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1 はじめに
　Bragg 親子が X 線回折による食塩の構造解 
析でノーベル賞を受賞してからちょうど 100 年
が経過し，X 線結晶構造解析法は分子構造決定
の一大手法へと発展した。現在では，大きさ 
数 nm から数十 nm のタンパク質のように，巨
大かつ複雑な分子の構造決定にも広く利用され
るようになっている。一方，細胞や細胞内小器
官に代表される結晶化が不可能な試料（非結晶
試料）の構造観察には，光学顕微鏡や電子顕微
鏡が用いられてきた。しかし，光学顕微鏡の分
解能は，可視光の波長 200 nm 程度に制限され
る。また，電子線の透過力は高くなく，試料を
100 nm 以下の薄切片にしなければ，透過型電
子顕微鏡でその内部構造を調べることはできな
い。このため，サブ mm から mm の大きさの非
結晶試料を，そのまま詳細に観察することは依
然として困難である。

　1999 年，サブ mm から mm の領域の非結晶試
料の構造解析が X 線回折によって可能なことが
示された 1）。コヒーレント X 線回折イメージン
グ（Coherent X-ray Diffraction Imaging：CXDI）
法と呼ばれるこの手法では，放射光科学の進展
により利用可能となった強力かつ空間干渉性

（コヒーレンス）の高い X 線を非結晶試料に照
射して回折パターンを測定し，計算機上で試料
像を再構成する。そのため，レンズ収差なく X
線の短波長性と高い透過性を活かせ，電子顕微
鏡での観察が困難な厚い試料の内部構造を光学
顕微鏡より数桁高い分解能で解像できる。
　真核細胞では，大きさ数百 nm から数 mm の
様々な細胞内小器官が数 nm スケールまでの複
雑な膜超構造を進化させ，生命現象の素過程を
担うタンパク質などの生体高分子群を適切に配
置して高度な細胞機能を実現している。細胞や
細胞内小器官の内部を“丸ごと”，広い空間ス
ケールにわたって観察することで，生命現象の
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物理化学的理解を大きく進めることができる。
この目的のため，筆者らのグループでは，技術
開発を進めながら CXDI 法による非結晶生体試
料のイメージングを展開してきた 2─6）。
　最近筆者らは，生体試料と同時に多数の金コ
ロイド粒子をイメージングする新たな測定・解
析法を考案し，生体試料の構造を従来よりも 2
倍以上高い分解能で，かつ信頼性高く再構成で
きることを実際の実験に基づいた計算機実験に
より示した 7）。本稿では，CXDI 法の概要と金
粒子を利用した高分解能・高精度イメージング
法について紹介する。CXDI 法の理論及び実験
の詳細は文献 4─6）を参照されたい。

2 CXDI法の原理

　CXDI 実験の模式図を図 1 に示す。X 線は主
に物質中の電子と相互作用する。孤立した試料
に空間干渉性の高い，すなわち波面の揃った X
線を入射すると，試料中の個々の電子によって
回折された X 線は互いに干渉し，試料中の電
子の密度分布を反映した特徴的な干渉縞（回折
パターン）を遠方に生じる。特に回折角が比較
的小さい範囲では，回折 X 線の振幅と波面（す
なわち位相）は，X 線入射方向に投影した電子
密度のフーリエ変換（構造因子と呼ぶ）を用い

て表せる 8，9）。したがって，逆に回折 X 線の振
幅と位相が回折角 2qまで得られれば，逆フー
リエ変換によって試料の投影電子密度像を分解
能 l／（2sinq）（l は X 線の波長）で再生するこ
とができる。
　実験で直接観測される回折パターンは，回折
X 線の振幅の 2 乗に比例した強度分布である。
X 線と物質中の電子との相互作用は極めて小さ
く，周期性を持たない非結晶試料では回折強度
は連続的に分布するので，得られるシグナルは
非常に弱い。そのため，CXDI 法の実用化には
今日の第三世代放射光や X 線自由電子レー 
ザー（XFEL）のような空間干渉性が高く高強
度な X 線光源が必要であった。
　CXDI 法のもう 1 つの課題は，測定において
試料像の再生に必要な位相の情報が失われてし
まう，いわゆる位相問題の解決である。CXDI
法では，回折パターンを原理的な中心対称性を
考慮して試料像の画素数より 2 倍以上細かくサ
ンプリング（オーバーサンプリング 10））して観
測する（図 2）。これにより試料像再生に必要
な情報量を確保し，反復的位相回復法 11）によ
って回折パターンから直接位相情報を復元する
ことができる。
　反復的位相回復法は，試料像の空間（実空
間）と構造因子の空間（逆空間）をフーリエ変

換によって行き来しながら拘束条
件を課すことで位相を復元するア
ルゴリズムである（図 2）。乱数
により生成した投影電子密度像を
初期像とし，逆空間では構造因子
の振幅を観測値に置き換える。実
空間では試料領域（サポートと呼
ぶ）の外側の電子密度をゼロに漸
近させる拘束条件を課す。以上の
計算を数千から数万回繰り返すこ
とで，収束解として試料投影電子
密度像が再生される。ただし，多
くの場合サポートは未知であるの
で，Shrink-wrap 法 12）と呼ばれる図 1 コヒーレント X線回折イメージング実験の模式図
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折パターンが得られている 4─6）。実験では検出
器保護のために設置されるビームストッパーや
検出器の飽和により，500 から 600 nm 以上の
試料概形情報を有する極小回折角範囲の回折パ
ターンは観測できないが 4，6），例えば原始紅藻
由来の葉緑体を分解能 70 nm でイメージング
することに成功している 5）（図 3）。

補助アルゴリズムで推定する。
Shrink-wrap 法 で は， 初 期 サ ポ
ートを回折パターンのフーリエ
変換で得られる試料像の自己相
関関数（パターソン関数）の概
形とする。さらに，位相回復計
算数百回ごとに試料像にローパ
スフィルターを適用し，閾

しきい

値以
上の電子密度領域を新たなサポ
ートとして更新する。

3 非結晶生体試料への応用
　筆者らのグループでは，水和
状態の生体試料を凍結し液体窒
素温度下で X 線回折強度を測
定 す る 低 温 CXDI 法 を 開 発
し 2，3），兵庫県西播磨地区の大
型放射光施設 SPring-8 や XFEL
施設 SACLA 13，14）にて生体試料
のイメージング実験を実施して
いる 4─6）。急速凍結により，分裂
期の細胞などの生命現象の過渡
的な状態や単離した細胞内小器
官のような不安定な試料を機能
状態に固定することができる。
極低温下では 10−5 Pa の真空中
であっても水和状態を保持でき
るので，周囲の余分な水を減ら
した低バックグラウンドの回折パターンの測定
が可能である。また，この数年で利用可能とな
った XFEL は，完全な空間干渉性を有する X
線パルスを光子数密度〜1010─1011 photons／1.5×
1.5 mm2（FWHM），パルス幅〜10 fsec で照射す
ることを可能とし，1 回の照射により試料は原
子レベルで破壊されるが，放射線損傷が生じる
前の一瞬の構造を高分解能で観察することがで
きる 15）。
　SACLA での低温 CXDI 実験では，1 mm 前後
の生体試料から 20 nm より良い分解能まで回

図 2  反復的位相回復法の概念図 
k は反復回数

図 3  SACLAでの低温 CXDI実験で取得した原始紅藻由来
葉緑体の回折パターン（a）と投影電子密度像（b）
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たな測定・解析法を考案した 7）。新手法では，
図 4（a）のように生体試料（べん毛を有するバ
クテリア）の周りに多数の金粒子を散布し，X
線を照射する。このとき，生体試料と金粒子に
それぞれ回折された X 線が干渉を起こす。金
粒子の単位体積当たりの X 線回折能は生体試
料より 10 倍程度高いので，生体試料由来の回
折シグナルは測定可能レベルまで押し上げられ
る。これにより，高分解能情報を有する大きな
回折角まで，生体試料のシグナルが観測可能と
なる。SACLA での CXDI 実験に基づいてモデ
ル試料から計算した回折パターン（図 4（b─1））
では，バクテリアのみ（図 4（b─2））に比べて
2 倍以上の広い回折角で強い回折シグナルが 
観測でき，各項の寄与を計算すると，金粒子に

4  金コロイド粒子を利用した高分解能・
高信頼度イメージング

　低温 CXDI 法により，厚い生体試料の機能状
態の構造をそのまま光学顕微鏡より高い分解能
でイメージングすることが可能となった。しか
し，生体試料は軽元素で構成されるため，分解
能の更なる向上には，低い X 線回折能が依然
として大きな障壁である。また，前述のように
実験では位相回復に重要な試料概形情報が得ら
れないため，測定条件によっては安定に正しい
像が再生できないという問題があった。
　これらの問題を同時に解決するために，筆者
らは生体試料と同時に X 線回折能の高い多数
の金コロイド粒子をイメージングするという新

図 4  新手法の試料モデルと計算機実験で得られた回折パターン
（a）モデル試料。（b─1）バクテリア＋金粒子群，（b─2）バクテリアのみから計算し
た回折パターン。（c）回折パターン実線上の理論回折強度プロファイル。寄与の小
さいものから順に，バクテリア由来，濃灰実線；バクテリア・金粒子の干渉シグナ
ル（絶対値），灰実線；金粒子由来，薄灰実線 ; 全回折シグナル，黒破線。全回折シ
グナルの約 8 割が金粒子由来であり，両者のプロットはほぼ重なっている
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これにパターソン解析アルゴリズムを適用して
金粒子の配置を導出し（図 5（b）），位相回復
法の拘束条件に利用すると，金粒子群の構造因
子の位相を近似的に回復して投影像を再生する
ことができた（図 5（c））。
　こうして得られた金粒子投影像を初期モデル
として再度位相回復計算を行うことで，分解 
能 13 nm で試料像を再生することに成功した

（図 6）。従来法での分解能は 29 nm であり，2 倍
以上の分解能向上を確認できた。また，新手法
で再生された投影電子密度像では，従来法では
困難な，金粒子の僅か 1％の投影電子密度しか
ないバクテリア細胞周囲のべん毛まで再現性良
く可視化できており（図 6（b）），新手法の有効
性を示している。

よってバクテリアの回折シグナルをお
およそ 1 桁押し上げられることが確認
できた（図 4（c））。
　新手法では全回折強度の大部分は 
金粒子群からの寄与であることから

（図 4（c）），金粒子群由来の構造因子
の位相は全体の位相の良い近似とな
り，これを位相回復の初期値とするこ
とで試料像再生の収束性を向上できる
と考えられた。この原理は，X 線結晶
構造解析法の位相決定に広く用いられる重原子
法に類似したものである。そこで，筆者らは重
原子法で使用されるパターソン解析アルゴリズ
ム 16）を組み込んだ独自の解析ソフトウエアを
開発し，回折パターンから金粒子群の位相情報
を抽出して位相回復計算に利用する新たな試料
像再生法を構築した。
　新手法の回折パターンには，個々の金粒子由
来の回折 X 線の干渉により金粒子間の相対位
置の情報が含まれており，パターソン関数（2
章）を描くことでこの情報を顕在化すること 
ができる。図 5（a）は新手法の回折パターン

（図 4（b─1））から計算したパターソン関数を金
粒子が球形であることを利用して先鋭化したも
ので，16 個の金粒子に由来する 16×15＋1 個
のピークが各粒子間の相対位置に現れている。

図 5  パターソン解析法による初期位相決定
（a）新手法の回折パターンから計算した先鋭化パターソン関数。（b）パターソン
解析により導出した金粒子配置。（c）金粒子配置を拘束として再生した金粒子投
影電子密度像。青は金粒子配置を基に設定したサポートの外側

図 6 従来法と新手法で再生した試料投影像の比較
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で，SACLA 利 用 研 究 課 題（2012A8005，
2012A8010，2012B8037，2013A8043，2013B8049）
として実施されました。ここに感謝の意を表し
ます。
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5 今後の展望
　筆者らは現在，金粒子を利用した高分解能・
高信頼度 CXDI 法の実証実験を進めている。金
粒子は実際には個々に形状が異なる多面体であ
るが，パターソン解析法を適用できることが，
SACLA で取得した金粒子集団からの回折パタ
ーンの解析で確認できた 17）。金粒子の配置によ
っては試料像再生効率が従来法の約 40 倍に向
上する例もあり，パターソン解析法導入の効果
は大きい。多数粒子の同時イメージングは X 線
回折能の増大により分解能向上が見込める 18）。
測定も効率化されるので，粒子形状分布などの
統計解析 19，20）や多数の投影像からの 3 次元像
再構成 18）に有効であろう。CXDI 法が実用化さ
れて約 15 年が経過したが，この研究で示した
ように，これまで培われてきた X 線結晶構造
解析法，電子顕微鏡法のような関連する技術を
取り入れながら独自の手法を開発していくこと
で，その可能性は更に広がると期待できる。
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