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走査型電子顕微鏡（SEM）用試料作製法「水凍結乾燥法（Water 

Freeze Drying;WFD法）」を細菌にも適用拡大 

細菌本来の構造に迫る！ 

 

➢ SEM 用の凍結乾燥装置を用いず、かつ SEM 用試料

の作成で生じる影響を低減した WFD法を、世界で

初めて細菌に適用しました。 

➢ 大腸菌では、従来法では見えにくかった細菌細胞

末端の多様な形態を新たに捉えることができま

した。  

➢ 細菌の本来の構造解明に加え、抗菌剤による細菌

の損傷作用など、幅広い微生物研究への応用が期

待されます。  

 

 

就実大学の山田 陽一、小川 和加野、神戸大学の洲崎 敏伸、自然科学研究機構 生理学研

究所の村田 和義、島根大学の石田 秀樹、ウクライナ国立科学アカデミー進化生態学研究所

の Liudmyla Gaponova、ウクライナ国立科学アカデミー物理学研究所の Andrii Kolosiuk、

韓国・釜山大学の Chihong Song の研究グループは、実験室で一般的に使用される凍結乾燥

装置を用いて、微生物の形態をより自然な状態に近いまま走査型電子顕微鏡で観察できる

水凍結乾燥法（Water Freeze Drying：WFD法）を世界で初めて細菌に適用しました。その

成果が国際学術誌「Frontiers in Microbiology」に掲載されることが決定しました。 

 

研究の概要 

走査型電子顕微鏡（Scanning Electron Microscopy：SEM）は、細菌や原生生物などの微

細な表面構造を高倍率で観察するために広く使用されています。SEM内部は真空であるため、

水分を含む生物試料をそのまま観察することはできません。そのため、従来の試料作製では、

グルタルアルデヒドなどによる固定後、エタノールを用いて段階的に脱水し、さらに臨界点

乾燥や tert-ブチルアルコール凍結乾燥を行うのが一般的です。 

しかし、エタノールなどの有機溶媒を用いた脱水処理では、細胞膜の脂質や可溶性成分が

失われることがあります。また、細胞や細胞外マトリクスが収縮し、亀裂や変形が生じる場

合があります。このような試料作製中の変化は「アーティファクト」と呼ばれ、観察した形

 
枯草菌の SEM写真 
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態が微生物本来の構造なのか、試料作製によって生じた変形なのかを区別することが難し

いという課題がありました。特に、抗菌剤による細菌細胞の損傷などを評価する研究では、

試料作製による変形を、抗菌剤の効果と誤って判断してしまう可能性が指摘されてきまし

た。 

生物試料の形態を高い精度で保存する方法として、高圧凍結法が知られています。高圧

凍結法では、約 200 MPa という高い圧力を加えながら試料を急速に凍結します。この方法に

使用する高圧凍結装置は高価であり、操作には専門的な技術が必要です。また、急激な加圧

や機械的刺激が、生物試料の形態に影響を与えることがあります。 

そこで本研究グループは、有機溶媒による脱水を行わず、水を含んだ状態の試料を凍結し、

その氷を直接昇華させる水凍結乾燥法（WFD法）について検討しました。 

 

水凍結乾燥法（Water Freeze Drying：WFD法）について 

WFD法では、マイナス 80℃に冷却した銅製ブロックを試料表面に接触させ、試料を急速に

凍結します（図１）。凍結した試料は、低温状態を維持したまま凍結乾燥へ移行します。凍

結乾燥では、試料中の氷が液体を経ずに直接水蒸気となる「昇華」によって除去されます。

これにより、エタノール脱水や有機溶媒置換を行う必要がありません。 

また、本研究では電子顕微鏡専用の高価な凍結乾燥装置だけでなく、一般の研究室で使用

されている汎用的な凍結乾燥装置でも、同様の試料調整が可能であることを確認しました。 

固定した微生物をフィルター上に集め、純水で洗浄した後、マイナス 80℃に冷却した銅製

ブロックを接触させて凍結します。凍結状態を維持したままフリーズドライヤーに移し、試

料中の氷を昇華させます。 

 

大腸菌の細胞末端に多様な形態を発見 

従来法で作製した大腸菌試料では、多くの細胞が、教科書などで一般的に示される丸みを

帯びた半球状の細胞末端を示しました。これに対し、WFD法で作製した試料では、丸みを帯

びた細胞末端だけでなく、まるで切断されたように平坦で鋭い末端（図 2の矢印）を持つ細

図 1．水凍結乾燥法の流れ 
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胞も多数観察されました。 

データ解析の結果、細胞幅については従来法と

WFD 法の間に有意な差はありませんでした。一

方、細胞末端の高さと細胞極形状指数は、WFD法

で有意に低くなりました。この結果は、WFD法で

観察された平坦な細胞末端が、単なる見た目の違

いではなく、定量的にも異なる形態であることを

示しています。 

従来法では、脱水によって細胞表面が収縮し、

細胞内部の圧力が末端部に集中することで、本来

よりも丸く膨らんで観察されている可能性があ

ります。一方、WFD法で観察された平坦な形態は、細胞分裂直後など、一時的な生理状態を

反映している可能性があります。ただし、この形態の生物学的な意味については、今後さら

に検討する必要があります。 

 

研究開発者からのひとこと 

走査型電子顕微鏡で生物を観察する際には、観察そのものだけでなく、観察前の試料作製

が非常に重要です。従来法では、資料作成時に微生物やその周囲の構造が収縮したり、潰れ

たりすることがあります。そのため、電子顕微鏡で見えている形が、本当に微生物本来の姿

なのか、それとも試料作製によって生じた形なのかを慎重に判断する必要がありました。 

今回の水凍結乾燥法（WFD法）は、水を含んだ試料を凍結し、氷を直接取り除くという比

較的シンプルな方法です。特に重要なのは、特殊で高価な装置だけでなく、実験室で一般的

に使用されている凍結乾燥装置でも実施できたことです。 

本手法が広く利用されることにより、微生物の本来の形態や、抗菌剤による細胞損傷、バ

イオフィルムの立体構造などを、これまで以上に正確に評価できるようになることを期待

しています。 

 

今後の展開 

今後は、WFD法をさまざまな細菌、真菌、原生生物へ応用し、菌種による細胞表面構造や

細胞壁の性質の違いを明らかにしていきます。また、抗菌薬、消毒薬、抗菌材料などによっ

て生じる微生物表面の微細な変化を観察し、それぞれの作用機序の解明に活用する予定で

す。従来法では変形しやすいとされる細胞外多糖やバイオフィルムの立体構造を保持でき

れば、微生物同士の相互作用や、薬剤がバイオフィルム内部へ及ぼす影響を、より正確に解

析できると期待されます。 

さらに、一般的な実験室用フリーズドライヤーを利用した再現性の高い標準手順を整備

し、大学、研究機関、医療、食品、環境分野などにおける幅広い活用を目指します。 

図 2．大腸菌の細胞末端形態 
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研究体制 

本研究は、以下の研究機関の共同研究として実施されました。 

• 就実大学  

• 島根大学  

• 神戸大学  

• 自然科学研究機構 生理学研究所  

• 韓国・釜山大学  

• ウクライナ国立科学アカデミー進化生態学研究所  

• ウクライナ国立科学アカデミー物理学研究所  

 

研究助成 

本研究の一部は、日本学術振興会科学研究費助成事業および韓国研究財団の支援を受け

て実施されました。 

 

用語説明 

⚫ 走査型電子顕微鏡（SEM） 

電子線を試料表面に照射し、そこから発生する電子を検出することで、試料表面の凹凸や微

細構造を高倍率で観察する装置です。細菌、細胞、材料表面などの観察に広く用いられてい

ます。 
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⚫ 水凍結乾燥法（WFD 法） 

水を含む試料を凍結し、真空中で氷を直接昇華させる乾燥方法です。本研究では、有機溶媒

による脱水を行わずに SEM試料を作製する方法として使用しました。 
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