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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は０℃以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本と接触させることと、
　蒸気が凝縮して凍結するように前記プローブチップと前記冷凍標本の間の接触領域に前
記蒸気を流し、それにより前記冷凍標本を前記プローブチップに接合させることによって
前記プローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
【請求項２】
　前記方法は真空中でおこなわれ、前記蒸気は水蒸気である、請求項１の方法。
【請求項３】
　冷凍標本をプローブチップに取り付けるための方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は０℃以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本に近づけ、前記プローブチップと前記冷凍標本の間
に第一のすきまをそのままにすることと、
　蒸気が凝縮して凍結するように前記プローブチップと前記冷凍標本の間の前記第一のす
きまに前記蒸気を流し、それにより前記冷凍標本を前記プローブチップに接合させること
によって前記プローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
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【請求項４】
　前記方法は真空中でおこなわれ、前記蒸気は水蒸気である、請求項３の方法。
【請求項５】
　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は水のガラス化温度以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本と接触させることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記プ
ローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
【請求項６】
　前記方法は真空中でおこなわれる、請求項５の方法。
【請求項７】
　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は水のガラス化温度以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本に近づけ、前記プローブチップと前記冷凍標本の間
の第一のすきまをそのままにすることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の前記第一のすきまに水蒸気を流すことによっ
て前記プローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
【請求項８】
　前記方法は真空中でおこなわれる、請求項７の方法。
【請求項９】
　そこから前記冷凍標本が抽出される前記冷凍標本とバルクサンプルの間の第二のすきま
があり、
　前記第一のすきまに水蒸気を流すあいだ、前記第一のすきまを前記第二のすきまよりも
小さく維持することを有している、請求項７の方法。
【請求項１０】
　冷凍標本アッセンブリーを作るための方法であり、
　物体を冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前記冷凍標本の温度は
水のガラス化温度以下であり、
　前記物体を前記冷凍標本と接触させることと、
　前記物体と前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記物体を前記冷
凍標本に結合されることと、
　前記物体とそれに結合された前記冷凍標本を支持構造体に移動させることと、
　前記支持構造体と前記冷凍標本の間の一つ以上の接触領域に水蒸気を流すことによって
前記冷凍標本を前記支持構造体に結合させることと、
　前記物体を前記冷凍標本から解放することを有している、方法。
【請求項１１】
　前記方法は真空中でおこなわれる、請求項１０の方法。
【請求項１２】
　前記物体はナノマニピュレータープローブチップである、請求項１０の方法。
【請求項１３】
　前記支持構造体はＴＥＭグリッドである、請求項１０の方法。
【請求項１４】
　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、前記物体を加熱することによって実施される、
請求項１０の方法。
【請求項１５】
　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、荷電粒子ビームの供給によって実施される、請
求項１０の方法。
【請求項１６】
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　冷凍標本アッセンブリーを作る方法であり、
　物体を冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前記冷凍標本の温度は
０℃以下であり、
　前記物体を前記冷凍標本と接触させることと、
　前記物体と前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記物体を前記冷
凍標本に結合させることと、
　前記物体とそれに結合された前記冷凍標本を支持構造体に移動させることと、
　前記支持構造体と前記冷凍標本の間の一つ以上の接触領域に水蒸気を流すことによって
前記冷凍標本を前記支持構造体に結合させることと、
　前記物体を前記冷凍標本から解放することを有している、方法。
【請求項１７】
　前記方法は真空中でおこなわれる、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　前記物体はナノマニピュレータープローブチップである、請求項１６の方法。
【請求項１９】
　前記支持構造体はＴＥＭグリッドである、請求項１６の方法。
【請求項２０】
　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、前記物体を加熱することによって実施される、
請求項１６の方法。
【請求項２１】
　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、荷電粒子ビームの供給によって実施される、請
求項１６の方法。
【請求項２２】
　冷凍サンプルから標本アッセンブリーを形成するための装置であり、
　サンプルを保持するためのステージを備え、前記ステージは前記サンプルの関心領域を
位置決めするように装備され、少なくとも前記サンプルと接触するステージの部品は極低
温に冷却されることができ、
　マニピュレーターを備え、前記マニピュレーターはプローブチップを有し、前記プロー
ブチップは極低温に保持されるように装備されており、
　前記サンプルの関心領域に実質的に配給されることができる水蒸気源を備え、
　前記プローブチップが、前記関心領域を備えている標本と接触するとき、かつ、水蒸気
が凝縮して凍結するように、前記水蒸気が、前記プローブチップと前記標本の少なくとも
一部に流され、それにより前記標本を前記プローブチップに接合させるとき、前記プロー
ブチップは極低温に保持されることができる、装置。
【請求項２３】
　前記プローブチップの温度を極低温より上に十分に上げて、前記プローブチップを前記
関心領域から選択的に解放する熱源をさらに備えている、請求項２２の装置。
【請求項２４】
　前記熱源は荷電粒子ビームである、請求項２３の装置。
【請求項２５】
　ガスの流れを前記プローブチップと前記標本の間の接触領域にほぼ方向付けることがで
きるガス圧入システムをさらに備えている請求項２３の装置。
【発明の詳細な説明】
【特許出願】
【０００１】
　シェリル・ハートフィールド（Cheryl Hartfield）
【優先権の主張】
【０００２】
　この出願は、２０１１年４月４日に提出された「冷凍標本を抽出する方法および標本ア
ッセンブリーの製造」と題する米国仮特許出願、出願番号６１／４７１，４２５の優先権
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を主張し、それは参照によってそのまま本出願に組み込まれる。
【技術分野】
【０００３】
　この開示は、分析のために極低温にあるサンプル基板から標本を抽出する方法および装
置、特に、収束イオンビーム顕微鏡顕微鏡（ＦＩＢ）や走査電子顕微鏡（ＳＥＭ）などの
荷電粒子機器の内側におけるそのような抽出のための方法および装置に関する。
【背景技術】
【０００４】
　１９９０年代以来、ＦＩＢ処理は半導体および物質科学で使用されているが、最近では
、それらは生物群集によって使用されている。生体サンプルは一般に、顕微鏡画像化のた
めの断面化の前に、Ｅｐｏｎなどのポリマー材料に埋め込まれるか、冷凍される。ポリマ
ー埋め込み標本は、伝統的な現場の持ち上げステップおよび材料を使用して容易に準備さ
れることができる一方、持ち上げプロセスは、冷凍標本に関する要件を満たすように修正
されなければならない。
【０００５】
　メタロ有機先駆体はそれらの天然の先駆体フォームで標本上に制御不能に凝縮する傾向
があり、そのことは、ＦＩＢミリングのあいだに標本トップ表面の保護のための次善マス
キング層をもたらすので、伝統的ガス支援イオンおよび電子堆積プロセスは、超低温にお
いて標本を他の物体たとえばプローブチップやサンプルホルダ－に結合させるための実行
可能な解決策でないことが知られている。しかしながら、ガス支援堆積を使用せずに結合
を達成するために温度操作が使用され得る。これらの冷凍標本の操作、画像化および分析
のあいだに、電子顕微鏡内の冷凍生物標本の温度を修正または維持することは一般的であ
る。しかしながら、クライオＦＩＢおよびクライオハンドリング方法のあいだ、冷凍生物
標本の形態構造完全性を保存するため、関心領域内の標本温度は、好ましくは、水のガラ
ス化温度、ほぼ－１４０℃よりも上がるべきではない。そうでないと、氷晶が標本内に生
じて、その構造を損傷させる。氷晶霜も、標本の高品質な画像化および処理のために避け
られなければならない。
【０００６】
　既存のナノマニピュレーターは一般に、微細なプローブチップを携行している可動プロ
ーブを有している。米国特許第７８４５２４５号（それは、この背景部分の介在によって
従来技術に認められない）は、相変化の局所的誘導に基づいて、標本に対するチップの結
合を達成するため、暖かいプローブチップをガラス化生物標本に接触させることを説明し
ている。
【０００７】
　この相変化は、結果の結合を生じさせるだけでなく、サンプルが取り付け個所のそのガ
ラス化温度よりも暖められたときに、氷晶の形成を誘導することがある。必要なものは、
標本の内側におけるガラス化および氷晶の形成または標本の外側における霜の形成の危険
なく、プローブチップまたは他のエンドエフェクターに対する標本の確実な結合を作り出
す方法である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第７８４５２４５号
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、ＦＩＢ機器の内側においてより大きい冷凍サンプルから完全または部分
的に切除された標本の制御蒸気取り付けのための私の方法の代表的な実施形態を示してお
り、プローブチップは最初に標本に接触して置かれている。
【図２】図２は、制御蒸気取り付けのための私の方法の別の実施形態を示しており、プロ
ーブチップと標本の間にすきまが最初に存在している。
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【図３】図３は、請求される方法によって、冷凍サンプルから持ち上げられ、ＴＥＭグリ
ッドに結合されるように配置されたプローブチップに取り付けられた代表的標本を示して
いる。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　この出願は、真空中の標本の化学蒸気堆積処置、エッチング、持ち上げを支援するため
に一つ以上の放射ビームを使用する任意の種類の機器について用語「ＦＩＢ」または「荷
電粒子機器」を一般的に使用する。したがって、ここに使用されるこれらの用語は、イオ
ンビーム、電子ビーム、他の荷電粒子ビーム、または光エネルギーたとえばレーザー光の
ビーム、またはこれらのビームの任意の組み合わせを使用する機器を含んでいる。ここに
使用される用語「極低温」は、サンプルの冷凍や、これに限定されないが水蒸気を含んで
いる化学蒸気の凝縮をもたらす、一般に０℃を下回る低温を指す。特に断りがない限り、
「プローブチップ」や「先端」という用語は、持ち上げおよび操作のために標本に結合さ
れるように意図されたマニピュレーター装置の任意の部分を指す。好適なナノマニプレー
タ・システムは、テキサス州ダラスのオムニプローブ（Omniprobe）社によって製造され
たＡｕｔｏＰｒｏｂｅモデル３００である。オムニプローブ装置では、プローブチップは
、通常、細いタングステン針である。
【００１１】
　図１は、電子ビームカラム（１００）とイオンビームカラム（１１０）を有しているＦ
ＩＢ機器とガス圧入システム（１２０）の概略図である。バルクサンプル（１３０）は、
コールドステージ（１４０）の上に配置されて示されている。図１はさらに、たとえばイ
オンビーム（１１０）でミリングすることによって、バルクサンプル（１３０）から切除
された標本（１５０）を示している。標本（１５０）は、凝縮層を形成するガス圧入シス
テム（１２０）からの水蒸気（１８０）の堆積によってナノマニピュレーター（１７０）
のプローブチップ（１６０）に取り付けられるプロセス中にあるものが示されている。
【００１２】
　水蒸気は、その低価格と、広い入手しやすさと、ガラス化生物標本の構造を保存する要
件と互換性のある温度において約１０-6ｍｂａｒの高真空状況下で非晶質層として凝縮す
る能力のため、好ましい凝縮液である。気相から固相への変換が、サンプルに悪影響を与
えない温度で起こり、容認可能なトポグラフィと安定性をもつ凝縮液をもたらす限り、水
以外の他の凝縮液種が使用されてもよい。圧力と温度の組み合わせは、他の凝縮液種につ
いて決定され得る。好適な凝縮液を形成し得る他の種の例は、アルゴンやキセノンなどの
不活性ガス、アルコールおよびメタンを含んでいる。これらは、単独で使用されても、希
望の温度範囲内で非晶質層を形成する凝縮液種を可能にする好適な比で水と混合されても
よい。たとえば、（体積による）５０％メタノール／水溶液は、約－４０℃で凍結し、１
００％メタノールは、約－１００℃で凍結する。水蒸気を使用する用途については、約－
９３℃以下、より好ましくは－１４０℃未満の温度を使用することが好ましく、より暖か
い温度で生じ得る昇華を低減する。
【００１３】
　水蒸気（１８０）は、たとえば、液体の水、加熱エプソム塩または硫酸塩、または蒸発
し得る他の高い蒸気圧固体から標本（１５０）に供給されることができる。チャンバーへ
のインジェクター（１２０）は、ここでは、単純なリークバルブ、マスフローコントロー
ラまたは他の好適なインジェクターであってよい。インジェクターが、方向性蒸気注入を
作り出すチューブノズルを有しているならば、高度に制御可能なバルブまたは他のコント
ローラーが、チャンバーへの蒸気（１８０）注入の拡散を可能にするためのデフューザー
または他のデバイスと一緒に好まれる。蒸気流の正確な制御に好適なガス圧入システム（
１２０）は、Ｏｍｎｉｐｒｏｂｅ社によって製造されたＯｍｎｉＧＩＳである。
【００１４】
　標本（１５０）とそれから切られたトレンチ（１９０）の相対的なサイズは、明りょう
のために、図では非常に誇張されている。ＴＥＭ検査のために準備されるべき代表的標本
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は、たとえば、横が約１０～２０μｍ、深さが５～１０μｍである。
【００１５】
　先端と標本の両方を同じ冷温度に実質的に維持することによって、プローブチップ（１
６０）が標本（１５０）に接触またはほとんど接触する露出結合領域（２１０）に蒸気（
１８０）を方向づけることによって結合が達成され得る。最適化された注入距離とフラッ
クスでは、蒸気（１８０）は、凝縮して整合薄層に凍結し、蒸気の継続的な供給で成長し
、したがって、標本（１５０）の関心領域に、でこぼこしたか、ざらざらしたか、厚い不
鮮明層を堆積することなく、標本（１５０）をマニピュレーターチップ（１６０）に接合
する。
【００１６】
　最初に、標本（１５０）は、ガラス化温度未満に冷却され、ＦＩＢの内側に装着される
。一般に、この装着は、従来の低温ステージ（１４０）を含むであろう。
【００１７】
　（非生物標本はガラス化温度を必要としないので）標本温度は、選択された固体凝縮液
種と標本のタイプに基づいて調整されてよい。たとえば、水蒸気では、標本温度は、水蒸
気が凝縮して固体氷凝縮層を形成する温度より低く保持される。多くの応用に対して、均
一で滑らかで非晶質で整合した固体氷凝縮層の形成を可能にするために、標本温度を約９
０℃以下に維持することが、より好ましくは標本温度を約１４０℃以下に維持することが
好ましい。この種の層は、カーテン人工品を誘導することなく、サンプルの次のＦＩＢミ
リングを可能にする。固体氷凝縮層の形態構造が容認可能であるとき、－１４０℃より上
の温度が使用されてよく、損傷または人工品がサンプルに導入されない。
【００１８】
　プローブチップ（１６０）は、標本（１５０）の温度に実質的に等しいが、非ガラス化
温度より低い温度に冷却される。（非ガラス化温度より低く冷却することは、いくつかの
非生物標本にとって必要ではないことに注意されたい。）プローブチップ（１６０）は、
たとえば、窒素などの、冷却された非反応性ガスの流れをそれに方向づけることによって
、または、液体窒素または同様物によって冷たく保たれた冷却ブロックへの高い熱伝導度
経路を形成する冷却ワイヤーを使用することによって、能動的に冷却されることができる
。あるいは、プローブチップ（１６０）は、プローブチップ（１６０）をクライオステー
ジ（１４０）に接触させて、チップ（１６０）の温度を標本（１５０）の温度にするに十
分な時間のあいだ保持することによって、受動的に冷却されることができる。
【００１９】
　プローブチップ（１６０）の最適温度は、プローブチップ（１６０）をサンプル基板（
１３０）に、または標本（１５０）上のある犠牲領域に接触させることに続けて、いろい
ろな冷置き時間を試すことによって実験的に見つけられることができる。両者が実質的に
同じ温度であれば、結合はおこらず、いったん確立されれば、置き時間は、同じ材料のい
ろいろな標本（１５０）の間で適度に一貫しているに違いない。
【００２０】
　より暖かいチップ（１６０）が生物標本（１５０）を昇華させるので、クライオステー
ジ（１４０）または別のクライオ物体に触れることは、標本（１５０）に触れることより
好まれる。それから、標本（１５０）とチップ（１６０）が熱平衡に達すると、標本（１
５０）がチップ（１６０）に凍りつく。ここにおいて請求される方法は、より暖かいプロ
ーブチップ（１６０）で標本（１５０）への接触で起こり得る相変化と氷晶のありそうな
形成を回避する。標本（１５０）の内側の氷晶は細胞標本を途絶させ、標本（１５０）の
外側の霜は、標本（１５０）の内部に破損を与えないが、撮像に障害を与える。どちらの
ケースも回避されるべきである。標本（１５０）の外側の霜は、ＦＩＢチャンバーの内側
の従来のコールドフィンガー（図示せず）によって制御されてよい。
【００２１】
　それから我々は、温度調整されたプローブチップ（１６０）を標本（１５０）の表面接
近に移動させる。それは、標本の上にわずかに浮いていてもよく、または、標本（１５０
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）に直に、または標本（１５０）上にあらかじめ置かれたオプションの保護層（２００）
に接触してもよい。保護層（２００）は、保護層材料（２００）によっては、昇華しても
よく、昇華しなくてもよい。生体サンプルのためのそのような保護層（２００）の典型的
な材料は、上述したように、氷を形成する水蒸気（１８０）または他の凝縮物質である。
【００２２】
　図１は、プローブチップが標本（１５０）に接触しているケースを示している。それか
ら、図に示されるように、チップ（１６０）が接近するあいだ、または標本（１５０）と
の接触がなされたのちに、蒸気（１８０）が、結合領域（２１０）を含む、標本（１５０
）の上に流される。望むならば、インジェクター（１２０）針は、点源シャドウイングま
たは非整合コーティングを避けるため、標本（１５０）から約５ｍｍ以上に配置されてよ
い。
【００２３】
　これらの結合プロセスのあいだ、プローブチップ（１６０）と標本（１５０）を同じ温
度に維持し、霜形成を避けるのを支援するため、窒素などの非凝縮冷却ガスも結合領域（
２１０）に流されてよい。好ましくは、水蒸気（１８０）によって影響される標本（１５
０）の領域は、プローブチップ（１６０）のすぐそばの領域に限られるべきであり、その
結果、一般には氷は標本（１５０）を覆って形づくらないが、水蒸気（１８０）をあてる
ために使用される方法または装置によっては、図１に示されるように、標本（１５０）の
広い面積が氷層で被覆される。好ましくは、水蒸気（１８０）は、パルス的に、または制
御されたフローレートで配給され、その結果、幾層かの結合氷領域（２１０）が、毎秒約
２５ｎｍを超えない速度で作られる。
【００２４】
　標本（１５０）が接合され持ち上がる状態にあり、プローブチップ（１６０）が持ち上
げられ得ることが確認されるとき、結合プロセスは完了する。
【００２５】
　図２に示された別の実施形態では、プローブチップ（１６０）は標本（１５０）の近く
に移動されるが、上に論じられたように、水蒸気（１８０）による標本（１５０）へのチ
ップ（１６０）の結合を可能にするのに十分に小さい第一のすきま（２２０）だけ標本か
ら離されたままにある。いずれの実施形態においても、プローブチップ（１６０）と標本
（１５０）の間の第一のすきま（２２０）を、標本（１５０）とそれが切除された任意の
基板またはバルクサンプル（１３０）の間の第二のすきま（２３０）よりも小さく維持す
ることが望ましく、その結果、結合氷膜（２１０）は、標本（１５０）と基板（１３０）
の間の第二のすきま（２３０）に同時に作り出されない。この考慮は、ガス圧入装置にと
って適切でないことがあり、水蒸気またはガスインパクトの領域が正確に制御され得るが
、そのような正確な制御は、今日入手可能なすべてのガス圧入装置で可能でない。
【００２６】
　別の実施形態では、ある標本は、水のガラス化温度より上の冷温度で操作される。イン
ジウム窒化物などの水を包含していない材料はそのような操作に対する候補である。たと
えばインジウム窒化物は極低温での操作を必要とし、なぜなら、イオンビームからのガリ
ウムイオンがそれと反応し、準備が極低温でおこなわれない限り、その構造体が保存され
ないからである。Ｇａイオンが注入されるので、ミリング後に標本が暖められれば、反応
がまた起こる。そのため、ミリングと持ち上げの両方が低温でなされるべきである。しか
しながら、興味のある構造体を維持し、かつ容認可能なトポグラフィと安定性をもつ凝縮
液をもたらすのに温度が十分に低い限り、水のガラス化点より低い温度は必要ではない。
いくつかの材料については、０℃をわずかに下回る温度が保護であってよい。いくつかの
材料は、ＦＩＢプロセスのあいだ、それらの構造を保存するどんな冷却も必ずしも必要と
しない。この場合、極低温は、上に説明されたように、結合プロセスを可能にするためだ
けに必要とされる。
【００２７】
　ここで開示され請求されるプロセスは、プローブチップ（１６０）と、冷凍標本（１５
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０）と、氷の少なくとも一つの結合領域（２１０）と、支持構造体（２４０）を備えてい
る標本アッセンブリー（２５０）を構成するために使用されてよい。その技術は、図３に
示されるような、プローブチップ（１６０）以外の物体、たとえば透過電子顕微鏡（ＴＥ
Ｍ）グリッドまたはホルダー（２４０）に対する冷凍標本（１５０）の任意のタイプの結
合のために使用され得る。水蒸気堆積によって残された氷被覆は比較的薄いので、氷堆積
の領域（２６０）によってＴＥＭグリッド（２４０）に結合されている標本（１５０）を
、図３に示されたＴＥＭグリッド（２４０）などの別の物体に結合されたままにしておい
て、ＦＩＢまたは電子ビーム切断によってプローブチップ（１６０）から任意の標本（１
５０）を分離することは簡単である。
【００２８】
　図３に示されるように、切除された標本（１５０）は、極低温冷却構造体（２４０）、
このケースではＴＥＭグリッドと接触またはほとんど接触して配置されており、一般に氷
接合領域（２１０）の生成のために前に説明されたような、氷堆積の一つ以上の領域（２
１０）を作り出す結合のために選択された領域に流される。
【００２９】
　この出願の説明は、どんな特定の要素、ステップまたは機能も請求の範囲に包含されな
ければならない必須要素であることを示唆していると解釈されるべきではまったくなく、
請求される主題の範囲は、添付の請求の範囲によってのみ定められる。さらに、厳密な用
語「ための手段」は、動名詞を後に続けて使用されない限り、これらの請求の範囲は、３
５Ｕ．Ｓ．Ｃ．の段落６を招来するようにまったく意図されていない。提出された請求項
は、可能な限り包括的であり、主題は意図的に断念され、献呈され、放棄されない。
　以下に、本願出願の当初の特許請求の範囲に記載された発明を付記する。
　［１］　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は０℃以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本と接触させることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の接触領域に蒸気を流すことによって前記プロ
ーブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
　［２］　前記方法は真空中でおこなわれ、前記蒸気は水蒸気である、［１］の方法。
　［３］　冷凍標本をプローブチップに取り付けるための方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は０℃以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本に近づけ、前記プローブチップと前記標本の間に第
一のすきまをそのままにすることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の前記第一のすきまに蒸気を流すことによって
前記プローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
　［４］　前記方法は真空中でおこなわれ、前記蒸気は水蒸気である、［３］の方法。
　［５］　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は水のガラス化温度以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本と接触させることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記プ
ローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
　［６］　前記方法は真空中でおこなわれる、［５］の方法。
　［７］　冷凍標本をプローブチップに取り付ける方法であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前
記冷凍標本の温度は水のガラス化温度以下であり、
　前記プローブチップを前記冷凍標本に近づけ、前記プローブチップと前記標本の間の第
一のすきまをそのままにすることと、
　前記プローブチップと前記冷凍標本の間の前記第一のすきまに水蒸気を流すことによっ
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て前記プローブチップを前記冷凍標本に結合させることを有している、方法。
　［８］　前記方法は真空中でおこなわれる、［７］の方法。
　［９］　そこから前記標本が抽出される前記冷凍標本とバルクサンプルの間の第二のす
きまがあり、
　前記第一のすきまに水蒸気を流すあいだ、前記第一のすきまを前記第二のすきまよりも
小さく維持することを有している、［７］の方法。
　［１０］　冷凍標本アッセンブリーを作るための方法であり、
　物体を冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前記冷凍標本の温度は
水のガラス化温度以下であり、
　前記物体を前記冷凍標本と接触させることと、
　前記物体と前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記物体を前記冷
凍標本に結合されることと、
　前記物体とそれに結合された前記冷凍標本を支持構造体に移動させることと、
　前記支持構造体と前記冷凍標本の間の一つ以上の接触領域に水蒸気を流すことによって
前記冷凍標本を前記支持構造体に結合させることと、
　前記物体を前記冷凍標本から解放することを有している、方法。
　［１１］　前記方法は真空中でおこなわれる、［１０］の方法。
　［１２］　前記物体はナノマニピュレータープローブチップである、［１０］の方法。
　［１３］　前記物体はＴＥＭグリッドである、［１０］の方法。
　［１４］　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、前記物体を加熱することによって実
施される、［１０］の方法。
　［１５］　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、荷電粒子ビームの供給によって実施
される、［１０］の方法。
　［１６］　冷凍標本アッセンブリーを作る方法であり、
　物体を冷凍標本の温度以下の温度に冷却することを有し、ここで前記冷凍標本の温度は
０℃以下であり、
　前記物体を前記冷凍標本と接触させることと、
　前記物体と前記冷凍標本の間の接触領域に水蒸気を流すことによって前記物体を前記冷
凍標本に結合させることと、
　前記物体とそれに結合された前記冷凍標本を支持構造体に移動させることと、
　前記支持構造体と前記冷凍標本の間の一つ以上の接触領域に水蒸気を流すことによって
前記冷凍標本を前記支持構造体に結合させることと、
　前記物体を前記冷凍標本から解放することを有している、方法。
　［１７］　前記方法は真空中でおこなわれる、［１６］の方法。
　［１８］　前記物体はナノマニピュレータープローブチップである、［１６］の方法。
　［１９］　前記物体はＴＥＭグリッドである、［１６］の方法。
　［２０］　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、前記物体を加熱することによって実
施される、［１６］の方法。
　［２１］　前記冷凍標本からの前記物体の解放は、荷電粒子ビームの供給によって実施
される、［１６］の方法。
　［２２］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１０］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２３］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１１］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２４］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１２］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２５］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１３］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２６］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１４］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
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　［２７］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１５］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２８］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１６］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［２９］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１７］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［３０］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１８］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［３１］　冷凍標本アッセンブリーであり、［１９］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［３２］　冷凍標本アッセンブリーであり、［２０］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［３３］　冷凍標本アッセンブリーであり、［２１］の方法によって構成された冷凍標
本アッセンブリー。
　［３４］　冷凍サンプルから標本アッセンブリーを形成するための装置であり、
　サンプルを保持するためのステージを備え、前記ステージは前記サンプルの関心領域を
位置決めするように装備され、少なくとも前記サンプルと接触するステージの部品は極低
温に冷却されることができ、
　マニピュレーターを備え、前記マニピュレーターはプローブチップを有し、前記プロー
ブチップは極低温に保持されるように装備されており、
　前記サンプルの関心領域に実質的に配給されることができる水蒸気源を備え、
　前記プローブチップが、前記関心領域を備えている標本と接触するとき、また、水蒸気
が、前記プローブチップと前記標本の少なくとも一部に流されるとき、前記プローブチッ
プは極低温に保持されることができる、装置。
　［３５］　前記プローブチップの温度を極低温より上に十分に上げて、前記プローブチ
ップを前記関心領域から選択的に解放する熱源をさらに備えている、［３４］の装置
　［３６］　前記熱源は荷電粒子ビームである、［３４］の装置。
　［３７］　ガスの流れを前記プローブチップと前記標本の間の前記接触領域にほぼ方向
付けることができるガス圧入システムをさらに備えている［３５］の装置。
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