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　1895年のレントゲンのX線発見以来，X線の透
過性を生かし，医学分野では，CTや胸部X線など
多様な診断に利用されてきた．一方，細胞観察で
は“microradiography”1）がX線発見から数年
内に発表され，集光技術2，3）により急速に分解能は
改善された．1970年代には，走査型透過X線顕微
鏡（scanning TXM: STXM）の研究が集約的に
行われ4-7），細胞の骨格や構造（細胞核，核小体，細
胞膜，染色体など）の観察を可能とした．さらに，
特定の細胞内構造を画像化するために銀染色や2
次抗体にランタノイドを使用するなど様々な応用
が実施された7-9）．2000年代に，第3世代シンクロ
トロン放射光施設の供給する強度X線により，X線
顕微鏡はブレイクスルーを遂げる10-14）．第３世代
シンクロトロン放射光施設の硬X線はマイクロレベ
ルでのプローブを可能とし15-17），集光技術により
ナノレベルのプローブが可能となり2），現在，細胞
内小器官レベル（100nm以下）の高分解イメージ
ングが可能となっている18）．
　様々なエネルギー線を解析することで，構造，元

素，DNA，RNA，脂質，蛋白質，糖質，それらの修
飾状態（価数，酸化）の検出が可能である（図1）．
回折による結晶構造解析が創薬事業に貢献して
いるように，放射光エネルギー線各種は，元素を含
む細胞内小分子をターゲットにした診断，薬剤評
価など，多様な医学応用が期待できる段階に至っ
ている．

 

 
 
　シンクロトロン放射光によるプロトタイプの
XRF顕微鏡はこれまでも存在していたが，特に
生物や医学領域での貢献を期待して，哺乳類細胞
観察に焦点を置いた走査型蛍光X線顕微鏡シス
テム（以下SXFM，図2）の開発に取り組んだ．
SXFMの主な構成は，X線集光光学系（KBミラー
集光光学系）と試料走査システム，蛍光X線検出
システム（エネルギー分散型X線検出器）である．
光源であるSPring-8のアンジュレータ光は実
験室のX線（X線管）に比べ約10億倍以上明るい
ため，哺乳類細胞内の極微量な元素の高感度検出
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　走査型蛍光X線顕微鏡

	� （Scanning X-ray Fluorescence 
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筆者らはSub-100nmのシンクロトロン放射光プローブを用いた，細胞内元素イメージング用走査型蛍
光X線顕微鏡システム（Scanning X-ray Fluorescence Microscopy: SXFM）の開発を行い，現在
も生物•医学応用を展開している．本稿ではこれまで行ってきたSXFMによる元素マッピングの生物医
学応用，および，亜鉛に焦点を絞った生物・医学領域での有用性を議論したい．
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を期待した．光源は平行度が高く細いので，集光
光学系と相性も良い．
　しかし，X線の集光は可視光と比べてはるかに
難しく，わずかな集光ミラーの凹凸や作製誤差で
も容易に散乱される．そこで集光ミラーは，数ナ
ノメートルレベルの精度で，光学素子を作製する
必要があった．大阪大学では，約2nmの形状誤差

（設計形状と実際の形状の差）の全反射集光ミラー
（楕円鏡）の開発に成功している19，20）．こうした技
術をもとに，SXFM用に開発した高精度集光ミ
ラーを用いることで，回折限界の約40nm～
1000nmまでサイズ可変の集光が実現し，細胞内
の100nm以下の構造体も検出できる世界最高レ
ベルの分解能に至ることが可能となった（図3）21）．
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図１　シンクロトロン放射光の利用

Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of Chemistry より引用 .

図 2　走査型蛍光 X 線顕微鏡装置（SXFM）の概要図

Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of Chemistry より引用 .
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微鏡（DIC）をSXFMに設置することで，細胞組
織の位置決めや座標化が可能となった（図4a）．
⑤アルゴンの排除：細胞観察に有用な元素（Ca，P
など）のバックグラウンドとなる空気中アルゴンを
極力排除するために，真空後ヘリウム置換を取り
入れた．⑥回転ステージ：アルゴンの排除操作に1
回30分程度を有するために，ハッチの開閉をでき
るだけ少なく，多くの試料を設置する必要があっ
た．そこで，回転ステージを設置し，一度に12試
料の取り付けを可能とした．測定中の温度変化も
最小となり，より安定な測定が可能となった．⑦
ズーム機能：光学顕微鏡では対物レンズ変更によ
り拡大可変であるが，X線顕微鏡では同様の機能
は報告されていなかった．そこで，仮想光源位置（ミ
ラーから45m上流）にコントロールスリットを加
えることで，X線ビーム幅は回折限界の40nmか
ら1000nmまで可変となり，ズーム機能が可能と
なった（図4b）22，23）．⑧ソフトウエアの開発：X線
集光，X線検出システム，走査ステージ，試料交換や
DIC操作などが，操作パネル上で可能となり，迅
速な測定を実現している．モニター上で測定した
い箇所を選択するなど，自在な操作が可能となった．
 

　様々な顕微鏡システムにおいて，生きた状態の
細胞観察が目標とされており，X線顕微鏡システム
においても同様であるが，実は難しい24）．1990年
ではX線顕微鏡による，生きた状態での細胞観察
は試みられたが，水分子がフリーラジカルを発生
し放射線障害を誘導するため，特に細胞の微細形
態は著しく破壊された25）．細胞に2％ホルムアルデ
ヒド化学固定を施すことで，放射線障害は減弱す
ることが見出されたが，複数回照射（溶液中）に
は耐えられない26-29）．1990年代にKirzらが議論
していたように26），生きた状態もしくはそれに近
い細胞観察は，今日においても大きな課題である．
　シンクロトロン放射光においてもフリーラジカル
は発生するため，生きた細胞の観察は通常行われ
ていない．化学固定を行った細胞の溶液中での観

4　�放射光イメージングのための
細胞準備

 

 
　細胞の放射光測定を迅速に進めるためには，い
くつかの工夫が必要であった．そこで次に，SXFM
による細胞観察におけるハード面，ソフト面のユー
ザーフレンドリー化を進めた．①検出器（SDD）：
SDDとMulti-channel analyzer（MCA）を組
み合わせることにより，検出しているすべての元
素（X線スペクトラム）を，測定領域のピクセル毎
に保存可能とした．これにより，後に必要な元素
について，保存データから元素マッピングが可能
となり，結果的にノイズ除去も容易となった．②
走査ステージ：リニアエンコーダー搭載のXZ 
stage（最小step：1nm；移動範囲：25mm）を
採用することで，テストパターンイメージングで
30-50nmの分解能を得ることができた21）．③温
度調整システム：大型フィルムヒーターと白金測
温抵抗体によって構成された温度調整システムの
開発（JASRI光源・光学系部門）により，無振動
且つ室温変動0.1℃以下に安定させたことで，X線
集光制御系の熱膨張歪みが抑制され，頻用な
500nm集光ビームを1週間程度維持することが
可能となった．④細胞試料の座標化：微分干渉顕

3　顕微鏡のユーザーフレンドリー化
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図 3　タングステン（W）及びガドリニウム（Ga）
の高分解テストパターン

左：focused ion beam による Ga テストパターン．
右：SXFM による W と Ga 高分解テストパターン．露
光時間，1 sec/pixel; スキャンニングステップ，15nm/
pixel；X 線エネルギー，15keV. Matsuyama et al., 
JAAS. 202018） ,Royal Society of Chemistry より引用 .
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定で喪失する元素や微細な構造形態も保持できる
ことを見出している．FFFD は長期保存，運搬，
室温でのX線顕微鏡測定が可能で利便性も高い32）．
　一方，化学固定後の試料が，測定に適していな
いというわけではない．化学固定においても，適
切なコントロールや再現性が得られるのであれば，
有用な細胞情報と言える．例えば，臨床検体はホ
ルマリン固定試料が多く，希少な臨床検体を測定
しない選択は考えられない．上述のように，亜鉛
や銅は化学固定の影響を受けにくいことから，化
学固定を第一選択肢としても考え得る．細胞がど
のような状況にあるかを理解した上で，観察を展
開することが肝要である．
　近年，X-ray free-electron lasers （XFELs）
による，生きた細胞の回折像による観察が可能と
なっている33）．XFELsのX線回折データでは，
細胞が放射線障害を起こす前（原子のcoulomb

察も同様にラジカルが発生するため，行われてい
ない．一方，化学固定後，乾燥処置を行った場合は，
1990年代に見られたような著しい放射線障害は
認められない．しかし，細胞内カリウム，カルシウ
ムのようなフリーイオンは，化学固定後ほぼ消失
してしまう30）．一方，亜鉛や銅は概ね温存される（図
5）．蛋白質など細胞内分子と結合する元素は，ホ
ルムアルデヒド架橋により温存される傾向がある
ようである．私たちは，瞬間凍結細胞をクライオ顕
微鏡システムで観察する方法を推奨している18，30）

（図6）．瞬間凍結法は生きた細胞の状態を極力温
存するため，電子顕微鏡やLaser Aberration 
I n d u c t i v e l y  C o u p l e d  P l a s m a M a s s 
Spectrometry（LA-ICP-MS）でも利用されて
いる24，31）．また，瞬間凍結はラジカルの発生を抑制
する点でも望ましい．さらに私たちは，瞬間凍結
（FF）＋凍結乾燥法（FD）を行うことで，化学固
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図 4　ユーザーフレンドリー化した SXFM

（a）左：ユーザーフレンドリー化した SXFM ハッチ内部，右：開発したソフトウエアモニター上の試料（微分
干渉像）．（b）SXFM による細胞のズーム例．Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of Chemistry
より引用 .
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爆発前7フェムト秒内）に情報を得ることが可能
である．著者らも，生細胞の観察に挑戦中である．
一方，現在のXRFは7フェムト秒内にデータを得
ることは難しい．しかし，近年開発された full-field 
X-ray fluorescence microscopy（FXFM）34）は
走査を必要としない顕微鏡であるため，原理的に
はワンショットで蛍光X線を可視化することが可
能である．このようなワンショット技術を使えば
将来この問題を解決するかもしれない．

 
 　2000年代の第3世代シンクロトロン放射光施設
の開発以降，結晶構造解析は創薬分野で貢献し，
元素イメージングによる生物応用も展開しつつあ
る．しかし，元素分析研究は，生物医学領域におい
て特定の金属汚染の評価，特定の蛋白質結合金属
や白金製剤のような研究に集まる傾向がある．生
物医学領域において蛋白質イメージングは，抗体
やペプチドなど特異性の高いラベル技術によりシ

5　�シンクロトロン蛍光 X 線の
生物医学応用
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図 6　SXFM の試料準備法のまとめ

写真は回転ステージ用試料ホルダー（顕微鏡のユーザー
フレンドリー化参照）．Matsuyama et al., JAAS. 
202018）, Royal Society of Chemistry より引用 .

図 5　化学固定におる細胞内元素量
A-A（実線）：化学固定前の細胞内各元素濃度を ICP-MS で測定し，細胞当たりの各元素濃度
を 100％とした；B-A（破線）：4％パラホルムアルデヒド /PBS 固定後の細胞当たりの各元
素濃度；C-A（点線）：4％パラホルムアルデヒド /PBS 固定後に 0.2％界面活性剤（TritonX-100）

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）/ PBS による洗浄を行った細胞当たりの各元素濃度．亜鉛
や銅は化学固定の影響を受けにくい．Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of 
Chemistry より引用 .
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ステム化され，検出感度も高く普及している．同
じ解析のために，苦労して放射光施設に行く必要
はない．しかし，シンクロトロン放射光は，蛋白質
以外の小分子を可視化する潜在能が高い点は魅力
的である．
　私たちはSXFMによる小分子（脂肪酸）の細胞
内高分解イメージングに挑戦してきた．脂肪酸の質
量分析は発展している一方で，その細胞内分布に
ついては不明な点が多い．これまで，脂肪酸などの
小分子を観察するために，多くの工夫と努力が展
開されてきた．蛍光分子蛍光ラベル体自体の大き
さゆえに，小分子の本来機能を損なう．また，放射
性アイソトープラベルやDESI-MSやMALDI-MS
イメージングの分解能には限界があり，小分子の高
分解像取得はなかなか実現しなかった．私たちは，
脂肪酸の一原子ラベルとSXFMを組み合わせる
ことにより，細胞内脂肪酸イメージングに成功し
ている（図7）．臭素（Br）をラベルした脂肪酸は
細胞内に取り込まれ，少なくとも細胞分裂後3世

代まで継代され，細胞内で多様な飽和や不飽和脂
肪酸からなるリン脂質や中性脂質に代謝されるこ
とを，LC-MSにより確認している35）．SXFMの
分解能を250nm/pixelに増大すると，細胞質内
にBr脂肪酸代謝産物を伴う長径100nm以下の点
状構造が明らかとなった（図7b）．脂肪酸の合成
酵素が多数局在するER/Golgiと共局在の傾向が
ある（図8a-b）．細胞基板にグリッドをレーザー
加工し基準とすることで，明視野蛍光像などの他
の顕微鏡像との重ね合わせが容易となった（図8c）．
　1原子ラベル法は，細胞がラベルを許容し，本来
の機能を維持できるかどうかを見極めることが肝
要である．1原子でもラベル位置によって，小分子
の本来の機能を損なう場合があるからである．一方，
小分子の機能を知る上で興味深い．1原子ラベル
とSXFMを組み合わせた方法は，他の細胞内小
分子についても応用できる．これら小分子像と既
存の蛋白質像などを組み合わせることで，多角的
な視点から細胞内機能を明らかにできると期待し
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図 7　Br SXFM によるラベル脂肪酸の細胞像

（a）Br ラベルステアリン酸（Br-SA），及び溶媒のエタノール処置した CHO-K1 細胞での亜鉛，臭
素シグナル分布（600nm/pixel）．白矢印：亜鉛が細胞核に存在する傾向とは対照的に，細胞質で特
徴的な集積を示す Br 脂肪酸シグナル．（b）Br ラベルパルミチン酸（Br-PA）の高分解像．左：
Br-PA を 24h 処置した CHO-K1 細胞の臭素，亜鉛像（250nm/pixel）．右：左図のサーフィスプロッ
ト．矢印：サーフィスプロット方向．白矢印：スポット状の Br 分布．Br,BrK αシグナル；カラーバー，
fg/µm2；スケールバー，10µm．M Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of Chemistry
より引用 .
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1％のX線を得ることができるようになる．これは，
既存の100倍の強度向上に寄与する．
　以上の光学系の性能向上を考えると，100nm X
線ビームにおいておおよそ105倍の強度向上を達
成できそうである．一方，これらの代償として，試
料損傷や検出器飽和，試料の高速走査問題（高速
試料走査で発生するデッドタイムによる測定効率
の悪化）が懸念される．試料損傷は，瞬間凍結や
FFFDの導入により軽減されると考える（第4項：
放射光イメージングのための細胞準備参照）．検出
器飽和に対しては，CUBEというプリアンプ技術
を用いた最新の検出37）の利用や，検出器の並列化
（多数を並べることで1台あたりが検出・処理を
担当するX線の量を減らす）が有効となる．走査
問題については，フライスキャン38）という試料を
止めずに走査し続ける技術が有効である．もしくは，
これまでは試料を走査していたが，ビームを高速
走査するという技術も開発中である．
　医学生物応用では，将来どのような試料を観察
することができるようになるだろうか？ サブppm

ている．医学応用では，疾患モデル細胞での細胞
内小分子の増減や局在の変動，薬剤による代謝変
動など多くの解析が期待できると考える．

 

　将来の光源や光学系の性能向上によって，
SXFMによる医学応用にはどのような未来が待っ
ているだろうか．第一に，近い将来のSPring-8
アップグレードにより，光源サイズの微小化と輝
度の向上が達成されると考える．X線集光光学系
はこの恩恵を受けて，高強度ナノビーム生成が可
能となる．試算では，アンジュレータ光源からのX
線放射をそのままロスなく集光ミラーで受けて集
光することで，現在の1000倍の強度を持つ
100nmビームの生成が可能となる36）．今後アッ
プグレードされるSPring-8では光軸上に低エネ
ルギーX線はなくなり，最適化された多層膜モノ
クロメータによって蛍光X線分析に最適な単色度

6　放射光測定の今後の展望
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→ 116 ページにカラー掲載

図 8　CHO-K1 細胞の SXFM 像と蛍光像

（a）ER（endoplasmic reticulum）マーカー（DiOC6（3））蛍光像と SXFM による Br シグナル像（500nm/
pixel）（b）（a）の黄色フレーム領域の高分解像（250nm/pixel）．DIC，微分干渉像；Br-PA，BrK α
シグナル；Phase Contrast，位相差像．カラー像：赤 , DiOC6（3）；緑，Br-PA；スケールバー，
10µm；カラーバー，fg/µm2（c） 200nm グリッドを加工した SiN 基板に培養した HeLa 細胞の微分
干渉像．スケールバー，20µm．Matsuyama et al., JAAS. 202018）, Royal Society of Chemistry より引用 .
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がある点を，放射光イメージングが貢献する．軽元
素や高分子も同定できる質量顕微鏡や，軽元素検
出が適正な軟X線顕微鏡と硬X線顕微鏡（SXFM）
とを組み合わせることで，各々の利点を生かしつつ，
制約の突破が可能となるかもしれない．

　血液，尿や腫瘍臨床検体のICP-MS解析による
元素分析報告は，多くのグループから発表され，
疫学や臨床的診断意義も議論されてきた．近年で
は，元素濃度のみならず，血漿中亜鉛と銅の安定
同位体比率の変動が，癌症例，肝臓，腎臓，骨疾患
などで報告されるようになっている．私たちは，
血液がんの死亡リスクに安定同位体比率が関連す
ることを見出している（図9）39）．

7　臨床医学応用

濃度の薬剤が細胞へ与える影響を調べる実験では，
現状では濃度が低すぎるために，詳細な分布を調
べるには至っていない．今後は極少濃度の元素を
苦も無く調べることができるようになり，これま
で不明だった細胞内動態の解明が期待される．ま
た，ビーム強度向上を感度ではなく測定面積に振
り分けるなら，現行よりも短時間で，1mm2程度の
領域を測定することも夢ではない．これにより，
生物統計に適した100個程度の細胞に対する高分
解像の取得は，一度の測定で可能となりそうである．
　このように汎用な元素分布イメージングが可能
なら，他手法を相補的に利用し，複合的に生命現
象の理解を進める研究が促進するのではないだろ
うか．例えば電子顕微鏡との連携は有意義である．
中でも電顕のSTEM-EDSは原子レベルの空間
分解能で元素識別が可能な技術である．一方，
STEM-EDSの試料厚みや元素検出感度に制約
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図 9　血液がん（HM）血漿を用いた 5 年生存ハザード比

A．血漿中 鉄，銅と亜鉛の各安定同位体比率と 5 年生存ハザード比，B．鉄，銅，亜鉛濃
度と 5 年生存ハザード比 HR，ハザード比；95％ CI，95％ confidence interval. **，
P<0.05．銅と亜鉛の安定同位体比率において，HR に有意差が認められた．一方，各濃度
では，有意差は認められない．Hastuti et al., Scientific Rep.202039）より引用．
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イリスクマーカーは複数存在しているかもしれない．
　以上のように，亜鉛を測定解析する臨床的意義
は，未知の部分を含めても高いと考える．臨床検
体試料を用いた放射光利用はまだ少ないが，放射
光イメージングは，細胞中の元素変動を少量検体で，
概ね非破壊的に見出すことができる点で有利で
ある．上述のように，今後の放射光の高速，高分解
測定が可能になることを考えると，測定時間や検
体数の制限も緩和され，臨床的医学の発展が期待
される．

　亜鉛の安定同位体比率の変動が大きいほど，死
亡リスクは3000倍程度に増大することが示唆さ
れた．事実，亜鉛の安定同位体比率変動を示すトッ
プグループG1は，1年内に80％強の死亡率を示す
ハイリスク群であった（図10）39）．興味深いのは，
腎機能障害の2名以外，死亡リスクを裏打ちする
情報は臨床検査からは得られなかった．死亡リス
ク群の背景には，検査情報以外の亜鉛結合分子が
関連している可能性は否めない．現時点で，亜鉛の
安定同位体解析から亜鉛結合分子（蛋白質）を見
出すことはできないが，未知のがんによる死亡ハ
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　本稿では，シンクロトロン放射光による生物医学
応用を紹介し，生物・医学領域でのさらなる可能
性を述べてきた．シンクロトロン放射光による新
たな視点から，未知の生命機能や疾患解明に貢献
できることを切に望んでいる．本分野の発展には，
多くの専門家の協力は不可欠であり，今後も分野
を超えた研究が重要と考える．
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Intracellular elemental mapping using X-ray fluorescence microscopy 
and the medical application
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In this review, we describe the scanning X-ray fluorescence microscopy (SXFM) using 
synchrotron radiation by means of a sub-100 nm focusing system, which facilitates the 
determination of the cellular elemental distribution in biological and medical fields. We 

introduce our representative studies and discuss about zinc related applications.
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