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§１ 研究実施の概要 

 
（１）実施概要 

  本研究では、光を用いて生物試料の微細構造を観察でき、光学顕微鏡の回折限界を超え

る分解能を有する実時間ナノイメージング法を実現することを目的として研究を進めてきた。

本顕微鏡システムの特徴では、収束電子線を用いて蛍光薄膜に照射し、蛍光膜内に微小光

源を励起する。電子線を用いるため回折限界を超えた高解像度で試料を観察することができ、

通常の光学顕微鏡と同様に、生物試料を生きたまま液中で観察することが可能となる。 

  本手法は、他の超解像光学顕微鏡に比して、(1) 試料の吸収分布、屈折率分布を観察可

能、(2) 非染色、非破壊で生体試料を観察可能、(3) 高速な観察が可能、(4) 分光測定によ

る定性分析が可能などの特徴を有する（詳細な比較はp.15 表1参照のこと）。とくに他の超解

像顕微鏡技術では、生物試料の染色が必須であり、試料に与えるダメージ、染色ムラなどが

問題になるが、本手法では、染色は必要でなく、試料の吸収分布、屈折率分布などを観察可

能である。 

  各研究項目の研究概要は次のとおりである。 

1. 研究項目: 光電変換膜の作製・評価・高機能化 

  本顕微鏡システムのキーデバイスとなる光電変換膜の作製、評価、高機能化を目的として、

製膜方法を開発しその最適化を行なった。具体的には、 

  ・スパッタ ZnO 薄膜のアニーリングによる高輝度化（静岡大学 中西研究室による研究協力） 

  ・ALD(atomic layer deposition)法による ZnO の成膜（浜松ホトニクスによる研究協力） 

  ・PLD(pulsed laser deposition)法による Y2O3 の成膜（兵庫県立大学による研究協力） 

  ・電子ビーム蒸着法による Y2O3 の成膜 

 の各成膜法を開発し、最適化を行なった。その結果、ZnO 膜を 1000°C でアニーリングするこ

とにより、Zn2SiO4 膜が形成されることを明らかにし、電子線励起により高い発光強度が得られ

ることを発見した。本成膜手法によって得られる発光強度は469光子/pixcelであり、光ナノイメ

ージング法の要求仕様（791 光子/pixcel）に比べてまだやや低いものの、ほぼ要求仕様を満

たす蛍光膜を実現することに成功した。 

  また、本イメージングシステムの分解能を評価するための新しい数値解析手法を開発した。

本手法では、薄膜内での電子線散乱をモンテカルロ・シミュレーションで、電子線で励起され

た蛍光の伝搬を有限領域時間差分法で解析した。本解析手法により蛍光膜表面に近傍に 20 

nm 程度の集光スポットが形成されることを確認した。実験結果との比較によりシミュレーション

手法の精度を評価した。 

 

2. 研究項目: 微小光源励起システムの設計・製作・評価 

  電子線励起微小光源による光ナノイメージングシステムのプロトタイプを試作し、システムの

改良を行なった。加速電圧最大 7.5 kV、空間分解能 10 nm 以下、画像取得速度最大 100 

frames/s の顕微鏡システムを構築した。走査型電子顕微鏡(SEM)には全長 23 cm のコンパクト

な倒立型システムを用い、光学顕微鏡と光軸を一致させる構成とした。 

  開発した顕微鏡システムを用いて、生物細胞の動態を高分解能で観察することに成功した。

光電変換膜には、研究項目 1 で開発した ZnO アニーリング膜を用いた。図 1 に本システムを

で観察した MARCO 細胞の観察結果を示す。細胞内の微小な顆粒が 100 nm 程度の高分解

能で観察できていることが確認できる。図 2 には生きた MARCO 細胞の動態観察結果を示す。

破線で示した細胞が基板上を移動していく様子が高分解能で観察できている。 
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図 1. MARCO 細胞（固定処理）の観察結果   図 2. 生きた MARCO 細胞の動態観察結果 

3. 研究項目: 電子線直接励起による生体試料の観察 

  本 CREST 期間中に生物試料に直接電子線を照射し、染色試料や細胞の自家蛍光を励起

して検出する、電子線直接励起による生体試料の観察方法を提案し、その原理検証を行うと

ともに有効性を確認した。多色の蛍光性ナノダイヤモンドを HeLa 細胞内に取り込ませ、動態

観察を行なうとともに、MARCO 細胞の樹状突起上での膜輸送解析への応用の可能性を示し

た。細胞の自家蛍光を励起し内部構造を高分解能で観察できることを示した。蛍光染色した

細胞の蛍光顕微鏡像と電子線直接励起像を比較することにより、細胞内のアクチン、ミトコンド

リア、核などが自家蛍光を発することを明らかにした。 

 

4. 研究項目: 光ナノイメージングのための生物試料のマニピュレーション法の確立と評価 

  Si3N4 薄膜上および ZnO 蛍光膜、Y2O3 蛍光膜上に CHO 細胞や HeLa 細胞、MARCO 細胞

など様々な生物試料を培養に成功し、細胞培養のための基板の改質方法および電子線によ

るダメージの低減方法を開発した。とくに、MARCO-GFP を発現した樹状細胞というユニーク

な細胞を培養し、その樹状突起におけるナノダイヤモンドの吸着と運搬の過程を観察するた

めの環境を整えた。これにより研究項目１で開発した蛍光膜上に細胞を培養し、研究項目 2

および 3 で開発したイメージングシステムで観察することを可能とした。Si3N4 基板で生物を培

養するために、Si3N4 薄膜の表面をカルボキシル基で改質し、生体適合性を向上させた。また、

密着性を向上させた基板上に HeLa 細胞を培養し、電子線励起による観察を行なった。密着

性を向上させたことにより、試料内部の顆粒の分布などが高分解能で観察できることを確認し

た。また、蛍光性ナノダイヤモンドを細胞内に取り込ませ、細胞内部の動態観察を行う方法を

開発した。さらに、電子線を生細胞に照射することで細胞が破壊される効果を低減させるため

に、Si3N4 膜上に金蒸着を施して電子が生体標本にまで透過することを阻止する方法を開発し

た。 

   

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．W. Inami, K. Nakajima, A. Miyakawa, and Y. Kawata, Electron beam excitation assisted 

optical microscope with ultra-high resolution, Opt. Exp. Vol. 18, Issue 12, pp. 12897-12902, 

2010. 

被引用件数： 18 件 

概要：本論文は、電子線励起微小光源による光ナノイメージングシステムの原理を提案するとと

もに、その分解能を評価し、50 ナノメートル以下の空間分解能で試料を観察できることを示し

たものである。他の超解像顕微鏡手法とは異なり、非染色の試料を高分解能で大気圧、液中

で観察できる手法として、Nature 系のレビュー記事で紹介されるなど高く評価された。現在、

電子線で微小光源を実現し高分解能観察に応用しようとする研究グループが国内外で複数

フォローしはじめている。 

 

２．Y. Nawa, W. Inami, A. Chiba, A. Ono, A. Miyakawa, Y. Kawata, S. Lin, and S. Terakawa, 

Dynamic and high-resolution live cell imaging by direct electron beam excitation, Opt. Exp. 

Vol. 20, Issue 5, pp. 5629-5635, 2012. 

被引用件数： 14 件 

概要：本論文では、電子線で染色した生物試料の蛍光分子または自家蛍光を直接励起する

光ナノイメージングシステムを提案し、その有効性を確認するとともに、生物試料へのダメージ

についても検討した結果を報告したものである。本イメージングシステムは、電子線を収束し

て簡便により高い分解能が実現可能である手法として高く評価されている。数々の賞を受賞

するなど国内外から高い評価を受けた。 

 

３．Wataru Inami, Jun Fujiwara, Fukuta Masahiro, Atsushi Ono, and Yoshimasa Kawata, 

http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0419906;jsessionid=assgj696b527m.x-aip-live-02
http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0963510;jsessionid=assgj696b527m.x-aip-live-02
http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0963511;jsessionid=assgj696b527m.x-aip-live-02
http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0324594;jsessionid=assgj696b527m.x-aip-live-02
http://scitation.aip.org/content/contributor/AU0348871;jsessionid=assgj696b527m.x-aip-live-02
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Analysis of electron and light scattering in a fluorescent thin film by combination of Monte 

Carlo simulation and finite-difference time-domain method, Appl. Phys. Lett. Vol. 101, 

151104, 2012. 

被引用件数： 4 件 

概要：本解析手法は、蛍光膜内の電子線散乱と励起された微小光源からの光伝搬をシミュレ

ーション可能な新しい数値解析手法を開発したものである。本手法を用いることにより、電子

線励起による微小光源の空間的な拡がり、輝度などを解析することが可能となった。本シミュ

レーション手法は、蛍光膜内からの発光強度分布の解析はもちろんのこと、フィールドエミッシ

ョンディスプレイの評価、カソードルミネッセンス解析などさまざまな分野に展開可能として高

い評価を得た。 

 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１． 生きた生物試料の高分解能動態観察 

概要：電子線励起微小光源による光ナノイメージング手法および電子線直接励起による観察

法の両方の手法において、50 nm 程度の分解能で生きた生体試料の動態観察を行なうことに

成功した。この超解像イメージング技術の開発により、非染色で試料を観察できることから、膜

輸送メカニズムの解明、タンパク質の動態解析など生物分野におけるさまざまな応用展開が

期待できる。また、液中のファインバブルやナノ粒子の動態観察、微結晶の成長機構の解明

など、工業的な応用においてもさまざまな展開が期待できる。 

 

２．光ナノイメージングシステムの試作およびその改良 

概要：本研究の原理に基づいた光ナノイメージングシステムのプロトタイプを試作し、基礎実験

によりその問題点を明らかにし、改良を進めた。電子線と蛍光顕微鏡とを同軸で融合するため

の全体の機構設計・開発を行なった。基礎特性の評価、高分解能化、高機能化を検討し、安

全システムの導入方法を検討した。基礎実験によりシステムの最適化、結像特性の最適化を

行い、より高い分解能観察可能なシステムを開発した。また本システムの実用化に向けた詳

細な検討を協力企業と進めている。 

 

３．国内および海外特許の取得 

概要：本顕微鏡システムの基本特許を国内および米国、欧州において取得した。本特許は、

光ナノイメージングシステムによる超解像観察手法の原理を特許化したものであり、これにより

本システムを科学技術イノベーションに向けて展開する際の基礎となる。本顕微鏡システムの

キーデバイスとなる膜の特許にも出願の準備を進めている。微小光源を励起する膜構成、試

料の損傷を軽減するための電子線透過率の制御方法などを含む。 
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§２ 研究実施体制 

 
（１）研究チームの体制について 

 

①「静岡大学」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

川田 善正 静岡大学電子工学研究所 教授 H21.10～ 

昆野 昭則 静岡大学化学バイオ工学科 教授 H21.10～ 

岩田 太 静岡大学機械工学科 教授 H21.10～ 

江上 力 静岡大学電気電子工学科 教授 H21.10～ 

杉田 篤史 静岡大学化学バイオ工学科 准教授 H21.10～ 

居波 渉 静岡大学電子工学研究所 准教授 H21.10～ 

小野 篤史 静岡大学電子物質科学科 准教授 H21.10～ 

宮川 厚夫 静岡大学機械工学科 学術研究員 H21.10〜H24.3 

千葉 明人 同上 学術研究員 H22.8〜H23.10 

三宅 亜紀 同上 学術研究員 H24.4〜H25.11 

林 升 静岡大学電子工学研究所 学術研究員 H25.4〜 

古川 太一 静岡大学電子工学研究所 学術研究員 H26.4〜H26.9 

古川 太一 大阪大学ナノサイエンスデザイ

ン教育研究センター 

特任助教 H26.10〜 

 

研究項目 

・ 電子線励起微小光源による光ナノイメージング法の開発    

 

②「常葉大学（浜松医科大学）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

寺川 進 常葉大学 教授 H21.10～ 

菅野 さな枝 浜松医科大学 特任研究員 H22.4〜H22.9 

林 升 同上 特任研究員 H22.10～H25.3 

 

研究項目 

・ 光ナノイメージングのための生物試料のマニピュレーション法の確立と評価  

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

 電子線により高効率で発光する蛍光膜を開発するため、蛍光膜の開発において実績のある研究

者に研究協力をお願いした。 

 ・静岡大学 中西研究室との電子ビーム蒸着法に関する共同研究 

 ・浜松ホトニクスとの ALD 法に関する共同研究 

 ・兵庫県立大学との PLD 法に関する共同研究 

 また、蛍光性ナノダイヤモンドの生物応用に関して、台湾 Academia Sinica の Huan-Cheng 

Chang 先生と共同研究を実施するとともに、大阪大学 小林研究室からシリコンナノ粒子をご提供

いただき、電子線による発光を評価した。 

 光ナノイメージングシステムの開発においては、コンパクトな倒立型の走査電子顕微鏡システムを

株式会社アプコとの共同研究により、設計・試作を実施した。 
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§３ 研究実施内容及び成果  

 
 本研究では、光を用いて生物試料の微細構造を観察でき、光学顕微鏡の回折限界を超える分

解能を有する実時間ナノイメージング法を実現することを目的として研究を進めてきた。本顕微鏡

システムでは、収束電子線を用いて蛍光薄膜に照射し、蛍光膜内に微小光源を励起する。電子線

を用いるため回折限界を超えた微小な光源を励起することができ、その光源を 2 次元的に走査す

ることにより、回折限界を超えた分解能を実現することが可能となる。また蛍光薄膜により真空と大

気圧を分離することにより、試料側に真空は必要ではなく、通常の光学顕微鏡と同様に、生物試料

を生きたまま液中で観察することが可能となる。 

 本手法の特徴を他の超解像光学顕微鏡法と比較すると次のようにまとめることができる。 

 

表 1. 開発した光ナノイメージング法と他の超解像計測手法との比較 

 
 

 表 1 にまとめたように本イメージング手法は、 

  ・試料の吸収分布、屈折率分布を観察可能 

  ・非染色、非破壊で生体試料を観察可能 

  ・高速な観察が可能 

  ・分光測定による定性分析 

などの特徴を有していることが確認できる。とくに、他の超解像顕微鏡技術は、蛍光顕微鏡をベー

スとしているため、生物試料の染色、ラベリングが必須であり、吸収分布や屈折率分布を観察する

ことはできず、染色により試料に与えるダメージ、染色ムラなどが問題になる。本手法では、蛍光膜

内に微小光源を励起し、それにより試料を観察するため、染色は必要でなく、試料の吸収分布、屈

折率分布などを観察可能であり、分光測定を組み合わせることにより定性分析も可能となる。また、

本 CREST の実施期間中において研究を開始した、電子線による直接励起型の超解像イメージン

グ技術においても、生物試料の自家蛍光を励起できるため、非染色で試料を観察することが可能

である。 

 

3．１ 光電変換膜の作製・評価・高機能化（静岡大学 川田グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

  本顕微鏡システムのキーデバイスとなる光電変換膜の作製、評価、高機能化を目的として、

製膜方法を開発しその最適化を行なった。光電変換膜に求められる性能としては、 

  ・高い空間分納を実現するための微小光源実現可能（薄膜） 

  ・試料へのダメージを軽減するために、低加速電圧(< 5kV)で高輝度 

  ・均質で平滑な発光膜 

  ・長時間観察のために電子線照射に対して安定 

  ・分光計測のためのマルチカラー化可能 

 などが必要となる。そこで本研究では、ZnO と希土類元素をドープした Y2O3 膜の開発に注力

した。具体的には、 

  (a)スパッタ ZnO 薄膜のアニーリングによる高機能化 

  (b)ALD(atomic layer deposition)法による ZnO の成膜 

   （浜松ホトニクスによる研究協力） 
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  (c)PLD(pulsed laser deposition)法による Y2O3 の成膜 

   （兵庫県立大学 堀田研究室による研究協力） 

   (d)電子ビーム蒸着法による Y2O3 の成膜 

    (e) Si3N4 薄膜へのイオン注入による希土類イオンのドープ 

 を実施した。これまでに得られた蛍光膜の発光効率をまとめると次のようになる。 

 

表 2. 開発した蛍光薄膜の発光強度の比較 

 
 

  要求値は、画像サイズ 256x256pixcel、画像取得速度 10frame/s、信号対雑音比 10 を実現

するために必要な光強度を計算から求めた。スパッタ ZnO 膜をアニーリングする方法では、要

求値に比べてまだ発光強度が少ないものの、ほぼ同程度の値が実現できていることがわか

る。 

 

(a) スパッタ ZnO 薄膜のアニーリングによる高機能化 

  スパッタ法で成膜した ZnO 薄膜についてドープ量、膜厚、アニール温度などの成膜条件と、

加速電圧、照射電流量などの電子線の照射条件を最適化し、その評価を行なった。 

  基板は、Si 基板上に Si3N4 (膜厚 50 nm)を堆積した Si3N4/Si 基板を用い、RF マグネトロンス

パッタリング法により ZnO を成膜した。成膜は、ZnO ターゲット（純度 99.99 %）を用い、成膜時

真空度は 0.8 Pa、ガス流量は Ar 25sccm、O2

 

7.5 sccm、RF パワー50 W、基板温度 200°C、

スパッタ時間 30 分で行い、約 180 nm の ZnO 膜を形成した。成膜後のアニールは、N2 雰囲気

中で800°C、1時間行った。膜の構造および発光特性はX線回折(XRD)法、カソードルミネッ

センス(CL)法により評価を行った。 

  図 4(a)に作製した ZnO 膜の XRD 測定結果を示す。as-depo とアニール後のどちらの膜から

も 34°付近の ZnO(002)面の回折がみられ、c 軸配向していることがわかった。この回折ピーク

はアニール前後で強度が増加し、高角度側のバルクの値(34.4°)付近にシフトすることから、

成膜時の結晶ひずみ等がアニールにより緩和され、結晶性が向上したと考える。また図 1(b)

にアニール後 ZnO 膜の加速電圧 5 kV における CL スペクトルを示す。380 nm 付近のバンド

端近傍の紫外発光が強くみられることから、作製した膜が欠陥の少ない、結晶性が良い膜で

あることを確認した。 
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(a)                                  (b) 

図 4. ZnO の成膜評価結果。（a） XRD の測定結果、(b) CL の測定結果。 

 

  ZnO スパッタ膜のアニーリング温度の最適化について検討した。図 5 に N2 雰囲気中でアニ

ーリング温度を 500〜800℃で変化させた場合の CL の変化を示す。アニーリング温度を高く

するとともに結晶性が向上し、720 nm 付近の赤色発光が減少し、390 nm 付近の紫外発光が

増強されていることがわかる。また酸素欠陥に由来する緑色発光も増大していることがわかる。

800℃でアニーリングした場合の CL 強度は、500℃でアニールした場合に比べて深紫外発光

で約 10 倍、緑色発光で約 7 倍発光強度が向上している。 

 
図 5 アニーリング温度による CL スペクトルの変化 

 

  図 6 に 800℃でアニーリングを行なった場合と as-depo の状態の表面形状を原子間力顕微

鏡(AFM)で観察した結果を示す。800℃でアニーリングした膜では、as-depo 膜に比べて、表

面粗さ(RMS)が 2.0 nm から 4.9 nm に大きくなくなっており、大きさ 100 nm 程度の粒状の構造

が形成されていることが確認できる。表面の粒状構造は、微小光源の発光ムラとなることが予

想されるため、試料の微細構造の観察では問題になることがわかった。 

  CL 発光を増強させ、表面粗さを向上させる方法を実現するために、アニーリングの際の雰

囲気についても検討した。H2 雰囲気、O2 雰囲気中でアニーリングを行なった。H2 雰囲気中で

はスパッタ ZnO 膜が還元されるため、酸素欠陥が増大し、緑色発光が増強する一方で、結晶

性はそれほど向上しないことを確認した。 

   

(b)ALD(atomic layer deposition)法による ZnO の成膜（浜松ホトニクスによる研究協力） 

  ZnO の成膜方法として、ALD(atomic layer deposion)の研究開発も行なった。これは光電子

増倍管の高感度化を目的として ALD 法の研究開発を進めていている浜松ホトニクスに研究
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協力を頂いた。ALD 法は基板上に原子層を一層ずつ積層するため、原子オーダーで膜厚を

制御することができ、高い平滑性と格子欠陥の少ない薄膜を実現可能である。 

  図 11 に ALD 法の成膜手順を示す。Si3N4 基板を 200℃に加熱し、原料ガスを導入すること

より、基板表面の水酸基(-OH)に原料ガスの Zn を結合させる。その後酸化剤を噴射し、Zn と

結合したメチル基(-CH3)を水酸基(-OH)に置換する。この手順を繰り返すことにより、基板に

ZnO 一層ずつ積層していくことが可能となる。 

  

 
図 11. ALD 法による ZnO 膜の成膜メカニズム 

 

 

 (c)PLD(pulsed laser deposition)法による Y2O3 の成膜（兵庫県立大学 堀田研究室による研究

協力） 

  希土類元素をドープした Y2O3 薄膜は、ドープする材料を変えることにより発光波長を制御

することが可能であり、多色の蛍光膜を実現できる可能性を持つ。図 14 にツリウム Tm（青色）、

テルビウム Tb（緑色）、ユーロピウム Eu（赤色）をドープした Y2O3 材料の CL スペクトルを示す。

高い単色性を示す発光が得られることがわかる。また希土類元素をドープした Y2O3 薄膜は、

電子線照射により高い CL 強度を示す材料として知られ、電子線照射に対して安定な材料で

ある。したがって、本材料は電子線励起による光ナノイメージング法の光電変換膜として大き

な可能性を有し、発光強度増強のための研究開発を行なった。Y2O3 薄膜の成膜には

PLD(pulsed laser deposition)法を用い、PLD 法による成膜に関して多くの実績を有する兵庫

県立大学 堀田研究室に研究協力を依頼した。 

 
図 14. 希土類ドープ Y2O3 薄膜の発光スペクトル 

 

  図 15 に PLD 法で成膜した Y2O3 膜の XRD 測定結果を示し、図 16 に AFM による表面形状

の測定結果を示す。XRD の測定結果では電子ビーム蒸着法に比べて結晶性の高い膜が実

現できており、特に基板温度を 200℃から 300℃に上げることで結晶性が大きく向上しているこ

とが確認できる。また図16の表面形状では平滑な薄膜が形成されており、表面粗さは5 nm以

下であることが確認できた。 
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                                  (a) 基板温度 200℃     (b) 基板温度 300℃ 

      図 15. PLD 膜の XRD 測定結果            図 16. PLD 膜の表面形状    

 

  図 17 に PLD 法で作製した膜の照射電子線に対する CL 強度の依存性を示す。これまで実

施してきた電子ビーム蒸着法に比べて、as-depo 膜でも高い発光強度が得られていることを確

認した。本手法による成膜条件の最適化、アニーリングとの組み合わせなどにより、より発光強

度の高い光電変換膜ができるものと考える。 

 

 
図 17. PLD 膜の CL 強度の電子線加速電圧依存性 

 

(d) 電子ビーム蒸着法による Y2O3 の成膜 

  電子ビーム蒸着法により Y2O3 に Eu をドープした材料を開発し、その発光特性を評価した。

Y2O3 薄膜を Si3N4 膜上に均一に成膜することに成功し、アニールにより発光強度が大きく増大

することも確認した。その一方でアニールにより、Si3N4 薄膜が破れてしまうことが確認できた。 

  蛍光の空間広拡がりは主に電子ビームの非弾性散乱によって決定され、蛍光体薄膜の膜

厚に依存する。一方、蛍光強度は蛍光体の膜厚および電子線の加速電圧に依存する。これ

らの予測のもとに蛍光体強度の膜厚、電子線の加速電圧、蛍光体薄膜のポストアニーリング

温度依存性について検討した（図 18（a）-(c)）。アニーリング温度が高いほど、蛍光体薄膜の

膜厚が大きいほど、CL 強度は増加する。加速電圧が 6 kV 付近で CL 強度はピークに達し、

それよりも高い加速電圧ではむしろ減少した。  



 

 - １１ - H26 終了報告書_光展開 

 
図 18. Y2O3 薄膜の結晶性評価。カソードルミネッセンスの(a) アニーリング温度依存性、(b) 膜

厚依存性、(c) 加速電圧依存性。 

 

 

(e) Si3N4 薄膜へのイオン注入による希土類イオンのドープ 

   高効率発光、高機能蛍光薄膜の開発を目指して、希土類元素を含む蛍光薄膜を検討し

た。希土類元素を含む材料は、高い輝度でカソードルミネッセンスを生じることが知られており、

材料を選択することにより、発光波長を選択できるなどの特徴を有する。希土類元素として Sm、

Ce、Eu を、イオン注入法により Si3N4 膜へドープした。図 19(a)に加速電圧を変化させたときの

蛍光薄膜の発光強度の変化を示す。いずれの蛍光薄膜においても加速電圧とともに、発光

強度が増加していることが確認できた。加速電圧5kVにおいて無ドープのSi3N4薄膜に比べて、

13%の蛍光強度が増強していることが確認できた。さらに蛍光膜をアニーリング処理することに

より、発光が 25%増強することを確認している。図 19(b)にドープした希土類元素による発光ス

ペクトルを測定した結果を示す。Ce イオンでは波長 410 nm 付近、Sm イオンでは 600 nm 付近

で発光ピークを有していることを確認した。光量全体としては、Ce イオンをドープしたもので

260%、Sm イオンをドープしたものでは 310%の発光増強を確認した。また、面内の発光強度分

布を測定し、ドープイオンの均一性を評価した。 

 

    
(a)                                   (b) 

図 19. (a)電子線励起による発光強度および(b)発光スペクトル 

 

3.2 分解能評価のための数値解析手法の開発（静岡大学川田グループ） 

  本イメージングシステムの分解能を評価するための新しい数値解析手法を開発した。本手

法では、薄膜内での電子線散乱をモンテカルロ・シミュレーションで、電子線で励起された蛍

光の伝搬を有限領域時間差分法で解析した。本解析手法により蛍光膜表面に近傍に 20 nm

程度の集光スポットが形成されることを確認した。実験結果との比較によりシミュレーション手

法の精度を評価した。 

  図 20 に新たに開発した数値解析手法の原理を示す。本手法では、試料に入射した電子線

の膜内の伝搬および散乱をモンテカルロ・シミュレーションで解析し、各散乱過程におけるエ
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ネルギー損失、電子の軌跡を求める。その後、電子線の軌跡にそってエネルギー損失に応じ

て、双極子を配置し、個々の双極子からの光放射および伝搬過程を計算する。双極子からの

光伝搬は有限差分時間領域(FDTD)法を用いた。また電子の軌跡上に双極子を配置する際

には、電子のエネルギー損失分布を用いた。最後にすべての双極子から放射された光の強

度分布を重ねあわせることにより、光電変換膜内に形成される微小光源の光強度分布を導出

した。 

 

          
  (a)モンテカルロ・シミュレーションによる電子散乱      (b) 双極子の配置 

図 20. 新しく開発した数値シミュレーション法の計算手順 

 

  図 21 に本手法で求めた加速電圧による電子線散乱の様子を示す。計算モデルとして、

Si3N4 基板上に光電変換膜として Y2O3:Eu3+を成膜した構成とした。それぞれの膜厚を 50 nm と

し、電子散乱の様子は Y2O3:Eu3+膜のみを示した。この分布が微小光源の空間的な拡がりを

決定するからである。加速電圧が大きくなるにつれて、電子線の散乱が抑制され、空間的な

拡がりが小さくなっていることが確認できる。 

 

 
         (a)加速電圧: 2kV          (b)加速電圧: 5kV       (c)加速電圧: 10kV 

図 21. 加速電圧による光電変換膜内で電子の散乱過程 

 

   

 

 

3.3 微小光源励起システムの評価・改良点の検討（静岡大学 川田グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

   

 

(a) 電子線励起微小光源による光ナノイメージングシステムの分解能評価 

  分解能評価の基礎実験として、直径50 nmのラテックスを観察した結果を示す。蛍光膜上に

直接ラテックスを配置し、電子線で蛍光を励起した。図 27(a)は検出した蛍光による観察画像、

(b)は白線部分の強度プロファイルである。図 27(a)の白線上に存在する 4 つ粒子がそれぞれ

分離して観察されており、その強度分布も 50 nm の半値幅となっている。この結果より本顕微

鏡システムは 50 nm 以下の分解能を有することが確認できる。 
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(a) 光ナノイメージング法による観察結果  (b) 白線部分の光強度分布 

図 27. 光ナノイメージング法による 50 nm 微粒子の観察結果 

 

  

 

(b) 基礎システム設計と改良 

  電子線による微小光源を励起するための基礎システムを設計、改良を進めてきた。高速に

電子を走査するために、電界放出型 SEM(FE-SEM)を基礎システムに用いる構成を開発し

た。  

・カソードルミネッセンス取得装置の導入 

  作製した蛍光薄膜を評価するためにカソードルミネッセンスの測定装置を日本電子社製走

査型電子顕微鏡 JSM-7001F に導入した。これにより高い空間分解能(1.2 nm@30 kV)で蛍光

薄膜の評価を行なうことが可能となった。測定可能な波長範囲は、250 nmから1100 nmである。

この波長範囲は、一般的な光学顕微鏡で使用する波長をカバーしており、発光強度や発光

波長について評価した。発光強度は、加速電圧に依存するため、発光強度と加速電圧の関

係を明らかにすることは重要であるため、本装置を用いて、蛍光薄膜の最適な加速電圧、膜

厚を評価する。さらに、顕微鏡システムで画像を取得するために、蛍光体膜の均一性を評価

することが可能となった。本装置を用いることで、蛍光体薄膜の形状や発光波長・強度、発光

の均一性等を評価し、最適な蛍光薄膜を作製した。 

 

・光軸調整機構の導入 

  電子線励起微小光源を用いた光学顕微鏡では、微小光源を励起するための電子線とその

発光を検出するための光学系の光軸を一致させる必要がある。光軸が一致していないと、画

像の明るさが均一ではなくなるからである。そこで、微小光源の発光を検出する光学系を面内

に動かすための XY ステージを導入した。図 29 に、ステージを改良した電子励起微小光源を

用いた光学顕微鏡を示す。発光を検出するための光学顕微鏡を XY ステージに載せることで、

電子線と光学顕微鏡の軸の調整を可能にした。図 30に光軸調整前後に取得した画像を示す。

光軸調整後には、画像の明るさが均一になっていることが分かる。それに対して、光軸調整前

には、画像の下部が暗くなっている。そのため、下部の情報を失ってしまっている。それぞれ

の光軸を合わせる機構を導入し、システムを改良したことにより、より効率的に光信号を集める

ことが可能となった。 
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・画像取得速度の高速化 

  電子線走査の制御を見直すことにより、100 フレーム／秒の画像取得可能なシスムテムを構

築した。これまでは、画像を１枚取得するごとにデータを保存していた。この保存時間がボトル

ネックとなり、画像取得速度が 10 フレーム／秒に制限されていた。そこで、データの保存にス

トリーミング技術を用いた。マルチコア CPU の特性を生かし、データを取得しながら、データの

保存を行うことで、画像取得速度の高速化を実現した。これにより、高速な現象を高分解能で

取得することを可能とした。 

  このシステムを用いて、液中の酸化亜鉛(ZnO)粒子の動的観察を行なった。電子線で ZnO

を直接励起し、その発光を取得した。図 31 に取得した画像を示す。取得した動画のうち、0.5

秒間のフレームを抜き出した。フレームレートは、30 フレーム／秒である。ZnO 粒子が液体の

流れに乗って、右下から左上へ移動する様子が観察できた。0.266 秒から ZnO 粒子の光強度

が弱くなっていることが分かる。これは、ZnO 粒子が焦点面から外れたためである。0.366 秒で

は、再び ZnO 粒子が焦点面に戻ったことが分かる。このように、高速な動きが観察できることを

示した。 

 

 
 

3.4 電子線直接励起による生体試料の観察（静岡大学 川田グループ） 

  本 CREST 期間中に生物試料に直接電子線を照射し、染色試料や細胞の自家蛍光を励起

して検出する、電子線直接励起による生体試料の観察方法を提案し、その原理検証を行うと

ともに有効性を確認した。図 32 に電子線で試料の蛍光色素を直接励起するイメージング法の

原理を示す。本手法では、電子線を真空と大気圧分離する薄膜を透過させて、直接試料に

照射し、試料をラベリングした蛍光分子や試料の自家蛍光を励起し検出する。レーザー走査

蛍光顕微鏡において、蛍光分子を励起するためのレーザー光源を収束電子線に置き換えた

ものである。収束電子線を用いているため、高分解能を実現することができ、また薄膜で大気

と真空を分離するため生きた生物試料の観察が可能である。 

図 31. ZnOの動画観察結果。 30フレーム／秒。 

X軸 

Y軸 

光学顕微鏡 

図 29. 光軸調整ステージ 図 30. 光軸調整前後での画像の違

い 
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図 32. 電子線直接励起によるイメージング法の原理 

 

   

 

(a) 蛍光性ナノダイヤモンドを用いた細胞の観察 

  蛍光性ナノダイヤモンドを MARCO 細胞に付着させ、また HeLa 細胞にエンドサイトーシスに

より取り込ませ、動態観察を行なった。蛍光性ナノダイヤモンドは化学的に安定であるため生

体適合性が高く、電子線により強い発光を示すとともに光でも励起可能である。またドープす

る不純物により発光波長を制御することができる。図 33 に本研究で用いたナノダイヤモンドの

発光スペクトルを示す。ナノダイヤモンドの大きさはともに100 nm程度である。緑色と赤色に発

光する二種類の蛍光性ナノダイヤモンドを使用した。緑色と赤色を同時に観察可能な検出シ

ステムを構築し、細胞内のナノダイヤモンドを観察した。 

 

 
 

図 33.細胞に取り込ませたナノダイヤモンドの発光スペクトル 

 

 3.5 光ナノイメージングのための生物試料のマニピュレーション法の確立と評価 

 （常葉大学 寺川グループ） 

  Si3N4 薄膜上および ZnO 蛍光膜、Y2O3 蛍光膜上に CHO 細胞や HeLa 細胞、MARCO 細胞

など様々生物試料を培養に成功し、細胞培養のための基板の改質方法を開発した。とくに、

MARCO-GFP を発現した樹状細胞というユニークな細胞を培養し、その樹状突起におけるナ

ノダイヤモンドの吸着と運搬の過程を観察するための環境を整えた。これにより研究項目１で

開発した蛍光膜上に細胞を培養し、研究項目 2 および3 で開発したイメージングシステムで観

察することを可能とした。Si3N4 基板で生物を培養するために、Si3N4 薄膜の表面をカルボキシ

ル基で改質し、生体適合性を向上させた。また、密着性を向上させた基板上に HeLa 細胞を

培養し、電子線励起による観察を行なった。密着性を向上させたことにより、試料内部の顆粒

の分布などが高分解能で観察できることを確認した。また、蛍光性ナノダイヤモンドを細胞内

に取り込ませ、細胞内部の動態観察を行う方法を開発した。さらに、電子線を生細胞に照射

することで細胞が破壊される効果を低減させるために、Si3N4 膜上に金蒸着を施して電子が生

体標本にまで透過することを阻止する方法を開発した。 

 

  上記細胞標本にて、多少の明るさの差があったが、いずれの場合も、無処理にて自発的な

カソード・ルミネッセンス（CL）が認められ、細胞が Si3N4 膜に接着した部分の全形が画像化で
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きた。細胞辺縁まではっきりした形が追えたが、発光強度は十分には高くなく、ノイズの混ざる

画像となり、最も繊細な構造である、フィロポディアや樹状突起は描出されにくかった。しかし、

細胞内に、少数の輝点があり、何らかの顆粒が明るく描画されることがわかった。ときにはそれ

が 1 分ほどに亘って動くのが記録できた。大きさは、0.1μm ほどの小さいものもあった。 

  本手法により、水溶液中の生きた細胞の直接的電子線励起蛍光画像がこれまでにない鮮

明さで捉えられた。細胞が全体として想像以上の明るい自然 CL を持つことが明らかになった。

このような性質はこれまで全く知られておらず、大きな発見といえる。 

  ZnO の微小顆粒を溶液に混ぜると、細胞がそれらを補足し、細胞内に取り込むのが観察さ

れた。これによって、マーキングの第一段階が達成された。図 42 に MARCo 細胞の培養液に

ZnO 粒子を加え、培養した後の観察結果を示す。図 42(a)は位相差顕微鏡による観察結果、

図 42(b)で電子線照射によるカソードルミネッセンス像である。電子線照射により明るい輝点が

観察されており、添加した ZnO 粒子による発光が観察できている。培養液に加えた ZnO 粒子

は、細胞内に取り込まれているのか、表面に付着しているのかは現状では確認できていない

が、ZnO 粒子表面に特定の部位に結合する反応基を修飾することで、細胞の特定部位に付

着させることができるものと考える。 

  図 42(b)において、細胞の形状および核がカソードルミネッセンスにより観察できていること

がわかる。これは細胞の自家蛍光による発光と考えている。自家蛍光により発光している物質

を特定することにより、カソードルミネッセンスに適した蛍光指示薬が開発できる可能性があ

る。 

 
(a) 位相差顕微鏡像     (b) 電子線照射によるカソードルミネッセンス像 

図 42. ZnO 粒子による細胞のマーキング 

 

  また、細胞の損傷も電子線の照射条件に依存して生じることが確認できた。加熱反応により、

細胞内の微小構造の膨化が起き、それらが破裂するまでに至った。画質を上げるためには、

明るい輝点が必要となったが、電子線の加速電圧や電流密度を上げて、発光強度を大きくす

ると、細胞の損傷が著しくなり、正常な構造が失われた。 

  顕微鏡用レンズの使用により集光効率を上げたところ、細胞全体が明るくなるような画像に

変化した。光学顕微鏡における全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF-M）と類似の画像が得られた。

このような画像は、細胞の種類または培養の条件によってその明るさが変わることが分かった。

現在のところ、GFP-MARCO を強制発現させた細胞が最も明るいカソードルミネッセンス像を

呈した。この細胞では長く細い（100 nm）樹状突起を生ずることが多いが、その突起も観察で

きることを確認した。これらの観察できる時間は数秒と短く、時々刻々と細胞の形態が変化し、

電子線照射の障害効果が現れることが確認できた。 
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Self-sensitive Cantilever,” 22nd International Colloquium on Scanning Probe Microscopy, 

Atagawa, 2014.12.11 

４０． T. Nagashima, W. Inami, Y. Kawata, “Microparticle Manipulation in Liquid by Using 

Optically Controllable Electrophoresis,” ISOM'14 Workshop, Tokyo, 2014.12.18 

４１． M. Kawashima, A. Ono, W. Inami, Y. Kawata, “Analysis of the Metallic Nanostructure 

Surface Plasmon Modes by the Cathodoluminescence,” ISOM'14 Workshop, Tokyo, 

2014.12.18 

４２． S. Kanamori, M. Fukuta, T. Furukawa, W. Inami, H. Kominami, Y. Kawata, Y. Nakanishi, 

“Fabrication of Bright Cathodoluminescent Thin Films for Nanometric Light Source of 

High Resolution Optical Microscope,” 2015 International Symposium toward the Future of 

Advanced Researchers, Hamamatsu, 2015.1.27 

４３． Y. Masuda, Y. Nawa, S. Lin, W. Inami, Y. Kawata, “Cell Culturing on Hydrophilicity 

Controlled Silicon Nitride Surface for Cell Imaging,” 2015 International Symposium toward 

the Future of Advanced Researchers, Hamamatsu, 2015.1.27 

 

(４)知財出願 

①国内出願 (1 件)  

1. 光学顕微鏡、川田善正、宮川厚夫、静岡大学、出願日: 平成 21 年 6 月 3 日、出願

番号: 特願 2010-515898、登録日: 平成25年 7月 19日、登録番号: 特許 5317133

号 

2. 可視光波長未満の厚さの蛍光薄膜、川田善正、宮川厚夫、静岡大学、出願日:平

成 21 年 3 月 26 日、出願番号：特願 2009-076543 

 

②海外出願 (1 件) 

1. Optical Microscope, Yoshimasa Kawata, Atsuo Miyakawa, Shizuoka University, US

移行日: 2009/06/03, US 出願番号: 12/995659, 登録日: 2012/07/10, US 特許番

号: 82176346 号 



 

 - ３９ - H26 終了報告書_光展開 

 

(５)受賞・報道等  

   ①受賞 

１． 松村 行真, “自己組織化プロセスのレーザー制御: 溶液表面からのレーザー集光深さに

よる領域制御,” レーザー学会第 30 回年次大会優秀論文発表賞, 2010.5.31 

２． 松村 行真, “自己組織多孔薄膜のナノ秒パルスレーザー照射による構造制御,” 第17回

レーザー夏の学校 「ベストポスター賞: 田部賞」, 2010.8.30 

３． *名和 靖矩, 居波 渉, 小野 篤史, 宮川 厚夫, 川田 善正, 寺川 進, “電子線直接励

起による高分解能蛍光顕微鏡の提案,” 日本バイオイメージング学会第 19 回日本バイオ

イメージング学会学術集会 「ベストイメージ・浜松ホトニクス晝馬賞」, 2010.9.11 

４． Y. Matsumura, W. Inami, Y. Kawata, “Control of self-organization microporous 

honeycomb film by the irradiation of nano second laser pulse,” International Symposium on 

Optomechatronic Technologies (ISOT2010), Innovation on Optomechatronics Research 

Award, 2010.10.27 

５． M. Tsuji, T. Tsukamoto, W. Inami, Y. Kawata, M. Ito, “Parallel signal readout for 

roll-type optical advanced memory,” International Symposium on Optical Memory 2010 

(ISOM'10), Best Academic Paper Award, 2010.10.28 

６． R. Akimoto, Y. Watanabe, W. Inami, A. Ono, Y. Kawata, “Enhancement of photoelectron 

emission by deep-UV excited surface plasmon,” Korean-Japanese Student Workshop 

2010 (KJS2010), Best Presentation Award, 2010.11.3 

７． 居波 渉, 名和 靖矩, 小野 篤史, 宮川 厚夫, 川田 善正, 寺川 進, “電子線アシスト

光学顕微鏡による液中下での高分解能観察,” 平成 22 年度社団法人日本分光学会年

次講演会, 若手ポスター賞, 2010.11.19 

８． 居波 渉,“蛍光寿命測定による細胞内イオン濃度の定量測定法の開発,”日本科学協会, 

平成 22 年度笹川科学奨励賞, 2011.4.28 

９． Y. Nawa, “Development of Ultrahigh Spatial Resolution Luminescence Microscope for 

Live Cell Imaging with Focused Electron Beam Excitation,” Shizuoka University 

International Symposium Initiatives for Crossing Boundaries within Science and 

Technology, Best Poster Award, 2011.11.29 

１０． 名和 靖矩, 第 21 回バイオイメージング学会学術集会 ベストイメージングニコン賞, 

2012.8.28 

１１． *名和 靖矩, “電子線直接励起による液中ナノ粒子の動的観察,” 第 32 回応用物理学

会 講演奨励賞（光分野）, 2012.9.11 

１２． 名和 靖矩, 静岡大学創造科学技術大学院大学院長賞, 2012.9.27 

１３． *川田 善正, “電子線励起微小光源を用いた超解像光学顕微鏡の開発,” 平成 25 年度

第 6 回中谷賞大賞, 2014.2.28 

１４． Y. Masuda, W. Inami, Y. Nawa, Y. Kawata, “HeLa Cell Culturing on a Hydrophilicity 

Controlled Silicon Nitride Surface,” 5th International Conference on Photonics, ICP 2014 

Best Paper Award, 2014.9.3 

１５． M. Kawashima, A. Ono, I. Wataru, Y. Kawata, “Cathodoluminescence Imaging for the 

Visualization of Surface Plasmon Modes on Metallic Nanostructures,” 5th International 

Conference on Photonics, ICP 2014 Best Paper Award, 2014.9.3 

１６． 益田 有里子, 静岡大学学長賞, 2014.12.11 

１７． 川島 光雅, 静岡大学学長賞, 2014.12.11 

１８． T. Nagashima, W. Inami, Y. Kawata, “Microparticle Manipulation in Liquid by Using 

Optically Controllable Electrophoresis,” ISOM'14 Workshop, Best Presentation Award, 

2014.12.18 

１９． 黄川田 昌和, 小野 篤史, 居波 渉, 川田 善正, “深紫外励起による非染色細胞の高

感度プラズモニックイメージング,” レーザー学会学術講演会第 35 回年次大会, 第 35 回
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年次大会優秀論文発表賞, 2015.1.11 

２０． 城下 直哉, 小野 篤史, 黄川田 昌和, 居波 渉, 川田 善正, “深紫外表面プラズモン

による高効率光電子変換,” レーザー学会学術講演会第 35 回年次大会, 第 35 回年次

大会論文発表奨励賞, 2015.1.12 

２１． S. Kanamori, M. Fukuta, T. Furukawa, W. Inami, H. Kominami, Y. Kawata, Y. Nakanishi, 

“Fabrication of Bright Cathodoluminescent Thin Films for Nanometric Light Source of 

High Resolution Optical Microscope,” 2015 International Symposium toward the Future of 

Advanced Researchers, Poster Award for the outstanding poster presentation, 2015.1.27 

２２． 原 直渡, 名和 靖矩, 居波 渉, 川田 善正, “ウルトラファインバブルの解析と高分解能

イメージング,” 第 9 回情報フォトニクス研究会関東学生研究論文講演会, ポスター賞, 

2015.3.10 

 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

 成果として得られたイメージング法を広く認知していただくために、展示会、セミナー等に積極

的に参加し、紹介・指導を行なっている。 

・ 浜松地域イノベーション推進機構の協力を得、海外（特にドイツ）で本顕微鏡システムを紹介し、

そのニーズなどを検討して頂いている。 

 

②社会還元的な展開活動 

 得られた成果を発表する場として国際シンポジウム “Super Imaging” を 2011 年と 2013 年に開

催し、国内外からそれぞれ 280 名、260 名の参加者を集めた。本シンポジウムは参加費無料で

開催し、展示会も併設するなど 1 日のみのシンポジウムで地方開催にも関わらず、国内外からの

参加者を集め大好評を得た。 

・ 外部の方にも自由に参加いただける CREST 研究会を 11 回開催し、それぞれ 50〜60 人程度

の参加者を集めた。定期的に開催し、特に浜松地域の研究者の交流および議論の場を提供

した。 
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§５ 最後に 

 
  チーム全体の研究遂行としては、非常にスムーズかつ連携のとれた体制で実施することができ

たものと考える。研究成果としては、まだ不十分な部分あると考えるが、生きた生体試料の動態を

高分解能で観察することを示すことでき、目指すものに近いものが達成できたものと思っている。本

研究では、顕微鏡の分解能を評価し、生物試料観察の可能性を評価することにフォーカスしたた

め、今後は生物機能のメカニズを解明することを目的として、本イメージング手法の可能性を検討

していきたいと考えている。特に細胞のレセプターおよびイオンチャネルの観察、膜輸送メカニズム

の解析にフォーカスした研究を展開することを検討していきたい。 

 

 
図. 開発した光ナノイメージングシステムの外観 

 

 
図. 研究室メンバーのスナップ写真 


