
2
0

1
9

Vol. No.162

M
A

R
C

H



C O N T E N T S

March 2019 
Vol.62 No.1

«コラム

5421 タンύΫ࣭ؒ૬ͮ͘جʹ༺࡞ޓΞϑΟχςΟー൓ԠͷͨΊͷ৽نϓϥοトϑΥーϜ�
ʕΞϑΟχςΟーΫϩϚトάϥϑΟー༻εポンδϞϊϦεݻఆ૬ʕ
大௩　ߒೋ

«技術解説

5439 ଟ様ͳ4&.৘ใΛߴεϧーϓοトͰऔಘ͢ΔγϣοトΩー'&�4&.
�467000
立Ֆ　ൟ໌

5442 120�L7ಁա電ݦࢠඍ57�20(ڸͷಛ௕ͱԠ༻
໼ܙل　ޱɼڐ൹　ຑඒ

5455 $ISPN4XPSEΛ༻͍ͨ"*ʹΑΔ)1-$ϝιου։ൃ๏ͷ঺հ
ਗ਼ਫ　ࠀහ

5423 ༗ۚػଐϋϥΠυϖϩϒεΧΠトଠཅ電஑࡯؍ʹお͚Δ'*#ͱ5&.ͷ໾ׂ
内田　૱ɼ5BF	8PPOH	,JN

5430 #JΫϥεター50'�4*.4ʹΑΔແػɾ༗ࡐػྉද໘ͷՄࢹԽ
πੴ　ํ໵ɼླ໦　ໜࡾɼܙཧ　ށ࣡

«研究報文

5449 ͷ෼ੳσータʹରԠͨ͠ଟมྔղੳιϑト3%�4QFDU"MZ[F�ͷࣜܗݩ࣍ࡾ
঺հͱԠ༻ྫ
ल೭　ݩࡔ७ɼ　ࠐਔɼງ　ٶ౻ɼҏ౻　ઍথɼ࠸୓　౻ࠤ



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019［5421］THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

タンパク質間相互作用に基づく
アフィニティー反応のための新規プラットフォーム
―アフィニティークロマトグラフィー用スポンジモノリス固定相―

　バイオ医薬品，特に抗体医薬品は，特異的な治療効果，低い副作用，体内での高い安定性などの利点を有することから，
近年急速に開発が進められている。2018年ノーベル生理学・医学賞を受賞された本庶佑博士らによって開発されたニボ
ルマブは，悪性黒色腫（非小細胞肺癌・腎細胞癌）治療に適用される抗体医薬品（商品名：オプジーボ）として脚光を浴
びている。
　通常細胞培養によって得られる抗体は，煩雑な前処理と複数の精製過程を経て単離されるが，抗体医薬品開発におい
ては，年間数百 kg 以上のターゲット抗体が必要とされ，大量精製に対応した高速技術が求められている。また，新薬開
発段階における抗体のスクリーニングでは，多検体の迅速分析が必要になる。精製，分析のいずれについても，一般に
タンパク質間の特異的相互作用を利用したアフィニティークロマトグラフィーが分離手法として用いられている。架橋アガ
ロースに protein A を固定化した分離剤を用いる免疫グロブリンG（IgG）の分離はその代表例であるが，現行以上の高い
通水性や低コスト化を実現するのは難しい。すなわち，開発途上にある分離・精製過程の簡便化，高速化，低コスト化が，
抗体医薬品の急峻な普及に対するボトルネックになっていると考えられる。

New Platform for Protein-Protein Interaction-Based Affinity Reactions: Spongy Monolith 
Stationary Phases for Affinity Chromatography

京都大学 工学研究科
材料化学専攻
教授

大塚　浩二 工学博士

はじめに1.

アフィニティ分離用新規スポンジモノリス固定相の開発2.
　我々は，汎用の比較的安価な合成樹脂を用いて，超高通水性の多孔性樹脂であるスポンジモノリス（SPM）を利用した
新規アフィニティクロマトグラフィー用カラムの開発を目指した研究を進めてきた。通常の粒状充填剤とは異なり，柔らか
い素材である SPM を用いることで操作性が格段に向上し，簡便なカラム作製が可能となる。さらに，SPM は連続する大
きな貫通孔（10マイクロメートル以上）を有するため，低い負荷圧を保ったままで通常の10倍以上の通水速度が実現で
きる。
　ここでは，タンパク質が結合可能なエポキシ基を含む新規 SPM としてエチレン－グリシジルメタクリレート共重合体

（PEGM）基材の SPM を開発した。この SPM を液体クロマトグラフィー（LC）用カラムに充填した後 protein A を固定化
（ProA-SPM）し，IgG の高速分離を試みた。同様に，pepsin を固定化した SPMカラム（Pep-SPM）も作製し，抗体の
オンライン消化への適用を検討した。
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参考文献

K. Kubota, T. Kubo, T. Tanigawa, T. Naito, K. Otsuka, Sci. Rep., 7, 178（2017）.

4. おわりに
　本研究の成果は，急速に開発が進む抗体医薬品の分離・精製プロセスの簡便化，高速化，低コスト化に寄与すること
が期待される。また，タンパク質間反応の新規プラットフォームとしての可能性も示唆されたことから，バイオ医薬品開発
の迅速化や新規抗体の構造解析にも有用であると考えられる。
　本研究は，筆者の研究室の久保拓也准教授を中心に展開されたものである。

図2　ProA-SPMカラムによるIgGの特異的保持 図3　ProA-SPMカラムによるIgGの高速分析（流速9.0 mL/min）

3. ProA-SPM, Pep-SPMによるアフィニティ分離
　標的タンパク質である IgG を用いて ProA-SPM を評価した結果，グラジエント溶出条件において，中性から酸性に移
動相を変化させることで，IgG のピークを得ることに成功した。牛血清アルブミン （BSA） を試料とした場合，BSA は溶媒ピー
クと同時間に溶出したことから，protein A-IgG の特異的相互作用が発現したと考えられる。作製した ProA-SPM の有用
性を評価するために，高流速下における評価を行ったところ，市販の LC 用 protein Aカラム （ProA-Column） では，流
速の増加とともにフロースルーピークが出現したのに対し，ProA-SPM では，9.0 mL/min の高流速条件下においても良
好な回収率が得られた。さらに，Pep-SPM においては，比較的高流速条件 （100 mL/h） においても，良好な抗体の消
化が確認された。以上のことから，今回開発した新規スポンジ材料は，アフィニティ反応の新規プラットフォームとして有
効であることが示唆された。
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༗ۚػଐϋϥΠドϖϩϒεΧΠτଠཅి஑࡯؍に͓͚る
'I#ͱ5&.の໾ׂ

　有機ۚଐハライドペロϒスカイトଠཅి஑は，次ੈ୅のֵ৽的௿੡造ίストଠཅి஑の一つとして，ੈք中で大きな
期待をूめている。201�೥1݄現在，変׵効率は NRELνャート1）で23.�％をه録し，CI(S（22.��）や多結থシリί
ン（22.3�）を௒え，ここ਺೥でஶしく性能を上͛てきた。有機ܥଠཅి஑が，その性能においてແ機ܥଠཅి஑にԕく
及ばなかった時୅をࢥいฦすとִੈのײがある。しかしながら効率を上͛るためのڀݚใࠂはඇৗに୔ࢁある一方で，
؊心のペロϒスカイトଠཅి஑そのものの解析，すなわちφノスέールの結থ構造にؔわるඍ細࡯؍は技術的なࠔ難を
൐うことから，ؔ心が高いにもかかわらͣこれまであまり௥ٻされてこなかった。本ߘでは有機ۚଐハライドペロϒスカイ
トଠཅి஑の࡯؍に置いて，ूଋイオンϏーム（Focused Ion BeamɿFIB）装置による試料のՃ޻とಁաݦࢠిܕඍڸ

（5ransmission Electron .icroscopeɿ5E.）がඇৗに有効であることをใࠂする2
 3）。

はじめに1.

Role of FIB and TEM in Organo-Halide Perovskite Solar Cell Observations

౦ژେֶઌ୺Պֶٕज़ڀݚηンター
特೚ڭत 

౦ژେֶઌ୺Պֶٕज़ڀݚηンター
 һڀݚ

಺ాɹ૱ ത ʢֶ࢜޻ʣ 5BF 8PPOH ,JN ത࢜

　ペロϒスカイトଠཅి஑の࡯؍結果をٞ࿦する時は，試料の物理的な੬ऑ性からిࢠઢরࣹに൐うダメージのݒ೦がৗ
に෇きまとう。しかしながらそのダメージの中਎を̍つͣつۛຯɾ対処してい͚ば，࡯؍したө૾が試料そのものをありのま
まにݟているのか，それともダメージをड͚たޙなのかを۠ผすることはそれ ど́難しくはない。ऍᷟに説法になるが，ిࢠ
ઢダメージとその結果には大きく分͚て以Լの3༷ଶがଘ在する5）。

（1）์ ࣹઢ分解（RadiolZsis）ɿ化ֶ結合のഁஅɾ࠶഑ྻによる৽しい結থ相の出現，結থ性の૕ࣦ，予期せ͵化ֶ൓応
（2）ノックオン（,nocL�on
 sputterinH）ɿࢠݪの置き׵えによる఺ܽؕの発生，খさなۭ伱クラスターの発生
（3）Ճ೤ɿフォノンによる試料温度の上ঢ

　図1は実際にペロϒスカイトଠཅి஑をిք์出ಁܗաిݦࢠඍڸFE�5E.（Hitachi
 HF�3300）で࡯؍時の༷ࢠをه録
した結果である。࡯؍開࢝から10ඵޙのө૾ではిࢠઢ回ં૾に変化はແいものの，4分ޙにはスポットঢ়のిࢠઢ回ં
૾がハローリングঢ়に変化し，ඇথ質物質が出現する༷ࢠをଊえている。これらはいͣれも์ࣹઢ分解もしくはノックオンに
よる影響とߟえられる。

μメーδίントローϧ2.
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　また೤ダメージもؾになるとこΖで，図2はϏームి流と試料温度上ঢの一ൠ的なؔ܎をプロットしたものである4）。զʑの
試料࡯؍ CH3NH3PbI3 （.APbI3）の೤఻導率5）を֎ૠしてある。グラフのަ఺からಡΈऔると，本試料は理࿦上໿1ˆ �sec
の速度で温度上ঢすることがಡΈऔれる。.APbI3は相స移温度（5etraHonal ˠ Cubic）が55ˆ෇ۙにଘ在するため�），
Ծに࡯؍時の試料温度がࣨ温25ˆとすると相స移までは϶ 5�30, で，30ඵ以಺に࡯؍をऴえないとダメージとは違う
ผのٞ࿦が࢝まってしまう。

図̍　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイトにٴ΅͢์ࣹઢ分ղʢRBdiolZsisʣɾϊックΦンʢ,noDL�on
 sputterinHʣμメーδの૾࡯؍の࣌ܦม化

図2　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイト࡯؍に͓͚るࢼྉのՃ೤༧ଌ
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　実際，׶えてࢹ໺をݻ定したまま .APbI3 試料の࡯؍をଓ͚るとฏୱな画૾の中からࠇいཻࢠが結থ成長して現れる
をଊえることができた（図3）。ED9ࢠ༷ による૊成分析から，このཻࢠは有機分ࢠのメνルアミン分ࢠ（CH3NH3

�）がൈ͚
て࢒った PbI2であることが確認された。

　以上のいΖいΖなిࢠઢダメージにؔわる制໿にؑΈて，ペロϒスカイトଠཅి஑を࡯؍するときは可能なݶり手ૣく
録し，（௨ৗ5ඵ以಺で）次のエリアに移動することを心ֻ͚た。またهて，フォーカスを合わせてݟ FIB Ճ޻により試料
をബย化する時にݒ೦されるダメージの影響については，Ճ速ిѹをམとすなどϏーム条件を適੾に選定することで出来
る͚ͩ最খݶにࢭめる必要がある。ޙड़のզʑの 5E. が૾࡯؍ FIBダメージによるものでないことのূ໌については，
試料をΨラス基൘から削りམとしたค຤の࡯؍結果と比ֱすることで，その特௃に違いがແかったことから確認された。

図3　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイト࡯؍に͓͚るࢼྉの࣌ܦม化ྫ
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　図4は୅表的なペロϒスカイトଠཅి஑ CH3NH3PbI3 ബບの高解૾度 5E. 部࡯؍，結果である。予૝とは異なり࡯؍
Ґによってਖ਼方থ（tetraHonal）と立方থ（cubic）が混在している部Ґがݟられた。本来，ࣨ温ではଘ在しえない高温相
の cubic が࡯؍されたのは大きなڻきであるが，本ଠཅి஑は300 ～ 500 nmという௒ബບであり，図5に示す௨り੡
造時の౎合でՃ೤ঢ়ଶからࣨ温΁ྫྷ٫されるա程で一部の cubic がౚ結されたܗでऔり࢒された結果とਪ࡯される。

3. ௒֨ߏࢠ଄のൃݟ

図4　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイトബບதのࣨԹͰの tetrBHonBl ૬と DubiD ૬のڞଘ ʢྫHitBDhi
 H'�33��ʣ

図�　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイトബບதに tetrBHonBl ૬と DubiD ૬のڞଘ͕ੜじる༧ଌϞデϧ
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図�　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイトബບதに͞࡯؍Εͨ௒֨ࢠの5&.૾(B)ɼ&%S૾(b)ٴͼϑーϦΤม૾׵(D)

図�　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイトബບதに͞࡯؍Εͨ௒֨ࢠの5&.૾

　更に࡯؍をਐめると，௒֨ࢠ構造もݟࢄされた。図�は 5E. （૾a）ి ઢ回ંࢠ （૾b）およびこれらからフーリエ変׵し
た （૾c）の例で，֨ࢠの面間ڑ離は10.���© であることを示している。この大きな d ஋は本来 CH3NH3PbI3ペロϒスカイ
トにはଘ在しないが，ฆれもなくペロϒスカイト༝来のものである。今回の 5E. 離ڑから導かれる結果はあくまでも࡯؍
৘ใしかないため以Լはਪ測になるが，tetraHonal�cubic�tetraHonal の3相が1つの大きな長प期をܗ成してこのよう
な௒֨ࢠ構造を得たとߟえられる。また௒֨ࢠのଘ在場ॴであるが，tetraHonal のドメインと cubicドメインを͙ܨ間や
Լ஍基൘の 5iO2 相とペロϒスカイト૚を͙ܨ間にݟられ，いͣれもᷮかな֨ࢠͻͣΈを؇࿨するܗでこうしたҐ置に必વ
的にଘ在しているとߟえられる（図�）。
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までに比ֱ実験として1 mmߟࢀ　 ֯の୯結থから FIB で੾り出した試料には，こうした cubic 相や௒֨ࢠ構造は確
認されなかった。ີݫには “ ແい ” ことはূ໌できないため，௿ഒ率での 5E. ，で試料શ体の৘ใをऔり上͛࡯؍
di⒎raction の֯度の異なる4方޲のਂさ（ೱ୶）分析において信߸ڧ度の೾ܗがશて中心から対শܗであることを確認し
た。すなわち cubic 混在時にݟられるピークのภりやショルダーがແかったことから，tetraHonal ୯一相であると൑அした

（図�
 �）。

図�　CH3/H3Pb*3ペロϒスΧイト୯結থと'*#Ճ޻޻ఔ

図�　CH3/H3Pb*3୯結থの5&.૾ɼ&%S૾ٴͼਂ͞ํ޲に͓͚るシグφϧڧ度のൺֱ



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 29ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

ݙจߟࢀ

1） Best Research�Cell E⒏ciencies
 ReW. 01�03�201�
 https���www.nrel.HoW�

2） 5.8. ,im
 S. Uchida
 5. .atsushita
 L. CoKocaru
 R. +ono
 D. .atsubara
 .. Shirai
 ,.Ito
 H. .atsumoto
 5. ,ondo and H. SeHawa
 
“Self�orHani[ed superlattice and phase coeYistence inside orHanometal halide peroWsLite solar cell”
 A d van ced  M at erials
 �0
 
170���0 （201�）.

3） 5.8. ,im
 .. ,im
 N. ShibaZama
 L. CoKocaru
 S. Uchida
 5. ,ondo and H. SeHawa
 “Realʖ5ime In Situ ObserWation of 
.icrostructural ChanHe in OrHanometal Halide PeroWsLite Induced bZ 5hermal DeHradation”
 A d van ced  F u n ct io n al M at erials
 ��
�
1�0�0�9 （201�）.

4） DaWid B. 8illiams
 C. BarrZ Carter
 T ran smissio n  E lect ro n  M icro sco p y  A  T ex t b o o k  f o r M at erials S cien ce （SprinHer US
 200�）.

5） 9in 2ian
 9iaoLun (u
 and RonHHui :anH
 “Lattice thermal conductiWitZ of orHanic�inorHanic hZbrid peroWsLite CH3NH3PbI3”
 
A p p l. P hy s. L et t .
 10�
 06�90� （201�）.

�） I.P. Swainson
 R.P. Hammond
 C. SoulliÈre
 O. ,nop and 8. .assa
 “Complete structure and cation orientation in the peroWsLite 
photoWoltaic methZlammonium lead iodide between 100 and 352 ,”
 J . S o lid  S t at e Chem.
 176
 97�10� （2003）.

4. ͓ΘΓに
　ペロϒスカイトଠཅి஑は్上の技術であり，ࣨڀݚレベルでの高い効率は確認できたものの，実用化に͚޲ては଱
も多くޙされている。՝୊があることが開発ҙཉをかき立てている面もあり，今࢒性をॳめとして解ܾす΂き՝୊も多くٱ
のڀݚ者がࢀ入し，更なるڀݚ開発ڝ૪のܹ化が予૝される。その一方で基ૅ的な動作機構の解໌はまͩまͩෆे分で
あり，デόイス構造を理解するためにはిݦࢠඍ࡯؍ڸがܽかせない。特に上ड़の௒֨ࢠなど特घなφノ構造のଘ在は
ޫి変׵特性とີ接にؔ࿈しており，更なる効率޲上に対して大きな知ݟを与えるとߟえられる。
　以上，本項では FIB Ճ޻による試料のബย化と 5E. する上でඇৗに有効である࡯؍の૊Έ合わせがඍ細構造を࡯؍
ことを紹介させて௖いた。

ँࣙ
　本測定に置いては株式会社日立ハイテクノロジーズのスタッフօ༷方のશ面的な支援を௖きました。この場をआりて心からँײਃし上͛ま
す。

会һ੍αイτʠ4�*�OBWJʡͰ͸ɼ4�*�/&84ͷόοクφンόーΛؚΉશ内༰Λ͝ཡ͍͚ͨͩ·͢ɻIUUQT���CJ[�IJUBDIJ-IJHIUFDI�DPN�TJOBWJ�



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 3 0ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

#JΫϥελʔ50'�SI.Sによる
ແػɾ༗ࡐػྉද໘のՄࢹԽ

　ೋ次イオン質量分析法（SecondarZ ion mass spectrometrZ
 SI.S）は，ۀ࢈応用を目ࢦした৽ࡐن料開発のための重
要な評価手ஈとしてҐ置͚ͮられており，その分析の対象は，ۚଐ，൒導体，セラミックからポリマー，生体૊৫と多ذに
わたる。スパッタリングやイオンྭىなど，ݻ体表面と一次イオンとの相ޓ作用により生じたೋ次イオンの質量を計測するこ
とで，表面やք面を構成する成分の評価ɾ解析を行う本手法は，όックグラウンドが௿く，ײ度が高いという特௃を有する（図
1（a））。ݩ来 SI.S は，൒導体中のෆ७物同定などແ機ࡐ料を分析の対象として発లしてきた技法で，その質量分析計には，
࣓場ภܕ޲（.aHnetic Sector
 .S）や࢛重2）ܕۃuadrupole
 2）が࠾用されていた1
2）。1��0೥୅に Static SI.S 法が
確立されると，分析の対象は有機ࡐ料΁と޿がりをݟせる3）。一次イオンのドーズ量を表面のີࢠݪ度をངかにԼ回る量

（Static limit� 1ʷ1012 ʵ1ʷ1013 ions�cm2）にࢭめる本手法により，表面構造のଛইが཈制され，分ࢠঢ়ଶでのイオン
化が可能になった。Au n

� や Bi n
� などのۚଐクラスターイオンや C�0

�，さらに Ar n
� などのڊ大クラスターイオンݯの開発4��） 

により，Static SI.S は表面の૊成をௐ΂るための手法から，有機分ࢠのೋ次ࡾ，ݩ次ݩ分෍の৘ใを得る手ஈ΁と応用
ൣғを͛޿る。一次イオンݯの発లに൐い，質量分析計もվ良され，高質量ଆの分ࢠまで計測することができるඈ行時間

5ime of FliHht）ܕ 5OF）が࠾用されるようになった。現在では，5OF�SI.S は，Static SI.Sと同౳のҙຯを࣋つものと
なり，ࡐ料ֶ޻，生໋Պֶ，基ૅҩֶなど幅޿い分໺の׆ڀݚ動にݙߩする評価手法としてར用されている。
　౦๺大ֶ多ݩ物質Պֶڀݚॴ Central AnalZtical FacilitZ（多ݩ CAF）�） として؅理ɾӡ用されている 5OF.SI.S5

（ION�5OF (mbH）は，大ֶのڞ௨機器として，ڀݚॴ಺֎から分析ґ頼をड͚，測定データの提供を行ってい
る（図1（b））。Biクラスターイオンݯを౥ࡌする本機छは，分析条件のઃ定により，ແ機から有機まであらΏるࡐ料の評
価ɾ解析を行うことが可能な装置である。一方で，このような大ܕ装置をॴ有する大ֶڀݚ機ؔはݶられており，装置の
ॴを࢝めとすڀݚ物質Պֶݩ఺は，多ڌڀݚ同ڞ的に行われている。物質ɾデόイスࠃ同ར用をਪਐする試Έがશڞ
る，5つのෟ置ڀݚॴからなるશنࠃ໛のωットϫークڌڀݚܕ఺で，大ֶの࿮を௒えたڞ同ڀݚ΁のऔり૊Έをਪਐ
する支援を行っている�）。本ߘでは，ڞ同ڌڀݚ఺ڀݚを௨して，ଞ大ֶとڞ同で得た成果について紹介するとともに，
5OF�SI.S の特性，応用ൣғの可能性をお఻えしたい。

はじめに1.

Bi Cluster TOF-SIMS Imaging of Inorganic and Organic Materials

౦๺େֶଟݩ෺࣭Պֶڀݚॴ
ٕज़৬һ 

ಉࣥචऀڞ
πੴ ํ໵⓮1ࡾ

ླ໦ ໜ⓮2

ܙɹཧށ࣡

図̍　S*.Sݪཧの໛ࣜ図ʢBʣ͓ よͼଟݩCA'૷ஔとͯ͠؅ཧɾӡ༻͞Ε͍ͯる5O'�S*.S�ʢbʣ

ʢBʣ ʢCʣ
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　మ߯ࡐ料は，自動ं部඼やݐ築Ճ޻੡඼，化ֶプラントなど༷ʑな用్にར用されているが，その機ց的特性には結
থ構造において֨ࢠ間Ґ置を઎有しているඍ量のܰݩૉのଘ在が大きな影響を及΅している。その中でも水ૉは，߯ࡐ
΁の溶解度が௿い一方で，ࣨ温での֦ࢄ速度がඇৗに大きいため，そのڍ動を解析することはࠔ難とされている10
11）。
5OF�SI.S は，水ૉ検出が可能な਺গない分析手法で，さらに高ײ度ɾ高ۭ間分解能を有する特௃から，మ߯中にؚ
まれるඍ量の୸ૉやϗウૉ౳のڍ動をௐࠪする手ஈとしてもར用されている12
 13）。一次イオンで分析とスパッタリン
グを同時に行う DZnamic SI.S とは異なり，5OF�SI.S によるਂさ方޲分析では，プローϒとซ用して，スパッタリ
ングઐ用のϏームを用いるデュアルϏーム法が࠾用されている14）。5OF にஅଓ的ۃの分析計では，そのҾき出しిܕ
にిѹをҹՃさせるため，௿Ճ速でのエッνングが可能でありながら，高いಁա率もୡ成される。本ষでは，デュア
ルϏーム法を用いて，ೋ相ステンレス߯ඍখྖҬにお͚るܰݩૉのೱ度分෍にؔする評価を行った結果について紹介
する。

　2H2O 導入直ޙのೋ相ステンレス߯表面のイメージング結果を図2（a）に示す。2H2O の導入により，2Hʵは Cʵおよ
び CNʵと異なる相において，高ೱ度に分෍していることがわかる。そこで，EP.A により 5OF�SI.S の分析ྖҬを
ؚΉ部分を࡯؍し，Ni，Cr および .o の分෍৘ใをऔ得した（図2 （b））。その結果，Cr および .o のೱ度が高いྖ
Ҭがフェライト相，Ni のೱ度が高いྖҬがオーステφイト相であることが示され，C および N はオーステφイト相
において，2H はフェライト相において，高ೱ度で分෍していることが໌らかとなった15）。

　評価試料は，オーステφイト相とフェライト相を有するೋ相ステンレス߯ （22.4Cr�5.3Ni�3.2.o�0.35Si�1.0.n�
0.1�N�0.013C� in mass�）とし，重水ૉ水（2H2O）のӄۃνャージ法により重水ૉを24時間導入させたޙ，ి解ݚຏ
を行うことで作੡した。
　5OF�SI.S による分析では，一次イオンछに Bi1

ʴを選択し，そのՃ速ిѹは25 LV とした。分析モードには，
高いۭ間分解能でイメージングをऔ得することができる Burst AliHnment mode を使用し，ೋ次イオンの質量分
析は NeHatiWe mode で行った。スパッターイオンݯにはՃ速ిѹ500 V の Cs� を選択し，ೋ次イオンの質量計測
と同時にスパッタリングを行う Interlaced mode を用いて質量スペクトルをऔ得した。さらに分析ࣨ಺のਅۭ度
は，� 2.0 ʷ 10ʵ� Pa とした。

2�1�　എܠ

2�3�　結果と࡯ߟ

2�2�　実験ํ๏

ແࡐػྉの分析ʢೋ૬ステンレス߯தのඍࢹతྖҬに͓͚るॏਫૉ分෍評価ʣ2.

図2　2H2Oಋೖޙのೋ૬ステンレス߯表໘のイメーδングʢBʣ͓ よͼ&P.Aによるۚଐ૊৫ֶత分෍ʢbʣ ʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ

ʢBʣ

ʢCʣ
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　5OF�SI.S では，1ピクセル͝とに質量スペクトルをऔ得することができる。そこで，さらにඍখྖҬにお͚るܰݩૉの
ೱ度分෍をௐࠪするため，各ピクセルから得られたೋ次イオンのシグφルカウントを用いて相対ೱ度にؔする定量評価を
行った。ೋ相を۠ผするࢦ標として，C のೋ次イオンカウントを用い，ピクセル͝とに .aYimum counts�piYel （mc）に
対するパーセンテージをࢉ出した。その஋を基に分析ྖҬを15分ׂしɺそれͧれのྖҬからऔ得された2H，FeN，Cr
および Ni のピークੵ分஋をࢉ出してɺFe のピークੵ分஋により֨ن化をした。本手法を用いて，C のೱ度に対する各ݩ
ૉのೱ度分෍を示した結果が図3である。C のೱ度૿Ճとともに Cr および Ni のೱ度が؇やかに変化し，さらに，これら
はٯ相ؔを示すことが໌らかとなった。また C および Ni のೱ度が高いྖҬをオーステφイト相と定ٛすると，相಺の一部
に，Cr ೱ度の高いྖҬがଘ在することが示ࠦされた。オーステφイト相において，高ೱ度を示す FeN に着目してΈると，
C のೱ度૿Ճとともに，その஋も૿Ճする一方で，同相಺において Cとは異なるೱ度分෍を示すྖҬがଘ在することが示
された。導入した2H については，Crとྨࣅしたਪ移が確認されたが，フェライト相では，2H ೱ度が C ೱ度とともに૿Ճ
するのに対し，Cr ೱ度は௿Լすることが໌らかとなった。

図3　ೋ૬ステンレス߯ߏ੒ݩૉ͓よͼಋೖ2Hೱ度のCೱ度にର͢る૬ؔ図
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図4　分析ྖҬΛೋ૬ステンレス߯ߏ੒ݩૉ͓よͼಋೖ2Hのೱ度ม化によΓ�分ׂ͠ɼCの分෍にΦーόーレイͰ表示ͨ͠ɻイメーδングの緑のྖ
Ҭ͕͜Εに͋ͨるɻ

　各ݩૉのೱ度が特௃的に変化するྖҬを૊৫ֶ的にௐࠪするため，相ؔ図をもとに分析ྖҬを�分ׂし，C のイメー
ジングに緑色のྖҬとしてオーόーレイで表示した（図4）。フェライト相では，Cr および 2H のೱ度が高く，特に2H は，オー
ステφイト相とのք面෇ۙに高ೱ度で分෍していることが໌らかとなった。一ൠにオーステφイト相は，fcc 結থ構造を有
するため，bcc 構造を有するフェライト相と比ֱし，ܰ 溶されやすいとされている。しかしながら，本手法では，オーݻૉがݩ
ステφイト相಺においても，C および N（FeN）のೱ度にภりが確認された。また Crと C のೱ度が相ؔを࣋たないྖҬが
ଘ在することが໌らかとなった。このようなオーステφイト相಺にお͚るภ析ܗ成は，ステンレス߯੡造プロセスにお͚る
೤処理の影響とਪ࡯される。

　5OF�SI.S のྺ࢙は比ֱ的৽しく，装置開発分໺においては໪࿦のこと，分析技術や解析手法の؍఺からも，未ͩ未
開発なྖҬがଘ在する。๲大なデータを必要に応じて，適੾に処理する手法の確立がٻめられている現在，本評価法は，
ඍখ部にお͚るܰݩૉのೱ度分෍を૊৫ֶ的にௐࠪする手ஈとして，有用なものと結࿦෇͚る。
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3. ༗ࡐػྉの分析ʢҰ࣍イΦンछと༗ػ分ࢠのՄࢹ化にؔ͢る評価ʣ

　5OF�SI.S の一次イオンݯとして，現在，最もར用されている Biクラスターイオンは，ిք์ࣹにより生成されることか
ら，高いϏームऩଋ性を有する。一方で，Ar n

� などのڊ大クラスターイオンと比ֱすると，高質量ଆの分ࢠは，Ϗームダメー
ジをड͚やすく，ײ度が௿Լするという難఺がある1�）。イメージング分析において，ۭ 間分解能をܾ定するҼࢠは，プロー
ϒのϏームܘと分析対象のײ度である。ແ機ݩૉとは異なり，有機分ࢠの場合，一次イオンのドーズ量が Static limit を
௒えると表面ଛইの影響が大きくなることから，発生するೋ次イオンの਺は௿Լする。ඍখྖҬにおいて有機分ࢠの分෍
৘ใをऔ得するためには，ෳ਺の分析条件を最適化することがٻめられる。一方で，一次イオンのछྨや対象分ࢠにより，
その最適஋が異なることから，エンドユーザー間において測定条件の統一化がなされていないのが現ঢ়である。本ষでは，
有機分ࢠのೋ次イオンऩ率とଛইஅ面ੵがۭ間分解能に与える影響について，一次イオンछ間の分析結果の差異に着目
し，評価を行った結果について紹介をする。

　評価分ࢠとして，N 
 N ⓫�Di	1�naphtZl
�N
N⓫�diphenZlben[idine 	C44H32N2
 NPD
 および4
4⓫
4⓫⓫�5ris<2�naphthZl	phenZl
�
amino>�triphenZlamine 	C��H4�N4
 2�5NA5A
 を用いた。一次イオンछには，Bi1

�，Bi3
� および Bi3

2� の3छྨを選択
し，そのՃ速ిѹを25 LV にઃ定した。またೋ次イオンの質量分析は，PositiWe mode で行った。ೋ次イオンऩ率とଛ
ইஅ面ੵの計測には，Si 基൘上に有機分ࢠをਅۭৠ着により成ບしたものを用いた。分析モードには，高い質量分解能
が得られる BunchinH mode を使用し，250 ʷ 250 �m2のྖҬを12� ʷ 12�ピクセルでランダムにϏームরࣹした。
また一次イオンのドーズ量は4.2 ʷ 1012 ions�cm2にઃ定した。ۭ間分解能の評価には，Si 基൘上に NPD をଯੵさせ
た2�5，ޙNA5A を֨ࢠঢ়のパターン（��� lines�cm）ができるようଯੵさせた試料を用いた。分析モードには，Burst 
AliHnment mode を用い，50 ʷ 50 �m2のྖҬを12� ʷ 12�ピクセルで一方޲にϏームをরࣹした。またそのドーズ
量は，2.0 ʷ 1012 ions�cm2とした。

　一次イオンछに Bi3
� を用いて分析を行った結果，得られた NPD および2�5NA5A の質量スペクトルを図5（（a）
（b））に

示す。C44H32N2
�（m/ z  � 5��）および C��H4�N4

�（m/ z  � ���），さらに྆分ࢠにڞ௨のフラグメントイオンである C1�H11N�

（m/ z  � 21�）のスペクトルが確認できる。また NPD ༝来の C2�H21N�（m/ z  � 3�1），2�5NA5A ༝来の C44H32N3
�（m/ z  

��02）および C50H3�N3
�（m/ z  � ���）が検出されたことがわかる。NPD，2�5NA5A および྆分ࢠ༝来のフラグメントイオ

ンのピークੵ分஋から，ೋ次イオンऩ率をࢉ出した結果を表1に示す。ドーズ量の૿Ճに൐い，ऩ率の஋が௿Լしていく
ことがわかるが，これは，一次イオンのエωルΪーにより表面構造がഁյされ，分ࢠঢ়ଶでイオン化，検出される確率が
௿Լしていることを示している。Static limit（1.1 ʷ 1012 ions�cm2）の条件Լでは，NPD および2�5NA5A の最大ऩ率
஋は Bi3

2� による分析により得られた。一方，Static limit を大きく௒える4.2 ʷ 1012 ions�cm2では，NPD の最大ऩ率஋
は，Bi3

� を用いたときに得られる結果となった。表1に示したऩ率஋からࢉ出したଛইஅ面ੵを表2にまとめた。શての有
機分ࢠにおいて，Bi3

2� を用いた時にଛইஅ面ੵが最大となることが໌らかとなり，その஋は，分ࢠの質量਺にґଘする
があることが示ࠦされた。さらに，この結果から，一次イオンのドーズ量の૿Ճとともに，最大ऩ率஋をとるイオンछ޲܏
が Bi3

2� から Bi3
� ΁と変わることが示された。

3�1�　എܠ

3�2�　実験ํ๏

3�3�　結果と࡯ߟ

図�　Ұ࣍イΦンछに#i3�Λ༻͍ͯ分析Λͨͬߦ結果ɼಘΒΕͨ/P%ʢBʣ͓ よͼ2�5/A5Aʢbʣの࣭ྔスペクトϧʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ

ʢBʣ ʢCʣ
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表1　/P%ʢBʣɼ2�5/A5Aʢbʣ͓ よͼɼͦΕΒのϑラグメントイΦンのೋ࣍イΦンऩ཰ʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ

1*%% 
ʢJPOT�DN�ʣ

$��)��/�

ʢº����ʣ
$��)��/�

ʢº����ʣ
$��)��/�

�

ʢº����ʣ
���º���� 7.3 4.7 16
���º���� 6.8 4.1 13
���º���� 6.2 3.6 11
���º���� 5.8 3.2 9.8

ʢBʣ#J��

1*%% 
ʢJPOT�DN�ʣ

$��)��/�

ʢº����ʣ
$��)��/�

�

ʢº����ʣ
$��)��/�

�

ʢº����ʣ
$��)��/�

�

ʢº����ʣ
���º���� 5.0 2.8 3.0 13
���º���� 4.7 2.4 2.6 11
���º���� 4.3 2.1 2.2 9.1
���º���� 4.0 1.8 1.9 7.9

ʢCʣ#J��

1*%% 
ʢJPOT�DN�ʣ

$��)��/�

ʢº����ʣ
$��)��/�

ʢº����ʣ
$��)��/�

�

ʢº����ʣ
���º���� 2.8 1.3 4.1
���º���� 2.5 1.1 3.0
���º���� 2.2 0.89 2.3
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表̎　/P%ʢBʣɼ2�5/A5Aʢbʣ͓ よͼɼͦΕΒのϑラグメントイΦンのଛইஅ໘ੵʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ

$��)��/�

ʢº�����DN�ʣ
$��)��/�

ʢº�����DN�ʣ
$��)��/�

�

ʢº�����DN�ʣ
#J�� 3.3 5.3 6.7
#J�� 5.1 7.7 12
#J��� 7.8 11 14

ʢBʣ

$��)��/�

ʢº�����DN�ʣ
$��)��/�

�

ʢº�����DN�ʣ
$��)��/�

�

ʢº�����DN�ʣ
$��)��/�

�

ʢº�����DN�ʣ
#J�� 3.0 5.9 6.3 6.4
#J�� 6.0 10 10 11
#J��� 7.8 12 13 14

ʢCʣ

　図�は，NPD�2�5NA5A のイメージングをऔ得した結果である。モノマーイオンに比΂て，クラスターイオンを用いるこ
とにより，໌ྎな分෍৘ใを得られることがわかる。Bi1

� では，ۭ間分解能を評価するに଍りるे分なシグφルカウントを
得ることができなかったため，その評価は，Bi3

� と Bi3
2� の結果を用いて行った。ۭ間分解能は NPDと2�5NA5A ք部ڥ

で計測し，NPD および2�5NANA のڧ度プロファイルの1���4％のラインからࢉ出をした。その結果，Bi3
2� を用いた時

の方が高い஋を得られる޲܏にあることがわかり，その結果は໿1 �m であった（表3）。

図�　 /P%�2�5/A5A表໘のイメーδングʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ
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　ೋ次イオンऩ率が最大஋をとるイオンछは，一次イオンのドーズ量により変化することが໌らかとなり，ଛইஅ面ੵの஋
は，分ࢠの質量਺と相ؔがあることが示ࠦされた。またクラスターイオンを用いることにより，ೋ次イオンऩ率は਺ेഒ程
度޲上したのに対し，ଛইஅ面ੵは，モノマーイオンと比ֱして਺ഒ程度の૿大であった。これは，クラスターが表面構
造のഁյを大きく֦ 大することなく，有機分ࢠをݻ体表面上から୤離イオン化させる効果が高いことを示している。さらに
໌ྎなイメージングをऔ得するためには，対象分ࢠのײ度が必要となることから，分析には，クラスターイオンを用いるこ
とが必要であるが，一定のシグφルカウントをऔ得できる条件Լでは，ۭ間分解能をܾ定するҼࢠはϏームܘであること
が示ࠦされた。以上の結果から有機分ࢠのイメージング分析において，対象の分ࢠに応じて，適੾な一次イオンछを選
択することが重要であると結࿦෇͚る。

4. まとめ
　ແ機ࡐ料および有機ࡐ料表面のイメージング（可ࢹ化）にؔする 5OF�SI.S の最ۙのࣄڀݚ例を紹介した。分析技術
がਐาすることにより，これまで解໌することがࠔ難とされていたことが໌らかになる可能性が高まる。検出されないことや，
分෍が確認できないことが，イίールଘ在しないこととはならない。ݪ理，特性を理解した上で，装置を適੾にར用する
ことが 5OF�SI.S の応用ൣғを͛޿る前提条件とߟえている。大ֶの࿮を௒え，装置が有効に׆用され，׆ڀݚ動にߩ
。いである޾できればݙ

表3  /P%͓よͼ2�5/A5Aのۭؒ分ղೳʦ1�ʣよΓҾ༻ʧ

/1% ��5/"5"
#J�� VnmeasVSaCMe VnmeasVSaCMe
#J�� 1.8 �m 1.8 �m
#J��� 1.3 �m 1.1 �m
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ಉࣥච者ڞ
�1 πੴ 方໵ࡾ
౦๺大ֶ多ݩ物質Պֶڀݚॴ　ڭत

�2 ླ໦ ໜ
౦๺大ֶ多ݩ物質Պֶڀݚॴ　ڭत

ँࣙ
本ڀݚの਱行にあたり，Ἒ৓大ֶのࠤ౻成உڭत，ژ౎大ֶのদඌೋ࿠।ڭत，ԣ඿ࠃ立大ֶの౻Ҫຑथࢣߨࢠには，多大なる͝ࢦ導，
͝佃Ꭺをࣀりました。また౦๺大ֶの佂୩ོ技術৬һには，EP.A 分析において技術支援をいたͩきました。ここにँײのҙを表します。

会һ੍αイτʠ4�*�OBWJʡͰ͸ɼ4�*�/&84ͷόοクφンόーΛؚΉશ内༰Λ͝ཡ͍͚ͨͩ·͢ɻIUUQT���CJ[�IJUBDIJ-IJHIUFDI�DPN�TJOBWJ�
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ଟ༷ͳS&.৘ใをߴεϧʔϓッτͰऔಘ͢る
γϣッτΩʔ'&�S&.
�S6����

（1）ショットΩーエミッターを౥ࡌしたిࢠॐを࠾用し，
ɾ௿Ճ速高分解能
ɾ大ి流分析ʗ長時間測定
ɾ௿ਅۭڥ؀Լ࡯؍など多༷な࡯؍条件に対応。

（2）ೋ次ిࢠɾ൓ࣹి࡯؍૾ࢠおよび ED9 測定が୯一 8D（� mm）で実施可能。
（3）ԣ方޲最大П200 mm，高さ最高�0 mm，重量は2 LH まで（試料୆ؚΉ）の試料を౥ࡌ可能な大ܕ試料ࣨʗ試料

ステージを装උ。
（4）最多で5検出器，�νャンωルの信߸を同時表示ʗอଘ可能な表示ܥ。

しています。高分解能૾を得る以֎にも，֫得できるরࣹి流量が多いࡌはショットΩーエミッターを౥ݯઢࢠి　
ことから大ి流 ED9 分析や高速 EBSD 測定などに適しています。また動作可能ਅۭ度に比ֱ的༨༟があることから
௿ਅۭ条件࡯؍ɾ測定にも適用可能です。
　ೋஈのίンデンサーレンズによりরࣹి流量は਺ pA から200 nA までのൣғでௐ੔可能です。
　対物レンズは一ൠ的なタングステンSE. に適用されているίニカルܕレンズ（アウトレンズ）に੩ిքを૊Έ合わ
せた構成になっています（図1）。
　௿Ճ速ిѹ࡯؍時に分解能を௿Լさせる要Ҽとしては色ऩ差の影響があ͛られます。
　色ऩ差はレンズに入ࣹするిࢠઢのエωルΪーのばらつきによってىこりますが，これはエミッターの࣋つエωル
Ϊー幅（᷎ E）とՃ速ిѹ（E）の比（᷎ E�E）が大きい΄ど影響するため，特に௿Ճ速ిѹ࡯؍時にݦஶになります。
　SU�000のޫֶܥでは，ిࢠઢরࣹ時にՃ速ిѹ（Vacc）にՃえて対物レンズの੩ిք（Vb）がエミッターから์出
されたిࢠઢをՃ速し，上ड़の᷎ E�E をڸ౵಺で௿減させます。ిࢠઢは対物レンズԼ୺を௨աする時఺で減速さ
れてࢦ定したՃ速ిѹ஋で試料にরࣹされます。
　この੩ిքの࣋つ効果により，特に௿Ճ速ిѹ条件での࡯؍で分解能をҡ࣋した࡯؍が可能になっています。
　図2はリνウムイオンి஑などに使用されるセパレータを࡯؍したࣄ例で，100 V のՃ速ిѹ，ഒ率5ສഒで࡯؍
しています。セパレータは高分ࡐࢠ料からなり，ిࢠઢরࣹによるダメージをड͚やすい試料ですが，Ճ速ిѹを
100 V までԼ͛ることでダメージをܰ減し，かつ10 nm 程度のણҡのঢ়ଶまで確認できる૾質で࡯؍されています。

　૸ࠪిݦࢠඍڸ（SE.）は，ೋ次ిࢠɾ൓ࣹిࢠɾ9 ઢなど多༷な信߸をऔ得できることから，幅޿い分໺におい
て׆用されており，その用్も多ذにわたっています。
　SE. の性能ɾ機能の޲上ɾ発లにより༷ʑな৘ใが得られるようになってきた൓面，その使い方のෳࡶ化，デー
タऔ得に要する時間の૿Ճという՝୊も現れてきました。
　201�೥�݄に（株）日立ハイテクノロジーズが発表したショットΩー FE�SE.，SU�000はこれらの՝୊に対応す
るため，ిܥֶޫࢠや検出ܥを৽たにઃ計し，高性能׆用とスループット޲上の྆立を図りました。
　またۙ೥஫目されつつある In�Situ ɾ測定のため，多༷な試料やアクセサリー࡯؍をはじめとするダイφミック࡯؍
が౥ࡌできる試料ࣨや試料ステージをඋえ，多༷化する࡯؍ɾ測定手法に対応する装置です。

はじめに1.

Various Information from SEM with High Throughput, Schottky FE-SEM SU7000

֓ཁ2.

ཱՖ ൟ໌

3. ܥֶޫࢠి
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図1　S6����ޫֶུ֓ܥ図

図2　ηパレータྫࣄ࡯؍
Ճ速ిѹɿ1�� V
ഒ཰ɿ�ສഒ

4. ܥग़ݕ
　ۙ೥の SE. ではෳ਺のೋ次ిࢠɾ൓ࣹిࢠ検出器の౥ࡌが一ൠ化してきています。それͧれの検出器特性に応じ
た有ӹな৘ใがऔ得できるར఺がありますが，各検出器͝とに 8D などの最適条件をઃ定する必要がありました。
そのためෳ਺信߸の同時औ得を高いスループットで行うことは؆୯ではありませΜでした。
　SU�000では各検出器の信߸औ得が同一 8D（�� mm）で行えるよう，ޫֶܥɾ検出ܥをઃ計しており，スループッ
トの޲上を図りました。図3は検出器഑置を示しています。

図3　S6ݕ����ग़ུ֓ܥ図

　試料から発生したೋ次ిࢠ，൓ࣹిࢠ信߸の一部は対物レンズの੩ిքおよび࣓քによってエωルΪーに応じたي
ಓをऔり，それͧれ UD および .D で検出されます。
　また対物レンズ಺にऔりࠐまれない֯度で์出されたిࢠは LD や PD�BSED で検出されます。これらが同一 8D
でऔ得されることで試料からの৘ใをより短時間でऔ得可能になりました。また，ED9 分析も同じく 8D�� mm で
औ得できるようなઃ計がなされており，࡯؍Ґ置ܾ定から૊成分析もより迅速な手ॱで実施できるようになりました。
　図4はݚຏޙに೤処理したアルミ合ۚを 8D�� mm 条件で UD，.D，LD 各検出器の૾および ED9マップをऔ得したࣄ例です。

図4　Ξϧミ߹ۚの3ݕग़ثɼ&%9マップಉҰ৚݅औಘྫࣄ
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著者紹介

立Ֆ ൟ໌
（株）日立ハイテクノロジーズ　ՊֶシステムӦۀ本部　マーέティング部

5. まとめ
　SU�000は FE�SE. にこれまでも要ٻされていた
ɾ௿Ճ速࡯؍能力や
ɾ信߸分離機能にՃえ，
ɾ同一 8D 条件で ED9データまでऔ得
することでデータの質およびスループット޲上にد与します。
　さらに従来の੩的 SE. ૾औ得ɾマイクロアφリシスにՃえ，動的࡯؍をもࢹ໺に入れたデザインと機能は，SE.
の可能性をさらに֦ுすることが期待されます。

　従来の方式（a）では૾が流れていてཻࢠのܗঢ়がෆ໌ྎですが，৽開発方式（b）ではཻࢠのܗঢ়が໌ྎに࡯؍でき
ています。
　本検出器の高速応౴性にՃえ，Ҿுステージなどの重量物を౥ࡌ可能な試料ࣨおよびステージઃ計により，In�Situ
をはじめとする動的ڍ動࡯؍΁の可能性を֦ுしています。
　試料ࣨは合計1�のアクセサリーポートをඋえ，༷ʑなアクセサリー装着にඋえています。

　.D （૾൓ࣹిࢠ ɿ૾ӈ上）では析出物がཻքおよびཻ಺に分෍している༷ࢠが把握できます。UD （૾௿エωルΪー
ೋ次ి૾ࢠɿࠨ上）では .D ૾では現れていなかった҉いՕॴがίントラストとして確認され，LD （૾高エωルΪー
ೋ次ిࢠɾ൓ࣹి૾ࢠɿࠨԼ）ではそのՕॴのܗঢ়が確認できています。
　このࢹ໺を条件変更せͣに ED9マップ（ӈԼ）をऔ得した結果，҉いՕॴはマグωシウムおよびシリίンからなる
酸化物であることが確認できました（ԫ緑部分）。マグωシウムやシリίンの酸化物はૉ஍のアルミと比ֱ的ฏݪۉ
൪߸がۙいため，.Dࢠ ૾では高いίントラストを示さない一方，UD が௿エωルΪーೋ次ిࢠに敏ײな性質を࣋つ
ため，ۚଐと酸化物とのೋ次ి์ࢠ出効率の差により高いίントラストを示したとਪ測されます。
　このように異なる検出器の৘ใを一度にऔ得することで，多面的な৘ใを迅速にऔ得することが可能になりました。

められていましٻ΁の要๬は従来から࡯؍など動的࡯؍఺目的から，その場؍動を把握するڍ料のプロセス中のࡐ　
た。૊成や結থֶ的৘ใをऔ得する上では൓ࣹిࢠ信߸の高速औ得が必要ですが，SU�000で৽ن開発した൒導体ܕ
൓ࣹిࢠ検出器ɿPD�BSED は応౴特性を޲上させて動的࡯؍中の高速૸ࠪ条件での૾質޲上を図っています。
　図5はシリίン基൘上の異物ཻࢠを PD�BSED で࡯؍したࣄ例です。

図�　P%�#S&%ʢ൓ࣹిݕࢠग़ثʣԠ౴性ൺֱ



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 4 2ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

����L7ಁաిݦࢠඍڸH5����のಛ௕ͱԠ用

　120 LV ಁաݦࢠిܕඍڸ（以Լ，5E.ɿ5ransmission electron microscope）は，όイオɾメディカルからφノࡐ料
などの幅޿い分໺においてඍ細構造のܗଶ࡯؍や解析に׆用されています。そのような幅޿い分໺΁対応するため，120 
LV 5E. H5��00シリーズを開発しました1）。
　όイオɾメディカル分໺͚޲όージョンH5��00では，高ίントラストレンズを౥ࡌし，ࢹ޿໺ɾ高ίントラスト࡯؍を
実現しました。また，試料ൣࣼ܏ғはʶ�0度で3D 用画૾औりࠐΈ，ฒびに࠶構成機能を標準装උとしました。
　φノࡐ料分໺͚޲όージョンH5��30は，5E. 分解能0.1� nm（࣠上），S5E. 分解能1 nm を実現し，制ࢹݶ໺回ં
パターンを自動でෳ਺औ得する Nano AnalZsis 機能2）を࣋たせました。
　また，H5��00�H5��30྆機छにࢹ໺୳しをサポートする ImaHe NaWiHation 機能3）を౥ࡌし，直ײ的なࢹ໺୳し，
画૾上でのエリアࢦ定と画૾自動औ得が可能です。
　今回，όイオɾメディカル分໺とφノࡐ料分໺྆方を࡯؍対象とするニーズに応え，前2هछόージョンの間の༷࢓を࣋
つ多目的対物レンズを౥ࡌした H5��20を開発しました。
　本ߘでは，H5��00シリーズڞ௨の機能をؚめた H5��20の特長とその応用例を紹介します。

　H5��20の֎ࣸ؍ਅを図1に示します。H5��20をؚΉ H5��00シリーズは，ޫܬ൘࡯؍用スクリーンカメラによる໌
るい部԰での 5E. ૢ作を実現しています。高ਫ਼細高速 C.OSスクリーンカメラにより，迅速なࢹ໺୳ࡧとࢹ໺୳し時の
試料ଛইの௿減を実現しました4）。このスクリーンカメラ౥ࡌによりޫܬ൘上でのライϒ測長や動画ه録，画૾อଘも可
能としました。

はじめに1.

Introduction of the HT7820 120 kV TEM and Its Application

H5��2�の֓ཁと特長2.

໼ܙل ޱ�1ɼڐ൹ ຑඒ�2

図1　H5��2�の֎؍

高ਫ਼ࡉスクリーンΧϝラ

৽(6*

5&M�S5&Mڞ用
৽ૢ࡞パωル
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　さらに，従来からのলスペース< 本体サイズɿ1�� cm（H）̫ 1�1 cm（D）̫ 120 cm（8）>，লి力のίンパクトઃ計とい
うίンセプトも౿ऻしています。　　
　表 に̍ H5��00シリーズのओな༷࢓を示します。H5��20をؚΉす΂ての機छでՃ速ిѹを20 LV から120 LV までҹ
Ճすることができます。ແછ色੾ยの高ίントラスト࡯؍やカーϘンࡐܥ料などの௿ダメージ࡯؍など目的に合わせたՃ速
ిѹの選択が可能です。

　H5��20では֨ࢠ分解能0.14 nm（o⒎�aYis）をอূ，試料ൣࣼ܏ғʶ30度とし，ओに൒導体分໺や，ポリマー，ܰ
量化ࡐ料などのソフトマテリアル分໺を対象としています。図2に Au ୯結থの高分解能૾࡯؍例を示します。Au（220）
0.14 nm の֨૾ࢠが໌ྎに࡯؍されています。

　H5��20の対物レンズにおいても，日立ಠ自のෳ合対物レンズの構成とし，目的に応じて高ίントラスト（HC）モード，
高分解能（HR）モードを選択することが可能です5）。図3にෳ合対物レンズの໛式図を示します。対物レンズをೋஈとし，
対物࣓࿏をダϒルΪャップ構造としています。OB+2（Լஈ）レンズ用ίイルのۃ性を੾りସえることで，OB+2レンズの
ON�OFF を可能とし，長য఺の HCモード，短য఺の HRモードを1୆で実現しています。HC�HRモードの੾りସえは，
ίイルۃ性の੾りସえのΈのため，ίイルి流஋は一定で，温度変化による೤ドリフトが生じないという特長もあります。

表1　H5����シϦーζのओͳ༷࢓

Ճ଎ిѹ

෼解ೳࢠ֨

20 kV – 120 kV

複合対物レンズ

)5���� )5���� )5����

0.20 nm @100 kV
(Off-axis)

±70°

広視野・高コントラスト
観察

試　　料：金単結晶
加速電圧：100 kV
観察倍率：×800,000
観察モード：HR mode

×50 ～ ×600,000

0.14 nm @120 kV
(Off-axis)

±30°

多目的観察

×50 ～ ×800,000

0.19 nm @120 kV
(On-axis)

±10°

高分解能観察

×100 ～ ×1,000,000ഒ཰
֯ࣼ܏େ࠷

ʢඪ४ϗϧμ࢖༻࣌ʣ
Ϩϯζߏ଄

図2　ۚ୯結থのߴ分ղೳ૾ྫ࡯؍
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3. H5��2�Ԡ༻ྫ
ྫ࡯؍ίントラストߴ　�3�1
　HCモード࡯؍例を図4，5に示します。図4は，଱িܸ性ポリスνレンの࡯؍例です。サラミ構造が高ίントラストで؍
例です。HCモードを使うことにより，ແછ色でありながら高࡯؍されています。図5は，マウスのਛଁのແછ色੾ยの࡯
ίントラストで，ਛଁٿࢳ体಺の֩や଍ಥى構造などの細๔಺構造が࡯؍されています。

　Ճえて ImaHe NaWiHation 機能，Nano AnalZsis 機能などの各छオート機能を H5��20にも౥ࡌしました。自社੡
1�.ピクセルC.OSカメラRC1�をؚめた各छカメラにも対応しています。

図4　଱িܸ性ϙϦスνレンのߴίントラストྫ࡯؍ 図�　マ΢スのਛଁのແછ৭੾ยのߴίントラストྫ࡯؍

図3　ෳ߹ର෺レンζの໛ࣜ図

O#+̍ coilにΑる
࣓৔

O#+̍ �coil ্࣓࣠৔分布

O#+̍ �lFnT

O#+2�coilにΑる
࣓৔

O#+2�lFnT

O#+2�coil O#+1�coilとO#+2�coilにΑる࣓৔͕重৞͞ΕるたΊɼ
O#+2�coilの励࣓でO#+2Ϩンζ࣓৔Λੜ成で͖るɻ

試　　料：耐衝撃性ポリスチレン
加速電圧：80 kV
観察倍率：×5,000
観察モード：HC mode　

試　　料：マウスの腎臓 ( 無染色 )
加速電圧：80 kV 
観察倍率：×2,000
観察モード：HC mode
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ྫ࡯؍分ղೳߴ　�3�2

3�3�　Ճ速ిѹのҧ͍による 5&. ૾ൺֱ

　HRモードを用いた࡯؍例を図�に示します。図�は，Si ୯結থの高分解能࡯؍例（a）と，その回ંパターン࡯؍例（b）
です。3方޲の֨૾ࢠが໌ྎに࡯؍されています。Si ൒導体デόイスの測長の際の，֨૾ࢠを使ったΩャリϒレーション
に応用可能です。図�は，5iO2 φノཻࢠの࡯؍例です。0.35 nm の֨૾ࢠが໌ྎに࡯؍されています。

　シングルウォールカーϘンφノνューϒをՃ速ిѹ20 LV から120 LV まで20 LV ͝とに࡯؍した例を図�に示します。
௿Ճ速ిѹで࡯؍することによって，φノνューϒ1本1本がより高ίントラストで確認できています。

図̒　シϦίンʢSiʣ୯結থのߴ分ղೳྫ࡯؍(B)͓よͼ回ંパターン(b)
ྫ࡯؍

図�　Ճ速ిѹによるシングϧ΢ΥーϧΧーϘンφϊνューϒྫ࡯؍

図̓　5iO2φϊཻࢠのߴ分ղೳྫ࡯؍

試　　料：Si 単結晶
加速電圧：120 kV
観察倍率：×800,000
カメラ長：0.8 ｍ
観察モード：HR mode

試　　料：TiO2　
加速電圧：120 kV
観察倍率：×400,000
観察モード： HR mode

試　　料：シングルウォールカーボンナノチューブ
観察倍率：×50,000
試　　料：シングルウォールカーボンナノチューブ

加଎ిѹ
20�LV

加଎ిѹ
�0�LV

加଎ిѹ
�0�LV

加଎ిѹ
�0�LV

加଎ిѹ
100�LV

加଎ిѹ
120�LV
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3�4�　*mBHe /BWiHBtion ೳΛ༻͍ͨࣗಈը૾औಘྫػ

3���　/Bno AnBlZsis ໺回ࢹݶ੍͍ͨ༺ೳΛػ ʢંSA%ɿ seleDted BreB di⒎rBDtion) パターンࣗಈऔಘػೳྫ

　図�に ImaHe NaWiHation 機能を用いたアスベストの自動画૾औ得例を示します。ま ，ͣϫンクリックでグリッド૾を
naWiHation 画面にऔりࠐΈ，目的のエリアを選択します（a）。次に，目的のࡱ影エリア（ ）̱をࢦ定したഒ率（c）で自動ࡱ影（ ）̳
していきます。これによりアスベストがଘ在するグリッド಺のશマス目について自動ࡱ影されます。自動ࡱ影された画૾はサ
ムωイル表示できるので，目的のࢹ໺の画૾を選択し，Auto driWe 機能でステージ移動することも可能となります（e）。そ
のࡱ，ޙ影したいࢹ໺をෳ਺఺ઃ定し，ࡱ影ഒ率をઃ定することにより，さらに自動ࡱ影することも可能です。

　図10に Nano AnalZsis 機能を用いたアスベストの制ࢹݶ໺回 （ંSAD
パターンの自動औ得例を示します。ࢹ࡯؍໺で
SADパターンをऔ得したいエリア（最大10Օॴ）を選Ϳと，5E. ૾上にߜりܘに相౰するԁが表示されます。そのޙ，対応
する制ࢹݶ໺（SAɿ selected area）ߜりを画面中心に入れ，औりࠐΈスタートすると選択した10かॴのࢹ໺とそれに相౰す
る回ંパターンをه録していきます。

図�　*mBHe /BWiHBtionػೳΛ༻͍ͨΞスϕストのࣗಈը૾औಘྫ

図1�　/Bno AnBlZsisػೳΛ༻͍ͨΞスϕストの੍ࢹݶ໺回 ʢંSA%ʣパターンのࣗಈऔಘྫ

定ྫࢦ໺ࢹݶ੍

ࣗಈऔಘྫ
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　さらに，Di⒎raction AnalZsis 機能とซ用することにより，データベースとর合して物質のީิをリストアップすることも可
能です。
　図11に H5��20でऔ得した各छアスベストの 5E. ૾，SADパターン，ED9 分析結果を示します。ED9 分析を૊Έ合わ
せることにより，より確実なアスベストの同定が可能となります。

図11　H5��2�Ͱऔಘͨ͠各छΞスϕストの5&.૾ɼSA%パターンɼ&%9分析結果

3���　グϦッドローテーションϗϧμʢΦプションʣ�ʣによるଟํྫ࡯؍޲
　グリッドローテーションϗルダを用いることにより，短ܗ࡭ঢ়のグリッドに౥ࡌした試料を3�0度回సし5E. する࡯؍૾
ことが可能です。このϗルダを用いることにより，H5��20や H5��30などڱいΪャップの対物レンズであっても，ࡾ次܏ݩ
ࣼ૾のࡱ影や࠶構成を行うことが可能となります。
　図12に，マイクログリッド上の酸化モリϒデンの3方࡯؍޲の応用例を示します。

クリιタイルMH3Si2O5	O)
��

クロシυライト/a2'F2�3'F3�2Si�O22	O)
2�

アンιフィライトMH7Si�O22	O)
2

アモαイト	MH
�'F
7Si�O22	O)
2



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 4 8 ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

会һ੍αイτʠ4�*�OBWJʡͰ͸ɼ4�*�/&84ͷόοクφンόーΛؚΉશ内༰Λ͝ཡ͍͚ͨͩ·͢ɻIUUQT���CJ[�IJUBDIJ-IJHIUFDI�DPN�TJOBWJ�

図12　グϦッドローテーションϗϧμΛ༻͍ͨଟํ࡯؍޲Ԡ༻ྫ

　中ԝの図は0度ࠨ， 図は，ɻ 55度，ӈ図はʴ55度ࣼ܏させ࡯؍した 5E. ૾と各結থཻࢠから得られた SADパターンです。
多方޲からの࡯؍により，酸化モリϒデン結থのܗঢ়および SADパターンから結থ方Ґの৘ใが得られます。
　例えばʵ55度ࣼ܏させた࡯؍例のΈでは਑ঢ়結থと൘ঢ়結থの2छྨのܗঢ়の結থがあるように࡯؍されますが，多方
ঢ়をܗする͚ͩでも，試料࡯؍を૾ࣼ܏により，2つの結থとも൘ঢ়であることがわかります。このように，਺ຕの࡯؍の޲
ਖ਼確にଊえることが可能となります。また，֯ࣼ܏度を૿やしてࡾ次࠶ݩ構成をすることで，より高ਫ਼度に結থܗঢ়やサイズ
を把握することも可能です。

4. まとめ
　H5��00シリーズに৽たなラインφップとして開発した H5��20を中心に，装置の特長と各छࡐ料の解析ࣄ例について
紹介しました。H5��20は，༷ʑな試料を対象としたスクリーニングや検ࠪ分析など，छʑの用్に͝׆用いた͚ͩます。
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試　　料：酸化モリブデン
加速電圧：120 kV
観察倍率：×10,000

a
��55�dFH b
�0�dFH c
��55�dFH
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の෼ੳσʔλにରԠ͠たଟมྔղੳソϑτࣜܗݩ࣍ࡾ
�%�SQFDUAMZ[Fὼの紹介ͱԠ用ྫ
Multivariate Analysis Software Corresponding to Analysis Data of Three Dimensional Form
Introduction and Application Example of 3D SpectAlyze®

2�ल೭ ݩࡔ2ɼ�७ ࠐ1ɼງ�ਔ ٶ౻1ɼ�1ɼҏ౻ ઍথ�࠸୓ ౻ࠤ

　඼質؅理の現場では，分析装置から出力された࿈ଓ的ɾ経時的な測定データをもとに，試料の定量的定性的な評価が
行われます。ਖ਼確な৘ใを得るためには，൓෮計測やෳ਺条件Լでの測定が必要となります。測定結果である多変量（多
次ݩ）分析データには，成分や量など多くの৘ใが಺在しています。データの特௃によるグループ分͚やҼ果ؔ܎のௐࠪ
のためには，多変量解析によるデータの特௃の把握がෆ可ܽです。
　ۙ೥，分析装置の高性能ɾ高ूੵ化もあって，多変量解析ソフトウェアのध要が高まっています。たͩ，طଘの൚用ソ
フトウェアには༷ʑな手法による解析機能が౥ࡌされていますが，ར用者にとっては手法の選択が最ॳのハードルとなりま
す。
　そこで，ච者らは，多次ݩの分析データに特化した多変量解析ソフトウェアh 3D SpectAlZ[e®ɦ を開発しました。処理
する対象を分ޫޫޫܬ度計や HPLC の測定データに特化することで，データのऔりࠐΈから解析までをシンプルなૢ作
性でユーザーが直؍的にར用できることを目ࢦしました。
　今回は，3D SpectAlZ[e®の機能とར用例を紹介いたします。

　3D SpectAlZ[e®は，分ޫޫޫܬ度計より得られたࡾ次ޫܬݩスペクトル（ࢦޫܬ໲）や，HPLC のクロマトグラム，ま
たダイオードアレイ検出器（DAD）から得られるࡾ次ݩクロマトグラム౳のデータファイルをऔりࠐΈ，データのՃ޻やグラ
フ表示，各छ統計解析（多変量解析）を行います。解析結果は画૾データあるいは CSVファイルとして出力することが可
能です（図1および図2）。

എ1ܠ.

ଟมྔղ析ソϑト΢ΣΞ3% SpeDtAlZ[eὼに͍ͭͯ2.

図1　3% SpeDtAlZ[eὼը໘ߏ੒
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図2　3% SpeDtAlZ[eὼग़ྗ結果

　౥ࡌしているओな機能は以Լの௨りです。

2�1�　データલॲཧ

2�2�　グラϑ表示ɾ֮ࢹ化

2�3�　ଟมྔղ析ʢࢣڭͳ͠ʣ

度計やޫޫܬ化など，分ޫنɾਖ਼ڈɾෆ要ྖҬのআڈཚޫのআࢄ　 HPLC の測定データに特化した前処理機能を౥ࡌし
ています。前処理ޙのデータはす͙ に各छ統計解析画面に൓өされます。

　ヒートマップɾ౳高ઢ図ɾௗᛌ図ɾクロマトグラムなど各छグラフ表示機能を౥ࡌしています。

（1）ओ成分分析ɿ分析データの特௃でグループ分͚や࢈஍൑ผに応用
　ओ成分分析は，৘ใのଛࣦを最খに཈えつつ，データを縮໿する分析手法です。
　例えばࢦޫܬ໲の場合，1試料につき਺ઍ～਺ेສもの計測఺（ڧޫܬ度データ）をؚΜでおり，このঢ়ଶでは，試料
間の比ֱがࠔ難です。ओ成分分析で，項目਺を2つあるいは3つにまで縮໿し，ࢄ෍図としてඳ画することで，֮ࢹ的に
試料間のؔ܎性を把握できます。例えば，࢈஍がط知ʗෆ໌の試料の計測データを合わせてओ成分分析を行うことで，
ෆ໌試料の࢈஍を൑ผすることが可能です。

（2）PARAFACɿ混合試料の成分分離に応用
測؍物質༝来のピークが重なり合ったঢ়ଶでޫܬ度計で測定した場合，ෳ਺のޫޫܬ物質が混在している試料をޫܬ　
されます。PARAFAC（Parallel Factor AnalZsis）はこの重なり合ったピークを試料中の成分͝とのޫܬデータとして分離
する手法です。分離ޙの各ピークڧ度を比ֱすることで，試料中の成分とؚ有量をਪ測することができます。

（3）֊૚的クラスタリングɿࢦޫܬ໲の特௃でグループ分ྨ
　֊૚的クラスタリングは，ूஂの中から性質がࣅている試料の分ྨをする手法です。2試料間で最もڑ離がۙい（ʹࣅ
ている）ものからグループ化し，最ऴ的に1つのグループになるまでグループ同࢜を࿈結していきます。࿈結のա程をथܗ
図（デンドログラム）で可ࢹ化します。
　本੡඼では，デンドログラム上のサンプル໊のҐ置に合わせて，ࢦޫܬ໲画૾やクロマトグラムをඳ画するため，グルー
プの特௃が一目でわかります。

蛍光指紋の描画
「ヒートマップ」「等高線図」「鳥瞰図」
の3種類から選択可能

ヒートマップ 重ね合わせ（ベースラインで揃える） 主成分分析（主成分スコアの散布図）

等高線図 重ね合わせ（一定間隔でシフト） LASSO回帰（解パス図）

鳥瞰図 鳥瞰図 階層型クラスタリング（樹形図）

「重ね合わせ」「鳥瞰図」の２種類から
選択可能

各解析結果は画像ファイルやCSV形式で
保存可能

クロマトグラムの描画 解析結果の例
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　3D SpectAlZ[e®を用いた解析例として，ओ成分分析ɾPARAFAC 解析による৯用༉のՃ೤変化，LASSO 解析による
。ృ料の混合比率のਪ定を以Լに紹介しますޫܬ

3. ଟมྔղ析ྫの঺հ

2�4�　ଟมྔղ析ʢ͋ࢣڭΓʣ

3�1�　৯༻༉のՃ೤ม化に͓͚るࢦޫܬ໲のओ੒分分析ྫ

（1）PLS 回ؼɿ予測モデル構築，未知データの予測஋ࢉ出
　શての測定データを用いて，試料の特௃を説໌する項目（छྨɾೱ度など）を予測するモデルを構築します。PLS 回ؼ

（Partial Least SRuares reHression）では，多次ݩデータが࣋つ৘ใをগない次ݩにѹ縮してから予測式をਪ定するた
め，ࢦޫܬ໲のように測定する೾長਺が多く，೾長間に相ؔがあるようなデータにڧいことが特௃です。

（2）LASSO 回ؼɿد与率の高い೾長の選定，予測モデル構築，未知データの予測஋ࢉ出
　LASSO（Least Absolute ShrinLaHe and Selection Operator）では，試料の特௃を説໌する項目（छྨɾೱ度など）
とؔ࿈の高い特௃఺を多次ݩの測定஋の中から自動で選定し，予測モデルを構築します。一ൠ的に，測定したデータを
ֶशしա͗た（աֶश）予測モデルは，未知データ΁の適応力（予測性能）が௿Լします。LASSO 回ؼは，これを回ආす
るため，Cross Validation によって予測性能を確認しながら，予測΁のد与率が高い೾長の選択を行い，予測モデルを
構築できるリーズφϒルな手法です。

　F��100ܗ分ޫޫޫܬ度計を用いて，Ճ೤時間を0
 30
 �0
 120分と変化させた際の৯用༉のࡾ次ޫܬݩスペクトルを
औ得しました。このࡾ次ޫܬݩスペクトルが図1に相౰します。Ճ೤時間の変化に൐い，ࢦޫܬ໲ܗঢ়が変化していること
が分かります。この変化を3D SpectAlZ[e®のओ成分分析法にて解析しました。結果を図3に示します。ओ成分分析を行
うことにより，Ճ೤時間に൐う試料の変化をଊえることができました。図3	a
 に示すスίアプロットより，0分から30分に
か͚て，PC1と PC2の成分の減গが生じ，その30，ޙ分から�0分の変化はগなく，�0分から120分にか͚て PC1の
減গと PC2の上ঢに൐う変化が確認されました。このとき，PC1の成分は図3	b
 に示す PC1のローディングプロットより
確認することができました。PC1のローディングプロットは図3	d
 に示すࡾ次ޫܬݩスペクトルのڧޫܬ度分෍と一கして
いることから，PC1はશ体のڧޫܬ度に相౰するとߟえられます。つまり，Ճ೤時間の経աとڞに，શ体のڧޫܬ度が減
গしていることを൓өしています。一方，PC2は，ྭ ೾長400 nmޫܬ，೾長320 nmى ෇ۙの஋がෛの஋となっています。
PC2の変化として，0分から30分にか͚て PC2のスίアが減গしていることからこの成分が૿Ճし，�0分から120分に
か͚て PC2のスίアが上ঢしていることから，この成分が減গしていることが分かります。

図3　ओ੒分分析結果

（a）主成分分析スコアプロット （c）ローディングプロット（PC2）

（b）ローディングプロット（PC1） （d）三次元蛍光スペクトル（加熱0分）



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 5 2ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

　このようにओ成分分析にてࢉ出したスίアをࢄ෍図としてඳ画することで，Ճ೤時間による৯用༉の変化を֮ࢹ的にと
らえることが可能となります。

3�2�　৯༻༉のՃ೤ม化に͓͚るࢦޫܬ໲の PARA'AC ղ析
　PARAFAC 解析は，ࢦޫܬ໲の重なり合ったピークを試料中の成分͝とのޫܬデータとして分離する手法です。分離ޙ
の各ピークڧ度を比ֱすることで，試料中の成分やؚ有量をਪ測することが可能です。৯用༉のࢦޫܬ໲の PARAFAC
解析を図4 に示します。3つの成分に分離することができました。จ1ݙ）より，Component 1と3は，酸化生成物༝来，
Component 2はϏタミンE ༝来とਪ測されました。PARAFAC 解析でࢉ出された各成分のスίア஋を比ֱすることで，成
分の相対的な変化を確認することが可能となります。

（b）各成分の励起・蛍光スペクトルとスコア値

（a）成分分離結果

図4　PARA'ACղ析結果
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3�3�　LASSO ղ析によるޫܬృྉのࠞ߹ൺ཰のਪ定
　混合比率を変えた2छྨのޫܬృ料（ԫ色ɿ0％～100％，赤色ɿ100％～ 0％，それͧれ合計100％となるように混合）
のࢦޫܬ໲を測定し，LASSO 法にて混合比率をਪ定しました。図5に混合比率を変えた際のࢦޫܬ໲を示します。0％は，
ԫ色ృ料が0％，赤色ృ料が100％であり，ྭى೾長550 nm，ޫܬ೾長�00 nm ෇ۙに赤色ృ料༝来のࢦޫܬ໲が確認
されます。混合比率を変え，100％は，ԫ色ృ料が100％，赤色ృ料が0％であり，ྭى೾長450 nm，ޫܬ೾長515 nm
෇ۙにԫ色ృ料༝来のࢦޫܬ໲が確認されます。

図�　ࠞ߹ൺ཰Λม͑ͨޫܬృྉのޫܬݩ࣍ࡾスペクトϧ

　ଓいて，LASSO 解析にて混合比率をਪ定するため，各試料5回測定，合計55データのうち，3回分をモデル作成のた
めの Calibrationデータ，2回分をモデル検ূのための Validationデータに分ྨしました（図ࢀ�র）。
　LASSO では，試料の特௃を説໌する項目（छྨɾೱ度など）とؔ࿈の高い特௃఺（೾長）を多次ݩの測定஋の中から自
動で選定し，予測モデルを構築します。今回，ࢦޫܬ໲の೾長਺は໿�
100೾長ありました。LASSO 解析で混合比率を
ਪ定するために有効な೾長として�5೾長がந出されました。3D SpectAlZ[e®の LASSO 解析では，ࡾ次ޫܬݩスペクト
ルと同༷にྭى೾長ɾޫܬ೾長ɾந出された೾長の܎਺を表示することができるので，解析に有効な೾長を֮ࢹ的にとら
えることに有効な表示方法をඋえています。
　ந出された各೾長に対して܎਺が導き出され，モデル式から混合比率をਪ定します。モデルを作成したط知データでの
検ূでは，ط知の஋とࢉ出した஋の相ؔ性は R2ʹ0.����，モデル未使用のデータでの検ূでは，R2ʹ0.���2と良好な
結果が得られました。
　௨ৗ，定量஋を得る際には，1つの೾長に対する検量ઢからࢉ出しますが，LASSO 解析や PLS 解析を用いることで，
多೾長の検量ઢを作成し，よりਫ਼度の高い目的஋を得ることができるようになります。
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4. まとめ
　分析装置の性能は日ʑ޲上し，短時間で多くの৘ใが得られるようになりました。その൓面，データ解析に長い時間を
必要としますが，多変量解析は๲大な量のデータを短時間に໌ྎにできます。3D SpectAlZ[e®は多変量解析をより؆ศ
にѻうことができることを目的としたソフトウェアで，今ޙ幅޿い分໺で使われる多変量解析をより਎ۙにѻうことができる
πールです。

ݙจߟࢀ

1） +. Christensen
 L. N�rHaard
 R. Bro
 and S. B. EnHelsen
 Chemical reviews, 106 （6） 
 1979 （200�）.

1. “3D SpectAlZ[e” は，株式会社ダイφίムの日本ࠃにお͚る登録商標です。

著者紹介
�1 ਔ ٶ౻，ҏ౻ ઍথ，࠸୓ ౻ࠤ

（株）ダイφίム

�2 ງࠐ ७，ݩࡔ ल೭
（株）日立ハイテクサイエンス

図�　LASSO๏によるޫܬృྉのࠞ߹ൺ཰のਪ定

3次元蛍光スペクトル：Mix50％

判別に寄与する画素：
波長数：75波長

（
算
出
し
た
値
）

（
算
出
し
た
値
）

（既知の値）

（既知の値）

Calibrationデータ：33データ
（既知データでの検証：モデル使用データ）

Validationデータ：22データ
（既知データでの検証：モデル未使用のデータ）
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ChromSwordを用いたAIによる
HPLCメソッド開発法の紹介

　HPLC のメソッド開発には，サンプル特性の把握，目的の対象物質に合わせた前処理方法の検討，分離モードや検出
器の選択，さらに測定においては移動相や，流量，カラム温度といったパラメータを最適化するなど，いくつもの検討が
必要である。これらは従来，測定者の経験や試行錯誤によるため多くの時間を要している。また分析結果を確認してから
次の条件検討を行うため，自動化が難しい。一方，クロムソードジャパン（株）より提供されるソフトウェアChromSword
は AI によるメソッドの自動検討が可能で，人の介在時間を大幅に削減することが期待される。今回，ChromSword を用
いてメソッド開発を行う方法について紹介する。

　ChromSword は AI がパラメータを自動的に検討し，メソッド開発する ChromSwordAuto，開発したメソッドの頑
健性を評価する AutoRobust，測定したデータを閲覧，レポートを作成する ReportViewer，測定対象の構造式から
の物性予測もしくは実際の分析結果からメソッドをシミュレーションする Offline といったソフトウェアから構成される。
ChromSword には現在，日立高速液体クロマトグラフChromaster®及び ChromasterUltra®Rs を直接制御することが
可能な Hitachi Edition がラインアップされている。これより各ソフトウェアの特長について解説する。

（1） ChromSwordAuto
　ChromSwordAutoでは HPLC を制御し，AIアルゴリズムで自動的に HPLC のグラジエント条件を作成することが可能
である。グラジエント条件の検討にはいくつかの手法があり，3回程度の測定で検討する迅速最適化，15 ～ 25回程度
の測定で検討するサンプルプロファイリング，メインピークとの分離に着目して検討する最大ピークの分離といったモード
がある。ここでは迅速最適化モードについて評価した結果を示す。試料には DNPH 誘導体化アルデヒド13成分混合標準
試料を，カラムは ODS とし，HPLC は日立高速液体クロマトグラフChromaster®のフォトダイオードアレイ検出器を使用
して測定した。移動相はアセトニトリルと20％テトラヒドロフラン水溶液を用いた。図1に迅速最適化モードの分析結果を
示す。13成分が AIアルゴリズムによりグラジエント条件を検討し，3回の測定で各成分を分離することが可能であった。

はじめに1.

Introduction of the HPLC Method Development by AI Using ChromSword

特長2.

清水 克敏

図1　ChromSwordAuto　迅速最適化　各ステップのクロマトグラム

1回目 2回目 3回目

SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS
Technical  magazine of  E lectron Microscope and Analyt ical  Instruments.

62Vol. No.1 M A R C H2 0 1 9

技術解説



© Hitachi High-Technologies Corporation All rights reserved. 2019ʦ5 4 5 6 ʧTHE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2019 Vol.62 No.1

（2） AutoRobust
　AutoRobust では頑健性評価として，分離性能に影響を与える各パラメータを自動的に変更しながら測定する。測定し
た結果からピークを確認したのち変化パラメータの統計的処理を行い解析する。解析結果はデザインスペースを構築する
ことによりメソッドの信頼性を瞬時に確認することが可能である。例えば異なる分析装置間で同じ条件で測定しても，シス
テムの容量などの違いにより，得られた分析結果に差異が生じることがある。そのためメソッドの頑健性評価は重要である。
　図2は NBDF で誘導体化したアミノ酸の標準サンプルを AutoRobust で測定した結果である。ChromSwordAutoであ
らかじめ基本メソッドを作成し，AutoRobust で変化パラメータとしてカラム温度と溶媒条件を選択した。デザインスペー
スでは基本メソッドを中心としてカラム温度と有機溶媒を変化させたメソッドでの分離度を示している。分離度が良好な場
合は緑色で表示され，赤く表示された部分は分離度が悪くなる。今回の条件において，基本メソッドは緑色部分にあり，
基本メソッドの頑健性が高いことを確認することができた。

（3） ReportViewer
　ReportViewer では得られたクロマトグラムを解析し，レポートを作成することが可能である。図3に示すようにクロマ
トウィンドウやピーク詳細など必要な項目が一画面上に表示されたユーザインターフェースとなっている。クロマトグラムや
スペクトルの重ね合わせ，データの3D 表示が可能であり，AutoRobust の結果は ReportViewer で解析する。

図2　AutoRobustによるHPLCメソッドの頑健性評価

図3　ReportViewerによる分析結果の表示

基本メソッド パラメータの選択と実験デザインの設定 デザインスペース

緑(分離度良)→ 赤(分離度悪)
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著者紹介

清水 克敏
（株）日立ハイテクサイエンス　応用技術部
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　ChromSword の各ソフトウェアによりAI 支援で HPLC のメソッド開発を自動化する手法を紹介した。ChromSword は
日立高速液体クロマトグラフChromaster®及び ChromasterUltra®Rs を直接制御することが可能であり，AI による自
動化は人の介在時間を削減し HPLC のメソッド開発をより効率的に実施することが可能である。

3. まとめ

（4） Off line
　Off line では構造式を入力することで物性を予測し，ソフトウェアに登録されたカラムデータベースをもとにカラム，移
動相，有機溶媒比率といった条件をシミュレーションすることが可能である。実際に HPLC で分析をする前にクロマトグ
ラムを確認できることから条件検討の時間短縮が期待できる。図4に Offline によるシミュレーションした例を示す。構造
式を入力することでカラムと移動相を選択し，予測される結果を確認することが可能である。

　なお，構造式が未知な場合は2回以上の実際の測定結果を入力することによりシミュレーションを実施する。

図4　Offlineによる分析結果のシミュレーション

1. “Chromaster®”，“ChromasterUltra®Rs” は株式会社日立ハイテクノロジーズの登録商標です。
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