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研究成果の概要（和文）：金の極薄膜ターゲットを用いた新型試料ホルダーを開発し、生細胞

への高効率な X 線照射を実現することにより、培養中の生細胞の瞬時撮像を行った。細胞の位

相差顕微鏡像、蛍光顕微鏡像、軟 X 線顕微鏡像を直接比較することにより、細胞内小器官の詳

細な構造の解析を行った。その結果、細胞骨格とミトコンドリアの相関関係や細胞核内のクロ

マチン構造等が明らかとなった。このように、生きている細胞の生の状態での詳細な内部構造

を高解像度で直接観察する手段を世界で初めて開発することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a new specimen holder with a thin filmed gold 
target and observed live biological cells with flash exposure by realizing highly efficient 
x-ray irradiation. Comparing phase contrast images, fluorescent images, and soft x-ray 
images of the same biological cells directory, fine structures of cellular organelles have 
been analyzed. As a result strong correlation between cytoskeleton and mitochondria has 
been found and chromatin structures have been observed. 
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キーワード：プラズマ応用・X 線顕微鏡 
 
１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の構造解析が盛んに行われ、生命現
象を支えるタンパク質の分子レベルにおける
構造と機能の解明が進んでいる。生命科学に
おける次の課題は、その分子を機能的な構成
要素とし、全体として高度の生命活動を営ん
でいる生命体そのものの構造と機能の解明で
ある。そのためには、生きている試料を高い

空間分解能と時間分解能で観察する必要があ
る。レーザープラズマ軟 X 線顕微鏡には高輝
度で短時間露光が可能という特徴があり、そ
の開発に成功すれば、電子顕微鏡や従来の X
線顕微鏡では困難であった細胞の全体像をナ
ノ秒で瞬時に観察することが可能となる。 
 レーザープラズマ軟X線顕微鏡の開発には、
(a)Ｘ線源の高輝度化、(b)X 線の効率的な細胞

機関番号：８２１１０ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：２１５４０５１７ 

研究課題名（和文）生細胞への高効率な X線照射を実現する光源一体型試料ホルダーの開発 

                     

研究課題名（英文）Development of a specimen holder with a light source to realize  

highly efficient x-ray irradiation on biological cells 

研究代表者 

 加道 雅孝（KADO MASATAKA） 

独立行政法人日本原子力研究開発機構・量子ビーム応用研究部門・研究副主幹 

 研究者番号：30360431 



 

 

照射が重要な開発課題である。(a)の X 線源の
高輝度化に関する研究は、平成 18 年度の科
研費基盤研究(C)（課題番号 18540398）にお
いて実施した。その研究成果は、2008 年 7
月 21 日から 25 日にスイスで開催された 9th 
International Conference on X-Ray 
Microscopy において発表を行った。残る課題
は、(b)の効率的な細胞照射を実現することで
ある。この問題を解決するため、レーザープ
ラズマ軟X線源と一体となった試料ホルダー
を開発することにより、従来にない高い効率
でのX線の試料照射を実現する方法を提案し
た。 
 
２．研究の目的 
 Ｘ線の瞬間露光による撮像の実現には大き
く二つの利点がある。一つは、動きのある試
料を固定することなく高い空間分解能で撮像
出来ると言う点である。従来の光源では、細
胞の撮像に数秒の時間を要するため、試料の
動きによる空間分解能の低下が避けられず、
試料の凍結や固定法等を用いる必要があった。
二つ目は、放射線損傷の影響を受けないと言
う点である。被写体である細胞はＸ線の照射
による損傷を免れない。レーザープラズマＸ
線源による瞬間露光は、放射線損傷の影響が
Ｘ線像に現れるよりも早く撮像出来るため、
放射線損傷の影響の無い像の取得が可能とな
る。 
 軟X線顕微鏡で水溶液中の生細胞を観察す
る場合、厚さ 100nm 程度の 2 枚の窒化シリ
コン薄膜で挟むことにより真空中で保持する。
従来は、レーザープラズマ X 線源からの水の
窓波長域軟X線をフレネルゾーンプレート等
のX線光学素子により試料上に集光照射して
いたが、集光光学素子による光量の損失が無
視出来ない。X 線光学素子を使用せず、X 線
源と試料ホルダーを一体化する方法を提案し、
試料へのこれまでにない高い照射効率を実現
する。この方法により、試料上において約 4
桁（1 万倍）の X 線光量の向上が見込まれる。
この新しい方法を用いることにより水溶液中
の生細胞の X 線瞬間撮像を実現する。 
 
３．研究の方法 
(1)光源用ターゲット厚さの最適化 

光源一体型試料ホルダーの開発に当たって
は、窒化シリコン薄膜上に貼り付ける光源部
分（炭素または金）の厚さの最適化が重要な
研究課題となる。レーザーをターゲットに照
射し、プラズマを生成したとき、発生した軟
X 線はターゲットを通過して試料に照射され
るため、ターゲット部分が薄いほど効率良く
照射出来る。しかし、ターゲットが薄すぎる
と、レーザーのパルス内ですべてプラズマ化
してしまい、レーザーが直接試料を照射する
ことになり試料が破壊されると言う問題が生

じる。一方、ターゲットが厚すぎると光源表
面に生成されたプラズマから発生した軟X線
が吸収され、試料に到達出来ないだけで無く、
ターゲットに吸収されたレーザーエネルギー
が電子熱伝導によりターゲット内に拡散し、
プラズマを効率良く加熱生成できないという
問題が生じる。そこで、最大限の効率で軟 X
線を発生するためのターゲットの厚さの最適
化を行う。 
(2)軟 X 線源の計測 
光源一体型試料ホルダーに用いる極薄膜タ

ーゲットの表面にレーザーを集光照射し、プ
ラズマを生成し、発生した軟 X 線の輝度を測
定する。測定には、軟 X 線源の画像計測用に
軟 X 線プラズマカメラと、スペクトル計測用
に軟 X 線斜入射分光器を用いる。軟 X 線プラ
ズマカメラは、独自に開発したもので、対物
レンズに直径 1mm の大口径のフレネルゾー
ンプレートを用い、銀とチタンと窒化シリコ
ンの三層のバンドパスフィルターを組み合わ
せたもので、従来の X 線ピンホールカメラに
比べ 1000倍以上の感度と 10倍以上の空間分
解能を持ち、軟 X 線源の詳細な計測が可能で
ある。様々な厚さのターゲットをレーザー照
射した際の軟X線輝度を計測することにより
最適なターゲットの厚さを求める。 
(3)生きた細胞の観察 
光源一体型試料ホルダーを用いたレーザー

プラズマ軟 X 線顕微鏡を製作し、水溶液中の
生細胞の X 線瞬間撮像を実施する。金の極薄
膜ターゲットに関西光科学研究所の所有する
パルス幅 600ps、波長 1.053m、出力 20J の
Nd:glass レーザーを集光照射して水の窓波
長 X 線を発生させ、実際に X 線を細胞に照射
することによりX線瞬間撮像の実証実験を行
う。試料として、マウスの精巣ライディッヒ
細胞を用いる。 
 
４．研究成果 
(1)光源一体型試料ホルダーの開発 
 生きたままの細胞の高い空間分解能での瞬
間撮像を実現するために、レーザーのエネル
ギーを効率よく注入できる極薄膜ターゲット
の開発を行った。厚さ 100nm の窒化シリコ
ン薄膜上に厚さ 10nm から 50m まで段階的
に厚さを変えて金を蒸着した極薄膜ターゲッ
トの製作を行った。日本原子力研究開発機構
が保有するパルス幅 600ps、出力 10J、波長
1.053m の Nd:glass レーザーを極薄膜ター
ゲットの金表面に集光照射し、発生する水の
窓波長域(2.3～4.4nm)の軟X線の強度と光源
のサイズ及び形状を斜入射型軟X線分光器と
軟 X 線プラズマカメラにより計測を行った。
ターゲット上でのレーザー強度は、約
2x1014W/cm2と見積もられた。通常、ターゲ
ットの厚さが薄いほど効率良くレーザーのエ
ネルギーをターゲットの極小領域に注入する



 

 

ことが可能であるが、レーザーパルスのコン
トラスト（レーザーパルスのピークとバック
グランドの強度比）が小さい場合、パルスの
主要部分が到達する前にターゲットが破壊さ
れてしまうため、十分な薄さの実現が困難で
あった。我々が使用したレーザーシステムは
前段部に OPCPA システムを導入することに
より 106 以上の高いパルスコントラストを実
現し、ターゲットの破壊を防いだ。図 1 に厚
さ 50m と厚さ 20nm の金ターゲットを高強
度レーザーで照射し、生成したプラズマから
発光する軟 X 線像を示した。その結果、金の
厚さが 20nmの時に最大のX線強度が得られ
ることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
この極薄膜ターゲットを用いた試料ホルダー
を製作した。その構造と写真を図 2 に示した。
ステンレス製試料ホルダーは、生きたままの
細胞をセットした状態で位相差顕微鏡、蛍光
顕微鏡、軟 X 線顕微鏡の各種顕微鏡により高
解像度で観察出来るよう工夫を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)金の極薄膜ターゲットの性能試験 
 金の極薄膜ターゲットに関西光科学研究所
の所有するパルス幅 600ps、波長 1.053m、
出力 20J の Nd:glass レーザーを集光照射し
て水の窓波長 X 線を発生させ、実際に X 線を

細胞に照射することによりX線瞬間撮像の実
証実験を行った。試料として、マウスの精巣
ライディッヒ細胞を用いた。ライディッヒ細
胞は PMMA 上に直接細胞を培養した。 
図 3 に、生きたライディッヒ細胞の X 線像を
示す。細胞質の微細な構造や、核や核膜、核
内部のヘテロクロマチンの構造などを明瞭に
認めることが出来る。さらに核膜の部分を拡
大した写真を図 4 に示す。二つの矢印の先端
に挟まれた核膜のもっとも薄い部分の厚さは、
この写真から約 90nm であることがわかる。
この結果から、少なくとも 90nm 以下の空間
分解能が実現できていることがわかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)レーザープラズマ軟 X 線顕微鏡の開発 
 X 線瞬間撮像で得られた細胞の細胞内器官
を特定するために、同一細胞の軟 X 線像と蛍
光像を取得し直接比較を試みた。細胞を窒化
シリコン簿膜上に直接培養し、特定の細胞内
器官を染色する蛍光染色を施した後、蛍光顕
微鏡により観察を行った。蛍光色素として、
アクチンフィラメントを特異的に染色するフ
ァロイジンとミトコンドリアを特異的に染色
するマイトトラッカーを用いた。蛍光像を取
得後、細胞を試料ホルダー内に封入し X 線照
射を行った。得られた軟 X 線像をあらかじめ
取得しておいた蛍光顕微鏡像と直接比較する
ことにより、軟 X 線像で得られた細胞内構造

図 3. 生きたライディッヒ細胞の X 線像 

厚さ20nm 厚さ50μｍ 

図 1．厚さ 50m(左)と厚さ 20nm(右)の金

ターゲットからの軟 X 線発光 

 
図 2．ステンレス製試料ホルダー

 

図 4. 核膜部分の拡大写真 



 

 

がどの細胞内器官に対応するのかを調べた。
その結果を図 5 に示した。細胞は、あらかじ
めマイトトラッカーで蛍光標識を施してあっ
たので、蛍光顕微鏡像で明るく見えている構
造はミトコンドリアに対応する。蛍光顕微鏡
像と軟 X 線顕微鏡像を注意深く比較すると、
どちらにも同じ場所に粒状の構造が確認でき、
蛍光顕微鏡像の情報からこれらがミトコンド
リアであることがわかった。蛍光顕微鏡では、
蛍光標識を施した構造しか可視化されないの
に対して、軟 X 線顕微鏡では原理的に全ての
細胞内小器官が可視化される。例えば、この
軟 X 線顕微鏡像では、蛍光顕微鏡像との比較
から特定されたミトコンドリアの他に格子状
の構造が確認されたが、これらはこれまでの
観察から細胞骨格であることがわかった。図
6 に、軟 X 線顕微鏡像の拡大像を示した。こ
の像では、ミトコンドリアと細胞骨格の構造
を明瞭に確認することができる。この像から、
ミトコンドリアと細胞骨格が密接に結びつい
ている様子がわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(4)今後の展開 
 高強度レーザーを金の極薄膜ターゲットに
集光することによって発生させた高輝度軟 X
線源と X 線感光材上に細胞を直接培養し、軟
X線光量の減衰の原因となる X線光学素子を
用いないで細胞に軟X線を直接照射する密着
型軟 X 線顕微鏡を組み合わせることにより、

世界で初めて、培養中の生きている細胞の細
胞内小器官の詳細な構造を高解像度で観察で
きるレーザープラズマ軟X線顕微鏡を開発し
た。 
 レーザープラズマ軟 X 線顕微鏡の開発は、
放射線を照射された細胞内の構造変化の観察
による放射線影響の解明や、細胞の免疫機能
発現、細胞内情報変換機構、たんぱく質の合
成、染色体の遺伝情報の伝達等、広く生命現
象を細胞レベルで理解する研究に役立つこと
が期待できる。さらに、これらの生命科学の
基礎的な分野での利用だけでなく、癌細胞や
神経細胞の変性過程等、病理学や薬理学など
の医療の分野への利用も期待できる。将来的
には分子レベルから組織レベルにまで対象を
広げることにより、これまでも、光学顕微鏡
によって細胞が、電子顕微鏡によってウィル
スが発見されたように、軟 X 線顕微鏡という
新たな技術の開発は、生命の起源の解明にせ
まる、多くの新しい知見をもたらすと期待で
きる。 
 本研究成果は、平成 23 年 8 月 17 日に新聞
発表を行い、朝日新聞、読売新聞、日本経済
新聞、産経新聞、科学新聞等の主要各紙をは
じめ、多数の新聞に掲載された。 
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