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研究成果の概要（和文）：我々は、昆虫が潜在的に備えているバリアー能を模倣・利用するという視点から、生
物を生きた状態のまま電子顕微鏡で観察するNanoSuit法の開発に取り組んできた。本研究では、NanoSuit法に
EDS元素分析法を組み合わせて、生体の超微細構造を濡れたままの状態で高分解能・元素分析する技術
「NanoSuit-EDS法」を完成させた。この新技術を用いて昆虫の発生過程を継時的に追跡し、金属濃縮に関わる形
態形成の過程を明らかにした。また、NanoSuit-EDS法では、高真空下でも生体内の水が保持されるため、水に起
因するO（酸素）の状態・変化を、超微細構造においてLive解析することも可能となった。

研究成果の概要（英文）：An energy dispersive X-ray spectrometry (EDS) carried out with a scanning 
electron microscope (SEM) is a common technique for elemental analysis. However, for studying the ‘
wet’ biological systems, conventional sample preparation methods require complex pre-treatments to 
stabilize these specimens under high vacuum conditions of high-resolution SEM, which often produces 
unwanted artifacts. In the present study, we have examined the suitability of the NanoSuit method 
(e.g. Takaku et al, 2013) for the elemental analyses of living biological specimens in FE-SEM. We 
found that the specific fine hairy structures in some living insects collected from the natural 
environment showed the expression and distribution of aluminum (Al) elements. The specimens prepared
 by the conventional methods did not display such the elemental signal in the EDS data due to the 
various pre-treatments. The proposed NanoSuit method can improve the quality of in situ elemental 
analysis for biological samples.

研究分野： 形態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により確立された新技術により、生きたままの生物試料を高分解能観察・EDS解析することで解明される
生命現象は、これまでの観察結果を正確にするだけでなく、生命現象そのものについて新たな超微形態的知見を
与えることは明白である。本研究によるNanoSuit法とそれを基礎とした生きた元素分析による解析結果は、生命
科学全体に新たな視点をもたらし、農学・生物学・医学・物理化学・材料工学などの分野にこれまでにない新機
構を提案するとともに、バイオミメティクス研究の推進に貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

電子顕微鏡は、光学顕微鏡では見ることが出来ない極微細な構造を高分解能で観察可能な

ため、開発・改良を重ねながら様々な分野で用いられてきた。しかし、イメージングに用

いる電子線の特性を最大限に引き出すには、顕微鏡内を宇宙ステーション軌道レベルに相

当する『高真空環境（10 - 3 -10 - 6Pa）』に保つ必要があった。そのため構成成分の７０〜８

０％が水である生物試料を観察する場合には、事前の化学固定や脱水・乾燥作業（従来法）

が不可欠と考えられ、生きた超微細構造の動的観察は不可能であった。またこれらの処理

は、試料の変形やアーティファクトを生じさせる為、従来の試料作成法による観察・解析

による結果は、生体本来の構造を正確に捉えてはいなかった。これに対し我々は、既に、

全く新しいアプローチで生物試料の高真空・高分解能観察に成功している。昆虫の体表面

物質（もしくは人為的に塗布した疑似物質）に、電子線およびプラズマを照射することに

より、体表全面に高気密 NanoSuit を形成し (図１)、高真空中で試料を生きたまま維持・観

察することが可能となった (図２)（Takaku et al, 2013; Suzuki and Takaku et al, 2013; Ohta and 

Takaku et al, 2014；Takaku et al, 2015; Takaku et al, 2017; Takehara and Takaku et al, 2018; 

Takehara and Takaku et al, 2020; 特願 2011-197685；特願 2012-044383；特願 2012-197927；国

際出願番号 PCT/ JP2015/052404 他）。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、この方法を展開し NanoSuit 法に EDS 元素分析（エネルギー分散型 X 線分析・

Energy Dispersive x-ray Spectrometry：どこにどのような元素が分布しているか、元素ごとに

Mapping できる解析技術）を組み合わせることにより、「微細構造を壊すことなく、FE-SEM

による、生きたまま・濡れたままでの高分解能・元素分析」する新技術（NanoSuit-EDS 法）

の開発に取り組む。さらにこの技術を用い、これまでの試料作成法では失われていた生き

たままの試料が示す生来の元素の状態を解明する。同時に、サブセルラー・サイズで刻々

と変化する昆虫の発生現象を、元素を指標に追跡する。 

  

図１.電界放出型走査電子顕微鏡  (FE-SEM) 

の高真空下における NanoSuit 法による生命維

持(A-C)と、NanoSuit (矢頭間) 形成後の、試料 

(キイロショウジョウバエの幼虫) 体表面の透

過型電子顕微鏡像 (D)。NanoSuit で保護してい

ない試料は脱水・脱気されてしまう (E-H)。 

図２. NanoSuit 法で動的観察したユリクビナガハム

シの FE-SEM 像 (A)。脚先の超微細構造が生きた状

態のまま観察できる (B)。 



３．研究の方法 

本研究では、主に昆虫試料を実験材料として用い、NanoSuit 法と従来法の元素分析の比較 

解析を行った。従来法で必要とされる、化学固定・脱水・導電性素材による極薄コーティ

ングなどの前処理を行わずに、NanoSuit 法では、生きたままの試料をSEM チャンバーに導

入し、電子ビームの照射によりNanoSuit を形成させEDS で測定した。 

 

４．研究成果 

自然環境から採取した幾種かの昆虫を、蒸溜水で洗浄した後、NanoSuit-EDS 法で解析する

と、これまでに報告されていなかった元素の発現・分布が明らかになった。その一つが Al 

(アルミニウム) である。この元素は生きている個体体表の毛状構造に局在していた (図３)。 

 ヒトスジシマカの幼虫（ボウフラ）では、口吻の毛状構造にのみ Al 元素が検出され

た (図４A, B)。卵からの発生過程を NanoSuit-EDS 法により解析し、特定元素の局在が

どのように変化して行くのか追跡した。その結果、卵からは標的としている特定金属

元素は検出されなかった (図４C)。また、金属元素が含まれていない環境（蒸留水）で

卵をふ化させても、これらの幼虫には金属元素の発現はみられなかった (図４D)。し

かし、野外でボウフラが良く繁殖する場所から採取した水で育てると、１令、２令、

３令とステージが進むごとに Al の検出量は増加した(図４E)。この間幼虫は２回脱皮し

ていること、また、この水自体を元素分析しても高い値の Al は同定されなかったこと

から、検出された元素は、外液等に含まれる元素の単なる付着に起因するとは考えら

ず、金属元素を濃縮する機構の存在が示唆された。そこで、Al を低濃度で含む人工水

を作成し、特定元素の局在がどのように変化して行くのか調べた。この人工水で飼育

した幼虫では、腸管内皮において Al の局在が確認され、令が進むに従い Al 値は有意

に上昇し周辺組織への広がりもみられた (図４F, G)。しかし、発生が進んでも口吻の毛

状構造には Al 値の分布は確認できず、現在のところ、金属元素の口吻への発現過程に

は未だ解明されていない機構の存在が示唆された。 

図３ .ヒメマルカ

ツオブシムシの

幼虫(A) やマダラ

ホソカの幼 虫(C, 

D)を NanoSuit で

保護し生きたま

ま EDS 元素分析

すると体表の毛

状構造にのみ Al

が検出された (B, 

E)。従来の方法で

作成された試料

では、Al のシグナ

ルは消失してい

た。 



 このような研究を通して、NanoSuit 法に EDS 分析法を組み合わせた、生きた状態の生

物試料を高分解能で元素分析する新技術（NanoSuit-EDS 法）を確立した。NanoSuit-EDS

法では、高真空環境下で、生体本来の微細構造を観察できるのみならず、含水標本を

用いて 20,000 倍を超える高倍率・高分解能で元素組成を分析できる。この新分析法に

よる元素の状態と比較すると、従来の生物元素分析法では、化学固定・脱水・乾燥処理を

施した試料を用いていた為、収縮・変形により本来の微細構造を維持していないだけでな

く、多様な溶液処理を行う結果として、生体試料中の元素は洗い流され、残っていても局

在や分布は修飾されていることが示唆された。一方、NanoSuit-EDS 法では、高真空下でも

生体内の水が保持されるため、これまでの低真空 SEM や環境 SEM 機を用いても成し得

なかった、例えば水に起因する O（酸素）の状態・変化を、超微細構造において高分解能

で解析することも可能となった（Takaku et al, 論文投稿準備中）。 

 

図４. ヒトスジシマカの幼虫

を NanoSuit で保護し(A)、生

きたままEDS元素分析すると

口吻にのみ Al が検出される

(B)。卵(C)や蒸留水で飼育した

幼虫(D)には高い Al 値は確認

できないが、野外の水(E)や低

濃度Al入りの人工水で育てる

と(F, G) Al の局在が観察され

た。 
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