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1.　はじめに

以前より，顕微鏡による細胞や組織の形態観察は医学・生

物学の根幹を形成する基礎的技術であり続けてきた．特に

1930 年代の電子顕微鏡（電顕）の開発以降，数 nm– 数十

nm 程度の解像度で細胞やオルガネラなどの微細構造を詳細

に解析することにより，多くの重要な知見が蓄積されてきた．

しかし，従来の透過型電顕による超薄切片の観察では，細胞

やオルガネラの形態学的情報が 2 次元的に限られるため，細

胞組織構造の同定や，複雑な細胞突起などの連続性の評価が

難しい場合が少なくなかった．こうした問題を克服するため

に，透過型電顕による 3 次元超微形態学的解析においては，

厚い切片での電子線トモグラフィーや連続超薄切片観察が行

われてきた 1,2）．しかし電子線トモグラフィーでは Z 軸方向

の観察領域の制限が大きいこと，また連続超薄切片観察では

技術的な難易度が高く，多大な労力と時間が必要であること

から，生物試料の一般的な微細形態解析に広く利用すること

は困難であった．最近，こうした背景を元にして，走査型電

顕を用いて合成樹脂に包埋された生物組織の 3 次元微細構造

を観察する方法が発展してきた．その一つである Serial 

block-face scanning electron microscopy（SBF-SEM） は， 組

み込み式のミクロトームによる試料ブロックの表層切削と，

SEM による試料ブロック断面の表層部観察とを交互に反復

させることにより，透過型電顕による連続超薄切片観察に類

似したデジタル画像を比較的広い領域から自動で取得する方

法である．本稿では，まずこうした新しい技術を取り入れる

際に参考になるように，SBF-SEM の背景や特徴，試料作製

法について概説し，その後に最近の具体的応用例を紹介して，

その意義について述べる．

2.　SBF-SEM の開発

走査型電顕内において試料の切削を行って観察するという

発想自体はそれほど新しいものではない．すでに 30 年ほど

前の時点で，組み込み式のガラスナイフを使用して生物試料

を切削し，露出した表面の染色もしくは導電処理を行った後，

SEM を用いて 2 次電子像を観察する試みが報告されてい

た 3）．しかしこの方法ではガラスナイフの耐久性の低さに加

え，切削の厚みが平均 500 nm と精度が不十分であったこと，

生物試料の処理方法が不適切であるために十分な解像度が得

られなかったことなどがあり，ほとんど利用されることはな

かった．その転機となったのは 1990 年代に入り，SEM を用

いた樹脂包埋試料の観察法が報告されたことであった 4,5）．

これらの報告から，導電染色を行い，樹脂包埋された生物試

料ブロックの表面から SEM で反射電子を検出することに

よって，ブロック表面近傍の情報を反映した透過型電顕観察
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による超薄切片像に類似したデジタル画像を取得できること

が明らかになった．

こうした背景をもとにして，最近開発された方法が SBF-

SEM である 6）．この SBF-SEM では，特別仕様のダイヤモン

ドナイフを走査型電顕の鏡体内に組み込むことによって，切

削の精度と耐久性が高められている．そして SEM による樹

脂ブロックの断面観察と表層切削を自動で反復することに

よって（図 1），数百枚から数千枚の透過型電顕観察像に類

似した連続断面デジタル画像を樹脂包埋された生物試料断面

から取得する方法が確立されたのである．現在，SBF-SEM

による画像取得は，一般的に Gatan 社によって商用化された

3View と呼ばれるミクロトーム，ディテクターおよびそれら

の制御装置が組み込まれたユニットを走査型電顕に装着して

行うことができる．

3.　SBF-SEM 用の試料の作製法と注意点

SBF-SEM などの SEM を用いた試料ブロック断面の観察

法においては，合成樹脂に包埋された生物ブロックの導電性

が最終的な画像データの質に大きく影響するため，その試料

作製法は透過型電顕の試料作製法とは異なる．このような観

察法では，固定された生物試料を合成樹脂に包埋し，ダイヤ

モンドナイフを用いた切削などによりブロックの表面に露出

させて直接観察する．そのため試料の包埋前に比較的強い電

子染色を行った方が，観察時の試料ブロック表面のチャージ

アップを軽減し，かつ画像のコントラストを上げることもで

きる．こうした試料作製法は既に確立されており 7,8），ここ

ではその一連の処理行程について概説する（図 1）．
試料の前固定では，一般的に用いられているパラホルムア

ルデヒドやグルタールアルデヒドを含む緩衝固定液が用いら

れる．この緩衝液としては，一般的に試料の保存状態を向上

させる目的で 0.1 M カコジル酸緩衝液（pH 7.4）が使用され

るが，ヒ素を含むために取扱いに注意が必要である．また一

部代替法として，前固定時にリン酸緩衝液を使用し，その後

にカコジル酸緩衝液で洗浄することもできる．次に後固定で

は四酸化オスミウムを用いるが，オスミウムの沈着量を増や

し，生物試料の導電性と最終的な画像のコントラストを高め

る目的で，オスミウム―チオカルボヒドラジド―オスミウム

法（OTO 法）がよく用いられる 9）．また，四酸化オスミウ

ム処理の際にフェロシアン化カリウムにより還元されたオス

ミウムを用いると，膜のコントラストを高められることが知

られており，ターゲットとする構造に応じてこれらを併用す

ると効果的である 10～12）．後固定の後，酢酸ウランやアスパ

ラギン酸鉛によるブロック染色を行い，アルコールによる脱

水の後に合成樹脂に包埋する 13,14）．酢酸ウランやアスパラギ

ン酸鉛は，pH による染色性の変化が起こりやすいので注意

が必要である 13,14）．また，樹脂の重合状態は良好な切削の成

否に直結するため，合成樹脂の調整や不完全な熱重合にも注

意する必要がある．試料ブロックができたら，厚切り切片の

光学顕微鏡観察から観察部位を選択して，トリミング後，

SBF-SEM 専用の試料台に導電性樹脂の接着剤でマウントす

る．そして，金蒸着もしくは銀ペースト塗布などにより試料

周囲の導電性を高めた後，SBF-SEM にセットして試料の観

察が可能になる．以上の一連の試料調整には，樹脂の重合に

要する時間にも左右されるが，少なくとも約 1 週間程度を要

する（図 1）．

図 1　SBF-SEM 用試料作製と観察の概要．（A）SBF-SEM では

試料ブロック表面の観察（a）と試料ブロック表層の切削（b）
を反復することで，連続断面画像を取得する．（B）実験動物・

試料は前固定された後，四酸化オスミウム（OTO 法）による

後固定，ウランと鉛のブロック染色による電子染色を経て，脱

水後に合成樹脂に包埋される．包埋された試料ブロックはトリ

ミングされ，試料台に導電性接着剤でマウントされた後，金

蒸着などにより導電処理を施されて，SEM 観察が可能となる．

エポキシ樹脂の重合に 3 日間を要した場合，前固定から SEM
観察まで，約 8 日間程かかる．TCH：チオカルボヒドラジド．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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SBF-SEM では，ダイヤモンドナイフでの切削面積は約

1 × 1 mm 程度であるため，それより狭い任意のサイズの断

面が観察可能となる．しかし，一般的に試料サイズが小さい

（切削される面積が小さく，試料台からの試料ブロックの高

さが低い）ほど，SEM 観察時の試料のチャージアップは起

こりにくい傾向がある．また，血管，尿管などの管腔が多い

組織では，相対的に樹脂の占める割合が高く，チャージアッ

プと電子線による試料ダメージが引き起こされやすい．SBF-

SEM の試料作製では，こうした装置の特性や観察する試料，

目標とする構造の特徴などを考慮した上で，必要な解像度に

応じて，包埋・染色・トリミングの方法や観察条件を最適化

する必要がある．

4.　SBF-SEM の観察法と注意点

SBF-SEM では比較的容易に大容量のデータを自動で取得

することが可能である．したがって，不必要なデータでハー

ドディスクがいっぱいにならないように，研究目的に応じて

適切な解像度やブロック組織の観察範囲を事前に設定するこ

とが肝要である（図 2）．一定容積の組織の撮像に必要な時

間とデータ容量は，主に 1 pixel のサイズ（1 枚の画像上の解

像度）と切削の厚さ（深さ方向の解像度），撮像速度，試料

切削時のナイフの速度に依存する．デジタル画像取得の際に

1 pixel あたりに費やす時間（dwelling time）が長いほど（つ

まり撮像速度が遅いほど），撮像に長時間を要し，また試料

への電子線照射量は増加するが，その一方でシグナル―ノイ

ズ比を向上させることができる．例えば，3View 2XP を使用

して 4000 × 4000 pixels のデジタル画像を撮像する場合は，

画像 1枚の取得に 1 msec/pixelの観察速度では約 16秒かかり，

2 msec/pixel では約 32 秒が必要である．画像の解像度の設定

はさらにデータ取得の速度とデータ容量に影響するため，よ

図 2　撮像条件の違いによる SBF-SEM 観察像の変化．（A，B）同じ解像度で撮像した場合（白：26 nm/pixel），画素数が多い

（A：8000 × 8000 pixel，B：4000 × 4000 pixel）方が，広い領域（A：208 × 208 mm2，B：104 × 104 mm2）を観察できる．一

方，同じ画素数（A：8000 × 8000 pixel，B：4000 × 4000 pixel）で撮像した場合，解像度が高くなるほど（白：26 nm/pixel，
淡灰：13 nm/pixel，濃灰：5.5 nm/pixel），1 枚あたりのデータサイズは同じであるが（A：133 MB，B：33 MB），相対的な撮

像範囲が狭くなる．また総撮像枚数に比例して総データ量は増加する（A：133 GB/1000 枚，266 GB/2000 枚，B：33 GB/1000
枚，66 GB/2000 枚）．（C–E）解像度が高くなるに従い（C：26 nm/pixel，D：13 nm/pixel，E：5.5 nm/pixel），マウス坐骨神経

組織の髄鞘（*）のみならず，ミトコンドリア（矢頭）や線状の細胞骨格（矢印）がより明瞭に観察されるが，同じ大きさ（約

10 × 10 mm）の範囲の撮像に必要な画素数（C：375 × 375 pixels，D：750 × 750 pixels，E：1772 × 1772 pixels）とデータ容量（C：
0.3 MB，D：1.2 MB，E：6.5 MB）が増加する．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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り注意深く決定する必要がある．同じピクセル数の画像を撮

像する場合，高解像度の（1 pixel 当たりの長さが短い）ほう

が，画像 1 枚あたりの観察領域が狭くなってしまう（図 2A，
B）．例えば解像度 26 nm/pixel では 4000 × 4000 pixels の画像

1 枚あたりで 104 × 104 mm2，8000 × 8000 pixels では 208 ×  

208 mm2の範囲が撮像可能であるが，一方5.5 nm/pixelの解像

度で撮像される画像 1 枚当たりの範囲は，4000 × 4000 pixels

ではわずか22 × 22 mm2となり，8000 × 8000 pixelsでも44 ×  

44 mm2 に限られる（図 2A，B の濃灰）．また解像度は構造の

同定に直接影響を及ぼすため，その設定の際には対象として

いる構造を考慮して決定する必要がある（図2C–E）．例えば，

弱拡大での髄鞘や細胞などの概形の観察なら 10–20 nm/pixel

程度で十分であるが，細胞骨格などを含む細胞内微細構造の

高拡大での観察には 5 nm/pixel 前後が必要である．一方，試

料ブロックの深さ（Z 軸）方向の解像度は，切削厚によって

決められ，SBF-SEM では通常は >20 nm の範囲で観察対象

の構造に応じて設定される．特に薄い切削厚の場合には，同

じ切削回数で撮像できる深さ方向の長さが短くなることに加

えて，安定した切削を連続して行うために，切削速度を十分

遅くする必要があるため，試料全体の撮像時間が長くなるこ

とが多い．

SBF-SEM で長時間にわたって自動的にデータを取得する

ためには，機器の設置環境，撮像条件の変化に特に気を付け

る必要がある．例えば，SBF-SEM 稼働時の室内温度を適切

に管理して，昼夜を通して大きな温度変化が起こらないよう

にするべきであり，また撮像開始前に数時間かけて，チャン

バー内の真空度を安定化させるなどの工夫が必要になる場合

もある．

その他，SBF-SEM による観察法で問題となる点について

述べる．SBF-SEM では比較的広い領域を切削・観察するこ

とが可能なために，前述したようにチャージングの影響を受

けやすく，撮像の際にはいくつかの典型的なアーチファクト

（画像コントラストの低下，観察像のゆがみや移動など）が

みられることがある．また合成樹脂の電子線照射に伴う熱ダ

メージによって，樹脂の切削障害が起こることがある．これ

は，例えば不均一な切削や試料ブロック表面の割れ・亀裂な

どであり，こうした問題は正常な撮像を困難にするとともに，

ダイヤモンドナイフの劣化を早める可能性があるので，でき

る限り避ける必要がある．具体的には，撮影条件の再検討（加

速電圧や解像度の低減，dwelling time の短縮など），あるい

は試料ブロックの再トリミングによる試料サイズの縮小など

の対策が考えられる．

撮像時の加速電圧の設定は，画像の質に特に大きな影響を

及ぼす．SEM による樹脂包埋試料の観察に関する初期の報

告でも，加速電圧を上げることで試料ブロック表面からさら

に深い部位の組織からも情報を取得できることが示され

た 4,5）．このように加速電圧を上げることによって，画像の

コントラストを上げることが可能であるが，一方で解像度が

悪くなることに加えて，電子線照射に伴うエポキシ樹脂の熱

ダメージの増加や切削不良を引き起こすことが多いために，

過剰な加速電圧の上昇は避ける必要がある．

得られた画像データの基本的な処理は，一般に Fiji（Image 

J，http://fiji.sc/Fiji）などの画像解析ソフトを用いて行うことが

できる．コンピューターの使用可能なメモリ容量に比較して

取得したデータ量（通常数10 GB）が大きい場合は，デジタル

画像データの圧縮処理（16 bit→8 bit 変換，解像度低減，切り

取りなど）によって，取り扱うデータ量を小さくするなどの

対策が必要である．また，必要に応じて画像間の位置ズレや

画像輝度や画質の補正などを行う．その後，解析対象となる

任意の構造を抽出するセグメンテーションと呼ばれる作業を

行う．現在もっとも多くの時間が，このセグメンテーションに

費やされる．マニュアル（手動）もしくはセミオート（半自動）

によるセグメンテーションのためのソフトは，Reconstruct，

TrakEM2 などの無料のものを含め 15,16），多数の選択肢がある．

一方，オート（自動）セグメンテーションソフトの開発も進

められている 17）．さらに，セグメンテーションをゲーム化し

て公開することで，より多くの人にセグメンテーションに参

加してもらうような実験的な試みも行われている 18）．

5.　SBF-SEM の応用と有効なターゲット

既に述べたように，SBF-SEM により得られる画像は従来

の透過型電顕による画像に類似しており，またオスミウム処

理を用いることにより脂質膜が高コントラストで描出され

る．そのため，細胞全体や膜性オルガネラの超微形態を観察

する上で非常に有効である．そして自動で得られた多数の連

続断面画像から立体再構築を行うことで，3 次元微細構造の

詳細な解析を行うことができる．こうした特徴から，SBF-

SEM は神経細胞間のシナプス形成の解析をはじめとする，

いわゆる“コネクトーム解析”に広く応用されている 19～22）．

こうしたアプローチによる複雑な中枢神経系シナプスの網羅

的解析は，今後神経系の情報処理に関する詳細な理解をもた

らすブレイクスルーになることが期待されている．このよう

なことをふまえて，切削可能な試料範囲の拡大やチャージ

アップの軽減につながる試みが報告されてきている 23,24）．こ

うした改良が応用されれば，今後の大規模な組織領域におけ

る神経ネットワークの微細構造解析において，SBF-SEM が

さらに有効な手段になりうる．

一方，SBF-SEM は細胞形態の解析のみならず，ミトコン

ドリアや小胞体，ライソゾームなどの膜性オルガネラの分布

や形状の描出にも有用である．例えば，遺伝子改変動物や複

数の病態下における神経細胞とグリア細胞，さらにこれらの

細胞内オルガネラの形状を比較する研究でも用いられてい

る．例えば，マウスを用いた炎症性脱髄疾患モデルの詳細な

解析では，血液中の単球由来マクロファージが軸索を被覆す

る髄鞘を引き剥がすことで，脱髄において主導的な役割を果

たしている可能性が示唆された 25）．さらに，SBF-SEM を遺

伝子改変マウスにおける脱髄病変モデルに用いることで，ミ

トコンドリアと細胞骨格の相互作用が，脱髄に伴うミトコン
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ドリアの分布変化と軸索の生存に重要な役割を果たしている

ことが示された 26）．また，広い範囲の細胞外基質の形態，線

維配列や分布を解析する上でも，SBF-SEM は有用である 27）．

例えば，コラーゲン線維の直径などの形態学的特徴を，SBF-

SEM で得られたデータから半自動的に計測する方法が研究

されている 28）．

最後に，SBF-SEM による観察では，特定の生体内分子を

標識する方法も用いられている．こうした分子標識のための

蛋白分子として，光学顕微鏡による蛍光観察との併用にも利

用可能な miniSOG や，DAB- オスミウムによる可視化に蛍光

照射が不要な APEX などが開発されている 29,30）．このような

標識技術を併用することによって，3 次元構造中における特

定の分子の分布を明らかにすることや，標識された特定の細

胞形態やオルガネラの形状と分布を解析することが可能に

なってきている 31）．

6.　終わりに

以上のように，生物試料の作製や観察時に注意すべき点が

あるが，SBF-SEM は迅速に自動で連続断面画像を取得し，3

次元再構築して生体組織の微細構造を立体的に解析する上で

非常に有用な方法である．20 世紀後半に普及した電顕観察

は，その後の技術の発展に伴って 2 次元から 3 次元解析へと

変化し，得られる情報が急速に増加している．今後は，大量

データの解析技術の発達にも伴って，さらにその有用性が高

まると考えられる．SBF-SEM は様々な生体組織の 3 次元微

細構造解析を高いスループットで行うことのできる方法であ

ることから，これまでの透過型電顕による超薄切片観察では

得ることが困難であった動物生体内の超微形態学的情報を解

析する有効な方法として，今後益々広く用いられていくと考

えられる．
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