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（課程博士・様式９）       審  査  要  旨 
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論文題目 電子線直接励起蛍光顕微鏡の高分解能・高機能化と生物試料観察への応用         

                                            

（１，０００字程度） 

 本論文は、蛍光体の導入と基板の表面改質により電子線直接励起蛍光顕微鏡を高

機能化し、生体試料の観察において高 SN 比と高分解能化を目指したものである。生

命科学の発展のためにタンパク質や DNA・RNA、細胞内小器官などの詳細な解析が必

要であり、近年ではこれらの構造や働きなどをイメージングする技術が求められて

いる。 電子線直接励起蛍光顕微鏡は、試料内の蛍光体に電子線を直接照射し蛍光を

検出する、光の回折限界を超える新しい高空間分解能顕微鏡である。本論文では、

本手法により大気圧環境の試料を数十ナノメートルの高空間分解能で観察できるこ

とを実証した。電子線による励起で蛍光を発する蛍光ナノダイヤモンド粒子を観察

し、蛍光体の形状や発光特性を評価した。電子線直接励起蛍光顕微鏡による観察で

は、蛍光ナノダイヤモンド粒子蛍光像の半値全幅が 44 nm であり、光学顕微鏡に比

べて高い空間分解能を実現することに成功した。 

 第１章では、生物試料の観察において高分解能化の重要性を示すとともに、現在

進められている高分解能イメージング手法の原理、現状、課題などについて、議論

し、本研究の位置づけを明確にした。第２章では、本論文で開発する電子線直接励

起蛍光顕微鏡の原理、特性についてまとめ、本手法の特徴をまとめた。 

 第３章および第４章では、生体試料を電子線直接励起蛍光顕微鏡で観察し、シグ

ナル強度と空間分解能を議論した。HeLa 細胞を固定して PBS 中で電子線直接励起蛍

光顕微鏡を用いて観察した。観察画像では、細胞膜もしくは細胞質とみられる細胞

の輪郭を現す発光と、脂肪滴とみられる粒子状の強い発光が確認できことを示した。

その他の細胞内器官からの発光は得られなかった。これの現象は電子線が細胞内構

造まで到達しなかったためと考えられ、細胞内の構造を観察するには細胞が基板に

近づく必要があることを確認した。 

 第５章および第６章では、高 SN 比および高空間分解能を実現するため、試料基板

の親水性を制御することにより、細胞を基板に密着させる方法を検討し、その手法

の有効性を検証した。その結果、表面改質を行なった基板上に培養した試料では、

細胞の密着性が向上し、500 倍高い蛍光強度が得られることを確認した。 

 以上のように本論文は、生物試料を電子線により直接励起することによって、蛍

光顕微鏡の高分解能化と高機能化を実現し、光学顕微鏡の新しい知見を与えている。

よって本論文は博士（工学）の学位論文としてふさわしいものと認められる。 


