
　X線回折顕微法は，試料からのフラウンホーファー回折
パターン（コヒーレント回折パターン）に反復的位相回復
法を適用して試料像を再構成するX線イメージング手法で
ある1―5）．対物レンズなどの像形成のための光学素子を必
要としないため，光学素子の性能に制限を受けない高い空
間分解能が達成可能である．さらに，光学素子による像コ
ントラスト低下のない理想的な位相コントラストイメージ
ング法であり，無染色の細胞小器官など，X線に対して透
明な試料に対しても高いコントラストでのイメージングが
できる．高い像コントラストの恩恵により，透過能の高い
硬X線も使用可能となり，透過電子顕微鏡などでは困難で
あったマイクロメートル以上の厚みをもつ細胞などの試料
に対しても，まるごと三次元イメージングが行える．
　X線回折顕微法には，前方散乱配置 4）と，単結晶試料に
対する反射配置 5）がある（図 1）．前方散乱配置は，結晶
以外の試料にも適用可能で，コヒーレントX線回折パター
ンからは電子密度分布が得られる．単結晶に対する反射配

置では，逆格子点近傍のコヒーレントX線回折パターンか
ら結晶の歪み分布を得ることができる．
　X線回折顕微法の基礎となるアイデアは 50年以上も昔
に提唱されたが 3），世界初の実験報告は 1999年に行われ
た 4）．実証までに長い年月を要したのは，コヒーレント X

線の利用が，放射光の発展とともに，近年になりやっと可
能となったためである．また近年，新世代のX線光源とし
て X線自由電子レーザーが登場し，X線回折顕微法の新た
な可能性が広がった．

1. コヒーレント X線回折
　コヒーレントX線回折では，レーザー光においては馴染
み深い，スペックルとよばれる斑点模様が観測される．ス
ペックルは，試料によって散乱されたX線の干渉によって
起こるため，試料構造のわずかな違いがスペックルの顕著
な違いを生む．X線回折顕微法は，回折パターンの試料構
造に対するこの敏感性を利用している．フラウンホー
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ファー回折パターン中の一つ一つのスペックルの大きさ
は，試料（散乱領域）の大きさに反比例する．これは，小
さなスリットを通った波が，スリットの開口幅に逆比例し
た角度広がりで伝搬することからも理解できる．量子力学
的には，不確定性原理として知られている現象である．ス
ペックルの大きさは，光の波長を l，試料の大きさを a，
試料と検出器の間の距離を Dとすると，およそlD/aで与
えられる．
　実験では，コヒーレント回折パターン中の一つ一つのス
ペックルを見分けることができるよう，細かい間隔で回折
強度をサンプリング（計測）する．コヒーレント回折パ
ターンのサンプリング間隔に対する要請はオーバーサンプ
リング条件とよばれ，二次元検出器のピクセル面積がス
ペックルの面積の半分以下であることが求められる6）．
オーバーサンプリング条件は，測定した回折強度の情報量
が，未知の試料構造の情報量を上回る条件を与える．この
ため，オーバーサンプリング条件は，回折パターンから試
料構造を再構成する必要条件となる．
　X線回折顕微法においては，元来，微小サイズの孤立し
た試料が必要とされてきた．これは，スペックルサイズが
試料サイズに反比例するため，試料サイズが大きいとス
ペックル一つ一つを分解できなくなり，オーバーサンプリ
ング条件を満たさなくなるためである．大きな試料に対し
て測定を行うには，後述のタイコグラフィーとよばれる走
査型の回折顕微法が用いられる．
　1つの入射角でのコヒーレント X線回折測定では，エバ
ルト球上の回折強度が得られる．回折パターンの測定範囲
が小さな立体角領域に限られ，エバルト球が平面とみなせ
る場合には，再構成像は試料の二次元投影とみなせる．ま
た，さまざまな入射角で回折測定することにより，逆空間

の三次元領域での回折強度分布データが取得でき，試料の
三次元構造が得られる．

2. 反復的位相回復法
　試料の電子密度分布（屈折率分布）とフラウンホー
ファー回折波の複素振幅とは，フーリエ変換の関係にあ
る．X線回折波の複素振幅を計測することができれば，逆
フーリエ変換によって電子密度分布を再構成できる．しか
し，測定可能な物理量は光子数から得られる複素振幅の絶
対値のみで，複素振幅の位相は直接的には測定できない．
このため，電子密度分布を再構成するためには，何らかの
方法で回折波の位相を回復する必要がある．これがよく知
られた X線回折における位相問題である．
　X線回折顕微法では，X線回折パターンからの位相回復
にGerchbergと Saxtonに端を発する反復法を用いる7）．図
2に反復的位相回復法の概念図を示す．反復法では，ラン
ダムな電子密度分布（またはランダムな回折波の位相）か
ら出発し，フーリエ変換と逆フーリエ変換を繰り返す．そ
して，各反復において，実空間および逆空間（フーリエ空
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図 1　コヒーレントX線回折の模式図．微小な試料に，波面の揃ったコヒーレントX線を照射し，コ
ヒーレント X線回折パターンを計測する．コヒーレント X線回折データからは，試料構造を三次元
的に再構成できる．測定配置には，（a）透過配置と（b）反射配置がある．

図 2　反復的位相回復法の模式図．実空間と逆空間（フーリ
エ空間）で既知の情報を与えながら，フーリエ変換と逆フー
リエ変換を繰り返すことで，位相を回復する．



間）で既知の情報を補っていく．
　まず，逆空間での既知情報として，回折強度の測定デー
タを用いる．この際，位相は実験的に得られないため，各
反復における計算値をそのまま採用する．実空間では，試
料が存在するであろうと推定される領域（サポート）の外
では電子密度がゼロであることや，物理的に電子密度が非
負であることなどを拘束条件として課すことができる．こ
こで，試料が存在するであろう領域は，スペックルのサイ
ズが試料サイズに反比例するため，スペックルサイズか 

ら推定することができる．具体的な実空間拘束条件には 

さまざまな流儀があるが，Fienupにより提案された HIO

（hybrid input―output）アルゴリズムが広く用いられてい
る8）．

3. X線回折顕微法の測定例：バイオイメージング
　X線の高い透過性は，試料が機能する自然な状態でのイ
メージングを可能とする重要な特徴である．この特徴を生
かすことで，X線回折顕微法の応用が広がる．生物学への
応用では，細胞や細胞小器官の，生きているに近い状態で
の観察が大きな目標に挙げられる．この分野ではクライオ
電顕が現在最も有力な手法であるが，500 nmを超す厚い
細胞小器官や細胞を丸ごとイメージングするには，透過能
の優れた X線が有利である9）．
　X線レンズを用いた通常の明視野の顕微鏡では，X線の
高い透過性は諸刃の剣である．マイクロメートルサイズの
無染色の生体試料は，X線をほぼ完全に透過してしまうた
め，吸収によるコントラストが得られず，内部構造を観察
することは困難である．これに対しX線回折顕微法では，
コヒーレントX線回折を利用することによって試料による

X線の波の位相シフトを高感度で検知することができ，無
染色の生体試料のような透明な試料の内部構造も高いコン
トラストで観察することができる．
　X 線回折顕微法の世界初の生物学応用は，SPring-8 の
BL29XU でわれわれが行った大腸菌の二次元観察であ
る10）．生物試料の三次元観察に関しても，SPring-8 の
BL29XUでわれわれが行った研究が世界初であり，無染色
のヒト染色体の観察に成功した 11）．図 3に，ヒト染色体か
らのコヒーレントX線回折パターンと，再構成された試料
像を示す．われわれの研究により，コヒーレント X線を
使った新しい顕微鏡で，イメージコントラストを人工的に
高める染色や標識などの試料処理を必要とせず，細胞小器
官の内部構造を高いイメージコントラストで観察できるこ
とが実証された．これにより，細胞内構造を観察する研究
に新たな可能性を開いた．

4. タイコグラフィー
　X線回折顕微法では従来，オーバーサンプリング条件を
満たすために，微小サイズの孤立した試料が必要であっ
た．試料サイズに対する制限をなくし，広がった試料にも
適用できるタイコグラフィー（ptychography）とよばれる
走査型の回折顕微法の研究が，近年盛んに行われてい
る12―13）．タイコグラフィーでは，大きな試料の前にピン
ホールや集光光学系を置くなどして，照射領域をマイクロ
メートルサイズに制限する．試料を走査して重なり合いの
ある複数の試料領域からのコヒーレント回折データを計測
することで，実験データの冗長性を高め，広がった試料の
構造を再構成する．図 4にタイコグラフィーアルゴリズム
の模式図を示す．
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図 3　ヒト染色体からのコヒーレント X線回折パターンと反復的位相回復法により再構成された試料の二
次元および三次元像．染色体の表面のみならず，内部構造も観察できる．



　従来，タイコグラフィーでは三次元イメージングや散乱
の弱い生体試料の観察は難しいとされてきたが，SLS

（Swiss Light Source）においてこれらの困難を乗り越える

成果を近年挙げている．ただし，試料が厚い場合や，高分
解能でのイメージングを行おうとすると，タイコグラ
フィーの基礎をなす投影近似が成り立たず，タイコグラ
フィーが適用できなくなるという限界も存在する．

5. X線自由電子レーザー
　近年，新たなX線源としてX線自由電子レーザーが登場
した．2013年現在，アメリカのLCLS（Linac Coherent Light 

Source）14）と日本の SACLA（SPring-8 Angstrom Compact 

Free Electron Laser）15）が，X線自由電子レーザーの発生
に成功している．X線自由電子レーザーは空間的にほぼ完
全にコヒーレントな，大ピーク強度，超短パルスX線であ
る．これを利用することにより，X線回折顕微法の新たな
展開が期待される．
　例えば，フェムト秒というきわめて短い X線自由電子
レーザーのパルス幅を利用したコヒーレントX線回折実験
を行うことにより，超高速ナノイメージングが実現す
る16）．図 5には，超高速の測定法であるポンプ－プローブ
法とコヒーレントX線回折を組み合わせた実験が模式的に
示されている．究極的には，原子・分子の世界の動画撮影
が行えると期待している．
　また，X線自由電子レーザーを用いることにより，これ
までの分解能の限界を超えたバイオイメージングも行え
る．生体試料の高空間分解能での顕微鏡観察では，これま
で，X線を用いた場合でも電子線を用いた場合でも，試料
の放射線損傷が空間分解能を制限してきた．X線自由電子
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図 6　X線自由電子レーザーを用いた放射線損傷の限界を超
えたバイオイメージングの模式図．溶液中で自然な状態に
ある生体試料もイメージングすることができる18）．

図 5　X線自由電子レーザーを用いた超高速の構造ダイナミ
クス測定の概念図．究極的には，原子・分子の動画が得ら
れる．

図 4　タイコグラフィーの模式図．試料を走査して重なり合
いのある複数の試料領域からのコヒーレント回折データを計
測することで，広がった試料の構造を再構成する．



レーザーは，フェムト秒というきわめて短いパルス幅をも
つため，試料構造が破壊されるよりも前にX線と試料との
相互作用が完了し，結晶以外の試料に対しても従来の限界
を超えた高空間分解能が達成できる17）．これにより例え
ば，図 6に示すように，溶液中で自然な状態にある生体試
料も X 線自由電子レーザーを用いてイメージングでき
る18）．X線自由電子レーザーの利用研究は始まったばかり
であるが，これまで見ることのできなかった世界が開ける
大きな可能性を秘めている．

　本研究は文部科学省委託事業「X線自由電子レーザー重
点戦略研究課題」，CREST，科学研究費の助成を受けたも
のである．
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