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　原子間力顕微鏡（AFM）を今日のユ
ーザの要求に合せようとすると、そこ
には数多くの難題がある。25年前に開
発された当初のAFMの接触撮像モー
ドは、液体中の試料の画像を試料の損
傷なしに画像化する能力を得られなか
った。さまざまな非接触モードと呼ば
れる方法が導入されたが、それらはいま
だに、柔らかくて壊れやすく注意深い
準備が必要となる試料を、定量的に画
像化したい生命科学分野の研究者たち
の要求を満足できない。このユーザの
要求に対応して、独JPKインスツルメン
ツ社（JPK Instruments）はAFMの新
しい定量撮像（QI）モードを開発した。
　QIは開発の当初から設計目標が明
確に設定された。つまり、光学顕微鏡
を扱うことに慣れていた生命科学者が

AFMとその新しい撮像モードを受け
入れるには、空気中や液体中のさまざ
まな環境でも使用でき、迅速かつ直感
的に操作できるシステムの設計が必要
であった。そのモードは柔軟性と粘性
の両方または片方があり、基板にゆる
く接触し、鋭い形状／エッジをもつ場
合もある「難しい」試料の取り扱いも
必要であった。このことは新しいナノ
計測モードのプローブがすべての画素
と相互作用するときに、その力の極端
な精密制御が必要になることを意味し
ている。
　新しい撮像モードは定量的データも
取得しなければならない。QIモードは
機械的、化学的および電気的データを
取得する。また、撮像時の実際のフォ
ースカーブ、つまり曲線を描く作用から

は最大量のデータポイントが得られる。
細胞が付着した領域、つまり単一細胞
とその他のもの（表面など）との間の力
測定は、生命科学がAFMを使用する
ときの急速に増大する計測ニーズにな
っている。

QIの定義
　標準のカンチレバーへの置き換えの
可能な新しいQIは、すべての画素に
作用するチップ‐試料間の力を完全に
制御できるフォースカーブにもとづく
撮像モードであり、このことは走査時
のセットポイントや利得の調整が不要
になることを意 味 している。 その
TipSaverと名付けられたチップ動作ア
ルゴリズムは、横方向の力を阻止し、
垂直方向の力を制御して、カンチレバ
ーチップと試料との間の非破壊測定を
可能にする。
　QIはForceWatch技術を組み合わせ
て、柔軟な試料（ヒドロゲルや生体分
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新しい原子間力顕微鏡（AFM）の定量撮像（QI）モードは、走査時にセットポ
イントや利得を調整しなくても、その計測技術が難しい試料の画像化を容易
にしている。

ナノ計測の
次世代AFM撮像モードが得られるQI

（a） （b）
図1　閉ループ定量撮像
（QI）AFMと37℃の緩衝
液中のペトリ皿ヒータを用
いて、生きたチャイニーズ
ハムスターの卵巣（CHO）
の細胞が画像化された。
（a）は光学位相コントラス
ト画像と重ねたAFM高さ
画像を示し、（b）は25μ
m2の領域を走査した3D
トポグラフィー画像を示
している。高さ情報のz範
囲は3.6μm。



子）、粘性のある試料（液体中のナノチ
ューブやウィルス粒子）、鋭いエッジを
もつ試料（粉体やMEMS構造）を計測
するときの難題を回避可能にしている。
要するに、ForceWatchの1組のアルゴ
リズムはフィードバック信号を厳密に監
視し、変化した信号を迅速に調整する。
　QIモードは生物学あるいは試料が難
しい物理的パラメータをもつ高分子科
学や表面科学などの高分解能と力感度
の両方を要求する分野の計測に適して
いる。
　画像化の前に設定が必要になるのは
取得した画素ごとのフォースカーブの
結像力とz 長のパラメータの2つしかな
い。いずれのパラメータも容易に取得
可能であり、詳細な技術知識を必要と
しない。また、両者はわれわれのForce­
Watchと容量センサの技術を用いるこ
とで精密に測定できる。画像化前の掃
引、振幅設定、位相補正による駆動周
波数と電圧の複雑な決定なども不要に
なる。
　QIはフィードバックループがない。
したがって、撮像時に設定と最適化を
必要とするパラメータがまったくない。
位相同期ループ（PLL）や振幅利得制御

（AGC）などの付加的フィードバックル
ープを必要としない。フィードバック
ループがないことで、それぞれの画素
は完全に独立したものとなり、不適切
な1つの撮像点だけから生じる筋状の
欠点は排除される。
　QIは試料面（z 軸）に垂直な圧電運動
が注意深く最適化され、他のすべての
AFM撮像モードと同等の撮像速度が
得られる。このz 方向の最適化は押込
みや接着力の定量的分析のための信頼
性のあるフォースカーブと伸縮速度を
確保するために必要となる。
　生命科学ユーザの最重要ニーズを満
足するために、QIはJPK社のAFMと

光学顕微鏡法からなるDirectOverlay
技術を使用して、高開口数共焦点レー
ザ走査顕微鏡法（CLSM）を含めたすべ
ての一般的な光学撮像技術との組み合
わせを可能にしている。この方法は特
殊な光学較正法と重要な計算機プログ
ラムを使用し、試料からのAFMと光
学顕微鏡の情報を同時に表示する。試
料上の重要な場所は光学位相コントラ
スト、微分干渉コントラスト（DIC）、可
変リリーフコントラスト（VAREL）な
どのさまざまなコントラスト法を使用
して決定する。
　さらに、エピ蛍光、共焦点、内部全
反射蛍光（TIRF）などの蛍光技術を使
用して、特定の分子や生物種の挙動や
位置の計測を可能にしている。AMF
による画像化と力測定を光学顕微鏡に
よる撮像と一緒に試料の同一点上で組
み合わせることは容易でない。光学画
像の取得とAFM画像の記録は個別に
行われる。したがって、両者の画像の
重ね合せにはAFMのチップ走査の設
計が重要であり、容量センサを用いた
横方向（x, y ）の閉ループ撮像の最適利
用が鍵になる。

難しい試料の定量化
　QIは撮像時に横方向の力が試料に
加わらないので、緩やかに付着した物
体や固定化されていない試料（生命科
学の用途には多い）の画像化が可能に
なる。QIによる力の性質を利用すると、
表面と強く粘着した背の高い物体の画
像化が従来のAMF撮像モードよりも
容易になる。このような試料の場合、
プローブによる側面から側面へのラス
タ走査は損傷を与えることがあり、表
面を動かしてしまうこともある。対照
的に、フォースカーブによる測定はプ
ローブが上下の垂直方向に動くので、
表面は引きずられることがない。
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　QIによる多重走査はセンチメートル
サイズの表面でも無人で走査できる。
その結果、非常に広い領域（数百ミク
ロン）の走査が可能になり、次段階の
操作に必要なフォースカーブの全ての
データが蓄積されるので、位置決めと
拡大縮小が容易になり、ナノメートルス
ケールの特定された「狭い」領域の計
測精度も向上する。
　ユーザによる機能の選択を可能にす
るために、QIには剛性、接着力、エネル
ギー損失などを含めた多様なナノスケ
ール材料特性を高い空間分解能で定量
的に測定できる先端ソフトウエアパッ
ケージが用意されている。これらのパ
ッケージは試料の付加的情報の分析に
必要となる多数のデータ抽出とデータ
処理のチャネルが得られる。その結果、
用途に応じて、単一画像からの電気伝
導率や分子認識の測定が可能になる。
　最新の制御装置は計測時に検出され
たすべての信号を並列で記録して蓄積
する。電子部品を改良したデジタル制御
装置は極端に低い雑音レベルが得られ
る。例えば、JPK社のVortis SPM Con­
trol Stationは高速ロックイン増幅器の
技術を使用して振幅と位相を精密に検
出し、鮮明で高精度の定量撮像を可能
にしている。
　最終的に、すべての記録されたデー
タチャネルはQI力顕微鏡法の独自の
能力にもとづいて、試料面に対して垂
直方向の位置が異なる3D画像として写
像される。例えば、相互作用力がゼロ
のトポグラフィーを写像すると、摂動
のない試料面の詳細な画像が得られ
る。JPK社のデータ処理（DP）ソフト
ウエアは、すべてのデータチャネルが
すべての画像ポイントにおいて完全な
帯域幅をもつので、より柔軟に利用でき
る。このDPソフトウエアは接着力やヤ
ング率の値を取得するためのQIデータ

解析用のアルゴリズムも備えている。

応用
　JPK社のNanoWizard 3 AFMを使
用して、HEPES緩衝液（有機化学緩衝
剤）中のチャイニーズハムスターの卵巣

（CHO）細胞のゼロイメージングフォー
スによる画像化が初めて行われた（図
1）。これらの画像はすべてのデータポ
イントが走査アーチファクトをまった
く含まないので、細胞の詳細なトポロ
ジーを把握できる。このQI法は生き
たシアノバクテリアの固定化されない

状態での撮像にも適用され、その画像
化が緩衝液中のゼロイメージングフォ
ースで行われ、そこでは力が加えられ
ていない精密なトポグラフィーが画像
歪みのまったくない状態で取得された

（図2）。
　QIモードの最新版を使用して、C60H122

ヘキサコンタン分子の弾性率とトポグ
ラフィー情報が取得された（図3）。ヘ
キサコンタンがグラファイト上に吸着
するときの個々の分子（約7.5nmの長
さ）は並列して分子の長い縞模様を形
成する。これらの縞模様は個々の分子
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図2　生きたシアノバクテリアの緩衝液中で測定された3Dトポグラフィー画像とバクテリアの高
さの線走査場所を示している（a）。閉ループ方式による走査面積は10μm2、z範囲は4.8μm。
バクテリアの断面は約4μmの高さをもつことが明らかにされた（b）。

図3　調製したヘキサコンタン試
料が高配向熱分解グラファイト上
で撮像された。「緑色」画像は高さ
を示し、挿入図は弾性率の測定を
示している。これらの縞模様はヘ
キサコンタンの各単分子層の高さ
を示し、分子長（7.5nm）に対応す
る。走査面積は5μm2、挿入図は
300×300nm、z高さは12nm
の範囲に、弾性率は2.2Gpaの範
囲にある。



に解像されるばかりでなく、単一分子
の1つと次列の端のグループに並列す
る端のグループとの間に1.2Gpaの弾性
率の差があることが測定された。
　これらの単一分子を測定することで、
QIは樹木状になった高分子鎖、つま
りポリスチレンのバックボーンと樹枝
状の側鎖を構成する孤立した個々の分
子を画像化できる。これらの単一分子
の重なりとねじれはトポグラフィー画
像として明瞭に解像される（図4）。
　QIとDICの組み合わせによる生きた
後根神経節細胞の実験では、それぞれ

の細胞の接着力は数百ピコニュートン
の変化をもつことが明らかにされた

（図5）。この測定は前述の細胞表面に
対して垂直になるように最適化した圧
電運動を使用し、接触後の後退を保証
して行われたので、得られた接着力デ
ータには信頼性がある。接着力データ
は3Dトポグラフィー画像上にバック
グラウンドのDIC画像と一緒に写像で

きるので、接着力データとトポグラフ
ィーまたは光学的コントラストとの相
関を高い信頼性で容易に調べることが
できる。
　将来を展望すると、QIは生命科学
の分野において顕微鏡を使用する研究
者の重要な手法となり、迅速で正確な
定量的ナノ計測の手段になると期待さ
れる。
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（a） （b） 図4　へき開した新鮮なマイカ上に吸着し
た樹枝状高分子の自然環境下で計測され
たトポグラフィー画像（a）と弾性率（b）を
示している。500×500nmの領域が走
査され、zの範囲は6nm、弾性率の範囲
は250MPaであった（試料提供：スイス、
チューリヒのETHのA・ディター・シュリュ
ーター教授）

（a） （b） （c）

図5　生きた後根神経節細胞が緩衝液中で撮像された。（a）は試料の微分干渉コントラスト（DIC）による画像とAFMによる高さ画像を重ねている。（b）
は接着力画像と重ねた3Dトポグラフィー画像を、（c）は弾性率データと重ねた3Dトポグラフィー画像を示している。走査領域は40μm2、z範囲
は10μm。閉ループ方式で画像化された接着力の範囲は600pN、弾性率の範囲は100kPa。




