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1.はじめに	 

	 生物表面の微細構造観察/解析には、走査電子顕微鏡（SEM）が有効な機器として用いられてい

る。70〜80％の水で構成する生物試料を高真空環境（10-5〜10-7Pa）の SEM で観察するためには、

前処理として化学固定・脱水・乾燥が不可欠と考えられてきた。しかしこれらの従来法では、試

料変形などアーティファクトを生じさせるため、生体本来の構造を完全に捉えることは困難であ

り、ましてや生きたままの生物試料観察は不可能だと考えられてきた。我々は、その固定観念を

払拭し、生物がもつ真空耐性を増強する技術を検討した結果、ショウジョウバエなどの幼虫が体

表に持つ粘性物質（Extracellular	 substances;	 ECS）に電子線またはプラズマ照射することで得

られるナノ薄膜が、超高真空下でも体内の水分やガスを抑制する表面保護効果を生み出すことを

見いだし、生きたままの FE-SEM 観察に適用することに世界で初めて成功して「NanoSuit®」と名

付けた 1）（図 1）。さらに、ECS 成分を模倣した界面活性剤で NanoSuit®を形成させ、多様な生物

を生きたまま電子顕微鏡観察することに成功した 2-3）（図 2）。生きたままの生物表面は、従来の

固定・乾燥・導電処理によって得られた SEM 試料の微細構造とは大きく異なることを明確にした。	 	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図 1.ショウジョウバエ幼虫（A）を高真空に暴露する（B-D）と個体は脱気・脱水されて死
滅するが、真空暴露直後に電子線照射すると生存し（E-G）、固体表面に NanoSuit®が形成さ
れる（H）。	 
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2.材料ならびに方法	 

実験用生物：今回、実験動物には Chironomus	 yoshimatsuiおよび Talitrus	 saltatorを使用した。

NanoSuit®処理による FE-SEM 観察用試料作製法：両親媒性の界面活性物質の化合物

polyoxyethylene（20）sorbitan	 monolaurate（Tween	 20）を疑似 ECS として用いた。NanoSuit®

を形成させるために、生きたままの生物を 1%Tween	 20 に浸漬し余分な溶液は乾燥濾紙にて除去し

試料台に乗せた。この個体をプラズマ照射、または FE-SEM の試料室に直接挿入し電子線照射によ

って、NanoSuit®を形成させた。	 

従来法の SEM 試料作製法：生物は 2%グルタールアルデヒドおよび 1%四酸化オスミウムにて固定、

エタノール脱水、凍結乾燥、オスミウムプラズマ蒸着を施した。	 

電子顕微鏡観察：これらの試料を、FE-SEM（S-4800;	 Hitachi）にて、加速電圧 5	 kV で観察した。	 

	 

3.結果	 

	 C.	 yoshimatsui幼虫を Tween	 20 による NanoSuit®で被覆した後、FE-SEM 観察した。その幼虫

は、NanoSuit®の保護効果により帯電無く活発な動作が観察され、少なくとも約一時間帯電は認め

られなかった。FE-SEM 観察後、NanoSuit®処理した幼虫を大気圧下の泥水に戻したときは、すべ

ての幼虫の生存を確認でき、その後、約 70%蛹化、成虫まで生育した。対照群として蒸留水のみ

で洗浄処理した幼虫を FE-SEM で観察するとその表面構造は乾燥・変形により微細構造が壊れ、帯

電が生じるため極短時間のうちに観察不能になった（図 3）。次に、T.	 saltatorを NanoSuit®処

理した個体と化学固定による従来法で処理した対照群とを FE-SEM で比較観察した。T.	 saltator

側面を低倍率観察したときの背甲外郭は、対照群ではより明瞭に見られたが、NanoSuit®処理した

個体は極めて平滑だった。頭部と前側部位では対照群には収縮を示す凹みの存在を認められたが、

NanoSuit®処理した個体では収縮は認められなかった。T.	 saltatorの触角部位には、三本の小感

覚体を構成する長い突起が存在し、対照群では分散しているように見えるが、NanoSuit®処理した

個体では端然と直線的であった。同様に触角先端を拡大すると対照群では斜め外側に広がって束

図 2.シマダラカやチカイエカのボウフラを飼育水から取り出し、そのまま SEM 中に入れる
と脱気・脱水され死んでしまう（A）。Tween20	 （Polysorbate	 20）塗布後、自己組織化し
たこの物質に対し、電子線またはプラズマ照射すると、30 分以上 SEM 中で運動観察が可能
となる（B）。	 
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ねられた構造が NanoSuit®処理した個体では一列に整然と観察され、明瞭な形態学的相違が認め

られた（図 4）。	 

  
	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図 3.ネムリユスリカ(C.	 yoshimatui)の幼虫(a)をそのまま SEM 中に入れるとすぐに脱気・
脱水され死滅してしまう(b,	 c)。Tween20 塗布後、電子線またはプラズマ照射処理した個体
は、高真空中でもしばらく生存可能で	 (d,	 e)、微細構造を維持したまま電子顕微鏡で高解
像度観察できる。  

図 4.ハマトビムシ（Talitrus	 saltator）を化学固定による従来法で処理した対照群（a-d）

と NanoSuit®処理した SEM 像（e-h）。触角先端を拡大するとそれぞれの部分には長い突起を

有した三本の小感覚体を構成する長い突起が存在し、対照群では分散して観察される（b-c）

が、NanoSuit®処理では端然と直線的である（f-g）。さらにその先端部位を拡大すると対照

群では斜め外側に広がって束ねられた構造（d）が、NanoSuit®処理した個体では一列に整

然と観察される（h）。	 
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4.考察	 

	 NanoSuit®を用いた生物試料 SEM 観察法において、従来の固定試料と NanoSuit®処理による生き

たままの試料の間には多くの異なった構造が見られた。生物表面に疑似 ECS を塗布し、NanoSuit®

を形成させることで、生きたままの生物の自然な表面構造が保持されており、従来法では特に微

細構造の変形が生じていることが明らかとなった。NanoSuit®処理による生きたままの試料では帯

電無く良好な分解能で観察された。それは帯電を抑制している表面において確かな特性を保有し

ているためか、あるいは生きている生物自身が導電性をもつことを示唆している。NanoSuit®の特

性として、超高真空下でも生物内のガスや液体の放出を抑制する働きをしていると考えられ、し

かも帯電を大幅に軽減し、整然とした表面構造を巧妙に維持できることが明確となり、NanoSuit®

が FE-SEM 内における生命維持に重要な役割を担っていることが示された。また、ECS を模倣した

物質として Tween	 20 以外にもすでに多様な有機分子を用いて NanoSuit®が形成可能であることを

確認している 4-6）。多様な有機分子の単体、あるいは組み合わせ、または、導電性物質などを付与

することで、すべての細胞の個体・器官・組織・細胞など高真空環境下でさらに長時間保護や維

持可能な NanoSuit®の開発を目指している。今後、NanoSuit®の展開として、含水状態の細胞や組

織等の高真空環境下での FE-SEM 観察により、医療および生命科学研究における応用や汎用的利用、

材料系においてはナノテクノロジーと生物学の異分野連携による生物模倣（バイオミメティクス）

技術への応用が期待される。	 
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