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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、光を用いて生物試料を実時間で観察でき、50 ナノメートルの分解能をもつ光学顕微鏡
を実現することを目的とし、実際にシステムを試作し、技術開発および理論構築を行なった。電子線を
照射することにより、高効率に発光する蛍光薄膜材料について検討した。無機材料として ZnO をスパ
ッタにより薄膜化するための製膜条件を確立した。微小光励起システムの基本構成について検討し
た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have developed a new optical microscope with 50 nm resolution for the 
observation of biological specimens.  The materials were investigated for high 
efficiency photoluminescence with electron beam excitation.  ZnO thin film was 
prepared with sputtering techniques and the process conditions were optimized.  The 
basic configuration of the optical microscope was designed.  
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１．研究開始当初の背景 

 光学顕微鏡は、生きた生物試料をそのまま
観察できるため、生命現象の解明において、
非常に有効なツールとして用いられてきて
いる。しかしながら、光学顕微鏡の空間分解
能は、光の波としての性質により制限され、
たかだかサブミクロン程度の分解能しか実
現できない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、光を用いて生きた生物試料を
実時間で観察でき、数 10 ナノメートルオー
ダーの空間分解能を有する実時間・ナノイメ
ージング手法を実現することを目的とし、実
際にシステムの検討し、高分解能に観察する
ための理論構築を行うことを目的とする。 

 開発を目指す光学顕微鏡は、電子線ビーム
により蛍光薄膜を励起し、微小光源を形成し
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走査するシステムである。本システムでは、
近接場顕微鏡の光源として走査型電子顕微
鏡を用いて、電子ビームにより蛍光薄膜を励
起する。電子顕微鏡の技術を光励起に応用す
ることによって、10nm 以下のスポット持ち
かつ高速に走査可能な微小光源を実現する
ことが可能となる。 

 

３．研究の方法 

 次のような計画で研究を実施した。 

（平成 20年度） 
(1) 光電変換膜の構造の試作と評価 
（平成 21年度以降） 
(2) 近接場光学を利用した光ナノイメージン

グシステムの設計 
(3) 光ナノイメージングのための生物試料のマ

ニピュレーション法の検討 
 
４．研究成果 

本研究では、光を用いて生物試料を実時間
で観察でき、10 ナノメートルの分解能を有する、
光学顕微鏡を実現することを目的とし、実際に
システムを試作し、生きた生物試料を実時間で
高分解能に観察するための技術開発および理
論構築を行なうことを目的している。これらの目
的を実現するために、次の研究項目を実施して
いる。 

(1) 光電変換膜の作製・評価・高機能化 

電子線照射により発光する材料として、無機
材料および有機材料など多くの材料について可
能性を検討した 1)。可能性の高い材料として
ZnO について検討した。大気圧と真空を分離す
る基板として SiN 膜を利用することを考えている
ため、SiN 膜上への製膜状態について検討した。
スパッタの際に導入するアルゴンガスの圧力を
変化させて製膜し、膜の表面状態を観察した。
図 1 にアルゴンガスの圧力を変化させてスパッタ
し、その表面状態を観察した結果を示す。観察
範囲は 1m x 1m であり、アルゴンガス圧を
1.1Pa から 4.7Pa の間で変化させた。アルゴン
ガス圧を変化させてもあまり大きな変化は見られ
ないが、ガス圧を高くすると粒状の形状が大きく
なっている様子が観察できる。これらの材料に電
子線を照射し、その発光特性を評価した。これら
の基礎実験の結果から、スパッタ電力 40W、ア
ルゴンガス圧 0.8-1.0Pa で製膜するのが最適条
件であると判断した。 

図 1. アルゴンガス圧の変化による ZnO スパッタ
膜の変化 

 

本研究で開発するシステムにおいて、より高
い分解能を実現するためには、蛍光薄膜を薄く
する必要があるため、ZnO 薄膜化するための条
件とその発光特性について検討した。図 2(a)に
製膜条件と膜厚との関係、(b)に膜厚 250nm の
膜の SEM による観察結果を示す。スパッタ時間
を変化させることにより、線形的に膜厚が変化し
ており、時間制御のみで膜厚を制御できることを
確認した。図 2(b)から厚みが一定の均一な膜が
形成されていることが確認できる。 

図 2(c)に、作製した薄膜に電子線を照射し、
その発光強度を測定した結果を示す。この測定
では、ZnO 薄膜を SEM 内に配置して電子線を
照射し、発光強度を SEM の試料室内に設置し
た集光レンズおよび光電子増倍管で検出した 2)。
膜厚が大きくなるに従って発光強度が大きくなっ
ている。膜厚が大きくなると電子線の散乱により
空間分解能が低下すると予想されるため、信号
強度と空間分解能のより詳細な評価が必要であ
る。また、製膜した材料を 800度で 1時間アニー
リングすることによって発光波長が橙から緑に変
化し、強度が 2−3 倍に増強することを確認した。 

電子線励起により発光する材料として、電子
線検出に用いられるシンチレータ材料 B498 の
製膜条件についても検討した。B498 はスピンコ
ート法によって製膜できるため、表面の均一性
の高い膜が形成できることが期待できる。有機
材料である B498 でも濃度を制御することにより
数 100nm の発光膜を作製でき、高い効率で発
光することを確認した。電子線を照射することに
よって ZnO 膜よりも 10 倍以上高い効率で発光
することを確認した。 

 
 
 
 

 

 

 

 (a) 製膜条件と膜厚との関係    

 

 

 

 

 

 

 

(b) 250nm の ZnO 膜の製膜結果  

 

 

 

 

 

 

 

 (c) 電子線による発光強度 

図 2. ZnO の薄膜化と電子線励起による発光 



 

 

 

(2) 微小光源励起システムの設計 
電子線による微小光源を励起するための基

礎システムを検討した。これまでの基礎データは、
現有の電子源にタングステンによる熱電子放出
を用いた走査型電子顕微鏡(SEM)を用いて取
得してきた。熱電子放出の電子源では、光源サ
イズが大きいため空間分解能が制限されるととも
に、輝度をあげる点についても限界がある。本プ
ロジェクトでは、10 ナノメートルの空間分解能を
実現する基礎システムを設計する。高速に電子
を 走 査 す る た め に 、 電 界 放 出 型
SEM(FE-SEM) を 基 礎 シ ス テ ム に 用 い る 。
FE-SEM のステージ部分を改造し、蛍光薄膜
および試料台、光検出部を設置するとともに、大
気圧と真空を分離するための構成について設
計・検討し、対応可能な機種の選定を行なっ
た。 

 

(3) 光ナノイメージングのための生物試料のマニ
ピュレーション法の検討 

電子線照射をするための SiN 薄膜上に、標
準的な細胞を培養する条件を探った。この基
質は負に帯電しており、細胞膜に存在する陰
性電荷を持つ分子との反発が起こり、接着し
にくい。通常使われているポリリジンのよう
な陽性電荷の分子を支持体の上にコーティ
ーングする方法では、多少の改善が見られた
が、不安定な結果であった。これに対して、
基質に対する紫外線照射を施すと、表面電荷
量が変化すると考えられ、多くの場合に細胞
の接着性が総じて高まる結果を得た。紫外線
の波長と照射時間に対して詰めを行ってい
る。 

また、電子顕微鏡的観察方法と光学顕微鏡
的観察方法を融合させる際の課題として、電
子線照射は真空中で、光学観察は一気圧の水
中で行なう必要性がある。この点を解決する
可能性として、薄膜上に培養した細胞をイオ
ン液体で覆って真空に露出するという方法
を検討している。イオン液体は、水や油に溶
けず第三の液体と呼ばれ、真空中で蒸発しな
いという特徴を持つ。この液体の各種性質を
調べ、細胞に毒性のないものを候補として選
び出した。次期においてこれを入手し、実際
の毒性の有無を調べる予定である。 
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