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Ⅰ．はじめに　
　電子顕微鏡は透過型電子顕微鏡（Transmission 
Electron Microscopy,以下TEM）と走査型電子顕
微鏡（Scanning Electron Microscopy, 以下SEM）
の二種類に大きく分類され，それぞれ試料作製法
や特徴が異なる 1)。SEMは，光学顕微鏡では観
察不可能な微小な表面構造を鮮明に観察すること
ができ，焦点深度が深い像が得られることから，
凹凸の激しい試料表面の構造を三次元的な画像
として観察することができる（Fig 1.）。しかし，
SEMでは作製した試料を試料室内の真空中に入
れるため，60～ 80%以上の水分を含有している

生物試料は，一定の前処理を行い水分を取り除く
必要がある。また，試料の状態によっては試料作
製法を改変したり，特別な前処理をしなければな
らないため，観察の目的に応じた試料作製技術を
選択することが必要となる 2), 3)。走査型電子顕微
鏡観察のための試料作製法は，多様な方法が確立
されているが，本稿では，標準的な生物試料作製
法の固定・脱水・試料乾燥法・導電法について説
明する。
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要　旨
　走査型電子顕微鏡は数十倍から数万倍の拡大が可能であり，組成と表面地形を非常に詳
細な三次元的な画像として形成することができる。これらの画像は，真空下で走査した電
子ビームが試料に当たって放出される二次電子，反射電子，特性X線，オージェ電子，蛍
光線などを用いて取得することができる。しかし，真空下で高分解能，焦点深度の深い像
の観察を行うためには，放射物によって試料の見え方が異なるため，一定の前処理が必要
となる。さらに，生物試料の状態によっては試料作製法を改変したり，特別な前処理をし
なければならないため，観察の目的に応じた試料作製技術を選択することが必要となる。
本稿では，標準的な生物試料作製法の固定・脱水・試料乾燥法・導電法について概説する。
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Ⅱ．走査型顕微鏡とは
　SEMは，高真空内で走査した電子ビームが試
料に当たって放出される二次電子（Secondary 
electron, 以下 SE），反射電子（Backscattered 
electrons, 以下BSE），エネルギー分散型X線
（Energy dispersive X-ray spectroscopy,　以下

EDX, EDS），オージェ電子，蛍光線などを用い
て試料を画像化解析する 5)， 6)。このように，通常
の走査型電子顕微鏡は電子線が試料を照射して跳
ね返ってきた電子を検出して画像を得ることか
ら，熟練した技術のいる超薄切片を作製する必要
はなく，観察する試料作製は比較的容易である
（Fig 2.）。
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Ⅲ．SEM観察のための生物試料作製法（二次電
子（SE）での観察）
　一般的に生物試料の細胞組織は，主にタンパク
質や脂質，糖質などから成り，多量の水分を含
んでいる。この様な生物試料を高真空タイプの
SEMに直接持ち込むと，細胞組織は熱ダメージ
による変性や破壊を生じてしまう。したがって，
水分を多く含む生物試料を SEM（高真空SEM）
で観察するためには，試料の固定，脱水，乾燥，

金属コーティングなどの処理をおこない，細胞組
織微細構造の安定化と電子照射による十分な試料
情報が得られるような処理が必要となる 7)。さら
に，細胞組織の表面観察なのか，細胞内微細構造
の観察なのか，“何をみるのか”を明確にするこ
とで，固定法と試料作製法が決まる。その上で，
下記の項目に注意してアーチファクト（人工産
物）の少ない試料作製を心がける必要がある。良
いSEM像を得るためには，以下のような試料を
準備する必要がある（Table 1.）。

1. 観察面が十分に露出した試料。
2. 観察対象の微細構造が良好に保存された試料。
3. 細胞・組織の収縮や破壊、汚染などアーチファクトのない試料。
4. 帯電を生じない試料。
5. 十分な微細構造の情報が得られる試料。
6. その他、接着剤やコーティング金属の選択、撮影条件などにも注意する。

Table1.SEM像を得るための試料準備のポイント
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1．組織切り出し・洗浄
　観察対象以外の表面に付着した生体内代謝産物
（組織液，粘液，血液など）が残存して，目的物
が観察できない場合は，固定前に物理的な方法（緩
衝液などによる洗い流し）を用いてこれらの物質
を除去する。もしくは，観察対象構造物以外の部
位を酵素や酸，アルカリなどで融解処理して除去
する。また，TEMでは組織内への固定液浸透速
度を考慮して試料サイズを小さくする（2㎜角）
が，SEMは試料表面の観察のためこの制限がな
い。しかし，脱水，乾燥の事を考えると5×5×
2㎜以下が望ましい 8)。組織の切り出しの際は，2
枚の両刃カミソリで挟むように左右に引いて細切
すると良い。押さえるように力を加えて切り出す
と，組織が圧迫されて挫滅を生ずるため注意が必
要である。粘液や組織残渣物が付着している場合
は，固定後の除去では困難となるためピンセット
や緩衝液の吹き付け，軽い撹拌などで除去すると
その後の固定が良好となる。

2．固定（導電染色）
　2.5%グルタールアルデヒド（以下GA）で試
料を固定（4℃，2時間以上）する。現在ではGA
単独ではなくパラホルムアルデヒド（以下PFA）
との混合液を使用することが多い。観察対象物に
よって浸漬固定，還流固定，滴下固定，注入固定
などの固定方法を選択する。0.1Mリン酸緩衝液
（ph7.4，on ice，10分×3回）にて洗浄後，固定
液内に導電染色剤としてタンニン酸を加えるか，
後固定として２%四酸化オスミウム（導電染色
を兼ねる。on ice，2時間以内）を使用する。こ
の他に，2%四酸化オスミウムとタンニン酸溶液
浸漬を数回繰り返して導電性を高める導電染色法
がある 9)。
　タンニン酸溶液を作製する際の注意点とし
て，固定液にタンニン酸を加える際は10mlの
2.5%GA，4%PFAなどに0.03～ 0.2gのタンニン
酸を混和する。単体で使う際は10mlの0.1Mリ
ン酸緩衝液に0.1～ 0.2gのタンニン酸を混和させ
る。どちらの溶液も必要時に作製し0.22μmの
ミリポアフィルターでろ過をする。2%四酸化オ

スミウム溶液（以下OsO ₄）は，市販の2%OsO ₄
水溶液を使用するか，50ml の0.1Mリン酸緩衝
液に1gの2%OsO ₄結晶を溶かし，作製する。
　固定液の注意点として，GAはタンパク質を良
く固定するが脂質は固定しないため，組織への浸
透性は悪い。一方，PFAは，タンパク質の固定
は弱いが浸透性は良く抗原性を保持することから
免疫電顕法で使用されている。OsO ₄は，脂質を
良く固定するが，タンパク質はほとんど固定せず
使用状況によっては破壊するため注意が必要であ
る（オスミウム -DMSO-オスミウム法）。また，
水分の少ない実質性組織ほど長時間の浸漬が必要
になるが，タンニン酸を使用することで，オスミ
ウムの付着が増加し，帯電防止効果と二次電子発
生増加につながる反面，過度の処理は試料の表面
形状やサイズにアーチファクトを生ずるため注意
が必要である。

3．脱水・置換
　固定後の試料をアルコール上昇系列（エタノー
ル）で脱水する（50%・60%・70%はon iceで10分，
80%・90%は室温で10分，100%は室温で10分
×3回）。置換剤にはｔ -ブチルアルコール（30℃，
24時間以上）や酢酸イソアミル（室温，90分）
を使用する。脱水時のポイントとして，組織が大
きい場合は50～ 90%エタノールの脱水時間を各
20～ 30分，100%エタノールは途中で新しい溶
液に交換しながら，12～ 24時間浸漬させると良
い。一方，脱水過程での組織の収縮は避けられな
いため，構造物のサイズなどを論じる際は，注意
を要する。
　細胞組織の内部構造を観察する場合には，液体
窒素中で凍結割断して観察するが，割断時に試料
を封入する溶媒によって，DMSO凍結割断法（Fig 

2.右列）とエタノール凍結割断法（脱水最終段階
の100%エタノールで凍結割断）がある。エタノー
ル凍結割断法では，100%のエタノールまで浸漬
した試料を液体窒素中の金属片で急速に凍結さ
せ，カミソリ刃などを使って衝撃を与えて割断す
る。割断した試料は，速やかに100%エタノール
に再度浸漬する。
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　酢酸イソアミルを用いる臨界点乾燥法では組織
中の水分量が試料作製の良否にかかわるため厳
密な脱水操作が必要である。酢酸イソアミルは
100%エタノールとの等量混合液を室温で30分
浸漬後に酢酸イソアミルに30分浸漬を2回行う
と良い。t-ブチルアルコールでは100%エタノー
ルとの等量混合液に30℃で30分間浸漬後，t-ブ
チルアルコールに30℃で30分を2回行う。その
後，30℃で1晩浸漬。翌日に専用容器に組織が完
全に浸漬する最低量の t-ブチルアルコールを入れ
て冷蔵庫で完全に凍結させる。

4．乾燥・載台
　脱水した試料や未処理の試料を，そのまま自然
乾燥すると試料形態は著しく変形し，アーチファ
クトを生ずる。そのような，アーチファクトを防
止するため2種類の乾燥法が確立されている。試
料を t-ブチルアルコールで置換後は真空内での昇
華を利用した凍結乾燥（Fig 3.）と酢酸イソアミ
ルで置換後に炭酸ガスを使った臨界点乾燥法であ
る 10), 11)。乾燥した試料は金属製の試料台にカー

ボン両面テープや導電ペーストなどを用いて固定
する。
　凍結乾燥では，乾燥時に試料を入れるカップは，
試料ステージに載る大きさであれば良い（アルミ
製又は銅製が望ましい）。一方，ガラスのカップ
は熱伝導性が悪く，試料の内部まで十分に凍結さ
れないことがあるので，使用は避けた方が良い。
臨界点乾燥法では，使用にあたり高圧製造許可申
請や液体炭酸ガスボンベの購入などが必要となる
ので注意する。
　載台時には，試料を実体顕微鏡下で確認しなが
ら作業を行うが，ピンセットで試料をはさむ際に
は，観察したい場所をつぶしてしまわないように
注意する。また，乾燥した試料はペーストを吸い
上げやすいため必要以上の導電ペーストの使用は
避ける。さらに，試料とカーボン両面テープの接
着が悪いと入射電子が試料内部に溜まって異常に
電位が高くなり，チャージアップ（異常帯電）現
象の原因となる。

Fig 3. Freeze Vacuum Dryer (Hitachi ES-2030). The water contained in the hydrated
sample for SEM would be dehydrated with ethyl alcohol, and substituted with t-butyl 
alcohol, and frozen in a freezer of -20 °C and then dried  with sublimation at about
13.3 Pa in the evacuator of reduced pressure.
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5．金属コーティング蒸着
　脱水乾燥した生物試料には，導電性がほとん
どなく，SEM観察時にチャージアップ（異常帯
電）し，二次電子像に著しい像障害が生じるため，
SEM観察前に導電処理が必要となる 12)。載台に
使用したペーストや試料に残っている有機ガスを
完全に乾燥・放出させた後，非導電物質である試
料の帯電防止および2次電子の放出効率を増加さ
せるため，観察対象物によって選択した金属でイ
オンスパッタリングして試料表面に10～ 20nm

の厚さのコーティングをする（Fig 4.）。
　導電コーティングに使用する装置は，観察倍率
やサンプルの構造によって使い分ける必要があ
る。観察倍率が数百倍～数千倍程度であれば金，
１万倍～３万倍程度であれば白金，それ以上の倍
率もしくはサンプル構造が複雑な構造をもってい
るのならば，オスミウムコーターを利用する。必
要以上の金属コーティングは，微細構造の埋没を
生じるため注意する必要がある（Fig 5.）。

5
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Ⅳ．低真空SEM観察のための生物試料作製（パ
ラフィン切片スライド標本のBSEでの観察）　
　近年，操作が簡便で高性能の卓上型の低真空走
査型顕微鏡（低真空SEM）が開発され，煩雑な
前処理や金属コーティングをせずに数十倍から数
万倍など任意の倍率で迅速に観察することが可能
となり，様々な分野で幅広く活用されるように
なった。低真空SEMでは，油や水を含む試料や
非導電性試料とともにパラフィン切片スライド標
本のSEM観察が可能であり，迅速で簡便に組織
内部の微細構造を解析することができる。一般的
な低真空SEM観察には，残留ガス分子による散
乱の影響を受けにくい反射電子（Backscattered 
electron: BSE）シグナルが用いられる。そこで，
高感度の反射電子シグナル増強法（重金属による
白金ブルー染色法）によって解像度の良い三次元
画像を観察する方法が工夫されてきた 13)。今回は，
低真空SEM観察のためのパラフィン切片に対す
る白金ブルー染色を用いた手技（Fig 2.左列）に
ついて説明する。

1．組織切り出し・固定　
　光顕（パラフィン包埋）の試料作製方法に準じ
る。

2．脱水・置換・包埋　
　パラフィン包埋試料は定法の試料作製法で行う。

3．薄切
　ミクロトームで薄切（2～ 5μm）し，切片を
スライドグラスやシリコンに載せる。

4．脱パラフィン
　パラフィン試料は，脱パラ（キシレン，室温
で一晩浸漬），浸水（100%・90%・80%・70%・
60%・50%エタノールを室温で各10分）を行う。
脱パラフィンが不十分だと表面のパラフィンが見
えてしまうため丁寧に行う。

5．白金ブルー（TIブルー）染色
　Milli-Q水で洗浄後（室温，5分×3回），TI-ブルー
染色（室温，10～ 20分）を行う。以前は，白金ブルー
そのものを使用者自身で作製しなければならない
上，合成反応に約一週間かかるのが難点であった
が，現在は商品化されており，簡便に作業できる
ようになっている。TI-ブルー染色液の取り扱い
は，添付の説明書（TI-Blue small Kit：No.335-2
　日新EM株式会社）を参照する。TI-ブルー染色
液は，重金属廃液（一般無機廃液）となるため，
使用後の廃液処理に注意する（Fig 6.）。
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6．金属コーティング蒸着・SEM観察
　基本的には不要だが帯電防止，BSEの発生効
率の増加，切片の破れ防止のために薄くコーティ
ングする事もある。必要があれば同一サンプルの
光顕像と蛍光像とも対比して観察することができ
る（Fig 7.）。

Ⅴ．低真空SEM観察のための生物試料作製（エ
ポキシ切片のBSEの観察）
1．組織切り出し・固定　
　TEM（エポキシ樹脂包埋）の試料作製方法に
準じる。

2．脱水・置換・樹脂重合　
　エポキシ樹脂包埋試料は，TEM試料作製の定
法かオスミウム -チオカルボヒドラジド -オスミ
ウム（OTO）染色法を用いる。

3．薄切・表面平滑化
　エポキシ樹脂包埋試料は，切片観察を行う場合
は超薄切片（60～ 90nm）をグリッドメッシュ
にひろうか，50～ 300nmの切片をスライドグラ

スやシリコンに載せる。エポキシ樹脂包埋試料は
包埋前に金属によるブロック染色が施されている
場合，薄切しなくとも平滑化された表面を観察す
ることで画像が得られる。この場合，ウルトラミ
クロトームや研磨機を使って試料表面を鏡面仕上
げにする。

4．電子染色（ウラン鉛染色）
　TEM試料作製の定法に従って作製された試料
では，Milli-Q水で洗浄後（室温，5分×3回），
電子染色（酢酸ウラン染色：室温10分，クエン
酸鉛染色：室温2分），Milli-Q水での洗浄（室温，
5回以上）を行う。2%酢酸ウラン染色液の作製は，
Milli-Q水10mlに酢酸ウラン0.2gを溶かし作製
後1晩静置した上澄み液を使用する。使用時には
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0.22μmのミリポアフィルターでろ過をして使
用する。クエン酸鉛染色液の作製は，硝酸鉛1.33g
とクエン酸ナトリウム1.76gをMilli-Q水30mlに
加えて溶解させる（白濁）。これに１N NaOH溶
液を8ml加えてよく混和する（無色透明）。全量
が50mlになるようにMilli-Q水を加える。使用
時には0.22μmのミリポアフィルターでろ過を
して使用する。

5．金属コーティング蒸着・SEM観察
　基本的には不要だが帯電防止，BSEの発生効
率の増加，切片の破れ防止のために薄くコーティ
ングする事もある。低真空SEMによるエポン包
埋試料の観察では，エポン包埋された小腸試料表
面からSEMで反射電子を検出することによって，
試料表面近傍の情報を反映したTEM観察による
超薄切片像に類似した画像を取得できる 14), 15)（Fig 

8.）。
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Ⅵ．おわりに
　本稿では，標準的な生物試料作製法の固定・脱
水・試料乾燥法・導電法について説明した。各処
理過程とともに，各ポイントに記載したアーチ
ファクトの要因等を十分考慮して，作業を進めて
いくことが重要となる 16)。さらに，本稿で紹介し
たパラフィンおよびエポキシ切片との組み合わせ
により，同一箇所を光顕と電顕で得られた像を重
ね合わせることで，今まで得られなかった新しい
知見を得ることが期待できる 17), 18)。一方，本稿
で説明したSEMの試料作製法は，すべての試料
に当てはまるものではない。目的に合った試料作
製法を選択して，研究に最適化することが肝要で
ある。本稿が研究者の方々のSEM試料作製法の
理解と，その効果的な利用の一助となれば幸いで
ある。
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