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1.は じ め に

見えないものを見えるようにしたいと思 うのは人間の自

然な欲求である.そ の強い欲求は科学 を推進するひとつの

原動力であった.水 の中で機能 しているタンパ ク質の動作

の一部始終を手に取 るように見たいと思うの も自然な欲求

であるが,な かなか叶 えられ るものではなかった.ナ ノ

メータオーダの空間分解能,ミ リ秒オーダの時間分解能と

いう条件のほかに,水 中とい う条件 ,非 破壊 ・非侵襲とい

う条件が加わる.そ の4条 件を満たす夢の顕微鏡がようや

く実現 しようとしている.そ れは従来の原子間力顕微鏡

(AFM)の 走査速度を飛躍的に向上 させた高速AFMで あ

る1)一4).そ の性 能 を支 える技 術 を以下 に概説 す る.

WWW.S.kanazawa-u.ac.jp/phys/biophys/bionics .htmに 載せ

た映像で,高 速AFMの 威力を実感 していただきたい.

2.原 子間力顕 微鏡 の撮像 の仕組 み

基板 に載 った試料の形状をAFMで 捉 える方法にはいく

つかあるが,こ こでは生体分子観察に最適なTappi㎎ モー ド

でAFMの 仕組みを説明す る,小 さく柔 らかいレバーの先

に先端の尖った針が付いたものをカンチレバーと呼ぶ.レ

バ ー面に垂直 な方向(z方 向)に カンチレバーをその共振

周波数で振動 させ る.励 振方法にはい くつかあるが,カ ン

チレバーホルダーのそばに設置 したピエゾを振動 させ,そ

の振動 をカンチ レバ ーに伝 える音響励振法がよく使 われ

る.カ ンチレバーの変位計測には光てこ光学系が広 く使わ

れている.す なわち,カ ンチレバーにレーザ光を当てて,

その反射光 を2分 割 フォ トダイオー ドに導 く.カ ンチ レ

バーがたわむ と,フ ォトダイオー ドに当たるレーザビーム

の中心位置がずれ,2つ の フォ トダイオー ドからの出力の

差が変化する.こ の変化からカンチレバーのたわみを計測

する.振 動する針が試料に接するか,若 干押 し込むとカン

チレバーの振幅が減少する.振 幅値は振幅計測回路から出

力される.試 料 ステージをXY方 向に走査 しながら,カ ン

チレバーの振幅(つ まり,針 ・試料問にかかる力)が 一定

に維持 されるように試料ステージを上下にフィー ドバ ック

走査すると,試 料ステージの動 きは試料形状をほぼ正確に

なぞることになる.従 って,試 料 ステージを動かしている

信号をパ ソコンに取 り込めば,試 料の3次 元形状がパソコ

ン内に再現 される.

3.撮 影速度 を律す る因子

1画 像取得時間TとX方 向の走査速度VSと の関係は,

T=2LN>/Vsと 表 され る.こ こで,L,は 走査範囲,Nは 走

査線の数,係 数2はX方 向に往復す るために現れる.許

され るVSは,ス キ ャナーが振動 しない周波 数帯域 と

フィー ドバ ック帯域で決まる.前 者は単純であるが ,後 者

については詳 しい説明が要る。試料がサイン波形状 をして

おり,そ の周期が λであるとする.X走 査 により,空 間周

波数1/λ は時間周波数Vs/Aに 変換 される.VS/λ は,探

針 ・試料間に働 く力を一定に保つために試料ステージをZ

方向に走査する周波数(す なわち,フ ィー ドバ ック周波数)

である.フ ィー ドバ ックは 「後追い」であるので ,試 料の

サイン波形状 に対 して常に遅れて試料ステージを上下す

る.フ ィー ドバ ック帯域 とは通常45度 の位相遅れが生ず

るフィー ドバ ック周波数として定義 される.フ ィー ドバ ッ

ク帯域 をfbと すると,fb>Vs/λ であるので ,T>2LN/fbλ

となる.例 えば,L=250nm,N=100,λ=10nm ,

T=1秒 とすると,fb>5kHzと なる.市 販の装置ではこ

の程度,或 いは,そ れ以下のフィー ドバ ック帯域 しかない

ので,1画 像取得に1秒 以上の時間を要する.通 常は分の

オーダである,

それでは,フ ィー ドバ ック帯域 を制限す る要因は何で

あろ うか.探 針が試料 に接触 してから,試 料 ステージが

Z方 向に実際に動 くまでの色 々なステップで遅 れが生ず
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る.(1)カ ンチレバーの振幅計測にかかる時間,(2)カ ン

チ レバ ーの振幅変化 が定 まるまでの時間,(3)Zス キ ャ

ナーが変位す る時間などがある.こ のほかに後で述べる

「パラシューティング時間」がある.こ れらを順 に説明す

る.カ ンチ レバー振幅計測の最短時間は,カ ンチレバーの

共振周期の半分の時間,す なわち,1/2fcで ある.振 動 し

ているカンチレバーに力がかかったとき,カ ンチレバーは

慣性 をもって振動 しているので振幅は直ぐに変化できず,

応答時間はQc/πfcと なる.こ こで,QCはQualityFactor

で,共 振スペク トルの鋭 さを表す.Zス キャナーの応答時

間 も同様な形で表 され,Q5/πfsと なる(添 え字sは スキ ャ

ナーを表す).あ とで説明するパ ラシューテ ィング時間を

Tp,お よび特定 していないほかの時間遅れをまてめて δと

すると,遅 れの総時間dTは

〓(1)

となる.45度 の位相遅れは,1/8fbの 時間に対応するの

で,結 局フィー ドバック帯域は〓

(2)

となる.

振動 してい るカンチ レバ ー探針はX走 査 中の試料 を

叩いているが,試 料の急 な降 り勾配で探針 は試料表面か

ら完全に離れて しまうことも起 こりえる.一 旦離れると,

カンチレバ ーの振幅は自由振動振幅A0に なる.試 料表面

か らどんなに離れていても自由振動振幅の ままなので,

Peak-to-rpeak振幅の 目標値(セ ットポイントAS)と の差(エ

ラー信号)は(2A0-AS)で 飽和している.従 って,大 き

く離れている場合 には,試 料表面に探針が再着地するま

でに時間がかかる(試 料表面から完全に離れて再着地する

ことをパ ラシューティングと呼ぶ).Tpの 近似値は,以 下

のように して求めることがで きる.試 料は高 さhaの サイ

ン波形状 をしていると仮定する.フ ィー ドバ ック走査 に

位相遅れψ があると,カ ンチレバー探針は 「試料形状の残

差」△S(r)を 感 じる(パ ラシューテ ィングがない場合).

as(t)は 以下のように表 される.

〓

(3)

試 料 形 状 残差 の 高 さはhosin(砂/2)で あ るが,そ れ は

(2A0-AS)よ り も小 さくな ければ な らな い.そ うで な い

とカ ンチ レバ ーは試料表 面か ら離 れて しまう.こ の 条件 は

r=AS/2A0の 最 大値 に制限 を与 える.す な わ ち,r<1

-(ha/2A0)sin(ψ/2).パ ラ シューテ ィングの 間.式(3)の

サ イ ン波 の ボ トム付 近 で接 触 で きな い と してTpを 見 積

も っ て み た5'..離 れ て い る 平 均 距 離 は2A0(1-r)

(tanβ/β 一1),こ こで βはcos-1[2A0(1-r)/h0sin(φ/2)]

で あ る.フ ィー ドバ ックの ゲ イ ンは通 常,距 離 の エ ラー

2Aa(1-r)が カ ンチ レバ ーの共振 の1周 期 の間 に解消 さ

れ る程 度 に か け られ て い る.従 っ て,Tρ は お お よ そ

(tanβ-1)/fcと 見 積 もられ る.従 って,こ れ を式(2)

に 代 入 す ると,〓

(4)

と な る.こ こで,rが[1一(h0/2A0)sin(π/8)]よ り も小

さい と きには,β はゼ ロに な り,fbはrに 無 関係 に な る.

図1の 実線 に示 す よ うに,fbはrの 増 加 とと もに減少 し,

r>0.9で は 急 激 にゼ ロに近 づい て い く(セ ッ トポ イン ト

効果).ま た,2.40/ha(試 料 の高 さに対す る カ ンチ レバ ー

の 自由振 動振 幅 の比)が 小 さ くな る とfbは 低 くな る(試

料高 さの効 果).

我 々は,フ ィー ドバ ック帯域 を上 げるため に以 下に説明

す る色 々な技術 開発 を行い,タ ンパ ク質 の様 に脆 い試料 で

も高速 に イ メージ ングで きる高 速AFMを 開 発 した.例 と

して,こ の 装置 が捉 えた ミオ シ ンV分 子の構 造 変化 の様

子を図2に 示す.

4.パ ラ シ ュー テ ィ ン グ時 間 を短 くす る動 的PID制 御

タンパ ク質 が脆い とい う以上 に動 的 な タンパ ク質 ・タン

パ ク質 問相 互作 用の 力は弱 い,そ の よ うな弱 い力で相互作

用 して い る系の ダ イナ ミクス観察 が最終 目標で あ るの で,

高 速走 査ば か りで な く,探 針 ・試料間 に働 く力をいか に軽

減す るか も非常 に重要 であ る.と ころが,こ の軽 減化 と高

速化 は技 術的 に互い に反 す る関係 に ある.例 えば,力 の軽

減化 は,(1)カ ンチ レバ ーの振幅 を小 さくす る,(2)セ ッ

トポ ィン トを自由振動振 幅 に近づ け る,(3)カ ンチ レバ ー

のQ値 を大 き くす る,と いった こ とで可能 で あるが,(1)

図1フ ィー ドバ ッ ク帯 域 に与 え る セ ッ トポ ィ ン ト効 果 お よ び試 料 の

高 さ効 果.実 線 は通 常 のPID制 御 の 場 合,破 線 は動 的PID制

御 の場 合.4組 の 線 は1:か ら2A。/ho=5,2,1,0.5の 場 合.

図2ATPを 添 加 直 後 の ミオ シ ンVのAFM像.250nm四 方 を80ms/

フ レー ムで撮 影 した 像 か らの 切 抜 き.数 字 は フ レー ム 番号.
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図3動 的PID制 御の概念図

は試 料高 さの効果 の ため,(2)は パ ラシ ューテ ィングを起

こ させ るため,(3)は カ ンチ レバ ーの応答 を遅 くす るた

め,フ ィー ドバ ック帯域 を下 げる.こ こでは,(2)を 行 っ

て もフ ィー ドバ ック帯 域 を下 げな い新 しいPIDフ ィ ー ド

バ ック制御法 につ いて説明す る(図3参 照).

エ ラ ー信号 が飽 和 して もフ ィー ドバ ックの ゲイ ンを大 き

くすれ ば,Tpを 短 くで き る.だ が,PIDフ ィ ー ドバ ック

の ゲイ ンが大 きい と,試 料 の昇 り勾 配の部 分(特 に頂点付

近)で オ ーバ ー シュ ー トして しまい,探 針 は試料表 面 か ら

完全 に離れ て しまう.結 果,フ ィー ドバ ック制御 が不安定

にな る.フ ィー ドバ ックゲ インを昇 り勾配 と降 り勾 配 で調

節 す ることがで きれば,こ の不安 定 さは解消 され るはず で
'あ る
.昇 り勾配 では,カ ンチ レバ 尸の振 幅は セ ッ トポ イ ン

トよ りも小 さくな る傾 向が あ り,逆 に降 り勾配 では大 き く

なる傾 向が ある.従 って,セ ッ トポ イン トと自由振動 振幅

の 間に閾値 を設 け,カ ンチ レバ ーの振幅 が この閾値 よ りも

大 きくなった場合 に偽の エ ラー信号 を真 のエ ラー信 号 に加

算 してエ ラー信 号 を大 き くす れ ば,昇 り勾 配 で オ ーバ ー

シ ュ ー トを起 こ さず にTpを 短 縮 で きる,或 いは,パ ラ

シ ュ ーテ ィ ング を起 こ さない よ うにす る こ とが で き る.

PIDフ ィ ー ドバ ックゲイ ンをこの よ うに自動 的 に変更す る

動 的PID制 御 回路 を開発 した5).急 な昇 り勾配 で カ ンチ レ

バ ーの振幅 がゼ ロ近 くになっ た場合 にも同様 な操作 がで き

るが,こ の場合 には もと もとエ ラー信号 が大 きいので この

操 作の 有効 性 は限 られ る.図1に 示 す よ うに,動 的PID

制 御 に よ り,フ ィー ドバ ック帯 域 はセ ッ トポ イ ン ト0.95

程 度 まで ほぼ一定に保 たれ るこ とが分か る.実 測 の フ ィー

ドバ ック帯域 の最大値 は計 算値 よ りも40%程 度 改善 され

る.こ れ はPIDの 微 分操作 によ る改善効 果で ある.

5.励 振 効 率 の ドリフ ト補 償

例 えば,カ ンチ レバ ーの自由振動 のPeak-to-peak振 幅 を

5nm,セ ッ トポ イ ン トをその95%と す ると,そ れ らの差

は0.25nmし か ない.従 って,動 的PID制 御 によ りセ ッ ト

ポイ ン トを上 げて もフ ィー ドバ ック帯域 を下 げない ように

す る ことは可能 になった ものの,自 由振動振 幅 にわず かな

ドリフ トが起 これば安定なイメージングは不可能になる.

例えば,励 振効率が減少すると,カ ンチ レバーの振幅 も減

少す る.装 置はこの減少 を,探 針と試料が強 く接触 したた

めであると判断 し,試 料 ステージを探針か ら遠 ざける.や

がては,探 針は試料表面から完全 に離れてしまう.従 って,

探針が試料表面 にかすかに接触する状態を安定に維持する

ためには,励 振効率の ドリフ トを補償する手段がなければ

ならない.高 速 イメージング中にカンチ レバーの自由振動

振幅 を検出す ることはできないので,こ の ドリフ トをモニ

ターする別の信号が必要である.正 弦波振動するカンチレ

バーは試料と接触すると波形がわずかに歪むため,正 弦波

の振動数の整数倍の振動数 をもった振動が現れる.そ こで,

2倍 波の振幅 をモニターし,そ れが一定になるように励振

の強度 を制御す ることにより励振効率 を補償することを検

討 した5).こ の制御 には1画 像取得時間以上の時定数をも

つ1制 御 を用いた.そ の結果,セ ッ トポイン トを自由振動

振幅にかな り接近 させた状態でも長時間安定なイメージン

グが可能になった.

6.ス キ ャナーのアクテ ィブダ ンピング

スキャナーのX,Y走 査部には板ばね を利用 した(図4).

Zス キャナーには上下にそれぞれ ピエゾを固定 し,そ れら

を同時に同 じ距離だけ変位 させ ることにより,高 速走査 に

ともな う激力を中和 させた.Zス キャナーのQ値 は18程

度あるため,応 答時間は38μsも ある.フ ィー ドバ ック

ループの中で最 も遅い.Q値 を制御す るのに通常 アクティ

ブQ値 制御法が利用 されている.す なわち,力 学系の変

位 を計測 し,そ れを微分 し適当なゲインをかけた信号を駆

動信号に加算す る.み かけ上摩擦抵抗が増すため,Q値 が

小 さくなる.し かし,Zス キャナーの場合 にはその変位 を

計測 しなければならないが,高 速に変動する微小 な変位 を

高速かつ高精度に検出す ることは難 しい.そ こで,新 しい

アクティブダンピング法を考案 した6).Zス キャナーとほぼ

同 じ伝達関数 を回路で作成 し,そ の回路 に対 してQ値 制

御 を行 う.そ の回路への入力信号をZピ エゾの ドライバー

電源に入力すれば,Zス キャナーにQ値 制御がかかる.こ

れによ り,Q値 は0.5ま で減少 し,そ の結果応答時間は

1.1μsま で短縮 できた.こ こで述べ た方法は,X,Yス

キャナーにも適用できる.

図4高 速 ス キ ャナ ーの 構 造.a)上 面 図,b)側 面 図.x,y.zは そ

れ ぞ れ ピエ ゾ素 子.Zピ エ ゾの 大 き さは 、3×3×2mm3.空

隙 は柔 らかい 樹 脂 で埋 め て あ る.
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7.カ ンチ レバーの光駆動 と逆伝達関数位相補償

新 しいアクティブダンピング法によりZス キャナーの応

答速度 を36倍 増大 させ ることができたが,そ れで も未だ

十分とはいえない.使 えるピエゾ素子の性能は限られてお

り,そ の共振周波数は必要 とする最大変位量によってほぼ
一意的に決まって しまう.そ こで,探 針 ・試料間の距離制

御 をカンチ レバーで行 うことを検討 した.微 小カ ンチ レ

バ ーの水 中共振周波数は約1.2MHzで あり,高 速応答が

期待できる.微 小 カンチ レバーに レーザ光 を入射すると,

熱膨張 によ りカンチ レバーは変位 し,そ のDC感 度は,

808nmの レーザ光では約1nm/mWで あった.も ちろん,

微小カンチ レバ ーとはいえ,熱 伝導過程は遅 く,高 速駆動

できない.実 際,数 μsと 約100μsの 遅延があった.す な

わち,光 に対す る変位応答 は2つ の並列な1次 ローパス

フィル タの伝達関数 をもつ.任 意の伝達関数の近似逆伝達

関数を作成で きる回路 を開発 し逆伝達関数位相補償 を行 っ

たところ,熱 伝導過程 をみかけ上なくす ことができた.カ

ンチ レバ ーによる距離制御によって,フ ィー ドバ ック帯域

は100kHz以 上になり,そ の結果,250nm四 方 をビデオ

レー トで撮影す ることができるようになった.

8.高 速位相 イメージ ング

探針 と試料 との問に働 く力F(z)は 近似的に,

〓と表 され る.従 って,カ ンチ レバーのばね定数kはk-k'

にみかけ上変化 し,カ ンチレバーの共振周波数 はシフ トす

る.こ のシフ ト量dfは おおよそ-0.5fck'/kと なる.と

ころで,一 般 にk'は 小 さく,そ れゆえ,△fcは 小 さいた

め,そ れを高い精度で検出するにはロックインアンプのよ

うな遅い装置 に頼 る しかない.と ころが,微 小カ ンチ レ

バーは共振周波数が高 くばね定数が小 さいため ,fc/kの 比

は通常のカンチレバーよりも千倍程度大 きい.従 って,微

小 カンチ レバ ーを用いれば大 きな △fcが 期待 され,そ れ

故,遅 い検出装置に頼 る必要がない.カ ンチレバーの励振

を固定周波数で行 うモー ド(AM-AFM)で は,共 振周波数

のシフ トによ り位相シフ トae(励 振信号とカ ンチレバ ー

振動 との位相差の変化)が 起 こる.カ ンチ レバーのQ値

が大 きいほど △θは大きくなるが,△fcが 十分大 きければ

小 さなQ値 でもaeは 大 きく,そ れゆえ,高 速位相 イメー

ジングが可能なはずである.そ こで,△ θをカンチ レバー

振動の1周 期ごとに検出す る高速検出器を開発 した.信 号

発生器より位相調整 した同 じ周波数の鋸波 と励振のための

正弦波 を出力する.カ ンチ レバ ーの振動信号か ら矩形波を

作 り,そ の矩形波のエッジ部で発生 させた トリガー信号で

鋸波の電圧 をサ ンプル ・ホール ドする.dBの 大 きさに応

じて,鋸 波のホール ドされ る電圧値が変わる.す な わち,

鋸波は位相 一電圧変換器として働 く.カ ンチレバーの振動

の1周 期中の任意の箇所で位相検出でき,最 も大 きなae

が起こるタイ ミングで検出できる.こ の高速位相検出器を

用 い て,位 相 差 像 と トポ グ ラ フ ィー像 を同 時 に50

ms/frame程 度の速度でイメージングできるようになった.

従 って,形 状ばか りでなく,タ ンパク質の物性マップ変化

をも高速にイメージングする道が開けた.

9.お わ り に

高速AFMは 生体分子の動態イメージングばか りでな

く,半 導体ウエハなどの迅速検査やプローブによるナノリ

ソグラフィーなどの加工を大面積に行 うことを可能にする

など,広 い分野で活用が期待 されている.新 しいナノサイ

エンス ・テクノロジーの創成にとって不可欠なツールとな

るに違いなく,も っと多くの研究者の参入を期待 したい。
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