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研究成果の概要（和文）：本研究では、常温で溶融した有機塩であり、真空中で蒸発をしないイオン液体を用い、それ
を導電体として試料表面の塗布することで、試料のチャージアップならびに乾燥を防ぎ、生体関連試料を湿潤状態で観
察することを実現する。さらに、そうした手法の応用展開を図ることを目的とする。
　研究期間の2年間で、非導電性物質、特にナノ物質のイオン液体による観察法について確立することができたととも
に、生体関連物質の観察を、水溶性の高いコリンと呼ばれる生体関連化合物と同様の構造を持ったイオン液体を用い、
さらに、試料をイオン液体に分散させたのちに、柔らかく吸引することで変形なく観察することを可能とした。
　

研究成果の概要（英文）：In this study, we have used ionic liquids as the SEM visualizing reagent of non-co
nductive nanomaterials and bio-related samples including cells and construct an optimized pre-treatment me
thod for SEM observation. Ionic liquids are organic salts which are in liquid at room temperature and do n
ot evaporate even in a vacuum conditions. Therefore, they should be a suitable material for SEM visualizat
ion.
 We have been able to establish the processes to visualize non-conductive nanomaterials during this resear
ch period. For bio-related samples, including cells, we applied choline-type structured ionic liquids as t
he visualizing agents. The samples were dispersed in the ionic liquids and put on a membrane filter. The d
ispersion was filtered gently under reduced pressure by using a syringe and excess ionic liquids were remo
ved. Using this process, red blood cells could be observed by SEM without any deformation.
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１．研究開始当初の背景 
イオン液体とは、常温で液体状態であるイ
オン性の物質、つまり常温溶融塩のことで、
一般に有機化合物の塩である。これは、水・
有機溶媒（油）とは異なる「第三の液体・溶
媒」として新規機能材料の観点や、新規有機
合成溶媒としての見地から非常に興味を集
めている物質である。 
比較的空間体積の大きいカチオンとアニ
オン種の組み合わせによって多種多様なイ
オン液体がすでに合成されており、高濃度イ
オン場として、また、水とも有機溶媒とも混
合しないものの場合は、回収および再利用が
容易な液体媒体として合成用の新しい反応
場としての用途が期待されている。 
一方で、イオン液体は塩であり、基本的に
は蒸気圧が存在しない。つまり、真空下でも
蒸発せず、液体として存在する物質である。
この点を利用すれは、真空中での新しい反応
場を提供できるとともに、真空を汚さない液
体としての利用価値も期待できる。さらには、
塩であるイオン液体は、高い導電性を有して
いる。このため、イオン液体は有機物であり
ながら、走査型電子顕微鏡でその液体形状を
観察することができる。 
桑畑らは、実際にイオン液体が走査型電子
顕微鏡で観察可能であることを示した。この
手法は、非導電性物質の容易な SEM 観察法
として認知されつつあるものの、まだ、湿潤
状態での生体関連試料の観察例は多くない。
生体関連試料は、当然ながら真空中では乾燥
してしまうため、電子顕微鏡では「烏賊とス
ルメ」、「魚と干物」に例えられるような状態
のサンプルを観察していることになってい
るとされており、生体関連試料向けの電子顕
微鏡可視化剤の存在は強く期待される。 
そこで本研究では、さまざまなイオン液体
が開発されてきているなかで、油溶性のイオ
ン液体だけでなく、水溶性のイオン液体にも
着目する。水溶性イオン液体を用いれば、試
料観察後、水洗によって試料を容易に回収で
きるほか、水溶液としてイオン液体の濃度を
適切に制御して試料の水分とうまく置換で
きれば生体試料の変形を防げると考えられ
るからである。 
そこで、一般的に用いられ、多くは油溶性
のイミダゾリウム型のイオン液体に加え、コ
リン型イオン液体について検討を行うこと
とした。そして、血液細胞や組織細胞のあり
のままの姿を観察することを目指した。 
イオン液体は、カチオンとアニオンの多数
の組み合わせが可能であって、その分子構造
によって性質が大きく変化する。しかし、そ
のイオン液体は粘度が高いものも多く、均一
に試料表面をコートすることが難しい。また、
どのように試料表面を傷つけずにコーティ
ングするか、さらには、湿潤サンプルの場合、
その状況をどう保持するかをよく考えて前
処理プロセスの設計をしなくてはならない。
こうした研究を行い、非固定細胞表面の観察

を可能とする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題では、固定化・金属コーティン
グというこれまでの非導電性試料・生体関連
試料の前処理方法に代え、より簡便な手法と
なりうるイオン液体を用いた走査型電子顕
微鏡観察のための前処理手法をより確固と
したものとして確立するために、種々のイオ
ン液体を用い、前処理方法を最適化して多く
のサンプルの観察を試みた。 
 これまでの、非導電性試料・生体関連試料
の観察においては、電子顕微鏡の性質上、試
料の脱水・乾燥、導電コーティング（金属コ
ーティング）の過程が必須であった。この処
理には時間を要し、さらには一度施した前処
理から元に戻すことができない。生体関連試
料には、たとえば病理サンプルなどの希少な
サンプルがあり、これらはこのような前処理
法では失敗ができない。 
 無機試料・カーボン試料などの導電性付与
には、いくつかのイオン液体を表面に薄くコ
ートすることが有効であることが知られて
いるが、その手法はまだ十分確立されていな
い。本研究では、特にこうしたナノ構造体・
自己集合体の観察を容易にするための手
法・イオン液体の選択、塗布方法の開拓を行
う。 
 一方、生体関連試料においては、湿潤状態
での観察が今後必須となる。特に、硬い細胞
である植物細胞のみならず、柔らかい細胞で
ある動物細胞や組織細胞、血液細胞の真の姿
を明らかにする SEM 観察法を確立すること
を本研究の目的とした。つまり、先滴下され
た実用的な細胞可視化法を考えることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 

H24年度は、従来のイミダゾリウム系イオ
ン液体、さらには当グループで開発したコリ
ン型イオン液体を含む水溶性イオン液体を
用いた非導電性サンプル・生体関連試料の走
査型電子顕微鏡観察を行った。 
 特にナノサイズ・マイクロサイズの試料観
察を主に行った。 
 まず最初に、カーボン系材料を様々に前処
理したものや、自己組織化したものについて
イオン液体による可視化前処理を行って、そ
の構造を SEM 観察した。そうして得られた
像と、金属コーティングによって前処理した
試料との像との違いについて詳細に検証し
た。さらに、より高度な試料として、陽極酸
化によって作成したチタニアナノチューブ
の表面構造についても同様のイオン液体に
よる前処理と金属コーティングによる前処
理による SEM 像の違いについて検証した。
この場合、チューブの壁の厚さが薄いため、
イオン液体による可視化前処理においても
解像度が高い像が得られることが求められ
た。 



 生体関連試料の観察においては、植物細胞
だけでなく、さらに柔らかい血液細胞の観察
を行った。植物細胞としては花粉などを観察
対象とし、また、バクテリアも観察対象とし
た。 
その際、界面活性が低く、低分子であるコ
リン型イオン液体を可視化剤として用いる
こととした。我々の合成したコリン型イオン
液体の一部は、水中で 1:1 に電離することが
わかっており、ほとんど界面活性を有してい
ない。本研究では、対称となる血液細胞とし
て赤血球を用いて、コリン型イオン液体で前
処理し観察を行った。また、そのほかの細胞
についてもこのイオン液体の有効性につい
て検証した。 
 H25年度では、さらに進めて、生体関連試
料のイオン液体による試料前処理法につい
て検討・最適化を行った。イオン液体によっ
て試料をコーティングするためには、基板状
の試料であれば、そのまま滴下する方法も考
えられるが、粉体や小さな構造体である場合
その手法の適用は難しい。そこで、細胞表面
を薄くイオン液体をコートする方法として
メンブレンフィルターを用いる方法を試み
た。具体的には、試料をイオン液体もしくは
その溶液に分散し、その分散液をメンブレン
フィルター上に置く。そして、試料を含むそ
の液体を緩やかに注射器を用いて減圧で吸
引することによって余分なイオン液体を除
去し、試料表面をイオン液体で薄くコートし
た。 
 こうした手法によりさまざまな生体関連
試料の SEM 観察法を確立することを目指し
た。 
  
４．研究成果 
本研究においては、有機の常温溶融塩であ
るイオン液体を用いて非導電性試料、さらに
は同じく非導電性の生体関連試料表面に導
電性を与え、走査型電子顕微鏡観察を容易に
可能とすることを目的としている。 
 非導電性試料として、ナノカーボンを最初
の観察対象物とした。表面処理・未処理のナ
ノカーボンにイオン液体塗布して SEM 観察
を行った。このとき、下図に示すようなイミ
ダゾリウムタイプのイオン液体を用いた。 

ナノカーボンの SEM 像の場合、従来の金
属スパッタリングによって試料を可視化処
理した SEM 像と比較しても見劣りしない像
が得られており、30 nm程度の解像度を示し
た。また、フラーレンの自己集合体について
も同様に観察したところ、高解像度で SEM
観察できた。図 1にイオン液体で可視化処理
したフラーレンの集合体の SEM 像を示す。
この比較によって、非導電性サンプルに薄く

イオン液体をコートすると十分解像度が高
く鮮明な SEM像が得られることが示された。 

図 1 フラーレン集合体の SEM像。イオン液
体による導電性付与によるもの。 
 
 また、金属酸化物のナノポーラス構造であ
る、チタニアナノチューブにも本手法を適用
してみたところ、やはり金属スパッタによる
コーティングと同様な鮮明な SEM 像が高倍
率で得られた。 

図 2 陽極酸化で得られたチタニアナノチュ
ーブの SEM 像。上左：前処理なし、上右：
Ptスパッタコート、下：イオン液体処理。 
 
 このようにイオン液体処理は、非導電性物
質の SEM 像形成において、金属スパッタリ
ングと同様な性能を示すことがわかる。 
 そこで、次に生体関連試料にイオン液体に
よる可視化を適用した。大きな組織などはイ
オン液体の塗布によって図 1、2 などと同様
に可視化することができた。しかしながら、
花粉や細胞などの小さな試料の観察の場合
には、形状や表面にダメージを与えずにイオ
ン液体を上手くコートすることは難しく、滴
下・塗布による可視化はそれほど容易ではな
いことが示された。 
 そこで、より細かい粉末様の試料、特に生
体関連試料に対するイオン液体コートを可
能とする手法として、メンブレンフィルター
を用いて余分なイオン液体を吸引除去する
手法を試みた。 
 まずはイオン液体として次の分子構造式
のようなコリンに分子構造を似せたイオン
液体を用いた。 
 



 
 
 
 
 
 このイオン液体は親水性である。そして、
図 3に代表例を示すように、試料をこのイオ
ン液体もしくはイオン液体の溶液に分散さ
せメンブレンフィルターを乗せた吸引台の
上に置いた。そして、下からゆっくりシリン
ジを用いて吸引し、余分なイオン液体を除去
した。 
 

図 3 細胞をイオン液体でコートする代表的
な可視化前処理法例。フィルターの上に試料
分散液を置き、吸引して余分なイオン液体を
除去したのち、優しく拭ってサンプルとする。 
 
 このようにして得られる試料は大きく変
形していないことが分かった。例えば、花粉
を観察したところ図 4のように、非常に鮮明
な像が得られた。この像は、イミダゾリウム
型イオン液体を用いたよりもチャージアッ
プが少なく鮮明であった。 
 

図 4 コリン型イオン液体で前処理した花粉
の SEM像の例。 
 

図 5 コリン型イオン液体を用い、吸引法に
よって前処理して観察した赤血球の SEM 像
の例。 

また、柔らかい細胞の代表例である赤血球
の観察にこのイオン液体を用いたところ、図
5 に示すように光学顕微鏡像でみられるよう
な真ん中がくぼんだ赤血球が多く見られた。
破壊されているものも見られたが、これは浸
透圧による影響の可能性が高い。 
さらには、赤血球は刺激によって構造変化
する場合があるが、そのような変形した赤血
球も観察され、よりありのままの細胞像の走
査型電子顕微鏡観察が可能となったことが
示された。 
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