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低真空SEMの可能性―SEMの基礎研究―　

図１　いろいろな塩のSEM像（反射電子）とEDX分析結果
（加速電圧 10 kV）

　新型コロナウイルスのために，我々の大学でも学部生は全てオンライン授業となり，キャンパスは閑散としている。この
状況で，授業の質を落とさず，授業についていけない学生を出さないようにするために，大学教員も大いに努力している。
しかし，講義はまだ良いとしても，実験をオンラインで行うのは大分無理があるように感じている。特に，自分の手で装
置を動かし，失敗しながら創意工夫を凝らして実験を行う経験は何物にも代えがたいものであろう。実験ではないのだが，
計測実験学という授業でSEMの講義を行い，低真空卓上顕微鏡（TM4000Plus）で観察したいろいろな塩の観察結果を
公開し，それについてレポート課題を出したところ，学生から大きな反響を得た。図1は，その資料（抜粋）である。
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　食卓塩，ゲランデ塩田の塩，ピンクと黒のヒマラヤ岩塩（おろし器で削ったもの）の4種の形状（反射電子像）と組成（EDX
スペクトル）を見せて，味との関連を議論してもらった。同じ塩でも形状や大きさには大きな違いがあり，また純度も違い，
不純物もまちまちである。塩の結晶ができたときの環境を議論しているだけで，数ページのレポートができてしまう。バッ
クグラウンドのAlを食卓塩の主成分であると回答したり，EDXスペクトルに現れたCを過大評価して，ゲランデの塩の中
には有機物が多量に含まれているなどの珍答もあって面白い。学生と議論することができないので，生の実験結果をどの
ように値踏みして考えるかを教えることの難しさを実感している。
　さて，最近の卓上顕微鏡は，低真空を利点として，導電性コーティングなしで試料を観察できる。これは，SEMにとっ
てはまさに革命的な出来事で，一挙に観察対象が広がった。筑波大では卓上顕微鏡を共用に供しているが，強磁性体の
微粒子以外，観察する固体には制限をかけていない。ただ，このことはまだ周知の事実とはなっていないようである。現
に，40代以上の研究者の多くは，SEMで絶縁体を観察するときはコーティングが必須であると考えている。ましてや，装
置を痛める湿った試料などの観察は避けるべきであると考えている。一方，低真空 SEMが普及してからSEMを使いだし
た若い世代は，SEM観察に大きなハードルを持っていない。注意していないと，液体まで入れてしまいそうな学生もいる
くらいである。
　低真空卓上顕微鏡の良いところは，思いついたらすぐ実験ができるところである。コーティングが不要であれば，試料
の前処理に時間はかからない。朝のTVでは，新型コロナウイルスの感染予防にマスクが有効かどうかの議論をしていた。
不織布マスクではウイルスを防御できないと言われていても，ちゃんと納得するのは難しい。そこで，出勤早々，マスクに
㎛サイズのナイロン粒子を含んだ空気を透過させ，それをTM4000で観察した。図2に示すように不織布の使い捨てマ
スクは3層構造になっている。目の粗い不織布で，目の細かい不織布を挟んだ形である。なるほど，目の細かい不織布
は1㎛の粒子を取り込んでいる。もっと大きな粒子は外側の不織布の接着部分にへばりついている。静電気の影響なのか
もしれない。あいにくサブ㎛の粒子が手元になかったので，ウイルスの挙動についてはまだ答えが出ていないが，マスク
の役割についてかなりな部分は納得できた。いずれにせよ，繰り返し使用時には，表と裏を区別しておかないといけない。

図2　不織布マスクのSEM像（反射電子）。新品と微粒子付着後
（加速電圧 10 kV）
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　閑話休題。これまで低真空SEMは，高真空排気系を持たない簡易型のSEMに取り入れられてユーザーを増やしてきた。
低真空 SEMは，材料のコーティングなどの試料準備に時間をかけなくても済む。これからは，光学顕微鏡のように，実
験室にあたりまえに置いてある実験器具としての地位を築いていくであろう。一つ付け加えると，TMの試料室の扉の裏に
は，ブランク蓋がついており，工夫すれば，電流導入や試料加熱，マニュピレーションなど，いろいろな環境を実現する
ことができる。この装置のような使い勝手の良い簡易型低真空SEMがさらに普及して，SEM観察の裾野が広がることを願っ
ている。

会員制サイト“S.I.navi”では，S.I.NEWSのバックナンバーを含む全内容をご覧いただけます。https://biz.hitachi-hightech.com/sinavi/

脚注
（＊１）本稿では紹介できなかったが，筑波大学では，特別共同研究事業として，SEMの研究室を運営している（https://advsem.bk.tsukuba.ac.jp/）。

この事業では，測長 SEMや SEMの基盤技術の研究と，電子顕微鏡にかかわる人材の育成，教科書作りなどのNPO 事業に取り組んでいる。
（＊２）また，これまでの低真空 SEMには，二次電子像が得られないという欠点があったが，二次電子が雰囲気ガスに衝突して生じる発光を検出す

るUV検出器は，二次電子検出器の代替として十分な力を発揮しており，低真空二次電子検出器としての地位を確保するものと思われる。試
料を選ぶが，このUV検出器を使えば，カソードルミネッセンス像（パンクロマテックCL像）も観察できる。更には試料ホルダーを工夫すると
STEM像も得られる。

図3　台風翌日に採取した蜘蛛の糸。SEM像（反射電子）とＸ線元素マッピング
（加速電圧 10 kV）

　最後の例は，塩の結晶と蜘蛛である。2年前は大きな台風が何個も日本に上陸し，めったに被害を受けない千葉や茨
城でも大きな災害があった年である。つくばを大きな風台風が通過した翌日は，台風一過の晴天であったが，車のボンネッ
トがべたべたしていて，台風がいろいろなものを落としていったのだということが分かった。ちょうど，大学の建物の脇に
蜘蛛が巣を張っていたので，蜘蛛の巣をTMで観てみようと，一部を採集してみた。それが図3である。図鑑によると蜘
蛛の巣は，縦糸は撚った糸であり，横糸は一本の糸に粘球がついた構造をしている。どうやら無分別に採集したために両
者が絡み合ってしまったようである。このときは，SEM（反射電子）像に白い斑点が付いていたので，EDXの元素マップを
撮ってみた。それが右のカラー像である。白い斑点は，NaとCl のマップで明るくなっており，塩の結晶ができていること
が分かった。海から100km離れたつくばにも海水を運んだ台風もさることながら，それが結晶化して，蜘蛛の巣につい
ているとは想像だにしなかった。この結晶ができるまで，雨粒には塩が凝縮されて，さぞかししょっぱい水滴が蜘蛛の巣
についていたのだろう。あの蜘蛛が塩水を飲んで高血圧にならなければ良いがなあと思った次第である。
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全固体リチウムイオン2次電池　
―硫化物系固体電解質のナノスケール構造解析―
All-solid-state Lithium-ion Secondary Battery 
―Nanostructure Analysis of Sulfide-based Solid Electrolytes―

　「エネルギー資源」と「環境」問題の解決に向けた研究開発が全世界で進められている。中でも重要な再生可能電力や環
境にやさしい電動自動車の大規模導入には，電気エネルギーを貯蔵する高容量で長寿命・ 安全性の高い蓄電池の開発が
不可欠とされている。リチウムイオン二次電池は優れた充放電サイクル特性と高いエネルギー密度を示すことから，現在携
帯電話やノートパソコンなどのポータブル機器用電源として利用されている。また，大型化や高エネルギー密度化によって，
電気自動車や家庭用大型蓄電池としての応用も期待されている。しかしながら，現在のリチウムイオン二次電池では，可
燃性有機電解液を用いているため発火性などの安全性に欠けるという問題がある。このような安全性の問題を解決するた
め，近年電解液を不燃性の無機固体電解質に置き換えた全固体電池の開発が盛んに行われている。最近，電解液に匹敵
するイオン伝導率を示す硫化物系固体電解質が見いだされ，広い電位域において電気化学的に安定であることから，全固
体電池への応用が期待されている。
　図１はバルク型全固体電池の模式図を示している。バルク型全固体電池は，微粒子を積層することによって作製されて
いる。電極層に電極活物質を多量に導入することが可能なため，電池容量を大きく向上できる利点がある。例えば正極層
に着目すると，正極層はリチウムイオンの伝導パスを担う固体電解質と正極活物質によって構成されている。したがって，
全固体電池を実用化するためには，高いイオン導伝性を示す固体電解質や高容量を有す電極材料の開発，ならびに乱れ
のない電極 - 電解質固体界面の構築が重要となる。

　従来のリチウムイオン電池は優れた充放電サイクル特性と高いエネルギー密度を示すものの，電解液に可燃性の有機溶
媒を用いているため，安全性に大きな課題がある。そこで，電解液の替わりに，不燃性の無機固体電解質を用いた全固
体電池の開発が盛んに行われている。無機固体電解質として硫化物系 Li2S・P2S5ガラス電解質は，熱処理により結晶化
が生じ，析出する結晶相の種類によってイオン伝導度が大きく変化する特長がある。一般にガラスを結晶化させたものを
ガラスセラミックスと呼んでいるが，その構造については不明な点が多く，結晶を含んだ非結晶状態の実態は未だに解明
されていない。ここでは，高分解能電子顕微鏡法，電子回折法，および暗視野法を用いて，Li2S・P2S5ガラス電解質のナ
ノスケールでの微細構造について調べ，イオン伝導度との関係について検討を行った結果について報告する。また，全固
体電池用 LiNi1/3Mn1/3Co1/3O2（NMC）正極複合体に対して加熱その場 TEM 観察を行い，加熱によって生じた構造変化か
ら NMC 正極複合体が示す発熱反応の起源について検討した。

はじめに

概要
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図１　バルク型全固体電池の模式図

図2　70Li2S ･ 30P2S5ガラス電解質のイオン伝導度の組成依存性1）

　硫化物系固体電解質は，酸化物系よりも高いイオン伝導度を有し，広い電位域において電気化学的に安定である。そ
の中でも Li2S-P2S5ガラス電解質は，図２に示すように，熱処理によって結晶化させるとイオン伝導性が向上する性質があ
る１）。このため高イオン伝導度を実現するためには，非晶質状態や非晶質マトリックス中での析出した結晶の形態・繋がり
方を解明することが重要となる。これまで我々は，透過型電子顕微鏡（以下 TEM）を用いて，硫化物系ガラス電解質の高
いイオン伝導度のメカニズムを明らかにするために，非晶質状態の高分解能 TEM 観察やガラスの結晶化挙動の加熱その
場 TEM 観察を行ってきた2–4）。

　硫化物系固体電解質は空気や水分に対する不安定性のため，不活性ガス雰囲気下で TEM 観察するための実験環境を
整える必要がある。TEM 観察用試料の作製は図3に示す不活性ガス雰囲気のグローブボックス内で行い，TEM 観察時に
は不活性ガス雰囲気対応の真空 TEMホルダーと加熱用 TEMホルダーを用いた。さらに，非晶質・結晶質領域の空間分
布を可視化するため，暗視野法を用いた5,6）。暗視野法は，結晶化により出現した回折スポットを用いて実空間像（暗視野
像）を得ることができる。暗視野像の撮影には，輝度を稼ぐため電子線を絞る必要がなく，試料へのダメージを最小限に抑
えて観察できる有効な手法である。またこの観察手法を用いれば，ガラス電解質を TEM 内で加熱することで，結晶化プロ
セスを直接観察することも可能になる。
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図3　硫化物系電解質を空気にさらさずにTEM観察するための実験環境
左：グローブボックス　右：真空TEMホルダー（上）と加熱用TEMホルダー（下）

図4　80Li2S・20P2S5ガラスセラミックスの高分解能電子顕微鏡像2）

　硫化物系 Li2S・P2S5ガラス電解質での非晶質状態，および結晶を含んだ非晶質状態（結晶化ガラス状態）について TEM
を用いたその場観察により調べた。観察試料として，80Li2S・20P2S5ガラスセラミックスを用い，結晶化ガラス状態の微細
構造を調べた。室温で測定した X 線回折データには高イオン伝導結晶相 Li3.25P0.95S4の回折ピークが観察された。そこで，
Li3.25P0.95S4結晶の形態を明らかにするため TEM を用いてナノスケールでその場観察を行った。
　図4は80Li2S・20P2S5ガラスセラミックスの高分解能電子顕微鏡像である。大きさ約5 nm の Li3.25P0.95S4ナノ結晶が非晶
質領域中に存在し，互いに連結している様子が観察される。この結果から，超イオン伝導ナノ結晶の析出，および連結が高
いイオン伝導度に寄与していることが示唆される。

硫化物系Li2S・P2S5ガラス電解質の高分解能TEM観察2.
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　次に75Li2S・25P2S5ガラス電解質の微細構造を調べた。図5は75Li2S・25P2S5ガラス電解質の暗視野像と高分解能電
子顕微鏡像である。まず，図5に示す結晶粒から得られた電子回折図形にはハローパターンが観察される（図5左図の挿
入図）。これは，平均構造として非晶質状態であることを示唆している。一方，暗視野像中には，図5左内の矢印で示すように，
結晶領域を示す明るいコントラストが所々に点在している。さらに高分解能電子顕微鏡像中には，図5右内の点線で示すよう
に，大きさ数 nm のナノ結晶が非晶質領域中にランダムに分布している様子が観察された。これらの観察から，ガラス状態
は均質な非晶質状態ではなく，数 nm のナノ結晶を含んだ不均一な状態であることが明らかになった。　

　次に，加熱によるその場 TEM 観察によりガラス電解質の結晶化挙動について調べた。図6は75Li2S・25P2S5ガラス電解
質から取得した各温度での電子回折図形である。室温では非晶質状態を示すハローパターンが観察される。この状態から加
熱すると，約180℃付近で結晶化が始まり，その後は温度上昇とともに結晶化が進行する。280℃の電子回折図形を解析し
た結果，析出した結晶相は仕込み組成に対応する ϐ-Li3PS4であることが分かった。さらに，75Li2S・25P2S5ガラスセラミック
スの微細構造を明らかにするため，210℃でその場 TEM 観察を行った。図7は75Li2S・25P2S5ガラスセラミックスの暗視
野像と高分解能電子顕微鏡像である。電子回折図形中には多数の回折スポットから成るデバイリング，暗視野像中には大き
さ約数10 nm の ϐ-Li3PS4結晶粒が観察される。高分解能電子顕微鏡像中には，点線で示すように，ϐ-Li3PS4結晶が互いに
隣接している様子が観察される。このように，暗視野法と高分解TEM法を組み合わせることにより，これまで解明されていなかっ
たガラスセラミックスの描像，すなわち結晶を含んだ非晶質状態の実態と，ナノ結晶の析出と連結が高いイオン伝導性に寄
与していることが明らかになった。

図5　75Li2S・25P2S5ガラス電解質の暗視野像と高分解能電子顕微鏡像2）

図6　75Li2S・25P2S5ガラス電解質における電子回折図形の温度変化2）
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図7　75Li2S・25P2S5ガラスセラミックスの暗視野像と高分解能電子顕微鏡像2）

図8　充電後NMC-LPS正極複合体の示差走査熱量測定結果8）

3. 全固体リチウムイオン2次電池用LiNi1/3Mn1/3Co1/3O2正極複合体の加熱その場TEM観察
　全固体リチウムイオン2次電池の実用化には，電池の発熱や発火等を抑え，安全性を確保することが必須であり，使用環
境の温度に耐えうる電池材料を開発する必要がある。また，発熱は電池の寿命を劣化させる要因にもなりうる。このため，電
池材料の発熱挙動の評価や電池材料が示す発熱反応の要因を解明することが非常に重要である。本研究では，硫化物系
固体電解質に対して行ってきた TEM 観察手法を電極複合体に応用し，電極複合体の熱的安定性について評価を行った。
本研究では，良好な長期サイクル特性を示す Li2S-P2S5（以下 LPS）ガラス電解質と正極活物質 LiNi1/3Mn1/3Co1/3O2（以下
NMC）から正極複合体を調べた7,8）。図8は充電後 NMC-LPS 正極複合体の熱的挙動を示差走査熱量測定で調べた結果を
示している。一定速度で温度を上昇させていくと，300 ～ 400℃の温度範囲に２つの発熱反応が生じていることがわかる。
本研究では，これらの発熱反応の要因を明らかにするため，加熱用 TEMホルダーを用いて正極複合体を TEM 内で加熱し，
加熱に伴う構造変化をその場観察した。さらに，得られた TEM 観察結果と第一原理計算をもとに，起こりうる化学反応過程，
ならびにこの正極複合体が示す発熱反応の要因について検討した。

　充電後 NMC-LPS 正極複合体の加熱時における構造変化を調べた結果，活物質 NMC には構造変化なく，電解質 LPS
では結晶化が生じることが分かった。本研究では NMCとの界面接触がある LPS 領域と界面接触がない LPS 領域にて，結
晶化挙動の相違について検討を行った7）。図9は，充電後 NMC-LPS 正極複合体の明視野像と，NMC/LPS 界面近傍の
LPS 領域における電子回折図形の温度変化を示している。まず室温（20℃）では，非晶質状態を示すハローパターンが観察
される。この状態から加熱していくと，250℃付近で結晶化が始まり，350℃付近までは緩やかに結晶化が進行する。さらに
温度を上昇させると，400℃以上で強度が強く明瞭なデバイリングが出現し，結晶化が進行している様子が分かる。各温度
の電子回折図形から析出結晶相の同定を行った結果，200 ～ 350℃では Li3PS4，400℃以上では Li4P2S6や Li2S が析出
することが分かった。一方図10は，NMC-LPS 正極複合体において NMCとの界面接触がない LPS 領域の明視野像と，電
子回折図形の温度変化を示している。温度上昇とともに250℃付近で結晶化が始まるものの，図9で観察されるような強度
の強いデバイリングは出現しない。析出結晶相の同定を行った結果，NMCと界面接触を持たない LPS 領域では，仕込み
組成に対応する Li3PS4のみが析出することが分かった。このように，LPS の結晶化挙動は，活物質 NMCとの界面接触の有
無によって大きく異なることが明らかとなった。
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　図11は，図9に示す一連の電子回折図形に対応する実像の温度変化である。これらの像は，結晶化によって出現した回
折スポットを用いて結像した暗視野像の重ね合せである。実像の温度変化からも400℃を境に結晶化領域が増加している
様子が分かる。このように，NMC-LPS 正極複合体中の LPS 電解質では，発熱反応が存在する高温域において，Li4P2S6や
Li2S の析出に伴い，結晶化が大きく進行する。

図9　充電後NMC-LPS正極複合体の明視野像とLPS領域における電子回折図形の温度変化。
電子回折図形は明視野像中の青丸で示したLPS領域から取得8）

図10  NMCと界面接触がないLPS領域の明視野像と電子回折図形の温度変化。
電子回折図形は明視野像中の青丸で示したLPS領域から取得8）
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図11　NMC-LPS正極複合体中の電解質LPSの結晶化過程を示す一連の暗視野像8） 

図12　充電後NMC-LPS正極複合体中で生じるLPS電解質の分解反応8）

　以上の TEM 観察結果をふまえ，第一原理計算による計算シミュレーションを元に各結晶相の生成エネルギーや化学反応
について検討した。その結果，２つの化学反応がエネルギー的に生じ易い可能性が見出された。

(1)  Li3PS4 - Li (in NMC) → (1/2) Li4P2S6 + S + 1.8 eV (/f.u.).  
(2)  2 Li3PS4 → Li4P2S6 + Li2S + S - 0.2 eV (/f.u.). 

　まず (1) は，充放電により脱 Li 状態になった NMC によって Li3PS4から Liイオンが引き抜かれ，Li4P2S6に分解する反応
である。一方 (2) は，Li3PS4自身が Li4P2S6と Li2S に分解する反応である。反応生成物の Li4P2S6や Li2S が結晶化すると，
その結晶化エネルギーが発熱として観測される。以上の TEM 観察結果と計算シミュレーションから，充電後 NMC-LPS 正
極複合体の発熱反応には，図12に示すように Li3PS4の分解によって生成される Li4P2S6や Li2S の結晶化に伴う発熱が関与
している可能性が示唆された。このような加熱その場 TEM 観察と第一原理計算を組み合わせた発熱挙動の解析手法は，他
の電池材料にも展開できる。
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4. おわりに
　今後は，結晶化エネルギーの計算も進め，発熱反応の要因をさらに明確化していきたいと考えている。また，LPS の
結晶化挙動が NMCとの界面接触によって大きく異なる要因として，結晶化する前の非晶質状態，すなわち，局所領域に
おける原子やクラスターの結合状態も影響していることが予想される。そこで今後は，X 線吸収分光法，ナノビーム電子
回折法，2体相関分布関数法等を用いた非晶質状態の解析も取り入れる予定である。このように，電池材料の発熱挙動と
その要因について多角的に評価し，全固体リチウムイオン2次電池の実用化に貢献していきたいと考えている。
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病院内での薬物血中濃度分析のための実用的な
HPLCシステムの開発
Development of a Practical HPLC System for In-hospital Analysis of Blood Concentration 
of Various Medicines (and Related Compounds)

　著者は2012年4月に薬剤師として働き始めてから，治療薬物モニタリング（therapeutic drug monitoring, TDM）を行
う必要のある薬剤のうち，病院内で血中濃度が定量できる薬剤は一部であり，多くの薬剤の分析が外注委託されている状
況に気がついた。例えば，当院では生化学・免疫分析装置 cobas®6000（ロシュ・ダイアグノスティックス）を用いているが，
院内における薬物血中濃度測定は汎用される7薬剤に限っており，他の約40薬剤は外注委託している。外注委託は便利
である反面，分析結果を得るのに数日～ 1週間程度かかり，委託費用も安くはない。一方で，それらの項目を院内で測定
するために必要な検査装置の導入コストやランニングコストは市中病院には負担が大きすぎる。また，分析担当者の不在，
人件費の削減などの問題もあるため，院内での血中濃度測定業務は全国的に縮小傾向にあった。
　このような状況は，TDM を行うことの臨床的な有用性が十分に認識されていないことの現れでもある。著者には，「医療
現場で誰もが使える HPLC 法や装置」の開発が上記問題を解決する喫緊の課題であるように思われた。そこで，東京薬科
大学の出身研究室（生体分析化学教室：柳田顕郎教授）の指導のもと，2012年9月から共同研究を開始した。
　本稿では，まず，薬物血中濃度測定と HPLC の現状と課題について概説した後，（株）日立ハイテクサイエンスが共同開
発した医療現場向けの HPLCシステムである LM1010の開発経緯と今後の展望について述べる。

はじめに1.

JA長野厚生連北信総合病院薬剤部
主任

森川　剛

　現在，薬物治療には，患者個人毎に最適な治療方法を分析・選択・施行するプレシジョン・メディシン（precision 
medicine, 精密医療）が求められている。プレシジョン・メディシンを支援する有効なツールとして，遺伝子情報に基づいた
最適な薬物の選択や投与量設定を行うファーマコゲノミクス（pharmacogenomics, PGx）や，薬物血中濃度測定と解析を行
い最適な投与量・投与方法の設定を行うTDM が挙げられる。
　TDM においては，薬物血中濃度が治療効果と副作用発現に密接に関連するとき，薬物血中濃度の把握が投与設計の
指標となる。もちろんすべての薬剤で TDM が必要という訳ではないが，TDM が必須もしくは有用な薬剤は多数存在する。
TDM の実施が有用な薬剤服用者の薬物治療が無効で，その血中濃度が有効治療域下限未満であれば投与量を増量する。
一方で薬物治療は有効だがその血中濃度が副作用発現域であれば，投与量の減量を考慮する。他にも薬物血中濃度の測
定は，患者の服薬アドヒアランスの判断を可能とするし，多剤併用患者で薬物間相互作用の影響を検討する上などで役立つ。
　また，中毒診療においても薬毒物の血中濃度測定が行われることがある。ただし，定量分析結果が診断・治療に有用なケー
スに限られており，日本中毒学会では15品目を「分析が有用な薬毒物」として提言している。
　このように，薬物血中濃度を測定し，薬物動態学を用いて正しく解析することは，TDM や中毒診療において重要なファクター
となっていることは自明である。
　しかしながら，薬物血中濃度測定は多くの病院で外部委託分析に依存している現状がある1-2）。血中薬物濃度は，刻一刻
と変化する臨床所見や検査結果と併せて，リアルタイムで考察するからこそ意味があり，迅速に分析結果を提供できなければ，
血中濃度の測定意義もまた薄れてしまう。逆説的に，それが臨床現場において薬物血中濃度測定が軽視されている要因の
一つとも考えられる。

医療現場における薬物血中濃度測定の必要性と課題2.
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　日本では，保険診療（特定薬剤管理料）の対象薬として，1980年に炭酸リチウムが，翌年に抗てんかん剤とジギタリス製
剤が認可された。それ以降，TDM の有用性が確認された薬剤は漸次拡大され，保険点数も引き上げられてきた。その薬物
血中濃度分析において，1980年代～ 90年代に HPLC 法が果たした意義は大きかったが，リガンド結合法（Ligand-Binding 
Assay, LBA 法）を搭載した簡易な自動分析装置の普及と臨床検査項目の外部委託の推進によって，HPLC を保有する医療
機関は減少の一途を辿ることとなった。
　臨床薬毒物分析においても，1998年厚生省の補助によって救急救命センターに精密分析機器が配備されたが，多くは質
量分析計を検出器とする高性能 HPLC や GCシステムであり，汎用的で安価な紫外可視（UV）検出器を備えた HPLC を主力
な装置として活用している施設はあまりない。
　このように臨床現場において汎用型の HPLC 装置が普及しているとは言い難い状況ではあるが，果たして LBA 法や質量
分析計を用いた定量分析法だけで十分であるかというとそうではない。LBA 法は簡易である反面，抗体等の試薬や消耗品
のランニングコストが高いため，院内での測定項目を限定したり，外注分析される事例が増えている。また，質量分析計を備
えた LC-MS/MS や GC-MS は，導入コストの問題や高性能装置ゆえの特殊な機器操作や維持管理などの理由により，運用
できる医療施設は限定される。
　そのため，LBA 法や LC-MS/MS や GC-MS 法の欠点を補完し，汎用性や簡便性，迅速性，検査項目の拡張性のあるシ
ステムであれば，HPLC 法は医療現場において再び活躍できるのではないか，と著者らは考えた。

　これからの医療現場に必要な HPLC 法には，上記背景を加味すると以下の条件が求められるだろう。1）分析初心者でも
扱える簡便なシステムであること，2）（質量分析計のような）高額な装置や（抗体等の）特殊な試薬は用いないこと，3）前処
理と分析条件はほぼ同一で，かつ多品目を測定できること，4）迅速性に優れたシステムであること，である。

　HPLC による薬物濃度定量に先立つ前処理手段として，固相抽出（solid-phase extraction, SPE）法を検討した。HPLC
装置は，逆相カラム，オートサンプラー，多波長 UV（ダイオードアレイ）検出器を備えた Chromaster®を使用した。被検薬
物の血中濃度定量は以下の手順で行った。１）薬物標準液を HPLC 分析して，一点検量線を作成した。２）薬物を含む血
清を遠心スピンカラムで SPE 処理してから，溶出液を HPLC 分析して，前出の検量線から血中濃度を算出した。

使用機種
Chromaster®液体クロマトグラフ( 日立ハイテクサイエンス)
himac CT15E 小型遠心機（工機ホールディングス）

医療現場におけるHPLC法の現状と課題3.

病院内での血中濃度測定に向けた基礎検討3）4.
4-1.　目的

4-2.　測定

図 1　測定に使用した機器（Chromaster®）
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　病院内で血中濃度測定を行う実用性を重視して，SPE による前処理と逆相 HPLC/UV 検出システムを組み合わせた血中
薬物濃度の迅速定量法を構築した（図2）。1薬剤ごとに迅速性を重視した分析法のため，分離分析の必要があれば別途検
討する必要があるが，初期検討としては行わなかった。本法の検出感度は UV 検出のため，ppmオーダーであるが，（現在
論文で報告している）TDM 対象薬物14品目を含む15品目の薬物に対して，ほぼ同一の前処理手順で単一の HPLC 装置を
用いた測定が可能であることを示した。
　また，本法は（内標準法ではなく）絶対検量線法を用いており，しかも検量線は各薬剤の有効治療域内の最大濃度の1点
検量線を用いた（図3）。これに関しては，3点検量線と1点検量線についてそれぞれ定量バリデーションを実施し，1点検量
線による絶対検量線法は，定量値の真度や繰り返し精度の両面で，十分実用的な性能を有していると判断した。医薬品開
発段階の薬物動態研究における生体試料中薬物濃度分析法（バイオアナリシス）のバリデーションのガイドラインから本法は
逸脱しているという指摘を受けたことがあるが，このようなガイドラインは新薬開発時の臨床試験等を想定した指針であり，本
法が目指している病院内での TDM 等に活用できるレベルの分析精度を想定していない。さらに，本法のコンセプトからすべ
ての薬剤の安定同位体標識体を内標準物質として用意するのは現実的ではなく，また，将来的にメーカー保証の1点検量線
用の標準液が製作される可能性も考慮した。
　本法を用いた臨床研究は，当院の臨床検査技師と薬剤師が，（カルバマゼピン，フェニトイン，ラモトリギン，ボリコナゾー
ルの服用患者の）患者血清を用いた薬物血中濃度の院内測定が可能かどうか当院の倫理委員会の承認を経て実施したが，
その成果は報告予定であることを付記しておく。

4-3.　結果・考察

図2　本法の手順概要

図3　本法の前処理手順と1点検量線による血中薬物濃度の算出手順

逆相 HPLC / UV 検出
（⽇⽴ Chromaster®システム）

スピンカラム
（固相抽出媒体）患者⾎清

薬物標準液
（QC 濃度）

薬物を含む⾎清
150 µL

スピンカラム 溶出液
150 µL

ピーク⾯積
（PA1）

ー (CH₂)₁₇CH₃

分析時間　3分前処理　10分

HPLC

HPLC

⾎中濃度

PA
PA1

PA2

濃度（ppm）

20 µL

吸着 洗浄 溶出
20 µL

PA2



© Hitachi High-Tech Corporation All rights reserved. 2020［5567］THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2020 Vol.63 No.2

図4　測定に使用した機器（LM1010システム）
販売名：LM1010 高速液体クロマトグラフ
一般的名称：高速液体クロマトグラフィ分析装置
製造販売届出番号：22B3X10009000003
一般医療機器（特定保守管理医療機器）

　上記 HPLC 分析システムは，汎用 HPLC を用いており，日々の業務で使い慣れている分析担当者であれば問題ないかも
しれないが，医療現場で使用する観点からみると，臨床検査で汎用されている自動分析装置と比較して操作性の面で使いに
くさがあった。また，日常の精度管理をどう運用していくかも課題であった。本検討は，上記 HPLCシステムを基に，血中薬
物測定に関するアプリケーション，製品開発を目的として行った。

　（株）日立ハイテクサイエンスが開発した LM1010システム（評価機，図4），前処理キット，移動相，標準試料を使用した。
当院の倫理委員会の承認を経て，臨床検査技師と薬剤師が本システムを用いて測定し，使用感を評価した。本システムの
性能については，標準添加血清を用いて，カルバマゼピン，フェニトイン，ラモトリギン，ボリコナゾールの血中濃度既知の
試料を定量し，カルバマゼピン，フェニトインはラテックス免疫比濁法（外注委託），ラモトリギンとボリコナゾールは LC-MS/
MS（外注委託）で得られる結果も併せて比較評価した。また，定量可能な直線性についても評価した。

　LM1010システムは，分析前のコンディショニング，分析条件の設定，日常的な装置の性能確認などを自動で実施するソ
フトウェアが搭載されており，臨床検査技師が日常業務と並行して操作した結果，アプリケーション（制御部）は Chromaster®
と比較して操作しやすいものと評価した（図5）。システムは自動コンディショニング機能と QC（Quality Control）サンプル測
定による日常のシステム最適化機能が搭載されており，日常の精度管理を行うのに十分であった。薬物血中濃度測定の1日
あたりの検体数や導入コスト等を考慮した結果，前処理に一部手作業を残したが，分析担当者の知識や経験に左右されず
に安定した結果が得られた。標準添加血清を用いたカルバマゼピン，フェニトイン，ラモトリギン，ボリコナゾールの血中濃
度既知の試料を測定した結果，良好な相関性があった（図6）。また，定量可能な直線性に関するデータを表1に示す。吸光
度検出では，一般に，Beer の法則が成り立つのは低濃度領域で，高濃度になると分子間相互作用によって吸光度は濃度に
比例しなくなることが知られている。本検討により，高濃度側で吸光度レンジ（2AU）に達してピークの飽和が確認されたが，
上記薬剤の血中濃度が中毒域であっても広範囲に直線性が保たれており，一般に臨床で想定される血中濃度範囲では，希
釈等の作業の必要はないことが示唆された。

医療機器LM1010システムの共同開発5.
5-1.　目的

5-2.　測定

5-3.　結果・考察
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図5　LM1010システムの操作フローの一例
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図6
測定結果の⽐較（vs. ラテックス免疫⽐濁法①）
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(左) HPLC測定結果と添加標準濃度の相関、R2=0.9973

(右) HPLCとラテックス法の測定結果相関、R2=0.9915
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図6　各薬剤の標準添加血清を用いたLM1010システムの性能評価
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表1　LM1010システムの直線性に関するデータ

成分

CBZ 

PHT 

LTG 

VRCZ 

濃度範囲
（µg/mL） 傾き a r2 直線性

r2>0.999
傾き a の変動　％

（vs. LM1010アプリ）

20 〜 200

2 〜 20

2 〜 20

1 〜 5
5 〜 50

50 〜 500

2 〜 20

0.2 〜 20

0.2 〜 20

0.2 〜 2

0.2 〜 1

20 〜 200

20 〜 200

28379 101.5             1.000 ○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○
○

0.999

0.999

0.999

1.000

1.000

1.000

0.999

1.000

1.000

1.000

1.000
1.000

100.0             

96.0

105.3            

99.5

102.0            

100.0            

102.5             

100.0            

99.8            

100.0

98.7            

99.1            

27962

63391

27810

62141

23647

61350

23061

13327

12626

22129

12656

12548

LM1010 アプリケーションの濃度範囲

CBZ：カルバマゼピン
PHT：フェニトイン
LTG：ラモトリギン
VRCZ：ボリコナゾール
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6. 今後の展望
　通常の HPLC 分析はマニュアル操作が多く，それは HPLC 分析の汎用性を生みだしている一因ではあるが，「医療現
場で使用する」という観点でみると，敬遠されやすい分析法であった。しかし，本システムのように，医療分野向けに特化
した分析法を作る上で HPLC 法は有用であると考えられる。
　以前から質量分析計を備えた HPLC-MS/MS は TDM の分野においてハイスループット技術として発展する可能性が注
目されてきたが，高度な専門知識とノウハウが必要であり，その応用ができる医療機関は限定される4）。また，質量分析
計を備えた高額な装置導入費用とランニングコスト，現在の病院経営状況等も考慮すると，やはり現時点で多くの病院に
広めることは現実的ではない。
　一方で近年，国際的にも HPLC-UV を見直す報告が散見される。特に抗菌薬領域は ppmオーダーで測定できる薬剤が
多く，その応用が報告されている5）。本邦の抗菌薬 TDMガイドライン6）や海外の集中治療室における抗菌薬の TDM に
関するポジションペーパー 7）等で推奨される薬剤の TDM に HPLC が活用されていくと推察する。LM1010もこのような
臨床現場の需要を踏まえた適応拡大が望まれる。
　また，近年急性中毒症例が増えているカフェインなどの中毒起因物質においても本 HPLCシステムが適応可能であるこ
とをすでに日本中毒学会で報告しており，これらの適応拡大も検討している。
　すでに病院内で使用している LBA 法と HPLC 法を組み合わせることで，院内での定量分析可能な薬剤が拡張し，
HPLC はプレシジョン・メディシンや中毒診療を支援する手段の一つになるだろう。本 HPLCシステムが広く臨床現場にお
いて有用に活用されることを期待する。

会員制サイト“S.I.navi”では，S.I.NEWSのバックナンバーを含む全内容をご覧いただけます。https://biz.hitachi-hightech.com/sinavi/



© Hitachi High-Tech Corporation All rights reserved. 2020［5572］THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2020 Vol.63 No.2

SEM-SPM-白色干渉顕微鏡によるコリレーション解析

（1）走査電子顕微鏡（SEM）
　SEM は，真空中で磁場や静電場によって電子ビームを絞り，試料表面に照射し走査することで発生する2次電子や反
射電子を検出する顕微鏡である。また，同時に発生する特性 X 線のスペクトルから元素分析を行うEDX（エネルギー分
散型 X 線分光）や，電子線回折パターンから結晶方位や相分布を計測する EBSD（後方散乱電子回折）などと組み合わせ
て用いられることも多い。
　図1に示すように，ほとんどの SEM は複数の検出器を有し，2次電子起因の最表面の凹凸情報や反射電子起因の組成
情報などを同時に取得し，像解釈することが一般的である。近年は観察や分析が主目的であった SEM でも，対物レンズ
直下に配置した分割型反射電子検出器を用いた3D 計測も可能となり（図2），SPM や CSI との相関解析の重要性が高まっ
ている。

　近年，走査電子顕微鏡（SEM）は低加速電圧による試料最表面の観察や，複数検出器によるさまざまな情報の同時取
得が可能となった。一方で，加速電圧や検出器によって像質が変わり，入射電子の侵入深さや各検出器の検出エネルギー
帯を考慮して像解釈することがある。走査型プローブ顕微鏡（SPM）は形状計測モードだけでなく，電磁気特性や機械特
性などの物性測定モードも多様化しており，各物性データの解釈が高度化している。白色干渉顕微鏡（CSI）は，mmオー
ダーの広域において非接触かつ高スループットでサブnmオーダーの高さ計測が可能なことから，工場の検査用途にも広く
用いられている。一方で，空間分解能が光の波長に制限される。このように，各装置単独で顧客の課題解決が困難な場合，
SEM，SPM，CSI の3つを複合的に用い，同一箇所の観察により，それぞれの長所を活かしながら，お互いのデータを
補完して解釈を深めるコリレーション解析が有効である。当社では，2016年9月から SEM と SPM の同一箇所測定技術
をSÆMic.（セーミック）と称したソリューションを提供してきた。現在はSÆMic.としてCSIも取り込んだ活動を行っている。
本稿では，実例を挙げながら SEM-SPM-CSI によるコリレーション解析事例を紹介する。

はじめに1.

相蘇 亨

2-1.　各装置の概要

図1  FE-SEM（Regulus8200シリーズ）の検出器レイアウト

システム構成2.

Top検出器* HA-BSE：組成情報
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SE：最表面情報

Lower検出器 SE：凹凸情報
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図2　卓上SEMによる太陽電池表面の3D計測

図3　SPMの原理図

（2）走査型プローブ顕微鏡（SPM）
　SPM は，先端が数 nm 程度に尖った探針を有するカンチレバーを用い，ピエゾスキャナを用いて試料表面を走査し，サ
ブnm から数100 µm の領域における試料表面の形状計測が可能な顕微鏡である。図3に示すように，カンチレバー背面
に照射したレーザーの反射光をフォトディテクタで捉え，探針−試料表面の相互作用によって生じる微小な力を検出し，表
面形状を捉える。また，探針−試料間に働く摩擦力や粘弾性，磁気力や静電気力の検出や，探針をナノプローバーとして
用いた導電性や誘電特性の測定など，さまざまな物性計測にも用いられている。
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（3）白色干渉顕微鏡（CSI）
　CSI は，図4に示すように，白色光源から照射された光をビームスプリッターで2つに分け，一方を参照面，もう一方を
試料表面に照射し，試料表面の凹凸によって生じる光路差で得られる干渉縞の情報を高さ情報に変換して3D 形状を計測
する顕微鏡である。また図5のように，透明多層構造の各界面から得られる反射光を用い，断面を作製する手間をかけず
に，非破壊で断面の情報を得ることも可能である。

図4　CSIの原理図

図5　層断面解析の概略図と多層バリアフィルム測定例

透明多層構造対象物

光学界面 1

光学界面 2

光学界面 3

　コリレーション解析には，各装置で同一箇所の観察が求められる。当社では，SEM，SPM，CSI 共に座標情報の取得
が可能な高精度電動ステージ搭載モデルを有しているため，容易に同一箇所を観察できる（図6）。特に，高分解能が求め
られる SEM-SPM 間のコリレーション解析では，共有可能なアライメントマーク付き専用ホルダに試料を固定し，ソフトウェ
アによるステージアライメントで高精度座標リンケージを実現している。この方式の優位性は，SEMチャンバー内に SPM
を配置する複合機方式と比べて，各装置の性能や機能が制限されない点にある。

2-2.　リンケージシステム概要
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図6　SEM-SPM-CSIリンケージの概略図

図7　IL1000を塗布したセパレータのSEM像(x50k) 
　　  (a)-(c) と無処理のセパレータのAFM像(d) 
　　  (a) 0.06 kV，(b) 0.5 kV，(c) 1.0 kV

　Liイオン電池（LIB）などに用いられるセパレータは電子線照射によってダメージを受けやすく，SEM 観察の際に加速電
圧や照射電流の最適化が必要である。SPM では試料へのダメージなく形状計測が可能であるが，視野範囲や観察のスルー
プットが限られるため，SEM による広域ダメージレス観察の要求が高い。
　そこで，SPM 形状像をリファレンスとして，SEM の観察条件検討を行った例を図7に示す１）。SEM 観察の前処理には，
帯電を抑制し細部まで明瞭に観察するため，帯電軽減に効果のあるイオン液体 IL1000を塗布した2）。0.5 kV や1 kV の
加速電圧での SEM 像では SPM 像に比べて大きな穴が開いており，電子線によってセパレータがダメージを受けていると
考えられる。加速電圧を0.06 kV まで下げると，SPM 像と同等の形状が得られ，電子線ダメージのない SEM 観察条件
が明らかとなった。本事例は同一箇所観察ではないが，SPM が SEM のクロスチェックをするという点で，相関解析の典
型的な事例といえる。

コリレーション解析事例3.
3-1.　セパレータの形状観察
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　LIB の高性能化，長寿命化には充放電サイクル試験による劣化要因の分析などが欠かせない。ここでは SiOx を混合し
た黒鉛系の負極について，SPM 電気特性評価モードの1つである走査型拡がり抵抗顕微鏡（SSRM）と SEM-EDX による，
サイクル試験前および，常温サイクル後，高温サイクル後の構造，元素分布，電気抵抗分布の相関分析を行った結果を図
8に示す3）。イオンミリング-SEM-SPM 間で共用可能な雰囲気遮断ミリングホルダにより，試料作製から装置間の搬送を大
気非暴露の状態で実施した。充放電サイクル前の SSRM 像は，黒鉛系活物質の境界付近が比較的低抵抗であるのに対
し，常温サイクル後および高温サイクル後 SSRM 像では，活物質の境界が明るく観察されており，この領域が高抵抗化し
ていることがわかる。サイクル試験後に黒鉛系活物質と，特に Si 系活物質の境界に濃化しているフッ素の存在から，この
領域は SEI（Solid Electrolyte Interface）と考えられ，その領域で電気抵抗が大きくなったものと推測される。SSRM は
104 ～ 10Ωの広い範囲の抵抗分布を一度のスキャンで確認できる特長を有する。このように，LIB の内部抵抗増大の一因を，
SEM-EDX と SSRM とのコリレーション解析によって調べることができる。

　試料の断面構造解析には，機械研磨やイオンミリングなどを用いて断面出しした試料を SEM 観察する手法が広く用い
られている。広い範囲にわたって断面構造を高分解能で観察できる反面，断面作製に数時間を要する場合も多い。例とし
て，飲料缶の溶接部断面のコーティング厚を，CSI の層断面解析機能と断面 SEM 観察でコリレーション解析した事例を
図9に示す4）。SEM 像では明瞭な断面構造が得られているが，断面作製には2時間程度を要した。一方，CSI では非破壊
で任意の箇所の断面構造が得られ，約20秒で一視野を観察できる。CSI で得られたコーティング厚は断面 SEM の結果と
同程度であり，測定スループットを重視するのであれば，CSI の方が適していると言える。
　次に透明積層フィルムの異物解析事例を図10に示す5）。CSI 層断面解析では表面から109 µm の深さに異物があることが
わかるが，その異物の構成元素まではわからない。そこで SEM に取り付けた µXRF（微小部蛍光 X 線分析）から，50 kV
の X 線を試料の同一箇所に照射し，異物の構成元素を EDX 検出器で特定した。このように，断面構造解析のスクリーニン
グに CSI を用い，詳細な分析には SEM を用いるようなコリレーション解析も，測定時間を効率化する上で有用である。

3-2.　LIB 負極の劣化メカニズム解析

3-3.　透明積層膜の断面構造解析

図8　充放電サイクル前後のリチウムイオン電池負極のミリング断面SSRM/SEM/EDX測定結果
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図9　飲料缶の溶接部の概略図(a)とCSI層断面解析像(b)および断面SEM像（5 kV，×500，イオンミリング処理）(c)

図10　積層フィルムの光学顕微鏡像(a)とCSI層断面解析像(b)およびµXRF-SEM-EDX像(c) (d) 
　　　 (c) Crマップ， (d) Feマップ
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　SPM で得られた最表面の物性情報について，深さ方向の影響範囲を可視化したいとの要望がある。1% NaCl 水溶液で
30分間腐食させたアルミ合金について，表面電位分布が可能な SPM の電気特性評価モードの1つである KPFM（ケルビ
ンプローブフォース顕微鏡）と FIB（収束イオンビーム）-SEM による3D-SEM/EDX 像とのコリレーション解析事例を図11
に示す6）。
　本測定では，座標リンケージ機能を用いて，KPFM 測定箇所と同一箇所において，加工と観察を繰り返す Cut&See 機
能により3D-SEM/EDX 像を取得し，KPFM 像と重ね合わせを行った。SEM-EDX 像から，Al 合金表面に Fe 系介在物が
存在しており，周囲が酸化していることがわかる。KPFM 像から，周囲に比べて Fe 介在物が最も電位が低く，酸化して
いる領域も電位が低い。この電位差が腐食を進行させる要因の1つと考えられ，KPFM は腐食の進みやすい部位を特定す
るのに役立つ。一方で，試料内部への腐食の進行は KPFM だけではわからない。そこで図12に示すように，FIB-SEM を
用いて試料内部の元素分布観察を試みたところ，腐食を示す酸素は Fe 系介在物に沿って内部まで侵食し始めている様子

［図12（b）↑1］がわかった。一方，表面に近い内部に存在する Fe 系介在物［図12（b）←2］が，表面電位には影響しておらず，
腐食にもまだ関与していないと考えられる。このように，AFM で捉える“ 表面物性 ” の起源を，FIB-SEM で捉える内部の
構造からも検証していくことができる。

3-4.　アルミ合金の腐食解析

図11　腐食させたAl合金のKFM/SEM/EDX測定結果

図12　腐食させたAl合金のKFM/3D-SEM像の重ね合わせ(a) 3D-EDX像（青: Fe-L, 緑: O-K）(b)
 　　　(1) 最表面に露出しているFe系介在物， (2) 表面近傍に埋まっているFe系介在物
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まとめ4.
　本稿で紹介した事例から，複数の装置を用いて同一試料の同一箇所を解析することにより，データの信頼性確認やデー
タ解釈の深化，スクリーニングとしての利用など，さまざまなメリットが得られることがわかった。
　今後は，課題解決の手段としてコリレーション解析を積極的に運用しながら，リンケージ手順の簡略化やリンケージ精
度の向上を目指し，誰もが簡単にコリレーション解析できるシステムを構築していきたい。
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LA8080高速アミノ酸分析計用 分析支援ソフトウェア
AminoARTS

　2017年に発表された LA8080高速アミノ酸分析計 AminoSAAYA は，バイオ医薬品などの製薬分野をはじめ，食品・動
物飼料・健康サプリメントの研究・品質管理，あるいは呈味の研究など広く利用されている1,2）。測定の原理としては，イオン
交換クロマトグラフィーによりアミノ酸各成分を分離したのち，ニンヒドリン反応により検出する伝統的な手法を採用した3）。この
分析法が今なお利用されている理由は，アミノ酸に対して比較的選択性が高く，高速かつ高精度に定量分析できることにある。
　発売当初からデータ処理装置には，OpenLab CDSバージョン2（以降，OpenLab CDS と略す），および日立 LA8080コ
ントロールオプションを使用する。OpenLab CDS は，汎用 HPLC 用の CDS（Chromatography Data System）であり，様々
なユーザーに適応するため多様な機能を有している。反面，ルーチンワーク的な日々の分析操作をするユーザーにとっては，
OpenLab CDS はむしろ機能が多過ぎる印象さえあった。この課題を解消する目的で分析支援ソフトウェアAminoARTS を
開発した。すなわち初心者でも迷うことなく簡単に分析開始できることが狙いであり，接尾辞の ARTS は最先端を意味する
State of the ART から発想された。AminoARTS ではサンプル情報と呼ぶファイルが重要である。例えば，溶離液の切替
時間などのメソッドを指定する場合，サンプル情報の要素の一つとしてメソッドを指定する構造である。一方，ついでながら，
装置システム全般を表す AminoSAAYA は，Sustainable, Amino, Acid, Your, and Analyzer のそれぞれの頭文字から構
成された愛称である。

はじめに1.

Analysis Support Software of AminoARTS for LA8080 High-Speed Amino Acid Analyzer
伊藤 正人＊1, 源 法雅＊1, 渡辺 義市＊1, 宝泉 雄介＊2, 成松 郁子＊3, 豊崎 耕作＊1, 山田 宜昭＊1

図1　AminoARTSの操作フロー

　簡単とはいえ分析開始までにユーザーは何を最低限しなければならないだろうか（図1）。デスクトップ上のアイコンをクリッ
クして，本ソフトウェアを起動する（Step 1）。起動すると最初にメニューが表示され，前述のサンプル情報として新規にファ
イルを作成するか，あるいは既存ファイルを再利用するかをまず選択する（Step 2）。Step 3で２つの操作フローに分岐し，
まず新規（経路1）の場合はメソッドを設定することにより基本的なサンプル情報ファイルを生成する。一方，既存（経路2）の
場合，生成されたことのあるサンプル情報群からファイルを選び出し，これからどんなサンプルをどのように分析したいか改
めて編集することができる。既存にしても新規ファイルにしても，Step 4をサンプル情報の確認／編集工程と呼ぶ。
　このままコンディショニング，分析工程へと駒を進めてもいいのだけれども，AminoARTS はもう少し賢い。この段階でこれ
から分析する総サンプル数が決定されたので，分析終了時点での消耗部品チェック（Step 5），および各液量を予測計算する
ことができる（Step 6）。通知しなければならないときだけだが，消耗部品または液量表示の専用画面がそれぞれ表示される。
これらを通過すると，いよいよカラム平衡化までのコンディショニング工程へと移行する（Step 7）。引き続き一定時間が経過
したのち，自動的に分析工程を開始し，分析画面を表示する（Step 8）。以上が基本的な操作フローである。

AminoARTSの操作フロー概要2.

操作開始

分析開始

Step 1 ソフトウェア起動

Step 2 メニュー

Step 3 既存ファイルの選択
経路2

メソッドの設定
経路1

Step 4 サンプル情報の確認／編集

Step 5 消耗品チェック

Step 6 試薬残量・廃液の確認

Step 7 コンディショニング

Step 8 分析画面
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　実際，AminoARTS では，どのような画面が表示されるのであろうか。

3. 操作画面の例

Step 3（経路 1）　メソッドの設定

Step 3（経路 2）　既存ファイルの選択

Step 4　サンプル情報の確認／編集

Step 5　消耗部品チェック

Step 7　コンディショニング

Step 6　試薬残量・廃液確認

　サンプル情報ファイルを新規作成する経路1を選択した場合，図2（a）の画面が表示される。まず，これから利用するメソッ
ドを設定する。メソッドはグラジエント溶離用のタイムプログラムのほか，クロマトグラムを解析する条件や，自動的にカラム
を再生する RG（ReGenerating）メソッドなどがワンセットになっている。このひとまとまりのメソッド群を特にルーチンメソッ
ドとも呼ぶ。またサンプル情報としては，基本的な総サンプル数や，ブランク補正の有無もこの Step 3の段階で入力するこ
とができる。

　もうひとつの経路は既存ファイルの再利用である。つまり，以前に作成したサンプル情報ファイルを借用することができる。
図2（b）の例の場合，いくつか表示されたサンプル情報ファイル群から ”TEST3x.csv” という名前のファイルを選択している。
さらに，今回の分析を実行するため，次の Step 4でファイルの内容を修正することが可能である。

　経路1を経由しても，経路2を経由しても，この確認／編集画面にたどり着く。図2（c）に示す通り，一行一行修正すること
が可能である。バイアル瓶の番号，注入回数，注入量 （µL），何倍で希釈されたものかを示す希釈倍率，標準試料（STD）
か未知試料（UNK）かなどサンプルの種別，トマトかポテトかなどのサンプル名，そして，ここでもルーチンメソッドを設定し
直せる。

　サンプル情報が確定したあと，消耗部品の使用量が交換目安に達する場合は，図2（d）の例の画面を表示する。この画
面の例では，ポンプ1のポンプシールが予め設定された交換目安を超過することが表示されている。同様にオートサンプラ
のシリンジバルブシールが36,000回を超えることが予測されている。本画面が表示されてしまった場合，サンプル情報編集
画面に戻り，サンプル数を減らすか，または消耗部品を交換するために一旦 AminoARTS を終了することになる。

　Step 5と Step 6を通過して，図2（f）のコンディショニング画面に到着する。本画面では各工程の標準的な所要時間が予
め表示され，一連の工程を順に実行していく。例えば，N2ガスバブリング工程は反応試薬中の酸素分子を窒素分子に置換
するアミノ酸分析特有の動作である。今まで示してきたように，AminoARTS は慣れていないユーザーにもやさしく案内する
ことにより，各工程を確実に実行できる特長がある。「次へ」ボタンをクリックして，Step 8の分析工程が実行する。

　Step 5の画面表示の有無にかかわらず，Step 6の段階に移行すると必ず入力画面が表示され，緩衝液，反応液，および
廃液の現在液量をそれぞれ入力する必要がある（＊）。その入力後，Step 7へ画面が遷移できた場合，過不足がなかったこと
を示している。一方，Step 7へ画面が遷移できなかった場合は，図2（e）の画面が表示される。分析終了時の液量が予測計
算され，例えば試薬が不足する場合，朱色で表示される。または，廃液があふれ出すと予測される場合にも，朱色で表示さ
れる。いずれにしても図2（e）が表示された場合は，サンプル情報編集画面に戻りサンプル数を減らすか，あるいは液廃棄・
追加ボタンを押して，次の案内に従うことになる。

（＊）フルスペック版の場合，液量センサーが装備されているため現在量の入力が省略できる。さらに，過不足のない場合は Step 7まで自動的に遷移する。
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図2　AminoARTSの画面遷移例

(a) メソッドの設定
　（Step 3 経路1）

(c)サンプル情報の確認／編集
（Step 4）

(e) 試薬残量・廃液確認
(Step 6)

(b) 既存ファイルの選択
（Step 3 経路2）

(d)消耗部品チェック
（Step 5）

(f) コンディショニング
（Step 7）
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図3　生体液分析法のクロマトグラム

サンプル：トマトピューレ
【一斉分析法（生体液分析法）】

GABA定量値⽐較
濃度 (mmol/L)

0.208
0.211

分析法
⼀⻫分析法
短縮分析法

【GABA短縮分析法】

図4　トマトピューレのGABA短縮分析法

　分析支援ソフトウェアAminoARTS を用いても用いなくとも，高速アミノ酸分析計 AminoSAAYA からは精度の高い分析
結果が得られる。ここでいくつかのデータを紹介する。図3に約40成分のアミノ酸標準サンプルを注入した基本的な生体液
分析法のクロマトグラムを示す。この分析法は長さ60 mm のカラムを用いて，クエン酸リチウム系の緩衝液（溶離液）を5種
類送液し，クロマトグラムが測定し終わるまでに約110分間を要する。分離が難しいイソロイシン（Ile）とロイシン（Leu）の分
離度で1.2以上が得られた。時間をかけて多くの成分を分離するためにはナトリウム系よりリチウム系の緩衝液が適しており，
図3にも見られる通りタウリン（Tau），GABA と略すγ-アミノ酪酸（g-ABA），およびオルニチン（Orn）など健康サプリメントの
成分も分析可能である。生体液分析法は，動物の血清や尿を分析することから元々その名称で呼ばれているが，たんぱく質
構成アミノ酸20成分以外のアミノ酸類縁物質も分離できるため食品分析全般に利用されている。
　例えば，GABA のみを分析したい場合，分析時間の短縮が望まれるわけだが，その場合にも定量値が影響を受けないよう
に夾雑物質はきちんと分離しなければならない。まず一斉分析法によりトマトピューレ中の GABA を分析したクロマトグラムを
図4（a）に示す。次に GABA の前後のピーク群をきちんと分離した短縮分析法を図4（b）に示す。得られた濃度は，前者の分
析法が0.208 mmol/Lで，後者が0.211 mmol/Lであった。このため，短縮分析法は一斉分析法と比べ数 % 以内の乖離
で利用可能であることがわかった。

分析例4.

分析カラム： 3 μm陽イオン交換樹脂60 mm X 4.6 mm i. d.
溶離液： クエン酸リチウム系緩衝液（5種類）
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　AminoARTS の開発により，ユーザーに簡便な操作環境を提供することができるようになった。また，多彩な機能を必要と
するユーザーには引き続き OpenLab CDSも利用可能なので，選択肢が拡がったとみることができる。いずれの操作環境を利
用しても，ニンヒドリン法イオン交換クロマトグラフィーによる信頼性の高いアミノ酸分析データが入手可能である。最後に，本
開発に限らず長きに亘りユーザー視点から多大なる御助言を頂いた，味の素株式会社の小澤真一主任研究員に心より感謝申
し上げる次第である4）。

まとめ5.
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ショットキー FE-SEM SU7000を用いた
金属材料のin-situ引張観察

　近年，自動車や航空機部材に採用する金属材料には，さらなる軽量化と高強度化が求められている。引張応力などに対す
る材料の強度は，金属の結晶粒サイズ，歪み，介在物・析出物，転位といったミクロな組織構造の影響を大きく受けるといわ
れる。従って金属材料開発においては，マクロな機械的特性と組織構造の評価を関連付けて理解することが重要となる。
　このようなミクロスケールの金属組織構造の観察には SEM の反射電子（BSE）像の特長である組成コントラストやチャネリン
グコントラストを用いた観察が有効である。また，SEMチャンバー内に応力試験用サブステージを組み込むことで応力を印加し
ながら，ミクロ組織構造の変化のその場（in-situ）観察が可能となる。本稿では，金属材料に対して引張応力を加えた際のミク
ロ組織構造の動的変化を in-situ 観察した事例を紹介する。

はじめに1.

橋本 陽一朗＊1，板橋 洋憲＊2，齋藤 勉＊3

図1　ショットキー FE-SEM SU7000の（a）外観と（b）信号検出系の模式図

2-1.　SU7000 形 FE-SEM
　観察には SU7000形 FE-SEM を用いた。SU7000はショットキーエミッターと静電界磁界重畳型対物レンズを搭載してお
り，低加速高分解能観察から大電流 EDX 分析，高速 EBSD 測定など幅広い用途に適用することができる。図1に SU7000
の外観と，信号検出系の模式図を示す。SU7000は，図1（b）に示すように複数の信号検出器を搭載しており，それぞれの
検出器の特性に応じた異なる情報を取得することができる。また，それらすべての検出器の信号取得が同一の作動距離（WD）

（=6 mm）で行えるよう設計されており，測定条件を検出器ごとに変更する必要はなく，多信号の同時観察が可能である。

実験装置の概要2.

（a） （b）

Upper
検出器

UVD
検出器

Lower
検出器

Middle検出器

PD-BSE
検出器
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図2　SU7000のステージにMicrotest300を組み込んだ際の写真

図3　PD-BSED素子への逆バイアス電圧印加による効果の模式図

2-2.　引張サブステージ Microtest300
　引張応力の印加には Deben 社製 Microtest300を用いた｡ 図2は，SU7000のステージに Microtest300を組み込んだ
際の写真である。SU7000の試料室は，ドローアウト方式を標準としており，このような特殊ステージの組み込みを容易に行
うことができる。また，ステージドアにフィードスルー用のポートを用意しており，配線などの取り扱いも容易である。

2-3.　リアルタイム観察に適した BSE 検出器
　半導体型反射電子検出器（Photo Diode BSE Detector : PD-BSED）は，組成コントラストやチャネリングコントラストを良
好に捉えることができ，ミクロ組織構造の観察に適した検出器である。in-situ 観察では，作用に対する動的変化をリアルタ
イムで捉えるために高速スキャン条件での撮影が必要となる。
　SU7000では新規開発した PD-BSED により，従来の検出器と比較して応答特性を向上させ，高速スキャン条件での像質
向上を図っている。改良点の一つとして，検出素子への逆バイアス電圧印加が挙げられる。図3は，逆バイアス電圧印加に
よる効果を示す模式図である。PD-BSED の検出素子は半導体 PN 接合となっており，BSE などが素子に入射する際に発生
する電子正孔対が空乏層の内部電界によって P 層，N 層に移動するときに発生する電流を入力信号としている。PN 接合に
逆バイアス電圧を印加すると空乏層幅 W が拡大し，以下の式（1）で表される寄生容量 C が低下するため周波数帯域が向上
する。

　（ε：誘電率，S：素子面積）
　また，空乏層幅 W が広がることによって，信号に寄与する電子正孔対の発生確率が増加するため，信号量が増加すると
いう効果も期待できる。これらの総合的な効果によって，応答特性を向上させている。

C
W
S= （1）

引張り
方向

試料設置
場所

ロードセル

入力
信号

N型 N型

P型
P型

空乏層 逆バイアス
印加

空乏層

入力
信号
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　機械研磨したアルミ板に対して，PD-BSED を用いて in-situ 観察するための観察条件の最適化を検討した。1フレームあた
りの取得時間は80 msとし，加速電圧は，チャネリングコントラストが良好に観察された3 kV を最適値とした。図4に，最適
条件における従来検出器と SU7000の PD-BSED で取得した BSE 像の比較を示す。従来検出器では像流れによって結晶組織
が不鮮明なのに対して，SU7000の PD-BSED ではチャネリングコントラストによって結晶粒を，組成コントラストによって介在物
を鮮明に捉えることができた。

in-situ観察条件の検討3.

図4　in-situ観察条件における（a）従来検出器と（b）SU7000 PD-BSEDで取得したBSE像の比較

図5　アルミ板のin-situ引張観察例［（a）破断前および（b）破断後のSEM像］

　Microtest300を用いてアルミ板に0.1 mm/min の速さで引張応力を印加し，アルミ板が破断していく過程を観察した。
図5に破断前後のアルミ板の BSE 像を示す。図5（a）の破断前の BSE 像では，結晶由来のチャネリングコントラストを明瞭に捉
えることができた。特に視野の中央付近では，一つの結晶粒内（破線）でチャネリングコントラストが著しく変化しており，引張
応力の印加により結晶歪みが激しく生じている様子が観察された。図5（b）の破断後の BSE 像では，破断面付近で結晶歪みが
さらに進行し，結晶粒が微細化している様子が観察された。
　図6（b）〜（j）に，破断過程を撮影した動画から一部拡大して抽出したスナップショットを示す。図6（a）は応力印加前に予
め広領域を撮影しておいた画像から同一視野を抽出した画像である。引張応力を印加したことにより結晶粒界近傍［図6（a）（b）
破線］で結晶粒が徐々に微細化していく様子を捉えられた。また，結晶粒の微細化が進行した領域［図6（g）点線］に沿ってク
ラック［図6（h）（i）矢印］が生じ，最終的に破断するまでの過程を in-situ 観察できた。

金属組織の動的挙動観察4.



© Hitachi High-Tech Corporation All rights reserved. 2020［5588］THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2020 Vol.63 No.2

出典

月刊誌「工業材料」2020 年 4 月号掲載

会員制サイト“S.I.navi”では，S.I.NEWSのバックナンバーを含む全内容をご覧いただけます。https://biz.hitachi-hightech.com/sinavi/

著者紹介
＊1 橋本 陽一朗

（株）日立ハイテク　ナノテクノロジーソリューション事業統括本部 評価解析システム製品本部 解析ソリューション開発部
＊ 2 板橋 洋憲

（株）日立ハイテク　ナノテクノロジーソリューション事業統括本部 評価解析システム製品本部 制御システム設計部　
＊ 3 齋藤 勉

（株）日立ハイテク　ナノテクノロジーソリューション事業統括本部 評価解析システム製品本部 解析システム第一設計部

　本稿では，ショットキー FE-SEM SU7000と引張サブステージMicrotest300を用いて，引張応力を印加した際の金属組織
構造を in-situ 観察した事例を紹介した。応答特性を向上した半導体型反射電子検出器を用いて，応力印加に対する組織構
造の変化を動的に捉えるための最適条件の検討を行った。その結果，結晶粒界近傍で結晶粒が微細化していく様子や微細
化が進行した領域に沿ってクラックが生じて破断していく過程を観察できた。
　本手法が金属の材料特性とミクロ組織構造についての新たな知見につながり，金属材料の開発に寄与することを期待する。

まとめ5.

図6　 アルミ板のin -situ引張SEM観察例（引張開始から破断するまでの過程を撮影した動画のスナップショット）（加速電圧：3 kV）［（a）応力印加
前，（b）〜（j）破断過程］
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関　西　支　店	 大　阪	 （080）8020-3544

九　州　支　店	 福　岡	 （080）9564-0285

HITACHl SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS     September 2020   VOL. 63   No. 2

発行日	 2020年10月30日

編集人	 許斐麻美

発行人	 内田憲孝

発　行	 株式会社日立ハイテク
	 〒105-6409
	 東京都港区虎ノ門一丁目17番1号 虎ノ門ヒルズ ビジネスタワー
	 電話（03）3504-7211

本ニュースに関するお問い合わせは，下記へご連絡ください。

ホームページ URL：www.hitachi-hightech.com/jp/science/

THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS　　2020 Vol.63 No.2 © Hitachi High-Tech Corporation All rights reserved. 2020




