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1. 組織の三次元観察―FIB-SEM シリアルセクショニング

の位置付け―

ほとんどの材料および生物の組織は，三次元の階層的な微

細構造を持っている．そのため，組織を正確に把握するには

幅広い倍率で三次元での組織観察が必要だということが従来

より認識されていた．そこで，種々の顕微鏡や X 線光学等

の分野で，それぞれ必要な倍率で，三次元観察・解析を実施

する手法が多く提案・研究されてきた．これまでのさまざま

な手法開発を経て，ようやく最近になって実用的な三次元観

察が可能になってきた 1,2）．

内部組織観察（対象物の外形の形態観察でなく）に使われる

顕微鏡は，材料系か生物系かを問わず，透過による投影像か反

射による表面像を観察する「二次元観察」のものがほとんど

で，三次元を直接観察できる顕微鏡ではない．したがって多く

の場合では，三次元的な観察を行うために多数の二次元像を

取得し，それを組み合わせることによって，三次元的に拡張す

るという手順をとる．三次元像再構築のもととなる像の取得

は，観察目的や倍率に応じて光学顕微鏡，走査型電子顕微鏡

（SEM），透過型電子顕微鏡（TEM）等を使い分けるが，三次

元像再構築の鍵となる技術はどの顕微鏡においても共通で，透

過像の場合はトモグラフィー法（断層撮像法）であり，表面像

の場合はシリアルセクショニング法である．トモグラフィー

法は，透過型電子顕微鏡では「電子線トモグラフィー」と呼ば

れ，本誌でも金子らによって詳細な解説がなされている 3,4）．

シリアルセクショニング法は，表面像を用いる顕微鏡，つま

り反射型の光学顕微鏡とSEMとで用いられる手法で，表面の

観察と研削を繰り返し，積層した画像データから三次元像を

再構築する手法のことである．図 1 にその概念図を示す．図中

（ⅰ）の試料内部の球体の形状を観察するときに，上方からの

観察と研削（スライス）を繰り返して（ⅱ）のように多数の二

次元像を取得する．その後にコンピュータ内でそれを積層し

て（ⅲ）の再構築像を得る．光学顕微鏡では，機械研磨と観察

を繰り返すことでデータを取得するが，その工程の自動化も

試みられており 5），製品としても市販されている 6）．光学顕微

鏡のシリアルセクショニング法は，特に構造材料研究におい

てこれまでに多くの重要な材料学的知見が得られている 7,8）．

SEM を用いたシリアルセクショニングは，集束イオンビー

ム装置（FIB）を用いて表面研削をするもの 9,10）と，ウルト

ラミクロトームによって表面を切削するものがある 11）．生物

系試料の観察には両方の手法が活用されているが，材料系で

はミクロトームが使えない場合が多いので FIB を使う方法

が多用されている．

一般的に三次元観察では，どの手法を用いたかということ
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図 1　シリアルセクショニングによる三次元再構築の概念．

（ⅰ）観察する対象物．（ⅱ）シリアルセクショニングで得られ

た二次元像のセット．（ⅲ）像を重ねあわせて三次元像を再構

築する．
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に関わらず，多数の二次元データの組み合わせとなるので，

データ量は膨大になる．三次元再構築像が観察可能になった

のは，再構成に用いるコンピュータの性能や記憶容量が上

がって，計算と表示が現実的に可能になったこともひとつの

要因であり，それと相まって材料系・生物系を問わず技法が

進展し，現在は世界的にも非常に活発に組織観察へ応用され

るようになっている．三次元観察に関する国際会議等も頻繁

に開催されるようになっており，我が国においても多くの学

会や研究会等において三次元観察に関して議論され，手法の

発展に貢献している注 1）．三次元組織観察の手法については，

これまでに挙げた参考文献の他にも多くの優れた解説があ

り，成書 12）としても体系的にまとめられている．

本稿では，我々が行っている，シリアルセクショニングに

適した FIB-SEM の手法の工夫に重点をおいて，その実例を

元にこの手法の現状について解説する．

2. FIB-SEM 装置の概要―FIB-SEM 直交配置のシリアル

セクショニングへのメリット―

FIB と SEM の機能を一台に備えた FIB-SEM によるシリア

ルセクショニングは，FIB による表層の研削（スライス）と

SEMによる観察とを繰り返し，取得したSEM像のシリーズを

コンピュータで積層し三次元像を再構築する．そのためSEM

像の像質が，観察と解析の結果のクオリティを大きく左右す

る．ここからはFIB-SEMによるシリアルセクショニングにお

いて，高い像質での観察を目的とした装置の工夫を紹介する．

通常，FIB-SEM は図 2（a）に示すように FIB と SEM の光

軸が互いに 60 度前後の角度で交わる配置をとっている．こ

れは，FIB と SEM とで同じ点を観るためにこの配置をとっ

ており，例えば TEM 観察のための試料を FIB で加工し取り

出すにはこの配置が適している．さらに，大きな試料を入れ

ることができるメリットもあり，市販装置の中には直径

30 cm のウェハがそのまま入れられるものもある．しかし，

シリアルセクショニング観察に目的を限定すると，この配置

は必ずしも最適とは言えない．その理由は以下の 2つである．

（1）図 2（b）に示すように，FIB で切削を繰り返すと SEM

像に視野ズレが生じる．SEM 像の中心（図中一点鎖線）から

切削領域がずれていくため補正が必要で，場合によっては三

次元像の再構築を行った時に解析に使える領域が小さくなる．

（2）FIB 切削面はSEM光軸に対して垂直にはならない．その

ため，必然的に視野内に高さの差が生じる（図中のd）．例えば

二次電子像観察の際には，傾斜した面からのコントラストと

なるため，高低差がコントラストのダイナミックレンジの一

部を消費してしまい，肝心の組織のコントラストが弱くなる．

さらに，傾斜面を見ているために一枚のSEM画像の中でも縦

横のスケールが異なり補正が必要となる．以上のことから，

FIB-SEMによるシリアルセクショニングの際は，FIBによる切

削面が SEM 光軸に対して垂直な機器配置が理想的と言える．

そこで，上記したそれらの欠点を解消し，より高精度な三

次元再構築像の実現を目的として，図 3（a）に概念図を示す

ようにFIBとSEMとが直交した配置を持つ観察装置（SII ナ

ノテクノロジー（現：日立ハイテクサイエンス）製 SMF-

1000）を導入した．この装置でのシリアルセクショニングの

概念を図 3（b）に示す．FIBで研削した面は常に SEM 光軸に

垂直になり，切削面の高低差によるコントラスト変化が無い，

組織観察に適した配置になっている．この装置の場合は扱え

る最大サンプルサイズは 4 mm × 4 mm，厚さ 2 mmである（実

際にシリアルセクショニングを行うのはその中の数十 mm の

範囲）．このサンプルサイズの制限は，今回目的とする観察か

らは必ずしもデメリットにはならず，むしろ多機能化という

メリットがある．試料が小さいので試料および試料ステージ

も小さくでき，試料周りに空間ができるために多くの機器を

理想的な配置で設置できる．本装置では，試料ステージの移動

度を 5 軸確保したうえで，一度の観察でできるだけ多くの情

報を得られるように，図 4 に示すように EDS や EBSD といっ

た検出器やプラズマクリーナー，アルゴンイオンガン，ガス

デポジションガンといった試料調製装置を配置した．また，像

の検出器としては，SEM が持つインレンズタイプ（SEM 鏡

筒内の光軸と同心円上に配置）
13）の二次電子検出器，反射電

子検出器，E-T 検出器のほか，試料直下に STEM 検出器を

装備した．FIB-SEM の装置の例として本装置の外観写真を

図5に，SEMとFIBのスペックおよび他の機能を表1に示す．

3.　観察の実例と装置の特徴

FIB-SEM シリアルセクショニングで考慮すべき事項を，

図 6 に示す観察事例をもとに説明する．試料は鉄鋼材料で，

図 2　一般的な FIB-SEM 装置の配置模式図．（a）FIB と SEM
の光軸は 60 度前後の角度で交差する．（b）シリアルセクショ

ニングを実施するときの模式図．

図 3　直交配置型FIB-SEM装置の配置模式図．（a）FIBとSEM
の光軸は直交する．（b）シリアルセクショニングを実施すると

きの模式図．
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耐熱鋼の一種である．この鋼は焼戻しマルテンサイト（t-M）

とデルタフェライト（d-F）の二相からなり，その他に（b）

中の矢印で示す数種類の析出物が存在している．観察の目的

は，焼戻しマルテンサイトとデルタフェライトの二相間の界

面上（（a）図中の 2 つの矢印間の面）の析出物の分布を，三

次元再構築像から界面を取り出して解析することである．

直交配置型での FIB-SEM シリアルセクショニングの方法

としては，図 7 中の（a）の配置で試料の端部を研削する方

法と，（b）のように小片をピックアップして別の支持台に接

着した後にそれをスライスする方法の二通りがある．前者は

試料のどこを観察しても良い場合か，あるいは端部に対象物

を持って来ることができる場合に用い，後者は試料の特定部

分の観察をする場合に用いる．

図 6 の観察例の場合は（b）の方法で，4 mm × 4 mm，厚

さ 1 mm のサンプルから，あらかじめ SEM 観察で目的とす

る相界面部分（10 mm 角程度）を取り出した後に，その微小

試料に対してシリアルセクショニングを実施した．図 6（a）
は，シリアルセクショニングの途中の像で，SEM の加速電

圧は 1 kV，インレンズの二次電子（SE）検出器 13）で観察した．

観察視野は 10 mm 四方，FIB によるスライスのピッチ（z 方向）

は 10 nm で 240 枚の画像を取得した．図 6（a）は，その画

像の一部をトリミングして表示したものである．なお，観察

している面は SEM 光軸に対して垂直（紙面と平行）であり，

FIB は紙面上，図の上方に配置してある．この観察例をもと

に，FIB-SEM シリアルセクショニングに用いる SEM 像に要

求されるコントラストと分解能について検討する．

図 4　SEM 電子銃側から見たときの試料周りの機器配置模式

図．STEM 検出器は試料下方に位置する．

図 5　直交配置型 FIB-SEM 装置の外観写真．

表 1　直交配置型 FIB-SEM 装置の主なスペックおよび機能

●　FIB（SII ナノテクノロジー（現：日立ハイテクサイエンス））

加速電圧：1–30 kV
プローブ電流値：0.5 pA–45 nA
空間分解能（SIM 像）：4 nm@30 kV

●　SEM（ZEISS Gemini column）
加速電圧：0.1–30 kV
検出器：インレンズ SE，EsB（環状，エネルギー選択

BSE），E-T
空間分解能：1.1 nm（20 kV）@coincident point

●　付属機能

検出器：EDS，EBSD，STEM（ADF, BF）
試料調製：

プラズマクリーナー，アルゴンイオン銃，ガスデポジショ

ンガン

●　その他：2nd EDS 用ポート装備

試料ステージ：5 軸（x, y, z, tilt, rotate），試料ハンドリ

ング用マニピュレータ

図 6　耐熱鋼組織の観察事例．FIB は紙面上部にあり光軸は紙

面に平行．（a）シリアルセクショニングに用いる FIB による

研削面の例．（b）（a）のうち枠内を拡大したもの．
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3.1　FIB-SEM シリアルセクショニングに用いる SEM 像

のコントラストの向上

FIB-SEM シリアルセクショニングでは FIB で切削した面

を SEM で観察するので，観察面は基本的に平滑である．こ

のことは，表面の凹凸情報を得るという形態観察における通

常の二次電子像のコントラストとは異なり，トポグラフィッ

クな情報を排除した内部組織（外形でないという意味）のコ

ントラストのみでの観察が期待できる．しかし，通常の

FIB-SEM 傾斜配置の装置の場合には，その構成から必然的

に生じる観察面の高低差がそのままコントラストとなって現

れる．つまり，ベースとなる FIB 切削面そのものが，コン

トラストのダイナミックレンジを消費するので，肝心の組織

のコントラストが弱くなる．一方，直交配置の場合には，平

滑な表面が常に SEM に対して高低差の無い状態に置かれる

ので，コントラストのダイナミックレンジ全域を組織のコン

トラストに使え，実質的なコントラストの向上が見込める．

図 6（a）に示した例では，研削面が写真の面に平行で，か

つ表面に凹凸が無いので，組織のコントラストのダイナミッ

クレンジが広い．そのため二種類の析出物（MX と M23C6）

がコントラストのみから区別できる．図 6（a）の枠内を拡

大したものを（b）に示す．図（b）中，灰色がクロムをベー

スとする M23C6 と呼ばれる炭化物，黒色がバナジウムをベー

スとする MX と呼ばれる炭窒化物である．平均原子番号差

に起因するいわゆる Z コントラストによって両者が区別で

き，原子番号に大きな差は無いものの高いコントラストが実

現できていることがわかる．

3.2　低加速電圧化による空間分解能の実質的な向上

FIB-SEM シリアルセクショニングによる三次元再構築像

の空間分解能を考えるうえでは，もう一点，スライスの厚さ

方向（z 方向）の空間分解能を考慮する必要がある．z 方向

の空間分解能は，FIB によるスライスのピッチによって決ま

るので，当然 FIB の性能に依存する．しかし，SEM 観察の

加速電圧が高くなると電子線が試料内に深く進入するので，

像に深さ方向の情報が含まれて小さなスライスピッチは無意

味となる．つまり，加速電圧をできるだけ低く抑えて，試料

内部での電子線の拡がり（二次電子・反射電子の発生領域）

を小さくすることが空間分解能を上げるために重要となる．

材質にもよるが，加速電圧を 1 kV 以下に低くすることによ

り入射電子線の進入深さが 10 nm 程度になるので，スライ

ス厚さを小さくすることができ，z 方向にも高い分解能が維

持できる．付け加えると，SEM 像（x-y 面内）の空間分解能

も，試料内部での電子線の拡がりに依存する．実質的な空間

分解能は，プローブ径ではなく二次電子・反射電子の発生領

域で決まるので，加速電圧が低いほど高い 14）．なお，試料中

での電子線の拡がりは，加速電圧と試料の種類や電子線入射

角等を指定してモンテカルロ法によるシミュレーションを用

いて見積もることが一般的である 15）．

上述の図 6 の観察に戻ると，加速電圧が 1 kV で x, y 方向

にそれぞれ 1000 画素で SEM 像を観察し，10 nm のスライス

ピッチでシリアルセクショニングを実施しているので，

1 voxel（三次元的な画素サイズ）が 10 nm 立方の空間分解

能を持っていることになる（この場合は画素サイズが空間分

解能を規定する）．z 方向の空間分解能を確認するために，

10 nm ピッチでスライスする設定をした相界面付近のスライ

スごとの析出物の像の変化を図 8 に示す．（a）から（e）は

10 nm のスライスごとに SEM 観察したものであるが，微小

析出物の見え方が連続して変化していること，かつ，深さ方

向の情報も抑えられていることから 10 nm の精度の z 方向分

解能が達成できていることがわかる．

FIB-SEM によるシリアルセクショニングにおける SEM 観

察の低加速電圧化は，ブースティング，リターディングのい

ずれの減速光学系でも試みられている．上述した直交配置型

FIB-SEM の場合は，ブースティングによる低加速電圧化で

ある．一方，リターディングによる減速光学系の SEM で，

生物系試料を低加速電圧で観察する工夫は太田らによりなさ

れており，高い分解能・コントラストでの三次元再構築に成

功している 10）．

今回の図 6 の観察では，結果的に析出物のみによる三次

図 7　直交配置型 FIB-SEM でのシリアルセクショニングの方

法．（a）試料端部を研削－観察．（b）試料内部を取り出し，別

途支持台に移して研削－観察．

図 8　界面上析出物のスライス毎の像の変化．10 nm ステップ

で切削するように設定したもの．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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元像を再構築することができ（図 9（a）），さらにその中か

ら相界面部分を取り出し（図 9（b）），当初目的としていた

界面上の析出物の分布を観察することができた 16）．

さらに詳細に図 6 を見ると，デルタフェライト部分にも

MX 析出物が多数存在していることがわかる．これを拡大し

たものが図 10（a）である．析出の状態を知るため，シリア

ルセクショニング像から三次元再構築を行なった結果が

図 10（b）（c）である．（b）と（c）は析出物の形態とバリ

アント（向き）が区別しやすいよう表示の方向を変えてある．

この図より，中心部は析出物の分布が密で，外縁部は疎になっ

ていることがわかる．これは，粒界に優先析出しているため

相界面付近で MX の無析出帯が形成されているためである．

さらに，粒内にはディスク状の析出物が互いに直交するよう

に三つのバリアントが生成されていることが容易に観察でき

る．これらの MX 析出物の大きさは，直径が 50–100 nm 程

度で，厚さは 20 nm 程度以下であった．このような析出物

の観察はこれまで主に TEM で行われてきたが，直交配置型

FIB-SEM での観察では三次元再構築後でも，高い空間分解

能を保っていることがわかる．

これまでに紹介した観察例では，TEM による投影像でも

SEM による表面像でも把握が困難であった相界面上の析出

物分布を，高いコントラスト・高い空間分解能で三次元像を

再構築することによって解析することが可能となった．

3.3　FIB-SEM と併用するその他の観察手法について

本装置を含む多くの FIB-SEM 装置では，シリアルセクショ

ニングによる三次元観察だけでなく，多機能・多目的化も目

指しており，計測装置として EDS，EBSD，STEM 等の検出

器を装備しているものが多い．EDS，EBSD についてはシリ

アルセクショニングを実施しながらの測定も可能で，三次元

的な位置情報に加えて同時に組成や結晶方位などの情報が得

られるようになっている．

EDS の測定を考えると，上述の直交配置型の装置の場合

は，観察面が常に SEM 光軸に垂直なため，X 線取出し角が

通常の SEM 観察の場合と変わらない．そのため FIB 研削面

の EDS による元素分布マップが高い計数率で得られるメ

リットがある．

EBSD については，FIB-SEM シリアルセクショニングと

併用した三次元方位マップ取得に関して多くの研究があり，

優れた解説がある 17）．その解説中にも記載があるが，EBSD

の取得では SEM 光軸と試料面と検出器の位置関係が決まっ

ているため，シリアルセクショニングの場合は FIB 研削ご

とに表面を EBSD 取得位置に向ける必要がある．通常の傾

斜配置型装置の場合は自動で試料ステージを FIB 位置と

EBSD 位置を行き来するよう動かすことでそれを実現するが

直交配置型の場合は試料移動無しでシリアルセクショニング

観察中の EBSD 測定が可能になる．

4.　現状と今後の展開

ここまで，高いクオリティの三次元再構築像を取得するこ

とを目的としたFIBとSEMが直交する配置のFIB-SEM装置の

事例をもとに，FIB-SEMによるシリアルセクショニングの現

図 10　デルタフェライト中の板状

MX 析出物の分布．（a）SEM 像，（b）
（c）三次元再構築像．（b）と（c）
は表示の向きが異なる．

図 9　図 6 の耐熱鋼の観察結果からの三次元再構築像．灰色は

M23C6，黒は MX．（a）析出物のみを抜き出して三次元表示を

したもの．（b）そのうち相界面部分を抽出したもの．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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状をハードウェアの話題に限って紹介した．特に直交配置型

のFIB-SEM装置では，傾斜配置型のものと較べて，実質的に

高い空間分解能，高いコントラストの観察が実現できる．ま

た，最近ではどの FIB-SEM 装置でも，単にシリアルセクショ

ニングで三次元再構築像観察をするだけでなく，EDSやEBSD

と組み合わせて同時に種々の情報を得ることも可能になって

いる．さらに試料の冷却や，試料の雰囲気遮断搬送など，多様

な試料への対応も進められている．観察のためのハードウェ

ア技術という点では，広い範囲の加工や観察時間の短縮，FIB

によるダメージの低減などが求められているため，今後は研

削に用いるFIBの技術革新が重要となっている．その目的で，

最近ではイオン源としてガリウムを用いるものではなく，キ

セノンプラズマFIBを搭載したFIB-SEMも開発されている18）．

本稿では主にハードウェアの視点からの記述としたが，観

察手法や解析手法の構築も同様に重要である．良質なシリア

ルセクショニングのデータが得られたとしても，それをどう

解析するかというところで壁に当たることも多い．材料の特

性と関連する組織因子は，その材料が目指す機能によって違

うため，何を観察したいか，それを観察・解析するにはどう

したら良いか，ということも目的によって異なってくる．そ

のため包括的な指針の構築は困難で，その都度「試料調製等

の観察に関するノウハウ」や，「得られた多数の画像をどう処

理するか」というソフトウェア部分を考えていく必要がある．

例えば電池の電極材料のように空隙を多く持つ試料におい

て，その空隙の形状や体積率を知りたい場合は，FIB-SEM

シリアルセクショニングによる三次元観察は有効なツールに

なる．空隙を含む材料では，空隙を樹脂等で埋めて観察する

ことが望ましいが，それができない場合も多い．そこで，樹

脂埋めせずに元の形状や状態を保ったままシリアルセクショ

ニング観察を行い，その際にスライスごとに異なる観察条件

で複数枚の画像を撮影しておき，画像処理で空隙と試料を二

値化するなど，観察条件と解析方法を工夫して，空隙の形状

や割合を求める工夫もなされている 19）．

5.　おわりに

FIB-SEMでのシリアルセクショニングによる三次元再構築

像の考え方を述べたのち，それを観察するのに適した，直交

配置型FIB-SEM装置の特徴を紹介した．実際の観察例を通し

て，空間分解能やコントラストについて概説した．FIB-SEM

によるシリアルセクショニングは装置自体もまだ発展途上で

あるが，目的とする情報が得られるように日々さらに改善さ

れている．この手法がさらに広い分野の研究に応用され，それ

ぞれの分野での新しい知見が得られることを期待している．

そのことがさらに手法の高精度化に繋がっていく．なお，本

稿で紹介した直交配置型 FIB-SEM 装置は，物質・材料研究

機構において「低炭素社会構築に向けた研究基盤ネットワー

ク事業（文部科学省）」20）によって整備され運用されている．

本装置は同事業および「ナノテクノロジープラットフォーム

事業（文部科学省）」21）において共用装置として公開している．
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〔注〕

注 1） 日本顕微鏡学会においても，三次元観察に関するものとして

は，平成 25 年度は「マルチスケールトモグラフィ研究部会」，

「SEM 連続断面観察による生物組織三次元再構築法研究部会」，

が活動を行っており，さらに走査電子顕微鏡分科会においても

三次元観察のセッションが行われている（SCANTECH2013）．
日本顕微鏡学会ホームページ：http://www.microscopy.or.jp
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