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研究成果の概要（和文）：位置によって化学的環境が異なるような不均一試料の中の成分分子を内殻励起した場
合、内殻準位に違いがなくとも、それぞれの周辺環境の違いによって励起先の空準位のエネルギーがわずかに違
ってくることを理論的に裏付けた。エネルギー分解能の高い軟Ｘ線のマイクロビーム、ナノビームを使った、独
自開発のその場観察顕微軟Ｘ線透過吸収分光装置の改良・最適化を進めることで、マイクロ流路液体混合系や経
皮薬物輸送系等において特定成分分子について、10meV以下のわずかな内殻励起の化学シフトの位置依存性を観
測することに成功し、化学状態マッピングも実現した。

研究成果の概要（英文）：Our theoretical approaches have predicted small chemical shifts in molecular
 inner-shell excitations at chemically different sites. Based on this idea, we have developed　and 
improved nanoscale and microscale soft X-ray absorption spectromicroscopic techniques with in situ 
sample cells and successfully applied them to binary liquid reactions in microfluidic devices and to
 transdermal drug delivery systems, to get chemical shift images by less than 10 meV for chemical 
state mappings of reactive sites and inhomogeneous molecular distributions.

研究分野： X線分光

キーワード： 量子ビーム　内殻励起　Ｘ線顕微分光　その場観測　マイクロ流路

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
独自開発した軟Ｘ線吸収試料セルを組み込んだナノスケール、マイクロスケールの顕微鏡の集光系を、対象とな
る試料の状態に応じて、改良・最適化することに成功したことは、国際的に独創的な技術革新となっている。新
しい反応系を設計できるマイクロ流路や効率的な塗り薬開発に重要な経皮薬物輸送の研究にこれらの装置を応用
し、特定分子の化学的環境のナノスケール及びマイクロスケールのイメージングが実現したことは、放射光顕微
技術の発展に伴って研究対象が均一系から不均一系に拡大している放射光軟Ｘ線分野における学術研究の新しい
展開につながるものとなっている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 光源加速器技術と分光技術の最近の進歩により軟Ｘ線は硬Ｘ線よりもエネルギー分解能や空
間分解能の点で優位になってきた。平成 20 年度より３年おきに連続して本研究代表者が配分
を受けた科学研究費によって、UVSOR-Ⅲ光源性能を引き出したその場観測軟Ｘ線分光技術の
開発を進めてきた。特に平成 26 年度から平成 28 年度の３年間で、軟Ｘ線の空間分解能を高め
たその場観察顕微鏡の開発に取り組んだことによって、エネルギー分解能 10meV（1meV の変
化の議論が可能）、空間分解能 30nm の測定が可能となった。また、集光素子を使わない簡便
な方法で作った 10〜30μm のマイクロビームによる顕微装置も完成させた。これらをいくつ
かの試料に応用した結果、吸収ピークを選べば、化学シフトとして数 meV から数十 meV の試
料位置依存性が観測されることがわかった。このような背景があったため、化学的環境の違い
を反映する内殻励起の化学シフトが不均一環境下にある実在系の局所解析の際の強力な指標に
なることを実証・応用できる準備が整ったと判断し、平成 29 年度から令和 1 年度の３年間で
ナノスケールとマイクロスケールでの「軟Ｘ線内殻励起の化学シフトの顕微観測と化学的環境
解析」の研究に取り組むことにした。 
 
２．研究の目的 
 
 位置によって化学的環境が異なるような不均一試料の中の成分分子を内殻励起した場合、内
殻準位に違いがなくとも、それぞれの周辺環境の違いによって励起先の空準位のエネルギーが
わずかに違ってくる。このような内殻励起の化学シフトの位置依存性は、我々が独自開発して
きたエネルギー分解能の高い軟Ｘ線のマイクロビーム、ナノビームを使ったその場観察顕微軟
Ｘ線透過吸収分光装置で観測可能となる。本研究では、化学シフトの位置依存性から化学的環
境の顕微イメージング（マッピング）が得られることを実証するために、経皮薬物輸送系やマ
イクロ流路液体混合系などを選び、それぞれの目的にあった集光素子や試料セルの開発を行う
ことにした。また、理論手法の開発にも取り組む。 
 
(1) ナノスケール X 線顕微吸収分光  
 軟Ｘ線吸収の化学シフトから分子の分布や化学状態分布を得られることを示すために、① 経
皮薬物輸送系における薬物分布、② 染色体中の DNA、RNA 分布、③ リチウムイオン電池中
のリチウム状態分析などに応用する。皮膚中の薬物分布は高空間分解能(25nm 以下)と光量が要
求されるため、最適化したフレネルゾーンプレート(FZP)を設計・製作して、その適用可能性を
調べる。また、リチウム K 殻吸収は 55eV と低く、高次光を抑えることのできるローパスフィ
ルターの機能を付加した低エネルギー用 FZP を世界で初めて設計・製作し、その適用可能性を
調べる。 
 
(2) マイクロスケール X 線顕微吸収分光 
 マイクロ流路を用いた溶液反応は、高効率な溶液反応を実現できる有用な化学環境である。
マイクロ流路上における 2 液混合の乱流や層流を用いることにより、溶液混合、抽出、蒸発な
どの様々な化学操作が可能である。しかし、マイクロ流路はガラス基板上に作製するため、マ
イクロ流路を軟 X 線などの短波長の光が透過できず、分光測定が不可能である。そこで、PDMS
樹脂上のマイクロ流路に 100 nm 厚の Si3N4膜を挟むことで、軟 X 線照射可能なマイクロ流路セ
ルを作製する。二液反応系Ｔ字型流路を 50μm の幅・深さで設計し、軟Ｘ線ビームは 30μm
以下に切り出す。適用可能性を調べるための対象として、ピリジンと水の間に生成する層流の
局所構造解析に取り組む。 
 
(3) 理論解析 
 マイクロ流路の二液混合系（水溶液を含む）を想定して、量子化学手法に基づく溶液中の分
子・イオンの電子状態理論計算手法の確立を進める。 
 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ナノスケール X 線顕微吸収分光 
 図１に走査型透過 X 線顕微鏡（STXM）光学系の概略図を示す。単色光の入射Ｘ線を、Ｘ線
用集光光学素子であるフレネルゾーンプレート(FZP)を用いて Order Select Aperture を通し、試
料上に数十ナノメートルオーダーのスポットサイズで集光し、走査を行いつつ、試料の下流の
検出器で透過Ｘ線強度を検出することで2次元XAS観察を行うものである。本研究においては、
特定の用途に特化したパラメータを有する FZP を開発するなど、光学系の最適化をそれぞれ行
い、ナノスケール X 線顕微吸収分光の化学状態分析への拡大を試みた。 
 
 



 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
(2) マイクロスケール X 線顕微吸収分光 
 図 2(a)に本研究で開発した軟 X 線 XAS 測定用のマイクロ流路セルの模式図を示す。マイク
ロ流路セルは常圧のヘリウム環境下にあり、超高真空下の軟 X 線ビームラインとは 100 nm 厚
の SiC 膜で隔てている。SiC 膜の窓サイズは 30 × 30 µm2であり、軟 X 線のビームサイズとなる。
蛍光収量(FY)法を使って、シリコンドリフト検出器で XAS 測定した。 
 

 
 
(3) 理論解析 
 独自に開発している、内殻励起計算に最適化した量子化学計算コード GSCF3 の拡張を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ナノスケール X 線顕微吸収分光 
 
① 経皮薬物輸送系における薬物分布への応用 
 近年、患部に直接作用し、胃腸への負担もなく代謝(肝臓)も経ずに血中濃度を一定に保てる
経皮薬の開発が進んでいるが、薬剤が効率的に皮膚を透過する分子機構はよくわかっていない。
皮膚は親水性部分と疎水性部分が複雑に絡んだ構造体(組織)を作っており、薬剤分子が皮膚を
透過する際の化学的環境の違いによって、化学シフトが観測されることから、経皮薬剤の主薬
分子の輸送機構を明らかにする。本研究はドイツの研究グループと共同で行った。 
 免疫抑制薬であるラパマイシン分子が、投与したヒトの皮膚表皮の角質層を通って表皮下層
領域から真皮、皮下血管に至る経路を主薬成分分子の酸素 1s 内殻吸収ピークに注目して 25nm
の高空間分解 XAS スペクトル分布を取得することによって明らかにした。試料は EPON レジ
ンに包埋し、ウルトラミクロトーム により 300 nm 厚の切片として、窒化シリコン膜上に固定
したものを使用した。図３に測定結果、解析結果を示した。新たに開発した FZP によって経皮
薬物輸送系の研究に応用できることが実証できた。 
 

  

図 1. 走査型軟 X 線透過顕微鏡の概略図 
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図 2. (a) XAS 測定用
のマイクロ流路セル
の模式図。(b) マイク
ロ流路セルを用いた
顕微 XAS 測定の実験
セットアップの模式
図。分子研 UVSOR-III
の軟 X 線ビームライ
ン BL3U に設置 

図 3. (a)未処理の参照用
皮膚試料と(b)ワセリン
を用いたラパマイシン
を塗布した皮膚の
STXM 分析結果。A: 532 
eV における Optical 
Density 像、B: スペク
トル分離による分子の
分布、C: ラパマイシン
の濃度分布、D: 深さ方
向へのラパマイシンの
積分的濃度分布 



 
② 染色体中の DNA、RNA 分布への応用 
 細胞内の生体内分子に関し、より定量的な解析を行うことを目的として、有機物を構成する
主要元素である炭素（283 eV）、窒素 (399 eV)、酸素 (531 eV)の K 吸収端 X 線吸収スペクトル
を連続的に利用する解析手法の開発を行った。Single Value Decomposition 法による解析アルゴ
リズムによってスペクトル分離を行うことで、図４に示したようにチャイニーズハムスターの
卵巣細胞を培養して抽出された染色体内の DNA と RNA の定量的空間分布が決定でき、RNA
の分布は、明瞭に DNA の分布と異なることがわかった。 
 

  
 
 
③ リチウムイオン電池中のリチウム状態分析への応用 
 リチウムイオン電池の主要元素であるリチウムイオンの挿入/脱離過程については未だ明ら
かになっていない。これまでに電子顕微鏡、オージェ電子顕微鏡、光電子顕微鏡が利用されて
きたが、高空間分解能でリチウムを直接分析可能な手法が必要である。照射ダメージが小さく、
化学状態分析が可能な走査型透過 X 線顕微鏡（STXM）は最適な手法と考えられる。本研究で
は、光学系の最適化を行うことによって、リチウムの化学状態の高分解能観察を世界で初めて
可能とした。新たに開発した FZP では高次光強度がメインビームの 0.1%に抑えられ、空間分
解能も 72 nm と優れたものとなった。図５に示したように、100 nm 厚のリチウムイオン電池の
正極試料において Li2CO3が存在している化学状態分布を得ることに成功した。 
 

 
 
 
(2) マイクロスケール X 線顕微吸収分光 
 図６(a)に 550 eV の軟 X 線照射による、T 字型マイクロ流路の O Kα 蛍光イメージを示した。 
 

 
 
O Kα 蛍光イメージのため、水のある部分で大きな強度となり、ピリジンでは小さな強度となる。
図６(b)にマイクロ流路の混合部における N-K 吸収端での顕微 XAS スペクトルを示した。水平
方向は X = 366 µm に固定して、垂直方向をピリジンの位置(Y = 50 µm)から水の位置(Y = −30 
µm)に 20 µm の間隔ごとに XAS 測定した。ピーク強度の最大値は Y = 14 µm となり、この位置
が層流中におけるピリジンの中心位置(P)となる。図６(b)に示したように、液体ピリジン π*ピ

0.5 µm 図 4.チャイニーズハムスター卵巣細胞中の染色体中の
DNA（赤）、RNA（緑）、そのほかの分子（青）の分布 
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図 5. リチウムイオン電
池電極の (a)STXM 像と
(b)それぞれの箇所におけ
るリチウムK吸収端XAS
スペクトル 
 

図 6. (a)550 eV の軟 X 線
照射時の O Kα 蛍光収量
イメージ。上部ピリジン
(P)と下部水(W)による層
流が混合流路(M)で観測。
(b)混合部における異なる
位置のN-K XASスペクト
ル。測定領域は蛍光イメ
ージの破線囲みの部分。 
 



ークは、ピリジンの位置から水の位置に行くにつれて、高エネルギー側へ 20meV 程度、化学シ
フトを示すことが分かった。更に、XAS のピークシフトとピリジンのモル比率の関係式から、
ピリジンの中心付近において、モル比率は x = 0.52 となり、水の中心付近において x = 0.35 と
なることが分かった。ここから、層流の位置を境にして水とピリジンが完全に分離しているの
ではなく、ピリジン部分に水が、水部分にピリジンが混入する濃度勾配が層流近傍に存在する
ことが明らかになった。本研究では、軟Ｘ線強度を得るために軟Ｘ線ビームサイズを大きくせ
ざるを得なかったが、ビームサイズを 10μm 程度にしても十分な軟 X 線強度が確保できる物質
構造科学研究所 PF 施設において発展的に研究を行うことにした。 
 
(3) 理論解析 
 軟X線吸収による軽元素K殻励起の理論計算手法はすでに上記の研究例にも応用して確立

してきているので、次の計画として、生体反応でも重要になってくる、溶液中の遷移金属サイ
トに応用するために L 殻励起への拡張を進めた。L 殻励起の最初の計算対象として、フランス
SOLEIL 施設やアメリカ ALS 施設の共同研究者らによる 0.5 M の CaCl2の水溶液、メタノール
溶液およびエタノール溶液の実験結果を用いた。図７に Ca L 吸収端 XAS 測定の結果を示す。
スピン-軌道相互作用の影響のため 346-350 eV に L3端由来の吸収が、351-355 eV に L2端由来の
吸収が観察された。この分裂幅は図中のピーク b2と a2のエネルギーの差で評価できるが、溶媒
による変化は観察されなかった。一方、a1および b1の吸収は配位子場による 3d 軌道の分裂に
由来し a2と a1 (b2と b1)のエネルギー差は配位子場の強さを反映する。したがって、この結果か
ら得られる強さの序列はエタノール > メタノール > 水となった。また、a1 (b1)と a2 (b2)の吸収
強度比が異なることがわかった (エタノール > メタノール > 水)。これらの原因を検討するた
めに水が 8 配位した Ca における XAS スペクトルのシミュレーションを、独自開発している量
子化学計算プログラム GSCF3 を拡張して行った。 

 

 
 
計算結果は図８に示したが、Ca-O の結合距離をパラメータとした際に a1 (b1)と a2 (b2)の強度

比の変化を再現し、Ca-O の結合長が長いほど a1 (b1)/a2 (b2)が大きくなる傾向がある。この結果
を基に考えると、図７のスペクトルから得られる各溶媒の Ca-O の距離の序列はエタノール > 
メタノール > 水となり、矛盾しない。以上のように、本研究によって軟 X 線吸収分光を用い
ても、L 殻吸収の一例として Ca2+の配位状態を詳細に解析できる可能性を示すことができた。 

 
 

   
 
 

図 7.  CaCl2溶液の 
Ca L 吸収端 XAS 

図 8.水が 8 配位した 
Ca の Ca L 吸収端 XAS の
シミュレーション結果 
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