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Abstract 

Visualizing living cells with high spatial resolution is 

highly demanded for the biology and life science. 

Although the freezed-biological molecules were 

observed with high spatial resolution by using XFEL, 

there has not been reported about the success of 

visualizing living cell in water window region. Recently, 

the holographic imaging technique with arc reference 

called ARC HERALDO was demonstrated with 532nm 

wavelength [1]. Our goal is to experimentally 

demonstrate the holographic imaging approach called 

ARC-HEALDO in water window region by high order 

harmonics and to achieve the visualization of living 

cells with the wavelength resolution. In this report, as a 

first step, to demonstrate the 200nm resolution, we 

developed the fabrication technique of nanosamples 

with 200nm-sized pattern and 500nm-sized arc 

extended reference. 

 

1. はじめに 

 コヒーレントでかつ高強度な X 線光源の発展に

より，そのイメージング技術に注目が集まっている。

特に，水の窓と呼ばれる軟 X線の領域では，生体分

子の蛋白質の炭素が軟 X線を吸収し，一方で生体分

子の水の水素成分が軟 X 線を透過する性質がある

ため，生体分子の可視化に適している波長帯と知ら

れている。未知の蛋白質の構造解析を実現し，創薬，

原因不明の難病の解明等の新しい科学の発展が期

待できる。[2] 

  そこで，2.3nm〜4.4nm の高次高調波軟 X 線で，

円弧状スリットを用いたホログラフィック回折イ

メージング技術(ARC HERALDO)を用いて，波長オー

ダーの分解能で生体分子の可視化を実現すること

を将来の目標としている。 

 本研究はその一歩として位置付け，ARCHERALDO

のシミュレーションと，評価用の 200nm 幅のサンプ

ルの作製を行った。 

 

2. ARC-HERALDO 

A) 背景 

近年，ホログラフィック回折イメージングがめざま

しい発展を遂げ，XFELや高次高調波光源を用いて，

ナノメートルサイズのサンプルの可視化に成功し

た。特にその中でも使用されたイメージング技術は， 

Fienup が開発した，Holography with extended 

reference by autocorrelation linear 

differential operation (HERALDO)と呼ばれる再構

築アルゴリズムである[3]。直線の参照スリットを

試料と同一平面に設置し，得られた位相情報を含ん

だ回折パターンから原画像を再構築するものであ

る。 

  HERALDOの利点は，計算の容易さと，回折の光量



が他の手法に比べてよいことにある。例えば，従来

の X線回折イメージングでは，失った位相情報を最

適化する繰り返し計算が必要で，その結果生じる計

算の煩雑さ，膨大な計算時間が問題であった[4]。

また，参照スリットを用いて位相情報を含ませるホ

ログラフィック回折イメージングでは，主にピンホ

ールの参照スリットを用いていた為，分解能がピン

ホールの大きさやこのスリットを通過する光量に

依存することが問題であった。以上の問題に対し

HERALDOは，直線スリット由来の位相情報を含む回

折画像を逆フーリエ変換と微分の 2 回の計算で再

構築できる為，計算を容易することを実現した。ま

た参照スリット幅が分解能に依存せず，それがピン

ホールから直線になった為，光の透過率を向上させ，

分解能の劣化を抑えることができた。 

  しかし，HERALDOには分解能が直線スリットの先

端の鋭さに依存してしまうということと，スリット

付きのサンプルの回転に対応できないという問題

がある。また一方で，X線回折イメージングの位相

回復アルゴリズムが持つ計算時間がかるという問

題は，最適化に必要な拘束条件を自ら仮定しなけれ

ばならないことにあった。 

 以上の問題を解決するため Lan は，円弧状の参照

スリットを用いてホログラフィック回折イメージ

ングを開発した[1]。回折パターンから目標画像を

2 段階のプロセスで再構築する。1 段階目のプロセ

スは HERALDO と同様の計算を行う。2 段階目は，

1 段階目に取得した画像を拘束条件とし，位相回復

アルゴリズムを行う。HERALDOのスリットのエッジ

による分解能の劣化は，本アルゴリズムでは 1段階

目に現れる。しかし，1段階目のプロセスはあくま

でも 2 段階目の位相回復アルゴリズムの拘束条件

を選定する目的で行なわれるため，スリットの鋭さ

が分解能を劣化させること無く，位相回復アルゴリ

ズムにより回折限界までの分解能を実現する。また，

スリットを円弧状にすることで，サンプルが回転し

ても同じ計算で再構築することを実現した。そして，

実験データから位相回復アルゴリズムの拘束条件

を目標画像に極めて近いものに設定することがで

き，計算時間の大幅な向上を実現させた。 

B) 理論とシミュレーション 

 
Fig.1 左:目標画像と円弧状スリット 右:回折パタ

ーン 

 

物体光(o)，参照光(r)を式(1)のように定義し， 

 

𝑓(𝑥, 𝑦) = 𝑜(𝑥, 𝑦) + 𝑟(𝑥, 𝑦)                             (1) 

 

遠方における回折パターンは，フーリエ変換の関係

にあるため，この強度分布|𝐹(𝑢, 𝑣)|2を逆フーリエ

変換すると， 

 

ℱ−1{|𝐹(𝑢, 𝑣)|2} = 𝑓⨂𝑓 = 𝑜⨂𝑜 + 𝑟⨂𝑟 + 𝑜⨂𝑟 + 𝑟⨂𝑜   (2) 

 

となる。ただし，𝑜⨂𝑟 =  ∫ 𝑜(𝑥′) 𝑟∗(𝑥′ − 𝑥)𝑑𝑥′とす

る。次に，積分の情報から物体光の情報を得るため

に微分を行う。ARC-HERALDO では，円弧状の参

照スリットに合わせて極座標方向に微分を行う。 

 

 



Fig.2 左:逆フーリエ変換後の画像 右:拘束条件  
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意味し，プログラム上ではこの微分計算を行う。式

(2)を円弧状のスリットを加味して微分 L を適用す

ると以下のように表される。 

 

 

                                           (2) 

 

Σi=1,2 を代入すると物体光の情報 o*の 4 つの画像

を取得できる。この時点で最後 2 項の影響によりシ

ステムノイズが乗ってしまうが，あくまでもこの物

体光の情報 o*の 4 つの画像を位相回復アルゴリズ

ムの拘束条件にするため，問題にはならない。通常

このアルゴリズムの拘束条件は，目的の物体に近い

形状の画像を自ら推定しなければならないが，

ARC-HERALDO では，実験データから取得した画

像から極めて目的画像に近い拘束条件を決定でき

る点に大きなメリットがある。規格化した画像から

強度 5％の情報を抜き出し，繰り返し計算の実空間

の振幅拘束条件に利用した。繰り返し計算のフーリ

エ面では，回折パターンの振幅を利用した。 

 

 

Fig.3 位 相 回 復 ア ル ゴ リ ズ ム  左 :100step  

右:200step 

 

位相回復アルゴリズムを行った。Fig.3 のように，

繰り返し計算を 100step，200step を行い，目標画像

を得ることができた。目標画像に極めて近い拘束条

件を推定できることにより，通常 1000step 以上の

繰り返し計算が必要なところ，本アルゴリズムでは

数百の繰り返し計算で再構築できた。また，初期画

像を回転させ，同様の計算を行い，回転対称性を備

えていることを確認した。 

 

3. サンプル作製 

3.1 実験の方針 

 

Fig.4 Default sample;  

Si: size (5mm×5mm), thickness (200nm) ; 

Si3N4: size (500μm×500μm), thickness (100nm); 



 

Fig.5 The side view of the nanosample 

 

Fig.4 は，初期状態のサンプルである。5 mm 角

の Si 基盤の上に，厚さ 100 nm で 500μm 角の

Si3N4の Window を含んでいる。この Window に，

Fig.5 のような円弧状のスリットを作製した。パタ

ーン幅は 200nm に設定し，スリット幅は分解能に

は依存しないため 500nm にし，できるだけ通過す

る光量を多くすることを意識した。 

 サンプルを作製する上での条件は以下のように

記述できる: 

条件 A. 水の窓に対応させる。 

条件 B. 滑らかな円弧状のスリットを実現し，エッ

ジを鋭く加工する。 

軟 X 線を光源に，生体分子の可視化を目的として

いるため，「水の窓」の条件をサンプルに含ませる

必要がある。(条件 A) 今回，X 線を透過する厚さ

100 nm の Si3N4 の薄膜の上に，X 線を吸収する

Au を 100nm 蒸着し，生体分子の X 線に対する C

と H の関係を人工的に表現することにした。 

 次に，ARC-HERALDO に用いる拘束条件をより

目標画像に近づける為に，スリットのエッジの鋭さ

と丸みを実現することが，サンプルの条件として重

要である。(条件 B) パターン作製においては，半

導体プロセッシングでよく用いられる Lift-Off と

呼ばれる手法を用いて，コントラストのよいスリッ

トを作製した。具体的には Fig.5 のような Si3N4 の

薄膜に，フォトレジストをコーティングの後，電子

ビーム露光でパターン描画をし，現像，Lift-Off を

行った。 

 通常，Lift-Off は金属の細い配線を引く際に使用

されるものであるが，今回作製したいものは，Fig.5

のような金属膜上での細いギャップである。すなわ

ち，反転したパターンを作らなければならない。し

たがって，ギャップの場所以外の部分を露光し，反

転パターンを作製することにした。 

 この手法において，気をつけなければならないこ

ととして主に 3 つの制約が存在する。(a) 露光後の

レジストパターンは細いことから，コントラストを

つけすぎると現像液やその他のリンス液によって，

パターンが壊れてしまうこと。(b)パターンのコン

トラストが低いと，リフトオフの際に除去剤が金属

とレジストの間に入ることができず，金属がレジス

トパターンを覆ってしまうこと。(c) 軟 X 線を吸収

するために必要な金属膜の厚みが，ある程度必要だ

ということだ。 一般的に，電子ビームをハイドー

ズにするとレジストパターンのコントラストが良

くなるため，(b)の状態をクリアすることができる

が，あまりコントラストをつけすぎると，(a)の状

態が起こってしまい，パターンが崩れてしまう。細

いパターンが崩れないように，レジストを薄くして

アスペクト比を下げようとしたいが，(c)の制約が

入るため，金属膜をある程度は厚くしなければなら

ない。したがって Lift Off に必要なレジストのアス

ペクト比の下限は自ずと決まってしまう。よって実

験をする上で (a)と(b)と(c)の制約を吟味しながら，

パターン幅 200 nm，直線スリット幅 500 nm のギ

ャップを実現すべく，最適ドーズを割り出した。 

                              

3.2 実験方法 

 レジストコーティング 

Resist: ZEP520A; 

Spinner: 500 rpm 5sec, 6000 rpm 40 sec; 

Baking: 180℃;          

膜厚 870 nm に設定。 



 露光 (EB lithography) 

V_acc :100 keV;  I_p:100 pA; 

Scan area :  600 μm, Dot number: 60000 dots; 

 現像 

Development: ZEP-RD ;  

Rinse: IPA ; 

Dry: N2 gas ; 

 金属蒸着  

Base pressure: <5×10-5 Pa  · 

Film thickness: Ti (5 nm) /Au (100 nm);  

Ti Deposition rate : 0.1-0.2 A/sec at beam current 

of 15-25 mA, Pressure : < 3×10-5 Pa;    

Au : Deposition rate : 0.8-1.5 A/sec  at beam 

current of 20-30mA, Pressure : 1×10-4 Pa;   

 Lift-Off 

Remover : ZDMAC (Zeon Cop.);  

Rinse : IPA.  

Dry :N2 gas dry. 

コントラストの良いパターンを作るために，ポジ型

のレジストである ZEP520A を選択した。 

 

3.3 実験結果  

 

Fig.5 Fabricated nanosample consisted of the 

extended arc reference on the 500nm width and 

the character 200 pattern on the 200nm width. 

 

Fig.5 は，SEM で見たサンプルの画像である。 

黒い部分は Au のギャップであり，Si3N4 が見えて

いる状態である。黒いパターン以外の場所は Au が

蒸着されている。 

  

Fig.6 Enlarged view of the reference slit 

 The edge of the slit is sharply fabricated. 

 

Fig.6 は円弧状スリットの拡大図である。スリット

の先端部分に於いてコントラスト良く色が変化を

している。金粒子は数ナノメートルであることから，

コントラストも数ナノメートルで，軟 X 線の波長

を考慮に入れても問題の無い仕上がりとなった。 

4.まとめ 

ARC-HERALDO の実験的実証のためのナノメート

ルサイズのサンプルを作製することができた。軟 X

線を吸収する材料と透過する材料を選択して組み

合わせることで，「水の窓」に対応するサンプルを

作製することができた。 
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