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3D ED/MicroED専用機XtaLAB Synergy-EDによる 
ナノサイズ結晶構造解析

伊藤　翔*，山野　昭人**

1 μm以下のナノサイズ結晶から単結晶構造解析が可能なMicroED/3D EDが注目を集めている．本稿では，著者
らがこれまでに行った測定例および応用例を中心に紹介する．

1.　はじめに
単結晶構造解析に必要な最小の結晶サイズはどの程
度だろうか？この質問への答えは，時代と使用する線
源によって異なるが，現在では，実験室系装置および
放射光のどちらにおいても，X線による単結晶構造解
析では1–10 μm程度の結晶から構造決定が可能であ
る．しかしながら，1 μm以下の結晶の測定は依然と
して困難である．繰り返し結晶化を試みたにもかかわ
らず，結晶化がうまくいかない，もしくは1 μm以上
の結晶が作成できないことは頻繁にあり，構造情報を
必要とする研究者にとって大きな障壁となってきた．
近年，この状況を打破する手法として，電子線を入射
線源に使用した3D ED/MicroEDが注目を集めている．
本稿では，3D ED/MicroEDによる解析例および応用例
を中心に紹介する．また，3D ED/MicroEDに関しては，
いくつかのグループがほぼ同時期に本手法に関する論
文を公開したため，多くの呼称が存在するが，本稿で
は3D ED/MicroEDで統一する．

2.　なぜ電子線か
上述の通り，電子線を用いれば1 μm以下の結晶で
あっても構造決定が可能である．これはX線と比較し
て，電子線の散乱断面積が 105から 106程度大きく，
物質との相互作用が強いためである（1）．一方で，物質
との相互作用が強いということは，その分入射電子線
に対して試料の損傷が激しいことを意味する．このた
め近年まで3D ED/MicroEDの適用が電子線損傷に強い
無機化合物等に限定されていたことから，一般的な構
造決定に使用されることはまれであった．しかしなが
ら，検出器の技術革新により1光子または1電子を直接
検出可能になった現在，状況が一変した．測定試料の

損傷を抑えるために，入射電子線の強度を非常に弱く
しても，構造解析に必要な回折強度が得られるように
なったのである．これにより，有機低分子や蛋白質な
どの電子線損傷を受けやすい試料に対しても，3D ED/
MicroEDによる構造決定が可能となった（2）．ほぼすべて
の結晶性試料が3D ED/MicroEDの測定対象となったこ
とから，近年改めてこの手法が大きな注目を集めてい
る．実際，2018年にはScience誌のBREAKTHROUGH 
of the YEARにも，3D ED/MicroEDによる構造決定に
関する論文が選出された（3）．

3D ED/MicroEDの測定需要の増加に反して，この手
法による測定および解析はそれほど容易ではない．こ
れまでは，主に汎用の透過型電子顕微鏡の一つの機能
として回折実験を行うことが多かったが，装置の的確
な調整や測定には電子顕微鏡の専門家が必要になるた
め，X線構造解析用装置にくらべハードルが高かった．
このような状況を打破するため，リガクと日本電子の
共同開発により，誰もが容易に測定・解析可能な3D 
ED/MicroED実験の専用機であるXtaLAB Synergy-ED
（以下，Synergy-EDとする）が開発された（4）．Synergy-

EDは，通常の透過型電子顕微鏡と異なり，3D ED/
MicroEDのための最適な装置設計がされた専用装置で
ある．本稿ではSynergy-EDを用いた測定および解析
例を中心に紹介する．

3.　測定・応用例
3.1.　ロタキサンの構造決定
著者らはこれまでにSynergy-EDを用いて，250以上の

化合物の構造決定を行ってきた．それらの多くは結晶サ
イズが1 μm以下の結晶であったが，3D ED/MicroEDは，
X線で測定可能なサイズの結晶に対しても有効な場合
がある．X線では構造決定には十分でない3 Å分解能
程度の回折しか得られない場合，結晶を破砕しサイズ
を小さくした上で3D ED/MicroEDで測定をすると構
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造決定が可能となることがある．著者らは英国バーミ
ンガム大学およびノッティンガム大学との共同研究と
して，ロタキサン（分子量約 3500 Da）の構造決定を
Synergy-EDで行った（5）．当初は放射光を用いて構造決
定を試みていたが，1.25 Åまでの回折しか得られず，
直接法による構造決定は困難であった．また，対イオ
ンのヘキサフルオロリン酸イオンもモデリングが不可
能であった．そこで，放射光で用いた結晶と同一バッ
チの結晶を用いてSynergy-EDで測定を行った．その
結果，1 Å分解能でのデータが得られ，直接法による
構造決定に成功した（図1）．また，差フーリエマップ
から対イオン由来のピークが明瞭に観測されたため，
対イオンのモデリングも可能であった．放射光による
単結晶X線構造解析が非常に重要である手法であるこ
とは議論の余地がないが，放射光をもってしても中程
度の回折能しか得られない結晶に対して，今回のロタ
キサンの構造決定は，3D ED/MicroEDが極めて有効で
あることを示す好例であろう．

3.2.　錠剤中における微結晶の直接測定
上市されている低分子医薬品中の有効成分の多くは
結晶であることが多いため，有効成分の分子構造を結
晶構造解析により決定し，パッキング等の情報から溶
解度などの物性研究がさかんに行われている．しかし
ながら，製品中の結晶は微結晶であることが多く，結
晶を直接単結晶X線構造解析で構造決定することが困
難である．そのため，有効成分を再結晶し構造決定を
行うしかないが，結晶化条件の違いにより，製品中の
結晶とは晶系が異なり，物性の議論が困難になること
が問題とされていた．このような場合においても，
Synergy-EDを用いた微結晶の構造解析が威力を発揮
する．著者らは，アレルギー性鼻炎の市販薬を用いて
測定を行った．錠剤を軽く砕き，そのまま測定を行っ
たところ，5分程度で有効成分の構造決定に成功した．
測定時間の短さも 3D ED/MicroEDの長所である．ま
た，添加物と思われる化合物の構造や（図2），賦形剤
由来の鎖状物質特有の回折も得られた．
アレルギー性鼻炎薬以外にも，いくつかの市販薬を
用いて同様の実験を行ったところ，試したすべての市
販薬の有効成分の構造決定を行うことができた．

Synergy-EDでの微結晶測定により，従来の有効成分の
再結晶化が必須なX線を用いた構造決定よりも，大幅
に構造決定までにかかる時間と労力が短縮されることか
ら，研究開発全体の迅速化に貢献できると考えられる．

3.3.　定量分析
3D ED/MicroEDでは微小結晶の測定が可能であるた
め，粉末X線回折で用いられるような結晶サイズの測
定も可能である．さらに，1つの結晶にかかる測定時
間も短いため，グリッド上にセットした多数の結晶を
順次測定すれば，定量分析が可能である．加えて，結
晶構造決定も可能であるため，格子定数の差などの，
個々の結晶の“個性”もとらえることができる．コロ
ナウイルス感染症用の解熱鎮痛剤としても多用されて
いるアセトアミノフェンは，いくつかの結晶多形を持
つことが知られている（6）．室温では，ほぼ全ての結晶
がForm 1として存在するが，加熱融解および降温後
に再結晶を行うと，Form 2の結晶多形が生じることが
知られている．その他，Form 3およびForm 4も多形
として確認されうる．定量分析として，XRD-DSCア
タッチメントにより加熱融解，降温および再結晶化し
たアセトアミノフェンを用いて測定を行い，各結晶多
形の存在比率を求めた．測定にはSynergy-EDの制御
兼解析ソフトウェアであるCrysAlisPro for EDに備わっ
ている機能の 1つである，「queue」を用いた．queue
は事前に測定する結晶の位置を指定しておけば，デー
タ収集を自動で行う，半自動測定機能である．また，
測定のみでなく，CrysAlisPro for EDのスクリプト機能
を用いてデータ処理および構造決定も半自動で行うこ
とが可能である．定量分析の結果を図3に示す．
計200結晶を測定し，そのうち100結晶で構造が得
られた．粉末回折パターンから予想されたように，加
熱により，室温で最も安定であるForm 1の存在比は
わずか10%となっていた．これに対し，Form 2およ

図1.　Synergy-EDを用いて決定したロタキサンの構造．

図2.　 医薬品（錠剤）中における化合物の構造決定．  
錠剤を破砕し測定した（上段）．測定結晶の厚みはおおよ
そ500 nmであった．有効成分および添加剤と考えられる
化合物の構造（下段）を示す．
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びForm 3がForm 1よりも多く存在することがわかっ
た．各多形の存在比率に加え，それぞれの結晶多形の
構造も自動で決定され，物性の議論を行うことも可能
であった（図4）．今回は医薬品であるアセトアミノフェ
ンの定量分析を行ったが，材料科学などの分野におい
ても，Synergy-EDを用いた構造決定を同時に行う定量
分析が威力を発揮する場面があると考えられる．

3.4.　絶対構造の決定
L-ロイシンは苦みを呈するが，D-ロイシンは甘みを

呈するように，光学活性を有する化合物は，それぞれ
の対掌体で有する機能が異なることがあるため，その
絶対立体配置を決定することは重要である．X線結晶
構造解析では，異常分散によってフリーデル則が破れ
る，すなわち I（h k l）≠ I（－h －k － l）となることを利
用して絶対構造を決定する．一方，3D ED/MicroEDで
は，フリーデル則は，異常分散ではなく，多重散乱の
影響で破れるが，これを利用して絶対構造の決定が可
能であるとの報告がある（7）．著者らは，Synergy-EDで
収集したデータを用いて，立体配置が既知の化合物で
ある L-チロシンを用いて，絶対構造の決定を試みた．
測定および解析の流れは以下のとおりである．

1. Synergy-EDで通常の手順でデータ収集を行う．
2.  CrysAlisPro for EDで通常と同様にデータ処理を

行う．この際，通常出力されるファイルに加えて，

多重散乱を考慮した精密化を行うためのファイル
が同時に作成される．

3.  2.で得られたファイルを用いて，構造解析は
Jana2020（8）を使用し，多重散乱を考慮した構造精
密化を行う．

絶対構造判定には，同一のデータを用いて，上述の
手順で多重散乱を考慮した構造精密化を行うが，L-チ
ロシンとしてモデリングした場合とD-チロシンとし
てモデリングした場合の2通りで精密化を行い，両者
のR1値，wR2値を比較した．正しい対掌体（ここでは
L-チロシン）の構造は，もう一方よりもR1, wR2値が低
くなるはずである．結果，図5に示した通り，L-チロ
シンの場合，L-チロシンとしてモデリングして精密化
を行った場合のほうが，D-チロシンの場合よりもR1, 
wR2ともに値が低く，絶対構造の決定が可能であるこ
とが示された．

3D ED/MicroEDで絶対構造の決定が可能であること
が示されたことで，今後1 μm以下の微小結晶の絶対
構造決定が多くなされると予想される．また，微小結
晶の絶対構造決定だけでなく，化合物の構成元素が，
炭素および水素などの軽元素のみからなる場合におい
ても3D ED/MicroEDでの絶対構造決定が有用であろ
う．なぜならX線では，軽元素のみから構成される化
合物結晶の場合，異常分散シグナルが小さくなり，絶
対構造決定が困難になることがある．このような場合
においても，前述の通り3D ED/MicroEDは，X線とは
異なり，フリーデル則が破れる原因が多重散乱による
ので，絶対構造決定が可能であると期待されるからで
ある．検証として，炭素と水素のみからなる5α-コレ
スタンの絶対構造を 3D ED/MicroEDで試みた．この
化合物の絶対構造はX線でも可能であったが，データ

図4.　 自動解析で決定されたアセトアミノフェンの各結晶多形
の構造．  
各結晶多形のa軸投影方向からのパッキングを示す．試料
中の多形の存在比率と構造情報の情報が同時に得られる．

図5.　 3D ED/MicroEDによる L-チロシンの絶対構造の決定．  
データ収集およびデータ処理はSynergy-ED，構造精密化
は Jana2020で行った．

図3.　 アセトアミノフェンの定量分析の結果．  
測定した200結晶のうち，100結晶の構造が自動で決定さ
れた．
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の冗長性が平均約10以上必要で，測定には数時間を
要した．これに対して 3D ED/MicroEDを用いた場合
の測定時間はおおよそ2分であった．多重散乱を考慮
した精密化を行い，絶対構造の決定を試みたところ，
X線と同一の対掌体の構造が正しい絶対構造として結
論された．

単結晶X線構造解析による絶対構造の決定は非常に
有用であるが，L-チロシンおよび5α-コレスタンの例
で示したように，3D ED/MicroEDによる絶対構造決定
も可能である．今後の絶対構造決定は，化合物の種類
に応じて，X線と 3D ED/MicroEDの使い分けがされ
る，もしくは異なる手法を用いた検証として，両者に
よる絶対構造決定が行われると考えられる．

4.　おわりに
Synergy-EDを用いた 3D ED/MicroEDの結晶構造解
析について，測定例および応用例を中心に紹介した．
X線結晶構造解析の重要性は揺るぎないものである
が，今後は結晶サイズ，準備できる試料の量，および
実験の目的に応じて，X線と3D ED/MicroEDを相補的
に利用することがますます重要になるであろう．
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図6.　 3D ED/MicroEDで決定した5α-コレスタンの絶対構造．  
非水素原子のみを用いて構造精密化を行った．


