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1.　はじめに

組織や細胞が持つ特有の構造や機能を蛍光色素プローブに

てさまざまに標識された蛍光顕微鏡画像からは，それらの由

来や機能を類推をも交えながら考察することが出来る．残念

なことに，たとえ共焦点レーザー顕微鏡であれ光顕レベルの

観察では対象の超微形態までは判断しかねる．一方，電子顕

微鏡画像ではその高精細画像により超微形態が同定され，細

胞の断片と思われる部分まで詳細な観察が可能であるが，同

種の細胞に機能異常がある場合でも微小領域の観察ではその

判読は難しいことが多い．蛍光顕微鏡画像と電顕画像を個別

に撮影し，それらを重ね合わせ合成する解析も古くから行わ

れてきた．しかしながら，光学特性が異なる顕微装置から得

られた画像の位置調整は必ずしも容易ではなく，微小領域の

重ね合わせは不正確なことも経験する．金コロイド等を用い

た電顕組織細胞化学法もあるが，試料作製・観察・撮影には

多大な時間と労力が必要である．Yamadaら 1）は，組織内の

特定細胞の存在様式や機能，あるいはその障害を電子顕微鏡

レベルの分解能で観察することの必要性を強調した．

我々は，ひとつの解決として蛍光顕微鏡（FL-OM: fluores-

cence optical microscope）と走査型電子顕微鏡（SEM: scan-

ning electron microscope）をハイブリッド化した微細構造と

機能標識の同軸観察を可能にする顕微鏡装置「FL-SEM」2 ～ 4）

を構築した．その応用実験により得られた像をここに紹介す

る．本蛍光標識法にて染色された細胞・組織試料の蛍光画像

と SEM 画像とを合成した「FL-SEM 画像」（同軸カラー蛍光

SEM 画像）は，今後様々な科学・産業分野での活用が期待

される．

2.　SEM への蛍光光学系導入

SEM 本体に導入した蛍光光学系の構築には可動式光学顕

微鏡を利用した．この装置は中央部に電子線通過用ホールの

ある屈折型対物レンズを備えており，SEM 本体側面より真

空を破ることなく先端光学部の出し入れができる．この装置

へ光ファイバー照射タイプの蛍光励起用水銀ランプ，蛍光用

励起／吸収フィルター，C マウントカメラが取り付け可能な

三眼鏡筒，光顕用カラーデジタルカメラを装着し，落射蛍光

顕微鏡撮影装置とした．この蛍光顕微鏡による観察および撮

影は可能であったが，可動部の装着位置再現性が不安定であ

るために光学系中心軸と電子線中心軸が位置ズレを起こし，

表面形状が複雑な生物試料での詳細な解析は難しかった．

次に，試料表面確認用の対物レンズとして光子／電子軸が

一致した固定タイプの光学系を持ち，位置ズレが少ない設計

の EPMA（Electron Probe MicroAnalyzer）を導入し，本体

（JXA-8600M, JEOL）の大気部光学系を落射型蛍光顕微鏡へ

と変更した．その際，将来のラマン分光等の導入を視野に入

れ蛍光光源をレーザーに変更すると共に，EPMA 内に固定

されている作動距離が長いカセグレン型対物レンズに対し

レーザー光の特性に最適化した光学系を新たに構築した．

最終的に複数のレーザー光源（昭和オプトロニクス），ス

ライド式フィルター（Semrock, Inc），高感度冷却型モノクロ

デジタルカメラ（ニコン），蛍光画像と SEM 画像の取込・

画像合成用ソフト（NIS Element；ニコン，semAfore；JEOL，

Photoshop；Adobe）をインストールしたパソコン（OPTIPLEX

740；DELL）を付属させたものが，現在の「FL-SEM」プロ

トタイプ機である（図 1）．
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要　旨 生体の機能と形態の関連を裏付ける可能性を秘めた蛍光

組織細胞化学染色標本において，同時・同軸での超微形

態観察が実現できれば，微小領域の形態と機能の統合的

解析が可能となる．今回，蛍光光学顕微鏡と走査型電子

顕微鏡を組み合わせたハイブリッド型顕微鏡を開発し

た．本稿では「FL-SEM」と命名した本装置の概要を解

説し，撮影された画像を紹介する．また本装置による観

察に有利な新規蛍光物質「Fluolid」について言及する．

キーワード：ハイブリッド，走査型電子顕微鏡，蛍光顕微鏡，有

機 EL 蛍光，多角的観察顕微鏡
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3. 新規蛍光物質（Fluolid：オキサジアゾロピリジン誘導体）5）

Fluolid は，有機 EL 用蛍光物質として開発された色素シ

リーズでありその特徴として　①脱水や乾燥状態でも高い量

子収率を示すこと，②熱・光・pH 安定性を有すること，

③励起波長と吸収波長の差（Stokes shift 約 150 nm）が広い

ことが挙げられる．また③の効果により UV 領域一波長励起

による複数色同時観察が可能である．

本装置の特徴である SEM・蛍光の 2 種類の波長源を用い

た観察では，電子線とレーザー光のどちらにも耐性がある蛍

光物質が必要である．本研究では，この Fluolid-W Orange（橙

色）と従来から蛍光標識としてよく用いられている FITC（緑

色）の強度と安定性を比較検討した．各蛍光試薬の脱水前後

および染色後 4 ヶ月間に渡る日光暴露後の輝度比較実験

（図 2）により Fluolid の優位性が確認された．

4.　試料作製法

蛍光と SEM 試料の同時観察に適する試料作製法を検討し

図 1　A：FL-SEM の外観図　B：内部構造断面図　C：顕微鏡システムデータの流れ図

a：レーザー光源用光ファイバー　光源：405 nm/473 nm/532 nm
b：レーザー誘導レンズ　c：光路切換プリズム

d：CCD カメラ（高感度モノクロ電子冷却タイプ）　e：接眼レンズ

図 2
A：Fluolid-Or　脱水前　B：Fluolid-Or　脱水後

C：FITC　脱水前　D：FITC　脱水後

* 脱水後 Fluolid の輝度が高くなったが一方 FITC は輝度が下がった．

E：Fluolid-Or　遮光時　F：Fluolid-Or　4 ヶ月間太陽光下で暴露

G：FITC　遮光時　H：FITC　4 ヶ月間太陽光下で暴露

* 4 ヶ月間太陽光下で暴露後 Fluolid はほとんど蛍光輝度に変化が認

められないが，FITC では蛍光消失した．（マウス尿細管刷子縁）

文献 3）より Elsevier の許可を得て転載．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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た．「FL-SEM」用の試料作製法として，①　ホールマウン

ト法　②　DMSO 凍結割断法　③　イオンエッチング法 6,7）

を用い，その適正化を試みた（表 1）．

5.　FL-SEM による観察

図 3 に示す画像は，ラット潅流固定後に横隔膜の一部を

ナイフで切り出し，一次抗体として抗 Iba-1 抗体（rabbit，

WAKO 100 倍希釈），二次抗体として Alexa-488（rabbit，

Molecular Probes 200 倍希釈）を用いて染色後観察したもの

である．SEM の写真では容易でなかったマクロファージの

同定は，免疫染色後の試料を用いた FL-SEM 画像により容

易になり，位置や大きさが即座に判断出来た 8）．

図 4 では，マウス腎臓の尿細管を凍結割断法にて作製し

た例と，2 ～ 3 μm 厚切片にイオンエッチングし観察した例

を示す．共にビオチン化 PNA レクチン（Vector 100 倍希釈）

で染色した後 9），アビジン Fluolid-W Orange にて標識した．

いずれの方法でも蛍光像と SEM 像を重ね合わせた画像から，

刷子縁の微細構造が蛍光標識されているのがわかる．

次に，光学系の改良により多波長での蛍光観察が可能と

なった「FL-SEM」を用い，蛍光顕微鏡で行われてきた動物

モデル 10,11）の新生血管（CNV: choroidal neovascularization）

観察を試みた．マウス眼球脈絡膜にレーザー照射し，CNV

が成長した 2 週間後，抗 Iba-1 抗体（rabbit，WAKO 500 倍希

釈）でマクロファージを，抗 CD31 抗体（rat，BD pharmigen

10 倍希釈）で CNV を標識し，各々二次抗体として Alexa-

488（goat，Molecular Probes 500 倍希釈），Alexa-546（goat，

Molecular Probes 200 倍希釈）で二重染色した後，網膜を剥

離して CNV を露出させたホールマウント試料を観察した．

表 1　試料作製フローチャート

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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その結果，ホールマウント試料特有の立体的 SEM 観察によ

り，マクロファージなどから放出された血管内皮細胞増殖因

子（VEGF）の影響が及ぶと考えられる範囲に CNV が形成

されていることが示唆され，CNV とマクロファージの密接

な関与が推測された．図 5 は，CNV 観察実験を通し光学顕

微鏡では観ることのできない FL-SEM 画像を得ることが出

来た例である．

6.　超高分解能顕微鏡の展開

形態観察の世界では，ここ 2 ～ 3 年の間に超高解像蛍光顕

微鏡が出現してきた．STED（ライカ）や PAL-M/HR-SIM（ツ

アイス），TIRF-SIM/3D-SIM（ニコン）などである．また，

蛍光顕微鏡と SEM が組み合わされた Correlative Micro-

scope 12）も発表されている．いずれの装置も高分解能ながら

試料が大気中にあることが共通している点であり，驚くべき

顕微鏡の進歩である．

一方，「FL-SEM」はハイブリッド系顕微鏡とはいえ，試

料は真空中に入れる必要がある．本装置では，電子顕微鏡用

の様々な試料作製技法と任意の蛍光標識とを組み合わせる事

により，数センチ角までの大型試料の高解像観察が可能であ

り，同じ試料から機能情報を含む多角的な画像を取得できる．

また，同軸の光子／電子線は試料に対し同じ方向から照射さ

れ，試料表面の同じ視角による観察ができる．

今後，光学系の高分解能化という大きな課題を達成するこ

とにより，抗体，GFP 13）など様々な蛍光色素プローブを用

いた分子やオルガネラレベルの機能・構造研究を可能にする

装置を目指している．

7.　おわりに

本開発研究を（社）日本顕微鏡学会学術講演会にて報告し

てきた中で，幾つかの指摘があった．光学系と電顕系画像周

辺歪みのマッチング，光学系画像の分解能向上，あるいは画

像合成技術の高精度化ならびに迅速化などである．これらの

改善は，既存技術で十分対応することができる．

現在，九州大学大学院システム情報科学府　集積電子シス

テム学講座にて光学系 XYZ 分解能向上実験に取り組み，先

ずは Z 軸方向の高分解能化研究を行っている．将来，本装

置が生命科学研究をはじめ食品や歯・骨の分析研究 14）など

図 3
A：FL-SEM で撮影したマクロファージ蛍光像．

B：A と同じ位置を FL-SEM で撮影した SEM 像．

C：A の蛍光像と B の SEM 像を重ね合わせた画像．

D：標識されたマクロファージの拡大像．

（ラット横隔膜　Iba-1 標識 Alexa488）
文献 3）より Elsevier の許可を得て転載．

図 4
A：Fluolid-Or にて刷子縁をバルク状態で蛍光標識後，凍結

割断したマウス腎臓尿細管．

矢頭：非特異的染色　矢印：Fluolid 標識された刷子縁

B：矢印部位の拡大像．尿細管細胞に刷子縁が観察される．

C：同じくバルク蛍光標識された尿細管の切片（イオンエッチ

ング）像．

（＊）印は尿細管細胞核

D：C と同じ位置の SEM 画像．（＊）印は尿細管細胞核

Scale bar: (A): 10 μm, (B): 1 μm, and (C–D): 10 μm.
文献 3）より Elsevier の許可を得て転載．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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多彩な領域で活用できる新型顕微鏡装置として活躍できるこ

とを期待している．
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図 5 FL-SEM で撮影した新生血管とマクロファージ

A：SEM 像と蛍光像の合成像　B：SEM 画像

R + G：新生血管とマクロファージの蛍光像

G：Iba-1 標識 Alexa488 画像　R：CD-31 標識 Alexa532 画像

（マウス眼球：網膜剥離後の脈絡膜上）
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