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研究成果の概要（和文）：　生体への外部粒子の伝達機構を考える上で、その伝達経路と最終集積部位の同定は生体と
粒子系の相互作用の理解に不可欠である。本研究の目的は伝達経路の直接的な空間分布解析を実現する生体試料の高分
解能電子顕微鏡解析の方法論を提案することにある。
そのために、軽元素からなる試料でもコントラスト形成可能で、厚い試料でも観察可能である走査型透過電子顕微鏡暗
視野法 による無染色解析方法を提案した。結果、 磁性粒子を導入した細胞試料の無染色電顕観察により、微粒子の細
胞内での局在化を解析することができた。

研究成果の概要（英文）：   In the transfer mechanism of external particles into the biological system, the
 identification of pathways and final accumulation sites is essential for the understanding of the interac
tion of particles and biological systems. The aim of this study was to propose a methodology for high-reso
lution electron microscopic analysis of biological samples for realizing the direct spatial distribution a
nalysis of the particle transfer. 
   In this study, a scanning transmission electron microscope dark field method was proposed for the analy
sis of a specimen mainly composed of light elements such as biological cells, by which we proposed a non-s
taining and also thick sample analysis. As a result, it was possible to analyze the localization of microp
articles in cell samples introduced with magnetic particles by means of the non-staining electron microsco
py,.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ドラッグデリバリーシステムの研究は、生
体への何らかの作用機能を有する材料を作
用部位へ選択的に望ましい濃度や時間に送
り込む方法論の開発である。その材料は治療
薬のこともあれば、予防薬、診断剤などの
様々な試薬などのこともある。いずれにせよ、
投与された薬剤を作用させるべき部位に確
実に伝送されなければならない。これら薬剤
の体内分布と同時に細胞内分布の制御を要
求される。例えば、ミトコンドリアと糖尿病
や癌、心筋梗塞、遺伝病などとの関連が明ら
かになってきている。その現状では、これら
の治療のためには細胞内ミトコンドリアを
標的とした薬物送達システムが必須であり、
ミトコンドリアの電気的な特性を利用した
方法などが提案されている。 
 このような場合、血管壁や組織間構造物な
どの伝達と同時に、細胞壁や細胞内オルガネ
ラ膜などの生体バリアの伝達過程を可視化
する方法が重要になっている。生体への外部
からの材料の伝達機構を考える上で、その伝
達経路と最終集積部位の同定は相互作用の
理解に不可欠であり、逆に新しい伝達方法の
開発にも有用な情報をもたらしてくれるも
のと考えられる。そこで、注入された薬剤が
確実に作用させるべき部位に到達するのか
否かの判定を行うための直接的な解析方法
の開発が望まれる。 
 近年発達の著しいレーザー顕微鏡などの
光学顕微鏡は大きな発展をみせ、生体での分
子動態までも明らかにしつつある。そこでは、
特異抗体などを介して蛍光分子や金コロイ
ドなどのマーカーを膜タンパクや脂質に結
合させ、運動を可視化することも可能となっ
てきた。しかし、生体分子そのものを直視し
てはいないことも事実で、相補的なより直接
的な観察方法の開発が期待されている。その
ことでマーカーを介しない解析が可能とな
り生体内の直接的な情報を得ることができ
ると考えられる。 
 電子顕微鏡は動態情報の解析には不向き
であり電子線損傷が解析を複雑化するもの
の、その高い空間分解能は大きな武器である。
動的状態解析には、材料の伝達を各時間軸上
で急速凍結し観察するとか、電子線損傷の低
減のために極低温状態で観察することなど
の手法が提案されている。これらを有効に組
み合わせるための一方法としてクライオ電
子顕微鏡が利用され、膜タンパクの構造解析
などに大きな貢献がされてきた。しかし、電
子顕微鏡ではもう一つの問題があり、それは
像のコントラストである。通常の生体試料は
炭素、窒素、酸素、水素などの軽元素から構
成されていて、光学顕微鏡と同様に、電子顕
微鏡下でコントラストの生成が困難である
ものが多い。 
そのために、古くから試料の固定法と染色法
がさまざまな形で開発されてきた。しかし、

染色材料による汚染、染色過程での試料の変
質などの問題があり、無処理の試料を解析す
ることが望まれる。たとえば、最近にも化学
固定法の問題点が指摘され、従来から信頼さ
れてきた固定方法に警鐘が鳴らされるよう
にもなってきた。従って、無染色での電子顕
微鏡による生体材料観察が望まれるところ
であり、本研究の目的はその方法を提案し実
施することにあり、細胞とナノ材料の相互作
用を解明することを計画した。 
 
２．研究の目的 
 
 無染色での生体試料の高分解能電子顕微
鏡解析のための方法論を提案することにあ
り、具体的にはナノ磁気微粒子の細胞内での
伝達集積経路の解析方法の研究を進める。そ
の伝達分布を解析するには電子顕微鏡が有
力な方法であるが、従来は細胞組織を何らか
の方法で重金属染色することで微粒子と生
体の構造的な相互作用を解析してきた。しか
し染色の結果、試料のナノスケール重金属汚
染を引き起こすこともあり改良すべき点で
あった。この問題の解決法の一つとして、円
環 暗 視 野 走 査 型 透 過 電 子 顕 微 鏡
(ADF-STEM) 法による無染色解析方法を提
案する。本方法を用いて、染色汚染されてい
ない細胞を固定して細胞構造を可視化する
とことで、磁気微粒子の細胞内での伝達機構
を検討する方法を提示する。このことで、さ
まざまなドラッグデリバリーシステム解析
の方法へと応用できると考えている。 
 
３．研究の方法 
 
 我々は ADF-STEM を有機材料の無染色観
察法の開発を進めてきたので、その方法をさ
らに生体試料へも展開しようとするもので
ある。研究の開始時には、無染色切片を通常
の透過型電子顕微鏡(TEM)で観察した像と
ADF-STEM 像 を 比 較 し た と こ ろ 、
ADF-STEM を用いれば、熱散漫散乱を効率
的に検出し画像化することで、密度の微小な
差 異 を 画 像 化 で き る こ と が 分 か っ た
(Z-contrast)。TEM では観察できなかった微
小な微細構造を明らかにすることに成功し
た。生体試料系においても無染色の試料を電
子顕微鏡下で観察できることが期待される。
この方法を用いて、生体系試料へのドラッグ
デリバリーシステムの代表としての磁気微
粒子について、細胞や細菌でのその伝達経路
を精査し伝達集積経路の同定を試みる。以下
の各項目について順次研究を進めた。 
(i) 磁気微粒子の作成、磁気微粒子の表面修
飾による細胞への導入の実施。 
(ii) ADF-STEM 像観察方法の応用研究。 
(iii) ADF-STEM の利用による細胞試料の無
染色電顕観察の試み。 
(iv) ADT-STEM による磁気微粒子の組織で
の非局在化。 



(v) 研究のまとめ。 
 
４．研究成果 
 
(1) 磁気微粒子の作成 
 本研究で、生体内伝達の試料として磁気微
粒子を選定した理由は以下の３項目である。
(i)磁気磁性体であれば、生体内での電子顕微
鏡による分布同定が容易であり、生体試料の
無染色観察問題の解決だけに研究を専念で
きる。(ii)MRI センサーや加熱療法剤として
の視点から重要な材料であり医学療法的に
無害であると考えられている。 (iii)磁気誘導
により生体内動態を制御できる能動的な標
的指向性ドラッグデリバリーや、生理活性に
関与する標的タンパクを同定・単離するアフ
ィニティ精製用の担体への応用も期待でき
る。これらを念頭におき、SiO2-nanoreactor 
method により、シリカでコーティングされた
磁気微粒子(粒径が100 nm以下)を作成し研究
に用いることとする。この磁気微粒子はシリ
カでコーティングされたもので、比較的安定
に様々な環境下でも変質することがないし、
シリカ表面を利用して化学的物理的修飾が
容易である点に特長がある。合成研究者に協
力を依頼し、ヘマタイト、マグネタイト、白
金鉄の微粒子を作成し、特にサイズと形態の
異なる微粒子系を調整する。この微粒子を細
胞に取り込ませ、細胞内での局在化を無染色
電子顕微鏡法により解析し、微粒子と細胞の
相互作用と伝達経路を解明するための標準
材料として準備する。下図は代表的な微粒子
である。下図(a)は SiO2でおおわれた Fe3O4微
粒子で、(b)はそれを還元した Fe 微粒子であ
る。これらを有機分子で修飾し試料とした。 

 
 
(2) ADF-STEM 像観察方法の応用研究 
 従来の TEM 法で撮影した筋肉切片の電顕
像と ADF-STEM で撮影した類似部位の像を
比較した。この両像の違いから明確なように、
ADF-STEM では像コントラストの向上が著
しく、微細な構造も浮かび上がって見える。
この試料は染色されたものであったが、とも
あれ、ADF-STEM の優位性が確認できる。
つまり、そのコントラスト、分解能、厚さ依
存性のなさ、などの点で優れていると判断さ
れる。 
 
 
(3) ADF-STEM の利用による細胞試料の無染
色電顕観察の試み。 
 

 細胞を固定した状態の試料を、ADF-STEM 
により解析した。従来の TEM 法では、電子
線を試料に入射しそこから発生する散乱電
子をレンズで拡大結像するので、試料が厚く
なるに従い増加する非弾性散乱電子がレン
ズの色収差により画像をボケさせ、分解能を
大きく損なうことがよく知られている。しか
し、AADF-STEM 法では、電子ビームの縮小
化にはレンズを用いるが、試料により散乱さ
れて以降はレンズを用いていないので、比較
的に厚い生物試料でも観察可能である。この
ことを利用して、厚い細胞試料の観察の可能
性を探る。 
 下図は線維芽細胞を明視野と暗視野で観
察した場合の違いを検討したものである。左
図は明視野で、特に中央部の核の部分は厚さ
のために、ほとんどその内部構造は判然とし
ない。一方、右図は暗視野像(ADF-STM)で観
察したもので、中央部の厚い核の部分でも可
視的なコントラストが生成され、核小体も直
接観察できる。このことから明らかなように、
レンズの色収差により画像ボケを可及的に
低減することのできる ADF-STEM は細胞観
察に有効な方法であると本研究で結論付け
られる。 

 
 
(4) ADT-STEM による磁気微粒子の組織での
非局在化 
本研究は、極低温観察と ADF-STEM を組

み合わせることで、無染色での生体試料の高
分解能電子顕微鏡解析のための手法を提案す
ることにあり、さまざまな生体試料への応用
が期待できる。従来の電子顕微鏡法ではコン
トラストがつかない試料に対しても、
ADF-STEM では Z-contrast により観察可能
なコントラストを形成できる。 
下図は細胞内に分布する鉄微粒子の空間分

布を観察した例である。ADF-STEM では、暗
視野法であることから、重原子微粒子は明る
く輝いて観察される。明るい微粒子とともに
細胞組織にもコントラストが形成されている
ので、生体組織と微粒子の空間的な関係を視
覚化できることが明らかになった。 
この方法で磁気微粒子の生体への伝達機構

を解析することで、磁気微粒子をドラッグデ
リバリーシステムへの展開をするための指針
を得ることができると考えている。バイオイ
メージング材料である半導体量子ドットやフ
ォトサーマル効果のある金属ナノ粒子の生体
内分布の観察に利用できる。実際、高分子材



料、有機―金属複合体、カーボン材料とタン
パクの複合体の観察など有効に利用できるこ
とが期待される。 
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