
東京都立産業技術研究所研究報告 第 5 号(2002) 

  
論文
ナノイメージングのための新しい顕微鏡技術の開発 
 

金城康人＊１） 小山元子＊１） 渡部 真＊２） H.フィードロヴィッツ＊３） 大道博行＊４） 

柳瀬悦也＊４） 藤井貞夫＊５） 佐藤栄治＊５） 伊藤 敦＊６） 篠原邦夫＊７） 
 

New Microscopy for Nanoimaging 

 
Yasuhito KINJO, Motoko KOYAMA, Makoto WATANABE, Henryk FIEDOROWICZ Hiroyuki DAIDO, 

Etsuya YANASE, Sadao FUJII, Eiji SATO, Atsushi ITO and Kunio SHINOHARA 

 

Abstract  Two types of new microscopy, namely, X-ray contact microscopy (XRCM) in combination with atomic 

force microscopy (AFM) and X-ray projection microscopy (XRPM) using synchrotron radiation and zone plate 

optics were used to image the fine structures of human chromosomes. In the XRCM plus AFM system, location 

of X-ray images on a photoresist has become far easier than that with our previous method using transmission 

electron microscopy coupled with the replica method. In addition, the images obtained suggested that the 

conformation of chromatin fiber differs from the current textbook model regarding the architecture of a 

eukaryotic chromosome. X-ray images with high contrast of the specimens could be obtained with XRPM. The 

resolution of each microscopy was about 30 and 200-300 nm for XRCM plus AFM and XRPM, respectively. 
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１．はじめに 

光学顕微鏡の分解能を超え，電子顕微鏡の弱点―電子

線や熱による試料ダメージや厚い試料または水を含む試

料の観察が不得手―を克服する顕微鏡として期待され，

現在もなお世界中で開発が進みつつある X 線顕微鏡は，

目的に応じて様々な方式が考案され，電顕では得られな

かった画像の取得に関する報告が相次いでいる１）｡ 筆者

らもかつて，レプリカ法を用いた透過電子顕微鏡（TEM）

を組み合わせた密着顕微法（以下密着法と略）により， 

無固定・無染色で水を含むヒト染色体微細構造の観察

に世界に先駆けて成功した２－３）。しかしこの方法には， 
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一旦光顕で着目した X 線像の多くが，レプリカ転写から

TEM 観察に至る過程で不可避的に失われるという問題

点があった。 

そこでこの問題を回避すべく，フォトレジスト上に得

られた X 線像をレプリカ法－TEM 観察によらず, 直接

原子間力顕微鏡（AFM）で観察する方法を導入したので

その結果について報告する｡また，密着法のように像観察

のためのフォトレジストの現像というプロセスが不要で

焦点深度が深く，さらにリアルタイム観察も可能という

特徴を持つ投影型顕微鏡を，やはりヒト染色体試料の観

察に適用したのでその結果についても報告する｡ 
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２．実験方法 
2.1 試料調製 

2.1.1 界面展開法４－５） 

 14-16 時間の 0.05µg/ml コルセミド処理により，分裂期

の細胞を蓄積した対数増殖期（3～5×10５個／ml）のヒト

リンパ球由来細胞を 1000 rpm，5 分遠心後，蒸留水面上

に接触させた。 この瞬間に浸透圧ショックで細胞は破壊

され，染色体を含む細胞内容物はフィルム状に水面に広

がる。このフィルムを直接，フォトレジスト（PMMA）

を塗布した 5～7 mm 角のシリコン基板上に接触採取した。 

2.1.2 カルノア固定／温酢酸処理法６）  

 同じ細胞を定法（0.075M-KCl による低張液処理→酢酸

／メタノール混液（カルノア液）による固定）に従って

上記電顕試料メッシュ上に調製した。これをさらに 37 ℃

に加温した酢酸で１時間処理し，染色体以外の細胞質成

分に由来する夾雑物を除去した。 

2.2 Ｘ線顕微鏡 

2.2.1 密着法 

 界面展開法で調製した染色体試料の載ったレジストを，

乾燥試料の場合はそのままレーザープラズマＸ線の照射

槽内にセットした。また含水試料の場合は図１７）に示す

ように，採取時の水を残したまま（ａ） 1 mm 角の窒化

シリコン窓（厚さ 100 nm）を持つシリコン基板と密着さ

せ（ｂ），さらに両基板の上下からトルクゲージで圧着し

て水層の厚さを露光ごとに一定に保ち，余分な水を濾紙 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

で吸い取った（ｃ）。次にこの全体を粘着テープ（スコッ

チテープ＃483）で封入した（ｄ）ものをウエット・チェ

ンバーとし，同様に露光槽内にセットした。 

 Ｘ線露光は以下のように行った。まずＮｄ：ＹＡＧレ

ーザーを，露光槽内の試料から 0.9～1 cm の距離にセッ

トしたターゲット（KCl 粉末、厚さ 20 µm の Au フォイ

ルまたは噴射アルゴンガス）に照射した８）。この瞬間にタ

ーゲットはプラズマ化すると同時に，いわゆる水の窓領

域の波長（2.3～4.4 nm）を含むＸ線が全方向に発生し，

試料の露光は完了した。露光後のレジストは，0.5 % の次

亜塩素酸ナトリウム処理でその表面から染色体を含むす

べての試料を除去した後，メチルイソブチルケトン／イ

ソプロパノール混液で現像（エッチング）してＸ線像（レ

リーフマップ）を得た。 

2.2.1 投影型顕微鏡 
 2.1.2 により調製した試料を，シンクロトロン放射光リ

ング（高エネルギー加速器研究機構放射光実験施設）の

ビームラインに組み立てた投影型顕微鏡９）の光路上にセ

ットした。 図２にその光学系を示す。分光器で 3.15 nm 

の波長に単色化したＸ線を，ゾーンプレートを用いてピ

ンホールの位置に集光（スポットサイズ 1µmφ）したもの

を光源とし，その後方にある試料の投影拡大像を冷却Ｃ

ＣＤカメラで記録した。 

 

３．結果と考察 

3.1 密着法によるＸ線像の AFM 観察像 

 

図１．試料のウェットチェンバー封入 

 図３は乾燥状態の染色体のＸ線像である。上が単一の

細胞に由来するであろう複数の染色体，下はその内の１

本を拡大したものである。先に述べたようにレプリカ法

の場合，特に上のような像を光学顕微鏡下で捉えても，

それらを TEM 像として再現することは極めて困難であ

った。しかし AFM では期待された通り，この問題はほぼ

解決した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 図２ 投影型顕微鏡の光学系 
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図３
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 図５もやはり含水状態の染色体像であるが，こちらは

 

．乾燥状態の分裂中期染色体（密着Ｘ線像），スケー

ルは以下の図も含めてすべてμｍ 

４は含水状態の染色体像である。上は分裂中期の１

下はその一部拡大像である。染色体の下部構造とし

繊維（クロマチン）は不均一なサイズ（直径 30～

nm）の粒子の連鎖のように見える。 

図３，４とは異なり，個々の染色体の形態がやや不明瞭

である。恐らくは分裂前期または終期の，繊維がやや弛

緩した状態の像であろう。注目したいのは個々の染色体

本体を構成する繊維，およびそれらをつなぐ繊維の粒状

性の顕著さである。特に引き延ばされた繊維（下）は明

らかにサイズの不均一な粒子の連鎖構造であり，この繊

維をクロマチンと同定するならば，その構造は一般的な

教科書に採用されているモデルとは明らかに異なる。教

科書モデルとはすなわち，直径約 10 nm の粒子（ヌクレ

オソーム）が規則的なコイルを巻いて直径の均一（約 30 

nm）なクロマチン繊維を構築する，とするものである１０）。

教科書モデルが，固定・染色・乾燥を経由した電顕観察

結果に主として基づいているのに対し，本法による像は

無処理の含水試料の情報であることを重視したい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．含水状態の分裂中期染色体（密着Ｘ線像） 
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．含水状態の染色体（密着Ｘ線像；恐らく前期また

は終期） 

だ本法は，分解能の厳密な評価という点に問題を残

よく知られていることであるが，AFM 探針の先端曲

径が観察試料のサイズを上回る場合，その試料は真

イズよりも大きく計測される１１）。上記の計測値も実

ところはより小さいものと思われる。この問題を解

るためには，数～100 nm のオーダーで，均一なサイ

粒子または線状の，複数の標準試料を用いたサイ

キャリブレーションが不可欠である。しかし調べた

ではこれまでのところ，この目的に叶う適当な試料
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が見つからない。今後の課題である。 

 

3.2 投影型顕微鏡によるＸ線像の CCD 観察像 

 図６は実験方法 2.1.2 により調製した染色体の光学顕

微鏡像（上）および投影拡大Ｘ線像（下）で, 同一視野の

ものである。別に行ったテストパターンや電顕試料メッ

シュのエッジを用いた分解能解析から，この顕微鏡の現

段階での到達分解能は 200～300 nm と見積もられた。こ

のことから，染色体についてもその下部構造の一部が見

えることが期待されたが，図に見る通り，その解像度は

現状では光顕像にも及ばない。しかし無染色の試料でも

本法を用いることにより，十分なコントラストを持った

像が得られることは実証された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６
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① 

② 本法による分解能は少なくとも 30 nm を切ると見積

もられたが，その厳密な評価のためには，AFM のチ

ップごとに数～100 nm のサイズ既知の試料による，

キャリブレーションが不可欠である。 

③ 得られた像から，染色体を構成する繊維（クロマチン）

の構造は，その構築に関する教科書モデルとは異なる

ものであることが示唆された。 

④ 投影型Ｘ線顕微鏡の導入により，200～300 nm の分解

能が達成され，また無染色生物試料の高コントラスト

観察に成功した。 
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