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[研究の目的]

生命機能を明らかにするためには細胞内部に

おける蛋白質種の同定と，その空間分布を明ら

かにする事が必要である。電子顕微鏡を用いた

場合，数 nmの空間分解能でイメージングが可

能であり，蛋白質種の同定手法として免疫金染

色法が知られているが，この手法では蛍光顕微

鏡のようにカラーで複数の蛋白質種を見分ける

事は不可能であった。

本研究では，カソードルミネッセンス (CL)

を用いることにより，電子顕微鏡レベルの高空

間分解能と，複数蛋白質種の識別能力を併せ持

つ顕微鏡手法の確立を目的としている。CL と

は物質に電子線を照射した際に誘起される光で

あり，異なる CL スペクトルを持つナノ蛍光体

粒子をそれぞれ目的の蛋白質に修飾後 CL イ

メージングすることにより，蛋白質種を見分け

る事が可能であると考える。上記目的達成のた

めに，電子線励起によりそれぞれ異なるスペク

トルで発光するナノ蛍光体の作製，細胞内に導

入した発光波長の異なるナノ蛍光体の CL イ

メージングを行った。

[研究の内容，成果]

1．SEM-CL顕微鏡装置

本研究では，FE-SEM (JEOL, JSM-6500F)

に図 1 に示すような CL 測定系 (楕円面鏡，光

ファイバー，分光器，CCD，光電子増倍管

(PMT)) を連結した装置を用いた。SEM内部

において試料上を電子線スキャンし，発生した

CL 光は試料上の楕円面鏡にて集光後，光ファ

イバーを通して分光器に導入した。CL スペク

トルは CCD によって取得し，イメージングは

PMTにて行った。

2．ナノ蛍光体の CLスペクトル

ゾルゲル法を用いて，電子線励起によって発

光するナノ蛍光体の作製を行なった。3 種のナ

ノ蛍光体粒子 Y2O3 : Tm，Y2O3 : Tb，Y2O3 :

Eu の CL スペクトルを示す。それぞれの蛍光

体は希土類の発光に由来したシャープなスペク

トルを示しており，分光計測によって容易にそ

れぞれの粒子を識別可能である。
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図 1 SEM-CL 顕微鏡装置

楕円面鏡には電子線を通す穴がついている



3．細胞中ナノ蛍光体のマルチカラー CL イ

メージング

細胞中ナノ蛍光体の CLカラーイメージング

を行なった。計測試料は，3 種類のナノ蛍光体

を取り込ませた Macrophage-like cell (J744A.

1) を用いた。3 種のナノ蛍光体 Y2O3 : Tm，

Y2O3 : Tb，Y2O3 : Eu をそれぞれ，蒸留水と混

合し，超音波処理を施す事で蛍光体の分散液を

作製した。分散液を培養中の細胞に滴下し，細

胞の食作用を利用する事でナノ蛍光体を細胞内

に導入した。その後，細胞固定，脱水とエポキ

シ樹脂への包埋を行い，ミクロトームを用いて

500 nm の切片とし，ガラス基板上に乗せた。

さらに，水酸化カリウムエタノール溶液でエポ

キシ樹脂を溶解させた後，金蒸着を行い，観察

試料とした。

図 4 に細胞の SEM 像と，計測波長 462 nm，

550 nm，614 nm における CL 像をそれぞれ示

す。図 3 より，SEM 像からは細胞中に導入さ

れた 3種類のナノ蛍光体を見分ける事はできな

いが，CL 像では発光波長の違いによりそれぞ

れのナノ蛍光体の空間分布をイメージング出来

ていると言える。

4．レーザーアブレーションによるナノ蛍光体

の微細化

CL 顕微鏡は 10 nm 以上の空間分解能を有し

ているが，蛋白質等生体分子観察においてその

空間分解能はナノ蛍光体のサイズによって制限

される。ソルゲル法で作製したナノ蛍光体は凝

集や焼成の際のネッキングによりそのサイズが

大きく，空間分解能を悪くする要因となる。そ

のため，液相レーザーアブレーション法を用い

て，凝集ナノ蛍光体の分散化および微小ナノ蛍

光体の作製を行った。液相レーザーアブレー

ション法は高強度のパルスレーザーを集光した

際に生じるプラズマや衝撃波を用い，液中ナノ

粒子の微細化/分散化を行なう手法である。図

4はレーザーアブレーション法を施す前後のナ

ノ蛍光体 (Y2O3 : Eu) の SEMおよび TEM像

である。これらの像より，ナノ蛍光体が微細化
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図 2 ナノ蛍光体 (Y2O3 : Tb, Y2O3 : Tm, Y2O3 : Eu) それ

ぞれのCLスペクトル

図 3 マクロファージ細胞内ナノ蛍光体の SEM像及び CL 像

カッコ内は計測波長を表わす

図 4 ナノ蛍光体の SEM像及びTEM像

(a)(b) はレーザーアブレーション処理前

(c)(d) はレーザーアブレーション処理後



/分散化されている事が見てとれる。

5．ナノ蛍光体の高輝度化

微細化に伴い，ナノ蛍光体の CL 発光強度は

減衰する。従って，微細化により空間分解能を

改善しても，S/N が下がることによって計測

時間が長くなることや，そもそもイメージング

ができなくなる恐れがある。そのため，ナノ蛍

光体の高輝度化を行なった。

Y2O3は酸化物であり導電性が低く，電子線

照射によりチャージアップし易い。照射電子線

はチャージアップした電子によって反発力を受

けて減速し，ナノ蛍光体の奥まで侵入できない。

結果として，励起体積が減少し，発光強度の減

少に繋がる。我々は Zn を添加することにより

ナノ蛍光体の導電性を上昇させ，チャージアッ

プの影響を軽減することにより CL発光強度の

増加を行なった。

図 5に CL 発光強度，照射電子線の電流量と

Zn の添加量の関係を示す (Zn の濃度はモル

% で表わしている。30% のとき (Y0.95-XEu0.05

Zn
X
)2O3, X=0.30 である。)。粒径 200 nm 程度

のナノ蛍光体を選択し計測を行なった。Zn 濃

度を上昇させることにより CL光強度が上昇し

ていることが分かる。また Zn の濃度が 30%

のとき，添加しない場合に比べて 10 倍程度の

CL光増強が確認された。

さらに，Zn の濃度が 15% (X=0.15) のナ

ノ蛍光体の CLイメージングを行なったところ，

粒径約 20 nm の微小ナノ蛍光体のイメージン

グに成功した (図 6)。この結果により，CL 顕

微鏡を用いた高空間分解能イメージングへ向け

てその端緒を得ることができた。

6．細胞中ナノ蛍光体の蛍光イメージング

本研究で用いた希土類添加 Y2O3蛍光体は光

励起によって蛍光を発する。CL 顕微鏡観察の

ための試料作成には時間を要するが，その前に

蛍光顕微鏡で試料の状態を確認することが可能

である。また，近年，蛍光顕微鏡像と電子顕微

鏡像両方から生体試料の情報を得る光・電子

相関顕微鏡法 (CLEM : Correlative Light and

Electron Microscopy) について報告がなされ

ているが，本ナノ蛍光体粒子は CLEM への応

用が可能と考える。

図 7 はレーザーアブレーション後の Y2O3 :

Eu ナノ蛍光体を取り込んだ HeLa 細胞の蛍光

像及び透過像である。ナノ蛍光体は培養液に入

れ，エンドサイトーシスによってHeLa 細胞に
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図 5 Zn 添加濃度を変化させた際の，電流値と発光強度の関係

Eu の濃度は全て 5 %。縦軸は CL 発光強度。横軸は

ビーム電流。

図 6 ナノ蛍光体(Y2O3 : Eu/Zn)の SEM像(左)及び CL像(右)

矢印は直径約 20 nmのナノ蛍光体を示す

図 7 Y2O3 : Eu ナノ蛍光体を導入したHeLa 細胞の

(a) 透過像 (b) 蛍光像 (c) マージ像



取り込ませた。励起光には水銀ランプの輝線

(波長 254 nm) を用い，画像取得には EM-

CCD (Andor, LUCA) を用いた。また，Y2O3 :

Eu ナノ蛍光体の蛍光波長は 614 nm 辺にあり，

CL 光と同様である。結果，エンドサイトーシ

ス小胞に存在するナノ蛍光体が輝点として蛍光

観測された。

[今後の研究の方向，課題]

今後は，より高い空間分解能の実現を目指し，

より小さく形状の揃ったナノ蛍光体作製を行な

う。また，蛋白質をナノ蛍光体修飾で染色する

ために，ナノ蛍光体粒子の表面を有機分子で

コーティングして単分散状態のナノ蛍光体粒子

を作製した後，免疫抗体分子を取り付ける。

本研究では SEM-CL 顕微鏡を用いたが，将

来的には TEM-CL や大気圧 SEM を用いたイ

メージングへの応用を考えている。TEM-CL

では，細胞内小器官の情報を同時に得ることが

でき，大気圧 SEM を用いると液中細胞の CL

イメージングが可能となり，より生きた状態に

近い試料の観察ができる。
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