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研究成果の概要（和文）：本研究では、MEMS技術を活用してTEM用の高機能液体セルを作り、ナノスケールの液
体中現象を「その場」観察した。高い機能を持つ液体セルに関しては、グラフェンの極薄膜を真空／液体隔膜へ
適用し、液中で4nm以下の高い分解能を得た。またナノチャネルを集積した一体型液体セルを作り、EELS測定に
より流路内の水の存在を判定する客観的な検出方法を得た。さらに温度制御用のヒータと温度センサを内蔵した
液体セルを作り、ヒータに通電することで溶液を85℃程度まで昇温できた。最後に生体分子の反応の観測とし
て、抗体-抗原反応と、カリクサレン粒子が血栓を生成する際の凝固反応とを液中で観察した。

研究成果の概要（英文）：We have developed MEMS-based liquid cells for TEM (transmission electron 
microscope) in-situ observation, which enabled nano-scale real-time imaging of reactions in liquid. 
Very high resolution imaging down to 4 nm was achieved by the liquid cell with graphene membranes 
for a TEM observation window. Also a monolithic liquid cell using a suspended SiN-covered-nano 
channel allowed the objective detection of water in the channel by EELS measurement as well as an 
easy and quick encapsulation of the liquid sample. Furthermore, it was possible to raise the sample 
liquid temperature up to 85 degree C by the integration of a micro heater and a temperature sensor 
in the liquid cell. Finally, reaction of bio molecules were visualized through the motion of metal 
nano-particles attached to target molecules. Antibody-antigen binding and aggregation of protein 
molecules by calixarene were observed in liquid.

研究分野： マイクロ・ナノメカトロニクス

キーワード： マイクロマシン　電子顕微鏡　その場観察　マイクロ加工技術

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  生体現象を含む化学反応や、電気メッキ・
電池の電極劣化などの工業プロセスにおいて
光学顕微鏡の解像限界を超えたナノレベルの
現象の観測が求められている。近年の顕微法
の進歩により、液中 AFM（原子間力顕微鏡）
を用いて生体分子モータの運動の様子を可視
化することが可能になり、ミオシン V が 2 本
の足を交互に降り出しながら、ハンドオーバ
ーハンド様式で運動する様子がビデオ動画と
して捕えられている[1]。また、グラフェンの
層間にナノ粒子を含む液体を液滴状に挟み込
み、粒子の成長や合体を時間分解観測するこ
とが可能になった[2]。さらに、いわゆる環境
TEM（透過電子顕微鏡）・SEM（走査電子顕
微鏡）では、表面がぬれた試料の観察やガス
雰囲気での触媒反応の実時間観測が行える[3, 
4]。しかし、AFM では対象とプローブの接触
による外乱が生じる点、環境 TEM・SEM で
は液中の反応が見られない点が問題である。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、MEMS 技術を活用して TEM 用の高
機能液体セルを作り、熱や化学的な刺激に応
じて起きるナノスケールの液体中現象を「そ
の場」観察しながら物性の変化を測定するこ
とが目的である。さらに、生体分子などの「そ
の場」観測に挑戦する。ナノ科学、特に微小場
の化学に新知見をもたらすことを目指す。 
 
３．研究の方法 
  TEM 液体セルを用いた液中の観察につい
ての概念図を Fig. 1 に示すが、本研究では申
請者が 25 年にわたって培った半導体マイク
ロマシーニング技術によって、さらに高い機
能を持つ液体セルを作る。すなわち、グラフ
ェン等の極限薄膜の真空／液体隔膜への適用
や、MEMS 技術で一体集積したナノ流路の利用
により、従来の液中ナノ現象観察手法に比し
て時間・空間分解能を大きく向上する。 

Fig.1 液体セル概要(断面図) 
 
さらに、観察中のある時点で加えた刺激に

対する反応過程を観察可能にするため、MEMS
技術で作ったマイクロヒータ、マイクロセン
サ等を液体セルに組込んで動作させる。 
最後に生体分子の「その場」観測を試みる。

生体分子は TEM で直接観察することができな
いため、金属ナノ粒子を付加して標識とする。
ナノ粒子を付加した分子同士が反応した場合、
粒子の間隔は反応して生成した分子の大きさ

を反映するはずである。抗体-抗原反応を例に、
このような測定を試みる。また、生体分子の
相互作用により生じる凝集反応を、ナノ粒子
の動きから観測し、反応の動特性を調べる。 
 
４．研究成果 
4-1 グラフェン膜を用いた液体セル 
  電子線の散乱を抑えてコントラスの高い
TEM 像を獲得するため、隔膜ができるだけ薄
い液体セルを作成した。薄い膜として知られ
るグラフェンを隔膜に選んだ。この MEMS 液体
セルの概要を Fig.2 に示す。トップチップと
ボトムチップ(以下、合わせてシリコンチッ
プと呼ぶ)と、スペーサー(ピンク)で構成さ
れている(Fig.2A)。シリコンチップ中央部に
は大量の穴が空いたグリッド部(Fig.2B)があ
り、穴の上をグラフェン(緑)が覆っている。
この穴を通して、TEM の電子線が透過する。ト
ップチップとボトムチップを張り合わせると
(Fig.2C)、チップの間にスペーサーの厚みの
空間が形成される。注入口からその空間に水
をいれ、注入口を樹脂でふさいで封止する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 グラファイト膜での液体セル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3 グラフェン膜の間に水を封止した液体
セルの写真: 液体状のものは紫外線硬化した
エポキシであり、チップ外周と液体注入口 4
か所を密封している。チップは１辺 4mm。 
 
 金は原子番号が大きいため、TEM 像におい
て高いコントラストが得られ、観察し易い。
このため、観察用のナノ粒子として、直径が
100 nm と 15nm の金ナノ粒子を含んだ水を液
体セルに封入した。高真空の STEM チャンバー
の汚染を避けるため、高真空状態でも液体を
保持できることを確認した後に、液体セルを
TEM に挿入して観察した。 
 得られた TEM 画像を解析し、分解能を検討
した。画像解析ソフト ImageJ を用いて、金ナ



ノ粒子上のライン分析を行い、各位置におけ
る白黒の濃淡の値を 256 階調で得た。まず、
直径 15nm の金ナノ粒子について解析を行っ
た。Fig.4.A-1の赤線上のライン分析の結果が
Fig.4.A-2 である。横軸は位置(nm)、縦軸は濃
淡の値を 1 で正規化した信号強度(a.u.)であ
る。次に、直径 100nm の金粒子について同様
の解析を行った (Fig.4.B-1, B-2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4 金ナノ粒子の TEM 観察 
 
  ライン分析をもとに分解能の評価を行った。
TEM 画像では物体の端部が鮮明に見えること
が大切であるので、Fig.5 のように、信号の立
ち上がり部分(および立下り部分)を直角三角
形で近似した。直角三角形の底辺の長さ d は、
STEM 画像における粒子の輪郭のぼやけた部
分の大きさを表しており、分解能の指標とな
ると判断した。以下、本研究の解析において
は d を分解能として定義し、dは近似直線か
ら幾何学的に三角形の底辺として求めた。以
上の計算処理を、15nm の粒子 29 個と、100nm
の粒子 5 個について行った。得られた d の値
は、粒子の大きさによらず全て 10nm 以下とな
った。15nm 粒子と 100nm 粒子における dの平
均値は、それぞれ 4.0nm と 3.6nm である。こ
のことから、グラフェン隔壁液体セルは 4nm 
の分解能を到達したと言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Fig.5 分解能の計算 
 
 グラフェン隔壁の液体セルは作製時に致命
的な問題があり、歩留まりが極めて低いこと
が分かった。作製において、二つのチップを
エポキシで張り合わせる際に、ピンセットに
よる手作業の組み立てが必要となる。この時
に、グラフェン面を下にしてチップケース上
に置くことが避けられず、グラフェンの一部

が破れてしまう。Fig.6は破れたグラフェンの 
SEM 画像である。グラフェンが破れたグリッ
ド穴は貫通穴となり、封入した水がリークす
る。張り合わせる直前に SEM で確認し、破れ
の無いチップのみを用いて張り合わせを行っ
たが、張り合わせた後はグラフェンの破れを
確認する方法は無い。この問題のため、グフ
ェン隔壁液体セルの歩留まりは非常に低く、
安定した観察を行えなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6 グラフェンが破れてしまう: シリコン
上に転写されたグラフェンの SEM 画像。ピン
セット操作で傷が付いている。グリッド孔が
貫通してしまっていることが分かる。 
 
4-2 ナノチャネルデバイス  
  グラフェン隔膜だけでなく、シリコン窒化
膜の隔壁をもつチップでも、二枚のチップを
手作業で張り合わせる工程は、リークなどの
問題が生じやすい。そこで、一体集積化型の
液体セルを作ることとした。この液体セルは
シリコン基板とガラス基板から構成されてい
る（Fig.7A）。中央部には TEM 電子線が透過
する貫通穴（観察窓）があり、貫通穴を横切る
ようにナノチャネルが宙吊りに配置されてい
る。ガラス基板には注入口となる穴があり、
注入口から導入した水がナノチャネル内部に
充填される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Fig.7 ナノチャネルデバイス 
 
  次に、ナノチャネル型リキッドセルの中枢
部分である、宙吊りナノチャネル構造につい
て述べる(Fig.7B)。宙吊りナノチャネル構造
は壁面の SiN 薄膜(ピンク色)と支持材のポリ
シリコン(黄緑色)で構成されている。2 層の
SiN 壁面で四方を囲まれた高さ 500nm の空間
が流路となり、内部に観察試料を含んだ水を
封入する。流路の両サイドには流路と同じ高



さ(500nm)のポリシリコンが支持材として設
けてあり、流路の変形や破損を防ぐ。SiN壁面
と流路を合わせた厚さは 660nm と充分に薄い
ため、電子線が透過する。流路が基板から浮
いて宙吊りになっている点と、流路の厚さが
数百ナノメートルである点から、本構造を宙
吊りナノチャネル構造と呼ぶ。 
  ナノチャネル構造は以下の手順で作成した。
まずシリコン(100)基板に厚さ 210nm の熱酸
化膜を形成した。次に、ナノチャネルの底面
となる厚さ80nmの SiN層を LPCVDにより成膜
した。SiN 層の上に、TMAH エッチングの犠牲
層となる厚さ 500nm のポリシリコンを成膜し、
SF6ガスを用いてエッチングした。Fig.6A 上面
図におけるポリシリコン部分(緑)のうち中央
のひょうたん型の部分は、後の TMAH エッチン
グにより取り除かれ、流路空間となる。その
後、チャネルの上側の壁面となる厚さ 80nm の
SiN 層と、厚さ 100nm の SiO2層を LPCVD 成膜
した (Fig.8B)。熱酸化膜と SiO2 層は後の
TMAH エッチング時に SiN 層の保護膜となる。
次に、CHF3ガスで SiN 層と SiO2層をエッチン
グした(Fig.8C)。このエッチングによって、
TMAH溶液がポリシリコンにアクセスする経路
ができる。また流路に隣接する部分のシリコ
ン基板を露出させ、そこから基板をエッチン
グすることによって流路を宙吊り構造にした。 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8 ナノチャネル型液体セルのプロセスフロー 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 チャネル部分の低倍率での TEM像.チャ
ネル部分のコントラストが明らかに違うこと
から水の有無を確認した.チャネル幅は 5μm 
 

  作製したナノチャネル型液体セルに水が封
入されていることは画像のコントラストから
推定できる（Fig.9）。しかし、水の存在を客観
的に示すため、EELS 測定を行った。EELS 測定
では、まず流路外の遮蔽物の無い真空領域に
おいて、キャリブレーションを施した。次に、
水を封入していない液体セルの EELS 測定を
行った（Fig.9 結果 A）。SiN 壁部分(A.1)と、
水が充填されていない流路部分(A.2)の EELS
スペクトルを示す。EELS スペクトルでは右肩
下がりのバックグラウンド線が現れる。例と
して、A.2のバックグラウンド線を緑実線で示
した。バックグランド線の上に試料の元素の
情報を反映したピークが現れ、ピークの位置
を読み取ることで元素の情報を得ることがで
きる。既存の EELS 測定結果によると、Si3N4の
結晶に対しては 410eV と 435eV 付近において
窒素に由来する N-K 端のピークが、水に対し
ては 535eV 付近から酸素に由来する O-K 端の
ピークがある。 

Fig.10 EELS の観察結果。チャネル幅は 5μm 
 
  結果A.1では410eV付近に最大のピークが、
410-530eV にかけてはブロードなピークがあ
る。410eV という値は、先行研究での N-K 端
のエネルギー損失値とほぼ同じ値である。す
なわち、A.1 では SiN 薄膜の窒素に由来する
N-K 端のピークが得られたと言える。 
 結果 A.1 と A.2 を比較する。A.1 では SiN 薄
膜(160nm 厚)のみ、A.2 では SiN 薄膜(80nm)+
空隙(500nm)+SiN 薄膜 (80nm)を測定したが、
得られた EELS スペクトルはほとんど同じで
あることから、EELS スペクトル形は流路の空
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隙の有無によらずに測れることが分かった。 
  次に水無し流路と水有り流路を比較した。
結果 B は水を封入した液体セルに対して行っ
た EELS 測定の結果である。SiN 壁部分 (B.1)
と水が充填されている流路部分(B.2) の EELS
スペクトルを示す。B.1 は SiN 薄膜のみを測
定したため、A.1 と同じスペクトルが得られ
た。B.2 では 530eV 付近からブロードなピー
クが現れた。これは先行研究の O-K 端の値と
同様であり、流路内の水に含まれる酸素に由
来するピークだと判断した。 
結果 A.2 と B.2 を比較すると、水の無い流

路 A.2 では水に由来する O-K端が現れていな
い。一方、水の有る流路 B.2 では O-K 端が現
れている。この差は明らかに水の有無による
ものである。このことから、530eV 付近の O-K
端を確認することで、流路内の水の存在を検
出できると結論した。すなわち、流路内の水
の存在を判定する客観的な検出方法を得た。
これは隔膜型の液体セルでは得ることのでき
ない成果である。また、液体の封入に必要な
時間を一時間程度にし、２チップを組み立て
る方式に比べ大幅に短縮できた。 
 
4-3 試料の加熱 
 試料の観察部分のみを加熱し、温度変化に
よる試料の変化を TEM で観察する液体セルを
作成した。TEM 観察用の SiN 隔膜がある二枚
のシリコンチップをフォトレジストのスペー
サを介して張り合わせた。一方のシリコンチ
ップ上に金属配線をほどこし、加熱用のヒー
タと温度センサを作った。この加熱用液体セ
ルの模式図（Fig.11）と写真(Fig.12)を示す。 
ペルチエ素子を用いてデバイス全体の温度

を制御し、各温度における電気抵抗値を計測
した。この結果をもとにセンサ抵抗値から温
度を計測する校正データ(Fig.13)を得た。さ
らに、ヒータに通電しその時の温度を測った。
Fig.14 に示すように、ヒータで消費される電
力と温度に良い相関があった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11 加熱用液体セル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12 組み立て後の加熱用液体セルの写真 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.13 ヒータに異なる電圧を印可して温度
を変え、そのときのセンサの抵抗値を計測。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.14 ヒータの消費電力と温度の関係 

 
Fig.15 粒子間隔の計測結果 

Fig.16 Au ナノ粒子を TEM で観察。黒い影が
Au ナノ粒子に相当する。Au ナノ粒子の間隔は
理論値と一致している。 
 
4-4 生体試料の観察 
4-4-1 抗体-抗原反応試料の観察 
作成したナノチャネルデバイスを用いて、

生物学的に重要なサンプルをいくつか観察し
た。まず、TEM 像の可視化マーカーとして金ナ
ノ粒子を使用した。抗体に直径 60nm、抗原に
直径 15nm の粒子を付加し、反応させた。抗体
-抗原反応の結果、大きな粒子の周りに小さな
粒子が付着した像を溶液中で得ることができ
た(Fig.15)。大小の粒子の間隔を 19例につい
て測定したところ、5-10nm の間隔が 8 例、0-
5nm の間隔が 4 例見られた。抗体分子と抗原
分子の長さは、それぞれ 10nm と 5nm であるた



め、複合分子の長さはおよそ 15nm と推定でき
る。実験で得た間隔は、この考察から導かれ
た値と概ね一致している。これらの測定は、
試料乾燥後ではなく液体中で行ったため、よ
り実際に即した状態を観察できたと言える。 
 
4-4-2 カリクサレンとタンパクの反応の観察 
銀ナノ粒子カリサレン複合体は、血栓の形

成に関与するタンパク質と相互作用をするこ
とが知られている[5]。
タンパクの溶液に、銀
ナノ粒子カリサレン
複合体の溶液を混合
しナノチャネルデバ
イスに封入した。カリ
クサレンが、たんぱく
質を介して結合する
ことで銀ナノ粒子同
士が凝集する過程を
TEM で観察できた。こ
の反応は数から十時
間にわたって徐々に
進むことが分かった。 
 
 
 

Fig.17 Ag ナノ粒子の TEM 像の結果。Z コント
ラストモードで観察したため、Ag ナノ粒子は
白く表示させる。Ag ナノ粒子がカリクサレン
の効果によって集まった。 
 本研究の結果、以下のような成果を得た。 
(1) グラフェンを隔壁に用いた TEM 液体セル

については、4nm の高い分解能を達成す
ることができた。 

(2) ナノチャネルを集積した一体型液体セル
では、EELS 測定が可能で、流路内の水の
存在を判定する客観的な検出方法を得た。
また、液体の封入に掛かる時間を大幅に
短縮し、封止の信頼性も向上できた。 

(3) 温度制御用のヒータと温度センサを内蔵
した液体セルを作り、ヒータに通電する
ことで溶液を 85℃程度まで昇温できた。 

(4) 金ナノ粒子を可視化マーカーとして、抗
体-抗原反応試料を溶液中で観察した。反
応によりナノ粒子のペアが生成したが、
粒子同士の間隔は反応で生成する分子の
大きさと概ね一致した。 

(5) カリクサレンとタンパクの反応過程を連
続的に観察することによって、カリクサ
レン粒子が血栓を生成する際に凝固する
動特性を知ることができた。 
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