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研究成果の概要（和文）： 

クライオ電子顕微鏡法のために、低振動クライオポンプを用いた試料ステージを設計し、試験的

開発を開始した。また、従来のクライオホルダーの液体窒素を真空引きすることにより、ステー

ジの低温化が可能であることを示し、かつ、真空ホース等の工夫により、振動を抑え、観察可能

であることも明らかとした。今後、両者の技術を総合し、ホルダーの本格的な開発を開始する。 

研究成果の概要（英文）： 

The new cryo-holder suited to electron cryo-tomography was planed by using low-vibration 

cryo-pump and has been developed. Furthermore, conventional liquid-nitrogen-type 

cryo-holder was tested and successfully achieved a lower-temperature stage than 

conventional one by drawing vacuum with vacuum pumps.  Hoses for vacuum drawing were 

important for less vibration of the stage and better hoses give the stable stage to obtain 

electro micrographs. Currently we are planning to develop a new holder by combining both 

techniques. 
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１．研究開始当初の背景 

 本研究課題は、生命構造研究において重要

な手法の一つであるクライオ電子顕微鏡法

のコントラスト改善と利便性の改善を目的

とした、新たな無冷媒、低振動、極低温観察

ステージ・ホルダーの作成を目標とする研究

開発である。現在に到っても、国内外での本

格的な開発は報告されておらず、全く斬新な

ものである。 

 また、電子顕微鏡用低温ホルダーの開発は、

世界的には、ほぼ一社の独占状態にあり、こ

こ１０年新たな低温ホルダーの開発がスト

ップしている。特に、極低温ホルダーに関し

ては、その持続時間から、実用可能な水準の

極低温ホルダーは開発されていない。そのた

め、主として、電子顕微鏡本体への組み込ま

れた特殊な極低温ステージとして商品化さ

れているに過ぎない。 

 以上の点から、クライオ電子顕微鏡の実現

には、特殊な高価な電子顕微鏡の購入が必須

となってきた。また、昨今、クライオ電子線

トモグラフィーなど、長時間の自動撮影が必
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要な観察方法により、細胞の三次元構造を始

めとして新しい生物学的知見が電子顕微鏡

法によりもたらされている。しかし、この場

合、長時間の観察が必須であり、かつ、傾斜

時にも液体窒素等の冷媒の漏れが問題とな

っていた。 

 そこで、無冷媒であれば、観察時間及び傾

斜角度の制限が無くなり、クライオ電子線ト

モグラフィー法に適したホルダー等の新た

な開発に繋がると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 生命の分子から細胞までの構造を、生の状

態で観察できる強力な手法のひとつが「クラ

イオ電子顕微鏡法」である。これまで、電子

顕微鏡法は、重原子染色等を用いて観察され

たが、現在では、氷包埋法などに加え、極低

温電子顕微鏡が開発され、無染色でタンパク

質や細胞の生きた構造を観察できる。液体窒

素を用いた低温ステージから、液体ヘリウム

温度の極低温ステージが開発され、電子線か

らのダメージを避け、原子分解の構造解析が

可能となった。昨今、極低温では、耳解決の

理由でコントラストを失うことがわかり、５

０Ｋ程度の温度が使われている。しかし最適

かは未定である。本研究では、低振動型クラ

イオポンプもしくは固体窒素による温度コ

ントロール可能ホルダーの開発調査に着手

し、クライオ電子顕微鏡の新たな段階の貢献

に寄与することが目的である。 

 

３．研究の方法 

 温度コントロール可能な低振動型クライ

オスタットを用いる方法、真空引きによる固

体窒素を用いる方法の２者を中心に検討し

ながら、電子顕微鏡用極低温ステージの試験

的研究を実施した。第１に、低振動型クライ

オスタットを購入し、電子顕微鏡ホルダーと

接続（非接触・輻射型、気体接続、細線接続

など）する方法を検討し、達成温度と振動に

対して観察することを当初計画した。実際に

は、簡易試験、設計段階で終了している。第

２に、振動を補償するためのピエゾ素子等と

の接続を検討することとした。実際には、上

記の１のため、検討することができていない。

第３に、真空引きによる固体窒素による達成

温度等について検討することとした。従来の

液体窒素ホルダーの液体窒素デュアをドラ

ッグポンプで真空引きすることで実施した。

さらに、その真空引きのためのホースの材質

長さに関して検討した。第４に、これらの実

験を通して、極低温でのコントラストを測定

し、その原因を明確化することとした。以上

のステップを通して、当該極低温ステージの

開発のための基礎データを収集し、試作品を

作成することを目指した。 

 
４．研究成果 
 当初予算の削減により、低振動型のクライ

オスタットを用いた電子顕微鏡ホルダーと

の接続の全ては実現しなかった。現時点では、

当該クライオスタットを購入し、接続に向け

た設計図を設計し、試験的な開発を開始した

段階である。ここでは、５０K 程度を目標に

した低振動型ホルダーの開発設計書がテス

トデータと共に示され、現在もまた、交付金

等による予算と合算しながら、開発を進めて

いる。 

 また、真空引きによる方法に関しては、実

験を進めた。真空ホース等の弾性、及び、強

さ等を検討し、結果として、通常のドラッグ

ポンプを用いて、通常−１７５度程度までし

か冷却できないホルダーを使って、-１９０

〜-２００度の低温（１０度から１５度低下）

が実現することができることが分かった。図

１は、その内の一つの例を示したものであり、

１５分程度で安定した温度となっているこ

とがわかる。この温度は、液体窒素が固化す

る温度であり、実際に、デュアの中で、液体

窒素が固化していることも確認した。 

 

 
図１ 真空引きによる温度低下のプ

ロファイル。横軸は、真空引きを開始

してからの時間[分]。縦軸は、ホルダ

ー先端の温度。 

 

 また、適した真空ホースを選択することに

より、ホルダーの振動を抑え、真空引きの段

階でも撮影が可能であり、その振動は 1nm 以

下に抑えていることができることがわかっ

た。図２にその撮影された写真を示す。真空

ポンプの ON/OFF のいずれの場合も同様の画

像が撮影できていることがわかる。 

 このとき、利用した真空ホースに関して、

柔らかすぎると真空を引く際につぶれてし

まうが、硬いすぎる場合にはポンプの振動が

そのまま振動が伝わることが分かった。途中



に適切に柔らかい部分をもつことで振動を

伝達せず、真空を引くことができる。上述の

データはそのようにして選択したホースを

示しているが、今後もその材質の最適なもの

を検討する必要がある。 

 また、継続時間は２時間程度であり、十分

に観察可能である。上述のように、温度の低

下には、１５分程度が必要であることがわか

り、かつ、途中で、液体窒素を追加した場合

には、温度の上昇があるため、同様の時間が

必要であった。 

 

 
図２ 真空引きによる振動のチェック。

（左） ポンプが ONの状態。 （右） 

ポンプが OFF の状態。いずれの場合も

同様の画像が観察できる。 

 

 図３に示したものは、真空引き時にポンプ

を停止した場合、その後のドリフトの状態を

示したものである。最初の２０秒程度は、温

度上昇もなく、ドリフトも非常に少ないこと

がわかる。これらのことから、図２にあるよ

うに、ポンプＯＮ時に十分に視野の確認は可

能であり、かつ、図３で示したように撮影時

間（数秒以内）内では、ドリフトがほとんど

ない状態で写真の撮影を行うことが可能で

あることが示された。 

 

 
図３ ポンプ停止後のドリフト。横軸は、

停止後の時間［秒］、縦軸は、ドリフト量。 

 

 以下には、上記の結果を受けて、今後の開

発に向けたアプローチを列挙する。 

 真空引きをする方法では、更に、温度を降

下させる必要がある。そのためには、更に、

真空度を下げる必要が有り、今後、パワーの

ある真空ポンプを使って検討する必要があ

り、現在もまた、交付金等による予算と合算

しながら、開発を進めている。 

 また、液体窒素デュアが小さいために、真

空引きによる液体窒素の消費が大きい。従っ

て、本方法は、ステージ開発レベルに有効で

ある可能性があり、ホルダーの場合にはその

時間が短い（２時間のワーキングタイムに対

して、２０分程度の再充填・真空引きの時間

が必要となることが想定される。 

 クライオスタットを使った方法に関して

は、Ｈ２４年度中に完成させるには予算上困

難であった。そのため、Ｈ２５年度も含めて、

継続的に開発を進めている。 

 ドリフトに関しては、予想通り、温度変化

に応じて、生じた。一方で、止めた時間が１

０秒以内であれば、ほとんどドリフトをおこ

さないことも分かった。システムとして、撮

影時に真空引きを止めるための電磁バルブ

システム等を導入し、制御することで、ドリ

フトや振動を抑えたシステムの構築が可能

である。 
 最終的に、今回、２つの手法を検討したが、
また、未解決の問題も多い。いずれも、本成
果は、今後も引き続き、試験され、具体的な
ホルダー開発に結びつける方向で継続的に
研究を進めている。 
 ここで、本研究の成果の方向を示すものと
して、関連した研究を雑誌論文として列挙し
た。これらは、すべて電子顕微鏡及びその処
理方法に関する論文であり、研究代表者のも
つクライオ電子顕微鏡技術およびその開発
技術に依存した成果である。 
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