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Abstract:  To clarify the distribution of transverse tubule-sarcoplasmic reticulum (T-SR) com-
plexes in the swimbladder muscle (SBM) of the scorpionfish (Sebastiscus marmoratus), elec-
tron microscope observations were performed. In the anterior part of the SBM, Z-type triads 
were exclusively observed, in contrast to the regular distribution of AI- and Z-type triads with 
pentads and heptads in the posterior part of the SBM reported in our previous paper. Various 
body muscles of scorpionfish contained only Z-type triads. Furthermore, SBM and body wall 
muscles (BWM) in other sound-producing fishes each contained only one type of triadic con-
tacts. In the posterior fibers of scorpionfish SBM, feet on the junctional SR membrane formed 
a square lattice with three or more vertical lines and numerous horizontal rows. Isolation and 
identification of ryanodine receptor (RyR) revealed that αRyR and βRyR coexist in the SBM 
and BWM of scorpionfish. Anti-αRyR and βRyR antibodies were produced in rabbits, and im-
munoelectron microscopy with these antibodies demonstrated that both αRyR and βRyR form 
parallel lines respectively on the same junctional membrane as AI- and Z-type triads. The re-
sults are discussed in connection with the anatomical features and function of the swimbladder.
Keywords : swimbladder muscle, fish body muscles, distribution of triadic contact, feet array, 
coexistence of α and β ryanodine receptor isoforms
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Introduction
Triadic contacts between the transverse (T) tubule 
and the sarcoplasmic reticulum (SR) are very signif-
icant for ensuring excitation-contraction (E-C) cou-
pling in the skeletal muscles1-4). Generally, two types 
of triadic contact are found in the skeletal muscles of 
vertebrates5). One is the AI-type triad located around 
the boundary between the A- and I-bands of the 
sarcomere, and the other is the Z-type triad found 
around the Z-band of the sarcomere. Furthermore, 
it has been believed that each muscle fiber contains 

only one type of triadic contact5）. However, in 2003, 
the authors found newly that, in scorpionfish swim-
bladder muscles (SBM), two types of triadic contact 
together with the other T-SR complexes (pentads 
and heptads) are distributed regularly within single 
fibers6).  The previous study also clarified that the 
SBM is anatomically constructed with the anterior 
and posterior parts connected by a layer of tendon 
at the middle of the muscle, as also reported for the 
toadfish SBM7), and the new finding on the distribu-
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tion of triadic contacts was made in the posterior 
part of the SBM. In the present study, electron mi-
croscope observations were performed to examine 
whether the unique distribution of triadic contacts is 
also found in the anterior part of the SBM and other 
body muscles of scorpionfish, and in the BWM and 
body muscles of other sound-producing fish.
  It has been believed that, in the E-C coupling of 
skeletal muscles, the signal transmission from T tu-
bules to SR is completed by the membrane proteins 
located respectively in those junctional membranes, 
namely dihydropyridine receptor (DHPR) in T tu-
bules and ryanodine receptor (RyR) in SR, and that 
the RyR corresponds to feet found electron micro-
scopically in triadic junction8). In the present study, 
a two-dimensional array of feet was analyzed by 
measuring their dimensions and distances.
  It is also well known that, in some amphibian 
and fish skeletal muscles, two kinds of RyR iso-
form, αRyR and βRyR, are arrayed alternatively 
in the junctional membrane of the terminal cister-
nae of SR to ensure efficient Ca release for contrac-
tion9). Since little information is available at present 
on the RyR isoform in the scorpionfish SBM, bio-
chemical isolation and identification of RyR and im-
munoelectron microscopy using anti-RyR antibodies 
produced from the identified RyR were performed. 
To give an ultrastructural basis for the analysis of 
RyR isoform distribution, the foot considered to be 
the real structure of RyR was observed by electron 
microscope, and the dimensions and factors of the 
two-dimensional array were measured. Further- 
more, to identify the Ca-binding protein in the T-SR 
complex of the scorpionfish SBM, additional im-
munoelectron microscopy using anti-calsequestrin 
(CSQ) antibody was performed.

Materials and Methods
Muscle fiber preparation
Adult scorpionfish, S. marmoratus (body length 16-
20 cm), were collected at Sagami Bay or obtained 
from a commercial source, and kept in a natural sea-
water tank at 17ºC. Other sound-producing fish for 
comparative studies, gurnard (Chelidonichthys spi-
nosus, body length ~40 cm) and white croaker (Ar-
gyrosomus argentatus , body length ~30 cm), were 
obtained at Odawara Fish Market. The procedure 
for preparing the scorpionfish SBM was described 

precisely in our previous paper6). Briefly, a bundle of 
3-5 fibers (in situ length) with tendons was dissected 
from the anterior and posterior parts of the SBM in 
a fish Ringer's solution. They were mounted horizon-
tally in an acrylic chamber filled with the Ringer's 
solution; both ends were mechanically fixed with 
pins on a silicone rubber plate put on the bottom of 
chamber. In the case of various body muscles used 
for swimming, fiber bundles were also prepared, 
and fixed mechanically with pins by using tendons. 
For the gurnard and white croaker, fiber bundles of 
SBM and body wall muscles (BWM) were prepared 
in the same way.

Electron microscopy
For conventional electron microscopy, muscle fibers 
of in situ length were fixed with a 2.5% glutaralde-
hyde solution, post-fixed with a 1% osmium tetrox-
ide solution, dehydrated, and embedded in Quetol 
812. To observe the distribution of triadic contacts in 
the anterior part of the scorpionfish SBM, the single 
fiber was divided into 12 longitudinal segments 
prior to the embedding. In the body muscles of scor-
pionfish and various muscles of gurnard and white 
croaker, no segmentation was performed before em-
bedding. Ultrathin sections of the fixed preparations 
were cut on an Ultracut N ultramicrotome (Reichert, 
Vienna, Austria), and stained with uranyl acetate 
and lead citrate. Sections were examined by using 
a transmission electron microscope (JEM2000EX: 
JEOL, Akishima, Tokyo, Japan). 
  For immunoelectron microscopy, the muscle fibers 
were fixed with a 4% paraformaldehyde solution, 
and treated with 50 mM glycine solution to neu-
tralize the aldehyde groups10, 11). After dehydration, 
they were embedded in Lowicryl K4M resin, and 
polymerized by illumination with ultraviolet light 
at -20ºC. Ultrathin sections treated previously with 
20 mM glycine and 1% bovine serum albumin (BSA) 
were immunostained with anti-αRyR antibody, anti-
βRyR antibody and anti-CSQ antibody. Then they 
were stained secondary with  AuroProbe EM goat 
anti-rabbit IgG conjugated with colloid gold particles 
of diameter 5 nm for anti- αRyR antibodies or diam-
eter 10 nm for anti- βRyR antibodies and anti-CSQ 
antibodies. Anti-RyR antibodies were produced in 
the present study as described later, and anti-CSQ 
antibody was obtained from a commercial source. 
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Immunostained sections were observed with the 
same electron microscope as described above. 

Production of anti-RyR antibodies and their 
specificities
Purification and characterization of α and β RyR 
and their antibodies from SBM and BWM of scorpi-
onfish were conducted as described by Murayama 
and Ogawa (1992)12). Scorpionfish muscles were 
homogenized and centrifuged at 4,700 g for 20 min. 
The SR fractions were obtained from the pellet of 
centrifugation after centrifuging twice at 27,000 g 
for 70 min. The fractions were then solubilized in 
4% CHAPS solution, and centrifuged at 100,000 g 
for 30 min. The supernatant was layered onto tubes 
of 5-20% linear sucrose density gradient, and centri-
fuged at 69,000 g for 20 h. The resulting fractions (5 
ml each) were analyzed for protein composition by 
SDS-PAGE and for [3H] ryanodine binding by means 
of scintillation counting.  
  To identify RyR isoforms, SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) and western blotting were 
performed. In SDS-PAGE, SR fractions of Xenopus 
laevis  were also used as a marker, together with 
the standard marker obtained from a commercial 
source. Proteins separated by SDS-PAGE were 
treated with western blotting, using a pan-RyR pri-
mary antibody13) and the secondary antibody (per-

oxidase conjugated goat anti-rabit IgG antibody). 
  Polyclonal antibodies against RyR (α and β ) puri-
fied from the scorpionfish body muscles were pro-
duced in rabbits. Rabbit serum was collected after 
five immunizations with the emulsion (including 
complete/incomplete Freund's adjuvant) by intra-
dermal injection at two-week intervals. Antigens 
separated by SDS-PAGE were electro-phoretically 
transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) 
membrane. Using these membranes as a purifica-
tion tool by reacting with anti-serum, anti-BWM 
RyR (α and β) antibodies and anti-SBM RyR (α
and β) antibodies were obtained.

Results 
Distribution of various triadic contacts in 
fish muscles
To confirm the distribution of triadic contacts or 
T-SR complexes, SBM and body muscles of scor-
pionfish and two kinds of sound-producing fishes 
were examined by electron microscopy. Longitudinal 
sections of 12 segments divided from the anterior 
part of scorpionfish SBM fibers were observed. In 
contrast with the diversified distribution of T-SR 
complexes in the posterior part6), the T-SR complex 
almost exclusively contained the Z-type triad in the 
anterior SBM fibers, as shown in Fig. 1. Only one 
triadic contact (pentad and/or heptad) was excep-

Fig. 1.  Triadic contacts of scorpionfish SBM. A. Typical electron micrograph of myofibrils in the anterior part of SBM, 
showing Z-type triads. Scale bar, 1 μm. B-M. Z-type triads in 12 segments (the 1st ~ the 12th) of anterior SBM fibers. N and 
O. Pentad and heptad rarely found in the 5th segment. P. Typical Z-type triad in both end regions of posterior SBM fibers. Q. 
AI-type triad in the central region of posterior SBM fibers. R. Heptad and pentad in the mixture region between the both 
fiber ends and its central region of posterior SBM fibers. Arrows indicate T tubules. Scale bar, 0.5 μm (B-R).
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tionally observed in the 5th segment of the anterior 
part (Fig. 1M, O). In contrast, the diversified dis-
tribution of T-SR complexes6) was re-confirmed by 
observing 12 segments of the posterior SMB fibers.
  For comparative morphology, seven body muscles 
of scorpionfish were observed: supracarinalis poste-
rior, infracarinalis, posterior, abductor superficialis, 
arrector dorsalis pelvicus, inclinator analis, hypo-
chordal longitudinalis, and interradialis. All triadic 
contacts in these muscles were the Z-type triad (Fig. 
2). 
  The SBM and body wall muscles of two other 
sound-producing fishes which are different from 
the scorpionfish were also observed. In gurnard, the 
triadic contacts were the AI-type triad in SBM (Fig. 
3A), and the Z-type in the pectoral fin muscle and 
the BWM (Fig. 3B). In white croaker, the triadic con-
tacts were the Z-type triad in SBM and BWM (Fig. 
3C, D).

Two-dimensional array of feet
The feet of triads were observed in the posterior part 

of scorpionfish SBM fibers. In longitudinal sections 
cut parallel to the myofibril axis, feet were detected 
as a row with a regular interval along the triadic 
junction (Fig. 4A, C). On the other hand, in trans-
verse sections cut in perpendicular to the myofibril 
axis, feet were arrayed as a square lattice (Fig. 4B, 
D), constructed with three or more vertical lines 
and numerous horizontal rows. The overall shape 
of each foot was a square with a concave center on 
the side.  These structural views of feet were not 
fundamentally different between AI-type and Z-
type triads. Various dimensions and distances of the 
arrayed feet were measured. The measured values 
were summarized in Table 1. 
  In longitudinal sections, the inner and outer di-
ameters of T tubules were approximately 24 and 
45 nm, respectively. There was no difference in the 
measured values between AI- and Z-type triads. The 
gap distance of T-SR junctions in AI-type triads was 
11.6 nm, and slightly wider than that measured in 
Z-type triads. The long and short diameters of feet 
found in the junctional gap were approximately 16.5 
and 9.5 nm in AI- and Z-type triads, respectively. 
The center-to-center distance between feet was 33.7 
nm in AI-type triads, and larger than the value mea-
sured in Z-type triads (32.5 nm).
  In transverse sections, the center-to-center distance 
between feet was approximately 36.5 nm along the 
vertical lines in AI- and Z-type triads. Along the hor-
izontal rows, it was 39.3 nm in AI type triads, and 
shorter than that measured in Z-type triads (42.7 
nm). The side lengths of each foot found in AI- and 
Z-type triads were 27.7 and 29.3 nm respectively. 

Fig. 2.  Triadic contacts of scorpionfish body muscles. Electron micrographs of Z-type triads in supracarinalis posterior 
muscle (A), infracarinalis posterior muscle (B), abductor superficialis muscle (C), inclinator analis muscle (D), arrector dor-
salis pelvicus muscle (E), hypochordal longitudinalis muscle (F), and interradialis muscle (G). Arrow indicates T tubule. 
Scale bar, 0.5 μm.

Fig. 3.  Triadic contacts observed in muscles of sound-
producing fishes (gurnard and white croaker). A. A-I type 
triads in gurnard SBM. B. Z-type triads in gurnard pecto-
ral fin muscles. C and D. Z-type triads in SBM and BWM 
of white croaker. Arrow indicates T tubule. Scale bar, 0.5 
μm.
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Table 1. Dimensions and distances of structural compoents of triadic contacts in scorpionfish swimbladder 
muscles 

Fig. 4.  Feet array in triadic contacts of scorpionfish SBM. A and B. Cross-sectional views of A-I type triads, showing a feet 
row with regular intervals (A) and a square lattice of feet (B). C and D. Cross-sectional views of Z-type triads, showing a 
feet row with regular intervals (C) and a square lattice of feet (D). Arrows indicate T tubule. Scale bars, 100 nm.

# Structural components AI-type triad 
nm (n=) 

Z-type triad
nm (n=) 

Level of 
significance 

A 

Inner diameter of T tubule 24.1 ± 7.8 ( 51) 24.4 ± 6.9 ( 52) ＞0.5 
Outer diameter of T tubule 45.1 ± 10.0  ( 51) 44.6 ± 8.6 ( 52) ＞0.5 
Junctional gap distance 11.6 ± 1.7 ( 88) 11.0 ± 1.3 (111) ＜0.001 
C-C D* between feet 33.7 ± 4.0  (129) 32.5 ± 2.3 (121) ＜0.001 
Long diameter of foot 16.7 ± 3.4 (159) 16.3 ± 3.0 (318) ＞0.5 
Short diameter of foot 9.7 ± 1.8 (159) 9.6 ± 1.2 (117) ＞0.4 

B 
C-C D* between horizontal rows 36.3 ± 3.6 ( 32) 36.8 ± 3.7 ( 33) ＞0.5 
C-C D* between vertical rows 39.3 ± 2.4 ( 18) 42.7 ± 4.1 ( 27) ＞0.01 
Side length of foot 27.7 ± 2.3  ( 31) 29.3 ± 2.6 ( 30) ＞0.01 

# A, B :  Measurements in EM images of longitudinal (A) and transverse (B) sections.
C − C D* :  Center-to-center distance.
Values are the mean ± SD.

Fig. 5.  Analysis of SR fractions of scorpionfish muscles on 
SDS-PAGE (A) and western blotting using anti-RyR anti-
bodies derived from synthetic peptide (B). Lane M, mark-
ers. Lane 1, SR fractions of Xenopus. Lane 2, scorpionfish 
SBM. Lane 3, scorpionfish BWM. *, Ca-ATPase.

Production of anti-RyR antibodies
To purify RyR ( α and β ) of scorpionfish muscles, 
the solubilized SR from SBM and BWM was frac-
tionated by sucrose density-gradient centrifuga-
tion. The resulting 16 fractions were analyzed for 
composition by SDS-PAGE and for [3H]ryanodine-
binding activity. The 12th and 13th fractions from 
SBM and BWM strongly revealed the presence of 
proteins corresponding to RyR used as the stan-
dard marker, and [3H] ryanodine-binding activity.
  SDS-PAGE for SR fractions of scorpion fish mus-
cles indicated two bands corresponding to the α RyR 
and βRyR bands exhibited in SR fractions of Xeno-
pus (Fig. 5A). Western blotting for these two bands 
using anti-RyR antibodies derived from synthetic 
peptide demonstrated strong binding activity (Fig. 
5B), indicating that scorpionfish SBM and BWM 
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derived from rabbit serum against αRyR and β

RyR of SBM and BWM was examined. As shown 
in Fig. 6, RyR proteins on the PVDF membrane 
were immunostained well, indicating the success-
ful production of anti-SBM and BWM RyR (αand 
β ) antibodies.

Immunoelectron microscope observation
The distribution of αRyR and βRyR in the scor-
pionfish SBM was examined by immunoelectron 
microscopy. To visualize the localization of RyR iso-
forms, secondary antibodies conjugated with gold 
particles of diameter 5 and 10 nm were used against 
the primary anti-αRyR antibody and anti-βRyR an-
tibody, respectively. Typical results are shown in Fig. 
7. No gold particles were observed when SBM was 
treated without the primary antibodies in whole 
fibers including AI-type (Fig. 7A, E) and Z-type tri-
ads (Fig. 7I), indicating that no specific reaction was 
caused by process of immunostaining. In the sec-
tions stained with primary and secondary antibod-
ies, gold particles with both small and large diam-
eters were observed as clusters at triadic junctions, 
especially on the junctional membrane of SR，in AI-

contain both αRyR and βRyR. In SDS-PAGE, 
bands derived from Ca-ATPase and CSQ were also 
detected.
  The specificity of the isoform-specific anti- bodies 

Fig. 6.  Specificity of the isoform-specific antibodies 
against αRyR and βRyR. A. Purified αRyR and βRyR 
from SR fractions of scorpionfish SBM (Lane 1) and BWM 
(Lane 2), separated by SDS-PAGE, transferred electropho-
retically onto a PVDF membrane, and stained with Coo-
massie Brilliant Blue. B-D. Immuno- blotting against RyR 
(shown in A) by using the anti-RyR antibody derived from 
synthesized peptide (B), the anti-SBW αRyR antibody (C) 
and the anti-SBM βRyR antibody (D). Lane 1, scorpion-
fish SBM. Lane 2, scorpionfish BWM. 

Fig. 7.  Immunoelectron microscope images for RyR isoforms labeled with anti-SBM αRyR and βRyR antibodies in scor-
pionfish SBM. A-H. Cross-sectional views of AI-type triads in longitudinal sections (A-D) and transverse sections (E-H). 
I-L. Cross-sectional views of Z-type triads in longitudinal sections. Antibodies conjugated with gold particles (small for α
RyR and large for βRyR), indicating localization of RyR isoforms, are never detected in sections treated without antibod-
ies (A, E, I), and found together in the junctional region of triadic contact in sections treated with antibodies (B-D, F-H, 
J-L). C, G and K are enlarged views of B, F and J, respectively. Other enlarged views are also shown in D, H and L. Note 
the array of gold particles. Scale bars, 500 nm (A, E, I); 100 nm (B, F, J); 50 nm (C, D, G, H, K, L).
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type triads (Fig. 7B, C, D, F, G, H) and Z-type triads 
(Fig. 7J, K, L). In Fig. 7C showing the longitudinal 
view of AI-type triads, three large particles are ar-
rayed linearly with roughly equal spacing along the 
junctional membrane, and four small particles are 
arrayed in parallel with the row of large particles. 
In Fig. 7G showing the transverse view of AI-type 
triads, seven small particles are arrayed roughly 
linearly with one large particle. In Fig. 7K showing 
the longitudinal view of Z-type triads, three large 
particle and two small particles appear closely side-
by-side. In the observations of particle arrays, small 
and large particles were never found along the same 
lines; they were segregated from each other to form 
the respective lines.
  To consider the arrangement of RyR isoforms on 
the junctional SR membrane of triads, center-to-
center distances between gold particles were mea-
sured. In the A-I type triad, distances were 19.2 ± 
9.6 nm (n=66) between small particles, 24.8 ± 14.2 
nm (n=55) between large particles, and 21.2 ± 7.6 
nm (n=96) between small and large particles. In the 
Z-type triad, distances were 29.0 ± 22.1 nm (n=40) 
between small particles, 36.3 ± 21.7 nm (n=43) be-
tween large particles, and 30.2 ± 16.9 nm (n=58) 
between small and large particles. 
  Imunoelectron microscopy was also applied to de-
tect Ca-binding protein, CSQ, in the scorpionfish 
SBM. Gold particles were detected in the terminal 
cisternae of SR (Fig. 8), as suggested previously by 
the existence of the CQS band on SDS-PAGE (Fig. 
5A).

Discussion
Distribution of triadic contacts
As revealed in the previous study, in posterior SBM 
fibers, AI-type triads and Z-type triads are regularly 

located respectively in the middle and both ends of 
the fiber6). In contrast, precise observations clarified 
that the triadic contacts were only Z-type triads in 
the anterior SBM fibers, although other triadic con-
tact (pentad and/or heptad) was observed exception-
ally. Furthermore, the triadic contacts were Z-type 
triads exclusively in seven kinds of body muscles. 
In addition, SBM and body muscles of other sound-
producing fish respectively contained only one type 
of triadic contacts. The present results reconfirmed 
that the coexistence of two different types of triad 
in the posterior SBM of scorpionfish is an extremely 
rare example among vertebrates, and suggested that 
the different distribution of triadic type between an-
terior and posterior parts in SBM is meaningful for 
sound production in the swimbladder.
 
Two-dimensional array of feet
The measured dimensions of feet and the center-to-
center distance between them in longitudinal sec-
tions coincided well with values reported in previous 
papers8, 14, 15). In transverse sections, feet were ar-
rayed as a square lattice on the junctional SR mem-
brane as found in the SBM of toadfish14). The lattice 
array was generally constructed with a few vertical 
lines and numerous horizontal rows. Since they 
were observed in the same plane, it was difficult to 
identify whether the outside lines corresponded to 
the row of parajunctional feet proposed in another 
paper15). The side lengths of each foot comprising the 
array were approximately 28 nm and 29 nm in AI- 
and Z-type triads respectively, agreeing well with 
the established values16). 
  The center-to-center distances of feet located on the 
vertical lines in lattice arrays were approximately 
36 nm in AI- and Z-type triads, and shorter than the 
diagonal length (~40 nm) of square feet with 25 nm 
side length. This result means that feet are arrayed 
at an angle to the vertical axis in the lattice array; 
the angle was estimated to 5~8 degrees by means 
of geometric figure analysis on papers. In contrast, 
the center-to-center distances of feet located on the 
horizontal rows in lattice arrays were approximately 
39 and 43 nm in AI- and Z-type triads, respectively, 
and the values roughly corresponded to the diago-
nal length (~40 nm) of the square foot. However, if 
the respective foot is arranged on the vertical line 
of the lattice at 5~8º angles to the line axis, horizon-

Fig. 8.  Immunoelectron microscope images for CSQ 
labeled with anti-CSQ antibodies in scorpionfish SBM.  
Antibodies conjugated with gold particles, indicating lo-
calization of CSQ, are found in the region of SR terminal 
cisternae.  Scale bars, 200 nm (A); 50 nm (B).
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tal rows may form with a space of 3~4 nm between 
them, as shown in Fig. 9. This fact may support the 
orthogonal array of feet proposed previously15, 17).

Localization and two-dimensional array of 
αRyR and βRyR
Isolation and identification of SR membrane pro-
teins revealed that, in scorpionfish, two kinds of 
RyR isoforms (α and β ) are contained not only in 
SBM but also in BWM. Immunoelectron  micro-
scope observations demonstrated their localization 
on the junctional SR membrane in both AI- and Z-
type triads of SBM. Regarding the existence of RyR 
isoforms, the present results contrasted with the 
case of toadfish; it has been reported that the SBM 
of toadfish contains only α RyR18). The discrepancy 
may be due to specific differences among fish and/or 
muscle type.
  The center-to-center distances between gold par-
ticles suggested that RyR were roughly arrayed on 
the junctional membrane. However, using only this 
measurement, it is difficult to know the precise ar-
rangement on the square lattice expected from the 
section view as shown in Fig. 4, because the length 
of IgG antibody and particle size may disturb the 
real position of membrane proteins. On the other 
hand, the pattern of the particle array was sig-
nificant. Although small and large particles were 
arrayed linearly, they were never observed along 
the same line. This means that each RyR isoform 
forms an inherent line, excluding other isoforms, 
and supports a similar idea of segregated array 
proposed elsewhere15). Since αRyR is believed to be 
the electrically-sensitive Ca-release channel (foot)9), 
it seems likely that the line including αRyR occu-
pies the central position in the square lattice of feet, 
exactly opposing the T tubule membrane including 
DHPR.
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Abstract:  We investigated the crystallization of an amorphous Si layer grown on single 
crystalline Si substrates enhanced by irradiation with various energetic particles. We com-
prehensively compared the crystallization rate on 150-keV proton beam irradiation with 
that on 8-MeV electron beam irradiation under the same condition of displaced atom density 
to examine the effect of inelastic energy deposition on crystallization, since the electronic 
energy loss in Si for a 150-keV proton is significantly different from that for an 8-MeV elec-
tron. The crystallization rate was quantitatively analyzed by the Rutherford backscattering 
channeling method. Consequently, recrystallization of the amorphous Si layer was only ob-
served in the case of proton beam irradiation. We proposed some factors to explain the beam 
induced crystallization process observed with high-energy proton and electron irradiation.
Keywords :  ion beam induced epitaxial crystallization, electron beam induced epitaxial crys-
tallization, nuclear energy deposition, electronic energy deposition, Rutherford backscattering 
spectroscopy
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Introduction
Quantum beam irradiation is one of the essential 
techniques for fabrication of functional materials as 
well as characterization of material properties. It is 
well recognized that ion implantation has in particu-
lar succeeded in highly controlled selective impurity 
doping in materials and widely applied to fabrica-
tion of semiconductor devices today. It is previously 
reported that annealing under ion beam irradiation 
enhances the epitaxial crystallization of amorphous 
Si layer synthesized on a single crystalline Si sub-
strate at low substrate temperatures at which the 
crystallization could not take place by conventional 
annealing under thermal equilibrium condition 1-9). 
Such an epitaxial crystallization at low tempera-
tures was also observed in electron beam irradiation 
so far 10-13). Here, beam induced epitaxial crystalliza-
tion by ion and electron beam is respectively known 
as IBIEC (ion beam induced epitaxial crystalliza-
tion) and EBIEC (electron beam induced epitaxial 
crystallization). Here, the energy deposition process 

from energetic particles to lattice system is catego-
rized into two contributions of inelastic energy depo-
sition of electron excitation/ionization and elastic en-
ergy deposition by direct collision between incident 
and target nuclei. It has been widely recognized that 
the creation of vacancies and interstitials induced by 
elastic collisions primarily plays the most important 
role in the beam induced crystallization processes. 
Some researchers however pointed out that the 
electron-hole pairs generated by electronic energy 
deposition due to inelastic scattering also greatly 
contribute to the enhancement of recrystallization, 
though the reliable verification on the role of inelas-
tic energy deposition in the recrystallization process 
has not been found yet 14-17). To clarify the recrystalli-
zation mechanism, the irradiation of different types 
of energetic particles, which provide different energy 
deposition and defect formation in a lattice system, 
should be valuable.  
  We performed EBIEC and IBIEC treatments to 
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amorphized Si(100) samples at 400℃ , and compared 
the results under the same conditions of substrate 
temperature and the nucleation density of displaced 
atom. We comprehensively investigated EBIEC and 
proton-IBIEC, in which the electronic energy loss is 
predominant process in ion-solid interactions rather 
than nuclear energy loss, and discuss the role of in-
elastic energy deposition in the radiation enhanced 
crystallization.

Materials and Methods
We prepared a 4-inch n -type Si(100) (1-10 Ω 
cm) wafer and cleaved it to small 6×6 mm2 pieces. 
These samples were then self-irradiated by 190-
keV Si+ ions with ion fluences of 2.0×1015 and 5.0 ×

1015 cm-2 at room temperature (RT) to form surficial 
amorphous Si layer.
  Electron beam irradiation was performed by elec-
tron linear accelerator (LINAC) facility at the Insti-
tute for Integrated Radiation and Nuclear Science, 
Kyoto University. Pulsed electron beam of 8-MeV 
energy was irradiated to the samples at the sub-
strate temperature of 400℃ with a beam fluence of
4.2×1019 cm-2 in He gas ambient. The irradiation 
time was about 46 h. The fluence was determined 
so that the atomic displacement density of 4.5×

1020 cm-3 (~0.01 dpa: displacement per atom) coin-
cides with that in the previous neutron irradiation 
experiments18). Here, the cross section for atomic 
displacement of Si in irradiation of 8-MeV electron 
was obtained by interpolation in numerically cal-
culated values reported by Oen, to be about 3×10-22 
cm2 19). The sample temperature was monitored by 
K-type thermocouples contacting the back-surface 
of samples via an ultra-thin mica film. During the 
EBIEC treatment, we carefully adjusted the beam 
current and air flow intensity of a blower set outside 
the irradiation chamber to keep the substrate tem-
perature at 400℃ .
  To substantially distinguish the crystallization by 
electron beam irradiation from that by the thermal 
effect, we annealed another piece of amorphized 
samples in a conventional electrical furnace in He 
ambient without beam irradiation at the same tem-
perature and durations as the conditions of EBIEC 
treatments. 
  Ion irradiation was carried out with a 200-kV 
medium-current ion implanter at Shonan Hirat-

suka Campus, Kanangawa Univeristy. The proton 
beam with an incident energy of 150-keV was irradi-
ated at 400℃ with a fluence of 1×1016 cm-2. The beam 
flux was ~2 × 1011 cm-2 s-1. According to TRIM Monte-
Carlo simulation20), the atomic displacement density 
around the interesting region with a fluence of 1.0×

1016 cm-2 is estimated to be 4.5 × 1020 cm-3, which is 
comparable to that by the EBIEC treatment of 4.2 ×

1019 cm-2 fluence. The atomic displacement density 
for 150-keV proton and 8-MeV electron with the re-
spective fluences of 1.0×1016 and 4.2×1019 cm-2 as a 
function of depth is shown in Fig. 1. In order to eval-
uate the actual IBIEC effect on recrystallization, we 
covered half area of the sample surface with another 
small Si piece; accordingly, the masked area can be 
a good monitor for thermal annealing effect at 400℃ 
without beam irradiation. 
  The crystallized thickness and quality of irradiated 

Fig. 2.  RBS-channeling spectra for prepared as-amor-
phized specimens by self-bombardment with 2 × 1015 and 
5 × 1015 cm-2 fluences.

Fig. 1.  The atomic displacement density for 150-keV pro-
ton and 8-MeV electron with the respective fluences of 1.0
× 1016 and 4.2 × 1019 cm-2 as a function of depth.



Y. Hoshino et al. :  Crystallization of Amorphous Si by Beam Irradiation　13

area were analyzed by Rutherford backscattering 
(RBS) channeling method using 2.0 MeV Li2+ projec-
tiles at the scattering angle of 120°.
  Figure 2 shows RBS-channeling spectra for pre-
pared as-amorphized specimens by self-bombard-
ment with 2×1015 and 5×1015 cm-2 fluences. It is 
clearly found in RBS spectrum for the as-amor-
phized sample with 2.0×1015 cm-2 fluence that an 
embedded amorphous Si layer with ~100 nm (Fig. 
2A) width was sandwiched with damaged Si layers. 
After the Si+ irradiation of 5.0×1015 cm-2 fluence, the 
embedded amorphous region grew significantly to-
ward the surface and deeper substrate, though very 
thin surface and interface regions were not com-
pletely amorphized and remained as damaged lay-
ers, probably consisting of amorphous-like structure 
incorporating small crystalline Si grains.

Results
Figure 3 shows RBS-channeling spectra for the 
samples of as-amorphized (red), EBIEC (green), and 
furnace-annealed (blue) for different self-bombarded 
samples with Si fluences of (A) 2.0 × 1015 and (B) 5.0
×1015 cm-2. As clearly seen in the spectra with green 

and blue colors depicted in Fig. 3A, the recrystal-
lization took place from both sides of the upper and 
deeper interfaces by EBIEC as well as by FA treat-
ment. The recrystallization rate was however sig-
nificantly slow down near the embedded complete 
amorphous layer. The remarkable difference in the 
crystallization between EBIEC and FA treatments 
was not confirmed. The observed recrystallization 
was therefore attributed to only the thermal effect 
at 400℃ temperature. In Fig. 3B, the crystallization 
in thin damaged layer existing very near the sur-
face and the deeper interface was observed by both 
EBIEC and FA treatments, but the crystallization 
almost stopped in front of the complete amorphous 
region. The a/c interfaces did not move even though 
the fluence further increased. Small crystalline 
grains remaining in the heavily damaged regions 
are presumably involved in the recrystallization. 
Consequently, the significant enhancement of the 
crystallization of amorphized Si layer by EBIEC 
treatment was not clearly confirmed in the anneal-
ing treatments at 400℃ .
  We next show the effect of IBIEC treatment by 150 
keV proton irradiation on the recrystallization of 

Fig. 3.  RBS-channeling spectra for the samples of as-
amorphized (red), EBIEC (green), and furnace-annealed 
(blue) at 400℃ for different self-bombarded samples with 
Si fluences of (A) 2.0 × 1015 and (B) 5.0 × 1015 cm-2.

Fig. 4.  RBS-channeling spectra for the samples of as-amor-
phized (red), proton-IBIEC (green), and furnace-annealed 
(blue) at 400℃ for different self-bombarded samples with 
Si fluences of (A) 2.0 × 1015 and (B) 5.0 × 1015 cm-2. 

A

B

A

B
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amorphous Si layer embedded in Si(100) substrates 
synthesized by self-bombardment. Figure 4 shows 
RBS-channeling spectra for the samples of as-amor-
phized (red), proton-IBIEC (green), and furnace-
annealed (blue) for different self-bombarded samples 
with Si fluences of (A) 2.0 × 1015 and (B) 5.0 × 1015 
cm-2. The crystallization by non-IBEIC annealing 
was almost stopped in front of the embedded amor-
phous region (see blue curve), as already observed 
in the EBIEC samples shown in Fig. 3. It is found 
on the other hand that the recrystallization by pro-
ton IBIEC treatment progressed from the upper c/a 
interface overcoming the depth near which the crys-
tallization stopped for the non-IBIEC sample (com-
pare green curve to blue one). The front c/a interface 
moved toward deeper direction as further increasing 
IBEIC fluence by proton, which was not observed in 
the EBIEC treatments. After Si+ irradiation of 5.0
×1015 cm-2 fluence, the recrystallization took place 
from the damaged region located near both deeper 
and shallower a/c interfaces, as already mentioned 
in EBIEC and FA samples (Fig. 3). In the deeper 
damaged layer, recrystallization proceeded up to the 
amorphous region, but completely stopped in front 
of the complete amorphous region (~350 nm depth). 
In the shallower damaged layer (<40 nm depth), the 
recrystallization was initially developed laterally 
and then vertically proceeded. It is consequently 
suggested that ion beam irradiation significantly as-
sists the epitaxial recrystallization. 

Discussion
As described above, electron beam irradiation did 
not show annealing effect of amorphous Si. Howev-
er, proton beam annealing effectively enhanced the 
epitaxial recrystallization. As already mentioned in 
Fig. 1, the atomic displacement density around the 
focused depth region generated by H-irradiation of 
1.0× 1016 cm-2 fluence was estimated to be 4.5 × 1020 
cm-3, which is comparable to that by EBIEC treat-
ment of 4.2 × 1019 cm-2 fluence.
  The electronically deposited energy (A) and the to-
tal number of created electron-hole pairs (B) by 150-
keV proton (1×1016 cm-2) and 8-MeV electron (4.2
×1019 cm-2) in Si are shown in Fig. 5. The data for 
proton was referred from SRIM table20) and those 
for electron was from a data table edited by Berger 
and Seltzer 21). Here, the two contributions of energy 

transfer from high-energy electron beam: direct col-
lision and Bremsstrahlung were considered, though 
8-MeV electrons employed in this study predomi-
nantly lose the kinetic energy via the direct colli-
sion processes of electron excitation and ionization. 
The inelastic energy loss of 150-keV proton and 
8-MeV electron in Si material is thus estimated to 
be about 100 eV/nm and 0.4 eV/nm, respectively. It 
is clearly found that total electron-hole pairs by the 
electron beam irradiation is about one order higher 
than those by proton beam irradiation, indicating 
that large energy deposition by inelastic effect from 
8-MeV electron is more expected. As shown in Figs. 
4 and 5, however, the enhancement of recrystal-
lization was not observed for the EBIEC process, 
suggesting that the recrystallization occurred in 
the IBIEC process cannot be demonstrated by only 
inelastic energy effect. We thus consider possible 
three factors for accounting for observed results. It 
is firstly known that electron beam irradiation to 
Si did not form collision cascade, resulting in differ-

Fig. 5.  electronically deposited energy (A) and the total 
number of created electron-hole pairs (B) from 150-keV 
proton (1 × 1016 cm-2) and 8-MeV electron (4.2 × 1019 cm-2) 
in Si.

A

B
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ent defect profiles in solid materials. Secondly, the 
actual dpa rate was significantly different between 
them. Thirdly, we may be consider the H incorpo-
ration near a/c interface during H-IBIEC process, 
which probably affect the crystallization behavior. 
According to the previously proposed IBIEC mecha-
nism, the crystallization rate is only dominated by 
the number of atomic displacements near the a/c 
interface, indicating that the rate can be scaled by 
nuclear stopping power7, 22, 23). However, the present 
results clearly suggest that another factor should be 
considered to demonstrate the beam-induced recrys-
tallization processes.
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Abstract:  Analysis of the species composition of phytoplankton communities (analy-
sis of community structure), which is indispensable for analysis of photosynthesis and 
CO2 absorption, requires long-term image authentication work by skilled research-
ers. If this work becomes possible through image processing with high accuracy and 
in large quantities, research on photosynthesis and CO2 absorption in aquatic ecosys-
tems will markedly advance. In this study, high-quality teacher data are created us-
ing isolated cultured cells by biological methods. Using these data, we developed an au-
tomatic system to analyze the phytoplankton community structure by deep learning.
Keywords : phytoplankton cells, segmentation, classification, mathematical morphology, convo-
lutional neural networks, deep learning
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Introduction
In considering the ecosystem of the Sagami River 
estuary, it is important to clarify the trends of phy-
toplankton, which is responsible for primary pro-
duction1). Determining the species composition of 
phytoplankton communities and the accurate count 
of phytoplankton cells in a unit amount of water 
in different site is critical in evaluating the ecosys-
tem of the Sagami River. This task is usually done 
manually with time-consuming and labor-intensive 
efforts of skilled person. This may lead to eye fa-
tigue easily through continuous distinguishing and 
counting of the cells in microscopic image. With the 
development of computer vision technology, using 
automatic counting instead of manual counting be-
comes urgent. Lots of researchers are resorting on the 
capabilities of image processing to provide automatic 
leukocyte segmentation and counting methods based 
on microscopic blood images2-8). Traditional methods 
such as thresholding, FCM (Fuzzy C Means), snake 
and active contour, watershed methods, support vec-
tor machine, mathematical morphology and region 
growing are proposed to improve the identification 

and counting of cells in the microscope images9-11). 
But, most of the existing automatic cell counting 
methods can get the number of cells roughly and 
usually they are used for calculating the number of 
certain cell and are difficult to be widely applicable 
for varied cell image. There is no method for differ-
ent shapes, size and morphology, and when many 
different types of cells are mixed in the same image, 
it is difficult to perform automatic counting of these 
cells. Nowadays, Machine learning techniques are 
developed to autonomously learn from mass data 
and then to identify particular patterns from image 
with high precision. It is widely used in computer 
vision tasks such as face detection, face recognition, 
person tracking, etc. The performance of machine 
learning heavily rely on annotations of a big set of 
prepared training data, which is labor-intensive. In 
this study, we use isolated cultured cell images as 
teaching data to simplify the annotation process. 
Then we use one of the “state of the arts” deep 
learning scheme YOLO (you only look once) to train 
and classify the phytoplankton cells12, 13). Though 
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the final object is to classify multiple cells from one 
microscopic image, in the training stage, we can en-
sure the cells in the image belong to a typical same 
species by using biological methods. Then we can 
segment and mark the special cells in the training 
image through automatic image processing meth-
ods. After that, we can train the YOLO network 
separately for varies phytoplankton cells. Finally, 
we can combine the pre-trained system into one.

Methods
Acquisition of sample data
There are about 20 dominant species of phytoplank-
ton cells in the Sagami River estuary, each of the 
cells are with different structures and shapes. It is 
very difficult to segment and identify the cells when 
they are mixed together. The collected phytoplank-
ton cells are isolated and cultured for each species 
from the plankton community, and are incubated 
for several months to grow one cell into thousands 
of cells. Then the microscopic images of the homoge-
neous cells are taken from various angles with fluo-
rescence emitted by UV light, some of the images 
are taken under natural light. Figure 1 shows a set 
of samples of the images.

Pre-processing and segmentation
The original images are first divided from 5184 ×

3456 into a set of 642×432 for the sake of reduction 
of data size. Then the images are segmented after 
contrast enhancement, thresholding, noise extrac-
tion, augmentation, and morphological modification. 
The mask images are made for individual images. 
With the use of these mask images, we can annotate 
the particular cell images automatically to get the 
labeled training sets. The steps of the preprocessing 
are summarized as follows in Fig.2.

Deep learning by SOLOv3.
Through pre-processing, we can get many cell can-
didates, but not all of the cells can be extracted from 
the original image. We will use the parts of the an-
notated cells to train a network to extract the fea-
tures for cells of different species. VGGNet, ResNet, 
U-net, Fast RCNN, Faster RCNN and YOLO are 
well known deep learning architectures. We have 
tried some of the above methods and find that YO-
LOv3 is suitable for our purpose.
  YOLOv3 algorithm is an improving algorithm 
which refers to the network structure of SSD and 
ResNet, and designs the feature extraction network 
Darknet-53 with 53 convolution layers as backbone. 
Originally, the number and value of anchor priors 
in YOLOv3 are clustered by VOC20 and COCO80 
data sets. In this study, we modified the YOLO 
structure by adaptively training tiny-darknet with 
our own datasets. First, we train the network with a 
datasets which contains only one type of cells. Then 
we add another types of cells to adapt the system 
which is focused on phytoplankton cells with various 
shapes or cel under different growing stages. Fig. 3 
shows the original network architecture11). Then the 
phytoplankton cells can be detected by the trained 
YOLOv3 network. Because only one type of cells is 
existed in the image, the detected cells can be used 
as training data for further improvement of the YO-
LOv3 network. The network is then used for detec-
tion of unknown images. After detection, it is easy 

Fig. 1.  Samples of homogeneous cells.

Fig. 2.  Pre-processing steps for annotation.
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for us to count the number of the cells in any image 
with the trained cells.
 
Results and Discussion
To assess the performance of the methodology, 64 
images of the same type of cells are used as training 
data. Fig. 4A shows an example of the cell image. 
The image is first transformed into gray scale im-
age, and then it is converted into binary image by 
Otsu method. The result is shown in Fig. 4B. To fill 
in the holes in the binary image, we first extend the 
side of image with dark value, and then perform a 
flood fill process as shown in Fig. 4C and D. After 
that, Mathematical morphology filter is applied to 
erode the cells in the image. As shown in Fig. 4E, the 
connected cells are separated. The connected white 
pixels can be viewed as the core of the cell. By com-
puting the moments of each of the connected parts 
of the image, we can get the gravity center of the 
candidate cells. Then, we can generate the bounding 
box of the cells automatically.
  Finally, the original image data and the annotation 
information are used to train the YOLO network. 
Fig.5 shows some recognition results by the trained 
YOLOv3 network. We can see that the features of 
the cell was well caught by the network system. And 
the YOLO system can be improved by adding the 
identified cells into the training samples. As for dif-
ferent type of cells, we can also use the same scheme 
to train the single isolated types of the cells without 
manual work. In this way, we can collect large num-
ber of accurate training data for various types of 
cells with low labor work. 

Conclusion remarks
In this paper, we proposed a hybrid methods, which 
use the biological method and computer vision tech-
niques, to explore the phytoplankton cells in Sagami 

Fig. 3.  YOLOv3 Network Architecture.

Fig. 4.  Automatic annotation.

Fig. 5.  Cell recognition and counting.
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River estuary. We take the advance of techniques 
of the both fields to try to alleviate the burdens of 
the process. When many different types of cells are 
mixed together, it is difficult to annotate them au-
tomatically. Segmentations of the cells with differ-
ent textures and shapes may vary for different cell 
types. Still, the experimental results show the effi-
ciency of the proposed method. In the future, we will 
complement more segmentation method to automat-
ically generate the bounding box for particular types 
of cells. Our proposed scheme has a good property 
for evaluation. When more and more cells are used 
in the system, the precision of the identification abil-
ity will get higher.
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Abstract:  Cuscuta  is one of the most widespread genera of parasitic plants that subsist 
on various types of herbaceous angiosperms. Since their hosts include economically im-
portant crops, understanding the molecular basis of parasitism in Cuscuta  species is criti-
cal for crop production. Despite the advances in biology and agriculture, the mechanisms 
of host plant infection by parasitic plants remain largely unknown. To gain insight into the 
mechanism of parasitism, we focused on Cuscuta  campestris  genes encoding enzymes in-
volved in the degradation and modification of host cell walls. Analysis of previously pub-
lished RNA-seq data showed that certain genes encoding pectin methylesterases, poly-
galacturonases, and cellulase-like enzymes, which can potentially enzymatically weaken 
cell-to-cell adhesion, were correlated with the haustorial invasion of host tissues. These 
data confirm that haustorial invasion by Cuscuta species is facilitated not only by mechani-
cal action but also by specific biochemical degradation and modification of host cell walls.
Keywords : parasitic plant, haustorium, cell wall, gene family, CAZyme
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Introduction
Cuscuta species represent obligate plant stem para-
sites, characterized by thin stems, almost no roots 
and leaves, and little or no photosynthetic activity1). 
The stems of Cuscuta  plants coil around those of 
host plants and penetrate into the host tissue using 
an invasive organ, called a haustorium. The haus-
torium contains vascular tissue, which connects 
with the host vascular bundles and draws most of 
the nutrients from the host plant. Thus, Cuscuta 
species are heterotrophic and potentially harm-
ful to host plants, which encompass a wide range 
of angiosperms, including economically important 
crop plants. Therefore, understanding the molecular 
basis of parasitism by Cuscuta species is not only of 
interest from the biological perspective but also of 
critical importance from the crop production view-
point. 
  A recent significant breakthrough in molecular ge-

netics of Cuscuta species has come from the whole-
genome sequencing of Cuscuta australis  and Cus-
cuta campestris , which are phylogenetically closely 
related to each other. C. australis  has a relatively 
smaller genome (272 Mb) and harbors fewer protein-
coding genes (19,671)2) than C. campestris  (581-Mb 
genome, 44,303 protein-coding genes)3). C. camp-
estris  genome contains a high proportion of gene 
duplicates and recently proliferated long terminal 
repeat (LTR) retrotransposons, suggesting a recent 
genome duplication event in the C. campestris  lin-
eage3). Notably, C. campestris  is broadly sympatric 
in the world and therefore has been studied more 
intensively than other Cuscuta species1). Therefore, 
considering C. campestris  as a representative spe-
cies for the genus Cuscuta, we generated genetically 
identical homozygous lines of C. campestris  by re-
peated self-pollination, and sequenced its genome to 
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establish our own C. campestris  genome database 
(unpublished). 
  To facilitate the investigation of the molecular ba-
sis of parasitism and haustorium development in C. 
campestris , we previously developed two experimen-
tal procedures. The first procedure entails the micro-
scopic evaluation of live haustorial tissue sectioned 
vertically relative to the host stem, thus preserving 
the host–parasite interface. Using this experimental 
procedure, we demonstrated that C. campestris  uti-
lizes host-produced ethylene for the proper growth 
of search hyphae, which finally differentiate into 
xylem to connect with the host vasculature dur-
ing haustorium development4). The second experi-
mental procedure utilizes rosette leaves detached 
from Arabidopsis thaliana as the host tissue for the 
analysis of haustorium development in vitro. Using 
this in vitro  system, we showed that direct contact 
of the parasitic hyphal cells with the host xylem is 
required for their differentiation into xylem vessel 
cells during haustorium development5).
  Within the developing C. campestris  haustorium, 
search hyphae elongate to invade the host plant, 
thus reaching the host vascular bundles. It has been 
proposed that these invasion processes are facili-
tated not only by a simple mechanical stimulus but 
also by the degradation and/or modification of host 
cell walls6,7). It has been shown that the cell wall of 
the host cell directly in front of the growing tip of 
search hypha undergoes stretching and thinning to 
facilitate the entry of the hypha8). However, little is 
known about the mechanisms underlying the biolog-
ical degradation and modification of host cell walls. 
  To gain insight into the cell wall changes involved 
in the regulation of hyphae elongation, we charac-
terized the expression patterns of C. campestris  cell 
wall genes during haustorial invasion of the host tis-
sue. The results showed that the expression of genes 
encoding pectin metabolic enzymes and glucanases 
were closely correlated to the haustorial invasion 
event.

Materials and Methods
Data availability
All protein sequence datasets of Cuscuta campestris  
and morning glory (Ipomoea nil ), a close relative of 
C. campestris , were obtained from the plaBi data-
base (http://plabipd.de/portal/cuscuta-campestris) 

and Ipomoea nil  Genome Project database (http://
viewer.shigen.info/asagao/index.php), respectively. 
Additional protein sequence data for the GH9 fam-
ily of Arabidopsis thaliana, tomato (Solanum lyco-
persicum), and Chlamydomonas reinhardtii  were 
retrieved from Phytozome v13.0 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov). The C. campestris  RNA-seq data, 
generated previously by our group5), are available 
from the DNA Data Bank of Japan Sequenced 
Read Archive database (https://trace.ddbj.nig.ac.jp/
dra/index_e.html/) under the accession number 
DRA009453.

Bioinformatic analysis
Genes encoding Carbohydrate-Active enZymes (CA-
Zymes) were identified by running HMMER3 scans 
using the hidden Markov model (HMM) profile 
downloaded from the dbCAN2 HMMdb (http://bcb.
unl.edu/dbCAN2/index.php)9). The e-value and cov-
erage cutoffs were 1e-15 and > 0.35, respectively.
  Differentially expressed genes (DEGs) were identi-
fied using TCC10) packages in R. Transcript expres-
sion levels were expressed as transcripts per million 
(TPM), and genes with q-value < 0.05 were desig-
nated as DEGs. Clustering analysis of DEGs was 
performed using the MBCluster package in R. Venn 
diagrams were constructed using the VennDiagram 
package in R.
  To conduct phylogenetic analysis, amino acid se-
quences of CAZymes were aligned using the DDBJ 
ClustalW 2.1 online freeware (http://clustalw.ddbj.
nig.ac.jp/), and phylogenetic trees were constructed 
using the neighbor-joining method in MEGAX11).

Results
Identification and classification of CAZyme-
encoding genes in C. campestris  
Most of the cell wall-related enzymes in plants are 
commonly designated as CAZymes, which are cat-
egorized and listed in the CAZy database (http://
www.cazy.org)12). Using a protocol of dbCAN9), we 
identified all CAZyme-encoding genes in C. camp-
estris , including 479 glycoside hydrolases (GHs) , 
613 glycosyl transferases (GTs) , 133 carbohydrate 
esterases (CEs) , and 49 polysaccharide lyases (PLs) . 
The CAZyme-encoding gene composition of C. camp-
estris  was highly similar to that of I. nil  (Fig. 1). The 
results suggest that the genomes of Cuscuta species 
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have not undergone reconstruction of the CAZyme-
encoding gene sets, despite the massive changes in 
its body plan, including haustorium formation.

Expression profiles of CAZyme-encoding 
genes during haustorial invasion of the host 
Next, we focused on CAZyme-encoding genes whose 
expression profiles were temporarily correlated with 
the specific stages of haustorial development or host 
invasion. We previously performed a comprehen-
sive RNA-seq analysis of gene expression patterns 
in C. campestris  haustoria at 0, 12, 42, and 54 h 
after coiling (hac) on an intact Arabidopsis stem5). 
The haustorium invaded the host tissue at 12 hac, 
and vascular differentiation (involved in secondary 
cell wall assembly) occurred from 42 to 54 hac. We 
focused on CAZyme-encoding genes predominantly 
expressed at 12 hac because the degradation and 
modification of host cell walls mainly occur during 
this phase. A heatmap of CAZyme-encoding genes 
extracted from the previously published RNA-seq 
data showed differences in the expression patterns 
of CAZyme-encoding genes among the different de-
velopmental stages, generating three clusters (clus-
ters 1, 2, and 3), each containing CAZyme-encoding 
genes predominantly expressed at 12 hac (Fig. 2). 
Clusters 1 and 2 included CAZyme-encoding genes 
(17 GHs, two GTs, six CEs, and two PLs) principally 
expressed at 12 hac, but the expression of these 
genes was almost undetectable in the epidermal and 
cortical cells of uninfected (control) C. campestris  
stems (Table 1). Ten of the 17 GHs belonged to the 
GH28 gene family, which are involved in the degra-
dation of homogalacturonans (HGs). Five of the six 

Fig. 2.  Hierarchical clustering analysis of CAZyme-en-
coding genes. The heat map shows the relative expression 
levels of genes in five samples (haustoria at 0, 12, 42 and 
54 hac, and the epidermal and cortical cells of uninfected 
stems). The color scale is shown on the left. hac, hours af-
ter coiling around the host stem.

Fig. 1.  Numbers of genes in each cell wall-related CAZyme family in Cuscuta campestris  and Ipomoea nil . The cell wall-
related families13) were selected among the CAZyme-encoding gene families classified using dbCAN2.
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i.e. 57 hai (+/-), 57 hai (+/+), 87 hai (+/-), and 87 hai 
(+/+). Interestingly, DEGs upregulated in the haus-
toria of these pressed samples included most of the 
CAZyme-encoding genes that were predominantly 
expressed at 12 hac. In particular, expression of all 
CAZyme-encoding genes in clusters 1 and 2 was 
upregulated in the haustoria that had been induced 
in vitro by pressing the lateral shoot samples in con-
tact with the host leaf, i.e. in the pressed samples 57 
hai (+/+) and 87 hai (+/+) (Fig. 3).

Discussion
In this study, we identified putative CAZyme-encod-
ing genes involved in haustorial invasion, based on 
gene expression patterns. Many of these genes were 
classified into the GH28 and CE8 families, which 
are involved in the degradation and modification of 
HG, a major pectin found in plant cell walls14). HG is 
localized in the middle lamella of the cell wall, par-
ticularly in the corners of cell-to-cell junctions, and 
therefore is thought to play a key role in maintain-
ing cell adhesion within a multicellular structure15).  
The results of this study suggest that degradation 
and modification of HGs by GH28s and CE8s weak-

Table 1.  CAZyme genes in cluster 1 and 2 

Fig. 3.  Venn diagrams of CAZyme-encoding genes identi-
fied on the basis of their expresstion patterns. The CA-
Zyme-encoding genes predominantly expressed on an in-
tact Arabidopsis stem at 12 hac, which were classified into 
clusters 1 and 2, were compared with those upregulated 
under the four in vitro haustorium induction conditions: 
57 hai (+/+) and 87 hai (+/+), genes principally expressed 
in pressed samples directly in contact with the host leaf 
for 57 and 87 hai, respectivele; 57 hai (+/-) and 87 hai  
(+/-), genes principally expressed in pressed samples not in 
contact with the host leaf for 57 and 87 hai, respectively.

CEs belonged to the CE8 gene family, which encode 
pectin methylesterases (PMEs) that mediate the de-
esterification of methyl-esterified HGs, thus leading 
to HG degradation. Additionally, it is notable that 
clusters 1 and 2 also included GH9 family genes, 
which encode putative glucanases.

Comparison of CAZyme-encoding genes 
between in vivo and in vitro  experimental 
systems
We also performed transcriptome analysis of C. 
campestris  stems using the in vitro haustorium 
induction system developed previously5) to identify 
CAZyme-encoding genes preferentially expressed 
during haustorium development. In this experi-
ment, 3 cm-long sections of C. campestris  lateral 
shoots were prepared, overlaid with a rosette leaf of 
Arabidopsis, and then weighted with a stack of glass 
slides for 57 or 87 h; the same set up minus the ro-
sette leaf was used as a control. The pressed lateral 
shoot samples in contact with the host leaf for 57 
and 87 h after infection (hai) were designated as 57 
hai (+/+) and 87 hai (+/+), while pressed samples 
without contact with the host leaf were designated 
as 57 hai (+/-) and 87 hai (+/-), respectively. Haus-
toria were induced in all the four pressed samples, 

Gene ID        Cazy family name      Description

cluster 1
Cc001522  GH9  endo-β-1,4-glucanase
Cc044982 GH9  endo-β-1,4-glucanase
Cc003113 GH28  polygalacturonase
Cc027140 GH28  polygalacturonase
Cc015548 PL1  pectin Lyase
Cc021766  PL1  pectin Lyase
Cc018047  CE8  pectin methylesterase
Cc022203 CE8  pectin methylesterase
Cc030736 CE8  pectin methylesterase
cluster 2
Cc003068  GT47 β-1,4-glucuronyltransferase
Cc027096 GT47 β-1,4-glucuronyltransferase
Cc007143 GH1 exo-β-1,4-mannosidase
Cc014521 GH9 endo-β-1,4-glucanase
Cc002566 GH9 endo-β-1,4-glucanase
Cc005807  GH9 endo-β-1,4-glucanase
Cc035665 GH9 endo-β-1,4-glucanase
Cc024138 GH28 polygalacturonase
Cc047633 GH28 polygalacturonase
Cc030703 GH28 polygalacturonase
Cc036187  GH28 polygalacturonase
Cc036210  GH28 polygalacturonase
Cc003083  GH28 polygalacturonase
Cc027112 GH28 polygalacturonase
Cc024920 GH28 polygalacturonase
Cc008607  CE8 pectin methylesterase
Cc002565  CE8 pectin methylesterase
Cc022249 CE13 pectin acetylesterase
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GH9 family, plays an important role in plant para-
sitism. Furthermore, a member of the GH9 family is 
required for cell-to-cell adhesion in Nicotiana inter-
family grafting 21).
  The results of this study could be interpreted in 
several different ways. For example, it is possible 
that CE8s, GH28s, and GH9s are not involved in 
the degradation and modification of host cell walls 
but instead contribute to the elongation of search 
hyphae during haustorium development. Until now, 
it has been difficult to assign a precise role to each 
CAZyme-encoding gene during haustorial invasion, 
mainly because there has been a lack of practical 
transformation techniques for Cuscuta species. One 
way to overcome this difficulty might be to geneti-
cally screen mutants defective in haustorial devel-
opment and parasitizing capability. Accordingly, we 
have now begun to mutate a large population of C. 
campestris  seeds by ion-beam irradiation, and have 
obtained mutagenized seeds suitable for the screen-
ing of phenotypes defective in various steps of haus-
torium development. Identification of mutations 
associated with particular defects in haustorium 
development in the mutant plants, together with 
the characterization of haustorial function using the 
in vitro parasitizing system, will help elucidate the 
function of CAZymes during haustorial development 
and invasion into host plants. 
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ens cell-to-cell connections, which leads to cell sepa-
ration, thus facilitating haustorial invasion of the 
host tissue. 
  The GH9 family is also identified as one of the major 
CAZyme families involved in haustorial invasion. GH9 
genes are thought to encode endo‐1,4‐β‐glucanases 
that hydrolyze 1,4‐β‐glucosidic linkages in glucans. 
Although their enzymatic function remains unclear, 
GH9 proteins perform important structural roles 
in cell adhesion and have been linked to processes 
such as organ abscission and fruit ripening16,17). In 
tomato, two GH9s, Cel1 and Cel2, have been impli-
cated in tissue abscission and fruit ripening18). In 
this study, we found that the C. campestris orthologs 
of tomato Cel1 and Cel2 were principally expressed 
during haustorial invasion (Fig. 4). In addition to 
GH9s, CE8s and GH28s are also involved in tis-
sue abscission and fruit ripening19). Taken together, 
these data suggest that the evolutionary acquisition 
of the degradation and modification process of host 
cell walls for haustorial invasion may be related to 
changes in the expression of genes involved in tissue 
abscission and fruit ripening.
  Recently, Kurotani et al.20) reported that in 
Phtheirospermum japonicum  (Orobanchaceae), 
which is a root parasitic plant, a gene encoding a 
secreted type of β-1,4-glucanase, classified in the 

Fig. 4.  Phylogenetic analysis of GH9s. The CAZyme-
encoding genes predominantly expressed at 12 hac are 
shown in red. Cel1 (Solyc08g081620.3.1) and Cel2 (Soly-
c09g010210.3.1) are highlighted in blue. Cc, C. campestris; 
INIL, I. nil ; Solyc, S. lycopersicum; At, A. thaliana, Cre, C. 
reinhardtiil.
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■原　著■　

序論 
神奈川大学理学部では、第２次世界大戦後、各家庭

で自作され広く用いられた、電極式（極板型）パン

焼き器の性能評価をさせる物理学学生実験を、学部

開設の 1990 年からパン焼き器を自作して行ってき

た。その事と 2016 年のきっかけから、まず、電極

式パン焼き器で炊飯実験を行い、電極式の特性を明

らかにした 1)。その後、電極式調理の発明から電極

式炊飯器を経て電極式パン粉へ続く歴史を調べ、そ

の再現実験を通して、可能な限り電極式の機器の特

性を実証した 2, 3)。現在も続いている電極式イースト

発酵パンを加工した、電極式パン粉に使われる、安

全面から全国パン粉工業協同組合連合会が 1988 年

に国に新極板と認めさせた純チタン極板についても、

ステンレス極板との特性差として調べた 2)。この論

文では、これまでの電極式の知見から、文献がなく

新しい、全卵をホイップした泡状生地による「電極

式ケーキ」を作り、特性を調べたので報告する。さ

らに、一連の電極式調理の整理もしておく。

　これまでの研究は、およそ 20 年前に、東京の昭和

のくらし博物館で、電極式パン焼き器の再現展示を

見て、大学のパン焼きケースを寄贈した縁で、2016
年 8 月の昭和のくらし博物館の企画展「パンと昭和」

における電極式パン焼き再現実験を突然に、小泉和

子館長から依頼されたことに始まり 4)、その実験解

説のために電極式関連を調べたところ、大阪市立科

学館の 2013 年の長谷川能三学芸員の電極式「たか

らおはち」の再現実験で、対向極板では炊飯できな

いという指摘に挑戦したことがきっかけである。

　その後すぐ、電極式パン粉を知り、三重大学の松

岡守教授からパン粉メーカの調査を提案され、貴重

なご指導が論文につながった 5)。その結果、現在で

も電極式が残っていることに加え、全国パン粉工業

協同組合連合会のご協力により、電極式パン焼き装

置の発明が、昭和 10 年の陸軍の阿久津正蔵氏による

ことが分かり、それ以前の電極式炊飯器（立てた対向）

の極板を兼用に改良しパン焼きも組み込んだ 97 式炊

事車の実用化も確認した。チタン板に至る、極板に

ついての安全性確保の歴史も教えていただいた。昭

和 18 年の阿久津氏の「パン科学」の著書により紹介

された陸軍のパン焼き器が、戦後昭和 21 年 5 月には、

主婦の友に紹介され、広まった 4)。この同昭和 21 年

には「手製のパン焼き器でパンを焼くこども」とし

て毎日新聞社の写真が残っている。

　さらにまた、2018 年 3 月、TV 朝日の「超イッテ

ンモノ」という番組で、三好日出一氏が所蔵する、

戦後、平塚市の旧火薬廠（現横浜ゴム）の地下倉庫

にあった電極式炊飯器が旧陸軍のものとして紹介さ

れたことを、昭和のくらし博物館の渡辺由美子氏に

教えていただいた。2018 年 10 月には、Wikipedia
の海獺氏が連絡を取り、同伴して三好日出一氏に、

おひつの底置きの唯一現存する「厚生式電気炊飯器」

と取扱説明書を見せていただき、戦後、国民栄養協

会により昭和 9 年の日高特許が製品化されたことが

判明した。旧火薬廠は 1947 年 1 月に残務整理完了

につき消滅し、進駐軍が接収した後、1955 年に横浜

ゴムに払い下げられる。この厚生式炊飯器は、三好
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Cake” baked by dough whipped with whole eggs. We compared Denki-Cake and Denki-Pan.  
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　また、市販の日清ホットケーキミックスのレシピ

通り、ミックス粉 150 g、全卵 37 g、水 102  g、牛乳

10 cc を生地とした、市販ホットケーキの電流特性は、

図２の×印となる。この時、取説仕様から食塩は、1.5 
g 相当となっている。実際には、全卵の水分で濃度

が薄まっている。図２によればちょうど、市販ホッ

トケーキミックスの電流値は、基本の蒸しパン配合

に全卵と牛乳（10 cc 分）を入れた○印の電流値の 0.7
倍となり、電流特性は両者全く同様の、糊化の進行

と析出に伴なう 2 山となり、卵なしの基本蒸しパン

（＊印）とも変わらず、蒸しパンにおいては、2 山電

流特性に全卵の影響はない。

結果と討論
全卵をホイップした電極式ケーキの特性
おひつの底に極板を置くような底置き型は電流上昇

日出一氏の友人が 1970 年頃、横浜ゴムから地下倉

庫の処分を依頼された時に、新品の厚生式炊飯器を 
100 個ほど見つけ、その一つを個人的に保管し、後

に三好日出一氏に譲ったものである。東京薬科大学

の内田隆講師の調査によれば、この厚生式炊飯器は、

1946 年 5 月に市販された。2019 年 4 月には、昭和

14 年版 4 月期の陸軍糧秣本廠による給養器具取扱説

明綴りを、内田隆講師が連絡を取り、同伴して軍装

研究家の高橋昇氏に見せていただいた。その結果、

兼用できるよう作ったが、実際には 97 式炊事車の綴

りの中にある取説には、パン焼きの取説はなく限定

的だったことが判明した。日高周蔵の素性、陸軍や

阿久津氏との関係は不明のままである。2020 年 7 月

には、平塚市博物館の寄贈品の中に、旧火薬廠の倉

庫にあったもう 1 つの「厚生式電気炊飯器」を内田

隆講師が見つけた。

　学生実験用パン焼き器は、ケースが木製で割れ易

かったが、耐久性を持つように木組みの改良を重ね

て、ケーエム工房の溝口潔氏に作って頂いた。パン

焼きケースの底板は、蒸しパン等が取り出し易いよ

うに、はずせるようになっている。その後のパン焼

きケースの改良およびチタン極板の製作は、㈱三矢

製作所の小原美千代氏にお願いした。パン焼きケー

ス底板のパッキンについては、スケーター㈱営業部

の奥田歩氏に適切なパッキンを探していただいた。

なお、本学のパン焼き学生実験は、寺本俊彦教授が

発案し、宮澤弘成教授が始めた（図１）。

方法
蒸しパンに全卵を混ぜたホットケーキ
基本の蒸しパン（小麦粉 150 g、塩 0.4 g、ふくらし

粉 6 g、砂糖 25 g）に、全卵 50 g（M 玉１個殻なし）

と水180 g、牛乳10 cc を加えた液状生地の自前のホッ

トケーキの電流特性は、図２の○印となる。基本の

蒸しパンでは、水のみで 190 g としているところを、

水を 180 g に牛乳 10 cc を加えた。全卵 50 g 入りと、

この基本の蒸しパン（図２の＊印）を比較すると、

全卵は、糊化の進行と析出に伴う 2 山ピークの電流

特性には全く影響しないことが分かる。全卵を入れ

ると、食味はホットケーキのようになり、電流ピー

ク値は 1.2 倍になる。

図 1．実験用電極式パン焼きケースの構成 .

図 2．（上）全卵入り蒸しパン（〇印 : 塩 0.4 g）と全卵を
混ぜた日清ホットケーキミックス（×印 : 塩 1.5 g 相当）
と基本蒸しパン（＊印 : 塩 0.4 g）の電力値．（下）水温の
温度変化．
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が急で下がるのも急である。対向立て型はゆっくり

電流上昇しゆっくり下がる上、側面からの均等熱源

であるので、ふくらし粉、発酵、卵のホイップによ

る泡などの手段により膨らませて食べる小麦粉食に

は向く。これまで文献のない、全卵をホイップした

泡状生地に通電した「電極式ケーキ」（図３）も、対

向立て型ならば 22 分通電して完成することを確認

した。この時、泡状生地の電極式ケーキでは、全卵

を入れた液状生地の蒸しパンにおける糊化の進行に

伴う 2 山電流特性とは異なり、第 1 ピークのみ現れ

る 1 山となる。実際には、糊化終了で電流下降は一

旦止まり、そこから徐々に電流が下がるようになり、

蒸発とともに急に下がり出す。電極式ケーキの基本

配合は、全卵 100 g（M 玉 2 個殻なし）、薄力小麦粉

50 g、砂糖 40 g、塩0.6 g、ふくらし粉 1.0 g、牛乳

9 cc、無塩バター 13 gとする。牛乳は、通電時に金

属の析出がないよう成分無調整を使う。

　電極式ケーキの手順は、まず、全卵 100 g（M 玉

2 個殻なし）に、砂糖 40 g、塩 0.6 g を入れ、ミキサー

で中速 3 分、低速 9 分ホイップし、振るった小麦粉

（薄力粉）50 g とふくらし粉 1.0 g を少しずつ混ぜる。

無塩バター 13 g を 50℃の牛乳 9 cc で溶かした中に、

ホイップ生地の少量を入れ混ぜ、戻す。これを泡状

生地として立て型の対向電極ケースに入れ、 22 分間

通電する。家庭用オーブンで焼く場合には、予熱 10
分で 180℃まで上げ、180℃で 25 分間、向きを変え

5 分間焼き合計 40 分かかる。電極式ケーキの電流特

性は、図４の○印となる。全卵を入れた蒸しパンは

（卵を入れない場合と同様の液状生地）、2 山となる

が、全卵をホイップした泡状生地では、蒸発に伴う

第 2 ピークは現れず、糊化開始に伴う第 1 ピークの

み現れる 1 山の電流特性になることが分かった。

　さらに、電極式ケーキの基本配合に、塩を 0.6 g 
から 1.2 g に増やし、全卵 120 g、小麦 60 g、砂糖

50 g、無塩バター 15 g、牛乳 10 cc、ふくらし粉 2.0 
g とすると、塩を 2 倍にした影響で、電流ピークも

ほぼ 2 倍になる。その時、電流特性は、基本配合と

変わらず、糊化開始に伴う第 1 ピークしか現れない

1 山となる（図４の×印）。ここで、基本配合から無

塩（塩 0.0 g、ふくらし粉 1.5 g、牛乳 10 cc、無塩バター

15 g、全卵 100 g、薄力粉 50 g、砂糖 40 g）にする

と、図４の＊印となる。この時、無塩ふくらし粉の

みの電流ピークは 90 W と下がるが、電流特性は第

1ピークのみの 1山特性となり変わらない。第 1ピー

クのみの 1 山特性の原因は、量が少ない小麦粉 (50 g)
の全卵ホイップによる泡状生地のために、糊化終了

時と蒸発時に生地のスポンジ構造が固形化されてし

まっていることに関係している。また、水分が全卵

(100 g) に含まれるものであることで、その蒸発に必

要な熱エネルギーも算定できないため、電極式ケー

キの熱効率は、従来の方法では計算できない。

ヨーグルト入ホットケーキと強力粉の特性
基本の蒸しパン（図５の×印）と、基本蒸しパン

の配合の水 190 cc の代わりに、全卵 50 g とヨーグ

図 4．（上）全卵をホイップした泡状生地の基本電極式ケー
キ（○印：全卵 100 g，小麦粉 50 g，塩 0.6 g，ふくらし粉
1.0 g）と塩 2 倍電極式ケーキ（×印：全卵 120 g，小麦粉
60 g，  塩1.2 g，ふくらし粉2.0 g）と無塩電極式ケーキ（＊印：
全卵 100 g，小麦粉 50 g 塩 0.0 g，ふくらし粉 1.5 g）の電
力値．（下）水温の時間変化．

図 3.　全卵のホイップ生地に通電した「電極式ケーキ」.
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図 5．（上）基本蒸しパン（×印）と全卵とヨーグルトを
混ぜたホットケーキ（○印）と強力粉の蒸しパン（＊印）
の電力値．（下）水温の時間変化．

図 6．（上）全卵ホイップリコッタ入り電極式ケーキ（○
印）と白身ホイップリコッタ入り電極式ケーキ（×印）と
全卵ホイップ牛乳のみ電極式ケーキ（＊印）の電力値．（下）
水温の時間変化．

ルト 40 g と牛乳 75 cc をホイップせずただ混ぜた

ヨーグルト入りホットケーキ（図５の○印）は、基

本の蒸しパンと全く同様に、薄力粉の糊化の進行に

伴って、開始温度 55℃で電流第１ピーク、終了温度

68℃で電流最底となる。ホットケーキにおいて、ヨー

グルも蒸しパンに対する電流特性に影響しないこと

が分かった。完成時間も変わらない。 
　また、基本の蒸しパンを薄力粉ではなく、同じ分

量 150 g の強力粉で作ると、電流特性は図５の＊印

となる。強力粉では、糊化の開始と終了温度が薄力

粉に比べ、5℃低くシフトするので、電流第１ピーク

は開始の 50℃、電流最底は終了の 63℃となってい

ることが確認できる。

リコッタチーズ入り電極式ケーキの特性
電極式ケーキの基本配合である、全卵 100 g、小麦

薄力粉 50 g、砂糖 40 g、無塩バター 13 g、無添加牛

乳 9 cc、ふくらし粉 1.0 g、塩 0.6 g に、bills のパン

ケーキのように、リコッタチーズを 20 g 入れると、

さらにおいしくなる。リコッタチーズは、無塩バ

ターと牛乳と一緒に溶かし、ホイップ生地の少量と

混ぜ、ホイップ生地全体に戻す。電流特性は、リコッ

タチーズを入れる前と同様に、糊化開始に伴う第１

ピークのみが現れる１山に見える（図６の○印）。第

１ピーク電流は、リコッタチーズによる水分が増す

ので 150 W から 200 W へ上がる。出来上がり時間

も 22 分から 14 分へ短縮する。途中、生地が膨らん

だらフタをする。リコッタチーズを入れる代わりに、

牛乳を 9 cc から 24 cc に増量すると、同様に水分が

増えるので、リコッタチーズ入りの場合とほぼ同様

な電流特性になる（図６の＊印）。

　また、全卵をホイップする代わりに、黄身と卵白

を分けて、卵白だけをメレンゲにしてから黄見を混
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図 7．（上）小麦粉水（小麦粉 150 g、水 190 g）：バイオレッ
ト（○印）とフラワー（×印）とスーパーバイオレット（＊印）
と強力粉ひまわり（・印）の電力値 .（下）水温の時間変化．

表 1．小麦粉と米の糊化温度帯と析出開始温度

糊化開始 糊化終了 析出開始

小麦粉（薄） 55℃ 68℃ 95℃
小麦粉（強） 50℃ 63℃ 95℃
米 60℃ 93℃ 95℃
餅米 64℃ 95℃ 95℃

ぜると、通電した生地がシフォンケーキ（黄身とメ

レンゲを分ける）のように縮む。この時、電流特性

は、全卵の場合と同じで、第１ピークが糊化の開始

により現れるだけの１山に見える（図６の×印）。第

１ピーク電流値は全卵の場合と変わらず同様の電流

推移をたどるが、蒸発温度に達してからすぐに縮む

ので急に電流低下が起こる。この全卵を分けてメレ

ンゲによる電極式ケーキの手順は、次のようになる。

黄身と塩とリコッタチーズを混ぜる。無塩バターを

50℃の無添加牛乳で溶かし、黄身の生地に入れ混ぜ

る。この黄身の生地に小麦薄力粉とふくらし粉を振

るいながらさっくり混ぜる。次に、卵白をツノが立

つまで、ミキサーの中速 3 分その後低速 9 分でホイッ

プしメレンゲにして、その間 3 回に分けて砂糖を混

ぜる。このメレンゲを 2 回に分けて、黄身の生地に

さっくり混ぜてケーキ生地を作り通電する。電極式

においては、分けないで全卵ホイップの方が扱いや

すくおいしい。全卵はスポンジケーキで、メレンゲ

に分けるとパンケーキのようになる。

小麦粉水（薄力、強力）の灰分電解質特性
これまで、米粒 150 g を浸した水道水 230 g では、

極板間隔 6 cm の実験用パン焼き器において初期電

力が 6 W しか電流が流れず炊飯ができないこと 1)、

一方、小麦薄力粉 150 g を水道水 190 g に溶かした

場合には、初期電力が 60 W も電流が流れ、ういろ

うのような小麦粉水パンが焼けることをあきらかに

した 3)。このように、小麦粉水において、60 W も初

期電流が流れる理由は、小麦粒を製粉し水道水に溶

かすと灰分（ミネラル分）が流れやすくなるためで

ある。このため、小麦粉水パンは、一見すると、１

山に見えるが、実際には、詳しく電流特性を見ると、

小麦粉の成分から溶け出した電解質によって、糊化

の進行と蒸発にともない 2 山の電流特性になってい

る。日清フラワー薄力粉の結果である図７×印の場

合には、糊化の開始にともなう第１ピークが 130 W、

糊化終了時の最底では 120 W、蒸発による第 2 ピー

クは 140 W となり 2 山があらわれる。電解質が少

ないために、糊化の開始が電流変化に大きく影響せ

ず、第 1 ピークより第 2 ピークの方が大きくなるう

え、第 1 ピークの山の高さは 10 W しかなく、第 1
ピークから第 2 ピークまで高原のようになり、高い

第２ピークが 1 山のように見えているのである。水

道水でも炊飯できるように工夫した、極板間隔 1 cm 
の極板を底面に設置して行う水道水による炊飯では、

水道水の電解質はほとんどなく、糊化は起こるが、

糊化開始にともなう第１ピークは現れず１山になる

ので、小麦粉水の場合とは異なる。この第２ピーク

の方が大きく１山のように見える電流特性の傾向は、

初期電力値や第２ピークの電流値等も含め、他の薄

力粉である日清バイオレット（図７○印）、スーパー

バイオレット（＊印）、さらに、木下製粉の強力粉（ひ

まわり・印）においてもほぼ変わらなかった。これ

らそれぞれの小麦粉の成分に含まれる電解質の違い

が、水温上昇の速さの違いにあらわれ、その水温上

昇の違いによって、それぞれのデンプン種の糊化温

度帯（表１）と蒸発温度であらわれる２山のピーク

位置（時刻）をずらすだけである。いずれも 16 分程
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図 8． （上）基本うるち米炊飯（○印）と餅米炊飯（×印）
と上新粉（塩 0.5 g，水 230 g，＊印）の電力値．（下）水
温の温度変化．

図 9．餅米炊飯の炊き上がり（20 分）．

表 2．それぞれの電極式調理のピーク（第 1, 第 2） 
特性

糊化
開始
第 1

糊化
終了
最低

析出
開始
第 2

電流ピーク

塩水パン・炊飯 〇 〇 〇 2 山

塩水発酵パン 〇 〇 〇 2 山

ふくらしパン炊 〇 △ △ 1 山（第 1）
無塩発酵パン × × 〇 1 山（第 2）
模擬練りパン 〇 △ △ 1 山（第 1）
水道水炊飯 × × 〇 1 山（第 2）
水道水パン △ △ 〇 2 山（第 2）
電極式ケーキ 〇 × × 1 山（第 1）

度で焼き上がり、熱効率は 70 ％程度である。

　また、米粒を製粉した上新粉 150 g を浸した水道

水では、実験用パン焼き器において、初期電力が 30 
W 流れる。小麦粉水の精白した小麦粉（薄力、強力）

と上新粉のミネラル分の比は、同グラム当たり、2：
1 程度なので、この成分値比とも良く合う、妥当な

初期電流値の比になっている。自作で製粉した、上

新粉と全粒粉の強力小麦粉（春よ恋）による初期電

流は、24 W と 80 W だった。

うるち米と上新粉と餅米の糊化の特性
うるち米の代わりに、餅米で、実験用パン焼きケー

スで炊飯する場合には、塩 0.4 g はそのままで、水

を 180 g に減らし、浸さないで通電する。図８×印

のように餅米は、うるち米（図８○印）よりも第１ピー

ク電流は 15 ％小さく 340 W になる。初期電流値は

ほぼ変わらないが、電流上昇が速いため水温上昇も

速くなるので、糊化の進行が速く、餅米の炊飯は 20
分で、うるち米よりも早く炊ける。

　餅米では、糊化の温度帯が、うるち米よりも 4℃
高くずれる（64 ～ 95℃）ことがわかった（表１）。

そのため、餅米では、糊化終了温度（最底電流）と

蒸発温度が等しいため、第 2 ピークが見かけ上現れ

ず、１山のような特性になる。熱効率は 70％程度で

ある。炊飯した餅米は、図９となる。

　また、山本貢資商店の上新粉（タンパク質 6.2％）

150 g に、塩 0.5 g を 230 g の水に溶かして通電した

団子の電流特性を見た（図８＊印）。米は、粉にして

も糊化温度帯が変わらず、糊化開始温度 60℃で第１

ピークとなった。水温が、糊化終了温度 93℃まで上

がらなかったので、そのまま蒸発し、第 2 ピークが

現れないまま、電流が下降して 1 山ように見えてい

る。15 分で完成し、熱効率も 70％である。

まとめ
液状生地の蒸しパンに、全卵を混ぜることは、糊化

に伴い 2 山となる電流特性に影響を与えないが、全

卵をホイップした泡状生地では、蒸発に伴う第 2 ピー

クは現れず、糊化開始に伴う第 1 ピークのみ現れる

1 山の電流特性になることが分かった。

　新しく開発した電極式ケーキも含め、それぞれ再

現実験した電極式調理の電流特性を、糊化の進行と

蒸発による析出に伴う 2 山ピークのメカニズムを基

本として整理すると表 2 となる。配合や調理によっ

ては、見かけ上、1 山の電流特性になることがある

ことを明確にした。

　電極式調理は、水の蒸発熱が熱源であるので、
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水
小麦

塩
水

水
米

表 3．電極式調理の各特性比較

塩／水 効率 ピーク 蒸発水 完成

蒸しパン 0.21 69 % 480 W 16 % 8 分

練りパン 1.06 62 % 780 W 21 % 13 分

発酵パン 2.0 59 % 190 W 13 % 11 分

立型炊飯 0.17 71 % 390 W 30 % 23 分

立型櫛炊 0.0 72 % 160 W 13 % 29 分

櫃型櫛炊 0.0 84 % 200 W 10 % 33 分

櫃型同炊 0.0 82 % 240 W 10 % 23 分

100℃以上に上がらない。発酵パンの場合は、焼かな

いので白いパンで、かえってイーストの香りがきわ

だつ。川島四郎氏は「炊く」という最後には釜底に

一滴の水も残さず狐色に色づけるこの炊飯法は、世

界に類例のない日本だけの独特の炊事法であると言

う。電極式炊飯では、底面設置極板の先端において

放電で焦げることはあっても、狐色にはならないが、

糊化の進行に伴う電流変化が、羽釜で行っていた理

想的な熱源火力変化を自発的に生み、蒸発により最

後は勝手に電流が切れる。熱効率も、生地自体が発

熱するので、70％程度と良い。反面、塩などによる、

調理にかかる適切な電流調整が難しいこと、感電の

危険という欠点がある。

　これまでの基本蒸しパンから始まる、電極式調理

の電流特性をまとめると表 3 となる。表 3 で、タン

パク質を重量比で 13％含む強力粉を使ったイースト

発酵パンに対して、これまでの基本のタンパク質を

8.9％しか含まない薄力粉による液状（蒸し）パンと、

同じ薄力粉を捏ねてタンパク質をグルテンに変え、

イースト発酵パンの参考とした模擬練りパンについ

て、水量に対する小麦粉量や塩量に関して比較した

ものが、上の3つとなる。小麦量に対して水が多いと、

塩に対して電流値は敏感に反応する。捏ねてグルテ

ンを出すと、電流値は上がる。蒸発して減った水の

量が、調理に使われた熱量と考え熱効率を計算して

いるが、全体の水の量が少ないと、熱効率は 10％程

度下がる傾向にある。電流値も小さくなる。小麦量

は、蒸しパンと発酵パンは 150 g、模擬練りパンは

225 g である。水の量は、蒸しパンが 190 g、模擬練

りパンが 170 g、発酵パンが 100 g である。したがっ

て、　　　の比は、蒸しパンで 1.27、練りパンで 0.76、
発酵パンで 0.67 となる。塩は、蒸しパンで 0.4 g、
練りパンで 1.8 g、イースト発酵パンで 2.0 g なので、    
　　× 100 の比は、蒸しパンで 0.21、練りパンで

1.06、イースト発酵パンで 2.0 となる。

　下の 4 つは、電極式炊飯の、対向立て型（塩入り）

とそれを折り曲げ底置きの櫛の歯形極板にしたもの

と、おひつ底置き型（櫛の歯形と同心円形極板）を

比較している。対向立て型ケースは、熱効率が 70％
程度で、ケースの内容積が狭くなるおひつ底置きは

80％程度に上がる。電流ピーク値が上がれば、蒸発

し減る水の量は多くなるが、熱効率は電流ピーク値

によっては決まらない。炊飯では、対向立て型でも、

おひつでも、水の量は 230 cc、米は 150  g 共通である。

したがって、　　の比は、すべて 1.53 となる。対向

立て型炊飯のみが、塩 0.4 g 入れるので、塩／水 ×
100 の比は、0.17 となり、それ以外の底置き櫛の歯

形（対向極板を折り曲げたものも含む）と底置き同

心円形は、0.0 である（表３）。次に整理する。

　⑴ 実験した電極式調理では、糊化の進行と蒸発に

伴って、2 コブの電流特性になる。糊化の開始で第 1
ピーク、糊化の終了で最底電流、上がり始めて蒸発

に伴い第 2 ピークをとる。2 コブの形は、でんぷん

の種類による糊化の温度帯（開始と終了）により変

わる。加えた電力に対する調理に使われたエネルギー

（蒸発した水の量と仮定）の比で計算した、熱効率

は、電極式調理では、ほぼ 70％になる。強力粉のイー

スト発酵パンの場合は、2 次発酵までは同じ過程で、

オーブン（焙焼式）の場合には 10 分間で 190℃まで

予熱し、同 190℃で 2 次発酵させた生地を 19 分間焼

き、合計 29 分かかるのに対し、電極式の場合は、余

熱なしで 11 分だけで焼ける。これは、電極式が、生

地自体がジュール熱により発熱するので熱効率が良

いことを示す。蒸発に伴い、電離したイオンが析出

するので、勝手に電流が流れなくなるという優れた

性質をもつ。調理温度は 100℃までしか上がらない。

　⑵ チタン極板を使えば、現在も続く業務用電極式

パン粉に対する食品衛生法の規定に準ずる食品安全

性が保てる。チタン１種極板厚 0.5 mm とステンレ

ス極板 0.6 mm の電流特性は、ほぼ同等である。三

重大学教育学部の松岡守教授は、2017 年に理科教育

現場における「電気パン」（蒸しパン）実験について

も、チタン極板を使えば、業務用として現在も続く

電極式パン粉と同等の食品衛生法基準の安全性が保

てると再評価し、報告した 5)。

　⑶ 水道水で炊飯するために極板間隔を 1 cm 程度

にした、底面設置型極板による電極式調理では、沸

騰した泡が極板にふれ、電流を阻害するために、電

流値が 50％程度もふらつき不安定になる。対向立置

型の極板（陸軍仕様）では、そのような不安定にな

ることはなく、側面から均等に加熱でき、ムラにな

らない。水道水では、イオンが少ないので糊化の進

行による電流の増減が明確に現れず、蒸発による第 2
ピークのみ表に現れるので見かけ上 1 コブに見える。

　⑷ これまで文献のない全卵をホイップして薄力粉

に混ぜたホイップ生地の「電極式ケーキ」の電流特

性は、練った薄力粉の練り状生地である模擬練りパ

ンの電流特性と似た、糊化の開始に伴う第 1 電流ピー
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図 10．イースト発酵食パン（11 分）．

図 11．電極式ケーキ（14 分）．

図 12．水道水炊飯（同心円形 : 23 分）．

クが顕著に表れる特性となることが分かった。電極

式調理の 2 山電流特性は、糊化の進行と蒸発により

起こるが、水道水だけのようにイオンが少ない調理

では、糊化は起こるが、それが電流変化に影響せず、

蒸発による第２ピークが現れず、1 山電流特性にな

る。また、電極式ケーキのように、生地を泡状にし

た場合には、糊化開始の第 1 ピークしか現れず、生

地の構造により蒸発に伴ってスポンジ状が固形化さ

れ、糊化の終了が電流に影響せず、１山電流特性に

なる。小麦水蒸しパンは、小麦粉のミネラル分のた

めに 2 山電流特性になる。

　開発した標準レシピを一部まとめておく。

１．イースト発酵食パン（図10）：（ ）内はパン粉用（練り）

⑴　小麦粉（強力粉）：150 g
⑵　ドライイースト：4.5 g
⑶　塩：2.0 g （1.5 g）
⑷　砂糖：10.0 g （2.5 g）
⑸　無塩バター：15 g （5 g）
⑹　水（33℃）：100 g
⑺　捏ねた後、25 (20) 分間 42℃で 1 次発酵。

⑻　ガス抜き 3 等分し丸めて成型、パンケースに

入れる。

⑼　パンケースごと、25(26)分間 (63)℃で2次発酵。

⑽　11 分経過後 0.3A となり、14 分までは通電し

フタをして蒸らす (0.2A)。

２．電極式ケーキ（図 11）：全卵をホイップ

⑴　全卵 M 玉：2 個（100 g 殻なし）

⑵　小麦粉（薄力粉）：50 g
⑶　砂糖：40 g
⑷　無塩バター：13 g
⑸　牛乳（ 成分無調整）：15 g または 24 g（または、

リコッタチーズ 20 g ＋ 牛乳 9 g）
⑹　ふくらし粉：1.0 g
⑺　塩：0.6 g
⑻　全卵と砂糖と塩をホイップし、そこに小麦粉

とふくらし粉を混ぜ、溶かした無塩バターと牛

乳を入れ生地を作りフタをして 14 分通電する。

３．水道水炊飯（図 12）：お櫃ケース

⑴　米：150 g、水切り後 14 g 増える。

⑵　塩：0.0 g
⑶　水：230 g、30分浸す（餅米は水180 g 浸さない）。

⑷　糊化終了温度 93℃に達した時最少電流の少し

前でフタをする。

⑸　23 分で 1A まで下がった後、電源を切り 5 分

間蒸らす（餅米は糊化進行が速く20分で炊ける）。
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序論 
無水マレイン酸やその誘導体は、機能性ポリマーの

一種である酸変性樹脂を作る際の材料として、広く

利用されている。このような樹脂生成では、グラフ

ト重合を利用することが多い 1)。一般的な樹脂のグ

ラフト重合では、単純なポリオレフィンなどの直鎖

中に、機能性の官能基を持つ側鎖を導入させて機能

性樹脂とする。このような官能基の導入では、ポリ

オレフィンを放射線照射などによってラジカル開裂

させ、反応性の高いポリオレフィンラジカルを生成

させ、その付加反応を利用する。ポリオレフィンラ

ジカルのようなアルカン系のラジカルが、無水マレ

イン酸のような部位を持つ化合物と付加反応すると、

この部位を側鎖あるいは末端に持つポリオレフィン

が作られる。無水マレイン酸は、酸無水物を形成す

る 5 員環に二重結合を有するため、このようなグラ

フト重合にあずかることが容易である。

　グラフト重合の機構解明は、最終的な生成物の観

測による推測によってなされるのが一般的である。

Abstract:  Radical reactions with maleic anhydride and methylhexahydrophthalic acid were 
investigated by observing short-lifetime reaction intermediate radicals to learn the graft po-
lymerization process. Time-resolved (TR-) ESR spectroscopy was utilized to obtain hyperfine 
coupling constants (hfcc's) of the intermediate radicals. From analysis of the hfcc's with the 
aid of quantum chemical calculations, the structure of these intermediate radicals was deter-
mined. As for maleic anhydride, the reaction with the hydroxycyclohexyl radical was exam-
ined. The TR-ESR spectrum shows dual peaks, which were attributed to the isomers with dif-
ferent configurations probably at the moiety of the cyclohexane ring. Methylhexahydrophthalic 
acid was studied as a model compound for one of the important non-radical intermediates in 
the graft polymerization starting with maleic anhydride. Hydrogen abstraction by phenyl radi-
cals was used to measure radical reaction products of methylhexahydrophthalic acid. Although 
the hyperfine lines of this intermediate radical were broad, the splitting of 33 G derived by two 
hydrogen atoms with a nearly equivalent hfcc was recognized, which enables us to determine 
the structure. From this information about intermediate radicals, we propose the initial pro-
cess of graft polymerization of polypropylene with maleic anhydride. 
Keywords: time-resolved ESR, maleic anhydride, methylhexahydrophthalic acid, radical 
addition reaction, graft polymerization
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材料と方法
時間分解 ESR スペクトルは、YAG レーザー照射後

1 μs 程度の ESR 信号を積算しながら磁場掃引する

ことで得た。試薬はすべて市販品をそのまま用いた。

結果と討論
無水マレイン酸へのラジカル付加
本研究では、ラジカル生成法として光重合反応でよ

く使われる芳香族ケトンやオキシムエステル化合物

の紫外線レーザー (355nm) 光分解反応を利用した。

図 2(a) に、この様な光分解の例として IRG184 の

光分解反応スキームを示した。IRG184 は、カルボ

ニル基のα解裂反応によって Hydroxycyclohexanyl 
(Hy-CyH) ラジカルおよびベンゾイルラジカルを生

成することが知られる。このような反応経路で生じ

る Hy-CyH ラジカルやベンゾイルラジカルは、強く

スピン分極（DEP）することが報告されており 3)、

マイクロ秒オーダーでの時間分解 ESR 計測が可能な

観測対象である。

して生成する官能基のモデルとして無水フタル酸誘

導体のラジカルとの反応中間体に対する観測を行い、

グラフト重合の初期過程で起こる反応機構を考察し

た。図１に、上述の化合物の構造式を示した。これ

らのラジカル反応中間体について、時間分解 ESR ス

ペクトルの解析による同定を行った。

しかしながら、このような時間分解能の低い観測手

段では、付加反応で生成する中間体ラジカルなどの

情報は与えられておらず、反応機構は推測の域をで

ていない。反応中間体は、可視紫外吸収を時間分解

して観測するレーザーフラッシュ法で同定すること

が可能である。しかし、アルカンラジカルなどは、

可視紫外波長域に強い電子吸収バンドを持たないた

め、レーザーフラッシュ法の観測対象にならなかっ

た。ラジカルを選択的に捉える ESR を用いる方法も

あるが、時間分解能が低く、中間体を直接観測する

のが難しい。そのため、スピントラップなど特殊な

技術を用いた観測で中間体を推測している 1)。

　これに対し、近年、安価なパルスレーザー装置の

開拓と、高速デジタル信号処理技術の向上により、

ESR 計測をマイクロ秒オーダーで行うことが容易に

なってきた。ESR は、常磁性種のみに感度をもつ磁

気共鳴分光法であり、本来、ラジカルの構造決定で

力を発揮できる。しかし、その測定感度が可視紫外

や赤外のような光学的な観測法に比べて低いため、

短い寿命のラジカルをとらえることは困難であった。

この壁を越えるのに貢献したのが、光分解によるラ

ジカル生成過程における、電子スピン分極発生現象

である。ラジカルは、光重合反応などで知られるよ

うに、芳香族ケトンなどの紫外光照射で光分解反応

によって生成させることができる。このような光分

解過程では、分子内のエネルギー緩和過程において、

分子内の電子スピンと電子軌道角運動量の相互作用

によって、電子スピンがαまたはβ状態にかたよる

非熱分布状態が現れることが多い。このような異常

な電子スピン分布は、角運動量保存則に従って分解

した後のラジカルのスピン分布に受け継がれる。そ

のため、生成したラジカルは、電子スピンが異常分

布（非熱分布）となる 2)。このような状態のラジカ

ルは、動的電子スピン分極（DEP）をもつ。ESR 信

号は、熱分布のスピンを観測する場合が一般的であ

る。この場合はαとβの分布数差がボルツマン分布

を仮定すると極めて小さいため、信号感度が低くな

る。しかし、もしスピンが異常分布して DEP をも

つと、αとβの分布数差が大きくなるため、ESR 信

号が強くなる。この信号増強は、ESR 計測をマイク

ロ秒以内程度の高速で行うことを可能にする。従っ

て、光分解で生じたラジカルやそれが付加反応を起

こした生成物ラジカルについては、マイクロ秒オー

ダーの時間分解 ESR 観測が可能になる場合がある。

　本研究では、この時間分解 ESR 法を用い、酸変性

樹脂を作るグラフト重合に資する知見を得ることを

目指した。そのために、 (1) 無水マレイン酸へのラジ

カル付加反応の観測、(2) 無水マレイン酸が付加反応

図 1．ラジカルとの反応試薬として用いた酸無水物の構造
式（左）無水マレイン酸（右）メチルヘキサヒドロ無水フ
タル酸．

図 2．(a) IRG184 の光分解反応式および (b) 生じた Hy-
CyH ラジカルの無水マレイン酸への付加反応．

(a)

(b)



高橋広奈 他 :  無水マレイン酸反応中間体の時間分解 ESR　37

　図 3 は IRG184 のナノ秒 YAG レーザー (355 nm、

10 ns パルス）による光分解で得られた時間分解

ESR スペクトルである。図 3 (a) は IRG184 のみ、

図 3 (b) は IRG184 に無水マレイン酸を添加したトル

エン溶液試料である。試料溶液は Ar バブリングに

よって脱酸素処理を施している。IRG184 のみの場

合は、図 2 (a) で示した光分解スキームで予測される

通り、Hy-CyH の 5 本ピークとベンゾイルの 1 本ピー

ク（中心付近の強いピークの右肩ピーク）が観測さ

れている。いずれもマイクロ波発光の信号が得られ

ており、αスピンに分極した DEP を持っているこ

とがわかる。Hy-CyH ラジカルは、不対電子を持つ

炭素から見てβ位にほぼ等価な４つの水素原子があ

り、これが時間分解 ESR スペクトルの 5 本ピーク

となって表れている。一部のピークの線幅が広くなっ

ているが、これは 6 員環のフネ型とイス型の間の異

性化反応による線幅増大効果で説明できる。

　一方図 3(b) は無水マレイン酸を加えた系で、スペ

クトルが図 3(a) とは大きく異なっている。この系で

は、図 2(b) で予測されるような Hy-CyH ラジカルの

無水マレイン酸への付加反応が起こり、主に 4 本に

分裂したスペクトルパターンが観測されている。一

方で、ベンゾイルラジカルは一般にアルカン系ラジ

カルよりもオレフィンへの反応性が低く、付加生成

物の時間的な立ち上がりは遅くなると推察される。

図 3(b) のスペクトルを観測した光照射後 1.0-1.5 マ

イクロ秒の時間帯では、ベンゾイルの付加生成物は

見られない。

　無水マレイン酸への付加反応で生じた (Hy-CyH)1-
MA1 ラジカルは、不対電子のあるα炭素およびその

β炭素にそれぞれ１つの水素原子をもち、これらが

大きな超微細構造分裂を示すと考えられる。4 本の

ほぼ等強度な分裂は、これら２つの水素原子の値が

大きく異なることを表す。また、この 4 本ピークは

各ピークに小さな強度のピークが隣接している。こ

れは、２つの水素による 4 本分裂幅が若干ことなる

異性体が存在することを表すと解釈できる。このラ

ジカルではシクロヘキサン環の配座異性体が存在す

ると考えられるため、それらのうち比較的安定なも

の２つが観測されたと解釈した。スペクトルから得

られた超微細構造定数を表 1 にまとめた。

図 3．355nm レーザー照射後 1.0~1.5 μs で観測した短寿
命ラジカルの時間分解 ESR スペクトル．(a) IRG184 の光
分解で生じた Hy-CyH ラジカル . (b) 無水マレイン酸を添
加して生成した Hy-CyH への付加ラジカル．

メチルヘキサヒドロ無水フタル酸へのラジカル反応
無水マレイン酸は、ラジカルのトラップ能が高いこ

とが知られている。最近の我々の研究では、アクリ

ル酸エステルやメタクリル酸エステルのような一般

的に用いられる反応性の高いモノマーに比べ、一桁

程度速度定数が大きいことが示されている 3)。従っ

て、ポリオレフィンなどをラジカルにして官能基を

導入するグラフト重合において、有効な試薬である。

一方で、無水マレイン酸にラジカルが付加したあと

の分子構造では、酸無水物の官能基に共役する二重

結合が消失するため、付加反応にあずかりやすい部

位はなくなっている。しかし、グラフト重合では残

留するラジカルが、無水マレイン酸の付加で導入さ

れた官能基において、更なる反応を起こすと推察さ

れる。このようなポリオレフィン側鎖部位を想定し

たモデル分子として、ここではメチルヘキサヒドロ

無水フタル酸（図１）を用いた。この化合物は、エ

ポキシ樹脂硬化剤として広く用いられる液体化合物

で、入手が容易である。このようなモデル分子を用い、

ポリマーのグラフト重合で生じると推測される無水

マレイン酸付加部位に対する残留ラジカルの反応過

程について、知見を得た。

　本研究では、無水マレイン酸付加部位において、

どのサイトの反応活性が高いか調べるため、反応さ

せるラジカルとしてフェニルラジカルを用いた。フェ

ニルは、水素引き抜き反応が速いため、試験的な研

究での反応ラジカルとして都合がよい。また、光重

表 1．時間分解 ESR スペクトルから決定した (Hy-CyH)1-
MA1 ラジカルの超微細構造定数

水素原子 超微細構造定数 /G
　異性体 1
　　　　　α 20.5
　　　　　β 35.0
　異性体 2
　　　　　α 20.2
　　　　　β 31.1
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図 5．OXE01 光分解で生じたフェニルラジカルと溶媒分
子の間の水素引き抜き反応生成ラジカルに対する時間分解
ESR スペクトル．(a) 2 プロパノールの溶液中．(b) メチル
ヘキサヒドロ無水フタル酸の溶液中．

た中間体ラジカルの時間分解 ESR スペクトルを示し

た。図5(a)は2プロパノール中での結果である。フェ

ニルは 2 プロパノールから水素原子を引き抜き、自

身はベンゼンとなる。一方、水素を引き抜かれた 2
プロパノールは、図 5(a)に記したようなラジカルと

なる。このラジカルは、不対電子のある炭素からみ

てβ位の 2 つの炭素に合計 6 個の等価な水素原子が

あるため、7 本分裂した超微細構造を示す 5)。この同

定を図 5(a) 中に棒線でしめした。一方、OXE01 の

光分解では、フェニルと同時にイミニルラジカルも

生成する。これは図 5(a) 中に 3 本ピークとして観測

されている。フェニルはスペクトルに現れていない

ことを考慮すると、イミニルはフェニルに比べて反

応性が低いことがわかる。ここで重要なことは、フェ

ニルラジカルが、その反応性の高さから溶媒分子の

水素を引き抜き、溶媒分子ラジカルを与えているこ

とである。さらには、生成したラジカルもスピン分

極を保持しているため、その時間分解 ESR スペクト

ル観測が容易であることを強調したい。

　図 5(b) は、OXE01 のメチルヘキサヒドロ無水フ

タル酸溶液中で光分解させた際に得られた時間分解

ESR スペクトルである。強度比 1:2:1 の 3 本ピーク

がおよそ 33 G の等間隔で現れているため、ほぼ同

じ超微細構造定数をもつ 2 つの水素原子を、β炭素

上にもっているラジカルが観測されたと考えられる。

この観測結果は、グラフトによって生成する無水マ

レイン酸が付加したポリオレフィンが、他の残留す

るラジカルとどのような反応生成物を与えるかのヒ

ントを与える。従って、観測されたラジカルの同定

を試みた。メチルヘキサヒドロ無水フタル酸の様々

な水素について、引き抜かれたあとのラジカルをい

くつか仮定し、それらの構造を量子化学計算により

求めた。各々の構造における超微細構造定数をもと

に、観測されたスペクトルを再現できるか判断した。

量子化学計算は、B3LYP/631Gd の理論レベルで密

度汎関数法を用い、計算ソフト Gaussian 2016 で実

行した。

　図 6 に、スペクトルを再現できるラジカルの最有

力候補の構造を示した。このラジカルは、メチルヘ

キサヒドロ無水フタル酸の 5 番炭素から水素原子１

つが引き抜かれた構造をもつ。引き抜かれる可能性

のある水素原子はいくつかあるが、図 6 の構造がもっ

ともエネルギーの低いものであった。この量子化学

計算で得られた最適化構造のラジカルが示す超微細

構造定数を、表 2 にまとめた。この計算結果によれ

ば、生じたラジカルは、不対電子をもつ 5 番炭素に

対し、β位の水素が３つ存在する（9,12,13 番水素）。

この中で、12 番水素は 5 番炭素の 2p 軌道に近い不

図 4．OXE01 の紫外光分解によるラジカル生成の反応ス
キーム．

(a)

(b)

合開始剤の一種であるオキシムエステル（OXE01)
の光反応を利用すれば、強くスピン分極したフェニ

ルラジカルを簡単に発生させることができ、時間分

解 ESR の測定感度を高くすることができる 4)。この

フェニルラジカルが反応した中間体ラジカルの観測

も、スピン分極の恩恵で容易に行うことができる。

　図 4 に、オキシムエステル化合物として本研究で

とりあげた OXE01 について、その 355 nm 紫外光

分解反応によるフェニルラジカル生成のスキームを

示した。オキシムエステルでは、N-O 結合が開裂し、

N 中心ラジカルであるイミニルラジカルおよび安息

香酸ラジカルが生じる。後者は不安定で、すみやか

に更なる分解を起こして CO2 が脱離し、フェニルラ

ジカルを生じる。フェニルラジカルは極めて反応性

が高く、溶媒や溶質分子から水素原子を引き抜いて

自身がベンゼンとなると推察される。

　図 5 には、OXE01 の光分解過程を観測して得られ
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図 6．量子化学計算（B3LYP/631Gd 理論レベル）で得ら
れたメチルヘキサヒドロフタル酸ラジカルの最適化構造．

対電子軌道に対し、重なり積分がほぼゼロになるよ

うな立体配座をとっている。そのため、超微細構造

定数は 1.5 G 程度と小さい。一方、9 番と 13 番のβ

水素は不対電子の 2p 軌道と重なり積分が大きくな

る配座をしており、超微細構造定数は各々 29.9G お

よび 32.6G と大きな値を示している。この値は、実

測のスペクトルの分裂をよく再現したため、観測さ

れたラジカルが図 6 のもの（図 5(b) スペクトル中の

化学構造式を参照）と結論した。

無水マレイン酸によるグラフト重合
今回得られたメチルヘキサヒドロ無水フタル酸と

フェニルの反応で生成したラジカルでは、不対電子

が局在する炭素が、無水マレイン酸がラジカルと反

応してできたラジカルにおけるものと同様の炭素で

あった。いずれも、酸無水物の部位を形成する炭素

から見てβ位に存在する。この実験データをもとに、

無水マレイン酸をもちいたポリプロピレン（PP）の

グラフト重合（酸変性）について図 7 の概念的なス

キームをもとに考察する。

　放射線や光照射などで発生する PP 中に不対電子

をもったラジカルは、無水マレイン酸との付加反応

によって無水マレイン酸由来の置換基を側鎖として

とりこむ。この段階で不対電子は無水マレイン酸部

位に移る。このラジカルは、反応系に残留するラジ

カル R と反応し、不対電子は消失する。ラジカル R
としては、PP 由来のラジカルの他、無水マレイン酸

にラジカルが付加して生成したラジカル、PP が分解

して生成する分子量の小さいアルカン系のラジカル

などが考えられる。

　他のラジカル R との反応が起こると、無水マレイ

ン酸部位の同じ炭素上に不対電子をもつラジカルが、

改めて形成される。このラジカルはさらに後続の反

応によってラジカルと結合し、不対電子を失うこと

となる。これ以外にも無水マレイン酸自体がオリゴ

マーを形成する過程も起こるであろう。

おわりに
今回の研究では、ポリオレフィンなどのグラフト重

合がどのように進むか理解することを目的とし、無

水マレイン酸の導入過程を題材にした研究を行った。

グラフト重合初期過程を直接観測することは、複合

反応による多種多様な中間体の存在により、極めて

難しい。ここでは、グラフト重合初期過程を推測す

るに資するモデル系の反応を、マイクロ秒の時間分

解能をもつ時間分解 ESR 法によって観測した。反応

試薬として、無水マレイン酸およびメチルヘキサヒ

ドロ無水フタル酸をモデル分子として用いた。また、

ポリオレフィン中に生じるアルカン系のラジカル

のモデルとしては、IRG184 の光分解で生じる Hy-
CyH を用いた。無水マレイン酸が置換されたあとの

ポリオレフィンに対するラジカル反応過程を推測す

るためには、OXE01 の光分解で生じるフェニルラ

ジカルを用いた。これらの反応系に対する時間分解

ESR 観測により、反応中間体ラジカルの超微細構造

定数がもとまり、量子化学計算の結果と合わせて構

図 7．無水マレイン酸を用いたポリプロピレン（PP) のグ
ラフト重合に対するスキーム．R はグラフト重合中に存在
するラジカルの総称．

表 2．メチルヘキサヒドロ無水フタル酸ラジカルの超微細
構造定数

水素原子

（図 6 参照）

超微細構造定数／ G

計算値

(B3LYP/6-31Gd)
実測値

7
8
9
10
11
12
13
14
21
22
23

-0.941
1.586

29.903
-0.948
1.613
1.596

32.584
0.275
0.022
0.034

-0.021

-
-

33
-
-
-

33
-
-
-
-
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造に関する知見を得た。これらの情報をもとに、ポ

リプロピレンの無水マレイン酸を用いたグラフト重

合の初期過程を推測した。

　今後の課題は、より PP のグラフト重合に近いモ

デル系として、アルカン系のラジカルを用いた反応

系を探査し、そのような系での時間分解 ESR 法に

よる観測と解析を行うことである。また、近年、開

拓が著しいパルス ESR を用いた反応速度定数の決

定法 2, 3, 6) を用い、モデル系の速度論的な議論を進め

ることも重要であろう。
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序論
神経ペプチドホルモンの一つであるオキシトシン

（OXT）は、視床下部に存在する視索上核と室傍核の

神経分泌ニューロンで合成され、下垂体後葉の軸索

末端まで輸送されたのち、血中へと放出される。下

垂体後葉から放出された OXT は雌の射乳や分娩時

の子宮筋収縮に関わるなど 1)、雌のホルモンとして

知られている。一方で近年、OXT が雄の性機能の調

節に関わるなど OXT の雄での機能も着目されてい

る 2-5)。

　先行研究において、マウスの精子へ OXT を添加す

ると、精子の運動性が刺激されることから、OXT が

受精に重要な作用を及ぼすと考えられている 6)。ラッ

ト精巣内に OXT を投与すると、精巣および精巣上体

の重量が増加し、排精時に精子から脱離する残余小

体の数が増加する 7)。また、ラットやヤギの精巣組

織片に OXT を添加すると、培養液中のテストステ

ロン濃度が減少し、テストステロンの代謝物であり、

精巣内のアンドロゲン受容体を介して精子形成に作

用する 5α - ジヒドロテストステロン（DHT）濃度が

増加する 8-10)。さらに、ラットやヒトの精巣、精巣上体、

前立腺において、OXT がテストステロンを DHT へ

と代謝させる酵素の一つである５α - リダクターゼ

Abstract:  A hormone oxytocin (OXT) is known to regulate female reproductive functions, 
such as milk ejection and parturition, thereby it is generally termed the 'female hormone'. Re-
cently, it was reported that Oxt and OXT receptor (Oxtr)  mRNA are expressed in the rat testis, 
and OXT promotes sperm transport and androgen synthesis. It has been suggested that OXT, 
which is locally synthesized in the testis, is involved in the male reproductive function. How-
ever, the localization of OXT or OXTR-expressing cells in the testis is unknown. The purpose of 
this study was to clarify the localization of OXT- and OXT receptor-expressing cells in the rat 
testis using OXTR-related mutant rats. First, using RT-PCR, it was confirmed that both Oxt 
and Oxtr  mRNA were expressed in the wild-type rat testis, although the expression level of 
OXT mRNA was very low. In addition, OXT immunostaining in the wild-type rat testis showed 
that OXT-immunoreactivity was found in sertoli cells of some seminiferous tubules. Further-
more, OXT immunostaining with the Oxtr-td Tomato rat testis showed that OXT-immunore-
activity and tdTomato signals were found in different Sertoli cells of the same seminiferous 
tubules. These results suggest that OXT and OXTR are simultaneously, but heterotropically, 
expressed in rat testis Sertoli cells.  Sertoli cell OXT may act in a paracrine manner via OXTR 
expressed in nearby Sertoli cells. 
Keywords: oxytocin, oxytocin receptor, testis, rat, paracrine 

ラット精巣におけるオキシトシン・オキシトシン受容体の局在

鄭　美帆 1　伊藤隆志 2　坂本竜哉 2　小谷　享 1　坂本浩隆 2　越智拓海 1, 2, 3

Localization of Oxytocin and Oxytocin Receptors in the Rat Testis

Miho Zun1, Takashi Ito2, Tatsuya Sakamoto2, Susumu Kotani1, 3, 
Hirotaka Sakamoto2 and Takumi Oti1, 2, 3, 4

1 Department of Biological Sciences, Faculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka, Kanagawa 
259-1293, Japan 

2 Ushimado Marine Institute (UMI), Graduate School of Natural Science and Technology, Okayama 
University, Ushimado, Setouchi, Okayama 701-4303, Japan

3 Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 259-1293, 
Japan

4 To whom correspondence should be addressed. E-mail: oti-bio@kanagawa-u.ac.jp



42　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 32, 2021

巣鞘膜を取り除き、氷上でホモジェナイズし、RNA
抽出を行った。RNA 抽出は NucleoSpin RNA Kit
（Takara bio，Tokyo，Japan）を用い、プロトコル

に従って行った。Total RNA の濃度はナノドロップ

（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。この

Total RNA から Omniscript Reverse Transcreptase 
(Qiagen, Strassel, 40724 Hilden, Germany) を用い

て、最終濃度 10 ng/µL になるように一本鎖 cDNA
を合成した。Premix Taq ™ (Ex Taq ™ Version 2.0)

（Takara bio）とOxt（PCR 産物のサイズ：378 bp）、
Oxtr（PCR 産物のサイズ：559 bp）特異的にデザイ

ンしたプライマーを用いて表のように PCR を行った

（表 1）。内部標準としてグリセルアルデヒド -3- リン

酸脱水素酵素の遺伝子（Gapdh）（PCR 産物のサイ

ズ：497 bp）を使用した。PCR を行ったサンプルは

2% アガロースゲルで泳動し、Ez-Capture Ⅱ（ATTO, 
Tokyo, Japan）を用いて撮影した。Second PCR は

First PCR 産物を 100 倍希釈し，First PCR と同条

件で反応させ、アガロースゲルで電気泳動を行った。

灌流固定およびパラフィン切片・凍結切片作製
成熟雄ラットに三種混合麻酔（ドミトール 0.3 ㎎ / ㎏、

ミダゾラム 4.0 ㎎ / ㎏、べトルファール 5.0 ㎎ / ㎏）

を腹腔内投与し、深麻酔下で左心室から生理食塩水

を灌流して脱血した後、4％ paraformaldehyde (PFA) 
in 0.1 M Phosphate-buffer（PB）(pH 7.4）溶液を灌

流し、固定した。精巣を摘出した後、4％ PFA in 0.1 
M PB を用いて 4℃、一晩で後固定を行なった。組

織の一部をトリミングし、エタノールからレモゾー

ルへと置換し、パラフィンへの包埋を行い、ミクロ

トームで 10 µm 厚のパラフィン切片を作製した。パ

ラフィン除去を行った後、HE 染色し、封入・構造

の観察を行った。また、一部は 25％スクロース in 
Phosphate-buffered saline（PBS）（pH 7.4）溶液に

移し、4℃、48 時間以上かけて置換し、凍結保護を行っ

た。トリミング後、炭酸ガスで急速冷凍し、クリオ

スタット（CM1850, Leica, Nussloch, Germany）を

用いて、30 µm 厚の凍結切片を作製した。作製した

凍結切片はスライドガラスに張り付けし、乾燥させ

た後、-20℃で保存した。

の発現や活性を促進する 8, 11, 12)。これらのことから、

OXT が５α - リダクターゼの発現や活性を増加させ

ることで精子形成に必要な DHT の合成量を増加さ

せ、精子形成に関与すると考えられている 13, 14)。また、

ラット精巣においてOxt および OXT 受容体（Oxtr）
mRNA が発現する 15) ことから、精巣で合成される

OXT が５α - リダクターゼ活性に作用し、精子形成

に関わることが示唆されるものの、OXT 発現細胞や

作用部位である OXTR 発現細胞の局在はいまだ不明

である。

　そこで本研究では、Oxtr 遺伝子改変ラットを用い

て、精巣における OXT 発現細胞および OXTR 発現

細胞の局在を免疫組織化学的に解析し、精巣におけ

る OXT の作用メカニズムを明らかにすることを目

的とした。

材料と方法
実験動物
成熟雄ラット（Wistar 系統；7 － 11 週齢）とOxtr-
Cre ノックインラットと ROSA26 Bacterial artificial 
chromosome (BAC) 内 に CAG-loxP-flanked Neo/
STOP cassette- 赤色蛍光タンパク質（tdTomato）を

挿入したレポーターラットを掛け合わせ、OXTR 発

現細胞が赤色蛍光シグナルで標識される遺伝子改変

ラット［Oxtr-tdTomato ラット（Long-Evans 系統；

8 － 10 週齢）（岡山大学より供与）］を用いた。明

期 12 時間 / 暗期 12 時間の環境で、餌と水は自由に

摂取できる状態で飼育した。動物実験は、文部科学

省の「研究機関における動物実験に関する基本指針」

に基づいて行い、岡山大学動物実験委員会、神奈川

大学理学部動物実験安全要綱、神奈川大学理学部動

物実験委員会の承認を受けて実施した。

Oxt, Oxtr, Gapdh に対するReverse Transcriptional-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
ラットをイソフルラン深麻酔下で失血死させ、脳と

精巣を摘出した。脳はドライアイスで凍結させたの

ち、-80℃のディープフリーザーで保管した。その後、

18 G 針（Terumo、NN-1838S）を用いて、室傍核

を含む領域をパンチアウトした。一方で、精巣は精

表 1．プライマーと PCR 条件

Target gene                        Forward primer                                        Reverse primer                                       PCR condition (cycle)  
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免疫組織化学法
OXT 免疫染色
切片を 0.3% Triton X-100 in PBS（T-PBS pH 7.4）
で洗浄した。次いで、内因性ペルオキシダーゼを失

活させるために、1.0% 過酸化水素 / 60％メタノール

溶液に 20 分間浸漬し、その後 T-PBS で洗浄した。

さらに、0.3% Triton X-100、1% 正常ヤギ血清、1%
ウシ血清アルブミン、0.05% NaN3 を用いて室温で

30 分反応させ、ブロッキングした。抗 OXT- ニュー

ロフィジン（NP）抗体（PS60；mouse monoclonal, 
ATCC, RRID: CVCL_G254；ブロッキングバッファー

で 1:1,000 に希釈）あるいは抗 OXT 抗体（Merck, 
4G11, Sigma-Aldrich mouse monoclonal；1：10,000
希釈）を用いて室温で 1 時間反応させたのち、4℃
で 1 晩反応させた。T-PBS で洗浄後、Biotinylated 
goat anti-mouse IgG antibody（BA-9200, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA）を用いて室温

で 1 時間反応させた。Streptavidin（SAB）-HRP 
(Nichirei, Tokyo, Japan）で室温、1 時間反応させ、

免疫反応産物を 3-3’- ジアミノベンジジン（DAB）

を用いて可視化した。脱水透徹を行ったのち、マ

ウントクイック（Daido Sangyo CO., LTD. Japan）
で封入した。光学顕微鏡 (BX53; Olympus, Tokyo, 
Japan) を用いて画像を取得した。

　また、蛍光免疫染色法では、抗 OXT-NP 抗体

（1:1000 希釈）を使用し、Alexa Fluor 488-linked 
anti-mouse IgG raised in goats（1:1,000 希 釈 ; 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA）を用いて

室温で 1 時間反応させた。T-PBS で洗浄した後、

DAPI 入 り Fluoromount G（SouthernBiotech, 
Brimingham, AL, USA）を用いて封入した。染色

した切片は蛍光顕微鏡（BX53, Olympus）または

共焦点レーザー顕微鏡（FV1000, Olympus）を用

いて観察し、画像を取得した。

抗体の特異性解析
OXT 抗体の特異性を解析するため、抗 OXT 抗体（1：
10,000希釈）と抗原ペプチドであるOXTペプチド（50 
µg/ml; Anaspec Inc., Fremont, CA, USA）を室温で 1
時間反応させた吸収抗体を用いて免疫染色を行った。

抗原ペプチドの代わりに同量の蒸留水を加えて室温

で 1 時間反応させた抗体を用い免疫染色を同時に行

なった。免疫反応産物は DAB で可視化した。

結果
精巣におけるOxt /Oxt 受容体 mRNA の発現
野生型ラット室傍核および精巣におけるOxt、Oxtr 
mRNA の発現を調べた（図 1）。結果、First PCR 

にてOxt mRNA を示すバンドは室傍核でのみ観

察された。Oxtr mRNA を示すバンドは室傍核と

精巣の両方で観察された。内部標準であるGapdh 
mRNA を示すバンドも室傍核と精巣の両方で観察

された。Second PCR により、Oxt mRNA を示すバ

ンドが精巣でも観察され、Oxtr mRNA を示すバン

ド、Gapdh mRNA を示すバンドも室傍核、精巣と

もに First PCR よりも強く観察された。これらのこ

とから、野生型ラット精巣において、Oxt 、Oxtr、
Gapdh mRNA が発現することを明らかにした。

精巣の HE 染色
精巣の構造を確認する目的で HE 染色を行った（図

2）。精巣の HE 染色により、精巣の精細管で、精細

胞の支持、栄養供給、精子の輸送に関わるセルトリ

細胞の核が精上皮の基底側に精祖細胞と並び存在し、

精上皮の基底側から管腔側にかけて細胞が伸長して

いる。また、男性ホルモンであるアンドロゲンなど

を産生するライディッヒ細胞が精巣の精細管同士の

間隙に観察された。

精巣における OXT 発現細胞の同定
野生型ラット精巣において OXT に対する免疫染色

を行い、OXT 発現細胞の局在を解析した。結果、一

図 1．室傍核および精巣におけるOxt, Oxtr, Gapdh mRNA
の発現．精巣においてOxt, Oxtr mRNA が発現してい
た．Second PCR は First PCR 産物を 100 倍希釈し，First 
PCR と同条件で反応させた．

図2．精巣のHE染色．セルトリ細胞を黒線で囲って示した．
Lc: ライディッヒ細胞，Sc：セルトリ細胞，Mc：筋様細胞，
S：精子細胞，L：内腔．スケールバー：25 µm．
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図 5．Oxtr-tdTomato ラット精巣における OXT 免疫染色．
矢頭：OXT 陽性細胞．矢印：tdTomato（OXTR）発現細胞．
スケールバー：50 µm．

図4．Oxtr-tdTomatoラット精巣におけるtdTomato（OXTR）
発現細胞の局在．線で囲った領域を拡大した．矢印：
tdTomato 発現細胞．スケールバー：100 µm（左図），25 
µm（右図）．

胞で発現することが明らかになった。最後に、OXT
発現細胞と OXTR 発現細胞の局在を比較するため、

Oxtr-tdTomato ラット精巣において OXT 蛍光免疫染

色を行った。その結果、OXT 陽性反応（緑蛍光）の

みが観察された精細管と OXTR の発現を表す赤色蛍

光シグナルのみが観察された精細管、あるいは OXT
陽性反応と赤色蛍光シグナルの両方が観察された精

細管の 3 パターンが確認された（図 5）。また、OXT
陽性反応と赤色蛍光シグナルがともに観察された精

細管では、OXT 陽性反応と赤色蛍光シグナルは異な

るセルトリ細胞で観察された（図 5）。

討論
ラット精巣においてOxt、Oxtr mRNA が発現した

ことから、精巣で局所的に OXT、OXTR が合成され

ることを明らかにした。また、精巣における OXT 免

疫染色の結果、精巣のセルトリ細胞に OXT 免疫陽

性反応が観察されたことから、精子形成や精子の輸

送に係わる精巣セルトリ細胞において OXT が発現・

合成されることが示唆された。また、OXT を発現す

るセルトリ細胞とは異なるセルトリ細胞で OXTR を

示すシグナルが観察されたことから、セルトリ細胞

で合成される OXT が近傍のセルトリ細胞で発現す

る OXTR を介して傍分泌的に作用することが示唆さ

れた（図 6）。
　ラット精巣に OXTR アンタゴニストを投与する

と精子の輸送が遅延される 9, 16, 17)。また、精巣にお

いて、OXT が 5 α- リダクターゼの活性や発現を

高め、精子形成を促進する 8, 11-14)。今回、OXT と

OXTR は異なるセルトリ細胞で発現していたことか

ら、セルトリ細胞で発現する OXT は近傍のセルト

リ細胞で発現する OXTR に作用し、5α- リダクター

ゼの活性や発現を高めることで精子形成を促進し、

精子の輸送を調節するのかもしれない。

　今回、OXT と OXTR が、一部のセルトリ細胞で

のみ観察された。セルトリ細胞には精子形成の段階

に伴って、Ⅰ～ⅩⅣのステージが存在する 18, 19)。ま

たヒツジにおいて、Oxt とOxtr mRNA の発現がこ

図 3．OXT に対する免疫染色と抗体の特異性．左：OXT
免疫染色，右：OXT ペプチドを用いた吸収抗体での免疫
染色．線で囲った領域を拡大した．スケールバー：200 
µm（上図），50 µm（下図）．

部の精細管においてセルトリ細胞で OXT 免疫陽性

反応が観察された。OXT ペプチドで吸収した抗体を

反応させると OXT 陽性反応が著しく減弱した。こ

のことから、OXT がセルトリ細胞で発現することを

明らかにした（図 3）。

精巣における OXT 発現細胞と OXT 受容体発現細
胞の局在
次に精巣における OXTR 発現細胞を同定するため、

Oxtr-tdTomato ラットを用いて、赤色蛍光シグナル

（tdTomato）の局在を解析した。その結果、一部の

精細管のセルトリ細胞において、赤色蛍光シグナル

が観察された ( 図 4) ことから、OXTR がセルトリ細
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図 6．ラット精巣における OXT 作用機序の模式図．セルト
リ細胞で合成される OXT は近傍のセルトリ細胞で発現す
る OXTR を介して傍分泌的に作用する可能性が示された．

しれない。また、ラット精巣において、精細管収縮

を引き起こす筋様細胞にて OXT がバソプレシン受

容体（V1a）を介して作用し、精子の輸送に関わる

ことも報告されている 25)。今後は V1a の発現局在も

解析する必要があるかもしれない。
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の精子形成のステージに依存的であることが報告さ

れている 20)。OXT は精細管から精巣上体に精子を放

出する排精の促進に関わり 16, 21)、ラットのセルトリ

細胞上の精子形成段階において、排精はⅦ～Ⅷステー

ジで起こることが知られている 18)。排精が起こるⅦ

～Ⅷステージのセルトリ細胞でアンドロゲン受容体

（AR）が発現する 22)。Oxtr-tdTomato ラット精巣に

おいて、AR に対する免疫染色を行うことで、OXTR
の発現が排精が起こるⅦ～Ⅷステージで発現するこ

とを明らかにできるかもしれない。さらに、近年、

ラット精巣において OXT がアンドロゲン結合タン

パク質（ABP）と共発現する可能性が示唆されてい

る 23)。下垂体から分泌される卵胞刺激ホルモン（FSH）

の作用により、ABP が産生され、FSH はⅩⅣ～Ⅰ

のステージで分泌量が上昇することが報告されてい

る 22)。ライディッヒ細胞から分泌されたテストステ

ロンはセルトリ細胞に取り組まれ、ABP と結合し、

精子成熟に必要な高濃度のテストステロンを精子に

提供する。これらのことから、OXT と ABP に対す

る二重免疫染色を行うことで、OXT がⅩⅣ～Ⅰのス

テージのセルトリ細胞で発現することを明らかにで

きるかもしれない。

　ヒト、マーモセット、ヒツジのセルトリ細胞やラ

イディッヒ細胞にて、OXTR 免疫陽性反応がみられ

ることが報告されている 9, 24)。今回、ライディッヒ

細胞においては OXT、OXTR ともに特異的なシグ

ナルは観察されなかった。OXTR 発現が精子形成段

階や個体の発達段階に依存している可能性がある 20)

ことから、精子形成段階や発達段階ごとに OXT や

OXTR の発現を調べることで、ライディッヒ細胞に

おける OXT や OXTR の発現を明らかにできるかも
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序論
日本のサクラの野生種は、2018 年に報告されたク

マノサクラを含めて 10 又は 11 種類が認められてい

る 1, 2)。これらの変異種である自生種が約 100 種、日

本国内に生育している。これ以外に、交配によって

作成された栽培種が 200 種以上知られている。日

本ではサクラは非常に人気の高い樹木である。観

賞用、あるいは食材、燻製の燻材などの用途のた

めに里山や公園など、あちこちに植えられる。ソ

メイヨシノ（染井吉野、学名Cerasus × yedoensis 
(Matsum.) Masam. et Suzuki ‘Somei-yoshino’） は

母株をエドヒガン（江戸彼岸、Cerasus itosakura 
(Sieb.) Masam. & Suzuki f. ascendens (Makino) 
H.Ohba & H.Ikeda）、父株をオオシマザクラ（大島

桜、Cerasus speciosa (Koidz.) H.Ohba, 1992）とす

る交配によって作出された栽培品種である。江戸時

代末期から明治時代初期にかけて、現在の東京都豊

島区にあった染井村で育成されたと考えられている。

現在、日本及び諸外国でソメイヨシノとして植栽さ

れているサクラは、この交配によって作成されたソ

メイヨシノが原木で、これから接ぎ木や挿し木で殖

やされたクローンであることが判明している 3)。

　サクラではその有効性のため、細胞生物学的な研

究が数多く行われている。細胞分裂には体細胞分裂

と減数分裂があるが、体細胞分裂の解析から、ソメ

イヨシノの染色体数は 2n=16 であることが明らかに

されている 4)。また、ソメイヨシノ以外の 200 種余

Abstract:  Flowering cherry ‘Somei-yoshino’ was obtained as a hybrid between ‘Edo-higan’ 
and ‘Ohshima-sakura’ about 150 years ago, and since then it has been a very popular plant in 
Japan. In addition to cherry-blossom viewing, Somei-yoshino trees contribute foodstuffs, fuel, 
smoking material, etc. Because of its popularity and resource value, a wide variety of biological 
analyses of this tree have been conducted. Regarding its chromosome organization, the chro-
mosome number and genome DNA sequence have already been determined. However, meiotic 
chromosome behavior in their meiocytes with two genomes of different species remains to be 
revealed. In this research, we collected and enzymatically digested their buds, and spread 
chromosomes on glass slides. The chromosomes were stained with 4',6-diamidino-2-phenylin-
dole and we observed them using a fluorescent microscope. As the results of observation of the 
pollen mother cells at meiosis, we found totally paired chromosomes at pachytene and eight bi-
valents at metaphase I, suggesting that homeologous chromosomes paired normally in Somei-
yoshino meiocytes after about 5.5 million years of independent evolution.
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分間静置して、固定液を洗浄した。もう一度、超純

水で洗浄後、10 mM クエン酸緩衝液（pH 4.5）の

溶液中に移し、15 分間静置した。もう一度、新たな

りのサクラの染色体数も調べられている 5)。さらに、

ソメイヨシノのゲノム DNA の塩基配列も解読され

ている 6)。減数分裂は減数第一分裂前期、中期、後期、

終期、減数第二分裂前期、中期、後期、終期、四分

子期に分けられ、さらに減数第一分裂前期は、細糸期、

合糸期、太糸期、複糸期、移動期に分けられる。合

糸期には相同染色体が対合し始め、太糸期には相同

染色体がシナプトネマ複合体を介して全長にわたっ

て対合するのが通常の 2 倍体で見られる現象である。

ソメイヨシノではエドヒガンの染色体とオオシマザ

クラの染色体の、同祖関係にある染色体が対合する

ことになる。これまでのところ、ソメイヨシノで減

数分裂期の各ステージの染色体の様子が観察された

ことはない。本研究では、ソメイヨシノの花粉母細

胞における減数分裂期染色体の観察法を検討し、細

胞壁を消化後に蛍光染色する方法で染色体の観察に

成功したので、それについて報告する。

　

材料と方法
材料の調製
ソメイヨシノは神奈川大学湘南ひらつかキャンパス

の陸上競技場南東に植栽されたものを使用した（図

１）。2021 年 3 月 3 日、6 日、10 日、15 日、20 日

に図 2A に示すような花枝（本研究では多くの花序

をつけている短枝を花枝と呼ぶ）を切り取り、実験

室に持ち帰った。花枝から通常、４、５個付いてい

る花序を切り離して、実体顕微鏡下で花序の先端か

ら 3 分の 1 のところと 3 分の 2 のところで剃刀で輪

切りにし、その中央部分からピンセットで花芽（蕾）

を取り出した（図３）。花芽をファーマー液（75％エ

タノール、25％酢酸）中に移し、室温で一晩固定した。

その後はファーマー液中 -15℃で保存した。 

染色体標本の作製
固定された花芽を超純水（Milli-Q 水）中に移し、15

図 1．本研究で用いたソメイヨシノ．2021 年 3 月 31 日に
撮影したもの．

図 2．図１とは別のソメイヨシノの花芽の開花までの様子．
A. 2021 年 2 月 16 日．B. 2 月 25 日．C. 3 月 3 日．D. 3 月
10 日．E. 3 月 20 日．F. 3 月 26 日．※のような花序をつ
けた花枝を切り取って実験に用いた．
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クエン酸緩衝液に 15 分間静置した後、花芽を酵素

液（0.4％セルラーゼ ”onozuka” RS（YAKULT）、
ペクトリアーゼ Y23（協和化成）、サイトヘリカー

ゼ（Sigma）、800 u/mL β - グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ

（FUJIFILM））中に移した。15分間の脱気を 2度行っ

た後、37℃に 2 時間静置した。この後、15 分間の脱

気と 37℃で 2 時間静置を 2 回繰り返した。酵素液を

クエン酸緩衝液に置換し、15 分間静置した。さらに

新しいクエン酸緩衝液中に 15 分間静置したのち、も

う一度新しいクエン酸緩衝液に置換し、冷蔵庫で保

存した。

　消化された花芽の１つをスライドガラス上の 30 
µL の 60％酢酸中に移し、実体顕微鏡下で解体し、

雄蕊をがく片、花弁、雌蕊から分離し、雄蕊以外の

部分を 60％酢酸ごと、キムワイプで拭き取った。20 
µL の 60％酢酸をもう一度滴下し、葯をつぶして花

粉母細胞を放出させた。45℃のホットプレート上

に 1 分間保温した後、氷冷したファーマー液をス

ライドガラス上の試料を囲むように滴下して、細胞

をスライドガラスに付着させ、ファーマー液をキム

タオル上に捨てた後、スライドガラスをスライドガ

ラス立てに立てかけて室温で風乾させた。7 µL の

1.5 µg/ mL 4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI、
VECTOR）を滴下し、カバーガラスをかけた後、蛍

光顕微鏡（オリンパス BX60）を用いて観察した。

デジタルカメラ（オリンパス DP80）で画像を取得し、

Photoshop CC2018（Adobe）で作図を行った。

結果
ソメイヨシノの減数分裂の時期
図１に示すソメイヨシノから 2021 年 3 月 3 日、6 日、

10 日、15 日、20 日に花枝（図 2A）を切り取って採

集し、花芽（蕾）の固定を行った。2021 年の場合、

3 月中旬まで花序は鱗片に包まれていたが（図 2A-
D）、3 月 20 日ごろ花序が開き始め（図 2E）、3 月 26
日ごろ、それぞれの花序から多くの場合３つ、ある

いは４つの花が展開し始めた（図 2F）。それぞれの

日に採集した花枝から花序（図 3A）を切り離し、輪

切りにして（図 3B）、中から花芽を取り出した（図 
3C）。3 月 3 日に採集したものでは、花芽の軸方向の

大きさは 1.2 ～ 1.8 mm で、平均 1.49 mm であった。

実体顕微鏡での観察では葯は未熟な状態であった。3
月 6日のものでは、花芽の大きさは 1.8～ 2.5 mmで、

平均 2.00 mm であった。3 月 10 日のものでは、花

芽の大きさは 2.0 ～ 2.5 mm で平均 2.34 mm であっ

た。3 月 15 日の花芽は、花序を切断した時に花芽の

一部を切ってしまっていたため、大きさの測定はで

きなかった。葯は黄色身を帯びており、すでに花粉

ができていることが予想された。

　消化した細胞を観察すると、3 月 3 日のもので

は、減数分裂前間期の核（図 4A, B）が非常に多く

観察され、ごく一部に減数第一分裂（第一分裂）前

期の細糸期、合糸期、太糸期、複糸期の染色体（図

4C-J）が観察された。3 月 6 日のものでは、減数分

裂前間期の核も見られたが、第一分裂前期の細糸期、

合糸期、太糸期、複糸期、移動期、第一分裂中期、

後期、終期の染色体が多く観察された（図 5A-E）。3
月 10 日のものでは、減数分裂前間期の核はほとんど

観察されなかった。稀に合糸期の染色体や花粉も観

察されたが、第一分裂中期から減数第二分裂（第二

分裂）終期の染色体が中心であった。3 月 15 日のも

のでは、ごく稀に第一分裂後期や第二分裂前期の染

色体も観察されたが、ほとんど全て花粉となってい

た。

花粉母細胞の減数分裂期染色体
サクラは１つの花に 30 以上の雄蕊を有するためか、

1 つの蕾からの１枚のスライド標本をつくるが、ソ

メイヨシノの場合、1 枚のスライド標本中に非常に

多くの花粉母細胞とタペート細胞が観察された。そ

のため、おそらくサクラは全般に、花粉母細胞の減

数分裂期染色体の観察は、時期さえ分かっていれば、

比較的容易と言える。また、消化に関しては、もっ

と良い組合せがあるかも知れないが、今回用いた消

化酵素の組合せで良好な結果が得られた。減数分裂

前間期の花粉母細胞の核では、染色体は網目状に観

図 3．花芽の取り出し過程．A. 2021 年 3 月 3 日に切りとっ
た花枝の花序の１つ．B. 花序を中央付近で輪切りにしたも
の．この花序には４つの花芽が含まれていた．4 つの⇒は
4 つの花芽を指す．→は花芽の中の葯の一つを指している．
C. 同じ花枝の別の花序から取り出した花芽．
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図4．花粉母細胞の減数分裂前間期の核と減数第一分裂前期の染色体．A, B. 減数分裂前間期の核．C, D. 細糸期．E, F. 合糸期．
G, H. 太糸期．I, J. 複糸期．K, L. 移動期．スケールバー，5 µｍ．

察された。通常 1 つの核に 1 つの核小体と思われる、

染色体が存在しない領域が観察された（図 4A，B）。

花粉母細胞は花芽を構成する他の細胞と比べると大

きな核を有しているが、ソメイヨシノの場合、花粉

母細胞を取り囲むタペート細胞も大きな核を有して

おり、識別に注意が必要であった。図 4C，D のよう

な細い糸状の染色体が観察されるものは細糸期と判

断した。部分的に染色体が対合しているものは合糸

期と判断した（図 4E，F）。染色体の片方の末端か

らもう一方の末端まで全体で対合している染色体が

見られるものは太糸期と判断した（図 4G，H）。部

分的に不対合を起こしているような領域は観察され

なかった。対を成しながら凝縮している様子が観察

されたものは複糸期と判断した（図 4I，J）。８つ

の凝縮した二価染色体が分散して観察されるものを

移動期と判断した（図 4K，L）。８つの二価染色体

が反対方向に引っ張られながら、ほぼ中央辺りに帯

状に並んでいるものは第一分裂中期と判断した（図

5A, B）。太糸期から第一分裂中期までの間に相同染

色体が離れてしまう異常は観察されなかった。８つ

ずつの染色体が反対方向に分かれていく様子が観察

されるものは第一分裂後期と判断した（図 5C，D）。

もっと多くの染色体が個別に凝縮したり、中央付近

に並んだり、分離しているものは、それぞれ体細胞

分裂の前期、中期、後期と判断した。８つずつの染

色体が紡錘体の極付近に移動し終えたものは第一分

裂終期と判断した（図 5E）。１つの細胞内に 2 つの

核あるいは染色体グループがあるものを第二分裂前

期と判断した（図 5F，G，H）。８つ染色体を含む

２つの染色体グループが集合しているものを第二分

裂中期と判断した（図 5I，J）。それぞれの染色体グ

ループで染色体が姉妹染色体に分離し、移動してい

る途中のものを第二分裂後期と判断した（図 5K，L）。
細胞内の 4 カ所で、染色体が脱凝縮して核を形成し

つつあるものを第二分裂終期と判断した（図 5M）。

他にも、１つの細胞壁の中に４つの花粉小胞子が含

まれる四分子期のものや、その小胞子が放出されて

花粉へと成熟段階にあるものなどが観察された。
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図 5．花粉母細胞の減数第一分裂中期から減数第二分裂終期の花粉母細胞の染色体．A, B. 第一分裂中期．C, D. 第一分裂後
期．E. 第一分裂終期．F, G, H. 第二分裂前期．I, J. 第二分裂中期．K. 第二分裂後期．L, M. 第二分裂終期．スケールバー，
５µm．
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表１．各試料採集日の花芽の大きさと、その中で観
察されるステージ

花芽の大きさ 観察されるステージ

範　囲 平　均 範　　囲 多く見られるステージ

3月3日
1.2 ～

1.8
1.49

減数分裂前間期

～複糸期
減数分裂前間期

3月６日
1.8 ～

2.5
2.00

減数分裂前間期

～第一分裂終期
細糸期～太糸期

3月10日
2.0 ～

2.5
2.34

合糸期～

第二分裂終期

第一分裂中期～

第二分裂終期

討論
試料採集日とその花芽で起きている減数分裂の時期

をまとめると表１のようになった。3 月 3 日に採集

した花枝の花芽の葯では、減数分裂前間期の細胞が

多くみられ、3 月 6 日の花芽の葯では主に第一分裂

期の花粉母細胞が見られた。3 月 10 日のものでは第

二分裂の細胞が多く、3 月 15 日のものでは花粉ばか

りが観察された。これらの観察から、2021 年の神奈

川県平塚市近辺のソメイヨシノでは 3 月 6 日から 10
日ぐらいの間に花粉母細胞の減数分裂が盛んに行わ

れていたと考えられる。3 月 20 日頃に開花していた

ので、開花の 2 週間以上前から減数分裂は開始して

いるものもあると思われる。さらなる検証が必要で

あるが、花粉母細胞の減数分裂を観察する場合は、

開花予想日の 2 週間以上前から試料採集を始めるこ

とが必要と考えられる。天候などの関係で、開花予

想日にずれが生じる可能性も考えられるので、ソメ

イヨシノの場合、3 月 1 日ぐらいから 3 月 15 日ぐら

いの間に、2 日ないし 3 日おき程度で試料を採集す

れば、減数分裂を詳しく観察できると予想される。

　花芽の大きさと減数分裂のステージの関係では、

花芽の大きさが 1.4 mm 以下では、ほとんどの花粉

母細胞は減数分裂前間期であった。1.5 ～ 1.9 ｍｍの

ものでは、減数分裂前間期のものから複糸期のもの

が主に観察された。2.0 ～ 2.5 mm のものでは太糸期

から減数第二分裂終期までの様々なステージの染色

体を観察することができた。１つの花芽由来のスラ

イド標本で様々なステージの花粉母細胞が観察され

たので、一つの花芽の中にある 30 以上の雄蕊の間で

は減数分裂の進み具合には差があるものと推測され

る。しかし、同じ雄蕊由来と思われる密集した花粉

母細胞では同じステージのものが見られたので、葯

内では同調性は高いと考えられる。

　連鎖地図による解析からもっと複雑な過程をた

どったのではないかという説もあるが 7)、ソメイヨ

シノは約 150 年前に、母株エドヒガンと父株オオシ

マザクラの交雑種として誕生したとされる。その際

に、エドヒガンのゲノムとオオシマザクラのゲノム

が受精を通じて融合してソメイヨシノの細胞核が形

成された。エドヒガンのゲノムとオオシマザクラの

ゲノムは約 550 万年前に種分化を起こしたことが示

されており 6)、ゲノムを構成する DNA の塩基配列は、

550 万年分の変異を蓄積していたはずである。交雑

時、エドヒガンとオオシマザクラの対応する染色体

同士は相同染色体ではなく、同祖染色体の関係にあっ

たといえる。ソメイヨシノは誕生時に、これらの同

祖関係の染色体を１つの核内に持ったわけであるが、

それ以来ソメイヨシノは接ぎ木などの無性生殖で殖

やされてきたので、現存しているソメイヨシノの細

胞は体細胞分裂のみ行っており、減数分裂は経験し

ていない。6 倍体コムギのように３つの同祖関係の

ゲノムが核内に存在する場合、減数分裂時に同祖染

色体間では対合は起こらず、相同染色体間でのみ対

合が起きる。同祖染色体間の対合を抑制する遺伝子

も報告されており 8)、異質倍数体では同祖染色体間

対合を防ぐしくみがあるのかも知れない。本研究の

ソメイヨシノの減数分裂期染色体の観察では、対合

に異常は見られなかったので、ソメイヨシノのよう

なサクラの雑種では同祖染色体の対合を排除するし

くみは働いていないのかも知れない。ソメイヨシノ

では少なくとも花粉母細胞での減数分裂は正常に進

行し、形態的には問題のない花粉が形成されている

ようであった。胚嚢母細胞での減数分裂がどのよう

に進行しているかは今回の研究では調べていない。

約 550 万年の間、別々に進化した同祖染色体が、お

よそ 150 年前にソメイヨシノの細胞の中で同居する

ことになりながら、それ以来、対合することのない

体細胞分裂だけを経験していても、毎年、雄蕊の中

で花粉母細胞が分化し減数分裂が起きた時、同祖関

係にある染色体が正確に対合することは非常に興味

深い。この対合のしやすさがサクラで雑種ができや

すい理由の一つかも知れない。他のオオシマザクラ

とエドヒガンの交配種や、他のサクラの交配種につ

いても減数分裂の様子を調べてみたい。
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花芽の大きさの単位は範囲も平均も mm である．
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序論
回旋転頭運動は植物の茎や根などの各組織で見られ

る内在性成長運動である。被子植物が成長する過程

で茎の先端が円を描くように「首を振る」現象が典

型的な回旋転頭運動である。回旋転頭運動の研究は

19 世紀末に Charles Darwin により記載され 1) て以

来、その周期や軌跡の形状、光や温度などの環境要

因による影響などが、様々な側面から精力的に研究

されてきた 2, 3)。

　回旋転頭運動は陸上植物では広くみられ、シロイ

ヌナズナ、エンドウ、ヒマワリ、ネナシカズラ、コ

ムギなど多くの植物で解析されている 4)。つる性の

植物や寄生植物では、回旋転頭運動により、支柱と

なる植物の探索や、宿主となる植物の探索に有効な

成長運動であると考えられている。一方、つる性で

も寄生性でもない大多数の種子植物における回旋転

頭運動の生物学的な意味については、現時点では明

確ではない。

　アメリカネナシカズラCuscuta campestris Yuncker
はヒルガオ科の 1 年生植物で、他の被子植物の茎や葉

に寄生して、宿主より水と栄養素などを吸収して生き

る完全寄生植物である。アメリカネナシカズラは発芽

すると茎を伸ばしながら回旋転頭運動を行い、宿主と

なる植物を探索する。茎が物体に接触すると、宿主に

なりうる植物か否かに関わらず巻き付く。巻きついた

後の寄生過程の進行には接触刺激以外に光条件や宿主

植物由来の因子が関係していることが分かっている5)。

Abstract:  Autonomous helical movement of plant organs, originally termed circumnutation 
by Charles Darwin in the 19th century, is ubiquitously observed in land plants. In Cuscuta 
campestris , a stem parasitic plant whose stems coil around the host stem during parasitiza-
tion, this movement plays a critical role in searching for a host. Although patterns of circum-
nutation have been extensively investigated in several species under different environmental 
conditions, such as variable light and temperature, and after chemical exposure, the mecha-
nisms underpining this movement remain largely unknown. This is partly due to the lack of 
suitable methods for acquiring high-resolution spatio-temporal images of plant organs during 
circumnutation. To address this issue, we designed a time-lapse image acquisition system with 
two video cameras: one positioned to capture images from above and the other to capture im-
ages from the side of the plant. Using this camera system, images of circumnutating C. camp-
estris  shoots were captured under different light conditions, and the effects of light quality on 
the winding angle and rotation rate of circumnutation were quantified. The results indicate 
the utility of this imaging system in evaluating the effects of light quality on circumnutation, 
and highlight the need for improvements in data resolution for 3D image analysis.
Keywords: circumnutation, Cuscuta campestris , growth movement, time-lapse video, parasitic 
plant

アメリカネナシカズラ（Cuscuta campestris）回旋転頭運動の
定量化解析
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を実験に供した。

実験装置
水道水を 1 mL 含む 1.5 mL バイアル（screw top 
vial、La-Pha-Pack）にプラスチック性ストロー（長

さ 8 cm、直径 6 mm）を差し、水で濡らしたキムワ

イプ（キムワイプ、日本製紙クレシア）を詰めて、

ストローを固定した。アメリカネナシカズラの側枝

を茎頂から 3 cm 下の部位で切断し、頂端から 2 cm
の茎が突出するようにストローに固定した。ストロー

開口部とストローとバイアルの境界面の隙間はパラ

フィルムを張り、水の蒸発を防ぐ工夫をして、回旋

転頭運動の測定に供した（図 1）。
　アメリカネナシカズラ茎を固定したバイアルを人

工気象器（LH-80LED-DT、日本医科器械）内のス

テージに載せて固定した。人工気象器の天井には、青、

赤、緑の三色の異なる波長特性を持つ LED ランプ

の照射を切り替えることができる照明装置を設置し、

人工気象器の外部より光の波長と強度を制御した。

人工気象器内の側方と真上にそれぞれ１台のカメラ

（WG-6、RICOH）を設置し、インターバル撮影モー

ドで、アメリカネナシカズラ茎を 5 分間隔で 24 時

間に亘りタイムラプス撮影を行った。

各光条件下での回旋転頭運動の撮影
単色光条件はそれぞれ青色光（波長445 nm、光量8.61
μmol m-2s-1）、赤色光（波長 660 nm、光量 8.59 μ

mol m-2s-1）、微弱な緑色光（波長 520 nm、光量 0.21 
μmol m-2s-1）の 3 条件に設定した。

　光条件を切り替える実験では、それぞれの単色光

の強度を変えず、青色光から赤色光、赤色光から青

宿主になることができる植物に巻き付いた時には、

接触部分に吸器と呼ばれる分裂組織が発生する。吸

器の先端に位置する探索糸と呼ばれる細胞は先端成

長により急速に伸長し、宿主組織内に侵入し、宿主

の維管束組織内に到達すると管状要素に分化し、最

終的に宿主とアメリカネナシカズラの道管が接続し、

寄生が成立する。

　アメリカネナシカズラの寄生過程は、青色光によ

り促進され、回旋転頭運動も光質により影響を受け

ることが報告されている 6)。一方、回旋転頭運動そ

のものの解析法は、シロイヌナズナの芽生えを用い

た方法が報告されている 2)。しかし、高い分解能で

定量的に解析する実験系は確立されていない。その

ため、環境シグナルによる回旋転頭運動の変化を高

い精度で定量的に評価した研究はほとんどない。

　そこで本研究ではアメリカネナシカズラの寄生過

程に至るまでの回旋転頭運動の解析法の確立を目指

した。そのために、シロイヌナズナ芽生えの回旋転

頭運動を解析した先行研究 2) を参考にして、二台の

タイムラプスカメラを用いて、アメリカネナシカズ

ラ茎の回旋転頭運動を二次元的に定量化する実験系

を開発した。この方法により、光質（青色光、赤色光、

緑色光）を変えることにより、回旋転頭運動に対す

る光の影響を定量的に解析した。

材料と方法
実験植物
シロイヌナズナArabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
Col-0 の種子を MGRL 培地 7) を加えたロックウール

（Rockwool B.V.、Grodan）に蒔き、22℃連続白色光

下（45μmol m-2s-1）で育成した。アメリカネナシカ

ズラは本研究室で７回の自殖により順化させた種子

を用いた。種子発芽を促進するために 22℃の濃硫酸

に 25 分間浸した後、室温で多量の純水で 5 回濯ぎ、

硫酸を除いた。硫酸処理をした種子は、深型シャー

レ（滅菌シャーレ深型、IWAKI）内で、3 mL の純

水で湿らせたろ紙（No.5A 90 mm, 東洋濾紙）上に

蒔き、連続白色光 22℃で育成した。

寄生誘導
発芽後 5 日齢、茎全長が 5 cm 以上のアメリカネナ

シカズラ芽生えを選抜し、花茎が 10 cm 以上に伸び

た 4~5 週齢のシロイヌナズナの花茎にサージカル

テープ（マイクロボア TM サージカルテープ 24、3 
M）で軽く接着させ、青色光下（波長 444  nm、光

量 7μmol m-2s-1）、22℃で 48 時間静置し、寄生を誘

導した。寄生を確認した後、連続白色光下（光量 45 
μmol m-2s-1）、22℃に移して育成し、成長した側枝

図 1．回旋転頭運動の撮影用バイアル装置．A．バイアル
写真．B．バイアル模式図．

図 2．回旋転頭運動の傾き角度θ．
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色光に波長のみを切り替え、切り替える前の 4 時間、

切り替えた後の 8 時間、合計 12　時間に亘り、5 分
間隔でのタイムラプス撮影を行った。

画像解析
連続撮影後、画像データを画像処理ソフト ImageJ

（NIH）により解析し、側方より撮影した画像スタッ

クデータから回旋転頭の角度の計測が可能な画像を

選び、頂端の接線と垂線のなす角θを傾き角度を計

測した（図 2）。茎頂の回転角速度は上部より撮影し

た画像スタックデータを ImageJ で解析し、外部プ

ラグインである MTrackJ（https://imagescience.org/
meijering/software/mtrackj/）を用いて、アメリカネ

ナシカズラの茎頂の軌跡より回転角速度 rad/s を算

出した。

統計処理
傾き角度、角速度のデータは表計算ソフト Excel を
用いて計算し、平均と標準偏差で示した。単色光条

件の各群について一元配置分散分析を行った。光条

件を切り替えた時の実験データは、光条件切り替え

の前後で対応のない t 検定を行った。すべての統計

処理について有意水準を 5% 未満とした。

結果
単色光条件での回旋転頭運動
青色光、赤色光、緑色光、いずれの条件でもアメリ

カネナシカズラの 3 cm の茎切片で回旋転頭運動が

観測された（図 3）。それぞれの条件下での傾き角度

と角速度について計測結果を表 1 上部に示す。各単

色条件間の傾き角度、角速度は一元配置分散分析で

有意差が認められなかった（傾き角度P = 0.37、角

速度P = 0.20）。

光条件の切り替えに伴う回旋転頭運動の変化
　光条件を切り替える実験では、切り替え後に軌跡

のゆがみが観察された（図 4）。傾き角度は、青色光

が赤色光に比べ小さくなる傾向が観察されたが（表

1 下部）、有意な差は認められなかった（P = 0.14）。
角速度についても光条件の切り替えによる有意な変

図 3．各単色光条件下の回旋転頭運動の軌跡．A．青色光条件．B．赤色光条件．C．緑色光条件．

図4．光条件の切り替えに伴う回旋転頭運動の軌跡．A．青色光条件から赤色光条件への切り替えた時の回旋転頭運動の軌跡．
B．赤色光条件から青色光条件への切り替えた時の回旋転頭運動の軌跡．赤色の折れ線：切り替え前 . 黄色の折れ線：切り
替え後．

表 1．回旋転頭運動の傾き角度と角速度．上部．単色光条
件での傾き角度と角速度．下部．光条件を切り替えた時の
傾き角度と角速度

単色光条件
傾き角度 deg 角速度 rad/s

青色光 105.36 ± 10.40 6.97 × 10-4 ± 1.26× 10-4

赤色光 104.95 ± 10.95 5.78 × 10-4 ± 0.49× 10-4

緑色光 116.69 ± 10.55 5.14× 10-4 ± 1.34× 10-4

N = 3

光を切り替えた条件
傾き角度 deg 角速度 rad/s

青色光（前） 105.30 ± 27.13 5.52 × 10-4 ± 1.16× 10-4

赤色光（後） 120.49 ± 05.97 7.09× 10-4 ± 0.90× 10-4

赤色光（前） 111.63 ± 19.13 5.98× 10-4 ± 1.42× 10-4

青色光（後） 088.75 ± 13.67 6.02 × 10-4 ± 0.14× 10-4

N = 3
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化は認められなかった（P = 0.97）。

討論
本研究では開発した実験系により、アメリカネナシ

カズラの茎の回旋転頭運動を上方、および側方から

のタイムラプス撮影を行うことで、明瞭な回旋転頭

運動の動画を得られた。回旋転頭運動を評価できる

実験系は確立されておらず、新たな実験系として本

実験系を提案したい。また、カメラの台数を追加す

ることで、カメラの座標推定、画像計測の技術が適

用可能になり、回旋転頭運動の三次元データが得ら

れると期待される。三次元データを利用した回旋転

頭運動の詳細な定量化は今後の研究課題である。ま

た、本研究を進めるにあたって、アメリカネナシカ

ズラの側枝の個体差が測定精度に大きく影響してい

ることが明らかとなった。今後この実験系にて回旋

転頭運動の解析をする際には芽生えを用いることに

より、発生過程での個体差を少なくし、個体間のば

らつきについての課題を解消したい。

　回旋転頭運動の定量化にあたって、回旋転頭運動

の傾き角度と角速度について定量化を行った。単色

光条件下での回旋転頭運動の傾き角度と角速度につ

いては統計的差異が見られず、青色光では回旋転頭

運動が強化されるとする先行研究 8) とは異なる結果

となった。これは先行研究が材料としてアメリカネ

ナシカズラの芽生えを使用していたのに対し、本研

究ではアメリカネナシカズラの側枝を使用していた

ことが原因である可能性が考えられる。もう一つの

可能性として、傾き角度と角速度には光条件以外の

別の要素が大きく影響している可能性が考えられる。

三つ目の可能性として、今回用いた側方と上方から

のタイムラプス撮影では捉えられない茎の成長運動

が、光に依存して変化していることも考えられる。

これら傾き角度、角速度以外の要素についてのより

精度の高い定量化は今後三次元データの取得、計測

を行い多角的なデータを取得し、より分解能の高い

時空間測定により可能になると考え、現在、分解能

の高い時空間測定を進めているところである。

謝辞
本研究の一部は、研究課題「重イオンビーム商照射

によるネナシカズラ変異体の作出と変異体を用いた

寄生機構の解析」に対する 2020 年度神奈川大学総

合理学研究所共同研究助成（RIIS2002008）、一部

は JSPS/MEXT 科 研 費 JP17K19374, JP24114005, 
JP18H05489 の助成を受けて行われた。



Science Journal of Kanagawa University 32  : 59-67 (2021)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　2020 年度 神奈川大学総合理学研究所共同研究助成論文

Abstract:  Vegetation damage caused by the rapid increase of Japanese sika deer (Cervus 
nippon) has become a major problem in many areas of Japan. Deer have preferences for plant 
species, which change according to the region, season, and surrounding vegetation. Therefore, 
to clarify the impact of deer on local vegetation, it is important to understand the overall trend 
in other areas and then further investigate the behavior and feeding habits of deer in those 
areas. The Shonan Hiratsuka Campus of Kanagawa University is a place with a high plant 
diversity where the pre-construction satoyama environment still remains. However, deer have 
begun to invade this area. In this study, we used DNA metabarcoding technology on deer feces 
to identify the foraging plants of deer in this area with two cpDNA regions (rbcL and trnL). 
In total, OTUs identified as Fagaceae, Asteraceae, Poaceae, and Oxalidaceae were detected 
with many sequence reads. These groups contain many species that are considered to be deer-
preferred plants, which is consistent with the results of this study. In addition, the species that 
we could identify such as Impatiens textorii, Persicaria thunbergi, Pueraria lobata, and Carex 
japonica, were also known to be deer-preferred plants. While spring sample included a variety 
of families such as Poaceae, Rosaceae, and Urticaceae, half of the reads from the early sum-
mer sample were identified as Asteraceae, and half of the reads from the autumn sample were 
Fagaceae, showing seasonal differences. This result suggests that deer may use new buds and 
new leaves in spring, flowers in early summer, and nuts and litter in autumn as a guide when 
selecting plants to feed on. 
Keywords: sika deer, DNA metabarcoding, foraging plants, rbcL, trnL

DNA メタバーコーディング解析で推定されたニホンジカの
採食植物：神奈川大学湘南ひらつかキャンパスの例

岩崎貴也 1, 2, 3, 7　奥田真未 2　安藤温子 4　松尾　歩 5　陶山佳久 5　中濱直之 6

泉　　進 1, 2

Foraging Plants of Japanese Deer Estimated by DNA Metabarcoding 
Analysis: Examples from the Shonan Hiratsuka Campus

of Kanagawa University

Takaya Iwasaki1, 2, 3, 7, Mami Okuda2, Haruko Ando4, Ayumi Matsuo5,
Yoshihisa Suyama5, Naoyuki Nakahama6 and Susumu Izumi1, 2

1 Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 259-1293, 
Japan

2 Department of Biological Sciences, Faculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 
259-1293, Japan

3 Natural Science Division, Faculty of Core Research, Ochanomizu University, Bunkyo-ku, Tokyo 
112-8610, Japan

4 Center for Environmental Biology and Ecosystem Studies, National Institute for Environmental Stud-
ies, Tsukuba City, Ibaraki 305-8506, Japan

5 Kawatabi Field Science Center, Graduate School of Agricultural Science, Tohoku University, Osaki City, 
Miyagi 989-6711, Japan

6 Institute of Natural and Environmental Sciences, University of Hyogo, Sanda City, Hyogo 669-1546,  
Japan

7 To whom correspondence should be addressed. E-mail: iwasaki.takaya@ocha.ac.jp



60　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 32, 2021

序論 
近年、ニホンジカCervus nippon（以下、シカ）の

個体数が急増し、その過度な採食による植生被害が

日本各地で報告されている 1)。過去 20 年間でシカの

分布範囲は 70% 近く拡大したとされており、多種多

様な植物を摂食し、かつ群れで行動する 2)。そのた

めに、天然林や人工林、高山植物、湿原といった様々

な植生に大きな影響を与えている 2)。一般に、植物

には、シカに嗜好されやすい種（嗜好性植物）から、

ほとんど採食の対象にならない種（不嗜好性植物）

が存在することが知られている 3-5)。全国の文献をま

とめた研究では、キク科やバラ科、イネ科などにシ

カの嗜好性植物が多く含まれている一方で、同じく

キク科、そしてサトイモ科、シソ科に不嗜好性植物

が多く含まれていたことが報告されている 6)。一方

で、北日本では笹やイネ科などを採食する grazer で、

南西日本では常緑樹の葉や果実を採食する browser
といったように、大きな地域差が存在することも指

摘されている 7)。また、嗜好性植物として報告され

る場合と不嗜好性植物として報告される場合の両方

が混在する植物種が少なからずみられること 7) も、

シカの嗜好性には大きな地域差が存在することを示

唆している。また、群馬県赤城山では、春から秋に

かけて草本類とグラミノイドを、秋から春にかけて

はグラミノイドと広葉樹の枯葉、堅果類、液果類を

多く利用しており、こうした食性の季節変化は各地

でも同様に報告されている 8-11)。さらに、過度の採食

圧によって変化した植生に応じて、嗜好性の高い植

物から低い植物へと食性を柔軟に変化させることも

知られている 12, 13)。したがってシカの食性は一概に

はまとめることは困難である。対象地域の植生に対

するシカの影響を明らかにするためには、他地域で

の全体的な傾向を把握した上で、さらにその場所で

のシカの行動や食性を個別に調べることが重要であ

ると思われる。

　神奈川県平塚市土屋にある神奈川大学湘南ひらつ

かキャンパスは、キャンパスの外縁部の多くが建設

前から維持された雑木林になっており、周辺の森林

とも繋がった自然豊かな里山環境が現在も残されて

いる。キャンパス建設前の 1986 年に行われた環境影

響予測評価ではシカの生息は確認されていなかった

が 14)、2019 年のカメラトラップ法による調査により、

キャンパス内へシカがしばしば侵入してきているこ

とが報告されている 15)。カメラトラップでの撮影頻

度から推測したところ、シカの侵入は比較的低頻度

とされ、キャンパス内において明らかな植生被害は

まだ観察されていない 15)。一般的に、これまでにシ

カの食性を調べた多くの研究は、高密度にシカが生

息している場所や、シカによる植生被害が深刻化し

つつある場所で行われていることが多い。したがっ

て、このようなシカの侵入初期段階にある場所で、

どのような植物が採食されているかという情報は、

シカ個体群の増加に伴う植生変化の経過を調べてい

くための重要な基礎情報となることが考えられる。

　近年、自然界で動物が何を食べているかを調べる

方法として、その糞の中に残る餌の DNA を抽出し、

その餌 DNA の塩基配列情報から種を同定する糞の

DNA メタバーコーディングと呼ばれる手法が広く用

いられるようになってきている 16-18)。シカについて

も既にいくつかの研究が行われており、その有用性

が確かめられている 11, 19)。メタバーコーディング解

析は比較的容易に植物種の同定まで行うことができ

るため、今後、様々な地域で研究例が蓄積していく

と期待される。

　そこで本研究では、シカによる植生被害がまだ深

刻化していない神奈川大学湘南ひらつかキャンパス

を対象に、メタバーコーディング解析によってシカ

の採食植物を明らかにし、この場所におけるシカの

植物嗜好性を明らかにする。また、シカの糞をすり

潰した後の実験手法についての検討も行い、今後の

解析のためのより良い手法を確立する。

材料と方法
シカ糞の採集
2019 年 4 月 15 日、6 月 26 日、10 月 9 日に、神奈

川大学湘南ひらつかキャンパス内の東の湿地近くに

ある乾いた草地で、各日にそれぞれ 1 つの新鮮な糞

塊（Sample-0415、Sample-0626、Sample-1009）から、

各 10 粒のシカ糞を採集した。調査は早朝から朝の

うちに行い、採集したシカ糞はできるだけ速やかに

-30℃の冷凍庫で冷凍保存した。採取時に用いるピン

セットは、事前に滅菌しておいた上で、さらにエタ

ノールによる消毒と、ライターによる火炎滅菌を頻

繁に行い、外来 DNA の混入が最小限になるように

注意した。

シカ糞からの植物 DNA 抽出
-30℃で冷凍保存していたシカ糞を取り出し、液体窒

素で凍結状態を維持しながら、滅菌したメスを用い

て表面を削ぎ取った。これは、野外で採集前に糞が

触れていた土や植物からのコンタミネーションを防

ぐためである。その上で、糞の中心部だけを 10 粒分

集め、継続して液体窒素で冷凍状態を維持しながら、

すり鉢の中で完全な粉状になるまで乳棒ですり潰し

た。粉状になった糞塊から薬さじ 1 杯分を 2.0 ml
チューブに移し、再度、-30℃で保存した。その際に
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操作を行った。1st PCR 後には、Agencourt AMPure 
XP ビーズ（Beckman Coulter Life Sciences）を用

いて、PCR 産物の濃度の標準化と短い断片の除去を

行った。2nd PCR 以降の操作は、MIG-seq22) と同じ

方法で行った。ラン前には、ライブラリの DNA 濃

度測定を行い、同じランの中で DNA 濃度ができる

だけ均一になるように調整した。作製したrbcL 領

域のライブラリは MiSeq Reagent Nano Kit v2 (500 
Cycle) を、trnL 領域のライブラリは MiSeq Reagent 
Nano Kit v2 (300 Cycle) を用い、それぞれ MiSeq

（illumina）の Paired-end ラン 1 回で、フォワード

とリバースでオーバーラップするように塩基配列

データを得た。

データ解析
得られた塩基配列データは、それぞれの領域データ

について、ソフトウェア Claident ver.0.2.2019.05.10
（https://www.claident.org/）を用いて、タグ配列

によるサンプルごとのデータ振り分け、フォワー

ド配列とリバース配列の連結、低品質配列の除去

（minqual = 30）、キメラ配列の除去（trnL ではエ

ラー回避のために実施せず）、類似性の高い配列の

クラスタリング（類似度 97% 基準）による OTU
（Operation Taxonomic Unit）への分類など、種同定

の前の処理を行った。また、Sample-0415 の rep2、
Sample-0626 の rep2 と rep3 については、PCR 反復

3 回のうちの 1 回で十分なデータが得られなかった

ために、2 回分のデータのみで解析を行った。最終

的に反復を含めて 21 サンプルを解析に用い、得ら

れた OTU の中で、リード数が全 21 サンプルの合計

で 30 に満たないもの、1 サンプルでしか検出されな

いものについては、コンタミネーションや増幅エラー

の可能性が高いと判断し、その後の解析から除外し

た。

　得られた OTU 配列については、Claident に実装さ

れている Lowest common ancestor (LCA) algolothm
23, 24) を用いて、植物種を同定した。この際、植物の科

レベルで同定できなかった OTU については、コンタ

ミネーションや増幅エラーの可能性が高いと判断し、

その後の解析から除外した。最終的に、rbcL とtrnL

は、すり潰した糞塊の中のばらつきを評価するため、

Sample-0415 と Sample-0626 については 3 サンプ

ル（rep-1、rep-2、rep3）、Sample-1009 については

2 サンプル（rep-1、rep-2）のチューブを独立に用意

し、糞塊段階での反復とした。

　DNA 抽出は、冷凍しておいた粉砕済みの糞入りの

チューブに、滅菌済みの 4 mm のステンレスビーズ

を 1 つ追加した上で、ビーズ破砕機 µT-12（TAITEC
社）を用いて完全に粉々になるまで粉砕した。その

後、DNeasy Plant Mini kit（QIAGEN 社）を用い、

キット標準のプロトコルに従って DNA を抽出した。

得られた DNA 溶液は、次の実験に用いるまで -30℃
冷凍庫で保存した。

メタバーコーディング解析
シカ糞中の植物 DNA は、シカ体内の消化酵素など

によって断片化されていることが考えられる。そこ

で我々は、断片化された植物 DNA からの PCR 増幅

の成功率を高めるため、比較的短い領域をバーコー

ディング領域として用いることにした。植物 DNA
バーコーディングでよく用いられるrbcL 遺伝子と、

短い領域の中に多くの変異がみられることが知られ

ているtrnL (UAA) intron の P6loop 領域では、それ

ぞれ 263 bp、10–143 bp の比較的短い断片を増幅す

るためのプライマーが既に開発されている 20, 21)。本

研究では、ゲノムワイドな一塩基多型情報の解析の

ために考案された MIG-seq 法 22) の 2nd PCR 用プラ

イマーを活用することを前提として 1st PCR 用プラ

イマーを設計した。具体的には、先行研究のプライ

マーの 5' 末端側に、MIG-seq 法と共通の配列を付加

したものを 1st PCR 増幅に用いた（表 1）。最初の

1st PCR の条件は、プライマーが本研究用のセット

であること以外は、基本的に MIG-seq22) のものと同

じだが、アニーリング温度は 55℃に、サイクル数は

33 に変更した。rbcL 領域とtrnL 領域の増幅は別々

に行い、PCR 後にはアガロースゲル電気泳動を行う

ことで増幅を確認した。また、PCR 増幅によるバイ

アスを評価するため、それぞれの DNA サンプルに

ついて、同じ DNA からの独立した 1st PCR を 3 回

行い、それぞれを混ぜずにそのまま 2nd PCR 以降の

表 1．本研究で用いたrbcL およびtrnL (UAA) intron 領域の情報
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表 2．rbcL 領域の塩基配列情報から推定されたニホンジカの採食植物リスト

それぞれの結果について、種・属・科レベルで同定

できたOTUを、得られたリード数とともに集計した。

その際、同じ DNA から独立に 1st PCR を行った反

復については、得られた結果がほぼ同じであったた

め、集計時に糞塊の反復（rep-1、rep-2、rep-3）の

レベルまでデータをまとめた。種まで同定できた場

合の学名は、Y-List（http://ylist.info）に従った。また、

それぞれの領域について、OTU を科レベルでまとめ

た集計も行った。

結果
rbcL 領域を用いた採食植物の推定結果
rbcL 領域を用いた解析の結果、合計 161,007 リード

のデータに基づき、全部で 33 の OTU が検出された

（表 2）。最もリード数が多かったのはブナ科と同定

された OTU（29,773 リード、全体の 18.5%）で、次

いでキク科 OTU（27,684 リード、17.2%）、セリ科

のオキシポリス属 OTU（18,651 リード、11.6.2%）、

タデ科のスイバ属 OTU（17,156 リード、10.7%）、

イネ科 OTU（12,756 リード、7.9%）、イラクサ科

（11,912 リード、7.4%）、カタバミ科（10,229 リー

ド、6.4%）タデ科イヌタデ属のミゾソバPersicaria 
thunbergii  (Siebold et Zucc.) H.Gross（9,438 リード、

5.9%）の順で多かった。種まで同定できたのはミゾ

ソバ、クワ科クワクサ属のクワクサFatoua villosa 
(Thunb.) Nakai、ツリフネソウ科ツリフネソウ属の

ツリフネソウImpatiens textorii Miq. の 3 種のみで

あったが、33 の OTU のうちの 16 で、属以上のレ

ベルまで同定することができた。

　糞塊からの反復では、低頻度の OTU の一部では

反復間で食い違いがみられたが、比較的高頻度の

OTU ではほとんど同じ結果が得られた。
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　科ごとに OTU を集計した結果、全体ではブナ科

（18.5%）、キク科（17.2%）、タデ科（16.5%）、イネ

科（8.3％）、イラクサ科（7.4%）の割合が高かった

（図 1）。 Sample-0415 では、セリ科（27.0%）、タデ

科（24.8%）、イネ科（18.7%）、イラクサ科（14.1%）、

バラ科（9.4%）の割合が高かった。Sample-0626 で

はキク科（48.4%）が半分近くを占めており、ブナ

科（20.4%）、カタバミ科（17.2%）、マメ科（6.5%）

などの割合も比較的高かった（図 1）。Sample-1009
では、ブナ科（50.2%）が半分以上を占めており、

残りの更に半分がタデ科（25.4%）で、クワ科（6.3%）

やイラクサ科（5.8%）なども比較的多かった（図 1）。

trnL 領域を用いた採食植物の推定結果
rbcL 領域を用いた解析では、合計 11,147 リードの

データに基づき、全部で 30 の OTU が検出された

（表 3）。最もリード数が多かったのはキク科と同定

された OTU（2,370 リード、全体の 21.3%）で、次

いでカタバミ科のカタバミ属 OTU（1,333 リード、

12.0%）、ブナ科 sp.1（1,291 リード、11.6%）、ブナ

科sp.2（890リード、8.0%）、イラクサ科OTU（743リー

ド、6.7%）、ブナ科 sp.3（563 リード、5.1%）の順

で多かった。種まで同定できたのはマメ科クズ属の

クズPueraria lobata (Willd.) Ohwi、カヤツリグサ科

スゲ属のヒゴクサCarex japonica Thunb. の 2 種の

みであった。30 の OTU のうち、6 のみで、属以上

のレベルまでの同定を行うことができた。

　糞塊からの反復では、低頻度の OTU の一部では

反復間で食い違いがみられたが、比較的高頻度の

OTU ではほとんど同じ結果が得られた。

科ごとに OTU を集計したところ、全体ではブナ科

（24.6%）、キク科（24.5%）、カタバミ科（12.4%）

図 1．rbcL 領域を用いて推定されたシカ採食植物について科ごとに集計したリードの割合．
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の 3 科の割合が特に高く、残りはかなりばらけた構

成となっていた（図 2）。 Sample-0415 では、イラ

クサ科（32.6%）、イネ科（22.4%）、カヤツリグサ

科（21.9%）、バラ科（14.3%）の割合が高かった。

Sample-0626 ではキク科（50.3%）が半分以上を占

めていたが、カタバミ科（25.1%）、ブナ科（11.5%）、

マメ科（10.0%）の割合も比較的高かった（図 2）。
Sample-1009 では、ブナ科（59.0%）が半分以上を

占め、残りの中ではツリフネソウ科（10.7%）、バラ

科（7.9%）、クワ科（6.6%）、マメ科（6.0%）、イラ

クサ科（5.4%）が比較的高頻度であった（図 2）

討論
シカの採食植物
本研究で得られたrbcL とtrnL の 2 領域による採食

植物の同定結果は、一部の植物グループで違いがみ

られたものの、全体としてはよく似た傾向を示した。

全体として、採食植物はどちらもブナ科、キク科、

イネ科、カタバミ科などが多かった。また、バラ科

やマメ科も比較的高い割合であった。イネ科やキク

科、バラ科には、嗜好性植物とされる種が多く含ま

れていることが知られており 6)、今回の結果はこれ

までの知見とも一致する。ブナ科についても、秋に

シカがリターや堅果をよく利用することが報告され

ており 25, 26)、本研究対象のキャンパス内にもブナ科

樹木が多く生育していることから、妥当な結果であ

ると思われる。カタバミ科についても、少ない数で

はあるが、嗜好性植物としての報告があり 6)、本研

究の結果と矛盾はみられない。

　種まで同定できたツリフネソウ、ミゾソバ、クズ、

表 3．trnL (UAA) intron 領域の塩基配列情報から推定されたニホンジカの採食植物リスト
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ヒゴクサ、キブシ（バーコーディングではキブシ属

とまでしか同定できていないが、分布状況からこの

種と推測できる）についても、既に複数の研究でシ

カの嗜好性植物であることが示唆されているもので

あった 6)。特にツリフネソウは、キャンパス内で限

られた湿地にしか生育しておらず、侵入してくるシ

カの個体数が急増した場合には、すぐに消失してし

まう可能性があるため、注意が必要である。クワク

サについては、これまでに採食植物としての報告が

されておらず、新規の発見であると思われる。

　一方、タデ科やセリ科などの一部の科はrbcL 領域

だけで、カヤツリグサ科とナデシコ科はtrnL 領域だ

けで検出された。また、rbcL 領域の方が、属や種な

どの深い階層まで同定しやすい傾向がみられた。こ

れらの原因としては、参考にしたデータベースへの

登録状況が領域によって異なることが影響した可能

性が考えられる。対象地域の全植物について、DNA
メタバーコーディングで使用する領域を事前にシー

ケンスし、ローカルなデータベースを作成すれば、

種同定の精度は大きく向上することが期待される 18)。

また、今回用いたtrnL 領域は、分類群によって断片

長が大きく異なることが知られており、それによっ

て PCR 時の増幅効率にばらつきが生じた可能性も考

えられる。これらの結果は、1 領域だけを用いて解

析を行うと、一部の植物グループについては過小評

価してしまう可能性があることを示唆している。自

身が研究対象とする場所や目的に合わせて、慎重に

使用領域を選択する、あるいは今回のように複数の

領域を同時に使用していく必要があると思われる。

図 2．trnL 領域を用いて推定されたシカ採食植物について科ごとに集計したリードの割合．
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シカの嗜好性の季節変化 
本研究は各季節 1 サンプルしか糞塊を解析していな

いため、厳密には季節変化を見ているのか、単に糞

塊間のばらつきを見ているだけなのかを判断できな

い。しかし、本研究結果とキャンパスの植生情報か

らは、次のようなシカの嗜好性の季節変化を予測す

ることができる。春（4 月）にシカは、イネ科やバ

ラ科、イラクサ科、タデ科、セリ科、カヤツリグサ

科などの多様な植物をバランスよく食べている。新

葉や新芽が出て、おそらくシカにとって食べやすい

状態ではあるものの、量自体が少ないために様々な

グループの植物を食べていると考えられる。初夏（6
月）の前後には、キク科やカタバミ科の花が多数咲

くため、その花を目安に食べている可能性がある。

秋（10 月）には、キャンパス内のブナ科（コナラ、

クヌギなど）が落葉してリターとなるほか、堅果も

多数落とすため、主にブナ科に栄養を依存する。また、

湿地のツリフネソウもキャンパス周辺ではちょうど

花期であり、主に花を目安に食べていると思われる。

これらは全てまだ予測に過ぎず、今後、サンプル数

や調査時期を増やして検証する必要があるだろう。

手法の検討と今後について
本研究の DNA メタバーコーディング解析で用いた

糞塊反復、PCR 反復は、両方でかなり高い再現性

を示した。反復無しで解析した場合、一部の低頻度

OTU はばらついてしまう可能性があるが、主要な高

頻度 OTU の変化は完全に追うことできると考えら

れる。従って、特に高頻度のもので地域間や季節間

での違いや傾向を見るのであれば、実験上の反復を

増やすよりも、シカの糞塊自体の採集数を増やした

方が得られる情報は大きくなる可能性が高いと思わ

れる。
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序論
著者らが継続して測定を行っている相模湾の平塚市

周辺の海域で採取した海水及び相模湾への流入河川

である金目川の河川水を使用した結果を報告した 1)。

相模湾河口域の海水では、冬期に流入した河川水の

影響で、表層に塩濃度の低下が観測されている 2, 3)。

またこれまで継続して測定してきた相模湾流入河川

である相模川及び金目川（花水川）の河川水を同日

にサンプリングし、両河川水の分析結果の差異を検

討した。その結果上流から下流にいくに従って各元

素濃度が増加する傾向は共通するが全体的に金目川

の方が元素濃度が高いことがわかった 4）。また近年

の大型台風の直撃が相模湾の平塚市周辺海域や相模

湾への流入河川に大きな影響を与えていると考えら

れた。今年度は相模湾流入河川の影響が海域に与え

る影響に加えて、台風の影響に注目した。対象河川

は早川、金目川、相模川である。

材料と方法
河川水及び海水試料の採取
河川水の試料は、金目川（上流：秦野市内、国道

246 号線との交差地点付近、中流：平塚市内土屋橋

付近、下流：平塚市内花水橋付近）及び早川（上流：

箱根町強羅、宮城野駐在所近く、中流（須雲川）：箱

根町湯本、箱根湯本駅近く、下流：小田原市早川、

早川橋下）で採取しているが、2019 年度は台風の影

響により例年と同じ地点での 12 月の早川中流・下流

サンプリングを実施できなかったため、中流では数

百 m 下流に地点を移動し、下流でのサンプリングは

断念した。早川中流には早川に流入する排水口があ

り、水量も多い。今回は併せて排水口からも採水した。

海水試料の採取
海水試料は、相模川河口周辺において沖より南 5 km
の地点までサンプリングした。各地点は相模川河口

から南方に 100 m (N-1), 200 m (N-2), 500 m (N-3), 1 
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pared. In all three rivers measured, the element concentration remained high for more than 
half month due to the direct impact of a large typhoon. The effect of river water inflow on the 
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はコンパクトな台風であったが高波浪による被害が

大きかったとの報告がある 6)。9 月 25 日の測定値は

いずれの河川においてもほとんどの元素で高い値を

示し、12 月 4 日には例年の値に戻っていることがわ

かる。このことから河川水の水質に対する台風の影

響は少なくとも半月程度は持続することがわかった。

　表 6 には相模湾河口付近の海水の測定結果を示し

た。河口から離れるに従って各元素濃度は高い値と

なり、500 m を超えるとほぼ一定の値を示すことが

わかった。この傾向は同年 2 月にサンプリングした

際とほぼ同様の傾向であった。また河口から 1 km
地点での東西方向では、目立った際はないが、西側

3 km の地点で若干低濃度である以外はほぼ一定濃

度であった。11 月 20 日のサンプリングにおいては

西側 2 km の地点で若干低濃度となっており、相模

湾河口西側 2~3 km 付近に元素濃度が低い地域があ

るとも考えられた。今後さらなる検討を考えている。

海水では表層と水深 3 m の差異は少ないと考えられ

た。

　以上より、相模湾流入河川においては、大型台風

による元素濃度の変化が少なくとも半月程度はみら

れることがわかった。相模川河口付近では、河口か

ら 500 m 程度までは河川の流入の影響で海水の元素

濃度が低くなるが、1 km 以上でほぼ一定となること

が明らかとなった。
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km (A-1), 2 km (S-1), 3 km (S-2), 5 km (S-3) である。

さらに河口から1 kmの地点では東方向に1 km (E-1), 
2 km (E-2), 3 km (E-3) , 及び西方向に 1 km (W-1), 2 
km (W-2), 3 km (W-3) でもサンプリングした。この

地域は沿岸より 1 km を超えると急に深くなる地域

である。採取時の水温はいずれも15～17℃、pHは8.4
付近であった。

　 採 水 し た 試 料 を、No.1 及 び No.5C の ろ 紙

（Advantec）でろ過後シリンジフィター（Minisart 
RC15, Sartorius）でろ過した。測定には ICP-AES (日
立ハイテクサイエンス SPS3500) を使用し、キャリ

ヤーガス：0.35 L/min、プラズマガス：14.0 L/min、
補助ガス：0.40 L/min（いずれも Ar）、吸い込み量：

1.70~ 1.90 mL/min の条件で測定した。

 
結果と討論
表 1 ～ 3 に各河川の定量分析結果を示した。全ての

河川において多くの元素濃度が、春季から夏季にか

け低くなり、秋季にかけ高くなった。2017，2018
年度と同様の傾向であるが、秋季の増加傾向は例年

に比較して大きく、この時期に直撃した 2 つの台風

の影響が考えられた。表 4 に 9 月 5 日に南鳥島付近

で発生し、9 日 3 時前に三浦半島付近を通過後東京

湾を北上し、千葉市に上陸後茨城沖に抜けた台風 15
号の位置、中心気圧、最大風速、表 5 には 10 月 6
日に南鳥島近海で発生し、12 日 19 時前に伊豆半島

に上陸後、関東地方を北上、福島沖に抜けた台風 19
号の位置、中心気圧、最大風速を示した。台風 15 号

表 1．金目川の定量分析結果
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海水試料は、相模川河口周辺において沖より南 5 km
の地点までサンプリングした。各地点は相模川河口

から南方に 100 m (N-1), 200 m (N-2), 500 m (N-3), 
1 km (A-1), 2 km (S-1), 3 km (S-2), 5 km (S-3)であ

る。さらに河口から 1 km の地点では東方向に 1 km 
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(W-1), 2 km (W-2), 3 km (W-3)でもサンプリングし

た。この地域は沿岸より 1 km を超えると急に深くな

る地域である。採取時の水温はいずれも 15～17℃、

pH は 8.4 付近であった。 
採水した試料を、No.1 及び No.5C のろ紙

（Advantec）でろ過後シリンジフィター（Minisart 
RC15, Sartorius）でろ過した。測定には ICP-AES 
(日立ハイテクサイエンス SPS3500)を使用し、キャ

リヤーガス：0.35 L/min、プラズマガス：14.0 L/min、
補助ガス：0.40 L/min（いずれも Ar）、吸い込み量：

1.70~ 1.90 mL/min の条件で測定した。

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 1 金目川の定量分析結果  
                              [mg/L] 

date point Ca Na Si Mg K Sr B Fe Mn Cd Zn 

2019 
4/4 

上流 21.49 12.12 14.14 7.86 1.64 0.07 0.02 ― ― ― ― 
中流 23.86 21.51 13.17 8.09 4.91 0.07 0.03 0.01 ― ― 0.01 
下流 27.37 25.17 12.81 9.52 5.36 0.08 0.03 0.05 0.02 ― 0.01 

2019 
5/28 

上流 15.71 8.35 11.18 5.60 1.34 0.07 0.02 ― ― ― ― 
中流 21.62 16.59 12.40 7.05 3.72 0.08 0.02 ― ― ― 0.01 
下流 20.46 15.17 10.89 6.80 3.59 0.09 0.02 0.05 ― ― 0.01 

2019 
7/11 

上流 17.40 8.60 11.95 6.04 1.52 0.06 0.01 0.01 ― ― ― 
中流 21.23 16.95 12.49 6.90 3.46 0.07 0.02 0.01 ― ― 0.01 
下流 21.35 14.96 9.87 7.06 3.54 0.08 0.02 0.11 0.01 ― ― 

2019 
8/15 

上流 18.20 10.26 14.46 7.43 2.50 0.06 0.02 ― ― ― ― 
中流 20.74 13.46 12.70 6.94 3.03 0.07 0.02 0.01 ― ― 0.01 
下流 18.13 12.82 9.15 6.08 3.23 0.07 0.02 0.04 ― ― ― 

2019 
9/25 

上流 24.86 9.50 17.19 6.50 1.30 0.06 0.02 ― ― ― ― 
中流 21.04 17.05 17.53 7.18 3.62 0.07 0.02 ― ― ― 0.01 
下流 24.54 16.94 17.74 7.65 3.58 0.08 0.03 0.05 ― ― ― 

2019 
12/4 

上流 19.91 9.02 11.87 6.56 1.83 0.06 0.01 0.01 ― ― ― 
中流 21.37 14.64 12.49 7.29 3.45 0.07 0.02 0.01 ― ― 0.01 
下流 27.56 17.69 13.80 9.05 3.92 0.09 0.02 0.05 0.02 ― ― 

 
 
 
 
 
 
 
 

数値の単位 : mg/L .
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表 2 相模川の定量分析結果  

          [mg/L] 
date point Ca Na Si Mg K Sr B Fe Mn Cd Zn 

2019 
4/4 

上流 14.49 9.76 9.56 4.73 2.30 0.05 0.01 ― ― ― ― 
中流 12.42 9.33 9.03 5.44 1.73 0.05 0.01 ― ― ― ― 
下流 144 2685 7.71 338 157 3.73 0.95 ― 0.05 ― 0.02 

2019 
5/28 

上流 13.00 5.54 6.88 3.35 1.20 0.06 0.01 0.02 ― ― ― 
中流 17.31 9.02 10.29 7.18 1.57 0.07 0.02 ― ― ― ― 
下流 30.32 429 10.54 32.0 43.5 0.39 0.19 0.01 ― ― 0.04 

2019 
7/11 

上流 9.45 5.96 8.84 3.25 1.55 0.05 0.01 0.05 ― ― ― 
中流 9.94 6.00 8.75 3.48 1.43 0.05 0.01 0.04 ― ― ― 
下流 10.67 21.61 8.91 4.60 2.78 0.05 0.02 0.05 ― ― ― 

2019 
8/15 

上流 9.85 5.83 9.08 3.43 1.37 0.04 0.01 0.01 ― ― ― 
中流 10.78 6.11 9.31 3.58 1.58 0.05 0.01 0.01 ― ― ― 
下流 15.83 91.7 10.29 13.8 9.72 0.10 0.06 0.01 ― ― 0.01 

2019 
9/25 

上流 10.20 6.75 14.80 3.94 1.57 0.05 0.01 0.02 ― ― ― 
中流 15.23 7.38 15.23 4.72 1.58 0.05 0.01 0.01 ― ― ― 
下流 25.56 157.6 15.74 21.2 14.3 0.15 0.09 0.01 ― ― 0.01 

2019 
12/4 

上流 12.31 6.41 9.54 4.16 1.73 0.05 0.01 0.02 ― ― ― 
中流 11.31 6.70 9.12 4.05 1.76 0.05 0.01 0.03 ― ― ― 
下流 15.81 31.4 9.54 6.75 3.36 0.06 0.02 0.04 0.01 ― ― 

 
 
表 3 早川の定量分析結果 

            [mg/L] 
date point Ca Na Si Mg K Sr B Fe Mn Cd Zn 

2019 
4/4 

上流 29.38 20.38 24.72 12.19 3.45 0.13 0.11 0.10 0.03 ― ― 
中流 20.96 37.76 22.02 5.98 4.18 0.09 0.47 0.03 ― ― ― 
下流 19.16 29.09 21.39 6.07 3.94 0.08 0.35 0.02 ― ― ― 

2019 
5/28 

上流 32.46 16.38 21.65 9.83 3.12 0.10 0.11 0.07 ― ― ― 
中流 17.62 28.63 18.86 4.35 3.19 0.09 0.31 0.02 ― ― 0.01 
下流 15.84 24.49 19.44 4.91 3.28 0.09 0.26 0.02 ― ― ― 

2019 
7/11 

上流 32.55 16.93 23.18 10.83 3.15 0.13 0.11 0.06 0.10 ― ― 
中流 12.50 20.85 18.25 3.68 2.64 0.06 0.21 0.05 0.01 ― ― 
下流 16.20 18.91 18.71 4.66 3.04 0.07 0.21 0.11 0.01 ― ― 

2019 
9/25 

上流 30.14 16.40 27.54 10.5 3.09 0.11 0.20 0.07 0.06 ― ― 
中流 17.61 22.73 24.57 4.67 2.91 0.07 0.34 0.10 0.01 ― ― 
下流 19.05 19.65 24.48 5.12 3.08 0.07 0.29 0.08 0.01 ― ― 

2019 
12/4 

上流 32.00 15.73 21.67 10.18 3.14 0.13 0.11 0.05 0.06 ― ― 
中流 A 18.84 18.24 18.75 5.07 2.95 0.09 0.19 0.06 0.02 ― ― 
中流 B 73.15 157.2 18.80 3.52 10.49 0.51 2.33 0.02 0.02 ― ― 
下流            

中流 A：例年のサンプリング地点より約 500 m 下流 
中流 B：早川へ流入する排水口より採水 
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上流 32.00 15.73 21.67 10.18 3.14 0.13 0.11 0.05 0.06 ― ― 
中流 A 18.84 18.24 18.75 5.07 2.95 0.09 0.19 0.06 0.02 ― ― 
中流 B 73.15 157.2 18.80 3.52 10.49 0.51 2.33 0.02 0.02 ― ― 
下流            

中流 A：例年のサンプリング地点より約 500 m 下流 
中流 B：早川へ流入する排水口より採水 

表 2．相模川の定量分析結果

表 3．早川の定量分析結果

中流 A : 例年のサンプリング地点より約 500 m 下流．
中流 B : 早川へ流入する排水口より採水．
数値の単位 : mg/L .

数値の単位 : mg/L .

表 4．台風 15 号の位置，中心気圧，最大風速 5)

＊ : 平塚市の緯度 : 35.335，経度 : 139.35

 
 
  

日時 緯度 経度 中心気圧(hPa) 最大風速(m/s) 
9 月 8 日３時 30.2 140.5 955 45 

９時 31.5 139.5 955 45 
15 時 33.0 139.0 955 45 
21 時 34.1 139.0 955 45 

9 月 9 日 3 時 35.3 139.7 960 40 
９時 36.4 140.9 970 40 
15 時 37.4 142.4 980 35 
21 時 38.3 144.3 985 30 

 
 

 
  

日時 緯度 経度 中心気圧(hPa) 最大風速(m/s) 
10 月 11 日 15時 28.8 137.5 935 45 

21 時 29.9 137.1 945 45 
10 月 12 日 3 時 30.8 137.1 945 45 

9 時 32.0 137.4 945 45 
15 時 33.7 138.2 950 40 
21 時 35.6 139.6 965 35 

10 月 13 日 3 時 38.2 141.8 975 30 
9 時 39.5 143.5 975 30 
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表 5．台風 19 号の位置，中心気圧，最大風速 5)

表 6．2019 年 12 月 19 日 (N-1 ～ S-3)，12 月 20 日 (E-1 ～ W-3) 相模湾海水の定量結果

同研究助成（RIIS202004）を受けて行った。ここに

謝意を表します。
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9 月 8 日３時 30.2 140.5 955 45 

９時 31.5 139.5 955 45 
15 時 33.0 139.0 955 45 
21 時 34.1 139.0 955 45 

9 月 9 日 3 時 35.3 139.7 960 40 
９時 36.4 140.9 970 40 
15 時 37.4 142.4 980 35 
21 時 38.3 144.3 985 30 

 
 

 
  

日時 緯度 経度 中心気圧(hPa) 最大風速(m/s) 
10 月 11 日 15時 28.8 137.5 935 45 

21 時 29.9 137.1 945 45 
10 月 12 日 3 時 30.8 137.1 945 45 

9 時 32.0 137.4 945 45 
15 時 33.7 138.2 950 40 
21 時 35.6 139.6 965 35 

10 月 13 日 3 時 38.2 141.8 975 30 
9 時 39.5 143.5 975 30 

 
 

 

 
point 

distance* 
depth 
(m) 

Na 
( 10 ) 

Mg 
( 10 ) 

Ca 
( 10 ) 

K 
( 10 ) Sr B Maximum 

depth (m) 

N-1 
100 m, 0 

0 9.29 10.81 3.51 0.53 7.47 4.42 6 
3 9.27 10.99 3.64 0.54 7.48 4.16 

N-2 
200 m, 0 

0 8.98 10.58 3.39 0.51 7.33 3.98 4 
3 9.72 11.18 3.61 0.55 7.65 4.26 

N-3 
500 m, 0 

0 10.51 12.06 3.97 0.61 8.21 4.57 13 
3 10.37 11.83 3.91 0.61 8.07 4.40 

A-1 
1 km, 0 

0 10.51 11.96 3.91 0.60 8.12 4.63 38 
3 10.66 12.04 4.05 0.60 8.15 4.60 

S-1 
2 km, 0 

0 10.36 12.01 3.81 0.61 8.17 4.43 231 
3 10.51 12.00 3.94 0.62 8.12 4.51 

S-2 
3 km, 0 

0 10.59 12.07 3.81 0.60 8.26 4.60 376 
3 10.83 12.18 3.94 0.62 8.28 4.59 

S-3 
5 km, 0 

0 10.35 11.95 3.75 0.61 8.09 4.46 617 
3 10.75 12.13 3.97 0.62 8.29 4.64 

E-1 
1 km, 1 km 

0 10.38 12.03 3.75 0.62 8.47 4.35 32 
3 10.68 12.06 3.76 0.60 8.50 4.43 

E-2 
1 km, 2 km 

0 10.79 11.92 3.72 0.62 8.36 4.34 20 
3 10.48 11.97 3.76 0.58 8.36 4.28 

E-3 
1 km, 3 km 

0 10.49 11.95 3.74 0.62 8.41 4.31 18 
3 10.37 12.02 3.81 0.60 8.36 4.25 

W-1 
1 km, -1 km 

0 10.55 12.11 3.79 0.63 8.42 4.34 30 
3 10.23 11.83 3.74 0.59 8.37 4.19 

W-2 
1 km, -2 km 

0 10.15 11.66 3.70 0.59 8.25 4.32 30 
3 10.48 11.96 3.85 0.62 8.37 4.30 

W-3 
1 km, -3 km 

0 9.97 11.66 3.73 0.57 8.15 4.12 25 
3 10.57 12.00 3.74 0.62 8.40 4.29 

* distance from the coast : the sampling point was indicated by transcription of the south A m, the east B m.  
数値の単位：[mg/L]
* 岸からの距離：南方 Am，東方 Bm で記載．
数値の単位：mg/L.
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序論
相模湾は伊豆半島から三浦半島を経て房総半島に至

る、太平洋にむかって開かれた湾である。この湾の

沖合には黒潮が流れる一方で、複数の河川から淡水

が流入し、湾内には複雑な環境が形成されている 1)。

中でも平塚市周辺の海域は、相模川からの淡水の流

入にくわえて、平塚海谷と呼ばれる特異な海底地形

が存在し、環境が複雑に変動している 2)。このよう

に変動する環境にあっても、様々な生物が植物プラ

ンクトンの行なう光合成・一次生産に支えられて棲

息していることに変わりはない。この海域で植物プ

ランクトンを解析し、生息環境と対応付けて考える

ことはこの海域の生態系を理解するために重要であ

Abstract:  The amount of precipitation around the Sagami River estuary in autumn 2020 
was 38% of that in autumn 2019 and this was expected to reduce the inflow of river-water to 
the estuary. To estimate the effects of the decreased precipitation, the abiotic and biotic envi-
ronments were measured in the estuary in January 2021 and were compared with those in De-
cember 2019. The reduced precipitation clearly affected the abiotic environment. The coastal 
water-mass derived from river water, which was observed in December 2019, was not observed 
in this study. The open sea water-mass covered the estuary and the salinities measured in 
this study were ca. 0.4‰ higher than those of December 2019. The reduced precipitation also 
affected the biotic environment. The phytoplankton biomass was significantly lower and the 
accumulation of phytoplankton on the seafloor was not observed in this study. Corresponding 
to the lower biomass, the surface densities of the dominant diatom species (Skeletonema costa-
tum complex) in this study decreased to ca. 40% of those in December 2019, although decreases 
in cell density were not observed in the dominant haptophyte species (Gephyrocapsa oceanica). 
The effects of lower precipitation varied from species to species, resulting in significant chang-
es in the species composition of phytoplankton communities. This study showed that decreased 
precipitation has a marked impact not only on abiotic environments in the estuary but also on 
biotic ones. 
Keywords: biomass, Gephyrocapsa oceanica , Sagami River estuary, Skeletonema costatum 
complex, species composition 

相模湾河口域における長期環境変動モニタリング8
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蛍光強度は、観測と同時に採水した海水試料から求

めたクロロフィルa 濃度で較正し、クロロフィルa
濃度 (µg ℓ -1)に換算した。海水試料はガラス濾紙（GF/
F, Whatman）に濾過し、濾紙上に残った粒子より

N,N- ジメチルホルムアミド（富士フイルム和光純薬

株式会社）でクロロフィルa を抽出した。溶液中の

クロロフィルa 濃度は蛍光分光器（TD-700, Turner 
Designs）を用いて蛍光法で求めた。同時に測定され

た圧力から測定点の水深をもとめ、これと対応付け

て、各測点での塩濃度、海水密度指数、クロロフィ

ルa 濃度の鉛直分布を求めた 5）。さらに、観測点の

河口からの距離とあわせて計算し、測定点の水深を

境界条件として設定した上で、コンターマップを作

成した（G-sharp, 日本電子株式会社）。

硝酸態無機窒素濃度
河口と沖合 200 m、400 m、1000 m 付近の 4 測点（1
月 28 日）、沖合 1000 m、1500 m、2000 m、4000 
m、5500 m 付近の 5 測点（1 月 15 日）の南北直線

上の合計 9 測点（図 1）で採水を行なった。バンドー

ン採水器（OSK12XL010, オガワ精機株式会社）を

用い水深 1 m と 10 m から採水し、遮光した保冷庫

に入れて実験室まで輸送した。試料は測定まで 5℃、

暗所で保存した。試料中の硝酸態窒素の濃度はカ

ドミウム還元法による呈色反応で求めた（Marine 
Checker HI781, HANA Ins.)。

植物プランクトンの群集構造の解析
相模川河口から南に向かって沖合に 100 m、1000 m、

5000 m の南北直線上の 3 測点（図 1）で水深 1 m
と 10 m からバンドーン採水器を用いてした。海水

試料は 250 ml 黒色ポリびんに入れ、速やかに 0.1%
中性ホルマリン -0.025% グルタルアルデヒド固定液

を添加した．固定試料は、黒ビニール袋で遮光の上、

保冷剤を入れたクーラーバックで保存し、固定試料

の濃縮と光学顕微鏡による観察まで、暗所・冷蔵庫

(5℃ ) に保管した。固定試料 250 ml は、 引圧せずに

膜フィルター ( 孔径 0.2 µm)（ISOPORE, Millipore）
で約 30 ml まで濃縮後、utermöhl 法により倒立光学

顕微鏡 (DMIL、Leica 社 ) を用いて観察した。Edler 
L. and Malte E. (2010) 6) に従い細胞密度を推定し

た。微小な細胞は、チャンバー視野面積を分割して

高倍率の対物レンズで観察し、全視野面積は低倍レ

ンズで確認した。プランクトンの同定（属名と種名）

は、Tomas C. R. (ed.) (1997)7) および Takuo O. et al. 
(2012)8) に従った。複数種が混在し、光学顕微鏡下で

は判別できない種群は、種名の後に complex として

記載した。

る 2-4)。さらに、近年の地球温暖化とそれに伴う気候

変動は、この海域にも様々な影響を与えることが予

想される。海域に普遍的な特性と地球温暖化にとも

なって生じる現象とを分けて捉え、影響を正確に把

握するためには、この海域での複数年にわたる測定

が重要であり、我々は 2010 年以来継続した調査を

実施している。本研究では、秋季の降雨量が極めて

少ない本年度の気象に着目した。この気象条件が海

況に与えた影響を明らかにし、河口域の生態系がど

のように変化したかを検討するために、昨年の海況・

植物プランクトン群集の観測結果と比較した。

材料と方法
環境要因と植物プランクトン生物量の測定
非生物的環境要因と植物プランクトン生物量の測定

を 2021 年 1 月 15 日に行った。相模川河口から南に

向かって沖合に 1000 m、1200 m、1500 m、2000 m、

3000 m、4000 m、5000 m の 7 測点を南北直線上に

設定して測定した ( 図 1)。さらに、1 月 28 日に相模

川河口周辺について、河口から南に向かって沖合に

1000 m まで 100 m ずつ 11 測点を南北直線上に設定

して測定した。GPS を用いて緯度経度を求め、各測

点の河口からの距離を得た。測点の水深は音響測定

器を用いて測定した。各側点では、調査船舷側より

直読式総合水質計 (AAQ126, JFE アドバンテック株

式会社 ) を垂下して、電気伝導度、温度、圧力、さ

らに、クロロフィル蛍光強度を測定した。電気伝導

度と圧力は、測定器付属のソフトウェアにより塩分

濃度 (‰ ) と水深 (m) に換算した。海水の密度指標

( σ ) は、塩分濃度と温度、圧力から算出した海水密

度 (kg m-3) より 1000 を引いて求めた。クロロフィル

図 1．観測海域．相模川河口から南方沖合 5 km の線上に
測点を設けた．A．相模湾全景．図中の四角形は図 B の位
置を示す．B．観測海域．図中直線は調査した観測点を設
けた南北の線を示す．

5 km

20 km
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結果
海況
観測期間中の河口付近の水温は 17.4 ～ 17.7℃の範

囲にあった。表層付近の水温が最も低く 17.5℃以下

であり、水深 5 m 付近で 17.7℃に上昇した。沖合で

測定した表層の水温は、沖合 1000 m で 17.4℃で、

沖へ向かうにつれてわずかずつ上昇し、 2000 ｍで

17.6℃、3000 ｍで 17.7℃となった。場所によりわず

かに変化したが、全体として水深 50 m までの水温

は表層の水温と等しくほぼ一定であった（図 2A）。

河口付近の塩分濃度は表層で 33.1‰であった。しか

し、塩分濃度は水深とともに急激に上昇し、水深 5 
m では 34.6‰となった（図 2B）。沖合で測定した塩

分濃度には河口の表層に見られた低塩分濃度の水塊

は認められず、沖合 5000 ｍまで 34.8 ～ 34.9‰の範

囲でほぼ一定であった。また、水深による変化は殆

ど認められなかった（図 2B）。塩濃度、水温、圧力

から各測定点の密度指標σを求めた。河口付近では、

表層の低塩分濃度の水塊のため、水深 0 ～ 3 m の範

囲で、24.3 ～ 25.5 の低密度の水塊が認められた。し

かし、3 m 以深のσは 25.0 ～ 25.3 でほぼ一定であっ

た。沖合の表層でσは 25.8 であった。沖に向かっ

て水温が高くなるため、2000-5000 ｍの表層でσは

低下し 25.5 となった。2000-3000 ｍの範囲では、水

深とともに密度が僅かながら上昇した（図 2C）。こ

れらの非生物的要因とともに測定した蛍光強度から

クロロフィルa 濃度を推定した。表層のクロロフィ

ルa 濃度は河口付近で最も低く 1.2µg ℓ -1 であり、沖

合に向かって徐々に上昇し、2500 ｍで 1.3 µg ℓ -1、

5000 ｍで 1.6 µg ℓ -1 を超える値が確認された。海中

でも表層とほぼ等しい値が認められたが、その値は

水深とともに僅かに変動した。沖合 2000 ｍでは、

表層から水深 10 m でクロロフィルa 濃度が上昇し

たが、10 ～ 40 m では水深とともに低下し、さらに

40 m から 50 m の間でクロロフィルa 濃度が僅かに

上昇する複雑な変化を示した（図 2D）。

硝酸態無機窒素濃度
硝酸態窒素濃度を水深1 mと10 mで測定した (図3)。
水深 1 m の硝酸態無機窒素濃度は、河口で 2.56 mg 
ℓ -1 であり、河口から沖合に向かって、125、444、
1065、1534 m でそれぞれ 1.13、1.17、0.66、0.21 
mg ℓ -1 と急激に低下し、3825 m では、 0.02  mg ℓ -1

に低下した。一方、深度 10 m の硝酸塩濃度は表層

に比べて低く、河口で 0.19 mg ℓ -1 であり、沖合に向

かってわずかに低下し、5486 m で 0.05 mg ℓ -1 となっ

た（図 3）。

植物プランクトンの群集構造
河口付近の表層に形成された低塩分濃度の水塊に

は淡水に生息する珪藻種が多く認められた（表 1）。 

図 2．相模川河口域の海況と植物プランクトンの分布．河
口から沖合に向かって南北方向に設定した測定線上で測定
し，河口からの距離と水深で表した水塊断面上に水温（A），
塩分濃度（B)，密度の指数σ（C）およびクロロフィルa
濃度（D) の分布を示した．

図 3．河口付近の表層 1 m と水深 10 m で測定された硝酸
態窒素濃度．白丸（○）と黒丸（●）は水深 1 ｍで 1 月
28 日と 1 月 15 日に採水した海水中の濃度，白菱（◇）と
黒菱（◆）は水深 10 ｍで 1 月 28 日と 1 月 15 日に採水し
た海水中の濃度を示す．
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m m m m m m m m m m m m
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河 口 か ら 沖 合 100 m の 表 層 水 で はNavicula 
spp. や Cyclotella spp.、Fragilariopsis spp .、
Stephanodiscus sp. の羽状目の珪藻種が認められ

た。これらの種をはじめとする淡水棲珪藻種（表

1）の密度は非常に高く、この海水試料中の全ての

珪藻種の細胞数の半数（54.1%）を占めていた。同

じ採水点 ( 沖合 100 m) の水深 10 m 層でもNavicula 
spp. やStephanodiscus sp. が高い密度（それぞれ

4733 と 653 cells ℓ -1）で認められ、これらの種をは

じめとする淡水棲珪藻種の細胞数は、この海水試料

中の全珪藻種の細胞数の半数（50.3%）を占めてい

た。珪藻以外の藻類種に着目すると、淡水に生息す

る種はほとんど認められなかった（表 1）。100 m
沖合の表層海水試料にわずかに認められた緑藻類

Scenedesmus sp. やMougentia sp. もその密度は低

表 1．海水試料中の植物プランクトン群集の種組成

細胞密度 (cells ℓ -1)
表中の CH 列は各種につい
て以下の特性をしめす．
b : 汽水域生息種．
c : 寒冷域生息種．
f : 淡水域生息種．
i : 内海・沿岸域生息種．
w : 暖海域生息種．
o : 外洋生息種．
< : 上述の傾向を持つ種．
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く、珪藻以外の藻類種に占める割合は 5% 足らずで

あった。沖合 1000 m から採水した海水試料中にも

淡水に生息する珪藻種が認められたが、その割合は

小さく、表層と 10 m 層でそれぞれ 29.8％と 3.6％で

あった。河川水に由来すると考えられる低塩分濃度

の水塊の影響はこの測点では小さくなったことが示

唆された。この測点では珪藻種以外の淡水に生息す

る藻類種は認められなかった（表 1）。沖合 5000 m
の海水試料中にも淡水に生息する珪藻種がわずかに

認められたが、その割合は、表層と 10 m 層でそれ

ぞれ 1.4％と 0.1％であった。この測点では珪藻種以

外の淡水に生息する藻類種は認められなかった（表

1）。河川水に由来すると考えられる低塩分濃度の水

塊の影響はこの測点ではさらに小さくなったことが

示唆された。これらの淡水に棲息する藻類は、顕微

鏡観察で葉緑体などの細胞構造が明瞭に認められた。

これら藻類の細胞は有機物を含み、この海域の生態

系を支えるエネルギー源として機能している可能性

が高い。しかし、海水試料中の塩分濃度が低くない（最

低でも 33.1‰）ことを考えると、この海域で増殖し

て一次生産を行なうことは難しいと推定される。

　海水に棲息する珪藻種の中で優占していたの

は、Skeletonema costatum complex で 沖 合 100、
1000、5000 m の採水点の表層で、それぞれ 2938、
3590、37418 cells ℓ -1、水深 10 ｍ層で、それぞれ

3074、3318、30845 cells ℓ -1 であった。S. costatum 
complex は沖合 100、1000、5000 m の採水点の表

層で、それぞれ 13、38、62 ％、水深 10 ｍ層で、

それぞれ 43、34、65% を占めていた。一方、珪

藻類以外の藻類ではハプト藻類のGephyrocapsa 
oceanica が優占していた。G. oceanica の密度は沖

合 100、1000、5000 m の採水点の表層で、それぞ

れ 16973、22685、35904 cells ℓ -1、水深 10 ｍ層で、

それぞれ 18115、29213、24317 cells ℓ -1 であった。

G. oceanica は沖合 100、1000、5000 m の採水点

の表層で、珪藻以外の藻類全体の細胞数のそれぞれ

84、88、79％、水深 10 ｍ層で、それぞれ 89、88、
75% の細胞数を占めていた。測定から明らかになっ

た優占度（全藻類の細胞数に占める各種藻類の細胞

数の割合）を考えると、これらの優占種が、この時

期の相模川河口域生態系の一次生産に与える影響は

極めて高いと考えられる。また、珪藻種S. costatum 
complex の細胞容積が、ハプト藻種G. oceanica に比

較して極めて大きいことを考慮すると、特に珪藻類

優占種がこの海域の一次生産者として重要であると

考えられた。

考察
非生物的環境
1月15日に測定された水温、塩分濃度、密度指標σは、

鉛直方向に均一であり、沖合 1000 m から 5000 ｍの

範囲で大きな変化はなかった（図 2）。水温は陸に近

づくにつれてわずかに低下したが、これは浅い水深

の海域で、低温大気により海水が早く冷却されたた

めと推定される（図 2A）。塩分濃度は水深に伴う変

化は小さく、この範囲でほぼ均一であった（図 2B）。

水温低下に対応して、沿岸付近の海水密度は僅かに

高かった（図 2C）。一方、1 月 28 日の塩分濃度、密

度指標σは、一定水深以上の水塊で、鉛直方向にも、

沖合に向かって南北方向にもほぼ一定であった（図

2）。しかし、水深 5 m 以浅の表層に低温、低塩分濃度、

低密度の特徴的な水塊が認められた。1 月 28 日の

測定で水深 5 m 以浅の表層に認められた特徴的水塊

は、降雨に対応したものと推定される。測定海域付

近の平塚市の降水量は、1 月 15 日までの一週間で 0.5 
mm であったの対し、1 月 28 日までの一週間で 30.5 
mm であった 9）。相模川河口域では 30 mm 程度の降

雨による河川水の流入で特徴的水塊が生じ、厚さ数

m、沖合 1000 m の範囲で塩分成層が生じたことが

推定される。1 月 28 日の測定ではこの水塊と対応し

た高い硝酸態窒素濃度が認められた。河口表層の硝

酸態窒素濃度は、同時に測定した水深 10 m の濃度

の 10 倍以上の濃度であった。降雨前の 1 月 15 日に

測定された沖合 1500 m 以遠の硝酸態窒素濃度に対

しても、河口表層の濃度が 10 倍以上であったことを

考えると、硝酸態窒素が河川水に由来する水塊と対

応することは明らかである。降雨と河川水の流入が、

硝酸態窒素の供給に重要であることが示めされた。

長期的な降雨の違いはこの海域の海況にさらに大き

な影響を与えている可能性がある。降雨の違いの海

況への影響を検討するため、降水量が特徴的に少な

かった本研究の結果を昨年度の同時期に測定された

海況と比較した。降雨量を気象庁のデータ 9）を用い

て、平塚市で観測された降水量をみると、台風によ

る降雨が無かったことで 2019 年 9 月から 2020 年 1
月の降水量と 2020 年 9 月から 2021 年 1 月の降水量

に大きな違いが生じていたことが分かる（図 4）。特

に 2020 年 10 月の降水量は 150 mm 程度で、2019
年の 38％に過ぎず、全体の降水量を 低くしていた。

2020 年には 11 月以降も降水量が少なく、11 月から

1 月の降水量は、前年の 11％、20％、42％に過ぎな

かった。この期間の全降水量を比較すると、2020 年

度の降水量は 2019 年度の 38％に過ぎなかった（図

4）。この降水量の違いは河口域の塩分濃度の測定結

果と良く対応していた。2019 年 12 月に測定された
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この海域の塩分濃度の分布 10）と比較すると、長期間

降水量の低かった 2021 年 1 月の塩分濃度は平均で

約 0.4‰高くなっていた ( 図 5)。また、冬期に沿岸の

海底付近に認められる低温・低塩分濃度の水塊（図

5A）が 2021 年 1 月の測定では観測されなかった。

生物的環境
2019 年 12 月に測定されたこの海域のクロロフィル

a 濃度の分布 10）と本研究で明らかになった 2021 年

1 月の分布を比較すると明瞭な差が認められた（図

6）。2019 年 12 月に測定されたクロロフィルa 濃度

の分布には、表層で高く深層で低い鉛直方向の勾配

が認められたが、本研究の測定結果には認められな

かった。2019 年 12 月に沿岸の海底付近に認められ

た低温・低塩分濃度の水塊 ( 図 5A) は、鉛直混合の

深度を浅くし、これにより表層付近での光合成を維

持され易くすると推定される。2019 年 12 月に測定

されたクロロフィルa 濃度の鉛直方向の勾配とこの

水界の存在は対応していた。2021 年 1 月の植物プ

ランクトン生物量が、2019 年 12 月に比較して低く

なったことは、先に示された、硝酸態窒素の供給に

降雨とそれに伴う河川水の流入が重要であることと

良く対応していた。さらに、2019 年 12 月に先立つ

5 ヶ月の間に、降雨に伴って河川から淡水が流入し

たことは、2021 年 1 月の先立つ期間に比較して大量

の栄養塩を供給し、植物プランクトンを増殖させた

と予想される。2019 年 12 月には認められた河口付

近の海底への植物プランクトンの集積が 2021 年 1
月には認められなかったことは、降水量の違いと良

く対応していると考えられる。本研究では、測定直

前に降雨のあった 2021 年 1 月 28 日には河口付近で

高い硝酸態窒素濃度が認められた。それにも関わら

ず、河口付近に高いクロロフィルa 濃度が認められ

なかったことは、測定が降雨直後（3 ～ 0 日）であり、

植物プランクトンの増殖が不十分であったためと考

えられた。

　降水量の長期間の変動に起因する海況の変化は、

生物量の違いのみならず、植物プランクトン群集の

群集構造にも大きな違いを生じさせていた。優占種

であるS. costatum の表層海水試料中の細胞密度は

2019 年 12 月にも計測されている 10）。この結果と本

研究で 2021 年 1 月に計測を行なった結果を比較す

ると、大きな違いが認められた。2019 年 12 月に河

口から 100、1000、5000 m 沖合で採水された海水

試料中の密度はそれぞれ 57038、13437、12458 cells 
ℓ -1 であったのに対し、2021 年に河口から同様の測

点で採水された海水試料中の密度はそれぞれ 2938、
3590、27418 cells ℓ -1 であった（表 1）。2019 年S. 
costatum の密度は河口から沖合 100 m 付近で最も

高く、沖合 1000 m、5000 m で低くなっていたのに

対し、2021 年 12 月の密度は 100 m 付近で最も低く、

沖合 1000 m、5000 m にむかって高くなっていた。

このため、2019 年に計測された細胞密度に対する

2021 年に測定された細胞密度は 100 m 沖合で 5.4%、

1000 m 沖合で 27% に過ぎなかったが、5000 m 沖合

では 220% となった。また、2021 年 1 月の 3 点での

平均は 2019 年 12 月の平均の 41% に過ぎなかった。

この結果は、2021 年のクロロフィルa 濃度が 2019
年に比較して低い値を示したこと（図 6）と対応し

ていた。一方、珪藻以外の藻類で優占していたハプ

ト藻類G. oceanica でも 2019 年 12 月には 2021 年

12 月に測定された密度と同様に河口付近で小さく沖

合に向かって大きくなる傾向が認められたが、年度

図 4．秋期相模川河口付近（平塚市）の降水量．日本気象
協会ホームページ過去の気象データより作成．観測前 4
半期，2019 年 9 月～ 2020 年 1 月（A）と 2020 年 9 月～
2021 年 1 月（B) を比較． 図 5．相模川河口域の塩分濃度分布の降水量にともなう変

化．河口から沖合に向かって南北方向に設定した測定線上
で測定し，河口からの距離と水深で表した水塊断面上に塩
分濃度の分布を示した．2019 年 12 月（A）と 2021 年 1
月に測定（B)．
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間の差異は珪藻優占種ほど大きくはなかった。2019
年 12 月に河口から 100、1000、5000 m 沖合で採水

された海水試料中の密度はそれぞれ 21057、18185、
20400 cells ℓ -1 であったのに対し、2021 年に河口か

ら同様の測点で採水された海水試料中の密度はそれ

ぞれ 16973、22685、35904 cells ℓ -1 であった（表 1）。
2021 年 1 月の 3 点での平均は 2019 年 12 月の平均

に比べて 27％上昇していた。海域全体で見ると、細

胞の大きな珪藻優占種の細胞密度が大きく減少して

いたのに対し、細胞の小さなハプト藻優占種が増加

していたことは、降雨の減少に伴って予想される栄

養塩供給の低下と対応していた。降雨の減少は植物

プランクトン生物量の減少ばかりでなく、植物プラ

ンクトン群集の群集構造を大きく変化させる可能性

を強く示唆していた。また、クロロフィルa 濃度で

みた、生物量の変化は、細胞体積の小さいハプト藻

類より、珪藻類の細胞密度の変化と良く対応してい

た。

結論
相模川河口付近の 2020 年 9 月から 2021 年 1 月の降

水量は 2019 年 9 月から 2020 年 1 月の 38％であっ

た。河川水の流入量を低下させたことが予想される。

少ない降水量と対応して、2019 年 12 月に認められ

た河川水に由来することが予想される沿岸水塊は本

研究の測定では認められなかった。このため、2019
年 12月に比較して 0.4‰高い塩分濃度が観測された。

図 6．相模川河口域のクロロフィルa 濃度分布の降水量に
ともなう変化．河口から沖合に向かって南北方向に設定し
た測定線上で測定し，河口からの距離と水深で表した水塊
断面上にクロロフィルa 濃度の分布を示した．2019 年 12
月（A）と 2021 年 1 月に測定（B)．
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生物的環境にも違いが認められた。本研究の測定で

はクロロフィルa 濃度から推定される植物プランク

トン生物量が大きく低下し、1 km 沖合海底にしばし

ば認められる植物プランクトンの集積が認められな

かった。生物量の低下と対応して、本研究で測定さ

れた珪藻類優占種（S. costatum complex）の細胞密

度が 2019 年 12 月の約 40％に低下した。一方、ハ

プト藻類の優占種（G. oceanica）には細胞密度の低

下は認められなかった。少ない降水量の影響は種ご

とに異なり、その結果、植物プランクトン群集の種

組成も大きく変化させていた。本研究の結果は、降

水量の低下が相模川河口域の非生物的環境のみなら

ず、生物的環境に大きな影響を与えることを示して

いた。

謝辞
相模川河口域の継続的調査研究の一環として、プ

ランクトン群集形成の解析を行なった本研究は、

神奈川大学理学部総合理学研究所共同研究助成

（RIIS202004）をうけて実施された。研究にご理解

を頂き、支援いただいた神奈川大学理学部総合理学

研究所の所員の皆さんに深くお礼申し上げる。





Science Journal of Kanagawa University 32  : 81-86 (2021)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■テクニカルノート■　

序論
ゲノム倍数化（全ゲノム重複）は、染色体のセット

数が倍化する現象であり、生物の進化の過程で繰り

返し生じてきたと考えられている。特に、植物にお

いてはこのゲノム倍数化が普遍的に起こり、倍数化

に伴う環境適応能力の向上が植物の種分化の大きな

推進力になってきたとされている 1)。また、ゲノム

倍数化を経て 4 倍体化した植物は、根、花、葉など

の各器官の成長が促進される傾向があり 2-5)、この

ことを利用した倍数体育種も盛んに行われている 6)。

しかし、一方では人工的に作出した高次倍数体（6

倍体及び 8 倍体）において、成長が抑制される現象

も報告されている 7,  8)。以上のことから、ゲノム倍数

化は植物の成長に対して正負両面の影響を及ぼすと

考えられる。しかし、高次倍数化による抑制を含め

たゲノム倍数化にともなう成長変化の定量的な解析、

及びその変化のメカニズムの解析は未だに行われて

いない。

　ゲノム倍数化が成長に及ぼす影響の解析には、高

次倍数体を含む人工同質倍数体系列を安定して作出

するための手法の確立が必要不可欠である。同質倍

Abstract:  Colchicine gel treatment is one of the major methods used to induce polyploid 
strains in plants. In this study, we examined several conditions of colchicine gel treatment in 
the diploid and tetraploid of Arabidopsis thaliana (ecotype: Columbia) to establish the most 
efficient method of tetraploid and octaploid induction, and compared the induction efficiency 
with that of one-drop colchicine solution treatment, which was previously reported. The shoot 
apex of diploid and tetraploid seedlings was treated with colchicine gel (0.5% or 1.0% colchicine 
dissolved in 1.0% agarose) for several days. Thus, 0.5% colchicine gel treatment of the diploid 
for two days induced tetraploid (7.5% of treated seedlings) most efficiently under all examined 
conditions, suggesting that one-drop colchicine solution treatment of the diploid is more effi-
cient than colchicine gel treatment. 0.5% colchicine gel treatment of the tetraploid for two days 
induced octaploid (5.0% of treated seedlings) most efficiently, which is similar to the one-drop 
colchicine solution treatment of the diploid. The survival rate of colchicine gel-treated seed-
lings was much lower than that of one-drop colchicine-solution-treated seedlings. The survival 
rate difference resulted in a lower efficiency of polyploid induction by colchicine gel treatment. 
These results suggest that one-drop colchicine solution treatment of the tetraploid can most ef-
ficiently induce octaploid. 
Keywords: Arabidopsis thaliana, tetraploid, octaploid, colchicine, flow cytometry
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洗浄し、RO 水に浸漬した状態で 4℃で 3 日間静置し

た。なお、この際に使用した RO 水は、オートクレー

ブ滅菌済みのものを使用した。

コルヒチンゲルの作成
1.0%（w/v）低融点アガロース（NuSieveTM GTGTM 
Agarose, Lonza）にコルヒチン（Sigma）を 0.5% ま

たは 1.0% の濃度（w/v）で溶かし込み、コルヒチン

ゲルを作成した。作成後は、使用まで 4℃で遮光保

存した。

コルヒチン処理（ゲル法）と倍数体の予備選抜
滅菌済み角型シャーレに入れた GMA 培地（1.5% 寒

天を含む 1/2 Murashige & Skoog 培地）上に、滅菌・

吸水・低温処理を行ったシロイヌナズナ 2 倍体及び

4 倍体の種子を無菌的に播種した。播種後、プレー

トの蓋を閉じ、蓋との間に生じた空隙をサージカル

テープ（MicroporeTM Surgical Tape, 3M）で覆った

上で（周縁部を 3 周分サージカルテープで巻いて覆っ

た）、LED インキュベータ（LH-241PFD-SS, 日本医

化機械製作所）内で温度一定（22 ± 0.5℃）、連続光（90 
± 5 µmol m-2 s-1）、湿度 70 ± 10% の条件で育成し

た。

　3 枚目の本葉（子葉を入れて 5 枚目の葉）が展開

し始めた発達段階（今回の育成条件では播種後 9 日

目）で、無菌的に植物体の茎頂にコルヒチンゲルを

数体とは、雑種起源と考えられる複数のゲノムを含

む異質倍数体ではなく、同質なゲノムの重複に由来

する倍数体のことであり、近年その重要性が認識さ

れつつある 9,  10)。人工同質倍数体の作出はこれまで

に園芸品種や作物を中心に多く行われてきたものの
11-13)、その多くが 4 倍体の作出を目的としており、高

次倍数体の作出について詳細に記述した例は少ない。

倍数化が器官成長に及ぼす影響について解析が進め

られてきたモデル植物シロイヌナズナ（Arabidopsis 
thaliana）の同質倍数体の作出についても、細胞分

裂阻害剤水溶液への植物体全体の浸漬 14, 15)（以下、

浸漬法）、茎頂への細胞分裂阻害剤水溶液の滴下 3, 15)

（以下、滴下法）、細胞分裂阻害剤を含んだゲルによ

る茎頂の被覆 16)（以下、ゲル法）などいくつかの手

法が様々な処理条件で用いられてきた。しかし、ど

の手法をどのような条件で用いることが倍数体作出

のために最適であるかについての比較は十分ではな

く、特に高次倍数体の作出についてはほとんど検討

がされていない。

　そこで、本研究では主要な倍数体作出方法の１つ

であるゲル法を用いて、複数の条件で 2 倍体及び 4
倍体シロイヌナズナに対して倍数化処理を行い、4
倍体及び高次倍数体である 8 倍体の作出に最適な処

理条件の検討を行った。これまでに行われてきた倍

数体の作出では、コルヒチン、オリザリン、トリフ

ルレイン、笑気ガス（N2O）、カフェインなど様々な

細胞分裂阻害剤が用いられているが 17)、本研究では

最も一般的で幅広い植物種で利用されているコルヒ

チンを阻害剤として採用した。また、コルヒチンを

用いた浸漬法及び滴下法によるシロイヌナズナ倍数

体作出の結果 15) との比較も行い、どの手法が効率的

であるかについての検討も行った。

材料と方法
使用した植物
植物材料には、神奈川大学湘南ひらつかキャンパ

スの植物育成棟で育成した野生型シロイヌナズナ

（Columbia 系統）及び本研究室で作出したシロイヌ

ナズナ 4 倍体（野生型シロイヌナズナをコルヒチン

処理により倍数化した系統）から採取した種子を用

いた。

種子の滅菌・吸水・低温処理
培地に播種した際にカビ等が繁殖することを防ぐた

め、使用する種子は全て滅菌水（次亜塩素酸ナトリ

ウム 1％（w/v）以上 , Triton X-100 0.1%（v/v）を含

む）に 10 分間浸漬し、表面を滅菌した。滅菌処理後

の種子は逆浸透膜処理水（RO 水）で 5 回（1 回 5 分）

図 1．コルヒチンゲルを用いた倍数化処理の様子．a．角
型プレート上で育成した播種後 9 日目のシロイヌナズナ．
b．コルヒチンゲルをのせる前の植物体．c．コルヒチンゲ
ルを茎頂にのせた様子．Scale bars = 5 cm (a), 3 mm (b, c)．
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5 µL ずつのせた（図 1）。その後、プレートの蓋を閉

じて再度サージカルテープで覆い、ゲルが脱落しな

いように注意しながら引き続き LED インキュベー

タ内で 1–4 日間静置した。

　処理終了時には、茎頂を傷つけないように留意し

ながらピンセットでコルヒチンゲルを除去し、RO
水で茎頂を洗浄した。その後、それぞれの個体をロッ

クウール（Grodan）に植え替え、20–30 日程度育成

した。植え替え後の植物の育成条件は、温度一定（22
± 0.5℃）、16 時間明期、8 時間暗期（90 ± 5 µmol 
m-2 s-1）、湿度 70 ± 10% とした。また、過去の研究

において、倍数体シロイヌナズナは葉表面に存在す

るトライコームの分岐数が野生型と比較して増加す

る（野生型では主に 3 叉分岐であるが、倍数体では

4 叉以上に分岐したトライコームが多く見られる）

ことが報告されている 15)。このことから、実体顕微

鏡（SMZ745T, Nikon）を用いてコルヒチン処理後

個体におけるロゼット葉表面のトライコームの形態

を観察し、分岐数が増加したトライコームが多く見

られる個体について予備的な選抜を行った（図 2）。
続いて、選抜した個体についてフローサイトメトリー

による倍数性の確認を行った。

倍数性の確認（フローサイトメトリー解析）
予備選抜後の個体について、チョッピング法 18) によ

り細胞核を遊離させ、フローサイトメーター（CyFlow 
SL/UV，Partec）を用いて倍数性の確認を行った。

まず、各コルヒチン処理後個体の葉をそれぞれ 2–3

枚ずつプラスチックシャーレに採取し、核抽出液

（Quantum Stain NA UV 2A 植物 DNA 分析試薬 A
液 , サイトテックス）を 200 µL 添加した後に、カミ

ソリで葉一枚あたり約 10 回程度細かく刻んだ。続

いて、刻んだ葉サンプルをプラスチックシャーレご

と氷上に 1 分程度静置し、核の抽出を行った。その

後、フィルター（Cell TricsTM 20 μm, sysmex）でろ

過を行い、プラスチック試験管にろ過後の細胞核懸

濁液を入れた。測定直前に DAPI（4', 6-Diamidino-
2-phenylindole Dihydrochloride）を含む核染色液

（Quantum Stain NA UV 2A 植物DNA分析試薬B液 , 
サイトテックス）を 800 µL 添加して核を蛍光染色し、

フローサイトメーターで蛍光強度別に核の数を測定

した。なお、対照として同じ条件で育成した 2 倍体

についても倍数性を確認した（図 3）。

結果と討論
2 倍体のコルヒチン処理について
2 倍体を対象に行ったコルヒチン処理の結果、0.5%
コルヒチンで 2 日間処理する条件において最も効率

よく 4 倍体が作出できることが分かった（処理個体

数の約 7.5%）。また、0.5% コルヒチンで 3 日間処理

した条件においては、1 個体のみ（処理個体数の約

図2．トライコームの分岐数と倍数性の関係．倍数化すると，
四叉以上に分岐するトライコームの割合が増える．8 倍体
では，六叉などに多分岐したトライコームも見られる．a．
三叉分岐（2 倍体），b．四叉分岐（4 倍体），c．五叉分岐（8
倍体），d．六叉分岐（8 倍体）．Scale bar = 1 mm．

図 3．フローサイトメトリー解析の結果．核内倍化により，
複数の蛍光強度にピークが見られる．コルヒチン処理後個
体について，基本ゲノムの DNA 量（矢頭）を 2 倍体と比
較し，倍数性の判定を行った．
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表 1．コルチヒンゲルを用いた倍数化処理による倍数体作出効率

1.3%）ではあるが 8 倍体を作出することができた（表

1）。各処理条件における倍数体の作出効率の詳細を

以下に示す。

　0.5% コルヒチンでそれぞれ 2, 3, 4 日間倍数化処

理を行なった結果、2 日間及び 3 日間の処理条件下

で 4 倍体の作出が確認された。このうち 2 日間処理

では、トライコームの分岐数に基づいて予備選抜さ

れた 3 個体のうち、全てが 4 倍体であった。また、

3 日間処理の条件では、予備選抜された 10 個体のう

ち、1 個体が 3 倍体、3 個体が 4 倍体、1 個体が 8 倍

体であった。

　次に、1.0% コルヒチンでそれぞれ 2, 3, 4 日間倍

数化処理を行なった結果、いずれの条件下でも処理

後の生存率が 10% となり、0.5% コルヒチンで 2, 3, 
4 日間処理をした場合の生存率（17.5 - 22.5%）と比

較して低くなることが分かった。トライコームの分

岐数から倍数化していると判断されたのは 3 日間処

理の条件の 8 個体のみで、そのうちの 5 個体が 4 倍

体であり、8 倍体は作出されなかった。

　なお、2倍体を倍数化処理した6条件の中では、0.5%
コルヒチンで 4 日間処理した場合の生存率が最も高

くなっている。しかし、この処理条件における生存

個体を観察したところ、元々コルヒチンゲルが茎頂

を適切に被覆できていなかったと結論づけられた。

すなわち、通常コルヒチン処理が行われた（コルヒ

チンゲルによって適切に茎頂が被覆された）個体で

は、全体的な成長の遅れや色の濃いロゼット葉が密

集して展開するなどの定性的な成長変化が見られる。

しかし、上記の生存個体は成長速度及びロゼット葉

の形状がコルヒチンゲル未処理の 2 倍体とほぼ同様

であり、トライコームの分岐数に基づく予備選抜に

おいても全て倍数化していないと判定されている。

　また、今回の 0.5% コルヒチンゲルで処理した個

体の生存率を、Yu ら（2009）15) が報告した他の手法

での 0.5% コルヒチン処理後の Columbia 系統 2 倍

体の生存率と比較した。その結果、今回用いたゲル

法はいずれの条件でも、浸漬法（0.5% コルヒチン溶

液に 4 時間浸漬）の生存率 12% は上回る一方、滴下

法（0.5% コルヒチン溶液を茎頂に 1 回滴下）の生存

率 83.3% は大幅に下回っていた。生存個体に占める

倍数化した個体の割合は、それぞれの手法の間に顕

著な差がなかった。

　以上のことから、シロイヌナズナ Columbia 系統

の 2 倍体から倍数体を作出するためには、生存率の

高い低濃度（0.5%）コルヒチン処理が適切であり、

また比較した 3 つの手法の中で最も生存率が高い滴

下法を用いることが効率的であると考えられる。

4 倍体のコルヒチン処理について
高次倍数体をより効率よく作出することを目指し、

シロイヌナズナ 4 倍体についても倍数化処理を行

なった。なお、4 倍体では既に 2 倍体と比較してト

ライコームの分岐数が増加している（4 叉以上のト

ライコームの割合が多い）ため予備選抜は行わず、

処理後に生存していた全ての個体についてフローサ

イトメトリーを用いて倍数性を確認した。その結果、

0.5% コルヒチンで 2 日間処理した条件及び 1.0% コ

ルヒチンで 1 日間処理の条件で 8 倍体が作出され、

その作出効率は 2 倍体よりも高かった（表 1）。各処

理条件における高次倍数体の作出効率の詳細を以下

に示す。

　0.5% コルヒチンでそれぞれ 1, 2 日間の倍数化処理

を行なった結果、1 日間処理の条件では生存 5 個体

中 1 個体が 5 倍体化していたのに対し、2 日間処理

の条件では生存 9 個体のうち 1 個体が 5 倍体、1 個

体が 6 倍体、2 個体が 8 倍体と半数近くの個体で倍

数化が確認できた。2 倍体の倍数化処理では、0.5%
コルヒチンで 3 日間処理した条件でのみ 8 倍体が 1

0.5%, 2days 40 8 (20.0) 3 (37.5 / 7.5) - - 3 (37.5 / 7.5) - - -
0.5%, 3days 80 14 (17.5) 10 (71.4 / 12.5) 5 (35.7 / 6.3) 1 (7.1 / 1.3) 3 (21.4 / 3.8) - - 1 (7.5 / 1.3)
0.5%, 4days 40 9 (22.5) - - - - - - -
1.0%, 2days 80 8 (10.0) - - - - - - -
1.0%, 3days 80 8 (10.0) 8 (100.0 / 10.0) 3 (37.5 / 3.8) - 5 (62.5 / 6.3) - - -
1.0%, 4days 40 4 (10.0) - - - - - - -
0.5%, 1day 40 5 (12.5) N/A - - 4 (80.0 / 10.0) 1 (20.0 / 2.5) -
0.5%, 2days 40 9 (22.5) N/A - - 5 (55.6 / 12.5) 1 (11.1 / 2.5) 1 (11.1 / 2.5) 2 (22.2 / 5.0)
1.0%, 1day 40 5 (12.5) N/A - - 4 (80.0 / 10.0) - - 1 (20.0 / 2.5)
1.0%, 2days 80 1(1.3) N/A - - 1 (100.0 / 1.3) - - -
1.0%, 3days 80 3 (3.8) N/A - - 3 (100.0 / 3.8) - - -
1.0%, 4days 40 4 (10.0) N/A - - 4 (100.0 / 10.0) - - -

※1 括弧内は処理個体数に対する割合（%）

※2 括弧内は処理個体数に対する割合（%）／生存個体数に対する割合（%）

8倍体

(※2)

予備選抜

個体数

(※2)

2倍体

(※2)
3倍体

(※2)
4倍体

(※2)
5倍体

(※2)
6倍体

(※2)
生存個体数

(※1)

2倍体

4倍体

系統
コルヒチン濃度,

処理期間
処理個体数

．
．
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個体作出されたが、4 倍体ではそれよりも短い 2 日

間で 8 倍体を作出することができた。このことは、8
倍体化に要するゲノム倍数化の回数、すなわち 2 倍

体では 2 回のゲノム倍数化が必要だが、4 倍体では

1 回のみの倍数化で十分であることと関連している

と考えられる。

　また、1.0% コルヒチンでそれぞれ 1, 2, 3, 4 日間

処理した場合、1 日間処理の条件でのみ 8 倍体が得

られた（生存 5 個体中 1 個体）。2 日間以上の処理条

件では生存個体数が少なく、倍数化個体も確認され

なかった。2 倍体の場合と同様、4 倍体においても

1.0% コルヒチン処理での生存率が低いことから、低

濃度（0.5%）のコルヒチン処理の方が適切であると

考えられる。

4 倍体及び 8 倍体の作出効率について
コルヒチンゲルを用いてシロイヌナズナ Columbia
系統 2 倍体を材料に 4 倍体を作出する場合、0.5% コ

ルヒチンで 2 日間処理する条件が最も効率的であっ

た（処理個体数の 7.5%）（表 1）。高次倍数体につい

ては、今回の倍数化処理では合計で 6 倍体を 1 個体、

8 倍体は 3 個体作出することができた。特に 4 倍体

を 0.5% コルヒチンで 2 日間処理した条件では、6 倍

体を 1 個体（処理個体数の 2.5%）、8 倍体を 2 個体（処

理個体数の 5.0%）作出することができ、最も効率的

であった（表 1）。したがって、高次倍数体の作出効

率は、2 倍体よりも 4 倍体を処理した方が高い。

　0.5% コルヒチンを用いた浸漬法、滴下法での 2 倍

体の倍数化処理の結果 15) との比較から、ゲル法は処

理後の生存率が滴下法よりも低く、生存個体数にお

ける倍数体の占める割合に大きな違いがないことを

考慮すると、コルヒチンを用いた 4 倍体及び 8 倍体

の作出効率について以下のような結論が得られる。

いずれの倍数体についても、低濃度（0.5%）のコル

ヒチンの方が処理後の生存率が高く、作出効率は高

い。4 倍体については、ゲル法よりも滴下法の方が

作出効率が高い。8 倍体についても同様にゲル法よ

りも滴下法の方が作出効率が高い。それに加えて、

今回のゲル法による処理の結果、2 倍体よりも 4 倍

体を処理した場合の方が作出効率が高かったことか

ら、高次倍数体を作出するためには 4 倍体を滴下法

で処理することが最も効率的であると考えられる。
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■教育論文■　

はじめに
現在の有機金属化学のもとになっている 1930-1960
年代にかけてドイツで開発された 3 つの工業プロセ

スには (1) オキソ法、(2) Ziegler-Natta 触媒重合、(3)
Wacker 法がある 1-6)。しかし有機金属化学の起源を

たどると、18 世紀に有機化学が確立する過程でも

深くかかわってきている。一方 18-19 世紀初頭まで

の Bunsen や Frankland などの有機金属化学の歴史

をアメリカ化学会の Organometallics 誌を創刊し、

長年編集長をした Seyferth が cover essay として

Organometallics 誌上に連載している。その essay
を参考に引用しつつ、第２次大戦後 3 つのプロセス

が登場するまでの歴史について今は失われてしまっ

た「水銀（Hg）の化学」を中心に解説する。

Hgの化学（１）
Hg は錬金術の元素と言っても過言ではない。そのた

Abstract:  Organic compounds containing carbon-metal bonds are called organometallic 
compounds. Such compounds have been known and studied since the 19th century and have 
been widely used to modify synthetic transformation in modern organic chemistry. It is con-
sidered that many educational benefits could result in the use of reaction types and discov-
ery  for undergraduates and graduate classes in organic and organometallic chemistry. Since 
ancient times, the history of mercury has been closely connected with that of alchemy. Greek 
philosophers were the initiators of the idea of the four elements : earth, air, water, and fire, 
which encouraged the hope of transmuting metal to gold. Greek alchemy was started in Al-
exandria,  Egypt in the 4th century BC. When Arabian countries, China and Japan learned 
of Greek alchemy by Nestrians, they introduced cinnabar (HgS) and sublimate (HgCl2) other 
than mercury metal. A major break through in science was the discovery of oxygen by Priestly 
in the late 18th century. Priestly heated the oxide of mercury (HgO) and examined the gas 
and thereafter, Lavoisier recognized the combustion involved in oxygen oxidation contraly to 
phlogiston theory. In middle of the 19th century, Flankland identified dialkylzinc as the first 
organometallic compound and a variety of alkyl metals involving organomercury as a highly 
toxic compound, which established the valence theory of chemical compounds. In the late 19th 
century, the Russian chemist, Kurcherov discovered mercury-catalyzed hydration of acetylene 
to acetoaldehyde. The reaction was applied to industrial chemistry based on coal in the early 
20th century. However between World Wars I and II, the main energy resource changed from 
coal to petroleum oil, with modern industrial processes using organometallic catalysts such as 
Wacker, Oxo and Ziegler-Natta methods. Finally, reaction types of organomercurials are sum-
marized.
Keywords:  mercury, alchemy, Kurcherov, acetylene, organomercurials
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二原質説を唱えた。それを理論的根拠としてヨーロッ

パでは後述する Newton の時代まで金属変性の試み

が盛んに行こなわれることになる 7)。とりわけペル

シャ（アラビア）からイスラム全土に広まった錬金

術は精神的な錬金術（ヘルメス思想）を否定し、物

質的な錬金術が大きく発展し医学と数学（ゼロの利

用、代数学）とともに近代化学の源流をつくった 11)。

錬金術はギリシャ・ローマの古典とともに 2 つのルー

トで西欧に伝搬する。１つは 12 世紀にスペインのイ

ベリア半島経由で（12 世紀のルネサンス）、もう一

つは 15-16 世紀ビザンツ帝国がオスマン帝国に滅ば

され多くのギリシャ人学者がイタリアに亡命した（イ

タリア）ルネサンスである 12)。前者のときは西欧で

はアラビア語文献からラテン語に翻訳するために大

学が各地につくられ、ギリシャ、アリストテレスの

四元素説がキリスト教に取り入れられた思弁的なス

コラ哲学（科学）が講じられた。後者のときは、グー

テンベルグの文化（印刷）革命と重なり、ギリシャ

以来の職人やギルドにより伝えられた技芸「アルス・

メカニカ」が俗語の活版印刷で広く出版されるよう

になる。たとえば Agricolae の「デ・レ・メタリカ」

や Biringuccio の「ピロテクニア」の鉱山学・錬金

術や冶金学が知られている 13)。この時代化学はまだ

医学から分離されておらず、もっぱら錬金術者が薬

剤を医療に提供してきた。Paracelsus はスコラ科学

にもとづく医学書を否定し、自ら西欧中を放浪して

薬として使える薬剤と治療法を探し歩いた（医療化

学）13)。Stahl は硫黄原質に注目し金属灰から硫黄原

質（フロジストン）をとり金属が再生するというフ

ロジストン説を提唱した 7)。燃焼に関してこのフロ

ジストン説の立場で説明したのが Priestly で、それ

を否定して化学革命を担ったのが Lavoisier になる。

一方聖職者や知識人の間で教育された技芸「アル

ス・リベラル」に満足せず実験や観察にもとづいて

アリストテレス以来のスコラ科学への反論をはじめ

た人物たちが登場し近代科学が誕生する。たとえば

物理では 16-17 世紀、Copernicus、Kepler, Galileo, 
Newton である。Galileo の望遠鏡はレンズ職人の

知識でもって作成された。化学の分野では Priestly, 
Lavoisier, Boyle、Dalton らである。医学では現在

の外科手術は大学では教えられず外科職人が遺体保

存（ミイラ）や見世物として行っていたものを人体

解剖として大学の医学に取り込んだのが Vesalius で

ある 14)。

　水銀は赤色の丹砂（辰砂）を仮焼することで容易

に得られ、水銀鉱山でその蒸気を吸引し中毒症状に

なることから古くからその強い毒性が知られていた。

銀色の水銀はさらに空気酸化すると酸化水銀の赤色

めに錬金術についてみてみる。詳しくは化学史の関

連書籍を参照されたいが、ここでは概略を述べる 7, 

8)。錬金術は紀元前４世紀にエジプトのアレキサンド

リアで勃興した。ギリシャ哲学のアリストテレスの

四元素説（火、空気、水、土）によると、あらゆる

金属は他の金属へ変換することができると考えられ、

これが錬金術の淵源になっている。錬金術はアレキ

サンドリアからサラセン（東ローマ、ビザンツ帝国）、

そしてシリアとペルシャなどアラブ世界にネストリ

ウス派のキリスト教徒により伝搬された。６世紀に

入るとインドから中国さらには日本までネストリウ

ス派（景教）とともに広まった。中国とインドではもっ

ぱら「丹薬（辰砂）」として不老不死の薬として用い

られてたが、漢・唐代の歴代の皇帝が６人も服用し

て死亡したために、鉱物由来の薬剤の服用は行われ

なくなった 9, 10)。日本の奈良の大仏を塗金するため

の水銀の製法やアマルガム法は渡来した景教徒の宣

教師によってもたらされた。一方アラビア世界の錬

金術師ゲーベル（アラビア語、ジャビール、イブン、

ハイ、ヤーン 8-9 世紀）は鉱物と金属は水銀と硫黄

という 2 種類の原質の異なる組み合わせから生じる

図 1．水銀の反応．(1) Flankland の合成．(2) トランスメ
タル化反応．(3) アセチレンの水和反応（R ＝ H Kucherov
反応）．(4) オキシ水銀化反応．(5) カルベノイド反応

（Seyferth）．(6) 芳香族のメタル化反応．(7) Nesmeyanov
反応 (8) Hg-Pd トランスメタル化反応．(9) B-Hg トランス
メタル化反．(10) クロスカップリング．
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広まった。中国とインドではもっぱら「丹薬（辰

砂）」として不老不死の薬として用いられてたが、

漢・唐代の歴代の皇帝が６人も服用して死亡した

ために、鉱物由来の薬剤の服用は行われなくなっ

た 9)10)。日本の奈良の大仏を塗金するための水銀

の製法やアマルガム法は渡来した景教徒の宣教

師によってもたらされた。一方アラビア世界の錬

金術師ゲーベル（アラビア語、ジャビール、イブ

ン、ハイ、ヤーン 8-9 世紀）の唱える鉱物と金属

は水銀と硫黄という2種類の原質の異なる組み合

わせから生じる二原質説を唱えた。それを理論的

根拠としてヨーロッパでは後述する Newton の時

代まで金属変性の試みが盛んに行こなわれるこ

とになる 7)。とりわけペルシャ（アラビア）から

イスラム全土に広まった錬金術は精神的な錬金

術（ヘルメス思想）を否定し、物質的な錬金術が

大きく発展させ医学と数学（ゼロの利用、代数学）

とともに近代化学の源流をつくった 11)。錬金術は

ギリシャ・ローマの古典とともに 2 つのルートで

西欧に伝搬する。１つは 12 世紀にスペインのイ

ベリア半島経由で（12 世紀のルネサンス）、もう

一つは15-16世紀ビザンツ帝国がオスマン帝国に

滅ばされ多くのギリシャ人学者がイタリアに亡

命した（イタリア）ルネサンスである 12)。前者の

ときは西欧ではアラビア語文献からラテン語に

翻訳するために大学が各地につくられ、ギリシャ、

アリストテレスの四元素説がキリスト教に取り

入れられた思弁的なスコラ哲学（科学）が講じら

れた。後者のときは、グーテンベルグの文化（印

刷）革命と重なり、ギリシャ以来の職人やギルド

により伝えられた技芸「アルス・メカニカ」が俗

語の活版印刷で広く出版されるようになる。たと

えば Agricolae の「デ・レ・メタリカ」や

Biringuccio の「ピロテクニア」の鉱山学・錬金

術や冶金学が知られている 13)。この時代化学はま

だ医学から分離されておらず、もっぱら錬金術者

が薬剤を医療に提供してきた。Paracelsus はスコ

ラ科学にもとづく医学書を否定し、自ら西欧中を

放浪して薬として使える薬剤と治療法を探し歩

いた（医療化学）13)。Stahl は硫黄原質に注目

し金属灰から硫黄原質（フロジストン）をと

り金属が再生するというフロジストン説を提

唱した 7)。燃焼に関してこのフロジストン説

の立場で説明したのが Priestly で、それを否

定して化学革命を担ったのが Lavoisier にな

る。一方聖職者や知識人の間で教育されて技芸

「アルス・リベラル」に満足せず実験や観察にも

とづいてアリストテレス以来のスコラ科学への

反論をはじめた人物たちが登場し近代科学が誕

生する。たとえば物理では16-17世紀、Copernicus、

Kepler, Galileo, Newton である。Galileo の望

遠鏡はレンズ職人の知識でもって作成された。化

学の分野では Priestly, Lavoisier, Boyle、

Dalton らである。医学では現在の外科手術は大学

では教えられず外科職人が遺体保存（ミイラ）や

見世物として行っていたものを人体解剖として

大学の医学に取り込んだのがVesaliusである14)。 

 水銀は赤色の丹砂（辰砂）を仮焼することで容易

に得られ、水銀鉱山でその蒸気を吸引し中毒症状

になることから古くからその強い毒性が知られ

ていた。銀色の水銀はさらに空気酸化すると酸化

水銀の赤色にもどり、より高温で仮焼すると再び

銀色の水銀にくりかえしもどるため、復活再生、

不老不死の金属とみなされたらしい（式１）。近代
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にもどり、より高温で仮焼すると再び銀色の水銀に

くりかえしもどるため、復活再生、不老不死の金属

とみなされたらしい（式１）。近代化学の発端となっ

た Priestly と Lavoisier による酸素の発見と燃焼に

関する質量保存の法則による化学革命も酸化水銀か

らの酸素発生が利用されたことは注目に値する 10, 15, 

16)。丹砂や甘コウ（HgCl2）は結膜炎の治療薬や下剤

として早くから医療で使われて、15-16 世紀大航海

時代に新大陸から持ち込まれた梅毒の治療薬として

近代 Ehrlich のサルバルサンが使われるまで利用さ

れた 16)。すでに 16 世紀西欧イギリスの Beacon は実

験や観察を通して自然法則や一般原理を帰納的に導

く方法論を提唱し、Boyle や Newton にその流れが

及んでいる。しかし Boyle や Newton もアメリカ人

の錬金術師から手ほどきされ、Newton はその錬金

術師の書いた本にもっとも大きく影響されているこ

とが化学史研究者により明らかにされている 7)。そ

して Boyle は「懐疑的化学者」の中で、実験によっ

て元素原質の存在を否定し、近代的元素観を確立し

た 7)。Dalton により原子説が唱えられると、Newton
の機械論的力学と補い合って粒子論的物質観が形成

されることになる 15)。一方 Newton は「光学」の 31
ケの疑問の中で物質的粒子論を展開するために自ら

膨大な錬金術の実験を行った。そのため彼の遺髪の

中からは高濃度の水銀が検出されている。経済学者

Keynes は Newton をして最後の錬金術師と呼んだ。

17 世紀科学革命の後に、従来の大学とは別にアカデ

ミア（学士院）が西欧各地に設けられ、大学人・知

識人が専門職業化した。イギリスでは王立科学協会

の設立に Boyle と Newton も参画している 17-19)。ア

カデミアを支えた制度が学術誌の発行と専門学会の

形成である。西欧で科学革命が起きたひとつの大き

な理由と考えられている。この 2 つの制度は東洋の

学問的な伝統からはついに生まれなかった。

　近代的元素の概念と原子説が確立されると、元

素の組み合わせで生じる化合物を理解するのにス

ウェーデンの Berzerius は電気化学的二元論を提唱

した。しかし無機化合物は理解できたが、有機化合

物には適用できず一元論としてフランスの Dumas
のエチレン基と置換説、ドイツの Liebig と Wohler
の根（ラジカル）説、同じフランスの Laurent と
Gerhard らの基型説が提唱された 20)。このうち

Liebig と Wohler そして後述する Bunsen はドイツ

に化学興隆をもたらした 3 本柱である。Liebig は

フランスで Lavoisier が育てた Berthollet の弟子の

GayLussac のところに留学し Dumas と一緒だった
21)。Wohler は Berzerius の所に留学している。この

当時錬金術で金属の化合物から金属を遊離すること

ができるように、有機化合物も有機ラジカルを遊離

の状態で取り出すことができるのではないかと考え

られた。1842 年 Bunsen は塩化カコジルを金属亜

鉛や水銀と加熱して液体物質（b.p.170℃）を得て、

これがカコジルであると考えた（式 2）22-24)。当時
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化学の発端となった Priestly と Lavoisier によ

る酸素の発見と燃焼に関する質量保存の法則に

よる化学革命も酸化水銀からの酸素発生が利用

されたことは注目に値する 10)15)16)。丹砂や甘コウ

（HgCl2）は結膜炎の治療薬や下剤として早くから

医療で使われて、15-16 世紀大航海時代に新大陸

から持ち込まれた梅毒の治療薬として近代

Ehrlich のサルバルサンが使われるまで利用され

た 16)。すでに 16 世紀西欧イギリスの Beacon は実

験や観察通して自然法則や一般原理を帰納的に

導く方法論を提唱し、Boyle や Newton にその流れ

が及んでいる。しかし Boyle や Newton もアメリ

カ人の錬金術師から手ほどきされ、Newton もその

錬金術師の書いた本にもっとも大きく影響され

ていることが化学史研究者により明らかにされ

ている 7)。そして Boyle は「懐疑的化学者」の中

で、実験によって元素原質の存在を否定し、近代

的元素観を確立された 7)。Dalton により原子説が

唱えられると、Newton の機械論的力学と補い合っ

て粒子論的物質観が形成されることなる 15)。一方

Newton は「光学」の 31 ケの疑問の中で物質的粒

子論を展開するために自ら膨大な錬金術の実験

を行った。そのため彼の遺髪の中からは高濃度の

水銀が検出されている。経済学者KeynesはNewton

をして最後の錬金術師と呼んだ。17 世紀科学革命

の後に、従来の大学とは別にアカデミア（学士院）

が西欧各地に設けられ、大学人・知識人が専門職

業化した。イギリスでは王立科学協会の設立に

Boyle と Newton も参画している 17-19)。アカデミア

を支えた制度が学術誌の発行と専門学会の形成

である。西欧で科学革命が起きたひとつの大きな

理由と考えられている。この 2 つの制度は東洋の

学問的な伝統からはついに生まれなかった。 

近代的元素の概念と原子説が確立されると、元

素の組み合わせで生じる化合物を理解するのに

スウェーデンのBerzeriusは電気化学的二元論を

提唱した。しかし無機化合物は理解できたが、有

機化合物には適用できず一元論としてフランス

の Dumas のエチレン基と置換説、ドイツの Liebig

と Wohler の根（ラジカル）説、同じフランスの

Laurent と Gerhard らの基型説が提唱された 20)。

このうちLiebigとWohlerそして後述するBunsen

はドイツに化学興隆をもたらした 3 本柱である。

Liebig は フ ラ ン ス で Lavoisier が 育 て た

Berthollet とその弟子の GayLussac のところに

留学し Dumas と一緒だった 21)。 Wohler は

Berzerius の所に留学している。この当時錬金術

で金属の化合物から金属を遊離することができ

るように、有機化合物も有機ラジカルを遊離の状

態で取り出すことができるのではないかと考え

られた。1842 年 Bunsen は塩化カコジルを金属亜

鉛や水銀と加熱して液体物質（b.p.170℃）を得て、

これがカコジルであると考えた（式 2）22-24)。当時

Bunsen の助手をしていた Kolbe もカルボン酸の

水溶液を電気分解を試み、陽極から発生する気体

を分析して CO2 とともに用いられたカルボン酸か

らアルキルラジアカル（R）を遊離できたと考えた

（式 3）。Bunsenの弟子のイギリスの Frankland は

さらに有機ラジカルの遊離を企て、封管中でヨウ

化メチルおよびエチルを亜鉛とともに加熱し得

られた気体をメチル（エチル）ラジカルと主張し

た 25)26)。これらに対して Laurent と Gerhardt ら

は有機ラジカルは分子の一部として存在する原

子団であって遊離しようとすればラジカル同志

が 2 個ずつ結合すると主張した。当時原子と分子

がまだ区別されておらす、原子量の値も研究者に

よって違っていた。1860 年 Liebig の弟子の

Kekule と Dumas の弟子の Wurtz が第１回カール

スルーエ国際会議を開催した 27）。その会議の中で

イタリアの Cannizzaro が Avogadoro の分子説に基

づいて蒸気密度の測定から分子量が求められること

を指摘した。それによって H2、 O2、 Cl2のような単

体は 2原子分子として存在し、遊離ラジカルとして

考えられたカコジルやアルキルラジカルも実際は 2

個ずつ結合した化合物であることが明になった。

Frankland はヨウ化アルキルに亜鉛を作用させたと

きに封管中に白色の結晶性物質（RZnI）と液体（R2Zn）

が生成していることに気がついた。これらの物質が

空気に触れると発火し酸化亜鉛を生じ、水と反応し

ても酸化亜鉛と炭化水素を生成することを確かめた。

最初の有機金属化合物であるジアルキル亜鉛化合物

の発見である（式 4）。その後 Flankland はアルキル

亜鉛と種々の典型元素のハロゲン化物などとの反応

を検討しアルキル金属化合物を合成した（式 5-9）。

このときアルキル亜鉛と同じくヨウ化アルキルと水

銀ナトリウムアマルガムの直接法で有機水銀化合物

RI

+ Zn/Hg

RZnI (R=Me, Et)
(4)

2 (CH3)2AsCl (CH3)2AsAs(CH3)2 + ZnCl2

+ Zn

+ RIRZnI R2Zn + ZnI2

2RCO2H R-R
+ e-

+ CO2 + H2 (3)

(2)
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Bunsen の助手をしていた Kolbe もカルボン酸の水

溶液の電気分解を試み、陽極から発生する気体を分

析して CO2 とともに用いられたカルボン酸からアル

キルラジアカル（R）を遊離できたと考えた（式 3）。
Bunsen の弟子のイギリスの Frankland はさらに有

機ラジカルの遊離を企て、封管中でヨウ化メチルお

よびエチルを亜鉛とともに加熱し得られた気体をメ

チル（エチル）ラジカルと主張した 25, 26)。これらに

対して Laurent と Gerhardt らは有機ラジカルは分

子の一部として存在する原子団であって遊離しよう

とすればラジカル同志が 2 個ずつ結合すると主張し

た。当時原子と分子がまだ区別されておらす、原子

量の値も研究者によって違っていた。1860 年 Liebig
の弟子の Kekule と Dumas の弟子の Wurtz が第１

回カールスルーエ国際会議を開催した 27）。その会議

の中でイタリアの Cannizzaro が Avogadoro の分子

説に基づいて蒸気密度の測定から分子量が求められ

ることを指摘した。それによって H2、 O2、 Cl2 のよ

うな単体は 2 原子分子として存在し、遊離ラジカル

として考えられたカコジルやアルキルラジカルも実

際は 2 個ずつ結合した化合物であることが明らかに

なった。Frankland はヨウ化アルキルに亜鉛を作用

させたときに封管中に白色の結晶性物質（RZnI）と

液体（R2Zn）が生成していることに気がついた。こ

れらの物質が空気に触れると発火し酸化亜鉛を生

じ、水と反応しても酸化亜鉛と炭化水素を生成する

ことを確かめた。最初の有機金属化合物であるジ

アルキル亜鉛化合物の発見である（式 4）。その後

Flankland はアルキル亜鉛と種々の典型元素のハロ

ゲン化物などとの反応を検討しアルキル金属化合物

を合成した（式 5-9）。このときアルキル亜鉛と同じ

くヨウ化アルキルと水銀ナトリウムアマルガムの直
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接法で有機水銀化合物がはじめて合成された。( 図
1 (1)）有機水銀化合物は有機亜鉛化合物が熱的に安

定であるけれども空気中で発火し加水分解するのに

対して、熱的に不安定である以外は、空気中でも加

水分解せずに取り扱いできることが特徴である。し

かしその毒性は甚だしく Flankland の助手がメチル

水銀中毒で亡くなっている 28)。さらに有機水銀化合

物は陽性な金属と容易にトランスメタル化すること

で別な他の有機金属化合物に変換できる（図 1 (2))。
この方法で Frankland は新たな有機亜鉛化合物の合

成法を見出した（図 1(2) M = Zn)。Flankland 以外

の研究者も加わり、多くのアルキル金属化合物の合

成がハロゲン化物との反応や金属との直接法により

実現した（式 5-9）29, 30)。それらアルキル金属の組

成を見るとカコジル（As）を含め種々の金属によっ

て一定の比で結合することが示され、はじめて原子

価の概念が導入された。有機ケイ素化合物も後年、

Kipping により Grignard 試薬とクロロシランから合

成されるより以前に、Friedel と Craft により有機亜

鉛化合物から合成され、ケイ素の原子量の決定とケ

イ素の原子価が IV 価であることが決められた（式 6）
22)。すでに Kekule の弟子の Hoffman によるアミン

化合物の研究や、イギリスの Williamson のアルコー

ル・エーテル化合物の研究から窒素と酸素が III 価
と II 価であることが実証されつつあった。そしてつ

いに Kekule と Wurtz の弟子の Cooper、さらにロシ

アの Butlerov によって炭素の原子価が IV 価である

ことが明らかにされ有機化学の構造論が確立した。

　Grignard 試薬が発見される以前にジメチル水銀と

Mg のトランスメタル化でジアルキルマグネシウム

も合成されている（図 1 (2）M = Mg)22, 29, 31-33)。しか

しジアルキルマグネシウムはジアルキル亜鉛化合物

と同じく、空気中で発火する化合物で、とても有機

合成試薬として使えるものではなかった。この点に

関して Grignard は後年、Flankland が有機亜鉛化

合物の合成にエーテルを溶剤として用いて調整した

溶液は空気中で発火しないことに注目し、エーテル

を溶媒に用いた。そして当時 Zaitsev 法として呼ば

れていたヨウ化アルキルと金属亜鉛からアルキル亜

鉛を反応系中で調整する方法に切り替えて Grignard

試薬の開発に成功した 31)。Zaitsev はハロゲン化物

の脱離のオレフィン選択性の Zaitsev 則でも知られ

ており、前述の Butlerov の弟子にあたる。Butlerov
が有機構造論を展開するのにアルコールの構造異性

体を研究、Zaitsev はアルキル亜鉛を系中で調整する

方法を開発し、3 級、2 級アルコールを合成した（式

10）。Zaitsev の学生が Reformatsky でα - ハロエス

テルから Zaitsev 法で亜鉛エノレートを生成させ、

ケトン類と反応させる Reformatsuky 反応を開発し

た（式 11）。Zayzsev の後継者がオレフィンの付加

反応の位置選択性についての Markovnikov 則で知ら

れる Markovnikov である 34)。これら一連のロシアの

研究者によって Grignard 以前の有機金属化学が大

きく発展した 35-37)。

　1847 年、Flankland はヨウ化エチルと金属カリウ

ムを封管中で反応を検討したが、アルキルカリウム

を確認できなかった。彼の助手の Wanklyn は同じア

ルカリ金属のナトリウムで試み、エーテルを溶媒と

して加えると反応することを確認したがエチルナト

リウムではなく、当時アート錯体の概念はまだなかっ

たが、求核性の高い亜鉛アート錯体が生成したと考

えられた（式 12）38, 39)。その後 Wurtz らはハロゲン

化アルキルと金属ナトリウムの反応を盛んに研究し

た。彼は異なったハロゲン化アルキル混合物と金属

ナトリウムの反応を検討して 3 種類の炭化水素が生

成することから、Flankland と Kolbe のラジカルは

存在せず、2 個ずつ結合することを実験的に明らか

にした（式 13）。さらには Fittig がアリールハロゲ

ン化物との反応では、アルキルアリール化合物が選

択的に合成できることを見出し Wurtz-Fittg 反応と

して知られるようになった（式 14）。この方法で合

成される 2 種類さらには多置換ベンゼンの異性体の

存在は Kekule のベンゼン構造を支持した。Wurtz
－ Fittig 反応の中間体のアルキルナトリウムはイギ

リスの Buckton により石油エーテル中アルキル水

銀化合物と金属ナトリウムのトランスメタル化反応
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できることが特徴である。しかしその毒性は甚だし
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は新たな有機亜鉛化合物の合成法を見出した（図 1、
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のアルキル金属化合物の合成がハロゲン化物と金属

の直接法により実現した(式 5-9)29)30)。それらアル

キル金属の組成を見るとカコジル（As）を含め種々

の金属によって一定の比で結合することが示され、

はじめて原子価の概念が導入された。有機ケイ素化

合物も後年、Kipping により Grignard 試薬とクロロ

シランから合成されるより以前に、Friedel と Craft

により有機亜鉛化合物から合成され、ケイ素の原子

量の決定とケイ素が原子価が IV 価であることが決

められた（式 6）22)。すでに Kekule の弟子の Hoffman

によるアミン化合物の研究や、イギリスの

Williamson のアルコール・エーテル化合物の研究か

ら窒素と酸素が III 価と II 価であることが実証さ

れつつあった。そしてついに Kekule と Wurtz の弟

子の Cooper、さらにロシアの Butlerov によって炭

素の原子価が IV 価であることが明らかにされ有機

化学の構造論が確立した。 

Grignard 試薬が発見される以前にジメチル水

銀と Mg のトランスメタル化でジアルキルマグネ

シウムも合成されている（図 1、 2）M=Mg)22)29)31-

33)。しかしジアルキルマグネシウムはジアルキル

亜鉛化合物と同じく、空気中で発火する化合物で、

とても有機合成試薬として使えるものではな

かった。この点に関して Grignard は後年、

Flankland が有機亜鉛化合物の合成にエーテルを

溶剤として用いて調整した溶液は空気中で発火

しないことに注目し、エーテルを溶媒に用いた。

そして当時Zaitsev法として呼ばれていたヨウ化

アルキルと金属亜鉛からアルキル亜鉛を反応系

中で調整する方法に切り替えて Grignard 試薬の

開発に成功した 31)。Zaitsev はハロゲン化物の脱

離のオレフィン選択性のZaitsev則でも知られて

おり、前述の Butlerov の弟子にあたる。Butlerov

が有機構造論を展開するのにアルコールの構造

異性体を研究、Zaitsev はアルキル亜鉛を系中で

調整する方法を開発し、3 級、2級アルコールを合

成した（式 10）。Zaitsev の学生が Reformatsky で

α-ハロエステルから Zaitsev 法で亜鉛エノレー

ト を 生 成 さ せ 、 ケ ト ン 類 と 反 応 さ せ る

Reformatsuky 反応を開発した（式 11）。Zayzsev

の後継者がオレフィンの付加反応の位置選択性

に つ い て の Markovnikov 則 で 知 ら れ る

Markovnikov である 34)。これら一連のロシアの研

究者によって Grignard 以前の有機金属化学が大

きく発展した 35-37)。 

1847 年、Flankland はヨウ化エチルと金属カリ

ウムを封管中で反応を検討したが、アルキルカリ

ウムを確認できなかった。彼の助手の Wanklyn は

同じアルカリ金属のナトリウムで試み、エーテル

を溶媒として加えると反応することを確認した

がエチルナトリウムではなく、当時アート錯体の

概念はまだなかったが、求核性の高い亜鉛アート

錯体が生成したと考えられた（式 12）38)39)。その

後Wurtzらはハロゲン化アルキルと金属ナトリウ

ムの反応で盛んに研究した。彼は異なったハロゲ

ン化アルキル混合物と金属ナトリウムの反応を

検討して 3 種類の炭化水素が生成することから、

Flankland と Kolbe のラジカルは存在せず、2 個

ずつ結合することを実験的に明らかにした（式

13）。さらには Fittig がアリルハロゲン化物との

反応では、アルキルアリール化合物が選択的に合

成できることを見出しWurtz-Fittg反応として知

られるようになった（式 14）。この方法で合成さ

れる2種類さらには多置換ベンゼンの異性体の存

在は Kekule のベンゼン構造を支持した。Wurtz－

Fittig 反応の中間体のアルキルナトリウムはイ
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　ロシアの Schorigin はエーテルを溶媒としてこの

Et2Hg/Na から EtNa を調整したところ、ジエチル

エーテル中では、エーテル結合が切断されることを

見出した（Schorigin 反応、式 15）。これは EtNa が

求核剤であるばかりでなく、強塩基としてエーテル

を脱プロトンして反応が進行するためである。溶媒

をトルエンにかえて求電子剤 CO2 で補足するとフェ

ニル酢酸が生成したのでトルエンのベンジル位が

メタレーションされていることがわかった ( 式 16)。

1931 年、ドイツのＩ G 社の研究者はフェニルナト

リウムをベンゼン中でクロロベンゼンと金属ナトリ

ウムから直接法で不溶性の懸濁液として得ることに

成功した。これを Ziegler が追試、さらに Gilman ら

はフェニルカリウムにも適用させた。1917 年アル

キル水銀とリチウム金属のトランスメタル化により

アルキルリチウム化合物の合成をはじめて Schlenk
らが報告した（図 1 (2）M = Li)。彼の実験操作は

枝付のついた特別な反応管を用いて不活性ガス下で

行われ、いまでは Schlenk 操作と呼ばれている 40)。

Schlenk は今ではラジカルと考えられる三価の炭素

に興味があり、ベンゾフェノンに金属ナトリウムが

付加して生成するベンゾフェノンナトリウムとジナ

トリウム化合物を単離した（式 17）。次にオレフィ

ンやジオレフィンについても 1,2 および 1,4- 付加

反応が進行することを明らかにした ( 式 18、19)39, 

40)。一方 Ziegler は Schrogin 反応を応用して、フェ

ニルイソプロピルメチルエーテルと K/Na アマルガ

ムからフェニルイソプロピルカリウムを合成するこ

とに成功した。そして Schlenk と同様にスチルベン

との反応を試みたところ、アルキルカリウムが二重

結合に付加（カーボメタル化）することをはじめて

見い出した（式 20）41, 42)。Schlenk は 1, １- ジフェ

ニルエチレンと金属ナトリウムの反応では途中三価

の炭素（ラジカル）が生成しその二量化反応で二量

体を生成するラジカル機構を考えているのに対し、

Ziegler はジナトリウム化合物のカーボメタル化反応

（アニオン機構）を提唱して対立した（式 21）。1920

年ごろ大学や BASF の研究者により天然ゴムの単位

のイソプレンでは重合しないが、ブタジエンはアル

カリ金属で重合することが知られ、人工ゴムのブナ

の原料に使われた。Ziegler は PhCMe2K とブタジエ

ンの反応を調べたところ、ブタジエンが速やかに重

合することを見出した。これは Schlenk の研究と同

じくアルキルカリウムがブタジエンに次々と 1,4 －

付加して進行すると考えられた（式 22）。
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のついた特別な反応管を用いて不活性ガス下で

行われ、いまではSchlenk操作と呼ばれている40)。

Schlenk は今ではラジカルと考えられる三価の炭

素に興味があり、ベンゾフェノンに金属が付加し

て生成するベンゾフェノンナトリウムとジナト

リウム化合物を単離した（式 17）。次にオレフィ

ンやジオレフィンについても 1,2 および 1,4-付

加反応が進行することを明らかにした(式 18、

19)39)40)。一方 Ziegler は Schrogin 反応を応用し

て、フェニルイソプロピルメチルエーテルと K/Na

アマルガムからフェニルイソプロピルカリウム

を合成することに成功した。そして Schlenk と同

様にスチルベンとの反応を試みたところ、アルキ

ルカリウムが二重結合に付加（カーボメタル化）

することをはじめて見い出した（式 20）41)42)。

Schlenk は 1,１-ジフェニルエチレンと金属ナト

リウムの反応では途中三価の炭素（ラジカル）が

生成しその二量化反応で二量体を生成するラジ

カル機構を考えているのに対しZieglerはジナト

リウム化合物のカーボメタル化反応（アニオン機

構）を提唱して対立した（式 21）。1920 年ごろ大

学や BASF の研究者により天然ゴムの単位のイソ

プレンでは重合しないが、ブタジエンはアルカリ

金属で重合することが知られ、人工ゴムのブナの

原料に使われた。Ziegler は PhCMe2K とブタジエ

ンの反応を調べたところ、ブタジエンが速やかに

重合することを見出した。これは Schlenk の研究

と同じくアルキルカリウムがブタジエンに次々

と1,4－付加して進行すると考えられた（式22）。 

1930 年 Ziegler は反応性が高く、エーテル溶媒

とも反応するアルキルナトリウムやカリウムに

かわり、より共有結合性で反応性も穏やかなアル

キルリチウムの検討を開始した。しかしその合成

は Schlenk の有毒な R2Hg と Li のトランスメタル

化しかなく、炭化水素中でハロゲン化アルキルと

金属リチウムの直接法によるアルキルリチウム

の調整法を開発した。こうして生成したアルキル

リチウムとブタジエンの反応は温度により、1,2

－付加重合が多くなる結果を与えた（式 22）42)。 

この時点でも Ziegler はフェニルナトリウムと

異なりアルキルナトリウムのアルキルハロゲン

化物との金属ナトリウムから合成するのは困難

であると見ていた。しかし米国の Morton らは高

速攪拌で過剰の金属ナトリウムディスパージョ

ンを調整する方法を開発しアルキルナトリウム

の調整を実現させている。この方法はアルキルリ

チウムの調整にも応用され、米国の Gilman らに

より Schlenk 管にかわり三ツ口フラスコ、水銀

シール撹拌機、滴下ロート、ジムロート冷却管、
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なりアルキルナトリウムのアルキルハロゲン化物と

の金属ナトリウムから合成するのは困難であると見

ていた。しかし米国の Morton らは高速攪拌で過剰

の金属ナトリウムディスパージョンを調整する方法

を開発しアルキルナトリウムの調整を実現させてい

る。この方法はアルキルリチウムの調整にも応用さ

れ、米国の Gilman らにより Schlenk 管にかわり三

ツ口フラスコ、水銀シール撹拌機、滴下ロート、ジ

ムロート冷却管、不活性ガス導入管など現代の有機

金属化合物の合成操作が確立した 38)。Zieglerは後年、

現在の MaxPlank 研究所に移り、Schlenk の LiEt
が蒸留できるとの報告をきっかけにアルキルリチウ
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ムの分解を検討した。ブチルリチウムを長く、沸騰

エーテル中で加熱すると高級炭化水素のアルコール

が生成することに気が付いた。このアルコールの生

成は Schorigin 反応でエーテルから生成するエチレ

ンにアルキルリチウムが次々と付加したと考えれた

（式 23）。実際オートクレーブ中で BuLi のエーテ

ル溶液にエチレンを圧入し、40℃に加熱すると高級

炭化水素（炭素数約 10 ケ）のアルコールが生成し

た 42)。この後の Ziegler による Al の化学と Ziegler-
Natta 触媒の発見のエピソードはすでにこのシリー

ズで紹介したので参照されたい 43)。

Hgの化学（2）
次にもう一つの Hg の化学に関するエピソードにつ

いて紹介する。19 世紀 Faraday により電磁誘導の

法則の発見で発電機・モーターが発明されると世の

中は電気による第 2 次産業革命の時代に入る。化

学分野も食塩電解、アルミニウム電解、銅の電解精

錬、さらには Haber-Bosch アンモニア合成法につな

がる石灰窒素、電弧（アーク）法によるノルウェイ

硝石などの窒素肥料を合成する電気・電熱化学が登

場する。これらは技術史の上からイギリスの Swan
や米国の Edison が白熱灯を発明し、それまで工場

や大規模施設の照明に使われていたアーク灯を化学

工業に転用したことによるとされ、アークの転進と

呼ばれている 44)。アーク放電は Faraday が電解質溶

液の電気分解の法則を発見後、気体放電の研究を放

電管を用いてたことにはじまる。19 世紀末には、放

電管による陰極線の研究からＸ線、放射能、電子が

Rentogen、Bequrel、 と Thmoson によってそれぞれ

発見されて 20 世紀以降の物理学がつくられること

になる。化学分野でも 1862 年 Lavoisier の後継者で

あるフランスの Berthollet が炭素と水素をアーク中

で直接化合させアセチレンを合成した。アセチレン

と水素を反応させエチレンを合成し、硫酸で水和し

てアルコールを合成した。またアセチレンの縮合に

よりベンゼン、CO2 を還元して CO にしそれから蟻

酸を合成した。この後アセチレンは尿素の合成で生

気論を否定したことで知られる Wholer によりカー

バイド CaC2 と水から合成できることが見出された。

Berthollet も有機合成における重要な基本反応を発

見することで「有機物を支配する化学力は無機物を

支配する化学力と全然同一である」として生気論を

完全にとどめをさした 45)。Berthollet はアセチレン

の酸触媒水和反応の生成物に対して、エチレンと同

じくビニルアルコールを考えたが、しかしプロピン

の水和反応でアセトンが生成することからケトーエ

ノール互変異性でアセトアルデヒドが生成すると訂

正した（式 24）。その後 Zeitsev と Linnemann は対

応するビニル臭化物と Hg(OAc)2 を反応させるとアセ

トアルデヒドとアセトンが生成することを見出した

（式 25）。ロシアの Kucherov は、ビニル臭化物の求

核置換反応は起きないことから、彼らの報告に疑問

をもった。脱臭化水素してアセチレンとプロピレン

を生成し、次に水銀触媒でアセチレンとプロピレン

が水和されてアセトアルデヒドとアセトンが生成す

ることを見出した（Kucherov 反応，図 1 (3）46, 47)。

　20 世紀に入り、1914 年第１次世界大戦前後でコー

クス製鉄のための石炭乾留で副生するタール工業か

らだけでは有機薬品をまかなうことができずカーバ

イドアセチレンを原料とするアセチレン工業がはじ

まる。すでに 1894 年にはフッ素の発見で知られて

いるフランスの Moisson がカーバイド合成の反応

式を確立し、カーバイドからの石灰窒素肥料の合成

も開始された。しかし Kucherov 反応の工業化は生

成するアセトアルデヒドの回収法と触媒活性維持と

いう 2 つの問題があり 1910 年前後まで工業化は試

みられなかった。アセトアルデヒド合成の工業化が

1916 年ドイツで開始されたのは過剰なアセチレン

吹き込みによるアセトアルデヒドの回収法の確立に

よってである。水銀触媒の活性が損失するのはアセ

チレン水和反応の副反のためであり、それは解決さ

れなかった。そのために水銀がスラッジあるいは廃

水中に含まれて放出され重大な水銀汚染を引き起こ

した。1950 年代に入って日本では水俣病が発生して

公害問題を引き起こした 45, 48)。アセトアルデヒドか

らはアセトン、酢酸が合成された（式 26、27）。ア

セチレン系有機合成工業の多くは Kucherov 反応と

同じく水銀触媒によるアセチレンへの付加反応が利

用されている。レーヨン（酢酸セルロース）の原料

の無水酢酸、高分子原料の酢酸ビニル、塩化ビニル
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不活性ガス導入管など現代の有機金属化合物の

合成操作が確立した 38)。Ziegler は後年、現在の

MaxPlank 研究所に移り、Schlenk の LiEt が蒸留

できるとの報告をきっかけにアルキルリチウム

の分解を検討した。ブチルリチウムを長く、沸騰

エーテル中で加熱すると高級オレフィンが生成

することに気が付いた。このオレフィンの生成は

Schorigin 反応でエーテルから生成するエチレン

にアルキルリチウムが次々と付加したと考えれ

た（式 23）。実際オートクレーブ中で BuLi のエー

テル溶液にエチレンを圧入し、40℃に加熱すると

高級炭化水素（炭素数約 10 ケ）のアルコールが生

成した 42)。この後の Ziegler による Al の化学と

Ziegler-Natta 触媒の発見のエピソードはすでに

このシリーズで紹介したので参照されたい 43)。 

 
Hg の化学（2） 
 次にもう一つのHgの化学に関するエピソードに

ついて紹介する。19 世紀 Faraday により電磁誘導

の法則で発電機・モーターが発明されると世の中

は電気による第 2次産業革命の時代に入る。化学

分野も食塩電解、アルミニウム電解、銅の電解精

錬、さらには Haber-Bosch アンモニア合成法につ

ながる石灰窒素、電弧（アーク）法によるノルウェ

イ硝石などの窒素肥料を合成する電気・電熱化学

が登場する。これらは技術史の上からイギリスの

Swan や米国の Edison が白熱灯を発明し、それま

で工場や大規模施設の照明に使われていたアー

ク灯を化学工業に転用したことによるとされ、

アークの転進と呼ばれている 44)。アーク放電は

Faraday が電解質溶液の電気分解の法則を発見後、

気体放電の研究を放電管を用いてたことにはじ

まる。19 世紀末には、放電管による陰極線の研究

からＸ線、放射能、電子が Rentogen、Bequrel、 

と Thmoson によってそれぞれ発見されて 20 世紀

以降の物理学がつくられることになる。化学分野

でも 1862 年 Lavoisier の後継者であるフランス

の Berthollet が炭素と水素をアーク中で直接化

合させアセチレンを合成した。アセチレンと水素

を反応させエチレンを合成し、硫酸で水和してア

ルコールを合成した。またアセチレンの縮合によ

りベンゼン、CO2を還元して CO にしそれから蟻酸

を合成した。この後アセチレンは尿素の合成で生

気論を否定したことで知られる Wholer により

カーバイド CaC2 と水から合成できることが見出

された。Berthollet も有機合成における重要な基

本反応を発見することで「有機物を支配する化学

力は無機物を支配する化学力と全然同一である」

として生気論を完全にとどめをさした 45)。

Berthollet はアセチレンの酸触媒水和反応の生

成物に対して、エチレンと同じくビニルアルコー

ルを考えたが、しかしプロピンの水和反応でアセ

トンが生成することからケトーエノール互変異

性でアセトアルデヒドが生成すると訂正した（式

24）。その後 Zeitsev と Linnemann は対応するビ

ニル臭化物と Hg(OAc)2 を反応させるとアセトア

ルデヒドとアセトンが生成することを見出した。

ロシアの Kucherov は、ビニル臭化物の求核置換

反応は起きないことから、彼らの報告に疑問を

もった。脱ハロゲン化水素してアセチレンとプロ

ピレンを生成し、次に水銀触媒でアセチレンとプ

ロピレンが水和されてアセトアルデヒドとアセ

トンを生成することを見出した（Kucherov 反応、

図 1、3）式 25）46)47)。 

 20 世紀に入り、1914 年第１次世界大戦前後で

コークス製鉄のための石炭乾留で副生するター

ル工業からだけでは有機薬品をまかなうことが

できずカーバイドアセチレンを原料とするアセ

チレン工業がはじまる。すでに 1894 年にはフッ

素の発見で知られているフランスの Moisson が

カーバイド合成の反応式を確立し、カーバイドか

らに石灰窒素肥料の合成も開始された。しかし

Kucherov 反応の工業化は生成するアセトアルデ

ヒドの回収法と触媒活性維持という2つの問題が

あり1910年前後まで工業化は試みられなかった。

アセトアルデヒドの工業化は 1916 年ドイツで開

始されたのは過剰なアセチレン吹き込みによる

アセトアルデヒドの回収法の確立によってであ

る。水銀触媒の活性が損失するのはアセチレン水

和反応の副反のためであり、それは解決されな
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などその例である（式 28、29）。アセチレン系有機

合成工業は第２次世界大戦下のドイツで最高度まで

展開しいわゆるアセチレンの高圧下で反応させる

Reppe 合成である 49)。
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かった。そのために水銀のスラッジあるいは廃水

中に含まれて放出され重大な水銀汚染を引き起

こした。1950 年代に入って日本では水俣病が発生

して公害問題を引き起こした 45)48)。アセトアルデ

ヒドからはアセトン、酢酸が合成された（式 26、

27）。アセチレン系有機合成工業の多くは

Kucherov 反応と同じく水銀触媒によるアセチレ

ンへの付加反応が利用されている。レーヨン（酢

酸セルロース）の原料の無水酢酸、高分子原料の

酢酸ビニル、塩化ビニルなどその例である（式 28、

29）。アセチレン系有機合成工業は第２次世界大

戦下のドイツで最高度まで展開しいわゆるアセ

チレンの高圧下で反応させるReppe合成である49)。 

 1928 年ごろ BASF の Reppe はビニルエーテルの

合成に着手し、塩化ビニルとアルコールカリ（金

属ナトリウムのアルコール溶液）を加圧缶内で反

応させ、ビニルエーテルの合成を開発した（式 25）。

この反応の副生成物として生じる少量のアセチ

レンは、反応が高温かつアルカリの存在において

長時間たもつと減少することを発見し、アセチレ

ンもアルコールと直接、接触反応する着想に到達

した。かくして 1930 年アセチレンとメタノール

を 20-22 気圧 160-165℃、加性アルカリを触媒と

するビニルエーテルの工業的合成法(Reppe 反応)

が完成された（式 25）48）。発見の経緯はビニルハ

ロゲン化物の求核置換反応は起きないとして、ハ

ロゲン化水素の脱離で生成するアセチレンとの

直接付加反応を考えた Kucherov 反応の発見と

まったく同じである 50)。この他、高圧アセチレン

とアセトン、アルデヒドを反応させるエチニル化

反応、ニッケルカルボニルの金属触媒下 CO の高

圧反応からアクリル酸エステルを合成するカル

ボニル化反応、さらにアセチレンを 3-4 分子重合

させるベンゼン、シクロテトラエン(COT)の合成

の特許が出願された 45)48-50)。これら Reppe 合成に

ついてはすでにこのシリーズで紹介したので参

照されたい 51)。Reppe 反応のエチニル化反応は実

験室では Grignard 試薬または液体アンモニアで

つくった NaNH2 との反応(Newland 法)で生成する

アセチレン Grignard またはアルカリ金属誘導体

とアルデヒド、ケトンを反応させてプロパルギル

アルコール誘導体を合成する反応である 52)。これ

に対してReppeはホルムアルデヒドに銅アセチリ

ドを触媒としてアセチレンを反応させてプロパ

ルギルアルコールをさらには人工ゴムのブナの

原料である 1,4-ブチンジオール合成に成功した。

爆発性のアセチル金属を工業触媒に用いること

驚かされる（式 30）。末端アセチレンの銅アセチ

リドは酸化するとジアセチレン誘導体を与える

ことが 1969 年 Glaser により発見されている 53)。

酸化剤として空気、アルカリ性フェリシア化カリ

ウムなどが用いられる。爆発性なために単離せず

に末端アセチレンを塩化銅・塩化アンモニウムの

存在下酸素または空気で直接酸化する改良法が

Salkind54)55)と Reppeや Jones52)により見いだされ

た（式 33）銅アセチリド、アリール銅などの有機

銅を中間体とする反応は非対称なジアセチレン

化合物の合成（Cadiot Chodkiewicz反応 式 34），

対称ビアリール誘導体の合成（Ullman カップリン

グ反応 式 35）や非対称ジフェニルエーテルの合

成（Ullmann 縮合 式 36）へ発展した 56-60)。Glaser

カップリングの塩化銅・塩化アンモニウム試薬は

この後同じアセチレン化学の米国の研究者の名

前をとって Newland 試薬と呼ばれることになる。

それはこの試薬を酸性条件下で用いるとビニル

アセチレンが生成し（Straus カップリング）その

副生成物のジビニルアセチレンが重合してゴム

になることをNewlandが見いだしたことに由来す

る。しかしジビニルアセチレンは空気中に長く接

触すると爆発の過酸化物となり、合成ゴムの開発

に乗り出しDuPont社でも工場爆発に見舞われた。

1928 年 Dupont 社の Carothers はビニルアセチレ

ンに偶然にHClが付加しクロロプレンを生成し重

合して耐油性のゴムになることを発見した（式 31）
61)62)。 

　1928 年ごろ BASF の Reppe はビニルエーテルの

合成に着手し、塩化ビニルとアルコールカリ（金属
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は、反応が高温かつアルカリの存在において長時間

たもつと減少することを発見し、アセチレンもアル

コールと直接、接触反応する着想に到達した。か
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の求核置換反応は起きないとして、ハロゲン化水素

の脱離で生成するアセチレンとの直接付加反応を

考えた Kucherov 反応の発見とまったく同じである
50)。この他、高圧アセチレンとアセトン、アルデヒ

ドを反応させるエチニル化反応、ニッケルカルボニ

ルの金属触媒下 CO の高圧反応からアクリル酸エス

テルを合成するカルボニル化反応、さらにアセチレ

ンを 3-4 分子重合させるベンゼン、シクロテトラエ

ン (COT) の合成の特許が出願された 45, 48-50)。これら

Reppe 合成についてはすでにこのシリーズで紹介し

たので参照されたい 51)。Reppe 反応のエチニル化反

応は実験室では Grignard 試薬または液体アンモニ

アでつくった NaNH2 との反応 (Newland 法 ) で生

成するアセチレン Grignard またはアルカリ金属誘

導体とアルデヒド、ケトンを反応させてプロパルギ
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30）。末端アセチレンの銅アセチリドは酸化すると

ジアセチレン誘導体を与えることが 1869 年 Glaser
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カリ性フェリシア化カリウムなどが用いられる。爆
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化する改良法が Salkind54, 55) と Reppe や Jones52) に

より見いだされた（式 33）銅アセチリド、アリー

ル銅などの有機銅を中間体とする反応は非対称なジ

アセチレン化合物の合成（Cadiot　Chodkiewicz 反

応 式 34），対称ビアリール誘導体の合成（Ullman
カップリング反応 式 35）や非対称ジフェニルエー

テルの合成（Ullmann 縮合 式 36）へ発展した 56-60)。

Glaser カップリングの塩化銅・塩化アンモニウム試

薬はこの後同じアセチレン化学の米国の研究者の名

前をとって Newland 試薬と呼ばれることになる（式

32）。それはこの試薬を酸性条件下で用いるとビニル

アセチレンが生成し（Straus カップリング）その副

生成物のジビニルアセチレンが重合してゴムになる

ことを Newland が見いだしたことに由来する。し

かしジビニルアセチレンは空気中に長く接触すると

爆発性の過酸化物となり、合成ゴムの開発に乗り出

し DuPont 社でも工場爆発に見舞われた。1928 年

Dupont 社の Carothers はビニルアセチレンに偶然

に HCl が付加しクロロプレンを生成し重合して耐油

性のゴムになることを発見した（式 31）61, 62)。

　19 世紀はじめ石油がアメリカ、ロシアそしてイン

ドネシアで発見され、おもに灯油として利用されて

きた。第１次世界大戦後、敗戦国のトルコのアラビ

アの石油利権が欧米の戦勝国に譲渡されて中近東の

油田開発が開始された。石油（ガソリン）が工場と

内燃機関・エンジン（自動車）の動力として利用さ

れると、白熱灯の普及で需要が落ちた石油はエンジ

ンの燃料として再び需要が増大した。石油の低沸点

のガソリン留分を多く得るために石油の分解が起こ

なわれ、そのとき副生する分解ガス（エチレン、プ

ロピレン）を利用するために石油化学工業がはじまっ

た。石炭アセチレンから石油エチレンへの製造法の
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転換である 45)。Kucherov 反応にもとづくアセチレ

ンの水銀法アセトアルデヒドの合成がエチレンから

の Wacker 法 63, 64) アセトアルデヒド合成に変換され

た。Wacker 法についてはすでにこのシリーズでも紹

介したので参照されたい 65)。その発見のきっかけは

1827 年 Zeise が見出した白金 (IV) のエチレン錯体

（Zeisez 塩）66, 67) の加水分解でアルデヒドが生成す

ることにはじまる。また Reppe 反応にもとづくアセ

チレンのカルボニル化合物の合成が石油の分解ガス

のプロピレンの酸化（アンモ酸化、SOHAIO 法）や

エチレンのコバルト触媒 Oxo 法に変換された。Oxio
法 (Rohlen 法 )68-70) についてもこのシリーズで紹介し

ている 51)。

　その発見のきっかけは第 2 次大戦中、石油に枯渇

したドイツが石炭の液化や CO と H2 から人工石油

を合成する Fischer-Torppsch 法を開発し、その研究

の中から見出された。その当時 Reppe はアセチレン

のカルボニル化をシクロプロペノン中間体と求核剤

との反応を提唱したが、エチレンのカルボニル化に

ついても飽和のシクロフプロパノン中間体の反応が

考えられていた（式 37）。このカルボニル化の反応

加部:  反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学(8) 17 
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酸化（アンモ酸化、SOHAIO 法）やエチレンのコバ

ルト触媒 Oxo 法に変換された。Oxio 法(Rohlen

法)68-70)についてもこのシリーズで紹介している
51)。その発見のきっかけは第 2次大戦中、石油に

枯渇したドイツが石炭の液化や CO と H2から人工

石油を合成する Fischer-Torppsch 法を開発し、

その研究の中から見出された。その当時 Reppe は

アセチレンのカルボニル化をシクロプロペノン

中間体と求核剤との反応を提唱したが、エチレン

のカルボニル化についても飽和のシクロフプロ

パノン中間体の反応が考えられていた（式 37）。

このカルボニル化の反応がコバルトヒドリド錯

体(MH)によるヒドロメタル化と続く挿入反応で

あるという反応機構を解明したのが Heck 反応で

知られる Heck である 71)。 

 以上 Franklandのアルキル水銀化合物の合成と

Kucherov 反応の水銀触媒によるアセチレン水和

反応に関する水銀の化学につい見てきたが、19-

20 世紀にかけていろいろな有機水銀化合物の合

成法が確立された 72-75)オレフィンと水銀塩の反

応（オキシ水銀化）も最初に研究したのも

Kucherov で 1892 年である 76)。20 世紀に入りヒド

ロホウ素化で知られるBrownはオキシ水銀化で最

初に生成するβヒドロキシ水銀化合物を単離す

ることなく NaBH4 で還元的に脱水銀化した。生成

物はオレフィンからはじめるとMarkovnikov付加

し た ア ル コ ー ル で ヒ ド ロ ホ ウ 素 化 が

AntiMarkovnikov 付加で相補的なアルコールにな

る（図 1、 4）)73-75), 77)78)。さらに 1959 年亜鉛と

ジヨーメタンでオレフィンがメチレンかされる

反応が duPont 社の研究員ににより発見されて

Simon－Smith 反応として知られているが、その発

見からわずかに数年遅れて Seyferth らにより水

銀のα―ハロアルキル誘導体からオレフィンへ

のカルベン移動反応が見だされた（図 1、5）73-75)79)。

原料のハロアルキル水銀誘導体はトリハロメタ

ンを塩基存在下、α－アルキル水銀ハロゲン化物

と置換反応させることで容易に得られる。Liebig

の弟子で渡英し染料の合成で有名な Perkin を育

てたのが Hoffman である。1843 年に Hoffman が

Frankland よりも早くにアニリンの水銀化を試み

えているが、残念ながら N-水銀化合物であるのか

C-水銀化合物あるのかどうか不明である 80)。一般

に芳香族化合物は容易に水銀塩で直接水銀化さ

れる（図 1、6））。しかし位置選択性がない。Liebig

の弟子で先生のベンゼン構造を実証した Bayer、

そしてその弟子でグルコースの立体配置を決定

しペプチド合成で生化学分野を開いたのが

Fischer である。その Fischer がアリールヒドラ

ジンと酢酸銀と銅触媒存在下反応させるとア

リール水銀化合物を位置選択的に合成した（式 38）
81)。中間体にジアゾニウム塩が関与していると考

えれる。この反応は後年ロシアの Nesmeyanov に

よりヒドラジンと酢酸銀の反応さらには芳香族

ジアゾニウム塩と水銀塩の反応で高収率で芳香

族水銀化合物を合成する方法に発展した（図 1、 

7）)。このジアゾニウム塩を原料とする反応は水

銀以外の種々の典型金属（元素）にも適用でき、

一般に Nesmeyanov 反応として呼ばれている 81)。

水銀化合物と Pd 金属とのトランスメタル反応は

容易に起き、Heck 反応の開発やクロスカップリン

グにつながった（図 1、8）10))。さらにホウ素化

合物と水銀化合物のトランスメタル化の塩基添
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れる反応が duPont 社の研究員ににより発見されて
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料の合成で有名な Perkin を育てたのが Hoffman で
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にアニリンの水銀化を試みているが、残念ながら N-
水銀化合物であるのか C- 水銀化合物あるのかどう

か不明である 80)。一般に芳香族化合物は容易に水銀

塩で直接水銀化される（図 1(6)）。しかし位置選択性

がない。Liebig の弟子で先生のベンゼン構造を実証

した Bayer、そしてその弟子でグルコースの立体配

置を決定しペプチド合成で生化学分野を開いたのが

Fischer である。その Fischer がアリールヒドラジン

と酢酸銀と銅触媒存在下反応させるとアリール水銀

化合物を位置選択的に合成した（式 38）81)。中間体

にジアゾニウム塩が関与していると考えれる。この

反応は後年ロシアの Nesmeyanov によりヒドラジン

と酢酸銀の反応さらには芳香族ジアゾニウム塩と水

銀塩の反応で高収率で芳香族水銀化合物を合成する

方法に発展した（図 1 (7))。このジアゾニウム塩を

原料とする反応は水銀以外の種々の典型金属（元素）

にも適用でき、一般に Nesmeyanov 反応として呼ば

れている 81)。水銀化合物と Pd 金属とのトランスメ

タル反応は容易に起き、Heck 反応の開発やクロス

カップリングにつながった（図 1(8),(10)）。さらにホ

ウ素化合物と水銀化合物のトランスメタル化の塩基

添加が鈴木－宮浦クロスカップリング反応の開発（図

1 (9)）につながった。これらについては次回紹介する。

おわりに
18-19 世紀の有機金属化学について今は失われてし

まった「水銀（Hg）の化学」を中心に解説した。

Frankland のアルキル亜鉛の研究が原子価の概念を

導き、と同時に毒性のアルキル水銀化合物も誕生さ

せた。有機水銀化合物はその毒性にもかかわらず空

気中で安定で取り扱いが容易でトランメタル化して

RLi などの合成にひろく利用された。一方 Kucherov
の見出した水銀触媒によるアセチレンの水和反応が

石炭からカーバイドアセチレン工業をつくった。石

炭から石油へのエネルギー転換で、有機化学工業も

アセチレンからエチレンへの製造法の転換が進めら

れ、遷移金属触媒に関連した 3 つのプロセス (1) オ
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はじめに
このシリーズも前半の典型金属から後半の遷移金属

の化学に入り、遷移金属錯体の種類に従って解説を

試みてきた。今回からこのシリーズの目的である遷

移金属錯体の反応を解説する。初回で紹介した「化

学と教育」誌の教育論文で学部で教えられる有機化

学では実現できない 3 つのタイプの有機反応が典型

金属（元素）を用いて可能になることを示した 1, 2)。

その 3 つのタイプの反応を図１にまとめた。その１

つが (1)極性結合における求電子置換反応は 1,3- ジ
チアンのリチオ化でとりあげ 1)、2 つ目の (2)二重

結合の求電子置換反応についてはケイ素のところで

β－シリルカチオンを利用することで可能であるこ

とを示した 3)。しかしいずれも硫黄化合物やケイ素

化合物を経由する間接的な反応である。それ対して、

Abstract:  Organic compounds containing carbon-metal bonds are called organometallic com-
pounds. Such compounds have been known and studied since the 19th century and have been 
widely used to modify synthetic transformation in modern organic chemistry. It is considered 
that many educational benefits could result in the use of reaction types and discovery episode 
for undergraduates and graduate classes in organic and organometallic chemistry. In 1968, 
Heck began to investigate reactions of phenyl mercury acetate with Li2[PdCl4] solution under 
an ethylene atomosphere to produce styrene. Due to the high toxicity of mercury, he changed 
to the direct coupling of aryl iodide with ethylene in the presence of a palladium catalyst, the 
so-called Heck reaction. In the 1940's, Kharasch investigated the Grignard reaction in the 
presence of catalytic amounts of salts of transition metals to produce homo and cross-coupling 
products with organic halides, considered to be produced by a radical mechanism. In 1970-72, 
several revolutionary findings by Yamamoto, Kochi, Corriu, Kumada, and Tamao modified this 
Griganrd reaction with Ag, Cu, Fe, and Ni catalysts, which is now available as a modern Pd 
catalyzed cross-coupling reaction that is synthetically powerful, devised by Negishi, Sonogashi-
ra, Migita, Kosugi, Suzuki, Miyaura, and Hiyama. The mechanism of reaction was disclosed as 
oxidative addition and reductive elimination of low valent Pd(0) in the catalytic cycle.
Keywords:  Heck reaction, Kharasch, cross coupling, nickel, palladium catalyst

反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学 (9)

加部義夫 1, 2

Organometallic Chemistry Based on Reaction Types
and Anecdote of Discoveries (9)

Yoshio Kabe1, 2

1 Department of Chemistry, Faculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 259-
1293, Japan,
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図 1．有機化学で不可能な反応と有機金属化学で可能な反
応 (1)，C=O 極性結合上の求電子置換反応（硫黄の反応），
(2)，(3) C=C 二重結合上の求核・求電子置換法反応（Oxo 法，
ケイ素の反応，Heck 反応，クロスカップリング反応）．

すでに解説した 3 つ目の (3) オキソ法や、今回解説
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を使う欠点は解決できない。一方、Brown の弟子の

Larock もヒドロホウ素化で生成した有機ホウ素化

合物と水銀とのトランスメタル化を見出だし、この

Heck 反応を参考にジエン化合物やカルボニル化し

たアクリル酸誘導体の合成を報告した（式 2)5)。水

銀の毒性を克服する意味で、同じく 1968 年にヨウ

化アリールと Pd(0) に酸化付加できることが報告さ

れた 6)。さらに 1971 年には東工大の溝呂木がパラジ

ウムがβ水素脱離して生成するパラジウムヒドリド

が塩基でパラジウム (0)）に分解されるのでヨウ化ア

リールと Pd(0) で触媒的に反応が進行することを日

本化学会の欧文誌に速報として報告した 7)。いずれ

も Heck が見つけた量論的ビニル化で考えている中

間体である。残念ながらこの後溝呂木は早世してし

まう。Heck が水銀化合物をアリールヨウ化物に、パ

ラジウムを０価にかえて、いわゆる溝呂木 - Heck 反

応を完成させる（図 2 (1))8, 9)。Heck は会社をリスト

ラされたために 1971 年に退社して Delaware 大学に

する Heck 反応やクロスカップリング反応は直接的

な反応である。今回これら２つの反応について解説

する。

Heck反応
1960 年 Heck は米国の Hercules 社で、有機金属

化学の基礎的研究を行っていた。Oxo 法の反応機

構を解明すると、同僚の Henry がパラジウム触媒

Wacker 法の反応機構の研究をしているのに影響さ

れて、次にパラジウムによる有機水銀化合物のビニ

ル化反応を 1968 年ごろから研究した 4, 5)。この反

応は水銀とパラジウムのトランメタル化とカーボパ

ラデーション、β－水素脱離から成っていて、パラ

ジウム触媒種は II 価の反応である（式 1）5)。その

ため同じ頃に開発された藤原反応のように高価なパ

ラジウムを量論で使う欠点があり、酸化剤を用いて

Pd(0) を Pd(II) にもどしても毒性のある水銀化合物

図 2．Pd(0) の触媒反応 (1)Heck 反応．(2) クロスカップリ
ング反応．

(1)

(2)
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移ってこの触媒反応の論文の第１報を 1972 年に J. 
Org. Chem 誌に発表する。溝呂木の論文を冒頭に引

用し研究者としての誠実さを示した 10, 11)。Heck らは

ヒドリドパラジウムの分解で生成する酸を補足する

ために Et3N を用いてケイ皮酸の合成に応用してい

る（式 3）11）。Heck 反応は有機合成の方法論を大き

く変えることになった。たとえば Hegedus, 森・伴

らによりインドールなどの複素環合成へ応用された。

（式 4）12, 13)。Overman らはモルヒネの合成に Heck
反応を利用している（式 5）14)。Heck 反応でカーボ

パラデーション後、β水素脱離が起き難いまたはβ

水素がないときどうなるだろうか。三重結合や多置

換二重結合へのカーボパラデーションではβ水素脱

離が起きず、アルキルパラジウム中間体がリビング

で存在する（式 6）。根岸らはリビングのパラジウム

中間体の連続的なカーボパラデーションより縮合多

環化合物がワンポットで合成できることを見出して

いる（式 7）15)。

クロスカップリング反応
有機金属化合物（RM）を炭素－炭素結合生成反応

に利用するとき、2 通りの反応タイプが考えれる（式

8）。１つはホモカップリング二量化反応で、もう１

つはクロスカップリング反応である。反応は酸化剤

[O] または触媒 [M] により進行する。有機水銀化合

物とハロゲン化合物のカップリングは古く 1872 年

に Kekule により Ph2Hg と PhCHCl2 と反応が試み

られているが、触媒がない反応なので、150℃高温で

低収率ながら Ph3CH が得られている（式 9）16)。以

来多くの水銀化合物について研究がなされた。酸ハ

ロゲン化物では有機亜鉛化合物やカドミウム化合物

と同じようにケトンを生成するも低収率である ( 式
10)。水銀のエノレートと酸ハロゲン化物との反応で

は O －アシル化されビニルエーテルが生成する（式

11）16)。

　一般に有機水銀化合物 R2Hg に遷移金属化合物を

加えてもトランスメタル化した有機遷移金属化合物

は得られず、R2Hg が分解してホモカップリング生

成物を与える 16-19)。前節でみたようの Pd を用いる

と触媒量・室温で Hg から Pd にトランスメタル化

することで Heck 反応や Larock の反応のようにカッ

プリングが進行する。そしてビニルハロゲン化物や

ビニルホウ素化合物からクロスカップリングやホモ

カップリング生成物を与える。1970 年代、Grignard
試薬、有機亜鉛化合物、有機スズ化合物、有機ホウ・

ケイ素素化合物のハロゲン化物とパラジウム触媒ク

ロスカップリング反応が登場するが、80 年に少し遅

れて有機水銀化合物もロシアの Beletsukaya らによ

り検討されたが、その毒性のために実用にはならな

かった 20)。

　水銀の次にカップリング反応に使われた金属が銅

である。Ziegler らにより直接法によるアルキルリチ
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ウムが利用でるようになると、Gilman らによりリ

チウムアート錯体が導入され、銅アート錯体を用い

るホモカップリングやクロスカップリングが Corey
らにより報告された（式 12）21)。さらに Grignard
試薬銅アート錯体がアセチレンに付加する反応が

Normant らにより報告されている（式 13）。しかし

ながらこれらの銅アート錯体を用い反応は量論反応

で基質と等量の銅錯体を用いる反応である。銅アー

ト錯体と求核性の強い Grignard 試薬やリチウム化

合物以外に近年、広い範囲の有機金属化合物の組み

合わせが検討されている 22)。

　パラジウム触媒クロスカップリングにつながる

Grigard 試薬と遷移金属化合物の反応をはじめて研

究したのは誰だろうか。Sniekus のクロスカップリ

ングの歴史をまとめた総説 23) によるとフランスの

Turner が 1914 年 Grignard 試薬と量論量の CrCl3

と反応させるとホモカップリングしてビフェニル

を生成することを見出している（式 14）。NiCl2 や
CoCl2, AgBrなどの存在でも同様にビフェニルの生成

を Gilman が確認している 24)。さらに Corriu は両大

戦中にフランスの Job がフェニル Grignard と触媒

量の NiCl2 を反応するとエチレンを吸収してフェネ

チルカルボン酸を生成することを指摘し、この報告

が遷移金属を触媒的にクロスカップリングした最初

であるとしている 23)。これら先駆的な研究ではなく

その後のクロスカップリング研究にもっとも影響を

及ぼしたのは米国の Kharasch である。1940 年代彼

はGrignard試薬に対する触媒量の遷移金属の添加を

精力的に研究した。その当時 Kharasch は Chicago
大でラジカルの化学を研究していた 25)。Robinson、
Ingold の有機電子論はまだなかったのでアルケンへ

の HBr の付加に対する Markovnikov 則（臭素は置

換基の多い側に付加する）を説明するために、Lewis

のオクテット則を適用した ( 式 16)。すなわち分極し

た（孤立電子対が片寄った）結合にプロトンが付加

して反応が進行すると考えた。26,-28)。この分極の方

向はアルケンの置換基 (R と R') の電気陰性度によっ

て決まる。実際に非対称ジオルガノ水銀化合物の塩

化水素による切断が検討された。水銀との結合を切

りプロトンと結合した置換基の R'の方が水銀との

結合を保持した置換基 R よりも電気陰性度が高いと

解釈された（式 17、Kharasch 系列）。その順番はア

リール＞アルキル＞ベンジルの順で結果をよく説明

できた。Kharasch らは非対称型有機水銀化合物を合

成するために Grignard 試薬の置換反応やカルボン

酸水銀化合物の脱炭酸 29) などの新しい合成を開発し

ている ( 式 18)。次に Kharasch はこのオレフィンへ

の HBr 付加の研究途中で臭化アリルに対する HBr

の付加が脱気した反応では 80% 以上 1,2- ジブロモ

プロパンを、一方脱気しない反応では 85％以上が

1,3- ジブロモプロパンが生成する事実を見出した（式

19, R=CH2Br）25)。後者は AntiMarkovnikov 付加生

成物で、それは臭素ラジカルが付加するラジカル連

鎖機構で反応が進行している。それはラジカル禁止

剤で反応が停止し、過酸化物の添加で反応が進行す

ることから明らかにされた 30, 31)。次に Kharasch は

Grignard 試薬とベンゾフェノンの反応に移り、第

３級アルコールが生成するところ、触媒量の CrCl3、

MnCl2 や FeCl3 を加えるとベンズピナコールが副生

し、これはラジカルが関与する反応と考えた 32)。フェ

ニル Grignard 試薬とﾌﾞﾛﾓベンゼンや塩化ビニルの

カップリング反応では 3mol% の触媒量でビフェニル

やスチレンを好収率で与えるのを見出した ( 式 20、
21)。これもラジカルが関与する反応が考えられた
32)。ホモカップリングもクロスカップリング生成物

もラジカルカップリング機構を考えている ( 式 22)。
　Kharasch 反応の機構を詳細に研究したのが Kochi

加部:  反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学(9) 13 

 

ルリチウムが利用でるようになると、Gilman らに

よりリチウムアート錯体が導入され、銅アート錯

体を用いるホモカップリングやクロスカップリ

ングが Corey らにより報告された（式 12）21)。さ

らに Grignard 試薬銅アート錯体がアセチレンに

付加する反応がNormantらにより報告されている

（式 13）。しかしながらこれらの銅アート錯体を

用い反応は量論反応で基質と等量の銅錯体を用

いる反応である。銅アート錯体と求核性の強い

Grignard 試薬やリチウム化合物以外に近年、広い

範囲の有機金属化合物の組み合わせが検討され

ている 22)。 

 パラジウム触媒クロスカップリングにつなが

るGrigard試薬と遷移金属化合物の反応をはじめ

て研究したのは誰だろうか。Sniekus のクロス

カップリングの歴史をまとめた総説 23)によると

フランスの Turner が 1914 年 Grignard 試薬と量

論量の CrCl3 と反応させるとホモカップリングし

てビフェニルを生成することを見出している（式

14）。NiCl2 や CoCl2, AgBr などの存在でも同様に

ビフェニルの生成を Gilman が確認している 24)。

さらに Corriu は両大戦中にフランスの Job が

フェニル Grignard と触媒量の NiCl2 を反応する

とエチレンを吸収してフェネチルカルボン酸を

生成することを指摘し、この報告が遷移金属を触

媒的にクロスカップリングした最初であるとし

ている。これら先駆的な研究ではなくその後のク

ロスカップリング研究にもっとも影響を及ぼし

たのは米国の Kharasch である。1940 年代彼は

Grignard 試薬に対する触媒量の遷移金属の添加

を精力的に研究した。その当時 Kharasch は

Chicago 大でラジカルの化学を研究していた 25)。

Robinson、Ingold の有機電子論はまだなかったの

でアルケンへの HBr の付加に対する Markovnikov

則（臭素は置換基の多い側に付加する）を説明す

るために、Lewis のオクテット則を適用した(式

16)。すなわち分極した（孤立電子対が片寄った）

結合にプロトンが付加して反応が進行すると考

えた。26-28)。この分極の方向はアルケンの置換基

の(R と R’)の電気陰性度によって決まる。実際

に非対称ジオルガノ水銀化合物の塩化水素によ

る切断が検討された。水銀との結合を切りプロト

ンと結合した置換基の R’の方が水銀との結合を

保持した置換基Rよりも電気陰性度が高いと解釈

された（式 17、Kharasch 系列）。その順番はアリー

ル＞アルキル＞ベンジルの順で結果をよく説明

できた。Kharasch らは非対称型有機水銀化合物を

合成するために Grignard 試薬の置換反応やカル

ボン酸水銀化合物の脱炭酸 29)などの新しい合成

を開発している(式 18)。次に Kharasch はこのオ

レフィンへのHBr負荷の研究途中で臭化アリルに

対する HBr の付加が脱気した反応では 80%以 

1,2-ジブロモプロパンを、一方脱気しない反応で

は 85％以上が 1,3-ジブロモプロパンが生成する

事実を見出した（式 19, R=CH2Br）25)。後者は

AntiMarkovnikov 付加生成物で、それは臭素ラジ

カルが付加するラジカル連鎖機構で反応が進行

している。それはラジカル禁止剤で反応が停止し、

過酸化物の添加で反応が進行することから明ら

かにされた 30)31)。次に Kharasch は Grignard 試薬

とベンゾフェノンの反応に移り、第３級アルコー

ルが生成するところ、触媒量の CrCl3、MnCl2 や

FeCl3を加えるとベンズピナコールが副生し、これ

はラジカルが関与する反応と考えた 32)。フェニル

Grignard 試薬とﾌﾞﾛﾓベンゼンや塩化ビニルの

カップリング反応では 3mol%の触媒量でビフェニ 

ルやスチレンを好収率で与えるのを見出した(式 

20、21)。これもラジカルが関与する反応が考え 

られた 32)。クロスカップリング生成物もラジカ 

加部:  反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学(9) 13 

 

ルリチウムが利用でるようになると、Gilman らに

よりリチウムアート錯体が導入され、銅アート錯

体を用いるホモカップリングやクロスカップリ

ングが Corey らにより報告された（式 12）21)。さ

らに Grignard 試薬銅アート錯体がアセチレンに

付加する反応がNormantらにより報告されている

（式 13）。しかしながらこれらの銅アート錯体を

用い反応は量論反応で基質と等量の銅錯体を用

いる反応である。銅アート錯体と求核性の強い

Grignard 試薬やリチウム化合物以外に近年、広い

範囲の有機金属化合物の組み合わせが検討され

ている 22)。 

 パラジウム触媒クロスカップリングにつなが

るGrigard試薬と遷移金属化合物の反応をはじめ

て研究したのは誰だろうか。Sniekus のクロス

カップリングの歴史をまとめた総説 23)によると

フランスの Turner が 1914 年 Grignard 試薬と量

論量の CrCl3 と反応させるとホモカップリングし

てビフェニルを生成することを見出している（式

14）。NiCl2 や CoCl2, AgBr などの存在でも同様に

ビフェニルの生成を Gilman が確認している 24)。

さらに Corriu は両大戦中にフランスの Job が

フェニル Grignard と触媒量の NiCl2 を反応する

とエチレンを吸収してフェネチルカルボン酸を

生成することを指摘し、この報告が遷移金属を触

媒的にクロスカップリングした最初であるとし

ている。これら先駆的な研究ではなくその後のク

ロスカップリング研究にもっとも影響を及ぼし

たのは米国の Kharasch である。1940 年代彼は

Grignard 試薬に対する触媒量の遷移金属の添加

を精力的に研究した。その当時 Kharasch は

Chicago 大でラジカルの化学を研究していた 25)。

Robinson、Ingold の有機電子論はまだなかったの

でアルケンへの HBr の付加に対する Markovnikov

則（臭素は置換基の多い側に付加する）を説明す

るために、Lewis のオクテット則を適用した(式

16)。すなわち分極した（孤立電子対が片寄った）

結合にプロトンが付加して反応が進行すると考

えた。26-28)。この分極の方向はアルケンの置換基

の(R と R’)の電気陰性度によって決まる。実際

に非対称ジオルガノ水銀化合物の塩化水素によ

る切断が検討された。水銀との結合を切りプロト

ンと結合した置換基の R’の方が水銀との結合を

保持した置換基Rよりも電気陰性度が高いと解釈

された（式 17、Kharasch 系列）。その順番はアリー

ル＞アルキル＞ベンジルの順で結果をよく説明

できた。Kharasch らは非対称型有機水銀化合物を

合成するために Grignard 試薬の置換反応やカル

ボン酸水銀化合物の脱炭酸 29)などの新しい合成

を開発している(式 18)。次に Kharasch はこのオ

レフィンへのHBr負荷の研究途中で臭化アリルに

対する HBr の付加が脱気した反応では 80%以 

1,2-ジブロモプロパンを、一方脱気しない反応で

は 85％以上が 1,3-ジブロモプロパンが生成する

事実を見出した（式 19, R=CH2Br）25)。後者は

AntiMarkovnikov 付加生成物で、それは臭素ラジ

カルが付加するラジカル連鎖機構で反応が進行

している。それはラジカル禁止剤で反応が停止し、

過酸化物の添加で反応が進行することから明ら

かにされた 30)31)。次に Kharasch は Grignard 試薬

とベンゾフェノンの反応に移り、第３級アルコー

ルが生成するところ、触媒量の CrCl3、MnCl2 や

FeCl3を加えるとベンズピナコールが副生し、これ

はラジカルが関与する反応と考えた 32)。フェニル

Grignard 試薬とﾌﾞﾛﾓベンゼンや塩化ビニルの

カップリング反応では 3mol%の触媒量でビフェニ 

ルやスチレンを好収率で与えるのを見出した(式 

20、21)。これもラジカルが関与する反応が考え 

られた 32)。クロスカップリング生成物もラジカ 

加部:  反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学(9) 13 

 

ルリチウムが利用でるようになると、Gilman らに

よりリチウムアート錯体が導入され、銅アート錯

体を用いるホモカップリングやクロスカップリ

ングが Corey らにより報告された（式 12）21)。さ

らに Grignard 試薬銅アート錯体がアセチレンに

付加する反応がNormantらにより報告されている

（式 13）。しかしながらこれらの銅アート錯体を

用い反応は量論反応で基質と等量の銅錯体を用

いる反応である。銅アート錯体と求核性の強い

Grignard 試薬やリチウム化合物以外に近年、広い

範囲の有機金属化合物の組み合わせが検討され

ている 22)。 

 パラジウム触媒クロスカップリングにつなが

るGrigard試薬と遷移金属化合物の反応をはじめ

て研究したのは誰だろうか。Sniekus のクロス

カップリングの歴史をまとめた総説 23)によると

フランスの Turner が 1914 年 Grignard 試薬と量

論量の CrCl3 と反応させるとホモカップリングし

てビフェニルを生成することを見出している（式

14）。NiCl2 や CoCl2, AgBr などの存在でも同様に

ビフェニルの生成を Gilman が確認している 24)。

さらに Corriu は両大戦中にフランスの Job が

フェニル Grignard と触媒量の NiCl2 を反応する

とエチレンを吸収してフェネチルカルボン酸を

生成することを指摘し、この報告が遷移金属を触

媒的にクロスカップリングした最初であるとし

ている。これら先駆的な研究ではなくその後のク

ロスカップリング研究にもっとも影響を及ぼし

たのは米国の Kharasch である。1940 年代彼は

Grignard 試薬に対する触媒量の遷移金属の添加

を精力的に研究した。その当時 Kharasch は

Chicago 大でラジカルの化学を研究していた 25)。

Robinson、Ingold の有機電子論はまだなかったの

でアルケンへの HBr の付加に対する Markovnikov

則（臭素は置換基の多い側に付加する）を説明す

るために、Lewis のオクテット則を適用した(式

16)。すなわち分極した（孤立電子対が片寄った）

結合にプロトンが付加して反応が進行すると考

えた。26-28)。この分極の方向はアルケンの置換基

の(R と R’)の電気陰性度によって決まる。実際

に非対称ジオルガノ水銀化合物の塩化水素によ

る切断が検討された。水銀との結合を切りプロト

ンと結合した置換基の R’の方が水銀との結合を

保持した置換基Rよりも電気陰性度が高いと解釈

された（式 17、Kharasch 系列）。その順番はアリー

ル＞アルキル＞ベンジルの順で結果をよく説明

できた。Kharasch らは非対称型有機水銀化合物を

合成するために Grignard 試薬の置換反応やカル

ボン酸水銀化合物の脱炭酸 29)などの新しい合成

を開発している(式 18)。次に Kharasch はこのオ

レフィンへのHBr負荷の研究途中で臭化アリルに

対する HBr の付加が脱気した反応では 80%以 

1,2-ジブロモプロパンを、一方脱気しない反応で

は 85％以上が 1,3-ジブロモプロパンが生成する

事実を見出した（式 19, R=CH2Br）25)。後者は

AntiMarkovnikov 付加生成物で、それは臭素ラジ

カルが付加するラジカル連鎖機構で反応が進行

している。それはラジカル禁止剤で反応が停止し、

過酸化物の添加で反応が進行することから明ら

かにされた 30)31)。次に Kharasch は Grignard 試薬

とベンゾフェノンの反応に移り、第３級アルコー

ルが生成するところ、触媒量の CrCl3、MnCl2 や

FeCl3を加えるとベンズピナコールが副生し、これ

はラジカルが関与する反応と考えた 32)。フェニル

Grignard 試薬とﾌﾞﾛﾓベンゼンや塩化ビニルの

カップリング反応では 3mol%の触媒量でビフェニ 

ルやスチレンを好収率で与えるのを見出した(式 

20、21)。これもラジカルが関与する反応が考え 

られた 32)。クロスカップリング生成物もラジカ 
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で 1970 年代に入ってからである 33)。その結果、AgX
は Kharasch の考えたようにアルキル Grignard 試

薬から生成するアルキル銀の分解とそのラジカル的

ホモカップリングで進行することが示され、ラジカ

ルの不均化でオレフィンが副生する。一方 CuBr は
アルキル Grignard 試薬からアルキル銅が生成しア

ルキルハロゲン化物とクロスカップリング反応する。

FeCl3 もアルキル Grignard 試薬と臭化ビニル化合物

のクロスカップリング反応し、シス - とトランス－

プロぺニル臭化物と立体が保持されたクロスカップ

リング生成物を与えるのでラジカル機構は考え難い

と示唆された 34)。Kochi らの報告が 1971 年に発表

されると翌 1972 年玉尾・熊田とフランスの Corriu
らが独立に Ni 触媒を用いたアルキル Grignard 試

薬と塩化ビニルやアリール化合物とのクロスカッ

プリングを報告した（図 2(2)）Pd が Ni、玉尾・熊

田・Corriu カップリング）35)。玉尾らがこのクロス

カップリングを見出す経緯は成書や総説誌 36-38) に興

味深くまとめられているが、それによると山本らの

ジピリジル錯体が還元的に脱離してホモカップリン

グ生成物のブタンを脱離するとともに、臭化アリー

ルが酸化付加する反応にきっかけがある。玉尾らは

この臭化アリール付加体にアルキル Grignard 試薬

を反応させればアルキルアリール錯体が生成しその

還元脱離でクロスカップリング反応が触媒的に実現

すると考えた（式 23）。果たして予想どうりであっ

た。一方 Corriu らは前述の Job の研究 40) がきっか

になっている。2001 年に第 11 回 OMCOS（有機合

成を志向する有機金属化学）国際会議が台湾で開か

れた。その Post Coference としてクロスカップリン

グ誕生 30 周年を祝う国際会議が京都で熊田らを世

話人に開催され、JOMC に掲載されたそのときの論

文集に Corriu は発見のきっかけを「フランス料理と

日本料理」のタイトルで書いている 41-43)。Corriu と

玉尾・熊田の反応の違いは前者が Ni(acac) 錯体触媒

であるのに対して、後者は Ni ホスフィン錯体触媒

を使っている点である。とくに二座配位ホスフィン

(dppe) ではβ水素脱離や異性化も抑えることができ、

アルキル Grignard 試薬が使える（式 24, 25）35)。何

といっても玉尾・熊田らの貢献は、還元的脱離の考

え方も確立していないときに、Kharasch や Kochi
のラジカル機構と異なり金属はパラジウムではなく

ニッケルであるが、現在の酸化付加・還元脱離の触

媒サイクルの機構を示した点である（図 2 (2)）Pd
が Ni)。これによって他の遷移金属と典型金属の組

み合わせの可能性がでてきたことである。当時米国

Syracuse 大学の Brown の弟子の根岸は渡米してポ

ストドクをしていた玉尾にむりやり講演を依頼した

というエピソードが残っている 41)。クロスカップリ

ング発見の歴史については、先に紹介した成書 36) と

post OMCOS11th の JOMC 誌に掲載された講演集
41) に詳しい。さらにパラジウム触媒クロスカップリ

ングで鈴木・根岸・Heck に 2010 年ノーベル化学賞
44-46) が授与されたときの翌年、化学と工業誌の１月
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玉尾らがこのクロスカップリングを見出す経緯

は成書や総説誌 35-38)に興味深くまとめられてい

るが、それによると山本らのｼﾞﾋﾟﾘｼﾞﾙ錯体が還元

的に脱離してホモカップリング生成物のブタン

を脱離するとともに、臭化アリールが酸化付加す

る反応にきっかけがある。玉尾らはこの臭化ア

リール付加体にアルキル Grignard 試薬を反応さ

せればアルキルアリール錯体が生成しその還元

脱離でクロスカップリング反応が触媒的に実現

すると考えた（式 23）。果たして予想どうりであっ

た。一方 Corriu らは前述の Job の研究 40)がきっ

かになっている。2001 年に第 11 回 OMCOS（有機
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開かれ、その Post Coference としてクロスカッ
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号に特集号として掲載された記事が参考になる 47)。

　1975 年最初に Ni 触媒を Pd 触媒にかえて検討し

たのが村橋らである。彼らは玉尾らの系をアルキル

リチウムでいかないか検討したがうまくゆかなかっ

た。たまたまパラジウム触媒のベンゼン環の o- メタ

レーションを研究していたので Ni から Pd ホスフィ

ン錯体にかえたところうまく反応した（式 26）41, 47)。

そして同年 Claser、Heck と薗頭らにより三グルー

プほぼ同時に Heck 反応のアセチレン版と言える末

端アセチレンとハロゲン化アルキルの Pd 触媒クロ

スカップリング反応が報告された ( 式 27)。前 2 者が

脱 HX 試薬として MeONa/DMF や Et3N を利用して

加熱を必要とするが、薗頭らの方法は CuI/ アミンを

用いて系中で銅アセチリドを生成することで、反応

が室温で進行する点である（式 27 薗頭カップリング）
36, 41, 47, 48)。薗頭らは古くから知られている銅アセチ

リドと有機ハロゲン化物からアセチレンの合成法、

Castero 反応 ( 式 28) を玉尾の触媒サイクルに応用し

て見出した反応である。当時石炭から石油化学へ移

行して久しく最初は注目されなかったが、有機電子

材料や構造制御が必要な超分子化合物の合成に不可

欠な反応となっている。例として Tour の鎖長制御し

たアリレンエチニレンオリゴマーの合成が報告され

ている（式 29）49)。

　アセチレンに対するヒドロメタル化でビニル金属

化合物を合成しクロスカップリングに適用できれば

合成的に有用である。根岸らは Brown 研のヒドロホ

ウ素化物の銅触媒によるカップリングを試みたとこ

ろ失敗に終わっている。そこで典型金属をホウ素か

らより極性の高い Al や Zr にかえ、触媒を Cu から

Pd にかえたところ、クロスカップリングが実現した

（式 30）36, 41, 47)。このとき Pd と比較して Ni も試み

えたところ、収率と立体選択性の点から Pd の方が

非常に優れていることも明らかにした。ホウ素を用

いたカップリングとしてはエチ二ルホウ素化合物を

アート錯体にして求核的にするとアリルヨウ化物と

Pd 触媒でカップリングが実現している。しかし根岸

の弟子である高橋によるとこのホウ素カップリング

で研究費を申請したのが却下されてしまった。審査

機関に理由を尋ねると Brown の所で学んだホウ素の

研究をする限り研究費はつかないと言われた。これ

が根岸がホウ素のクロスカップリングを断念した理

由とのことだった 47)。その後典型金属を Zn までか

えることで、Pd 触媒の TON が高収率のクロスカッ

プリングを見出した（根岸カップリング）。前述のよ

うに Cu 触媒によるアセチレンのカーボメタル化が

Normant らにより報告されている（式 13）。しかし

メチルメタレーションはきわめて困難である。根岸

は Zr 触媒を用いたカーボ（メチル）アルミ化反応の

開発に成功した。Zn カップリングと組み合わせて多

くのテルペン系天然物の有機金属による全合成を成

功させた（式 32）50)。

　1977 年まで小杉と右田らはラジカル開始剤による

アリススズを用いたハロゲン化物のラジカルアリル

化を研究していた。しかしラジカルアリル化はヨー

ドベンゼンにはまったく反応しなかった。そこで

Pd(0) 触媒を用いるとほぼ定量的に進行することが

見出された（式 33、右田・小杉・Stille カップリング）。

翌年 1978 年には米国の Stille が、さらに 1980 年代

に入るとロシアの Beletsukaya らが有機スズ化合物

のカップリングを始めて開発競争が激しくなった。

Stille らは反応機構として玉尾・熊田の触媒サイク

ルを適用した。彼らの見出した反応でその毒性は無

視するとしてカルボニル化合物をトリフラート化し

て Pd 触媒でカップリングする方法は有用である（式

34）51)。
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薬が使える（式 24,25）34)。何といっても玉尾・熊

田らの貢献は、還元的脱離の考え方も確立しいて

いないときに、Kharasch や Kochi のラジカル機構

と異なり金属はパラジウムではなくニッケルで

あるが、現在の酸化付加・還元脱離の触媒サイク

ルの機構を示した点である（図 2, 2）Pd が Ni)。

これによって他の遷移金属と典型金属の組み合

わせの可能性がでてきたことである。当時米国

Syracuse 大学の Broｗn の弟子の根岸は渡米して

ポストドクをしていた玉尾にむりやり講演を依

頼したというエピソードが残っている 41)。クロス

カップリング発見の歴史については、先に紹介し

た成書 36)と post OMCOS11th の JOMC 誌に掲載さ

れた講演集 41)に詳しい。さらにパラジウム触媒ク

ロスカップリングで鈴木・根岸・Heck に 2010 年

ノーベル化学賞 44-46)が授与されたときの翌年、化

学と工業誌の１月号に特集号として掲載された

記事が参考になる 47)。 

1975年最初にNi触媒をPd触媒にかえて検討し

たのが村橋らである。彼らは玉尾らの系をアルキ

ルリチウムでいかないか検討したがうまくゆか

なかった。たまたまパラジウム触媒のベンゼン環

の o- メタレーションを研究していたので Ni か

ら Pd ホスフィン錯体にかえたところうまく反応

した（式 26）41)47)。そして同年 Claser、Heck と薗

頭らにより三グループほぼ同時に Heck 反応のア

セチレン版と言える末端アセチレンとハロゲン

化アルキルの Pd 触媒クロスカップリング反応が

報告された(式 27)。前 2 者が脱 HX 試薬として

MeONa/DMFや Et3Nを利用して加熱を必要とするが、

薗頭らの方法は CuI/アミンを用いて系中で銅ア

セチリドを生成することで、反応が室温で進行す

る点である（式 27 薗頭カップリング）36)41)47)48)。

薗頭らは古くから知られている銅アセチリドと

有機ハロゲン化物からアセチレンの合成法、

Castero反応(式 28)を玉尾の触媒サイクルに応用

して見出した反応である。当時石炭から石油化学

への移行して久しく最初は注目されなかったが、

有機電子材料や構造制御が必要な超分子化合物

の合成に不可欠な反応となっている。例として

Tour の鎖長制御したアリレンエチニレンオリゴ

マーの合成が報告されている（式 29）49)。 

アセチレンに対するヒドロメタル化でビニル

金属化合物を合成しクロスカップリングに適用

できれば合成的に有用である。根岸らは Brown 研

のヒドロホウ素化物の銅触媒によるカップリン

グを試みたところ失敗に終わっている。そこで典

型金属をホウ素からより極性の高い Alや Zrにか

え、触媒を Cuから Pdにかえたところ、クロスカッ

プリングが実現した（式 30）36)41)47)。このとき Pd

と比較して Ni も試みえたところ、収率と立体選

択性の点から Pd の方が非常に優れていることも

明らかにした。ホウ素を用いたカップリングとし

てはエチ二ルホウ素化合物をアート錯体にして

求核的にするとアリルヨウ化物と Pd 触媒でカッ

プリングが実現している。しかし根岸の弟子であ

る高橋によるとこのホウ素カップリングで研究

費を申請したのが却下されてしまった。審査機関

に理由を尋ねるとBrownの所で学んだホウ素の研

究をする限り研究費はつかないと言われた。これ

が根岸がホウ素のクロスカップリングを断念し

た理由とのことだった 47)。その後典型金属を Zn

までかえることで、Pd 触媒の TON が高収率のクロ

スカップリングを見出した（根岸カップリング）。

前述のように Cu 触媒によるアセチレンのカーボ

メタル化を用いてNormantらにより報告されてい

る（式 13）。しかしメチルメタレーションはきわ
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　そして小杉・右田らはその後、Pd 触媒クロスカッ

プリングの発展に大きく寄与する 2 つの研究も行っ

た。１つはスタナアミンとブロモベンゼンと嵩高

いホスフィンを配位子とするパラジウム触媒で反

応するとアニリン誘導体を生成する反応である（式

35）。これはさらに嵩高いホスフィンを開発した

Buchwald と Hartwig によりスズアミンの代わりに

アミンとナトリウム -t- ブトキシドを用いる芳香族ア

ミノ化に発展した（Buchwald-Hartwig 反応）。2 つ

目はスズエノラートと臭化アリールを用いた Pd 触

媒アリ－ル化する反応で、これもやはり Buchwald
と Hartwig によりα－アリールケトン・エステルの

合成法となっている。詳しくは引用文献を参照され

た ( 式 36)52-55)。

　有機スズ化合物は Grignard 試薬、有機銅、リチ

ウム、アルミニウム、Zr 化合物と違いその毒性は

別として空気中で安定に扱える化合物である。有機

ホウ・ケイ素化合物も安定で容易に取り扱えること

から Pd クロスカップリングに利用できるとその応

用性は計り知れないが、もっとも開発に時間がかか

り 70 年代最後から 80 年代に入って登場した。宮浦

と鈴木は安定な有機ホウ素化合物を有機合成に応用

しようと研究を進めていた。玉尾・熊田の触媒サイ

クルにトリアルキルのアート錯体を適用したところ

ヨードベンゼンとのクロスカップリングはホウ素上

の置換基が混合したカップリング生成物を生成し、

π－アリルパラジウム錯体とトリアルキルホウ素の

反応ではβ水素脱離生成物が得られた。そこでβ水

素脱離せずにアルキンのヒドロホウ素化で合成でき

るビニルホウ素誘導体を検討した。アート錯体にし

て反応を加速させるため塩基として EtOK/EtOH を

加えたところ室温で高い収率でカップリング体を与

えることを見出した（鈴木－宮浦カップリング、式

37）36, 41, 47, 56)。このような塩基によるトランスメタ

ル化の加速効果は Brown と Larock らのホウ素化合

物から Hg へのトランスメタル化でもみられ、宮浦

と鈴木はそれらを参考にした 56)。基質がアリールホ

ウ酸とハロゲン化アリールからのビアリル合成では

NaHCO3 や NaCO3 などの弱アルカリ水溶液で反応

が完結する。その簡便性と取り扱いの容易さから岸

のパリトキシンの全合成に応用された ( 式 38)56)。

　有機ケイ素化合物も空気中で安定であるが、1970
年代に玉尾・熊田・吉田らによりアルキンとトリク

ロロシランのヒドロシリル化生成物を五配位のペン

タシリケートに変換しそのパラジウム触媒でハロ

ゲン化物とのクロスカップリングが報告された ( 式
-39)。シリケートにすることでホウ素同様にケイ素

置換基の求核性を高くしている。しかし飽和な五配

位からフッ素を１つはがさなければトランスメタル

化が起きず加熱が必須だった。そこで檜山と畠中は

フッ素試薬の添加で系中で高配位ケイ素化合物を発

生させることでケイ素化合物のパラジウム触媒クロ

スカップリングを実現した（檜山カップリング、式

40）36, 47, 57)。その後ホウ酸と同様、Denmark らによ

り対応するケイ酸塩（シラノレート）を用いる方法

が検討され、檜山らによりシラノールの分子内求核

攻撃によって五配位化合物を発生できる HOMSi 試
薬も開発された。この試薬は回収リサイクルが可能

である（式 41）58)。
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めて困難である。根岸は Zr 触媒を用いたカーボ

（メチル）アルミ化反応の開発に成功した。Zn

カップリングと組み合わせて多くのテルペン系

天然物の有機金属による全合成を成功させた（式

32）50)。 

1977 年それまで小杉と右田らはラジカル開始

剤によるアリススズを用いたハロゲン化物のラ

ジカルアリル化を研究していた。しかしラジカル

アリル化はヨードベンゼンにはまったく反応し

なかった。そこで Pd(0)触媒を用いるとほぼ定量

的に進行することが見出された（式 33、右田・小

杉・Stille カップリング）。翌年 1978 年には米国

の Stille がさらに 1980 年代に入るとロシアの

Beletsukaya らが有機スズ化合物のカップリング

を始めて開発競争が激しくなった。Stille らは反

応機構として玉尾・熊田の触媒サイクルを適用し
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その応用性は計り知れないが、もっとも開発に時

間がかかり 70年代最後から 80年代に入って登場

した。宮浦と鈴木は安定な有機ホウ素化合物を有

機合成に応用しようと研究を進めていた。玉尾・

熊田の触媒サイクルにトリアルキルのアート錯

体を適用したところヨードベンゼンとのクロス

カップリングはホウ素上の置換基が混合した

カップリング生成物を生成し、π－アリルパラジ

ウム錯体とトリアルキルホウ素の反応ではβ水

素脱離生成物が得られた。そこでβ水素脱離せず

にアルキンのヒドロホウ素化で合成できるビニ

ルホウ素誘導体を検討した。アート錯体にして反

応を加速させためため塩基としてEtOK/EtOHを加

えたところ室温で高い収率でカップリング体を

与えることを見出した（鈴木－宮浦カップリング、

式 37）36)41)47)56)。このような塩基によるトランス

メタル化の加速効果は Brown と Larock らのホウ

素化合物から Hg へのトランスメタル化でもみら

れ、宮浦と鈴木はそれらを参考にした 56)。基質が

アリールホウ酸とハロゲン化アリールからのビ

アリル合成では NaHCO3や NaCO3などの弱アルカリ

水溶液で反応が完結する。その簡便性と取りあつ

かいの容易さから岸のパリトキシンの全合成に

応用された(式-38)56)。 

有機ケイ素化合物も空気中で安定であるが、

1970 年代に玉尾・熊田・吉田らによりアルキンと

16  Science Journal of Kanagawa University  Vol. 31, 2020 
  

 

めて困難である。根岸は Zr 触媒を用いたカーボ

（メチル）アルミ化反応の開発に成功した。Zn

カップリングと組み合わせて多くのテルペン系

天然物の有機金属による全合成を成功させた（式

32）50)。 

1977 年それまで小杉と右田らはラジカル開始

剤によるアリススズを用いたハロゲン化物のラ

ジカルアリル化を研究していた。しかしラジカル

アリル化はヨードベンゼンにはまったく反応し

なかった。そこで Pd(0)触媒を用いるとほぼ定量

的に進行することが見出された（式 33、右田・小

杉・Stille カップリング）。翌年 1978 年には米国

の Stille がさらに 1980 年代に入るとロシアの

Beletsukaya らが有機スズ化合物のカップリング

を始めて開発競争が激しくなった。Stille らは反

応機構として玉尾・熊田の触媒サイクルを適用し

た。彼らの見出した反応でその毒性は無視すると

してカルボニル化合物をトリフラート化して Pd

触媒でカップリングする方法は有用である（式 34）
51)。そして小杉・右田らはその後、Pd 触媒クロス

カップリングの発展に大きく寄与する2つの研究

も行った。１つはスタアミンとブロモベンゼンと

嵩高いホスフィンを配位子とするパラジウム触

媒で反応するとアニリン誘導体を生成する反応

である（式 35）。これはさらに嵩高いホスフィン

を開発した Buchwald と Hartwig によりスズアミ

ンの代わりにアミンとナトリウム-t-ブトキシド

を用いる芳香族アミノ化に発展した（Buchwald-

Hartwig 反応）。2つ目はスズエノラートと臭化ア

リールを用いた Pd 触媒アリ－ル化する反応で、

これもやはり Buchwald と Hartwig によりα―ア

リールケトン・エステルの合成法となっている。

詳しくは引用文献を参照された(式 36)52-55)。 

有機スズ化合物は Grignard 試薬、有機銅、リチ

ウム、アルミニウム、Zr 化合物と違いその毒性は

別として空気中で安定に扱える化合物である。有

機ホウ・ケイ素化合物も安定で容易に取り扱える

ことから Pd クロスカップリングに利用できると

その応用性は計り知れないが、もっとも開発に時

間がかかり 70年代最後から 80年代に入って登場

した。宮浦と鈴木は安定な有機ホウ素化合物を有

機合成に応用しようと研究を進めていた。玉尾・

熊田の触媒サイクルにトリアルキルのアート錯

体を適用したところヨードベンゼンとのクロス

カップリングはホウ素上の置換基が混合した

カップリング生成物を生成し、π－アリルパラジ

ウム錯体とトリアルキルホウ素の反応ではβ水

素脱離生成物が得られた。そこでβ水素脱離せず

にアルキンのヒドロホウ素化で合成できるビニ

ルホウ素誘導体を検討した。アート錯体にして反

応を加速させためため塩基としてEtOK/EtOHを加

えたところ室温で高い収率でカップリング体を

与えることを見出した（鈴木－宮浦カップリング、

式 37）36)41)47)56)。このような塩基によるトランス

メタル化の加速効果は Brown と Larock らのホウ

素化合物から Hg へのトランスメタル化でもみら

れ、宮浦と鈴木はそれらを参考にした 56)。基質が

アリールホウ酸とハロゲン化アリールからのビ

アリル合成では NaHCO3や NaCO3などの弱アルカリ

水溶液で反応が完結する。その簡便性と取りあつ

かいの容易さから岸のパリトキシンの全合成に

応用された(式-38)56)。 

有機ケイ素化合物も空気中で安定であるが、

1970 年代に玉尾・熊田・吉田らによりアルキンと

おわりに
今回、遷移金属触媒の反応として Heck 反応とクロ

スカップリングを取り上げた。Heck によりアルキル
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編集委員会の承認により所員以外の投稿論文も

掲載する。論文の共著者については特に規定し

ない。本誌名称の略記はSci. J. Kanagawa Univ.
とし、和名は神奈川大学理学誌である。

２	 掲載論文の種類

研究論文は、総説（Review）と原著（Full-Length 
Paper/ Note）、および報告書（Report）とする。

原著には短報（Note）を含み、報告書（Report）
は原著に準ずる。

　上記論文の他に、テクニカルノート（Technical 
Note）、教育論文（Educational Paper）および

研究交流報告（Report of Research Communi-
cation）を掲載する。

掲載する論文は和文および英文である。

３	 原稿の体裁（総説および原著）

総説および原著論文（短報を含む）の原稿は、

下記要領に従って、そのまま印刷できるように

仕上げる。なお、テクニカルノート、報告書、

教育論文および研究交流報告についてはそれぞ

れ以下の４、５、６、７に示す。

 （1） 頁数

短報は、刷り上がり４頁以内とするが、それ以

外の論文には特に頁制限はない。但し、編集委

員会により論文が冗長と判断された場合には頁

数は限定される。また、12 頁を超える場合には、

超過分に係わる経費は著者の負担とする。

 （2） 原稿用紙サイズ

Ａ４版の用紙を用いる。本文および図表の占

める範囲（紙面）は縦横 245 × 170 mm とす

る。この場合、余白は、上辺 30 mm、下辺 20 
mm、左辺 20 mm、右辺 20 mm である。

 （3） 段組み

研究課題名、著者名、研究課題名 ( 英語 )、著

者名（英語）、所属（英語）、Abstract（英文）、

Keywords（英語）は１段組みとする。但し、所属、

Abstract、Keywords は紙面内で更に左右およ

そ 10 mm ずつの余白を置く。

　研究課題名、著者名、研究課題名（英語）、

著者名（英語）は中央揃え、所属（英語）、

Abstract（英文）、Keywords（英語）は左右両

端揃えとする。

　序論、材料と方法（または方法）、結果、討

論（または結果と討論）、謝辞、文献は２段組み、

左右両端揃えとする。

 （4） 使用文字（フォントの種類）

基本的に、和文はＭＳ明朝、英文は Century
とする。但し、μなどのギリシャ文字や数学記

号などを部分的に異なる字体にすることは差し

支えない。

　図の説明文および表もこれに準ずるが、図中

の文字や記号については特に限定しない。文字

サイズは下記の各項目で指示する。

 （5） 論文構成

研究課題名、著者名、研究課題名（英語）、著

者名（英語）、所属（英語）、Abstract（英文）、

Keywords（英語）、序論、材料と方法（または

方法）、結果、討論（または結果と討論）、謝辞、

文献（英語または日本語）の順とする。図と表

は本文中の適切な位置に挿入する。

 （6） 論文種の表示

第１頁、第１行目に左揃えで、前後に■記号

を付して論文種を記入する。

　例えば、■総　説■、■原　著■、■原著（短

報）■、■報告書■ など、

英 文 で は、 ■ Review ■、 ■ Full-Length 
Paper ■、■ Note ■、■ Report ■ など。

　最終的には編集委員が判断して論文種を決定

する。

　文字は、ＭＳゴシックで11P（ポイント）とし、

太字にはしない。
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次の研究課題名まで１行あける。

 （7） 研究課題名、著者名、所属

本文が和文の場合、研究課題名（日本語）は太

字（Bold）で 14P（ポイント）、著者名（日本語）

は太字で 12P とする。著者と著者の間は 1 文字

分のスペースをあける。

　続く、研究課題名（英語）は 13P、著者名（英

語）は 12P、所属（英語）は 9P とし、これら

は太字にしない。

　本文が英文の場合、研究課題名は太字で 14P、
著者名は太字で 12P、所属（英語）は太字にせ

ず 9P とする。

　それぞれの間は１行あけを原則とするが、著

者名（英語）と所属（英語）の間は行間をあけ

ない。

　著者の所属が複数の場合には、各著者名末尾

および対応する所属の先頭に上つき数字（１、

２、３、など）を付し区別する。

　本文が英文の場合、研究課題および所属は前

置詞、冠詞、接続詞を除き各語の最初の文字を

大文字で記述し、著者名はフルネームで名姓の

順に記述する。最終著者の前は“and”を置く。

　次の Abstract までは１行あける。

 （8） Abstract
要旨は原則的に英文とする。語数は 250 語程度

が適切である。

　見出し（Abstract：）からは１文字あけて要

旨本文を書く。

　文字サイズは、見出し（Abstract：）は太字

で 11P、要旨本文は 10P とする。

 （9） Keywords
要旨に続けて、行間をあけず、Keywords：の

見出しを置き、１字あけて、５語程度（英語）

の Keywords を付す。

　文字は 10P を用い、見出し（Keywords：）

はイタリックで太字とする。

　次の本文との間は１行あける。

（10） 本文

横２段組、各段 48 行とする。

　１行の文字数は和文 23 文字、英文 46 文字と

する。

　序論、材料と方法（または方法）、結果、討論（ま

たは結果と討論）、謝辞、文献の各項目の見出

しは左揃えとする。

　各項目間は１行分のスペースをあける。

文字サイズは、各項目の見出しは太字で 12P、
本文は 10P とする。

　各項目の第１段落の出だしは左寄せではじ

め、第２段落から出だしを１文字（英文では２

文字）あける。

　必要なら、各項目内で小見出しを設ける。小

見出しは太字で 10.5P とする。

小見出しの文章の出だしは左寄せとする。

（11） 文献

文献の項目見出しは左揃えとする。

　文献は本文に引用した順に番号を付し、記載

する。

　番号は片括弧（閉じ括弧のみ）表示とする。

本文中では、片括弧つき番号を“上つき文字”

とし、該当する部分に必ず記入する。

　文字サイズは、項目の見出しは太字で 12P、
各文献は 9P とする。

　文献が日英混合の場合、和文の文献のアル

ファベットと数字には、Century のフォントを

用いる。

　以下は記入例である。著書、分担著書、原著、

学位論文、学会発表などにより表記法が異なる

ので、それぞれの記入例を参照して正確に記載

する。

1） Fawcett DW and Revel J-P (1961) The 
sarcoplasmic reticulum of a fast-acting fish 
muscle. J. Cell Biol. 10 Suppl: 89-109.

2) Suzuki S, Hamamoto C and Shibayama R 
(2005) X-ray microanalysis studies on the 
calcium localization along the inner sur-
face of plasma membranes in the anterior 
byssus retractor muscle of Mytilus eduis. 
Sci. J. Kanagawa Univ. 16: 9-17. 

3)	 Squire J (1981) The Structural Basis of 
Muscular Contraction. Plenum Press, New 
York.

4) Suzuki S and Sugi H (1982) Mechanisms 
of intracellular calcium translocation in 
muscle. In: The Role of Calcium in Biologi-
cal Systems, Vol.I .  Anghileri LJ and Tuf-
fet-Anghileri AM, eds., CRC Press, Boca 
Raton, Florida. pp. 201-217.

5) Owada M (2011) Phylogeny and adapta-
tion of endolithic bivalves in the Mytilidae. 
D.Sc. thesis, Kanagawa University, Japan.

6) Taiz L and Zeigen E［西谷和彦，島崎研一

郎 監訳］(2003) テイツザイガー植物生理学

第３版．培風館，東京．

7) 鈴木季直 (1989) 電子顕微鏡による生物試料
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の元素分析法．微生物  5: 34-44.
8) 佐藤賢一，鈴木季直 (1998) 生命へのアプ

ローチ．弘学出版， 東京．

9) 鈴木季直 (1992) 凍結技法，第６章．よくわ

かる電子顕微鏡技術．平野　寛，宮澤七郎

監修，朝倉書店， 東京．pp. 137-148.
10) 安積良隆，鈴木秀穂 (2003) シロイヌナズナ

を用いた植物の有性生殖研究における最近

の展開 2003．神奈川大学総合理学研究所

年報 2003. pp.41-80.
※ インターネット情報を文献として引用する

場合は、著者（年）論文タイトルなどの末

尾に［　］付きで、［doi. --------］、［www. 
--------］、［http://www. --------］のように記

述する。なお、閉じ括弧のあとには必ずピ

リオドをつける。

（12） 表
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　表の上部には必ず番号（表 1. 、Table 1.  など）

とタイトルを付し、本文との整合を期す。

　表のタイトルは、表の幅にあわせて両端揃え

とする。タイトルの末尾にピリオドはつけない。

　表のスタイルについては特に定めないが、用

いる文字や数字のサイズは本文のそれを超えな

いように配慮する。

　なお、本文への挿入の他に各表の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。

（13） 図
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　図には必ず番号（図 1. 、Fig.1.  など）を付し、

本文との整合を期し、図の下部に番号と説明文

を加える。図が細分化されている場合には、A、B、

C … （図 1A.、Fig.1A. など）をつけて区別する。

　図のタイトルの末尾にはピリオドを置く。

図のタイトルと説明文は、図の幅にあわせて両

端揃えとする。

　図のタイトルと説明文に限り、和文でもピリ

オド（．）とカンマ（,）を用いる（和文の句読

点は用いない）。

　図の番号および説明文の文字サイズは 9P と

する。

　図はできるだけ分かりやすいものとし、図中

の文字や記号は高さ 3 〜 5 mm 程度にする。

　写真はデジタル化で不明瞭にならないよう、

極度の圧縮は避ける。

　なお、本文への挿入の他に各図の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。これらの

図は、あまり圧縮せず、電子密度 300dpi 程度

の原図とする。

（14） 単位

SI unit を用いる。和文であっても、原則的に、

数値および単位には半角文字を用い、％および℃

を除き、数値と単位の間は必ず半角分スペース

をあける。

（15） 作製見本

希望者には作製見本 ( デジタルファイル ) を配付

する。

　原稿は、作製見本および既に発表されている

本誌の各論文を参照して作製する。

４	原稿の体裁（報告書）
これに該当するものは、神奈川大学および総合

理学研究所より研究費助成を受けた研究の報告

書である。

　下記要領に従って、原稿はそのまま印刷でき

るように仕上げる。

　個別の助成研究の報告書は原著と同等に扱う

ので３の規定に準じて原稿を作製する。

多人数による共同研究のうち、

（1） 各研究者が全員原著と同等の論文（短報

の場合も含めて）を投稿出来る場合は、

それらを原著として扱い、原稿は３の規

定に準じて作製する。

（2） 各研究者が要約を作製し、代表者がそれ

らを一つの報告書としてまとめる場合は、

編集委員会の指示に従ってこれを作製す

る。この場合も、文書のレイアウト、フォ

ントの種類とサイズなどの基本的な原稿

作製基準は３の規定と同じである。

　報告書のうち、著者が希望し編集委員会が採

択したもの、あるいは編集委員会が選択し著者

の同意が得られたものは原著または短報として

掲載する。

５	原稿の体裁（テクニカルノート）
これに該当するものは、研究技術および研究装

置の紹介記事である。

　研究論文（原著および報告書）の規定に準じ

て原稿を作製する。
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６	原稿の体裁（教育論文）
これに該当するものは、自然科学分野の教育研

究や教育技法に関する論文、および完成度が高

く簡潔に纏められた実習テキストなどである。

　研究論文（原著および報告書）の規定に準じ

て原稿を作製する。

７	原稿の体裁（研究交流報告）
これに該当するものは、研究交流を目的とした

他大学・研究所訪問記、海外研究留学報告、国

内外開催の国際学会参加報告などである。

　本誌、18 巻掲載の該当論文を参照し、英文要

旨を省略できることを除いて、研究論文（原著

および報告書）の規定に準じて原稿を作製する。

８	投稿と略題名（Running Title） 提出
明瞭に印刷された図を含むオリジナルの印刷さ

れた原稿１部とそれがファイルされているデジ

タル記録媒体（FD、MO、CD など）を編集委

員会（神奈川大学総合理学研究所）に提出する。

　論文の課題名が長い場合には、和文で 25 字、

英文で 50 字以内の略題名（Running Title）が

必要である。略題名は原稿に加えず、別紙に記

入して提出する。

９	投稿論文の審査
適時、レフリーによる校閲を行ない、採否や再

投稿請求は編集委員会で決定する。

　総説、および編集委員会が認める特殊な報告

書の場合を除き、既に発表されている論文の版

権を侵害するような原稿は採用されない。

10	 原稿の校正
掲載決定原稿は、ゲラ刷りの段階で著者の校正

を依頼する。校正は最低限の修正に留める。

11	 投稿料
原則として投稿は無料であるが、カラー印刷を

含むものについての著者経費負担の有無および

負担額は編集委員会で決定する。投稿原稿の体

裁が規定にあわず、編集段階で修正に経費が生

じた場合は著者が実費を負担するものとする。

また、いずれの範疇であっても、論文が 12 頁

を超える場合には、超過分に係る経費は著者が

その実費を負担するものとする。

12	 別刷
掲載された総説および原著（短報を含む）は別

刷り 50 部が著者に無料贈呈される。50 部を超

えて希望された別刷部数については実費を徴す

る。

13	 版権等
掲載論文の内容についての責任は著者が負うも

のとする。その著作権は著者に属するが、著作

権のうち、複製権および公衆送信権については

神奈川大学図書館に許諾を与えるものとする。

論文内に使用した他者の著作物（図版や写真な

ど）の転載許可は著者の責任において投稿前に

行う。

　出版権は神奈川大学総合理学研究所に属す

るが、総合理学研究所は頒布の便を図るため

に、神奈川大学学術機関リポジトリを通じて

「Science Journal of Kanagawa University」 を

公開するものとする。
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が、長年授業で蓄えた資料をまとめて出版したいと

某出版社に相談したところ、ある程度の売り上げが

見込めないとのことで断られました。その内容をい

ま教育論文としてシリーズで掲載していただいてお

り、たいへんに助かっています。本誌は国立情報研

究所、神奈川大学図書館及び総合理学研究所のホー

ムページをつうじて公開されているので、WEB で

検索をしますと過去のシリーズがしっかり拾え、目

的は達成されていると思います。さらに専門の研究

論文についても、以前は１つの研究成果をまず速報

として発表し、その後データを追加してフルペーパー

としてきました。しかし学術誌の WEB サイトに膨

大な研究論文のサポーテイング・インフォメーショ

ンが掲載されるようになると、それがフルペーパー

の役目を果たすようになり、速報に値しない研究成

果を発表する機会がなくなりつつあります。その点

でも大学紀要のメリットが再認識されていると思い

ます。

　最後に理学部の横浜（六角橋）キャンパス移転に

ともない、理工再編が検討されています。今後、新

制理学部においても、本誌が理学部の研究推進の基

軸として、さらに発展することを願ってやみません。

編集後記
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　第 32 巻は原著論文 12 件、テクカルノート 1 件、

教育論文 2 件が掲載されています。コロナ禍２年目

に入り、経営学部がこの 3 月にみなとみらいキャン

パスに移転、再来年 2023 年には理学部も横浜（六

角橋）キャンパスに移転が予定されています。この

たいへんな状況の中で、例年と変らぬ数の研究論文

を投稿していただいた著者の先生方に感謝申し上げ

ます。さらには、川本総理研所長、編集委員の先生、

鈴木編集顧問、事務局竹内さんにも感謝申し上げま

す。

　Science Journal of Kanagawa Universityはかつて

平塚キャンパス解説 20 周年記念号（2009 年、第 20
巻、No2）につづいて理学部創設 30 周年記念号（2017
年、第 28 巻、No2）を発刊し、ほぼ理学部全部の先

生方から原稿をおよせいただくことができています。

その結果、研究成果を埋もれさすことなく、著者の

意思で自由に公表できる身近な総合科学学術誌に成

長してきています。

　その間、学外者による審査員制度をもうけ、大学

紀要から脱皮することが一時検討されたことがあり

ましたが、このように現状維持で今にいたっていま

す（第 26 巻、編集後記、鈴木季直先生）。私事です
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