
北海道大学・電子科学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(S)

2019～2015

Ｘ線レーザー回折による生細胞ダイナミクス

Cell dynamics studied by X-ray laser diffraction

４０３９２０６３研究者番号：

西野　吉則（Nishino, Yoshinori）

研究期間：

１５Ｈ０５７３７

年 月 日現在  ２   ５ ２５

円   153,900,000

研究成果の概要（和文）：Ｘ線自由電子レーザー（XFEL）イメージングにより、未解明の部分が多い原核細胞の
細胞分裂のナノダイナミクスや高度好熱菌の多倍性など、基礎微生物学に資する成果を得た。また、乳製品の加
熱殺菌、金ナノ粒子を用いたがんのフォトサーマル治療、インフルエンザウィルス、ドラッグデリバリー、電気
自動車用電池材料などに関連した幅広い応用研究を展開した。さらに、分子レベルのXFELイメージングに向けた
技術開発にも取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Through X-ray free electron laser (XFEL) imaging, we obtained results that 
contribute to basic microbiology, such as the nano-scale dynamics of prokaryotic cell division and 
the polyploidy of extreme thermophiles. Our XFEL imaging studies are also extended to a wide range 
of applied research including heat sterilization of dairy products, photothermal treatment of cancer
 cells using gold nanoparticles, influenza virus, drug delivery, and battery materials for electric 
vehicles. We also worked on technological development for molecular-level XFEL imaging.

研究分野： 量子ビーム科学

キーワード： Ｘ線自由電子レーザー　コヒーレントＸ線イメージング　細胞　微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来生きた状態での観察が難しかったバクテリア細胞のナノレベルの構造を、Ｘ線自由電子レーザー（XFEL）を
用いて観察し、細胞の最も基本的な現象である細胞分裂や、細胞が遺伝情報を複数コピー持つ多倍性など基礎微
生物学に貢献する直接的な画像を得た。また、XFELが溶液中の試料を放射線損傷なく高コントラストでナノイメ
ージングできるという他にはないユニークな特長を活かして、食品、医療、自動車産業などへの応用研究を進め
た。

※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 
Ｘ線自由電子レーザー（XFEL）はフェムト秒という極めて短いパルス幅を持つ、強力で質の

高いＸ線である。この特徴を利用すると、試料が放射線損傷を受ける前の、一瞬の姿を捕らえる
ことができる。高分解能バイオイメージングでは、従来、電子顕微鏡でもＸ線顕微鏡でも、試料
の放射線損傷が分解能を制限してきた。XFEL を用いることにより、バイオイメージングにおけ
る放射線損傷による分解能限界を初めて打ち破ることができる。質の高いコヒーレントＸ線は、
また、対物レンズを必要としない、計算機を用いた位相回復によるコヒーレント回折イメージン
グ（CDI）を可能にする。Ｘ線領域では高倍率の対物レンズの作製は困難なため、対物レンズを
必要としない CDI は極めて有効である。CDI は定量的に位相をイメージングでき、Ｘ線にとっ
て透明な生物試料も高いコントラストでナノイメージングできる。 
本研究課題に参加する研究者らは、パルス状コヒーレントＸ線溶液散乱（PCXSS）法と名付

けた試料環境を制御したコヒーレント回折法を構築し、XFEL を用いて生きた細胞をナノレベ
ルでスナップショットイメージングすることに世界で初めて成功した（T. Kimura et al., Nature 
Commun. (2014)）。PCXSS 測定では、生きた細胞を真空中で保持するために、独自開発したマ
イクロ液体封入アレイ（MLEA）を用いる。 
 
２．研究の目的 
超短パルス XFEL は、Ｘ線による生細胞ナノイメージングを可能にする。XFEL 測定では、

シングルショットで試料は破壊されてしまうため、一つの細胞を時系列でイメージングするこ
とはできない。そこで、細胞の状態を同期させ、異なる状態の細胞をイメージングすることによ
り、生きた細胞のナノレベルダイナミクスの観察を目指す。さらに、産業用材料を含めた物質材
料のイメージングや XFEL イメージング技術の高度化にも取り組む。 
 
３．研究の方法 
 XFEL によるイメージングは、独自構築した PCXSS 法を用いて、SACLA にて行う。試料溶液を封
入する MLEA は、フォトリソグラフィー技術により北大で自作する。独自開発した MLEA 組立装置
を用いて MLEA に試料溶液を封入し、SACLA のコヒーレントＸ線回折測定用試料チャンバーに設
置する。集光した XFEL のシングルパルスで MLEA 内の試料を次々に照射し、試料からのコヒーレ
ントＸ線回折（CXD）パターンを SACLA で開発されたマルチポート CCD（MPCCD）で計測する。計
測した CXD パターンに反復的位相回復法を適用し、試料像を再構成する。再構成計算や数値シミ
ュレーションには、SACLA の高性能計算（HPC）サーバを用いる他、スーパーコンピュータ「京」
も活用する。 
 細胞を同期させる同調培養や試料温度制御、およびケージド化合物を利用したフラッシュ・フ
ォトリシスを実現するための技術や装置を新たに構築する。細胞等の試料の事前評価には、各種
の顕微鏡を活用する。 
 
４．研究成果 
(1) 同調培養による細胞周期イメージング 
細胞分裂は、細胞の最も基本的な現象であり、その過程を通して遺伝情報が 2つの娘細胞に分

配される。真核細胞では、遺伝情報を担う DNA はコンパクトに折りたたまれて、細胞分裂の間期
では球状の核が形成され、分裂期では棒状の染色体が形成される。一方、バクテリアなどの原核
細胞では、形が定まった核や染色体は存在せず、不定形の核様体が形成される。原核細胞の細胞
分裂について、特に染色体分配の機構は未解明の部分が多く、断片的に得られた知見によって、
さまざまなモデルが提唱されているのが現状である。これはバクテリア細胞のサイズが小さく、
内部構造の可視化が困難であることが一因に挙げられる。そこで、細胞分裂の各段階で核様体が
どのような構造をもち、DNA が娘細胞に分配されるかを、XFEL を用いて放射線損傷なくナノレベ
ルでイメージングする研究を進めた。 
本研究で用いた試料は、バクテリアの中でも群を抜いて小さい、体長約 600 nm の

Microbacterium terricola である。XFEL での観察に先立ち、M. terricola の細胞周期を同調さ
せる手法を開発した。これまで同調培養の技術が確立しているバクテリアは、バクテリアの中で
も圧倒的に研究が進められている大腸菌（グラム陰性菌）のみであり、M. terricola（グラム陽
性菌）の同調培養技術の開発は、それ自身で生物学的な意義がある。バクテリアは、アミノ酸か
らタンパク質を合成しながら細胞分裂を進める。しかし、アミノ酸が欠乏した場合、緊縮応答を
引き起こし DNA 複製開始の直前で細胞周期が停止することが大腸菌に対する先行研究で示され
ている。本研究では、アミノ酸の一つであるセリンの類似化合物であるセリンヒドロキサマート
（SHX）を培地に添加することにより、M. terricola に対して緊縮応答を引き起こすことに成功
した。SHX を培地から取り除くとセリンへの競合阻害が無くなり、細胞周期は再スタートした。
PicoGreenで二重鎖DNAを染色した細胞に対してフローサイトメーターを用いてDNA量を評価し
て見積もった M. terricola の同調率は 62%であった。これは、大腸菌の同調率の記録である 73%
に迫る極めて良い値である。 
SACLA において、細胞周期の各段階の M. terricola 細胞を MLEA 中に生きたまま封入し、PCXSS

測定を行った。計測した CXD パターンに位相回復計算を適用することにより、細胞伸長と核様体
移動の関係に知見を与える画像を得た。 



(2) 食品の加熱殺菌に関連した温度制御バクテリア細胞イメージング 
食品の鮮度を保つための加熱殺菌に関連して、温度制

御したバクテリア細胞の PCXSS 測定を行った。本研究で
は、乳製品中に生息する Microbacterium lacticum を試
料として用いた。高温での殺菌は効果的であるが、同時に
タンパク質が熱変性を引き起こし、食品本来の風味が失
われてしまう。このため、低温で十分な殺菌効果のある技
術が求められている。 
XFEL での観察に先立ち、PCXSS 測定用の試料温度制御

装置を開発した（図 1）。諸外国の XFEL 施設で行われてい
るコヒーレントＸ線回折測定では、インジェクターを用
いて打ち出した飛翔した試料を主に測定しており、試料
温度の制御は困難である。このため、本開発は、独自構築
した PCXSS 法が新たな可能性を切り開く技術と言える。
本装置では、ペルチェ素子を利用して、-25℃～90℃の範
囲で試料温度を調整できる。 
XFEL 実験での温度条件を決めるため、様々な温度にお

ける M. lacticum の生存率を培養実験により評価した。
M. lacticum の至適温度である 30℃で培養した細胞の増
殖率と、5 分間 50～80℃の温度ショックを与えた後 30℃で培養した細胞の増殖率の違いから、
温度ショックによる細胞の生存率の低下を見積もった。その結果、55～60℃付近で M. lacticum
の生存率が急激に低下することが判明した。 
次に、温度制御した M. lacticum に対して、SACLA において PCXSS 測定を行った。その結果、

M. lacticum は 70℃以下では多くの細胞が溶菌せずその形を保つことが示された。以上より、60
～70℃に細胞を保つことにより、十分な殺菌効果が得られ、かつ食品の品質の低下を引き起こす
M. lacticum 細胞の溶菌を防げることが示された。 
 
(3) がん治療用 pH 応答性金ナノ粒子の液中ダイナミクス観察 
がんのフォトサーマル治療用に近年開発された pH 応答性金ナノ粒子に対し、材料設計最適化

に求められるが未解明の凝集・分散過程を、PCXSS 法とポンプ・プローブ法を組み合わせて捕ら
える研究を行った。試料は直径 15 nm の金ナノ粒子の表面をアニオンとカチオンの両方で修飾
した MC-GNPs (Mixed-Charge Gold Nano-Particles）である。この粒子は pH4～7 で凝集し、そ
れ以外の pHでは分散する。がん細胞近傍の pH が正常細胞よりも低い pH6～7であることを利用
して、がん組織に特異的に金ナノ粒子を凝集させ、近赤外光照射による熱でがん組織を選択的に
死滅させる設計である（図 2）。 
ポンプ・プローブ PCXSS 測定は、新規に開発したポンプ・プローブ計測に対応したコヒーレン

トＸ線回折測定用試料チャンバーである MAXIC-II（2017A 期より供用開始）を用いた。MLEA 内
の試料に、ポンプ光およびプローブ光を干渉なく同軸で照射する光学設計を行い実装した（図
3）。ここで、ポンプ光がＸ線センサー（MPCCD）に入射しないように、アキシコンレンズと XFEL
光軸上の穴あきミラーを用いた。MC-GNPs 溶液にケージドプロトンを混合し、ポンプ光である波
長可変ナノ秒レーザー（波長：365 nm）を照射することで pH を 7 から 3 まで低下させて、MC-
GNPs の反応を開始させた。プローブ光には XFEL（波長：0.3 nm）を用いた。 
ポンプ・プローブ計測の結果、pH 低下に伴い、金ナノ粒子凝集体や短距離相関構造（数個の

金ナノ粒子の結合体）が、ナノ秒のスケールで、個々の金ナノ粒子がバラバラになった状態に分
散することが示された。また、想定外の現象として、ポンプ光照射後およそ 100 ミリ秒以降で、

図 1 試料温度制御装置 
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ポンプ光誘起の金ナノ粒子の温度上昇によるものと解釈できる金ナノ粒子の一部再凝集が観察
された。本研究により、MC-GNPs の凝集・分散ダイナミクスに関して、従来調べられてきた pH 依
存性に加えて、温度依存性の存在が示唆された。温度上昇による金ナノ粒子の凝集は、フォトサ
ーマル治療においては正常細胞のダメージにも繋がるため、この点も考慮した材料開発が今後
求められる。 
 
(4) モデル生物である高度好熱菌 Thermus thermophilus のイメージング 
モデル生物とは普遍的な生命現象の研究に用いられる生物であり、モデル生物に対して XFEL

の実験系を確立することは、広範な生命科学研究を展開する上で極めて重要な意義がある。本研
究では、遺伝情報学やシステム生物学のモデル生物になっている高度好熱菌 T. thermophilus に
対する PCXSS 測定を進めた。T. thermophilus は、遺伝子操作系が確立されているなどバイオテ
クノロジーにも応用範囲が広い。 
PCXSS 測定用の試料調製の過程で、微量金属類を添加した培地を用いて、塩濃度や培養器や空

気栓を調節することで、T. thermophilus HB27 細胞の大きさが通常の 3分の 1程度にまで短く
なる新現象を発見した。細胞の形態や大きさは分類の基準の一つとされる重要な性質であり、細
胞の大きさが遺伝子を操作せずに安定的に短縮されたことは、微生物学的な一般理解を覆す極
めて興味深い発見である。通常の T. thermophilus と短い T. thermophilus とでは、ポリアミン
組成が大きく変化していることも判明した。ポリアミン組成の変化が、細胞を縮める因子なのか、
それに付随する現象なのかは現状分かっていないが、微生物のサイズや形態を決定する基本原
理に繋がる知見として興味深い。 
 SACLA において、短い T. thermophilus HB27 に対して PCXSS 測定を行った。イメージングの
結果、細胞内に電子密度が高い複数の領域が観察され、それらが個々の核様体であると解釈でき
る。 
 
(5) ヘテロダイン干渉シグナル増強によるインフルエンザウィルスのイメージング 
 結晶化されていない微小な生物試料のＸ線散乱能は極めて小さく、散乱シグナルが検出限界
を下回ると観察できなくなる。この困難を克服する試みとして、弱散乱体である試料粒子と強散
乱体である金ナノ粒子のヘテロダイン干渉を利用したシグナル増強を XFEL における生物試料イ
メージングに初めて適用し、インフルエンザウィルスの PCXSS 測定を行った（C. F. Huang et 
al., AIP Adv. (2020)）。 
 
(6) 無機材料の液中ナノイメージング 
PCXSS 法は、溶液中でのみ構造を保ち機能を発揮する物質材料のイメージングにも効果的であ

る。表面増強ラマン散乱やドラッグデリバリーにおける薬剤のキャリアなどへの応用に向けて
開発されている各種の金ナノ粒子集合体に対して PCXSS 測定を行った（J. Wei et al., J. Am. 
Chem. Soc. (2016)）。 
 
(7) PCXSS 法の産業応用研究 
理化学研究所が 2014 年度より行っている SACLA 産学連携プログラム（2016 年度からは「SACLA

産業利用推進プログラム」）にトヨタ自動車（株）と共同で申請し（課題名「XFEL を用いた自動
車用ナノマテリアルの形態や状態の把握」、課題代表者：西野吉則）、PCXSS 法の産業応用研究を
進めた。まず、XFEL を用いた世界初の産学連携研究の成果として、自動車排ガスの浄化に用い
られる三元触媒に対するコヒーレント回折イメージングの結果を論文発表した（R. Yoshida et 
al., J. Phys. B (2015)）。 
 さらに、電気自動車用の次世代の蓄電池として世界的に開発が進められている全固体電池の
鍵を握る固体電解質（SE: Solid Electrolyte）の PCXSS 法によるイメージングを行った。SEの
ガラスセラミクス粒子は、非晶質の海の中に結晶の島がある、いわゆる海島構造を持つと考えら
れている。ナノレベルの内部構造とリチウムイオン伝導率との関係の理解が、材料開発に求めら
れるが、放射線損傷を受けやすい SE に対しては、電子顕微鏡による詳細なイメージングは困難
であった。XFEL を用いて、放射線損傷のない硫化物 SE 試料本来の海島構造を捉えることに成功
した。 
 
(8) 分子レベルのイメージングに向けた取り組み 
 国内外の XFEL 利用による CDI 研究では、サブ 50 nm の生体粒子の姿を捉えることが実現出来
ていない。XFEL を用いて分子レベルのイメージングを実現すべく、SACLA との共同研究により、
XFEL利用 CDIの世界的研究を牽引する基幹装置と位置付ける 100 nm集光システムと試料チャン
バーを一体化したナノビームコヒーレント回折イメージング装置（MAXIC-S）を開発した（2018B
期より供用開始）。 



XFEL での測定は破壊型であるが、再現可能な構造をもった生体粒子などに対しては、多数の
粒子からのコヒーレント回折パターンを取得することにより、3D イメージングや新規の動的イ
メージングに道が開かれる。3D イメージングに関して、測定した多数の回折パターンから試料
方位を決定し、3D イメージングを行う原理検証を三角柱形状の金ナノ粒子に対して行った。手
法の開発においてはスーパーコンピュータ「京」を活用した（課題名「計算機実験を援用する
XFEL バイオイメージング」、課題代表者：西野吉則）。 
 結晶化が困難な不安定な反応の中間状態などのイメージ
ングを目指した分子レベルの生物ターゲットとして、リボ
ソームおよび紫膜の PCXSS 測定を行った。リボソームは、
生命現象の根幹を担う翻訳反応の中枢である。紫膜は、高度
好塩菌の細胞膜上で 2 次元結晶化した光駆動プロトンポン
プタンパク質のバクテリオロドプシン(bR)である。bR は発
色団としてレチナールを含んでおり、bR が光を吸収すると
レチナールの異性化が起き、それを起因としてタンパク質
の構造変化が起こる。ポンプ・プローブ PCXSS 測定により、
生理条件に近い環境でbRの構造変化を捉えることを目指し
ている。 
 また、生体膜に埋め込まれ活性を保った膜タンパク質の
XFEL によるイメージングに向けて開発した試料セルに関す
る論文が、Phys. Chem. Chem. Phys. (PCCP)誌に掲載され
た。当該論文は、2019 PCCP HOT Articles に選出され、
Inside Front Cover に採用された（図 4）。 
 
(9) ズーム機能をもったコヒーレント回折イメージング技術の開発 
4 つのアダプティブ全反射鏡を用いたＸ線ズームレンズ光学系を構築した（S. Matsuyama et 

al., Sci. Rep. (2016)）。本光学系では、Ｘ線強度の損失無しで、Ｘ線ビームサイズを自由自在
にマイクロからナノレベルまで変えることができる。これにより、実験施設が限られる XFEL に
おいて、実験装置を入れ替えることなく、視野を変えた多彩なイメージング測定を効率的に行う
ことができるようになる。また、この新規の光学系を用いて、独自提案した非走査型のアポダイ
ズ照明コヒーレント回折イメージング法により、Ｘ線集光スポットサイズよりも大きな試料の
像再構成に成功した（K. Khakurel et al., Opt. Express (2015), K. Khakurel et al., J. 
Synchrotron Rad. (2017)）。 
 

図 4 生体膜に埋め込まれ活性
を保った膜タンパク質の
XFEL 観察に向けた試料
セ ル に 関す る 論 文が
PCCP 誌の Inside Front 
Cover に採用された。 
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