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1.　はじめに

集束イオンビーム（FIB）装置は，細く絞った Ga イオンビー

ムをターゲット領域に照射することで数 nm ～数百 μm レベ

ルの微細加工を可能にするツールである．この画期的な装置

の原形は，1979 年の Seliger らの発表 1,2）にさかのぼる．

Seliger らの装置のビーム径は 100 nm，電流密度は 1 A/cm2

程度の性能であったが，当時としては画期的に高輝度なイオ

ンビーム装置であったため様々な研究者たちの注目を集め

た．そのアプリケーションも単なる微細加工にとどまらず，

特定箇所の断面構造観察や透過電子顕微鏡（TEM）試料作

製などにも及んだ 3 ～ 5）．

1990 年代半ばになると生物系分野でも FIB 装置の活用事

例報告が散見されるようになってきた．最初のアプリケー

ション例は歯など無機材料に近い試料の断面観察事例であっ

た 6）が，2000 年以降は樹脂包埋した生体試料を対象にした

事例報告も増えてきた 7 ～ 11）．

このころから FIB 装置はさらに進化し，同一チャンバー

内に FIB 装置と走査型電子顕微鏡（SEM）を搭載した FIB/

SEM（DualBeamTM, FEI）装置が開発された．この装置は

SEM 鏡筒と FIB 鏡筒それぞれのビームが，試料上の同一箇

所を異なる方向から照射されるよう設計されている．図1（a）
に DB 装置で行う断面加工の模式図を示す．この装置の発明

は，上記の従来型 FIB アプリケーションに加え新たな応用

例ももたらした．その中の重要な 1 つに DB 装置を用いたイ

オンビームによるシリアルミリング三次元再構築法（ion-

beam Serial milling and Reconstruction; iSR）法がある．iSR

法を紹介する前に，まず従来のシリアルセクショニング

法 12 ～ 18,20）について説明する．

2. 材料系分野におけるシリアルセクショニング法とその

歴史

シリアルセクショニング法とは，試料の連続断面スライス

作製とスライス毎の断面観察を交互に行うことで得られる多

数の二次元連続画像を元にして試料の三次元像を再構築する

手法である．シリアルセクショニング法で使用される断面ス

ライス方法は，FIB 以外の手法と FIB を使う手法が存在する．

FIB 以外の手法としては，例えば Li らが機械式研磨機を用

いてアルミニウム合金試料を断面スライス加工し，その加工

面を光学顕微鏡観察するというプロセスを繰り返して三次元

再構築する事例を報告している 12）．

この断面スライス加工に FIB を用いる手法が発表された

のは 1990 年代に入ってからで，材料系分野が最初である．

例えば Dunn らが，FIB 装置に四重極質量分析計（Qmass）

を装備し，断面スライス加工時に発生する二次電子および二

次イオン情報を三次元構築する事例を報告している 13）．この

FIB に Qmass を取り付けたシリアルセクショニング法は，
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図 1　FIB/SEM 装置と三次元構造解析手法の概略図
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特に Image Depth Profiling 法と呼ばれ，二次イオン質量分析

計（Secondary Ion Mass Spectroscopy; SIMS）法の 1 種とし

て 1990 年代後半にいくつか報告例がある 14,15）．また Inkson

らは SEM 鏡筒がついていない単体 FIB 装置を使って，スラ

イス加工と断面観察像群を試料ステージ傾斜を繰り返すこと

で取得し三次元構築した事例を報告している 16）．なお Inkson

はこの手法を 3D FIB Tomography 法と呼んでいる．

一方生物系試料ではダイヤモンドナイフを使用する例がほ

とんどである．例えば White らは，線虫の 1 種である

Caenorhabditis elegans をダイヤモンドナイフと TEM を用い

て約 8000 枚もの画像をもとに，その全体像を再構築した事

例について報告しており 17），Harris はラット海馬神経細胞樹

状突起（dendrite）の断面 TEM 像から 7 μm 長の三次元再構

築像を作製して樹状突起棘（dendritic spines）を見事に再現

した事例を報告している 18）．

近年のエレクトロニクスおよびパーソナルコンピュータ

（PC）の発達で，装置データのデジタル化が進んだことや

AMIRATMA ，AVIZOTM（http://www.maxnt.co.jp/）等の市販の三

次元再構築専用ソフトウェアも充実したことから，膨大な枚

数を用いて三次元処理する必要のあるシリアルセクショニン

グ法も見直されてきた．近年の例では Denk らがミクロトー

ムの切り出しと SEM 観察のプロセスを繰り返してシナプス

の三次元再構築を行った事例を報告している 19）．なお Denk

らはこの手法を Serial Block-Face Scanning Electron Micro-

scope（SBFSEM）法と呼んでいる．

3.　iSR 法

iSR 法は，断面スライス加工に FIB を，スライス断面観察

に SEM を用いる手法である．再構築手法は市販の三次元化

ソフトウェアを用いて行うため，iSR 法と他手法で再構築時

の違いはない．

前述した Image Depth Profiling 法は加工に FIB，観察に

SIMS 像もしくは SEM による吸収電流像を使っているため，

iSR 法の原型ともいえるものは 1990 年代には既に発表され

ていることになる．それが近年になって再度，同様の三次元

再構築手法が注目を浴びているのには，PC の性能が大幅に

向上した以外にも理由がある．それは従来の FIB を利用し

たシリアルセクショニング方法と比較して，近年の FIB 鏡

筒と SEM 鏡筒が急激に進歩したことである．つまり一定ス

ライス幅の加工が高精度かつ正確に行われるようになったこ

と，1 スライスの加工が終わるごとに注目領域が常に画面中

心となるように高分解能 SEM 観察および保存されること，

またそれらのプロセスが全て自動的に行われるようになった

等，ハード面の進歩が著しいことが挙げられる．

近年の PC の性能向上の恩恵で同様に注目されている他の

三次元再構築法に，X 線トモグラフィ法 20）や (S)TEM トモ

グラフィ法 21,22）がある．これらの手法には非破壊で試料の三

次元構造が得られるという大きな利点があるが，基本的に試

料の透過画像を元にして三次元再構築を行うため，再構築像

の空間分解能は試料厚さに大きく依存する．

iSR 法は，原理的に観察像群の像質は何枚目であっても電

子の試料への侵入深さ，加工スライスピッチでほぼ決まるた

め（後述），三次元再構築像の空間分解能は理論的に試料厚

を問わない．図 1（b）および図 2 にこの手法の概略と他の三

次元再構築手法との位置づけを示す．図 2 の横軸は空間分

解能を表している．

市販の FIB/SEM 装置で iSR 法を適用した最初の事例報告

は，2004 年に Holzer らから，チタン酸バリウム試料に適用し

た文献がある 23）．Holzer らはこの手法を FIB nano-tomography

と呼んでいる．

一方生物系分野における iSR 法の適用事例は，Denk らの

SBFSEM 法の報告以降になる．2006 年に Heymann らから酵

母細胞やリンパ性腫瘍について iSR 法を適用した事例が報告

されている 24）．その後，2008 年に Knott らが脳神経細胞の樹

状突起について適用事例を報告している 25）．Knott らはこの手

法を Serial Section Scanning Electron Microscope using FIB 法

と呼んでいる．以降も，2009 年に Hekking らがアテローム

性動脈硬化症の試料について適用した文献 26）など，論文，

学会での報告が続いている．

4.　iSR 法の一般的な手順

iSR 法を適用する場合，試料には以下の前処理が必要とな

る．まず化学固定した試料を樹脂包埋し，ブロック染色する

ことが必要である．この理由は，FIB によるスライス加工断

面は非常に平滑で二次電子を用いた断面画像ではコントラス

トがつきづらく，反射電子を用いた原子番号コントラスト（Z

コントラスト）起因の断面画像を利用するためである．

次に樹脂包埋した試料をトリミング後，ダイヤモンドナイ

フを用いた加工で平滑断面を作製する．この時ターゲット箇

所近傍が露出するまで加工することが望ましい．この理由は

2 つある．1 つは FIB 照射面付近に凹凸が存在すると，断面内

にその形状を反映した加工跡，材料系分野で curtain と呼ば

れるアーティファクト 27）が入ってしまうためである．もう

1 つは FIB の焦点深度に起因する．FIB 加工深さが過剰に深

いと FIB ビームのフォーカスぼけにより電流密度が低下し

てしまう．すると試料内に存在するエッチングレートが異な

図 2　様々な三次元構造解析手法とその位置づけ

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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る材質（生物系試料の場合，重金属と生体組織の結合の多少）

に起因する curtain 現象により平滑な断面が作製できない．

ここまでの手順は TEM 試料作製時とほぼ同様になるが，

iSR 法の場合，最後にスパッタ装置や蒸着装置等を用いて，

作製した平滑断面上に導電性薄膜を成膜する必要がある．こ

の理由は FIB および SEM が荷電粒子で電荷を帯びているた

めである．TEM の場合は試料が薄切されており，プローブ

に用いる電子は透過してしまうため像観察に際し影響を及ぼ

しにくいが，一方 iSR 法の場合はブロック試料のため，加工・

観察時に照射する荷電粒子の影響で試料がチャージアップを

起こし，加工・観察の位置ズレなど悪影響を及ぼしやすい．

そこでこの影響を極力排除する目的で，試料全体に導電膜を

成膜する必要がある．iSR 法では FIB 加工した穴のいわば側

面を SEM 観察するので原理上 FIB スライス加工面には導電

膜はないが，加工面近傍に導電性膜が存在しかつ接地されて

いるため，通常問題なくデータ取得が可能である．図 3 に

上記手順で作製した試料とその模式図を示す．

5.　iSR の生物系試料への応用事例

以下に iSR 法の応用事例を示す．

図4（a）はマウス小腸上皮組織の三次元再構築結果である．

約 40 μm × 40 μm × 8 μm 厚のボリュームを 50 nm のスライス

幅でデータ取得を行っている．腸絨毛や細胞核等の組織内部

構造が見事に再現されていることがわかる．図 4（b）はマウ

ス脳神経樹状突起の三次元再構築結果である．ミトコンドリア

等の内部立体構造がきれいに再現されていることがわかる．

6.　データ取得時の留意点

良好な再構築データを得るという観点から FIB によるス

ライス間隔はできるだけ細かくしたいところであるが，その

際 SEM 観察に用いる加速電圧を考慮する必要がある 28）．す

なわち電子線の interaction volume を考慮しないと，再構築

結果に奥行き方向の情報が入ってしまう恐れがある 29）．例え

ば，試料をカーボン，電子線の入射角度を 38°（FEI 社製

FIB/SEM 装置の鏡筒配置），加速電圧 1 kV と 10 kV で電子

線の侵入・脱出深さを計算させた結果を図 5 に示す．加速

電圧 1 kV の反射電子の平均脱出深さは 3.04 nm，10 kV のそ

れは 146.2 nm となった．これは加速電圧が 1 kV の場合，少

なくとも 3 nm 程度もしくはそれ以上のスライス間隔を用い

る必要があることを意味する．加速電圧 10 kV を用いる場合

は 140 nm 以上のスライス間隔を採用しないと奥行き方向の

情報が断面像に入ってしまい，そのアーティファクトを完全

に払しょくすることが難しくなる．

シミュレーションの結果から，iSR 法の空間分解能を議論

する際，SEM 観察に用いるプローブのスポットサイズだけ

でなく interaction volume を考慮する必要のあることがわか

る．また SEM 平面分解能を上げる（プローブのスポットサ

イズを小さくする）ために加速電圧を上げても，interaction

volume の広がりによって空間分解能は期待ほどには上がら

ないこともわかる．加えて FIB 照射による試料構成原子構

造へのダメージ 30,31）を考慮すると，iSR 法で 10 ～ 20 nm 以

図 3　iSR 法に望ましい試料形状と模式図

図 4　iSAR 法の応用例　（a）マウス小腸上皮組織の三次元再

構 築 結 果．Sample courtesy: Paul Matsudaira, NUS Singapore．
（b）マウス脳神経細胞樹状突起の三次元再構築結果．Sample 
courtesy: FAIM, C Genoud, Friedrich Miescher Institute

図 5 モンテカルロシミュレーションによるカーボン試料に照

射した入射電子の軌道計算結果．（a）加速電圧 1 kVの結果と（b）
加速電圧 10 kV の結果．入射角 38°，計算電子数 100000 個．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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下の空間分解能を議論するのは筆者としては疑問がある．そ

れ以下の空間分解能で三次元構造の議論を行う必要がある場

合は，電子線トモグラフィ法を利用する方が賢明であろう．

7.　まとめ

以上生物系試料に関してのシリアルセクショニング法の歴

史と iSR 法について紹介してきた．本手法は，TEM で得ら

れる二次元情報とはまた別の有効な知見が得られており，

TEM トモグラフィと X 線トモグラフィの守備範囲の隙間を

埋める有効な手法の 1 つとして，現在さらなる注目を集めて

いる．

生物系分野での iSR 法の更なる広がりを期待している．
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