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1.　はじめに

様々なマイクロイメージング技術は科学の全領域を発展さ

せた．特に，光学顕微鏡（光顕）は細胞内小器官や比較的大

きい分子複合体の観察を可能にした．光顕用には多くの染色

剤（例えばヘマトキシリン・エオジン，4’,6-diamidino-2-

phenylindole（DAPI））やラベル体が開発され，生物学，医

学そして薬理学 1）で利用されている．特に蛍光顕微鏡は，蛍

光ラベルによって蛋白の局在を決定することができる．しか

し，光の波長などの要因により，光顕の分解能は約 200 nm

が限界である．この値は，細胞微細構造や病原菌の観察には

明らかに不十分である．近年，この限界をある程度超える超

分解能光顕が登場し，主に高精度での位置特定が可能になっ

ている．だが，量産は容易ではなく，試料の蛍光ラベルが必

須である．より高分解能・高スループットの観察法開発が，

薬のスクリーニングへの応用の鍵となっている．

電子顕微鏡（EM: Electron Microscope）はサブナノメーター

の分解能を持ち，細胞小器官観察に幅広く利用されている．

しかし，試料は真空に耐えるように前処理する必要がある．

重金属によるコーティング法では，内部構造の直接観察は不

可能となる．また透過電子顕微鏡（TEM: Transmission EM）

用のエポン超薄切片法では，試料は固定，脱水，包埋，薄切，

染色される．脱水や包埋は細胞内のデリケートな親水構造に

対して本質的なダメージを与えるおそれがある．EM 用の染

色液には，酢酸ウラン塩，クエン酸鉛，リンタングステン酸，

白金ブルー 2）などがある．しかし染色剤の種類は，光顕用と

比較して少ない．

TEM クライオトモグラフィは，500 nm より薄い細胞の

3D 構造を 4–5 nm 分解能で観察する 3,4）．しかしながら，動

物細胞は 500 nm よりも厚く，電子線を透過させるために細

胞の凍結薄切が必要となる．これは難しい作業であり，薬の

スクリーニングのような大量検体には基本的に向かない．

X 線や電子線結晶解析は蛋白や複合体を 3 Å 以上の高分解

能で決定することができる 5 ～ 8）．TEM を用いた単粒子解析は

in-silico 結晶化であり，分解能は結晶解析法には及ばないが，

結晶化を必要としない選択肢である 5,9）．しかしながら，これ

らの方法は全て蛋白精製が必要なため，解析可能な蛋白質は

限られ，スループットも低減する．さらに，基本的に，

20 nm 以上の分子複合体に適さない．これと光顕の 200 nm の

分解能を考え合わせると，メゾスコピックサイズと呼ばれる

20 から 200 nm の間のサイズの粒子の多くは観察困難である．

これらを克服するため，Abrams らによって初めて環境セ

ルが開発された．この TEM 用環境セルは準閉鎖系であり，

コロジオン 10）やカーボン 11,12）の電子線透過フィルム二枚の

間に湿潤状態で試料を保持し，高分解能観察を可能にす

る 13 ～ 17）．細胞の薄い端では，固定後に小胞を金コロイドラ

ベルして，走査型透過電子顕微鏡（STEM: Scanning TEM）

により透過観察に成功している 18）．

一方，走査電子顕微鏡（SEM: Scanning EM）は，試料表
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面スキャンによる反射電子や二次電子を検出しており，試料

の厚みに関わらず表面近傍が観察できる 19 ～ 21）．このユニー

クな特性は，SEM を二つの方向，環境 SEM 22 ～ 24）と環境セ

ル 25,26）へと発展させた．環境 SEM は差動排気システムと

GSED（gaseous electron detector）技術の組み合わせによっ

て 1000 Pa（1/100 気圧）程度の真空度で湿潤試料の撮像を

可能にしている．しかし，撮像は水分が完全に蒸発する前，

かつ試料表面に極薄の水膜存在下で行わなければならない．

そのため，撮像のタイミングを見極めることは容易ではない．

一方，ポリイミド膜を用いた環境セルが Thiberge らによっ

て開発され，完全な湿潤試料（細胞や組織）の観察に成功し

ている 25,26）．しかし，容積わずか 15 μl の閉鎖系で，外部か

らの細胞操作や試薬投与は困難である．さらに，このフィル

ムは典型的には 145 nm と厚く，電子線を散乱し分解能を低

下させる．

近年，電子線透過度が高い窒化シリコン（SiN）フィルムが，

半導体製造プロセスによって生産されている 27,28）．我々は，

プロセス最適化により，僅か 30 nm 厚の非常に薄く平坦な

SiN フィルムの製造に成功した．高分解能を可能にし，かつ

一気圧の圧力耐性を持つこのフィルムを用い，我々は開放試

料室を持つ大気圧走査電子顕微鏡（ASEM: Atmospheric

SEM）を開発した．この装置では，光顕と倒立型 SEM とを

サンプルを挟んで同軸上に配置することで，同視野観察を実

現している．

2.　システムの概説

2.1　電子線透過膜の作製方法

薄膜を作製するために，SiN を Chemical Vapor Deposition

（CVD）29）法を用いて 10, 30, 100, 150 nm の膜厚で Si 基板上

に積層する．Si 基板を部分的にウェットエッチングで溶か

し 30 ～ 32）SiN 薄膜窓を作製した（図 1 左下※）．薄膜窓は標

準的な直径 35 mm プラスティックペトリディッシュの底面

に組み込んだ．ASEMディッシュは，約10 ml容量で（図1左），

本体から取り外し可能であるため，CO2 培養器で細胞を培養

できる．

2.2　ASEM の設計

ASEM ディッシュホルダーの下部に，倒立型 SEM を新設

計した．電子線は薄膜を透過した後，試料を照射する（図 1
中）．反射される電子は SiN 薄膜を通ってディスク型 BEI

（Backscattered Electron Imaging）検出器で検出され ASEM

像を得る．また，薄膜ディッシュ上方には，光顕（BXFM，

オリンパス社製）を備え，ASEM との交互観察を可能にし

ている．両装置の光軸は一致した状態で固定され，視野は

試料ステージを水平方向に動かすことにより移動する．な

お，本装置，及び薄膜ディッシュ（SiN 100 nm）は商品機

ClairScopeTM（JASM-6200，日本電子（株）），及びその消耗

品として発売されている（図 1 右）．

2.3　細胞培養，金ラベリング，固定及び染色

SiN 薄膜は一般に細胞培養に適している．37°C の 5％ CO2

培養機内で，COS7（African Green Monkey SV40-transfected

kidney fibroblast cell line）等の接着の良い細胞はASEMディッ

シュの SiN 薄膜上に直接培養（培養液：Dulbecco’s modified

Eagle’s medium（DMEM），10 ％ fetal bovine serum（FBS），

100 μg/ml kanamycin）される．細胞によっては，膜にコーティ

ングを要する．ASEM 観察には，①細胞を 1％グルタールア

ルデヒド，リン酸バッファ（PBS）液で室温，10 分間固定，

② Triton-X 100 で 処 理 し た 後， ③ 白 金 ブ ル ー（0.6 ％

Pt4(NH3)8(C6H13O5)4 溶液，原液の 10％濃度，日新 EM）で 10

分間染色した．

Wheat Germ Agglutinin (WGA)-gold ラベルでは，①処理後，

固定細胞をブロッキング液（2％ Bovine Serum Albumin（BSA）

を含む PBS 溶液）に 30 分間浸し，細胞表面のグリカンを濃

度 0.8 A520 の 15 nm 金コロイド（EY laboratories）標識 WGA

で 30 分間ラベルした．

図 1　ASEM の構造図．倒立型 SEM（大気圧走査電子顕微鏡，ASEM）に対向して光学顕微鏡（光顕）を配置し，間に ASEM
ディッシュを備える．ASEM ディッシュは取り外して細胞の培養が可能で，SiN 薄膜窓を底面に持つ．この薄膜は，電子線を

透過するほど薄いが大気圧を保持できる．薄膜を介して液中の細胞に電子線を照射し，細胞からの反射電子を検出することに

より高分解能で像を取得できる．また，光顕を用いた蛍光ラベリングにより発現部位を特定できる．薄膜窓を※で示した．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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2.4　細胞や組織の核特異的な染色

ASEM ディッシュ上で培養した COS7 細胞を固定のみ 1％パ

ラホルムアルデヒド溶液で行った．組織観察では，金魚の脳

をおおよそ半分に切断し，細胞の場合と同様の処理を行った．

2.5　ASEM と光顕による同視野観察

細胞を培養した ASEM ディッシュを試料ステージ上に O

リングで固定し，倒立 SEM 鏡筒内部を一分程度かけて真空

排気する．ディッシュに下から電子ビームを照射し，反射電

子は，SiN 薄膜の直下にある BEI 検出器で検出する（図 1 中）．

ディッシュ上部から光顕で細胞器官や構造を確認し，ASEM

で高分解能撮像することができる．

3.　ASEM の分解能検証

3.1　薄膜厚および加速電圧との関係

SiN 薄膜，ポリイミド膜とも電子線に全透性ではないため，

膜厚が分解能に影響する．この関係を，SiN 薄膜上に載せた

金コロイド（直径 15 nm）の視直径を求めて解析した．初め

に，150 nm 厚の SiN 膜を用いた結果では（図 2（a, b）），倍

率 100,000 倍（加速電圧 30 kV，電流 40 pA）で，近接して

いる金粒子は分離できず，その輪郭も明確ではなかった．厚

さを 150 nm から 30 nm に徐々に薄くすると（図 2（b–d）），
個々の金粒子はより明確になる．最終的に粒子径は 30％減

り，S/N 比は徐々に向上する．逆に低加速 10 kV（膜厚

150 nm，図 2（e））では，金粒子はぼやける．低加速では

SiN 薄膜中での電子線の広がりが大きいためである．以上の

結果から，薄膜厚 100 nm 以下，加速電圧 30 kV を使用する．

3.2　細胞表面糖鎖の金ラベルによる ASEM の分解能測定

ASEM ディッシュ上の COS7 細胞を 1％グルタールアルデ

ヒドで固定し，細胞表面の糖鎖を WGA- 金コロイド（直径

15 nm）で特異的にラベルした．液中の細胞を ASEM で倍率

40,000 で観察したところ（図 3（a, b）），金粒子は細胞表面

の至る所で輝度の高い白い粒子として見られる．粒子は細胞

の周囲を密に形どり，特にフィロポディア，ラメリポディア

を含む仮足に集中している．これら結果は，糖鎖の予想分布

と一致する．

高倍率 100,000 倍（加速 30 kV，ビーム電流 40 pA）では，各々

の金粒子の判別は容易である（図 3（c））．しかし下方の細胞

の縁から中心に向かって金粒子は徐々にぼやけ，細胞の中心

付近では消えてしまう．これは，細胞の高い所（細胞質が厚

い所）に吸着した金粒子は薄膜から離れ，電子ビームが届か

ないためと思われる．なお，分解能を判別可能な金粒子間隔

図 2　ASEM による様々な SiN 膜を通しての金コロイド観察．

（a）ASEM の原理図．（b）（c）（d）倍率 100,000 倍，加速電圧

30 kV，ビーム電流 40 pA で，SiN 膜厚（b）150 nm，（c）100 nm，（d）
30 nmでの金コロイドの像．膜厚が減ると，金粒子の形状が徐々

に明確になる．低加速 10 kV（e）では，金粒子はよりぼやける．

これは電子線の散乱がより大きくなるためである．

図 3 金コロイドで表面の糖鎖をラベルした COS7 細胞．（a）
電子線の経路．金コロイドに到達する前に，電子線は SiN 膜，

細胞膜，そして細胞質により散乱される．散乱された電子線は

最後は金により反射され，再び SiN 薄膜を通り，BEI 検出器に

到達する．細胞をグルタールアルデヒドで固定後，その表面

糖鎖を WGA-gold（15 nm）によりラベルした．（b）ASEM は，

倍率 40,000 で SiN 100 nm 膜を越しに金粒子を観察．（c）倍率

100,000 倍で，分解能は 8 nm．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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と定義すると，30 nm SiN 薄膜では，8 nm であった（図 3（c））．
3.3　ASEM の分解能の理論的限界

歴史的には，ASEM（反射電子像）の分解能は，Kanaya-

Okayama 33）理論から，試料内部での電子線の広がりで決定

されると考えられていた．この広がりは加速電圧と試料（薄

膜も含む）の原子番号 Z に依存する．無染色生物試料の Z

は小さい．電子線は μm オーダー（加速電圧 30 kV）に広がり，

反射電子効率は 5％程度 34）となる．しかし，ここでの金粒

子での分解能はこの値よりも二桁良い（図 3（c））．薄膜に

近く電子線の広がりが小さい場所で，Z の大きな金粒子

（Z=79）が電子線を強く散乱しているためである．重金属で

染色された像も，これと似ている．現に Merli らは，高 Z の

層を含む半導体積層膜を用いて，分解能は高 Z 原子の位置

と S/N 比で決定されることを示した 35）．

4.　様々な細胞の ASEM 観察

4.1　ニューロンの結合

ニューロンは一般的に培養条件，特に培養基質に敏感であ

り，シナプスの形成には数日間の CO2 培養器での培養が必

要である．脱着可能な ASEM 薄膜ディッシュは環境セルと

異なり，数 ml の培地を保持でき，安定な長期培養が可能で

ある．

コラーゲンコートした 100 nm SiN 膜上で PC12 細胞（rat

adrenal pheochromocytoma）を四日間培養し，固定後，Triton

X 処理，白金ブルー染色を行った 2,36）．ASEM の高分解能に

より，これまで光顕では難しかったニューロン間の微細な結

合を多数観察できた（図 4）．初代培養のシナプスも同様に

ASEM で観察された．

4.2　食細胞作用

全ての細胞，とりわけ免疫細胞にとっては，細胞外物質や

病原菌を破壊・分解することは必須である．それらの初期段

階である食細胞作用を COS7 細胞を用いて観察した．直径

10–20 nmのQ dot® 粒子を細胞周囲に散布した．ASEMディッ

シュは開放構造なので，試薬の投与は容易である（図 5（a））．
まず蛍光顕微鏡で生きたままの細胞の挙動を観察する．細

胞が粒子を取り込んだ瞬間，グルタールアルデヒドで固定し，

BSA でブロッキング，そして Qdot® WGA conjugate と，さら

に 1％のリンタングステン酸（ASEM 用）で染色した．蛍光

像では，細胞内に取り込まれた粒子（矢印，図 5（b））が確

認できる．ここで一つに見えていた楕円の粒子は，高分解能

な ASEM では，二点（図 5（c）中で太い矢印）である．リ

ンタングステン酸は核（特に核酸）も高コントラストに染色

する．

4.3　小胞体

細胞内で Ca イオンを溜める小胞体は，ニューロン間の情

報伝達や胚形成など重要な生理的役割を担う．しかし，その

構造は光顕で観察するには小さすぎる．小胞を観察するため

に，COS7 細胞を同様に固定・穿孔した．光顕用には，Alexa

Fluor で特異ラベル，電顕用には白金ブルーで染色した．光

顕では小胞の大きな構造のみ見えるが（図 6（a）），ASEM

では，太いチューブから蜘蛛の巣状に広がった構造を倍率

20,000 倍で観察できた（図 6（b, c））．白金ブルー染色では，

細胞の核，特に染色質が強く染色される．それは，前述のリ

ンタングステン酸などによる染色よりも遥かに明るい．

4.4　組織の表面観察

SEM では電子線で試料表面のみを走査する．そのため，

環境セルを用いて心臓組織の表面が，薄切無しに酢酸ウラン

染色によって観察された 25）．しかし，そこでは癌の診断で重

要な細胞核が明確ではなかった．白金ブルーは染色質を強く

染色する傾向があるため，培養細胞を用いて，核が強調でき

る固定・染色条件を ASEM で調べた．その結果，パラフォ

ルムアルデヒド 1％による固定と白金ブルー染色の組み合わ

せが最良であった．他の組み合わせと比較して，はるかに高

コントラストである（図 7（a））．この核特異的な条件で，

半分に切断した金魚脳組織を固定・染色した．黒い背景の中

で切断面にある核が白く際立って見え，細胞の突起も弱く判

別できた（図 7（b））．

図 4 PC12 神経細胞間のシナプス結合．細胞をコラーゲンコー

トした SiN 薄膜の上で NGF 添加培地中，四日間 CO2 培養器

で培養した．神経細胞間で多数のシナプスが形成され，固定・

Triton-X 穿孔・白金ブルー染色した．

図 5　光顕と ASEM による食細胞作用の同視野観察．COS7 細

胞の周囲に直径 10–20 nm の Qdot 粒子を蒔いた．光顕で観察

することで，細胞が粒子を内部に取り込んだ瞬間を捉え，固定・

リンタングステン酸染色を行った．光顕像では一つに見えてい

た粒子は，ASEM 高分解能撮影では二つに分別（太い矢印）で

きる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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5.　考察

5.1　ASEM と環境セル

TEM 用の環境セルは，カーボンかコロジオンの二枚の薄

膜間に湿潤試料を保持する．これらの薄膜は真空との圧力差

によって真空側（外側）に膨らみ，薄膜間の電子線経路が増

大し易い．電子線散乱は増え，像はぼける．ASEM において

も，大気圧は SiN 薄膜を真空側に押し曲げるが，フォーカス

を調整するだけで容易に補正できる．さらに，二枚の薄膜窓

からなるTEM用環境セルのリークチェックは容易ではない．

しかし，ASEM ディッシュは，下側に真空ボトルを装着し真

空度をモニターすることで，簡単にチェックできる．このよ

うな方法を用いて，我々は 1000 枚以上のディッシュをトラ

ブル無しに使用している．

環境セルは一般に容量が非常に小さい．SEM 用も僅か

15 μl の閉鎖系で，外部からの試料操作が困難である．これ

に対して，ASEM ディッシュは容量が 10 ml で，環境セルの

ような数μlの難しい液滴操作が不要である．そして，本ディッ

シュの開放構造は，ステージ上でのマイクロインジェクショ

ンや電気生理をも可能にし，薬やウイルスの滴下も容易であ

る．すなわち，ステージ上で生きた細胞を操作しながら，そ

の変化を上部から光顕で観察して，最適なタイミングで固定

する．そして ASEM で nm レベルの高分解能で観察する．ま

た ASEM で得られた構造が未知の場合は，構成候補タンパ

ク質を蛍光ラベルし，光顕像とのパターンマッチにより解析

できる可能性がある．その際，共焦点顕微鏡，二光子励起顕

微鏡，そして最近の蛍光顕微鏡（特に STORM や PALM 37））は，

分子の位置や種類によりを高精度で特定できる．

5.2　様々な細胞種への適用

ASEM ディッシュは，SiN 薄膜をコラーゲンやフィブロネ

クチン等でコーティングすることで，神経細胞，上皮細胞，

免疫細胞など比較的培養が困難な細胞を培養できる．特に，

ニューロン間での微細なシナプス形成への応用が注目され

る．脳の神経ネットワーク形成は，発生における様々な刺激

に影響を受け，本能と記憶を含む高次元の精神的活動を司る．

これらシナプス形成の基本制御機構の研究には，in vivo 系は

あまりにも複雑なため，培養系が広く用いられてきた．一般

的にシナプス・スパインのサイズは，50–500 nmと微細であり，

光顕よりも電顕が観察に適する．しかし TEM でシナプスを

観察するためには培養面と水平なエポン薄切という実際には

困難な作業が必要なため，これまで光顕が用いられてきた．

5.3　組織観察と迅速癌診断

細胞の ASEM 観察には，白金ブルー，酢酸ウラン，リンタ

ングステン酸，四酸化オスミウムなど様々な染色剤が有効で

あった．中でも白金ブルーは，RNA や DNA など核酸に結合

しやすく，核の染色質，染色体を強く染める．本特徴は，白

金ブルーの前躯体シスプラチンがガンの化学療法薬であり，

DNAに結合し細胞分裂を阻害する性質に由来すると思われる．

図 6　COS7 細胞内小胞．細胞を固定，穿孔し，光顕用に

Alexa Fluor 488 でラベルし，さらに ASEM 用に白金ブルー染

色した．（a）光顕と（b, c）ASEM での同視野観察．光顕では

観察困難な小胞の微細構造が，ASEM では観察された．

図 7 組織ブロックの細胞核．（a）COS7 細胞を用いて染色条

件の最適化を行った．様々なアルデヒド液で固定後，染色．パ

ラフォルムアルデヒド固定・白金ブルー染色により，他の条件

よりも特異的に核を染色した．比較のための四酸化オスミウム

OsO4では，細胞質の脂質が特に染色されている．（b）組織の観察．

金魚の脳を半分に切断し，上記の核染色処理を行った．切断面

を ASEM で観察すると，表面近傍の核が特に明るく観察できた．

核の形状は明瞭であり，細胞突起様繊維も弱く染色された．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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核のサイズは手術中の迅速癌診断における最も重要な指針

である．これまで組織をクライオ薄切し，ヘマトキシン・エ

オジンで染色して光顕で決定していた．しかし，クライオ薄

切は，難しく，全過程に 15–30 分必要で，その間手術は中断

していた．また，その困難さから通常，診断は術後にパラフィ

ン薄切や，時には抗体を用いて確認される．ASEM は組織の

薄切を必要としないため，術中診断を早める可能性がある．

ここで電子のシミュレーション結果によれば，ASEM は表面

のみならず数 μm の深さまでを見ていると推測される．

免疫 EM で標準的な脱水過程は，時に繊細なエピトープ

を保持するには乱暴である．脱水せずに水溶性樹脂に直接包

埋することも可能だが，一般に水溶性樹脂の薄切は容易では

ない．薄切作業が要らない ASEM は，必要な前処理が固定・

標識のわずか 10 分程度であるため，免疫 EM のスループッ

トを向上させると思われる．薄膜ディッシュの多窓化により

さらなる高効率化が期待され，試薬のスクリーニングのよう

なステップにも応用可能と思われる．

5.4　SiN 薄膜

電子線は，照射時と検出時とで薄膜を 2 回通る．そのため，

ASEM の分解能決定要素の一つとして，電子線透過膜の品質，

特に厚さと平坦さが挙げられる．SiN 薄膜の製作精度を上げ

るためここでは CVD プロセス 29）とウェットエッチングを用

いている．膜を薄くすると，電子線散乱から理論的に予想さ

れるように，分解能は徐々に向上する．特に電子線の浸透力

が弱い低加速電圧においてこの傾向は顕著である．我々は僅

か 10 nm の厚み（Si もしくは N 原子おおよそ 100 個分）し

かない SiN 薄膜の製造に成功し，二気圧の圧力差に耐性があ

ることを確認した．しかし，商業機では膜破壊の可能性を極

力低減するために，100 nm 厚を採用している．

本論文では，開放型試料室をもつ全く新しい走査電子顕微

鏡 ASEM を解説した．自由度の高い試料操作が可能で，高

分解能（8 nm，SiN 30 nm 使用）で高スループットが特徴で

ある．電子線照射ダメージが想定されるので，観察前に試料

固定が必要になる．基礎生物学のみならず，創薬，病原菌診

断，食物科学，化粧品，ポリマー分野でのメゾスコピックス

ケール観察に広く利用できる．特に電子線耐性のある金属，

セメント，そしてナノマテリアルでは，ASEM は，固定無し

で動的観察ができる．
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