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　 1．　 は じめ に

　食品 に限らず顕微鏡 で ，ある試料 を観察す る際 に は ，

試料 の 全体像を と らえる こ とが大切 で ある。い きな り

局部的 な観察を して も， 木を見て森を見ず とい うこ と

に な りか ねな い 。高倍率観察 の 前 に ， まず試料 の 外観 ，

成分 の分布状態など概要 を把握す る こ とが 大 切 で あ

る。そ の 点 で，光学顕 微 鏡 ，走査 電子顕微鏡 を用 い る

こ とは ， 試料 の 全体像を知 る こ と が で き有効で ある 。

光学顕微鏡 につ い て の 解説はす で に 本誌 の 講座
1）−7 ｝

で

組織化学的な方法 を中心 に 詳述 され て い る の で 参照 さ

れ た い 。

　本講座 で は ， 光学顕微鏡 か ら
一

歩すす め て ， 走査電

子顕微鏡 （Scanning　Electron　Microscope　l　SEM ）で

食品 を観察する際に 必要な，ハ
ー

ド／ソ フ ト両面 の 知識

に つ い て解説する 。 まず本稿で は ハ ー
ド面 か ら述べ る。
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加速電圧 に よる観察 で あ る。

　低加速 SEM は単独 の 機種 と し て は 販 売 さ れ て い な

い が，加速電圧 の 仕様の
一

部 として 位 置づ けられ る。

　つ ぎに 低 真空 SEM は 無 コ
ー

テ ィ ン グ の 他 に さ らに

脱水 ・
乾燥 と い う処 理 も不用 に な り，組織学研究者の

究極 的目的と もい え る
“
無処理観察

”
が可能に な る。

低真 空 SEM は，試料室 の 真 空度 が 270　Pa 程度 の 低真

空 で も観察 で き る こ とが 特徴 で ，水 を含 ん だ 試料 を，

適 当な大きさ に細
．
切する だ けの 操作で観察で きる。

　 ク ライ オ ， 低真 空 と もに 食品 の ような水 を多く含 ん

だ 試料が 多い 分野 で は，乾燥 を必要 と しな い 観察法 と

して 貴重 で あ る。

　標準の SEM は 二 次電子検出器 を装備 し， 二 次 電子

像 を観察 して い る が ，
こ れ とは別 に 専用 の 検 出器 を用

い ると，反射電子 ， 特性 X 線な どを検 出 で き， それぞ

れ特徴 の あ る情報 が 得られ る 。 特に，特性 X 線は電子

線 が 試料 に 衝突す る際 に ， 元素 に 固有なエ ネル ギL の

X 線 が 放出 され る の で ，試料 の 元素分 析 が 可能に な

る c こ の 検 出器 に は エ ネ ル ギー
分散 型 検 出器 （EDS ）

ま た は 波長分散型検出器 （WDS ）の 二 種 が ある 。 こ の

ような検出器 を備 え た 元素分析 の 専用機器 を電子プ ロ

ープ マ イク ロ ア ナ ライザ （EPMA ）また は X 線 マ イ ク

ロ アナライザ （XMA ） とい う。

　 3， 走査電子 顕微鏡の概要 と構成

　SEM は ， 我々 が 自然界 の 物 を見る の と 同 じよ うに

物体 の 反 射像 と して 観察 で きる。こ の 点 は光学顕微鏡

や 透過電子顕微鏡 の 透過像 と は異な り，像解釈 が 簡 挙

で あ り，初心者に も理解 しやす い 。

翻 デ ィス プ レイ部

図 1，走査 電子顕微鏡 の 構成
8）

　図 1に SEM の 構成
s｝

を示 した、

　SEM の 「光源」は電子銃 か ら発生する電了で，その

原理 は 基本的 に ほ 白熱電灯 の それ と 同様で，真空 中の

フ ィ ラ メ ン トに 電流 を流 して 抵抗加熱 に よ り熱電子 を

放出させ ，高電圧 に よ り加速する。電子銃 か らで た 熱

電子 （こ れ を電子線，電子 ビーム ある い は 電子プ n 一

ブ と い う）を コ ン デ ン サ
ー

レ ン ズ で 集束 し， 走査 コ イ

ル で ，試料 表面 の ある面積 に つ い て 線 か ら面 と逐次走

査する 。 試料か ら発生 した 二 次電子 は，検出器 の 正 に

印加さ れ た 電位に 引 か れ て，蛍光塗料面に衝突 して光

に 変換 さ れ た 後 ， 光電子 増倍管 で 電流 に 変換 さ れ る。

電流は増幅器 で 電圧 に 変換 されたあ とブ ラウ ン 管 で 輝

度変調さ れ映像 と なる。こ れ を写真撮影す るか ，デ ジ

タル 信号 と して 記録す る。こ れが SEM の 概要 で あ る。

　観察倍率 （M ）は 電子線で走査 した 幅 a と ブ ラ ウ ン

管に写 しだ され た 映像 の 1隔 b との 比 で きまる。

　4． 固体表面か らの 二 次 電子 の発生

　試料 に 電 子 が あ た る と ， 特性 X 線，カ ソ
ー

ドル ミネ

ッ セ ン ス
， 反射電子 ，

二 次電子な どが 発生す る
9）
（図 2）。

こ の 蛍光 の うち二 次電子 を主に利用す る の が SEM で

あ る。

　試料 に 電 子 が 入射す る と，電 子 は 固体 を構成する 原

子 と衝突 し， 方向 を変 えなが らエ ネ ル ギーを失 うま で

散乱す る。図 3 は固休 内 で 電子 が 散乱す る様子 を示 し

た
1°）

もの で ，その 範囲は洋ナ シ 形 に な る。SEM 像 を形

成する 二 次電子 は 試料表面 の ご く近 く（1e　nm 程度）か

ら真空中 に 飛び出した もの で ， 固体 の 内部 で 発生 した

二 次電子 は最終的に は熱エ ネル ギ
ー

に変換 され結像 に

　　　　 　　　　　　 電子 プロ
ーブ

検 出可
発 生 領

図 2．電子 と回体 試 料 の 相 互 作用 に よ る検 出信 号 と

　　 発 生 領域 の 模 式 図
Ω｝
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入 射 ビ
ーム

図 3．固体 か らの二 次 電子
1の

関与しな い
。 また，入射した電子 の 中で エ ネル ギ

ー
を

失 っ て 試料内部 に 吸収 さ れ る もの を吸収電子 と い う。

（図 2参照）。

　図 3 中の 左に ある 「内部情報を含ん だ 二 次電子」 と

い うの は，加 速電 圧 が 高 くな る と
“
洋ナ シ

”
の 形 が 大

き く広が り， 入射電子 が 固体 の 内部 まで 進 入 し， そ の

時発生す る二 次電子が つ ぎつ ぎと伝播 し，電子が入射

した 位 置か ら離れ た と こ ろ か らも，二次電子 が 飛び 出

し て く る。こ の 二 次 電 子 は 試 料 内部 の 情報 をもっ て お

り， 表面像 と重な っ て 内部 の 構造 が 透 け て 見 える二 重

の 映像 となる。 こ の ような場合，表面構造だ け を忠実

に 検出する に は，加速電圧 を下げて ，電 子 線の 試料内

部へ の 進入 を少 な くする 必要 が あ る。

　また ， 加速電圧 を高 くす ると， 図 3に示 した ように

入射電子 ビ
ー

ム 径 よ りも広 い 範囲 か ら，二 次電子 が飛

び 出す こ とに な り，分解能 の 低下 を まね く。こ の た め，

SEM の 加速電圧 は透過電子顕微鏡の よ うな 100kV ，

20GkV と い う高い 値で は な く， 30kV とい うの が
一

般

的な上 限 で あ る
11）。

　5． 走査電子顕微鏡の コ ン トラ ス ト

　ニ 次 電子 の発生する 量 は ， 電子線を照射す る 条件 ，

試料 の 形状 など種 々 の 要因 で 変 わる。二 次電子 の 発生

量 が 多ければ，そ の 位置 は 明 る い 点 と し て記録 さ れ る。

各位 置の 明 る さ ， すな わ ち コ ン トラ ス トの 異な る 点 が

線か ら面 と連続す る こ とで 像形成 され る、、

　二 次電子 の 発生量は，試料表面の つ ぎの 要因 ，   傾

斜角効果 ，   エ ッ ジ 効果，  構成 元素，  表面電位，

お よび，  走査 電子顕微鏡 の 加速電 圧 な ど に よ っ て変

化する 。 食品の観察に 影響 の 大 きい 以下 の 3種 に っ い

て 述べ る。

　 i） 入射角効果

　試料表面 の 凹 凸 は，電 子 線が 試 料 に 入射す る角度 を

変化 させ る こ とに な る。入射角度 の 変化 は 二 次電子 の

発生効率に影響 を及 ぼ す 。 二 次電子 の 発生効率 と は ，

試料 に 入射 した 電子 と放 出され る 二 次電子 の 比 をあら

わす。図 4a の ように 電子線 が 試料 に 垂直 に 入射 した

と き，二 次電子発生量 が 最 も少な くなる。一
方，電子

線が 入射角 α で 入射 した （図 4b ）と きは，試料内部の

あ る点 P を考 え る と，試料表面 まで の 最短 距離 は，r

COS α で 入射 した 距離 r よ りも表面 と の 距離 が 短 くな

る 。 こ の た め 二 次電子 の 発 生量は ， 角度 α が 大 きくな

る に した が っ て，試料表面 ま で の 距離 rcOS α が 短 く

な る の で 増加 す る。

　つ ぎに ， 入射角効果に よる コ ン トラス トの 観察例 を

示 す。

　図 5 はグラニ ュ
ー

糖 の 粒子
lz ）

で ある。砂糖 は単斜 晶

系 の 結 晶で
，

グ ラニ ュ
ー

糖 は 多面体 の 粒予 で あ る。矢

印 で 示 した 面 は コ ン トラス トが 高い
。 こ の 面 は電子線

の 入射角が大 きく，二 次 電子 の 発生効率が 増加 した た

bketu一ム

C
入

射
黽
子

線

蓮 。

試料

劃司L
　　　　 図 4．二 次 電 子放 出 量 の 入 射角依 存性

（a）の よ うな水 平面 よ り （b） （c ）の ように傾斜 した 面の ほ うが

二 次電子 の 放出が 多く，そ の 量 は （c）の ように 変化す る、

　 　 　 　 　 　 　 図 5． グ ラ ニ ＝
一．一
糖

121

矢印の 面 は入射 ビ
ー

ム の 傾斜 角が 大 きい の で，高 ゴ ン トラス ト

に な る。
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　 　 　 　 　 　 　 　 図 6．全脂 粉 乳
1z）

粉乳 粒子の 輪郭都 は 入射ビ
ー

ム の 傾斜角が 最大に なる の で ，輝

い た ような照 明効 果が 得 られ る

め ， 他 の 面 に 比べ 明 る く写 しだ され て い る。図 6 は 噴

霧 乾燥 し た 全脂粉乳
12〕

で ， 球状 の 粒 子 が 集合 して い

る 。 粒子 の 輪郭は コ ン トラ ス トが 高 く， 中央部は 低 い
。

粒子 の 周辺部 で は ， まわ りか ら光 を当て た ように 輝 い

て見え る。こ れ は 図 4c の 断面 が 円形 の 右 端部 の よ う

な位置 で は ， 入射電子 の 角度が 接線 に近づ き，二 次電

子 の 放出効率が極端に高 くなる た め で ある。一方，粉

乳粒 子 の 中央部 で は 入射角が 図 4a の よ うに 直角に 近

くな る た め ，
二 次電子 の 放出量 が 少 な くな り，

コ ン ト

ラス トは低下す る。

　 こ の よ うに グ ラ ニ ュ
ー糖 の よ うな均質な物質で あっ

て も異な る コ ン トラ ス トを示 した り， 粉乳粒 子 の 例 の

ように ， 自然界 で 物に光 を当て て 視 る場合 とは若干異

なる SEM 像独特の
“

照明効果
”
が 得 られ て い るこ と に

注意 して像解釈 をする 必要 が あ る。

　 ii） エ ッ ジ 効果

　入射ビ
ー

ム は図 3で 示 したように試料 の 内部 まで 進

入 し，図中の 洋梨の ような 形 で拡散し二 次電子が 発生

する。そ の 範囲は加速電 圧 に依存し，高加速電圧 で は

最 も深 い と こ ろ で数 μm に な る。試料の 凹 凸 が 鋭 い エ

ッ ジ 状にな っ た 場合 は，前項 で 述べ た ように電子線 の

入射角が大 きくな る と 同時に，発生 した 二 次電子 の 脱

出面積 も広 くな る、こ の 場合 ，
二 次電子 の 発生効率は

極端 に 大 き くなる。こ れ をエ ッ ジ 効果 とい い
， やや不

自然な コ ン トラ ス ト を生 じ る e

　図 7 は エ ッ ジ 効 果 の 例 で ，チ ョ コ レ
ー

トの 凍結破断

面 を 観 察 し た もの で あ る
12）。カ カ オ脂 の 破 断 面 は，山 脈

の 稜線 を思 わせ る 鋭 い エ ッ ジ が
一

面 に 広 が り， そ の 部

位が 高い コ ン トラ ス トで 白 い 輪郭 の よ うに な っ て い

　 　 　 　 　 図 1，チ ョ コ レ
ー

トの 凍結破 断而
t2）

カ カ オ 脂破断面 の 突起部 は エ ・
7 ジ 効果で 高コ ン トラ ス トに な

る。s ：砂糖粒 予

る。S 字 で 示 した 平面部 は砂糖粒子 の 断面 で ある。

　 エ ッ ジ 効果 を減少 させ るに は加速 電圧 を下げ て，二

次電 子 の 発生領域 を狭 くする必要が あ る。

　iii）　元素依存性

　二 次電子 の 発生効率は ， 電子線 が 入射 した位置 に あ

る元素に よ っ て も変 わる。二 次電子 の 発生効率は，軽

元素より重金属の ほ うが 二次電子 の発生 が 多くな る傾

向が あ るが ，原 子番号に 比 例する わ け で は な い 。常 用

され て い る 金属で 最 も効率 の よ い 物 質は 金 で あ る
9）

（図 8）。こ の ような理由 か ら，食品素材の ような導電性

の ない 試料で は，二 次電子発生効率 の 高い 金 （Au ）や

白金 （Pt）を試 料表面 に コ ーテ ィ ン グあ る い は 蒸着 し，

コ ン トラス トを高め る。

　iv）　走査電子顕微鏡像の カ ラ
ー表示

　 こ れ まで 述 べ た よ うに 二 次電子像は コ ン トラ ス トの

強弱 と して表現 さ れ る の で ， 本質的に は 色 の 情報は も

っ て い な い 。白黒像 で ある。最近 はカラ
ー

化 した SEM

画像 をみ る機会も多い が ，こ れ らは二 次的に着色 した

もの で，試料本来の 色を反 映 して い な い 。そ の 多 くは

　 　 2

5
　

　
　

　

　　
1
　

　
　

　
　

　

5

翫
　

　

　
　

　

　
　

　

　
　

α

一一
次

電
子

最
大
放
出
率

臥川

OO
　　　　IO　　　　20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60　　　　70　　　　8Q　　　gD

　 　 　 　 　 　 　 　 原子番号 1

図 8．原子番 号 Z と二 次電 子放 出率 σm の 関係
V，
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コ ン ピ ュ
ータの 画像処理技術 を駆使した もの で ある こ

とが 多い 。例 えば ，
コ ン トラ ス トに よ っ て 分け られ た

階層の それぞれに ， 着色した り， 特定の 部位 を区切 り

その 部位に任意の 色を付加する 。 あるい は，白黒写真

に 直接 エ ア
ー

ブ ラシ で 絵 の 具 を吹 きつ け色彩化する。

　最近 ， SEM 像 の カ ラー化 と して新 しい 試 み が な さ

れ て い る
1s）−17）。こ れ はナチ ュ ラル カ ラ

ー
　SEM と称す

る もの で ，SEM 像に 光学顕微鏡 の 色彩 情報 を表示す

る考 え 方 で，SEM と光学顕 微鏡 の 良い 面 を合 わ せ も

っ 情報が 得 られ る。

　具体 的には低真空 SEM の 鏡体 中に ビ デオ顕微鏡 を

挿入 し，同
一

視野 を ビ デ オ 顕微鏡 と SEM で 観察 し，ビ

デ オ顕微鏡の デ ジ タ ル 信号か ち明 度要素の ハ イ ラ イ ト

成分 を抽出し， SEM 信号の ハ イラ イ ト成分 と置 き換

える。こ れに よ りSEM 像 に光学顕微 鏡 か ら得 た 試料

本来 の 色が付加 され た像が得 られ る
17）
。

　食品 の ような多成分分散系試料の成分分布の測定 と

い う面 か ら考え る と ， 従米の SEM 観察で は ， 光学顕微

鏡 の 組織化学 的手法か ら得 た 結果 を参考に しな が ら，

主 として 形態 だ け か ら成分 の 判定 をして きた。こ の 場

合，類似 の 形状 が 混在 した 系 で は厳密な判別 は で きず

推定 に 終わ っ て い た。

　今後 ， ナチ ュ ラ ル カ ラ
ー SEM が 常用 され る よ うに

なれば
， 組織化学的手法 を導 入 して 試料作製 を行 うこ

と に よ り， SEM 像か ら直接成分 の判走が で き る こ と

に な る。将来 の 発展が 期待 で きる新 しい 顕微鏡 で ある。

　 こ れ まで 述 べ た 内容 につ い て さらに詳 しく知 りた い

読者は，末尾に し る し た成書を参照 さ れ る こ と をお 薦

めする。
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