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X線顕微鏡nano3DXの生体アプリケーション

国島　直樹*

1.　はじめに
構造生物学は，生体の構造に基づいて生命現象を理
解する学問であり，医療や創薬などの基盤として今後
本格的な発展が見込まれる．生体構造には階層性があ
り，個体・組織レベルから分子・原子レベルまでの
シームレスな構造観察が究極的には必要である．しか
し，現状では生体の構造観察は様々な手法に分断され
ており，さらなる技術発展および連携が望まれる．リ
ガクのnano3DXは，独自の高輝度X線発生装置と高
解像度検出器による近接撮影方式を採用した，実験室

系の高分解能X線顕微鏡である（1）．X線顕微鏡の特長
は，X線の高い透過性を利用して分厚い試料の内部構
造を観察できる点にある．したがってX線顕微鏡は，
超高分解能ながら分厚い試料の観察に向かない電子顕
微鏡や，ライブイメージングに向くが蛍光ラベルされ
た物質しか見えない蛍光顕微鏡と相補的な関係にあ
り，今後特に生体アプリケーションへの展開が期待さ
れる．

2.　nano3DXによる観察の手順
X線顕微鏡による観察で直接得られる画像データは

2次元の投影画像であるが，CT（Computed Tomogra-
phy）と呼ばれる計算手法により3次元画像が再構成
される．nano3DXの近接撮影方式は，従来の拡大投影
方式のX線顕微鏡に比べて光源ドリフトの影響が少な
く，理想的な条件ではサブミクロンレベルの高分解能
観察が可能である（1）．nano3DXでは試料のX線透過
性に応じて4種類のターゲット（Cr, Cu, Mo, W）から
の特性X線や連続X線を選択できるが，ほとんどの生
物試料はCuまたはMoターゲットでカバーできる．観
察の理論的背景については別の報告を参照された
い（2）．生体試料の観察では多くの場合，画像コント
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図1.　基本的な撮影のワークフロー．

図2.　撮影試料のマウント法．
染色マウス胎児（左；理研・田村勝先生ご提供）および無染色ヒト毛髪（右）のマウント例を示す．
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ラストの低さが問題となるが，造影法や位相回復法に
よりコントラストを増強することができる．

X線顕微鏡による撮影の基本的なワークフローを図
1に示す．試料サイズが適切かどうかは試料の構成元
素と選択したX線のエネルギーからX線減衰長のグラ
フ（Web（3）で公開されている）を参照して判断する．
例えば，主な構成元素が炭素の無染色生物試料でCu
ターゲットのX線を使う場合，光路長として2 mm以
下（水を含む試料は含水量に依存して1～2 mm以下）
のサイズが望ましい．造影試料などの場合はこの限り
ではない．コントラストが十分かどうかは投影像を1
枚撮ってみることで判断でき，試料中の注目部分が入
射X線の約半分を透過する状態がよい．コントラスト
が不十分であればトリミングしてサイズを調整する
か，適切な重原子試薬により造影する．小サイズでコ
ントラストが低い無染色試料の場合は，一般的なメジ
アン・ガウシアン補正によるノイズ低減（denoise）ま
たは位相回復によりコントラストを増強する．造影試
料や骨など，吸収の大きい物質が観察対象の場合は，
MoターゲットのX線を用い，必要に応じてdenoiseに
よりコントラストを増強する．撮影中の試料の動きに
よりCT再構成に失敗する場合は，試料のマウント法
を検討する．

3.　撮影試料のマウント法
現状のCT再構成は撮影中の試料位置のドリフトを
考慮しておらず，その影響が避けられない．特に生体
アプリケーションでは，蒸発や熱伸縮による試料自体
の変形がこのドリフトの主な原因となるため，試料の
マウント法を慎重に検討する必要がある．現状で有効
なマウント法としては，以下のようなものが挙げられ
る．ホルマリン固定された液浸試料では，プラスチッ
クチューブ中にウェット状態でマウントする方法が推
奨される（図2左；染色マウス胎児）．この方法では，
蓋をして密閉することで蒸発による変形を防ぐ．市販
の各種ディスポーザブルチューブが利用できるが，機
器本体との接触に気をつける必要があり，チューブ蓋
のフラップ部分を切除しておくとリスクが軽減され
る．リガクがnano3DXのオプション器具として販売
している試料連続測定アタッチメントを利用すると安
全である．チューブ中の試料は重力および表面張力に
よってゆるく固定されているだけであるが，大抵の場
合CT再構成に問題はない．問題がある場合は1%ア
ガロース包埋（4）を検討するとよい．一方，含水量の
低い毛髪や乾燥種子などの場合は，両面テープ固定が
有効である（図2右；無染色ヒト毛髪）．両面テープ
で固定しにくい場合は，歯科用ワックス（例えばUtil-
ity Wax; GC Corporation）や接着剤などの使用を検討
する．

図3.　造影によるコントラスト増強．
　PTA染色した12.5日目マウス胎児試料（理研・田村勝
先生ご提供）をnano3DXで観察した．CT再構成像の全
体の立体表示（上）および番号の位置の3枚のCTスラ
イス（下）．スケールバー：1 mm．
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4.　造影によるコントラスト増強
適切な重原子試薬を用いて染色することにより，生
物試料の吸収コントラストを増強することができる．
ホルマリン固定してリンタングステン酸（PTA）で染
色したマウス胎児をnano3DXで観察した例を図3に示
す．発生12.5日目のマウス胎児は体長約8 mmの大き
な試料であるが，PTA染色しMoターゲットのX線で
撮影することにより，全身の臓器の詳細構造が確認で
きた．なお，この例では2つのデータセットをつなぎ
合わせて胎児全体のCT再構成像を得た．

5.　位相回復によるコントラスト増強
実験室系のX線源を使いnano3DXで撮影した吸収

の弱い試料の投影像には，物質の境界にフリンジと呼
ばれる屈折による特徴的なコントラスト構造が試料と
検出器の距離に依存して現れる．このフリンジのプロ
ファイルから位相情報を計算することが可能であり，
これを位相回復と呼んでいる（5）,（6）．硬X線のエネル
ギー領域ではコントラストへの位相の寄与が吸収の寄
与よりもはるかに大きいので，うまく位相回復できれ
ばコントラストは顕著に増強される（7）．位相回復に
よるヒト無染色毛髪試料のコントラスト増強例を図4
に示す．この場合は試料と検出器の距離を 4 mmに

セットし，0.63 μmの画素サイズで撮影した．位相回
復のアルゴリズムはPaganinの方法を用い，試料が炭
素でできていると仮定するパラメーター（δ/β＝600）
で行った．元のCTスライス画像では物質境界にフリ
ンジが見られるが，位相回復画像ではフリンジが消え
コントラストがSN比で10倍以上増強されている．そ
の結果，毛髪の中央にあるメデュラと呼ばれる低密度
部分などがよりはっきり見えるようになった．このよ
うにコントラストが増強されると，画像処理ソフト
ウェアを使い興味のある部分を自動抽出することも可
能になる．別の例を図5に示す．無染色のパンジー種
子を生きた状態で試料ステージに固定し撮影したもの
である．試料と検出器の距離は7 mm，その他の条件
は図4と同じである．元のCTスライス画像ではほと
んど何の構造も見られなかったが，位相回復によって
コントラストが増強された結果，胚とその内部構造が
はっきりと観察できた．

6.　おわりに
X線顕微鏡は工業材料などへの適用（8）が進んでい
るが，構造生物学への適用についてはこれからであ
る．構造生物学の対象には階層性があり，X線顕微鏡
は組織～細胞レベルの構造を観察する．本稿で示した

図4.　ヒト毛髪の観察．
　無染色のヒト毛髪（まつ毛）をnano3DXで観察した．CT再構成像における毛髪断面の見える同位置のCTスライスを3通りの
処理で比較した：処理なし（左），一般的なmedian/Gaussianベースのノイズ低減処理（中央），Paganinの方法による位相回復
処理（右）．スケールバー：20 μm．グラフは各々のCTスライスにおける黄線に沿った強度プロファイルと分解能を求める
フィッテング曲線を示す．各々のCTスライスから求めたSN比および分解能を平均値±95%信頼範囲（n＝5）で記した．
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ように，マウス胎児のような大きな試料の場合は適切
な造影によって組織レベルの立体構造観察が可能であ
り，毛髪や種子のような無染色試料の場合は位相回復
により細胞レベルの立体構造観察が可能である．リガ
クでは医療応用を中心としたnano3DXの生体アプリ
ケーションの開拓を進めており，また，細胞内小器官
を観察できるレベルの次世代実験室系X線顕微鏡の開
発を進めている．将来的には，X線顕微鏡・蛍光顕微
鏡・電子顕微鏡・X線結晶構造解析の相補利用による
シームレスな生体試料観察を実現する必要がある．生
物の階層構造のシームレスな観察は，構造生物学のみ
ならず医療診断などにも極めて有用であろう．
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図5.　パンジー種子の観察．
　無染色のパンジー種子をnano3DXで観察した．CT再構成像における胚断面の見える同位置のCTスライスを2通りの処理で比
較した：処理なし（左），Paganinの方法による位相回復処理（右）．


