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研究成果の概要（和文）：生物試料は成分の７０～８０％が水であるため、高真空環境（10-3-10-7Pa）を必要とする
電子顕微鏡で観察するには、事前の化学固定や脱水が不可欠と考えられてきた。しかしこれらの処理は、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。本研究では全く新しいアプローチで生物試料の高真空・高分解能観察に取り組んだ。昆虫の体表面物質（および疑
似物質）を試料に塗布し、電子線およびプラズマ照射により体表全面に高気密”NanoSuit”を形成することにより、高
真空中で試料を生きたまま維持・高分解能観察することがはじめて可能となった。

研究成果の概要（英文）：Although field-emission scanning electron microscopy (FE-SEMs) has proven very 
useful in biomedical research, the high vacuum required precludes direct observations of living organisms 
at high resolution and often produces unwanted structural changes. In this application, we improved a 
method that allows the investigator to keep a variety of specimens alive in the high vacuum environment 
of the electron microscope by encasing the organisms in a thin, vacuum-proof suit, the “NanoSuit". 
However, it was impossible to protect wet tissues freshly excised from intact organisms or cultured 
cells. We further improved the technique to overcome this limitation. We protect the specimens with a 
Surface Shield Enhancer (SSE) solution and find that the fine structure of the SSE treated specimens is 
superior to that of conventionally prepared specimens. The SSE based NanoSuit affords a much stronger 
barrier to gas and/or liquid loss than the previous NanoSuit did.

研究分野： 形態学
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１. 研究開始当初の背景 
形態学的解析法は、生物のありのままの姿を
捉える方法として、長年に渡って開発・改良
が進められている。イメージングに電子線を
用いる電子顕微鏡は、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
察することが可能であるため、開発・改良を
重ねながら様々な分野で用いられてきた。し
かし高真空条件を必要とするため、生物を
“生きたまま”観察することが出来なかった。
そのため、低真空（<10 - 2Pa）を用いた様々
な改良型電子顕微鏡が開発され観察が試み
られたが、解像度は極めて低いレベルにとど
まっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、昆虫の体表面物質を生物試料の
保護溶液として利用し、電子線およびプラズ
マ照射により、生物試料をナノ薄膜バリアー
で覆う。この方法により、これまで誰も成し
得なかった生きた生物の運動/変化をリアル
タイム・高解像度で追跡することが可能とな
る。生物が潜在的に備えているバリアー能を
模倣・利用するという新しい視点から、革新
的電子顕微鏡技術の開発／完成を主な目的
とする。 
 
３．研究の方法 
生物本来の姿を実時間・高分解能で解析する
ために、生物を生きたまま電子顕微鏡で観察
する新技術を完成させる。初年度は、様々な
昆虫体表面物質の解析・分析を行い、保護液
として応用出来る成分を特定する。同時に、
ミメティクスから得た溶液を用いて、昆虫微
細構造の動的解析を展開する。次年度以降、
昆虫以外の生物、および細胞や組織レベルに
おける詳細な生命応答へと解析範囲を広げ
て行く。 
 
４．研究成果 
（１）申請者らは、様々な生物を、化学固定
や脱水作業を行わず、生きたまま電子顕微鏡
内に入れ状態の変化を調べた。ほとんどの生
物がしわくちゃになって死んでしまうなか、
ショウジョウバエの幼虫が真空中でも通常
の動きを示しながら、FE-走査型電子顕微鏡
観察（10 - 3-10 - 7Pa）（SEM）に長時間に渡
って耐えうることを発見した。驚いたことに
これら幼虫は、10 - 3-10 - 7Pa の高真空条件
下のみの環境にさらすと極短時間のうちに
脱気・脱水されて死んでしまう。つまりこの
結果から、『電子線照射』が生体の保護に重
要であることが示唆された。実際、電子線照
射を受けた個体では、体表全面が約 50〜100 
nm 厚の膜（NanoSuit）で覆われていること
が明らかになった。同様の膜は『プラズマ照
射』によっても形成可能で、これら照射エネ
ルギーによって形成された”NanoSuit”が、高
い耐久性を生み出すことを我々が世界で初
めて明らかにした（Takaku et al., 2013）（国際

特許出願中）（図１・図２）。 

図１ .ショウジョウバエ幼虫(A)を高真空に暴露する

(B-D)と個体は脱気・脱水されて死亡するが、真空暴露

直後に電子線照射すると生存し (E-G)、固体表面に

NanoSuit が形成される(H)。 

図 2.電子線照射と同様の効果を与えるプラズマ照射法

の模式図。 

 

 (２) この方法の展開によって、個体のまま
であれば、五界説で分類される原核生物、原
生生物、菌類、植物、動物ほぼすべてを電界
放射型走査型電子顕微鏡（FE-SEM）内で観
察可能にし、また一部の生物を透過型電子顕
微鏡（TEM）で観察できる方法を確立した（高
久 他, 2014）（Ohta et al., 2014）（Takaku et 
al., 2015）（図３）。 

図３．大腸菌の FE-SEM 像（a）と TEM 像（b）。タマ

ホコリカビ（c）、福寿草の花弁（d）の FE-SEM 像。す

べて生きたまま（未処理）の生物試料である。 

 
（３）しかし、残された大きな課題は、個体
から切り出した器官・組織、あるいは単離状
態での真核細胞をいかに本来の姿を損なう
ことなく高真空下で保護するかであった。切
除したばかりの組織はその傷口から容易に
脱水・脱気されてしまう為、また真核細胞の
場合は、細胞壁や（真性細菌がもつ）莢膜で
覆われていない故に、初期の NanoSuit 溶液
を用いても高真空環境下での保護ができな
かった。申請者らは、昆虫の体表面物質を規



範とし、様々な保護溶液を考案する中で
（Suzuki et al, 2013）、グリセリンなどを主
成分とする Surface Shield Enhancer（SSE）
の開発に成功した（国際出願番号 PCT/ 
JP2015/052404）。この新型溶液を利用するこ
とにより、切り出した哺乳動物の組織・単離
した真核細胞などを FE-SEM 内で含水状態
のまま観察することに世界ではじめて成功
し（図４）、従来のものとは全く異なる画像
を得ている（Takaku et al, 論文投稿中）。 
 

 
 

 

 

 

 

図４. 新規 SSE 溶液で作成した NanoSuit で保護した、

生きたままの試料と死んだ試料（従来法）。切り出した

マウス腹膜の一部(a)や線維芽細胞(b)をそのまま高真空

環境にさらすと脱水・脱気される(b,f)。NanoSuit 法で

処理したものは瑞々しく(c,g)、化学固定・脱水・乾燥処

理を行った従来の試料像(d,h)とは大きく異なる。 
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