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位相差・分散顕微鏡による石綿分析の有効性＊
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要 旨

位相差・分散顕微鏡により，分散色を示す石綿のサイズを明らかにすることで公定法の
有効性を検証するため，直接法と間接法を用いて比較検討を行った。

直接法では，スライドグラス上で乾燥させた石綿にカバーグラスをかぶせ，位相差顕微
鏡で石綿のサイズを直接計測する方法（以下「直接観察法」という）。次いで直接観察後の

カバーグラス内に屈折液を浸透させた後，直接観察時と同じ視野における石綿のサイズの
測定および分散色の有無を分散顕微鏡にて観測した。

間接法では，直接法で観察された石綿のサイズを詳しく計測するために，直接法による
観察時に保存した石綿の画像を A４サイズの写真用紙にカラー印刷し，スケールルーペで
その写真上の石綿のサイズを調べて顕微鏡内で計測するサイズに換算した（以下「写真計

測法」という）。
その結果，直接観察法では幅１μm未満の細い石綿を観察することができたが，石綿が

分散色を示すサイズは幅１μm以上であり，浮遊石綿の分散色をほとんど確認することが
できなかった。

1. 目 的

建材中に含まれる石綿の分析方法の一つとして

は，石綿の屈折率に近い屈折液を用いて位相差・

分散顕微鏡により石綿に特有の分散色を観察す

る，いわゆる分散染色法１）があり，公定法に採用

されている。また参考法として，平成１９年５月か

ら大気環境中の浮遊石綿の濃度を定量する方法２）

にも利用されるようになった。

しかし，分散染色法ではサイズの小さい石綿の

分散色は確認できないことがあるため，その原因

を明らかにするとともに建材中および大気環境中

の石綿のサイズをどれだけ捕そくできるのかを検

証する必要がある。

ここでは，位相差・分散顕微鏡による石綿分析

の有効性を調べるために，分散染色法で石綿が分

散色を示す最小のサイズを調べ，計測可能な石綿

のサイズの範囲について知見を得たので報告す

る。

2. 実 験 方 法
2.1 位相差・分散顕微鏡：Nikon製 ECLIPSE８０i

［㈱ニコン製］

位相差用または分散用対物レンズは，倍率４０倍

で開口数０．７５を用いた。また，接眼レンズは倍率

１０倍を用い，その一方にはアイピースグレイティ

クルを装着した。
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2.2 位相差・分散顕微鏡の設定

� 光路切替レバーは BINO。ただし写真撮影

時は PHOTO。

� 透過照明（緑色の照明スイッチ）は OFF。た

だし写真撮影時は ON。

� 調光ボリュームは光量を最大にした。

� 光量調整用フィルターの「ND８」と「ND

３２」は OFF。

� 視野絞りノブを用いて観察視野をアイピー

スグレイティクルの直径３００μmもしくは１００

μmの外側まで絞った。

� 位相差顕微鏡の設定は「NCB１１」を INに

し，位相差用（DLL４０×）対物レンズを使用。

� 分散顕微鏡の設定は「NCB１１」を OUTに

し，分散用（D４０×）対物レンズを使用。
2.3 石 綿 試 料

標準試料には，青石綿［クロシドライト標準試

料（JAWE３３１），	日本作業環境測定協会］を用い
た。また，浮遊する石綿のサイズ分布を調べるた

めに，昭和５０年以前に施工された吹付け石綿（ト

ムレックス）の除去現場（室内環境）から採取した

浮遊青石綿を使用した。

それらの石綿試料は，位相差・分散顕微鏡で観

察する前に次に示す前処理を行った。

� 標準試料の前処理

標準試料は粉砕してふるい（４２５μm）を通した

後，青石綿約３mg，無じん水約６０gをコニカル

ビーカー内に入れ、超音波処理を３０分間行った。

次いでマグネティックスターラーによりかくはん

させながら試料を約１５μl採取し，清拭したスラ

イドグラス上に滴下して、ホットプレート（約

５０℃）上で乾燥させた。

� 浮遊青石綿の前処理

室内環境中の浮遊青石綿はメンブランフィル

ター（MILLIPORE製セルロース混合エステル）に

吸引採取後，その採取面を下にしてスライドグラ

ス上に置き，アセトン蒸着して透明化した試料を

低温灰化装置（Yanaco製 PLASMA ASHER LTA―

１０４）で灰化処理（出力８０W，酸素流量８０ml/min，５

h）した。
2.4 直接観察法

前処理した石綿試料上に清拭したカバーグラス

をかぶせ，その両端をテープで固定した後，位相

差顕微鏡の設定で長さ５μm以上，幅３μm未満

およびアスペクト比３以上の繊維状粒子の青石綿

を選択し，顕微鏡の位置（X軸・Y軸）を記録して，

その画像を保存した（画像 A）。
2.5 分散染色法

直接観察法で観察した試料のカバーグラスには

りつけたテープをはずし，カバーグラスのすき間

にカーギル標準屈折液１．６８００±０．０００２（以下「屈

折液１．６８」という）を十分に浸透させてから，直

接観察法で観察した位置（X軸・Y軸）と同じ視野

に移動し，分散顕微鏡の設定で石綿の分散色の有

無を観察して，その画像を保存した（画像 B）。

石綿の分散色の観察にはアナライザを併用し，

屈折液１．６８で橙色またはピンク色が確認された場

合に青石綿と判定した３）。
2.6 写真計測法

顕微鏡内で計測可能な最小目盛り３μmより細

い石綿のサイズ分布の計測は写真計測法によっ

た。

青石綿の分散色が認められた場合は「分散色あ

り」と判断し，スケールルーペ（１目盛り０．１mm）

を用いて，画像 Aおよび B（１２８０×９６０ピクセル）

の写真から分散色に該当する範囲の最小幅をそれ

ぞれ求めた。

一方，青石綿の分散色が認められなかった場合

は「分散色なし」とし，画像 Aの写真から最小

幅を求めた。ただし，最小幅を求めるにあたって

は，できるだけ解像度が高く粒子の付着が確認さ

れない部分を選択するよう考慮した。

なお，基準の尺度とした対物マイクロメータ

（１目盛り１０μm）は，画像 Aおよび Bの写真の両

方において１目盛りの平均値が約７．６mm（画像 A

の標準偏差０．０８９，画像 Bの標準偏差０．０６９，n＝

３４）であったので，その値を換算係数として石綿

の最小幅を求めた（小数点３桁目以降は切り捨

て）。

その他画像 Aの写真に示された石綿の色（白，

白黒，黒）と画像 Bの写真に示された分散色の濃

淡の違いも観察して分類した。

3. 結果と考察
3.1 標準試料の青石綿

図 1に標準試料の青石綿の画像 A（直接観察法）
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および B（分散染色法）を示す。画像 Aでは白色の

青石綿（幅２．６３μm）と，上部が白黒色（最小幅１．０５

μm）で下部が黒色（幅１．０５μm）の青石綿の計２本

が確認された。写真計測法では前者は解像度が悪

く最小幅がわからないため計数せず，計数可能で

あった後者の白黒色の青石綿は画像 Bより最小

幅０．５３μmの淡橙色とした。

写真計測法の結果は表 1と図 2に示す。分散

色を示した繊維状粒子の青石綿は，１００本中５８本

（５８％）であり，最小幅の平均値は１．０４±０．０１９

（mean±S.E）μm（標準偏差０．１９，n＝１００）であっ

た。

直接観察法では最小幅０．６５μmまで計測され，

０．９２μm以下の細い青石綿は黒色であり，分散染

色法において分散色はなく，その形状も確認され

なかった。

一方，直接観察法では最小幅１．０５μmより大き

くなるほど青石綿は白色となり，分散染色法では

分散色が確認され分散色を示す青石綿の発色率も

高く，色合いが濃くなる場合が多かった。そして，

最小幅１．０５μm以上で黒色または白黒色の青石綿

においては分散色を示さない場合があった。

また，分散染色法では，直接観察時の最小幅と，

比べた最小幅の観測率が３９～６１％と低くなるた

め，分散染色法では繊維状粒子に該当するかどう

かの正確なサイズを判別できないことが示され

た。

その他，図 3の画像 A１～３で同じ最小幅１．３１

μmを持つ白色の青石綿の場合，画像 B１で淡橙

色，画像 B２で橙色，画像 B３でやや濃い橙色で

分散色の濃淡の違いがあり，分散色の見えやすさ

も異なることがわかった。

図 1 標準試料の青石綿の画像 Aおよび B

図 2 最小幅と分散色の有無

表 1 写真計測法の結果

直接観察法 分散染色法
発色率
［％］最小幅

［μm］
色（本数）

分散色
（本数）

最小幅の範囲
［μm］

０．６５ 黒（５） なし（５） ― ０

０．７８ 黒（１７） なし（１７） ― ０

０．９２ 黒（１６） なし（１６） ― ０

１．０５

黒（５）
なし（２） ―

８３

淡橙（３） ０．５２－０．６５

白黒（１０）
なし（１） ―

淡橙（９） ０．５２－０．６５

白（３）
淡橙（２） ０．５２

橙（１） ０．５２

１．１８

白黒（９）
なし（１） ―

９６
淡橙（８） ０．５２－０．６５

白（２３）
淡橙（７） ０．５２－０．６５

橙（１６） ０．５２－０．６５

１．３１

白黒（１） 淡橙（１） ０．６５

１００
白（１１）

淡橙（３） ０．５２－０．７８

橙（８） ０．６５

（計１００） （計５８）
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3.2 浮遊青石綿

始めに表 2では，写真計測法の精度について

確かめた結果を示す。直接観察法における顕微鏡

内観測では，接眼レンズに付いたアイピースグレイ

ティクル（目盛り３μmおよび５μm）を用いて浮

遊青石綿の幅と長さを記録し，その中から写真計

測法にて付着粒子が少なく直線性および解像度の

高い浮遊青石綿を１２本選択して最小幅と長さを記

録して比較した場合，その精度は良好であった。

また分散染色法で分散色を確認する場合には，

視野絞りノブによって視野を約１００μmの外側ま

で絞ることが必要であることがわかった。図 4

画像 Aの白色の青石綿は，約３００μmの外側まで

視野を絞った場合（画像 B１）．その分散色はほと

んど確認できなかった。しかし約１００μmの外側

まで視野を絞った場合（画像 B２），青石綿の全体

の分散色が明瞭に確認できた。

表 2 写真計測法の精度

顕微鏡内観測 写真計測法

幅［μm］ 長さ［μm］ 最小幅［μm］ 長さ［μm］

＜１ ５ ０．７８ ５．９２

＜１ ５ ０．７８ ５．００

＜１ ６ ０．７８ ６．５７

＜１ ６ ０．６５ ６．３１

＜１ 約７ ０．７８ ７．２３

＜１ 約７ ０．６５ ７．５０

約１ ９ １．０５ ８．９４

＜１ １２ ０．６５ １２．７６

＜１ １５ ０．９２ １５．５２

約１ 約１７ １．０５ １６．０５

約１ ２５ １．０５ ２６．３１

＜１ ３８ ０．７８ ３８．１５

図 3 分散色の濃淡の違い

図 4 画像 Aおよび B（視野約３００μmと１００μm）

図 5 画像 Aおよび B（視野約３００μmと１００μm）
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さらに，図 5画像 Aに示す最小幅１．０５μmの青

石綿は，画像 B１で最小幅０．７８μm（観測率７４％），

画像 B２で最小幅０．９２μm（観測率８７％）となり，

解像度および観測率の改善が見られた。

表 3および図 6では，上記を踏まえた写真計

測法の結果を示す。分散色を示した浮遊青石綿

は，２３６本中２０本（８．４％）であり，最小幅の平均値

は，０．９０±０．０１３（mean±S.E）μm（標準偏差０．２０，

n＝２３６）。分散染色法で観察できた最小幅の割合

は，直接観察時の最小幅と比べると，観測率３５～

８７％であった。なお，分散染色時に分散色とは異

なる散乱光を示した２５本はその結果から除外し

た。

標準試料の青石綿と同様に，直接観察法では最

小幅０．６５μmまで計測され，０．９２μm以下の細い

青石綿は黒色であり，分散染色法において分散色

はなく，その形状も確認されなかった。

一方，直接観察法では最小幅１．０５μmより大き

くなるほど青石綿は白色となり，分散染色法にお

いて分散色が確認されたが，標準試料より発色率

が低かった。また，最小幅１．０５μm以上で白色の

青石綿において，分散色を示さない場合が見られ

た。

分散色を観察できない原因として， 図 7では，

画像 A１～２で最小幅１．３１μmの白色の青石綿を

観察した場合，画像 B１～２において粒子の付着

による影響と，粒子による強い散乱光（ハロ）の影

響によって分散色が確認できないことがわかっ

た。これは，表 3の最小幅１．７１μmで分散色を示

さなかった２本の青石綿についても同様の影響が

確認された。なお，青石綿があるかどうかわから

ない場合は，分散染色時に分散用対物レンズを位

相差用対物レンズに切り替えて位相差観察（画像

B２）を行うと青石綿の形状を確認できる場合が

多かった３）。

その他，分散色の観察が困難になる要因として

分散色の濃淡の違い以外に，図 8では画像 A１～

３で最小幅１．０５μmの白色の青石綿を観察した場

合，画像 B１～３のように分散色の配色の違いに

よって分散色の見えやすさが異なることがわかっ

た。とくに明るい黄みを帯びた橙色（画像 B３の

下部）は分散色を確認しやすいが，暗く赤みを帯

びた橙色（画像 B２）は確認が困難であった。

4. ま と め

分散染色法の問題点として幅１μm未満の石綿

表 3 写真計測法の結果

直接観察法 分散染色法
発色率
［％］最小幅

［μm］
色（本数）

分散色
（本数）

最小幅の範囲
［μm］

０．６５ 黒（２５） なし（２５） ― ０

０．７８ 黒（８５） なし（８５） ― ０

０．９２
黒（７７），
白黒（１）

なし（７８） ― ０

１．０５

黒（１２） なし（１２） ―

３１
白黒（３）

なし（２） ―

淡橙（１） ０．６５

白（７）

なし（１） ―

淡橙（３） ０．６５

橙（３） ０．６５－０．９２

１．１８

黒（２） なし（２） ―

３０

白黒（６） なし（６） ―

白（５）

なし（１） ―

淡橙（２） ０．６５

橙（２） ０．６５－０．７８

１．３１ 白（７）

なし（２） ―

７１淡橙（３） ０．６５

橙（２） ０．６５

１．７１ 白（４）
なし（２） ―

５０
橙（２） ０．６５－０．７８

１．８４ 白（１） 橙（１） ０．６５ １００

１．９７ 白（１） 淡橙（１） ０．９２ １００

（計２３６） （計２０）

図 6 最小幅と分散色の有無
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は分散色を示さないこと，また，直接観察法と比

べると最小幅の観測率が３５～８７％と低くなるた

め，繊維状粒子の正確なサイズが判断できないこ

とがわかった。分散色を示す標準試料の青石綿を

計数できた割合は５８％，浮遊青石綿では８．４％で

あった。

また，幅１μm以上の石綿は分散色を示す可能

性が高いことがわかった。そして分散色を観察で

きない原因として，粒子の付着および散乱光の影

響が確認された。さらに，分散色を見えにくくす

る要因として分散色の濃淡及び配色の違いがある

ことが示された。

石綿の定性ができない直接観察法の利点として

は，幅０．６５μm以上の石綿を計数できるだけでな

く分散染色法では計数できなかった９１．６％の浮遊

青石綿も観測することができた。また，直接観察

時に繊維状粒子のサイズと色から分散色を示すか

どうかも推測可能である。

その他，室内環境中の浮遊青石綿を採取したメ

ンブランフィルターをエネルギー分散型 X線分

析装置の付いた走査型電子顕微鏡（日立走査型電

子顕微鏡 S―３４００N）で観測した場合，最小幅０．６５

μm以上１．０５μm未満の繊維状粒子７本中７本が

青石綿，最小幅１．０５μm以上の繊維状粒子４本中

４本が青石綿であることを確認した。

また，青石綿の屈折率とは異なるカーギル標準

屈折液１．５５００±０００５を用いて，最小幅０．６５μm以

上１．０５μm未満の黒色の青石綿を分散染色法で観

測した場合，青石綿は散乱光を示すため確認でき

る場合が多く，直接観察時のサイズと同じ観測率

１００％で計測できる場合があることがわかった。

（本内容のカラー図をご入用の方は，当セン

ターまでご連絡ください）
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図 7 分散色を観察できない例

図 8 分散色の配色の違い
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