
　周波数変調原子間力顕微鏡（FM-AFM: frequency modu-

lation atomic force microscopy）は，超高真空中における
非破壊の高分解能観察法として（非接触原子間力顕微鏡
NC-AFMとしても知られる），すでに表面科学分野では広
く使用されているが 1），現在では，この FM-AFM技術に
基づく，電荷分布，表面電位などが計測可能なケルビンプ
ローブ原子間力顕微鏡（KFM）や 2，3），原子識別，原子結
合状態計測を可能とする三次元フォースマッピング法など
の分析手法も広まりつつある4）．
　一方で，原子間力顕微鏡には，その動作環境や測定試料
に対する原理的な制約条件が存在しないという，他の高分
解能構造観察法にはない際立った特徴をもっており，液中
環境における AFMによる原子・分子分解能構造観察，特
に生理溶液下における生体試料の“生きたまま（in vivo）”
高分解能観察などナノスケール生体試料評価に向けて大き
な期待が寄せられている．しかしながら，FM-AFM で
は，高い Q 値をもつカンチレバーの機械共振を利用し

て，対象原子・分子と AFM探針間にはたらく短距離相互
作用力を周波数変化として高感度に検出していることか
ら，Q値が著しく低下して，力検出信号感度が大きく劣化
する液中での測定にはただちには応用できなかった．近
年，カンチレバー変位検出系の低雑音化，微小振幅 FM検
出が実現したことで，溶液環境での高感度・高分解能FM-

AFMイメージングが達成された 5，6）．
　本稿では，FM-AFMにおける雑音，その感度限界につ
いて考察し，開発した FM-AFM装置を用いた生体分子イ
メージングの現状およびその課題と展望について述べる．

1. 液中動作 FM-AFM
1. 1 FM-AFMの動作原理および周波数雑音 7―9 ）

　FM-AFMでは，図1に示すように，カンチレバーを機械
的共振器とする電気─機械発振系を構成することで，カン
チレバーは常に共振周波数で振動（自励発振）するように
なっている．分子間力や静電気力など探針─試料間にはた
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らく相互作用力はカンチレバーの共振周波数を変化させる
ため，この発振周波数も変化する（図 1左図参照）．した
がって，この周波数の変化をとらえることで，探針─試料
間にはたらく力を精密に制御することが可能となる．周波
数シフトを検出する方法にはさまざまな方法があるが，現
在，位相同期ループ回路による周波数変化検出が広く用い
られている．
　FM検出法によって高感度（高信号雑音比）での相互作
用力検出が可能であるのは，カンチレバー力学共振系が，
FM-AFMの通常の動作環境である真空中で 10,000を超え
る高い Q値をもち，周波数ゆらぎの少ない低雑音の検出
系として動作するためである．これに対して液中環境では
粘性・慣性抵抗のために，Q値は通常 10以下と著しく減
少するため，発振系の周波数ゆらぎが大きな問題となる．
図 2に，大気中（Q＝ 472）および液中（Q＝ 8）で測定さ
れたカンチレバーの熱雑音振動スペクトル（いわゆるブラ
ウン運動スペクトル）の例を示す．FM-AFMにおける雑

音は発振系内の位相雑音（カンチレバーの変位ゆらぎと振
動振幅の比に相当）に由来し，発振系を通してこの位相雑
音は周波数に変換される．FM-AFMの伝統的な雑音解析
では，カンチレバーの熱雑音といわゆる FM雑音だけが考
慮されており，ばね定数 k，共振周波数 f0，Q値 Qのカン
チレバーが，振幅 A0，発振周波数 f0＋fmで振動している
ときの周波数雑音密度 nd f

�high―Q�（単位： �Hz/ �）は，

   （ 1）

とされていた 10）．ここで，kBはボルツマン定数，Tは温
度，ndetはカンチレバー変位測定系 /装置の変位換算雑音
密度（単位： �m/ �）を表す．平方根中の第 1項がカン
チレバーの熱雑音を，第 2項が FM雑音に相当する．実は
最近，発振ゆらぎも含めた正確な雑音解析によると，正確
な周波数雑音密度 nd f

�exact�は，

   （ 2）

によって表現されることが示された 7）．Q値が大きい環境
（Q＞1000）では，式（ 2）の第3項は無視できるため，式
（ 1）は非常によい近似となり実効的には正しい表現とな
る．また，式（ 1）においては，低周波領域（ fm＜ 1 kHz）
において第 2項の寄与が小さくなるため，Q値の高い環境
ではカンチレバーの熱雑音（第 1項）が支配的であり，装
置雑音 ndetは測定に大きな影響を与えないことがわかる．
一方，Q値が低い環境（Q＜ 10）においては，第 3項の影
響が大きくなる．特に低周波領域では，第 2項が周波数に
依存しないため，第 3項が支配的な雑音因子となる．この
ため，低Q値環境では装置雑音 ndetを減らすことが，感度
（信号雑音比）を向上する上で決定的に重要となる（FM-

AFMでは信号 D fは Q値に依存しない）．
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図 1　左：FM-AFMの動作原理図．右上：カンチレバーの振動振幅スペクトル．相互作用力により共振周波数は D f シフトす
る．右下：位相特性．FM-AFMでは自励発振回路によりカンチレバーの振動位相遅れは常に－p/2�90��にロックされている．
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図 2　カンチレバーのブラウン運動スペクトルの例．左：水
中，右：大気中．比較のため縦軸および横軸のスケールは揃
えてある．



　装置雑音は，おもにカンチレバーの微小変位測定系の雑
音に起因するが，近年，この変位測定系における雑音密度
が 10 fm/ 以下にまで低減できることが示された 6）．
市販の装置の変位測定雑音は通常 100～500 fm/ である
ことから，この装置改善による低雑音化は液中 FM-AFM

動作に対してきわめて有効であることがわかる．次節に変
位検出系雑音およびその低減の詳細について述べる．
1. 2 変位検出系の雑音とその低減 6, 9）

　1. 2. 1　光てこ法における変位感度
　現在，もっとも広く用いられているカンチレバーの変位
測定法は，光てこ法（光ビーム偏向法）である．光てこ法
は，カンチレバーの背面に当てられたレーザー光（光強度
P）の反射方向が，カンチレバーの微小な曲がり（D z）に
応じて変化することを利用して，その変位を測定する方法
であり，測定系は，光源となるレーザーダイオード（LD），
光ビーム方向を検出する 2セグメント（あるいは 4セグメ
ント）フォトダイオード（PD，受光感度 S），光電流�電圧
変換器（R）より構成される（図 3参照）．レーザー光強度
を P，カンチレバーから PDまでの距離を d，PD上のレー
ザー強度を hP，スポット径を aとするとき，図 3の中の
2つの光電流�電圧変換器（I/V converter）A, Bからの信号
電位の差 VABは，

   （ 3）

と表わされる6）．ただし，a は PD・光電流�電圧変換器に
おける周波数特性に起因する利得低下率を表わす．この式
（ 3）は，測定電圧とカンチレバー変位の関係を表わし，
測定電圧雑音を変位雑音に換算するための変換式として有
用であり，以降の議論における変位雑音への換算はすべて
この式を用いる（電圧 Vから変位 D zへの換算式として利
用）．
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　1. 2. 2　レーザーダイオードの雑音
　光源からの雑音（光源雑音密度 nLD）は，レーザーダイ
オードの量子雑音，モードホップ雑音，戻り光雑音があ
る．量子雑音はキャリヤー注入ゆらぎおよび反転準位から
の自然放出光に由来し，相対雑音強度（RIN: relative inten-

sity noise）で表わされる．RINはレーザー光の発振出力強
度Pの増加に伴って減少し（∝P－g；g ＝ 2～3），発振閾値
より十分大きな電流で駆動することにより，ショット雑音
レベルにまで低減することが可能となる．一方，モード
ホップ雑音は，LD内に存在する多数の発振縦モードにお
けるモード間競合により発生する．実は，戻り光雑音も，
LDからの出力光が反射・散乱されて再びレーザー共振器
に戻り，モード間競合を引き起こすことで発生することか
ら，モードホップ雑音のひとつともいえる．これらの雑音
は，LD に高周波（300～500 MHz）の電流を加えて，LD

光を高周波変調駆動することで低減することが知られてい
る（高周波重畳法）11，12）．高周波電流を重畳すると，LDは
モード間競合による少数 /単一モード発振に至る前に，マ
ルチモード発振状態の発振初期過程を繰り返すことになる
ため，LDは実効的に安定なマルチモード発振状態を保ち
続け，モードホップ雑音は抑圧される．この状態は位相独
立なマルチモード発振であり，レーザー光の時間コヒーレ
ンスは低下しているため，戻り光による位相変調の影響を
受けにくく，戻り光による出力強度のゆらぎを抑圧するこ
とが可能となる．
　1. 2. 3　光検出器における雑音
　フォトダイオードに到達する光強度（光子数）は，ポワ
ソン分布に従うゆらぎをもち，ショット雑音電流となる．
ショット雑音電流は と表されるので，ショット
雑音電圧 dVshotは，
   （ 4）
となる．式（ 3）より変位換算のショット雑音密度 nshotに
換算すると，

   （ 5）

となる．ショット雑音は，変位測定系の原理的感度限界を
与えることになるが，行路中の光損失をできるだけ小さく
し，h を大きくすることが肝要となる．その他の雑音とし
ては，散乱光により PD面上に生じる空間干渉縞の変動が
もたらす雑音（光干渉雑音）があるが，前述した高周波重
畳駆動のレーザー光では，時間コヒーレンスを低下させる
ことによってこの光干渉雑音は大幅に抑圧される．
　1. 2. 4　信号処理系の雑音
　一方，電気系の雑音は，オペアンプなど増幅器系の雑音
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図 3　光てこ法によるカンチレバーの変位測定模式図．



が十分小さいとすれば，電流─電圧変換器に用いられてい
る抵抗の熱雑音（ジョンソン雑音）dVJがおもな雑音源と
なる．
   （ 6）
変位換算雑音密度 nJに変換すると，

   （ 7）

となる．このジョンソン雑音 nJを，前項で議論した変位
測定系の理論限界雑音を決めるショット雑音nshotに比べて
小さくするためには， を満足する必
要があり，電流─電圧変換器の帯域を十分に大きく（aを
十分大きく）する必要があることがわかる．
　1. 2. 5　低雑音変位測定系
　変位測定系の総雑音密度 ndetは，上述した各種雑音のラ
ンダム和となり，次式で表わされる．
 n2

det＝n2
LD＋n2

shot＋n2
J （ 8）

われわれは，高周波重畳法によるレーザー光の低コヒーレ
ンス化，光出力強度の最適化，光検出効率の改善，電流─
電圧変換器の周波数利得低下率の向上など，変位測定計の
各要素における雑音低減を図り，低雑音変位測定系を構築
することに成功した 6）．図 2で示したカンチレバーの熱雑
音振動スペクトルは，d zCLをカンチレバーの変位ゆらぎと
すれば，

   （ 9）

と表わされる．ただし ndetは白色雑音であることを仮定し
た．したがって，測定された熱雑音振動スペクトルと式
（ 9）のフィッティングにより ndetを評価することが可能
となり，すでに述べたように，装置改善によって変位測定
系の雑音密度が 10 fm/ 以下にまで低減されたことを
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確認することができた．
1. 3 小振幅モードの採用

　ダイナミックモードではカンチレバーの振動振幅と変位
雑音の比が位相雑音としてはたらくため，FM検出の点で
は，カンチレバーの振幅を大きく設定するほうが本来有利
である．しかしながら，一般的な AFMの実験条件では，
探針が試料と相互作用するのは，探針が試料近傍（相互作
用距離 l 以内 ～ 1 nm）にあるときのみであるため，振幅
が大きい場合は相互作用時間が減少し，信号レベルは小さ
くなる．一方，振幅がl と同程度，あるいはそれ以下にな
ると，1周期の全時間にわたって相互作用することになる
ことから，信号レベルは増加する．もちろんこの場合，位
相雑音は増加することになるので，結局，S/Nを最大化す
る振幅の最適点が存在することになる13）．いずれにして
も，一般的に使用されている振幅値は 5～20 nm程度で，
最適値よりはるかに大きいため，小振幅化は周波数検出に
おける S/N改善に対して，非常に有効となる．小振幅化
は，位相雑音の増加とトレードオフの関係にあることか
ら，変位測定系の低雑音化が前提となり，前節で述べたよ
うな低雑音化によって初めて小振幅化が可能となった．

2. 高分解能液中イメージング
2. 1 マスコバイトマイカ基板の液中観察 14）

　マスコバイトマイカ（白雲母：KAl2�Si3Al�O10�OH�2）基
板は，へき開性を有し，容易に原子的平坦面を得られるこ
と，表面が親水性で処理しやすいことなどから，生体試料
などの高分解能観察基板としてしばしば用いられる．マイ
カは珪酸塩鉱物の一種で，SiO4四面体を基本骨格とする層
状の結晶構造を形成し，図 4に示されるように，へき開表
面はこの SiO4 四面体からなるハニカム構造（周期 0.52 
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図 4　マスコバイトマイカの結晶構造．左：a軸からみた構造．右：へき開面の構造（K ＋イ
オンは表示していない）．



nm）によって形成される．純水中で観察されたマイカの
FM-AFM像を図 5に示す．0.52 nm周期の格子が明瞭に観
察される．吸着物の影響と思われるいくつかの明るい領域
も存在するが，格子像が見えるにもかかわらず，観察領域
全体にわたって緩やかな背景形状の変化がみられる．この
緩やかな背景高さの変調は，マイカの高分解能観察時に常
にみられた．現状では，その原因を特定するに至っていな
いが，マイカ表面の帯電あるいは水和層による静電力の変
化が影響していると考えられる．図 5（b）は微小領域にお
けるマイカ原子像を示す．観察されたマイカ像は，コンタ
クトモードでよくみられるドット状あるいは三角状の六方
構造ではなく，ややリング状のハニカム構造であった．マ
イカ表面は比較的大きな空隙をもつハニカム構造で構成さ
れることを考えれば，観察像がハニカム構造であるのは妥
当である．コンタクトモードでは単一原子スケールよりも
大きな接触領域をもつため，観察は平均化され，格子周期
は観察されるものの，真の原子分解能は得られない．この
ため，コンタクトモードでのマイカの観察像は，ほとんど
の場合周期的なドット状の像となる．これに対して，FM-

AFM像ではハニカム状の観察像が得られた．さらに，観
察像の一部には原子スケールでの明るさの変化がみられ
た．この結果は，SiO4面における Al置換による局所的な
電荷密度の変化の可能性を示唆している．
2. 2 バクテリオロドプシン分子の FM-AFM観察 15）

　光駆動プロトンポンプの役割を担う膜たんぱく質バクテ
リオロドプシン（bR）分子は，高度好塩菌（Halobacte-

rium salinarum）の細胞膜の一部である紫膜（purple 

membrane: PM）内に含まれ，二次元結晶を形成してい
る．結晶状の膜たんぱく質であることから，X 線構造解
析，電子顕微鏡などにより，その構造は詳細に研究されて
きた．しかしながら，溶液中での高分解能構造解析や機能
との関連については，直接の測定例はほとんどないため，

液中動作AFMによる構造計測や機能解析に大きな期待が寄
せられている．
　AFM観察は，リン酸緩衝液中においてマイカ基板上に
吸着させた紫膜上で行われた．まず，紫膜を分散させたリ
ン酸緩衝液（10 mM PBS，300 mM KCl，pH＝ 7.4）をマ
イカ基板表面に滴下し，1時間程度かけて紫膜を基板に自
然吸着させる．その後，吸着していない紫膜を除くために
PBS を用いてリンスし，測定用 PBS（10 mM PBS，200 

mM KCl，pH＝ 7.4）中で FM-AFM観察を行った．図 6に
紫膜の FM-AFMによる観察例を示す．bR単量体分子は膜
を貫通する 7本の a ヘリックス（A-G）から成るが，さら
に 3つの分子が集まって三量体を形作り，この三量体が膜
内において格子間隔 6.2 nmで六方格子状に充填し，二次
元結晶を形成する．図 6中の右下の図は，細胞質面におけ
る紫膜内での bR 分子の構造モデルである．観察された
FM-AFM像においても，3つの輝点が，いくつかの欠陥部
を伴いながら，周期約 6 nmで配列しており，このモデル
とよく対応することがわかる．詳細な対応関係を調べるこ
とで，輝点部分が Eヘリックスと Fヘリックスをつなぐ
ループ部に相当することが判明した．
2. 3 局所水和構造計測への応用

　固体表面と液相との境界においては，溶液分子と固体表
面との相互作用のために，図 7に示すような特異な溶液密
度の振動構造，溶媒和（水の場合は水和）構造が存在し，
この水和構造は，結晶成長や固液界面物性と強く関連す
る．このため，以前より分子レベルでの水和構造測定が望
まれていたが，局所的な溶媒 /水和構造を直接調べる手段
はこれまで存在しなかった．最近，われわれは FM-AFM

によるフォースカーブ測定（周波数シフトの距離依存曲
線）に，この水和振動構造の影響が現れることを見いだし
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図6　左：リン酸緩衝液中の紫膜のFM-AFM像．紫膜内に
六方格子状に並ぶ bR分子三量体が観察される．右上：bR
三量体の拡大像．右下：細胞質面における bR三量体の配
列モデル．

（a） （b）
図 5　（a）純水中で得られたマイカの FM-AFM像（走査範
囲：30 nm×30 nm，D f ＝＋360 Hz，A0＝ 0.33 nm）（b）拡
大像（走査範囲：4 nm×4 nm，D f＝＋54 Hz，A0＝0.24 nm）．



た 5，16）．このフォースカーブを試料上の各点で計測して
マッピングすることにより（三次元フォースマッピング
法，図 8参照），試料面上の三次元的な水和構造を可視化
することが可能となる．
　一例として，図 9にKCl水溶液中のマイカ結晶表面上で
得られた，XZ面内のフォースマッピング像（周波数マッ
ピング像）を示す．マイカ表面上に約 0.2～0.3 nm周期で
現れる，3層の水和振動層構造が再現よく観測された．こ
れは，マイカ表面上に存在する水和層を探針が通過すると
きに生じる溶媒和力によるもので，この周期は，ほぼ水分
子の大きさに相当する．1層目の水和構造は，マイカ表面
の結晶構造に対応して変調されていることも新たに観測さ
れた 16）．このように，FM-AFMによる液中フォースマッ
ピングは，分子レベルで三次元的な水和構造を直接可視化
できることから，固液界面における結晶成長と分子レベル
の水和構造との関連性の解析など，今後の研究展開が期待
される．

3. 液中 FM-AFM計測の今後の展開
　液中 FM-AFMによる原子・分子分解能測定が実現した
ことにより，その応用分野は格段と広がりつつある．特に
生体試料の高分解能計測への応用は，今後もっとも精力的
に進められると思われる．生体分子間相互作用は静電的な
相互作用がベースとなっており，生体機能の発現過程を探
る上でも，溶液中での生体分子上の局所電荷分布計測が強
く望まれている．大気・真空中での電荷分布測定では，探
針─試料間の電場変調により静電気力を検出する手法が一
般的であるが，電解質溶液中では，電荷を有する表面には
必ず電気二重層が形成され，静電相互作用は遮蔽されるた
め，その測定は容易ではない．最近，フォースマッピング
法により測定される局所相互作用が電気二重層力（DLVO

力）によるものであることが判明し，液中電荷密度測定に
応用できることが新たにわかった．こうした FM-AFMに
基づくさまざまな機能物性計測手法による分子スケール生
体試料評価のさらなる発展に期待したい．

　本稿で紹介した研究の一部は，科学技術振興機構・先端
計測分析技術・機器開発事業および日本学術振興会・科学
研究費補助金基盤研究（S）の下に遂行された．また，これ
らの研究に関係された研究者の皆様に深く感謝いたします．
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