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１．はじめに
　Ｘ線を用いた顕微的手法は，高輝度放射光源の出現や
微細加工技術の進歩に伴い急速な発展を遂げており，現
在までに軟Ｘ線領域における結像型顕微鏡で約 15 nmの
空間分解能が得られている [1]。Ｘ線は電子線に比べては
るかに透過力が大きいので，電子顕微鏡観察における試
料作製のような何段階にも及ぶ試料加工が不要であり，試
料を自然のままの状態で観察するという，いわゆる非破壊
観察が可能である。また光学顕微鏡における観察方法，例
えば位相差法や微分干渉法などの手法を応用することが
可能であり，Ｘ線の蛍光作用を利用した微小領域の元素
特定およびそのマッピングも大きな利点の 1つである。さ
らに，Hounsfieldによって実用化されたＸ線 CT (Computed 

Tomography)技術は，医学の分野でこそ汎用的手法になっ
ているが，Ｘ線顕微鏡においてもその技術は適用可能であ
り，マイクロ CTさらにはナノ CTとして非破壊で試料の
3次元構造を知ることができる。本稿ではまず，BL-3C2

にて開発を行ったＸ線位相差顕微鏡 [2,3]と CTを組み合
わせた，低コントラスト試料のマイクロ CTについて解
説を行い，実際に得られた 3次元像を示す。また，同じ
BL-3C2で開発した蛍光Ｘ線顕微鏡 [4-7]と CTを組み合わ
せた，生体試料の 3次元元素マッピングについても解説を
行い，その測定結果を示す。

２．X線用光学素子
　Ｘ線領域では，可視光領域で用いられているような単
体の屈折型レンズでは，集光・結像を行うことはできな
い。その代わりに，Ｘ線の回折を用いた素子や反射型の素
子が提案された。回折型の代表的な素子として，本研究で
位相差顕微鏡の対物素子としても用いた Fresnel Zone Plate

がある。Zone Plateは，透明・不透明の同心円の輪帯を交
互に並べたもので，円形の透過型回折格子である。Zone 

Plateの理論分解能は 1.22drnとして与えられ，ゾーンの最
外輪帯幅 drnに依存する。放射光施設におけるＸ線顕微鏡
の多くが，Zone Plateを集光・対物素子として用いている。
Zone Plateは，ホログラフィー法や電子ビームリソグラフ

ィー法によって製作される。
　また，反射型の光学素子としては，Kirkpatrick-Baez 

mirrorやWolter mirrorなどがある。本研究で蛍光Ｘ線顕微
鏡の結像素子として用いたWolter mirrorは，非点収差や
コマ収差の影響が少なく数 nmの理論分解能が得られると
いうことで，古くからその有用性が示されてきた。提案当
時の加工技術では作製が不可能であったWolter mirrorで
あるが，近年の微細加工技術の進歩により，Ｘ線領域で使
用できるものが作製されるようになってきた。顕微鏡用の
Wolter mirror (Type 1)は，金型の母材を超精密加工し，そ
の形状をパイレックスガラスに転写させるレプリカ法によ
って製作した [8]。

３．位相差Ｘ線マイクロ CT
　位相差顕微法は，光学顕微鏡において Zernikeによって
提案された。この方法を同じ原理でＸ線領域に応用したも
のがＸ線位相差顕微鏡である。試料を透過したＸ線は，そ
のまま直進する直接光と回折光に分かれる。その後，直
接光は Zone Plateの後焦点面に集光され，その集光点に位
相板と呼ばれる位相変調物体を設置することによって，直
接光のみの位相を変調し，像面で強度差として検出する。
位相変化は複素屈折率 n=1-δ-iβの位相項 δと試料の厚みに
依存する。Fig. 1にたんぱく質 (C94H139N24O31S, ρ=1.35g/cm

³ [9])の δおよび吸収項βを示す [10]。生体試料を主に構成
する軽元素の δは，5 keV以上の硬Ｘ線領域では βに比べ
て数桁高い値を持つので，吸収コントラストで観察するよ
りも δを利用した位相コントラストによる観察法が適して
いるといえる。試料による吸収が少ないということは，試
料に与える放射線ダメージが少ないということと等価であ
るので，生体細胞などの繊細な試料の観察には，非常に理
にかなった観察法だといえる。
　Ｘ線位相差顕微鏡の光学系概略図を Fig. 2に示す。光学
素子には，最外輪帯幅 50 nmの Fresnel Zone Plateを用い
た。よって光学系の理論分解能は約 60 nmとなる。Zone 

Plateで集光・結像を行うためには，Zone数と同程度の単
色性が光源に要求される。そこで 2結晶分光器によって
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Figure 3  
Phase contrast X-ray image of diatom. Exposure: 1 min  × 60 
integration(Left). Phase contrast mode (Upper right). Absorption 
contrast mode(Lower right).

Figure 1   Refractive index of a protein.

単色化された 5 keVのＸ線を用いた。使用した Zone Plate

の 5 keVのＸ線エネルギーにおける回折効率は約 4%であ
る。試料手前の直径 50 µmプラチナ製ピンホールによっ
て，2結晶分光器からの単色Ｘ線を整形し試料に照射した。
Fig. 2のように Zone Plateの半分のみを照明することによ
り，Zone Plateによる +1次の回折光と -1次の回折光を分
離して観察することができる。試料は，Zone Plateの前焦
点に設置し，後焦点には位相板を設置した。先の記述で，
位相板によって直接光の位相を変調させるとしたが，実際
に光学系で使用したものは，直接光の位相は変化させず試
料からの回折光の位相を変調させる，ピンホール型の位相
板を使用した。アルミニウムピンホール型位相板の直径は
6 µmで厚さが 3 µmであるので，5 keVのＸ線が位相板を
通過したときの位相変化は約 λ/4である。検出器には，直
接撮像型の CCDカメラ（TC-215，浜松ホトニクス社製，
1000(H)× 1018(V) pixels, 12 µm/pixel）を用いた。
　位相差顕微鏡の試料として珪藻 (Cymbella)，およびハル
ジオン (Erigeron philadelphicus)の花粉を用いた。珪藻の位
相差像および比較のための吸収像を Fig. 3に示す。珪藻は
単細胞藻類で，主にケイ素からなる硬い殻に覆われてい
る。その殻には回折格子状の条線と呼ばれる微細な模様
があり，古くから顕微鏡の分解能評価などに用いられて
きた。位相差像では，その条線まで観察できているのに対
して，位相板を抜いた状態で撮影した吸収像では，ほとん

ど像コントラストが得られていない。位相差顕微鏡の利点
が最大限に活かされている事が分かる。次に，花粉の位相
差像およびその吸収像を Fig. 4(a)に示す。珪藻同様，位相
差像にすることで初めてその形を捕らえることができる。
また，花粉では位相差マイクロ CTを行った。撮影条件は

Figure 2  
Schematic diagram of phase contrast X-ray microscope with Zone plate.

Figure 4 
(a) Phase contrast X-ray image of pollen (Erigeron philadelphicus). 
Exposure: 1 min × 30 integration (Left). Phase contrast mode (Upper 
right). Absorption contrast mode (Lower right). (b) Three-dimensional 
volume rendering images. Voxel size: 162 nm × 162 nm × 162 nm.

(a)

(b)
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で，約 12 keVのエネルギーのＸ線まで反射することがで
きる。Wolter mirrorは Zone Plateとは異なり色収差がない
ので，同一光学系で複数のエネルギーのＸ線を結像するこ
とが可能である。検出器には先程紹介した CCDのほかに，
8 keV付近で検出感度が 1桁ほど高い Deep-depletionタ
イプの CCDカメラ (LCX-1300, Roper Scientific, 1340(H) × 

1300(V) pixels, 20 µm/pixel)を用いた。また，像面での蛍光
Ｘ線エネルギーを測定するために SSD(Solid State Detector, 

Canberra, GUL0055P)も併せて用いた。
　蛍光Ｘ線顕微鏡の試料には，アルファルファと呼ばれる
多年生植物の種子を用いた。アルファルファは，その構成
元素が人体のそれに比べて類似しているということから，
栄養食品としても注目されている植物である。まず，アル
ファルファ種子を前章で示した Zone Plate位相差光学系で
撮影したものを Fig. 6(a)に示す。ここでは最外輪帯幅 100 
nmの Zone Plateを用いた。所々にＸ線が強く吸収されて
いる箇所が存在していることがわかる。次に種子の蛍光Ｘ
線像を Fig. 6(b)に示す。所々に非常に強い発光箇所を見て
取ることができる。透過像における強い吸収体に相当する
部分ではないかと思われる。特に種子のくぼみ部分に比較
的大きな発光点があるのが特徴的である。このアルファル
ファ種子は水を与えてから 24時間以内に発芽するという
特徴をもっているので，種子の経時変化の観察を試みた。
残念ながら，白色光を用いたことによる放射線損傷により，
同一の種子による経時観察は不可能であった。しかし，種
子間に大きな違いはないものとして，複数の種子を同時に
成長させて，ある経過時間における種子を取り出し観察す
ることにより，仮想的な経時変化観察を行った。水を与え
てから 0, 1, 2, 4, 8, 15, 30時間後の種子の蛍光Ｘ線像を Fig. 

7に示す。それぞれの蛍光Ｘ線像の左下に示した数字が経
過時間である。15時間を経過すると，根が分離してくる様
子を見て取ることができる。また半分以上の種子で，種子
のくぼみ部分に強い発光点が存在していることがわかる。
次に，アルファルファ種子の蛍光Ｘ線 3次元分布を Fig. 8

に示す。これは，蛍光Ｘ線で CTを行って再構成した結果

3.6°ステップで 100投影である。再構成は，Shepp-Logan

フィルターを用いたパラレルビームにおける畳込積分法
(Convolution Back Projection)を適用した。3次元再構成像
を Fig. 4(b)に示す。再構成像中の円錐状の物体は，花粉を
固定したキャピラリーチューブの先端である。花粉表面に
無数の棘を見て取ることができる。

４．蛍光Ｘ線マイクロ CT
　前章までは Zone Plateを対物素子に用いた位相差顕微鏡
を紹介した。この章では試料から発せられる蛍光Ｘ線を結
像するような結像型の蛍光Ｘ線顕微鏡について述べる。
　各元素には吸収端と呼ばれる固有のエネルギーが存在
し，一般的にその吸収端よりも高いエネルギーのＸ線を照
射すると，蛍光Ｘ線と呼ばれる元素に固有なエネルギーの
Ｘ線が放射される。この蛍光Ｘ線のエネルギーを半導体検
出器等で調べることで試料の元素マッピングを行うことが
可能である。この蛍光Ｘ線を用いた元素マッピングは，試
料を走査させながら全体像を得る走査型蛍光Ｘ線顕微鏡
が一般的なスタイルである。走査型蛍光Ｘ線顕微鏡では，
Zone Plate等の集光素子を用いてマイクロビームを生成し，
試料の微小領域に照射してそこから発せられる蛍光Ｘ線を
SDD(Silicon Drift Detector)等で検出する。我々のグループ
では，走査型顕微鏡に併行して，一度の露光で試料全体の
蛍光Ｘ線像を得ることができる結像型の蛍光Ｘ線顕微鏡を
開発している。
　結像型蛍光Ｘ線顕微鏡の概略図を Fig. 5に示す。弾性散
乱の影響を極力抑えるために，結像光学系は励起Ｘ線に
対して直角を成す方向に構築した。蛍光Ｘ線を励起する
ための照明光には，発生する蛍光Ｘ線の積分強度を大き
くし露光時間を短縮する目的で，偏向電磁石からの白色
Ｘ線を，特に分光することなくそのまま用いた。試料に照
射する際には，ハッチ直前のスリットで 1 mm²に整形し
た。試料から発せられた蛍光Ｘ線を結像するために斜入射
光学素子であるWolter type-1 mirror (×10, 斜入射角 7 mrad)

を用いた。ミラー内面にはプラチナがコートしてあるの

Figure 5  
Schematic diagram of full-field X-ray fluorescence imaging microscope 
with a Wolter mirror.

Figure 6  
(a) X-ray image of Alfalfa seed taken with phase contrast X-ray 
microscope. X-ray energy: 7 keV. Exposure: 6 sec/image. Bar: 0.2 mm.
(b) X-ray fluorescence image of Alfalfa seed. Exposure: 30 sec×10 
integration. Bar: 0.2 mm.
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である。撮影条件は，1.8°ステップで 200投影である。ま
た再構成法は位相差顕微鏡 CTと同様に，Shepp-Loganフ
ィルターを用いた畳込積分法で行った。このとき，励起光
および蛍光Ｘ線の吸収補正は特に行っていない。種子の表
面部分および種子内部の胚珠部分に蛍光Ｘ線分布を見るこ
とができる。
　上で述べた蛍光Ｘ線像およびその再構成像は，積算露光
およびそのデータを元にした再構成像であるので，種子に
含まれている元素の情報は得られていない。SSDを用いれ
ば何の元素が含まれているか知ることはできるが，それが
どこに分布しているのかは，Wolter mirror顕微鏡による積
算露光像からでは読み取ることはできない。そこで，主に
天文学で用いられる手法であるが，CCDをフォトンカウ
ンティング条件下で用いることにより，位置情報とともに
エネルギー情報も得ることができる方法を用いた。このフ
ォトンカウンティング条件では，1つのＸ線光子が CCD 1

ピクセルに入射したときに，光電吸収によって発生する電
子数は N=E(eV)/3.65で与えられ，これは各エネルギーに
固有である。よって，発生した電子数を調べることにより，
入射した蛍光Ｘ線エネルギー，つまり元素の種類を特定す
ることが可能である。この処理を画像全体もしくは特定領
域の全ピクセルに対して行い，さらに統計的ノイズを低減
させるために多数の画像からエネルギー情報を得ることに
より，結果として像面における蛍光Ｘ線エネルギースペク

トルを得ることができる。さらに，ある特定のエネルギー
を検出したピクセルの位置情報を積算することにより，そ
の蛍光Ｘ線エネルギーのマッピング，つまり元素マッピン
グを得ることができる [6]。この元素マッピングと，CTの
技術を合わせることにより，3次元元素マッピングを行う
ことが可能になる。
　ではまず，フォトンカウンティングによって得られた像
面での蛍光Ｘ線エネルギースペクトルについて示す。Fig. 

9(a)に 1000枚のフォトカウンティング積算像，Fig. 9(b)

にフォトンカウンティング計算によって得られたエネルギ
ースペクトルを示す。主に鉄と亜鉛が多く検出されており，
鉄の Kα線ではエネルギー分解能 220 eVを得ることがで
きた。続いて 2次元の元素マッピングの結果について示す。
鉄と亜鉛のマッピング結果をそれぞれ Fig. 9(c)と 9(d)に
示す。この結果より，強い発光点には鉄が豊富に含まれて
いるということがわかる。また，亜鉛は主に胚珠部分に分
布していることが見て取れる。続いて，このフォトンカウ
ンティングによる 2次元元素マッピングと CT再構成法を

Figure 8 
Three-dimensional X-ray fluorescence images of Alfalfa seed. Exposure: 
1 min/projection. Bar: 0.2 mm. Voxel size: 8 µm × 8 µm × 8 µm. 

Figure 7 
Time-lapse observation of Alfalfa seeds. Exposure: 30 sec × 10 
integration. Bar: 0.2 mm.

Figure  9 
(a) Integration image of 1000 photon counting dataset. Exposure: 
1 sec/image. Bar: 0.2 mm. (b) X-ray fluorescence energy spectrum 
obtained from photon counting calculation. (c) Iron image. Bar: 0.2 mm. 
(d) Zinc image. Bar: 0.2 mm.

Figure 10 
Three-dimensional element mappings. Integration image (Left). Iron 
image (Center). Zinc image (Right). Exposure: 1 sec/image, 500 photon 
counting images/projection. Bar: 0.2 mm. Voxel size: 4.8 µm × 4.8 µm ×
4.8 µm. 
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組み合わせて 3次元の元素マッピングを行った。撮影条件
は，7.2°ステップで 50投影，そして 1投影 500枚のフォ
トンカウンティング像を撮影した。Fig. 10に 500枚の積算，
鉄および亜鉛の 3次元再構成像を示す。鉄と亜鉛の再構成
像に関しては，2次元の元素マッピングを求めてから CT

再構成を行った。光源のエネルギースキャンや試料の走査
を行わずに 3次元の元素マッピングが得られるということ
は，非常に画期的な方法であるといえる。

おわりに
　本稿では，位相差顕微鏡による低コントラスト生体試
料の 3次元像および，蛍光Ｘ線顕微鏡によるアルファルフ
ァ種子の 3次元元素マッピングについて紹介した。位相差
CTは，試料への放射線ダメージを最小限に抑え，かつ試
料の 3次元形状を得ることができるということから生物学
や医学の分野への応用が期待できる。また蛍光Ｘ線による
元素マッピングは，生体試料のみならず半導体等の産業用
素子や様々な材料成分の分析への応用が可能であり，測定
時間や空間分解能の向上により非常にすぐれた分析ツール
になりうる可能性を持っている。現状では 2つの光学系を
別々に構築しているが，将来的には 2つの顕微鏡モードで
同時に試料を測定することができるようなシステムの構築
を目指している。
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