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研究成果の概要（和文）：生命現象の物理化学的理解には、機能状態の細胞や細胞内小器官「丸ごと」の内部を高い分
解能で可視化する必要がある。本研究ではX線自由電子レーザーを利用した低温コヒーレントX線回折顕微鏡法のための
試料作製および測定法に関する技術開発を行い、従来法では困難だった大きさ1 μmの葉緑体「丸ごと」を分解能約70 
nmで可視化することに成功した。より高分解能でのイメージング実現のため、コヒーレントX線回折シグナルを増強す
る新たな測定・解析法を開発し、計算機実験により実証した。

研究成果の概要（英文）：Biological cells and organelles are essential for lives. An understanding of 
their physicochemical functions requires visualization of internal structures of whole cells and/or 
organelles as close to the native state as possible at high resolution. In this study, we conducted 
structural study of chloroplasts with a size of 1 micron by cryogenic coherent X-ray diffraction 
microscopy using X-ray free electron laser. Development of a sample preparation method and a measurement 
scheme allows efficient diffraction data collection, and we have succeeded in visualization of internal 
structures of chloroplasts at a resolution of 70 nm. We have also proposed a method to enhance weak 
diffraction signals from biological samples and to achieve robust phasing, and demonstrated that 
resolution can be improved by a factor of two or more from a set of calculation based on current 
experiments.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

生命現象の物理化学的理解には、水和状態
の細胞「丸ごと」の内部構造を超分子複合体
の解像が可能な nmの分解能で可視化する必
要があるが、既存のイメージング技術では困
難である。近年ナノ材料粒子などの構造解析
に用いられ始めたコヒーレントX線回折顕微
鏡法(CXDM)は、この目的に有効であると期
待されている。申請者らは CXDM により自
然な状態の生体試料の内部構造をそのまま
観察することを目指し、試料作製からコヒー
レントX線回折実験までを一貫した凍結水和
試料の低温CXDM技術の開発を進めてきた。
さらに本技術を最先端のコヒーレントX線光
源である X 線自由電子レーザー(XFEL)と組
み合わせることで、不安定な細胞や細胞内小
器官でも機能状態の構造を維持したまま高
分解能でイメージングできる可能性が出て
きた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、XFEL を利用した低温
CXDM 法(低温 XFEL-CXDM 法)により単細
胞真核生物 Cyanidioschyzon merolae やそ
の葉緑体のイメージング研究を行い、細胞・
オルガネラの形態形成や分裂機構を分子構
造のレベルで解明することを目指している。 

 

３．研究の方法 

XFELは日本では 2012年に供用が開始さ
れた先端的 X 線光源であり、経験蓄積の少な
い XFEL-CXDM では慎重かつ着実な研究開
発による実験系・解析系の構築が必要であっ
た。本申請では特に(1)低温 XFEL-CXDM 法
での効率的なデータ収集に向けた試料作
製・測定法の開発と(2)高分解能イメージング
に向けた無染色での回折シグナル増強法の
開発を進めた。また、開発した手法を C. 
merolae「丸ごと」や単離した葉緑体などに
適用し、理化学研究所の XFEL 施設 SACLA

のビームライン BL3 にて低温 XFEL-CXDM

実験を行った。 

 
４．研究成果 
(1)低温 XFEL-CXDM 法の試料作製・測定法
の開発による葉緑体内部構造の可視化 

XFEL-CXDM 実験では、XFEL の強強
度・極短パルス性により 1 ショットの XFEL

照射で試料は破壊される。XFEL は高繰り返
し性も有するため、イメージング対象粒子を
高い数密度で支持膜上に散布してラスター
スキャンすることで、新しい粒子を効率的に
照射野に供給できる(図 1)。試料支持膜には
炭素薄膜や窒化シリコン薄膜が用いられる
が、単に試料粒子懸濁液を支持膜上に滴下す
るのみでは試料粒子が集群化してしまう(図
2)。このような試料では 30%以上の高効率で
の回折データ収集を実現できないことがモ
ンテカルロシミュレーションにより判明し
た。 

図 1 XFEL-CXDI 実験の模式図(上)と 

実験ハッチ内の様子(下) 

 

そこで本研究では試料粒子表面の荷電状
態に着目し、支持膜に吸着剤処理を施すこと
で試料粒子と支持膜の相互作用を増強する
新たな試料作製法を開発した(雑誌論文①)。
申請者が過去に開発した湿度制御下凍結水
和試料作製装置と組み合わせることで、様々
な生体粒子で高数密度かつ対象粒子が孤立
分散した凍結水和試料が作製できることを
確認した(図 2)。本手法は材料粒子に対して
も有効であった(雑誌論文③, ④)。 

 

図 2 吸着処理無し(左)および吸着処理を施し
て作製した(右)凍結直前の葉緑体散布試料 

 

また、試料支持膜を保持する試料ディスク
をマルチウィンドウ化して、試料 1 つあたり
の XFEL 照射点数を 10 倍以上増やし、効率
的な測定を可能とした(図 3)。マルチウィン
ドウを採用することで、大面積の測定窓で問
題となる急速凍結時の支持膜の破損を防ぎ
ながら、測定範囲を広くとることができた。
本試料ディスクには回折計にマウントした
際の試料中心・傾き決定用のピンホールを備



えており、XFEL ビームに対してエッジスキ
ャンを行うことで測定対象粒子に XFEL を
照射することなく、試料の位置出しが行える。
本試料ディスクは透過型・走査型電子顕微鏡
と共用であり、電子顕微鏡との相関イメージ
ングにも用いることができる。 

 

図 3 低温固定試料 X 線照射装置のスキャン
ステージにマウントされたマルチウィンド

ウ試料 

 

以上の方法で作製した C. merolae 由来の
大きさ 1 μm 程度の葉緑体試料に対して行っ
た低温 XFEL-CXDM 実験では試料位置出し
を含む約 40 分の測定で約 1000 ショットの
XFEL を照射し、90%以上の回折データ収集
効率を実現した。さらに複数の回折パターン
からの投影電子密度像の再生にも成功し、光
合成反応の場であるチラコイド膜の葉緑体
内部での分布を分解能約 70 nm で明らかに
した(図 4; 雑誌論文①)。チラコイド膜の分布
は C. merolae が水中で浮遊生活することを
鑑みると光合成反応の効率向上に適したも
のであると考えられた。 

 

図 4 低温 XFEL-CXDI で得られた葉緑体の
回折パターン(上左)と再生された投影像(上
右)および予想される葉緑体構造モデル(下) 

大きさ 1 μm の試料は電子線が透過しな
いため内部の高分解能観察はこれまで困難
であった。本研究により低温 XFEL-CXDI 法
の標準的な試料作製・測定法を構築し、低温
XFEL-CXDI 法が 1 μm 程度の細胞内小器官
の構造-機能相関の研究に有効な手法である
ことを示すことができた。 

 

(2) 高分解能イメージングに向けた無染色で
の回折シグナル増強法の開発 

生体試料は軽元素から構成されるため X

線回折能が低いが、超強強度の XFEL を光源
とすることで分解能 30 nm 程度まで回折シ
グナルが得られている。しかし、破壊測定で
あるXFEL-CXDIでは長時間露光による回折
シグナルの積算が不可能なため、到達分解能
が制限される。本研究ではより高分解能での
イメージングを目指し、金コロイド粒子を援
用した回折シグナル増強法および高信頼度
解析法を開発し、SACLA での実験条件に基
づく計算機実験で実証した(図 5; 雑誌論文
②)。 

 

図 5 従来法(左)および金コロイド粒子を援用
したシグナル増強法(右)で観測したバクテリ
アの回折パターン(上)と再生された投影像

(下)のシミュレーション 

 

本手法では対象の生体粒子の周囲に電子
密度が 10 倍程度高い金コロイド粒子を多数
散布し、両者からの回折 X 線の干渉効果によ
って生体粒子の弱い回折シグナルを増強す
る。生体粒子自体を染色しないため、染色に
よる試料の変性や像の誤解釈の原因となる
密度コントラストの変調は生じない。更に回
折パターンのフーリエ変換で得られるパタ
ーソン関数には金コロイド粒子同士の相対
位置に高いピークが生じるため、これを元に
金コロイド粒子の絶対配置を導出し、位相回
復計算に利用することで再生像の収束性を
高めることができる。 

実験での実証に向けて、バクテリアを標準
試料としたXFEL-CXDI実験を開始しており、
バクテリアのみの試料およびバクテリアと
金粒子の混合試料で回折パターンを取得し



(図 6)、解析を進めている。本手法が完成し、
XFELの高度化と併せて超分子複合体が解像
可能な分解能でのイメージングが実現すれ
ば、細胞機能を分子構造レベルで議論できる
ようになり、細胞生物学と構造生物学を結ぶ
成果が期待できる。 

 

図 6 バクテリアのみの試料(左)およびバクテ
リアと金コロイド粒子の混合試料(右)で観測
された回折パターン(左挿入図は自動データ

処理で再生されたバクテリア像) 
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