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1. 緒言緒言緒言緒言 

 

1.1 はじめに 
電子線の波長は、可視光の波長が 400 - 800 nm 程度であるのに対し、エネルギーが 10 keV

の際に 12.4 pm、100 eV の際でも 124 pm であり、可視光よりも 3 桁以上短い。このため、

電子顕微鏡(電顕、electron microscope)を用いることにより、通常の光学顕微鏡(光顕、

optical microscope)では観察できない光の波長よりもはるかに小さなものを直接観察でき

る。これにより、例えばウイルスが発見されて、その対策が可能となったため医学が大き

く進歩した。また、電顕の高性能化により原子カラム列を直視できるようになり、材料研

究も大きく進歩した。さらに、産業的にも、半導体の寸法を測定するための測長 SEMをは

じめとして、研究開発から製品の品質確認まで電顕はなくてはならないものとなっている。

近年超解像光学顕微鏡(super resolution optical microscope)が開発され、光の波長限界

以下の小さなものを特殊な光顕で観察できるようになってきた。しかしながら、超解像光

顕は、主な観察対象は蛍光体であるため適用範囲が限定されている。また、原子間力顕微

鏡(AFM)などの走査型プローブ顕微鏡(SPM)も光の波長より小さものを観察するために用い

られるが、観察スピードや観察対象に様々な制限がある。このため、電子顕微鏡は、光の

波長よりも小さな物を観察するために最も広く用いられるツールとなっている。  

電顕は、薄膜試料を透過した電子を信号に用いる透過電子顕微鏡(TEM: transmission 

electron microscope)とバルク試料に収束した電子線を照射しそこから発生する様々な信

号を検出する走査電子顕微鏡 (SEM: scanning electron microscope)の２種類に大きく分

類される。この中で SEM は、試料を薄膜化する必要がないこと、および、取り扱いが比較

的簡単であることから、基礎研究から産業分野での製品モニタリングまで広く用いられて

いる。また、形態を観察するだけでなく、特性Ｘ線の検出などにより元素分析にも広く用

いられている。 

 

このように広く用いられている SEM には、様々な課題がある。主なものは以下と考えて

いる。 

 

(1) 形態観察 

(1)-1 液体、気体中でのその場観察 

・ 通常の電子顕微鏡では試料を真空中に配置する必要があるため、液体、気体中でその場

観察(静的、動的)することは困難である。このような試料の観察が求められている。 

(1)-2 高空間分解能の観察 

・ より高い空間分解能での観察が求められている。特に、試料の表面近傍を選択的に観察

することが求められている。 
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・ 複数の材料からなる試料について、それぞれの材料がどのような形態であるかを観察す

ることが求められている。 

・ ダメージを受けやすい試料や絶縁体の観察も必要である。これらの試料では、ダメージ

やチャージの低減が求められる。 

 

(2) SEM 像と対応させた局所分析 

・ 試料に電子線を照射した際に発生する特性Ｘ線は、試料を構成する元素に固有のエネル

ギーを有するため元素分析に用いられる。より多くのＸ線を検出することにより、含有

率の低い元素の検出が求められている。また、SEM 像に対応したより局所的な分析が求

められている。 

・ 広く用いられている半導体検出器で特性Ｘ線を検出する場合、エネルギー分解能が不十

分であるため、ピークのオーバーラップが生じることがある。エネルギー分解能が高い

検出器を開発することにより、ピークのオーバーラップを低減することが求められてい

る。 

・ 電子デバイスなど複雑な構造を有する製品について、開発過程における最適化、生産時

におけるモニタリング、および、故障解析などのために、製品構造のまま元素分析する

ことが求められている。特に、迅速・簡単に分析できることが求められている。 

 

(3) 結晶性の評価－－観察条件の最適化と基礎的な理解 

・ 反射電子を検出することにより、試料の結晶欠陥などを観察できることが報告されてい

る。これらの観察条件を最適化すること、および、その理論的な解釈が求められている。 

 

(4) 観察や分析の効率の向上 

・ 専門家でなくても使えるように、観察や分析の簡単化が求められている。また、より多

くの試料を効率的に観察するため、試料交換を含めた測定の高速化が求められている。 

・ SEM で取得した画像を元に、検査や診断などに寄与できる技術の開発。例えば、形態に

基づきバクテリアやウイルスの分類をすることなどが求められている。 

・ 電子顕微鏡と他の顕微鏡(例えば光顕)を組み合わせることにより、グーグルアースのよ

うに広い範囲から光の波長では観察できない微細な領域までを統一的に観察できる。ま

た、蛍光ラベルと光顕により目的部位を特定した上で、関連部位を電顕で高分解能観察

することができる。このような複数の顕微鏡を組み合わせる手法は相関顕微法

(Correlative Microscopy)として発展しつつあるが、これの効率化が求められている。 

 

これらの中で、筆者は以下のテーマについて研究を行った。 

 

第一は、大気圧 SEM に関するものである。上記したように、通常の電顕では液体や気体
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中の試料を観察することは困難であった。この問題を解決するために、Abrams と McBain は

TEM 用に電子線を透過する 2枚の薄膜を用いることにより、液体や気体中の試料の観察を試

みた(Abrams and McBain, 1944) 。本研究では Abrams と McBain の電子線透過薄膜を発展

させて、大気に開放された試料室を有し、液体や気体中の試料を観察するための大気圧 SEM

を開発した。これにより材料分野では、これまで不可能であった SEM による通常の電解液

中の電気化学反応、あるいは、蒸発現象などを含む液体や気体中の試料の動的な現象を in 

situ で動的に観察することに世界で初めて成功した。また、バイオ分野では、新規に様々

な細胞を培養できる試料ホルダー(薄膜ディッシュ)を開発し、これにより、従来１日以上

の時間が必要であった電顕観察を、最速 20 分程度の簡単な前処理で迅速かつ簡単に液体中

で観察できるようにした。大幅な観察の高速化により、バイオ分野の研究開発の効率を飛

躍的に高めるとともに、基礎研究だけでなく、ガンの術中検査や細菌検査への適用も検討

を開始した。また、光顕と組み合わせた複合装置の開発により、一台の装置で上記の相関

顕微法も実現し、観察の効率を飛躍的に高めた。 

第二は、最新の高分解能 SEM を用いたナノ材料観察に関するものである。近年高分解能

SEM の性能は急速に向上したが、ナノ材料は以下の理由によりその性能を評価するのに最適

な材料である。ナノ材料の性能は、その表面の構造に強く依存する。しかしながら、ナノ

材料の多くは電子線照射によりチャージするとともにダメージを受けるために、従来の SEM

では観察が容易でなかった。電子線のランディングエネルギーを下げることによりチャー

ジやダメージを低減できるが、この場合従来の SEM では十分に電子ビームを絞ることがで

きなかったためである。これに対し、近年高分解能 SEM の性能は急速に向上し、特に、電

場と磁場の両方を組み合わせた対物レンズ、および、対物レンズを通して電子線を検出す

る TTL (Through the lens)検出システムの発展により、低ランディングエネルギーでの空

間分解能と信号選択能力が飛躍的に高まった。本論文では、低ランディングエネルギーに

おける SEM の性能をどのように向上させたかをまとめるとともに、これを用いてメソポー

ラスシリカ、メタルオーガニックフレームワーク(IRMOF)、ヨークシェル材などの様々なナ

ノ材料の表面構造を観察できるようになったことを記載する。 

第三は、特性Ｘ線に関連した研究についてである。試料に電子線を照射すると、試料か

ら様々な信号が放出されるが、そのひとつが特性Ｘ線である。上記したように、特性Ｘ線

のエネルギーは元素に固有であるため、その検出により組成を分析できる。本論文では、

特性Ｘ線に関連した３つの研究について記載する。 

これらの研究開発は、SEM に関する物理的な考察に基づいて行ってきた。すなわち、SEM

には、「試料に照射する電子線の集束」、「試料に照射した電子線の試料内部での振る舞いと

信号の生成」、および、「生成された信号の(選択的な)検出」の３つの課題がある。これら

は全ての SEM の研究開発に共通であり、これらを深く考察することにより本研究開発を行

ってきた。以下、それぞれについて説明する。 
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1.2 大気圧 SEM 

 

1.2.1 大気圧 SEMの位置づけ 

上記したように、通常の電顕では試料を真空中に配置する必要がある。このため、生物

試料については、一般的には手間や 1 日程度の時間がかかる脱水・乾燥などの試料前処理

が必要であり、また、これらの処理によりアーティファクトが入る可能性がある。また、

液体中や気体中における物理・化学的な現象を動的に観察することは困難であった   

これらの課題を解決するために、様々なアプローチがなされてきた。最初のアプローチ

は、1.1 節にも記載したように、電顕が発明されて間もない 1944 年に Abrams と McBain に

よりなされた(Abrams and McBain, 1944) 。彼らは、カプセルに電子線を透過する２枚の

薄膜を配置し、その間に液体に入った試料を配置し TEM で観察した。その後、様々な研究

者がこの手法を発展させた(Fukushima et al., 1985) (Butler and Hale, 1981) 。近年は、

Micro-Electro-Mechanical Systems (MEMS)技術の発展により、アモルファス窒化シリコン

より成る丈夫な薄膜を形成すること、および、２枚の薄膜間の距離をµm 以下に小さくする

ことができるようになった。これにより TEM では、原子分解能が得られるようになるとと

もに(Creemer et al., 2008) 、液体中の試料を容易に観察できるようになった(de Jonge and 

Ross, 2011) 。 これらは、環境セルと呼ばれている。 

 薄膜を用いる手法は、SEM にも適用された(Green and Kino, 1991) (Thiberge et al., 

2004b) 。真空側から薄膜を通して大気圧側の試料に電子線を照射し、試料からの反射電子

(BSE)を薄膜を介して真空側に配置した BSE 検出器で検出する。これにより、大気中、ある

いは、液体中の試料を観察できるようになった(Thiberge et al., 2004b) 。  

しかしながら、薄膜を用いる従来の方法では、両側あるいは片側に薄膜を配置したカプ

セルを用いるため、基本的に試料スペースはほぼ閉鎖空間であった。このため、観察の最

中に試料に薬液を加えるなど外部から試料にアクセスすることは限定されているとともに、

蒸発など試料の体積が急に変わる現象を観察することは困難であった。また、これらのカ

プセル内部の体積は通常 15 µl 程度であり、内部で培養できる細胞は限定されていた。ま

た、カプセルは電顕の中に配置されるために、次に述べる Correlative Microscopy をひと

つの装置で行うことは通常困難であった。  

  

1.2.2 Correlative microscopy 

ライフサイエンスの分野を中心として、光顕と電顕で同じ位置を観察し、これらの情報

を複合的に解析する Correlative Microscopy(特に Correlative Light and Electron 

Microscopy (CLEM))が注目を集めている(Müller-Reichert and Verkade, 2012) 。蛍光ラベ

ルをつけたタンパク質等を蛍光顕微鏡で観察した後、試料の同じ場所を電顕で高分解能観

察する。これにより、グーグルアースのように広い範囲から光の波長では観察できない微

細な領域までを統一的に観察できる。また、蛍光ラベルにより、目的とするタンパク質等
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を特定した上で、関連する部位を高分解能で電顕観察することが可能である。ここで、蛍

光ラベルはタンパク質などの位置を特定するために蛍光顕微鏡用に用いられるものであり、

遺伝的に細胞に導入される蛍光タンパク質、および、抗原抗体反応と呼ばれる特定のタン

パク質に結合する抗体を用いるものの２種類がある。いずれについても、特定のタンパク

質の位置を蛍光で調べるために用いられる。 

しかしながら、これまでの方法では、電顕観察のために試料を真空中に配置する必要が

あった。このため、時間や手間のかかる試料前処理が必須であり、Correlative Microscopy

を用いる研究者は限定されていた。 

 

1.2.3 大気圧 SEM 

これらの課題を解決するため、大気に開放された試料室を持つ「大気圧 SEM 

(Atmospheric SEM)」、および、大気圧 SEMと光顕(蛍光顕微鏡)を組み合わせた Correlative 

Microscope 「光顕・大気圧 SEM複合システム」を開発し、様々な試料の観察に応用した

(Nishiyama et al., 2010) (Suga et al., 2011) (Murai et al., 2011b) (Maruyama et al., 

2012a) (Maruyama et al., 2012b) (Murai et al., 2013b) (Sato et al., 2012) (Murai et al., 

2013a) (Nishiyama et al., 2014)。大気圧 SEMでは、従来の研究と同様に、電子線を透過

する薄膜を用いて大気圧下の試料を観察する。ただし、上記薄膜がとりはずし可能な直径

35 mm のペトリディッシュ(薄膜ディッシュ)の底に配置されるとともに、試料室は大気に

開放されている。ペトリディッシュは細胞を培養するための容器であり、別名「シャーレ」

とも呼ばれる。これにより、１気圧下の試料の観察だけでなく、観察の途中で試料に試薬

を滴下するなど外部から試料を操作しながら試料を動的に観察すること、および、蒸発現

象などの試料の体積が急速に変化する現象の観察を実現した。また、従来のカプセルでは

電子線を上から照射するのに対し、大気圧 SEMでは電子線を下側から試料に照射すること

により、液体の中に沈む試料の観察も実現した。さらに、MEMS技術により電極を作りこ

んだ電気化学薄膜ディッシュやヒーターを組み込んだ温度制御ディッシュなどの特殊なデ

ィッシュを開発した。これにより、電解液中の電気化学反応、あるいは、ハンダの融解や

凝固など大気圧下における試料の温度変化などの SEM観察を世界で初めて実現した。 

一方、材料分野だけでなくバイオ分野では、とりはずし可能な薄膜ディッシュを採用し

最大 3 mlの培養液を入れられるようにすることで、CO2インキュベーターの中に入れて薄

膜上で様々な細胞の安定培養を実現するとともに、これらの細胞を「簡単かつ迅速」に液

体に入れたままで電顕観察できるようにした。また、従来バイオ試料を電顕で観察するた

めには、脱水・乾燥などの 1日程度の時間とスキルが必要な試料前処理が必要であったが、

これらの手間なしに、最速 20分程度の薄膜ディッシュ内の薬液を入れ替えるだけの「簡単

かつ迅速」な前処理だけで電顕観察できるようにした。さらに、光顕・大気圧 SEM複合シ

ステムでは、薄膜ディッシュの上に大気圧 SEMと反対側に光顕(蛍光顕微鏡)を配置してお

り、薄膜ディッシュ上の試料の同じ位置を光顕と大気圧 SEMで簡単に観察できるようにし



6 
 

た。すなわち、一台の装置で、簡単に Correlative Microscopy を実現できるようにした。

これによりバイオ系試料では、蛍光ラベルによる免疫染色を行った上で光顕により観察位

置を特定し、その後大気圧 SEMで目的部位を高い空間分解能で観察することを簡単にでき

るようにした。また、上部にある光顕を用いたライブセル観察によりタイミングを選んで

試料を固定し、その後大気圧 SEMで観察を行うことにより、時間的に変化する現象をタイ

ミングを選んで簡単に高分解能観察できるようにした。これらにより、バイオ分野の研究

開発効率を大幅に向上させることができた。また、ガンの術中検査への適用も検討を開始

した。 

本論文では、2.3節で、大気圧 SEMの詳細を説明する。3章で、大気圧 SEM、および、

これを用いた correlative microscope 光顕・大気圧 SEM複合システムの開発、および、こ

れらを各種の観察に応用した結果について報告する。また、医療用検査技術への応用など、

今後の可能性についても議論する。 

  

 

1.3 高分解能 SEM  
1.1節に記載したように、近年高分解能 SEMの性能は、電場と磁場の両方を組み合わせ

た対物レンズ、および、対物レンズを通して電子線を検出する TTL (Through the lens)検

出システムの発展により、低ランディングエネルギーでの空間分解能と信号選択能力が飛

躍的に高まった。このような高分解能 SEMの性能を評価するためにナノ材料は最適な試料

である。 

ナノ材料は、ナノサイズの構造を有する材料のことである。単一の元素や化合物で構成

される場合、および、複数の元素や化合物で構成される場合がある。いずれにおいても、

ナノサイズの構造を有することにより、様々な機能を持つことが大きな特徴である。たと

えば、代表的なナノ材料のひとつであるメソポーラスシリカは、主成分が SiO2であるがそ

こには多数の細孔(pore)がある。このような細孔を有する材料は、ポーラス材料 (prous 

material)と呼ばれ、ガスを吸着するための表面積が大きいために例えば燃料電池に用いる

水素タンクのガス吸蔵材として期待されている。また、孔のサイズを制御することにより、

混合物から特定の化合物などを抽出するための分離にも適用できると期待されている。さ

らには、特定サイズの孔に特有の化学反応を促進すること、あるいは、孔の中に特定の化

合物を導入することにより触媒としても期待されている。ナノ材料には、ポーラス材料以

外にも様々なものがある。例えば、ヨークシェル材と呼ばれる一群は、殻(シェル)となる中

空の構造を有し、かつ、殻の表面に様々な元素や化合物を配置することができる。例えば、

殻に触媒となるナノ粒子を配置することにより、効率の高い触媒を形成できると期待され

ている。 

しかしながら、これらの機能が良好に発現されるためには、ナノ構造を最適化する必要

がある。最適化のためにはナノ構造を調べる必要があるが、その方法として、Ｘ線・電子
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線回折、透過電子顕微法、および、原子間力顕微法などが複合的に用いられてきた(Liu et al., 

2013) 。これらは、いずれもナノから原子サイズの空間分解能を有するために、ナノ材料

を観察するための強力なツールである。しかしながら、回折法では局所領域の情報を得る

ことが容易でない。また、透過電子顕微法では、試料の電子線透過方向の情報が積算され

るため、表面近傍の構造を選択的に観察することは容易でない。原子間力顕微法では、表

面近傍の構造を選択的に観察できるという特徴があるが、表面の凹凸が激しい材料への適

用は限定される。また、原子間力顕微法での探針は有限の大きさであるため、ナノサイズ

の構造を観察するには制限がある。ナノ材料の機能は、特に表面近傍の構造に依存するこ

とが多く、例えばポーラス材料の機能は細孔が試料の外部に接続されているかに大きく依

存する。このため、表面近傍の構造を観察することが必須である。また、表面近傍の凹凸

が激しい場合も多い。 

従来用いられてきた評価法の欠点を補うため、および、近年急速に空間分解能が向上し

てきたため、ナノ材料の評価に SEMを用いることが多くなってきた(Stevens et al., 2009) 

(Asahina et al., 2011) 。特に、低ランディングエネルギーでの SEM観察技術が近年急速

に進歩し、観察時のチャージやダメージを低減できるようになるとともに、表面極近傍の

観察ができるようになってきた。 

本論文では、2.1節と 2.2節で SEMの基本的な原理を説明するとともに、2.4節で近年の

低ランディングエネルギーでの SEMの進歩についてまとめる(Suga et al., 2014) 。また、

4章で代表的なナノ材料である、ヨークシェル材、メソポーラス LTA、IRMOF、メソポー

ラスシリカ結晶(SBA-15)、および、螺旋状の TiO2の評価にどのように SEMが使えるのか

検討した結果を記載する(Suga et al., 2014) 。電場と磁場を複合した対物レンズ、電界放射

型電子源、エネルギーフィルタがついた TTL検出システムの採用により、これらの材料の

表面構造の観察ができるようになった。 

 

 

1.4 特性Ｘ線を用いた組成分析 
試料に電子線を照射すると、試料からは二次電子(SE)や BSEだけでなく、Ｘ線が放出さ

れる。このＸ線は連続Ｘ線と特性Ｘ線から成るが、特性Ｘ線のエネルギー(波長)は試料を構

成する元素に固有であるため、これを用いて元素分析を行うことができる(Reed et al.) 

(Goldstein et al., 2003)。 

本論文では、特性Ｘ線検出を利用した研究、および、特性Ｘ線を検出するための検出素

子の改良に関する研究結果を記載する。2.5 節で、特性Ｘ線を用いた検出の原理とともに、

検出できる深さがどのように決まっているか、Ｘ線検出のスピードやエネルギー分解能が

どのように決まっているか、近年のＸ線検出デバイスの進歩などについて記載する。また、

超電導体を用いることによる、抜本的なＸ線検出素子のエネルギー分解能向上の可能性に

ついて記載する。 
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5章では、具体的な研究結果について記載する。5.1節では、特性Ｘ線分析を利用した迅

速な強誘電体デバイスの評価方法についての応用研究について記載する(Suga et al., 2000)。

測定時間の最適化と複数のランディングエネルギーでの測定を組み合わせることにより、

デバイス作製途中の強誘電体薄膜の組成を精度±1%に向上させることに成功し、インライ

ン検査や故障解析に適用できるようになった。 

5.2 節では、通常特性Ｘ線分析には半導体の pn 接合を用いたデバイスが用いられるが、

超電導接合を用いることにより特性Ｘ線のエネルギー分解能が大きく向上することが報告

されている。しかしながら、接合のリーク電流が大きいことが、大きな障害となっていた。

本研究では、素子のリーク電流を低減する方法について検討した結果を記載する(Suga and 

Kominami, 1995)。酸素プラズマ処理によりリーク電流の低減に成功し、これにより超電導

体を特性Ｘ線検出器に適用できるようになると期待される。5.3節では、近年発展してきた

シリコンドリフト検出器(SDD)を、ナノ材料の評価に適用した結果を記載する(Suga et al., 

2014) 。SDDは大面積の素子を形成することが可能であり、微弱なＸ線信号を検出できる

ため、ナノ材料の組成分析が可能となった。 
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2. 原理原理原理原理 

 

2.1 走査電子顕微鏡 

 

SEMは、収束した電子線を試料に照射し、試料から発生する信号を画像化することによ

り、試料の情報を得る装置である(Goldstein et al., 2003) (Reimer, 1998)。１章にも記載し

たように、ドブロイ波長が光の波長よりもはるかに短いために、電子線は光よりもはるか

に小さい直径に絞り込むことができる。このため、SEMでは光学顕微鏡よりもはるかに高

い空間分解能が得られることが特徴である。 

試料に電子線を照射すると様々な信号が放出されるが(図 2.1.1)、SEMでは信号として２

次電子(SE)と反射電子(BSE)が良く用いられる。SEと BSEについては、2.2節で詳細に説

明する。また、特性Ｘ線、カソードルミネッセンス、オージェ電子なども放出されるが、

これらは試料を構成する元素に特徴的なエネルギーを有するために元素分析に用いられる。

特性Ｘ線については、2.5節でさらに説明する。 

 

 
 

図 2.1.1 試料に電子線を照射した際に、試料から発生する様々な信号 

 

 

SEM の動作原理を図 2.1.2 に示す。電子源から放出された電子線を陽極で加速した後、

電子レンズで微小径に収束させた電子線を試料上に２次元走査する。これにより、試料か

ら発生する SEや BSE等の信号を走査位置の関数として画像化することにより拡大象を得

る。 

 

２次電子 (SE)

反射電子 (BSE)

オージェ電子

カソード
ルミネッセンス
(CL)

試料

入射電子

特性Ｘ線
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図 2.1.2 走査型電子顕微鏡の動作原理 

 

 

図 2.1.3 に、SEM の構成を示す。電子光学系を主体とする本体、および、電気・制御系

から構成される。本体は、電子銃、電子レンズ、偏向・非点収差補正器から構成された電

子光学系、試料室、および、これらを真空に維持するための排気系から構成される。制御

系は、電子線を発生させる電子銃用の高圧安定化電源、レンズ電源、プローブを走査・偏

向する偏向制御回路、SEや BSE等の試料からの信号を検出・処理する信号検出増幅回路、

および、排気制御系から構成されている。 

電子銃から放出された電子線を、コンデンサーレンズで収束する。コンデンサーレンズ

は、観察する SE像などの明るさを調整するためのビーム電流制御、および、電子源の縮小

率を調整するためのレンズである。対物レンズで試料に電子線を収束させるために適切な

位置に電子線のクロスオーバーを結像させるとともに、レンズ強度の調整によって電子源

の縮小率を調整し、実効的なソースサイズとビーム電流を制御するのに利用されている。 

次に、対物レンズを用いて電子線を収束する。対物レンズは主にコイルと磁性材料で構

成されるが、ポールピース(磁性材料)により磁場を集中させることにより電子線を集束する

（図 2.1.4）。この収束した電子線を試料に照射する。この際に、偏向器を用いて試料上の電

子線の移動や走査を行う。 

 

電子源

陽極

偏向器

電子レンズ

SEM表示画面

試料

二次電子検出器

電子源

陽極

偏向器

電子レンズ

SEM表示画面

試料

二次電子検出器
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図 2.1.3 SEMの構成 

 

 

 
 

図 2.1.4 対物レンズの構成。 

 

 

また、非点収差を補正するために、非点収差補正器(stigmator)を用いる。非点収差は、

電子レンズの軸非対称な収束特性などに起因する収差であり、電子線をスポット的な形状

からずらす。図 2.1.5に、非点収差補正器の構成と制御回路の例を示す。非点収差補正器に

は、通常光軸に垂直な面内に配置した八極子構造のコイルが利用される。八極子は、四極

高電圧安定化電源

電子レンズ電源

非点補正電源

ビーム偏向制御回路

信号増幅回路

二次電子検出器

非点補正
コイル

コンデンサ
レンズ

偏向・走査
コイル

対物レンズ

試料ステージ

排気系

排気制御系

コンピューター

電子銃

ポールピース（磁性材料）

コイル磁性材料
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で構成されたコイルと、それと 45°ずらして配置したもう一組の四極コイルで構成される。

２組の電流源からの電流を制御回路で調整することにより、ある方向に歪んだプローブ形

状を円形に戻すことができる。 

 

 

 

図 2.1.5 非点収差補正器、(a) ８極子の構成と制御回路の例、(b) 非点収差補正器により

形成される磁極。４セットの対向する磁極により電子ビームの形状を円形に補正する。 

 

 

試料より放出された SEは、SE検出器で検出される。図 2.1.6に、SE検出器の例を示す。

試料から放出された SEは、正の電圧を印加したグリッドで収集された後、正の高電圧を印

加したシンチレーターに衝突して捕獲され光に変換される。ライトガイドを通り光電子倍

増管に導かれた光は、光の強度に対応した光電子に変換された後、多段のダイノードで電

子増倍されて SE信号として利用できるようになる。この SE信号を陰極管(CRT)のグリッ

ドに印加することにより、SEによる SEM像が得られる。このようにシンチレーターと光

電子増倍管を組み合わせた検出器は、Everhartと Thonleyにより開発されたため ET検出

器と呼ばれる(Everhart and Thornley, 1960) 。 

 

sin, cos巻
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図 2.1.6 ET型 SE検出器の構成例 

 

 

2.2 ２次電子(SE)と反射電子(BSE) 

 

2.2.1 レンジとモンテカルロ法 

試料に電子線を照射すると、試料内部の弾性および非弾性散乱により、電子は試料内部

で方向を変えると共にエネルギーを失う。これにより、照射電子は試料内部で

Kanaya-Okayama レンジ Rと呼ばれる程度に広がる(図 2.2.1)。 Kanaya-Okayamaレン

ジ R (nm)は次式で与えられる(Kanaya and Okayama, 1972) (Reimer, 1998) 。  

 

  �(nm) ≈ ��.�∙
∙��∙mole
��∙��∙(���)�.��
�(�∙cm
�)∙��.���   ・・・ 式 2.2.1 

 

ここで、Aは質量数、E0 は照射電子のエネルギー (keV)、ρ は密度 (g/cm3)、Z は原子番号

である。レンジは、ランディングエネルギーが大きい場合に大きく、かつ、試料が軽元素

から構成される場合に大きい。 

 

シンチレータ

二次電子

光電面

ライトガイド

シンチレーター用
高圧電源

フォトマル用
高圧電源

(コントラスト調整)

光電子倍増管

増幅器

輝度調整回路
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グリッド

グリッド用
高圧電源



14 
 

 

図 2.2.1 照射電子の試料内部での広がりと SEと BSEの発生領域 

 

 

試料内部における照射電子の広がりやエネルギーは、モンテカルロ法を用いることによ

り、より詳細に調べることができる(Murata et al., 1971) (Shimizu and Ze-Jun, 1992) (Joy 

and Luo, 1989) (Goldstein et al., 2003) (Drouin et al., 1997) (Drouin et al., 2007)。電子は

波であるため、試料内部における照射電子の振る舞いを正確に記述するためには波として

取り扱う必要がある。しかしながら、波としての取り扱いは簡単ではないため、モンテカ

ルロ法では試料がアモルファスであること、および、電子が粒子であることを仮定した近

似計算を行う。様々なモンテカルロ計算方法があるが、ここでは代表的なモデルを説明す

る。  

 

 

図 2.2.2 モンカルロ法における電子の角度変化 

PN-1
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θ
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 試料に入射した電子(粒子)は、弾性散乱により方向が変化し、非弾性散乱によりエネルギ

ーを失うと仮定する。電子（粒子）は、試料内部で直線的な飛行と方向変化を繰り返すと

仮定する(図 2.2.2)。直線的な飛行距離 sは、平均自由行程µと乱数により規定される。また、

角度変化は、電子の進行方向に対し、２つの角度 φ と θ により与えられる（図 2.2.2）。こ

れらの変数は、 弾性散断面積 σelにより計算される。弾性散乱断面積には、簡単に解析的な

解が得られることから、スクリーンされたラザフォード散乱モデル (screened Rutherford 

model)が用いられることが多い(式 2.2.2)。  

  

 
����
� = |#($)|� = �%�&

'('()�)&*&+% ∙ ,
-./0&(1 �⁄ )3./0&(1� �⁄ )4& ・・・式 2.2.2 

ここで、 

 567($8 2⁄ ) ≃ $8 2⁄ = ; 4=�⁄      ・・・式 2.2.3 

 � = >?@A, B⁄        ・・・式 2.2.4 

 >? = ℎ�D8 =E8F�⁄       ・・・式 2.2.5 

 

である。ただし、σelは弾性散乱断面積(m2/atom)、e は電子の素電荷(1.60 x 10-19 C)、Z は原

子番号、ε0は真空中の誘電率(8.85 x 10-12 C2s2/N)、m は電子の静止質量(Kg)、v は電子の速度

(m/s)、aHはボーア半径(5.69 x 10-11 m)、λは電子の波長(m)である。また、式 2.2.2 のθ0に関

係した項はスクリーニングの寄与であり、式 2.2.3 で定義される。弾性散乱の平均自由行程

µ(m)は  

 

 μ = H
IJ	L	MNO       ・・・式 2.2.6 

 

で与えられ、直線飛行距離 s (m)はここから乱数 RND1を用いて、   

 

 s = −R	STU�(�VW,)      ・・・式 2.2.7 

 

と計算される。また、２つの角度 φ と θ は２つの乱数 RND2 と RND3を用いて  

 

 θ = 	 cosA, [1 − �]	^_`&
(,3	]A^_`&)a      ・・・式 2.2.8 

 φ = 2π	�VWB       ・・・式 2.2.9 

 

と計算される。ただし、αは 
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 α = 3.4 �& �⁄
�         ・・・式 2.2.10 

 

である。また、直線飛行の間に連続的にエネルギーを失うと仮定することが多いが

(continuous slowing down model)  、単位長さあたりのエネルギー損失量 dE/dx は   

 

 
fg
fh =	 �(�

%_i�
('(j�)&


,
� ln [,.,��

(�3mn)
n a	     ・・・式 2.2.11 

 

で与えられる(Joy and Luo, 1989) 。ただし、J (eV)は 

 

 o = 	 [9.76@ +	 tu.t��.��a		�Zが 13以上の場合�    ・・・式 2.2.12 (a) 

 o = 11.5@	(@が 12以下の場合)     ・・・式 2.2.12 (b) 

 

であり、k はカーボンに対する 0.77 と金に対する 0.85 の間の値である。 

角度変化と直線的な飛行を繰り返すことにより、試料内部での電子線の広がりを計算で

きる。ランディングエネルギーが 15 keV の場合の炭素、シリコン、金に対するモンテカル

ロ計算結果を図 2.2.3に示す。 ただし、シミュレーションには CASINO を用いた(Drouin et al., 

1997) (Drouin et al., 2007)。試料の原子番号が大きくなるとともに、試料内部におけるレン

ジが小さくなることがわかる。 

  

 

図 2.2.3 モンテカルロシミュレーションで計算した各試料中の電子線の広がり。(a) 炭素、

(b) 銅、(c) 金。原子番号が大きくなるとともに、広がりは小さくなる。 

 

 

2.2.2 ２次電子(SE)と反射電子(BSE) 

試料に電子線を照射すると、図 2.2.4に示すように、試料からは様々なエネルギーの電子
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が放出される。これらのうち、エネルギーが 50 eV以上のものを反射電子(BSE)と呼び、50 

eV以下のものを２次電子(SE)と呼ぶ(Reimer, 1998) (Goldstein et al., 2003)。また、BSE

の中で、入射電子と同じエネルギーを持つものを弾性散乱電子と呼ぶ。弾性散乱電子より

も少しエネルギーが低いところにプラズモンロスした電子がある。その他、オージェ電子

なども観察される。 

 

 

図 2.2.4 信号電子強度のエネルギー依存。歴史的な理由により、50 eV以下のエネルギー

を持つ電子を２次電子(SE)、50 eV 以上のエネルギーを持つ電子を反射電子(BSE)と呼ぶ。

照射電子と同じエネルギーを持つ弾性散乱電子によるピークを弾性散乱ピークと呼ぶ。そ

れよりも少しエネルギーが低い領域に、プラズマ散乱によりエネルギーを失ったプラズモ

ンロスピークが観察される。さらに、内殻電子の非弾性散乱によるコアロスピークやオー

ジェ電子によるオージェピークがある。図は(熊谷和博, 2010)より改変。 

 

 

前項に記載したように、照射電子は試料内部で広がるが、その一部は試料表面より放出

される。その中でエネルギーが 50 eV以上のものが、BSEの主成分である(図 2.2.4)。BSE

は、Kanaya-Okayama range Rの半分程度の領域から放出されるため(図 2.2.1)、BSE像

の空間分解能はこの程度と考えられてきた。特に、ランディングエネルギーが大きな場合

はレンジが大きくなるために、空間分解能が低いと考えられてきた(Joy, 1991) 。 

また、BSE 信号は、上記したように弾性散乱と強く関連している。式 2.2.2 に記載され

ているように、弾性散乱断面積は Z2に比例するため、BSE の信号強度は Z2と強い関係が

ある。ただし、多重散乱や非弾性散乱の影響も受けるために Z2に完全に比例するわけでは

ない。  

一方、照射電子は非弾性散乱により試料内部の電子を励起するが、励起された電子の一

部は試料表面から放出される(Seiler, 1983)。これらの中でエネルギーが 50 eV以下のもの

が、SEの主成分である。SEの平均的な脱出深さは、金属の場合 0.5 - 1.5 nm、絶縁体の場

合 10 - 20 nmとされており(Seiler, 1983)、試料の表面近傍で励起された電子のみが試料か

ら放出される。これらの SE中で、照射電子が試料に照射された直後に、照射点近傍の電子
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を励起することにより試料外に放出される SEを SE1と呼ぶ(図 2.2.1)。また照射電子が試

料内部で散乱されて BSEとして放出される際に、 BSEが試料表面近傍の電子を励起する

ことにより放出される SEを SE2と呼ぶ(図 2.2.1)。さらに、BSEが対物レンズの下部やチ

ャンバー内部に衝突することにより発生する SEを SE3と呼ぶ(図 2.2.1)。SE1は照射点近

傍の情報を有するために、高い空間分解能の成分を含む(図 2.2.1のσ1)。これに対し、SE2

や SE3 は BSE に起因するために BSE と同程度の空間分解能を有する（図 2.2.1 のσ23）。

すなわち、加速電圧が高い際には、レンジが大きくなるために、空間分解能が高い成分で

ある SE1と空間分解能が低い SE2や SE3の成分が重畳された情報が得られる（図 2.2.1）

(Seiler, 1983) (Joy, 1991)。 

典型的な SE像と BSE像を図 2.2.5に示す。軽元素(例えばシリコン)から成るマトリクス

に重元素(例えば金)が含まれている場合(図 2.2.5 (b))は、重元素(例えば鉛フリーはんだ)から

成るマトリクスに軽元素(例えばポリスチレン)が含まれている場合(図 2.2.5 (d))と比較して、

BSE像のコントラストが高い。後者の場合、ポリスチレンを観察することは困難である(図

2.2.5 (d))。これらは、上記したように BSE の信号強度が Z2に関連しているためである。

これに対し、SE像ではいずれも良く観察できる(図 2.2.5 (a)と(c))。 

 

 

図 2.2.5  SE像と BSE像における重元素と軽元素によるコントラスト。シリコン基板(軽

元素)上の金(重元素)の(a)SE 像と(b)BSE 像。鉛フリーハンダ(重元素)上のポリスチレン(軽

元素)の(c)SE像と(d)BSE像。観察条件: 電子線のランディングエネルギー = 15 keV；基板
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バイアス電圧 = 0 kV；ワーキング長 = 20 mm。 

 

 

2.3 大気圧 SEM 

 

2.3.1 原理 

１章にも記載したように、AbramsとMcBainは電子顕微鏡が発明されてまもなく大気中

や液中の試料を観察する方法を提案・試作した(Abrams and McBain, 1944) 。後に環境セ

ルと呼ばれるようになる彼らの方法を図 2.3.1に示す。環境セルは、カプセルに電子線を透

過する２枚の薄膜を配置したものである(Butler and Hale, 1981) (de Jonge and Ross, 

2011)。カプセル内部にガスや液体の中に入った試料を配置するとともに、カプセル全体を

真空下の TEM試料室に配置する。２枚の薄膜は電子線を透過する程度に薄く、かつ、ガス

や液体と真空の圧力差に耐える程度に強いことが要求される。AbramsとMcBainはこの薄

膜をコロジオン膜で形成した(Abrams and McBain, 1944)。電子線は１枚目の膜、ガスある

いは液体とその中に入った試料、および、２枚目の膜を透過する。このようにして、大気

圧下のガスや液中の試料を観察できる。TEM 用の環境セルは、その後様々に改良された。

1981年には、Butlerと Haleによりかなり詳細なレビューがなされた (Butler and Hale, 

1981)。また、近年は、MEMS の技術を利用することにより、アモルファスの窒化シリコ

ン(SiN)薄膜を用いた様々な構造のセルが開発されている(de Jonge and Ross, 2011) 

(Creemer et al., 2008) (Zheng et al., 2009)。大気圧よりも高い圧力での観察、あるいは、

格子像の観察なども実現されている(Creemer et al., 2008) (Alan et al., 2012)。隔膜として、

grapheneが用いられることもある(Yuk et al., 2012)。  

 

 

図 2.3.1 TEM用環境セル 

 

 

このような電子線透過薄膜を、走査電子顕微鏡に適用する試みもなされてきた。Green

と Kinoは、SiN薄膜を配置することにより、大気中の試料を観察できる SEMを開発した
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(Green and Kino, 1991)。鏡筒の先端に SiN薄膜を配置することにより、大気中の試料に

集束電子線を照射し、試料から反射した BSEを再度 SiN薄膜を透過させた上で真空の鏡筒

内で検出した。この方法では、大気に解放された大気下の試料を観察できるが、液中の試

料などを観察することは困難であった。   

Thiberge らはこの手法を改良し、液中試料の観察をできるようにした(Thiberge et al., 

2004b) (Thiberge et al., 2004a)。彼らは TEM用と類似な環境セルを開発したが、薄膜は１

枚のみ配置した(図 2.3.2)。 真空側から薄膜を介して液中の試料に電子線を照射し、試料よ

り反射した BSEを再度薄膜を通して真空側に配置した検出器で検出する(図 2.3.2)。このよ

うにして、液中試料の観察に成功した。 この手法は、2.2.2項に記載したように、ランディ

ングエネルギーが高い場合、BSE 検出により最大レンジの半分程度の深さまで観察可能で

ある。 

 

 

図 2.3.2 SEMで液体中を観察するためのカプセル 

 

 

これらに対し、筆者らは倒立 SEM の上部に、底部にアモルファスの窒化シリコン(SiN)

より成る薄膜を有する直径 35 mmのペトリディッシュ(薄膜ディッシュ)を配置する大気圧

SEM(図 2.3.3)を開発した(Nishiyama et al., 2010)。Green and Kino、および、Thiberge

らと同様に、真空側から薄膜を介して試料に電子線を照射し、試料より反射した BSEを真

空側に配置した円環状の BSE検出器で検出する。これにより、液体中の試料を大気に開放

された試料室内で観察できるようになった。電子線が下側から試料に照射される点も大き

な特徴である。また、薄膜ディッシュの上部には光顕が電顕と同軸上に配置され、かつ、

試料は２つの顕微鏡の間に配置した X-Y ステージで移動できるため、試料の常に同じ部位

を光顕と電顕で観察できる。 

 



 

 

 

本開発により、バイオ系・材料系試料のそれぞれに対して、

バイオ系では、近年

ている

で、電顕で対応する部位を高分解能観察するのに

とにより

れているため、抗原性を保つことが容易であり、

試料では、タンパク質の位置を調べるために、抗原抗体反応が用いられる。抗原と抗体は、

カギとカギ穴のような関係で、特定の組み合わせの場合に付着する。タンパク質は抗原で

あるが、ター

より、ターゲットタンパク質の位置を特定できる。しかしながら、脱水や乾燥などの電顕

観察用前処理により、抗原が劣化し、抗原抗体反応が起こりにくくなる。大気圧

では、試料を常に湿潤環境に保持できるために、このような抗原性の劣化を抑制できる

(Maruyama et al., 2012a

内で細胞を培養できる。従来のカプセルでは、培養液の量が

細胞によっては安定な培養

るために蒸発の影響を小さくすることが可能であり、バイオ系の試料に対しては安定な細

胞培養が可能である。

材料系では、倒立

BSE

のような試料は液体に沈むものが多く、従来の電子線を上方から照射する方法では観察で

きないものが多かった。特に、このような試料の物理的・化学的な動きを動的に観察でき

ることが大きな

体積が急速に変わる現象も観察できる。観察中に、外部から試薬などを滴下することも可

能である。さらに、電極を形成したディッシュやヒーターを組み込んだディッシュなどの

特殊ディッシュを開発することにより、電気化学反応や試料の温度変化なども観察できる

(Suga et al., 2011

本開発により、バイオ系・材料系試料のそれぞれに対して、

バイオ系では、近年

ている。例えば、光顕と免疫染色を用いて特定のタンパク質が局在する部位を特定した上

で、電顕で対応する部位を高分解能観察するのに

とにより Correlative Microscopy

れているため、抗原性を保つことが容易であり、
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カギとカギ穴のような関係で、特定の組み合わせの場合に付着する。タンパク質は抗原で

あるが、ターゲットのタンパク質に対する抗体に蛍光体などのラベルをつけておくことに

より、ターゲットタンパク質の位置を特定できる。しかしながら、脱水や乾燥などの電顕

観察用前処理により、抗原が劣化し、抗原抗体反応が起こりにくくなる。大気圧

では、試料を常に湿潤環境に保持できるために、このような抗原性の劣化を抑制できる
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細胞によっては安定な培養
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胞培養が可能である。

材料系では、倒立

BSEを検出するために、基本的には

のような試料は液体に沈むものが多く、従来の電子線を上方から照射する方法では観察で

きないものが多かった。特に、このような試料の物理的・化学的な動きを動的に観察でき
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体積が急速に変わる現象も観察できる。観察中に、外部から試薬などを滴下することも可

能である。さらに、電極を形成したディッシュやヒーターを組み込んだディッシュなどの

特殊ディッシュを開発することにより、電気化学反応や試料の温度変化なども観察できる

Suga et al., 2011

本開発により、バイオ系・材料系試料のそれぞれに対して、
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内で細胞を培養できる。従来のカプセルでは、培養液の量が

細胞によっては安定な培養が困難であった。これに対して、最大

るために蒸発の影響を小さくすることが可能であり、バイオ系の試料に対しては安定な細

胞培養が可能である。 

材料系では、倒立 SEMを用いたために、液体中に沈む試料の観察ができるようになった。

を検出するために、基本的には

のような試料は液体に沈むものが多く、従来の電子線を上方から照射する方法では観察で

きないものが多かった。特に、このような試料の物理的・化学的な動きを動的に観察でき

特徴である。

体積が急速に変わる現象も観察できる。観察中に、外部から試薬などを滴下することも可

能である。さらに、電極を形成したディッシュやヒーターを組み込んだディッシュなどの

特殊ディッシュを開発することにより、電気化学反応や試料の温度変化なども観察できる

Suga et al., 2011)。上部の光顕と大気圧

図 2.3.3 

本開発により、バイオ系・材料系試料のそれぞれに対して、

電顕と光顕で同一部位を観察する

例えば、光顕と免疫染色を用いて特定のタンパク質が局在する部位を特定した上

で、電顕で対応する部位を高分解能観察するのに

Correlative Microscopy を簡単に実現できる。

れているため、抗原性を保つことが容易であり、

試料では、タンパク質の位置を調べるために、抗原抗体反応が用いられる。抗原と抗体は、

カギとカギ穴のような関係で、特定の組み合わせの場合に付着する。タンパク質は抗原で

ゲットのタンパク質に対する抗体に蛍光体などのラベルをつけておくことに

より、ターゲットタンパク質の位置を特定できる。しかしながら、脱水や乾燥などの電顕

観察用前処理により、抗原が劣化し、抗原抗体反応が起こりにくくなる。大気圧

では、試料を常に湿潤環境に保持できるために、このような抗原性の劣化を抑制できる

)。さらに、薄膜ディッシュは取り外し可能なため、

内で細胞を培養できる。従来のカプセルでは、培養液の量が

が困難であった。これに対して、最大

るために蒸発の影響を小さくすることが可能であり、バイオ系の試料に対しては安定な細

を用いたために、液体中に沈む試料の観察ができるようになった。

を検出するために、基本的には Z

のような試料は液体に沈むものが多く、従来の電子線を上方から照射する方法では観察で

きないものが多かった。特に、このような試料の物理的・化学的な動きを動的に観察でき

特徴である。また、試料室が大気に解放されていることから、蒸発

体積が急速に変わる現象も観察できる。観察中に、外部から試薬などを滴下することも可

能である。さらに、電極を形成したディッシュやヒーターを組み込んだディッシュなどの

特殊ディッシュを開発することにより、電気化学反応や試料の温度変化なども観察できる

上部の光顕と大気圧
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観察できることも、様々な現象の解明に役立つと思われる。 

なお、通常の SEMでは２次電子を用いて試料の表面を観察するため、立体的な画像が得

られることが多い。これに対し、大気圧 SEMでは反射電子を用いて観察するために、材料

の原子番号に依存したコントラストが得られる(2.2.2 項)。このため、高角のダークフィー

ルド STEM像に近い画像が得られる。 

 

 

2.4 高分解能 SEM 

  

2.4.1 低加速 SEM の必要性  

 2.1節に記載したように、照射された電子線は試料内部で広がるため、細く集束された電

子線を試料に照射しても空間分解能が高い画像が得られるとは限らない。BSE 像では、照

射点から大きく離れた所(大体式 2.2.1で与えられる Rの 1/2程度、図 2.2.1)の領域からの信

号を検出するため高い空間分解能は得られない(Reimer, 1998) (Joy, 1991)。また、SE も

SE1, SE2, および SE3の和であり、SE2と SE3は BSEに起因しているため、空間分解能

が高い成分に空間分解能が低い成分を重畳した信号となる(Seiler, 1983)。 Joyらは、ラン

ディングエネルギーが高い時、例えば 20 keVの際の SE像の空間分布依存性を図 2.4.1 (a)

のように模式的に示した(Joy, 1991)。 

 

(a)                   (b) 

 

図 2.4.1 SE の発生領域のランディングエネルギー依存。(a) ランディングエネルギー = 

20 keV。(b) ランディングエネルギー = 2 keV。 図は許可を得た上で転載: ref (Joy 1991), 

copyright 1991 Wiley。 

 

 

ところで、BSE の発生領域は、レンジを小さくすることにより小さくできる。図 2.4.2

に、様々なランディングエネルギーの照射電子が試料内部で広がる様子を示す。ランディ

ングエネルギーが低くなるとともに、試料内部での広がりは小さくなり、これに伴い BSE
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小さくなることがわかる。 

モンテカルロシミュレーション (refs)で計算したバルクのシリコンと相互作用す
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デルからは電子の放出率σ が１の時にはチャージングは起こらないと予測されるが、現実は

単純なモデルから予測されるよりも複雑である(Cazaux, 1999) (Ying and Thong, 1994) 

(Melchinger and Hofmann, 1995) (Renoud et al., 2002) 。いずれにせよ、ランディングエ

ネルギーを下げることにより、多くの場合チャージングを少なくすることができる。なお、

スキャン方法の工夫によっても、チャージングを低減できる。例えば、各点への照射時間

を減らすとともに複数回スキャンを行い、かつ、各点からの信号を積算することによりチ

ャージの影響を低減できる。これは、 照射された電子が絶縁体にとどまることにより帯電

が生じるが、電子がドリフトや拡散で移動することにより帯電が緩和するためである。照

射時間を帯電の緩和時間よりも短くすることにより、帯電を抑制できると考えられている。 

  

 

図 2.4.3 電子放出率のランディングエネルギー依存 

  

 

2.4.3 低加速 SEM の実現方法  

上記したように、ランディングエネルギーを低くすることにより、信号の発生領域を小

さくできるので、空間分解能を高くできると期待される。また、帯電を減らせる。しかし

ながら、ランディングエネルギーを小さくすると、試料に照射する電子線を細く集束する

ことが大変になる(Reimer, 1998) (Joy and Joy, 1996)。この節では、電子線のプローブ径

が各種のパラメーターにどのように依存するかを説明するとともに、低ランディングエネ

ルギーで電子線を細く絞るための方法を説明する。また、電子線を細く集束するためには、

後述するように、試料とレンズを近接させる必要がある。この場合、試料チャンバー内部

に配置した古典的な ET 検出器(図 2.1.6)で電子を検出することが難しくなる。これを解決

するために、TTL 検出器と呼ばれる対物レンズを通った信号電子を電子カラム内で検出す

る方式について説明する。さらに、TTL 検出器にエネルギーフィルタを付加することによ

り、SE信号と BSE信号を同時に分離して検出する方法についても説明する。 

 

1

E1 E2

電子のエネルギー

電
子

の
放

出
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2.4.3.1 プローブ径 

 電子線直径の理論的な計算結果は、SEMで実験的に決定された空間分解能に関係してい

る(Sato, 2008) 。高分解能 SEM観察には、試料表面における最小の電子線径(プローブ径)

が必要である。照射電子のプローブ径は、次のように最小錯乱円で見積もられる(Reimer, 

1998) 。 

 

 x = yx8� + x�� + x.� + xz�      ・・・式 2.4.1 

 

 

ただし、do, dd, ds と dc は、それぞれソース径、回折、球面収差、および、色収差からの

寄与であり、次のように表される。  

 

 x8 = �
({|}~�        ・・・式 2.4.2 

   x� = 8.�∙�
{         ・・・式 2.4.3 

 x. = 0.5 ∙ �.�B       ・・・式 2.4.4 

 xz = �z ∆�� �       ・・・式 2.4.5 

 

ここで、IPは照射電子の電流、βは電子源の輝度、αは照射電子の試料位置における開き角、

λは試料位置における照射電子の波長、Csは球面収差係数、Ccは色収差係数、∆Eは電子

源のエネルギー幅、および、Eは試料位置における照射電子のエネルギーである。 

低エネルギーの電子で小さなスポット径を得るためには、まず β がランディング電圧に

比例することに注意する必要がある。このため、低ランディング電圧では、式 2.4.2よりス

ポット径が大きくなることがわかる。そこで、βが大きな電子源が必要となる。βが十分に

大きくなると、x8 の項はx� の項と比較して無視できる程度に小さくなる。次に、λが E

に反比例することに注意を払う必要がある。このため、低ランディングエネルギーでスポ

ット径を小さくするためには、式 2.4.3よりα を大きくする必要がある。α の増加により、

式 2.4.4, 2.4.5からスポット径が大きくなることがわかるが、これを防ぐためには、Cs, Cc, 

∆E を小さくする必要があることがわかる。さらに、式 2.4.5 より低ランディングエネルギ

ーでは E が小さくなるために、スポット径が大きくなることがわかる。これを防ぐために

は、Cc, ∆Eを小さくする必要があることがわかる。 

以上をまとめると、低ランディングエネルギーでスポット径を小さくするためには、 
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電子源として輝度 βが高く、かつ、エネルギー幅∆Eが狭いものが必要 

対物レンズとして球面収差係数 Csと色収差係数 Ccの小さなものが必要 

 

であることがわかる。前者には、電界放射型電子源が必要であり、後の２つを低減するた

めには対物レンズの改良が必要である。以下、それぞれについて説明する。 

なお、式 2.4.1はビーム径をラフに見積もるには良い方法であるが、より詳細な見積もり

には、波動光学的な計算(Sato and Orloff, 1991) 、あるいは、それに対する解析的な近似

方法(Barth and Kruit, 1996) が必要である。 

 

2.4.3.2 電子源  

いくつかの電子源が SEMに用いられているが、最初に実用化されたのは熱電子源である。

熱電子源は、熱励起された電子が先鋭化された金属(ティップ)の先端から真空中に放出され

ることで動作する。他の電子源と比較して輝度が低くエネルギー幅が広い(表 2.4.1)ために

低ランディングエネルギーでの SEM観察に最適ではないが、現在でもコストパフォーマン

スの高い装置の電子源として活用されている(Bell and Erdman, 2012) (Goldstein et al., 

2003)。 

これに対し、Creweらは電子顕微鏡向けにコールド電界放出型電子源(cold field emitter 

(CFE))を開発した(Crewe et al., 1968) 。そこでは、ティップの先端に強い電界を印加する

ことで、量子力学的なトンネル効果により電子が電子源表面から放出される。輝度が高く、

かつ、エネルギー幅が狭いために、低ランディングエネルギーでの電子源に適している。

しかしながら、観察の最中に電子源表面に様々な分子が吸着することにより、電子線にノ

イズが重畳し、かつ、時間とともに電子線強度が低下するという課題がある。 

その後、ショットキー電子源が開発された(Swanson and Crouser, 1969) (Swanson and 

Schwind, 2008) 。ショットキー電子源は、熱電界放出電子源(thermal field emitter (TFE))

とも呼ばれる。両者は、正確には動作原理が異なるために、区別されるべきものである。

すなわち、ショットキー電子源は、基本的には熱電子源と同様に熱励起された電子がバリ

アを超えて真空中に放出されることで動作するが、この際にティップの先端に強い電界を

かけてバリアの高さを低減することにより、熱電子源と比較して輝度やエネルギー幅を大

幅に改善できる(表 2.4.1)。TFE は、基本的には CFE と同じ原理で動作するが、加熱する

ことによりティップ表面への吸着の課題を少なくしている。このように両者の原理は異な

るが、両者は区別されないことも多い(Bell and Erdman, 2012) 。同一のハードウェアで実

現できる場合が多いこと、および、ショットキーで放出される成分と電界放出される成分

が混ざっている場合も多いためと思われる。 

CFE, TFE, ショットキー電子源はまとめて FE電子源と呼ばれ、また、これを搭載した

SEMはまとめて FE-SEMと呼ばれており高性能 SEMの代名詞になっている。低ランディ

ングエネルギーでの SEMの性能向上には、FE電子源の実用化が重用な役割を果たした。 
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表 2.4.1 各種電子源の性能比較(Goldstein et al., 2003)  

電子源 輝度 (A/cm2 sr) 
エネルギー幅 ∆E 

(eV) 
ビーム径 (nm) 

熱電子 105 - 106 1 - 3 5,000 - 100,000 

ショットキー 108  0.3 - 1 15 - 30 

冷陰極 108  0.3 < 5 

 

 

2.4.3.3 電磁場重畳レンズ 

低ランディングエネルギーで Cs と Ccを低減するためには、電場と磁場を組み合わせた

複合レンズの開発が重用であった。 

 

(1) 複合電子レンズ 

対物レンズの収差係数は、高いランディングエネルギーでは、静電レンズよりも磁場レ

ンズの方が小さい。しかしながら、電界放出電子源の導入と低加速 SEM の必要性により、

静電レンズに対する興味が高くなった(Zach, 1990)  (Mullerova and Lenc, 1992) 。静電レ

ンズの最大電界は放電により制限され、また、磁場レンズの最大磁界はポールピースの飽

和により制限される。これらにより、対物レンズの短焦点化は制限され、電場あるいは磁

場単独での球面・色収差の低減は限定的であった。 

Peaseは、磁場レンズと静電場を組み合わせることにより、低ランディングエネルギーに

おける SEMの球面収差と色収差を低減できることを理論的・実験的に示した(Pease, 1967)。

図 2.4.4に、彼が用いた装置の概略構成を示す。通常の磁場レンズを有する SEMの試料(基

板)に、負の高電圧を印加できるようにしたことが大きな特徴である。試料はアパーチャー

に対して負にバイアスされているため強い電場の中に浸漬されており、これによりレンズ

効果が得られる。その結果、試料に向かう電子の集束力が高まり、電場や磁場単独のレン

ズと比較してより短焦点を実現できるために収差係数を小さくできる。また、この構成の

メリットとして、カラムの内部での電子線エネルギーがランディングエネルギーより大幅

に高いためにカラム外部からの外乱を受けにくい。彼はこの組み合わせにより、ランディ

ングエネルギーを 10 eVまで低減させることにも成功した(Pease, 1967) 。いわゆる、超低

加速 SEMの草分けということができるだろう。 
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図 2.4.4 Pease が実現した電場と磁場の両方を用いた装置の概念図。試料(基板)に負の高

電圧を印加することにより、磁場レンズと試料の間に電場を形成できる。Ref (Pease 1967)。 

 

 

Yau らは、その目的は電子線リソグラフィー開発であったが、電場と磁場の組み合わせ

によるプローブ径低減についてさらに検討した(Yau et al., 1981) 。彼らは、２つの方式を

検討した(図 2.4.5)。いずれの場合においても、Pease の場合と同様に、電場と磁場を組み

合わせた構成であるため短焦点を実現可能であり収差係数を小さくできた。(Yau et al., 

1981) 。Yauらは、図 2.4.5の(a)の方式で、着地エネルギーが 1 keVの際に Cs = 4.1 mm, 

Cc = 1.0 mm, 400 eVの際に Cs = 1.5 mm, Cc = 0.4 mm、100 eVの際に Cs = 0.4 mm, Cc = 

0.1 mmと計算した。また、実験的には着地エネルギーが 400 eVの際に Cs = 1.4 mm, Cc = 

0.4 mmを実現した。また、図 2.4.5の(b)の方式で、着地エネルギーが 1 keVの際に Cs = 0.79 

mm, Cc = 0.66 mm、100 eVの際に Cs = 0.10 mm, Cc = 0.08 mmと計算した。実験的には、

着地エネルギーが 1 keVの際に、Cs = 0.82 mm, Cc = 0.3 mmを実現した。図 2.4.5におい

て、(b)の方式の方が(a)の方式よりも Cs, Cc が小さいのは、(b)では試料が磁場に浸漬され

ているため磁場による電子線集束の効果が高いためである。また、電場を用いたレンズで

は、ランディングエネルギーが小さいほうが Cs, Ccの値が小さくなる。これは、ランディ

ングエネルギーが小さい方が、静電レンズの効果が強くなるためである。 

 

第一磁場
レンズ
（接地）

電子源

第二磁場
レンズ
（接地）

アパーチャ

試料

電子線



29 
 

 

図 2.4.5 Yau らが実現した電場と磁場の両方を用いた２つの対物レンズ。(a) 磁場が第一

と第二のポールピースの間に形成され、かつ、第二のポールピースとターゲット(試料)の間

に電圧が印加される。試料は電場の中に浸漬(immersed)されるが、磁場の中には入らない。

磁場と電場の関係は、Peaseらと類似である。(b) 磁場と電場が第一と第二のポールピース

間に加えられており、ターゲット(試料)は第二のポールピースの上に配置されている。試料

は、電場と磁場の両方の中に浸漬されている。図は許可を得た上で修正の上転載: ref (Yau et 

al, 1981), copyright 1981 Elsevier。 

 

 

これらを基本として、様々な複合レンズが実現された。Frosienらは、基板にバイアス電

圧を印加するかわりに、カラムの内部、あるいは、対物レンズ近傍のみを正にバイアスす

る方法を用いた(Frosien and Plies, 1987) (Frosien et al., 1989) 。 また、対物レンズの下

部磁極を試料と同電位にし、かつ、カラム内部を正にバイアスすることにより、電場と磁

場の複合レンズで傾斜観察を可能とした。 

Oseらは、カラム内部を対物レンズ内部で正にバイアスし、かつ、基板を負にバイアスす

ることにより、半導体の寸法測定用の SEM の空間分解能を向上した(Ose et al., 1999)。

Yonezawaらは、試料、下部磁極、カラム内の電圧を自在に制御できる対物レンズを開発し

た(Yonezawa et al., 2002) 。電界を最大にした際に、Cc = 0.6 mmとなることが報告され

た。Mullerovaらは、電場を使ったレンズの reviewを行った(Mullerova and Lenc, 1992) 。

これには、電場と磁場を組み合わせたレンズが含まれている。 

電場と磁場を用いた対物レンズにおいて、究極的に Csと Ccを低減する方法についても

検討がなされてきた。Hordonらは、電場と磁場を複合したレンズを用いた際に、どのよう

な構成とするのが最も空間分解能が高くなるかを検討した(Hordon et al., 1993) 。Hordon
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らは本検討の際に、球面収差の影響を考慮していなかった。この試みは、Khursheed によ

りさらに高度化された(Khursheed, 2002) 。彼は、球面収差も電子ビーム径に大きく影響

することを示した。また、電場と磁場を重畳させることにより、ランディングエネルギー

が 1 keVの際に、Cs = 50.4 µm, Cc = 58.3 µmを実現できると計算した。ただし、最大電

界として 10 kV/mmを仮定しており、現実にはこの電界強度では放電の可能性があるため

に簡単ではない。 

 

(2) 試料バイアス印加 

Peaseらが用いた基板への負バイアス印加(これはまた試料バイアス印加とも呼ばれる)は、

磁場レンズと試料の間に電場を形成する効果的な方法である。ここでは、その効果を示す。

ランディングエネルギーを 500 eVに保った上で、カーボン上にスパッターした金ナノ粒子

を用いて測定した SEM 像の空間分解能の試料バイアス依存性を図 2.4.6 に示す。SEM 像

の空間分解能は、基板バイアスを 0から-5 kVにすることにより大幅に改善される。 

 

 
図 2.4.6  SEM像の基板バイアス電圧依存性。(a) 基板バイアス電圧 = 0 V、(b) 基板バイ

アス電圧 = -2 kV、(c) 基板バイアス電圧 = -5 kV。赤線は、ラインプロファイルを取得し

た位置である。基板バイアスの絶対値を大きくすると、空間分解能が向上する。観察条件：

GBSH付の JSM-7800F；ランディングエネルギー = 500 eV。図は許可を得た上で転載: ref 

(Suga et al., 2014), copyright 2014 Elsevier。 

 

 

(3) 検出系に対する効果 

複合電子レンズは、照射電子のビーム径を小さくするだけでなく、試料から放出された

電子の検出効率を上げるためにも有効である。以下、検出系について説明する。 

 

2.4.3.4 TTL 検出器  
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(1) 電子検出に与えるワーキングティスタンスの影響 

試料から放出される SE の検出器として、2.1 節に記載した ET 検出器である(図 2.1.6) 

(Everhart and Thornley, 1960)が歴史的に最も良く用いられてきた。ET検出器は、２つの

意味で使われてきた。ひとつは 2.1節で説明したシンチレーターとフォトマルを組み合わせ

た検出素子としてであり(Everhart and Thornley, 1960)、もうひとつはこの素子を電子カ

ラムの外側に配置した検出器のことである(Goldstein et al., 2003) 。本論文では、この後両

者を区別するために、前者を ET 検出モジュール、後者を下部 ET 検出器 (Lower 

ET-detectors, LEDs)と呼ぶ。 

LEDは、上記したように一般的に SE検出器として知られている。しかしながら、図 2.2.1

に記載したように、LEDは SE1, SE2, SE3の全てを検出し、かつ、BSEも検出するため、

条件によっては BSE成分を強く検出することに注意が必要である(Goldstein et al., 2003)。

ワーキング長(ワーキング長は対物レンズと試料の距離)を短くすると、SE1 と SE2 の検出

量は、SE3 の検出量と比較して相対的に低下する。条件によっては BSE に起因する SE2

と SE3の合計が全信号の 89%に及ぶとの報告もあり(Goldstein et al., 2003) 、高分解能画

像の取得には適さない。 

図 2.4.7 に、ワーキング長が長い場合の画像と短い場合の画像をそれぞれ示す。試料は、

図 2.2.5にて BSE画像と SE画像を比較したものと同じである。ワーキング長が短い場合、

重い元素から成る鉛フリーハンダの上に配置された軽い元素から成るポリスチレンはほと

んど見えない。この結果、および、SE2 と SE3 が BSE に起因していることから、ワーキ

ング長が短い場合 LED は実質的には BSE 検出器的な特徴を持つことがわかる。ワーキン

グ長を短くすると軽元素を観測しにくくなることを、佐藤らも報告している(Sato et al., 

2007)。 
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図 2.4.7  LED検出器を用いた SEM像コントラストのワーキング長(WD)依存性。(a-d) シ

リコン基板上の金粒子。左から右に、WD = 20, 10, 5, 3 mm。装置のコントラストとブライ

トネスの値は一定とした。(e, f) 鉛フリーハンダ上のポリスチレン粒子。装置のコントラス

トとブライトネスの値は最適値に調整した。(e) WD = 20 mm。(f) WD = 5 mm。画像は、

BSE像に近い。観察条件：JSM-7800F。ランディングエネルギー = 15 keV。図は許可を

得た上で転載: ref (Suga et al., 2014), copyright 2014 Elsevier。 

 

 

LED で SE1 と SE2 を主に検出するためには、ワーキング長を長くする必要がある。し

かししながら、この場合は対物レンズを長焦点で使うため、ビーム径が大きくなり空間分

解能が劣化する。これを解決する手法としてカラムの内部に検出器を配置し、信号電子を

対物レンズを通して検出する方法があり、電子光学軸上で取り扱うので原理的にエネルギ

ー弁別などの新しい展開を組み合わせやすい。これは、スルーザレンズ(throghrough the 

lens (TTL))検出器と呼ばれる (Asahina et al., 2011; Reimer, 1998)。 

 

(2) TTL 検出器  

TTL検出器を用いることにより 3 mm以下のワーキング長でも効率的に電子を検出する

ことが可能であり、これにより高分解能観察を実現できる。近年の高級な商用 SEMは、TTL

検出システムを搭載しているものが多い(Bell and Erdman, 2012) 。 

基板に負のバイアスを印加することにより、ランディングエネルギーを小さくするだけ

でなく、BSE(特に比較的エネルギーの低い BSE)は加速されてカラムの中に引き込まれる

ので、信号電子の検出効率を高くすることができる。SEも同時に加速されてカラム内部に

引き込まれ、エネルギーフィルタのついた TTL 検出システムにより、BSE とは別の TTL

検出器で検出できるだろう。 

 

(3) フィルター付きの TTL 検出システム  

エネルギーフィルタを備えた典型的な TTL 検出システムの例として、JEOL の

JSM-7800F (あるいはJSM-7100 TTL)を図2.4.8に示す。エネルギーフィルタを備えたTTL

システムには、電子線カラムの外に下部電子線検出器(LED)、および、電子線カラムの内部

に 2つの TTL検出器として上部電子検出器(upper electron detector (UED))と上部 SE検

出器(upper secondary electron detector (USD))が配置されている。UEDと USDの間には

バイアス電圧を印加できるグリッドが配置されており、負の電圧を印加することにより、

UED に対してはハイパス・フィルターとして作用し、かつ、USD に対しては低エネルギ

ー電子が反射されるためローパスフィルターとして作用する。従ってこの場合、UEDは主

に BSE を検出し、USDは主に SEを検出する。すなわち、BSE と SE を同時、かつ、選

択的に検出できる。一方、グリッドに対して正の電圧を印加することにより、UED は SE
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と BSEの混合信号検出器として動作する。 

基板バイアスを印加することにより、BSE は上方に加速されるためその検出効率が向上

する(図 2.4.8 (b))。なお、本検出システムには対物レンズと試料の間に、出し入れ可能な反

射電子検出器である BED (BSE detector)も配置できる(図 2.4.8 (a))。 

 

 
図 2.4.8  JSM-7100F TTL と JSM-7800F について、検出システムの模式図と典型的な

SEと BSE軌道。(a) 基板バイアスなし。(b) 基板バイアス印加。SEと BSEは、エネルギ

ーフィルタを用いて分離して検出できる。図は許可を得た上で修正して転載: ref (Suga et 

al., 2014), copyright 2014 Elsevier。 

 

 

エネルギーフィルタを備えた TTL検出システムは、歴史的には LSIテスターに用いられ

ており、LSI(大規模集積回路)の電位を測定するために効果的である(Nakamae et al., 1985) 

(Todokoro et al., 1985) (Frosien and Plies, 1987)。  

 

  

2.5 特性Ｘ線を用いた組成分析 

 

2.5.1 原理 

図 2.5.1に、試料に電子線を照射した際の原子内部の様子を示す(日本分光学会編, 1989) 

(Reed et al.)。試料に電子線を照射することにより、原子内部の内殻電子がはじきとばされ

て空席となる(イオン化)。しかしながら、直ちに空席となった内殻準位に外側の軌道の電子

が落ちる(遷移)。この際に、軌道エネルギーの差に相当するＸ線を放出する。これが、特性

Ｘ線である。特性Ｘ線のエネルギーは元素に固有である。図 2.5.1には、Cuの K殻の電子

がはじきとばされて、L殻の電子が K殻に落ち込む様子を示した。 

電子線を照射した際に電子が弾き飛ばされる確率(イオン化率)は、各元素位置における電
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子のエネルギーに依存するが、その依存性は各元素に固有である。また、イオン化された

元素が遷移によりＸ線を発生する確率(発光効率)は、各元素に固有である。このため、検出

されるＸ線の強度は、試料に含まれる元素の割合、すなわち、組成に依存する。これを用

いて、元素の組成分析を行う事ができる。 

 

 

 

 

図 2.5.1 電子線照射によるイオン化、および、遷移による特性Ｘ線放出 

 

 

照射電子は、電子光学系を用いることにより 1 nm以下の直径に収束することも可能であ

る。しかしながら、試料内部で電子線が散乱されるために、照射電子線は試料内部で広が

る(図 2.2.1, 図 2.2.3, 図 2.4.2)。このため、組成分析の空間分解能は nmオーダーとはなら

ない。ただし、試料を薄膜化することにより、散乱による照射電子の広がりを低減し、空

間分解能を高めることもできる。また、低いエネルギーの特性Ｘ線を放出する元素につい

ては、低ランディングエネルギーの電子照射でも励起できるので、試料内部におけるビー

ム広がりを抑制可能であり空間分解能を向上できる。 

特性 X線を検出するためには、主にエネルギー分散型Ｘ線分光(EDS: Energy Dispersive 

X-ray Spectrometry)と波長分散型Ｘ線分光 (WDS: Wavelength Dispersive X-ray 

Spectrometry)の２つの方法がある。このうち EDS は、簡単に使えて、Ｘ線検出効率が高

く、かつ、測定時間が短いために SEMのアタッチメントとして高い頻度で装着される。 

図 2.5.2に、古典的なEDS検出素子の構成を示す(日本分光学会編, 1989) (Reimer, 1998)。

検出素子は、基本的には半導体の pn接合であり、500 – 1000 V程度の逆バイアス電圧を印

加して使用する。検出器内部に入射した特性Ｘ線は、intrinsic 領域に特性Ｘ線のエネルギ

ーに比例した数の電子－正孔対を励起する。これらは、逆バイアス電界によりドリフトし、

検出器を流れる電流となる。この電流を積分した電荷は電子線のエネルギーに比例するた
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め、電荷を計測することによりＸ線のエネルギーを調べられる。 

図 2.5.3に、検出器に流れる電荷を検出するための電気回路のブロックダイヤグラムを示

す(日本分光学会編, 1989)。検出器には、電荷有感型前置増幅器を接続する。これにより、

検出器に流れた電荷に比例した電圧が出力される。次に、波形整形増幅器に信号を入力す

る。波形整形増幅器は、前置増幅器からの出力波形を整形するとともに信号を増幅する。

さらに、信号をアナログ－デジタル変換した後、波高分析器で各エネルギーに対する信号

量を得る。さらに、その結果をコンピューターで解析する。 

 

 

 

 

図 2.5.2 エネルギー分散型Ｘ線検出器の構造。主に、平行平板型の pin接合からなる。 

 

 

 
 

図 2.5.3 検出器に流れる電荷を検出するための電気回路のブロックダイヤグラム 

 

 

ここで、特性Ｘ線分析による元素の組成分析精度について考察をする。特性Ｘ線の強度

から組成を求めるためには、原子のイオン化率、発光効率、試料によるＸ線の吸収率、お

よび、試料内部における電子線の散乱経路と電子線のエネルギー等が必要である(Reed et 

al.)。しかしながら、これらの数値を厳密に求めることは容易でない。このため、これらの

数値を求めずに、組成が既知の試料について特性Ｘ線測定を行い、特性Ｘ線の強度比と組

成比の関係から組成を求める方法が良く用いられる。本手法をもちいることにより、組成
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の評価精度を向上させられる。 

しかしながら、検出されるＸ線フォトン数が少ない場合には、Ｘ線の統計ゆらぎのため

に、組成の評価精度が悪くなる。統計揺らぎは、検出する特性Ｘ線の量が統計的にゆらぐ

ことであり、その大きさは検出したＸ線量の平方根に比例する。統計揺らぎに起因する測

定精度は、バックグラウンドからの寄与も含めて、 

 

   精度 = 

( )
P

BP 2/12
3

+

      ・・・式 2.5.1 

 

となる(Egerton, 1996)。ここで、ピークカウント Pとバックグラウンドカウント Bは、そ

れぞれ、評価に用いる電子線電流 Ipと測定時間 tに比例するため、Iptの積を増加させるこ

とにより測定精度を向上できる。 

一方、検出器のエネルギー分解能が特性Ｘ線固有のエネルギー幅よりも十分に大きな場

合は、検出器のエネルギー分解能の向上でも精度を上げることができる。通常の半導体検

出器のエネルギー分解能は MnKa の位置で 100 eV 以上であるのに対し、固有のエネルギ

ー幅は 10 eV以下であるため、市販されている通常の EDSを用いる場合はこの条件が満た

される。検出されるバックグラウンドカウント B は、検出器のエネルギー分解能に依存す

る。特性Ｘ線の検出エネルギー幅を検出器のエネルギー分解能 E∆ (半値幅)程度とすると、

この領域に含まれるバックグラウンドＸ線の数 Bは、 

 

bEB •∆=        ・・・式 2.5.2 

 

である。ただし、bは単位エネルギーあたりのバックグラウンド量である。このため、検出

精度は、 

 

   精度 = 

( )
P

bEP 2/12
3

•∆+

      ・・・式 2.5.3 

 

である。ここから、 bEBP •∆=>> 2 でなければ、検出器のエネルギー分解能 E∆ を向上

させることにより、検出精度を向上できることがわかる。検出器のエネルギー分解能は半

値幅(FWHM: Full Width at Hals Maximum)で 

 

 

  FWHM = 2.35y��� + ���V����     ・・・式 2.5.4 

 

となる。ただし、ENC el は等価雑音電荷(equivalent noise charge due to electronic noise)、 
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F はファノ因子、E は信号Ｘ線のエネルギー、ε は一組の電子・ホールペアを励起するた

めの平均エネルギーである。F と  ε は検出器を構成する半導体材料に固有である

(Schlosser et al., 2010)。 

EDSの検出器には、通常シリコンから成る pn接合が用いられる。数 keVのエネルギー

領域では電子ノイズは無視することが可能であり、そこではエネルギー分解能は材料固有

の値である Fとεで決定される。 

検出器のエネルギー分解能を向上させる方法としては、検出器に用いる材料のエネルギ

ーギャップを小さくすることが有効である(Kurakado, 1982) (Twerenbold, 1987)。このた

めには、 

 (1) 検出器に用いる半導体のエネルギーギャップを小さくする 

 (2) 超電導体を用いた検出器を開発する 

が考えられる。本研究では、(2)の第１歩として、超電導体を用いたＸ線検出器用接合に関

する研究を行った(5.4節)。 

 

一方、等価雑音電荷 ENC elは、次のように示される(Schlosser et al., 2010) 

 

   �V���� = �'m�B�� ����� �,� �� + ��2=>������ ���� + (����B)�  ・・・式 2.5.5 

 

ここで、Ctot は検出器とプリアンプの総合キャパシタンス(total capacitance)、IL は検出器

のリーク電流、τ はピーク時間(peaking time)あるいは整形時間(shaping time)と呼ばれプ

リアンプの後段に位置する波形整形アンプの時定数である。また、A1, A2, A3 は波形整形の

アルゴリズムに依存した 1に近い定数、af は 1/fノイズを特徴付ける定数である。式 2.5.5

の第１項は1/ τ に比例し直列ノイズ(series noise)に関連する。第２項は1/f ノイズである。

第３項は τ に比例し並列ノイズ(pararell noise)に関連する(Schlosser et al., 2010) (Gatti 

et al., 1990) (Bertuccio et al., 1996) (McCarthy et al., 2009)。 

通常のシリコン pn 接合検出器では、Ctotのためにτを 10～100 µs 程度にする必要があ

った。これに対し、シリコンドリフト検出器(SDD: Silicon Drift Detector)が開発された。

本研究では、SDDをナノ材料評価に応用した例を示す。SDDの特徴については、5.1節に

て説明する。 
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3. 大気圧大気圧大気圧大気圧 SEM 

 

本章には、大気圧 SEMの開発とその応用について記載する。最初に、3.1節で大気圧 SEM

の構成を説明する。3.2節では、開発した大気圧 SEMの基本的な性能、および、バイオ分

野への応用について記載する。3.3節以降では、大気圧 SEMの様々な応用について記載す

る。3.3節で、材料系試料の観察、特に、液体や気体中における動的現象のリアルタイム観

察を中心に記載する。3.4節では、バイオ系試料について、光と電子の両方で検出できるラ

ベルを用いてタンパク質などの特定要素の分布を観察する方法を記載する。3.5節では、大

気圧 SEM で液中の試料を迅速に観察ができることを利用したマイコプラズマ肺炎検査の

可能性について記載する。3.6節では、大気圧 SEMを用いたタンパク質の微結晶観察につ

いて記載する。3.7節にて、大気圧 SEMについてまとめる。 

 

3.1 大気圧 SEMの構成 
大気圧 SEMの原理については、2.2節に記載した。ここでは、具体的な構成について記

載する(Nishiyama et al., 2010)。 

 

3.1.1 SiN 薄膜 

大気圧 SEMでは、2.2節に記載したように、試料を配置した大気側と電子線を伝搬させ

る真空側を薄膜で隔離する。この薄膜は、電子線が透過する程度に薄く、かつ、１気圧の

圧力差に耐えられる程度に強い必要がある。これら２つの要求を同時に満たすために、ア

モルファスの窒化シリコン(SiN)薄膜を用いた。SiN薄膜の形成方法を、図 3.1.1に示す(Hsu, 

2008) (Sze, 1998)。両面研磨したシリコン基板の両面に、化学的気相蒸着法(CVD: Chemical 

Vapor Deposition) (Hwang et al., 1982)により膜厚 10, 30, 100, および 150 nmの SiN薄

膜を堆積した(図 3.1.1 (a))。次に、フォトレジストとアライナーを用いてレジストパターン

を形成し(図 3.1.1 (b))、これをマスクとしてドライエッチングにより SiN膜のパターンを形

成した(図 3.1.1 (c))。フォトレジストをアッシャーで除去した後、SiN薄膜を形成するため

に、シリコン基板をウェットエッチング法により部分的に取り除いた(図 3.1.1 (d))。SiN薄

膜の大きさは 0.25 x 0.25 mmである。このようにして、SiN薄膜を有するシリコンチップ

を形成した。 
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図 3.1.1 SiN薄膜の形成プロセス。(a) シリコン基板の両面に、CVDで SiN薄膜を形成す

る。(b) フォトレジストを塗布後、フォトリソグラフィーによりレジストパターンを形成す

る。(c) ドライエッチングを用いて、SiN薄膜を選択的に除去する。(d) レジストを除去後、

ウェットエッチングで選択的にシリコンを除去する。 

 

 

3.1.2 薄膜ディッシュ 

上記プロセスで形成した SiN薄膜付きのシリコンチップ(図 3.1.2 (a))を、中心に穴をあけ

たポリスチレン製のディッシュの底に接着した(図 3.1.2 (b)) (Nishiyama et al., 2010)。こ

のディッシュを、薄膜ディッシュと呼んでいる。薄膜ディッシュは、直径が 35 mm、高さ

が 13 mmであり、底部に SiN薄膜付きのシリコンチップを配置している以外は細胞培養に

用いる通常のペトリディッシュと同じである。薄膜ディッシュの下面は、帯電を防止する

ためシリコンチップを接着する前にアルミニウムでコートした。 

 

 

図 3.1.2 薄膜ディッシュ。(a) 図 3.1.1 のプロセスで形成したシリコンチップ。中心に、

SiN薄膜が形成されている。図の上面が、薄膜ディッシュの下面となる。(b) 薄膜ディッシ

ュの外観。直径 35 mmのプラスチックディッシュの中心に、SiN膜を形成したシリコンチ

ップを接着した。 

 

 

3.1.3 大気圧 SEM の構成 

大気圧 SEMの構成を、図 3.1.3に示す(Nishiyama et al., 2010)。大気圧 SEMは、上記

の薄膜ディッシュを倒立 SEMの上端に配置することで動作する。薄膜ディッシュの上側に

は光顕が配置されており、試料の同一部位を大気圧 SEMと光顕で観察できる。薄膜ディッ

シュは O リングを用いて試料ステージにシールされるが、大気圧 SEM と光顕に対してス

テージが独立に移動する。 

倒立SEMは、熱電子銃を装備したJSM-6490をベースとした。熱電子銃を採用したのは、

取り扱いが容易なためである。JSM-6490 の電子カラムは、ランディングエネルギーが 30 
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keVで SEを検出した際に 3 nmの空間分解能が得られる。BSE検出器には、ドーナッツ

型の pn接合検出器を用いた。 

 

 

図 3.1.3 大気圧 SEMの構成。図は許可を得た上で修正して転載: ref (Nishiyama et al.,  

2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

3.1.4 光学顕微鏡 

光顕には、蛍光顕微鏡(オリンパス BXFM)を配置した(Nishiyama et al., 2010)。本光顕

に、ミラーユニットを 6 個装着できるミラー切替器を配置した。ここで、ミラーユニット

は、試料に照射する光の波長を選択するためのフィルター、および、試料より発生した光

の波長を選択検出するためのフィルターを組み合わせたモジュールである。また、照射光

の強度を制御するために絞りも配置した。 

光顕の検出器には、カラーCCDカメラ(Retiga 2000R, Qimaging)を用いた。後述するよ

うに、試料に電子線を照射すると X 線が発生するため、人間が直接光顕を覗きこむことは

できない。 

光顕を配置するための台座には、ステージとは別に x-y方向の移動機構が設置してあり、

これにより SEM と光顕の軸が一致するように調整できる。このようにして、光顕と SEM

で同じ位置を観察できる。 

 

3.1.5 シールドドア 

上記したように、大気下の試料に真空側から電子線を照射することにより、試料からは

連続および特性Ｘ線が放出される。これによる被曝を防ぐために、試料の上部には鉄製の

シールドドアを配置した(図 3.1.3)。シールドドアにはセンサーが配置されており、ドアが
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開いている際には SEMの電子線を照射できないようにインターロックを設置した。シール

ドドアは、Ｘ線による被曝を防ぐだけでなく、蛍光顕微鏡用の暗室の役割もはたしている。 

 

 

3.2 大気圧 SEMの基本機能とバイオ分野への応用 
本節では、大気圧 SEMの基本的な機能、および、バイオ分野への基本的な応用について

記載する。薄膜ディッシュ上で培養した細胞を観察できるか検討した。金粒子による培養

細胞のラベルを検討し、これを用いて大気圧 SEMの空間分解能を見積もった。様々なバイ

オ試料の観察を行い、大気圧 SEMの有効性を検討した(Nishiyama et al., 2010) (Suga et 

al., 2009)。 

 

3.2.1 バイオ分野における大気圧 SEM の位置づけ 

タンパク質複合体や細胞内小器官(organelles)などの細胞内の構造を直接観察することは、

生理学的な機能を理解するために不可欠である。様々な顕微鏡法の中で、光顕では大きな

細胞内小器官あるいはとても大きなタンパク質複合体を観察できる。密度の低い構造のコ

ントラストを高くするために、ヘマトキシリン、エオシン、40, 6-ジアミノ-2-フェニルイン

ドール(DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole)などを始めとする様々な光顕用の染色方法

が開発された(Tanious et al., 1992)。また、蛍光ラベルにより、蛍光顕微鏡で小さなタンパ

ク質の局在を可視化し、その場所を決定することができる。しかしながら、光の波長によ

り、回折で限定される光顕 (diffraction- limited OM)の空間分解能は 200 nm程度である。 

STimulated Emission Depletion (STED) (Donnert et al., 2006; Hell and Wichmann, 

1994)、あるいは、Saturated Structured Illumination Microscopy (SSIM) (Gustafsson, 

2005)などの超解像光学顕微鏡の空間分解能はこの限界を超える。点拡がり関数(point 

spread function)を用いて蛍光体からの信号のフィッティングを行う PhotoActivated 

Localization Microscopy (PALM) (Betzig et al., 2006) や STochastic Optical 

Reconstruction Microscopy (STORM) (Rust et al., 2006) も超解像光学顕微鏡であり、観

察対象の位置を高い位置精度で特定できる。しかしながらこれらの技術は、蛍光ラベルの

観察に限定されて、かつ、空間分解能も細かい細胞内構造や小さな病原菌を見るには不十

分である。 

高い空間分解能でのハイスループットな観察は、生物学と創薬に大きく貢献すると期待

される。電顕は、細胞内の構造を観察するために広く用いられている。それは、ナノメー

ター以下の観察ができるためであるが、電子線を伝搬させるためには散乱を防ぐために真

空が必要である。このため、バイオ試料は真空の中に入れても大丈夫なように前処理する

必要がある。ひとつの方法は、試料を凍結し表面を重金属でコートすることであるが、試

料内部を観察できないという欠点がある。透過電子顕微鏡用の試料をエポンに包埋して薄

膜に切断(薄切)する方法では、試料は固定・脱水された後にレジンに包埋され、さらに薄切
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され、最後に重金属で染色される。これらのステップには脱水やレジン埋め込みなどの疎

水性処理が含まれるため、デリケートな細胞の構造にダメージを与える可能性がある。 

酢酸ウラン、クエン酸鉛、リンタングステン酸、近年開発された白金ブルー(Inaga et al., 

2007) など、染色のための様々な試薬が開発された。しかしながら、これらは光顕用の膨

大な量の方法と比較すると、まだまだ限定されている。クライオトモグラフィーは、TEM

を用いて 4-5 nmの空間分解能で 3次元的に未処理な(intact)な状態の細胞内を可視化でき

る優れた方法である(Leis et al., 2009) (Medalia et al., 2002) 。しかしながら、この方法に

しばしば必要なクライオ薄切は、高いスキルと手間がかかるために、創薬などの数多くの

試料をスクリーニングする必要がある際には適していない。 

X線と電子線の結晶学により、数オングストロームレベルの空間分解能で、タンパク質の

構造だけでなく、その特定の形態(conformation)や複合体の構造も決定できる(Fujiyoshi, 

1998) (Henderson, 2004) (McPherson, 1989) 。TEMを用いた単粒子解析はシリコン中で

の結晶学 (in silico crystallization)と位置づけられ (Frank, 1996) (Rosenthal and 

Henderson, 2003) (Sato et al., 2001) 、通常の結晶学的手法と比較すると空間分解能は劣

るが、結晶化が不要である。しかしながら、通常の結晶学的手法では全てタンパク質の精

製が必要であり、これにより適用できるタンパク質が限定されるとともにスループットが

低い。さらに、通常の結晶学的手法は、多くの場合精製や結晶化が困難なために大きさが

20 nm以上のタンパク質複合体の解析には適さない。また、光顕にとっては、大きさが 200 

nm 以下の空間分解能は容易でない。これまでのところ、20 から 200 nm の間のメゾスコ

ピックな領域を観察することは簡単ではなく、新たな細胞全体を観察できる顕微鏡が求め

られていた。X 線トモグラフィーは、STED、SSIM、STORM、PALM に匹敵する空間分

解能を有するため、この空間分解能ギャップを埋める可能性がある。しかしながら、この

手法には線源として通常放射光のビームラインが必要である。 

湿潤試料の TEM観察は、AbramsとMcBainによりコロジオンでできた 2枚の電子線を

透過する薄膜の間に液体あるいは気体中の試料を配置することで実現された(Abrams and 

McBain, 1944) 。後に、薄膜としてカーボンが用いられた(Fukushima et al., 1985)。この

「環境セル」の内側を飽和蒸気圧(例えば 100 Pa)あるいは大気圧に保つことができるため、

細胞から抽出した成分を湿潤のまま観察できる(Butler and Hale, 1981) (Fullam, 1972) 

(Parsons, 1986) (Swift and Brown, 1970) 。環境セルを用いて、ポリアミド合成における

動的な液体の水素化とポリマー化の反応が観察された(Gai, 2002a) 。同様に、水蒸気中の

細胞をまるごと観察することもできた(Daulton et al., 2001) 。走査透過電子顕微鏡 

(STEM)と環境セルを用いて、金粒子でラベルした上皮成長因子  (epidermal growth 

factors (EGFs))が線維芽細胞の EGFレセプターに結合しているのを観察できた(de Jonge 

et al., 2009) 。 

一方、走査電子顕微鏡 (SEM)は、試料の表面を収束した電子線で走査する。SEM を用

いた湿潤試料の観察は、２つの方向に向かった。ひとつは環境SEMであり(Danilatos, 1981) 
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(Danilatos, 1991) (Robinson, 1975) 、もうひとつは環境セルである(Thiberge et al., 2004b) 

(Thiberge et al., 2004a) 。環境 SEMでは、差動排気とガスを用いた電子線検出技術を用

いることにより、1000 Pa程度の低真空 (1/100気圧程度)中の試料を観察できる。この方法

は、試料が薄い水の層で覆われている際にのみ有効であるが、蒸発のために安定な湿潤環

境を保つのは簡単でない。２つめのアプローチは、電子線を透過するポリイミド薄膜でシ

ールした環境セル(カプセル)を用いるものである(Thiberge et al., 2004b) (Thiberge et al., 

2004a) 。 

しかしながら、カプセルの体積は 15 µl程度に限られており、さらに、カプセルは基本的

には閉鎖空間である。これらの特徴により、外部からの細胞操作や薬の投入は困難である。

さらに、ここで用いられた薄膜は通常厚さ 145 nm のポリイミド膜であり、電子線を散乱

し空間分解能を劣化させる。近年大変に薄いアモルファス窒化シリコン(SiN)膜 が半導体製

造プロセスを用いて形成され、ほぼ電子線を透過することが報告された(Green and Kino, 

1991) 。このプロセスを改善することにより、とても薄い厚さ 30 nmの SiN薄膜を作製す

ることに成功した。この薄膜は、１気圧の圧力差に耐えるとともに、空間分解能の高い観

察に適用できる。この電子線透過薄膜を特殊な培養ディッシュのウインドウに用いること

により、大気に開放された試料室を有する大気圧 SEMを開発した。これにより、細胞を外

部から制御することが可能になるとともに、電顕と光顕を同一装置に組み込むことにより

同じ領域を両顕微鏡で簡単に観察できるようになった。 

 

3.2.2 実験方法 

 

3.2.2.1 空間分解能の SiN 膜厚依存 

大気圧 SEM を用いて試料を観察する際の空間分解能がランディング電圧や SiN 膜厚に

どのように依存するか調べるために、膜厚が 30, 100, 150 nmの SiN薄膜を有する薄膜デ

ィッシュを試作した。薄膜ディッシュの SiN膜上(大気側)に直径が 15 nmの金粒子を配置

し、これを大気圧 SEMで観察した際のエッジの明瞭さを比較した。観察する際のランディ

ングエネルギーは、20 keVあるいは 30 keVとした。 

 

3.2.2.2 細胞培養、金ラベル、染色 

細胞を薄膜ディッシュの上で培養できるか調べるために、アフリカミドリザルの腎臓の

線維芽細胞(fibroblast)である COS7 細胞を、CO2インキュベーターの中で薄膜ディッシュ

の SiN薄膜(膜厚 30 or 100 nm)の上で直接 37℃で培養した。培養には、10 %の仔牛胎児血

清(BSA)と 100 µg/mlのカナマイシン(バクテリアの繁殖を防ぐための抗生剤)を加えた修正

ダルベッコ培養液(DMEM)を用いた。培養後に、後述する核の特別な染色を除いて、細胞

をPBS中の1% グルタールアルデヒド (glutaraldehyde)を用いて室温で10分間固定した。 

金粒子を用いたラベルの有効性を検証するため、および、実試料でどの程度の空間分解
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能が出るか調べるために、直径 15 nmの金粒子を結合したWheat Germ Agglutinin (WGA, 

EY laboratories)で COS7細胞をラベルした。WGAは、細胞表面のグリカンに結合するこ

とから、糖鎖の分布を調べるために用いられる。細胞を厚さ 30 nmの SiN膜上で固定し、

ブロッキング液(PBS中の 2% BSA)で 30分間培養した。金粒子付きのWGAは、最終的な

濃度が A520の 0.8倍になるようにした。 

細胞の貪食を観察するため、生きた COS7 細胞に量子ドット(Qdot)を加え、光顕でライ

ブセル観察を行った。Qdotは、２重構造の半導体ナノ粒子のまわりをポリマーで覆ったも

のであり、蛍光ラベルとして用いられる。粒子の大きさを変えることにより、蛍光の波長

を制御できる。Qdot Qtracker 525粒子 (Invitrogen)の原液を 1/1000に希釈して COS7細

胞に加え、蛍光顕微鏡を用いて細胞が粒子を貪食する瞬間を観察した。その瞬間に細胞を

すぐに固定し、PBS中の 2% BSAの中に保持し、そして Qdot655を結合している 5 mM 

WGA (2% BSA中)で光顕観察用に 30分間培養し、グリカンをラベルした。そこで蛍光観察

を行った後、細胞を 0.2% Triton X-100で穿孔し、PBS中の 1%リンタングステン酸で大気

圧 SEM用に 30分間染色した。これらの手続きを、顕微鏡のステージからディッシュを動

かさずに実施した。 

小胞体をラベルするため、COS7細胞を厚さ 100 nmの SiN薄膜上で培養し、固定、ブ

ロック、穿孔、そしてラベルを行った。最初のラベルには protein disulfide isomerase 

antibody(PDI)に特異的に結合する抗 PDI 抗体を用いた。PDI は、小胞体に特異的に発現

することが知られている。次に、光顕用に Alexa Fluor 488 を結合した２次抗体 

(Invitrogen)を用い抗 PDI 抗体をラベルした。大気圧 SEM用には、さらに PBSで原液を

1/10に希釈した 0.6%の白金ブルーPt4(NH3)8(C6H13O5)4 (Nisshin EM)で試料を 10分間染

色した。細胞分裂を観察するために、薄膜ディッシュ上に COS7 細胞をまばらに配置し、

固定、穿孔、白金ブルーでの染色を行った。 

PC12細胞の培養には、事前に 0.01% のコラーゲン溶液(Koken)で 10分間処理すること

により、表面をコートした薄膜ディッシュ (厚さ 100 nm の SiN薄膜付)を用いた。PC12

は神経系の細胞であるが、神経細胞などの培養が容易でない細胞については、このような

コーティングが良く行われる。細胞は、5 %の FBSと 10 %の馬血清を含む RPMI 1640培

養液の中で、5 % CO2インキュベーターに入れて 37℃で一晩培養した。次に神経成長因子 

(Neural growth factor (NGF))を最終的な濃度が 50 ng/mlになるように加えた。３日後に、

細胞を同様に固定と穿孔をした上で、白金ブルーで染色した。大気圧 SEM観察を行う際の

バッファーには、ラジカル消去剤として濃度が 10 mg/mlのアスコルビン酸あるいはグルコ

ースをいつも添加した。 

 

3.2.2.3 観察できる深さ 

大気圧 SEMでは、SiN薄膜を介して電子線を試料に照射する。試料に電子線が侵入し反

射される過程を図 3.2.1に模式的に示すが、観察できる深さ dが限定されていることがわか
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る。これは、図 2.2.1の BSEが脱出する領域に対応する。ただし、SiN薄膜と試料の界面

を深さ d の基準位置とした。また、試料の深い位置を観察する場合、試料内部におけるビ

ームの広がりにより分解能が劣化すると予測される。 

観察できる深さは図 2.2.1にも記載したレンジの半分程度と予測されるが、モンテカルロ

シミュレーションと実験によりこの深さを検討した。また、その際の試料内部におけるビ

ームの広がりを、解析的な式を用いて検討した。 

 

 
図 3.2.1 大気圧 SEMにて、BSEが放出されるメカニズム。入射した電子は試料内部で複

数回散乱されるが、試料内部に電子線の散乱がまわりよりも大きい（あるいは小さい）領

域があると反射電子率が変化する。 

 

 

モンテカルロシミュレーションには CASINOを用いた(Drouin et al., 1997) (Drouin et 

al., 2007) 。計算では、試料として生体試料の最大の構成要素である「水」を仮定した。 

また、コンフォーカル顕微鏡と大気圧 SEMで同一部位を観察した。コンフォーカル顕微

鏡でオプティカルスライスし、試料内の特定部位が SiN 薄膜からどの深さであるかを調べ

た。この特定部位を大気圧 SEMで観察できるかを調べることにより、観察できる深さ dを

調べた。加速電圧が 10および 20 keVの場合について、それぞれ調べた。 

試料内部での電子線の広がりについては、次の解析的な式で見積もった(Reimer, 1998) 。 

 

 x��� = 1.05	x	10t ��
�
, �⁄ �

�  B �⁄      ・・・式 3.2.1 

 

この計算でも、試料として「水」を仮定した。 

 

3.2.2.4 培養細胞と組織の核特異的染色 

培養した COS7細胞を、薄膜ディッシュの上で PBS中の 1% パラホルムアルデヒドを用

SiN薄膜

試料

構造物

電子 検出器

深さ d
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いて 10分間固定した。光顕観察のために、固定した細胞を PBS中の 0.1% DAPIで 30分

間染色した。大気圧 SEM観察のために、細胞を穿孔し、さらに白金ブルーで染色した。組

織観察のために、手術用のナイフを用いて金魚の脳を約半分に切断した。この脳を PBS中

の 1%パラホルムアルデヒドで固定し、穿孔し、さらに白金ブルーで染色した。このブロッ

クを PBSで洗浄し、切断面を薄膜ディッシュの SiN薄膜の上に乗せて大気圧 SEMで観察

した。 

 

3.2.3 結果および考察 

 

3.2.3.1 空間分解能の SiN 膜厚依存 

SiN もポリイミドも完全に電子を透過させるわけでないため、薄膜の膜厚は空間分解能

に影響を与える。この関係を、SiN薄膜上に配置した直径 15 nmの金粒子を用いて解析し

た(図 3.2.2)。膜厚が 150 nmの場合、それぞれの金粒子は 10万倍で独立したぼけた輝点と

して観察された(図 3.2.2 (b)) 。ただし、ランディングエネルギーは 20 keVであり、ビーム

電流は 40 pAである。SiN薄膜の膜厚が 150 nmから 30 nmに薄くなるに伴い、金粒子の

エッジが徐々にクリアになった(図 3.2.2 (b)-(d))。また、信号雑音比(S/N)が改善された。よ

り高いランディングエネルギーである 30 keV では、粒子のシャープさが改善された(図

3.2.2 (e)-(g))。これは、ランディングエネルギーが大きくなると、薄膜による散乱が低減す

るためと思われる。この結果により、この後の測定では主にランディングエネルギー30 keV

を用いることとした。 
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図 3.2.2 様々な厚さの SiN薄膜を介した金粒子の大気圧 SEM像。倍率 100,000倍で観察

した。(a) 大気圧 SEM 観察における電子線パスの模式図。(b-d) ランディングエネルギー 

20 keV。(e-g) ランディングエネルギー 30 keV。(b, e) SiN膜厚 150 nm。(c, f) SiN膜厚

100 nm。(d, g) SiN膜厚 30 nm。膜厚が薄くなるにつれて、金粒子のシャープさが増加す

る。ランディングエネルギーが高いほうが、金粒子はシャープである。図は許可を得た上

で修正して転載: ref (Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

3.2.3.2 細胞にラベルした金粒子を用いた空間分解能測定 

薄膜ディッシュの上で直接培養した細胞をグルタールアルデヒドで固定し、その表面に

あるグリカンを金粒子(15nm)が結合したWGAでラベルした(図 3.2.3 (a))。バッファー内の

細胞を BSEにより低倍率 (5,500倍)で観察した(図 3.2.3 (b))。金粒子は明るく白い点とし

て観察されており、細胞の外形を強調していた。これらは、細胞全体のいたるところに分

布しており、細胞周辺部、特に糸状仮足(filopodia)や膜状仮足(lamellipodia)などの仮足

（pseudopods）部分で密度が高い。これらの結果は、グリカンの分布からの予測に一致す

る。 

より高い倍率 20,000倍では、ビーム電流が 40 pAの場合、それぞれの粒子がボケて見え

る (図 3.2.3 (c))。細胞の周辺から中心に向けてボケは大きくなり、そして中心付近では観
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察できなかった(図 3.2.3 (b))。これは、粒子が COS7細胞のトップ近傍に付着していること

を示唆する。すなわち、細胞質の高さが増加するにつれて、図 3.2.3 (a)に示すように、電子

線の散乱も増加し空間分解能が悪くなる。これはまた、WGA-金粒子が COS7 細胞と SiN

基板の間の空間に拡散しないことも示す。倍率 10万倍の画像において、２つの粒子を分離

できる最小距離から、厚さ 30 nmの SiN薄膜を通しての空間分解能を見積もると 8 nmで

あった(図 3.2.3 (d), (e))。この方法は、SEMの空間分解能を定義する方法として良く用いら

れる。 

 

 

図 3.2.3 金粒子でラベルした COS7 細胞と大気圧 SEM の空間分解能。(a) 電子パスの

模式図。金粒子に到達する前に、下側から照射された電子線は、最初に SiN 薄膜で散乱さ
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れ、次に細胞により散乱され広がる。広がったビームは、最終的に金粒子により反射され、

再度薄膜を通り真空側に配置したBSE検出器で検出される。(b) 金粒子でラベルしたCOS7

細胞の大気圧 SEM 像。細胞をグルタールアルデヒドで固定した細胞表面のグリカンを

WGAに結合した金粒子(直径 15 nm)でラベルした。これを、厚さ 30 nmの SiN薄膜を介

して倍率 5,500倍で観察した。(c) (b)の四角部分を倍率 20,000倍で観察した。(d) (b)の四角

部分を倍率 100,000倍で観察した。 (e) (d)の四角部分を拡大した。２粒子間の間隙から見

積もった空間分解能は 8 nnであった。図は許可を得た上で修正して転載: ref (Nishiyama 

et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

3.2.3.3 古典的な空間分解能予測と実験的な空間分解能の比較 

BSE像における空間分解能は、古典的には Kanaya–Okayamaレンジの程度とされてき

た(Goldstein et al., 2003) 。Kanaya–Okayamaレンジは、加速電圧、および、薄膜を含む

試料の原子番号と密度に強く依存する(式 2.2.1)。生体は様々な化合物から構成されるが、

その最大の成分は水である。その他の化合物も、含まれる元素や密度は水と大きく違わな

い。そこで、BSE 像における古典的な空間分解能をラフに見積もるために、水に対する

Kanaya–Okayama レンジを計算した。その結果、レンジはランディングエネルギーが 20 

keVで約 10 µm, 30 keVで約 20 µmであることがわかった。これに対し、図 3.2.3で金粒

子を用いて測定された空間分解能は、この直径から予測されるよりも 3桁程度高かった。 

これは、金粒子が薄膜の近傍あるため、照射電子線が試料内部で広がる前に散乱され反

射電子が生成されたためと推測される。Merliらは、同様の理由により、半導体の多層膜を

用いた実験から、反射電子像の空間分解能がスキャンしている電子線のビーム径と S/N で

決まることを示した(Merli et al., 1995)。Thibergeらも、環境セルを用いた実験で類似の結

論を導き出した(Thiberge et al., 2004a) 。 

なお、電子の反射はターゲット物質のＺに関連がある。コロイダルゴールドのＺは大き

く(79)密度が高いために、それを取り囲んでいる細胞内構造(subcellular structures)の上で

も明瞭に観察される。これらから、試料内部の構造の視認性を向上するためには、Zの高い

重金属で染色しなければならないことがわかる。しかしながら、染色した細胞に含まれる

高Ｚの元素比が低いために、染色した細胞の空間分解能は金粒子の場合よりも悪いことが

多い。 

 

3.2.3.4 観察できる深さ 

図 3.2.4に、ランディングエネルギーが 10および 20 keVの時の試料内部での電子線の

広がりをモンテカルロシミュレーションした結果を示す(Suga et al., 2009)。ランディング

エネルギーが 20 keVの場合、電子線の侵入深さは 6 µm以上となる。したがって、少なく

とも 3 µmの深さを観察できると予測される。これに対し、ランディングエネルギーが 10 

keVの場合、電子線の侵入は 2 µm程度にとどまっていることがわかる。したがって、電子
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線が反射して出てくる深さは、その半分の 1 µm以下と予測される。 

 

 

図 3.2.4 モンテカルロシミュレーションで計算した試料内部での電子線の軌跡。(a) ラン

ディングエネルギー = 10 keV。電子線の侵入深さは 2 µm程度であるため、観察できる深

さは 1 µm以下と予測される。(b) ランディングエネルギー = 20 keV。電子線は、6 µm以

上の深さに到達し、3 µm程度の深さまでは少なくとも観察できると予測される。計算を簡

単にするため、試料が水であることを仮定した。 

 

 

図 3.2.5に、COS7細胞を大気圧 SEMで観察した結果、および、コンフォーカル顕微鏡

で観察した結果をそれぞれ示す。加速電圧が 20 kVの場合の大気圧 SEM像(図 3.2.5 (a))に

は、矢印部分にフィラメント状の構造が観察される。この構造は、SiN 膜と試料の界面か

ら 2.83 µm の深さでオプティカルスライスしたコンフォーカル顕微鏡像にも観察されてい

る(図 3.2.5 (c)の矢印部分)。ランディングエネルギーが 20 keVの場合に、観察できる深さ

はモンテカルロシミュレーションから少なくとも 3 µm程度と予測されたが、これにほぼ対

応する深さ 2.83 µm の構造を大気圧 SEM で観察できることが実験的にわかった(Suga et 

al., 2009)。 

一方、ランディングエネルギーが 10 keVの場合の大気圧 SEM像(図 3.2.5 (b))には、図

3.2.5 (a)や(c)の矢印部分に対応するフィラメント状の構造は観察されない。これは、ランデ

ィングエネルギーが 10 keVの場合に、モンテカルロシミュレーションから観察できる深さ

が 1 µm以下と予測されたことと一致する。 

このように、大気圧 SEMでは 3 µm近くの深さまで観察できることがわかった。ランデ

ィングエネルギーをさらに上げることにより、より深い部分を観察することもできる可能

性がある。一方で、大気圧 SEMで観察した図 3.2.5 (a)矢印部分のフィラメント構造は、コ

ンフォーカル顕微鏡で観察した同部位(図 3.2.5 (c)の矢印部分)と比較してぼんやりと見える。

これは、図 3.2.1に示すように、試料内部で電子線が広がるためである。式 3.2.1を用いて

計算した電子線の広がりの深さ依存性を、ランディングエネルギーごとに図 3.2.6 に示す。
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広がりは、水が厚くなるとともに大きくなる。また、同じ水の厚さでは、ランディングエ

ネルギーが大きい方が広がりは小さい。また、最も広がりの小さなランディングエネルギ

ーが 30 keVの場合においても、 

 

深さが 2 µmの際にビームの広がりは 400 nmにも及ぶ 

深さが 1.3 µm程度の際に、ビームの広がりは光学顕微鏡と同程度の 200 nm 

深さが 0.5 µm程度の際に、ビームの広がりは 50 nm程度 

 

である。すなわち、大気圧 SEMで観察できる深さは 3 µm程度、あるいは、それ以上であ

るが、深さが 1.3 µm以上の場合は光学顕微鏡の方が空間分解能は高い。また、SEMとし

ての特徴が十分に出る空間分解能を 50 nm以下と考えると、この空間分解能が得られる深

さは 0.5 µm以下と予測される。なお、本計算には試料として「水」を用いたが、実際の生

体試料は C, N, H, Oから成るため、本結果はラフな予測としてとらえるべきである。 

 

 

図 3.2.5 大気圧 SEM で観察できる深さを示すための大気圧 SEM 像とコンフォーカル顕

微鏡像の比較。(a) 大気圧 SEM像 (ランディングエネルギー 20 keV)。(b) 大気圧 SEM像 

(ランディングエネルギー 10 keV)。(c) コンフォーカル顕微鏡像 (SiN 膜と試料界面から

2.83 µmの深さでオプティカルスライスした像)。(d) コンフォーカル顕微鏡像 (SiN膜と試
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料界面でオプティカルスライスした像)。試料は、COS7 細胞。図は許可を得た上で修正し

て転載: ref (Suga et al., 2009), copyright 2009 Cambridge University Press。 

 

 
 

図 3.2.6 水に侵入した電子線の広がり。電子線の照射位置からの深さの関数として示した。

計算には式 3.2.1を用いた。簡単のため、試料として水を仮定した。 

 

 

3.2.3.5 様々な細胞の可視化 

 

(1) 神経細胞のコネクション (Neuronal connections) 

ニューロンは、一般的に細胞を培養する環境に敏感であり、特に細胞の基板に敏感であ

る。これらがシナプスを形成するのに数日あるいはそれ以上必要なため、神経細胞のコネ

クションを観察するためには長時間の細胞培養が必須である。環境セルと違ってとりはず

し可能な薄膜ディッシュには数mlの培養液を入れることが可能であるとともに、安定した

培養環境を提供する CO2培養器に入れることができるために、大気圧 SEM はこのような

細胞の培養と観察に適している。 

コラーゲンをコートした厚さ 100 nm の SiN 薄膜の上で PC12 細胞(rat adrenal 

pheochromocytoma)を４日間培養した後に、細胞を固定・穿孔した。これらをウラン代替

染色剤として開発された白金ブルー(Inaga et al., 2007) で染色した。大気圧 SEMにより、

高い倍率で大変多くのニューロンどうしのデリケートなシナプス結合を観察できた(図

3.2.7)。3.4節に記載するように、初代培養したマウス脳のシナプスも大気圧 SEMで観察可

能である。 
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図 3.2.7 大気圧 SEMで観察した PC12細胞の神経の結合。コラーゲンをコートした SiN

薄膜の上で、神経成長因子を含む培養液中で４日間培養することにより、２つのニューロ

ンから神経突起が成長し、多くの微小なシナプスが形成された。細胞はグルタールアルデ

ヒドで固定した後、トライトン X100で穿孔し、白金ブルーで染色した。図は許可を得た上

で転載: ref (Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

(2) 貪食 

細胞外の物質や病原菌を破壊・分解することはどの細胞にとっても不可欠であり、特に

免疫細胞において重要である。この最初のステップである貪食で、細胞外の異物を取り込

むプロセスを観察した。直径が 10–20 nmの量子ドット(Qdotの Qtracker)を、100 nmの

SiN膜上で培養した COS7の生細胞に付与した。大気圧 SEMの試料室は大気に開放されて

いるため、簡単に試薬を細胞に付与することができた。 

光顕・大気圧 SEM複合システムでは、光学顕微鏡で細胞のダイナミクスを観察するとと

もに、固定した直後に光顕の観察領域と同じ場所を大気圧 SEMで観察することにより、タ

イミングを選んだ観察を実現できる。貪食により細胞が粒子を貪食した瞬間を蛍光顕微鏡

でモニターした。細胞をすぐにグルタールアルデヒドで固定し、BSAでブロックし、WGA

を結合した Qdotをつけて光顕観察し(図 3.2.8 (a))、さらに大気圧 SEM用に 1%のリンタン

グステン酸でラベルした。図 3.2.8 (a)の蛍光像では、細胞の表面（Qdot-WGAによる赤色）、

および、貪食された粒子（矢印で示される黄色）を確認できた。大気圧 SEMによりこの領

域を詳細に観察したが、蛍光顕微鏡で楕円に観察される粒子が、特に２つの粒子(図 3.2.8 (b)

の左にある太矢印)に分離された。核はリンタングステン酸で適度に染色されており、その

中の核小体(nucleoli)はより強く染色されている。これに対し、細胞質は弱く染色されてい

た。 
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図 3.2.8 大気圧 SEM と光顕の複合システムを用いて、COS7 細胞の貪食を光顕と電顕で

連続観察した。(a) 光顕による蛍光像。COS7の生細胞が直径 10-20 nmの量子ドット(黄色)

を貪食する様子を光顕で観察した後に細胞をグルタールアルデヒドで固定し、Qdotを結合

した WGA で細胞表面をラベルした後に観察した。(b) 大気圧 SEM 像。(a)の光顕観察後、

リンタングステン酸で染色した後に、大気圧 SEMで観察した。対応する量子ドットを、光

顕と大気圧 SEMで観察できた。光顕でひとつに見える粒子を、大気圧 SEMでは高分解能

であるため２つに分離して観察できた((b)の太い矢印)。図は許可を得た上で転載: ref 

(Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

(3) 小胞体(ER) 

小胞体は細胞の Ca2+貯蔵庫であり、神経伝達や胚形成(embryogenesis)を含む細胞の様々

な生理機能に不可欠である。しかしながら、その構造は光顕で観察するには小さすぎる。

薄膜ディッシュ上に培養した COS7細胞を固定・穿孔した。そして、Alexa Fluor 488で染

色し光顕で観察した。光顕では、大まかな構造だけを認識できた(図 3.2.9 (a), (b))。試料ス

テージ上で、細胞をさらに白金ブルーを用いて染色した。大気圧 SEMにより、光顕で観察

したのと同じ領域を、20,000 倍で主なチューブから分岐する小胞体のクモの巣のような構

造を明瞭に観察できた(図 3.2.9 (c)-(e))。細胞の核(nuclei)も白金ブルー染色で観察すること

が可能であり、特にその核小体(nucleoli)が顕著であった。これらの画像は、後述するよう

にリンタングステン酸や他の染色液を用いた場合よりもはるかに明るかった。 
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図 3.2.9 大気圧 SEMで観察した小胞体(ER)。SiN薄膜の上で COS7細胞を培養し、固定・

穿孔した。(a) 光顕像。光顕で小胞体を観察するために、ジスルフィドイソメラーゼタンパ

ク質に対する IgG抗体で一次ラベルし、アレクサ488蛍光体付きの抗体で二次ラベルした。

(b) (a)の四角部分のデジタル拡大像。(c) (a)と同じ領域の大気圧 SEM像。光顕観察後、細

胞をさらに大気圧 SEM用に白金ブルーで染色した。(d) (c)の四角部分の高倍率大気圧 SEM

像。(b)に対応する領域であるが、(b)でボケてしまう部分を明瞭に観察できた。(e) (d)の四

角領域の高倍率大気圧 SEM像。小胞体の詳細を観察できた。図は許可を得た上で転載: ref 

(Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

(4) 細胞分裂(Cell mitosis) 

COS7細胞を、薄膜ディッシュの上にまばらに培養した。分裂している細胞を、固定・穿

孔した上で白金ブルー染色し、上記のように大気圧 SEMで観察した。クロモゾームが核や

核小体よりかなり明るいため(図 3.2.10 (a))、分裂をはっきりと見ることが可能である。こ

れは、白金ブルーがクロモゾームを優先的に染色することを明瞭に示す。5,000倍では、ク

ロモゾームをはっきりと観察できる(図 3.2.10 (b))。しかしながら、10,000倍では、予想さ

れたよりもシャープではなかった(図 3.2.10 (c))。このボケは、先に記載したシミュレーシ

ョンの結果から、クロモゾームが SiN薄膜から離れた位置にあるためと思われる。 
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図 3.2.10 分裂する細胞のクロモゾーム。成長する COS7 細胞を白金ブルーで染色し、大

気圧 SEMで観察した。クロモゾームが強力に染色されるため、分裂細胞を簡単に識別でき

た。クロモゾームは若干ぼやけて観察されたが、その位置が SiN 薄膜から離れているため

と思われる。細胞は、グルタールアルデヒドで固定した後に白金ブルーで染色した。図は

許可を得た上で転載: ref (Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

(5) 手術で切除した器官の表面 

心臓や腎臓の切断面の表面近傍を、環境セルと SEMを用いて観察できることが報告され

た(Thiberge et al., 2004b) 。しかしながら、これらの画像では、細胞の核は明瞭に観察さ

れなかった。核の大きさは、ガンの検査に重要である。上記したように白金ブルーがクロ

マチンを選択的に染色することから、COS7培養細胞を用いて核を強調するための固定／染

色条件を調べた。環境セルにおいて実績のある他の染色液(Thiberge et al., 2004b) も、比

較のために用いた。 

1% パラホルムアルデヒドで固定した後に白金ブルーで染色したものは、4% パラホルム

アルデヒドで固定した後に白金ブルーで染色したもの、あるいは、その他の染色剤を用い

たものと比較して、背景の中に核が顕著に観察された(図 3.2.11 (a))。比較のために、クロ

マチンの典型的な蛍光染色剤であるDAPIで染色し光顕で観察した結果を示す(図3.2.11 (b)

左)。白金ブルーで染色した場合と異なり、クロマチンははっきりと見えるが核小体はそう

ではなかった(図 3.2.11 (a))。核小体には RNAが多いことから、これらの結果は白金ブルー

が DNAと RNAの両方を染色することを示唆する。この特徴の少なくとも一部は、前駆体

であるシスプラチンが化学療法剤であり、DNA に結合するためと考えられる(Rosenber.B 

et al., 1965) 。このシスプラチンの結合は、化学療法剤として様々ながん細胞の分裂を抑制
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する。 

 

 

図 3.2.11 大気圧 SEM観察用に核を最適に染色するための固定と染色方法。(a) 様々な固

定液と染色液で処理した COS7培養細胞の大気圧 SEM像。様々な染色液の中で、白金ブル

ーが特に核を強調した。白金ブルー染色の中では、1 %パラホルムアルデヒドで固定したも

のが、4 %パラホルムアルデヒドあるいは 1 %グルタールアルデヒドで固定したものよりも
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核のコントラストが高かった。比較のために、細胞を酢酸ウラン、あるいはオスミウム酸

で染色した。オスミウム酸は、脂肪球を強く染色し、白い輝点として観察された。(b) DAPI

による核染色(光顕像; 左)と白金ブルー染色(大気圧 SEM像; 右)の比較。いずれにおいても

核が強調されるが、核小体が染色されたのは白金ブルーだけであった。図は許可を得た上

で転載: ref (Nishiyama et al., 2010), copyright 2010 Elsevier。 

 

 

次に、金魚から切除した脳を固定し、白金ブルーを用いて核に適した条件で染色した後

に半分に切断した。組織を薄膜ディッシュの SiN 膜の上に乗せて、大気圧 SEM で観察し

た。表面の核が、暗い背景の中で明るく識別された。輪郭は明瞭であるため、これらの直

径の測定は容易である。神経突起的な繊維も、弱く染色された(図 3.2.12)。 

 

 

図 3.2.12 金魚脳の切片試料の大気圧 SEM像。金魚の脳を 1%パラホルムアルデヒドで固

定し白金ブルーで染色した後、切片を作製し、薄膜ディッシュの SiN 薄膜の上に切断面を

乗せた。大気圧 SEM で、切断面の核が背景の中に明るく観察された。２枚の拡大図では、

核の詳細を確認できた。また、核の外形を明瞭に観察することができた。神経突起のよう

な繊維も、弱く染色された。図は許可を得た上で転載: ref (Nishiyama et al., 2010), 

copyright 2010 Elsevier。 

 

 

3.2.3.6 バイオ分野への応用に関する考察 

SEM 用の環境セルは、溶液中の細胞の観察を可能にした。しかしながら、SEM 用環境

セルの容量はわずか 15 µlであり、外部から細胞を操作するには少なすぎる。これに対し、

新しい薄膜ディッシュは、最大 3 mlの容量であり、環境セルのようなほんの数µlの水滴の

繊細な操作は必要ない。薄膜ディッシュは大気に開放されているため、ステージ上でマイ

クロインジェクションや電気生理の実験が可能であると予測される。また、薬剤やウイル

スの滴下もできることは言うまでもない。そして、目的細胞のマニピュレーションの直後
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に、薄膜ディッシュの上部に設置した光顕で変化を観察できる。これにより観察の瞬間に

細胞を固定可能であり、さらにステージ上で染色や洗浄などが可能である。そして、光顕

観察から nmスケールの空間分解能を有する大気圧 SEM観察に移り、巨大分子や器官の変

化の決定的な瞬間をとらえることができると予測される。反対に、大気圧 SEMで観察され

た新しい細胞内の構造は、GFP(Green Fluorescent Protein: 遺伝的に細胞内に発現させる

ことが可能な蛍光タンパク質)を発現した試料の蛍光観察により同定・解析できる。最初に

大気圧 SEM像における構造の分布から、これらを形成するタンパク質の候補を選択できる。

候補タンパク質の遺伝子に基づいて、そのタンパク質の組換発現(recombinant expression)

により蛍光タンパク質と組換できる。光顕での観察により蛍光タンパク質を発現したタン

パク質の位置がわかり、さらに染色やラベルした上で大気圧 SEM観察することにより、タ

ーゲットと蛍光の位置を相関させることができる。この方法により、目的の構造がどんな

タンパク質からできているかを調べられる。大気圧 SEMを共焦点レーザー顕微鏡、２光子

励起顕微鏡(Denk et al., 1990) 、そして最近開発された新型の超解像光学顕微鏡 (特に

STORMや PALM) (Hell, 2007)と組み合わせることにより、分子局在の位置精度を改善で

きる可能性がある。 

10,000倍における大気圧 SEMの視野は 13 x 10 µmであり、光顕の視野よりもかなり小

さい。迅速に両者を比較するために、大気圧 SEMで自動画像取得やタイル画像の取得をす

ることが重要である。将来 MEMS 技術を用いて SiN 膜の上に OM と大気圧 SEM の両方

で使えるリファレンスマークをつけることができるだろう。このマークを用いて、十分に

オーバーラップさせた上で大気圧 SEM画像を自動的に取得できるだろう。マークとオーバ

ーラップ領域を用いることにより、ソフトウェアで大気圧 SEM画像を自動的にアライメン

トおよび合成することができるだろう。 

TEM用に開発された環境セルを用いて、高い空間分解能で様々な細胞内構造が取得され

た。例えば、まわりに電子密度の高い粒子がついた金属を還元するバクテリアの細胞全体

が、TEM を用いて水蒸気の中で観察されて、EELS を用いて細胞によるクロム(IV)の還元

が観察された(Daulton et al., 2001) 。厚さが 50 nmの SiN薄膜を持つ環境セルを用いて、

円環状暗視野検出器(ADF)がついた走査透過電子顕微鏡 (STEM)で、哺乳類の COS7 

fibroblast細胞について、大きさが 10 nmの金粒子でラベルした EGF (Epidemial Growth 

Factor: 上皮成長因子)が EGFレセプターに結合しているのを観察できた(de Jonge et al., 

2009) 。また、環境 SEMの STEM検出器を用いて、バクテリアの細胞を取り囲む２重膜

構造を観察できた (Bogner et al., 2005) 。 

大気圧 SEMを用いた 10万倍での画像取得に伴う電子のドーズは 150 electrons/Å2 ある

いはそれ以下と見積もられ、クライオ TEMトモグラフィーで傾斜シリーズの画像を取得す

る際の最大値 80 electrons/Å2 の２倍程度である(Iancu et al., 2006) 。このため、構造を保

つためにアルデヒド系の固定材で試料を固定した。さらに、大気圧 SEM観察をする際のバ

ッファーには、ラジカル消去剤として常にアスコルビン酸あるいはグルコースを添加した。
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これらの条件の下で、40 pAのビーム電流の際に 2万倍の画像を 3-4回あるいはそれ以上ス

キャンしても画像が安定であることを確認した。ただし、これは試料が無傷であることを

保証するものではない。最高倍率で数回スキャンしたとしても、薄膜ディッシュ内部の温

度上昇はとても小さいと見積もられ、バッファーの温度は室温に保たれる。これは、試料

が大きな体積の水の中に入っており、水の熱伝導率がとても高いためである。電子のドー

ズは、空間分解能の２乗に比例することが知られている(Spence, 2013) (Colliex et al., 

1984)。このため、低倍率での測定では電子のドーズが急速に小さくなる。ニューロンを培

養することが可能な薄膜ディッシュは、エネルギーの低い低加速電圧 TEM用の環境セルに

も作り変えられるだろう。もう一枚の SiN 薄膜で薄膜ディッシュの上をシールし、電子の

検出器をその上に付加することにより、大気圧 SEM システムを環境 STEM として作り変

えることができる。薄膜ディッシュは広く平らな形状なため、その上に高感度の電子検出

器を配置することが可能である。ただし、この広く平らな形状により、試料と検出器のた

めに大きな体積の真空チャンバーが必要である。これは、大気圧 SEM, STEM, OMの triple 

integrationになる。 

同様にして、シンチレーターあるいは集光ミラーと光センサーを薄膜ディッシュの上に

配置することにより、大気圧 SEMは電子線照射によるカソードルミネッセンス(CL)を検出

できるだろう(Carlsson and Vanessen, 1974) 。これにより、高分解能の蛍光顕微鏡を実現

できる可能性がある。さらに、薄膜ディッシュの形状は平らであるため、高感度の光検出

器をその上部に配置できる (Reimer, 1998)。 

電子を透過する薄膜の品質、特にその薄さと平坦さは、電子が透過して試料に到達し、

かつ、戻って検出器に到達することから、画像取得にとって重要である。この理由により、

とても平坦で均一な厚さの SiN薄膜を CVD法で形成した(Hwang et al., 1982) 。薄膜の膜

厚を 150 nmから薄くしていくと、像のシャープさが徐々に改善した。このため、より薄い

薄膜を用いることにより画質が改善されると予測される。そこで、膜厚が 10 nmの薄膜も

試作したが、膜厚を薄くすると破損しやすくなる。これらを総合的に考慮し、標準的な商

品の大気圧 SEMでは 100 nmの膜厚を採用した。膜の薄さと平坦さへの要求は、よりラン

ディングエネルギーの低い大気圧 SEM観察で重要である。ランディングエネルギーが低い

と、試料への電子線浸透力が低くなるためである。SiN 薄膜は既に半導体製造プロセスに

様々な目的で用いられているため(Hsu, 2008) (Sze, 1998) 、複数のウインドウを有する薄

膜ディッシュを量産するのも困難ではないだろう。 

SEM観察では、電子線照射による試料のチャージングにより、像をうまく取得できない

ことがある。真空中では、試料を金属でコートすることによりチャージングを防止できる。

これに対し、大気圧 SEM観察では、チャージングが観察されない。これは、試料の周囲の

バッファーに電荷が移動するためと推測される。 

容量が 3 mlの薄膜ディッシュは、顕微鏡のステージから取り外すことができる。これに

より、CO2 インキュベーターの中で長期間細胞を培養することが可能であり、ニューロン
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や上皮細胞などの培養が難しい細胞を含めて様々な細胞を培養できる。このような培養技

術を用いて、in vitroでニューロン間のシナプス形成を大気圧 SEMで可視化できた。胚形

成の間にシナプス形成に影響する様々な刺激が知られており、それが脳のネットワークを

決定し、そして本能や記憶などを含む高次の精神活動を制御する。In vivoのニューロン器

官はシナプスの形成を観察するには複雑すぎるため、これらの基本的な制御メカニズムは

ニューロンの培養システムを用いて研究されてきた。ニューロンの接続は、エポン包埋し

た神経突起を基板と平行な方向に薄切することはかなり難しいため、これまで一般的に

TEMではなく光顕で観察されてきた。神経突起、スパイン、シナプスなどは小さくて、通

常 50～500 nm程度であり、光顕よりも大気圧 SEMで観察するのが適している。このシス

テムで対応できる細胞の種類は、SiN 薄膜に適用できるコーティング剤を増やすことによ

り増加できるだろう。 

酢酸ウラン、リンタングステン酸、オスミウム酸を含む様々な染色液を、大気圧 SEMに

よる細胞の観察に適用することができた。これらの中で、特に白金ブルーを用いた際に染

色体が明るく観察されるのは、核酸とタンパク質の複合体を選択的にラベルしているため

と思われる。これは、白金ブルーと大気圧 SEMの組み合わせで、迅速かつ高空間分解能な

染色体分析に利用できる可能性を示唆する。これは、これまで同定することが難しかった

遺伝的な病気に関連したわずかな染色体の狂いを検査することにも使える可能性があるだ

ろう。 

大気圧 SEMは、白金ブルー染色との組み合わせで、薄切することなしに細胞の表面、特

に核を明確に観察できる。手術中におけるガンの検査で最も重要なのは核の大きさであり、

これまではクライオ薄切した上でエオシンとへマトキシリンで染色し光顕で観察していた。

しかしながらこの方法には少くとも 15～30分必要であり、その間腫瘍を切除するための手

術を中断する必要がある。検査の工程の中で、組織のクライオ薄切が最も難しいステップ

であり多くの時間を占める。さらに、この工程が難しいために、検査は手術後にパラフィ

ン薄膜法や抗体を用いた方法で確認されるが、これらは再手術の可能性を含む。大気圧 SEM

は、薄切を必要としないために、検査を迅速かつ簡単にする可能性がある。 

免疫電顕での標準的なステップである脱水およびその後の水溶性レジン包埋は、時々敏

感なエピトープ(抗体が結合する抗原の一部分)を保つには過酷すぎる。脱水せずに直接親水

性レジンに包埋することもできるが、水溶性レジンの薄切は一般的に簡単でない。 

大気圧 SEMは、免疫電顕としての良い能力を備えている。必要なのは固定液だけであり、

エピトープにあわせてそれを選択できるからである。薄切しなくてすむことは、スループ

ット向上にも有効である。固定とラベル(および追加の染色)は、30 分以内に完了できる。

これと薄膜ディッシュの開放された構成により、細胞内のエピトープを効率よく観察でき

る。さらに、薬剤とタンパク質を光化学的にクロスリンクさせた後に金のラベルをするこ

とにより、薬のスクリーニングに用いることができるだろう(Kiyonaka et al., 2009) 。また、

複数のウインドウを持った薄膜ディッシュを用いることにより、観察の効率が向上するだ
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ろう。 

この研究の中で、大気に開放された試料室を持つ新しい大気圧 SEM について記載した。

試料を外部から操作できる柔軟性、高い空間分解能 (8 nm)、そしてスピードがシステムの

核心である。大気圧 SEMの高い空間分解能により、これまでチャレンジングな課題であっ

た、固定したメソスケールの分子を観察することが可能となった。大気圧 SEMは、特に金

属、セメント、ナノ材料などの電子線照射に耐性のあるものに対して有効であり、基礎的

な生物学だけでなく創薬、病原菌の検査、食品科学、化粧品、そして高分子化学などにも

広く適用できるだろう。 
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3.3 材料系試料の動的観察等 

 

大気圧 SEMは、当初バイオ系試料観察を目的として開発した。しかしながら、材料系の

試料を液体や気体中で観察したいとのニーズも高い。本節では、材料系の試料に対する大

気圧 SEMの応用について記載する(Suga et al., 2011) (須賀三雄 et al., 2011) (須賀三雄, 

2012)。 

 

3.3.1 材料系分野における大気圧 SEM の位置づけ 

材料系試料の観察で最もニーズが高いのが、液体や気体中で動いている試料をそのまま

in situで観察することである。バイオ系の試料を観察する際には、電子線照射によるダメ

ージに常に注意を払う必要がある。これに対して、材料系の試料には電子線照射に対して

安定なものも多い。このような試料については、液体や気体中で動いている様子を直接大

気圧 SEMで観察できると予測される。本研究では、最初にシリカ粒子やタンパク質のボー

ルが液体中で動いているのをリアルタイムで観察する。動的観察では、特に大気圧 SEMの

試料室が大気に解放されていることにより、様々な観察が可能になる。まず、観察中に体

積が急速に変化する試料の観察である。本研究では、その一例として、PBS 溶液が蒸発す

ることにより、塩の固体が形成される様子を動的に観察する。また、試料室が大気に解放

されているので、試料を外部から操作しやすい。例えば、大気圧 SEMで観察中に、外部か

ら試薬を試料に投入することが可能である。本研究ではその一例として、シリカ粒子がラ

ンダムに運動している最中に、外部から食塩水を注入することにより、粒子の運動が停止

する様子を観察する。 

特殊な薄膜ディッシュを開発することにより、さらに観察の幅を広げることができる。

本研究では、２つの例を示す。ひとつは、SiN薄膜上に電極を形成した特殊ディッシュ（電

気化学薄膜ディッシュ）を開発することにより、電気化学反応を観察する。もうひとつは、

温度を制御するためのヒーターと温度計を組み込んだ温度制御ディッシュである。これを

用いた温度変化の観察例として、はんだの融解と凝固を観察する。 

一方、大気圧 SEMは簡単に使えることも大きな特徴である。これを用いて、液中試料の

品質管理などにも使える可能性があるだろう。その可能性を調べるために、本研究では金

属ペーストの迅速観察も試みた。以下、それぞれについて説明する。 

 

3.3.2 実験 

 

3.3.2.1 粒子の動的な観察 

液体中における動的な観察の可能性を調べるため、液体中に分散した粒子を薄膜ディッ

シュに入れて観察した。第一の実験では、直径 1 µm のコロイダルシリカ粒子(micromod 

sicastar43-00-103, 液体中に分散したもの)を 2.5 mg/mlの密度になるように純水で希釈し
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た。SiN薄膜上の試料を、大気圧 SEMで連続的に観察した。ビーム電流は 1.2 nAとした。

画像は、アベレージングなしに 0.075 秒/フレームで撮像し、ビデオに記録した。 

第二の実験では、より小さな直径 400 nmのシリカ粒子を用いた。実験の条件は、第一の

場合と同様である。 

第三の実験は、さらに小さなタンパク質ボールを観察するために行った。10 µlのタンパ

ク質溶液(マクロファージ炎症性タンパク質: Macrophage Inflammatory Protein (MIP)-1a, 

7.8 kDa)と 90 µlの 45 mM グリシン塩酸バッファー (pH 2.42)の混合液に、固定のために

1 %のグルタールアルデヒド(pH 4.5)を 4 µl加え、染色のために 0.08 %のリンタングステン

酸(pH 7.5)を 20 µl加えた上で、室温で約 5分間保持した。リンタングステン酸の pHを 7.5

とするために、水酸化ナトリウムで調整した。この混合溶液を薄膜ディッシュの上に乗せ

て、大気圧 SEMで連続的に観察した。いずれの実験においても、電子線のランディングエ

ネルギーは 30 keVとした。 

 

3.3.2.2 蒸発 

数µlの PBSを薄膜ディッシュの上に滴下し、その蒸発の過程を大気圧 SEMにより 1,000

倍で連続的に観察しビデオに記録した。電子線のランディングエネルギーは 30 keV、ビー

ム電流は 40 pA、フレームレートは 0.15秒、４回積算の条件で観察した。 

 

3.3.2.3 In situの試薬投与 

大気圧 SEMでは、試料室が大気に解放されているために、観察中に試料に試薬を投与で

きる。ここでは、その原理実証を目的として、薄膜ディッシュの上部にシリコンチューブ

の一端を固定し、他の端を大気圧 SEMの外部に配置したシリンジに接続した。目的とする

量の NaCl溶液を、シリンジを操作することにより、薄膜ディッシュ側のシリコンチューブ

で吸い込み保持した(須賀三雄 et al., 2011)。 

試料には、3.3.2.1と同様に直径 1 µmの粒子を用いた。観察の条件も、3.3.2.1での粒子

の動的観察と同様である。粒子がランダムに運動するのを大気圧 SEMで観察中に、シリン

ジを操作して試料に NaCl溶液を滴下した。 

 

3.3.2.4 電気化学反応の観察 

電気化学反応を観察するために、SiN 薄膜の上に電極を形成した電気化学薄膜ディッシ

ュを作製した(図 3.3.1 (a),(b)) (Suga et al., 2011)。薄膜ディッシュの SiN薄膜の上に、厚

さが 30 nmのチタンと厚さが 100 nmの金の２層膜を堆積した。次に、フォトリソグラフ

ィーとウェットエッチングを用いて、２層の薄膜を２つの対向する電極に加工した。電極

間の距離は、100 µmである(図 3.3.1 (b)) (Suga et al., 2011)。 

電気化学薄膜ディッシュに、電解液として(1)飽和食塩水溶液、(2)飽和食塩水溶液 10 に

対し 0.05 moleの塩化金水溶液 1を混合した溶液、および、(3)硝酸銀溶液を入れた。大気
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圧 SEM 観察を開始すると共に、電極間に電圧を印加した。(1)と(3)の実験では、上記２つ

の電極(積層膜)間に電圧を印加したが、(2)の実験ではアノードとして白金線を用い、カソー

ドとして上記の電極(積層膜)を用いた。 

 

 

 
図 3.3.1 電気化学薄膜ディッシュと温度制御薄膜ディッシュ。電気化学薄膜ディッシュの 

(a) 断面の模式図、および、(b) 外観写真。SiN 薄膜の上に MEMS 技術を用いて電極を形

成し、外部より電流・電圧を印加できるようにした。(c) 温度制御薄膜ディッシュの断面の

模式図。ボディをチタンで構成し、ディッシュ内にヒーターを配置した。 

 

 

3.3.2.5 大気圧下のはんだの融解と凝固の観察 

温度変化を観察するために、温度制御ディッシュを開発した(図 3.3.1 (c)) (Suga et al., 

2011)。昇温に耐えられるようにディッシュ本体をチタンで構成し、温度を制御するために

本体にヒーターと熱電対を組み込んだ。その性能を調べるために、はんだの融解、および、

凝固の様子を観察した。はんだには、鉛フリーの Bi 58 %, Sn 42 %を用いた。 

 

3.3.2.6 ペーストの観察 

近年プリンテッドエレクトロニクス用の配線材料として用いられることが多くなってき

た銀ペーストについても、大気圧 SEMで観察した。大気圧 SEMは、液中の試料を迅速に

観察できるため、溶媒の中に分散した銀粒子を簡単に観察できる。市販の３種類の銀ペー

スト(銀ペースト A, 銀ペースト B, 銀ペースト C)についての観察を行った。また、市販の
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はんだペーストの観察も行った。いずれの試料についても、それぞれ5,000倍、および20,000

倍の倍率で観察した。 

 

3.3.3 結果および考察 

 

3.3.3.1 粒子の動的観察 

 

(1) シリカ粒子の放射線誘起自己組織化 

液体中のコロイダルシリカ粒子を、大気圧 SEMで連続的に観察した。観察の最初に倍率

を 5,000倍にした後、10,000倍にして、最後に再び 5,000倍にした。動画は、文献(Suga et 

al., 2011) の supplementary Fig. 1 に 掲 載 さ れ て い る 

(doi:10.1016/j.ultramic.2011.08.001)。 

図 3.3.2 (a)-(c)に、倍率 5,000倍の際に 0.5秒おきにビデオからキャプチャーした画像を

示す。画像には、直径 1 µm の多数の輝点が観察された。シリカの平均原子番号と密度は

それぞれ 10と 2.2 g/cm3であり、水の 3.3と 1 g/cm3よりも顕著に大きいことから、これら

の輝点はコロイダルシリカ粒子によるといえる。シリカ粒子は、観察の最中ずっと動いて

いた。２つの粒子の軌跡(図 3.3.2 (a)の白の矢印)を、図 3.3.2 (c)の拡大図の上に重ねて図

3.3.2 (d)に示す。周囲の水分子の動きにより、シリカ粒子がランダムに運動する様子が示さ

れている。 

Heと Donaldは、ポリメチルメタクリレート(PMMA: poly-methyl methacrylate)とラバ

ーよりなる多層ラテックス粒子の動きを環境 SEMで観察した(He and Donald, 1996)。彼

らは、試料に上方から電子線を照射して観察した。電子線の試料への侵入深さが限定され

ていることから、液体表面近傍に浮かんでいる粒子を観察したと思われる。彼らは、ブラ

ウン運動による粒子のランダムな運動を観察したと結論した。 

これに対し本実験では、シリカ粒子は水より明らかに密度が高いので、これらは沈み SiN

薄膜の上にいるため、SiN 薄膜を通して下側から観察できた。粒子の運動は、SiN 膜との

接触による影響を受ける。光顕だけで薄膜ディッシュ上のシリカ粒子を観察し、光の強さ

が粒子の運動に顕著な影響を与えないことを確認した。このため、粒子が SiN 膜に接触し

ているため３次元的に自由に動くことはできないが、粒子のランダム運動は熱に起因して

いると推測された。さらに、正に帯電したシリカ粒子の運動は、電子線照射により形成さ

れるポテンシャルの影響も受ける。これは、今後 correlative microscopyによって、より詳

細に調べるべきものである。 

倍率 10,000倍でビデオよりキャプチャーした大気圧 SEM像を、図 3.3.2 (e)-(h)に示す。

倍率を 5,000倍から 10,000倍にすることにより、観察時における平均的な電子線の照射密

度は、9 pA/ µm2から 36 pA/ µm2に増加した。 
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図 3.3.2 大気圧 SEM で観察した微粒子の運動。溶液中のコロイダルシリカ粒子 (直径 1 

µm)を連続観察し、記録したビデオからキャプチャーした画像。(a-c) 倍率 5,000 倍。各画

像の間隔は 0.5秒。(d) (c)の四角の領域の拡大図に(a)の矢印で示す２つの粒子の 1秒間の軌

跡を重ねたもの。微粒子のランダムな運動が観察された。(e-h) 倍率 10,000 倍での放射線

誘起自己組織化。(e)と(f)の間隔は 1秒、(f)と(g)の間隔は 4秒、(g)と(h)の間隔は 20秒。(i-l) 

倍率 5,000 倍で観察した粒子の疎開。測定の間隔は、それぞれ 2 秒。図は許可を得た上で

修正して転載: ref (Suga et al., 2011), copyright 2011 Elsevier。 

 

 

シリカ粒子は、水溶液中で正に帯電している。入射電子のエネルギーが 30 keVの場合、

2.4.2項で説明したように、電子放出率σは 1よりも大幅に小さい(Goldstein et al., 2003; 

Reimer, 1998)。すなわち、SiN膜表面から真空中に放出される SE量と BSE量の和は、入

射電子の量よりも少ない。このため 30 keVの電子線照射により液体中に負の電荷が注入さ

れるが、これにより形成される液体中のポテンシャル差は、正に帯電した粒子を SiN 膜の

方に引き寄せる。この引力は、倍率を高くすることにより強くなる。倍率を上げることに

より、観察領域の電荷注入密度が高くなるため、ポテンシャル差が大きくなるからである。

さらに、ポテンシャル差の SiN 薄膜に平行な方向の成分は、シリカ粒子を電子線照射領域

に近づける。このため、倍率 10,000倍の場合、シリカ粒子は電子線を照射した SiN薄膜の

上で集まり最密構造を形成したと解釈している。これは、電子線照射により誘起されたた

め、「放射線誘起自己組織化」と名付けるべきものであろう。粒子はランダム運動をしなが

ら集まったために、最密構造を形成しやすかったものと推測される。この自己組織化は、



68 
 

材料科学や生命科学を含む様々な分野で重要である。 

電子線を照射している間、電子線照射による引力とランダム運動による斥力が競合する

だろう。本研究では、これを粒子のクラスターの中で観察した。クラスターの外縁近傍で

はシリカ粒子の動きは大きいが、中心では小さい。これは、中心付近では個々の粒子が周

囲の６個の粒子に囲まれているため、動きが制限されるためと推測される。 

倍率を 10,000倍から 5,000倍に下げた際に、上記クラスターが徐々に分散するのを観察

した。ビデオから 2 秒ごとにキャプチャーした画像を図 3.3.2 (i)-(l)に示す。この現象は、

倍率の変更に伴い繰り返し観察された。粒子間の斥力はシリカ粒子のランダムな動きに依

存することから、電流密度を下げた場合(倍率を下げた場合)にこの斥力が支配的になったも

のと思われる。 

同様な放射線誘起自己組織化は、直径 1 µmのシリカ粒子だけでなく、より小さな 400 nm

でも起こることがわかった（図 3.3.3）(須賀三雄 et al., 2011) 。この場合も電子線照射に

より最密構造が形成されるが、その中に結晶欠陥のような粒子配列の乱れが観察された。 

 

 

図 3.3.3 放射線誘起自己組織化したコロイダルシリカ微粒子(直径 400 nm)の大気圧 SEM

像。微粒子は最密構造に配列するが、そこには結晶欠陥のような構造が観察された。 

 

 

薄膜ディッシュの容量は 3ml であるため、蒸発による影響を最小限にすることが可能で

ある。これにより、物理現象の長時間の観察も可能となった。 

 

(2) タンパクボール 

アルデヒドの架橋溶液の中で、タンパク質(MIP-1α: 7.8 kDa)から成る粒子を大気圧

SEM により 20,000 倍で観察した(図 3.3.4 (a)-(c))。動画は、文献(Suga et al., 2011) の

supplementary Fig. 2に掲載されているが、図 3.3.4 (a)-(c)は、そこからキャプチャーした

ものである。多くの明るいスポットが観察されるが(図 3.3.4 (a)-(c))、これらはグルタール

アルデヒド溶液の中で凝集したタンパクボールであろう。平均的な直径は約 200 nmである。 
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この倍率で、粒子は最初ランダムに運動していた。やがてこれらは、シリカ粒子の場合

と同様に、細密構造に配列していった（図 3.3.4 (c)を拡大した図(d)）。しかしながら、シリ

カ粒子の場合と異なり、配列した後に電子線を弱めたり止めたりしても、グルタールアル

デヒド溶液の中でクラスターは分散しなかった。これは、グルタールアルデヒドの中で照

射誘起自己組織化した後に粒子間に共有結合が起こったためと考えられる。 

 

 

 

図 3.3.4 大気圧 SEMで観察した凝集したタンパクボールの運動。(a-c) 溶液中の凝集タン

パクボール (直径約 200 nm)を連続観察し、記録したビデオからキャプチャーした画像。(a)

と(b)の間隔は 10秒、(b)と(c)の間隔は 26秒。(c) 放射線誘起自己組織化。(d) (c)の拡大図。

粒子の振る舞いは、図 3.3.2のシリカ粒子と類似であった。図は許可を得た上で修正して転

載: ref (Suga et al., 2011), copyright 2011 Elsevier。 

 

 

3.3.3.2 蒸発の観察 

 急速な蒸発による結晶化の過程を観察するために、 少量の PBSを薄膜ディッシュの SiN

膜上に滴下し大気圧 SEMで観察した。動画は、文献(Suga et al., 2011) の supplementary 

Fig. 3 (doi:10.1016/j.ultramic.2011.08.001)に掲載されているが、ビデオからキャプチャー

した画像を図 3.3.5に示す。PBSの液滴について、最初は何もコントラストがなかったが(図

3.3.5 (a))、次にデンドライド的な構造が突然に現れ(図 3.3.5 (b))、さらに成長し(図 3.3.5 (c))、

最終的に大きなデンドライドになった(図 3.3.5 (d))。観察後、SiN薄膜表面が完全に乾燥し

ているのを肉眼で確認した。  

本結果は、大気圧下で蒸発による結晶化 を電顕で観察した初めての例である。蒸発によ

る乾燥現象は、ペンキやプリントを含む様々な産業分野において重要である。蒸発による

結晶化はまた技術的に重要であり、特にフィルム産業においてとても重要である。結晶化

の工程を、このように電顕により in situで観察できるようになったことで、様々な条件、

例えば様々な温度や様々な溶媒を用いた際の結晶化を観察できるだろう。これにより、製

造プロセスを改善できると期待される。同様に、大気圧 SEMは様々な相変化を観察できる

だろう。  

 



70 
 

 
図 3.3.5 PBS溶液の蒸発による塩の析出の in situ観察。大気圧 SEMで連続観察し記録

したビデオから画像をキャプチャーした。観察の間隔は 2秒。(a) 明瞭なコントラストは観

察されない。(b) デンドライド的な構造が突然に現れた。(c-d) (b)の構造が成長した。図は

許可を得た上で修正して転載: ref (Suga et al., 2011), copyright 2011 Elsevier。 

 

 

3.3.3.3 In situの試薬投入 

液体中でランダムに運動していた直径 1 µmのシリカ粒子は、外部から NaCl溶液を加え

ることにより、SiN薄膜に吸着されて静止していった(図 3.3.6) (須賀三雄 et al., 2011) 。 

溶液中のシリカ粒子は、帯電することにより互いに反発し、凝集するのを防いでいる。

帯電は電気二重層を形成するが、その厚さは溶液のイオン強度に依存し、強度が高くなる

と薄くなる(Tadmor et al., 2002) 。NaCl溶液を滴下することによりイオン強度が高くなり、
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図 3.3.7  NaCl 溶液の中で２つの電極間に電流を流した状態で観察した電気化学反応。

(a-f) 大気圧 SEM でカソード近傍を連続観察し、記録したビデオからキャプチャーした画

像。(a)は電圧を印加した直後であり、その後の観察の間隔は、(a)と(b)が 2.4 秒、(b)と(c)

が 0.6秒、(c)と(d)が 1秒、(d)と(e)が 2秒、(e)と(f)が 2秒である。樹木に類似(tree like)の

構造が(b)で突然に現れて、(c-f)で成長した。観察後 SEM/EDS で観察したところ、樹木に

類似の構造は金であることがわかった。図は許可を得た上で修正して転載: ref (Suga et al., 

2011), copyright 2011 Elsevier。 

 

 

カソード付近の金は、電気化学的マイグレーションにより、アノードの金が電解液の中

に溶解し析出したものと思われる(Harsanyi, 1999)。塩素が存在する場合の化学反応は、 

 

アノード: 
−−− +→+ eAuClClAu 34 4  

  [ ]44 AuClHHAuCl →+ +−
3AuClHCl +→
  

+−+ ++→ 34 AuClH    ・・・式 3.3.1 

 

カソード: AueAu →+ −+ 33
    ・・・式 3.3.2 

 

と考えられている(Harsanyi, 1999)。また、 ( )[ ]( ) ( )4,3
<+

−−+ yxClOHAu yx
yx の寄与も議論

されている(Harsanyi, 1999)。 

これまで、SEMで電気化学反応を観察する際には、真空中での観察が必須だったために、

電解液はイオン液体など真空中であっても非常に蒸気圧が低いものに限定されていた

(Arimoto et al., 2008)。本結果は、大気圧下の電解液中における電気化学反応を、SEMを

用いてはじめての動的に高分解能観察したものである。これにより、様々な電解液中にお

ける電気化学反応を観察可能になると期待される。 

 

(2) 飽和食塩水溶液+塩化金溶液 

積層された電極(カソード)と白金線(アノード)の間に 2.0 Vの電圧を印加した。この状態

で、カソード付近を大気圧 SEMで連続的に観察した後、スロースキャンで画像を取得した

(須賀三雄, 2012) 。 

連続観察の際には、時間の経過とともにデンドライドが成長した。スロースキャンで取

得した画像(図 3.3.8)には、飽和食塩水溶液単独の場合と異なり、より成長の軸がはっきり
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としたデンドライド(dendride)が観察された。また、アノードに Au/Tiの電極を用いた場合

と異なり、本条件では Ptが溶解することはなかった。 

デンドライド状の電気化学的析出物は、条件に応じて、２つの形態で起こることが知ら

れている(Grier et al., 1986; Sawada et al., 1986)。ひとつは、規則度の高いデンドライド

で、もうひとつは秩序がないフラクタル(disordered fractal)である。図 3.3.7の樹木に類似

した構造には、対称軸や秩序ある配置(ordered configuration)がないため、これらは秩序が

ないフラクタル(disordered-fractal)のグループに属すると思われる。これらの形は、主に分

子の輸送に律速されたものと考えられており、拡散律速凝集(DLA: diffusion limited 

aggregation)に帰属される。一方、図 3.3.8 の構造には、明確な対称軸や秩序ある配置

(ordered configuration)がみられる。したがって、規則度の高いデンドライドと思われる。 

このように形態の違いから、その成長要因を推測することができる。今後、形態変化を

リアルタイムに観察することにより、成長の時間的なゆらぎなど変化する現象を観察でき

るようになると期待される。 

 

 
図 3.3.8  NaClと塩化金の混合溶液中の電気化学反応の大気圧 SEM像。薄膜ディッシュ

の電極をカソードとし、白金線をアノードとして、両電極間に電圧を印加した状態でカソ

ード近傍を観察した。アノードからカソードに向かってデンドライド状の析出物が成長し

た。 

 

 

(3) 硝酸銀水溶液 

ディッシュに硝酸銀溶液を入れた後、２つの電極間に 1.1 Vを印加した状態で、カソード

付近を大気圧SEMで連続観察した。動画は、文献(Suga et al., 2011) の supplementary Fig. 

5に掲載されている(doi:10.1016/j.ultramic.2011.08.001)。ビデオから 4 秒ごとにキャプチ

ャーした画像を図 3.3.9に示す。明るい三角形、あるいは、四角形の領域がカソード付近で

成長した。矢印で示す裂け目はだんだんと狭くなり(図 3.3.9 (b), (c))、図 3.3.9 (d)に示すよ

うに直径が 1 µm以下のボイドを形成した。 
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図 3.3.9 硝酸銀溶液中で２つの電極間に電圧を印加した状態で観察した電気化学反応。

(a-e) 大気圧 SEM でカソード近傍を連続観察し、記録したビデオからキャプチャーした画

像。銀が堆積する際に、赤の矢印で示すように、ボイドが形成される様子を観察できた。

図は許可を得た上で修正して転載: ref (Suga et al., 2011), copyright 2011 Elsevier。 

 

 

硝酸銀溶液中でカソードの近傍に成長した明るい領域は、銀によると推測される。堆積

は、次の化学反応によると思われる。 

 

Ag +  + e−
 →  Ag     ・・・式 3.3.3 

 

大気圧 SEM により、金属堆積の最中にマイクロサイズのボイドが形成される様子を in 

situ で観察できた。ボイドは、メッキなどの耐久性に影響するため、これらの工程を制御

するのに重要である。大気圧 SEMを用いて様々な条件下で電気化学反応を観察することに

よって、ボイド形成のメカニズムが明らかになると期待される。 

大気圧 SEMの上部に配置した光顕・大気圧 SEM複合システムの光顕は、これらの電気

化学現象を低い倍率で俯瞰的に観察するのに有効である。特に、大気圧 SEMだけでは観察

が容易でないガスバブルの垂直方向の移動など、電気化学反応によるマクロな現象の観察

に有効である。 
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するレートが高く、大気中とは大きく状況が異なると予測される。大気圧 SEM

することは、実用的にも

Suga et al., 2011)。

が多い固溶相

、温度の上昇とともにハンダが融解し

が多い固溶相

再度温度を上げるとはんだは融解

また、冷却条件の違い

 

観察時の

が多い固溶相と Sn

℃でのはんだの大気圧 SEM

℃に冷却した

が多い固溶相と

の形態は異なって

修正して転載: 

薄膜ディッシュを用いて、はんだの融解・凝固プロ

セスを空気中でリアルタイムに観察できる。はんだ付けの際には様々な添加物をハンダに

観察では添加物

SEMを用

することは、実用的にも
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有用な知見を与えるものと考えられる。 

 

3.3.3.6 各種ペーストの観察 

銀ペーストの大気圧 SEM像を図 3.3.11(a-i)に示す(Suga et al., 2011)。観察倍率は、1,000

倍、5,000 倍、および 20,000 倍である。前処理が必要でないため、単に試料をセットする

だけで観察が可能であり開始から数分以内に完了できる。３種類の異なる銀ペーストを観

察した(図 3.3.11 (a)-(c), (d)-(f), (g)-(i))。様々な形の銀の塊を、明るい領域として観察するこ

とができた。それぞれのペーストに応じて、銀の塊の形状と分散状態は異なっていた。 

はんだペーストの大気圧 SEM像を、図 3.3.11 (j)-(l)に示す。はんだは、液体の中に分散

された直径が 20 µm程度のボール状に観察された。それぞれのはんだボールには、明るい

領域と暗い領域が観察された。それぞれが、Biが多い固溶相と Snが多い固溶相である。 

 

 

図 3.3.11 各種銀ペーストとはんだペーストの大気圧 SEM 像。試料を薄膜ディッシュの
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SiN 薄膜の上に配置し、その直後に前処理なしで観察した。(a-c) 銀ペーストＡの大気圧

SEM像。(d-f) 銀ペーストＢの大気圧 SEM像。(g-i) 銀ペーストＣの大気圧 SEM像。様々

な形態の明るい粒子は銀と解釈される。これらの銀粒子の形態と分散を、大気圧 SEMで迅

速かつ簡単に観察できる。(j-l) はんだペーストの大気圧 SEM像。直径約 20 µmの球状の

はんだペーストが観察された。その中には、明るい Bi が多い固溶相と暗い Sn が多い固溶

相が観察された。図は許可を得た上で修正して転載: ref (Suga et al., 2011), copyright 2011 

Elsevier。 

 

 

銀ペーストは、基板用の配線材料として使われるようになってきた。銀の形状や分散は、

配線の性能に影響を与える。品質を保持するために、これらの状況を逐次観察することが

有効である。しかしながら、銀ペーストは液体中に分散されているために、通常の電子顕

微鏡では容易に観察することはできなかった。急速凍結とクライオ SEMや TEMを使った

観察が用いられてきたが、これらにはスキルの高いオペレーターが必要であり、また、前

処理に手間と時間がかかるため、頻繁に観察するのは容易でなかった。はんだペーストの

観察についても、状況は同じように困難であった。 

大気圧 SEM観察では、前処理が不要であり、観察にわずか数分しかかからないために高

いスループットでの観察ができる。また大気圧 SEMでは、SiN薄膜の高さが常に一定であ

るため焦点位置が大きく変わることがない。このため、焦点は微調整だけで良いので、初

心者にも簡単に使うことができる。 

 

3.3.3.7 他の液中高分解能観察手段との比較 

環境セルと TEMや STEMの組み合わせは、液体やガス中での試料を観察するための優

れた方法である。近年特に、MEMS技術により薄膜ウインドウを用いたシステムは劇的に

改善されて様々に利用されている(Creemer et al., 2008; Gai, 2002b)。ただし、電子の散乱

のため、観察できる試料の厚みが限定されている。 

走査プローブ顕微鏡(SPM)は、液体やガス中で光の波長よりも小さいものを観察するため

の優れた方法である。SPMを用いて、電気化学反応、特に、電極上の螺旋状成長が in situ

で観察された(Kanani, 2004)。しかしながら、デンドライドなどのより複雑な構造の観察は、

探針の３次元的な動きによる制限のため限定的である。また、観察の際にプローブ顕微鏡

の探針は試料の近傍にあるため、電気化学反応の際に電位やイオンの拡散に影響を与える

可能性がある。さらに、通常の液中プローブ顕微鏡のスキャン速度は限定されている(Engel, 

1991; Fukuma et al., 2005)。ただし、走査速度は常に向上している(Kodera et al., 2010)。 

これらに対し、大気圧 SEM では、観察できる領域は SiN 薄膜の近傍に限定されるが、

試料が厚い場合についても観察が可能である。また、デンドライドのような複雑な構造も、

0.15 秒／フレームの速度で観察することが可能である。今後、これまで観察が困難であっ
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た様々な試料の観察に適用できると予測される。 

 

3.3.3.8 液中試料の観察に関する考察 

ここでは液体、特に、水に電子線を照射した際についての考察を行う。水に電子線を照

射すると、放射線分解(radiolysis)が起こり、かなり複雑な反応が進行する (Draganic and 

Draganic, 1971) (Cobut et al., 1998) 。その生成物の中で、Hや OHのラジカル、あるい

は、H2O2などが生体試料にダメージを与えると考えられている(Glaeser and Taylor, 1978)。

このため本研究において生体試料を観察する際には、生体試料をアルデヒド系の固定材で

架橋し、ダメージを受けにくくしてから観察を行った。また、ラジカル除去剤 (radical 

scavenger)の添加により、ラジカルによるダメージを低減した(Thiberge et al., 2004a) 。 

また、水に電子線を照射すると、電荷を注入することになる。3.3.3.1 では、この電荷注

入により粒子が集まり自己組織化することを記載した。このように、試料が電子線照射の

影響を受けることがある。このため、実際の観察の際には、電子線照射密度を変更し、観

察される現象が変わらないか検証する必要がある。反対に、強い電子線照射により、様々

な現象や化学反応を引き起こす研究も開始している。 

本研究におけるシミュレーションでは、スクリーンされたラザフォード散乱、あるいは、

モット散乱(いずれも弾性散乱)を用いて電子の散乱角度と平均自由行程を計算した。弾性散

乱断面積は、原子の原子番号、質量数、電子の質量、電子の速度、電子の波長等で決まり(式

2.2.2-2.2.5)、また、平均自由行程はこれらと密度で決定される(式 2.2.6)。液体中では固体

中よりも原子(あるいはイオン)がより大きく運動しているが、室温での熱エネルギーは eV

以下であることから、本研究のように10 keV以上のエネルギーの電子を主に考える際には、

原子の運動による電子の軌道変化は無視できる程度と考えられる。 

また、電子が連続的にエネルギーを失うモデルを採用した。エネルギーロスは、試料中

における励起過程に依存するために、液体と固体で違うと予測される。もちろん、固体の

場合でも金属と絶縁体では異なるはずである。これらの違いを反映するために、光学特性

の測定から電子の非弾性散乱を近似計算する方法も用いられている(Ding and Shimizu, 

1996) 。ただし、このような励起過程の違いが大きく反映されるのは電子のエネルギーが

数 keV 以下の場合である。本研究で用いた 10 keV 以上のエネルギーの電子に対しては、

これらの個別の励起過程の違いの影響は小さいと考えられる。 

モンテカルロシミュレーションの誤差については、3.2.3.4 にてシミュレーション結果と

実験結果が一致していることから、計算はオーダーとしては正しいものと推測できるだろ

う。今後、より詳細な定量的検討をしていきたい。 
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3.4 免疫染色試料の correlative microscopy 
バイオ分野の研究では、各種のラベルを用いてタンパク質などの位置を調べることが重

用である。本節では、光顕・大気圧 SEM 複合システム用の免疫染色法について記載する

(Maruyama et al., 2012a)。 

 

3.4.1 本研究の背景と目的 

多くのタンパク質は細胞の中で動的に位置を変え、他のタンパク質や分子と結合するこ

とにより機能を発現する。タンパク質の挙動と機能を完全に理解するためには、形成され

る複合体を認識するとともに、それらの位置の変化を調べる必要がある。これらの情報は、

様々な色の蛍光プローブと蛍光顕微鏡や超解像光顕により得られる(Betzig et al., 2006) 

(Donnert et al., 2006) (Gustafsson, 2005) (Hell, 2007) (Rust et al., 2006)。しかしながら、

得られる最高の空間分解能( < 100 nm)でも、細胞内の詳細な構造の中で分子の分布あるい

は分子集合体を明らかにするためには不足である。むしろこれらは、様々な試料の埋め込

みやラベルを用いた免疫電子顕微鏡法により達成されるものである。 

透過電子顕微鏡を用いた免疫電子顕微鏡法では、プリエンベディングあるいはポストエ

ンベディング法により高い空間分解能が得られる(Griffiths et al., 1993) 。しかしながら、

これらの試料作製方法は、数日から１週間程度を要するとともに、各方法にはそれぞれに

不都合な点がある(Maunsbach and Afzelius, 1998) 。抗原性は、ポストエンベディング法

では試料の取り扱いにより弱くなり、プリエンベディング法では立体障害 (steric 

hindrance)により弱くなる。さらに、脱水や樹脂包埋の工程により、細胞内の詳細な構造

が影響を受ける可能性がある。樹脂包埋の影響を減らすための方法が検討されてきたが、

その中で樹脂包埋工程の前に固定を行った後に水溶性レジンを用いる方法が開発された

(Bennett et al., 1976) 。 

樹脂包埋をする場合は包埋後のどこかで薄切することが必須であるため、連続切片を形

成する以外は観察できる領域が 20 – 700 nm の厚さに限定されていた(Rieder, 1981) 

(Sjostrand, 1958) (Toida et al., 1996) 。あるいは、３次元的な再構成を行うためにトモグ

ラフィーが用いられてきた。 (Hoenger and Bouchet-Marquis, 2011) (McEwen and Marko, 

2001) 。培養基板に平行な方向の薄切は、細胞のつながりや細胞末端構造などを調べるた

めに重要であるが、広がったニューロンなどを観察する際には高いスキルが必要である。 

環境セルを用いた TEM (Abrams and McBain, 1944) (Daulton et al., 2001) (de Jonge 

and Ross, 2011) (de Jonge et al., 2009) や環境セルを用いた SEM (EC-SEM) (Thiberge et 

al., 2004a) により、液体中の試料を観察できる。これらの方法では、試料は電子線を透過

する薄膜でシールされたカプセルの中に配置された上で観察される。これの活用は、電顕

用のリガンドやアフィニティーラベルの分野にて、意義深いブレークスルーをもたらした。 

しかしながら、環境セルの小さな試料ホルダーは、培養できる細胞、および、おそらく

実験中のラベルと洗浄の効率も限定している。環境セルと走査透過電顕(STEM)を組み合わ
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せることにより、de Jongeらは COS7細胞の EGFレセプターに結合した 10 nm金粒子付

きの EGFの分布を可視化するのに成功した(de Jonge et al., 2009)。さらに、Thibergeら

は、ストレプトアビジンを結合した 0.8 nmのナノゴールドで HeLa細胞のミトコンドリア

をラベルし、銀で増感した後、環境セルと SEMを用いて観察した(Thiberge et al., 2004a)。 

近年、correlative microsocpyのために、環境セルと電顕を蛍光顕微法と組み合わせるこ

とが行われるようになってきた(Dukes et al., 2010) (Nishiyama et al., 2010) 。また、蛍光

像とより高分解能の電顕像を比較するために、蛍光体とナノゴールドの両方のラベル 

(FluoroNanogold™)を有する抗体やプローブ(Powell et al., 1997) (Robinson and Vandre, 

1997) 、蛍光する量子ドット(quantum dots) (Giepmans et al., 2005) (Smith and Nie, 

2009) 、および、蛍光コンバージョンプロトコル(Gaietta et al., 2002) などの２重ラベル

法が開発されたきた。 

大気圧 SEMにより、correlative microsocpyの応用が増えると期待される。多少の試料

前処理は必要であるが、プリエンベディングにおける立体障害を除き、今日の免疫電顕の

様々な問題を解決できる可能性がある。本研究では、大気圧 SEMでどのような画像が得ら

れるか、および、特別なラベリング法の効率について調べた。また、各種の測定例により、

大気圧 SEMの correlative microsocpyとしての有効性を検討した。既存の培養細胞を用い

て、カルシウムセンサーである STIM1、２つの主要な細胞骨格タンパク質、および、小胞

体(ER)におけるシャペロン活動に伴うジスルフィド結合形成触媒と名付けられた protein 

disulfide isomerase (PDI) (Kaiser et al., 2007)の局在を可視化した。さらに、初代培養し

た神経細胞のニューロンにおける成長円錐内の F アクチンとチュブリン、および、シナプ

スを可視化した。 

 

 

3.4.2 実験方法 

 

3.4.2.1 細胞培養と固定 

COS7と Hela細胞は、10%の BSAと 100 µg/mlのカナマイシンを含むダルベッコの修

正イーグル培養液を用いて、直接薄膜ディッシュの SiN薄膜上で、5% CO2インキュベータ

ーを用いて 37℃で培養した。ヒト T細胞である Jurkat E-6.1細胞は、ポリ Lリジン(シグ

マ)でプリコートした薄膜ディッシュの上で、10%の BSAと 100 µg/mlのカナマイシンを含

む RPMI 1640培養液の中で培養した。 

17 日目のマウス脳からの海馬細胞は、若干の修正をしたが、既報と同様の方法で培養し

た (Ebihara et al., 2003) 。簡単に記載すると、EGFP-PSD-Zip45 (ホーマー1c)の遺伝子を

導入したオスのマウスを野生のメスのマウスと交尾させ、17 日目の胎児を取り出し、蛍光

解剖顕微鏡下で導入遺伝子が発現していることを確認した。海馬のニューロンは、10% 

FBS-DMEM培養液の中で培養し、培養開始 4hから 1日後に Gln (0.5 mM), B-27 (GIBCO)
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を含む神経基本培養液 (Neurobasal medium; GIBCO)に交換した。薄膜ディッシュは、事

前にポリ Lリジンでコートした。 

光顕で観察する前に細胞を PBS で洗浄し、すぐに PBS 中の 4%パラホルムアルデヒド

(PFA)を用いて室温で 15分固定した。STIM1の実験で用いた COS7と Jurkatヒト T細胞

については洗浄を省略した。培養温度に近い室温での固定 (洗浄)により、4℃での固定にみ

られる細胞の収縮を最小限にすることができる。細胞を穿孔しラベルした後に、室温で 1%

グルタールアルデヒド(GA)に 15分間浸漬することによりさらなる固定を実施した。 

 

3.4.2.2 発現系の構築、遺伝子導入、および、Ca2+貯蔵庫の欠乏 

C末端に FLAGタグのついたマウスの cPMV-tag4Bベクター中の STIM1は、森 泰生 博

士(京都大学)にご提供いただいた。COS7細胞は、薄膜ディッシュの上で直接培養し、リポ

フェクタミン 2000 (インビトロジェン)を用いた 0.45 µg/cm2の STIM1 コンストラクト(宿

主細胞(ここでは COS7 細胞)内に異種遺伝子を発現するために遺伝子を切り貼りしたもの)

を製造者のマニュアル通りに遺伝子導入し 24時間培養した。Ca2+を欠乏させるために、最

初に細胞を室温で 10分間 PBS中の 0.9 mM CaCl2で処理し、次に Ca2+イオンポンプの阻

害剤である 0.5 mM のエチレンジアミン四酢酸 (EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid) 

と 2 µM のカプサイシン(Calbiochem)の中で PBSを溶媒として 15分間処理した。コント

ロールの細胞は、0.9 mM の CaCl2が入った PBS中に保管した。処理の後で、細胞をすぐ

に PBS中の 4%パラホルムアルデヒドで固定した。 

 

3.4.2.3 免疫ラベル 

固定細胞を、PBS 中の 0.1%あるいは 0.5%のトライトン X-100 で 15 分間穿孔した。洗

浄した後、非特異的結合をブロックするため、PBS中の 1%スキムミルクで 30分間処理し

た。一次抗体でラベルするために、ブロッキング溶液に抗体あるいはファロイジンを加え

て培養した。 

抗体として、マウスの抗チュブリン抗体 (Invitrogen, ブロッキング溶液中に 0.5 – 4 

µg/ml)、マウスの抗 PDI 抗体 (Invitrogen, 1/200 – 1/400 に希釈)、および、ウサギの抗

STIM1 (C 末端)抗体 (シグマアルドリッチ、1/200 希釈)を用いた。F-アクチンをラベルす

るために、ファロイジン-ビオチン (シグマアルドリッチ, 4 µg/ml)を用いた。 

２次ラベルのために、細胞を PBSで洗浄した後、ウサギあるいはマウスの IgGに対する

Fab’に 1.4 nm のナノゴールドと蛍光アレクサフルオロ色素の両方が結合(フルオロナノゴ

ールド、ナノプローブ社、ブロッキングバッファーで 1/100 – 1/8000に希釈)したヤギの抗

体とともに保持した。蛍光の波長は、目的に応じて 488 nmあるいは 594 nmとした。ファ

ロイジン-ビオチンラベルした試料は、1.4 nmのナノゴールドとアレクサ 594の両方を結合

したストレプトアビジン(フルオロナノゴールド、ナノプローブ社、1/50希釈)とともに保持

した。 



82 
 

他の蛍光体を用いた対比ラベルのために、試料を最初にマウスの抗 PDI 抗体で、次にア

レクサフルオロ 488を結合した抗マウス IgG (インビトロジェン、1/500-1/1000希釈)の中

で保持した。核の蛍光ラベルのために、25 ng/mlの DAPIで 15分間染色した。抗体の結合

は、蛍光顕微鏡で確認した。結合した抗体は、室温で 15分間 PBS中の 1%グルタールアル

デヒドで固定した。 

２重蒸溜した水(DDW)で洗浄した後、ナノゴールドを室温で 5分間GoldEnhance EM (ナ

ノプローブ社)を用いて増感した。そして、細胞を大気圧 SEMで観察した。 

 

3.4.2.4 重金属染色 

エピトープの周囲の細胞部分を詳細に可視化するために、金でラベルした細胞を PBS中

の 2%タンニン酸で 20 分間処理した。DDW で洗浄した後、2%の酢酸ウランで 20 分間染

色し、0.4%の水酸化ナトリウム中の 0.4%クエン酸鉛の中でさらに 5分間染色した。 

 

3.4.2.5 大気圧 SEM による観察 

観察には、光顕・大気圧 SEM複合システムを用いた。大気圧 SEM観察の際には、ラジ

カル消去剤として 10 mg/ml (w/v) のアスコルビン酸を含む PBSの中に試料を配置した。

ランディングエネルギーは 30 keV とした。10 万倍におけるピクセルレートは、0.06 

ms/pixelである。 

 

3.4.2.6 コンフォーカルレーザー顕微鏡による観察 

コンフォーカル蛍光画像は、488 nmのアルゴンイオンレーザーを光源にフルオロビュー

コンフォーカルレーザー走査顕微鏡 (オリンパス)を用いて測定した。オプティカルスライ

スのステップは、0.44 µmとした。20倍の水浸対物レンズ(NA: 1.0)を用いた。 

 

 

3.4.3 結果および考察 

 

3.4.3.1 チュブリンをターゲットにした溶液中の免疫ラベル 

採用した２重ラベルを最適化するため、COS7細胞に豊富にあるマイクロチュブルを可視

化することを試みた。薄膜ディッシュの上で直接培養した細胞を固定し、穿孔し、抗チュ

ブリンの一次抗体、そして蛍光体と 1.4 nmのナノゴールドを結合した二次抗体でラベルし

た(図 3.4.1) (Powell et al., 1997) 。二次抗体がついたことを蛍光顕微鏡で確認(図 3.4.2 (a))

した後に、オートメタログラフィー(autometallography)を用いた金増感によりナノゴール

ドの直径を増加した(図 3.4.1, 図 3.4.2 (b)-(d)) (Powell and Heinfeld)。ラベルしたマイクロ

チュブルは光学顕微鏡を用いて緑色の蛍光を認識した後で(図 3.4.2 (a))、低倍率の大気圧

SEM で細胞の中心から周辺に向けた白いラインとして簡単に観察することができた(図
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3.4.2 (b))。より高い倍率では、ラインはビーズ状になり、並んだ金の堆積物により形成さ

れていた(図 3.4.2 (c), (d))。細胞質における孤立した堆積物は、自由なチュブリン分子、あ

るいは、非特異的な信号と思われる。大気に開放された薄膜ディッシュにより、効率的な

ラベリングと洗浄が可能であるため、これらのステップは数時間で完了できる。 

 

 
図 3.4.1 ２重ラベルを用いた免疫染色法の模式図。コート付あるいは無の薄膜ディッシュ

の上で細胞を培養し、固定し、トライトン X100で穿孔した。次に、一次抗体でエピトープ

をラベルした。この一次抗体を、さらに蛍光とナノゴールドの両方が結合した Fab'の二次

抗体でラベルした。蛍光を光顕で観察した後、抗体をグルタールアルデヒドで再度固定し、

ナノゴールドを金増感で大きくした。このようにして、蛍光観察した試料を大気圧 SEMで

観察した。 

 

 

次に、上記の実験を、免疫ラベルで良く用いられる銀増感で行った(Takizawa et al., 1998) 

(図 3.4.2 (e)-(h))。比較をすると、金の方が銀の場合よりもシャープで強い信号が得られた。

BSE 強度は試料の原子番号と密度に依存するが、金の方が原子番号と密度が大きいためと

推測される。また、Powellと Hainfeld (2002)が報告したように、背景信号も金の方が少な

かった(Powell and Heinfeld) 。これらの理由から、この後の実験で金増感を用いることに

した。 
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図 3.4.2 光顕と大気圧 SEM で観察したマイクロチュブルの分布。COS7 細胞を抗チュブ

リン抗体でラベルした上で、アレクサ 488 (緑)とナノゴールド(白)の両方を結合した二次抗

体でラベルした。(a) 蛍光顕微鏡像。核を DAPI (青)で染色した。(b) 金増感した後の大気

圧 SEM像。細胞質におけるマイクロチュブル繊維を明瞭に観察できた。(c) (b)の四角領域

の拡大図。エピトープを、バックグラウンドノイズの少ない金の堆積物として観察できた。

(d) (c)の四角領域の拡大像。エピトープは、並んだビーズ状に観察された。(e-h) 上記観察

を、銀増感で行った実験結果。(e) DAPI染色のない蛍光光顕像。(f-h) 大気圧 SEM像。金

増感による堆積の方が、銀増感の場合と比較して、均一でありバックグラウンドが低かっ

た。図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

3.4.3.2 ２重タグがついたプローブの細胞浸透性 

比較的大きな蛍光体とナノゴールドによる免疫ラベルは、細胞の膜システムを通した拡

散が不十分なために、細胞表面近傍が優先的にラベルされる可能性がある。固定、穿孔し

た COS7 細胞で均一なラベルが実現されていることを示すために、コンフォーカル顕微鏡

を用いて、フルオロナノゴールドでラベルした場合、および、より小さな蛍光ラベルのみ

の場合を比較した(図 3.4.3 (a), (b))。いずれの実験においても、蛍光ラベルされたフィラメ
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ントが細胞内の各レイヤーに同じように分布しており、細胞内においていずれのプローブ

も十分に拡散していることが示唆された。 

 

 

図 3.4.3 細胞内における２重タグのついた抗体の３次元的な分布。２重タグのついた比較

的大きな抗体が 0.1%のトライトンX-100で穿孔した穴を通って核近傍のエピトープに到達

できることを確認するため、COS7 細胞を抗チュブリン抗体でラベルした後、２重タグ(ア

レクサ 488 とナノゴールド)のついた二次抗体、および、蛍光タグのみ(アレクサ 488)がつ

いた二次抗体でラベルした。(a,b) 細胞の基底(第一列)からトップ(第六列)の共焦点顕微鏡像。

それぞれのスライスの厚さ(zのステップに対応)は 0.44 µmである。(a) 蛍光タグのみがつ

いた二次抗体でラベルしたもの。(b) 蛍光とナノゴールドの２重タグがついた二次抗体でラ

ベルしたもの。細胞内の各層で、２種類の異なる二次抗体の分布は類似であった。(b)の矢

印頭と矢印は、それぞれ SiN 膜から離れた所にある細長いあるいは丸まったマイクロチュ

ブルに対応する。(c,d) 標準的な蛍光顕微鏡で観察した細胞全体。(c) 蛍光タグのみがつい

た二次抗体でラベルしたもの。(d) 蛍光とナノゴールドの２重タグがついた二次抗体でラベ

ルしたもの。(c)と(d)で、エピトープに結合した二次抗体の分布は類似であった。(e) (d)に

対応する大気圧 SEM像。(f) (e)の四角領域の高倍率像。(g,h) (f)の四角領域の高倍率像。(f,g)

の矢印頭は(b)の矢印頭に対応し、SiN 薄膜から離れた所にあるマイクロチュブルである。

(f)の矢印は(b)の矢印に対応し、SiN 薄膜から離れた所にあるマイクロチュブルが丸まった

構造物である。図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 
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Elsevier。 

 

 

さらに、図 3.4.3 (f)-(g)に示すように、大気圧 SEM で基板の少し上にある２つのマイク

ロチュブル構造（白い矢印頭と矢印）を観察できる。これらは図 3.4.3 (b)の２段目と４段目

の列にある白い矢印頭と矢印に対応する。明瞭な丸い構造（矢印）は、図 3.4.3(b)の上の３

つの画像を除いて全てで観察できる。これは、細胞の底から 1.3 µm厚さの位置に対応する。

従って、大気圧 SEM像(図 3.4.3 (f)-(g))とコンフォーカル顕微鏡像(図 3.4.3 (b))の比較によ

り、ランディングエネルギーが 30 keVの大気圧 SEM観察で、少なくとも 1.3 µm以上の

深さまで観察できることがわかった。これは、3.2.3.4 に記載したランディングエネルギー

が 20 keVの場合においても、SiN薄膜から厚さが 2-3 µmの位置を観察できるという実験

結果と矛盾しない。予想されたように、薄膜ディッシュの SiN 薄膜から離れた位置におけ

る構造からの信号はぼけているのに対し(図 3.4.3 (f), (g))、 薄膜に近いところの構造からの

信号はクリアである (図 3.4.3 (h))。 

 

3.4.3.3 アクチンフィラメント 

固定・穿孔した HeLa 細胞内の F-アクチンを、免疫プローブではなく、ビオチンタグを

つけたファロイジンでラベルした。ビオチンを、さらにナノゴールドと蛍光タグがついた

ストレプトアビジンでラベルした。光顕による蛍光シグナルの観察で、細胞の中心に大き

な F-アクチンのバンドルがあり、それが細胞の周囲に向かって伸びていた(図 3.4.4 (a))。こ

れは、ストレスファイバーと思われる。また、細胞の周囲には、F-アクチンの細いヒモが

あった(図 3.4.4 (a))。同様な構造は同じ倍率で大気圧 SEMでも観察可能であり(図 3.4.4 (b))、

さらに高い倍率で取得した画像からより詳細な構造が認識された(図 3.4.4 (c)-(f))。すなわち、

太いバンドルのまわりのデリケートな構造が観察できて(図 3.4.4 (c), (d))、また、細胞周囲

の細いフィラメント構造も観察できた(図 3.4.4 (e), (f))。 
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図 3.4.4 フィラメント状のアクチン(Fアクチン)の光顕と大気圧 SEM像。HeLa細胞の F

アクチンを、ファロイジン-ビオチンでラベルし、さらにアレクサ 488とナノゴールドが結

合したストレプトアビジンでラベルした。(a) 細胞の蛍光顕微鏡像。アクチンストレス繊維

のバンドルが顕在化された。(b) 細胞の大気圧 SEM像。(c) (b)の四角領域の高倍率像。(d) (c)

の四角領域の高倍率像。アクチン繊維が観察された。これらは、ファロイジンの低いラベ

ル効率のため、ドット線として示された。(e,f) 大気圧 SEM で観察した細胞端近くの F ア

クチンの繊維構造。図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 

Elsevier。 

 

3.4.3.4 PDI を用いた小胞体の観察 

次に、込み入った構造の小胞体を可視化することを試みた。小胞体を、小胞体のルーメ

ン(ER lumen) に局在することが知られている protein disulfide isomerase (PDI)に対する

マウスの抗体でラベルし(Kaiser et al., 2007) 、さらに２重タグのついたマウス IgGに対す

る二次抗体でラベルした。光顕観察では、小胞体は核の周囲で豊富であり、細胞の周辺領

域にはあまりなかった (図 3.4.5 (a))。低倍率の大気圧 SEM像からは類似の情報が得られる

が(図 3.4.5 (b))、高倍率の大気圧 SEM像では細胞質に広がるネット状の構造を明らかにす

ることができた(図 3.4.5 (c))。また、ネット構造の細かい分岐を細胞の周囲で観察できた(図

3.4.5 (c), (d))。これらのラベルは可溶性のタンパク質である小胞体のルーメンに局在するた

め、これらの結果はトライトン X-100を用いた COS7細胞の穿孔によりラベルが細胞内を
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通って小胞体に入ることを示唆する。 

細胞をさらに重金属で染色した。2%タンニン酸、2%酢酸ウラン、そして最後に 0.4%の

クエン酸鉛を用いた(図 3.4.5 (e), (f))。大気圧 SEM観察では、図 3.4.3 (g)に示すように金属

染色は弱いコントラストで外縁があいまいであるが（白の矢印頭）、金の堆積物は高いコン

トラストでシャープであるとともに外縁がはっきりとしている（白矢印）。ただし、金の堆

積物が薄膜ディッシュの SiN膜から離れた位置にあると、ぼやけて見える(例えば、図 3.4.3 

(g) 白の矢印頭)。細胞の外形が重金属の対比染色で明瞭に可視化され、核が強く染色され

た(図 3.4.5 (e))。増感した金粒子で小胞体を識別することが可能であるとともに、それを取

り囲む入り組んだ構造も観察できた(図 3.4.5 (f))。 

 

 

図 3.4.5 光顕と大気圧 SEMで観察した小胞体。COS7細胞を抗 PDI抗体でラベルし、さ

らに２重タグのついた二次抗体でラベルした。(a) ラベルした細胞の光顕像。(b) 金増感し

た後の大気圧 SEM像。(c) (b)の四角領域の高倍率像。(d) (c)の四角領域のより高倍率な像。

細い網の目のような(web-like)構造が観察された。(e) (b)の画像を取得した後に、酢酸ウラ

ンとクエン酸鉛で対比染色を行った細胞の大気圧 SEM像。細胞の端を観察できる。(f) (d)

に対応する対比染色後の大気圧 SEM 像。矢印は金の堆積物、矢印頭は重金属染色を示す。

図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

3.4.3.5 Ca2+の貯蔵による STIM1 分子の集合 

STIM1 は、小胞体のカルシウム放出により活性化されるチャネル (CRAC: the 

calcium-release-activated calcium)の Ca2+のセンサー部分である。Ca2+が欠乏すると、プ

ラズマ膜に結合している Orai1 と高次の複合体を形成し、細胞表面近傍の点に集まると信

じられている。STIM1の集合は、蛍光顕微鏡により円形の集点として観察されてきた(Baba 
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et al., 2006) (Liou et al., 2005) (Mercer et al., 2006)。STIM1分子を COS7細胞に発現さ

せた上で、細胞をカプサイシンがある状態とない状態で培養した。カプサイシンは、Ca2+

ポンプの阻害剤で Ca2+の蓄積を欠乏させる。 

細胞を固定し、穿孔し、STIM1に対する抗体でラベルした後に、二重のタグがついた２

次抗体でさらにラベルした。Ca2+の貯蔵庫が欠乏していなければ、STIM1はネット的な構

造でまばらに分散していた(図 3.4.6 (a), (b))。これは、PDIに対する抗体を用いた比較ラベ

ルにより示された小胞体の分布から予測されたものである。 

より高い倍率での画像から、小胞体の網目構造の太いチューブと細い枝の両方に STIM1

が分布していることが示唆された。(図 3.4.6 (c)). これは、対比染色により明らかにされた

小胞体とそれを取り囲む構造により確認された。(図 3.4.6 (e), (f)). 

 

 

図 3.4.6 Ca2+の貯蔵庫の欠乏に対応した STIM1 の動的な再配置。STIM1 を発現させた

COS7細胞について、カプサイシン処理を行った上で、あるいは、行わずに固定した。これ

らの細胞を穿孔し、抗 PDI のマウス抗体、および、抗 STIM1 ウサギ抗体でラベルした。

さらに、アレクサ 488(緑)が結合した抗マウス IgG抗体、および、アレクサ 594(赤)とナノ

ゴールドが結合した抗ウサギ IgG抗体を用いてラベルした。(a-f) カプサイシン処理を行っ

ていない細胞の光顕像および大気圧 SEM像。(a) 蛍光顕微鏡による STIM1の分布。(d) 蛍

光顕微鏡による PDIの分布。(b) (a)の視野に対応する大気圧 SEM像。(c) (b)の四角領域の

高倍率像。(e,f) それぞれ(b,c)の視野に対応する対比染色を行った後の大気圧 SEM 像。対
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比染色は、(b,c)の観察後、酢酸ウランとクエン酸鉛で行った。(g-n) カプサイシン処理を行

った細胞の光顕像および大気圧 SEM像。(g) 蛍光顕微鏡による STIM1の分布。(k) 蛍光顕

微鏡による PDIの分布。(h) (g)の視野に対応する大気圧 SEM像。(i) (h)の四角領域の高倍

率像。(j) (i)の四角領域のより高倍率な像。(l-n) それぞれ(h-j)の視野に対応する対比染色を

行った後の大気圧 SEM像。対比染色は、(e,f)と同様に行った。図は許可を得た上で転載: ref 

(Maruyama et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

貯蔵庫が欠乏しているときは、これまでに報告されているように、STIM1分子は蛍光の

大きなスポットとして小胞体の上に観察された(図 3.4.6 (g)), (Liou et al., 2005) 。大気圧

SEM は、点が STIM1 の複数の焦点を持った分布であることを示した。予測とは異なり、

集点は単なる球形の凝集ではなく、金の堆積物が示すようにベルトのような一次元のヒモ

であった。(図 3.4.6 (h)-(j)). これらのヒモは、しばしば互いに繋がっており、幅 100 nm, 長

さが最大 2 µmの様々な形の微細なネットワークを形成していた(図 3.4.6 (j))。対比染色に

より、小胞体の分布とエピトープまわりの構造が可視化された(図 3.4.6 (l)-(n))。相関蛍光

顕微法は、Ca2+貯蔵庫が欠乏している場合とそうでない場合で、PDI が同じように細胞内

で分布していることを示した (図 3.4.6 (d), (k))。 

上記の実験において、STIM1の過剰発現による影響の可能性を避けるために、ヒト T細

胞である Jurkatにおいても固有な STIM1の局在を観察した。細胞は COS7の場合と同様

に処理をしたが、対比染色は行わなかった。貯蔵庫が空の場合、STIM1は網目状のパター

ンに分布し(図 3.4.7 (a)-(d))、COS7細胞に過剰発現させた STIM1の場合と類似であった。

貯蔵庫の欠乏に反応して、光顕では STIM1分子が細胞内でほぼ全て一点に凝集していた(図

3.4.7 (e))。凝集は、大気圧 SEMでより詳細に観察することができて(図 3.4.7 (f)-(h))、中間

的な倍率で焦点のカラム(円柱、縦列)が明らかにされた(図 3.4.7 (g))。これらのカラムの中

で、金の堆積物は球状に凝集するだけでなく、多くのターンを持つ一次元のヒモのようで

あった(図 3.4.7 (h))。凝集のパターンは、STIM1を過剰発現させた COS7細胞の場合と類

似であった(図 3.4.6 (j))。 
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図 3.4.7 遺伝子操作していない Jurkat T 細胞における Ca2+の貯蔵庫の欠乏に対応した

STIM1の動的な再配置。Jurkat T細胞をカプサイシン処理した上で、あるいは、処理せず

に固定した。これらの細胞を穿孔し、抗 STIM1抗体でラベルした。さらに、アレクサ 488(緑)

とナノゴールドが結合した二次抗体を用いてラベルした。(a-d) カプサイシン処理を行って

いない細胞の光顕像および大気圧 SEM 像。(a) 蛍光顕微鏡による STIM1 の分布。(b) (a)

の視野に対応する大気圧 SEM像。(c) (b)の四角領域の高倍率像。(d) (c)の四角領域のより

高倍率な像。(e-h) カプサイシン処理を行った細胞の光顕像および大気圧 SEM 像。(e) 蛍

光顕微鏡による STIM1の分布。(f) (e)の視野に対応する大気圧 SEM像。(g) (f)の四角領域

の高倍率像。(h) (g)の四角領域のより高倍率な像。Ca2+貯蔵庫の欠乏に対応して、遺伝子操

作を行なっていない T細胞の STIM1タンパク質は、球形に集積するだけでなく、多くのタ

ーンを持つ一次元状に集積した。集積のパターンは、STIM1を過剰発現させた COS7の場

合と類似であった。図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 

Elsevier。 

 

3.4.3.6 初代培養したニューロンにおける成長円錐の Fアクチンとチュブリン 

薄膜ディッシュは CO2インキュベーターの中に配置することにより、環境セルと比較し

て体積が大きくかつ大気に解放されているため、ニューロンなどのデリケートな細胞を安

定に培養できる。成長円錐における F アクチンとチュブリンの詳細な局在を決定するため

に、ホーマー1c に EGFP(蛍光タンパク質)を組み込んだ遺伝子改変マウスから海馬のピラ

ミダルニューロンを分離し、ポリエルリジンをコートした薄膜ディッシュの上で培養した。 

遺伝子改変マウスにおける蛍光タンパク質を組み込んだホーマー1c は、遺伝子を改変し

ていないワイルドタイプのホーマー1c タンパク質複合体と同じ位置に集積することが知ら

れている(Ebihara et al., 2003) (Gasperini et al., 2009) 。位相差光顕、蛍光顕微鏡、大気

圧 SEMで細胞を観察した(図 3.4.8)。最初に蛍光顕微鏡を用いて、Fアクチンあるいはチュ

ブリン(Alexa 594: red)と EGFP-ホーマー1c (green)の関係を調べた(図 3.4.8 (b),(c)に Fア

クチンを示し、(g),(h)にチュブリンを示す)。葉状仮足の多い in vitroで培養した４日目の若

いニューロンにおける成長円錐(図 3.4.8 (a), (f))では、Fアクチンは葉状仮足全体に分布し
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ており(図 3.4.8 (b)と(c)の明るい赤)、そこではマイクロチュブルが軸索の骨格に集中してい

た(図 3.4.8 (g), (h))。ホーマー1cは、これら２つの領域の間の緑のバンドに集中していた(図

3.4.8 (c))。大気圧 SEMの高倍率観察では、Fアクチンがホーマー1cの局在しているバンド

から葉状仮足の端まで広がっているのがわかり(図 3.4.8 (d))、これは蛍光顕微鏡の画像(図

3.4.8 (c))に良く一致する。全体的な印象として、フィラメントは自転車のスポークのように

放射状であり、それらの間ではシグナルは弱かった(図 3.4.8 (e))。Fアクチン分布の一部は

ホーマー1c に重なっており、そこでは黄色の蛍光となっていた。大気圧 SEM によるアク

チン繊維の配置(図 3.4.8 (e))から、アクチンのスポークはおそらくホーマー1cのバンドを垂

直に横切っていると思われる。 
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図 3.4.8 海馬の初代培養細胞の成長円錐における Fアクチンとチュブリンの分布およびホ

ーマー1c との関係。(a,f) EGFP(緑色蛍光タンパク質)をホーマー1c に発現させた４日目の

遺伝子改変マウスの成長円錐の位相差光顕像。(b-e) ファロイジン－ビオチンでラベルし、

さらにアレクサ 594とナノゴールドを結合したストレプトアビジンで二次ラベルした Fア

クチンの分布を示す光顕像および大気圧 SEM像。(b) 蛍光顕微鏡で観察した Fアクチンの

概略分布。(c) (b)の四角領域の高倍率像。ファロイジンによるラベル(赤)では、成長円錐の

周囲(葉状仮足)および神経突起の骨格に Fアクチンが観察された。ホーマー1c(緑)は、薄板

のより中央に近い領域に Fアクチンとともに存在した(黄緑)。(d) 大気圧 SEMで観察した



94 
 

Fアクチンの分布。(e) (d)の四角領域の高倍率像。Fアクチンのバンドルが、薄板の周囲方

向に伸びていた。(g-j) 抗チュブリン抗体、および、アレクサ 594とナノゴールドを結合し

た二次抗体でラベルしたチュブリン分布の光顕像と大気圧 SEM像。(g) 蛍光顕微鏡で観察

したチュブリンの概略分布。(h) (g)の四角領域の高倍率像。成長円錐の骨格に、チュブリン

の蛍光(赤)が観察される。ホーマー1c (緑)は、チュブリン骨格のまわりに集まっている。(i) 

大気圧 SEM で観察したチュブリンの分布。(j) (i)の四角領域の高倍率像。チュブリンの幹

は、マイクロチュブルの束である。チュブリンの幹のまわりに、金粒子の堆積が少し観察

される。図は許可を得た上で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

一方上記したように、マイクロチュブルは成長円錐の周辺部には分布しておらず、細胞

の本体から円錐の首の部分に伸びるバックボーンに蓄積しており、それは散乱したホーマ

ー1cタンパク質に囲まれている (図 3.4.8 (g), (h))。大気圧 SEMでは、マイクロチュブル

は繊維の束として可視化される(図 3.4.8 (i))。また、バックボーンの周囲には孤立したチュ

ブリン分子が存在していた(図 3.4.8 (j))。ただし、これらの信号が、結合してないタンパク

質やバックグラウンドノイズに起因しているのではなく、繊維からのものと断定すること

は難しい。 

 

3.4.3.7 シナプスの Fアクチンとチュブリン 

２週間の培養の後にシナプスが形成され(図 3.4.9 (a), (e))、樹状突起が太い神経突起とし

て認識された。この神経突起には、シナプスのスパインにあるシナプス後肥厚部 

(postsynaptic density (PSD)) に EGFPの緑の点がついている (図 3.4.9 (b), (f))。これらは、

ホーマー1c/EGFP の蛍光をシナプス後マーカー (postsynaptic marker)として用いられる

ことを示唆する。その他の ホーマー1cからの信号はずっと弱かった。Fアクチンは、樹状

突起の周囲に蓄積した。例えば、ホーマー1cのない糸状仮足的な構造(図 3.4.9 (b), 四角 C)、

および、ホーマー1cが蓄積した近くのシナプス的な構造(図 3.4.9 (b), 四角 D)に蓄積した。

大気圧 SEM ではより高い空間分解能が得られるため、糸状仮足やシナプスにおける F-ア

クチンの局在をより正確に可視化できる。細い糸状仮足的な分岐は F-アクチンバンドルか

らなり (図 3.4.9 (c))、シナプスのボタンおよびスパインはアクチンのより複雑な構造の骨

組みの上にあった(図 3.4.9 (d))。これに対し、マイクロチュブルは樹状突起の幹の部分に密

なファイバーとして蓄積されており、スパインや糸状仮足への蓄積はほとんど観察されな

かった(図 3.4.9 (e), (f))。マイクロチュブルは、ホーマー1cの蓄積から完全に離れていた。

すなわち、赤と緑は画像において離れていた。図 3.4.9 (f)における四角の上部領域の黄色は、

おそらく樹状突起の上部に直接ホーマー1c が蓄積していることによると思われる。大気圧

SEMにより観察された金の信号は、多数のマイクロチュブルからななるバンドルがそれぞ

れの樹状突起の幹において骨格 (backbones)を形成していることを示唆する (図 3.4.9 
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(g)-(k))。これらのマイクロチュブルのバンドルは直径がそれぞれ異なるようであり、樹状

突起のサイズに比例して大きくなることが明らかであった。マイクロチュブルのバンドル

に沿った強い緑の蛍光は、軸索 (axon)が樹状突起 (dendrite)とシナプスを形成する場所を

示す(図 3.4.9 (f))。 

大気圧 SEMによるこれらの領域(図 3.4.9 (f)の四角の中の緑)の観察により、前シナプス

と後シナプスのシナプス末端において、チュブリンの蓄積が少ないことが明らかになった

(図 3.4.9 (g))。重金属を用いた対比染色で、弱いチュブリンの信号を取り囲むスパイン状の

外形、および、左側から軸索がマイクロチュブルの束に接合するのを観察できた (図 3.4.9 

(h))。さらに、細い内部のチュブリン繊維をマーカーとして、電顕だけで観察できる極めて

細い軸索を見出した(図 3.4.9 (i)の矢印頭)。この軸索(図 3.4.9 (i)と(j)の矢印)は、図 3.4.9 (f) 

(白の四角 i)の蛍光顕微鏡で示される樹状突起(図 3.4.9 (i)と(j)の矢印)に達しており、シナプ

スを形成していた。 
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図 3.4.9 シナプスにおける Fアクチンとチュブリンの分布。海馬の初代培養細胞を薄膜デ

ィッシュ上で２週間行った後に固定した。(a,e) 位相差像。成長したシナプスが形成されて

いた。(b) (a)の四角領域の蛍光顕微鏡像。細胞内では、Fアクチン(赤)は糸状仮足(白の四角

c)とシナプス後肥部(PSD; 白の四角 d)に観察された。ファロイジンでラベルした蛍光顕微

鏡像では、糸状仮足やスパイン内の F アクチンの細かい構造を解析することはできなかっ

た。(c) 糸状仮足内の F アクチン分布の大気圧 SEM 像((b)の四角 c に対応)。(d) ボタンお

よびスパインにおける複雑な Fアクチンのネットワークを示す大気圧 SEM像((b)の四角 d

に対応)。(f) (e)の四角領域の蛍光顕微鏡像。ホーマー1cの蓄積(緑)は後シナプスのマーカー

であり、シナプスが形成されていることを示す。樹状突起の幹にチュブリン(赤)が蓄積され

ているが、ホーマー1c(緑)で示されているスパインには蓄積されていない。(g) (f)の四角 g

に対応する大気圧 SEM像。シナプス領域に、少しチュブリンがあることが示された。(h) (g)

に対応する領域について、酢酸ウランとクエン酸鉛を用いて対比染色を行った後の大気圧

SEM像。シナプスの外観(スパインとボタン)が顕在化された。(i) (f)の四角 iの領域の大気

圧 SEM像。蛍光顕微鏡では観察できない細いマイクロチュブル (矢印頭で示す軸索)が矢印

で示す樹状突起にアプローチし、シナプスを形成している。(j) (i)に対応する領域を、酢酸

ウランとクエン酸鉛を用いて対比染色を行った後に大気圧 SEMで観察した。軸索とシナプ

スの外観が示された。(k) 樹状突起の骨格の高倍率像。金の堆積が螺旋状に並んでいる。(l) 

(g, i, k)のマイクロチュブルのねじれた構造を、赤の矢印で示す模式図。図は許可を得た上

で転載: ref (Maruyama et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

より高い倍率で観察した樹状突起の骨格上の金の堆積物を図 3.4.9 (k)に示す。予測され

なかったが、これらの堆積物は図 3.4.9 (g, i, k)に対して概略的に図 3.4.9 (l)に示すように、

しばしば斜めのストライプを形成していた。これは、マイクロチュブルのバンドルが密に

螺旋状に並んでいることを示唆する。ただし、これは他の要素、例えばマイクロチュブル

のバンドルのエピトープに対する抗体の可触性(accessibility)を反映している可能性もある。 

 

3.4.3.8 議論 

本研究は、大気圧 SEMの性能を示すことに加え、生体システムについての情報を得るこ

とを目的として行った。試料処理によるネガティブな点、例えば化学固定による細胞の収

縮、サイズに依存した透過性によるバイアスのかかったラベリングなどは見出されなかっ

た。また、構造が入り組んだ小胞体の表面について、大気圧 SEM で Ca2+の蓄積作用によ

る STIM1のネットワークが可視化され、これらは分子の側面同士の結合により形成される

ことが示唆された(図 3.4.6, 図 3.4.7)。この結合は、アミノ酸配列から結論された STIM1

の非対称な形状と矛盾しない。このヒモ状の形態は過剰発現した細胞だけでなく(図 3.4.6)、

過剰発現していないヒトの T細胞でも形成されるため(図 3.4.7)、STIM1の真の生理学的特



97 
 

徴と思われる。 

 

3.4.3.9 大気圧 SEM で観察できる厚さとその意義 

大気圧 SEM観察では、SiN薄膜から特定の距離以下の細胞内構造を観察できる。Fアク

チンとチュブリンは両方とも細胞の動き、形態、細胞内小器官の局在、および生理機能に

重用であるが、これらが見えていることは観察できる深さがこれらの位置以上であること

を示す(図 3.4.2 – 3.4.4)。このため大気圧 SEMは、積み荷タンパク質や小胞を運ぶタンパ

ク質をはじめとして、細胞骨格に結合するタンパク質を含む共局在の研究に重用なツール

になると予測される。 

さらに、3.2.3.4 に記載したように、大気圧 SEM で観察できる深さはランディングエネ

ルギーを小さくすることにより浅くなるため、ランディングエネルギーが異なる複数回の

スキャンによりターゲットの深さを調べられる可能性がある。これを実現するためには、

深さを調べるためのアルゴリズムを開発する必要がある。これにより、大気圧 SEMで共焦

点レーザー顕微鏡と同様に、ある程度深さを調べらる可能性がある。ただし、両者の原理

は大きく異なる。 

3.2.3.4に記載したように、大気圧 SEMで観察できる深さは 2-3 µm以上と予測される。

図 3.4.3 (b)と(f)の比較に示したマイクロチュブルの大気圧SEMと共焦点レーザー顕微鏡の

画像の比較により、大気圧 SEMは 1.3 µmより深い場所を観察できることが示された。し

かしながら、SiN薄膜近傍の構造は明瞭に観察されるが(図 3.4.3 (h))、離れた構造はぼやけ

る(図 3.4.3 (g), 白の矢印頭)。また、式 3.2.1で計算した水中におけるビームの広がりは、

SiN薄膜から 1 µm離れた位置では 140 nm程度であり、2 µm離れた位置では 400 nm程

度である。通常の光学顕微鏡の空間分解能は 200 nm程度であるが、これよりも高い空間分

解能が得られるのは厚さ 1 µm強までである。さらに、電子顕微鏡として十分な空間分解能

が得られるのは、SiN薄膜より 500 nm程度までである。大気圧 SEMを適用する際には、

これらに留意する必要がある。 

 

3.4.3.10 大気圧 SEM と光顕の correlative microsocpy 

本研究では、２重ラベルを用いて、 in situ の免疫大気圧 SEM の correlative 

microscopy(in situ immuno-ASEM correlative microscopy)を行った。光顕・大気圧 SEM

複合システムの蛍光顕微鏡は、大気圧 SEMと比較して視野が広いために、細胞のより広い

領域を観察することが可能であり、さらに倒立 SEMを用いて高い空間分解能でタンパク質

の分布を調べることができる。これにより、まばらに分布しているエピトープを効率的に

観察することが可能であり、色の異なるタグがついた抗体を用いることにより共局在を調

べることもできる。Correlative microscopyのもう一つのメリットは、mStrawberryのよ

うな蛍光タンパク質が用いられた場合、蛍光顕微鏡でリコンビナントタンパク質（遺伝子

組み換えによるタンパク質）が発現している細胞を選んで SEM観察できることである。こ



98 
 

れは、リコンビナントプラスミドによるトランスフェクション (transfection: ウイルスな

どの核酸を細胞に取り込んで増殖させること)の効率が限定されている場合、例えば数%の

場合は特に有効である。 

蛍光とナノゴールドの両方を持つタグのついたラベル用プローブは、免疫 correlative 

microscopyに本質的に重要である。FluoroNanogold™は、以下の理由により蛍光だけをタ

グに持った場合よりも蛍光が弱いが有効である。第一に、FluoroNanogold™は Fab0 フラ

グメントを用いているため、抗体全体に蛍光体がついている蛍光体だけがついたラベルと

比較して、ひとつのプローブについている蛍光体の量が少ない(Powell et al., 1998) 。第二

に、ナノゴールドにより蛍光体の一部が消光していると考えられる(Powell et al., 1998) 。

オートメタログラフィー（電気化学反応による銀あるいは金の増感）の中で、電子線によ

る化学反応の可能性が銀の堆積物について示唆されたが、金の堆積物については不活性

(inert)かもしれない(Pohl and Stierhof, 1998) 。 

量子ドットは、半導体から構成される効率のよい蛍光タグである(Giepmans et al., 2005) 

(Smith and Nie, 2009) 。3.2節に記載したように、大気圧 SEMで量子ドットの食作用が

観察されているため、このタイプのタグを用いることにより免疫大気圧 SEMが改善される

可能性があるだろう。 

ラベルのもうひとつのトレンドは、タンパク質に付け加えたアミノ酸のシーケンスに蛍

光物質をつけて、これによりジアミノベンジン (3,3’-diaminobenzidine)を電子密度の高い

物質に変換し、さらにオスミウム酸でこれを増感する方法である(Gaietta et al., 2002) 。

この遺伝的な方法を用いた洗練された方法は、特に抗体が得られない場合に大気圧 SEMの

応用範囲を広げるだろう。 

 

3.4.3.11 液中免疫電顕を適用できる細胞と抗体 

大気に開放された薄膜ディッシュを用いることにより、環境セルと比較して２つのメリ

ットがある。ひとつは細胞の種類を選ばないことであり、もうひとつはラベリング、洗浄、

染色のサイクルを効率化できることである。図示していないが、ニューロンだけでなく様々

な細胞を薄膜ディッシュの上で培養することができた。これは、薄膜ディッシュの体積が

大きいので培養に必要な安定な環境が得られるため、および、SiN 薄膜上にコラーゲンや

フィブロネクチンを含む様々なコーティングができるためである (Sato et al., 2012) 。ラ

ベルと染色のプロセスは、単純な溶液の入れ替えだけで数時間以内に終了できる。これに

よりスループットが高くなるため、様々な条件での観察だけでなく、薬のスクリーニング

にも有効と予測される。 

大気圧 SEM観察に必要な前処理工程が全て溶液の中で行われることは、抗原と形態を保

つのに有効である。蛍光観察で免疫細胞化学 (immuno cytochemistry)に有効な 50以上の

異なる抗体を大気圧 SEMで試した。データは示していないが、これらは 100%成功であっ

た。これらの半数は、マウスのモノクロナール抗体である。この成功には、２次抗体のサ
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イズが小さいことにより、立体的な障害を最小限にできることが関係しているだろう。細

胞表面の構造も、もちろんタグと金増感で観察できる。例えば、細胞表面にあるグリカン

レセプターである CD44、および、マイコプラズマの足タンパク質である Gli349を大気圧

SEMで観察できた(Murai et al., 2011a) (Sato et al., 2012) 。全般的に、免疫大気圧 SEM

の適用性とスループットは、免疫光顕のレベルまで改善された。 

 

3.4.3.12 神経細胞ネットワーク 

培養基板に垂直な方向からの大気圧 SEMを用いた免疫顕微鏡観察により、神経回路網の

形成や神経可塑性の調査が容易になる。これは、成長円錐やシナプスのスパインを調べた

い場合に、これらのほとんどが光顕で観察するには小さすぎることから特に有効である(図

3.4.9に示したとおりである)。Fアクチンは、それに結合している関連タンパク質とともに、

成長円錐の成長方向に重要な役割を果たし回路網を制御する(Jang et al., 2010) (Kodama 

et al., 2004) 。カルシウムの流入は成長円錐の運動を制御し(Gasperini et al., 2009) 、ま

た、タンパク質のホーマーファミリーがカルシウムのシグナル伝達に関与していると思わ

れる(Worley et al., 2007) 。カルシウムの流入はホーマー1c をホーマー1aに置き換えるの

を加速するので、カルシウム流入によるホーマーサブタイプの交換が共局在を通じて F ア

クチンの安定性に影響を与えるとの仮説をたてることができる。メカニズムの全体を理解

するには、カルシウム流入を蛍光観察するとともに、大気圧 SEMを用いたアクチンファイ

バーの再配列のさらなる研究が有効であろう。図 3.4.9 (k)と(l)に示す樹状突起胴体での螺旋

状のチュブリン分布は、スパインの組織化に関連するかもしれない。これらのスパインは、

樹状突起の上に螺旋状に分布することが知られている(O'Brien and Unwin, 2006) 。 

成熟したニューロンの中で、大気圧 SEMを用いて糸状仮足とシナプスにおける局所的な

Fアクチンの集積を観察できたことから、in vitroで２週間程度培養した成熟したニューロ

ンにおいて一日以内に起こることが知られているニューロンのシナプスの再配置(Ebihara 

et al., 2003) を観察することもできると予測される。このプロセスを光顕でモニタリングし、

決定的な瞬間に固定液を投入することによりシナプスの形成をストップさせた上で、高分

解能の大気圧 SEM でニューロンのダイナミクスのスナップショットを撮影できるだろう。

例えば、分化や再配置における細胞骨格やシナプス後肥部にある他のタンパク質の再分布、

あるいは、シナプスの再配置を光顕よりも高い空間分解能で観察できる。スパイン上のシ

ナプスの外形や他のぼんやりとした構造をウランと鉛を用いた対比染色で強調することが

できた。 

 

3.4.4 本節の結論 

将来、免疫大気圧 SEM、および、免疫大気圧 SEMを用いた correlative microsocpyは、

免疫組織化学に活用することが可能であろう。大気圧 SEMによりタンパク質位置の局在を

高い空間分解能で調べることが可能であり、かつ、大気圧 SEMの高いスループットは検査
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や薬のスクリーニングに適していると予測される。 

 

3.5 マイコプラズマの観察と検査の可能性 
本節では、マイコプラズマの迅速検査の可能性について記載する(Sato et al., 2012)。 

 

3.5.1 本研究の背景と目的 

マイコプラズマは、単独の生存生物 (free living organism)の中で最も小さい(Razin et al., 

1998) (Weisburg et al., 1989)。マイコプラズマ肺炎菌とマイコプラズマモビレは良く研究

されており、大変良く動き、幅が約 200 nmで光の波長より小さく、大きなウイルスと同じ

オーダーの大きさである(Waites and Talkington, 2004) (Principi and Esposito, 2001) 

(Miyata, 2008) (Miyata, 2010) 。他のバクテリアと異なり、マイコプラズマの細胞にはペ

プチドグリカン層がないため、マイコプラズマ肺炎菌による肺炎の場合のように通常用い

られる抗生剤(antibiotics)に耐性がある。そのかわり、彼らは 3層の脂質膜に覆われている。

最外層は、多様な抗原性の要因である表面タンパク質とともに、膜にアンカーされたタン

パク質が豊富に存在する(Razin et al., 1998) (Kusumoto et al., 2004)。少なくともいくつか

の膜脂質は、マイコプラズマに固有であることが示されている。これらの生体のとても小

さなゲノムは、遺伝子数が数百しかなく、生合成を限定しており、ガラス容器内での培養

の難しさの要因になっている。 

淡水魚から分離されたマイコプラズマモビレは、大きさがマイコプラズマ肺炎菌と類似

なだけでなく形態もマイコプラズ肺炎菌に似ている。これらは、内部の骨格とともに、極

性のある突起や DNA が入ったバルブ状の領域を有する。滑らかな動作機構(g1iding 

machinery)は突起のつけ根にあり、柔らかい足が細胞の外側に出ている(Miyata, 2010)。知

られている限り、他の原核・真核生物の細胞骨格やモータータンパク質にこの構造の相同

体(homolog)はない(Himmelreich et al., 1996) (Jaffe et al., 2004)。モビレは、マイコプラ

ズマの中で最も速く動く(Miyata, 2010)。モビレの足のタンパク質は、G1i349と同定され

ている。G1i349に対するモノクロナール抗体が、滑らかな移動(gliding)の速度を低下させ、

かつ、基板からマイコプラズマをはがすからである。G1i349 の c 末端の細胞外突起 

(extracellular tip)、すなわち足は、宿主表面のシアル酸に付着し、感染において重要な役

割を果たす(Uenoyama et al., 2009) (Lesoil et al., 2010) (Nagai and Miyata, 2006) 

(Uenoyama et al., 2004)。 

マイコプラズマは、最初に牛肺疫 (CBPP: contageous bovine pleuropneumonia)から分

離されたが、特にヒツジやブタに深刻な疾病をもたらす。自己免疫疾病、リューマチ、喘

息、肺炎などを含む様々な疾病をもたらす 16種のマイコプラズマが、ヒトから分離された。

肺炎菌は呼吸器の飛沫を介して広がり、15%以上の市中肺炎  (community-acquired 

pneumonia)、および、治療を必要とする子供の 18%の要因となる(Waites and Talkington, 

2004)。特に 5才以下の子供には、疫学的な調査により、マイコプラズマ肺炎菌は通常の風
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邪、咽頭炎、急性気管支炎、肺外の疾病などの上下の呼吸器への感染をひきおこすことが

わかっている。マイコプラズマ肺炎菌は、急性および慢性の喘息の 20-50%の原因としても

認識されている(Principi and Esposito, 2001)。マイコプラズマ肺炎の流行は 3-7年ごとに

おこり、薬剤耐性の流行(outbreak)が現在日本、アメリカ、ドイツ、中国に影響を与えてい

る (IDSC) (Morozumi et al., 2010) (Dumke et al., 2010) (Xin et al., 2009)。 

胸部 X 線検査あるいはコンピュータトモグラフィー(CT)が、マイコプラズマ肺炎検査の

最初のアプローチとして用いられる。しかし、それは簡単でなく、血清、ポリメラーゼ連

鎖反応 (PCR: polymerase chain reaction)、培養によって確かめられる必要がある。血清法

では、特定のタンパク質や糖脂質抗体を用いて肺炎菌に対する IgMや IgG、あるいは肺炎

菌の初期の抽出物(crude extracts)を検出する(Waites and Talkington, 2004) (Petersen et 

al., 1981) (Lind, 1982)。もし感染から十分に抗体ができるだけの時間がたっていれば、こ

の方法は PCR 法に匹敵する感度で迅速に病源菌を同定できる(Waites and Talkington, 

2004) (Waites, 2001)。松田らは、近年比較的初期から検出可能な肺炎菌に特徴的な糖グリ

セロ脂質を抗源に用いて特異性を高めた(Miyachi et al., 2009) (Matsuda et al., 1994)。

PCR による生物同定では、マイコプラズマ肺炎菌の ATPase オペロン、P1 adhesin、16s 

RNA、あるいは tuf遺伝子を増幅する(Waites and Talkington, 2004) (Bernet et al., 1989)。

これは感度が高いが、PCR 反応は時々試料内の異物により抑制される。特に鼻咽頭からの

吸引物の場合に問題となる(Waites and Talkington, 2004) (Reznikov et al., 1995)。古典的

な培養法の場合、呼吸器系またはその他の部位からとった細胞を寒天培地のプレート上で

培養し目に見えるコロニーを同定するが、少なくとも 8 日以上必要である(Waites and 

Talkington, 2004) (Tully et al., 1979)。 

これらの手法は、特に疾病の中期または後期のステージにて有効である。これに対し、

初期における検査が確立されれば、治療のために有効だろう。特に、薬剤耐性菌の場合は

初期の検査が有効である。しかしながら、マイコプラズマは小さいためにこれは容易では

ない。マイコプラズマ肺炎菌は特徴的な平らなバルブ形状のボディと細胞内の構造を有し

ているため、迅速な高分解能イメージング法は検査の役に立つだろう。 

通常の電子顕微鏡は nm 以下あるいは nm 程度の空間分解能を持っているが、試料を真

空中に配置する必要がある。このため、時間のかかる前処理が必要であり、迅速な検査に

は不向きである。薄膜技術に基づいた新しい大気圧 SEMは、開放された溶液中の試料を観

察できる。直径 35 mmの大気に開放された薄膜ディッシュにより、迅速な染色とラベリン

グが可能になった。空間分解能が高いこと、および、液中観察ができることから、大気圧

SEMは小さな真核生物を観察するのに適している。 

本研究では、大気圧 SEMを用いて、モデル種であるマイコプラズマモビレを溶液中で直

接観察した。薄膜ディッシュにフェチュイン(fetuin; 低分子のグロブリンのひとつ)をコー

トすることにより、バッファー中に分散させたモビレは迅速にフィルムに付着し、SEM観

察を行うことが可能となる。免疫染色により特定タンパク質の分布を明らかにできるとと
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もに、重金属染色により内部構造を正確に可視化できる。 

 

3.5.2 実験方法 

 

3.5.2.1 イメージング 

光顕・大気圧 SEM 複合システムを用いて、モビレの蛍光像と電顕像を順番に観察した。

光顕と大気圧 SEMの両方で、薄膜に付着しているマイコプラズマ細胞の深さ方向の全てを

観察できる。マイコプラズマの厚さが 1 µm以下であるのに対し、倒立 SEMの観察深さは

30 KVにおいて 2―3 µm以上だからである。ただし、SiN薄膜から 0.5 µm以上離れた部

分の観察では、空間分解能が大きく劣化する。 

標準の直径 35 mmの薄膜ディッシュをモビレの培養と観察に用いた。この容量 3 mlの

ペトリディッシュの底には、厚さ 100 nm、大きさ 0.25 × 0.25 mmの SiN薄膜窓がある。

固定の後にラべルあるいは染色した細胞を、LUMFLN 60XW/NA 1.10対物レンズ(オリン

パス)と Neo CMOSカメラ(アンドール)を用いて蛍光観察した。これらを 10 mg/ml (W/V)

のアスコルビン酸を加えた PBS中で、ランディングエネルギーが 30 keVの大気圧 SEMで

観察した。 

 

3.5.2.2 膜のコーティングとマイコプラズマの培養 

滑 ら か な 動 作 の ス ピ ー ド (gliding speed) の 遅 い モ ビ レ の 変 位 株 で あ る

G1i521(P476R)163 K(ATCC43663)を、薄膜ディッシュの SiN 膜の上で直接培養した

(Uenoyama et al., 2009) (Uenoyama and Miyata, 2005)。薄膜ディッシュは、培養前に 0.5 

mg/mlのフェチュイン(シグマ)で 2時間コートし、1 mg/mlのフィブロネクチン(BDバイオ

サイエンス)で 1時間、0.1 mg/mlのコラーゲン(Koken)で 10分、あるいは、l mg/mlのポ

リ Lリジン(シグマ)で 1時間コートした。全て、室温で行った。モビレはフェチュインのコ

ーティングに良く付着するので、全ての画像でフェチュインコートしたディッシュを用い

た。細胞は最初最適な密度である OD 600の 0.07倍(7×108 cfu/ml)になるまでアリュオッ

ト培養液(Aluotto medium)内で培養した(Aluotto et al., 1970)。ここで OD600は微生物を

含む培養液の濁度を示し、cfu (colony forming unit)は培養液中の微生物のコロニー数を示

す単位である。これらを薄膜ディッシュの中に植えつけた後、25°C で 1 時間培養した。

生細胞の吸着に対するネガティブコントロールのために、細胞は 0.1 M のリン酸塩バッフ

ァー(PH 7.2)中の 1%グルタールアルデヒドを用いて室温で 15分間固定した。 

 

3.5.2.3 金属染色 

上記固定の後で、PBS中 0.5 %のトライトン X100で室温にて l分間穿孔した。これらを

DDW中の 0.6 %プラチナブルーで 1時間染色し、PBS中の 2 %タンニン酸で 20分、1 %

オスミウム酸で 5分、2 %酢酸ウランで 20分、そして最後に 0.4 %の水酸化ナトリウム中
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の 0.4 %のクエン酸鉛で 5分間染色した。細胞は、それぞれの染色の後で、PBSあるいは

DDWで洗浄した。 

 

3.5.2.4 免疫染色 

マイコプラズマの細胞は、PBS中の 3%パラホルムアルデヒドを用いて室温で 5分間固定

した。 核は、25 ng/mlの DAPIで 15分間染色した。細胞は、PBS中の 3 %パラホルムア

ルデヒドと 0.1 %グルタールアルデヒドを用いて室温で 10分間固定した。PBS中の 1%ス

キムミルクと 5%ヤギ血清 (goat serum)でブロッキングした後、細胞をブロッキングバッフ

ァーの中で、一次抗体(マウスの抗可変表面タンパク質 (MMOB3340: Mvspl))、あるいは、

抗 Gli349モノクロナール抗体)でラベルした(Kusumoto et al., 2004)。これらはさらに、直

径 1.4 nmのナノゴールドと蛍光 Alexa Fluor 594の両方を結合したマウス IgGに対するヤ

ギのFab' (Nanoprobes社、ブロッキングバッファーで1/200に希釈)でラベルした(Powell et 

al., 1997) 。結合した抗体は、PBS中の 1 %グルタールアルデヒドで室温にて 5分間固定

した。洗浄した後、ナノゴールドを Gold Enhance EM (Nanoprobes)を用いて室温で５分

間金増感した(Powell and Heinfeld) 。 

エピトープの周囲を可視化するために、タンニン酸、酢酸ウラン、および、クエン酸鉛

を用いて対比染色した。 

 

3.5.3 結果および考察 

 

3.5.3.1 溶液中における M.モビレの染色 

細胞を、白金ブルー、タンニン酸、オスミウム酸、酢酸ウラン、および、クエン酸鉛な

ど、通常のエポン薄膜に対する電顕用染色液で処理した。モビレは、一つの極に突起を持

つバルブ形状で、幅が約 200 nm、長さが約 800 nmであった(図 3.5.1)。強く染色される部

分があるが、酢酸ウランが核酸を強く染めることから、これは DNAに起因すると考えられ

る(Miyata and Ogaki, 2006) 。もう一つ濃度が高い領域が突起の先端に明瞭に見えて、細

胞の方向に依存してリング状の形態となる。これは、キャップ的な密度(ゼリーフィッシュ

の形をした細胞骨格構造のベル形状のトップ)に対応している(Nakane and Miyata, 2007)。

これは、マイコプラズマの突起先端に特徴的に観察される。２つの密度の間にはかすかに

見える様々な構造があり、これは「足」構造を含む膜の構成要素、あるいは、細胞骨格を

示唆するものと思われる(Uenoyama et al., 2004) (Nakane and Miyata, 2007)。大気圧

SEM像から、特徴的で簡単に認識できるモビレの絵が得られる。 
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図 3.5.1 溶液中のマイコプラズマの大気圧 SEM 像。マイコプラズマモビレの細胞を固定

し、穿孔し、そして白金ブルー、タンニン酸、酢酸ウラン、オスミウム酸、および鉛を用

いて染色した。バルブ状の領域に、DNA に起因する密度が観察された(白の矢印)。リング

的な構造が、反対側の領域で観察された(白の矢印頭)。首の領域には、様々な形態を有する

別の構造が観察され(黒の矢印頭)、足タンパク質あるいは細胞骨格に対応すると考えられる。

スケールバーは 1 µm。図は許可を得た上で転載: ref (Sato et al., 2012), copyright 2012 

Elsevier。 

 

 

3.5.3.2 表面抗原に対する免疫電子顕微鏡 

マイコプラズマ表面の抗原タンパク質は、宿主免疫システムのキーとなるターゲットで

あり、血液の免疫検査に重要であるため広く研究されてきた。モビレにおいて特徴的な分

布を持ち、豊富にある表面抗原 MvspIの可視化を試みた。固定した細胞を、マウスモノク

ロナール IgG MAb14 (Kusumoto et al., 2004) 、および蛍光と 1.4 nmのナノゴールドを結

合した２次抗体ででラベルした(Powell et al., 1997) 。ナノゴールドは、金増感によって大

きくした(Powell and Heinfeld)。薄膜ディッシュは大気に開放された構造であるため、効

率的なラベリングと洗浄が可能であり、これら全ての工程を数時間以内に完了できる。光

学顕微鏡では、アレクサフルオロ 594 (赤)はぼんやりとした点として観察されるが、DAPI

の信号(青)は小さな領域に局在していた。また、アレクサフルオロ 594と DAPIの信号は、

一部重なっていた(図 3.5.2 (a))。大気圧 SEMでの観察は、２つのクラスターがペアとなっ

て存在していることを示した。ここで、ペアの中に小さなクラスターと大きなクラスター
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があり、それぞれモビレの「頭」と「体」に対応する(図 3.5.2 (b))。クラスターは、直径約

20 nm の増感した金粒子から成り、それぞれの金粒子はエピトープの位置を示す。また、

対比染色により細胞の外形も明瞭に観察されるため、細胞内のエピトープの局在を確認で

きるが(図 3.5.2 (c))、局在は従来の報告と良く一致する(Kusumoto et al., 2004) 。平均的な

局在は、図 3.5.2 (d)に示される。 

 

 
図 3.5.2 溶液中で観察したマイコプラズマモビレの免疫顕微鏡像。(a) 光顕像。固定した

細胞を、核酸を染める DAPI(青)で染色した。MvspI をマウスモノクロナール抗体である

MAb14 でラベルし、さらにアレクサ 594(赤)とナノゴールドを結合した二次抗体でラベル

した(Powell et al., 1997) 。DAPIによる染色は、部分的に抗体によるラベルと重なった。

マージした像(右上)では、それぞれの細胞がどの位置にかるかがわかる。右下に、電顕観察

から得られた細胞の位置を図示する。光顕と大気圧 SEM 像の食い違いは、細胞と SiN 膜

の距離に分布があるためと考えられる。(b) 金増感した後の大気圧 SEM像。直径約 20 nm

の金の粒子としてエピトープが観察される。バックグラウンドノイズは低い。(c) (b)の試料

をタンニン酸、酢酸ウラン、クエン酸鉛で対比染色した後観察した大気圧 SEM像。細胞の

端をクリアに観察できる。(d) MvspI分布の模式図。矢印は、なめらかな動きの方向を示す。

スケールバーは 0.5 µm。図は許可を得た上で転載: ref (Sato et al., 2012), copyright 2012 

Elsevier。 

 

 

次に、Gli349タンパク質を用いてモビレのなめらかな移動機構(gliding machinery)の「足」

を可視化することを試みた(図 3.5.3)。これらをモノクロナール抗体 MAb7 でラベルした

(Kusumoto et al., 2004) 。この抗体が結合すると、なめらかな移動と細胞付着が抑制され

る(Nagai and Miyata, 2006) (Uenoyama et al., 2004) 。Gli349は、「首」に局在した(図

3.5.3 (b))。これは、外形を可視化するための対比染色により明らかとなった(図 3.5.3 (c))。

これらは、過去の報告と良く一致した(Kusumoto et al., 2004) (Uenoyama et al., 2004) 。

図 3.5.3 (d)は、平均的な局在を示す。 
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図3.5.3 足タンパクであるGli349の局在。細胞を抗Gli349であるMab7でラベルした後、

２重タグがついた二次抗体でラベルした。(a) 光顕像。左上は DAPI(青)染色。左下は

Gli349(赤)。右上はマージ像。右下は、電顕観察から得られた細胞の位置。(b) 細胞の首を

ラベルした金の大気圧 SEM像。局在は、図 3.5.2のMvspIとほぼ反対である。(c) (b)の試

料をタンニン酸、酢酸ウラン、クエン酸鉛で対比染色した後観察した大気圧 SEM像。細胞

の首と胴体が顕在化された。(d) Gli349局在の模式図。スケールバーは 0.5 µm。図は許可

を得た上で転載: ref (Sato et al., 2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

3.5.3.3 SiN 薄膜への付着によるマイコプラズマの密度増加 

SiN 薄膜ウインドウ上のモビレを繰り返して観察するうちに、観察できる細胞数が光吸

収から予測されるよりもかなり多いことがわかった(図 3.5.4)。そして、それらは薄膜に付

着していた(図 3.5.4)。能動的な細胞付着を評価するために、生細胞と固定細胞の両方を用

いて観察できる細胞数を比較した(図 3.5.4 (b))。生細胞の密度は固定細胞のものより約２桁

高く、能動的な細胞の結合が示唆された。シアル酸がモビレの「足」(Gli349)の足場になる

ため、ガラス基板の場合に示されたように、能動的な付着は SiN 膜に結合したシアル酸に

対するものと考えられる(Waites and Talkington, 2004) (Lesoil et al., 2010) (Nagai and 

Miyata, 2006)。 
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図 3.5.4 マイコプラズマモビレの SiN膜への付着。(a) 培養液の中に懸濁した細胞が SiN

薄膜に付着する際の模式図。(b) 細胞付着量の基板依存性。様々なコーティングの中で、シ

アル酸を含むフェチュインでコートした場合に最も良く付着した(n = 5)。(c) フェチュイン

でコートした SiN膜に付着する細胞量の時間依存性(n = 5)。細胞は、わずか 5分で付着す

る。全てのデータは、標準偏差とともに示した。図は許可を得た上で転載: ref (Sato et al., 

2012), copyright 2012 Elsevier。 

 

 

これを確認するために、細胞が様々なタンパク質をコートした SiN に結合するレートを

比較した(図 3.5.4 (b))。シアル酸を含むフェチュイン (血液中のタンパク質)のコートが最も
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高い結合レートを示した。他のシアル酸を含むタンパク質であるフィブロネクチンも、コ

ートをしてない膜と同程度の高い結合レートを示した。シアル酸を含まないポリ L リジン

は、かなり低い結合レートを示した。低い結合レートは、コラーゲンコートの表面にシア

ル酸がないためと推測された。次に、フェチュインコートした SiN 膜への細胞結合の時間

依存性を調べた(図 3.5.4 (c))。バッファー中に浮いている細胞は５分以内に結合し、SEM観

察が容易になった。 

 

3.5.3.4. 各種応用の可能性 

マイコプラズマは厚さが 1 µm以下であり、ランディングエネルギーが 30 keVの場合、

全ての生体組織を簡単にある程度の空間分解能で観察できる。また、SiN膜から 500 nm以

下の領域は、特に高い空間分解能で観察できる。染色したモビレでは、クライオ電顕で明

らかにされたマイコプラズマ肺炎菌の内部構造と類似の詳細な内部構造が観察された

(Henderson and Jensen, 2006) 。これは、これらの細胞の様々な構造と機能の関係を理解

するために役立つだろう。通常の SEM では、基本的には真空中において(一般的には試料

を金属コートした上で)試料表面を観察する。通常の TEM 観察では、真空中で切片試料を

観察するため疎水的な薬品を用いた処理を含む様々な試料前処理が必要であり、試料の細

部をあいまいにする可能性がある。これに対し、大気圧 SEMは、より自然な水溶液中にお

いて細胞内の構造を観察できる。 

さらに、大気圧 SEMは液中試料のイメージングができるため、バクテリアの認識に必要

な特徴的な像を、通常の電顕と比較して簡単かつ短時間に得られる。親水的な環境により

抗原性が保たれるため、蛍光ラベルに匹敵するほどの高いスループットで、様々な抗体で

のラベルが可能である(Murai et al., 2011a) 。これは、マイコプラズマ肺炎や他のマイコプ

ラズマにより引き起こされる病気について、画像に基づく研究や検査を行うのに好都合で

ある。大気圧 SEMは、研究室で良く問題となる培養細胞のマイコプラズマによるコンタミ

ネーションの迅速な確認にも使うことができるだろう。 

水溶液中に分散しているモビレの多くは、５分以内に能動的にフェチュインでコートし

た薄膜ディッシュの SiN 膜に集まる。ガラス表面に結合したシアル酸はマイコプラズマの

足場として働くために、この細胞の結合選択性はマイコプラズマのシアル酸に対する足場

理論に一致する。これは、SiN 膜の表面がガラス的になっていることで説明できる。すな

わち、SiN 膜の表面は、製造工程の中で酸化されて SiOx(すなわちガラス)になると推定さ

れる。マイコプラズマ肺炎菌は、モビレよりも強くシアル酸に付着すると信じられている

(Nagai and Miyata, 2006) (Kenri et al., 2004) ため、基板の上に早く集まると思われる。 

大気圧 SEMで重金属染色した細胞を観察する方法は、能動的に細胞が結合することから、

検体中の細胞数が少ない感染初期のマイコプラズマ肺炎の検査技術として有効だろう。こ

の方法は、近年開発されつつある他の検査手法による評価とのクロスチェックにも有効と

予測される。より広い観察領域を持つ光顕画像との相関は、マイコプラズマを様々な夾雑
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物、痰、あるいは血清などと区別するのに役立つであろう。 

近年開発された超解像光顕は、蛍光ラベルが必要であるが、光の波長限界を超えた空間

分解能を達成するとともに生きた細胞の可視化も実現した(Hell and Wichmann, 1994) 

(Rust et al., 2006) 。これらの顕微鏡は、基本的には反射型の蛍光顕微鏡であるため、倒立

型の大気圧 SEMと組み合わせることができるだろう。重金属染色を用いた大気圧 SEM像

は、タンパク質や脂質を含む様々な分子を可視化するため、超解像光学顕微鏡と組み合わ

せることにより様々な高空間分解能観察に有効と考えられる。 

現在は免疫と染色の工程全てを行うと数時間必要であるが、マイコプラズマの洗浄効率

はその体積が小さい(大腸菌の体積の 1/25程度(Henderson and Jensen, 2006) )ので非常に

高いはずであり、この時間を１時間あるいはそれ以下にできると予測される。時間短縮の

ために、染色の回数も減らせるだろう。光顕による観察位置のナビゲーションを含め、大

気圧 SEMによる観察時間は各試料に対して 30分以下にできると考えられるので、効率の

高いハイスループットモニタリングが可能になると思われる。大気圧 SEMは、薄膜ディッ

シュの SiN 薄膜の高さが常にほぼ同じであるため焦点位置がいつも大きく変わらないこと

もあり、通常の電顕よりも操作が容易である。また、複雑で技術が必要な試料前処理が不

要であるため、検査のためのオペレーターのトレーニングも比較的単純である。 

 

3.5.4 本節の結論 

大気圧 SEMがガンの術中検査に役立つとともに(Nishiyama et al., 2010)、マイコプラズ

マの研究や検査にも有益になると結論する(Sato et al., 2012) 。大気圧 SEMは、バクテリ

アや大きなウイルスに関する画像に基づいた解析に広く応用出来ると予測される。 
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3.6 たんぱく質微結晶の液中観察  
本節では、X線回折用のタンパク質微結晶を大気圧 SEMで検出することについて記載す

る(Maruyama et al., 2012b)。 

 

3.6.1 本研究の背景と目的 

タンパク質の機能的なメカニズムを理解するため、あるいは、戦略的な薬のデザインの

ために、タンパク質あるいはその複合体の３次元的な構造を決定することが必須である。X

線結晶学 (X-ray crystallography) (Branden and Tooze, 1991) (Kato et al., 2012) (Maeda 

et al., 2009) 、核磁気共鳴(Wuthrich, 1986) 、電子顕微鏡を用いた単粒子解析(Frank, 1996) 

(Ogura et al., 2010) (Sato et al., 2001) などがこの目的のために用いられてきた。X線結晶

学では、ひとたび大きな(典型的には 50 – 100 µm以上)品質の良い結晶が得られれば、結晶

構造はシンクロトロン放射光を用いて比較的簡単に決定できる。しかしながら、結晶化が

タンパク質の濃度、塩と沈殿剤、pH、そして温度などの複数のパラメーターに依存するた

めに、適当な条件を決定することがボトルネックになっている。光顕が結晶化条件をスク

リーニングするために広く用いられているが、光の波長限界により空間分解能は限定され

る。さらに、光顕を用いた詳細な観察では、複屈折を利用するためにプラスチックのスク

リーニングプレート内の結晶溶液をより光学的に均一なガラスのサポートの上に移す必要

がある。また、通常光顕では、タンパク質と塩の結晶を区別することは容易でない。もし

目的タンパク質のマイクロ結晶を溶液中で検出できれば、結晶化条件をスクリーニングの

初期段階において最適化できる。マイクロ結晶の観察を用いたハイスループットなスクリ

ーニング方法が開発されれば、結晶構造を解析するために適当な結晶を得るための時間を

短縮できると予測される。さらに、マイクロフォーカス X線ビーム(Riekel et al., 2005) に

より、10 µm 程度の小さなクリスタルを用いてタンパク質の結晶構造を決定できるように

なってきた(Coulibaly et al., 2007) 。そして、Ｘ線自由電子レーザーにより、ナノクリスタ

ルを用いた結晶構造解析を実現できると期待されている(Chapman et al., 2011) 。このた

め、溶液中でタンパク質のマイクロ結晶を高分解能で観察するためのニーズは高まってい

る。 

古典的な電顕では、試料を真空中に配置する必要があり、フリーズエッチングやレプリ

カ法などを用いてタンパク質の結晶を観察できる (Bachmann et al., 1985) (Durbin and 

Feher, 1990) 。しかしながら、デリケートな結晶をハンドリングすることは容易ではなく、

かつ、時間がかかるために、電顕がタンパク質結晶化条件の最適化に用いられることはあ

まりなかった。 

大気圧 SEMを用いることにより、迅速かつ高分解能な液中観察をできることから、タン

パク質の微結晶を観察できると考えられる。そこで、本研究では溶液中における硫酸銅の

結晶化を、大気に開放されたサンプルホルダを有する大気圧 SEMを用いてビデオに記録し
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た。BSE の量は試料を構成する原子の原子番号や密度に関係しているため、光顕では観察

することが容易でないリゾチームのマイクロ結晶(2 x 2.5 µm)を重金属で染色して観察した。

最後にバッファー中で染色していない３種類のクリスタルを直接観察した(Maruyama et 

al., 2012b) 。 

 

3.6.2 実験方法 

 

3.6.2.1 硫酸銅の結晶化 

大気圧 SEMで液中の結晶を観察できるか確認するため、最初に硫酸銅の結晶成長を観察

した。硫酸銅結晶は重金属を多く含んでいるために十分なコントラストが得られると予測

されるので、大気圧 SEMで最初に観察する結晶として適していると考えられた。硫酸銅は、

大気に開放された薄膜ディッシュを用いて、10 µl の硫酸銅水溶液 (173 mg/ml, 45 °C)から

蒸発と温度低減により結晶化した。 

 

3.6.2.2 タンパク質の結晶化 

大気圧 SEMを用いて、３種類のタンパク質結晶の観察を試みた。観察を容易にするため、

最初に重金属で染色をしたタンパク質を観察した。次に、無染色のタンパク質を観察した。 

タンパク質の結晶化条件は、以下のとおりである。Chicken egg-white の リゾチーム

(lysozyme (シグマ))をバッチ法(the batch method)で結晶化した。タンパク質の溶液(90 

mg/ml, 200 mM の酢酸ナトリウムバッファー, pH 4.7)を 1.5–1.3 M の塩化ナトリウムを

含む酢酸ナトリウムバッファー(200 mM, pH 4.7)と体積で同量混合し、26 °C で保持した。

リパーゼ B (Lipase B (Hampton Research)) は、提供者のマニュアルに記載された方法に

従いシッティングドロップ方式を用いた蒸気拡散法(the sitting drop vapor diffusion 

method)で結晶化した。リパーゼ Bのタンパク質溶液(10 mg/ml)と 1 Mの硫酸アンモニウ

ム (ammonium sulfate)を含む 100 mM のクエン酸－クエン酸ナトリウム (citric 

acid-sodium citrate buffer (pH 4.0))をタンパク質結晶化のためにディッシュの上において

体積で同量混合し、26 °Cで保持した。 シッティングドロップ方式を用いた蒸気拡散法で、

TAF-Iβ タンパク質を結晶化した(Muto et al., 2004) 。液滴を、体積で同量のタンパク質溶

液(32 mg/ml, 20 mMのトリス塩酸バッファー, 100 mMの塩化ナトリウム, 10 mMの 2メ

ルカプトエタノール, pH 7.9)と結晶化バッファー(2.85 Mの硫酸アンモニウム, 0.1 Mのク

エン酸ナトリウム, 0.2 Mの 酒石酸カリウムナトリウム, 30 mMの塩化マグネシウム, pH 

5.4)を混合した。 

 

3.6.2.3 タンパク質結晶の重金属染色 

洗浄バッファー (Washing buffer, 1.5 Mの塩化ナトリウム, 200 mMの酢酸ナトリウムバ

ッファー, pH 4.7)で洗浄した後、リゾチームの結晶を２倍に希釈した洗浄バッファー中の
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1 % PTAあるいは 0.3 % の白金ブルー (TI-Blue, Pt4(NH3)8(C6H13O5)4, (Nisshin-EM Ltd.)

で５分間染色し、その後洗浄バッファーで洗浄した。マイクロ結晶は、結晶の溶解を防ぐ

ために、1 % PTAを含む洗浄バッファーで染色した。 

 

3.6.2.4 タンパク質を結晶化させるための特殊薄膜ディッシュ 

タンパク質の結晶化は、通常直径と高さがそれぞれ 16 mmのウェルの中で検討する。通

常の薄膜ディッシュを用いて大気圧 SEMで観察する場合、このウェルからディッシュに結

晶を移動する必要がある。しかしながら、タンパク質の結晶は転移などによっても簡単に

溶解するため、結晶化直後にそのまま同じウェルの中で観察することが望ましい。 

そこで、タンパク質の結晶化を検討するための特殊薄膜ディッシュを開発した

(Maruyama et al., 2012b)。標準の薄膜ディッシュとタンパク質結晶化用の薄膜ディッシュ

を図 3.6.1に示す。上にガラスバーのある円筒形のプラスチックチューブ(直径 16 mm、高

さ 16 mm)を、標準の薄膜ディッシュに接着した(図 3.6.1 (a))。通常のウェルとサイズを同

じにすることにより、共通の結晶化条件を用いることができる。 

 

 

図 3.6.1 大気圧 SEM用の薄膜ディッシュと大気圧 SEMによる結晶観察の様子。(a) 標準

の薄膜ディッシュ(右)と結晶化ウェルのついたタンパク質結晶化用の特殊薄膜ディッシュ

(左)。ウェルの容量は、タンパク質結晶学のために用いられる標準的な結晶化プレートと同
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じである。(b) 結晶化ウェルのついた薄膜ディッシュを用いて大気圧 SEM観察をする様子。 

 

 

3.6.3.5 タンパク質結晶を沈降させるための薄膜ディッシュアダプター 

タンパク質結晶化の際には、結晶は結晶化液滴の上部か中央部に形成される。結晶ある

いは析出物を大気圧 SEM で観察するためには、試料を SiN 薄膜の極近傍に配置する必要

がある(Nishiyama et al., 2010) 。このために、市販の遠心分離器(Tomy, B407 12 rotor)用

の薄膜ディッシュアダプター(Tomy, B407GA)も開発した(図 3.6.2)。 

 

 

図 3.6.2 結晶化ウェルの薄膜ディッシュ用の遠心分離システム。浮かんでいるあるいは懸濁

している結晶や析出物を SEM観察用に沈降させる。中央に穴の開いたラバーが薄膜ディッ

シュ用のアダプターである。 

 

 

3.6.2.6 塩化ナトリウムの結晶化 

上記したように、光顕ではタンパク質結晶と塩結晶の区別をすることは容易でない。そ

こで、大気圧 SEMで両者を区別できるか検討するため、タンパク質結晶と塩化ナトリウム

結晶を観察し比較した。塩化ナトリウムは、10 µlの 5 M 塩化ナトリウム溶液と 200 mM

の酢酸ナトリウムバッファー(pH 4.7)から同様に結晶化させた。 

 

3.6.2.7 観察条件 

一部の光顕観察を除いて、全ての光顕・電顕観察には光顕・大気圧 SEM複合システムを

用いた。TAF-Iβ結晶の光顕観察には、ZEISSの Discovery V8を用いた。大気圧 SEM観

察には、標準の薄膜ディッシュ、あるいは、上記したタンパク質結晶化用の特殊ディッシ

ュを用いた。大気圧 SEM観察には、20 あるいは 30 keVのランディングエネルギーを用

いた。一枚の画像をスロー撮像するのに 80秒必要であるが、図 3.6.7, 3.6.8, 3.6.9のように
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数µmの結晶を観察するのに十分な 2,000倍の倍率で薄膜ディッシュのウインドウ内全面を

観察するのに 28 分必要であった。観察時の電子線照射ドーズは、3 electrons/Å2あるいは

それ以下であり、ナトリウムチャネルタンパク質の単粒子解析を行った際の 1/7 である

(Sato et al., 2001) 。硫酸銅結晶化の大気圧 SEM観察では、フレームレート 0.15秒で 4

回の積算を行い、連続撮像した結果をビデオに記録した。 

 

3.6.3 結果および考察 

 

3.6.3.1 塩結晶とその成長の観察 

薄膜ディッシュが大気に開放されている特徴を活用して、大気圧 SEMを用いて 5,000倍で

観察をしながら、ディッシュ上で暖めた硫酸銅溶液の一部を蒸発させるとともに冷却した

(図 3.6.3)。60秒ごとにキャプチャーした画像を図 3.6.3 (a)-(c)に示す。互いに対辺が平行な

明るい六角形が、観察の最中に成長した。これは、後に光顕による観察から、ブルーの硫

酸銅 5水和物であることが明らかになった。結晶成長を明瞭に示すために、図 3.6.3 (d)-(f)

に差分画像を示す。図 3.6.3 (d)は図 3.6.3 (b)から図 3.6.3 (a)を差し引いた画像であり、図

3.6.3 (e)は図 3.6.3 (c)から図 3.6.3 (a)を差し引いた画像である。矢印は、主に成長した部分

を示す。最大の外方向への成長は図 3.6.3 (d)にて約 2 µmであり、3.6.3 (e)にて 3.9 µmで

あった。その他の領域では 120 sの間の成長は 0.5 µm以下であり、異方的な成長であるこ

とが示された。3.6.3 (f)は、3.6.3 (a)の後 216秒から 8秒間の結晶成長を示す。この 8秒間

に、結晶は矢印で示すように 0.84 µm急速に成長した。これは、後者の成長がそれまでの

成長よりも早いことを示す。オリジナルのビデオ画像は、文献(Maruyama et al., 2012b) の

サプレメンタリーFigure S1と S2に示されている。 

光顕と大気圧 SEMの比較、および、大気圧 SEMによる結晶成長の観察は、大気圧 SEM

が溶液中の結晶観察に適していることを示す。 
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図 3.6.3 大気圧 SEMで観察した硫酸銅の結晶成長。(a-c) 飽和硫酸銅溶液中の結晶化を大

気圧 SEMで連続的に観察しビデオ記録したものからキャプチャーした画像。明るい領域は、

蒸発と温度低下に伴い徐々に成長した硫酸銅 5水和物結晶と解釈された。時間間隔は 60秒

である。(d-f) 硫酸銅の結晶成長。(d) 図(b)から図(a)を引いた差分画像。(e) 図(c)から図(a)

を引いた差分画像。(d)と(e)の矢印の明るい部分は、異方的な成長を示す。(f) 図(a)から 224s

後の画像から 216s後の画像を引いた差分画像は、8秒間の急速な結晶成長を示す。オリジ

ナルのビデオ画像は、文献(Maruyama et al., 2012b) のサプレメンタリーFigure S1と S2

に示されている。 

 

 

次に、光顕では観察が困難な小さな硫酸銅結晶の観察を試みた(図 3.6.4 上段左)。大きさ

が 300 nmの結晶が異方的に成長し、32分の間に約 5倍の大きさになった(図 3.6.4 下段右)。

硫酸銅結晶成長の観察により、それぞれの結晶面の成長速度が異なること、および、結晶

成長速度が一定でないことがわかった。これらの特徴は、結晶欠陥、ランダムな表面の吸

着、結晶の歪、変形、あるいは、不純物の混入などに起因すると考えられている(Mullin, 

2001) 。 
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図 3.6.4 光の波長よりも小さな硫酸銅結晶の成長。300 nm の硫酸銅結晶をタイムラプス

イメージングでモニターした。左上の数字は、経過時間である。 

 

3.6.3.2 タンパク質結晶の金属染色 

次に、溶液中のタンパク質結晶の観察を試みた。正方晶のリゾチーム結晶を薄膜ディッ

シュ上で形成し、光顕で観察した(図 3.6.5 (a), (d))。2.2.2項に記載したように、BSEの量

は試料の原子番号と密度に関係している。原子番号が大きく密度が高い場合、明るく観察

される。タンパク質を構成する原子の平均原子番号や密度を考えると、タンパク質の結晶

は水溶液によるバックグラウンドの中で若干明るく観察されると予測された。コントラス

トを高くするために、リンタングステン酸(PTA)によるリゾチーム結晶の染色を実施した。

洗浄した後、洗浄バッファー中の結晶は大気圧 SEMで明るい多角形として観察された (図

3.6.5 (b), (c))。その外形は、光顕像に良く対応した(図 3.6.5 (a))。正方晶のリゾチーム結晶

には、４つの六角形面{110} と８つの四角形面{101}がある。４つの {101} 面は互いに隣り

合っており、結晶内でピラミッド構造を形成する。ピラミッドの横は、４つの六角形面{110}

である(Li et al., 1999) 。 

従って、図 3.6.5 (c)の画像は{101}方向からの視野である。その他の画像は、五角形の外

形である(図 3.6.5 (e))。ただし、光顕では空間分解能限界のために不明瞭な六角形状の外形

である(図 3.6.5 (d))。厚い結晶の中心部は白くみえるが、周辺部は暗く見える。結晶のエッ

ジが不明瞭なのは、これらがアモルファス窒化シリコン(SiN)面から離れているためと考え

られる(Nishiyama et al., 2010) 。より高い倍率で結晶の左側のエッジを観察(x10,000倍)

したところ、標準的なパーティション構造が観察された(図 3.6.5 (f))。PTAでの染色により、

一部のリゾチーム結晶は薄膜から洗い流されてしまった (図 3.6.5 (b)を(a)と比較のこと)。 
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図 3.6.5 リンタングステン酸で染色したリゾチーム結晶。(a, d) 光顕像。(b) 光顕像(a)に

対応する低倍率の液中大気圧 SEM 像。ただし、(b)の右側にある結晶は洗浄により消失し

た。(c) (b)の矢印で示した結晶の拡大像。(e) 光顕像(d)に対応する低倍率の液中大気圧 SEM

像。(f) (e)の拡大像。結晶内部の構造を確認できた。全ての大気圧 SEM像は、結晶を 1 %

リンタングステン酸(PTA)で染色した上で撮像した。 

 

 

3.6.3.3 リゾチームマイクロ結晶の染色 

タンパク質のマイクロ結晶を大気圧 SEMで観察できるか検討するため、次に 1 µm程度

のリゾチームマイクロ結晶の観察を試みた。光顕でマイクロ結晶を検出した直後(図 3.6.6 

(a))に、洗浄バッファーにより結晶成長をストップさせた。染色した後、正方晶の 2 x 2.5 µm

の結晶を大気圧 SEMで、20,000倍(図 3.6.6 (b))あるいは 60,000万倍(図 3.6.6 (c))で観察し

た。結晶には密度の高い中心部があり、白く染色された。 

 

 
図 3.6.6  PTAで染色したリゾチームのマイクロ結晶。(a) 光顕像。(b) (a)の観察後、1 % 

PTAで染色した大気圧 SEM像。(c) (b)の高倍率像。(b), (c)では、マイクロ結晶(大きさ約 2 

x 2.5 µm, (a)の矢印部分)が明瞭に観察された。 
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PTA による染色に対して白金ブルーを用いた染色では、低倍率(x330)で結晶は暗く観察

された(図 3.6.7 (b))。より高い倍率(×2,000)では、結晶の周囲は白いが(図 3.6.7 (c))、PTA

で染色した場合と比較して画像のコントラストは低かった。白金ブルーがあまりタンパク

質を染色しないことを反映したと考えられる。従って、タンパク質の染色には PTAの方が

適している。 

 

 

図 3.6.7 白金ブルーで染色したリゾチーム結晶。(a) 0.3 %白金ブルーで染色したリゾチー

ム結晶の光顕像。(b) (a)に対応する大気圧 SEM像。(c) (b)の矢印の結晶の高倍率大気圧 SEM

像。白金ブルーは、あまりタンパク質を染色しなかった(図 3.6.8 の染色していない画像と

比較のこと)。 

 

 

3.6.3.4 結晶化バッファー中の染色していないリゾチームタンパク質結晶 

PTA による染色でコントラストは増加するが、染色は実験のスループットを低下すると

ともにタンパク質結晶を溶解させるかもしれない。迅速に自然な状態を観察するため、染

色していないタンパク質結晶の in situ観察を試みた。リゾチーム結晶を光顕で確認した(図

3.6.8 (a))後、結晶を大気圧 SEMを用いて異なる倍率で観察した(図 3.6.8 (b)-(d))。結晶は、

周辺が明るく中心が暗く観察された(図 3.6.8 (d))。大気圧 SEM像はノイズが多くコントラ

ストは低いが、結晶が平行四辺形の形状なことは明瞭であり、光顕の像に一致していた。 
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図 3.6.8 結晶化溶液中の染色していないリゾチーム結晶。(a) リゾチームの結晶の光顕像。

(b) (a)に対応する大気圧 SEM像。(c) (b)の矢印の結晶の拡大像。(d) (c)の拡大像。結晶の形

状はクリアであるが、画像はノイズが多くかつコントラストは低い。 

 

3.6.3.5 染色していない TAF-Iβ 結晶の観察 

次に、他のタンパク質結晶の無染色観察を試みた。シッティングドロップ方式を用いた

蒸気拡散法で、ヒストンシャペロンである TAF-Iβを結晶化した(Muto et al., 2004) 。薄膜

ディッシュの SiN膜の上に、少量(4 µl)の溶液をのせて、10 µlの結晶化バッファーを添加

した後カバースリップでカバーした。そして、液滴の中のマイクロ結晶を染色せずに大気

圧 SEMで観察した(図 3.6.9)。結晶は再び暗く観察され、外形が台形あるいは三角形の複数

の層からなる薄膜結晶が観察された(図 3.6.9 (a))。いくつかの結晶は、単結晶であった (図

3.6.9 (b))。大気圧 SEMで観察できる最小の大きさは、数µmであった。形状とマイクロ結

晶の多層構造は、光顕で観察された大きな TAF-Iβ の結晶と類似であった(図 3.6.10)。可視

光の波長よりも大きな寸法であっても、光顕でこのような構造を観察するのは容易でない。 

 



120 
 

 

図3.6.9 液滴溶液中の染色していないTAF-Iβ 結晶。(a, b) 大気圧SEMで観察したTAF-Iβ

結晶。大きさ数µm の結晶を観察できた。(a) の画像では、外形が台形あるいは三角形の多

層の薄い結晶であった。また、(b)に示すように、いくつかの結晶は単層であった。画像に

はノイズが多く、またコントラストは低かった。大気圧 SEMで観察できる最も小さな結晶

は、大きさが数µmであった(図 3.6.10の光顕像と比較のこと)。 

 

 

図 3.6.10 結晶化溶液中の染色していない TAF-Iβ結晶。(a), (b) 光顕像。光顕により、大

きさが約 0.4 mm x 0.4 mmの台形あるいは三角形の多層結晶であることがわかった。 

 

 

3.6.3.6 染色していないリパーゼ B結晶の in situ観察 

リパーゼ B タンパク質を、タンパク質結晶化薄膜ディッシュの結晶化ウェル中で蒸気拡

散法により結晶化した。結晶化を光顕(図 3.6.11 (a))で確認した後、染色せずに大気圧 SEM

で観察した(図 3.6.11 (b)-(d))。リパーゼ Bの結晶は、光顕像に対応して、大気圧 SEMでは

低倍率で黒い四角として観察された(図 3.6.11 (b))。高い倍率では、結晶は周囲が明るく中

心が暗い四角形として観察され(図 3.6.11 (c), (d))、その姿は染色していないリゾチーム結晶

と類似であった。 
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図 3.6.11 結晶化バッファー中の染色していないリパーゼ B の結晶。結晶化薄膜ディッシ

ュ上でリパーゼ Bを結晶化し、結晶を(a) 光顕と(b-d) SEMで観察した。矢印は、高倍率で

観察した結晶である。 

 

 

3.6.3.7 塩とタンパク質結晶の違い 

 

タンパク質結晶化スクリーニングの際に、塩の結晶が結晶化液滴の中に時々現れて、光

顕ではこれらをタンパク質結晶と区別できないことがある。これに対し、大気圧 SEMを用

いることにより、塩化ナトリウムの結晶はタンパク質の結晶よりもはるかに明るくかつク

リアに見える(図 3.6.12 (a))ので、タンパク質の結晶(図 3.6.8, 図 3.6.9)と簡単に区別できる。

これは、大気圧 SEM の優位点である。TAF-Iβ を結晶化するための液滴内の硫酸アンモニ

ウムは、明るさが大きく異なるために、大気圧 SEM画像にて TAF-Iβと簡単に区別ができ

た。 
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図 3.6.12 結晶化バッファー中のNaCl結晶。(a) 図 3.6.11 (b)と類似条件で電顕観察した。

NaCl結晶はリゾチーム結晶よりもずっと明るく観察された。ただし、大気圧 SEMで観察

できる深さを超えている領域(矢印)は例外である。(b) (a)の飽和していない画像。 

 

 

タンパク質と塩の結晶は、光顕では基本的には区別できず、通常は光顕で見える 0.05 - 1 

mm の結晶が暫定的な回折の実験に用いられる。紫外光に基づく方法もタンパク質を認識

するために用いられる(Judge et al., 2005) が、結晶からの蛍光強度はトリプトファン含有

量に依存する。さらに、これらの方法でマイクロ結晶を解析するのは容易でない。タンパ

ク質のマイクロ結晶を検出するために、２つの光学的な手法が開発された。動的光散乱

(DLS: Dynamic light scattering)では、溶液中における光散乱の周波数ゆらぎを計測するこ

とにより粒子系を調べるが、Betzel のグループにより結晶化スクリーニングに用いられた

(Dierks et al., 2008) 。これにより、核形成の段階から、タンパク質粒子のサイズを調べる

ことができる。しかしながら、これは結晶を可視化するわけではなく、形態に関する情報

が欠如している。キラル結晶の２次の非線形光学(SONICC : Second-order non-linear 

optical imaging of chiral crystal)により、懸濁液中にて選択的にタンパク質結晶を可視化す

ることが可能であり、5 µmのタンパク質結晶の可視化に成功した(Kissick et al., 2010) 。

これらに対し、大気圧 SEMでは塩化ナトリウム結晶をタンパク質と簡単に区別することが

できた。塩化ナトリウム結晶は、タンパク質結晶よりもはるかに明るかった。電子の反射

は試料の原子番号と密度に依存するため、より強い塩からの信号は典型的なタンパク質を

構成する元素(H, 1; C, 6; N, 7; O, 8; S, 16)よりも塩の元素 (Na, 11; Cl, 17)が大きいこと、

および、典型的なタンパク質の密度(1.37 g/cm3)よりも塩の密度(2.18 g/cm3)が高いことに起

因する(Matthews, 1968) 。これは、大気圧 SEMに塩とタンパク質結晶を区別できる優位

点があることを意味する。このようなタンパク質と塩の区別は、低倍率の大気圧 SEMでウ

インドウ全体を観察することが可能であるため、大きな結晶に対してはとても迅速に行う

ことが可能である。さらに、大気圧 SEMでは透明でない試料を観察できるので、キュービ

ックフェーズ法(cubic phase crystallization)に適用できる。 

ここでタンパク質の結晶は、特に中央が取り囲むバッファーより暗く見えることがある。

中央が暗いのに対しエッジが明るいのは、検出器までの BSEの経路によると思われる。す

なわち、周辺部では結晶を介してだけでなくまわりのメディウムを介して BSEが検出器に

戻るが、メディウムを介する場合は結晶を介するよりも散乱が少ないために多くの電子が

反射されると考えられる。TAF-Iβ の暗いコントラストは、バッファーに高い濃度(1.43 – 

2.85 M)で硫酸アンモニウムが含まれること、リパーゼ B あるいは塩化ナトリウムの場合バ

ッファーに中程度の濃度(0.5 – 1 M)で硫酸アンモニウムが含まれること、および、リゾチー

ムの場合低い濃度(0.65 – 0.75 M)であることに起因すると思われる。 
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3.6.3.8 他の高分解能顕微鏡技術と大気圧 SEM の比較 

古典的な電顕を用いて in situで結晶を観察することは、試料を真空チャンバーの中に配

置しなければならないために困難であった。環境セルは試料を湿った状態に保つが、通常

は容量が 15 µl以下であり、蒸気拡散法を用いるには少なすぎる。20 µlの容量を持つ SEM

用環境セル(Thiberge et al., 2004b) を用いて、カプセル上部の薄膜にぶら下がっている液

滴を観察することが可能であり、薄膜から大気圧 SEMと同程度の距離にあるものを観察で

きる。しかしながら、タンパク質結晶が液滴の底側に形成された場合、観察は困難である。

原子間力顕微鏡(AFM)は高分解能で液中試料の表面形状を観察可能で(Engel, 1991) 、動的

にタンパク質結晶の形成を明らかにした(Durbin and Carlson, 1992) (Durbin et al., 

1993) 。しかしながら、結晶の近くにある AFMの探針が結晶化に与える影響はよくわかっ

ていない。大気圧 SEMは観察レート(0.15s/frame)が早いため、AFMと相補的に用いるこ

とができるだろう。大気圧 SEMは、薄膜ディッシュの薄膜の高さが常にほぼ同じであるこ

とから、フォーカスの位置がいつもほぼ同じであるため操作が容易である。その能力と形

態的な優位性から、大気圧 SEMはタンパク質結晶化のスクリーニングツールに用いること

ができるだろう。 

 

3.6.4 本節の結論 

倒立 SEMと通常の光顕から成る光顕・大気圧 SEM複合システムは、最初は細胞や組織

を観察するために開発されたが、新しく開発した底に電子線を透過する薄膜を持つ結晶化

薄膜ディッシュを用いることにより、結晶化バッファーの中でマイクロ結晶を観察するこ

とができる。大気圧 SEMは、染色なしに数µmのマイクロ結晶を観察できるので、タンパ

ク質結晶の最初のスクリーニングに有効であろう。これにより、スクリーニングの初期段

階から結晶化条件を最適化することができる。さらに、コントラストの違いにより、塩の

結晶とタンパク質を区別できる。 

 

 

3.7 本章の総合的な議論 
大気に解放された試料室を持つ大気圧 SEMの開発により、バイオ系試料については液中

の試料を簡単かつ迅速に観察できるようになった。これにより、基礎的な研究だけでなく、

検査や術中診断を含め様々な可能性が示された。また、タンパク質の結晶化など、バイオ

機能の直接観察以外の可能性も示された。材料系試料については、動的な観察ができるよ

うになった。これにより、様々な物理・化学的な現象を観察できるようになると予測され

る。サイエンスだけでなく、広く産業分野にも応用されていくものと予測される。 
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4. 高分解能高分解能高分解能高分解能 SEM 

本章では、最新の高分解能 SEMでナノ材料をどのように評価できるか記載する。 

 

4.1 本章の背景と目的 
近年の低加速高分解能 SEMの性能向上により、ナノ材料をどのように評価できるように

なったかを調べるため、５つのナノ材料を観察した。第一の材料は、ヨークシェル材であ

る(Galeano et al., 2011)。ヨークシェル材は、中空の殻を有することにより、その表面積を

大きくできることが最大の特徴である。また、殻の内側に別の材料を付与することができ

るために、例えば効率的な触媒を形成できる。しかしながら、その性能を最適化するため

には、殻と内部に付与する材料を分離して評価することが必須であった。本研究では TiO2

から成る殻の内側に金のナノ粒子を配置したヨークシェル材(Au@TiO2)を用いて、エネルギ

ーフィルタ付きの TTL検出システムを有する高分解能 SEMで、SE成分と BSE成分をそ

れぞれ検出することにより、それぞれの材料を特定した観察ができることを示す。 

第二から第四の材料は、ポーラス材料である。ポーラス材料は、緒言にも記載したよう

に、多数の空孔を有するためにガスの吸蔵、分離、触媒として用いられると期待されてい

る。しかしながら、これらの空孔が外部に接続されているかが性能に大きな影響を与える。

そこで、SEM で表面構造を評価し、構造を最適化することが極めて重要である。ただし、

ポーラス材料には絶縁体が多く、かつ、電子線照射によりダメージを受けるものも多い。

電子線照射によるチャージやダメージを抑制するため、低ランディングエネルギーでの観

察が必須である。本研究では、第二の材料としてメソポーラスシリカである LTA(Cho et al., 

2011)、第三の材料として IRMOF(Deng et al., 2012)、第四の材料としてメソポーラスシリ

カである SBA-15(Kjellman et al., 2013)を評価した。これらはいずれもポーラス材料とし

て大きく期待されているが、絶縁体であり、かつ、電子線の照射でダメージを受けやすい。

ランディングエネルギーを小さくした観察でチャージとダメージを抑制できるとともに、

電場と磁場を組み合わせた対物レンズを用いることにより、低ランディングエネルギーで

も高分解能観察が可能なことを示す。 

第五の材料は、螺旋状の構造を有する TiO2である(Liu et al., 2012)。この材料は、その

特殊な構造により、電子遷移に基づく光学活性を有する。その特性を改善するためには構

造の最適化が必要であるが、アニールしていない試料は電子線照射によりダメージを受け

るために SEM観察が困難であった。また、その構造は微細であり、これまでの SEMで観

察することは容易でなかった。電場と磁場を組み合わせたレンズを用いることにより、低

ランディングエネルギーでこのような材料の構造を観察できることを示す。 
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4.2 ヨークシェル材 
ヨークシェル材は、中空の TiO2, ZrO2 およびカーボンから成る多孔質の殻（あるいはサ

ポート）に金のナノ粒子をキャスティングすることにより合成した(Galeano et al., 2011)。

これらを Au@TiO2, Au@ZrO2 および Au@C と呼ぶ。シリカを使った方法では、最初に

Au@SiO2@X（X は TiO2, ZrO2 あるいは カーボン)をつくり、次に SiO2のコアを水酸化ナ

トリウム水溶液で選択的に取り除いた。これらの材料は、多孔質の壁の触媒作用と金ナノ

粒子固有の触媒作用を有する。また、このヨークシェル材は、高温においても構造的・組

成的に安定であり、支持体による効果と粒子サイズによる効果を分離できるため、異成分

から成る触媒の調査に理想的である(Galeano et al., 2011)。電子線回折(ED: Electron 

Diffraction)および明視野高分解能 TEM(BF-HRTEM)像(図 4.2.1 (a)-(c))より、TiO2は規則

正しく切り取った正方晶系のピラミッドを組み合わせた形態を持つアナターゼ構造である

ことがわかった。金粒子は直径が約 17 nmの球状で、時々双晶であった。  

 フィルターのバイアス電圧を-500 Vとした TTL検出により、USDと UEDでエネルギ

ーの低い電子と高い電子を同時に検出できた。これらの電子は、それぞれ主に形態情報を

持つ SEと組成情報を持つ BSEである(図 4.2.1d, e)。UEDで得られた BSE像の空間分解

能は、予測されたように、試料バイアスを高くすることにより改善された（図 4.2.1f-h）。

ただし、ランディングエネルギーとビーム電流は一定とした。  

図 4.2.1 (d)の USD像からは、主に詳細な形態の情報が得られる。また、図 4.2.1 (e)では、

コントラストの高い金粒子の部分と TiO2の部分を分離できる。このようにして、２つの材

料を分離するとともに、両者の形態を詳細に観察することができた。今後、様々な条件で

試料を作製し、それぞれに対する観察を行うことにより、材料の構造を最適化できると期

待される。 
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図 4.2.1 ヨークシェル材 (Au@TiO2)の電顕写真。 (a-c) TEM (ARM-200F)を用いた

Au@TiO2のナノ構造解析。(d,e) 検出信号をエネルギーフィルタした SEMの像。ランディ

ングエネルギー = 2 keV。UEDフィルターバイアス = -0.5 kV。(d) 主に SEより成る USD

像。(e) 主に BSEより成る UED像。(f-h) ランディングエネルギーを一定 (1 keV)にした

場合の主に BSEから成る像。ビーム電流 = 50 pA。(f) 基板バイアス電圧 = 0 V, UEDフ

ィルターバイアス = -900 V。(g) 基板バイアス電圧 = -500 V, UEDフィルターバイアス = 

-1400 V。(h) 基板バイアス電圧 = -1000 V, UEDフィルターバイアス = -1900 V。図は許

可を得た上で転載: ref (Suga et al., 2014), copyright 2014 Elsevier。 
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2013) 。作製方法を変更することでメソサイズの穴にあるプラグの度合いを変えることが

できるが、プラグがないとメソサイズの穴は外部から遮断されるので、メソサイズの穴は

外部の化学的な試薬やガス分子にアクセスできない。一般的に窒素の吸着によりメソ多孔

質の多孔性に関する価値ある情報が得られるが、多孔性に関する詳細な情報は直接的な観

察によってのみ得られる。 

SBA-15の高分解能観察では、特にチャージの影響が問題となる。これを解決するために、

ランディングエネルギーを 300 eVにして電子のイールドを高くした。ランディングエネル

ギーとビーム電流を一定にしたままで、カラム内の電子エネルギーを高くし、かつ、基板

バイアス電圧を大きくした(例えば図 4.5.1 (a)と(b)を比較のこと)。これにより、空間分解能

と S/N の両方が改善された。チャネル間のマイクロ穴とチャネル内のプラグの両方が観察

された（図 4.5.1c）。  

このように表面のプラグとマイクロポアを明瞭に観察できたため、今後様々な条件で試

料を作製した際に、これらの形態を最適化するのに有効と予測される。 

  

 

図 4.5.1 SBA-15の高分解能 SEM像。ランディングエネルギー = 300 eV。ビーム電流 = 

5.5 pA。(a) 試料バイアス = -2 kV。(b, c) 試料バイアス = -5 kV。試料は観察前に 300 eV

のアルゴンビームで 10分間クリーニングした。(d) (c)の四角領域のデジタルズーム像。マ

イクロポアとプラグが明瞭に観察された。図は許可を得た上で転載: ref (Suga et al., 2014), 
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copyright 2014 Elsevier。 

 

 

4.6 螺旋状の TiO2  
Shunai Cheのグループにより、配位結合力を用いてアミノ酸により得られた両親媒性の

脂質の光学異性体のヘリカルな構造を転写することにより、電子遷移に基づく光学活性を

有するキラルな TiO2 のナノファイバーが合成された(Liu et al., 2012) 。 キラル状のファ

イバーは、ファイバーの軸方向に対して幅が 25 nm程度で長さが 100 nm程度であった。

サイズが小さいために、通常の SEMではヘリカルな形態を詳細に観察にすることは困難で

あった。カラム内での電子のエネルギーを高くし、かつ、基板にバイアス電圧を印加する

ことにより、ランディングエネルギーが低くても細い電子線を形成することによりファイ

バーの観察を実現した(図 4.6.1 (a), (b))。 対応するHRTEMとモデルを図 4.6.1 (c)と図 4.6.1 

(d)にそれぞれ示すが、中心軸に沿って内径 12 nmのチューブ状の構造が観察される。形成

された直後のアモルファスの hybridsは、焼結(calcine)により 20 nm程度のアナターゼ微

結晶が積層した TiO2結晶に変化する(図 4.6.1 (f), (g))。  

  焼結した試料は電子線照射に対して安定であったために、より高い空間分解能を得るた

めに高めのランディングエネルギーで観察した(図 4.6.1 (e))。これに伴うチャージの増加は、

ワーキング長を短くすることにより対応した。図 4.6.1 (f)に、アナターゼ構造の<111>ゾー

ンに近い方向に電子線を照射した際の高分解能 TEM像を示す。隣り合うナノ結晶は、回転

方向に少しずつずれて 配置されており、ひとつの<111>軸を共通に有したまま、ひとつの

{101}ファセットを共有して積み重なっており、ほぼ<111>軸に平行なナノ結晶のヘリカル

な配列となっている(図 4.6.1 (g))。 これらの結果から全てのナノ結晶の構造的な関係を決定

するのは、結晶が重なっておりかつ結晶サイズが小さいことから困難である。結晶化のプ

ロセスは、中空のチューブ状の構造は消滅するが、形成されたままの試料で最初に形成さ

れた二重のヘリカルな形状の特徴を保ったまま、局所的に起こると考えられる。 

ヘリカルな TiO2ファイバーは、アモルファス、および、焼結によりアナターゼ結晶にな

ったもののそれぞれが、円偏光の光に対して~350 nmに吸収エッジを有する。これは、非

対称な電場のもとで、半導体的な特性を有する TiO2にて価電子帯から伝導帯に電子遷移す

ることによると考えられる。 
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図 4.6.1 (a-d) 有機脂質から得られた焼結していないヘリカルな TiO2。(a,b) 高分解能

SEM像。ランディングエネルギー = 500 eV。基板バイアス = -2 kV。ワーキング長 = 3 mm。

(c) TEM像。加速電圧 = 200 kV。(d) 試料の模式図。(e-g) 焼結により結晶化した TiO2フ

ァイバー。(e) 高分解能 SEM像。ランディングエネルギー = 1 keV。基板バイアス = -2 kV。

ワーキング長 = 2.2 mm。(f) TEM像。加速電圧 = 200 kV。(g) 試料の模式図。図は許可

を得た上で転載: ref (Suga et al., 2014), copyright 2014 Elsevier。 

 

 

4.7 本章の総合的な議論 
FE電子源、および、電場と磁場を組み合わせた対物レンズを用いることにより、低ラン

ディングエネルギーでも電子線を集束できるようになった。これらを採用した SEMを用い

ることにより、チャージングや電子線照射ダメージを検出できないレベルにすることが可

能となり、ナノ材料の表面構造を調べることができるようになった。また、エネルギーフ

ィルタを有する TTL検出システムを用いることにより、構成する複数の材料を分けて検出

できるようになった。これらは、ナノ材料の最適化に寄与していくと予測される。 
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5. 特性Ｘ線特性Ｘ線特性Ｘ線特性Ｘ線を用いた組成分析を用いた組成分析を用いた組成分析を用いた組成分析 

本章では、SEM を用いた特性Ｘ線検出について記載する。5.1 節では、高精度に組成を

分析することによるデバイスの検査技術について記載する。5.2節では、特性Ｘ線検出のエ

ネルギー分解能を飛躍的に向上させるための超電導デバイスを用いた素子についての基礎

的な研究について記載する。5.3節では、シリコンドリフト検出器 (SDD)を用いたナノ粒子

の EDS分析について記載する。 

 

 

5.1 デバイスの組成検査技術 
本節では、SEM/EDSの測定精度を向上し、強誘電体メモリーの開発や検査に応用するこ

とについて記載する(Suga et al., 2000)。 

 

5.1.1 本研究の背景と目的 

近年、高密度不揮発メモリーを実現するために、強誘電体を用いたキャパシターの研究

が盛んに行われている(Kinney et al., 1987) (Sumi et al., 1994) (Tanabe et al., 1995) 

(Onishi et al., 1994) (Torii et al., 1997b)。これらのキャパシターに用いられる強誘電体材

料の中で、Pb(Zr, Ti)O3 (PZT)は残留分極が大きいために有力な候補のひとつである。しか

しながら、PZT キャパシターの電気特性はカチオンの組成に敏感であることが報告されて

いる(Torii et al., 1994)。このため、PZTの組成を評価し、かつ、制御することが重要であ

る。 

通常 PZTのカチオン組成を評価するためには、高精度であることから誘導プラズマ発光

(ICP)法が用いられることが多い。しかしながら、ICP法は破壊分析であり、かつ、測定に

時間がかかる。さらには、複雑で手間のかかる試料の前処理が必要である。このため、非

破壊、短時間、かつ、簡便なカチオン組成分析方法が求められていた。さらには、組成分

析の空間分解能向上も求められている。なぜならば、メモリー内の強誘電体キャパシター

の大きさがµm のオーダーであるのに対し、ICP 法の空間分解能は mm のオーダーだから

である。 

SEM/EDSは、組成を評価するための手段として広く用いられている。2.5節で説明した

ように、試料に電子線を照射した際に、試料より発生する特性Ｘ線の強度を比較すること

により組成を評価できる。SEM/EDS法は、非破壊、短時間、かつ、簡便な組成分析方法で

ある。さらには、SEM/EDS 法の空間分解能はµm のオーダーであり、メモリー用の PZT

キャパシターと同程度である。しかしながら、通常の SEM/EDSの評価精度は数 %程度で

あり、キャパシター中の PZT組成を評価するためには不十分であった。 

本研究では、高精度な SEM/EDS 法を検討した。試料からの信号発生深さを制御するこ
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とにより、PZT からの信号を選択的に得た。これは、ランディングエネルギーの異なる２

種類の電子線を用いることにより実現する。さらに、測定時間を増加させることにより、

量子ノイズを低減した。これらの手法により、SEM/EDSの精度を±1 %まで高めた。 

 

5.1.2 原理 

図 5.1.1 に、上部電極のない PZT キャパシターの構造、および、同構造に収束電子線を

照射した際の試料中における電子線の広がりを示す。電子線が広がる大きさは、2.2.1項、

および、2.4.1項で説明したように、電子線のランディングエネルギーに依存する。電子ビ

ームが広がる領域は、ランディングエネルギーが低い場合、例えば 8 keVの場合に図 5.1.1

のＡ的な範囲となる。これに対し、ランディングエネルギーが大きい場合、例えば 25 keV

の場合に図 5.1.1 のＢ的な範囲となる。キャパシターには、白金の下部電極や Ti を含む拡

散バリア層(TiN 等)が用いられることが多い(Tanabe et al., 1995) (Onishi et al., 1994) 

(Torii et al., 1997b)。バルクの PZTに SEM/EDSを適用する場合、Zrの組成評価には Zr

からのＸ線の中で最も強度が高い Zr Lα (2.048 keV)を用いる。しかしながら、キャパシタ

ーの場合、Pt Mα (2.048 keV)が Zr Lαに重なるため、Zrの組成を評価するためには、Zr Kα 

(15.744 keV)を検出する必要がある。この場合、Zrの K殻電子を励起する必要があるため、

入射電子のランディングエネルギーを大きくしなければならず、25 keV以上とするのが現

実的である。しかしながら、ランディングエネルギーが 25 keV以上の電子線を試料に入射

させると、電子は下部電極の下の拡散バリア層まで達する(図 5.1.1)。このため、拡散バリ

ア層のTiからの信号がPZTからのTiの信号に重なるために、組成の評価精度が悪化する。

さらに、Zr Kαの信号は弱いために、通常の評価時間(数分)では、量子ノイズの寄与が大き

く高精度な測定は困難である。 
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図 5.1.1 典型的な試料の断面図、および、電子線の試料内部での広がり。 

図は ref (Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

SEM/EDSで PZTの組成を高精度に測定するためには、次に述べるように、 

 

(1) 電子線の加速電圧を変えた２種類の測定 

(2) 測定時間の増加 

 

が有効である。第１にランディングエネルギーが 25 keV以上の電子線を試料に照射し、Zr 

Kα (15.744 keV)と Pb Lα (10.550 keV)の信号を検出することにより ZrとPbの組成比を求

める。第２に、電子が拡散バリア層に到達しないような低ランディングエネルギーの電子

線を試料に照射する。この測定では、PZTからの Ti信号を選択的に得ることができる。こ

のため、Ti Kα (4.508 keV)と Pb Mα (2.342 keV)の信号を検出することにより、Tiと Pb

の組成比を正確に測定できる。 

量子ノイズの寄与は、量子ノイズが信号量の平方根に比例し、かつ、信号量が測定時間

に比例することから、測定時間を増加することにより低減できる。 

 

5.1.3 実験方法 

PZT(150 nm)/Pt(200 nm)/TiN(50 nm)構造を有するA-Fの 6個の試料を Si基板上に作製

した。PZT薄膜は、オゾン蒸着(Ozon Jet Evaporation: OJE)法により堆積した(Torii et al., 
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1997a)。鉛の蒸発速度を制御することにより、各試料の鉛含有量を制御した。Ptと TiNは、

通常のスパッタリング法で堆積した。ランディングエネルギー8 keVの電子線が拡散バリア

層に到達しないことを確認するため、Si 基板上に PZT を成膜しない Pt(200 nm)/TiN(50 

nm)構造の試料も作製した。 

日立製 S-4160 SEMと Kevex製model 3600-0650 EDSを測定に用いた。電子線のラン

ディングエネルギーは、8 keVと 30 keVとした。EDSスペクトルにおけるそれぞれのピー

ク強度は、スペクトルからバックグラウンドを差し引くことにより求めた。また、Ti/Pbの

EDSピーク強度比をランディングエネルギーが 8 keVの電子線を用いた測定で求め、Zr/Pb

のEDSピーク強度比をランディングエネルギーが 30 keVの電子線を用いた測定で求めた。

測定時間は、8, 30 keVのランディングエネルギーの電子線を用いた場合、それぞれ 10, 20

分とした。これらの長時間測定により、量子ノイズは十分に低下した。EDS のピーク強度

比から組成比を求めるために、これらの６個の試料に対して ICP(誘導プラズマ発光)分析を

実施した。ICP法により求めた Ti/Pb, Zr/Pbの組成比を ICP組成比と呼ぶことにする。こ

れらの ICP組成比は、EDSのピーク強度比を校正するのに用いた。 

 

5.1.4 結果および考察 

ランディングエネルギーが 8 keV の電子線を PZT がない試料に照射した際に得られる

EDSスペクトルを図 5.1.2の挿入図に示す。この挿入図にて Ti Kα のエネルギー4.508 keV

近傍にピークが観察されないことから、ランディングエネルギーが 8keV の電子線が TiN

拡散バリア層に到達しないことを確認できた。従って、8 keVのランディングエネルギーの

電子線を PZT(150 nm)/Pt(200 nm)/TiN(50 nm)の試料に対して用いた場合、PZTからの信

号を選択的に取り出せることがわかった。 

図 5.1.2に、PZT/Pt/TiN構造の試料にランディングエネルギーが 8 keVの電子線を照射

した際の EDSスペクトルを示す。４つのピークがそれぞれ 0.525, 2.048, 2.342, 4.508 keV

付近に検出された。これらは、それぞれ O Kα, Pt Mα, Pb Mα, および,Ti Kαのエネルギー

である。Zr Kαの信号は、前記したように Pt Mαの信号の上に重なっている。図 5.1.2のス

ペクトルからバックグラウンドを差し引くことによりTi KαとPb Mαのピーク強度を求め、

さらに(Ti Kα)/(Pb Mα)の EDSピーク強度比を計算した。 

図 5.1.3に、PZT/Pt/TiN構造の試料にランディングエネルギーが 30 keV の電子線を照

射した際の EDSスペクトルを示す。ただし図 5.1.3では、E > 14 keVの領域は見やすくす

るためにスペクトルの強度を 10 倍にして示した。８つのピークがそれぞれ 8.267, 9.441, 

10.550, 11.069, 12.612, 12.940, 14.762, 15.744 keV付近に検出された。これらは、それぞ

れ Pt L1, Pt Lα, Pb Lα, Pt Lβ, Pb Lβ, Pt Lγ, Pb Lγ, および,Zr Kαのエネルギーである。8 

keV のランディングエネルギーの測定と同様に、これらのピークから(Zr Kα)/(Pb Lα)の

EDSピーク強度比を求めた。 
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図 5.1.2 ランディングエネルギーが 8keV の電子線を用いて測定した、PZT/Pt/TiN/Si 試

料の EDSスペクトル。組成を求めるために、Pb Mαと Ti Kαのピークを用いる。挿入図は、

ランディングエネルギーが 8keV の電子線を用いて測定した、Pt/TiN/Si 試料の EDS スペ

クトル。Ti Kαのピークは、4.508 keV近傍に検出されなかった。図は ref (Suga et al., 2000)

より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

図 5.1.4に、(a) Ti/Pb, (b) Zr/Pbについて、EDSピーク強度比と ICP組成比の関係を示

す。Ti/Pbと Zr/Pbのいずれについても、EDSピーク強度比は ICP組成比に対して良く比

例していることがわかった(図 5.1.4)。組成比は、最小２乗法を用いてフィッティングした

直線と EDS ピーク強度比から求められる(図 5.1.4)。これにより、EDS 測定から２つの組

成比 Ti/Pb と Zr/Pb を得られるので、PZT の組成を求めることができる。このようにして

求めた組成を EDS組成と呼ぶ。 
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図 5.1.3 ランディングエネルギーが 30keVの電子線を用いて測定した、PZT/Pt/TiN/Si試

料の EDS スペクトル。14 keV 以上のエネルギー領域では、見やすくするためにスペクト

ルの強度を 10倍にして示した。組成を求めるために、Pb Lαと Zr Kαピークを用いる。図

は ref (Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

図 5.1.5に、各試料に対する EDS組成と ICP組成の差を示す。組成の差の絶対値は 0.4 %

以下であり、ICP測定の標準偏差が 1 %以下であることから、EDSの組成評価精度は±1 %

以下であることがわかった。 

 ゾルゲル法、スパッタリング法、オゾン蒸着法などを用いて最初にアモルファスの PZT

薄膜を形成した後に熱処理により結晶化をさせるプロセスにおいては、膜の特性はアモル

ファス膜の品質により大きく異なる。ただし、アモルファス膜の品質を測定するのは困難

であった。これに対し、本手法は、熱処理前と後の膜組成を測定することにより、アモル

ファス膜を評価できる。例えば、本手法は Pbの酸化不足による熱処理中の Pb蒸発を評価

できる。これは、特に製造工程における品質管理に本手法が有効であることを示す。 
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図 5.1.4 (a) Ti/Pb, (b) Zr/Pbに関する EDSピーク強度比と ICP組成比の関係。白丸は実

験結果であり、実線は最小２乗法を用いてフィッティングした直線。(a)は、(Ti Kα)/(Pb Mα) 

のEDSピーク強度比が(Ti/Pb) の ICP組成比に良く比例することを示す。(b)は、(Zr Kα)/(Pb 

Lα) の EDS ピーク強度比が(Zr/Pb) の ICP 組成比に良く比例することを示す。図は ref 

(Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

高精度 SEM/EDSを、いくつかの PZTキャパシターの不良解析に適用した。図 5.1.6に、

高精度 SEM/EDSで測定した Pb含有量の関数として、キャパシターの残留分極とリーク電

流密度を示す。Pb量が 50 - 52 %の範囲では、残留分極 Prは 15µC/cm2程度で 1.8 Vにお

けるリーク電流密度は 10-6A/cm2 以下であり、良好な電気特性を示した。これに対し、Pb

含有量が 50 %以下の場合は Prが 0となり、Pb含有量が 54 %以上の場合は 1.8 Vにおける

リーク電流密度が 10-5A/cm2以上となる。このような電気特性の組成依存性は、以前に報告

されたものと同じである(Torii et al., 1994)。従って、この場合不良の要因は PZTの組成ず

れであることがわかる。このように、高精度 SEM/EDSは不良要因を明らかにできた。 
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図 5.1.5 各試料についての EDS組成と ICP組成の差。組成差の絶対値は 0.4 %よりも小

さい。図は ref (Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

 
 

図 5.1.6 高精度 SEM/EDS法で測定した Pb量の関数としてのキャパシターの残留分極と

リーク電流密度。図は ref (Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

高精度 SEM/EDS を用いて、４インチウェハ内の組成分布を評価した。PZT/Pt/TiN/Si

構造の試料を、２つの方法で作製した。ひとつは、PZT 薄膜をオゾン蒸着法により堆積し

たものであり、もうひとつはゾルゲル法を用いて作製したものである。総測定時間を短く

するため、ランディングエネルギーが 8 keV の電子線を用いた測定のみを実施した。そし

A B C D E F

試料名

1.0

0.5

0.0

-0.5

-1.0

組
成

の
差

(%
)

Pb
Zr
Ti

A B C D E F

試料名

1.0

0.5

0.0

-0.5

-1.0

組
成

の
差

(%
)

Pb
Zr
Ti

46 48 50 52 54 56 58

Pb 量 (%)

残
留

分
極

Pr
 (
µ

C
/c

m
2 )

0

5

10

15

20 10-4

10-5

10-6

10-7

10-8

リ
ー

ク
電

流
密

度
(A

/c
m

2
)

46 48 50 52 54 56 58

Pb 量 (%)

残
留

分
極

Pr
 (
µ

C
/c

m
2 )

0

5

10

15

20 10-4

10-5

10-6

10-7

10-8

リ
ー

ク
電

流
密

度
(A

/c
m

2
)



140 
 

て、規格化した Ti/Pbの EDSピーク強度比を互いに比較した。 

図 5.1.7 に、４インチウェハの中心からの距離の関数として、規格化した Ti/Pb の EDS

ピーク強度比を示す。オゾン蒸着法で作製した PZT については、Ti/Pb のピーク強度比の

ばらつきは±1.1 %以下であった。この値±1.1 %は、高精度 SEM/EDSの評価精度と同程

度である。これに対し、ゾルゲル法で作製した PZTについては、Ti/Pbの EDSピーク強度

比は±2.0 %以上であった。この値±2.0 %は、高精度 SEM/EDSの評価精度±1 %よりも明

らかに大きかった。これらの結果は、ゾルゲル法を用いた場合、組成の面内分布制御がオ

ゾン蒸着法を用いた場合よりも難しいことを示唆する。このため、ゾルゲル法を用いた場

合、組成ずれに起因する不良が発生する可能性があると考えられる。 

 

 

 

 

図 5.1.7 ４インチウェハ中央からの距離の関数としての Ti/Pb の EDS ピーク強度比。白

丸はオゾン蒸着法により形成した試料。黒四角は、ゾルゲル法で形成した試料。図は ref 

(Suga et al., 2000)より修正して転載, copyright 2000 JSAP。 

 

 

5.1.5 まとめ 
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SEM/EDS法の精度は±1 %であり、PZTキャパシターについて電気特性と組成の関係を調

べるのに十分である。高精度 SEM/EDSを PZTキャパシターの不良解析に適用し、PZTの

組成が定比からずれていることが電気的不良の要因であることを明らかにした。高精度

SEM/EDSは、空間分解能がµmのオーダーであるため不良解析に適する。高精度 SEM/EDS

を４インチウェハ上の PZT組成分布の評価に適用した。オゾン蒸着法で形成した PZTにつ
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いては、組成分布は±1.1 %以下であった。これに対し、ゾルゲル法で形成した PZTの組成

分布は、±2 %以上であった。高精度 SEM/EDSは簡単に測定できるために、このような繰

り返し測定に適している。さらに、高精度 SEM/EDS は非破壊分析であるため、メモリー

作製工程におけるインライン分析にも適用できる。 
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5.2 超電導Ｘ線検出器 
本節では、超電導体を用いたＸ線検出器を実現するための第１歩として、超電導体－絶

縁体－超電導体接合のリーク電流を低減する方法について検討した結果を記載する(Suga 

and Kominami, 1995)。 

 

5.2.1 本研究の背景と目的 

超電導体－絶縁体－超電導体接合(S-I-S接合)は、エネルギー分解能が数 eV以下の放射線

検出器になると考えられている(Kurakado, 1982)。検出器のエネルギー分解能は、放射線

の入射によって検出器内部に励起されるキャリア数の統計的なゆらぎに依存する。超電導

体のエネルギーギャップは半導体のエネルギーギャップよりも３桁小さいために、放射線

の入射によって検出器内部に励起されるキャリアの数も超電導体の方が半導体よりも３桁

多い。このため、超電導体では、励起されたキャリアの統計揺らぎが、半導体の場合より

も大幅に小さい。 

Nb-Al-AlOx-Nb 接合が、放射線検出器に用いられている(Kurakado and Matsumura, 

1989) (Ishibashi et al., 1991) (Rando et al., 1992) (Cristiano et al., 1993) (Matsumura et 

al., 1994) 。検出器用の接合では、接合のリーク電流を小さくする必要がある。リーク電流

が、電気的なノイズの要因となり検出器のエネルギー分解能を悪化させるためである

(Kurakado and Matsumura, 1989)。このため、Kurakado, Matsushimaらは、接合の陽

極酸化を含む選択ニオブエッチングプロセス (SNEP)を採用した (Kurakado and 

Matsumura, 1989) (Matsumura et al., 1994) (Kurakado et al., 1991)。他の報告者らも、

多くは陽極酸化した接合を用いている (Ishibashi et al., 1991) (Rando et al., 1992) 

(Cristiano et al., 1993)。陽極酸化は接合の側面を酸化し、接合の側面を流れるリーク電流

を抑制する働きがある。 

接合の側面を酸化する方法として、酸素プラズマ処理が有効な可能性がある。酸素プラ

ズマ処理は、ドライプロセスであるため、ウェット工程である陽極酸化処理よりも高い歩

留まりが得られると期待される。歩留まりの向上は、特に検出面積を増加させるための直

列 S-I-S接合を形成する際に重要である(Kurakado et al., 1991)。 

本研究では、接合を流れるリーク電流低減に対する酸素プラズマ処理の効果を検討した。

酸素プラズマ処理した接合のサブギャップ電流を 0.35 Kまで測定した。接合のエッジを流

れる可能性のある最大のエッジリーク電流を見積もり、陽極酸化した接合を流れるリーク

電流と比較した。 

 

5.2.2 実験方法 

 

S-I-S接合の断面を図 5.2.1に示す。厚さ 300 nmの SiO絶縁層を Si基板上に堆積した。

Nb/AlOx/Al/Nb ３層膜をスパッタリング法により SiO 絶縁膜上に堆積した。下部 Nb 膜、
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Al 膜、および、上部 Nb 膜の厚さは、それぞれ、80、7、160 nm である。Al 膜堆積後、

Al表面を酸化するため、チャンバー内に 26.6 Paの酸素を 30分間導入した。フォトレジス

トのパターンをマスクとして、Nb膜は反応性イオンエッチングでパターニングし、Al膜は

イオンビームエッチングによりパターニングした。上部 Nb電極は、もうひとつのフォトレ

ジストをマスクとして、反応性イオンエッチングによりパターニングした。これらのプロ

セスにより、S-I-S接合を形成した。次に、これらの接合を、66.5 Paの酸素プラズマ雰囲

気中にて９分間酸化処理をした。酸素プラズマは、ガラス製の円筒形チャンバーの中に生

成した。 

 

 

 

 

図5.2.1 酸素プラズマ処理をしたS-I-S接合の断面の模式図。図は ref (Suga et al., 1995)

より修正して転載, copyright 1995 JSAP。 

 

 

酸素プラズマを生成する際の高周波のパワーは 300 Wとした。配線と下部電極の間の絶

縁を確保するために、厚さ 360 nmの Siを成膜した。上部電極用の配線として、厚さ 360 nm

の Nbを堆積した。接合の超電導臨界電流密度は、1,350 A/cm2であった。接合の大きさは、

試料Ａの場合 1.8×1.8 µm、試料Ｂの場合 1.7×1.7µmとした。 

S-I-S 接合のサブギャップ電流の温度依存性を測定した。測定は、0.5 mV のバイアス電

圧を印加して実施した。1.8 - 4.2 Kの温度における測定には、液体ヘリウムの減圧システム

を用いた。0.35 Kにおける測定には、希釈冷凍器を用いた。ジョセフソントンネル電流を

なくすために、AlOx層に対して平行に磁場を印加した。 

 

5.2.3 結果および考察 

図 5.2.2 に、S-I-S 接合のサブギャップ電流の温度依存性を示す。図 5.2.2 にて、サブギ
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ャップ電流は 4.2 Kでの値に規格化した。図 5.2.2に、理論的に計算した熱励起のサブギャ

ップ電流を、4.2 Kでの値で規格化し実線で示した(Van Duzer and Turner, 1981)。1.8 K

以上の温度領域にて、測定したサブギャップ電流は、理論的に計算した熱励起電流に良く

一致した(図 5.2.2)。これに対し、0.35 Kにおけるサブギャップ電流の測定結果は、理論的

に計算した熱励起電流よりも２桁以上大きかった。これらの値を、接合のリーク電流を見

積もるのに用いた。 

接合のリーク電流低減に対する酸素プラズマ処理の効果を示すために、本研究における

エッジリーク電流の大きさを報告されている陽極酸化した接合のリーク電流と比較した。

ただし、リーク電流はエッジリーク電流と接合面を流れるリーク電流の和であるため、本

研究においてエッジリーク電流を直接的に求める事はできない。ここで、接合面を流れる

リーク電流は、Nb下部電極上の AlOx/Al層のカバレージが不完全であることに起因する電

流である。このため、エッジリーク電流のとりうる最大値、すなわち、最大エッジリーク

電流を陽極酸化した接合のリーク電流と比較した。最大エッジリーク電流は、接合面を流

れるリーク電流が０であることを仮定して求めた。 

 

 

図 5.1.2 酸素プラズマで処理をした S-I-S接合のリーク電流の温度依存性。図は ref 

(Suga et al., 1995)より修正して転載, copyright 1995 JSAP。 

 

 

本研究における接合のリーク電流密度を、次のように見積もった。サブギャップリーク

電流は、熱励起電流とリーク電流の和である。熱励起電流の温度依存性は指数関数的であ

るが、リーク電流の温度依存性は小さいと考えられる。1.8 K以上の温度領域にて測定した

サブギャップ電流が熱励起電流の理論的な計算値に一致する(図 5.2.2)ことは、この温度領

域にて熱励起電流が支配的なことを示す。これに対し、0.35 Kにおいては、測定したサブ

ギャップ電流が熱励起電流の理論的な計算値よりも２桁以上大きかった。これは、0.35 K
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では、熱励起電流の寄与は無視できる程度に小さい事を示す。すなわち、0.35 Kでのサブ

ギャップ電流はリーク電流である。 

本研究での最大エッジリーク電流を報告されている陽極酸化された接合のリーク電流と

比較するためには、さらに２つのことを考慮する必要がある。第１は、報告間でバイアス

電圧が異なることである。第２は、S-I-S接合の大きさが報告間で異なることである。従っ

て、本研究における接合の抵抗を、報告されている陽極酸化された接合の大きさに対して

計算し、これらを報告値と比較した。ただし、接合抵抗は、バイアス電圧をリーク電流値

で割った値である。エッジリーク電流の大きさは接合の周辺長に比例するため、接合抵抗

は接合の周辺長に反比例する。本研究の接合では、単位長さあたりのエッジリーク電流は、

試料Ａで 2.78×10-5 A/mであり、試料Ｂで 1.47×10-5 A/mであった。これらはそれぞれ 18 

Ωm, 34 Ωmの接合抵抗に対応する。本研究で作製した接合について、接合抵抗を計算した

結果を表 5.2.1に示す。 

陽極酸化した接合の抵抗もあわせて表 5.2.1に示す。参考文献(Ishibashi et al., 1991)で

は、100×100 µmの大きさの接合について、バイアス電圧 1 mVにおけるリーク電流が 2.0 

µAなことが報告されている。このため、接合抵抗は 5×102 Ωと計算される。また、参考文

献(Rando et al., 1992)にてリーク電流は、接合の大きさが 20×20 µmの際に 1.4 nAであり、

10×10 µmの際に 0.6 nAである。接合のバイアス電圧が 0.5 mVであることから、接合抵

抗は、大きさが 20×20 µmの接合では 3.57×105 Ωであり、10×10 µmの接合では 8.33×

105 Ωと計算される。 

 

表 5.2.1 S-I-S接合のエッジリーク電流を比較するための接合抵抗。 

試料ＡとＢの接合抵抗値は見積もった値である。表は ref (Suga et al., 1995)より 

修正して転載, copyright 1995 JSAP。 

接合の大きさ (µm) 10 x 10 20 x 20 100 x 100 

試料 A (Ω) 4.5 x 105 2.25 x 105 4.5 x 104 

試料 B (Ω) 8.5 x 105 4.25 x 105 8.5 x 104 

参考文献[Ishibashi et al., 1991] (Ω)     5 x 102 

参考文献[Rando et al., 1992] (Ω) 8.33 x 105 3.57 x 105   

 

 

表 5.2.1より、本研究における接合抵抗の計算値は、参考文献(Ishibashi et al., 1991)の

値と比較して圧倒的に大きく、参考文献(Rando et al., 1992)の値と比較して同程度である

ことがわかった。これらの結果は、酸素プラズマ処理した接合の最大エッジリーク電流が

陽極酸化した接合のリーク電流の最小値と同程度であることを示す。従って、放射線検出

器用の S-I-S接合を形成する際に、酸素プラズマを用いた方法が陽極酸化法を用いる方法の

かわりに有効であると結論した。 
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エッジリーク電流の原因は、接合の周辺にあるマイクロショートだと思われる。このマ

イクロショートは、Nb、あるいは、導電性の Nb 酸化物だと考えられる。酸素プラズマ処

理した接合の周辺リーク電流が陽極酸化した接合のエッジリーク電流の最小値と同程度で

あることは、処理により接合周辺のマイクロショートが絶縁体である Nb2O5になったこと

を示唆する。 

本研究の接合について、電気的なノイズが検出器のエネルギー分解能に与える影響を考

察した。電気的ノイズに起因するエネルギー分解能の半値幅∆Enoiseは、 

 

∆Enoise = 2.35 E Qn/Qt     ・・・式 5.2.1 

 

で与えられる。ただし、Eは入射粒子のエネルギー、Qnは電荷等価ノイズ、Qtは接合をト

ンネルする電荷量である(Twerenbold, 1987)。 

Jochumらは、抵抗が 50 kΩの接合に対して Qnを計算した(Jochum et al., 1994)。彼ら

は、Qn = (5432 + 9062)1/2 = 1056 electronsと報告している。酸素プラズマ処理をした大き

さ 100×100 µmの接合の抵抗は、表 5.2.1に示すように、4.5 – 8.5×104 Ωと計算されるた

め、この接合に対する Qnは 1056 electronsに近いと考えられる。 

放射線の入射により１つの準粒子が励起されるエネルギーは 1.7∆であるため、Nbに対す

る E/Qtは 2.55 meV/electronsと見積もられる。ただし、∆は超電導エネルギーギャップで

ある。このため、∆Enoise は、6.3 eVと見積もられる。この値は、これまでに報告されてい

る S-I-S接合の最良のエネルギー分解能 36 eVよりも大幅に小さい(Mears et al., 1993)。し

たがって、本研究の接合の抵抗値は、現在の放射線検出器用 S-I-S接合に対して十分に大き

いといえる。 

 

5.2.4 まとめ 

酸素プラズマ処理した S-I-S接合について、接合側面を流れる可能性がある最大のリーク

電流を、サブギャップ電流の温度依存性から見積もった。最大エッジリーク電流は、陽極

酸化された接合の中で最小のリーク電流と同程度であった。最大エッジリーク電流から、

エネルギー分解能ΔEnoiseに対するリーク電流の寄与が 6.3 eVであると計算された。これは、

S-I-S接合に関してこれまでに報告されているエネルギー分解能の最小値よりも大幅に小さ

い。このため、放射線検出器用の S-I-S接合を形成する際に、リーク電流抑制のために、酸

素プラズマ処理が有効であると結論した。 
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5.3 SDDを用いたナノ材料評価 

 

EDSの分野では、シリコンドリフト検出器(SDD: Silicon Drift Detector)と呼ばれる革命

的な進歩があった。この素子を用いることにより、ナノ材料の組成分析が可能となった。

本節では、古典的な EDS検出器に対する SDDの優位性、および、SDDを用いたナノ材料

評価について記載する(Suga et al., 2014)。 

 

5.3.1 本研究の背景と目的 

ナノ材料を評価するためには、形態だけでなく、材料を構成する元素を調べることが大

切である。しかしながら、電子線を照射した際にナノ材料のナノ領域から発生するＸ線信

号は微弱である。これを検出するためには検出立体角の増加が有効であり、それは検出素

子の面積を大きくすることにより実現できる。また、電子線電流を大きくしてナノ領域か

らの微弱なＸ線を増やすと、他の領域から発生するＸ線量も増える。これに対応するため

には、高速にＸ線を検出する必要がある。本論文では、SDD によりこれらの条件が満たさ

れることを示すとともに、SDD をナノ材料評価に適用することによりナノ領域の元素分析

ができることを示す。 

 

5.3.2 SDD の特徴 

2.5節に記載したように、EDS検出器の電気ノイズは式 2.5.5で与えられる。通常の平行

平板型の pn接合から成る EDS検出器(図 5.3.1 (a))では、検出面積の増加に伴い、p領域と

n領域間のキャパシタンスと熱励起によるリーク電流の両方が増加した。式 2.5.5からわか

るように、キャパシタンス増加はシリーズノイズを増やすが、このノイズを減らすために

はτを長くする必要がある。このため、検出システムのスピードが制限されて、高速にＸ

線を検出することができない。さらに、τを大きくすることにより、熱キャリアによる接

合リーク電流の影響を受けるパラレルノイズの寄与が大きくなる(式 2.5.5)。このため、素

子を液体窒素温度近くまで冷却する必要があった(Lechner et al., 1996) 。 

SDD の実現により、素子のキャパシタンスとリーク電流を小さくすることができた。前

者は主に検出スピードとダイナミックレンジを高くすることに寄与し、後者はリーク電流

を低減することにより液体窒素温度での冷却を不要にした。 

SDD は、最初Ｘ線天文学や高エネルギー物理学の分野で開発された(Gatti and Rehak, 

1984) 。その後、蛍光Ｘ線や特性Ｘ線を検出するために SDD のデザインは変更された

(Lechner et al., 1996) (Fiorini et al., 1997) (Strüder et al., 1998)。典型的な構造を、図 5.3.1 

(b)に示す(Lechner et al., 2001)。シリコンの n型基板のＸ線入射面側(図 5.3.1 (b)の下側)

に p型領域を形成する。反対側(図 5.3.1 (b)の上側)に、中心付近に n型領域があり、その周

囲に同心状にいくつかの p型領域が形成される。Ｘ線入射側の p型領域と n型領域の間に

逆バイアスが印加されるが、より高い逆バイアス電圧が外側の p 型領域に印加される。こ
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れにより、素子内の全ての領域が空乏化し、かつ、図 5.3.1 (c)のようなポテンシャル分布が

形成される。そこでは、電子のポテンシャルがＸ線の入射面から n 型領域に向かって減少

し、かつ、外側から中心の n 型領域に向かって減少する。その結果、Ｘ線入射により生成

された電子は、生成された位置にかかわらず n型領域で収集される。 

 

 

 

図 5.3.1 エネルギー分散型Ｘ線分光 (EDS) に用いられる X線検出素子の構造とその中の

ポテンシャル分布。(a) 古典的な EDSデバイスの断面模式図と電荷有感型プリアンプ。(b) 

シリコンドリフト検出器 (SDD) の断面模式図。(c) SDD内部のポテンシャル図。図(b), (c)

は ref (Lechner et al., 2001)より修正して転載, copyright 2001 Elsevier。 

 

 

SDD では、平行平板型の EDS 素子と比較して、収集アノードが小さいためにキャパシ

タンス全体を小さくできる。これにより、検出面積の大きな素子を実現可能であり、古典

的な平行平板型の EDS素子の検出面積が 10-30 mm2であるのに対し、SDDでは 150 mm2

の検出面積を持つ素子も実用化されている(Terasaki et al., 2013)。また、式 2.5.5からわか

るように、キャパシタンスが小さければ整形時間τを短くすることが可能であるため、高

速なＸ線検出が可能となる(Newbury, 2006)。τを短くすることによりノイズに対するリー

ク電流の影響を小さくすることが可能であること(式 2.5.5)、および、接合面積を小さくし

たことによりリーク電流を低減できたことから、液体窒素による冷却が不要となり、ペル

チェ素子による冷却で十分なエネルギー分解能が得られるようになった(Fiorini et al., 

1997)。さらに、通常の EDS では低エネルギー領域において電気ノイズの寄与によりエネ

ルギー分解能が劣化していたが、SDD では上記理由で電気ノイズ全体を減らすことが可能
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5.3.3 結果および考察
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5.4 本章の総合的な議論 
SEM/EDSを用いた特性Ｘ線検出は、簡単に使うことが可能であるとともに、迅速な測定

ができるために広く用いられている。本章では、その使い方を工夫することにより、各種

の検査に適用できることを示した。また、素子そのものを改良することにより、SEM/EDS

の性能を大きく向上できる。今後、さらに SEM/EDS の使い方の工夫や素子性能の改善に

より、SEM/EDSは様々に応用されていくものと予測される。 
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6. まとめまとめまとめまとめ 

6.1 本研究のまとめ 

 

(1) 形態観察 

・ 大気圧 SEM を開発した。試料室が大気に開放されているため、１気圧下の試料を観察で

きるだけでなく、観察の途中で試料に試薬を滴下するなど、従来困難であった外部から

試料を操作しながら動的に観察することができるようになった。また、蒸発現象などの

試料の体積が急速に変化する現象の観察に、世界で初めて成功した。 

・ 大気圧 SEM では電子線を下側から試料に照射するため、これまで困難であった液体の中

に沈む試料を観察できるようになった。 

・ 大気圧 SEM 用に、電気化学薄膜ディッシュを開発した。これにより、世界で初めて電解

液中の電気化学反応を SEM で観察した。また、温度制御ディッシュを開発した。これに

より、これまで困難であったハンダの融解や凝固など大気圧下における試料の温度変化

を観察できるようになった。今後、様々な分野に適用できると期待される。 

・ ナノ材料を用いて、最新の高分解能SEMの性能を確認した。低着地電圧での観察により、

観察時のダメージやチャージを低減するとともに、表面近傍の観察を実現できた。また、

電場と磁場を組み合わせた対物レンズの利用により、低着地電圧でも高い空間分解能の

観察を実現できた。さらに、エネルギーフィルタを備えたスルーザレンズ検出システム

(TTL 検出システム)により、原子番号が異なる２つの化合物の形態をそれぞれ観察でき

た。 

 

(2) 元素分析 

・ ナノ材料を用いて、素子面積が大きい最新のシリコンドリフト検出器(SDD)の性能を確

認した。検出面積が大きくなることにより、ヨークシェル材中の金ナノ粒子の元素分析

に成功した。 

・ Ｘ線検出器に用いることが期待されている超電導接合のリーク電流を低減する方法を

開発した。これにより、超電導接合検出器の電気ノイズを低減できると予測され、

SEM/EDS への適用が期待される。 

・ 半導体デバイスに用いられるPZTの組成を、デバイス構造のまま調べる方法を開発した。

これにより、開発時の組成最適化、生産時の組成モニタリング、および、故障発生時の

組成解析をできるようになったので、それぞれの工程を効率化できた。 

 

(3) 観察や分析の効率の向上 

・ 大気圧 SEM の開発により、試料室である薄膜ディッシュの上で様々な細胞を安定に培養

できるようにした。また、通常の電顕観察に必要な試料の脱水・乾燥などの煩雑な試料
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前処理なしに、簡単な薬液の入れ替えだけで、これらの様々な細胞を「簡単かつ迅速」

に液体に入れたままで電顕観察できるようにした。従来バイオ試料の電顕観察には前処

理を含めて１日以上の時間が必要であったが、本開発により最短 20 分程度で観察が可

能となり、バイオ試料の観察効率を飛躍的に向上させた。 

・ 上記の「飛躍的な迅速化」により、大気圧 SEM でバクテリアの形態を調べることにより、

マイコプラズマ肺炎菌の検査に適用できる可能性を示された。これにより、従来良い方

法がなかった感染初期段階でのマイコプラズマ肺炎検査ができる可能性を示した。また、

ガンの術中検査への適用の可能性も示し、従来の検査では熟練が必要であったのに対し、

本技術により誰にでも簡単に検査ができると期待されている。 

・ 大気圧 SEM と光学顕微鏡を組み合わせた「光顕・大気圧 SEM 複合システム」を開発した。

これにより、一台の装置で簡単に相関顕微法を実現できるようにしたので、観察を効率

化することができた。特に、蛍光ラベルによる免疫染色を行った上で光顕により観察位

置を特定し、その後大気圧 SEM で目的部位を高い空間分解能で観察することが簡単にで

きるようになった。また、上部にある光顕を用いたライブセル観察によりタイミングを

選んで試料を固定し、その後大気圧 SEM で観察を行うことにより、時間的に変化する現

象をタイミングを選んで高分解能観察することが簡単にできるようになった。これらに

より、バイオ分野の研究開発効率を向上させることができた。 

 

6.2 今後の課題 

 

(1) 形態観察 

・ これまで観察が困難であった大気圧下の様々な試料を大気圧 SEM で観察し、その有効性

をさらに検証していく必要がある。 

・ 高分解能 SEM でより高い空間分解能での観察を実現するために、TEM の分野で用いら

れている収差補正技術を導入することが必要である。 

・ 本報告では高分解能 SEMで２次電子と反射電子に分けて電子を検出する方法について

記載したが、さらに角度を分けて検出することにより、より多くの情報が得られると期

待される。このような検証が必要である。 

 

(2) 元素分析 

・ 大きな検出面積を有する、高エネルギー分解能 EDS 検出素子の開発が必要である。特

に、超電導接合や超電導トランジッションエッジセンサーなどをアレイ状に配置し、検

出面積を大きくすることが有効と考えられる。 

 

(3) 観察や分析の効率の向上 

・ 大気圧 SEM を、マイコプラズマ肺炎菌検査、あるいは、ガンの術中診断にどのように使
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えるかさらに検討する必要がある。 

・ 大気圧 SEM で迅速な観察ができる特徴を活用して、創薬開発への適用を検討する必要が

ある。 

・ 大気圧 SEM を、工業用のモニタリング等に使えないかさらに検討する必要がある。 

 

(4) 結晶性分析 

・ 反射電子を検出することにより、試料の結晶欠陥などを観察できることが報告されてい

る。これらの観察条件を最適化すること、および、その理論的な解釈が求められている。 

 

 

6.3 今後の展望 
SEMが最初に開発された頃、あまり使われる技術にならないと考えられていた。形態を

調べるツールとして既に TEMが商品化されており、SEMに対するニーズが少ないと考え

られていたたからである。しかしながら、SEM が市場に導入されると、TEM と比較して

圧倒的に簡単に使えるために爆発的に普及した。その SEM は、本研究で記載したように、

大気圧下の試料の観察ができるようになり、低ランディングエネルギーでの観察でチャー

ジとダメージが少ない観察が可能となり、かつ、特性Ｘ線検出による組成分析の性能が向

上した。このように SEMの性能は年々向上し、より広く用いられるようになっている。 

緒言にも記載したが、電子線のドブロイ波長は電子線のエネルギーが 100 eV の場合に

1.24 Åである。これは、原理的にはランディングエネルギーが 100 eVの観察で、原子分解

能の観察が可能であることを示す。このように、SEM には大きな可能性が残されている。

このため、今後も SEMの性能は大きく改善されていくと予測される。 
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