設計に取り掛かっ

た。原子間力顕微鏡の実物を見たことがなかったので、細かい設計が進まなかった。幸い、石川県

工業試験所トライアルセンターという所でデジタルインストルメント社の装置を購入したという

情報を得て、早速実物を見ることにした。思っていたより単純な構造であったが、金属加工に細

かい工夫がされているのに気が付いた。それを参考にして最終的な設計図を描き上げたた・この

年は金沢大学理学部はお城から山の方に引っ越すことになっていて、夏休み前後は全く研究どこ

ろではなかった。工作室も閉店である。この年、オリンパス光学工業が実体顕微鏡と原子間力顕

微鏡を組み合わせたシステムの開発で日本経済新聞賞をもらった。木下氏が言っていためくらス

キャンはやはり問題であったのである。オリンパスに少し先を越されたが、蛍光顕微鏡と組み合

わせることはまだどこのメーカーでもやっていなかった。まだ時間的余裕があった。秋頃に設計

図を工作室に渡したが、いつも混んでいて待たされる。冬になってもまだ開始してくれない。中

野君はスキーの教師の免許を持っていて、この冬スキーのアルバイトに行って2ヶ月ほど留守に

した。翌年の4月頃になって工作室に頼んであった金属加工品が出来上がってきた。早速組み上

げながら問題のありそうな部分を点検し、工作室に急いで手直しをしてもらい、また組み上げる

という作業を行なった。制御プログラムはすでにほぼ完成していたので、まず回折格子の凹凸観

察から始めた。何やら凹凸が見えるがnoisyであった。あとで説明する基盤B3にインバー材を
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でいろいろ考えたカンチレバー探針先端にミオシン1分子を捕捉することも中島君が実現してく

れた。大岩氏には感謝と氏の自分で作って試ようというチャレンジ精神に敬意を表したい。大岩

氏自身が製作を途中で断念されたのは残念ではあるが。また、工作室の向氏の優れた腕前に敬意

を表すると同時に無理な注文を快く聞いて頂いたことに感謝したい。木下氏、それと重点研究に

加えていただいた柳田氏、それと誰だが分からないが本研究に関する実績も全く無い時点でこの

科研費申請を採択してくれた審査員に深く感謝したい。科研費審査というものはよく分からない

ものである。本課題研究を終わらせ、いよいよあのOHPにあったような1分子力学計測を始めた

いと申請したがこれは不採択になってしまった。審査方法の改善と八ヶ岳での合宿のような研究

会がもっと頻繁に開かれることを希望して、この節を終える。
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5ハードウェアの機械部分

以下で各機械部分の説明をするが、各部品の設計図は付録の載せてある。

5.1概要

蛍光顕微鏡とAFMを組み合わせるとき、当然ながら対物レンズは試料ステージのすぐそばに

なければならない。従来のAFM装置では多くの場合サンプルステージに走査用円筒形ピエゾス

キャナーを直接付けて、サンプルステージを走査している。この方式のまま対物レンズをサンプ

ルに近づけるには、円筒形ピエゾの中空部に対物レンズを挿入しなければならない。他方、大き

な試料の一部を観察するために作られたスタンFアローンタイプのAFM装置では、サンプルス

テージは無く、カンチレバーに直接円筒ピエゾスキャナーを取り付け、カンチレバーの方を走査

している。この場合には対物レンズを加えることは容易である。しかしながら、スタンドアロー

ン方式ではカンチレバーを長い距離走査するときに、光てこ用の半導体レーザービームをカンチ

レバーの一定箇所に常に当てるための工夫が必要である。この方式は現在デジタルインストルメ

ント社が採用しているが、円筒形ピエゾの中に細工をしなければならず自作するのはかなり難し

い。我々は円筒ピエゾの中空部に倒立型蛍光顕微鏡の対物レンズを挿入する方式を採用した。対

物レンズは太いので、円筒ピエゾも太くならざるをえない。従って、XY方向にほとんど変位しな

い。XY走査用ピエゾ素子を別に用意した。図3に製作したAFM装置の概略図を示す。AFM部

と蛍光顕微鏡の部分に大きく分けられる。蛍光顕微鏡の部分では、本来あるべきサンプルステー

ジと明視野照明用の支柱、タングステンランプを取り除いた。AFM部は全体で5層構造になって

いる。AFM部全体を支えているのは基盤B1である。レンズリボルバーと鏡筒の間の隙間にス

テッパーモーターを収め、明視野照明の支柱用の後部の台とステッパーモーターの固定台で基板

B1を保持している。図のB1から突き出ている支柱3本で基盤B4が支えられている。この支

柱3本の内ステッパーモーターから突き出ているものについては後で詳しく述べる。後ろの支柱

2本はネジになっていて、それを回すことで基盤B4(その上にAFMヘッドが載っている）は上

下し、この上下動とステッパーモーターから突き出ている支柱でカンチレバーと試料の間の距離

が決められる。図では分からないが、B1とB4の上には固定したステンレス球が3個、B2の

上には固定していないステンレス球が3個ある。従って、B2はB1の上を、B3はB2の上を、

AFMヘッドはB4の上を滑らかに水平移動できる。B2の水平移動とXY軸ピエゾの伸縮でサン

プルステージが水平に動く。マイクロメーター4本の内、B1に固定した2本がB2を押し、B

4に固定した2本がAFMヘッドを押すようになっている。後者のマイクロメーターでAFMヘッ

ドが移動し、カンチレバーの試料に対する位置決めができる。B2とAFMヘッドには立方形の

磁石がそれぞれ2個づつ埋め込まれており、この磁石とマイクロメーターの先端が引っ付いてい

る。基盤全部とAFMヘッドの囲い部分、レーザー系マウント、ステッパーモーターの固定台、ネ

ジなどはすべて熱膨張率の低い（0.5×10_6K-'程度）合金であるスーパーインバー鋼材を加工

して製作した。
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に決まった位置に導かれる。液中観察用のものはスーパーインバー材でできた外枠と石英ガラス

でできたディスクからなっている。このディスクには、カンチレバーをはめる溝と、液環流用の

管2本がついている。ディスク側面の管の出口にはテフロン製のパイプが連結されていて、その

パイプにチューブが連結される。1つは外液を流し入れ、もう1つは液を排出するためのもので

ある。この液中用カンチレバーホールダーは図10で示されるように使われる。試料が載っている

基盤と石英ディスクで瀦夜を挟み込む。溶液の体積は100/jl程度である。間には○一リングがあ

り、液が密閉される。この○一リングの素材に大変苦労した。○一リングが硬いと円筒ピエゾの

上下で試料が載っている基盤が変形してしまう。また、円筒ピエゾが水平に動いても○一リング

が歪み、試料が載っている基盤を変形させてしまう。非常に柔らかい○一リングは市販されてい

ないので、シリコーンゲルを調製して自作している。

5.7ドリフト

装置のドリフトはナノメーターオーダーの測定では常に問題になるが、実際にドリフトが観

察されたときそれがどのような原因によるかを見い出すことはほとんど困難である。従って、設

計・製作の段階でドリフトを極力抑えるような工夫を予めしておくことが最良の策である。熱膨

張はドリフトの主要な原因になるにで、我々のAFM装置の機械部分はほとんどスーパーインバー

材で製作した。しかし、蛍光顕微鏡の本体自身はアルミでできている。この点はあきらめざるを

得ないが、我々の採用したオリンパス光学のIMTより強固な倒立型蛍光顕微鏡が最近オリンパス

光学から市販されているし、Zeissのものもかなりしっかりとした構造になっている。液中観察用

カンチレバーホールダーに使っている石英ガラスの熱膨張率はスーパーインバー材並みに小さい。

基盤の3点支持に使っている鋼球はステンレス製である。ステンレスの熱膨張率はインバー材よ

り一桁大きい。しかし球は小さいので大きな問題とはならないであろう。いずれにしても、装置

全体の温度をできるだけ一定に保つ方がよい。空気の流れも問題であるかもしれない。装置全体

をケースに入れてしまうのが理想的だが、蛍光顕微鏡本体が大きいため我々はしていない。我々

の装置でもドリフトは問題であるが、Z軸方向のドリフトはよほど大きくない限りコンスタント

フォースモードの走査ではフィードバックがドリフトに追随するので問題はあまりない。柔らか

い弾性体の使用はドリフトの原因に成りやすい。XYピエゾの押し返しにシリコーンボールを使っ

ているが、この部分も水平方向のFリフトの原因になっている可能性がある。同じ試料の観察を

数回繰り返すと、観察領域がずれてくることがよくある。押し返しに使うものの材料を選ぶ必要

があるかもしれない。Fリフトは時間的にゆっくりした現象であるので、1画像取得時間を短縮

するのも一つの方法である。現在この方向で研究を続けている。

5.8除振

床からの振動、空気を伝わる音は装置を振動させ、ナノメーターオーダーの観察では常に問題

である。床からの振動はよっぽど大きくない限り、市販の空気バネ除振台で十分防げる。但し、台
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の共振周波数を低くするため除振台そのものの質量は空気バネが許す範囲で大きいほど効果があ

る。また、台の上に物を載せたときのバランスも重要である。我々は鉛塊を適当な大きさに切った

ものを台の上に適当に配置している。装置そのものの共振周波数は高ければ高いほど良い。蛍光

顕微鏡本体は変えようがないので、AFMの部分の共振周波数をできるだけ高くするしかない。硬

いものでコンパクトに作れば良い。実際にはコンパクトに作ることはそう簡単ではない。この点

で我々の製作したものもまだ改良の余地がある。基盤B1、B4をもっと厚いスーパーインバー

材で作るべきであったし、すべての3点支持ももつと中央に寄せるべきであった。B4の3点支

持は対物レンズがそばに位置していることと、ステッパーモーターを取り付ける空間が蛍光顕微

鏡の鏡筒と対物レンズリボルバーの間にしかなかったために、中央に寄せることが困難であった。

それでも、できるだけ中央に寄せることで、人の声による振動はかなり軽減された。いずれにし

ても、基盤などの板でも無駄な部分をできるだけ削るほうが良い。我々の装置では、大きな声を

出したりしない限り問題はない。隣接する部屋からのドアを閉める音など瞬間的な大きな音に対

してはまだ影響が出る。しかし、短い時間なので画像全体にはほとんど影響しない。

・空気バネ除振台

へルツエ業TDI-107LA
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6制御システム

AFMの制御はデジタノ端ﾘ御を採用し、DSPチップを搭載した高速信号処理装置により行う。予

めピエゾのヒステリシス特性を求めておく（後述)。その特性をソフトウェアで補正しながらD/A

変換信号をピエゾドライブに入力し、ピエゾドライブで増幅してXY走査用ピエゾを駆動する。ま

た、この走査ではピエゾのリンギング（後述）が現れないようにピエゾには時間的にある勾配を

もつ電圧を印加する。走査中のカンチレバーのたわみはポジションセンサーにより検知され、ア

ンプを通り信号処理装置でA/D変換される。その信号からカンチレバーのたわみ量が求めまるの

で、コンスタントフォースモードで走査するときには、そのたわみ量を消去する電圧がZ方向用

の円筒ピエゾにかかるようにD/A変換信号をピエゾFライブに入力する。コンスタントフオース

モードでは、ある走査点での試料の高さはそれ以前の全走査点でのたわみ量の積分値で与えられ

る。信号処理装置は、ホストコンピュータであるPC9821につながれていて、ホストコンピュー

タで開発された信号処理プログラムは信号処理装置にダウンロートミされる。ダウンロードされる

と、信号処理装置はホストコンピュータに関係なく与えられた動作を行う。X方向の行きの走査

で得られたデーターはX方向の帰りの走査時にホストコンピュータにアップロードされ、ディス

プレイにそのトップビューが描かれる。ホストコンピュータはステッパーモーターの制御も行う。

制御システムの概略を図11に示す。’

6.1高速信号処理システム

高速信号処理装置は色々なメーカーから市販されていて、値段もずいぶん幅広い。選択のポイ

ントとして2つ挙げられる。以下に示すようなボードが複数枚搭載できること、ソフトウェア環

境(Libraryやサンプルプログラム）が整っていること。16bitのA/DやD/Aを搭載できるもの

は数少ない。以上の条件からmttの製品を選択した。mttからはもっと高速なタイプも出してい

るが、価格が高いのであきらめた。

・高速信号処理装置

（株)mttLORYPLUS

LORYPLUSは以下のボードで構成される。

oDSP410032bit浮動小数点DSPボード

AT&T社のデジタルシグナルプロセッサー(DSP32C)を搭載した高速デジタル信号処理

ボードで以下の特徴をもつ。

－ゼロオーバーヘッドループ

－32ビット浮動小数点演算

一単精度IRRR変換機能

一ビットリバースアドレッシングモード
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図11：制御システムの概略
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－4個の40bitアキュームレータが並列動作

－1536ワードのオンチップRAM

-16MByteのメモリー空間

-8,16,32bitによるメモリーアドレス

-16bitと24bitの整数オペレーシヨン

･DSP421616bitA/Dボード

rlOVを16bit分割するので△V=20V/65536=0.305177zVであるが、実際にはノイズ

があるため14bit程度の性能しかない。

･DSP402014bitD/Aボート#

oDSP4040クロックボード

3個の水晶発振器があり、任意の分周比（8～3999）が設定でき、豊富な周波数を設定可能。

・DSP4050フイルターボード

ホストコンピユータから制御できるプログラマブルローパスフィルター入力と出力で各1枚

づつ。カットオフ周波数20kHZ,10kHz,500Hz,200Hz,100Hz,50Hz,20Hz,10Hzか

ら選択。

6.2その他の機器

・ホストコンピュータ

NECPC9821AP

・ディスプレー

NECPC-KM151

・レーザー電源

ILXLightwaveCorporationLDX-3412最大出力200mW

・3チャンネルピエゾドライブアンプ電源

松定プレシジョンデバイセズHVME-0.2B×3-KU最大電圧±200V

・センサーアンプ

浜松ホトニクス1次元PSD信号処理回路C3683-01

・モーター電源

オリエンタルモーター5相ステッピングモータードライバーUDX5107N

・高速2軸位置決めボード

ノ､イバーデックHP98-PPD2
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図13：のりEzンンゾギグ
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図14：ステージ移動とセンサー出力の関係(200/jmのカンチレバ ）
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一）図15：ステージ移動とセンサー出力の関係(100/jmのカンチレバ
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この結果を利用して補正をしながらピエゾをドライブすると回折格子の溝の間隔が規則正しく観

察できた（図20)。

円筒ピエゾのヒステリシスは、±10Vの間の三角波A/D信号を5倍に増幅してピエゾにかけ

たときの伸縮をカンチレバーのたわみ量を測定して直接求めた（図21)。蛋白質などの観察では

凹凸は小さいので、ピエゾのヒステリシスはほとんど無視しても構わない。また、ピエゾの変位

を直接測定しながらでなければ補正をかけることは不可能である。このヒステリシスデータを直

線と考え単位電圧当たりの伸びを求めると、23.8nm/Vとなる。
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ガラスの〉平滑度
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図26に示す。双頭構造がより明らかである。頭一つの大きさは約15nmに見えている。しかしな

がら、S2の部分は全く見えていない。これには2つの原因が考えられる。我々のポジションセン

サーアンプは現在改良中であるが、この観察で使用したものはノイズが2nmに相当する程度あ

る。S2の太さは約2nmであるので、ノイズに隠れて見えていないのかもしれない。もしくは、

HMMのマイカヘの吸着はHMM頭部で起こっており、S2部分は全くマイカに吸着していないの

かもしれない。

10.4.3液中観察での問題点

上記のAFM像は比較的きれいに撮れたものを示した。しかしながら、きれいに撮れない場合も

かなりある。きれいに撮れるときには、繰り返し像をとってもきれいな像が得られる。いくつか

の問題点が考えられ、現在検討・改良中である。第1の問題は、機械的ドリフトである。電気的

なドリフトはほとんど無視できる。臆リフトは実験の度に小さいこともあれば大きいこともある。

機械的Fリフトの原因を探ることはなかなか困難であるが、原因になりそうな点を考える。まず、

サンプルステージのスーパーインバー中空円盤の上にカバーガラスを接着するが、その接着の不

安定性がある。溶液の蒸発も問題かもしれない。シリコーンゲルの○一リングは自作しているため

安定に同じものが作れない。密閉が不十分で液が少しづつ蒸発しているかもしれない。液中で泡

ができそれがカンチレバーに付くと大きな力が働くことがある。小さな泡は実体顕微鏡で見つけ

ることは難しい。Fリフトについてはこれらの原因になりそうな点を注意して実験をすることが

重要であるが、走査を－桁高速化できれば問題は解消されると思われる。朕リフト以外の問題と

して探針先端へのごみや蛋白質の吸着がある。溶液中では蛋白質がすべて基板に吸着しているわ

けではない。基板に蛋白質を吸着させたあと、浮遊している蛋白質を洗い流しているが、吸着が

不十分だと一端吸着した蛋白質が探針に吸着してしまうことがある。液中観察ではカンチレバー

を度々新しいものに替えなければならない。

10.51分子捕捉

「開発の動機と経緯」で述べたように、大岩氏が紹介した探針先端への蛋白質1分子の捕捉の

アイデアを我々は実現した。この実現にはいくつかの要素技術の開発が必要であった。捕捉の方

法の基本はビオチンとアビジンとの強い親和性の利用にある。探針先端をビオチン化し、捕捉す

べき蛋白質にアビジンを結合させる。蛋白質としてHMMを用いた。HMMはアクチンと相互作

用して力を発生するので、HMM1分子を探針へ捕捉して1分子の出す力を計測するのが目的で

ある。そこでHMMの運動活性を損なわない化学修飾法を開発した。HMM分子のS2部に選択

特異的にビオチンを導入することができた。次に、このピオチン化HMMの局在を蛍光顕微鏡で

確認するために、アピジンコートされた蛍光性ビーズをS2のビオチンに結合させることを試み

た。市販のいくつかの蛍光性ポリスチレンビーズを試したが、どれもHMMに非特異的に結合し

てしまった。そこで逆相エマルジョンを利用してポリアクリルアミドビーズを合成、アミノ基を
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図28：探針を1つの蛍光性ビーズにアプローチしたときの像
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図29:ビーズの周りをゆっくり走査したときの像
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ロ

ズの蛍光像図S0:カンチレバーを弓|き上げたあとのガラス表面にあるビ■■■■■■■■■■
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I

図31：カンチレバーを弓|き上げたあとの探針先端の蛍光像
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