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研究成果の概要（和文）：生きている細胞を蛍光顕微鏡と軟X線顕微鏡で同時に観察可能なハイブリッド顕微鏡を開発
した。マウスの精巣ライディッヒ細胞の同時観察を実施することにより、生きている細胞内の単一のミトコンドリアの
構造の観察に成功した。さらに、ハイブリッド顕微鏡の生命科学研究への活用の一例として、アポトーシスを起こした
細胞核の構造変化を観察した。その結果、これまで明らかにされてこなかったアポトーシスによる細胞核の詳細な構造
変化を観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：I have developed a hybrid microscopy which is a combination of a fluorescent 
microscope and a soft X-ray microscope and this microscopy enabled to observe live biological cells with 
both microscopes at the same time. Observing Leydig cells of mouse testis with the hybrid microscopy, I 
have succeeded to obtain a soft X-ray image of a single mitochondrion in a live biological cell. The 
hybrid microscopy also was applied to observe apoptotic cells and details of structural deformation due 
to the apoptosis have been cleared.

研究分野： X線光学
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１．研究開始当初の背景 

生命現象を理解するためには、生物を構成
する基本単位である細胞を理解することが重
要である。生命の維持に必要な機能を果たす
ために外界からの刺激に対して応答する細胞
内の構造とその変化を明らかにすることは、
様々な生命現象を解明するための極めて重要
な情報を提供する。細胞の主要構成元素であ
る炭素に吸収されやすく、細胞を取り巻く水
にはほとんど吸収されないという特徴を持つ
水の窓波長軟X線(2.3 nm～4.4 nm)を用いた軟
X 線顕微鏡は、全ての生物を構成する基本単
位となる細胞の内部構造を生きているままで
“その場観察”できる技術として期待されてき
た。しかし、細胞内の運動による空間分解能
の低下を抑えたり、撮像時の放射線の影響を
抑えたりするためには、1 マイクロ秒以下の
瞬時撮像が要求され、その実現には非常に高
輝度な軟 X線源が必要とされた。これまでの
国内外の研究では、軟 X線光量の不足により、
水溶液中の生きている細胞の撮像に数秒から
数分の長時間露光が必要とされ、空間分解能
の低下や放射線による影響を回避するために
細胞を凍結する手法が一般的に用いられ、軟
X 線顕微鏡に本来期待されてきた生きた細胞
の内部構造の“その場観察”はこれまで実現さ
れなかった。 
 
２．研究の目的 

様々な生命現象において重要な役割を果た
す細胞の機能を理解するためには、生きてい
る細胞の内部構造を詳細に“その場観察”する
ことが必要である。高輝度レーザーで生成し
たレーザープラズマを光源とした軟 X線顕微
鏡（レーザープラズマ軟 X線顕微鏡）は、生
理活性状態にある細胞を生きたまま瞬時に観
察可能で、様々な生命現象の観察が期待され
ている。しかし、細胞内には多くの細胞内小
器官が密に分布しており、非常に複雑な構造
となっている。そのため、レーザープラズマ
軟 X線顕微鏡で撮像した細胞内の構造をそれ
ぞれ特定の細胞内小器官と対応付けることが
困難であった。 

申請者らは、このような目的を実現するた
めの革新的顕微鏡としてレーザープラズマ軟
X 線顕微鏡の開発をすすめ、蛍光顕微鏡と軟
X 線顕微鏡を併用した“マルチカラーイメー
ジング法”を考案し、生きている細胞の細胞内
小器官の詳細な観察に成功した。本申請課題
では、次の重要な課題である細胞内構造の動
的観察を目的とし、生きている細胞を蛍光顕
微鏡と軟 X 線顕微鏡で同時に観察可能な“ハ
イブリッド顕微鏡”を開発する。蛍光顕微鏡で
細胞内小器官の構造変化を動的に捉えつつ軟
X 線顕微鏡により機能発現の重要な瞬間の高
解像度観察を行うことにより、細胞機能の詳
細な解析を実現する。 
 

３．研究の方法 

生きている細胞を蛍光顕微鏡と軟 X線顕微
鏡により同時観察可能な“ハイブリッド顕微
鏡”を開発し、細胞の詳細な内部構造とその変
化の“その場観察”を実現することにより細胞
機能の解析を実現する。具体的には、以下の
研究開発を実施する。（１）蛍光顕微鏡及び軟
X 線顕微鏡による同時観察を可能とする新型
試料ホルダーの開発、（２）倒立型蛍光顕微鏡
の試料ステージ上に直接設置することにより、
生きている細胞の蛍光顕微鏡観察と軟 X線顕
微鏡観察を同時に実現できるハイブリッド顕
微鏡本体の開発、（３）開発したハイブリッド
顕微鏡を用いて、生きている細胞のその場観
察を行う。 

細胞の観察には、関西光科学研究所が保有
する出力 20 J、パルス幅 600 psの Nd:glassレ
ーザーを用い、金の薄膜ターゲットに集光す
ることにより生成する高温高密度プラズマ
（レーザー生成プラズマ）を軟 X線光源とし
て用いる。ここで発生する X 線光量は約
1.3x1015 photons/sr/pulseと非常に強力で、生き
ている細胞を 600 psの露光時間で瞬時に観察
可能である。 
 
４．研究成果 

蛍光顕微鏡と軟 X線顕微鏡を併用したハイ
ブリッド顕微鏡の実現に必要な新型試料ホル
ダー及び新しい窒化シリコン窓の設計及び製
作を行った。新型試料ホルダーは細胞を試料
ホルダーに生きたまま封入した状態で蛍光顕
微鏡により 40 倍の高倍率観察が可能となる
構造とし、蛍光顕微鏡と軟 X線顕微鏡による
細胞の同時観察を可能とした。一方、窒化シ
リコン窓表面に厚さ 5μｍ、幅 5μｍのスペー
サーと溝構造を構築し、窒化シリコン窓と
PMMAフォトレジストの密着度をトルクレン
チによって正確にコントロールすることによ

 
図 1．新しく開発した窒化シリコン窓 



り細胞を取りまく培養液の層の厚さを常に一
定に保つとともに培養液の余剰分を外部に排
出する構造とした。（図 1） 

新しく開発した新型試料ホルダーと窒化シ
リコン窓を用いて生きている細胞の観察を行
った。まず、一定の現像条件の下で PMMAの
現像を行った結果、細胞周辺の培養液の厚さ
が安定して 5μｍに保たれていることを確認
した。これは、非常に再現性よく細胞の軟 X
線顕微鏡観察が可能であることを意味し、軟
X 線顕微鏡を生命科学研究に活用する際に非

常に重要である。マウスの精巣ライディッヒ
細胞を蛍光顕微鏡と軟 X線顕微鏡により生き
ている状態で観察した結果、双方の顕微鏡に
おいて細胞核周辺に非常に多くのミトコンド
リアが密集して分布していることが観察され
た。（図 2）蛍光顕微鏡ではそれらのミトコン
ドリアを個々に分離して観察することは出来
なかったが、軟 X線顕微鏡により単一のミト
コンドリアの構造の観察にも成功した。（図３） 

生きている細胞を蛍光顕微鏡と軟 X線顕微
鏡で同時に観察可能な“ハイブリッド顕微鏡”
の本体部の設計を行った。具体的には、（１）
軟 X線源と試料を格納するための真空容器と
真空排気装置、（２）出力 20 J、パルス幅 600 
ps の高強度レーザーを金属薄膜ターゲットに
集光照射するためのレーザー集光部およびタ
ーゲット部から構成され、（３）平成 25 年度
に開発した新型試料ホルダーを取り付けるこ
とにより生きている細胞の軟 X線顕微鏡像と
蛍光顕微鏡増を同時に撮像可能な構造として
設計を行った。倒立型蛍光顕微鏡の試料ステ
ージ上に設置できる十分にコンパクトな大き
さとなるよう設計を行った。（図 4）高強度レ
ーザーを金属薄膜ターゲットに集光する集光
レンズは、真空容器に直接取り付けることと
し、蛍光顕微鏡観察時に真空容器を移動した
際にレーザーのターゲットへの集光がずれな
いような構造とした。試料ホルダーは、真空
容器底面に外部から取り付け、容易に細胞試
料を交換できる構造とした。軟 X線顕微鏡本
体部を倒立型蛍光顕微鏡の試料ステージ上に
直接取り付けることにより細胞の軟 X線顕微
鏡像と蛍光顕微鏡像を同時に取得できる構造
とした。これらの設計により、細胞機能発現
の過程を蛍光顕微鏡によりリアルタイム観察
しながら、機能発現の重要な瞬間を見きわめ

 
図 2．ハイブリッド顕微鏡で観察したマウ
スの精巣ライディッヒ細胞の軟 X 線顕微
鏡像(a)と蛍光顕微鏡像(b) 

 
 

図 3．ハイブリッド顕微鏡で観察した精巣
ライディッヒ細胞の軟X線顕微鏡像(a)とミ
トコンドリアの拡大像(b) 

 
 

図 4．設計したハイブリッド顕微鏡の構造 



て軟 X線顕微鏡により高い解像度で観察する
ことが可能となる。このことにより、様々な
生命現象を理解する上で重要となる細胞の機
能と構造の相関を直接観察することが可能と
なった。 

生きている細胞を蛍光顕微鏡と軟 X線顕微
鏡で同時に観察可能なハイブリッド顕微鏡の
製作を行うとともに、新型試料ホルダーと組
み合わせ、ハイブリッド顕微鏡として完成さ
せた。これまでに実績のあるマウスの精巣ラ
イディッヒ細胞を用いてハイブリッド顕微鏡
による蛍光顕微鏡と軟 X線顕微鏡による同時
観察を実施することによりその性能試験を実
施した。さらに、ハイブリッド顕微鏡の生命
科学研究への活用の一例として、アポトーシ
スを起こした細胞核の構造変化を観察した。
プログラムされた細胞死であるアポトーシス
は生命体の生存にとって非常に重要な生命現
象の一つであり、これまでの蛍光顕微鏡を用
いた研究で、アポトーシスを起こした細胞核
は、DNA が細胞核周辺に集まるリング形状、
DNAの断片化に伴うネックレス形状、DNA凝

縮、核崩壊という過程をたどることがわかっ
てきているが、その詳細な構造変化は解明さ
れてこなかった。開発したハイブリッド顕微
鏡を活用し、蛍光顕微鏡と軟 X線顕微鏡によ
る同時観察を行うことによるこれまで明らか

にされてこなかったアポトーシスによる細胞
核の詳細な構造変化を観察することによりハ
イブリッド顕微鏡の有用性を実証した。（図５） 
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