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Abstract:  The ultrathin silicon-on-insulator (SOI) structure is a candidate for integrated 
high-performance and energy-saving electronic devices. Especially, SOI/bulk hybrid wafers 
comprising both the SOI region for logic circuits and Si bulk region for random access memo-
ries are expected to be a novel type of high-performance microprocess. We have investigated  
the synthesis of the SOI/bulk hybrid structure using the procedures of oxygen ion implanta-
tion and Si solid phase epitaxy. In this study, we investigated the novel homoepitaxial growth 
of Si on hydrogen-terminated Si(001) surfaces prepared by wet chemical processes followed by 
high-energy Ar ion irradiation, aiming at reducing the temperature in the synthesis process. 
Consequently, the epitaxial growth on the hydride Si surfaces was not realized by 180-keV 
Ar irradiation at 300℃ , although that on the pristine Si surface has already confirmed. It was 
indicated that the superficial hydrogen atoms can act as a migration barrier of silicon in the 
crystallization process.  
Keywords:  ion beam induced epitaxial crystallization, silicon-on-insulator, hydride Si surface, 
electron bombardment evaporator
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Introduction
Silicon-on-insulator (SOI) structure insulated by 
a buried oxide (BOX) layer from a Si substrate is 
recognized to be a candidate for highly integrated 
electronic devices with high performance and low 
energy consumption1-3). Recently, some companies 
have supplied microprocessors fabricated on the 
SOI wafers. There are two methods to form the SOI 
substrates: one is SIMOX (Separation by IMplanted 
OXygen) and the other is wafer bonding4). In the 
SIMOX technique, the BOX layer is synthesized by 
high-dose (1017-1018 cm-2) oxygen ion implantation 
in a Si substrate followed by high-temperature an-
nealing (>1300℃ )5-8).  At first, this process was sup- 
posed to be a powerful technique comparable to the 
wafer-bonding method; however, the SIMOX tech- 
nique has been today replaced by the wafer bonding 
method as a general synthesis process for commer-
cial products, because there are some difficulties in 
the SIMOX process to form electrically and structur-
ally reliable SOI and BOX layers due to point defects 

and dislocations induced by the high-fluence oxygen 
implantation followed by high-temperature anneal-
ing. On the other hand, laterally separated SOI fine 
structure as shown below, which is supposed to be a 
novel electronic device structure in next generation, 
cannot be readily synthesized by the wafer bonding 
method.
  For the fabrication of ultrahigh performance de- 
vices with high speed communication between pro- 
cessors and memories, it is inevitable to form the 
SOI/bulk hybrid structures, as shown in Fig. 1, con- 
sisting of both SOI substrate region for logic circuits 

Fig. 1.  Schematical image of SOI/bulk hybrid struc-
ture.
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and neighboring Si bulk region for dynamic random 
access memories with a trench capacitor. Indeed, 
there have been some demonstrations using such a 
SOI/bulk hybrid structure by the SIMOX method 
so far 9-13).  However, defect-free patterned SOI/bulk 
structure has never been realized yet, because the 
oxygen implantation with high-fluences causes a 
huge stress in the Si substrate due to the volume 
swell; as a result, the Si epitaxy should be signifi-
cantly disturbed. We thus suggest the novel process 
to synthesize the SOI structure that amorphous Si 
is deposited on the patterned SiO2/Si(100) wafers 
followed by special recrystallization processes as 
schematically shown in Fig. 214).
   It is widely known that homoepitaxial Si lay-
ers can be easily obtained by Si deposition on a 
clean bare Si surface with a solid phase epitaxy 
from significantly low temperature at 150℃ to 
typically around 400℃ in ultrahigh vacuum (UHV) 
condition15-20). In the cleaning process of the Si sur-
face, the sample needs to be heated higher than 
800℃ (typically flashing above 1200℃ ) in UHV to 
eliminate native oxides and hydrocarbons covering 
the Si surface in advance. However, the patterned 
ultrathin SiO2 layer, depicted in Fig. 2(a), can also 
be eventually evaporated from the surface by the 
pretreatment annealing at the high-temperatures 
(> 800 ℃ ). We thus chemically etched only the na-
tive oxides with sub-nm thick from the surface by 
rinsing in a hydro-fluoride (HF) acid with carefully 

controlling the concentration so as to keep the pat-
terned SiO2 microstructure. The chemically pre-
pared Si surface is known to be terminated by H 
atoms, and consists of mainly dihydride domains 
containing some monohydride structure21-23).  Such a 
hydrogen termination of dangling bonds makes the 
surface inert and thus prevents the surface from the 
adsorption of contaminations of water vapor, oxygen, 
and hydrocarbons even in atmospheric environment 
for several minutes24-26).  The thermal stability of 
the hydrogen-adsorbed Si(001) surface was widely 
studied so far by X-ray photoelectron spectroscopy, 
thermal desorption spectroscopy. Fourier transform 
infrared spectroscopy, and so on27-31).
   In the early studies, hydrogen coverage depen- 
dence of homoepitaxial quality on Si(001) surfaces 
was widely studied and the dihydride surface was 
found not to be favorable to homoepitaxy of Si com-
pared to the monohydride surface due to the high 
activation energy of adatoms' migration15,16,18,20,32,33,35). 
Karpenco et al . suggested the overall picture that 
both monohydride and dihydride on the Si surface 
hinder the Si adatom diffusion, which disrupts the 
layer-by-layer growth on the bare surface and builds 
up surface roughness which eventually leads to   
crystalline-amorphous transition17-20).
   In order to achieve the high quality Si homoepi-
taxy, the initial surface structure should be atom-
ically controlled. In common knowledge, hydrogen 
desorption from the dihydride surface in UHV 
begins around 300℃ , and the surface is changed 
into the monohydride (2×1) structure31, 36-38).  Fur-
thermore, the hydrogen atom in the monohydride 
is desorbed at higher temperature of 500℃ and 
the surface is gradually converted to the bare (2×1) 
reconstruction, though it takes long annealing time 
of several hours to completely eliminate hydrogen 
atoms from the surface39-41).
   As described above, the Si epitaxy on the hydride 
surfaces is more difficult than that on the bare Si 
surface. Besides, the epitaxy on the Si substrate 
having a patterned amorphous SiO2 microstructure 
should be much more difficult by conventional an- 
nealing processes, because a lateral epitaxy on the 
patterned SiO2 is necessary in addition to a verti-
cal epitaxy from the Si substrate. Therefore, we 
assisted the crystallization by adopting the special 
method of ion-beam induced epitaxial crystallization 

Fig. 2.  Synthesis process of the SOI/bulk hybrid struc-
ture.
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(IBIEC), which can effectively promote the crystal-
lization of the amorphous layer by energy deposition 
from the incident projectiles42-48). In this study, we 
investigated the favorable surface terminations and 
the effective IBIEC condition in order to synthesize 
homoepitaxial layers.

Materials and Methods
We prepared two kinds of well-defined Si(001) sur- 
faces: such as a bare Si(001)-(2×1) double domain 
surface and a hydrogen-terminated Si(001)-1×1 
surface, in order to investigate the homoepitaxial 
growth condition. The bare Si(001)-(2×1) structure 
was synthesized by “Shiraki method”49).  In this 
process, we first prepared a SiO2-terminated Si sur-
face by a typical RCA treatment finished by the final 
oxidation sequence and immediately introduced 
it into an ultrahigh vacuum (UHV) chamber50). 
The sample was prebaked at 550℃ for～5 h in UHV 
ambient to vaporize adsorbed contaminations
(water vapor, oxygen, and hydrocarbons) and
then elevated temperature over 850℃ to eliminate 
the capped oxide. The surface showed the recon-
structed double domain (2×1) structure, which is 
well known as one of the clean Si(001) surfaces.
   In the other surface, we chemically prepared the 
sample by the RCA cleaning terminated by a di- 
luted HF treatment. The  chemically-prepared sur- 
face mainly consists of dihydride structure terminat- 
ing the dangling bonds. The hydride Si surface is 
chemically stable against the adsorption of contami- 
nations in atmospheric environment. In the present 
study, the chemically H-terminated surface was im- 
mediately introduced into a vacuum chamber and 
prebaked it at 300℃ for 10 minute to desorb physi-
sorbed contaminations. The reflection high-energy 
electron diffraction (RHEED) pattern showed the 
(1×1) structure. Si was then deposited on the bare 
and the H-terminated surfaces with a thickness of ～
15 nm at the substrate temperature from 300 to 500 
℃ . The Si deposition was performed by an electron 
bombardment (EB) evaporator. The deposition rate 
was calibrated in advance by Rutherford backscat-
tering spectrometry (RBS) and quantitatively esti-
mated to be 0.5 nm/min. In order to heat the sample, 
we mounted the sample cut into 2×15 mm2 size on 
another dummy Si piece with markedly low electric 
resistance (<100 Ω ) and heated it by directly apply-

ing  electric  current. The sample temperature was 
monitored by a pyrometer.
   The structures of the Si-deposited films were 
observed by RHEED and RBS. In the RHEED 
analysis, collimated 20-keV electrons were inci-
dent on the sample at a grazing angle of 2-3°
and diffraction patterns were observed by a fluores-
cent screen. The diffraction pattern reflects the peri-
odicity of the surface structure. In the RBS analysis, 
2.56 MeV 10B2+ ions were incident on the sample and 
scattered ions were detected by a Si surface barrier 
solid state detector.

Results
Fig. 3 shows RHEED patterns observed for (a) the 
pristine Si(001)-(2×1) surface prepared by Shiraki 
method and the Si-deposited surfaces at the sub-
strate temperatures of (b) 415℃ and (c) 550℃ .

Fig. 3.  RHEED patterns observed for (a) the bare Si(001)- 
(2×1) surface prepared by Shiraki method and the Si-
deposited surfaces at the substrate temperatures of (b) 
415℃ and (c) 550℃ .
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  We can clearly confirmed a double domain (2×1) 
pattern derived from the typical Si(001) clean sur- 
face in Fig. 3(a). A 2-dimensional single-crystalline 
pattern was observed for the as-deposited sample 
treated at 415℃ (Fig. 3(b)), though the Si deposition 
at 450℃ or higher showed 3-dimensional transmis-
sion pattern (Fig. 3(c)) due to the surface roughen- 
ing. On the other hand, lower temperature deposi- 
tion ( ≤ 350℃ ) showed amorphous structure. Con-
sequently, it is found that the homoepitaxy
is realized by the Si-deposition at ～415℃ . Fig. 4 
shows RBS spectra observed the [001]-aligned ge-
ometry for the sample in which the homoepitaxial 
Si was well synthesized at 415℃ (red circles) and 
as-supplied Si(001) substrate for reference (black 
circles).  The aligned spectrum clearly indicates 
the formation of a high-quality single-crystalline Si 
layer comparable to the as-supplied Si single crys-
tal. We described above that the bare Si surface is 
more favorable to the homoepitaxy; however, high-
temperature treatment more than 850℃ should be 
avoided from the viewpoint of the epitaxy on the 
patterned SiO2 substrate.
   Next, we investigated the homoepitaxial condition 
of Si on the hydrogen-terminated surface prepared 
by wet HF dip. The RHEED patterns for the Si- 
deposited samples on two kinds of surfaces consist-
ing of dihydride or monohydride at the substrate 
temperature lower than 500℃ showed amorphous 
structure, which was different from the pristine 
Si case. The aligned RBS spectrum for the Si-
deposited sample at 415℃ on the HF-prepared Si(001) 
surface shown in Fig. 4 (green circles) also shows 
amorphous structure. These surfaces showed no 

Fig. 4.  RBS spectra observed at the [001]-aligned geom-
etries for the samples on which the homoepitaxial Si was 
well synthesized at 415℃ (red circles) and the amorphous 
Si was formed (green circles).

longer a uniform single crystalline layer by the 
conventional thermal annealing at 600℃ . We thus 
investigated the condition for the recrystallization 
of the amorphous layer by IBIEC using 180 keV Ar 
ion irradiation with a fluence of 5×1015 ions cm-2 at 
the substrate temperatures of 300℃ . We in advance 
estimated the regrowth rate of amorphous Si by 180 
keV Ar bombardment to be 8 nm per 1×1015 ions 
cm-2 at 300℃ . The dihydride surface was prepared 
by HF-dip and the other surface was obtained by el-
evating the sample temperature higher than 300℃ . 
The surface is supposed to be changed and mainly 
comprised by monohydride termination due to the 
desorption of one of the hydrogen atoms31). Fig. 5 
shows RBS channeling spectra for the Si-deposited 
samples on the dihydride (a) and the monohydride 
(b) surfaces after the Ar irradiation at 300℃ .  It is 
clearly found that the ion beam irradiation at 300℃ 
was not sufficient to recrystallize the amorphous Si 
layer grown on hydrogen-terminated Si.

Discussion
As described in the above section, we succeeded in Si 
epitaxy at 400℃ on the hydrogen-free clean Si sur- 
face. However, an amorphous Si layers was grown 
on both hydrogen-terminated Si surfaces of the dihy- 

Fig. 5.  RBS channeling spectra for the Si-deposited 
samples on the dihydride (a) and the monohydride (b) 
surfaces after the Ar irradiation at 300℃ .
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dride and the monohydride from 300 to 500℃ tem- 
peratures, indicating that the surface hydrogen acts 
as a diffusion barrier for Si migration, though hydro-
gen atoms adsorbed on Si surface are well known as 
a good surfactant of Ge epitaxy on Si51, 52). In the case 
of Si epitaxy, H is commonly used to assist in chemi-
cal vapor deposition (CVD) from gas-phase precur-
sors at low temperatures by passivating the surface 
from contaminations. Furthermore, H may actually 
be beneficial for epitaxy, contributing to interface 
abruptness by reducing unfavorable nucleation, sur-
face segregation and diffusion during the epitaxial 
process.
   In the early studies, Eaglesham et al . succeeded 
in Si homoepitaxy on the HF-treated surfaces fol-
lowed by prebaking at 200℃ by molecular beam 
epitaxy (MBE) at 370℃ 16). They showed the impor-
tance of the prebaking treatment for a clean hydride 
termination because some contaminations still re-
main on the as-dipped surface and disturb the epi-
taxy. On the other hand, Meyerson et al.  performed 
Si epitaxy on the HF-treated surfaces by CVD under 
UHV and also pointed out the importance of the 
initial surface condition24). They reported that HF-
treated surface consists of mainly monolayer (ML) 
Si hydride ( ～ 85%), fluoride ( ～ 10%), and oxygen or 
hydroxide ( ～ 5%), and absolutely no SiO2 and C-
related compounds was detected. Consequently, the 
homoepitaxy was successful in two distinct tempera-
tures of 425–650℃ and ≥ 750℃ . Copel et al . quanti-
fied the H coverage on the Si(100) surface by elastic 
recoil detection by medium energy Li ions and per-
formed Si epitaxy on sub-ML hydride surfaces at 
low temperatures (125-200℃ )15). They also investi-
gated the influence of H on the Si epitaxy, and found 
little effect on the epitaxy for H-coverage between 
0.2 and 1 ML (1 ML = 6.78×1014 atoms cm-2 ). In the 
present case, homoepitaxy at 415℃ , which is the 
best condition on the pristine Si(001)-(2×1) surface, 
was not observed on the HF-dipped Si(001) surface. 
It is indicated that the surface termination was not 
completely optimized for the required homoepitaxial 
condition. There might be some point defects or ir-
regular adsobate coordinations, acting as nucleation 
sites disturbed the crystallization.
   In the IBIEC process, the energy released from 
primary ions to the lattice system during slow down 
process as well as many vacancy and interstitial 

pairs generated around the ion track by successive 
elastic collisions significantly reduces the activa-
tion barrier for the recrystallization; as a result the 
epitaxial growth should be promoted even at low 
temperatures. However, the epitaxial growth on the 
hydride Si surfaces was not realized by the 180-
keV Ar irradiation at 300℃ in this study, though 
that on the pristine Si surface had been already con-
firmed42-48).  It is indicated that superficial hydrogen 
atoms can act as the migration barrier of silicon for 
crystallization. The ion beam irradiation at higher 
temperatures should be needed for the effective re-
crystallization of amorphous Si layers grown on the 
hydride surfaces.
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Introduction 
There are some frequently used chemical structure 
formula editing software at present, standalone 
mode ChemDraw series, C/S (Client/Server) mode 
Chemsite, CACTVS3.176 series, B/S (Browser/
Server) mode JChemPaint series, etc. But there are 
some limitations or disadvantages for these software 
tools. For example, they are expensive. They don't 
support multiple operating system platform. Edit 
and query function are limited. Unlimited chemical 
structure not conforming to the basic chemical rule 
phenomenon may appear, and so on.
   The research and development of chemical struc-
ture formula online editor can be realized by two 
kinds of technical means, that is, non-plug-in tech-
nology and plug-in technology. Non-plug-in technol-
ogy can be realized using html+javascript+css. CSS 
provides style, and JavaScript+html develops the 
editor. The advantage of using this technology is 
that the editor can run in all major browsers, and 
the browsers do not need to install any plug-ins. But 
its shortcomings are obvious. First, HTML does not 
provide the functions of drawing, the drawing can be 
realized simply based on block element splicing. The 
strong drawing function is required in this subject, 
so this method is inconvenient 1). 

   Secondly, the JavaScript scripting language is 
mainly used for the dynamic effects of web page and 
enhancing interactivity, so it is not suitable for han-
dling the complex data. Therefore, this method is 
not an ideal choice for this subject. Plug-in technol-
ogy means are Applet, JavaFX, Flex, etc.
   Flex technology is determined by a comprehensive 
analysis of a variety of online editing technology. 
Although Flex ActionScript scripting language sup-
ports fewer data types, and it is difficult to handle 
complex data, Flex technology is determined to 
research the molecular structure online editor 2). Be-
cause Flash player is installed widely in the browser 
and Flex has the across platform. The purpose of the 
subject is designing the data structure and opera-
tion algorithm of molecular structure information to 
ensure the uniqueness of SMILES and developing 
a new organic compound search Website based on 
PHP+MySQL technology 3).

Method 
Firstly, Flex is a highly productive, free open source 
framework. Users may use ActionScript and MXML 
(Macromedia XML) in Flex Builder to develop and 
build rich Internet application. Finally forming a 
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local play byte code (.SWF) file which is not only 
loaded through the browser but also played locally. 
As a new generation of rich client technology leader, 
this technology has the following characteristics 4).
   Interface development is efficient and Action 
Script is an object-oriented language. The front-end 
interface is described by MXML, the interface is con-
trolled by the ActionScript. The back-end application 
logic encapsulated in the middleware separates with 
the front-end to realize the true development of the 
MVC (Model View Controller). The program can run 
not only in the browser, but also out of the browser 
which expand the application occasions greatly. It 
has cross platform performance of supporting vari-
ous major operating system and browser. It is wel-
comed by users.
   Secondly, the dynamic web programming technol-
ogy includes ASP, ASP.NET, PHP, JSP, etc. ASP and 
ASP.NET are developed by Microsoft Corp, so they 
can only run on Microsoft's server products IIS and 
PWS. Although they have the characteristic of the 
safety and stability, but their developments are lim-
ited. The running speed of JSP is realized based on 
taking up more memory, and in order to ensure the 
cross platform, its complexity is increased greatly. 
Compared with the above three kinds of technology, 
PHP language has the characteristics of learning 
easily, short development cycle, maintaining eas-
ily, cross platform, cross server, high efficiency and 
generating image simply, so the server of this study 
will use PHP. MySQL is an open source database, 
it has the advantages of small size, high speed, low 
cost, supporting million records, supporting multi-
user, multi-thread, efficient data storage and search, 
cross platform, and it is welcomed by users, so the 
database of this study will use MySQL.
   Thirdly, the linear coding used frequently include 
WLN (Wiswesser Line Notation), Sybyl, InChI and 
SMILES, SMILES has the advantages of the most 
compact structure, more readable and more exten-
sive application, so the search coding of this study 
will use SMILES. MDL Molfile is used to storage the 
atomic coordinates of chemical structure diagram 
and connection information between the atoms and 
save locally. The users may make MOL file import 
into the editor, and edited again 5).

Function Design and Implementation
The Chemical structure formula editor provides the 
following functions according to the application de-
mand. The editing functions used frequently include 
addition of chemical bond, addition of ring structure, 
addition of atom name (symbol), empty canvas, 
deleting a key, returning to the previous step, and 
so on. For the convenience of users this study also 
provides a Quick Add option of common chemical 
structure fragment (substituent) 6). The basic error 
detection mechanism which gives error messages for 
the place not conforming to the basic chemical rules. 
According to the chemical structure, the correspond-
ing unique SMILES coding is generated and search 
online, the corresponding MOL file is exported and 
saved locally. The chemical structure analysis block 
which imports the local MOL file into the editor and 
analyze its data and then display the corresponding 
chemical structure. The users can submit the draw-
ing to the database 7-8).
   The general drawing software can draw the chemi-
cal structure diagram, and finally generate the 
picture format file. The software is often used in the 
volume, courseware, etc. In this paper, the SMILES 
coding is generated which is based on the chemical 
structure diagram. Therefore, we must consider a 
suitable data structure to store the information of 
the structure. 
   Considering the whole structure diagram as an 
undirected diagram of the atom or group of the at-
oms as nodes (known as element nodes), and the 
following data structure is put forward to store the 
structure diagram information. Firstly, Record the 
total element node number of the structure diagram. 
Secondly, key matrix (400 x 400 (max)), storage 
key (single bond~1 double bonds~2 triple bonds~3).    
Thirdly, node element array(3XN). Each element 
symbols are stored on the first line, X and Y coordi-
nates of each element node are stored on the second 
and third line.

Algorithm implementation
Add a line and a column after the key matrix and 
add the symbol and position coordinates of the ele-
ment after the groups of node element and then the 
number of the element node variables add 1. Delete 
the corresponding ranks of the key matrix and the 
subsequent ranks move forward. Delete the cor-
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responding column of the node element groups and 
the subsequent column moves forward, and then the 
number of the element node variables minus 1.

Results and Discussion
SMILES search uniqueness
For a structure diagram, firstly iterate starting point 
should be found while iterating through SMILES. 
One way is making the element node drew firstly 
as a starting point, but perhaps its drawing order 
is different for every people which will lead to the 
different starting point and different SMILES. But 
as a search keyword, the SMILES must be unique. 
Therefore, we need to consider another way, namely 
each atom is distinguished independently by differ-
ent atomic numbers, and then the atom of minimum 
(or maximum) number is considered as the iterate 
starting point, priority is given the atom of mini-
mum (or maximum) number, so SMILES is ensured 
unique.

Structure editor interface design
In this paper, the interface of the editor is designed 
as following diagram to provide a simple and easy 
operating interface. Edit tool area includes the oper-
ations of empting canvas, adding chemical key, ring 
structure, deletion, canceling. Chemical structure 
editing area, the chemical structure formula is de-
signed in the region. SMILES generation area, the 
SMILES search coding generated by the chemical 
structure diagram. Read and write area of chemical 
format file, input and output buttons for MOL files 
are provided. Chemical structure formula search 
button, click the button to search the corresponding 
Chemical structure formula (Fig. 1). 

SMILES search coding generation process
After the atom number is determined uniquely by 
the CANON algorithm, according to the new atom 
number we reorder for the array variables and as-

Fig. 1. The layout image.

sign a value to the array created newly and the 
content of the original array doesn’t change. In the 
same time, the iterate temporary variables are gen-
erated by access, for example, visited (store the atom 
state of being visited or not, “yes” is 1, “no” is 0), td 
(count the connectivity of each atom), and so on. Ac-
cording to the depth-first iterate algorithm, the min-
imum number “0” is set as starting point, and the 
small number is given priority to generate SMILES.  
According to the above algorithm, the SMILES gen-
erated is CC1CCC (CC1C) C2CC2, that is, encoun-
tering the branch of node 10, we firstly iterate the 
node 8 and its longitudinal structure. However, if 
the six sides of the ring are regarded as a whole and 
the node “9” is regarded as a branch, it seems that 
it fits in with people's conventional logic and the 
JME iterate mode.  As a result, we need to add in 
the above algorithm, that is, if there is a branch in 
the node of the ring and whatever the branch node 
number is, the non- ring node is regarded as the 
starting point and iterate firstly. It uses the broken 
ring to realize.

Chemical structure formula editor
In Flex, the Graphics object cannot be created di-
rectly by the ActionScript code, so the diagrams are 
completed by the method of Sprite display object 
calling Graphics. 
   Because flash.Display::Sprite doesn't realize 
mx.core.IUI Component interface and can't add to 
the Flex component (Canvas) to display directly, 
sprite display object must be added in the UI Com-
ponent container firstly and then the container is 
added in the Canvas to display the diagrams. A 
single bond is formed by six Sprites, respectively two 
element node Sprites (element symbol C as an emp-
ty Sprite which is not shown) and three draw point 
selection Sprites (two node collision circles and a key 
collision circle) Sprite and a key Sprite. The colli-
sion circle Sprite is hided. When the mouse moves, 
the collision circle Sprite is displayed. The users can 
click here to add an atomic name or key when the 
collision circle is displayed. The two-element node 
Sprite (element symbol C as an empty Sprite, which 
is not shown) and three points (choose the paper 
called the collision circle, two nodes and a key colli-
sion circle) Sprite, a key Sprite. Where the collision 
circle Sprite hide until the mouse moves to display.    
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The users can click here to add an atomic name or 
key when the collision circle Sprite is displayed.
Drawing single key is to add the six Sprites in the 
UICompnent and occupying the 0~5 layer of the 
container respectively. Adding / deleting a key the 
layer will be up / down automatically.
   At the same time, the element node and the key 
value (the element node coordinates are omitted in 
order to express expediently) are stored in the cor-
responding array Vertices and Bonds. The collision 
circle layer at both ends of the key is stored in the 
VerticesIndex array and the collision circle layer of 
two element nodes is stored VerticesIndex array and 
its subscript is atom Index number. If continuing to 
add a key at either end of the single key, we must 
determine the element node to add, that is, iterating 
the VerticesIndex array.
   When adding a new key, to prevent the occurrence 
or cross collision of the new key and the existing key, 
we need to add in a certain key angle rule. The solu-
tion of the key angle problem is divided into two as-
pects, adding a key on a node and adding a ring on a 
node. 
   Case1: The solution of the angle problem when 
adding a key on a node.
    (1) Firstly, setting the maximum key number (de-
noted as a) added on the node (that is, the maximum 
degree of a), by reference to JME, the subject is set 
to 6. 
   (2) calculate the current angle value of a (denoted 
as D[a]). 
   If D[a]=1, the following steps are used to solve the 
key angle problem. 
   ① Making “a” as a starting point, add a new key 
ac (6 Sprites) in the horizontal direction. 
   ② According to the coordinates of “a” and “b” we 
calculate the rotation angle. That is, according to the 
inverse trigonometric function atan ( ) we calculate.
We find “a” collision circle Sprite based on uicomp.
getChildAt(VerticesIndex[a])function in the con-
tainer Uicompnent and then calculate the coordi-
nates of node (such as a)based on getRect(uicomp).
x+5 function（5 is node collision radius） and 
getRect(uicomp).y+5 function. 
   ③ (a.x, a.y) as a rotating point the collision circle 
Sprite of new key “ac” and key Sprite rotate by 
angle+60 degrees.
   It is worth noting that the coordinates obtained by 

getRect (uicomp).X+5 function and getRect (uicomp)
function is the center of the rectangle occupied by “C” 
collision circle. But after rotating, the coordinates 
calculated by this method is not the center of the 
rectangle. Therefore, before rotating, we regard the 
center of node “C” collision circle as rotating point 
and make node “C” collision circle rotate automati-
cally by -angle degrees and then regard (a.x,a.y) as 
rotating point to rotate by angle degrees. If D[a]= 2, 
firstly we calculate the included angle between the 
reverse extension line of ∠ bac angle bisector and 
the horizontal direction and assign it an angle, and 
then (a.x, a.y) as a rotating point make the collision 
circle Sprite of new key “ac” and key Sprite rotate 
by angle degrees. . If D[a]>2 and D[a]<6, we regard 
the included angle between the extension line of “ba” 

“ca” “da” and the horizontal direction as rotating 
angle respectively, and then (a.x, a.y) as a rotating 
point make the collision circle Sprite of new key “ae” 
“af” “ag” and key Sprite rotate. If [a]=6 and we con-
tinue to add a key on the nod “a”, the editor will 
give you a hint that you can't continue.
   Case2: The solution of the angle problem in the 
case of adding a ring in a node. 
   Solving the problem of the angle in this condition 
is about the same with the solution described above, 
that is, firstly calculating the angle and then rotat-
ing the collision circle Sprite and key Sprite. Rota-
tion function is displayed in the following program 
coding segment. The parameters of xuanzhuan() 
function are specified rotating Sprite display object, 
specified rotation point and specified rotation angle.

Treatment of non-connection structures
In the process of Chemical structure formula edit-
ing, the non-connection structure can appear. At 
this time, when the SMILES is generated, different 
editors will make different processing. For example, 
JChemPaint will use the "." to express the two non-
connected structures as. CC.C1CCCCC1.In this 
study we refer to the treatment way of JME and 
firstly according to the uniqueness of the CANON 
algorithm number each atom and then iterate from 
the atom which number is 0 (the node denoted by a) 
till the part of including the iterate starting point is 
visited completely. In this way, the SMILES gener-
ated in this case is CC.
But when SMILES is generated the structure which 
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has not been visited will be cleared. In this study, 
the structure which has not been visited will still 
exist, and the users can continue to edit. When the 
SMILES is generated next time, it will number ac-
cording to the CANON algorithm again and start 
iterating from the atom which number is 0.

MDL molfile access
In the research and development, the local read and 
write function of the MOL format file is provided. 
The users can save the chemical structure not fin-
ished locally in MOL format and import it to the edi-
tor to edit again if necessary. 
In general, the flash of webpage is unable to oper-
ate the local files due to security concerns, including 
read and write, even with the help of JS, it will be 
banned because of the browser's security settings. 
When Flash player8 appears, the FileReference file 
can be used to open a browser dialog box of local 
file. It seems that it can operate locally, but unfor-
tunately the browser frame is only designed for up-
loading file. The browser frame is the equivalent of 
a webpage file realm. If we need to save the text file 
locally, the official sample method in Flash8 instal-
lation directory must be used, that is, through the 
submission of data to the server, the file generates 
and then the file is downloaded locally.
Local storage of MDL Molfile
   Using FileReference.save (data:*, default-
FileName:String = null) method can save data to a 
local file. The “data” parameter is the data which 
will be saved. The data can be used String, XML, 
ByteArray and other formats and the function does 
corresponding treatment automatically. DefaultFile-
Name parameter is the default file name of the file 
saved (user can change) and the string of the file 
name cannot contain '/', '', '', '*', '?', '', '|', '%’, etc.
   When a dialog box appears, the users input the file 
name and select the saving situation for the file on 
the machine. When the users confirm the selection 
and click “save” button, the data will begin to save.
The method opens a dialog box at the beginning, al-
lowing the users to enter a file name and select the 
location to save the file on the machine. When the 
users confirm the selection and clicks "save", the 
data stored procedure begins. In order to determine 
the status of the dialog box and the saving opera-
tion, in general ActionScript code will intercept can-

cel, open, progress and complete events. 
   It is important to note that in Flash Player, the 
FileReference.save () method is called only in re-
sponse to the user’s events, otherwise it will cause 
Flash Player error.       
   In actual development, the Adobe Flex 3 (Inte-
grated development environment of Flex applica-
tion program) is modified firstly. That is the HTML 
wrapper is modified which is in the Flex Compiler 
option of the project attributes.  
   And then according to the MOL file format the 
data of the atomic coordinates, atomic name and the 
key connection which are produced by the chemical 
structure diagrams are saved locally.
   In the response function OnComplete data pro-
cessing function is, the string loaded in the MOL file 
is translated into the corresponding variables which 
include the number of the atom, the number of the 
key, atomic array (storage x, y coordinates of the 
atom, atom name, VerticesJudge content), the key 
array, and so on. Using ActionScript drawing func-
tion to reduce the chemical structure diagram in 
the editing area according to the transformed array 
information (the angle between keys must be calcu-
lated constantly), according to the position of coordi-
nates the button is drew and then the atom name is 
added.

Conclusion
This study realized the function of the structure 
graph editing and submitting and the function of 
the structure graph local storage, report errors and 
adding the chemical bonds. To research and develop 
a kind of convenient chemical structure graph on-
line editor the FLEX technology which was avail-
able to animation application is found to develop the 
online graphic editor. Researching the event mecha-
nism, graphic display mechanism, file operation of 
the FLEX technology and developing the structure 
graphic editor. Offering a kind of convenient data 
structure and operation algorithms which record 
and process the information of molecular structure 
and taking steps to ensure the uniqueness of the 
SMILES search coding. Realizing the client local 
storage function. As a test platform and application 
example, a simple organic compound search website 
is developed. Although the research and develop-
ment complete the expected design goals basically, 
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Introduction
Falls bring the elders a higher risk for injuries and 
fractures because of weakness in their muscle, bone, 
vision and balance. Nowadays, falls in elderly people 
are the main cause of admission and extended 
period of stay in a hospital. It is the sixth cause of 
death for people over the age of 65, the second for 
people between 65 and 75, and the first for people 
over 751). As the super aging societies, Japan and 
many other countries have to face up the problem of 
a serious shortage of nursing care staffs in hospitals 
and healthcare facilities for the elderly2).
  Information & Communication Technology based 
solutions are being developed for fall prevention 
prevalently, and the number of fall alarm products 
is growing fast. All alarms belong roughly to one of 
two types: manual and automatic. Compared with 
manual solutions like pressing a button when a fall 
happens, automatic solutions/products collect data 
from various sensors such as accelerometers, and 
assess the risk of falling in a real-time way. These 
automatic solutions perform well in the situations 
where a user becoming unconscious after falling or a 
user with dementia cannot manually send an alarm.
  In this paper, a bidirectional electromyographic 
sensor network model is constructed for quick and 
flexible communication between users and nursing 
care staffs. Moreover, diverse analyses and prospec-
tive studies are conducted on various segments and 
factors.
  Surveillance cameras are most generally employed 

as a real-time monitoring for fall detection. Although 
vision/voice recognition technologies are imported in 
some new products, the recognition runs with low 
precision and still needs manual labor. Since falls 
are usually characterized by larger acceleration and 
end with lying prone horizontally on the floor. Hu-
man activities3), such as gravitational acceleration 
and gyroscope data of static postures and dynamic 
transitions, are collected to analyze various patterns 
of falls like balance abnormalities4). However, fall 
events are context-aware and human-oriented.  
   The unique features of some activities like falling 
slowly against wall or sitting down to sleep on the 
tatami (traditional Japanese-style flooring mat) are 
usually ignored. Automatic Fall Monitoring5) pre-
sented a comprehensive overview of fall monitoring 
techniques, related commercial products, existing 
research problems as well as future trends. For fall 
prediction, the analysis of health and medication 
data extracted from EHR (Electronic Health Record) 
is conducted6). However, it cannot realize a real-time 
prediction.

Results and Discussion
Bidirectional sensor network
An armband-type EMG sensor is imported to evalu-
ate and record the electrical activity generated by 
skeletal muscles. The sensor is also equipped with 
WLAN (Wireless LAN), gravitational acceleration 
and gyroscope sensor. As shown in Fig. 1, the pro-
posed sensor network system contains the following 
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functions.
◦	 Monitoring: Through wearable sensor, the live 

logs are collected and stored in real-time. Live 
logs contain the continuous information of loca-
tion, status of movement and arm electromyo-
gram data of users. The nursing staffs can learn 
the status of target users through the monitoring 
anytime.

◦	 Detection: The collected live log is analyzed in 
real-time, and the fall alarm (location and user 
profile) is sent to nursing staffs if a fall event is 
detected (one of fall patterns is matched). More-
over, a confirmation is sent to the sensor for a 
possible reply from the detected target user. The 
nursing staffs run to the fall location or stop the 
help if they receive a cancellation reply from the 
user.

◦	 Prediction: Based on the analysis of personal 
activity patterns, fall history records, profile in-
formation and various comprehensive statistics 
(e.g., dangerous areas such as stairs). a user-
oriented customizable prediction mechanism is 
constructed. If a possible coming fall is predicted, 
a notification is sent to the sensor as a warning 
message.

◦	 Call/Reply: A bidirectional “call/reply” interac-
tive mechanism is provided as a simple and 

quick communication between users and nurs-
ing staffs through the system when a wrong or 
missed detection happens.

Geolocation
When falls happen, the information of precise loca-
tion would be immediately sent to the system and 
nursing staffs. Here, WLAN geolocation is employed 
because (1) surveillance cameras cannot be set in 
some places such as toilets or bedrooms, and (2) GPS 
(Global Positioning System) for nonmilitary use had 
poor accuracy and signal reception was mostly cut 
off indoor. 
  However, WLAN geolocation has to face up the sig-
nal interferences caused by interior walls or doors, 
which weaken the signals. Considering this prob-
lem, linear regression analysis is used to calculate 
distance and direction based on the following signal 
propagation model.
  Tracking like walk-in-lines data collection7) is also 
possible if there are adequate access points. By ana-
lyzing the sequences of locations determined form a 
trajectory from the first to the most actual location, 
various activity patterns (e.g., a walking pattern 
containing path, speed and others factors) can be 
mined for the further analysis and secondary use, 
such as finding dangerous areas where falls often 

Fig. 1.  Outline of bidirectional sensor network system.



Hao Han :  Detecting Fall Events Using EMG Senser　17

happen.

Detection and prediction
A fall is a context-aware event. Personalized fall 
detection and prediction is a real-time analysis 
mechanism using various factors such as movement 
of body, location, and user profile information. Gravi-
tational acceleration and gyroscope sensors are often 
used in wearable devices to get status of movement 
and balance of users. However, these data are not 
comprehensive enough to support diverse fall detec-
tion since only the movements of body are focused. 
Actually, people would grip something like banister 
or lean arms against wall to stop themselves from 
falling when they lose their balance, and arm/wrist/
hand gesture recognition technologies are bringing 
us a novel and promising solution.
  Here, EMG or electrical impedance tomographic 
data of arms is collected by an armband equipped 
with 8 EMG pods to analyze the biomechanics of hu-
man since arms give a sudden movement naturally 
and instinctively to stop falls. Here, 13 panel users 
(20's - 70's) assisted our experimental data collection 
by wearing the armband on their right forearms in 
the following activities.
◦	 Walk: The users walked indoor as usual.
◦ Sit: The users quickly sat down on the chair or 

floor (not a fall).
◦ Fall: The users simulated fall events as naturally 

as possible.
◦ Lean: The users leaned their arms against wall 

to stop a (simulated) fall.

  Here, we randomly selected 26 collected event 
data, of which are 13 fall events and 13 non-fall 
(e.g., sit, lean) events. An assessors was asked to 
complete judgement of fall events from the collected 
experimental data. As shown in Table 1, PPV (Posi-
tive Predictive Value) = 81.8%, sensitivity = 69.2%, 
and specificity = 84.6%, which performs better than 
sensor data without EMG information.

Table 1．Assessment

Event Real fall Non-fall Sum
  Assessed fall 9 2 11
  Assessed non-fall 4 11 15
  Sum 13 13

  A fall prediction is a statement about an uncertain 
fall event. It is often based on real-time analysis of 
risk factors and fall experience or context oriented 
information. Risk factors contributed to a particular 
fall event are not always clear. Large-scale and long-
term data collection/analysis is necessary for further 
understanding the mechanism of falls. To gain 
further insight into the impact of different factors 
on predictability, user clustering is done artificially 
according to the following categories of information 
before semi-supervised and self-evolving learning.

Bidirection
Single-direction communication, such as surveil-
lance camera and nurse call, is inefficient, and 
simple “call/reply” interactivity is more effective in 
falls prevention8). 
◦ By repeating a predefined special hand gesture 

(e.g., hold fist and rotate) which is seldom oc-
curred in general life and easily learnt by the 
elderly, users can send a “call/reply”' message 
to the system.

◦ By remotely sending a vibration (trigger built-
in vibration motor), the system can send a “call/
reply”' message to the target users.

   Bidirectional “call/reply”' can well solve/satisfy 
the following problems/requirements.
◦	 Wrong detection: when a fall is detected by 

system, a continuous call is sent to the user for 
a confirmation. The user can reply it if this is 
a wrong detection. The nursing staffs would be 
notified by a cancellation of alarm. 

◦ Failed detection: when a fall happens and confir-
mation call is not sent to the user. The user can 
continuously call the system for a help and the 
nursing staffs would be notified.

◦ Prediction and warning: when the system pre-
dicts a possible coming fall caused by current 
movement of the user or dangerous areas, the 
system would send a short warning call to the 
user.

Conclusion
In this paper, we designed an ICT-based solution 
for elder-oriented fall prevention, and constructed 
a model of bidirectional EMG sensor network. A 
simple “call/reply” communication mechanism 
was imported, and the EMG data was proved to be 
contributing factors of a more precise detection and 
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prediction result.
  Moreover, as future research, we plan to explore 
further the problems of fall pattern learning and 
recognition based on gathering more simulated data. 
We will also work at real data collection in hospitals. 
Further studies will be conducted in bridging the 
gap between simulated data and real data.
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序論
本研究の目的は、パタン形成した SiO2 層を有する

Si 基板上に非晶質 Si 層を堆積・熱処理後、MeV 級

イオン照射により SiO2 層上の非晶質 Si 層に広範囲

なエピタキシャル（エピ）成長が起こる照射条件、

Abstract:  Amorphous Si layers have been formed on the crystalline (001) Si substrates in 
an Ultra-High-Vacuum (UHV) chamber using the sputtering method via electron bombard-
ment. A study to lealize amorphous Si layers has been planned in order to produce very clean 
interfaces between amorphous Si layers and the crystalline Si substrates. These clean inter-
faces without oxygen atoms originating from natural oxides make it possible for amorphous Si 
layers to crystallize two-dimensionally and epitaxially in a layer-by-layer form on the crystal-
line Si substrates. These will more easily induce lateral-solid-phase epitaxial growth of depos-
ited amorphous Si layers on the SiO2 film, leading to the formation of SOI (Si On Insulator) 
structures. Firstly, we deposited amorphous Si layers on the oxygen-free surface in the UHV 
environment, and investigated various deposition conditions. However, after annealing these 
deposited amorphous Si films under the various conditions, three-dimensional island crystal 
growth occurred. These experimental results were confirmed by the AFM (Atomic Force Micro-
probe) and RHEED (Reflection High Energy Electron Diffraction) measurement methods. This 
island crystalline formation may be partly due to impurity atoms with a mass number around 
40 abundarly incorporated into the amorphous layers, which was confirmed by the RBS (Ruth-
erford Backscattering Spectroscopy) measurement method. Three-dimensional island growth 
tends to occur during the surface migration of Si atoms around the impure atoms. Thus, we 
have not yet succeeded in forming impurity-free amorphous Si layers. We finally propose a 
novel deposition method using micro-wave plasma, aiming at obtaining a clean interface and 
achieving the growth of impurity-free amorphous Si layers.
Keywords:  IBIEC, SOI, SIMOX, BOX clean-interface, amorphous Si, impurity-free, RHEED, 
STM, AFM, Microwave plasma 

MeV 級イオン照射による新しい SOI 構造形成法の研究
－超高真空中における電子衝撃 (EB) 加熱型蒸着法による

非晶質 Si 層形成の検討－

中田穣治 1, 4　井上航大 1　谷地田剛介 1　栗田紳平 2　斎藤保直 1

村下　達 3　星野　靖 1

Novel SOI Structure Formation Using MeV Ion Beam Irradiation
－ Study of Amorphous Si Layer Deposition Using EB Evaporating 

Method in The UHV Environment －

Jyoji Nakata1, 4, Kodai Inoue1, Gosuke Yachida1, Shimpei Kurita2, 
Yasunao Saito1, Toru Murashita3 and Yasushi Hoshino1

1 Department of Mathematics and Physics, Fuculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka city, 
Kanagawa 259-1293, Japan

2 Oki data, Inc. 4-11-22 Shibaura, Minato-ku, Tokyo 108-8511, Japan
3 NTT Electronics Corporation 6700-2 To, Naka City, Ibaraki 311-0122, Japan   
4 To whom correspondence should be addressed. E-mail: nakatj01@kanagawa-u.ac.jp



20　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 28

成長機構を詳細に検討することである。また、バル

クと SOI(Silicon on Insulator) 層が併存するパタン

化された 2 次元ハイブリッド SOI 基板作製条件を明

らかにすることである。これにより、Si 単結晶バル

ク層にメモリセル、SOI 層に入出力高速データ処理

回路のハイブリッド構成が可能となる。図 1 に断面

構造図を示す。

　SOI 基板を形成する手法として従来 SIMOX1,2) 
(Separation by IMplanted OXgen) 法と貼り合わせ法

の 2 種類があった。SIMOX 技術は酸素イオン注入

と超高温（～ 1400℃）熱処理により BOX (Buried 
Oxide) 層を形成する。貼り合わせ SOI 技術とともに

有力な SOI 形成技術として位置付けられていた。

　しかし、高ドースの酸素イオン注入に伴う SOI 層
への欠陥導入と基板への微小リーク電流の原因とな

る BOX 層の微小穴の存在、及び BOX 層厚を一様に

する条件を見出す困難さから一般的な SOI 構成法と

しては貼り合わせ SOI 技術にとって代わられてしま

った。しかし、張り合わせ SOI 技術では 2 次元的に

分離された SOI 層形成が困難である。超高速大容量

メモリ製作を見通した時にはメモリセルと入出力処

理回路を構成できるように分離された SOI 層を構成

することは必須である。SIMOX 法はこの種の分離

した SOI 層を形成できるが、現在まで上記した困難

性からこの種の基板を作製できていない。

そこで、SIMOX 法でもなく、貼り合わせ法でもな

い全く新しい分離 BOX 層を形成する方法として、

パタン化した SiO2 層上にバルク Si との界面が清浄

な非晶質 Si 層を堆積した後、MeV 級イオン照射に

より SiO2 層上の非晶質 Si 層に、バルクから縦方向

にエピ成長した Si 層を横方向にさらに広範囲に高速

にエピ成長をさせる方法を提案する。この方法によ

れば SIMOX と異なり、ひずみや応力フリーな SOI
構造形成も可能になる。すなわち、高ドース酸素イ

オン注入に伴うひずみの導入が避けられる。

　さて、図 1 においてパタン化された SiO2 上に非晶

質 Si 層が CVD 法で堆積されている。この CVD 非

晶質 Si 層は図 2(a) のように堆積されるが、その時、

非晶質 Si 層と単結晶 Si 基板との界面が清浄でなけ

ればならない。そうでないと単原子層以下の厚さを

持つ SiO2 自然酸化膜層があるだけでも通常の熱処理

においては、図 2(b) に示すような 2 次元的な縦方向

のエピ単結晶成長は全く起きないからである。

　しかし、通常の熱処理ではなく、イオンビーム誘

起結晶成長法 (IBIEC, Ion Beam Induced Epitaxial 
Crystallization) ではたとえ自然酸化膜が界面に存在

しても、界面を乗り超えて縦方向に２次元エピ成長

が起こる。

　このことを図 3 に明確に示した 3)。この図は非晶

質層を CVD 法で単結晶 Si 基板上に堆積した（△）

後に 600 ℃で 24 時間熱処理した（▲）試料と 2.56 
MeV の As イオンを～ 300 ℃で 30 分程度照射する

MeV 級イオンによる IBIEC で深さ方向に 2 次元エ

ピ成長を起こさせた試料 ( ○ ) の RBS(Rutherford 
Backscattering Spectroscopy) チャネリングスペクト

ルである。このIBIECはMeV級イオンビーム照射で、

非晶質 Si 層が非常に低温（～ 300 ℃）で 2 次元エ

ピ成長を引き起こす現象である。

　図 3 において、600 ℃ 24 時間という長時間熱処

理にも関わらず、全く単結晶化は進行していない 3)。

同じ試料を 2.6 MeV の As+ イオンを照射すると、わ

ずか～ 300 ℃程度であっても、3.5　µA/4 cm2 のド

ースレートで 1 × 1016/cm2 の照射量（時間的には 30
分程度）で大きく単結晶化が進行している。

　このように、非晶質 Si 層は基板単結晶界面との間

に自然酸化膜程度の酸素が存在しただけでも、通常

の熱処理においては全くエピ成長が起こらない。

　図 4 はこの IBIEC を 600 keV Kr を 350 ℃におい

て 2 × 1015/cm2 照射した同様な実験である 4,5)。

図 1.  SOI 構造断面図．

(b)

(a)

図 2.  非晶質 Si 層の堆積過程 (a) とその後の熱処理で 2 次
元エピ単結晶化する過程 (b)．
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　図 4(a) の場合、通常の CVD 堆積プロセスで単結

晶／非晶質 CVD 層の間に自然酸化膜程度の SiO2 層

が残っている。その後界面を超えて As を注入して

非晶質 Si 層の厚さを伸ばしている。この As 注入で

界面に存在する O 原子をノックオンさせて O 原子を

散らし、界面における O の体積濃度を減じている。

しかし、上記 IBIEC 条件では界面をわずかに超えて、

表面側に 2 次元エピ成長が進行しただけである。

　ところが、図 4(b) の場合非晶質 Si 層を CVD 法で

はなく、最初から図 4(a) と同じ条件で単結晶 Si 基

板に As を注入して非晶質 Si 層を形成した場合、そ

の後の 600 keV の IBIEC で著しく 2 次元のエピ成

長が進行して表面近傍まで単結晶化が起きているこ

とが明瞭に確認できる。即ち、非晶質 Si 層内部に何

も O 原子が存在しない状況では IBIEC による結晶

化の速度は大きいし、この場合は通常の熱処理だけ

でも、IBIEC と比較して高い成長温度は必要である

が、表面まで単結晶化が進むことは確認されている。

　さらに CVD 法において単結晶基板に非晶質 Si 層
を堆積する際に、界面に形成される自然酸化膜をあ

らかじめ 1000 ℃程度の温度で高温熱処理して自然

酸化膜を除去した後に、温度を下げて通常の CVD
法で非晶質 Si 層を堆積させた。この手法は Clean 
CVD 法 (CCVD) と呼ばれる 6)。この CCVD 法で堆

積した非晶質 Si 層を 2.56 MeV の As イオンで MeV
級 IBIEC を行った RBS チャネリングスペクトルを

図 5 に示す 7-10)。

　この場合、非晶質 Si 層内部にも界面にも O 原子

が殆どないため、MeV 級 IBIEC7-10) で 2 次元エピ

成長が起きて表面まで結晶化が進行した。MeV 級

IBIEC は照射イオンの電子的非弾性散乱により図

4 に示した数百 keV（あるいはそれ以下）のエネル

ギー領域における IBIEC よりも非常に効率的にエ

ピ成長が行われることが確認されている 7-10)。次に

CCVD 法と呼ばれる手法により非晶質 Si 層を、図 6
のようなパタン化された Si 酸化膜基板上に堆積させ

た。すると、基板単結晶と非晶質 Si 層との界面には

酸素が殆どないので、パタン酸化膜との間にある非

晶質 Si 層は通常の熱処理において縦方向に 2 次元エ

ピ成長を起こして酸化膜の窓開き直上の表面まで単

結晶化が進行することが期待される。

　しかし、通常の熱処理だけでは横方向に即ち、パ

タン酸化膜上に堆積された非晶質 Si 層まで結晶化が

図 3．堆積非晶質 Si 層の熱処理と IBIEC での単結晶化の
違いを示す RBS チャネリングスペクトル．

図 4．堆積非晶質 Si 層界面にイオン注入で界面を超えて
非晶質層を形成した後に IBIEC した試料 (a) とイオン注入
のみで非晶質層を形成した試料 (b) を同条件で IBIEC した
RBS チャネリングスペクトル．

図 5．CCVD 法による特殊な製法で形成した堆積非晶質 Si
層が IBIEC で表面まで単結晶化したことを示す RBS チャ
ネリングスペクトル．
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図 6．パタン化された Si 酸化膜上に界面清浄な非晶質 Si
層を堆積した時の断面図 .

図 7．24 時間熱処理後 (a) とその後～ 300℃ , MeV 級イオ
ン照射で IBIEC した後 (b) の RHEED パタン .

及ぶことはないであろう。実際、このことは図 7 に

示した RHEED パタン観察から確認された 11,12)。

　図 7 は図 6 に示す具体的な数値の入ったパタン

化された構造に対して熱処理と IBIEC を行った

RHEED パタンである。(a) は SiO2 膜上に CCVD 法

で堆積された非晶質 Si 層を 600 ℃で 24 時間熱処理

した後の RHEED パタンである。(b) はその後～ 300 
℃程度の温度（2.56 MeV のエネルギーで 3.5 µA/ 4 
cm2 の照射量率に相当する温度）で As を 1 × 1016

／ cm2 の照射した後の RHEED パタンである 11,12)。

図 7(a) において 600 ℃ 24 時間の熱処理にも関わら

ず、ほとんど完全なハローパタンが観測された。こ

れは、600 ℃、24 時間の熱処理においても図 6 に示

す酸化膜上の非晶質 Si 層までは結晶化されなかった

（すなわち横方向には殆ど結晶化が進行していない）

ことを意味する。何故なら、RHEED という観測手

法は 20 keV 程度のエネルギーで加速された直径 100 
µm 程度の電子ビームを図 6 の断面図において斜め

左方向から試料表面に 2 ～ 3°のすれすれの角度で入

射させ、散乱してくる電子ビームを蛍光板に当てて

その散乱パタンから、試料表面の結晶性を測定する

手段であるからである。即ち入射電子ビームはその

すれすれ角度から、縦方向に 2 次元成長を行った領

域は酸化膜上に堆積された非晶質 Si 層の影になり、

観測にかからなかった。横方向の単結晶化が進行し

なかった酸化膜パタン上にある 10 µm の非晶質 Si
層領域のみを観測した。従って非晶質特有のハロー

パタンが観測されたのである。

　しかし、24 時間の熱処理後に 2.56 MeV の IBIEC
を～ 300 ℃で行なうと、酸化膜上の 10 µm に及ぶ広

い領域まで横方向に単結晶化が起こり、図 7(b) に示

すスポットビームの RHEED パタンが現われた。

　以上のことから IBIEC は広範囲な横方向エピ成長

を促し、パタン化された SOI 構造形成において張り

合わせ SOI あるいは SIMOX とは全く異なる手法に

よる新しい SOI 構造形成手法として展開できる可能

性がある。

材料と方法
超高真空電子衝撃 (EB)加熱型蒸着法の検討
序論において述べたように、非晶質 Si に対して

IBIEC を利用した横方向エピ成長を促すために前章

で示した CCVD 法が有効であるが、当研究室の装置

的な制約から、新たに STM 用超高真空装置を活用

した電子ビーム蒸着装置を取り付けた。その立ち上

げと非晶質 Si 層の堆積及び非晶質 Si 層の分析や解

析を行った。その経緯を以下に示す。

超高真空EB蒸着装置の組上げと原理
真空中で物質を加熱する方法には、抵抗加熱法、電

子衝撃加熱法などがある。一般に知られる抵抗加熱

法は、蒸着材料を接触させた抵抗線に電流を流し、

加熱して蒸着材料を溶融し、試料上に堆積させる方

法である。しかし、抵抗材料の薄膜中への混入、蒸

発原材料の融点による制約等の問題がある。これら

の問題を避けるため、本実験では電子衝撃加熱法を

用いた。電子衝撃加熱法とは、フィラメントに電流

を流し、加熱させ熱電子を発生させる（図８参照）。

それを +1 kV 程度の高電圧で加速し、蒸着材料を入

れたるつぼに照射して加熱して材料を蒸発させる仕

組みとなっている。蒸発した材料は蒸発源の上部に

置いた基板に堆積され薄膜を形成する。これより、

抵抗加熱法での課題であった抵抗材料の混入、蒸発
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図 8．電子衝撃によりるつぼを加熱して中に入っている Si
を蒸発させる蒸着装置の構造図 .

図 10．るつぼと蒸着させる基板を置く試料台，および膜
厚測定用水晶振動子の位置関係（上から見た図）.

図９．超高真空装置に組み込まれた EB 蒸着装置 .

まず膜厚計のみを用いて堆積する。堆積速度推定後

に、実際に Si 単結晶基板へ非晶質 Si 層を堆積する。

堆積時間は 500, 1000, 2000 s で、RBS (Rutherford 
Backscattering Spectrometry）評価から、約 20 nm
の膜厚形成に適当な堆積条件を明らかにする。

原材料の融点による制約が解消される。なお課題と

して、大面積単位での蒸着が困難な点が挙げられる。

　本実験では、1 ㎜× 1 ㎜程度に砕いた Si を図 8 に

示した装置中心部にのるつぼへ挿入する。EB 衝撃

によりるつぼ内 Si を融解させて蒸着実験を行う。本

蒸着装置は電子衝撃加熱法を用いてるつぼを高温し

ている。タングステンフィラメントに電流を流して

発生した熱電子は電場により加速されてるつぼに衝

突する。そしてるつぼを加熱し、中に入っている Si
を蒸発させる。蒸発した Si は、装置上方に設置した

Si 基板に堆積して非晶質 Si 膜を形成する。

　図 9 に示すように、光 STM 真空一貫プロセス装

置に 2 種類の EB 蒸着装置を取り付けた。一つは Co
蒸着用、もう一方は Si 蒸着用である。一般的な蒸着

実験では、蒸着基板のすぐそばに水晶振動子を利用

した膜厚測定装置を配置し、堆積量（蒸着量）の変

化を確認しながら蒸着を行う。しかし図 10 に示すよ

うに、構造上試料台と膜厚計の同時稼動が不可能な

ので、先ず膜厚計（水晶振動子）へ蒸着した後、堆

積量を推定し、Si 基板上へ非晶質 Si 層を蒸着する。

　図 10 のるつぼから蒸着用 Si を蒸発させ、上方の

試料台に設置した Si 基板に堆積させる。このプロセ

スを図 11 に示す。単結晶 Si 基板に対しさまざまな

堆積時間で非晶質 Si 層を堆積し、その量を RBS 分

析して堆積量の時間依存性を調べる。そして約 20 
nm の非晶質 Si 膜厚形成に最適な堆積時間を決定す

る。膜厚計と試料台の同時稼動が不可能であるため、

図 11.  単結晶 Si 基板への非晶質 Si 層の堆積 .
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表 4．非晶質 Si 蒸着堆積条件

Filament
電流 (A)

Emission
電流 (mA)

HV
(V) 蒸着時間（sec）

7.1 40 1400

500

1000

2000

表 1．るつぼ内 Si 融解のための各種パラメータ設定条件

Filament
(A)

Emission
(mA)

HV
(V)

Temp 
(℃ )

真空度
 (×10-8Torr)

0 0 1000 - 3.2
7 30 1000 - -
7 35 1000 1100 52
7 40 1000 1250 60
7 45 1000 - 65
7 50 1000 - 83
7 50 1100 1400 120

表 2.  蒸着実験による堆積レート測定結果

Filament
(A)

Emission
(mA)

HV
(V)

Temp 
(℃ )

RATE
（Å /sec）

7.1 15 1400 1100 0

7.1 20 1400 1160 0

7.1 25 1400 1255 0

7.1 30 1400 1310 0.1

7.1 35 1400 1375 0.1

7.1 40 1400 1430 0.3

表 3.  非晶質 Si 堆積に向けた実験条件

Filament
(A)

Emission
(mA)

HV
(V)

RATE
（Å /sec）

蒸着時間
（min）

7.1 40 1400 0.3 9

　 図 12 に RBS によるチャネリング及びランダムス

ペクトルを示す。いずれのスペクトルも RBS の測定

条件は入射イオン 10B でエネルギーは 2.53 MeV、入

射角 0 °、散乱角 160 °である。横軸のチャネル番

号は 160 °方向に散乱されてきた 10B のエネルギー

であり、縦軸はそのエネルギーを保持している 10B
の収率（カウント数）である。1 ch 当たりのエネル

超高真空EB蒸着条件の決定
蒸着装置による Si融解
上記で述べたように、るつぼ内にある蒸着用 Si 片は

1 ㎜× 1 ㎜程度に砕かれた状態で敷き詰められてい

る。るつぼからの熱損失を抑え、なおかつ不純物の

混入を防ぐためには、るつぼ内の蒸着用 Si を一度融

解させる必要がある。Si の融解はエミッション電流

の制御でるつぼの温度を上げ、上部の窓より目視で

Si 融解の確認をした。表 1 に結果を示す。

目視による観察から、Filament:7 A Emission:50 
mA、HV:1100 V において蒸着用 Si の融解が観察さ

れた。放射温度計を用い温度測定を行った結果、る

つぼの温度は約 1400 ℃であった。一般に Si 融点は

1414 ℃であることから、上記の条件において Si 融
解が起こったと結論づけた。

水晶振動子膜厚計による堆積レート測定
蒸着装置の各パラメータと蒸着量の関係を推定する

ため、膜厚計による蒸着レート測定を行った。先に

述べたように、真空一貫プロセス装置の設計上、試

料台と膜厚計の同時蒸着が不可能であるため、膜厚

計による蒸着量推定の後、Si基板への蒸着を行う。

装置取扱説明書の参考データより、初期条件を

Filament:7.1 A　Emission:15 mA　HV:1400 V と設

定した。以降 Emission 電流を 5 mA ずつ上昇させ、

その時の蒸着レートを膜厚計で観察した。表 2 に結

果を示す。前出の通り、本実験で目標とする膜厚は

約 20 nm である。従って、上記の実験結果を参考に、

Si 基板への非晶質 Si 堆積実験の各パラメータは表 3
の通りと推定した。

　ただし、水晶振動子設置を手動・目視によって行

ったことによる中心からのズレ、試料台が水晶振動

子の設置箇所から数センチ程度上方に配置されてい

ることなどから、実際の試料台への蒸着実験では水

晶振動子による推定量から減少することが予想され

る。よって、Si 基板へ非晶質 Si を蒸着する本実験で

の実験条件と実際に必要となる蒸着時間および蒸着

量は若干異なることが予想される。

RBSによる堆積量解析
水晶振動子による膜厚計での測定結果から、実際に

Si 基板に非晶質 Si 層の蒸着を行い、蒸着量の RBS
法による精密測定を行った。前章で述べたように、

実際の蒸着位置と膜厚計による測定位置に誤差があ

るので、蒸着装置条件、蒸着時間の詳細な条件を決

定する必要がある。本実験では蒸着の際の Filament
電流、Emission 電流、ハースとるつぼの間の加速電

圧の条件はそのままに、蒸着時間を変えて蒸着を行

った。蒸着量の精密測定法として RBS によるスペク

トル解析を行った。非晶質 Si 層の堆積条件を表４に

示す。
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図 12．表 4 に示す 3 通りの成長時間で堆積した直後の
RBSチャネリングスペクトル . (a) 500 sec, (b) 1000 sec, (c) 
2000 sec．

(a)

(b)

(c)

ギーは～ 4 keV である。

　図中赤色の線は Si の面密度を仮定して測定結果と

best fit するようにしたシミュレーションの結果であ

る。青色のランダムスペクトルと、緑色のアライン

ドスペクトルの非晶質 Si 層部分の収率が一致してお

り、非晶質 Si 層が形成されていることが確認できた。

　この非晶質 Si 層のエネルギー幅から蒸着量（非晶

質 Si 層の厚さ）の算出を行う。図中のスペクトルに

は不純物として非晶質 Si 層の中に取り込まれている

のが Ca のような質量数約 40 の元素である場合、そ

のピークが測定されるエネルギーの位置、また非晶

質 Si 層が堆積される際に取り込まれたと思われる O
原子のエネルギー位置も矢印で示した。蒸着実験の

実施前後において真空度の向上が観察されたことか

ら、蒸着装置本体に酸素化合物が付着し、蒸着実験

を繰り返すことで次第に酸素混入は防げると考えら

れる。カルシウムの発生源推定も含めて不純物混入

について更に検討の必要がある。

　この図 12 から 500 sec の堆積では約 5.7 nm の非

晶質 Si 堆積が確認された。前節での水晶振動子での

堆積条件と比較して若干異なるが、誤差の範囲と解

釈できる。1000 sec 蒸着では約 8.8 nm、2000 sec 蒸
着では約 22.5 nm の膜厚が確認された。本研究で目

標とする膜厚は約 20 nm である。以上の実験結果か

ら、2000 sec 前後での非晶質 Si 蒸着が適当であると

結論づけた。

　図 13 に図 12 のチャネリングスペクトルから算出

した非晶質 Si 層の蒸着量（厚さ）の堆積時間依存性

のグラフを示す。単結晶 Si 基板に堆積された非晶質

Si 層の膜厚は、非晶質 Si 層のアラインドスペクトル

のエネルギー幅から測定条件の各種パラメータを導

入して計算できる。その結果、厚さを堆積時間に対

してプロットすると、図 13 からほぼリニアに増加し

ていることが確認できた。

Deposition time (sec)

　図 13．最適な堆積条件で得られた非晶質 Si 層厚さの堆積積時間依存性を示す図 .
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図 15．加熱処理による非晶質 Si の再結晶化過程 .

図 14．図 12 の RBS スペクトルにおいて質量数 40 程度
の元素を表わす 300 ch 付近の拡大スペクトル．堆積時間
500 sec  (a), 1000 sec (b), 2000 sec (c). 

（ａ）

（ｂ）

（ｃ）

起こる様子を示した。実際に成長した層が２次元エ

ピ成長を起こしたのかどうかを、次に RHEED で観

察した結果を示す。

　図 16(a) に酸化膜除去後の Si(001) 基板回折パタ

ンを示す。2 次元平面単結晶 2 × 1 パタンが確認で

きることから、表面が清浄になっていることが確認

できた。前章で詳細に説明した電子ビーム蒸着装置

を用いてこの清浄表面に非晶質 Si 層を約 20 nm 堆

積した。この試料に対して図には示していないが

RHEED 観察をしたところ、Halo パタンとなった。

従って、非晶質 Si が蒸着されていることが分かる。

同様に図には示されていないが、800℃・10~30 min
加熱処理をした試料に対する RHEED 観察でも、単

結晶 Si の回折パタンは観察できなかった。これらの

観察結果からより、800℃・10~30 min 加熱処理条

件において非晶質 Si の再結晶化は起こらなかった。

そこで、加熱時間を 180 min に増やし RHEED 観察

を行った。

　図 16(b) に 800℃・180 min 加熱による RHEED
像を示す。RHEED 像から、単結晶 Si の回折パタン

がうっすらと確認できることから、非晶質 Si が再結

晶化されたことが分かるが、明瞭ではない。

図 16(c) に、1000℃・10 min 加熱による RHEED 像

を示す。RHEED 像から、単結晶 Si の回折パタンが

明瞭に確認できることから、非晶質 Si の再結晶化が

達成されたことが分かる。このように加熱温度と加

熱時間を増加させることにより非晶質 Si 層が結晶化

することが確認できた。

　しかし、図 16(b)、(c) より、これらは RHEED パ

タンではなく微結晶を透過した電子ビームが回折を

起こす透過回折パタンであることが分かった。従っ

て、基板表面に 3 次元 Si 構造（島状成長した結晶）

　図 14 に、図 12 の RBS スペクトルにおける 300 
ch 付近の拡大図を示す。この図に示すように、RBS
スペクトル解析から、Si 非晶質層への質量数 40
程度の不純物元素の混入が確認された。非晶質 Si
層中にカルシウム (Ca) と思われる不純物が（~2 
atoms%）、また酸素が一様に混入していることが確

認された。Q-mass による装置内元素推定から、真

空雰囲気中に H2O の混入が確認されている。 
 
結果
超高真空EB蒸着法で堆積した非晶質Si層の熱処
理による結晶化条件の検討
RHEEDによる表面結晶性の評価
前章で得られた最適な EB 蒸着条件を用いて、自然

酸化膜を除去した清浄表面を持つ Si(001) 基板に非

晶質 Si 層を堆積し、各種温度・時間で加熱処理す

る。そして非晶質 Si 層の単結晶化の程度を RHEED
回折パタンから観察した。RHEED 像は化学処理に

よる表面洗浄後の Si 基板、非晶質 Si 堆積直後の面、

800℃・10~30 min 加熱後の面、800℃・180min 加

熱後の面、1000℃・10 min 加熱後の面について観察

したが、図 16 には 800℃・10~30 min 加熱後の面を

除いて示した。

　図 15 に単結晶 Si 基板上に非晶質 Si 層を堆積した

後に、各種熱処理を行い縦方向に 2 次元エピ成長が

非晶質 Si 層

Si 単結晶板

エピ成長単結晶層

Si 単結晶基板



中田穣治 他 :  新しい SOI 構造形成法の研究　27

図 16．非晶質 Si 層堆積前かつ単結晶 Si 基板の表面酸化膜
除去後の清浄表面 (a) と，非晶質 Si 層堆積後 800 ℃・180 
min 加熱後の試料表面 (b) と，非晶質 Si 層堆積後 1000 ℃・
10 min 加熱後の試料表面 (c) の RHEED パタン．

(a)

(b)

(c)

が形成されたことが考えられる。このことを確認す

るために RHEED(b), (c) 試料表面の AFM 観察を行

なった。 

AFMによる表面形状評価
そこで次に加熱条件による基板表面形状変化を調べ

るため、RHEED 観察した図 16 (b), (c) の試料に対

して AFM による表面形状の観察を行った。

　図 17b に 800℃・180 min、17(c) に 1000℃・10 

min 加熱した試料に対する AFM による表面解析結

果を示す。図 17 より、どちらにも表面形状に高さ

50 nm、幅 100 nm 程度の突起が確認できた。この

ことから、800℃・180 min、及び 1000℃・10 min
の加熱処理では、蒸着された Si が島状 3 次元成長し

たことが分かる。RHEED においても透過結晶パタ

ンが観察できたことから、AFM で観察された３次元

Si 島は結晶性を持つことが示唆される。また Si 島
の数は、加熱時間が長いほど多くなることが分かる。

これは Si の表面マイグレーションにより島状成長が

進んだためと考えられるが、温度依存性も含め今後

検討する必要がある。

討論
単結晶 Si 基板上に EB 蒸着法により堆積された非晶

質 Si 層の最適な堆積条件を前章において検討した。

また、堆積した非晶質 Si 層を加熱処理した後の結晶

性の回復の様子を RHEED, AFM により評価した。

先ず、RBS チャネリングスペクトルの結果から蒸着

直後に非晶質 Si 層が形成されているが、同時に質量

数 40 程度の不純物が検出された。この不純物が果た

して Ca 元素であるかどうかはまだ確定できないが、

もしそうであれば蒸発したるつぼの成分が検出され

た可能性も否定できない。また、可能性としては低

いが空気中に微量に含まれる Ar 元素が EB 蒸着堆積

中に非晶質 Si 層に取り込まれたのかもしれない。い

ずれにしろ、この不純物が存在することが、その後

の加熱処理による 2 次元エピタキシャル成長を著し

く阻害する要因になりかねない。

　実際、前章における RHEED 及び AFM の測定結

果により非晶質 Si 層が 3 次元の島状単結晶成長をし

ている。このことは非晶質 Si 層内の不純物を核にし

て結晶成長が起きている可能性を示唆している。

　いずれにしろ、たとえ高真空 EB 蒸着法により、

単結晶 Si 基板と非晶質 Si 層界面との間で自然酸化

膜等に起因する O 不純物原子が残留しなくても、堆

積層中に不純物元素が取り込まれている限り、2 次

元の layer-by-layer の単結晶成長は困難のように思

える。

今後の予定
以上の結果を踏まえ、今後とも非晶質 Si 層の 3 次元

島状結晶成長から脱却できない場合も想定し、主に

高品質ダイヤモンド薄膜のエピ成長やカーボンナノ

チューブ成長に使用していた µ 波プラズマ CVD 装

置を改良することを早急に考える。

　この装置は従来 CH4/H2 ガスを流して試料ホルダ

ーに µ 波を投入し、メタン原子を分解して C ラジ
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カルや C イオンを形成し、ダイヤモンド薄膜やカー

ボンナノチューブを堆積させる通常の µ 波プラズマ

CVD 装置であった。本来高品質ダイヤモンド薄膜を

非常に高速で成長させる（～数十 µm/h）ことを目

的にチャンバー構造を改良することを考慮していた。
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そして、ターゲット原子（Si や C 等）をスパッタさせ、
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態の制御や温度計測可能な機構にする）に導く。こ
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く、温度を制御した形で任意の基板表面に非晶質 Si
層や非晶質C膜等をスパッタ蒸着できるようになる。
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序論
2 次元 Si（2D-Si）構造は、極微細 SOI (silicon-on-
insulator)、FinFET1) などの CMOS (complementary 
metal–oxide–semiconductor) 素子、及び Si 光素子 2)

に広く応用されている。SOI 素子においては、Si 膜
厚dS=LEFF/3（LEFF は素子のチャネル長）に従って薄

膜化するだけで短チャネル効果を抑制でき、その結

果、SOI 素子は将来素子としても非常に有望と言わ

れている 1)。しかし、dS の薄膜化を続けると Si 格子

定数程度まで薄膜化が進み、SOI は 2D-Si 構造とな

り、現在の 3D-Si とは物性が異なってくる 3-10)。従

って、将来素子の特性を予測するには、2D-Si 構造

の物性を解明する必要がある。 また、高速 CMOS

素子実現には、(110) 面 CMOS や歪み Si 構造などの

研究も進められている 1)。

　2D-Si 層においては、電子の量子力学的閉じ込め

効果により、電子移動度劣化の議論がされている 3)。

更に、2D-Si を含めた低次元 Si においては、電子の

量子力学的閉じ込め効果によりバンド構造が変調さ

れ、バンドギャップEG の増大も報告されている 4)。

一方、低次元Si構造（Siナノワイヤー、Siドットなど）

においては、量子的な閉じ込め効果による第一次近

似以外のフォノンも活性化される 5)。これがフォノ

ン閉じ込め効果である。その結果、半導体素子にお

けるキャリアのフォノン散乱確率が増えキャリア速
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度の劣化も予想されている 5)。

　以上のように、2D-Si を含めた低次元 Si 研究は、

微細素子実現のための実用的な目的のみならず、種々

の量子的閉じ込め効果の実証という物性研究にとっ

ても非常に重要である。我々は 2D-Si における量子

閉じ込め効果を Raman 分光及び PL 法により、大

きなフォノン閉じ込め効果及びEG 増大効果を実験

的に実証してきた 6-14)。

　しかし、可視域から近紫外までの PL 発光を目指

すには、更なるEG の増大が必須である。そこで、

2D-Si1-YCY 構造を C ホットイオン注入法を用いて作

製し，その大きな PL 発光を実証してきた 15,16)。

　本報告においては、発光層である Si1-YCY の主に構

造解析により 3C-SiC 形成の確認と、近紫外域での

PL 発光現象の実証を行ったので報告する 17)。

材料と方法
2D-Si1-Y CY の形成法
(100)2D-Si1-YCY は、図１に示すように、膜厚 55nm
の (100)SOI 基板を酸化法によって薄膜化後（1-(a)）、
12C＋ホットイオン注入を基板温度 900℃で行った後

に（1-(b)）、酸化法により半導体層を薄膜化すること

により作製した（1-(c)）15)。今回は、図 1-(a) の Si 膜
厚を 20 nm と 8 nm の二種類の SOI にそれぞれ 12C
＋ホットイオン注入を行った。（12C＋イオンエネルギ

ーは 32keV、Y は 12C イオンドーズDC（ドーズ量は

5 × 1012 から 4 × 1016 cm-2）により制御した。また、

dS 値は図 1-(c) の酸化時間により制御し、反射率ス

ペクトル法により求めた 6)。本研究においては 0.4<
dS<22 nm、原子層数NL(≡dS/d+1、d は原子層間隔で、

(100) では 0.136 nm) に換算すると 4<NL<148 を実現

した。

　フォノン評価用 UV-Raman 分光、及びバンド構

造評価用の PL 特性は波長 325 nm レーザー光を用

いた。レーザビーム径は 1μｍ、レーザパワーは約

1 mW である。

Si1-YCY 層の構造解析
図 2(a) に XPS（ X 線光電子分光）の C1s スペクト

ル解析による SOI 膜厚 22 nm の Si-C 結合及び C-C
結合での C 原子濃度深さ分布を示す。SOX 及び

BOX 界面に C 濃度のピークがあり、C 原子が界面

に偏析しているのがわかる。更に、一部の C 原子が

酸化膜中に析出している。その結果、界面での最大

Y は 0.2 以上に達した。図 2(b) は、BOX 界面でのピ

ークY、及び C 析出濃度のDC 依存性である。両者

とも、DC に比例しているのが判明し、Y はDC によ

り制御できることがわかった。

　一方、図 3(a) に BOX 界面付近の C 偏析領域の断

面 CSTEM（球面収差補正 TEM）写真を示す。Si
層とは明らかに違う小さな格子スポット（丸内）が

見られ、しかし、その配列は Si 原子と同じである。

従って、C 偏析層の結晶構造は立方晶である。また、

図 3(b) に FFT 法（高速フーリエ変換）により求め

た電子線回折（ED）パターンを示す。明らかに（220)
面のd 値（面間隔）が、Si のd 値より約 20％ ( ≡
Δd/d）も小さくなっているのがわかる。このd の低

下は、3C-SiC の格子定数（≡ 0.436 nm）が Si 値（≡

図1．Si1-YCY の形成方法．40 nmまで薄膜化 (a)後，C＋のホッ
トイオン注入 (b)，その後の酸化法による薄膜化 (c) を行う．

図 2．(a) XPS（C1s) により求めた C 濃度深さ分布．丸及
び三角は，それぞれ Si-C（●），及び C-C 結合（▲）の C
濃度を表す．(b) BOX 界面でのピークY（左軸）及び C-C
結合濃度（右軸）のDC 依存性．dS = 22 nm，DC = 4×1016 

cm-2．
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0.543 nm）より約 20％小さいことに対応しており 17)、

図 3(a) の C 偏析領域が 3C-SiC である証拠の一つで

ある。

　更に、図 4 は C 偏析領域の HAADF-STEM（高角

度環状暗視野走査透過型電子顕微鏡）観測による原

子配列である。Si 層の典型的な Si 原子対に対し、C
偏析領域は、原子対は見られず Si 原子と C 原子（C
原子は小さすぎて観測不能）の原子対と思われる。

しかも、原子配列は Si 同様の立方晶であるため、こ

の SiC は 3C-SiC である。

　また、0.8 nm の極薄膜 Si1-YCY 層においても、連

続した Si1-YCY 層形成が実現できているのが、図 5 の

CSTEM 観測からわかる。

　図 6(a) は Si1-YCY 層 Raman 分光結果のY 依存性

を示す。Y の増大とともに、1500 cm-1 付近のグラ

ファイト系の D（多結晶系）及び G バンド（結晶系）

強度が増大し、SiC 層に付随したグラファイト形成

が行われているのがかわり、Raman 分光からも SiC
形成が実証された。

　以上の議論により、今回の薄膜 Si1-YCY 層の詳細

構造模式図を図 7 に示す。図１(c) の薄膜工程によ

り、表面の C 偏析層は消滅するため 15)、C 偏析層は

BOX 界面に存在し、3C-SiC(R3)、C 高濃度 Si1-YCY 

層 (R2)、及び C 濃度分布の裾野での C 低濃度 Si1-YCY 

層 (R1) の３つの局所領域からの PL 発光が予想され

る。

図 3．(a)BOX 界面付近の C 偏析領域の断面 CSTEM 写真．
丸印内は 3C-SiC である．(b)FFT より求めた 3C-SiC 電子
線回折．dS = 22 nm，DC = 4×1016 cm-2．

図 4．(a)BOX 界面付近の C 偏析領域の断面 HAADF-
STEM 写真での原子配列．(b) 図 (a) に Si 及び C 原子模式
配列の重ね図．dS = 22 nm、DC = 4×1016 cm-2．

図 5．0.8 nm Si1-Y CY 層の断面 CSTEM 写真．DC = 2×1016

cm-2

図 6．0.5 nm Si1-Y CY 及び Si の Raman スペクトル．矢印
は G 及び D バンドを示す．Y=0.25 及び 0.14．

図 7．薄膜 Si1-YCY 層構造の断面模式図．

結果と討論
発光特性
図 8 に PL 発光スペクトルのY 依存性を示す。Y の

増大とともに、急激な PL 強度IPL の増大と PL ピー

クエネルギーEPH の増大が明らかである。しかも、

Y=0.25 の場合、近紫外領域まで PL 発光が観測され

た。しかも、PL スペクトルには矢印で示したE1 か

らE3 の３つのピークが有るのもわかる。特に、E3

での PL 強度I3 は、Y が 0.1 以上の場合のみ観察さ

れる。図 8(b) は、各Y におけるI3 と G バンド強度

IG の相関である。相関係数がほぼ 1 の正の相関をも

っていることから、I3 は SiC からの PL 発光現象で

あることがわかる。

　次に、PL のNL 依存性を議論する。図 9 は、

Y=0.25 における PL スペクトルのNL 依存性である。

PL スペクトルの形はNL 依存性は無いが、NL の増
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大とともにIPL は減少する。しかし、2D-Si と違い、

NL ＝ 38 においても PL 発光しており、Si1-YCY 層の

発光機構は 2D-Si とは大きく違うことがわかる。

　ここで、PL 発光のNL 依存性を図 10 にまとめる。

図 10(a) は各ピークエネルギーのNL 依存性である。

2D-Si の場合、量子閉じ込め効果によりNL 減少と

ともにEG が増大するのとは違い 14)、Si1-YCY 層の発

光機構は図 7 の構造図に示すように、局所的な C 偏

析領域からの PL 発光のため、各ピークエネルギー

のNL に依存していない。これは、NL の変化が図 7
のR0 領域の膜厚変化であることに起因している。ま

た、図 10(b) は各 PL 強度ピークのNL 依存性である。

2D-Si の場合、NL<10 の場合の、PL 発光している。

これは、2D-Si のバンド構造がNL<10 のみで直接遷

移型に変調されるためである 6)。一方、Si1-YCY 層に

おいても、PL 強度ピークは、NL の増加とともに、

減少している。しかし、これは PL 発光自体が低減

しているわけではなくNL に依存しないことを図 11
の結果を使って説明する。

　図 11 にI3 のdS 依存性を示す。I3 はdS の指数関

数で減少しているのがわかる。これは次のように説

明できる。Si 中の深さx での入射励起レーザ光流量 
IEX(x) は、Si 表面での光流量をI0、Si 中での励起レ

ーザ光の侵入長をλEX とすると、次式になる 16)。

                                  (1)
すると、Si 中の深さx からの PL 強度 は (1) 式より

図 8．(a)EEX =3.8 eV での PL スペクトルのY 依存性．(b)I3
強度のIG 依存性．NL=5．

図 9．EEX=3.8 eV で の PL ス ペ ク ト ル のNL 依 存 性．
EEX=3.8 eV，Y=0.25．

図 10．Si1-YCY 及び Si における (a) 各ピークエネルギー，
及び (b) 各ピーク PL 強度のNL 依存性．EEX=3.8 eV，
Y=0.25．
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次式で表される 16)。

 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 (1)

ここで、ηは PL 発光効率、λPL は Si 中での PL 光

の侵入長、  で表される実効侵入

長である。Si 中の各侵入長を式 (2) に代入すると、

λ0 ≡ 7.9 nm となり、実測値の 4.3nm の約 2 倍にな

っている。これは、Si1-YCY 層中の光の侵入長は短い

ためと思われる。

　以上の議論により、図 10 での PL 強度のNL 依存

性は、各光の半導体中での吸収に起因しており、図

7 の各層の PL 発光自体はNL 依存性が無いことを表

し、これは図 7 に示す PL 発光体が局所的な C 偏析

層であることから自明である。

結論
Si 系発光素子研究の一環として、(100)SOI 基板への

C ホットイオン注入法により作製した Si1-YCY 層の構

造解析と PL 発光及び発光機構についての研究を行

った。

　CSTEM 及び XPS 分析により、SOX/Si 及び BOX/
Si 界面には数 nm 厚の C 偏析層が形成され、高濃度

C と Si との結合によりナノサイズ 3C-SiC が部分的

に形成されていることが判明した。

　その結果、SOI 膜厚によらない C 偏析領域からの

強い PL 発光（近紫外から可視域）が実現できた。

従って、この Si1-YCY 層技術は将来の Si 系発光素子

にとって有望であることがわかった。
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図 11．EEX=3.8 eV で の I3 ピ ー ク 強 度 の dS 依 存 性．
Y=0.25．点線は指数関数の回帰曲線で，相関係数R は 0.97
である．
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序論 
データの信頼および品質を適切に伝えるための明文

化方法として我々は形式アシュランスケースの適用

可能性を検討している。アシュランスケースは、主

張をその根拠とともに説明する議論が記述された文

書である。安全およびディペンダビリティ分野です

でに使われており、自動車車載システムや医療シス

テムでは認証（適合性評価）のための提出文書とし

て提出が求められる例も現れている。

　木下 - 武山が提案した形式アシュランスケース 1)

は、アシュランスケースを計算機で自動処理可能な

形式体系、すなわちプログラムとして表現する。ア

シュランスケースで記述するさいに問題となる記述

の整合性、参照の正しさの確保などを計算機の支援

を受けて解決するべく、形式アシュランスケースの

効果の実証研究が行われている。

　本研究では（形式）アシュランスケースの記述実

験を行い、データの信頼および品質を伝えるための

明文化方法としての適用可能性を検討する。具体的

には、産業技術総合研究所の有機化合物のスペクト

ルデータベース（SDBS）2)がWeb上で公開する「NMR
スペクトルの帰属評価結果」を題材に、その妥当性

を主張する議論をアシュランスケースで記述する実

験を行っている。

　これまでの研究ではメタノールなど初歩的かつ教

科書的な 1H NMR スペクトルの帰属評価結果につい

て、GSN (Goal Structuring Notation)3) の記法によ

るアシュランスケース記述事例を得た 4)。また、妥

当性の議論の内容と構成も同時に観察した。帰属結

果の妥当性を主張する議論は、測定解析データなど

データに関する議論であり、過去の測定経験や文献

Abstract:  We present a case study of the construction of a formal assurance case in Agda 
language.  The formal assurance case claims the validity of chemical shift assignment data for 
1H NMR spectra of methanol obtained from SDBS (spectral database for organic compounds) 
developed and maintained by AIST. The novelty of our case is as follows: introduction of con-
crete data that our claims in Goals refer to; implementation of functions that evaluate the 
claims using the data. We note that these items are not provided in the conventional descrip-
tion system for assurance cases such as GSN, CAE and D-case.
Keywords:  assurance case, 1H NMR assignment, database, SDBS, Agda, GSN
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などにもとづいて専門家（スタッフ）が判断した証

拠や、測定データを使った計算結果にもとづく証拠

などから構成されることを観察した。

　一方、我々のアシュランスケース記述事例 4) から

は、GSN では系統的な表現が困難な課題として、以

下のものを観察した。

◦ GSN はデータを定義する機構は持たず、記述者

が引用データの書き方を工夫する必要がある。

我々のアシュランスケースは測定データなどを

議論するためデータの引用が不可欠である。そこ

で文脈 (context) ノードの中に表の形でデータを

配置してみたが、それでは利用、管理しにくかっ

た。

◦ 数式を評価して命題の真偽が判定できるゴール

について、証拠の記述の有無を決め、記述する場

合には内容の検討が必要である。しかし、記述す

る／しないのどちらを選んでも一長一短がある。

◦ 証拠に出てきた専門家判断の記述方法の工夫が

必要である。

　これらの課題をうまく解決して記述するには、ど

んな枠組みを採用すれば良いのか？というのが我々

の問題である。

　我々は、形式アシュランスケースの枠組みを採用

すれば良いと考える。アシュランスケースをプログ

ラムとして実現すれば、データの導入、引用は容易

に可能となる。また、適当な関数を実装して、デー

タを用いて計算させ、ゴールの主張が成り立つこと

を確認することも考えられる。はたして実際にその

ように記述できるか？そこで我々は、これまでに得

たアシュランスケースの事例を形式アシュランスケ

ースで記述する、形式化作業を進めた。その結果、

形式アシュランスケースの事例を得たとともに、上

の課題を問題なく解決できることを確認した。

　本論文ではこれまでに得た形式アシュランスケー

スの具体例を示して、形式アシュランスケースの概

要を紹介する。特に我々は上の述べた課題に関して、

引用データの表現事例、ゴールが成立する条件の実

装について、また専門家判断の記述事例を示して報

告する。

材料と方法
帰属評価結果の妥当性を主張するアシュランスケ
ースとその課題
本論文では図 1 のアシュランスケースを題材にその

形式アシュランスケース記述について述べる。その

ためにまず題材のアシュランスケースを紹介する。

　題材のアシュランスケースは、メタノールの帰属

評価結果の妥当性を主張する議論のアシュランスケ

ース 4) の一部を取り出したもので、GSN の記法 3) で

書かれている。

　序論で述べたことと重複するが、GSN で書かれた

アシュランスケース（図 1）から次の課題を観察した。

◦	測定データの解析結果（表 1）および化合物の解

析結果（表 2）のデータを引用可能な形で GSN
の文脈の中にうまく記述できていない。また、ゴ

ールはデータを適切に引用できていない。そのた

め、議論全体が曖昧に見える可能性がある。

◦ ゴールの主張を確認する方法が数式などを用い

た具体的な条件で与えられる場合、ゴールの下に

提示する具体的な証拠をどう記述するか判断が

難しい。条件を評価すれば真偽が判定できるた

め、証拠を設けない／設ける両方の立場が可能で

ある。しかし、どちらを選択してもデータが修正

されると次の問題が発生する可能性がある。

➣証拠を設置しない場合：ゴールが満たされる

ことを確認し忘れる可能性がある。また、証

拠が書かれていないため注意して見ないと未

完成のアシュランスケースに見えてしまう。

一方、

➣証拠を設置する場合：証拠の記述の整合性を

確保するのが煩雑になる。計算自体はアシュ

ランスケースと別の場所で行われるため、結

果の転記が必要になる。転記ミスの発生も考

えられ、管理する手数が増える。

◦	 専門家判断の記述と管理方法の工夫が必要であ

る。我々の議論の中で専門家判断は大事であるこ

とがわかったが、専門家判断であることを特段協

調する工夫はしていない。

形式アシュランスケースのアイデア
アシュランスケースを形式言語で記述し、議論の整

合性検査や証拠への参照が正しいことを確認する検

査は計算機の機械的な処理にまかせてしまおう、と

いうのが木下－武山が提案した形式アシュランスケ

ース 1) である。

　具体的に、構成的型理論にもとづくプログラミン

グ言語 Agda5) を利用して形式アシュランスケースを

構築するアイデアが提案されている。この場合 Agda
がもともと持つ強力な型検査機構がアシュランスケ

ースの整合性検査を実現する。そのため、ユーザー

は Agda 上でアシュランスケースを表現するだけで

良い。ただし、整合性を確保し、意義のある議論を

展開するには、議論に用いる前提知識および用語を

あらかじめ準備しておかなければいけない。我々の

記述実験でも議論に用いる引用データをどの程度ま

で導入して定義するか、適切に設計選択する。
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形式化作業
GSN で書かれた題材のアシュランスケース（図 1）
をもとに、Agda 言語を用いて形式アシュランスケー

スを作成する。Agda 言語による形式アシュランスケ

ースでは、表 4 の通り、アシュランスケースの各構

成物を表現する。

　このことを念頭に、GSN で記述されたアシュラン

スケースを次の手順で形式化する。

1.	引用する測定データの解析結果、化合物の解析結

果のデータを表現する。同時に議論に必要となる

型、関数を定義する。

2.	ゴールを型で表現する。ストラテジーを型の間の

関数として表現する。

3.	検査関数および証拠を作りこむ。ゴールの型の構

成子を修正する。

4.	トップゴールの型のオブジェクト、すなわち証明

を完成させる。すると、形式アシュランスケース

が完成したことになる。

結果
題材の図 1 をもとに作成した形式アシュランスケー

スの概要を説明する。とくに、引用データの定義、

検査関数、専門家判断の記述、管理方法の具体例を

示して、序論で述べた課題を我々がどう解決したの

図 1．題材のアシュランスケース．図中の文脈 C5 および表 3 で与えられる帰属候補 assign が，測定サンプルの化合物の
解析結果（表 2）と測定データの解析結果（表 1）に矛盾しないことが議論される．サブゴールの文脈は省略した．

表 1．測定データの解析結果

表 3．帰属候補

表 2．化合物の解析結果

表 4．アシュランスケースと Agda 言語
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ここで、レコード型に二つのパラメータを持たせて、

組の集合とスピン結合を指定できるようにした。

　次に、具体的にラベルの集合とデータを定義す

る。ラベルの集合としては、プロトンの組の集合

GROUP とスピン結合の集合 COUPLING の二つを

用意した。このうち GROUP は次のように二つのオ

ブジェクトを持つ列挙型として定義した。

　データの定義では、レコード型のインスタン

ス result-GROUP にデータを格納した。レコード

型「グループ解析」のパラメータには GROUP と

COUPLING を指定している。

　最後に依存直積型を用いて、既に定義済みの

GROUP と COUPLING、result-GROUP の三つを

Data- 化合物解析 として一つにまとめた。

付きレコード型として次の「グループ解析」を準備

した。

か紹介する。

形式アシュランスケースの全体構成
形式アシュランスケースの Agda コードは次の構成

でまとめた。

1. 基本的な定義

コード全体にわたり使用する基礎的な型および関

数を準備した。例えば、真偽値型、自然数型、浮

動小数点数型からリスト型、ベクトル型とそれら

に付随する関数など。

2.	文脈の定義

アシュランスケースの文脈をまとめてここに表現

した。

( ア ) 解析結果データ、帰属候補

ゴールが議論の対象とする測定データ、解析結

果データ、帰属候補を定義した。

( イ ) 専門家判断機構

専門家判断の案件を格納するために、中身が空

の型を準備した。

( ウ ) 検査関数

ゴールが成り立つかどうか確認するために用い

る、データの検査関数を実装した。

3.	ゴール

アシュランスケースのゴールおよびサブゴールを

まとめた。

4.	証拠

専門家判断の事実と事由をまとめた。

5.	ストラテジー

6.	アシュランスケースの議論

トップゴールの型のオブジェクトを証明した。こ

のオブジェクトは GSNで書かれたアシュランスケ

ースの議論の木構造全体を表現している。

以下では、構成物について具体例をあげて述べる。

測定、解析結果データの導入事例
議論の対象とする用語および前提知識をあらかじめ

導入しておくことができる。

　我々の事例では、化合物の解析結果とシグナルの

解析結果のデータをそれぞれ次の手順で定義してま

とめた。

1. データを格納するパラメータ付きレコード型を準

備する。

2.	ラベルの集合を列挙型で表現する。

3.	データをレコード型のインスタンスに格納する。

4.	ラベルの集合とレコード型のインスタンスを依存

直積型のオブジェクトとしてまとめる。

　表 2 に示した化合物の解析結果のデータの具体例

を述べる。まず初めにデータを格納するパラメータ
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　これで化合物解析の結果のデータを「Data- 化合

物解析」 としてひとかたまりにまとめられた。こう

すると、データをまとめて扱えるとともに、個々の

データへのアクセスも可能である。例えば、組 B の

プロトン数は、

図 2．検査関数，検査関数の例である．

で参照できる。

帰属候補の表現
データ定義の仕組みを利用して、帰属候補もより正

確に表現するようにした。もともと題材の中の帰属

候補は単にプロトンの組の集合 GROUP からシグナ

ルの集合 SIGNAL への写像であった。形式アシュラ

ンスケースでは、それぞれの集合がデータの一部で

あることを明確に表現するため、化合物解析の結果 
「Data- 化合物解析」 のラベルの集合から測定データ

の解析結果 「Data- シグナル解析」 のラベルの集合へ

の写像として定義した。

帰属候補 assign のデータは表 3 のとおり与えた。

検査関数の表現例
題材のゴールの文脈にはそのゴールの主張が成り立

つことを確認するための条件が記述されていた。そ

れらの条件のうち、データを用いて計算した結果か

ら判定できるものは、データを入力として真偽値を

出力する検査関数として実装した。

　例えば、ゴール「G12 assign は面積について妥当

である」が満たされる条件は、任意のプロトンの組

の対について、組を構成するプロトンの数の比と対

応するシグナルの面積の比がほぼ一致することであ
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る。この条件を判定するために図 2 の検査関数を実

装した。条件の中に出てきた「（二つの実数値が）ほ

ぼ一致する」などの曖昧な記述は、二つの実数値の

差が適当な範囲に含まれることと解釈した。

ゴールの表現例
ゴールに書かれた命題は型として表現した。表現の

仕方は次のいずれかを選択した。

◦ 天下り的に postulate を使って仮定する。

◦ データ型宣言する。

　トップゴールなど、直下に証拠を持たずサブゴー

ルへ分解されるゴールは前者で表現した。一方、ア

シュランスケースの末端に配置されたゴールなど、

具体的な判定条件を持つゴール、具体的な証拠を持

つゴールは後者で表現した。そのさいデータ型宣言

では検査関数あるいは後で説明する専門家判断を用

いる構成子を持たせた。

　具体的な実装例を見せる。まず例えばトップゴー

ルは次のように postulate を使って仮定した。

　一方、図 2 の検査関数を持つゴール G12 は次のよ

うにデータ型宣言で定義した。

ここで、構成子 auto は検査関数（ここではシグナル

の面積値を確認する CheckArea）の結果が真ならば

ゴールの型のオブジェクト、つまりゴールを満足す

る証拠を生成できる。

証拠の表現事例：専門家判断
形式化作業のなかでゴールが成立する条件を検査関

数へ置き換えたため、我々の形式アシュランスケー

スでは証拠の部分の記述量が減った。題材のアシュ

ランスケースでは化学シフト値の妥当性確認の一か

所だけになった。化学シフト値の妥当性確認のゴー

ルの証拠は、測定されたシグナルの化学シフト値が、

文献および知見から導かれる予測値の通りであるこ

とをスタッフ（専門家）が確認したという事実であ

った。この証拠を扱うための仕組みは次のようにし

た。

1. 専門家判断の案件を格納するために、オブジェク

トを持たない空の型 「専門家判断事実」 を準備し

ておく。

2. 専門家判断の案件はこの型のオブジェクトとして

仮定する。

3. 型「専門家判断事実」のオブジェクトを用いてゴ

ールのオブジェクトを生成できるようにゴールの

型構成子を定義する。

　題材の形式アシュランスケースでは図 3 のように

専門家判断の案件を与えた。そのためにあらかじめ

次のデータ型宣言を行った。

　また、図 3 のインスタンスを利用するゴールのデ

ータ型および構成子は次で与えた。

図 3．専門家判断の例．インスタンス evidenc1 および evidence2 を定義している．
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図 4．ストラテジー．postulate を使い関数として定義する．トップゴールはゴール G12 および G13，G14 から導かれるた
め関数 S6 で定義する．

図 5．トップゴールの議論．トップゴールのオブジェクト main が証明として与えられている．化学シフト値の妥当性に関
するゴールの証拠を与えるために evidence1 および evidence2 を利用している．残りのゴールは検査関数を満足するため，
自明な値 trivial が用いられている．
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　題材の形式アシュランスケースでは証拠を表現す

るのに一種類の型しか導入していない。もし多様な

種類の証拠を取り扱う場合は、複数の型を導入すれ

ば良い。

ストラテジーの表現事例
アシュランスケースの議論の構造をもとに、ストラ

テジーをゴール間の関数として表現した（図 4 参照）。

議論の表現事例
アシュランスケースの議論全体はトップゴールの型

のオブジェクトとして証明した（図 5 参照）。証明作

成には Agda の対話的環境を活用した。

討論
形式アシュランスケースの事例作成
本論文では我々が作成した形式アシュランスケース

の具体例を示してその概要を紹介した。特に、GSN
で表現しにくかった課題を形式アシュランスケース

の枠組みで解決できたことを、データ定義、検査関数、

専門家判断の記述事例を示して説明した。

形式アシュランスケースの利点
GSN による記述と形式アシュランスケース記述の客

観的な比較、評価は今後行っていきたいが、これま

での我々の記述実験の経験から得た形式アシュラン

スケースの利点をまとめる。

　形式アシュランスケースによる記述は、整合性検

査が手軽に行えるため便利である。もし、アシュラ

ンスケースを修正して整合性が失われても、型検査

を走らせれば直後にそのことを検知できる。これは、

形式アシュランスケースを作成する過程でも有益で

あることが実感できた。

　形式アシュランスケースでは、議論の対象とする

具体的なデータを導入可能である。また、そのデー

タを引用してゴールを具体的に記述することも可能

になる。そのため、より精密な議論が展開できるよ

うになる。

　データを導入すれば議論を精密にできるだけでな

く、ゴールの主張が成り立つ条件を確認する検査関

数も実装できる。そして、ゴールの主張が成り立つ

確認作業を言語処理系にまかせることも可能である。

これは、修正などが起こった場合の確認漏れ、証拠

の不整合の発生など防止することにもつながるだろ

う。

　また、我々の専門家判断の例のように、型を導入

して証拠の種類を区別するなどの作り込みも可能で

ある。人手をかけて注意深くレビューすべき部分と

そうでない部分を分離する作り込みも可能であると

考える。

　GSN で記述されたアシュランスケースを形式ア

シュランスケースへ書換える形式化作業は特に難し

くはない。議論部分の書換えは素朴な書換えにすぎ

ない。ただし、データの部分をどの程度まで実装す

るか判断するのが難しい部分である。本論文が目指

すことと直接関係しないが、形式化作業はアシュラ

ンスケースをレビューするための具体的手段として

も役立つかもしれない。今回の形式化作業を通して

GSN で記述したゴールのあいまいな箇所を見つけ

て、見直すこともできた。

今後の課題
帰属評価結果の妥当性を主張するアシュランスケー

スについては、形式アシュランスケースの記述事例

を増やす実験を続け、適用範囲を広げ、議論に必要

なデータ定義、すなわち型、関数を集めてライブラ

リを作成する。また、議論のテンプレートを作成す

ることなど考えられる。

謝辞
本研究遂行には神奈川大学総合理学研究所の共同研

究助成（RIIS201603）を受けた。

文献
 1)	 Kinoshita Y and Takeyama M (2013) Assurance 

case as a proof in a theory: towards formulation of 
rebuttals. In : Assuring the Safety of Systems – Pro-
ceedings of  the Twenty-first Safety-critical Systems 
Symposium. Bristol, UK. Dale C, Anderson T, eds., 
CreateSpace Independent Publishing Platform, Bris-
tol. pp.205-230.

 2) 国立研究開発法人 産業技術総合研究所 有機化合物の
スペクトルデータベース (SDBS). http://sdbs.db.aist.
go.jp



渡邊　宏 他 :  SDBS-NMR 帰属評価の形式アシュランスケース　45

 3) Kelly TP (1999) Arguing safety: a systematic ap-
proach to managing safety cases. Ph.D. thesis, Uni-
versity of York. UK. 

 4) 渡邊　宏 , 木下佳樹 , 武山　誠 , 奥野康二 (2016) 
SDBS の帰属および帰属決定プロセスについてのア

シュランスケースの研究 . Sci. J. Kanagawa Univ. 
27:29-38. http://hdl.handle.net/10487/14213 

 5) Agda Team, The Agda Wiki. http://wiki.portal.chalm-
ers.se/agda





Science Journal of Kanagawa University 28  : 47-52 (2017)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　2016 年度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成論文

序論
周期表の第 11 族元素のうち、金、銀、銅は貨幣金属

や貴金属元素として古くからよく知られた元素であ

る。

　貨幣、装飾品に用いられてきたこれらの元素のカ

チオンと有機物からなる錯体は、いくつかの生理活

性を示すことが知られている。金 (I) 錯体は抗リウマ

チなどの生理薬理活性を持つことが知られ、経口投

与剤オーラノフィンが有名であり、金 (I) 錯体は抗腫

瘍、抗 HIV 作用についても盛んに研究されてきてい

る 1)。銀 (I) 錯体に関する研究は、切り花の花鮮度保

持作用、抗菌作用に関するものがほとんどである 2)。

銀や硝酸銀が抗菌作用を示すことは古くから知られ

ており、食器や目の消毒、やけど等の感染予防に用

いられてきた 3)。銀 (I) 錯体にはバクテリア、酵母、

カビにまで抗菌活性を示すものがあり、一般に銀 (I)
錯体の抗菌活性スペクトルは金 (I) 錯体のスペクトル

に比べ広い。

　我々のグループは、これまで種々の有機配位子を

用いて、金属まわりの環境（供与原子の種類や配位数）

が異なるウエルナー型の錯体を多数合成し、分子構

バクテリア、酵母、カビに対し広い抗菌活性スペクトルを示す
新規貴金属へテロ環カルベン錯体の合成、構造解析と

抗菌機構の解明

力石紀子 1　野宮健司 1, 3　松永　諭 1　両角宗一郎 1　黒瀨香緖理 1 

Synthesis, Characterization and Structure-Activity Relationship of the 
Antimicrobial Activity of Novel N-Heterocyclic Carbene (NHC)-Coinage 

Metal Complexes.

Noriko Chikaraishi Kasuga1, Kenji Nomiya1, 3, Satoshi Matsunaga1,
Soichiro Morozumi1 and Kaori Kurose1 

1 Department of Chemistry, Faculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 259-
1293, Japan.
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Abstract:  Several novel silver(I) complexes with N-heterocyclic carbene (NHC) ligands were 
prepared by the reaction of the PF6 salts of NHC precursors with silver oxide in acetonitrile. 
Single-crystal X-ray analysis of the complexes showed that mononuclear to dinuclear silver(I) 
complexes were formed according to the precursors used. In the silver(I) complexes, C-Ag 
bonds were formed.  Most of the complexes were highly soluble in organic solvents such as 
acetone, CH3CN and DMSO.  The antimicrobial activities of the silver(I) complexes together 
with their NHC precursors were evaluated by the minimum inhibitory concentration (MIC) in 
a water-suspension system. Among the silver(I) complexes, the light-stable dinuclear complex 
{[Ag2(L-1a)](PF6)2} (Ag-1a), showing a basket-like structure, exhibited a wide spectrum of effec-
tive antimicrobial activities against Gram-negative bacteria (Escherichia coli and Pseudomo-
nas aeruginosa), Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus), yeasts 
(Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae), and molds (Aspergillus brasiliensis and 
Penicillium citrinum), whereas the mononuclear silver(I)-NHC complex showed no activity.  
Since the Ag-C bond in the NHC-silver(I) complexes is strong or even stronger than the Ag-P 
bond, these results suggest that a structure-activity relationship exists.
Keywords:  coinage metal(I) complexes, N-heterocyclic carbene (NHC), antimicrobial activity, 
single-crystal x-ray analysis
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造と抗菌活性の関係について研究してきた 4)。貴金

属イオンのうち AgI や AuI に強く配位するソフトな

硫黄、リンおよびハードな酸素、窒素を配位供与原

子として、配位子の有機化合物を選択、分類してきた。

　金 (I) 錯体は、いずれの供与原子を含む錯体もほぼ

直線２配位構造（一部 AuI…AuI 相互作用を含む）を

とり、グラム陽性菌に対し抗菌活性を示した。他方、

銀 (I) 錯体には２より大きい配位数のポリマー構造を

示す錯体が多く得られた。チオールを含む有機化合

物から得られる銀 (I) 錯体には硫黄が架橋した多核

錯体が多く知られ、バクテリアに抗菌活性を示した。

リン原子を配位供与原子とする銀 (I) 錯体は単核錯体

が多く知られているが、抗菌活性は限られるか、低

いことが多かった。窒素原子や酸素原子を供与原子

とするアミノ酸を配位子とした銀 (I) 錯体は、特にタ

ンパク質と銀 (I) イオンの相互作用を研究する上でも

重要である。ポリマー性で光に不安定な錯体が多い

が、配位子交換性があり、抗菌活性を示すものが多

かった。これらの結果から、ウエルナー型銀 (I) 錯体

では、配位交換性が抗菌スペクトルと密接に関係し、

より容易に配位子交換できる結合を有する銀 (I) 錯体

の分子設計を行うことが、高い抗菌活性の広いスペ

クトルを示すために重要であるとの指針を得てきた。

　金属―炭素結合を含む有機金属錯体は、空気や水

に不安定な化合物が多いため、これまで当研究室

では Ag-C 結合を有する有機金属錯体は対象として

こなかった。しかし、アクロン大学の Youngs らの

グループにより、electrospinning 法で繊維状に加

工できるほど安定な銀 (I) －Ｎ－ヘテロ環カルベン

(N-heterocyclic carbene, NHC) 錯体が報告された 5)。

そこでまず新規 NHC 配位子を持つ銀 (I) 錯体を対象

とし、抗菌活性試験を行い、抗菌スペクトルと分子

構造について調べたので報告する。

材料と方法
材料 
新規 NHC 前駆体 H4L-1 の PF6 塩は、既報 6) を参考

に 1,2,4,5- テトラキスブロモメチルベンゼンと 1,2’
- ビス（N- イミダゾール -1- イルメチル）ベンゼンと

の反応後、KPF6 を加えて合成した（Fig. 1）。カル

ベン前駆体 (H2L-2•(PF6)2
6)、H2L-4•(PF6)2

7)) は既報

に従い合成した。４種類の銀 (I) 錯体は各カルベン前

駆体と酸化銀を加熱攪拌して合成した (Fig. 1)。得ら

れた化合物は、1H, 13C NMR、FTIR、熱分析、CHN
元素分析により同定した。酸化銀、原料の有機物、

HL-3 は市販品をそのまま用いた。

測定方法
CHN元素分析は既設のPerkin-Elmer PE2400 series 
II CHNS/O analyzer、 熱 分 析 は Rigaku Thermo 
Plus 2 TG8120 を使用した。赤外吸収スペクトルは

JASCO FTIR4100、NMR は JEOL ECP500 を使用

した。単結晶 X 線構造解析は Bruker SMART APEX 
CCD または Rigaku VariMax with Saturn CCD 回折

計でデータを収集し、解析ソフトウエア Yadokari を
使用した。最小発育阻止濃度 (minimum, inhibitory 
concentration, MIC; µg/mL) は秦野食品安全センタ

ーで測定した 8)。

結果と討論
NHC前駆体PF6塩の合成、構造解析　

Ｎ－ヘテロ環カルベン前駆体 H4L-1 の PF6 塩は、ス

キーム（Fig. 2）に示す 1,2,4,5- テトラキスブロモメ

チルベンゼンと 1,2’- ビス（N- イミダゾール -1- イ
ルメチル）ベンゼンをアセトニトリル中、室温で攪

拌した後、KPF6 を加え白色固体として得た。アニ

オン変換する前のカルベン前駆体は水に可溶だが、

交換後は水には不溶となり、DMSO、アセトニト

リルに可溶になった。また得られた粉体をアセトニ

トリルに溶解し、外部溶媒をジエチルエーテルとし

た vapor-diffusion 法により、単結晶Ｘ線解析に適し

た透明な単結晶を得て、分子構造を決定した。その

結果、H4L-1•(PF6)4 には２種類の幾何異性体 (H4L-
1a•(PF6)4、H4L-1b•(PF6)4) があることがわかった

（Fig. 3）。1H NMR のシグナルはすべてブロードニ

ングしており、溶液中でいくつかのコンホメーショ

ンを相互変換していることが示唆された。カルベン

前駆体 H2L-2•(PF6)4)、H2L-4•(PF6)4) は、既報に従

い PF6 塩を合成した 6, 7)。

銀 (I)-NHC錯体の合成、構造解析
[Ag2(L-1a)] •(PF6)2•2CH3CN (Ag-1a) 
L-1 を配位子とした銀 (I) 錯体は、カルベン前駆体

(H4L-1a•(PF6)4、H4L-1b•(PF6)4) を分離することな

く混合物のままアセトニトリル中 Ag2O と加熱攪拌

し、セライトろ過後、ジエチルエーテルに再沈殿し

て得た。銀 (I) 錯体の形成は、1H NMR で前駆体に

特徴的な低磁場に現れるイミダゾールプロトン (8-
10 ppm) が消失し、13C NMR でカルベンのシグナル

が 180-190 ppm へ低磁場シフトし、かつ 107Ag, 109Ag
とのカップリングにより分裂したことから確認した。

得られた粉体をアセトニトリルに溶解し、ジエチル

エーテルを外部溶媒とした vapor-diffusion 法により

透明な柱状の単結晶を得た。

 単結晶Ｘ線解析から得られた銀 (I) 錯体は [Ag2(L-
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Fig. 1　Chemical structures of the other NHC precursors, H2L-2•(PF6)2, HL-3Cl and H2L-4•(PF6)2.  

Fig. 2　Synthetic scheme of N-heterocyclic carbene precursors of H4L-1•(PF6)4

Fig. 3　Molecular structures of H4L-1a•(PF6)4 and H4L-1b•(PF6)4 in the crystal,  The anions and solvent molecules are 
omitted for clarity. 

1a)]•(PF6)2•2CH3CN(Ag-1a) であった (Fig. 4)。Fig. 
3 に示した階段状の構造をした NHC 前駆体、H4L-
1a •(PF6)4 とは異なり、Ag-1a はかご状の２核錯体

であり、２つの AgI は２つの炭素に挟まれた Ag-C
結合を形成していることがわかる。(Ag1 – C16 
2.102(3)、Ag1 – C36 2.109(3)、Ag2 – C17 2.095(3)、
Ag2 – C37 2.096(3) Å)、C-Ag-C の角度は 180 度に近

い値であり（C16–Ag1–C36 176.69(12)、 C37–Ag2–
C17 177.22(11)°）、Ag1, Ag2 ともほぼ直線２配位構

造であった。Ag1•••Ag2 間の距離は 3.0460(4) Å で

あり、この値は van der Waals 半径の２倍 3.44 Å よ

り短く 9)、金属内銀原子間距離 2.88 Å より若干長い

ため 10)、Ag-1a の分子内に Ag…Ag 相互作用が存

在するといえる。また、  Ag- π相互作用も見られた 
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　一方、L-1a の異性体、L-1b を配位子とした銀 (I)
錯体、“[Ag2(L-1b)]• (PF6)2”はこれまで単離できて

いない。原因として、H4L-1b(PF6)4 がマイナー生成

物であること、銀 (I) 錯体が生成しても微量である

こと、ろ過の際除去されたこと、もしくは [Ag2(L-
1a)]•(PF6)2より安定性が低いことなどが考えられる。

[Ag2(L-2)]•(PF6)2•2H2O (Ag-2)
Ag-1a と同様に、H2L-2•((PF6)2 と酸化銀をアセト

(Ag1 ∙∙∙ C11 2.796(3)、Ag2 ∙∙∙ C8 2.766(3) Å)。結

晶中にはアセトニトリル溶媒和が見られたが、それ

らと銀イオンとの相互作用はなかった。Ag-1a の 1H 
NMR のシグナルが NHC 前駆体と異なりシャープに

現れたのも、かご型分子内に存在する相互作用によ

り、コンホメーションが固定されたためと考えられ

る。Ag-1a は水に不溶であるが、アセトン、アセト

ニトリルなどの有機溶媒には可溶であった。Ag-1a
は 1 年ほど空気中で光に安定であった。

Fig. 4　Molecular structure of Ag-1a in the crystal. The hydrogen atoms, anions and solvent molecules are omitted for 
clarity.

Fig. 5　Molecular structure of Ag-2 in the crystal. The hydrogen atoms, anions and solvent molecules are omitted for clar-
ity.
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Fig. 6　Schematic pictures of molecular structures of Ag-
37) and Ag-48) in the crystal 

ニトリル中、加熱攪拌して粉体を得たのち、vapor 
diffusion 法により単結晶を調製した。単結晶Ｘ線構

造解析により得られた [Ag2(L-2)]•(PF6)2•2H2O (Ag-
2) の分子構造を Fig. 5 に示す。Ag-2 も２核の銀

(I)-NHC 錯体であった。Ag-C 結合距離の値はほぼ

Ag-1a と同じであり（Ag1–C14 2.096(3), Ag1–C41 
2.096(3), Ag2–C19 2.089(3)、Ag2–C36 2.081(3)Å）

かつ C-Ag-C もほぼ直線２配位構造であった（C14–
Ag1–C41 173.66(11)、 C19–Ag2–C36 177.55(14)°）。

しかし、Ag-2 中の Ag1…Ag2 間の距離は 3.2918(5) 
Å であり、金属イオン間の相互作用はないと考えら

れる。また Ag-2 はかご状構造ではなく２つの NHC
配位子がねじれて銀イオンに結合していることがわ

かった。

　また、Ag-1a と Ag-2 の比較対象の NHC 銀 (I)
錯体として既知化合物の [Ag(L-3)Cl] (Ag-3)11) と  
[Ag2(L-4)2]•(PF6)2 (Ag-4)12) を合成した。それらの分

子構造を Fig. 6 に示す。Ag-3 の分子構造は、Ag-1, 
Ag-2 と異なり単核の平面２配位の銀 (I) 錯体であり、

Ag-4 は L-4 が２分子、２つの銀イオンを C-Ag-C 結

合を介して向かい合った２核銀 (I) 錯体である。

最少発育阻止濃度による抗菌活性の評価
水に不溶の銀 (I) 錯体 Ag-1a から Ag-4、および

NHC カルベン前駆体を水に分散させた状態で菌

液に投与し、細菌が増殖しない最少発育阻止濃度 
(MIC）より抗菌活性を評価した。対象として選ん

だ微生物は、４種類のバクテリア（大腸菌E. coli,  
枯草菌B. subtilis , 黄色ブドウ球菌S. aureus,  緑膿

菌P. aeruginosa）、２種類の酵母 ( 病原性酵母C. 
albicans, ビール酵母S. cerevisiae)、２種類のカビ（黒

麹菌A. brasillietsis (niger),  青カビP. citrinum）の

８種類である。Table 1 に結果を示す。値が小さい錯

体ほど抗菌活性は強いことを示している。

　NHC 前駆体の中にはバクテリアや酵母に抗菌活

性を示すものがあった。H4L-1•(PF6)4 は３種類のバ

クテリア（E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa）と２種

類の酵母 (C. albicans, S. cerevisiae) に抗菌活性があ

った。H2L-2•(PF6)2 は選んだ８種類の微生物、すべ

てに活性を示さなかった。HL-3Cl は、E. coli , とB. 
subtilis に高い活性を示した。H2L-4•(PF6)2 は３種

類のバクテリアに弱い抗菌活性を示した。これらカ

ルベン前駆体と酸化銀の反応から得られた銀 (I) 錯体

は、単核錯体の Ag-3 を除き、抗菌活性を示した。そ

の中でも Ag-1a は４種類のバクテリア、２種類の酵

母、カビ（A. brasillietsis）に対し有効な活性を示し

た。この抗菌スペクトルの広さは、配位子交換が起

こりやすい Ag-O 結合錯体の抗菌スペクトルにほぼ

匹敵していた 8)。

　Ag(I)-NHC 錯体では back-donation によって Ag-P
結合と同等、またはそれより強い Ag-C 結合を形成

すると言われている 13, 14)。一連のウエルナー型銀 (I)
錯体では、銀と配位供与原子の結合の強さが弱い順

に Ag-O 結合錯体≧ Ag-Sc, O 結合錯体 , Ag-Sc, N 結

合錯体 > Ag-SH ( チオール ) 結合錯体となり、配位子

交換反応の起こりやすさ、即ち Ag(I) への配位供与

原子の強さと抗菌活性の間に相関があった。しかし、

Ag-C 結合が強い NHC 錯体では、異なる機構で抗菌

作用が発現していると考えられる。15)、グロニンゲン

大学の Casini らは蛍光性 NHC 銀 (I) および金 (I) 錯
体を用いて、腫瘍細胞に対する毒性を調べており、

thioredoxin reductase (TrxR) 阻害活性があることを

報告している 16, 17)。Ag-1a の広い抗菌活性スペクト

ルは、対象とした微生物に共通に存在し、阻害され

るタンパク質の存在を示唆しているかもしれない。

まとめ
Ag-C 結合を持つ２核有機金属錯体である NHC 銀

(I) 錯体 Ag-1a、Ag-2, Ag-4 を合成し、各種キャラク

タリゼーションから構造を決定し、高純度であるこ

とを確認したのち、MIC 評価による抗菌活性を見出

した。中でもかご型の構造を持つ Ag-1a は、光に対

して安定で、大腸菌、枯草菌、黄色ブドウ球菌、緑

膿菌、酵母、カビに対し広いスペクトルの抗菌活性

を示すことがわかった。Ag-C 結合の強さからこれま

でのウエルナー型銀 (I) 錯体とは異なる抗菌機構を考
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Tabel 1．Antimicrobial activities of silver(I) complexes (Ag-1a-Ag-4) and as well as NHC precursors evaluated by 
minimum inhibitory concentration (MIC; µg mL-1) under suspension conditions 9)
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える必要がある。

　今後、Ag-NHC 錯体の抗菌機構について調べたい。

一般にトランスメタレーション剤として他金属錯体

の合成に用いられる NHC- 銀 Ag(I) 錯体が得られた

ことから、Ag-1a を出発原料として AuI, CuI 錯体の

合成を行い、分子構造、抗菌活性について調べてい

きたいと考えている。

謝辞
この研究は神奈川大学総合理学研究所共同研究助成

の助成番号 RIIS201604「バクテリア、酵母、カビ

に対し広い抗菌活性スペクトルを示す新規貴金属へ

テロ環カルベン錯体の合成、構造解析と抗菌機構の

解明」の援助を受けて行いました。ここに謝意を表

します。



Science Journal of Kanagawa University 28  : 53-61 (2017)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　2016 年度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成論文

序論
フラーレンならびにその誘導体など少数の 1H しか

持たない有機物の NMR による構造解析においては

多くの場合 13C NMR が用いられる。芳香族領域の

炭素が密に観測される場合、一次元 13C NMR スペ

クトルではピークの本数以外には、結合や電子状態

はおろか化合物の同定にも十分な情報が得られない。

そこで推定構造と NMR ピークとの関係を明確にす

るうえで最も強力な手法である 2D INADEQUATE
（Incredible Natural Abundance Double Quantum 
Transfer Experiment）が用いられる 1-3)。多くのフ

ラーレン系化合物についてこれが現在選択できる最

良の方法と思われる 4-10)。一般的には天然存在比の

試料に対する適用は難しく、13C エンリッチ（enrich）
試料を用いることが必須である。

　INADEQUATE は NMR スペクトル上に観測され

る核間の共有結合を見出すための手法であり、主に

2 次元 NMR スペクトルとして単一分子に対して測

定され、構造解析に用いられてきた。核間J カップ

リングに基づく DQ（Double Quantum）コヒーレ

ンスの検出によって NMR ピーク間の相関を追跡す

13C 2D INADEQUATE NMR による穴あきフラーレンの構造解析

田中輝彦 1　高橋利和 2　深谷訓久 2　崔　準哲 2　加部義夫 1, 3

Structural Assignment of Open-Cage Fullerenes
by 13C 2D INADEQUATE NMR Spectrum

Teruhiko Tanaka1, Toshikazu Takahashi2, Norihisa Fukaya2, Jun-Chul Choi2, 
and Yoshio Kabe1, 3
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1293, Japan,

2 National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST),  Tsukuba city, Ibaraki 305-
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Abstract:  For the structural assignment of open-cage fullerenes, 30% 13C-enriched fullerene 
derivatives (2 and 3) were synthesized and their 2D 13C INADEQUATE experiments were car-
ried out. The 13C NMR spectrum of 3 showed 56 fullerenyl carbons together with two sp3 and 
two carbonyl carbons indicating C 1 symmetry. This difficulty of assignment was reduced using 
both relatively higher 13C enrichment, i.e., 30% compared with normal 10-15% enrichment, 
and Non Uniform Sampling (NUS). Without the employment of NUS, the 2D INADEQUATE 
spectrum of azafulleroid 2, indicating 32 fullerenyl carbons with C s symmetry, only showed ca 
50 Hz digital resolution, while the NUS-assisted 2D INADEQUATE spectrum of 3 showed ca 
10 Hz digital resolution. A key element for assignment is that two bonded carbon atoms, i.e., 
three cross peaks, share a double quantum frequency in the vertical dimension (F1), while only 
one-bonded carbon atoms, i.e., two cross peaks, appeared in the horizontal dimension (F2). The 
spectrum of 3 reveals a 5-bond connectivity described between an amide carbonyl carbon (C1) 
and ketone carbonyl carbon (C6), providing unequivocal evidence for the orifice structure of 3. 
Assignment of more than half a carbon sphere was also achieved on the basis of one-bonded 
13C-13C connectivity and the examination of 13C-13C coupling (1J cc) values. 1J cc values of 13C-13C 
couplings for the single bond correlation showed bond alternation with fullerene’s unique 
π system.
Keywords:  Open-cage fullerene, 13C enriched, INADEQUATE NMR, NUS, 13C-13C coupling
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ることにより、共有結合ネットワークを明確に把握

できる。とくに 13C-13C INADEQUATE において多

用され、化合物構造の決定や 13C シグナルのピーク

の帰属に用いられている。

　高分解能、高感度で測定された（線幅＜数 Hz，S/
N 比 >200）13C スペクトルを注意深く見ると中心ピ

ークから 30 Hz ほど隔たった左右のほぼ対称的な位

置に、中心線に対する振幅 1/200 程度のサテライト

シグナルが一対もしくはそれ以上現れることがある

（図１参照）。このダブレットシグナルは、たまたま

隣接する 2 個の炭素の双方が 13C であるような分子

の 13C シグナルがJ 結合により分裂して観測される

ピークで、13C サテライトと呼ばれる。サテライト

ピーク間の周波数の差は 1JCC に等しい。J 結合して

いる相手方のピークも 2 本に分かれていて、1 組の

炭素 - 炭素結合につき最大 4 本のピークがサテライ

トとして現れる。天然存在比では 13C は炭素全体の

1％程度しかないのでサテライトピークは全炭素の

0.01% のマイナーな分子からのシグナルである。炭

素ピーク間の共有結合という重要な情報を携えてい

ながら、感度不十分ということから INADEQUATE
と名付けられた経緯がある。13C エンリッチ試料を使

えばこの問題は解決される。最近では様々な改良法

も開発されている。

　フラーレン化学のなかで、アザフレロイド 11-16) や

穴あきフラーレン 17-20) は内包フラーレン 21-24) やヘ

テロフラーレン合成 25-26) の重要な鍵中間体である。

このうち穴あきフラーレンはその骨格が非対称なた

め、13C NMRで非等価に60本の4級炭素が観測され、

分子の対称性を利用して容易に構造を決定すること

ができない。もし X 線結晶構造解析に適した単結晶

が作成できないと、13C-13C スピンカップリングを観

測する INADEQUATE スペクトルの測定でしか構造

を決定できない。我々はアザフレロイド (1) の一重

項酸素酸化反応で生成する穴あきフレーレン (2)27-

28) のヒドラジン 29) やジエン 30) との反応で穴あきフ

ラーレン誘導体（3、4 と H2O@5）の生成を見出し

ている。穴あきフラーレン誘導体 3 はいずれも非対

称なために、反応が位置選択的に進んで単一生成物

を与えているにもかかわらず、いくつかの構造異性

体と区別することができない。我々は 13C で 30% ラ

ベルした C60 から合成した穴あきフラーレン誘導体

3 について 13C INADEQUATE NMR の測定を行い、

4 級炭素のつながりを明らかにすることで構造異性

体を決定できることを報告した 30)。

　とくに NUS 法を 2D INADEQUATE スペクトル

に応用すると、これまで適用されなかった非対称フ

ラーレン炭素の半分以上を帰属できることが明らか

になったので報告する。

材料と方法
13C エンリッチアザフレロイド (1) と穴あきフラー
レン誘導体（3）の合成
米国 MER 社より 30％エンリッチフラーレン C60 を

購入し、それよりアザフレロイド (1) を既知の方法
2e）で合成した。1 の一重項酸素酸化と続く 1,4- ジフ

ェニルブタジエンとの Diels-Alder 反応により 30% 
13C エンリッチ穴あきフラーレン誘導体 (3) を合成し

た 31)。

2D INADEQUATE の原理
基本的な 2D INADEQUATE 実験は 4 パルスからな

るパルスシーケンスを用いて行われる。図 3 にその

シーケンスを示すが、最初の二つのパルス 90° - τ
-180° - τ - によってエコーを生成し、第 3 の 90°パ

ルスの位相回しによって SQ（Single Quantum）コヒ

ーレンスに基づくメインピークを消去し、DQ（Double 
Quantum）コヒーレンスに基づくサテライトピーク

のみを選択してそれをいったん縦磁化とし、t1 時間

DQ コヒーレンスの下に展開させたのち、90°倒して

SQ シグナルとして検出する。最初の 3 パルス間に

設定される時定数τは 1/（4J）に選ばれ、この間に

２本のサテライトピークはJ 結合によって逆位相に

図 1．13C INADEQUATE スペクトルの原理．

図 2．アザフレロイドと穴あきフラーレンの反応．
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展開される（図 1 参照）。第３パルス後にこのふたつ

のサテライトピークは±z 磁化となり、同時にメイ

ンピークは消去される。これらの磁化ベクトルはふ

たつの結合した 13C の共鳴周波数の和周波数で展開

するため、互いに結合した 2 個の 13C による 2 対の

正負逆位相のピークペアが t1 に対して同じ周波数で

振動し、最終的にJ だけ離れた正負の位相をもつピ

ークペアとして、互いに結合した炭素同士が F1 軸

上の同じ周波数ライン上に 2 組、F2 軸上のそれぞれ

のサテライトピークの位置に正負逆位相からなる交

差ピークペアとして現れる（図 1 参照）。

　2D スペクトルを効率よく取得するために

INADEQUATE では F2 軸の観測幅を見たいシグナ

ルの左右ぎりぎりに設定する。このとき F1 軸の幅

は F2 軸の 2 倍になるよう設定する必要がある。F1
軸の周波数範囲が広くなるため、F1 軸上の分解能

を向上させるには t1 軸上の多数のポイントについ

て FID を取得しなければならなくなり、このことが

もうひとつの制約となる。このため F1 軸上におい

て高分解能の情報が得たい場合、スペクトル範囲を

限ってその一部に関する測定が行われる。この場合、

F2 軸上の観測範囲外のピークは自動的にフィルター

されるが F1 軸上の観測範囲外のピークには同様の

フィルターを設けることができないので 2D データ

取得方法に依存して折り返し（Folded）もしくは繰

り上がり（繰り下がり）（Aliased）ピークとして別

の場所に現れるため、注意が必要となる。

　2D スペクトルの位相情報は F1 軸側のデータ取得

時の位相を制御して疑似的に複素数データを発生さ

せることで行われる。ここではこのための方法とし

て States-TPPI を選択した。これは同じ t1 データに

ついて 90°位相をずらしたデータを取得して F1 軸

上の虚数データとして用いる方法である。これによ

りセンターにアキシャルピークと呼ばれるアーティ

ファクトが生じにくくなる。また測定範囲をはみ出

した位置にあるピークは F1 軸上の繰り越しピーク

（aliased peak）として、ひとつの端からのはみ出し

分が反対側の端から繰り上がった（繰り下がった）

場所に観測される。

　2D INADEQUATE のひとつの限界はケミカルシ

フトも 1JCC も近いピークが重なって分離困難になる

場合があることと、J <<Δν0（結合している 2 個の

ピーク間の差周波数）が成立しない場合、2 対 4 本

のピークペア対全体のうち特に外側の 2 本のピーク

が観測されにくくなることである。分離困難なピー

クが隣接する場合、結合の追跡が不可能となる。外

側のピークも観測するためにτ= 3/(4J) に設定する手

法等も提案されているが、複数の近接 13C スピンに

よるカップリングが影響しているためか今回行った

実験については有効な結果が得られなかった 3)。

2D INADEQUATE NMR の感度向上と NUS 法
INADEQUATE の場合、ひとつの 13C の周囲にど

のくらいの確率で第二、第三の 13C が存在するか

が問題となる。感度とスペクトルの複雑さの双方

への影響を考慮して 30％エンリッチ体を用いて

INADEQUATE 実験に用いた。このひとつの正の効

果として、パルスシーケンス間の待ち時間を通常 10
秒待たなければならないところを 2 秒で 98% 以上の

初期磁化を回復できることが確認できた。

　INADEQUATE 実験では最低でも 32 回の積算を

行わなければならない。パルスインターバルを 2 秒

に設定しても一点の FID を取得するために 1 分半

以上の時間がかかるため、丸一日かけても 900 点の

t1 ポイントの FID を取得するのが限界である。一方

F1 軸上の必要な分解能は例えばアルキル炭素からカ

ルボニル炭素までの 140 ppm（14 kHz）の幅を見た

い場合、F1 軸上のスペクトル幅は 28 kHz となり、

分解能は約 30 Hz までしか得られない。同じ測定時

間でより高い分解能を得るためには次に述べる NUS
（Non-uniform Sampling）を援用して F1 軸データ

を間引いて取得することが必要であった。

　NUS（Non-uniform Sampling）31) は多次元 NMR
のためにデータ取得点数を節約し、効率を向上させ

るための手法で最近たんぱくの多次元 NMR に必ず

用いられている。前世紀末から用いられてきた 1D
スペクトルにおけるリニアプレディクションは最大

エントロピー法などにより実験的に得られていない

データを都合の良いようにつくりだすような印象が

あったためか必ずしも有効活用されてこなかった。

しかし 3 次元以上のスペクトルの取得においてはデ

ータ取得点数の省略が不可欠となる。

　NMR で必要なデータは基本的にシャープなロー

レンツ曲線かガウス曲線の集合である。またはどん

な NMR スペクトルもローレンツ曲線かガウス曲線

の和であらわすことができる。それを作り出すため

に必要なパラメータは一本のピークについてその中

心周波数と線幅（時定数の逆数）の 2 個しかない。

図 3．13C INADEQUATE スペクトルのパルスシークエン
ス．
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したがって高々ピーク数× 2 個のパラメータを得る

目的と比較して FID で集めているデータの点数は溶

液の場合一般に 3 万点以上× F1 軸側最低 256 点と

多く、これを効率化したいという欲求は FT NMR の

開発当初から当然のようにあった。一方、通信や信

号処理の世界では限られたバンドパスにどれだけ多

くの情報を押し込めるかなど、データの圧縮とその

復号技術が種々開発され最適化が図られてきた。こ

うして発展した信号処理技術に NMR の専門的知識

を加えて開発された新しい手法がここ十年ほどの

間に相次いで報告された。その中に TOPSPIN3.2
に採用された 2 種類の方法が Mdd 法（Multi-
dimensional Decomposition）と CS 法（Compressed 
sensing）である 32-33)。いずれも t1 データポイント

の一部が間引かれた不完全なフーリエ変換前の FID
データをもとにノルム最小化アルゴリズムによって

完全な推定 FID データセットを生成し、最終的なフ

ーリエ変換に用いて多次元 NMR スペクトルを得る

手法であり、推定されるスペクトルのノルムを最小

化することによって求められるという点で同じであ

るが、ノルムの取り方や最適化の際に課される条件

に違いがある。ノルムとはベクトルの（抽象的な）

長さを表現する実数のことで、ユークリッドノルム

（√Σ ixi2）が代表的であり、l 2 ノルムと呼ばれる。

Mddは特に３次元以上のNMRに有効な手法とされ、

いくつかのパラメータを指定する必要がある。一方

CS は必要な分解能に対応する FID × t1 データポイ

ント中の何 % を取得するかだけを決めればよい。一

般的にはアーティファクトを抑えるために 25％から

最低でも 12％程度のデータを取得するべきである

とされている。我々は CS を選択した。専門的なそ

の詳細には立ち入らないが CS は t1 データポイント

を間引いて得られたデータから l 1 ノルム最小化アル

ゴリズムにより任意性なく一意に決定されるデータ

を生成する方法を用いている。ひとつのデータセッ

トからはひとつの 2D データしか生成されないため、

前述のような心理的な抵抗も少ない。2D 実験におい

てはもっぱらこの手法を用いればよいとされる。

　NUS によって得られる 2D スペクトルは最初パワ

ースペクトルとして得られるため、ヒルベルト変換

をほどこして複素数データを生成しなおしたのち、

位相補正を行った。結果的に得られたスペクトルは

標準的な交差ピークの高さの半分程度の高さを持つ

細いスパイク状のノイズが多数みられたものの、シ

グナルとノイズの区別はピーク幅と上下逆位相のシ

グナルのみを見出すことでアーティファクトと見誤

ることがなかった。

2D INADEQUATE NMR 測定の実際
測定および解析はブルカー・バイオスピン社製、

AVANCEIII 400M 上、Topspin 3.2 を用いた。パラ

メータとして用いる 1JCC は 60 Hz に設定した。２

次元実験は F1 軸中心にアーティファクトが出ない

よう F1 軸側データを States-TPPI により取得した。

また t1 軸側データ取得に NUS を設定し、12.5% か

ら 25％の範囲でデータを取得した。

　一個の t1につき実部・虚部各32回の積算を行った。

1800 点の t1 のうちランダムに選ばれた 384 × 2 点

についてのみデータを取得し、高分解能データにつ

いては 1600 点のうち 256 × 2 点の t1 について FID
データを取得し（それぞれ、t1 データポイント全体

の 22.2% と 13.7%）、残りの t1 の全 FID データを

CS 法に従って自動生成ののち、フーリエ変換を行っ

て二次元スペクトルを得た。これによって、それぞ

れ F1 軸分解能は 40 Hz、 9 Hz となった。後者は待

ち時間 2 秒で取得され、12 時間を費やした。一部

のJ ～Δν 0 の一部のピークについては 4 本のピー

クのうち内側の 2 本のピークのみを用いて結合検

出に用いた。

　2 つの異なるスペクトル幅、すなわち全部の範囲

ともう 1 つは F2 軸方向の高解像度スペクトルをえ

るために、アミド・カルボニルとフラーレン骨格炭

素領域の範囲に限定した。F1 軸で相関関係のある 3
つの交差したピークの組を観測した。

　データ処理は Bruker 社製の Topspin3.5 を用いて

行った。F1 スライスをもとに 1D NMR 用のピーク

ピッキングの操作を行い、このデータを 2D NMR の

解析に適用した。得られたピークファイルの中の F1
と F2 の化学シフト（ppm）を表計算ソフトで処理し、

互いに F1 軸上の同じ値を有し等価なカップリング

をもつ２組の相関ピークと F2 軸上の同じ化学シフ

トを有する最大３組みの相関ピークを検出しカップ

リング定数と化学シフトの算出を行った。

　結果的に半分以上の炭素に対して十分な確度での

帰属に成功し、のこりすべての炭素についても同定

を行った。

結果と討論
NUS 法を用いない 13C エンリッチアザフレロイ
ド (1) の 13C 2D INADEQUATE スペクトル
一般にC1 対称の穴あきフラーレンの合成前駆体であ

るアザフレロイド（1）はCs 対称であるため、フラ

ーレン骨格炭素は 32 本のピークが観測される。C1

対称のフラーレン誘導体よりは、より分解能の良い

スペトルが得られることを予想して、30% 13C エン

リッチしたアザフレロイドの 13C 2D INADEQUATE
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を NUS 法を適用しないで測定を行った。その結果

を図 4 に示す。F1 軸側の TD ＝ 192 で 50 ppm 分
だけに観測領域を絞ったために、F1 軸の SW ≒ 100 
ppm になっている。それにもかわらず F1 軸の分解

能は 50 Hz に過ぎず、縦に長く伸びたピークしか得

られなかった。待ち時間 10 秒で 32 回の位相まわし

が必要なため、18 時間の実験におけるこれが限界で

ある。図 4 から予想される 32 本のフラーレン骨格

炭素の中で、F1 軸に同じ大きさのカップリングを有

する 2 組の相関ピークが 13 組確認できるが、アザ

フレロイド (1) のどのフラーレン炭素か帰属できな

い。その原因は、低い分解能であることのほかに、

炭素のつながりを解析する起点となるフラーレン骨

格炭素ピークが、他のフラーレン骨格炭素の中に埋

もれていることが上げられる。最初にアザフレロイ

ドの合成とその構造決定について Wudl らは 15N ラ

ベル誘導体の 13C NMR から、N 原子と結合してい

るフラーレン骨格 sp2 炭素が 3 本に分裂することを

報告している 11)。この sp2 炭素はフラーレン炭素ピ

ークの中に埋もれているので、炭素つながりの起点

として使えない。

　そこで、以後 NUS 法を使って F1 軸側のサンプリ

ングをまばらに行うことを通じて同じ測定時間での

分解能を大幅に向上することを試みた。

NUS 法を用いた 13C エンリッチ穴あきフラーレン
誘導体 (3) の 13C 2D INADEQUATE スペクトル
NUS 法を用いた 13C 2D INADEQUATE スペクトル

は測定範囲をかえて２回実験を行った。１つはフラ

ーレン sp3 炭素、フラーレン sp2 炭素、そしてアミ

ドカルボニル炭素とケトン炭素を含む全範囲で、も

う一つは、フラーレン sp2 炭素とアミドカルボニル

炭素に限定された範囲である。NUS 法を用いサンプ

リングデータを 1/5 程度に低減することで、24 時間

で分解能約 10 Hz を達成することができた。

　その分解能を比較するために、図 5 に限定した範

囲の F2 軸方向の投影スペクトルと非 13C エンリッ

チ 1D 13C NMR の比較を示した。1D 13C NMR ほど

ではないが、いずれのピークも鋭くなっており、図

4 の F2 軸の投影スペクトルと比較すると、大きな

差が見られた。フラーレン炭素のみを 13C エンリッ

チした誘導体なので、1,4- ジフェニルブタジエンの

フェニル基炭素は殆ど観測されず、さらに、13C-13C 
カップリングで約 0.5 〜 1.0 ppm 幅に分裂したピー

クの重なりなので非 13C エンリッチの 13C 1D NMR
とは精確に一致しない。しかしおよその対応は識別

できる。13C の濃度が高いため、遠方の 13C からの

多数のJ 結合の影響のために線幅が広がっているが

識別できる分解能のスペクトルを示した。穴あきフ

ラーレン誘導体 (3) の 2D 13C INADEQUATE NMR

図 4．13C エンリッチアザフレロイド (1) の 13C 2D INAD-
EQUATE NMR スペクトル（100 MHz, CDCl3）．

図 5．非 13C エンリッチと 13C エンリッチ穴あきフラーレ
ン誘導体 (3) の 13C 1D NMR の比較．

図 6．13C エンリッチ穴あきフラーレン誘導体 (3) の 2D 
13C INADEQUATE NMR スペクトル（全範囲）．
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スペクトル（全範囲）を図 6 に示す。図 6 よりジ

エン部分の sp3 炭素（4, 5）やアミドカルボニル炭

素 (1)、ケトンカルボニル炭素（6）がフラーレン骨

格炭素から分離しているので、炭素のつながりを解

析する起点として利用できる。すなわち、図 7 のシ

ュリーゲル図に見るように、アミドカルボニル炭素

(1) → 2 → 3 → 4 → 5 →ケトンカルボニル炭素（6）へ

フラーレン sp2 炭素がつながっており、穴あきフラー

レンの開口部周辺の構造を明らかにできた。この結果

に基づいて、Diels-Alder 付加反応で生成する位置異

性体について構造決定できることを報告した 30)。

　次に、フラーレン骨格炭素の sp2 炭素間のつなが

りを明らかにするために、測定範囲を（F2 軸、約

120 〜 170 ppm）に限定して実験を行った。得られ

た 2D 13C INADEUATE NMR スペクトルを図 8 に

示す。相関ピークが密集しているので、図 8 を F1
軸報告に 3 分割して、図 9 〜図 11 に示した。3 分割

すると、相関ピークの密集の程度に差があることが

理解できる。図9と図10では密集の程度も高くなく、

F2 軸方向に 2 組のダブレットピークと F1 軸方向に

3 組のダブレットピークが多く相関しているのがわ

かる。フラーレン炭素の番号づけは、フラーレンの

命名法にしたがって、官能基化された炭素を１番と

して、そこから外側にらせん状に炭素番号をつけた。

すると図 9 と図 10 でフラーレン骨格の帰属の番号

はアミドカルボニル (1) とケトンカルボニル (6) の周

辺の番号で小さく、化学シフトも差も大きいので帰

属できることになる。一方図 11 に示すように開口部

周辺から遠くフラーレン球の反対側になり、番号も

大きいと化学シフトも約 144 〜 145 ppm 付近に密集

してきて帰属が困難となる結果である。

　フラーレン骨格炭素について帰属できた炭素の連

結とその 13C-13C カップリング定数、さらにはカッ

プリングしたダブレットピークの平均した中央値か

ら求めた化学シフトを表１にまとめた。フラーレン

骨格炭素の番号が大きくなるに従い、相関ピークが

観測されなくなっているのがわかる。これは、カッ

プリング定数（J）と化学シフトの差（Δδ）の比

が小さくなることで、非一次のスペクトルになり、

ピークが変形して２組みのダブレットピークの外側

図 7．穴あきフラーレン誘導体 (3) のシュリーゲル．太字
は 2D 13C INADEQUATE NMR からの炭素炭素結合のつ
ながりと数値はその 13C-13C カップリング定数（Hz）．

図 8．13C エンリッチ穴あきフラーレン誘導体 (3) の 2D 
13C INADEQUATE NMR スペクトル（限定範囲）．

図 9． 図 8 の拡大（F1 94 〜 125 ppm）．
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が変形して小さくなったり消失したりするためであ

る。図７に示すシュリーゲル図の太線は、前述の開

口部周辺以外に観測できたフラーレン球の炭素連

結と 13C-13C カップリング定数も示されている。こ

の 13C-13C カップリング定数の大きさを見ると、フ

ラーレン骨格がもつ [5,6] 結合と [6,6] 結合に対応す

る結合交替を反映していることがわかる。すなわち

C(sp2)-C(sp3) 結合は約 48 Hz と小さく、長い [5,6] 結
合では 53-59 Hz と大きくなり、短い [6,6] 結合では

さらに 65-71 Hz と大きくなることが知られている。

番号の大きい炭素になると、この結合交替も必ずと

いうわけではなく、これはピークの密集によりピー

クの非一次化による変形が原因と考えられる。しか

し結合交替はフラーレンのπ系は共役せずに独立し

たポリオレフィンとの理解を支持する結果である。

まとめ
2D 13C INADEQUATE NMR によるフラーレン誘導

体の構造決定を検討した。高分解能なスペクトルを

得るために通常より高い 13C エンリッチ試料 (30%)
と NUS 法を適用した。穴あきフラーレンの合成前

駆体で、骨格炭素が 32 本存在するCs 対称のアザフ

レロイドを NUS 法を用いず 1 日測定したところ、

スペクトルの分解能は 50 Hz で、フラーレン骨格炭

素の帰属には至らなかった。一方で、フラーレン骨

格炭素が 60 本存在する、非対称（C1）な穴あきフ

ラーレン誘導体に NUS 法を適用したところ、分解

能 10 Hz が実現し、開口部周辺の構造はもちろん、

フラーレン球のおよそ半分以上のつながりを 13C-13C 
カップリング定数とともに決定することができた。
13C-13C カップリング定数はフラーレン特有の結合交

替を示した。
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図 10． 図 8 の拡大（F1 24 〜 137 ppm）．

図 11．図 8 の拡大（F1 136 〜 154 ppm）．
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序論 
アレロパシー（他感作用）は、ある植物から放出さ

れる化学物質が、他の生物に何らかの影響を及ぼす

現象であり、広義には、動物や微生物に対する影響

や、生長促進効果なども含まれるが 1-2)、侵入外来植

物によるインパクトや、農業における雑草防除への

利用など、他の植物に対する生長阻害作用を指すこ

とが多い。アレロパシー物質は、ある植物が生産する、

他の隣生植物（レシピエント植物）に対して生長阻

害的活性を持つ化学物質と言える。これまで、アレ

ロパシー活性のインビトロバイオアッセイ法として、

検定する試験植物の乾燥葉を用いた「サンドイッチ

法」や生きた苗の根を用いた「プラントボックス法」

が開発され、レシピエント植物としてレタス (Lactuca 
sativa) 芽生えの胚軸や根の伸長に対する阻害活性を

定量する試みが、非常に多くの試験植物において行

われた 1-4)。しかしアレロパシー物質の特定や、その

細胞レベルの分子機構は未だ未解明で残されている

ものが多い。著者らは、この機構解明に寄与するた

めに、新規のインビトロバイオアッセイ法として、「プ

ロトプラスト共培養法」を最近開発した 5)。それは

96 穴シャーレの各 50 マイクロリットルの微量液体

培養中で、アレロパシー試験植物のプロトプラスト

と、レシピエント植物のプロトプラストを、各プロ

トプラスト密度を変化させ共培養し、レシピエント

植物のプロトプラストの生長（細胞壁形成や、細胞

分裂）に対する影響を倒立顕微鏡観察により計数定

量化する方法である。この方法により試験植物とし

て草本マメ科植物ハッショウマメMucuna pruriens 

アレロパシー活性のハイスループットバイオアッセイ法開発
－画像解析を加えたプロトプラスト共培養法－

笹本浜子 1　安積良隆 1, 2, 3　鈴木季直 1, 2

Development of a High-Throughput Bioassay Method of Allelopathy 
－ Protoplast Co-Culture and Digital Image Analysis －

Hamako Sasamoto1, Yoshitaka Azumi1, 2, 3 and Suechika Suzuki1, 2
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Japan 
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Abstract:  The protoplast co-culture method’ was previously developed as an in vitro bioassay 
method to assess allelopathic activities of various test plants and putative allelochemicals. The 
numbers of non-spherically enlarged and divided protoplasts of recipient lettuce, in 50 µL of 
liquid medium in a well of a 96-well culture plate, were counted under an inverted microscope, 
whose counting needed skill and was time-consuming. In this report, we noted the accumula-
tion of a yellow substance during the growth of lettuce protoplasts, and developed a simple 
high-throughput bioassay method of allelopathy in combination with digital image analysis. 
From the digital images obtained by scanning of 96-well culture plates using two common 
scanners, the yellow substance of each well was repeatedly quantified by image analysis us-
ing the softwares Image J and Excel. The yellow substance of lettuce protoplast precipitates 
was extracted using Triton X-100, and identified as a carotenoid. The ‘digital image analysis-
protoplast co-culture method’ was efficient to demonstrate the inhibitory allelopathic effect of 
leaf protoplasts of a test plant, Arabidopsis thaliana var. Columbia.
Keywords:  allelopathy, digital image analysis, in vitro bioassay, protoplast culture 
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のプロトプラストと、レシピエントとしてレタスお

よびイネ Oryza sativa のプロトプラストとを共培

養した結果は、他のインビトロバイオアッセイ法や

フィールド試験の結果とも一致し、この方法を適用

すれば、いろいろな植物間や、実際の生育環境を模

した研究が可能であることが見出された 5)。さらに

著者らは、レシピエントレタスプロトプラストの生

長度を、試験植物を含まないコントロールに対す

る％表示にし、レシピエントレタスプロトプラスト

の異なる密度での％生長度を平均化することにより、

阻害の強弱を試験植物間で比較する方法を考案した
6)。これにより、汽水域に生育するマングローブ樹木

マヤプシキ Sonneratia alba、マルバマヤプシキ S. 
ovata、ベニマヤプシキ S. caseolaris のアレロパシー

活性の強さと、耐塩性の強さとの逆相関が見出さ

れた 6)。また、熱帯性マメ科樹木のクロヨナDerris 
indica7) や、ワニグチモダマ Mucuna gigantean8)、

インベーダーとして知られるギンネム Leucaena 
leucocephala8) の、強い阻害的アレロパシー活性が

明らかにされている。これらの研究では、同様な 96
穴シャーレの微量液体培地でのレタスプロトプラス

ト培養試験により、試験植物プロトプラストの代わ

りに、種々の化学物質を定量的に加えることにより、

阻害活性の濃度比較が可能になり、アレロパシー候

補物質の活性比較試験も可能になった。上記植物種

の中では、Mcuna 属の DOPA 6)、クロヨナのロテノ

ン 7) 、ギンネムのミモシン 8) などの強いアレロパシー

活性がこのプロトプラスト ( 共培養 ) 法で確認され

ている。さらに著者らにより、プリンアルカロイド

カフェイン代謝関連物質 9) の比較によるカフェイン

のアレロパシー活性が明らかにされ、ピリジンアル

カロイドトリゴネリンと代謝前駆物質ニコチン酸や

ニコチンアミドの活性が比較され、それらの解毒の

意味が議論されている 10)。

　レタスとのプロトプラスト共培養法を用いて、著

者らはさらに多くの試験植物のアレロパシー活性比

較やアレロパシー候補物質の検索を進めているが、

これまでの方法では顕微鏡下の計数が必要であり、

定量測定にはかなりの熟練を要する。この点を改良

するため、今回、レシピエントとなるレタスプロト

プラストの特徴である生長に伴う黄色物質形成能を

基にして、プロトプラスト共培養法に画像解析法を

加える簡便なアレロパシー活性の定量法を開発した。

　本論文では、シロイヌナズナ葉プロトプラストに

よる強い阻害活性を例とし、市販のスキャナー機種

を用いてデジタル画像を取得し、その画像の画像処

理により活性を定量する方法についての詳細を述べ

る。さらにレタス黄色物質については、カロチノイ

ド色素抽出法の改良と定性を試みたので、その結果

についても報告する。

材料と方法
プロトプラスト単離と培養法
無菌的プロトプラスト単離と培養は、既報 5-10) によ

り行った。レタスの種子 ( グレートレーク ) を、次

亜塩素酸ナトリウム液 1.5%( 塩素濃度 ) で 15 分間滅

菌し、クリーンベンチ内において、オートクレーブ

滅菌水で 3 回洗浄後、30 mL の 0.8% 寒天培地を含

む 100 mL フラスコに 20 粒前後無菌播種した。明所

25℃のインキュベータ中で 6 ～ 11 日間育成後緑色

の子葉を、少量の滅菌水中で、メスによりカットし、

フィルター滅菌した酵素液、各１％セルラーゼ RS
( ヤクルト )、マセロザイム R10 ( ヤクルト ) を含む

浸透圧剤マンニトール 0.4 M または 0.8 M 濃度 10 
mL 中で、20 ～ 24 時間 25℃暗条件で処理した。プ

ロトプラストの浸透圧は試験植物側の適浸透圧条件

を用いるので、シロイヌナズナ葉プロトプラストと

共培養の時は、0.4 M マンニトールを選択した。63
ミクロン径のナイロンメッシュを通し、50 mL, 10 
mL などの丸底遠心管を用いて、浸透圧剤の溶液で

遠心洗浄 100g ( 低速遠心器 800-900 rpm) 5 分を 3
回繰り返した後、沈殿を少量の浸透圧剤液に懸濁し

た。血球計算盤でプロトプラスト密度を計数後、マ

イクロチューブ中で、ピペットマンを用いて浸透圧

剤液で希釈し、106 個 /mL, 5×105 個 /mL, 2.5×105 個

/mL, 1.2×105 個 /mL, 6×104 個 /mL になるように調

整した。

　試験植物シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) コ
ロンビア品種の苗育成は既報 11) により、若い緑葉を、

0.5％次亜塩素酸ナトリウム液で 5 分間滅菌し、オー

トクレーブ水で 3 回洗浄後、滅菌シャーレ中メスで

カットし、酵素液 1% セルラーゼ R10 ( ヤクルト )、
0.15% ペクトリアーゼ Y-23 ( 協和化成 )、0.4 M マ
ンニトール液で数時間から一晩処理した。酵素の組

み合わせは、上述 4 酵素にヘミセルラーゼ（シグマ

H-2125）とドリセラーゼ 20（協和発酵工業）を加

えた 6 種の酵素を用いた 24 組み合わせの予備試験

を行い選択した 12)。80 ミクロン径のナイロンメッ

シュを通し、マンニトール液でレタスと同様に遠心

洗浄した。密度を計数後、106 個 /mL, 5×105 個 /mL, 
2.5×105 個 /mL, 1.7×105 個 /mL, 8×104 個 /mL, 4×104

個 /mL になるよう、マイクロチューブ中で希釈した。

　培養培地は、ムラシゲスクーグ (MS) 13) の基本培

地に、2,4- ジクロロフェノキシ酢酸 (2,4-D) 1 µM、 
ベンジルアデニン (BA) 0.1 µＭ、3% sucrose、0.4 
M または 0.8 M マンニトールを含む。 96 穴シャーレ
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(No. 3075, 3072, Falcon) の各ウェルに 50 μＬずつ分

注した。これに、各密度のレタスプロトプラストを

5 μＬずつ、試験植物シロイヌナズナプロトプラスト

を 5 μＬずつ、コントロールにはマンニトール液を

各 5 μＬ加えた。各々のプロトプラスト最終密度は

十分の一と計算した。レタス黄色物質の抽出用には

105 個 /mL で培養した。 96 穴シャーレのウェル間に

オートクレーブ滅菌した超純水 100 μＬを加え、パ

ラフィルムで 2 重にシールし、加湿恒温培養器 (CO2

供給無しの炭酸ガス培養器 Astec APC 30D/CL-30)、
あるいは加湿ボックスをいれたぺルチェ素子タイプ

インキュベータ (MEE クールインキュベータ CN-
25C) 内で、28℃暗条件で培養した。

　倒立顕微鏡 ( オリンパス IX71 あるいは CK40) に
より、超長焦点作動距離の長い 10 倍、20 倍の対物

レンズを用いて観察した。写真撮影はデジタルカメ

ラシステム (NY1S, Micronet corp.) によった。

画像解析法
試験植物シロイヌナズナのプロトプラストとレタ

スプロトプラストを 29 ～ 43 日間共培養した後の

96 穴シャーレを、2 種のスキャナー (A: CanoScan 
D2400U、B: Epson GT-X970） を用い 24 bit 300 dpi 
でスキャンした。スキャナーの縦方向の中心に、シ

ャーレの短辺の中心を合わせて置き、シャーレのカ

バーには、白いアクリル板の箱、あるいは、スキャ

ナー付属の白いバックを用いた。得られた画像を

画像ソフト PhotoshopElements で左右反転し、90
度回転させ、jpg ファイルとして保存した。次に

Image J ソフト (NIH) を用いて画像処理し、各ウェ

ルの黄色の発色度を Excel ソフトを用いて定量解析

した。

カロチノイドの抽出と定性
カロチノイドの抽出法は、Triton X-100 で処理した

こと以外は、既報 14,15) によった。レタスプロトプラ

スト 105 個 /mL 条件で 1 ～ 2 カ月間培養したシャ

ーレから、培養液および細胞沈殿物を集め、遠心分

離 (900g 10 分間 ) 後の沈殿と 0.1g 炭酸カルシウム

を乳鉢に入れ、0.1% Triton X-100 を加えたイソプ

ロパノール 3 mL で 10 分間の磨砕を 2 回行い、4℃
で、3000g 10 分間 遠心した上清を回収した。沈殿部

はさらにヘキサン計 5 mL により磨砕後遠心し、先

の上清と合わせた。13 mL になるように純水を加え、

3000g 3 分間遠心分離により、黄色のヘキサン上層

を回収した。ヘキサン層に純水を 5 mL 加え、遠心

分離の行程を 3 回繰り返し、ヘキサン層を精製した。

無水硫酸ナトリウムを加え脱水し、3000g 5 分間の

遠心分離により黄色のヘキサン抽出液を得た。

　分光光度計 (JASCO-V630) により波長 250 ～ 700 
nm の範囲で 0.5 nm ごとに抽出液の吸光度を測定し

た。得られた吸収スペクトルを解析し、それらのピ

ーク波長に基づいてカロチノイドの定性 16)を行った。

結果
レタスプロトプラストの黄色発色
Figure 1 は培養されたレタスプロトプラストの倒立

顕微鏡写真である。培養初日では、プロトプラスト

は緑色で直径 30 μm程度の球体であった (Fig. 1A)。
培養 8 日目には、プロトプラストは一様の形状では

なく、変形肥大細胞や分裂コロニーを形成しており、

細胞内は薄い黄色に呈色していた (Fig. 1B)。105 個 /
mL のような高密度で培養された時、15 日後にはプ

ロトプラストの殆どが黄色変形肥大細胞となってい

た (Fig. 1c)。
　96 穴シャーレを裸眼で観察すると、培養 3 週間前

Fig. 1. Photographs of lettuce protoplasts cultured by using a 96-well culture plate. Medium was 50 µL liquid MS 
basal medium containing 1 µM of 2,4-D, 0.1 µM of BA, 3% sucrose, and 0.4 M (A, B) or 0.8 M mannitol (C).  A. Spherical 
green protoplasts on the 1st day of culture at protoplast density of 6x103 / mL.  B. Yellow colored-non-spherical cell 
enlargement and cell divisions after 8 days of culture at protoplast density of 6×103 / mL. C.  Accumulation of yellow color 
at 15 days of culture at protoplast density of 105 / mL. Bar, 50 µm (A) and 100 µm (B, C).
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後から黄色発色が強くなり、試験植物シロイヌナズ 
ナプロトプラストの高密度側における発色阻害が観

察された。その後、培養１か月くらいまでの間に黄

色の呈色は強くなり、その後は色の変化は認められ

なかった。

画像解析による黄色発色阻害の定量
Figure 2 は シロイヌナズナとレタスのプロトプラス

トを共培養して 43 日後に、2 種のスキャナー A と 
B により得られたそれぞれの 96 穴シャーレのデジタ

ル画像である。このデジタル画像を、Fig. 3 のフロ

ー図のように、イメージ J ソフトとエクセルソフト

を用い解析した。

　イメージ J ソフトにより、Fig. 2A、B の画像フ

ァイルを開き、「Color、Split Channels」により 
(Image Type RGB color)、Blue, Green, Red の 3 色

に分け、Blue 図のみを使用した。

　次に 、「Line 直線」を選択し、ウェルの中心を通

る直線を横に引いた。

　次に、この直線について、「Analyze, Plot profile,  
List」、「File (Plot values), Save as」 により Plot values 
をエクセルファイルとして保存した。レタスプロト

Fig. 2．Digital images (A and B) obtained by using two scanners (A and B), respectively, of a 96-well culture plate of 
lettuce after 43 days of culture. Intensities of yellow color at each lettuce protoplast densities (6 ～ 100 × 103/mL) were 
reduced by depending protoplast densities of Arabidopsis.

Fig. 3. Scheme of image analysis of the digital images of Fig. 2 (A and B) using softwares Image J and Excel for 
quantification of yellow color accumulation in each well of a 96-well culture plate. 
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プラストの異なる密度における同様な直線を引き、

同様な Plot values (blue) のリストをエクセルファイ

ルに保存した。

　次に、エクセルソフトにおいて、青色の点データ

のリスト（例えば 8 ウェル分の 1 ～ 848 点）から各

ウェルの中側のデータ値の平均を求める。あらかじ

めウェルの縁とウェル内の距離点を測定し ( 例えば、

ウェルの縁１個部分を 19 点、2 個部分を 38 点、ウ

ェルの中部分を 68 点として計算し )、各ウェルの縁

を除いた中側の点部分の、青色値を平均化し、各ウ

ェルの青色値とした。各ウェルのプロトプラスト密

度条件における青色値の表を作成した。Table 1 はス

キャナー A の画像 (Fig. 2A) から得られた青色値を、

Table 2 は、スキャナー B の画像 (Fig. 2B) から得ら

れた青色値を示している。

　次に、黄色値への変換を行なった。最も青色値の

高い数値 ( 培地のみのウェル ) から、各ウェルの数

値を差し引いた値を黄色値と計算した。 Table 3 は、

スキャナＡを用いた画像 (Fig. 2A) を処理し得られ

た青色値の表 (Table 1) からの計算値を示している。

レタスが共存しない、試験植物シロイヌナズナのプ

ロトプラスト自身の黄色値は高くはないが、レタス

が無いコントロールそれぞれの同じ密度の値を差し

引いた。 Fig. 2Bについても同様に黄色値を計算した。

　次に、レタスプロトプラストの各密度ごとに、レ

タスのみのウェル ( 試験植物シロイヌナズナプロト

プラストを含まないウェル ) の黄色値を 100% とし

て、試験植物シロイヌナズナのプロトプラストの各

密度を加えたウェルの黄色値を％表示し、各レタス

密 度 (6 × 103 個 /mL、 1.2 × 104 個 /mL、2.5 × 104 個 /
mL、 5×104 個 /mL、105 個 /mL) におけるグラフを

作成した (Fig. 4)。
　次に、Fig. 5 に、レタスの各密度 (6-100×103 個 / 
mL) ごとの％値を平均化し、標準誤差を示した。ス

キャナー A とスキャナー B から得られた各平均値に

関して、ｔ検定を行った結果、有意水準 P<0.05 に

おいて、両者間に差は認められなかった。これにより、

スキャナーの機種に限定されることなく、この画像

解析法は成り立つことが示された。

　また、培養日数の異なる 96 穴シャーレ画像を取得、

解析した結果も同様な、シロイヌナズナプロトプラ

ストによるレタスプロトプラストの黄色発色への阻

害パターンが得られた。但し、イメージ J ソフトに

おいて、ウェルの中心線を通らない直線や縦の線を

引き解析した場合には、スキャナー A での阻害が増

強されて計算され、誤差が大きく示されるようにな

る場合があった。

レタスプロトプラストの黄色物質の定性
レタス細胞沈殿部に含まれる黄色物質は、Triton 
X-100 非処理の時は、ヘキサン層に回収されなかっ

たが、Triton X-100 処理によって可溶化でき、ヘキ

サン層に回収された。その吸光スペクトル (Fig. 6)
は、410、430、450 nm 付近にピークまたは肩をもち、

紫外部 275、285、310 や 665 nm などにもピークが

見られた。レタスプロトプラスト培養培地の浸透圧

条件 (0.4 M, 0.8 M マンニトール ) や培養日数によら

ず、同様な吸光スペクトルが得られた。レタスプロ

トプラストが集積する黄色物質は、ヘキサン層に回

収されることと吸光スペクトルから、カロチノイド

と考えられる。既知のヘキサン溶媒中における各種

カロチノイドの吸光スペクトルピーク 16) と比較検討

したところ、β- ゼアカロテンのそれに近似していた。

Table 1.  Averaged blue values in each well of a 96-well 
culture plate analyzed from scanned image of Fig. 2A 
using softwares Image J and Excel

Table 2. Averaged blue values in each well of 96-well 
culture plate analyzed from scanned image of Fig. 2B 
using softwares Image J and Excel

Table 3. Yellow values in each well of 96-well culture plate, 
calculated from the averaged blue values of Table 1
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Fig. 4.  Percentage values of yellow color values in each well after Image J analysis of scanned jpg images A and B of Fig. 2. 
Percentage of control (without Arabidopsis protoplasts) at different protoplast densities of lettuce（6, 12, 25, 50, 100x103 / 
mL）was reduced depending protoplast densities of Arabidopsis.

Fig. 5. Averages with standard errors of % values of yellow color values at different protoplast densities of lettuce described 
in Fig. 4. Similar patterns of inhibitory effects of Arabidopsis protoplast densities were shown in A and B, which were 
analyzed by Image J analysis of jpg images scanned using two scanners A and B, respectively.

Fig. 6. Absorption spectrum of the yellow pigment in 
hexane, extracted using Triton X-100 from lettuce 
protoplasts cultured for 2 months. Protoplast culture 
medium was the same as of Fig. 1 except for 0.4 M 
mannitol.

討論
アレロパシー活性のハイスループットバイオアッ
セイ法の開発
アレロパシー活性の測定法として、試験植物プロト

プラストとレタスプロトプラストとの共培養により、

細胞壁形成や細胞分裂に対する阻害効果を倒立顕微

鏡下計数し定量する ｢プロトプラスト共培養法 ｣が

2013 年に開発された 5)。この方法で１枚の 96 穴シ

ャーレの試験を行うためには、4 本程度のレタス芽

生えの子葉と 2 mL の酵素液、マイクロチューブで

の低速遠心洗浄によって得られるレタスプロトプラ

スト量が供されれば十分である。通常の実験では 20
数個のレタス芽生えを用い、10 mL 以上の容量の遠

心管を用いて精製し、10 枚以上の 96 穴シャーレで

の試験が可能であり、さらに大量のレタスプロトプ

ラストを供することは可能である。しかし、プロト

プラストの特定の生長時期 (4 日から 12 日間 ) での

顕微鏡観察による計数には研究者の熟練が必要であ

り、多数のシャーレを用いて計測するにはかなりの

時間を要するので、多数の試験植物を同時に比較す

ることはこれまで困難であった。

　一方レタスプロトプラストの生長に伴い黄色物質

が集積する現象は早くから観察されていたが、96 穴

シャーレ用マイクロプレートリーダーによっては吸

光度を測定できなかったので、黄色発色阻害を定量

することは困難であった。これは、細胞沈殿部分に
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固着した黄色物質が、通常の抽出法では可溶化でき

なかったこととも関係していた。しかし、本論文で

明らかにされたたように、Triton X-100 処理により

初めて可溶化できた。この可溶化法は、酸アルカリ

や溶媒、熱水などによっては可溶化できないために

解析が遅れている他の色素類にも応用できる可能性

が考えられる。レタスプロトプラストが集積する黄

色物質は、カロチノイド抽出法で用いられるヘキサ

ン層に溶出し回収することができること、および、

得られた吸光スペクトルパターンにより、カロチノ

イド色素と考えられる。

　本論文において、試験植物シロイヌナズナプロト

プラストと共培養した時のレタスプロトプラストの

黄色物質集積が著しく阻害されることが明らかにな

り、その阻害効果を、市販されている一般のスキャ

ナーで取り込んだデジタル画像を、画像解析するこ

とにより定量的に評価する方法が確立された。顕微

鏡下計数する手法と比べて、レタスプロトプラスト

低密度条件での画像解析可能な黄色集積には日数を

要するが長期間安定しており、解析に特に熟練を要

しないという利点がある。多くの試験植物について

検定する場面においては、強い阻害活性を持つ植物

を選抜し、その後、より詳しくアレロパシー反応過

程について調べることも可能となる。今回は、レタ

スプロトプラスト 6 ×103 個 /mL から、105 個 /mL ま

での 5 密度での％値を平均化することにより (Fig. 
5)、試験植物間の活性の差をあらわすことにしたが、

レタス低密度の方が、試験植物の阻害効果は大きい

傾向がある (Fig. 4)。阻害活性の強い試験植物では、

試験植物のプロトプラストが少量しか得られない場

合にも検定が可能となる。大量の試験植物サンプル

やアレロパシー候補物質を検定する場合は、このよ

うなレタス低密度側のみの比較試験も有効と考えら

れる。今回、96 穴シャーレを用いたプロトプラスト

共培養と画像解析法を組み合わせることにより、多

数の試験植物やアレロパシー候補物質の活性をハイ

スループットに評価可能な方法を開発できた。今後、

この新規インビトロバイオアッセイ法「画像解析―

プロトプラスト共培養法」は、アレロパシー物質の

特定や、作用機構の解明に大いに寄与すると考えら

れる。プロトプラスト共培養法に画像解析法を加え

た検定例については、これまでタケ類、ヘアリーベ

ッチ、ユキヤナギなどの試験植物や、アレロパシー

候補物質として桂皮酸、シアナミド、カナバニンな

どについて、国内・国際学会で講演発表されたこと

はあるが、論文として発表されたものは無く、本論

文は最初の公表論文である。
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序論 
近年、急速に普及しつつある次世代シーケンシング

（NGS）は、百万から数十億の DNA 分子の塩基配

列決定（シーケンシング）を同時に行う技術である。

NGS を用いて生物学的に有用な情報を得るため、シ

ョットガン法や RNA-seq、メタゲノム解析など様々

な実験方法が開発されている。NGS の適用範囲は実

験生物から生態系まで、生物学の取り扱う全ての分

野へ広がっている。

　メタゲノム解析では、生物群集からヘテロな全

DNA 試料を抽出し、生物種や生態型ごとの差異が認

められる共通の DNA 領域を増幅して DNA 断片を得

る。これを NGS に供して、DNA 断片を差異で分類

し、その数と個体数を対応付けて、生物群集の種組

成を推定する。ショットガン法の適用により、非モ

デル生物でゲノムの解析が進められている。マイク

ロアレイ法に代わり RNA-seq を適用することで、非

モデル生物で遺伝子発現状況の解析も可能になった。

NGS は旧来難しかった環境中の非モデル生物への分

子生物学的手法の適用を可能にしつつある。しかし、

非モデル生物である天然の生物への NGS の適用は

依然として容易ではない。参照配列が無いことやヘ

テロな遺伝子構成は、天然生物のゲノム読解を難し

くしている。天然の生物種ではモデル生物で確立さ

れた生理・生化学的手法がそのままでは適用できな

い場合もある。試料への他の生物の混入が避けられ

ない場合もある。

　NGS の適用が困難な非モデル生物の 1 つに珪藻類

がある。珪藻類は海洋の主要な一次生産者であるに

も関わらず、ゲノム解読は進んでおらず、2017 年 4
月現在で、ゲノムが解読された種は中心目と羽状目

でそれぞれ 2 種に過ぎない 1-4)。本研究では、相模

湾植物プランクトン群集への NGS の適用を目指し、

海洋プランクトン藻類群集から単離した珪藻種を用

いて実験を行った。本種のゲノム DNA は精製の際

Abstract:  Next-generation sequencing (NGS) techniques are used for many biological ap-
plications. We applied NGS to the isolated algal cells of Thalassiosira nordenskioeldii  from a 
natural environment of the sea to test the application of NGS to natural communities of plank-
tonic algae in Sagami Bay. Contaminating bacteria in the culture of algal cells strongly com-
peted for the sequencing reactions with algal genomes, although the biomass of the bacteria 
was negligible. We could not determine any of the sequences of the nuclear genome. Only the 
plastid and mitochondrial genomes were determined, as the copy numbers of these genomes 
are higher than the nucleus. The plastid and mitochondrial genomes showed structures almost 
same as those of the related species T. pseudonana.
Keywords:  diatoms, plastid genome, mitochondrial genome, next-generation sequencing, 
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に容易に切断されてしまい、次世代シークエンサー

の解析に必要な高分子の DNA を大量に得ることが

困難であった。先行研究で、細胞破砕、蛋白質の変性、

DNA の共雑物からの精製の 3 段階について精製中の

DNA 分子の劣化を検討し、珪藻類培養株から高分子

DNA を精製する方法の確立した 5)。さらに、珪藻類

の持つガラス質の細胞壁が、抽出の際にゲノム DNA
を断片化するため、de novo シークエンスに必要な

無傷 DNA 精製法を検討した 6)。本研究ではこれらの

方法を適用して得られた DNA 試料を NGS システム

に供し、得られた情報を専用ソフトウェアで解析し

た。実験を通して、珪藻類の De novo 解析で生じる

問題点を検討した。

材料と方法
低温棲藻類の培養　
2012 年 3 月、北海道サロマ湖にサロマ湖第二湖口

で採集したプランクトン藻類群集から単離した、優

占 種 珪 藻 種 Thalassiosira nordenskioeldii Cleve
を実験に用いた。Guillard の f/2 培地中、0℃、50
µmol photons m-2 s-1 の青色蛍光灯 ( カリビアンブル

ー，スドー ) 連続光の下で培養を行った。本種は完

全な無菌状態での継代培養が難しかった。このため、

細胞数が十分に増加し増殖が停止する前に、光学顕

微鏡で細胞の状態を確認し、できる限りバクテリア

の混入が少ない状体で細胞を集めた 5）。細胞は 0 ℃、

2000 ｇで 10 分間遠心分離してペレットとして回収

した。ペレットは等量の培地で懸濁した後、200 µL
ずつ分注した。分注後、0 ℃、2000 ｇで 3 分間遠心

分離してペレット試料を得た。必要に応じて試料を

液体窒素で凍結させ、-81℃で保存した 5, 6)。

全DNAの調整
マイクロチューブ中で破砕用ペッスルを用いて

細胞を破砕した。破砕液から DNA 吸着カラム法

(DNeasy，Qiagen CO.,LTD)で全 DNA を抽出した 4）。

精製された全 DNA の濃度と共雑物の過多は、試料

の吸収スペクトルで検討した。

NGSによるゲノム読解
Qubit お よ び DNA HS Assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Japan) を用いて、精製試料の DNA 濃度

測定を行った。1000 ng の DNA をせん断し (Covaris 
S2,Covaris 社 ,USA)、ライブラリーを作成した

(KAPA Hyper Prep Kit, KAPA Biosystems,USA)。
作製されたライブリーは、断片長の確認を行った

(Fragment Analyzer, Adbanced Analytical 
Technologies, USA)、 NextSeq 次世代シーケンサー

(illlumina 社 , 日本）を用いて 2×151 bp 読解の設定

でシーケングを実施した。得られた各シーケンシン

グ情報（リード）は付属ソフトウェアを用いて選別し、

低品質（q 値 <20）、低読解長（<127 bp）リードと

そのペアリードを除いた。残った高品質リードをア

センブルした。

読解データの解析
アセンブルしたコンティグに、SSU rRNA 予測スク

リプトを適用し、培地中に混在するバクテリア由来

のコンティグとT. nordanskioeldii 由来のコンティ

グを識別した。T. nordanskioeldii 由来のコンティ

グは、近縁種で既にゲノム塩基配列情報が得られて

いる、T. pseudonana およびT. oceanica と比較した

（LaserGene, DNASTAR 社 , USA)。

結果と討論
培養細胞からの全DNAの精製
実験に用いた珪藻種T. nordenskioeldii  は完全な無菌

状態での継代培養が難しく、バクテリアが混入した

状態で培養している。対数増殖期にある細胞を用い

ることで、混入するバクテリアの相対量を低く抑え

るよう試みた。相対増殖期の様々な時期に光学顕微

鏡で観察を行ったが、いずれの時期にも遊泳するバ

クテリアが観察され、これを除くことは難しかった。

珪藻の細胞密度が高くなり、相対的にバクテリアの

バイオマスが小さくなると推定された対数増殖期後

期に、細胞を集めて以下の実験に用いた。

　ペッスルを用いてマイクロチューブ中で行う破砕

では、細胞は完全には破砕されなかった。破砕後の

遠心分離では、未破砕の細胞と思われる緑色の沈殿

が観察された。温和な破砕により、著しいせん断を

避けられた。精製された全 DNA 試料は、蛋白質の

混入の指標である A260/A280 の値がいずれの試料で

も 1.8 以上で、電気泳動像からは、せん断された短

い分子の割合が低いことが推定された（図 1）。

NGSによるゲノム読解
精製した全 DNA 試料を NGS に供した。精製試料の

DNA 濃度は、15.6 ng/ µLで、液量は 100 µL であった。

このうち 1000 ng の全 DNA 試料（64 µL）をせん断し、

ライブラリーを作成した。十分な量の試料が得られ

ているため、PCR による試料の増幅は行わなかった。

作製されたライブリーは、 6.54 ng/µLで、液量は 20 
µLであった。Fragment Analyzer で解析した結果、

ライブラリーは 603 bp にピークを持つ、平均長 598 
bp の DNA 断片の集まりで、短い断片を含まないこ

とが確認された。このライブラリーについて 2×151 
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図 1．精製試料の電気泳動．レーン 1 は分子量マーカー、
2-5 は独立して精製した DNA 試料．1% アガロースで各
2.0 μ l の試料を電気泳動し，SYBR Green で染色した．
分子量マーカーは下から 500，1000，1500 bp を示す．

bp 読解の設定でシーケングを実施した。その結果、

2,772 万クラスタについて、8,370 Mbses のシークエ

ンス情報が得られた。既知の珪藻類のゲノムサイズ

は、中心目のT. pseudonana とT. oceanica で 32.4M
と 92.2M で、羽状目のPhaeodactylum tricornutum 
とFragilariopsis cylindrus で 27.5M と 74.8M であ

る 1-4)。得られた情報量は、最大サイズのT. oceanica
の 91 カバレッジとなり、NextSeq 次世代シーケン

サー１回の解析で、十分な情報量が得られることが

明らかになった。

　各シーケンシング情報（リード）から高品質リー

ドを選別してアセンブルすると、最長 1,168,576 bp
のコンティグが 2,102 列得られた。しかし、各コン

ティグの長さは短く、このため、コンティグ総延長は、

シークエンス情報の 1/1000 程度、約 9 Mbp にすぎ

なかった。これは DNA 資料中に、短い配列が高い

コピー数で大量に含まれていたことを示唆していた。

　アセンブルしたコンティグに、SSU rRNA を予測

して抜き出すスクリプトを適用すると、18S rRNA
配列だけでなく、複数種の原核生物の 16S rRNA 配

列が抽出された。さらに、抽出された 16S rRNA
配列について blast 検索を行うと、Colwellia 属や

Glaciecola 属のバクテリアと高い相同性が示された。

これらのバクテリアは低温海域に生息することが知

られている 7)。単離培養の際に混入したバクテリア

が、藻類細胞と共存していたものと推定された。単

一の個体から一定量の組織を採取し、均質な DNA
試料を作成可能な大型の生物と異なり、単細胞生物

では培地などに共存する微生物を排除して、均一な

試料を作成することは不可能である。試料作成の際

の光学顕微鏡観察では、ごく僅かな生物量にしか見

えなかったバクテリアであるが、細胞数やそれに対

応したコピーナンバーの多さから、NGS シーケンシ

ングの際に、バクテリア由来の DNA が大量のリー

ドを生成したと推定される。本研究の結果は、NGS
に供する試料は無菌状態であることが不可欠である

ことを強く示唆していた。

　全コンティグのうち 26 コンティグが、藻類ゲノム

に由来することが予測された。そのうち 21 コンティ

グは短く、核ゲノムの断片であると推定された。プ

ラスチドやミトコンドリア特有の遺伝子を指標とし

て相同検索を行った結果、比較的長い 3 コンティグ

（長いコンティグから PtA、PtB、PtC とする）がプ

ラスチドゲノム、1 コンティグ（Mt）がミトコンド

リアゲノムに由来する配列であることが明らかにな

った。PtA、PtB、PtC、Mit はそれぞれ 66.5 kbp、
27.2 kbp、19.2 kbp。48.0 kbp であった。核ゲノム

に対してコピー数の多いプラスチドやミトコンドリ

アのゲノムは、厳しい条件下でも十分なリードを残

し、その結果として、コンティグを形成することが

できたものと考えられる。

読解データの解析
プラスチドゲノムについて得られた 3 コンティグ

の配列を、近縁種であるT. pseudonana の既知の配

列と比較した。各コンティグをT. pseudonana プラ

スチドゲノム（EF067921.1）にアラインメントし

たところ、PtA、PtB、PtC は登録されたゲノム配

列（EF067921.1）上の開始点から、それぞれ 0.1 ～

66.5k、83.9 ～ 110.4k、110.8 ～ 128.7k、の配列と

対応していた。コードされた各遺伝子を MAUVE 法

でコンティグ上にアラインメントしたところ、開始

点から最初にコードされている psaA 遺伝子から、

128.7 kbp に位置する rnP 遺伝子まで、全く同一の

順番で位置していることが明らかになった。決定さ

れたコンティグは、T. pseudonana プラスチド DNA
全 129 bp の内、113 kbp（88％）に相当すること

が示された。また、PtA 中に位置することが予想さ

れた 3 遺伝子は相当する配列を検出できず、PtA と

PtB 間の 19 kbp の領域にコードされる 22 遺伝子に

ついても配列や配列の順番は不明のままであった（図

2a）。これらのコンティグから、既知のプラスチドゲ

ノムにコードされている180遺伝子中151遺伝子（84
％）を確認することができた。

　Mit をT. pseudonana ミトコンドリアゲノム

（AB038235.1）にアラインメントしたところ、Mit
の先頭から 47.7 kbp の配列は、既知の配列の 3.0 ～

48.0k の配列と対応していた。さらに最後尾の 3.0 
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　核ゲノムに比較してコピー数が大きいプラスチド

ゲノムやミトコンドリアゲノムの塩基配列は、混在

するバクテリアゲノムの阻害を受け難く、本研究で

もプラスチドの 84%、ミトコンドリアゲノムの 94%
の配列が決定された。決定したプラスチドゲノムと

ミトコンドリアゲノムは、同属のT. pseudonana の

プラスチドゲノプラスチドゲノムとミトコンドリア

ゲノムと配置、塩基配列ともよく対応していた。
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図 2．T. nordenskioeldii のプラスチドゲノムとミトコンド
リアゲノムの構造．各ゲノムに特有の遺伝子を指標にして
対応するコンティグを選別し、近縁種T. pseudonana の
既知のプラスチドゲノム（EF067921.1），ミトコンドリア
ゲノム（AB038235.1）の配列との比較で構造を検討した．
既知の配列中の各遺伝子を MAUVE 法でアラインメント
し，全ての遺伝子について，存在と位置を検討した．

kbp は、既知の配列の先頭から 3.0 kbp と対応して

いた。コードされた各遺伝子を MAUVE 法でコン

ティグ上にアラインメントしたところ、ほとんどの

遺伝子は既知の近縁種ミトコンドリアゲノムと同じ

順番に配列していたが、先頭から 8 kbp 付近の 4 遺

伝子が位置を変えていることが明らかになった。決

定されたコンティグは、T. pseudonana ミトコンド

リア DNA43.8 kbp を上回り、48.0 kbp であったが、

既知の 61 遺伝子のうち 3 遺伝子に対応する配列を

検出することができなかった（58遺伝子 94％を検出）

（図 2b）。

結論
NextSeq 次世代シーケンサー１回の解析で、珪藻類

の De novo ゲノムシークエンスに十分な情報量が得

られることが明らかになった。しかし、培養株に共

存するバクテリアは、僅かな生物量であっても高い

コピー数の DNA を試料に中に混在させ、シークエ

ンス解析を阻害した。NGS に供する試料は無菌状態

であることが不可欠である。
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序論
通常、甲殻類の複眼は頭部から突出しており、その

複眼を支えている柄の部分を眼柄と呼ぶ。この眼柄

を切除すると、雌の卵黄形成が早まることから、眼

柄内には成熟を抑制的に制御する因子が存在すると

推定されていた。また、眼柄の基部には X 器官と

呼ばれる神経分泌細胞群と、そこからのびる軸索の

末端で形成される神経血管器官（サイナス腺）が存

在すること、および X 器官で合成された神経ペプチ

ドがサイナス腺に貯蔵された後、血リンパ中に放出

されることが判明した。そして 1991 年にアメリカ

ンロブスターのサイナス腺から成熟を抑制する作用

を持つ神経ペプチドが単離され、卵黄形成抑制ホル

モ ン（Vitellogenesis-inhibiting hormone, VIH） と

名付けられた 1)。その後、日本の水産重要種である

クルマエビのサイナス腺には、少なくとも 6 種類の

VIH が存在することが報告され、多様な VIH によ

Abstract:  A smoll number of vitellogenesis-regulating hormones have been characterized in 
crustaceans. One of the most well-known molecules is vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH). 
Six VIHs have been characterized in the kuruma prawn Marsupenaeus japonicus.  Recently, 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) was purified from the ovary of the American crayfish 
Procambarus clarkii . This is the first known GnRH molecule from a crustacean species. More-
over, recently crustacean female sex hormone (CFSH) was discovered in the blue clab Cal-
linectes sapidus. In order to discover new vitellogenesis-regulating hormones in M. japonicus, 
we conducted RNA-seq analysis in this study. Total RNA samples of the ovary and brain were 
extracted and used for library preparation. Single-end sequencing of the constructed cDNA 
library was performed using an Illumina NextSeq system. De novo assembly produced 69,323 
contigs, whose total size was approximately 40.0 Mb. A new VIH-like molecule was found in 
the ovary and brain.  This VIH had six Cys residues. That are conserved among crustacean 
hyperglycemic hormone (CHH) family peptides, but was longer than the six VIHs of M. japoni-
cus. Although a homology search by tblastX using the amino acid sequence of P. clarkii GnRH 
as a query was conducted, no homologs were identified in the contigs. On the other hand, cora-
zonin (Crz), which is a member of the GnRH superfamily, was found in the brain. The known M. 
japonicus ovarian CFSH was expressed in the ovary, but new CFSH-like molecules were not  
identified in this study. Taken together, this study provides a comprehensive transcriptome of 
the commercially important M. japonicus with novel peptides and protein hormones.
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り成熟が制御されていることが示唆された 2)。その

後、シバエビやクマエビなどクルマエビ科のエビ類

から次々と VIH が単離・同定されている 3)。

　近年、VIH 以外の成熟制御因子として同定された

のが、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）

である。GnRH は 1971 年にブタとヒツジから最初

に単離・構造決定されて以来、脊椎動物と無脊椎

動物から GnRH が次々と単離されてきた 4)。現在

までに、30 種類以上の GnRH が見つかっており、

アミノ酸 10 ～ 12 残基からなることが分かってい

る。甲殻類に GnRH が存在するのかは永らく不明で

あったが、2014 年にアメリカザリガニの卵巣から

GnRH が初めて単離・構造決定された 5)。アメリカ

ザリガニ GnRH は無脊椎動物の GnRH と相同性が

あり、アメリカザリガニの卵成熟を促進させる活性

を有していた。そのため、この分子は真に甲殻類初

の GnRH と考えられた。しかし、それ以降、新たな

GnRH は甲殻類から見つかっていない。

　2014 年、アオガニのサイナス腺から甲殻類雌性

ホルモン（CFSH）が単離された 6)。アオガニの

CFSH は雌のサイナス腺にのみ存在し、遺伝子発現

も雌特異的であった。そして、雌アオガニの CFSH
の遺伝子発現をノックダウンさせると、雌特異的な

外部形態や生殖孔に異常が確認された。このことか

ら、CFSH は甲殻類の雌の二次性徴を制御している

と考えられている。クルマエビにおいても、眼柄か

ら CFSH（眼柄 CFSH）をコードする cDNA がク

ローニングされている 7)。しかし、クルマエビ眼柄

CFSH は雌雄の眼柄で遺伝子発現しており、アオガ

ニのような雌雄特異性は観察されなかった。この結

果より、クルマエビ眼柄 CFSH は雌性ホルモンとは

別の機能を有すると考えられた。そのため、クルマ

エビでは眼柄以外の組織で CFSH が発現しており、

その分子が雌性ホルモンとして働いていると考えら

れるようになった。その推測を裏付けるように、次

世代シークエンサーを用いた網羅的な RNA-seq 解

析により、クルマエビの卵巣に新たな CFSH（卵巣

CFSH）が存在することがごく最近明らかとなった

（未発表データ）。クルマエビの卵巣 CFSH は雌雄の

生殖腺に限定されていた。発現量は卵巣で高く、精

巣ではごく低かったことから、クルマエビでも雌性

ホルモンとして雌性形質発現や卵巣発達などの制御

に関わる可能性が考えられた。

　このように、幾つかの成熟制御因子が明らかにさ

れているものの、ホルモンの受容からビテロジェニ

ン遺伝子の発現制御までの経路や、同遺伝子の発現

抑制以外の卵巣における作用は不明である。エビ養

殖量は世界的に増加を続けており、その多くはクル

マエビの近縁種である。養殖の拡大に伴って、産卵

可能な親エビの確保が難しくなりつつある状況を鑑

みると、クルマエビをモデルとして成熟制御機構を

明らかにし、それに基づいた人為催熟法を開発する

ことが必要と考えられた。そこで本研究では、新た

な成熟制御因子の探索を目的として、次世代シーク

エンサーを用いて網羅的な発現遺伝子の配列解析を

行った。

材料と方法
クルマエビ脳と卵巣 total RNAの抽出
2016 年 4 月に愛知県の一色漁港で水揚げされた天然

の雌クルマエビ 20 尾から脳と卵巣を摘出し、RNA 
later 中で保存した。卵巣の一部はブアン固定液で固

定をした。固定した卵巣はパラフィンに包埋し、連

続切片を作製した後、ヘマトキシリン・エオシン

染色に供した。脳と卵巣からの total RNA の抽出

は、RNeasy Lipid Tissue Mini Kit を使用した。脳

と卵巣の total RNA の濃度はナノドロップ（Thermo 
Fisher Scientific）を用いて測定した。抽出した脳と

卵巣の total RNA が分解していないことを、2100 バ

イオアナライザー（アジレント・テクノロジー）を

用いたキャピラリー電気泳動およびアガロース電気

泳動で確認した。

RNA-seq解析
クルマエビの脳と卵巣から抽出・精製した total 
RNA から cDNA ライブラリーを構築した。そして

イルミナ社の NextSeq システムを用いてシングルエ

ンド法で各ライブラリー 1000 万リードずつ解析し

た。得られた塩基配列を de novo アセンブルするこ

とによりコンティグを作製した。重複を除いたコン

ティグの塩基配列を遺伝子配列解析ソフト DNasis
（日立）に取り込み、相同性検索（tBlastX 解析）を行っ

た。

結果
クルマエビの脳と卵巣で発現している遺伝子の網
羅的解析
クルマエビ卵巣のヘマトキシリン・エオシン染色の

観察結果をもとに、卵巣の成熟ステージを卵原細胞

期、前卵黄形成期、内因性卵黄形成期、外因性卵黄

形成期、成熟期の 5 段階に分けた。そして、様々な

成熟ステージとなるように 20 尾から 8 尾を選抜し

た。クルマエビの脳にニワトリ II 型の GnRH 抗体

と反応する免疫陽性細胞が存在することを考慮し、

選抜した 8 尾の脳を RNA-seq 解析に供した。また、

アメリカザリガニの GnRH は卵巣から精製されたこ
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とから、同じ個体の卵巣も解析対象とした。RNA-
seq 解析で得られた配列の新規アセンブルにより、

N50 長が 760 b の 69,323 コンティグが構築された。

総塩基配列は 40.0 Mb であった。

卵黄形成抑制ホルモン (VIH)
眼柄で発現している多くのクルマエビ VIH は脳でも

発現が観察された。また、今回の解析で新たな VIH
様の分子が卵巣と脳に存在していた。VIH が属して

いる血糖上昇ホルモン（CHH）ファミリーペプチド

において保存されている 6 つのシステイン残基のう

ち、3 番目と 4 番目の間が 1 残基長いという、これま

でにない構造上の特徴を有していた。卵巣で CHH
族ペプチドが発現しているのも新規の特徴である。

生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）
アメリカザリガニの GnRH のアミノ酸配列をクエ

リーに用いて相同性検索行った結果、今回解析した

データの中にはアメリカザリガニ GnRH と相同性を

有するコンティグは存在しなかった。次に、マダコ

の GnRH 前駆体のアミノ酸配列をクエリーに用い

て相同性検索行った結果、クルマエビの脳で発現す

る遺伝子の中にマダコの GnRH と相同性を有する

Contig_64555 が存在した。Contig_64555 の成熟ペ

プチドの演繹アミノ酸配列は、マダコの GnRH と比

べて 11 残基中 4 残基のアミノ酸が保存されていた。

Contig_64555 の演繹アミノ酸配列をクエリーに用い

て、公共の DNA データベースで BLAST 解析を行っ

た。その結果、Contig_64555 は昆虫の Crz のホモ

ログであることが分かった。昆虫の Crz は脊椎動物

の GnRH とともに GnRH スーパーファミリーを形

成している。これらのことを考慮すると、今回の解

析で見つかってきた Contig_64555 がクルマエビの

GnRH ではないかと推測された。

甲殻類雌性ホルモン（CFSH）
既知のクルマエビ卵巣 CFSH は卵巣で、眼柄 CFSH
は脳で発現が観察された。しかし、卵巣 CFSH と眼

柄 CFSH 以外の新たな CFSH 分子は、今回の網羅

的な解析では発見できなかった。

討論
本研究により新たなクルマエビの成熟制御因子の候

補を発見することができた。まず、卵巣と脳で発現

している VIH 様の分子である。これまでに、VIH が

属している CHH 族ペプチドは脳や胸部神経節など

の中枢神経系、囲心器官、腸で発現していることが

明らかとなっていたが 7)、卵巣で発現している CHH

族ペプチドは本研究が初めての例である。また、本

研究で発見した VIH 様の分子のアミノ酸配列には、

これまでにない特徴があった。通常、CHH 族ペプ

チドの 3 番目と 4 番目システインの間は 12 アミノ

酸からなる。これまでに分かっている CHH 族ペプ

チドでこの法則に逸脱する分子は存在しない。しか

し、本研究で同定した VIH 様の分子の 3 番目と 4 番

目システインの間は 13 アミノ酸からなっていた。こ

の構造上の特徴が、生物活性にどの様な影響を与え

ているのかを明らかにするために、将来的にこの分

子の組換え体を作製して生物活性を調べる予定であ

る。

　本研究では、クルマエビにもアメリカザリガニ

GnRH とよく似たアミノ酸配列を持つ分子が存在

するだろうと考えて実験をスタートさせた。しかし

ながら、69,323 コンティグの中にアメリカザリガ

ニ GnRH と相同性を有する分子は存在しなかった。

近年、次世代シークエンサーを用いた網羅的な解析

がアメリカザリガニでも行われたが、そのデータ中

にもアメリカザリガニ GnRH は存在しなかった 8)。

GnRH の発現量が低いことが原因かもしれないが、

今のところ理由は分かっていない。

　本研究では GnRH を同定することはできなかっ

たが、GnRH スーパーファミリーのメンバーである

Crz を同定することができた。Crz はバッタの体色

を黒化させるホルモンとして同定されたが、カイコ

ガにおいては幼虫における吐糸の阻害作用を有して

いる。また、Crz はキイロショウジョウバエにおい

てセロトニン投射ニューロンを活性化することで精

子および精液を増加させ、交尾継続時間を短縮させ

る。この様に、昆虫の Crz は多機能なホルモンとし

て知られている。一方、甲殻類における Crz の生理

作用は全く明らかにされていない。今後、クルマエ

ビに化学合成した Crz を投与することで、GnRH 活

性、すなわち成熟促進活性が観察されるかどうかを

調べていく予定である。
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序論 
繊毛虫ミドリゾウリムシ（Paramecium bursaria）
は代表的な原生生物の一種であり、世界各地に普遍

的に生息している。ミドリゾウリムシの大きさは髪

の毛の太さ程度（約 100 ミクロン）、体内には緑藻

クロレラに類似の共生藻が数百個共生しており、肉

眼でも緑色に見え、他の原生生物と容易に区別でき

る。ミドリゾウリムシは、ゾウリムシと類似の形態

を持ち同じ繊毛虫に分類されているが、両者を交配

させる事、さらにはゾウリムシに共生藻を共生させ

る事なども不可能で、互いに形態は類似しているも

のの両者は全く異なる生物である。

　また、ミドリゾウリムシは「ミドリムシ」と良く

間違われる。ミドリムシは、単細胞内に直接葉緑体

が存在する「藻類」である。言うなれば、共生藻と

ミドリムシは同列である。一方、ミドリゾウリムシ

では葉緑体は共生藻の内部にあり、直接ミドリゾウ

Abstract:  A green paramecium, Paramecium bursaria , widely distributed in freshwater 
habitats of the world, has several hundred endosymbiotic algae in its cytoplasm.   Such sym-
biotic associations, as observed in P.bursaria,  are excellent models for studying cell-to-cell in-
teraction, mechanisms of immunity, and the evolution of eukaryotic cells.  However, it has not 
be clarified why endosymbiosis of P.bursaria but not other kinds of paramecia with algae has 
been successfully established.  Furthermore, it has not been elucidated whether the hundreds 
of endosymbiotic algae in P.bursaria  are the same species.  The symbiotic algae have been 
isolated from P.bursaria and also removed from P.bursaria , producing algae-free paramecia 
strains.   The resulting exsymbiotic algae can grow independently of their host and also re-in-
fect the algae-free paramecia.  Unfortunately, several related experiments are still restricted to 
a phenomenological description, and reproducibilities of these experiments as well as defined 
experimental conditions, including the growth phase or age of treated paramecia, are usually 
lacking.  Therefore, it is difficult to draw any conclusions in the study of endosymbiosis.  Here, 
we isolated and established several cloned strains of P.bursaria from Kanagawa Prefecture.  
The results obtained will be discussed in this report.
Keywords:  green paramecium, symbiosis, symbiotic algae, chlorella, protistology 
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リムシの体内に存在している訳ではない。れっきと

した「動物細胞」である。

　一方、なぜ動物細胞であるミドリゾウリムシ体内

に共生藻が共生できるのか、その理由やメカニズム

については解明が進んでいない。共生藻は太陽光を

浴び光合成することから、光合成産物をミドリゾウ

リムシが利用できるメリットがある、という説明は

魅力的である。しかし、共生藻を除去した共生藻除

去ミドリゾウリムシ（白いミドリゾウリムシ）を作

成する事も可能 1) で、白いミドリゾウリムシは培養

液内のバクテリアやカビなどを補食して十分生存が

可能である。太陽光が利用できない環境（夜間など）

でも、（共生藻を有する）ミドリゾウリムシはバクテ

リアやカビを補食している可能性が高い。これらの

事実は、共生藻の共生がミドリゾウリムシの生存に

必須であるとは限らない事情をはっきりと示してい

る。共生藻に関しても、ミドリゾウリムシ体内の数

百の共生藻が全て同じ種類のものか否か、さらには、

世界各地に生息するミドリゾウリムシが、同じ種類、

または種類の比率が同じパターンの共生藻を共生さ

せているのか否か、など、共生藻の性質に関し個体

差や地域差などを含む基本的な事柄について未解明

のままである 。
　これらの状況のもと、ミドリゾウリムシから共生

藻を除去する再現性の高い方法や、作成された白い

ミドリゾウリムシに、他のミドリゾウリムシから単

離した共生藻を再共生させた再共生ミドリゾウリム

シを作成する方法がすでに確立されている。体内に

共生する共生藻の素性を明らかにした新規の再共生

ミドリゾウリムシを用いることで、研究結果の再現

性を高める事ができるだろう。また、ミドリゾウリ

ムシの遺伝子の解析も始まっており２)、ミドリゾウ

リムシが共生藻を獲得した経緯について遺伝子レベ

ルで具体的な手がかりを得る事ができる日も近い。

　本研究では、神奈川県産ミドリゾウリムシの単離・

クローン化を成功させることを通じて、ミドリゾウ

リムシに共生藻が共生するメカニズムの解明に関す

る研究の土台を確立させる事を目標とした。

材料と方法
ミドリゾウリムシの探索
まず、湘南ひらつかキャンパス内各所の湿地や池で

ミドリゾウリムシの探索を行った。候補地から池水

を底土や沈殿草木ごと採取し（時期は 4—６月）、直

接倒立顕微鏡でミドリゾウリムシの有無を確認した。

また、これらの池水を研究室で室温・日光照射下で

培養し、定期的にミドリゾウリムシの有無を観察し

た。

ミドリゾウリムシの単離とクローン化
ミドリゾウリムシの生育が確認できた場合、一個体

を培養池水から単離し、レタス培地で培養した。ス

ライドグラスの上にレタス培地のドロップを 4 カ所

滴下、単離したミドリゾウリムシを最初のドロップ

中で遊泳させ次のドロップに移し替えていく作業を

4 度繰り返すことにより、一個体を単離できた事の

確認と、池水中のミドリゾウリムシ以外の成分（他

の混入原生生物や草木片など）の除去を実行した。

この洗浄作業を 4 回行ったミドリゾウリムシ個体を

レタス培地中で増殖させ、クローン化ミドリゾウリ

ムシとして本研究で使用した。

共生藻の単離とクローン化
作成したクローン化ミドリゾウリムシを破砕し、寒

天培地に塗布後インキュベートした。寒天培地は、

北島博士（神奈川大学）らの協力を得て作成した

BG-11 培地を用いた。形成された共生藻コロニーか

ら共生藻をクローン化する方法は　Nishihara らの

方法３) に従って行った。

結果と討論
神奈川県下でのミドリゾウリムシの採集
ミドリゾウリムシに関する過去の報文を見ると、ミ

ドリゾウリムシは、我が国に限らずヨーロッパなど

世界の広い地域に生息している事がわかる。この事

から、我が国においても、北海道から沖縄に至る各

地の池や沼にミドリゾウリムシは普遍的に生息して

いるものと予想される。

　一方、ミドリゾウリムシを主要な研究材料とする

原生生物関連の研究グループは、国内では、中国地

方をはじめ数カ所の所在地に限られている。これら

の研究グループは、それぞれ複数の地方からミドリ

ゾウリムシを採集し精力的に研究成果を報告してい

るが、我が国の各地域のミドリゾウリムシについて

あまねく情報が蓄積されつつあるとは言い難い状況

にある。

　神奈川大学湘南ひらつかキャンパス（図 1）が所

図 1．神奈川大学湘南ひらつかキャンパス（神奈川大学
HP より引用）．
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在する神奈川県にもミドリゾウリムシが生存するも

のと思われる。しかし、県下で野外から採集後クロ

ーン化したミドリゾウリムシを実験に使用したとい

う論文は見当たらない。

　このような状況のもと、本研究ではまず、湘南ひ

らつかキャンパス各所の湿地帯等でミドリゾウリム

シの探索を行う事とした。その結果、キャンパス内

の A 地点に点在する湿地（図 2）ではミドリゾウリ

ムシは見つからなかったが、B 地点にある雨水調整

池（図 3）からミドリゾウリムシを単離することが

できた。この事により、神奈川県下に生息するミド

リゾウリムシの性質を明らかにできる手がかりを得

た。 
　ミドリゾウリムシ体内に数百の共生藻が共生して

いることは既に述べた。ところで、「数百」とは正確

にいくつか、と問われると、文献的には 400 〜 800
個、と答えるのが妥当と思われる。野外から採取し

たミドリゾウリムシの観察を続けると、通常の大き

さ（100 ミクロン程度）を遥かに越える巨大なミド

リゾウリムシや、逆に 100 ミクロンに満たない小型

のミドリゾウリムシが有為な頻度で観察される。前

者は、経験的に細胞分裂の前、すなわちひょうたん

型になる前の個体、後者は細胞分裂直後の個体と想

像される。しかし、単なるミドリゾウリムシの個体

差（要するに、もともと体の大きなミドリゾウリム

シ）にすぎない可能性もある。大きなミドリゾウリ

ムシと小さなミドリゾウリムシ、それぞれに同数の

共生藻が共生しているのだろうか？あるいは、ミド

リゾウリムシの大きさに依存して共生する共生藻数

は決まるのだろうか？　このような単純な質問に対

しても答えは用意されていない。課題解決のために、

本研究で確立できたクローン化ミドリゾウリムシ（図

4）を用いて、ミドリゾウリムシの大きさと体内の共

生藻数との相関を定量的に明らかにする研究が求め

られる。

共生藻のミドリゾウリムシからの取り出しとクロ
ーン化
ミドリゾウリムシは、一日〜数日に一回の割合で分

裂をするものと考えられている。この場合、ホスト（ミ

ドリゾウリムシ）の分裂に同調して共生藻数が増加

していかないと、ホストの分裂が進むにつれて体内

の共生藻は減少し、やがてゼロになってしまう。野

外に白いミドリゾウリムシが生息するという報告４)

図 2．図 1 の A 地点．

図 3．図 1 の B 地点．

図 4．本研究で確立されたクローン化ミドリゾウリムシ．
スケール，50 ミクメン．
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図 5．クローン化共生藻．スケール，20 ミクロン．

とともに、ホストから取り出しクローン化された共

生藻の性質をホスト体外で解析する作業も欠かせな

い。後者の実施には共生藻のクローン化が必須であ

る。

　本研究では、神奈川県産ミドリゾウリムシの単離

とともに、ミドリゾウリムシ由来の共生藻について

も複数のクローン化を得る事ができた。今後、得ら

れたクローン化共生藻（図 5）を用いて詳細な解析

を実施する土台が整った。

　共生藻数に関する課題を解決する際に、さらにも

う一つ参考となる興味深い事実がある。数百の共生

藻は、ホスト体内で静かに共生している訳ではない。

一定の方向に、常にホスト体内で移動し、いわゆる

原形質流動を行っている状態にある。流動するにあ

たり、共生藻は「レール」が必要である。このレー

ルは、様々な検討から、細胞骨格構造のひとつ「微

小管」であることが示された 6）。微小管には様々な

微小管関連タンパク質が結合している事が高等動物

培養細胞などを用いた研究で明らかにされており 7)、

ミドリゾウリムシ体内においても、微小管関連タン

パク質と共生藻の相互作用で原形質流動が実現され

ているものと考えられる。原形質流動は、ミドリゾ

ウリムシが細胞分裂する直前に停止し、分裂後の分

裂細胞内では復活、間期では継続して流動が続いて

いる。これらの事実から、原形質流動が続く間期で

微小管阻害剤（脱重合剤）を作用させ人工的に流動

を停止させた場合、間期であっても共生藻数が倍加

するのではないかと予想した。実験の結果、原形質

流動を停止させると、間期のミドリゾウリムシ体内

でまさに共生藻が増加した 8)。原形質流動は、どの

ようにして共生藻の細胞分裂制御に一役買っている

のだろうか？　今回クローン化されたミドリゾウリ

ムシ共生藻を使用し、原形質流動による共生藻の分

裂制御機構の解明にチャレンジしていきたい。

今後の課題
本研究で単離されたミドリゾウリムシは無菌化され

ておらず、正確な意味ではクローン（純粋な単一細

胞由来の細胞集団）ではない。ゾウリムシでは、野

外から採集された個体の内部にバクテリアなどの共

生生物が存在することが報告されている。ゾウリム

シやミドリゾウリムシを無菌化したと言う報文も過

去にある。しかし無菌化ゾウリムシでは、その後体

内にバクテリアが共生している事が明らかにされた。

共生バクテリアの共生がゾウリムシ（ミドリゾウリ

ムシも？）の生存には必須で、無菌株の作成は本質

的に難しい事なのかもしれず、この問題の解決は極

めて大きな課題である。　

　これらの事実をふまえると、例えば、「ある地域」

で単離されたミドリゾウリムシを用いて得られた結

果が、「他の地域」のそれと一致するという保証はな

い。ミドリゾウリムシ自体の遺伝的背景は解析が始

まったばかり、体内の共生藻についても冒頭で述べ

た通りの状況で、ミドリゾウリムシの「質」自体に

大きな振れがあるからである。今後、共生藻の質が

保証された再共生ミドリゾウリムシを実験に導入し、

上述の課題に関し新規知見を得て行くだけでなく、

既報の知見の丹念な再確認作業も必須である。

　最後に。共生生物として代表的なアブラムシでは、

真核細胞（アブラムシ）と原核細胞（共生細菌ブフ

ネラ）との間で共生が成立し、長い間（一億年とも

言われる）に両者は「不可分」となった。真核 / 原
核の共生系はアブラムシの系以外でも解析が進み、

葉緑体やミトコンドリアの起源を探る「細胞内共生

はあるものの、白いミドリゾウリムシを野外で実際

に見いだすチャンスは殆ど無い。多くの野外採集ミ

ドリゾウリムシは、冒頭で述べた様に数百の共生藻

を体内に共生させている（図 4）。
　前節で述べた課題解決を目標として、我々は以前、

細胞分裂前後でのミドリゾウリムシ体内の共生藻数

の変化を観察した。ホスト体内の共生藻数（仮に

400 とする）が 800 に増殖してから分裂後 400 に再

配分されるのか、あるいはホストの分裂に伴い 400
が 200 に減少し、その後分裂細胞内で 400 に戻るの

か、どちらだろうか。観察の結果、ミドリゾウリム

シは前者の経路で体内の共生藻数を調節している事

が明らかになった 5)。この事から、ホストの分裂直

前に、ホストが分裂する事を検知し共生藻数を分裂

させ、しかもその回数を一回程度（それ以上分裂す

ると、共生藻はミドリゾウリムシ体内で 1000 個を

越えてしまう）に抑制するメカニズムは何か、とい

う興味深い課題が新たに提示された。この課題解決

には、ホスト体内の共生藻を注意深く観察する作業
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説」も有名である。一方、ミドリゾウリムシでは、

真核細胞同士の共生である。ミドリゾウリムシと共

生藻はまだ十分「可分」であり、両者の共生の開始

は意外に最近なのかもしれない。共生する側に回っ

た真核細胞（共生藻）は、今後、真核細胞の進化の

過程でどのような役割を果たしていくのだろうか。

真核 / 原核の共生系だけでは解明できない興味深い

課題である。今後の研究の進展に期待したい。
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序論 
一部の例外を除き、ほとんどの高等植物は有性生殖

を行うことによって子孫を生み出す。有性生殖はそ

の種の遺伝的多様性を増大し、進化や絶滅回避に貢

献するが、有性生殖を行うには雌雄の配偶子をつく

り受精を成功させる必要がある。植物の雌雄の配偶

子は雌性配偶体である胚嚢の卵細胞と、雄性配偶体

である花粉の精細胞である。植物では配偶体世代の

生殖器官である花の中で、胚嚢母細胞と花粉母細胞

が減数分裂を行うことによって、配偶体世代の始ま

りである胚嚢細胞と花粉小胞子が生み出される。こ

れらの細胞からつくられる配偶体世代の細胞は受精

するまで１組しか染色体を持たない。この減数分裂

については酵母菌、動物、植物などで多くの研究が

ある 1-3)。一般にどの生物でも、減数分裂前間期の S
期にそれぞれの染色体は１回複製され、その後、減

数第一分裂と減数第二分裂が連続して進行する。そ

れぞれに前期、中期、後期、終期があり、第一分裂

前期はさらに細糸期、合糸期、太糸期、複糸期、移

動期に分けられる。細糸期になると核という構造は

認められなくなり、それぞれの染色体が細い糸状に

Abstract:  Protoplast isolation conditions were investigated to observe the chromosomes dur-
ing the meiosis of pollen mother cells (PMCs) of Arabidopsis thaliana , without the fixation of 
cells. At first, optimal cell wall-degrading enzyme combinations for protoplast isolation from 
leaves were determined as Cellulase R10 and Pectolyase Y23 from 24 combinations of 6 cell 
wall-degrading enzymes, dissolved in 100 µL of 0.6 M mannitol solution using a 96-well plate 
method. As for recalcitrant anther material, using the same small-scale surveying method, 
two strong enzyme combinations,  A ; Cellulase RS, Hemicellulase, and Pectolyase Y23, and B; 
4 -times concentrations of A plus Driselase 20, were selected. Protoplasts of PMCs were only 
isolated from the anthers at a young stage in both varieties of Columbia and Landsberg in 
a 4-well dish, and were stained with DAPI solution after transferring to osmoticum solution 
without enzymes, by micromanipulation under an inverted microscope. From the anthers of 
developed stages, the PMC capsule was isolated from the surrounding protoplasts of tapetum 
cells by enzyme treatments and mechanical loosening under an inverted microscope. PMCs 
in the isolated capsule were observed by staining with DAPI solution after transferring using 
fine forceps, and squashed in 2 M sorbitol solution on a glass slide. From the anthers of a more 
developed stage, the PMC capsule was isolated and callose in cell walls of tetrads was stained 
with aniline blue solution.
Keywords:  Arabidopsis thaliana, chromosome, pollen mother cell, protoplast
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見え始める。合糸期には体細胞分裂では見られない

相同染色体同士が対合を開始し、対合部位では相同

染色体間にシナプトネマ複合体が形成される。この

時期に相同組換え反応が進行していると考えられて

いる。太糸期には相同染色体同士が端から端まで対

合し、均一な太さの糸状の染色体が観察される。複

糸期にはシナプトネマ複合体は分解し、交叉した部

分が視認される。移動期には相同染色体は繋がった

まま、凝縮し赤道面に移動する。第一分裂中期には

すべての染色体の動原体部分が赤道面に整列する。

第一分裂後期には相同染色体が分離し、互いに逆の

方向に分配される。第二分裂では半数になった染色

体を構成する姉妹染色分体が分離する。

　このような減数分裂期の染色体の形態観察は植物

でもコムギなどを用いて古くから行われているが 4)、

その動態の遺伝的制御に関する研究は進まなかった。

全ゲノムの塩基配列が高等生物で初めて解明された

シロイヌナズナは 5)、モデル植物に選ばれて以来、

多くの変異体が単離され、遺伝子の機能解析技法が

蓄積され、細胞内で起こる様々な現象が分子遺伝学

的に解析されるようになった 6, 7)。モデル植物に選ば

れた当初は、シロイヌナズナの染色体はゲノムサイ

ズに比例して矮小であるため染色体の観察が困難で

あったが、性能の高い顕微鏡や有効な観察方法が開

発され、染色体が詳細に調べられるようになった 8)。

その結果、シロイヌナズナでは体細胞分裂期の染色

体の構成要素・動態制御が遺伝子レベルで解析が可

能となっている。しかし、減数分裂に関しては、生

きた細胞での経時観察はほとんど行われておらず、

細胞内で起きている減数分裂に特有の現象の制御機

構も不明な点が多い。相同染色体の対合や、シナプ

トネマ複合体の構築・分解や、交叉の形成・解消な

どの現象には、どのような遺伝子が発現し、どのよ

うな構造がつくられるのか、またその構造はどのよ

うな成分で構成されているのかを明らかにすること

は減数分裂の全貌解明に不可欠である。しかし、花

粉母細胞は特殊な細胞壁を有するため、高精細な顕

微鏡観察や遺伝子発現の解析が難しい。植物では葉

などでは細胞壁を取り除き、プロトプラスト化する

手法が開発されている 9)。しかし、花粉母細胞の細

胞壁は特殊な成分を含むため、プロトプラスト化の

条件は知られていない。我々はシロイヌナズナを材

料にして花粉母細胞のプロトプラスト化を試みるこ

とにした。これに成功すれば、生きた細胞内での染

色体の形態変化を詳細に観察することができ、また、

特定の時期の花粉母細胞から無傷に近い RNA など

の細胞構成要素が得られ遺伝子発現解析も進展する

ものと期待できる。

材料と方法
葉と葯の細胞壁分解酵素条件の検討
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の、Colum-
bia 株と、Landsberg erecta 株の育成は、既報 10) に

よった。6 種の酵素、各 1% のセルラーゼ R10（R10）、
セルラーゼ RS（RS）、ヘミセルラーゼ (H)、ドリセ

ラーゼ 20 (D)、マセロザイム R10 (M)、0.25% ペク

トリアーゼ Y23 (P) の 24 通りの組み合わせ 11) を用

いた。0.6 M マンニトールに溶解した 4 倍濃度の酵

素をピペットマンにより分注し、8 ウェルセパレー

ト型 96 穴シャーレ（SUMILON）の各ウェルに 100 
µL の酵素液を作り、透明フィルム（マイクロプレー

トシーリングテープ 9793, 3M）を貼り、冷凍保存し、

室温に溶解して用いた。

　Columbiaの根生葉をメスで細断して各ウェルに加

えた。つぼみから実体顕微鏡下または、倒立顕微鏡

下、水滴中で柄付き針（虫ピン 00 番）、ピンセット

（Dumont No.5）を用いて、葯を取り出し、各酵素条

件のウェルに加えた。透明フィルムでカバーし、25℃、

300 rpm、振とう培養（SI-300C アズワン）を行な

った。1-2 時間、および一晩反応後ピンセットでほ

ぐし、倒立顕微鏡観察により、葉はプロトプラスト

の単離度を 5 段階で評価した。葯は、消化の程度に

ついて観察し、4 段階で評価した。

葯の細胞壁分解酵素処理と蛍光観察
Columbia と Landsberg の葯について、選択した   2
酵素条件（A: 各 1%RS、H、0.25%P，B: 各 4%RS、H、D、

1%P）を用い、浸透圧条件については、マンニトー

ル 0.6-0.8 M あるいはソルビトールを 0.6-2 M まで

変化させた。B の酵素処理に加えてサイトへリカー

ゼ 0.4% または、β - グルクロニダーゼ 1.4% 処理の

影響も検討した。

　マンニトール液はオートクレーブ滅菌後、酵素を

溶解した。ソルビトール各濃度液は、2 M 液をオー

トクレーブ滅菌し、滅菌水と混合して用いた。 B 酵

素は、0.6 M マンニトール液中一晩でバクテリア汚

染が起きるので、フィルター滅菌（0.22 µm）を行な

った後、冷凍保存、溶解して用いた。

　4 穴シャーレ（Nunc，Thermo Scientific）中で酵

素反応後、倒立顕微鏡下、葯を柄付き針とピンセッ

トでほぐし、花粉母細胞袋を分け取り、8 ウェルセ

パレート型の 96 穴シャーレを用いて、浸透圧剤を含

む酵素液および蛍光色素液への移動を行なった。

　蛍光倒立顕微鏡（オリンパス IX71）を用いて、可

視光、DAPI 染色（終濃 2.5 ng/mL，青色、WU フ

ィルター）とアニリンブルー染色（終濃 0.05%，pH 
8.5、青緑色、WU フィルター）, クロロフィル蛍光（赤
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色、WIB フィルター），などの観察を行なった。

マイクロマニピュレーション
マイクロマニピュレータ（MM-89、Narishige）と空

圧式インジェクター（IM-11-2）を用いて、花粉母細

胞袋、プロトプラスト、融合細胞などを、ピックア

ップ移動した。キャピラリー（10 µL，Drummond）
作成は、プラー（PC-10、Narishige）を用い、先端

は紙やすり（粒度 2000、360）によって内径を調節し、

水で洗浄して用いた。先端形状は、既報によりペン

バーナー（Prince）を用いて改良した 12)。

結果と討論
葉と葯からの細胞壁分解酵素条件の検討
図１に Columbia の葉のプロトプラスト化酵素の例

を示す。96 穴シャーレを用い振とう処理することに

より、1 条件 100 µL の少量で、通常の 24 穴シャーレ、

0.4 mL の条件 11) と同様に、倒立顕微鏡観察により、

プロトプラスト単離量の評価が可能であった。葉か

らのプロトプラスト単離は、セルラーゼは RS より

R10 の方が良い。R10，H，M の組み合わせも効果

的であったが、最適酵素組み合わせ条件としては、

できるだけ少ない酵素種の条件を選択し、短時間で

も単離が見られる R10，P の組み合わせが選択でき

図 1． Columbia葉の最適プロトプラスト化酵素条件検索 . R10, RS, H, D, M, Pの 24通りの組み合わせを 0.6 M マンニトー
ルに溶解した . 縦軸は 1.5 時間 ( 白 ), 21 時間 ( 黒 ) 処理後のプロトプラスト単離度．

図2.   Columbia葯の最適消化酵素条件検索 . R10, RS, H, D, M, Pの24通りの組み合わせを0.6 Mマンニトールに溶解した . 
縦軸は 2 時間 ( 白 ), 22 時間 ( 黒 ) 処理後の消化度．



88　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 28

花粉母細胞の観察　
Columbia 葯の発達段階第1期
花粉母細胞が減数分裂を開始する時期の若い葯（第

１期）大きさは、100-150 µm 程度であった。この

時期の葯から、図 4 に示すように若干消化された花

粉母細胞塊と思われる構造が酵素液中で観察された。

図 5 に示すように、若い葯からは、タペート細胞以

外に、花粉母細胞のプロトプラストも得られている

と考えられるが、酵素液中では、DAPI による青色

蛍光は検出できず、また比較のためのタペート細胞

の葉緑体の赤い蛍光も検出できないので、酵素液か

ら染色液へ移す必要があった。この時、若い発達段

階の葯から消化が進んだ細胞（塊）は、第 2 期以降

の葯の場合と異なり、マイクロマニピュレーション

によってしか移動できなかった。

　図 6 に示すように、大きいプロトプラストをマイ

クロマニピュレーションにより、酵素液からソルビ

る。セルラーゼのみでも、一晩後には単離されてく

るが、短時間では見られなかった。また、H と D が

共に加わると、葉プロトプラストを壊す働きがあっ

た。RS，H，D，P のように、強すぎる酵素条件では、

プロトプラストは短時間では単離されても、後に壊

れて低評価になった。

　一方葯は、葉に比べプロトプラスト単離は容易で

ないので、最初に消化実験（図 2）を行なった。セ

ルラーゼは R10 側より強い活性のある RS 側が良い

傾向が見られた。M との組み合わせに比べ、P との

組み合わせの方が良い傾向が見られた。

　図 3 に示すように葯の外側薄膜は残るが、内部組

織は、葯の発達時期により花粉嚢の部分が大きく残

る場合（図 3A，B）と、花粉母細胞の部位まで消化

されるもの（図 3C， D）とがあった。一晩反応により、

RS，H， P の組み合わせ、または、RS，D，P の組

み合わせ条件が、花粉嚢外側のタペタム層までは消

化されたと考えられた（図 3B，D）。RS，H，D，P
の最も強い組み合わせ条件において葯の消化度が悪

いのは、投入葯の発達時期が遅い花粉形成期だった

可能性も考えられる。

　以上の結果から、次項の、葯の内部にある花粉母

細胞のプロトプラスト化の目的のためには、酵素組

み合わせとして、RS，H，P の組み合わせ（酵素 A）と、

RS，H，D，P の２組み合わせを選択し、色々な発

達時期の葯を用いることとした。また、難プロトプ

ラスト化材料のマングローブ樹木の葉での知見 13) を

元に、RS，H，D，P の酵素濃度を 4 倍まで高くす

る（酵素 B）選択をした。

図 3． Columbia 葉の最適プロトプラスト化酵素条件検索 . 
R10, R 細胞壁分解酵素による葯の消化の様子 . A, B は RS, 
H, P の組み合わせ . C, D は RS, D, P の組み合わせ .  A, C
は 2 時間後 . B, D は一晩後の倒立顕微鏡写真 . Bar, 50 µm. 

図 4．Columbia の若い葯の花粉母細胞塊 . 酵素 B 処理し
たもの . Bar, 50 µm. 

図 5．Columbia の若い葯からの大小プロトプラスト . 酵素
B により 1 時間処理したもの . Bar, 50 µm. 



安積良隆 他 :  花粉母細胞のプロトプラスト化　89

トール液へ移すと DAPI で染色されたが、葉緑体の

蛍光は見られなかったので、花粉母細胞起源のプロ

トプラストが得られたと考えられる。

Columbia葯の発達段階第2期
減数分裂を進めていると考えられる第１期よりもや

や発達した時期の葯を酵素 A 処理し、柄付き針とピ

ンセットでほぐすと、花粉母細胞袋と、その周囲に

タペタム細胞構造が見られた（図 7）。
　独立した花粉母細胞袋を、倒立顕微鏡下、ピン

セットで４穴シャーレの 0.6 M ソルビトール中の

DAPI 染色液へ移し染色した。花粉母細胞袋内の染

色は、短時間では完了せず、一晩を要した。さらに、

ピンセットで、スライドグラス上、2 M ソルビトー

ル 10 µL に移し、カバーグラスをかけ押しつぶし観

察した（図 8，9）。分裂細胞の核が染色されて観察

された。

　この時、スライドグラス上のカバーガラスをかけ

た状態において、0.6 M ソルビトール液で封入する

と、液の蒸発があり、長期の観察ができないが、2 
M のソルビトール液で封入すると、蒸発が抑えられ、

数日間の観察が可能であった。

Landsberg葯の発達段階第1期
Landsberg の葯についても、Columbia と同様に、

酵素処理と、染色を行ったところ、葯の発達段階が

若い時期には、図 10 のように、花粉母細胞起源と思

われるプロトプラスト化が観察された。この時葯の

大きさは 200 µm 程度であった。

Landsberg葯の発達段階第2期
やや発達した時期の葯を、酵素 B の処理により、

Columbia で見られたものと同様な、独立した花粉

母細胞袋が得られた（図 11）。
　DAPI 染色には、酵素液からピンセットでソルビ

トール液に移動する必要があり、染色には時間を要

したので、Columbia と同様に、袋の浸透性が悪い

図 6．Columbia の若い葯から得られたプロトプラスト．
酵素 A 処理後、大き目のプロトプラストをマイクロマニ
ピュレーションにより 2M ソルビトール液へ移動し DAPI
染色したもの . WU フィルター (A), WIB フィルター (B). 
Bar, 20 µm.

図 8．Columbia 葯の発達段階第 2 期の独立した花粉母細
胞袋 . 酵素 A 処理したもの . DAPI 染色後 , スライドグラ
ス上2 Mソルビトールへ移動し，カバーグラスをかけた .正
立顕微鏡観察写真 . Bar, 20 µm.

図 7．Columbia 葯発達段階第２期の独立した花粉母細胞
袋とねタペート細胞のプロトプラスト . 酵素 A で処理した
もの .　Bar, 50 µm.

図 9．発達段階第２期の Columbia 葯の DAPI 染色 . Bar, 
25 µm
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図 10．Landsberg 葯の発達段階第 1 期の大小プロトプラ
スト . 酵素 B で 2 時間処理したもの . Bar, 50 µm. 

図 11．Landsberg の葯の発達段階第２期の花粉母細胞袋 . 
酵素 B で処理したもの . Bar, 50 µm.

図 12．Landsberg 葯の発達段階第２期のプロトプラスト . 
酵素 B を用いて一晩処理したもの . Bar, 50 µm. 

図 13．Landsberg のタペート細胞由来プロトプラストか
らの融合細胞 . 赤い蛍光（A, WIB フィルター）, 可視光（B）, 
青い蛍光（C, WU フィルター）. Bar, 50 µm 

図 14．Landsberg の発達した葯の花粉母細胞袋 . アニリン
ブルーによりカロースを染色したもの . Bar, 25 µm. 枠内は
可視光下で観察したもの．

と考えられる。

　Landsberg の場合は、Columbia に比べ、タペー

ト起源と思われる細胞には葉緑体の顆粒がより多く

観察された。

　酵素液中には、細胞内容物が見られない花粉母細

胞起源と考えられるプロトプラストと同じ大きさか、

さらに大きいプロトプラストが観察された（図 12）。
この起源を明らかにするため、マイクロマニピュ

レーションによって、大きな球状細胞を DAPI 染色

液に移動して観察したところ、図 13 のように、葉緑

体の赤い蛍光が強く観察されたので、タペート細胞

由来のプロトプラストが酵素液中で融合したものと

判断された。

　第 2 期の葯の大きさは、倒立顕微鏡下、250 µm
程度が目安になるが、第 3 期とのみかけの違いはは

っきりしなかった。

Landsberg葯の発達段階第3期
第 3 期の葯の大きさは、300 µm 以上が目安になるが、

第２期とのみかけの違いは明確ではない。酵素処理

後、マイクロマニピュレーションにより、花粉母細

胞袋を、ソルビトール液に移し、アニリンブルー染

色液を加えたところ、図 14 のようにカロースに特異

的な青緑色に細胞壁が染色された、四分子構造と考

えられた。この染色には、2 日間を要したので、袋

の膜の浸透性は悪い。
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花粉母細胞袋の他の酵素処理
Landsberg の発達した葯からの花粉母細胞袋の、

DAPI による染色には、通常一晩かかるが、酵素 B
処理後、マイクロマニピュレータにより花粉母細胞

袋を、セパレート型 96 穴シャーレ中でβ - グルクロ

ニダーゼ処理することにより、短時間での染色が見

られたので、酵素処理により浸透性が向上したと考

えられた。

　しかし、固定した葯で用いられるβ - グルクロニ

ダーゼやサイトへリカーゼ処理によっても、発達し

た葯から得られた花粉母細胞袋は、溶解することは

できなかった。

まとめ
シロイヌナズナ Columbia の葉と葯を用いた細胞壁

分解酵素6種類の24組み合わせの、96穴シャーレ中、

各 100 µL の少量の実験により、葉のプロトプラス

ト化酵素としては、セルラーゼ R10, ペクトリアーゼ

Y23 の組み合わせを最適条件として選択できた。し

かし、葯は , 葉に比べてより強い酵素条件でのみ消

化が見られ、葯の発達時期により消化される組織が

異なる結果が得られた。葯の細胞壁分解酵素条件と

して、セルラーゼ RS、 ヘミセルラーゼ、ペクトリア

ーゼ Y23 の組み合わせ酵素条件 A と、これにドリセ

ラーゼ 20 を加え、さらに、通常の 4 倍濃度の強い

酵素条件 B を用いることとした。

　次に、Columbia と Landsberg の、葯の発達段階

を若い時期の 1 から 3 期として、各々の時期でのプ

ロトプラスト化を試みた。葯の発達時期は、倒立顕

微鏡下の観察により、Columbia の葯は、Landsberg
の葯より小さめであり、150 µm、200 µm の長さが

目安となり、後者は 200 µm、250 µm、300 µm など

の長さが目安となるが、大きさだけでは細かい発達

時期の特定は困難であった。

　若い第 1 期の葯では、大小プロトプラストの単離

を観察した。プロトプラストの起源として、目指す

花粉母細胞か、タペート細胞かどうかについて調べ

た。マイクロマニピュレーションにより、酵素液か

ら浸透圧剤を含む染色液に移し、DAPI 染色と後者

が持つ葉緑体の蛍光が見られないことにより、大き

いプロトプラストの一部は花粉母細胞起源と判断さ

れた。

　Landsberg においては、酵素 B 条件により、得ら

れたタペート細胞のプロトプラストが融合すること

が明らかになったが、細胞内容物から花粉母細胞と

は区別できることが判明した。

　第 2 期以降の発達した葯においては、Columbia
と Landsberg 共にプロトプラスト単離は困難であっ

たが、消化された葯から、独立した花粉母細胞袋が

得られた。これを倒立顕微鏡下、4 穴シャーレまた

は 96 穴シャーレの各ウェル中、核や染色体を染色す

る DAPI 液や、細胞壁のカロースを染色するアニリ

ンブルー液に、ピンセットで移すことにより、紫外

蛍光を観察できた。

　今回得られた花粉母細胞袋構造は、スライドグラ

ス上の、2 M ソルビトール液にピンセットで移し、

カバーグラスで押しつぶすことにより、容易に分裂

核の観察と保存が可能となった。

　以上、シロイヌナズナの葯の発達時期に応じた処

理により、花粉母細胞を固定することなく、核や染

色体などの観察が可能となったと考えられる。
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序論 
種子植物の根は、植物体の地上部を支える機械的支

持器官であり、同時に、土壌中から水や無機塩類を

吸収して地上部に輸送する重要な役割を果たしてい

る。根の表面から吸収された水や溶質たる無機塩類

の中心柱までの移動は、細胞壁を経由するアポプラ

ストと細胞膜および細胞質を経由するシンプラスト

の二つの経路を経てなされていると考えられている

が、物質移動の選択は、専ら、後者のシンプラスト

において透過する細胞膜によってなされており、ア

ポプラスト経路による自由拡散移動は内皮細胞層に

局在するカスパリー線によって遮断されることが知

られている 1-4)。従って、根の表皮から侵入した水と

溶質は必ず内皮細胞の細胞膜を経て中心柱内へと移

動することとなり、この際、細胞膜の選択性が有害

物質や細胞膜不透過性物質の中心柱内への侵入を阻

止していると考えられる。

　一方、根端の組織学においては、内皮は根端分裂

組織辺縁部で形成されるが、内皮細胞層のカスパリ

ー線分化は皮層の求心性成長が完了してから始まる

とされている 2)。根における水の最大吸収部位は、

Abstract:  To examine whether the apoplastic movement of solutes is regulated by the devel-
oping endodermis in young roots of kidney beans, histological observations and a cytochemical 
study using lanthanum (La) as an apoplastic tracer were carried out. In transverse sections 
from the elongation zone of young roots cut at about 7.5 mm from the end of root cap, Caspar-
ian strips were found at the anticlinal walls of endodermal cells.  While, in transverse sections 
from a similar zone of roots grown in the solution containing 10 mM LaCl3, numerous electron-
dense precipitates were distributed at the cell walls not only in the cortex including the endo-
dermis but also in the vascular cylinder.  Electron probe X-ray microanalysis demonstrated 
that those precipitates contained mainly lanthanum. Light microscopic observations of serial 
sections from the root tip revealed that the endodermis appeared in the upper region about 1 
mm from the end of root cap. These results indicate that possible influx of solutes into the vas-
cular cylinder may occur through the region of root tip without any blocking at the apoplastic 
pathway, especially in young seedlings.
Keywords:  apoplastic movement, endodermis, kidney bean root, casparian strip, La cyto-
chemistry, X-ray microanalysis
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中心柱内の維管束の形成と相関して根端分裂組織か

ら数 cm 上の部分であることが報告されている 5) が、

それより下部においても水や溶質の侵入が生ずるこ

とは否定できない。特に、カスパリー線を伴う内皮

細胞層が形成される以前、あるいは、以後に、根冠

を含む根端において根の中心部への異物侵入は生じ

うるか否かは興味深い。本研究では、この問題解明

への試みとして発芽および発根初期の根の組織およ

び微細構造観察を行った。

　La イオンは細胞膜の Ca イオンチャネルに結合す

ることで平滑筋細胞内への Ca イオンの流入を阻害

することが良く知られている 6, 7)。このことは、同時

に、La が細胞膜を透過できない物質であることを意

味し、従って、植物のアポプラスト経路を確認する

ためのトレーサーとして利用できる 8, 9)。本研究では、

発芽後のインゲンマメの根における物質移動を観察

するために La を用いた。また、根の組織内で観察

された沈澱顆粒が La であることを証明するために

X 線マイクロアナリシスを行った。

材料と方法
材料
市販のツルナシインゲンマメ Phaseolus vulgaris 
L.（以下、インゲンマメ）の種子を入手し、表面に

塗布されていた防腐剤を蒸留水で洗浄した後、シャ

ーレの底部に敷いた蒸留水を含んだ脱脂綿上に播種

し、20℃に設定した恒温器中で発芽、発根させた。

播種から 4 日後に、一部の種子は、育成液を蒸留水

から 10 mM LaCl3 液に変えた。また、一部の種子は

播種の段階から 10 mM LaCl3 液を与えて発芽させ、

育成した。

根の組織および微細構造の観察
播種から 4 日後のインゲンマメの根を、根端から 10 
mm まで 2.5 mm ずつ 4 区画に分け，それぞれのブ

ロックを蒸留水中で脱気した。その後、pH 7.2 の

リン酸緩衝液で希釈した 6％グルタールアルデヒド

溶液で前固定し、リン酸緩衝液で洗浄してから 2%
四酸化オスミウム（OsO4）溶液で後固定した。固

定試料はアセトン系列で脱水した。アセトンとエポ

キシ樹脂（Quetol 812）の混合液で 24 時間置換処

理してから樹脂に包埋し、40℃と 60℃で 24 時間ず

つ加温重合した。ウルトラミクロトーム（Reichert 
Ultracut-N）を用い、各試料ブロックから厚さ約 0.9 
µm の光学顕微鏡用切片と厚さ約 70 nm の電子顕微

鏡用の超薄切片を作製した。光学顕微鏡用切片はト

ルイジンブルーで加温染色し、光学顕微鏡（Olympus 
BH-2）で観察した。根端組織の詳細観察のため、根

冠の先端からおよそ 100 µm ごとの連続横断切片を

作製して光学顕微鏡で観察した。一方、超薄切片は

酢酸ウランとクエン酸鉛で二重染色し、透過型電子

顕微鏡（JEOL JEM2000EX、JEOL JEM1230）で

観察した。

La細胞化学
アポプラストを経由する物質移動を観察するため、

10 mM LaCl3 溶液で育成された根から、通常観察用

試料と同様に、根端から 10 mm まで 2.5 mm ずつ 4
区画に分けた樹脂ブロックを作製した。通常観察と

同様に、それぞれ、光学顕微鏡用切片はトレイジン

ブルーで、電子顕微鏡観察用切片は酢酸ウランとク

エン酸鉛で染色したが、後者の一部は無染色とした。

X線マイクロアナリシス
生体内に浸透した La イオンは、電子顕微鏡下では

沈澱顆粒として観察される 7-9)。観察される沈澱顆

粒が確かに La を含むことを示すために、エネルギ

ー分散型 X 線検出器（JEOL EX-14033 JTP）を装

着した分析電子顕微鏡（JEOL JEM1230）により

LaCl3 溶液で育成された根の無染色超薄切片の X 線

マイクロアナリシスを行った。

結果
伸長域の組織と細胞の観察
播種から 4 日後に根はおよそ 20 mm に伸長し、背

軸付近は細いが次第に太くなり中程を過ぎると先細

りとなり、先端にはドーム型の根冠が形成される。

根の組織観察のために、徒手切片法により、伸長域

となる、根冠先端からおよそ 7.5 mm 上部の横断切

片を作製し、光学顕微鏡で観察した（Fig. 1A）。切

片作製領域の根の直径はおよそ１mm であった。こ

の領域では、根の中央に典型的な放射中心柱が形成

されており、中心部には明瞭な木部と篩部が見られ、

中心柱の外周には内鞘も発達していた。その内鞘を

取り囲む皮層の最内層として内皮が観察された。同

領域の樹脂包埋試料から作製した横断超薄切片を電

子顕微鏡で観察した。Fig. 1B は、皮層と中心柱の境

界領域を示しており、内皮と内鞘が隣接して同心円

状に配列し、内皮細胞間には細胞壁中葉付近のみが

隣接細胞の原形質で圧着されているような巾 0.1 〜

0.2 µm、長さ2〜5 µmの細い帯状構造が観察された。

その外観は，動物の表皮系細胞などで見られる密着

結合に似ており 9)、カスパリー線と考えられた。内

皮細胞内の中央液胞はかなり発達していたが、原形

質は細胞壁に沿って十分な厚さを保持しており、こ

れらの細胞が、機能細胞として活発に活動している
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Fig. １. Transverse sections from the elongation zone of young roots cut at about 7.5 mm from the end of root cap. A. Light 
micrograph, showing typical root tissues of epidermis, cortex including endodermis (En) and vascular cylinder including 
xylem (Xy) and phloem (Ph). B. Electron micrograph, showing boundary region between cortex and vascular cylinder. 
Endodermal cells (En) with Casparian strips (arrows) are adjacent to pericycle cells (Pe) of the stele. Scale bars, 200 µm (A) 
and 5 µm (B).

Fig.2. Electron micrographs of transverse sections from elongation zone at about 7.5 mm from the end of root cap in young 
roots incubated in La solution. A. Boundary region between cortex and vascular cylinder, showing endodermal cells (En) 
with Casparian strips (arrows) and adjacent pericycle cells (Pe). Note the distribution of electron-dense precipitates (arrow 
heads) along the cell walls even in inside of vascular cylinder. B. Enlarged view of cortex cells, showing electron-dense 
precipitates (arrow heads) in cell walls. C. Enlarged view of stele, showing electron-dense precipitates (arrow heads) in the 
cell walls around sieve element (Si) and companion cell (Co). Scale bars, 5 µm (A) and 2 µm (B, C).
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ことが示唆された。

組織への Laの浸透
発根後に La を含む水で育成した植物の根を対象と

し、根冠先端からおよそ 7.5 mm 上の領域を化学固

定して樹脂包埋した試料の横断超薄切片を電子顕微

鏡で観察した（Fig. 2）。Fig. 2A は皮層と中心柱の境

界領域を示しており、内皮細胞間には明瞭なカスパ

リー線が観察された。La は超薄切片では微細な顆粒

状の沈澱として観察されることが知られており 6,7)、

これに該当する沈澱顆粒と思われるものは、皮層の

細胞間（Fig. 2B）はもちろんのこと、中心柱内の細

胞間（Fig. 2C）にも同様に観察され、La 浸透がカ

スパリー線でブロックされるという予想とは異なり、

皮層と中心柱の境界領域全体の細胞壁部分に局在分

布していた。

　酢酸ウランやクエン酸鉛などの電子染色を施さな

い超薄切片を用いて細胞壁部分に観察される沈澱顆

粒の X 線マイクロアナリシスを行った。典型的な分

析例である Fig. 3 の X 線スペクトルで示されるよう

に、皮層と中心柱内の細胞壁に局在するいずれの沈

澱顆粒からも La-Lα（4,650 eV）、La-Lβ1（5,041 
eV: X 線強度は Lαの 50％）、La-Lβ２（5,383 eV: Ｘ
線強度は Lαの 20%）のスペクトルピークが検出さ

れ、これらの沈澱顆粒が La の沈澱顆粒であること

が確認された。

根端の組織観察
内皮細胞層に分布するカスパリー線はアポプラスト

経路による物質の自由拡散移動を妨げるとされてお

り、外部から加えた La は内皮で阻止され、中心柱

内には浸透できないと予測されたにも拘らず、前述

の結果では、根冠先端からおよそ 7.5 mm 上の領域

の中心柱細胞間の細胞壁にも La の沈澱顆粒が観察

された。中心柱内への La の浸透は、根のもっと先

端部分で生じている可能性があり、先端部の組織観 

Fig.4. Representative serial transverse sections of the young root cut every 100 µm from the end of root cap. A. Section 
of 70 µm upper region, showing only root cap cells. B. Section of 270 µm upper region, showing apical meristem in the 
central zone. C and D. Section of 670 µm and 820 µm upper regions, showing developing cortex cells between central 
apical meristem and peripheral root cap cells. E. Section of about 1 mm upper region, showing developing endodermis (En) 
and central vascular system. F. Section of about 2.5 mm upper region, showing epidermis, cortex including endodermis (En) 
and complete vascular cylinder with xylem (Xy) and phloem (Ph).  Scale bars, 100 µm (A-F).

Fig.3. Typical X-ray spectrum obtained from the analysis 
of precipitates localized at the cell wall in the vascular 
tissue, indicating the spectral peaks of La-Lα and La–L
β1 and 2 emissions. Labels of peaks show the element-line 
emission, respectively. The ordinate gives the number of 
X-ray events, and the abscissa indicates the X-ray energy 
in keV.
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の沈澱顆粒が認められ、X 線マイクロアナリシスに

よりこれらの沈澱顆粒は La からなるものであるこ

とが示された。内皮細胞の背斜側壁に形成されるカ

スパリー線はアポプラスト経由の溶質移動を妨げる

と考えられており 1-4)、ヤセイカンラン 8) やトウモ

ロコシ 9) の根では、La は中心柱内には浸透しない

ことが報告されており、今回の結果はそれと一致し

ない。発芽間もない若い根では、防御壁としてのカ

スパリー線の構築が不十分な領域やカスパリー線が

関与できない領域において La が軸中心部に浸透し

た可能性が考えられる。根冠を含む根端先端部の組

織観察結果（Fig. 4）はこの可能性を示唆した。

　一般に、内皮は根端の分裂組織から派生した細胞

層として形成される 4) が、インゲンマメの若い根

では分裂組織は根冠先端から上の 0.2 〜 0.8 mm の

領域に局在し（Fig. 4B~D）、根冠先端から 1 mm
より上部領域で明確な内皮が観察されていた（Fig. 
4E）。根冠や表皮細胞の細胞壁にはロウ物質が蓄積

されて水の通過を困難にしていると考えられている 2)

が、インゲンマメの若い根では、根冠先端からおよ

そ 1 mm までの領域はアポプラストを経由する水

や溶質の移動は完全には阻止されず、La もこの領

域から浸透した可能性がある。また、前述したよう

に、内皮カスパリー線の一部は電子密度があまり高

くなく、観察された領域のカスパリー線構築が不完

全で、水や溶質の通過を阻止出来ていないかもしれ

ない。これらの解釈を検証する実験は今後の課題と

して残された。
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察を行った。

　Fig. 4 は、化学固定後に樹脂包埋した根を根冠の

先端からおよそ 100 mm ごとに連続的に横断薄切

して光学顕微鏡で観察した結果を示している。先端

部は根冠細胞のみで形成されており（Fig. 4A）、根

端分裂組織は根冠先端から上の 0.2 〜 0.3 mm あた

りの領域から見られ、根の軸中心に局在していた

（Fig. 4B~D）。その領域よりさらに上部となる 0.8
〜 2.5 mm の領域では皮層と中心柱が観察されるよ

うになり、内皮および維管束の木部や篩部も明瞭に

観察された（Fig. 4E, F）。また、Fig. 4D では、最

外層はなお細胞質が疎である大きめの細胞で構成さ

れており、それらが根冠細胞であることを示して

いた。一方、先端から 3.7 mm 上の領域で観察され

た横断切片像は、伸長域 4) とされる 7.5 mm 上の領

域での像（Fig. 1A）に近似しており、表皮、皮層、

中心柱が明瞭であり、内皮、内鞘、木部、篩部が確

認された。

討論
カスパリー線の微細構造
幼根から伸びた全長およそ 20 mm の若い根の中央

部付近の横断切片像では明確な表皮、皮層、中心柱

が観察された（Fig.1）。皮層と中心柱の境界では内

皮と内鞘が隣接しており、内皮細胞の側面には隣接

する細胞間の細胞壁に巾 0.1 〜 0.2 mm、長さ 2 〜

5 mm の細い帯状構造が観察された（Fig. 1B, Fig. 
2A）。動物細胞に見られる密着結合との形態学的類

似性と内皮細胞間に局在することから、それらは

カスパリー線と考えられる 1-4,10)。カスパリー線は、

細胞壁の中葉域のみを隣接細胞の細胞膜が挟み込む

ような構造をしており、電子顕微鏡像では、その部

分の電子密度が高いとされている 10)。今回観察さ

れたカスパリー線の電子密度はさほど高くはない。

カスパリー線の電子密度はスベリンなどの沈着物質

の蓄積濃度と相関しているように思われるが、そう

であれば、観察された低電子密度のものは、試料が

まだ未成熟な根であったことを反映しているのかも

しれない。一部のカスパリー線では、挟み込む二細

胞のうちの一細胞の原形質がそこに見られないもの

もあったが、液胞の膨大化によりその付近の原形質

が移動させられることはありうることで、その結果、

そのような像が生じたのではないかと思われる。

若い根における中心柱への溶質移動
La を含む水で育成したインゲンマメの若い根を根

冠先端からおよそ 7.5 mm の部分で横断して得られ

た切片像の観察では、中心柱の細胞間細胞壁に多数
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序論
タケ類の地下茎の節から生じる若いシュートである

タケノコ（筍）は、節間下部に存在する介在分裂組

織の細胞分裂と節間細胞の伸長成長が節間ごとに起

こるために急速に成長する。植物細胞の伸長成長は、

細胞壁の進展性の増加と液胞内の水の蓄積による膨

圧の増加によって起こる。タケノコの急速な成長を

支えるためには、地下部からの迅速な吸水が行われ

なければならない。一般に、土壌の水はおもに葉か

らの蒸散によって生じる水の化学ポテンシャルの勾

配に従って道管を通って植物体を上昇する。道管を

構成する細胞である道管要素は成熟後、核と細胞質

を失い、細胞壁の「管」となって死んだ状態で通導

機能を担う。その細胞壁は全体がリグニンを含む物

理的に強固な構造であるために伸長することはない。 
　急速に伸長する若い組織からなるタケノコで、そ

の節間成長の過程において道管要素の分化と成熟が

どのように進行し、実際どの程度の通導機能を果た

し得るに至るかは興味深い問題である。若いシュー

トの茎頂分裂組織近傍での道管の分化と成熟は原生

木部において始まり、それに遅れて後生木部の道管

Abstract:  Bamboo shoots are well-known to grow rapidly by means of internodal elongation 
supported by marked water uptake.  In this study, we observed vessels of the proto- and meta-
xylem in different developmental stages in rapidly growing bamboo shoots of Phyllostachys 
bambusoides . The bamboo shoots for observation were ca. 20 cm in length from the apex to 
base, and segmented into 30 internodes. The protoxylem vessels developed preceding those of 
the metaxylem.  However, the protoxylem vessels did not fully develop and were nor functional 
for water uptake in the region above the 10th node. The metaxylem vessels were not mature in 
any regions of the bamboo shoot. While the protoxylem vessels below the 20th node appeared 
to be fully mature and functional, they were broken at some points, probably by stretching 
caused by the internodal elongation. This suggests that water may leak out of the protoxylem 
vessels into the apoplastic space around the broken points and reenter protoxylem vessels. 
These results suggest that water uptake in rapidly growing bamboo shoots depends on proto-
xylem vessels in part but may use the whole apoplastic space, and protoxylem vessels above 
the 10th or 20th node are not mature enough to function in water uptake. Also, no metaxylem 
vessels are  functional in any internodal regions of the bamboo shoot.
Keywords:  bamboo shoot, internodal growth, metaxylem, protoxylem, vessel element
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が発達することがいくつかの種子植物で知られてい

る 1-4)。モウソウチク（Phyllostachys pubescens）
においても、タケノコの頂端付近では原生木部道

管（PV）の発達が後生木部道管（MV）のそれに

先行することが知られている 4)。また、カヤツリグ

サ科のEleocharis acuta では、途切れた環状要素

は新しく分化した環状要素によって修復されること

が報告されている 5)。しかし、これらの観察事実が

水の通導にどのように関わっているかは明らかで

はない。本研究の目的は、マダケ（Phyllostachys 
bambusoides）のタケノコを用いて、PV と MV そ

れぞれの道管要素の発達過程と通導機能との関係を

明らかにすることである。タケノコでは頂端から基

部に向かって細胞および組織の齢の勾配が存在する

ので、本研究では道管の観察を頂端から基部までの

節間ごとに行い、その観察結果に基づいてタケノコ

における水の通導経路について考察した。

材料と方法
神奈川大学湘南ひらつかキャンパス敷地内において

2016 年 6 月に地上部の全長が 30~40cm のマダケ

（Phyllostachys bambusoides）の「タケノコ」を採

取した。図 1a に示すタケノコは観察に用いたタケ

ノコのひとつである．全体を被っている桿鞘を除去

し（図 1b）、縦に二等分し（図 1c）、節間毎に切り取

って観察に用いた。本稿では、節の位置を頂端から

順に番号を付けて区別した。図１のタケノコでは 30
節が茎頂から約 20 cm、つまり地表に最も近い節で

ある。節間については、たとえば、9 節と 10 節の間

の節間は 9-10 節間と呼び、他の節間についても同様

に呼ぶことにした。

　切り取った節間部は 3% のホルムアルデヒドを含

む 0.1 M カコジル酸緩衝液（pH 7.2）中で固定し、

使用時まで冷蔵庫内で保存した。固定した試料を緩

衝液で洗浄後、エタノール上昇シリーズで脱水した

後、Technovit7100 樹脂に包埋した。包埋した試料

をウルトラミクロトームでガラスナイフを用いて薄

切し、厚さ 2 µm の切片を作製した。切片はトルイ

ジンブルー O、または、サフラニンで染色した。細

胞壁の観察には、カルコフロールホワイトを用いた

蛍光染色も用いた。核の観察では、Technovit7100
樹脂に包埋した切片を4',6-diamidino-2-phenylindole

（DAPI）で蛍光染色した。

結果と討論
30 の節間からなるマダケのタケノコ（図１）の横断

切片を観察した結果、中空の桿茎の外側から内側に

なるほど維管束全体や道管のサイズが大であった。

この結果は、マダケとモウソウチク（Phyllostachys 
heterocycla）およびハチク（Phyllostachys nigra）
について報告された知見と一致した 6,7）。本研究では、

どの節間においても桿茎の中間部の道管について比

較した。

　図２a-c は、それぞれ 10 節の上部（９-10 節間下

部）、20 節の上部（19-20 節間下部）、30 節の上部

（29-30 節間下部）の横断切片のトルイジンブルー O
染色像である。10 節の上部では、20 節と 30 節の上

部に比べて原生木部道管（PV）、後生木部道管（MV）

とも細く未発達であった。10 節、20 節、30 節の各

上部のいずれの場合も、２本または３本の PV は側

面で接していた。そのうちの１本は管壁が厚くトル

イジンブルー O で強く染色されたため、その細胞壁

は二次細胞壁であると考えられる。細胞壁の肥厚を

より明瞭に観察するために、20 節上部の横断切片に

ついてカルコフロールホワイトを用いて蛍光染色し

た結果、すべての維管束で、2 〜３本の PV のうち

の１本の PV では細胞壁の顕著な肥厚が認められた

（図３）。一方、PV を挟んで位置する２本の MV は

いずれの場合も、管壁が薄く二次細胞壁特有の肥厚

が認められなかった。各維管束の PV、MV、そして

篩部以外の領域は、断面が小さい細胞によって占め

られていた。これらの横断切片の観察から、タケノ

コの頂端から基部（タケノコの 30 節付近）までの，

すなわち，このタケノコすべての節間で MV が二次

細胞壁特有の肥厚を持たず、道管要素として未成熟

であることが示唆された。

　MV と PV の成熟度を確かめるために、縦断切片

の観察も行った。10 節上部の縦断切片では、環紋肥

厚を持つ細胞壁からなる PV の道管要素（図 4a．短

矢印）とそれに接する環紋肥厚を持たないもう１つ

の PV の道管要素が認められ、横断切片での観察と

符合する結果が得られた。環紋肥厚を持たない PV
では，道管要素間に長軸に垂直な明瞭な細胞壁が認

められ，それらの道管要素が未成熟であることを示

唆している．環紋肥厚をもつ PV の道管要素の中に

は、核を持つ道管要素も認められた．したがって，

それらはまだ道管として機能し得る段階にまで達し

ていないと言える（図 4b．矢印）。一方、MV は細

胞壁が薄く環紋肥厚は認められなかった（図 4a．長

矢印）．

　25 節上部では、10 節上部の観察結果と同様、２

本の PV の一方（図 5a．黒短矢印）と MV の道管

要素には環紋肥厚が認められなかった（図 5a．白矢

印）。また、環紋肥厚を持つ PV において、核が残存

した道管要素は観察した限り認められなかった（図

5a．黒長矢印）。25 節上部の横断切片を DAPI 蛍光
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図 1．マダケのタケノコ．　a. 全長約 30 cm のマダケのタケノコ .　b. 露出した筍皮を剥いだタケノコ .　c. 
すべての筍皮を剥いだタケノコの縦断面．桿茎頂端から基部までの長さは約 20 cm.　矢印とその下の数字は
頂端の節から数えた節の番号を示す．

図 2．10 節上部（a），20 節上部（b），30 節上部（c）の維管束の横断切片をトルイジンブルー O で染色し
た光学顕微鏡写真．白矢印は PV、黒矢印は MV をそれぞれ示す．スケールバー：100 µm.

図 3．カルコフロールホワイトで蛍光染色した 20 節
上部の横断切片．2 または 3 本の PV の内の１本の
リグニン化された二次細胞壁からカルコフロールホ
ワイトによる青白色の強い蛍光が発している．スケー
ルバー：100 µm.

図 4．10 節上部の縦断切片．a. 環紋肥厚を持つ
PV（短矢印）とそれに接する環紋肥厚を持たない
PV．2 本の PV の近傍に環紋肥厚を持たない MV
が走向する（長矢印）．スケールバー： 20 µm． b．
DAPI で蛍光染色した蛍光顕微鏡写真．環紋肥厚
を持つ PV の道管要素に核が認められる（黒矢印）．
スケールバー： 20 µm.
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染色して蛍光顕微鏡で観察したところ、細胞壁が薄

い PV と MV の道管要素に核が認められるものがあ

った（図 5b）。
　30 節上部の MV の道管要素の中に、PV で見られ

る環紋肥厚ほどには顕著ではないが、環紋肥厚が認

められるものがあった。しかし、そのような道管要

素にも核や細胞質が認められるものがあった（図 6）。
したがって、頂端から 30 節の間では MV のいずれ

図 5．25 節上部の縦断切片（a）と DAPI 蛍光染色した横断切
片（b）．a. 黒長矢印は環紋肥厚を持つ PV，黒短矢印は環紋肥
厚を持たない PV の道管要素に残存する核をそれぞれ示す．白
矢印は環紋肥厚を持たない道管要素からなる MV をそれぞれ示
す．b. 長矢印は MV の道管要素に存在する核，短矢印は環紋肥
厚を持たない PV の道管要素に残存する核をそれぞれ示す．ス
ケールバー： 20 µm.

図 6．30 節上部の縦断切片．矢印は
環紋肥厚を持つ MV の道管要素内の核
を示す．スケールバー：20 µm.

図 7．20 節上部の縦断切片．a. 環紋肥厚を持つ PV に途
切れが認められる．b. 環紋肥厚を持つ PV の環紋間の間
隔が引き延ばされている（矢印）．スケールバー： 20 µm.
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においても道管として機能し得る段階にまで成熟が進

んでいないと考えられる。

　上述のように、10 節上部、25 節上部、30 節上部の

いずれにおいても、２本または３本の PV の中の１本

には、間隔の狭い明瞭な環紋肥厚が、観察した限り例

外無く認められたが（図３, 図 4）、19-20 節間、24-25
節間、29-30 節間（タケノコの基部付近）において、

環紋肥厚を持つ PV に途切れが生じているのが、かな

りの頻度で観察された（図 7a）。しかし、環紋肥厚を

持たない PV には途切れが認められなかった。また、

MV については、頂端から 30 節に至るまで、観察した

限り途切れは認められなかった。環紋肥厚をもつ成熟

した道管要素は死んだ細胞であり細胞壁の進展性は極

めて乏しいと考えられる。そのため環紋肥厚をもつ成

熟した道管要素からなる PV の途切れは、節間成長の

際に節間全体に生じる張力によって生じたと考えられ

る。図 7b ( 矢印 ) は、PV の環紋肥厚の間の進展性があ

る程度残っている状態で PV が引き延され、さらに途

切れつつある過程を示していると考えられる。節間成

長の際には、道管要素を含めてすべての細胞に長軸方

向の張力がかかるので、環紋肥厚をもつ死んだ道管要

素からなるどの PV も、そのどこかで途切れていると

考えられる。一方、未成熟の道管要素からなる MV に

途切れが見られなかったのは、その細胞壁のリグニン

化の程度が低いか、あるいは、環紋肥厚がある程度形

成されていても、環紋と環紋の間の細胞壁部分に進展

性が残存していたためと推察される。カヤツリグサ科

のEleocharis acuta では、途切れた環状要素は新しく

分化した環状要素によって修復されることが報告され

ている 5)。本研究で観察された PV の途切れが修復さ

れるかどうかは今のところ不明である。より成長した

タケノコや成竹ではその途切れが修復される代わりに、

MV が成熟して通導機能を果たす可能性も考えられる。

　すでに述べたように、道管としての機能を有する可

能性があるのは 20 節以下の成熟した PV のみである。

しかし、それらの PV には途切れが生じているため、

タケノコの基部から茎頂までの約 20cm の間の水の上

昇は、成熟した PV のみによって行われるのではなく、

少なくとも途切れの部分では周囲のアポプラストを経

由していると考えられる。また、MV 自身も未成熟な

ため道管として機能していないと考えられる。マダケ

の桿茎にはリグニン化が十分に進んでいない細胞壁を

もつ、道管以外の維管束組織や基本組織の細胞、そし

て分裂能を保持した細胞が相接して存在しているので、

それらの細胞壁からなる密なアポプラストのネットワ

ーク空間が存在する。10 節から頂端までの領域では、

どの PV も、そして MV も未成熟なため、道管に依存

せずにアポプラスト空間全体によって水の移動が行わ

れ、著しい伸長成長を支えるに十分な吸水が可能にな

っていると考えられる。頂端までの水の輸送の原動力

が何かは今のところ結論できない。頂端から突き出た

葉片からどの程度の蒸散が行われているのか、根圧が

原動力になっているのか、あるいは両方なのか、何ら

かの形の水の化学ポテンシャルの勾配が形成されてい

ると考えられるが、この問題については現在検討中で

ある。

　全長約 30 〜 40 cm のタケノコでは MV は道管とし

て機能し得る段階にまで発達していないことが本研究

で明らかになった。より成長したタケノコや成竹では、

MV は PV に遅れて、道管として機能し得る段階に至

ると推察されるが 8)、機能し得る MV として発達して

いく過程で、急速な節間成長とどのように歩調を合わ

せて途切れの無い道管が形成されていくのであろうか。

これも今後に残された課題である。
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序論 
ペルム紀 - 三畳紀（P-T）境界における大絶滅の

後、テチス海においてウニ類の大規模な適応放散が

生じた 1)。この時代のテチス海の動物群が現在の西

太平洋においてよく保存されていることが知られて

おり、この地域のウニ類の進化史解明は全世界的な

ウニ類の進化を語る上で不可欠である。P-T 境界に

おける大絶滅以前から存続する唯一のウニ類である

キダリス類に属するキダリス目 Cidaroida は特に注

目されるグループであるが、その進化史の研究は古

生物学を基盤としており、分子系統学解析は進ん

でいるとはいえない。分類学的研究 2) では現生キ

ダリス類は４つの科（Histocidaridae、Cidaridae、
Ctenocidaridae、Psychocidaridae）から構成され、

これらに属する種の分子系統学的データを提示した

研究は複数存在するが 3,4)、使用した遺伝子領域がそ

れぞれ異なるため、いまだ科レベルの分子系統関係

すら解明に至っていない。

　また、これまでウニ類の分子系統学的研究におい

ては証拠標本の重要性が考慮されてこなかった。従

来は生殖巣や棘基部の筋肉などから DNA 抽出が行

われてきたが 5-7)、棘や卵巣から DNA 抽出を行う場

合、少なからず標本の損壊を伴う。特に生殖巣を用

いる場合は外殻を大きく切り開く必要があり、外殻

部の全体形が損なわれることも多い。このため、従

来法は証拠標本の保存には適していない。ウニ類は

成長段階の初期において分類同定が難しい事が知

られている。過去の研究 6) で用いられたBrisaster 
fragilis と Brisaster latifrons の 16SrRNA 領 域

（AJ639805 および AJ639806）が、配列の開始位置

が異なるものの重複部分においては 100% 一致する

配列が示されている。ブンブク類は幼体時の分類同

定が難しい事が知られており、何らかの問題が生じ

ているとみられる。この様な場合、保存しておいた

証拠標本を用いて分類形質を確認し、再度同定作業

を行う必要があるが、上述した様な破壊的な DNA
抽出作業を行なった場合に十分な同定作業を行いう

るかは疑問である。さらに、今回用いたキダリス類

のウニは太い棘を持つ事が特徴の一つであり、しば
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しば棘の表面上に様々な生物が付着している。その

ため、特に体表部の組織を用いた場合にコンタミネ

ーションの危険性が増大する。また、これらの問題

を解決するためには、非破壊的な DNA 抽出技法を

用いる事で証拠標本の保存と分子系統解析を両立す

る必要がある。今回試みた新たな DNA 抽出技法は

この問題の有力な解決法足り得るものである。

　本研究は上記した諸問題を解決するため、既知の

データに新たに得たキダリス類の配列情報を加えて

系統解析する事でキダリス類の進化史の一旦を明ら

かにするものである。

材料と方法
用いたウニ：2016 年に高知県土佐清水市および大

月町周辺の沖でダイビング中に採集された、もし

くは珊瑚網で混獲された 6 属 6 種を用いた。4 種は

原始的な形質を多くとどめるとされるキダリス類

に属する：フシザオウニPlococidaris verticillata、
ノコギリウニPrionocidaris baculosa、サテライト

ウニStylocidaris reini、マツカサウニEucidaris 
metularia。他の 2 種は中生代以降に分岐した新しい

形質をもった真ウニ類 Euechinoidea に属するオト

ヒメウニBathysalenia cincta（アルバキア類）、お

よびSalmacis rubricincta（ホンウニ類）である。

DNA抽出
オトヒメウニ、ノコギリウニについては従来法を

用い、それぞれ棘および生殖巣を DNA 抽出に用い

た。他の 4 種については体腔液を DNA 抽出に用い

た。体腔液採取は周口部から行い、18G の注射針

を取り付けたシリンジを用いて周口膜を貫通させた

注射針から体腔液を採取した。採取した体腔液を

1500xg で 5 min 遠心し、上清を除いて得たペレット

から DNA 抽出を行なった。それぞれのウニの組織

あるいは細胞ペレットに TNES-Urea バッファ 8) と

Proteinase K を加えて 8 時間以上室温で震盪した後

に 55ºC で 1 時間処理し、フェノール・クロロホルム・

イソアミルアルコールおよびクロロホルム・イソア

ミルアルコールを用いた二段階の精製を経たのち、

エタノール沈殿を行なって精製 DNA を得た。得ら

れた total DNA は TE バッファに溶解し、凍結保存

した。

PCR～シークエンス
既報 9）にて設計、使用したプライマのうち2種（echF03 
5'-CCTGTTTACCAAAAACATCGCTCC-3'、echR02 
5'-GTAGATAGAAACTGACCTGGCTCTCG-3'）を用

い、ミトコンドリア DNA のうち 16SrRNA 領域の一

部を増幅した。PCR は Tks Gflex DNA Polymerase 
(TAKARA) を通常の半分の酵素量で用い、サーマル

サイクラ PCR Thermal Cycler Dice Touch（TAKARA）
により行なった。テンプレート濃度は 2.5 ng/50 µL 反

応系とし、アニーリング温度55 ºCでPCRを行なった。

PCR 産物の精製には AMPure XP (Agencourt) を用い、

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo 
Fisher Scientific）を用いたシークエンスリアクショ

ンの後、ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied 
Biosystems）によってシークエンスを行ない、配列情

報を得た。

系統解析
シークエンサの波形データからの配列修正お

よびマルチプルアライメントには Geneious R9 
(Biomatters) を用いた。今回配列決定を行ったキ

ダリス 6 種と真ウニ類 2 属 2 種に加え、すでに

mtDNA の 16Sr RNA 配列が明らかになっているキ

ダリス類 5 属 5 種について Genbank から配列情報

を取得してアライメント後、もっとも短い配列に合

わせた 578bp を系統解析に用いた。取得した配列

の種名と Accession No. は次の通り：Stereocidaris 
excavatus（excavata の誤記と思しい。DQ073750）、
Prionocidaris bispinosa（DQ073747）、Calocidaris 
micans （DQ073737）、Ctenocidaris perrieri
（GU226988）、Phalacrocidaris japonica（JQ322575）。
系統解析には PAUP10）を用い、モデルテストの結果

に基づき解析パラメータを決定し、NJ 法および最

尤法による系統樹を得た。系統樹の根は正形類 2 種

を外群として定めた。樹形の妥当性はブートストラ

ップ値（1000 回試行）により評価し、ブートストラ

ップ値が 50 を切る分岐については多分岐として表記

した。

結果
PCR～シークエンス
既報 9）で設計したプライマは現生ウニ類でもっと

も初期に分化したとされるキダリス類に対しても

問題なく機能した。6 種のミトコンドリア DNA
の 16SrRNA の部分配列情報が得られた。キダリ

ス類 4 種については 608-616bp、真ウニ類 2 種で

は 585、587bp と分子量に差が見られた。得られた

配列の Genbank の Accession No. は以下の通り：

Plococidaris verticillata  MF077372、Prionocidaris 
baculosa MF077373、Stylocidaris reini  MF077374、
Eucidaris metularia  MF077375、Bathysalenia 
cincta MF077376、Salmacis rubricincta MF077377。
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図 1．求められたキダリス類の系統樹．a. NJ 法（GTR+I+G）による樹形．b. 最尤法（GTR+I+G）による樹形．それ
ぞれの分岐に記されている数字はブートスラップ値．

系統解析
NJ 法と最尤法により得られた 2 つの樹形は、最尤

法の系統樹で一箇所多分岐になっている点を除いて

は同一のトポロジを示した。キダリス類は共に大き

く 2 つのクレードを形成した。それぞれのクレード

に含まれる種は 2 つの系統樹で共通しており、1 つ

のクレードはPrionocidaris bispinosa、Calocidaris 
micans、Ctenocidaris perrieri、Stereocidaris 
excavatus に加え、Phalacrocidaris japonica から構

成された。以下、これをクレード A とする。もう 1
つのクレードは今回配列を得たキダリス類 4 種から

構成された。これをクレード B とする。ノコギリウ

ニPrionocidaris baculosa とPrionocidaris bispinosa
の 2 種は形態による分類で同じPrionocidaris 属とさ

れた。

討論
体腔液法によるDNA抽出
前述したとおり系統分類学的研究を行うにあたって

証拠標本の保存は重要な課題である。そこで今回、

新たな DNA 抽出の方法として、体腔液を用いての

DNA 抽出を試みた。この方法の最大の利点は、外殻、

棘、顎などの分類上重要な形質を一切損なわないと

いう点にある。定量的比較は行なっていないものの、

この方法でもこれまで取られてきた方法と同様に精

製 DNA を得て PCR ベースの解析を行うことが可能

であった。ウニ類の DNA 抽出でしばしば生じる色

素の夾雑も低く押さえられており、PCR の効率は良

好であった。この技法を採用する事でコンタミネー

ションの危険性を低減しつつ、過去に指摘したウニ

の PCR 時の困難 9）を軽減する可能性がある。また、

ウニ類では体腔内に大量の水分を含むことから、固

定標本を作成する際に固定液の濃度が低下し、数度

にわたり固定液を入れ替える必要が生じがちである。

この体腔液法の副産物として体腔液を回収した後、

体腔内に直接固定液を送り込む事が可能となること

から、証拠標本の固定状況の向上も期待される。

キダリス類の科間関係
2 種の系統樹においてキダリス類を二分している 2
つのクレードを構成する種は完全に一致していた。

今回の系統解析に用いたキダリス類 2 科 8 属 9 種

は、同 2 科 9 属 13 種の分子系統解析を試みた先行

研究 3）と 4 属が共通している。Cidaroida につい

て mtDNA の 16SrRNA 領域の情報はこれまで極め

て少なかった事から系統関係について十分な考察

は不可能だったが、今回既知の 5 種に加え新たに

Cidarinae 4 種の配列情報を加えた事で、先行研究 3）
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の COI および 28Sr RNA 領域を用いて得た系統関係

と比較する事が可能となった。今回得られた系統樹

と先行研究 3）の系統樹の樹形と分岐関係を比較する

と次の様に解釈される。まず、クレード A は先行研

究 3）においてStereocidaris、Cidaris、Goniocidaris
を含むクレードに相当する。このクレード A には

Goniocidarinae、Stereocidarinae そして Cidarinae
の一部が含まれるとみられる。次にクレード B
は Stylocidaris、Acanthocidaris、Prionocidaris、
Plococidaris を含むクレードに相当する。このクレ

ードBにはCidarinaeの多くが含まれるとみられる。

今回新たに構築された系統樹により、これまで判明

していなかった Ctenocidaridae の系統的位置が示さ

れた。Ctenocidaridae はStereocidaris を含むクレー

ド B に含まれる。先行研究では、取り扱った 2 つの

科がそれぞれ 1 つのクレードにまとまっていたが 3）、

今回の結果からは Ctenocidaridae は Cidaridae に含

まれると判断される。

Prionocidaris 属の多系統性
これまで Cidaroida の系統推定において、形態に基

づく分類 2）と分子系統は科レベル以上ではよく一致

し、亜科レベルでは相違がみられるが 3）、同属とさ

れるものが大きく異なるクレードに含まれてしまっ

た例はなかった。これは従来の形態分類が低次分類

階級において高い精度を持つ事を示す。しかし、今

回の解析ではPrionocidaris 属の 2 種が異なる二つ

のクレードに含まれPrionocidaris baculosa はクレ

ード A に、Prionocidaris japonica はクレード B と、

明確に異なるクレードに含まれた。さらに配列その

ものの相同性も低いことからこの 2 種は形態的分類

において同属とされているものの、本来は別々の属

に組み込まれるべき種である可能性が高い。すなわ

ちPrionocidaris 属は多系統であると考えられる。こ

のことからウニ綱の種を網羅的に取りまとめて作成

された種検索表 11) で挙げられているPrionocidaris
属を特徴付ける形態は、収斂現象により生じやすい

形態であり、2 種でそれぞれ独自に発達したもので

あると判断される。

　以上から、キダリス類については科〜亜科レベル

の分類に再検討の余地があり、さらにPrionocidaris
属については大幅な再検討が必要であると考えられ

る。今後の精査が必要とされるが、キダリス類の分

類形質やその基準は今後大幅に見直される可能性が

あるだろう。
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序論 
有害な試薬を用いずに河川水・温泉水等の環境水中

の有害元素や稀少元素 ( レアメタル ) を分離濃縮す

るシステムとして、凍結・融解過程に注目してきた。

現在研究開発が進んでいる分離・分析法の多くは、

微量・希薄試料を対象とした高感度な手法が多い。

試薬の使用料も少なく環境配慮型分析法として有用

ではあるが、一方で比較的多くの試料を扱う環境試

料に適用できる手法の開発は多くない。本研究では

有害な試薬を用いずに、数百ｍ L ～ L 単位での試料

の分離・濃縮を行うことを目的とした。これまで人

の健康の保護に関する環境基準が定められており、

温泉水の成分として含まれていることが多く、河川

への流入が問題視されているホウ素を取り上げ、有

害な試薬や高価な試薬を使用しない分離・濃縮法と

して、凍結融解過程を利用する方法を示した 1)。こ

の方法は塩と水の共晶の融解過程にホウ素等の微量

元素が溶け込むことで濃縮される方法である。そこ

で今回は氷の粒子を固定相とするクロマトグラフィ

ーの一種であるアイスクロマトグラフィーの応用と

考えることができる手法を応用し、塩を含む氷へ環

境水を通過させることで濃縮するシステムの構築を

目指した。これまでにホウ素は中性以上の pH の水

溶液中では Ca2+ などの共存する陽イオンと作用し

て、一種の錯体を形成することが知られているため、

ホウ素では環境水中に共存する陽イオンと相互作用

した形で存在し、NaCl と水の共融混合物中に濃縮

されたと考えられたがが、さらに他の元素への適用

を考えたシステムの構築を図った。前報では著者ら

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。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)。今年度は

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

Abstract:  The element concentrations of two rivers flowing into Sagami Bay were compared. 
The concentration of all detected elements was higher in the Kaname river than Sagami river. 
The separation and concentration system of minor metal elements with freeze and melt pro-
cesses of environmental water such as river water was applied. The minor metal elements are 
concentrated by dissolving them in a eutectic mixture of salt and water in a freeze process. 
Since the concentration rate varies depending on the coexisting salt concentration, it was con-
sidered that the concentration of specific elements from environmental water is possible.
Keywords:  river water, melt process, freeze concentration, ice chromatography, eutectics
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た。さらに実試料のモデル系として性質の近い微量

元素が 2 元素同時に含まれる際の凍結融解過程にお

ける元素濃度の変化を考察した。 

材料と方法
河川水の採取
河川水の試料は、相模川 ( 上流：座間市水と緑の風

広場付近、中流：海老名市運動公園付近、下流：平

表 1．相模湾流入河川である相模川及び金目川採取試料の定量結果
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塚市馬入ふれあい公園北側 )、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）で採取した。

河川水の分析

　採水した試料を、No.5A（ADVANTEC）と No.5C
（ADVANTEC）のろ紙でろ過後、孔径 0.45 µm のシ

リンジフィルター（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
河川水の測定結果
表 1 に相模川及び金目川で同日に採水した測定結果

を示した。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る。また下流での測定結

果には著しい季節変動は観測されていない。2 月に

連続して 5 日間同一時刻にサンプリングした金目川

中流の測定結果では、いずれも濃度は 5％以内で一

致する値であった。　　　

凍結融解過程での共融混合物への濃縮
有害な試薬や高価な試薬を使用しない分離・濃縮法

として、凍結融解過程を利用する方法を検討してい

る。NaCl 水溶液を冷却すると、氷が形成された後

に NaCl と水の共晶が生成する。NaCl と水の共晶に

は溶存気体やリン酸、アミノ酸などがとりこまれる。

河川水等の環境水中の微量元素も NaCl と水の共融

混合物に濃縮されると考えられた。そこで、NaCl 水
溶液を凍結させた氷を粉砕し、各元素を含む溶液を

滴下し、氷を通過した溶液及び溶液通過後の氷中の

濃度を測定した。昨年度は NaCl 以外のハロゲン化

アルカリを用いて Fe, Cr の濃縮挙動を検討したがい

ずれもハロゲン化アルカリと水の共融混合物中へ濃

縮することがわかり、環境水中の微量元素の濃縮法

として有用であると考えられた 4)。そこで今年度は

より簡単なシステムでの分離濃縮法の構築を目指し、

凍結融解のみでの元素濃度の分離濃縮を試みた。　

図 1 には塩の水溶液中に微量元素を共存させ、凍結

融解過程での濃度変化を検討した結果を示した。Co
及び Cr, Sr は凍結融解過程共に液相に濃縮すること

がわかった。

　図 1 の結果は、共存する NaCl 水溶液の濃度によ

って、凍結融解過程共に各元素の濃縮率が異なるこ

とを示している。支持体として NaCl 水溶液を凍結

させて 15~-20℃に保持し、塩と水の共融混合物中へ

の微量元素の濃縮を試みる際に、NaCl 水溶液の濃

度を変えることで、混合系でのそれぞれの元素の分

離濃縮が行える可能性が示された。

図 1．5~30 mmol/L の NaCl 水溶液中に 5 ppmのCo (上)
及び Cr(中), Sr(下) を共存させた際の凍結融解過程におけ
る濃度変化．
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■教育論文■ 

はじめに
教育課程「教科に関する科目」のひとつとして「流

体力学」を担当している。その流体力学では、気象

現象や水の流れのような具体的な現象とともに、そ

れを理解するために必要な基礎的事項について講義

を行っている。

　具体的な項目としては、1）流体の概念と諸現象、

流体の分類、2）流体場の物理量と圧力、3）ラグラ

ンジュの方法とオイラーの方法、4）連続の方程式、5）
運動方程式、6）状態方程式、ガウスの定理、7）ベ

ルヌーイの定理、8）渦と循環、9）渦定理、ストー

クスの定理、10）地球の自転とコリオリの力、11）
台風と竜巻、風呂の排水、12）ダランベールのパラ

ドックス、13）レイノルズ数、乱流、14）粘性の効

果とナビエ・ストークス方程式、等がある。

　一方、研究に関しては、シリコン結晶成長時にお

けるシリコン融液の挙動について研究を進めてきた。

液相であるシリコン融液は、1420℃付近で固相のシ

リコン結晶に変化する。シリコン種結晶をシリコン

融液に浸し、それを種結晶として、液相の中から引

き上げて製作するチョクラルスキー結晶成長法は直

径 30cm、長さ 1m の巨大なシリコン完全結晶のイ

ンゴットの製作に応用され近年の LSI の普及に寄与

してきた。しかし、シリコン融液の微視的 ( ミクロ

スコピック ) な振舞には、まだまだ不明の点が多く、

実験・理論とも改善の余地がある。

　他方、流体力学の実験を教室内で行う際に直面す

るいくつかの制約・課題について述べる。

制約・課題
１．You Tube利用の問題点
You Tube の動画・映像には興味深いものが多数見

られるが、制作者の知的財産権や人格権等の諸権利

が複雑に絡むことが多く、使用許諾を得るのが困難

という。複数人の学生の対象を前提とする教室内で

の使用ははばかられる。

２．市販ソフトの限界
使用許諾の心配のない流体力学の市販ソフト ( 動画・

映像 ) の利用を考え、多くの出版社や研

究機関等に問い合わせたが、該当したのは 1 本 ( ベ
ルヌーイの定理 ､( 丸善、29 分、1999、DVD)) だけ

だった。早速これを教室で放映したところ、学生の

感想は「実験数例は、どれも瞬時 (0.1 秒程度 ) に現

象がおわるので、途中の詳細な経過がわからない。

また、物体のどの部位に、力がどの方向に作用した

のか？一瞬なので、よくわからない。」と不評だった。

その放映直後、再度、映像を何度か停止させ、その

都度、補足説明を繰り返したが、不評の払拭には至

Abstract:   Fluid Mechanics provides an introduction to modern hydromechanics and aero-
mechanics theory for the interpretation of familia, and/or common natural phenomena, such 
as daily weather, air flow, or water stream.
Especially, Bernoulli’s theorem and related experiments are discussed in detail as the  main 
theme. Now, I am teaching“Fluid Mechanics” to third-year students.
Keywords:  fluid mechanics, aero-dynamics, air flow, water stream, Bernoulli's theorem

研究成果の「流体力学」（教職課程の教科に関する科目）的解釈
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らなかった。

３．煙や水使用の問題点
空気は目に見えないので、空気の動きを観察するに

は煙を利用するのが効果的である。例えば、煙を用

いる空気砲 ( ダンボール内に煙を充満させ、一部の

開口穴から発射する渦輪 ) の実験は煙を用い、しば

しば TV で放映され、好評を博している。あるいは、

タバコの煙を口から出す渦輪は、教室内での火や煙

の使用が前提となり、防災・安全、風紀・環境等の

観点からも望ましくない。

また、TV で時折紹介される噴水上にピンポン玉を

浮かせる実験も教室を水浸しにする恐れがあり、実

施がはばかられる。

　上記の制約や問題点を回避するには、自作の実験

道具を準備するのも一案だと思い始めた。「自作の安

全な道具立てで、ゆっくりした動き ( １秒以上 )」を

目標に思案した。その結果下記の 3 つの実験例に辿

り着いた。

実験試行例１．2個の円筒を用いた実験
教室で、2 個の円筒を横にし、約 5mm 離して並べた

後、学生達に問うた。「両者の間に、上方から息を吹

き込む場合、円筒はどう動くと思いますか？答えは

3 択で、1 つ目は、両者が離れる、2 つ目は何も変化

しない、3 つ目は両者が衝突する、の 3 つです。さあ、

皆さんはどう思いますか？」と問うたところ、教室

内の 20 余名の学生は全員「（1 つ目）両者は離れる」

に挙手した。実際に私が息を吹きかけると、両者は

衝突した。息の量を少なくすることによって、ゆっ

くり (1 秒以上かけて ) 両者が転がり始め、ついに衝

突させることができることも示した。ベルヌーイの

定理の関与例であることを説明し、どこの部位にど

の方向に力が作用するかを解説した。

実験試行例２．やじろべえ応用
やじろべえの頭部を大き目の球体にし、上方から息

を吹きかける実験をした。吹きかける位置と球体と

の位置関係によって、やじろべえの傾斜する方向が

逆になる。吹きかける位置が球体のやや ( 約 5mm)
右側の場合、やじろべえはゆっくり左側に大きくス

イング ( 傾斜 ) し、息を吹き続ける限り左側に大き

く傾斜したままである。息を止めると、当然ながら

元の安定点に戻る。一方、吹きかける位置が球体の

やや ( 約 5mm) 左側の場合、やじろべえはゆっくり

右側に大きくスイング ( 傾斜 ) し、息を止めない限

り右側に大きく傾斜し続ける。この現象もベルヌー

イの定理の関与した現象である。

実験試行例３．円錐状拡声器を用いた実験
下方に向けた円錐状の拡声器の中にちょうど納まる

くらいの発泡スチロールの玉を入れ、上方から強く

息を吹き込むと、玉は一瞬落下せず、拡声器の中に

留まる。強い息が続く限り玉は拡声器の中に留まる。

息が弱くなると、当然ながら玉は落下する。息の代

わりに、校内備品の真空掃除機を逆接続して利用し

た実験を授業で実施した。掃除機のスイッチを入れ

ると、玉が拡声器内に維持され、その瞬間「おおーっ」

というどよめきが教室内に響いた。ベルヌーイの定

理が強く印象付けられた一瞬であった。

　因みに、3 つの実験試行例では、ベルヌーイの定

理の成立する部位がそれぞれ異なり、例 1 では、2
個の円筒の中央点 (1 点 )、例 2 では、やじろべえの

頭部 ( 球体 ) の左右の 2 点、例 3 では、発泡スチロ

ール玉が拡声器内壁と接する一円周上のすべての点

である。

まとめ
流体力学に関わる物理現象は、気象にしろ水流にし

ろ身近なテーマであるが、高校までの教育ではあま

り扱われてこなかった。大学での流体力学の教育で

は、流体に関わる代表的な現象を数多く観察しても

らうことが重要と考えている。そこで、簡単な道具

立てで、わかり易く、ベルヌーイの定理を説明しう

る実験例３つを工夫した。本稿では、その実施例を

紹介した。
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■研究交流報告■ 

はじめに 
神奈川大学化学科と国立台湾大学化学科（化学系）

は毎年交互に教員と学生を派遣しながら国際会議を

開催する国際学術交流を続けている 1-10)。2016 年

度には、2017 年 3 月 10 日㈮から 13 日㈪にかけて、

国立台湾大学において第 12 回学術交流行事が行なわ

れた。

学術交流
第 12 回学術交流の位置づけ
国立台湾大学化学系と神奈川大学理学部化学科は

2005 年以来、毎年度、交互に訪問団を組織し、奇数

年度には神奈川大学で、偶数年度には国立台湾大学

で、それぞれ国際会議を開催する学術交流を続けて

きた。2008 年度の第四回学術交流からは大学院生も

参加するようになり 3)、現在では大学院生の交流が

中心である。

　さらに、本交流をベースとして、国立台湾大学化

学系と神奈川大学理学部化学科は 2012 年度から学

部 3、4 年生を対象とした国際共同授業を開始した。

こちらは、偶数年度には神奈川大学で、奇数年度に

は国立台湾大学で開催される。この国際共同授業は

本学理学部の正式な科目となっており、神奈川大学

で開催されるときには「化学国際交流 I」、国立台湾

大学で開催されるときには「化学国際交流 II」とな

っている。したがって、学生は 3 年次と 4 年次の 2
回「化学国際交流」を履修でき、そのうちどちらか

は必ず台湾で開催されることなる。

　本年度、学術交流に派遣されたのは、筆者と以下の、

合わせて 18 名である。

辻　　勇人 （理学部化学科・教授）

藤田　深里 （理学部生物科学科・特別助教）

松本　　太 （工学部物質生命化学科・教授）

一ノ瀬 智弘 （理学研究科化学専攻・M2）
両角 宗一郎 （理学研究科化学専攻・M2）
矢部　丈登 （理学研究科化学専攻・M2）
水沼　　諒 （理学研究科化学領域・M1）
笠井　　力 （理学研究科化学領域・M1）
櫻井　正美 （理学研究科化学領域・M1）
ヤウ　ガジュン （理学研究科化学領域・M1）
河田　有紀 （理学研究科化学領域・M1）
栁瀬　和也 （理学研究科化学領域・M1）
佐藤　　和 （理学研究科生物領域・M1）
甲高　彩華 （理学研究科生物専攻・D2）
三浦　　望 （理学研究科生物専攻・M2）
劉　　雨彬 （工学研究科応用化学専攻・M1）
安藤　風馬 （工学研究科応用化学専攻・M1）

この中で、矢部君と櫻井さんは「化学国際交流」で

も国立台湾大学に行っている。「化学国際交流」の受

講生が大学院生として本交流事業に参加するように

なったのは昨年度からのことであるが、彼らは国立

台湾大学に知り合いも多く、交流の層が厚くなって

きていることが分かる。このような学生の存在によ

り、国際交流の質は大きく向上している。

3 月 10 日 ㈮
集合は羽田空港国際線ターミナルに 6:30 であった。

家のある場所によっては一番電車が動き出す前に家

を出なければならない集合時間であったが、誰一人

遅れることなく、交流の成功を予感させた。

　台北松山空港に昼前に到着した。空港には詹益慈

助理教授（国立台湾大学側の窓口を務めておられる）

と共に十数人の学生が迎えに来てくれた。学生の中

には懐かしい顔もあり、交流の歴史を感じた。

　バスに乗り、まず、国立国父記念館に向かった。

第 12 回神奈川大学−国立台湾大学学術交流

木原伸浩 1, 2

Report of the 12th International Exchange Program
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Nobuhiro Kihara1, 2

1 Department of Chemistry, Faculty of Science, Kanagawa University, Hiratsuka City, Kanagawa 259-
1293, Japan
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国立国父記念館は台湾の国父、孫文（台湾では孫中

山の名で呼ばれる）を記念するものである。あらか

じめ台湾の歴史については学んでくるように指示し

てあったので、国民党のことについて事前知識があ

る学生は内容を理解したようであった。衛兵の交代

式があり、日本との違いを感じた。

　いったんホテルにチェックインした後、国立台湾

大学の校史館を見学し（図 1）、国立台湾大学の歴史

を学んだ。台北帝国大学としての出発点も含め、日

本との深い関係を改めて感じた。

図１．校史館にて．

　夕食は台湾料理の食堂で取った。ここの名物は、

臭豆腐の唐揚げであった。臭豆腐は台湾名物である

が、あまりの臭さに食べられない人も多い。この店

の臭豆腐は特に臭いが強く、揚げてあるにも関わら

ず、台湾の学生でも多くの学生が食べられないほど

の臭いであった。本学の学生には特に強烈な思い出

となったようである。

　夕食の後は、日本人学生は台湾人学生に連れられ

てナイトマーケットに繰り出していた。

3 月 11 日 ㈯
2 日目には国際交流学術会議が開催された。会場は

化学棟のレクチャーホールである（図 2）。プログラ

ムは後掲する。教員は、神奈川大学の教員4名の他に、

国立台湾大学の教員 4 名（化学 3 名、生物 1 名）が

講演を行なった。いずれの講演も多くの質問が出て、

大変盛り上がった。また、学生も、神奈川大学と国

立台湾大学からそれぞれ２名（化学と生物で 1 名ず

つ）が講演を行なった。ただし、学生は話すだけで、

質問はポスターセッションで受付ける、と言う方式

である．．．はずだったのだが、そのルールが徹底さ

れていなかったのか、甲高さんの講演では質問が続

出した。心の準備ができていなかったはずだが、甲

高さんがきちんと乗り切ったのは素晴らしかった。

図２．国際交流国際会議が始まる前の集合写真（化学棟前

にて）．

　昼の時間には、ポスターセッションが行われた。

日本の学生は 1 人 1 件、全 14 件のポスターを出し

たが、台湾の学生からも 18 件（化学 12 件、生物 6 件）

のポスターが出された。ポスターセッションは昼食

を取りながらの和やかな雰囲気の中で行われた（図

3）。あちらこちらで熱心なディスカッションが繰り

広げられ、時間は 3 時間あったにも関わらず、終了

の合図があっても、ディスカッションの終わらない

ポスターもあった。

図３．ポスターセッションの様子．

　本国際会議の特徴は、化学系と生物系が一堂に会

して会議を行うことである。普段はあまり聞くこと

のない内容の講演であるが、分かってもらえるよう

に講演者の方も工夫をされていたのであろう、いず

れもよく理解でき、大変興味深く聞かせてもらった。

　閉会の辞は理学院（理学部）長の劉緒宗教授が述

べられた。劉教授は第１回の国際交流で来日された

3 人の教員の中の 1 人であり、その時の思い出も述

べられた。

　閉会後は大学近くのレストランでバンケットが行

われた。国立台湾大学から多くの教員が参加し、また、
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やはり第１回の国際交流で来日された 3 人の教員の

中の 1 人であり、本国際交流の始まりを主導した陳

竹亭名誉教授も参加され、大変盛り上がった。

3 月 12 日 ㈰
3 日目には台湾の観光を行なった。笠井俊夫客座教

授と王宗興助理教授も（王助理教授は家族連れで）

参加された。

　まず、台北市から北東の方向の海岸にある野柳地

質公園を訪れた（図 4）。海の向うには日本の最西端

の与那国島があるはずであるが、さすがに見ること

はできない。野柳地質公園では、砂岩が波で侵食さ

れてできた奇岩群を見ることができる。日曜日で天

気が良いこともあって非常に混雑していたが、日本

語での解説ビデオを見た後、日本語でのガイドを付

けてもらい、堪能することができた。野柳地質公園

ではあちらこちらでウニの化石を見ることができ、

金澤研究室の佐藤さんは歓声を上げていた。

図４．野柳地質公園の奇岩群．

　新鮮な海産物の昼食に舌鼓を打っていると、お祭

りのパレードがやってきた。何でもありの愉快なパ

レードで、台湾のエネルギーが感じられた。

　野柳地質公園を後にして西に回り、著名な彫刻家

朱銘氏の彫刻を集めた朱銘美術館を訪れた。非常に

広大な敷地に巨大な彫刻が様々な組み合わせで展示

されている。軍隊をモチーフとしたもの、太極拳を

モチーフとしたものなど、台湾ならではの彫刻であ

った。

　さらに西に回り、台北市の北にある淡水市を訪れ、

夕食を取った。淡水も魚介類で有名な街である。台

湾は小さい島国であるにもかかわらず、地域によっ

てこれほど食べる物が変わるのかと驚かされた。食

事の後は賑やかな古い街並を堪能してから帰途につ

いた。

3 月 13 日 ㈪
最終日は士林官邸公園を訪れた。士林官邸公園は蒋

介石が執務した官邸跡とそれに付随する広大な公園

であり、今は植物園となっている。バラとスイカズ

ラが同時に咲いていたり、梨の実のなっている木で

梨の花が咲いていたり、日本人からすると季節感の

無い、いかにも台湾らしい植物園で大変興味深かっ

た。

　飲茶の店でゆっくりと昼食をとった後、空港に向

かった。名残りは尽きず、空港でもなかなかゲート

に向かうことができなかったが、出発の時刻は動か

せず、帰国の途についた。

　19 時過ぎに無事羽田空港に到着し、解散した。毎

回のことであるが、大変充実した国際交流であった。

さいごに
神奈川大学と国立台湾大学との国際交流は 12 回と

なり、干支を一巡した。この交流は、「化学国際交流」

の授業とも連携するようになり、双方にとって重要

な行事として定着してきたように思う。

　この間の国際交流で培われた関係は、理学研究科

化学専攻（当時）の猪狩拓真君が、M1 の 2015 年

10 月から M2 の 2016 年 8 月まで、詹研究室で１年

間の交換留学生活を送ったことなどに結実している。

猪狩君はその後博士後期課程に進学しており、国立

台湾大学との関係は学生の大きなモチベーションと

なっている。

　2017 年度には、理学部化学科でも、理学研究科化

学領域でも、数は多くないが英語で行われる授業が

始まる。また、6 月から 8 月にかけての 8 週間、タ

イ王国のランシット大学から短期研修生を化学科と

生物科学科で引き受ける。さらに、ドイツのクラウ

スタール工科大学からの交換留学生を引き受ける計

画もある。本交流で培われた国際感覚は、いよいよ

本格的なグローバル化への道筋に沿って流れ始めた

感がある。

　おりしも、神奈川大学はみなとみらい地区に新キ

ャンパスを造ることを決定した。新キャンパスのコ

ンセプトは international である。本交流事業は理学

研究科のグローバル化に大きく貢献してきたが、本

学全体がグローバル化に大きく方向づけられていく

中で、本交流事業は本学のグローバル化の礎として

の役割も期待されよう。

謝辞
第 12 回神奈川大学−国立台湾大学国際交流は理学研

究科特別予算で行ないました。年度末の忙しい中、

開催に尽力して下さった多くの関係者の方々に深謝
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研究交流報告：付録
2017 Exchange Symposium for 

Kanagawa University-National Taiwan University 
 

March 11 (Saturday), 2017, Pan-Kuan Lecture Hall 
Department of Chemistry, National Taiwan University 

 
09:30 - 09:45 Group Photo Session 

09:45 - 10:00 Welcome Address 

Chair, Prof. Yit-Tsong Chen, National Taiwan University, Chemistry 

Session 1 - Chair: Prof. Tsung-Shing Wang, National Taiwan University, Chemistry 

10:00 - 10:25 Prof. Jye-Shane Yang, National Taiwan University, Chemistry 

“Mechanochromic Luminescent Materials for Multicolor Fluorescence Drawing and Differential Sensing” 

10:25 - 10:50 Prof. Hayato Tsuji, Kanagawa University, Chemistry  

“Synthesis, Properties, and Applications of Rigid Planar Carbon-Bridged Oligo(phenylenevinylene)s” 

10:50 - 11:00 Mr. Chang-Ming Wang, National Taiwan University, Chemistry 

“Paper-Polymer Composite Devices with Minimal Fluorescence Background” 

11:00 - 11:10 Mr. Joto Yabe, Kanagawa University, Chemistry 

“Development of Regioselective Catalyst Using Hydrogen-Bonding” 

11:10 - 14:10 Lunch and Poster Sessions 

Odd number poster: 11:10 - 12:10 

Even number poster: 13:10 - 14:10 

Session 2 - Chair: Prof. Yi-Tsu Chan, National Taiwan University, Chemistry 

14:10 - 14:35 Prof. Nobuhiro Kihara, Kanagawa University, Chemistry 

“Development and Application of Oxidatively Degradable Polymers” 

14:35 - 15:00 Prof. Wei-Ssu Liao, National Taiwan University, Chemistry 

“Chemical Lift-Off Lithography for Sensors” 

15:00 – 15:25 Prof. Futoshi Matsumoto, Kanagawa University, Material and Life Chemistry 

“Application of Ordered Intermetallic Nanoparticles to Polymer Electrolyte Fuel Cell as Electrocatalysts” 

15:25 - 15:55 Coffee break 

Session 3 - Chair: Prof. Shyh-Jye Lee, National Taiwan University, Department of Life Science 

15:55 - 16:20 Prof. Misato Fujita, Kanagawa University, Biological Sciences 

“Assembly and Patterning of the Vascular Network of the Zebrafish” 

16:20 - 16:45 Prof. Su-Yi Tsai, National Taiwan University, Life Science 

“Efficient Generation of Cardiac Lineages from Stem Cells by Chemical Approaches” 

16:45 - 16:55 Ms. Sayaka Kotaka, Kanagawa University, Biological Sciences  

“Localization of Crustacean Female Sex Hormone Producing Cells in the Eyestalk of the Kuruma Prawn 

Marsupenaeus Japonicus” 

16:55 - 17:05 Mr. Po-Ting Yeh, National Taiwan University, Life Science 

“Feedback Connections of Dopamine and Light Intensity on Retina” 

17:05 - 17:15 
Closing Remarks 

Dean, Prof. Shiuh-Tzung Liu, National Taiwan University, College of Science 
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2016 年度　神奈川大学総合理学研究所事業報告

１ 人事

(1) 所長・運営委員

 所　　長： 化学科 教授 川本達也

 運営委員： 数理・物理学科 教授 阿部吉弘

  数理・物理学科 教授 水野智久

  情報科学科 教授 木下佳樹

  情報科学科 教授 張　善俊

  化学科 教授 木原伸浩

  化学科 教授 西本右子

  生物科学科 教授 小笠原強

  生物科学科 教授 金沢謙一

(2) 編集委員

 委 員 長： 化学科	 教授	 川本達也

 編集委員： 数理・物理学科 教授 長澤倫康

  数理・物理学科 教授 堀口正之

  情報科学科 教授 桑原恒夫

  情報科学科 教授 張　善俊

  化学科 教授 天野　力

  化学科 教授 加部義夫

  生物科学科 准教授 安積良隆

  生物科学科 教授 井上和仁

(3) 産官学委員

 委 員 長： 数理・物理学科 教授 水野智久

 運営委員： 数理・物理学科 准教授 加藤憲一

  数理・物理学科 教授 堀口正之

  情報科学科 教授 桑原恒夫

  情報科学科 教授 張　善俊

  化学科 教授 堀　久男

  化学科 教授 山口和夫

  生物科学科 教授 井上和仁

  生物科学科 教授 大平　剛

(4) 教育研究委員

 委 員 長： 生物科学科 教授 小笠原強

 運営委員： 数理・物理学科 教授 木村　敬

  数理・物理学科 教授 長澤倫康

  化学科 教授 西本右子

(5) 顧問・特別所員・客員教授・客員研究員

 顧　　　問： 藤原鎭男、 門屋　卓

 特 別 所 員： 上村大輔、 紀　一誠

   鈴木季直、 羽鳥尹承

   松本正勝、 森　和亮

 客 員 教 授： 笹本浜子、 細谷浩史

 客員研究員： 安部　淳、 阿部孝宏

	 	 	 市川貴美子、	大石不二夫

   河合　忍、 岸　康人

   北島正治、 河野　優

  齋藤礼弥、 坂本峻彦、

  鈴木健太郎、 谷村昌俊

  田仲二朗、 辻本和雄、

  堤　一統、 豊泉和枝、

  中川清子、 永島咲子、

  平井　誠、 八柳祐一、

  湯浅能史、 若山典央

２ セミナー・シンポジウム・講演会

(1)第44回湘南ハイテクセミナー 
－機器分析入門－ 
種々の機器分析法の基礎を幅広く講義します。

企業や公立機関の新人クラスの分析担当者、あ

るいは開発部門で分析にも興味を持たれている

ような方を対象にします。

演題・講師：

1)「環境分析｣

西本右子（神奈川大学理学部化学科）

2)「赤外分光」 
 高柳正夫(東京農工大学大学院 連合農学

	 研究科）

3)「液体クロマトグラフィー」

 渋川雅美(埼玉大学大学院理工学研究科）

4)「質量分析」

 明石知子 (横浜市立大学大学院 生命医科学

 研究科 )
5)「NMR分光」

　 天野　力（神奈川大学理学部化学科）

6)「有機・高分子材料の組成分析」

 奥村明男（株式会社日東分析センター）

日時：2016年6月2日㈭・3日㈮

　　　10時～ 16時40分
会場：KUポートスクエア

　　　（みなとみらいクイーンズタワー 14階）
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(2)第45回湘南ハイテクセミナー

－研究開発と分析技術－

種々の機器分析法の基礎と応用を幅広く講義し

ます。特に、優れた分析技術が研究・開発に対し、

いかに重要な寄与をなし得るかという視点を重

視します。企業や公立機関の分析担当者、ある

いは開発部門で分析にも興味を持たれているよ

うな方を対象にします。

演題・講師：

1)「研究・開発と赤外分光」

 由井宏治（東京理科大学理学部化学科）

2)「研究・開発と環境分析」

 田中　敦（国立研究開発法人国立環境研究所）

3)「研究・開発と表面分析」

 田沼繁夫（国立研究開発法人物質・材料研究

	 機構）

4)「研究・開発とNMR分光」

 嶋田一夫（東京大学大学院薬学系研究科）

5)「研究・開発と材料分析」

 志智雄之（株式会社　日産アーク）

6)「研究・開発と超微量分析」

 原口紘炁(名古屋大学　名誉教授)

日時：2016年12月1日㈭・2日㈮

　　　10時～ 16時40分
会場：KUポートスクエア

　　　（みなとみらいクイーンズタワー 14階）

主催：神奈川大学総合理学研究所

後援：日本分析化学会関東支部

(3) 第27回神奈川大学平塚シンポジウム

「－ものづくりの最前線－

　マテリアルからバイオサイエンスまで」

日時：2017年3月4日㈯

　　　10時00分～ 17時00分
会場：神奈川大学湘南ひらつかキャンパス

　　　（11号館サーカムホール）

主催：神奈川大学理学部化学科

　　　神奈川大学総合理学研究所

共催：日本化学会

演題・発表者：

1)「Taming Iron for Catalytic C-H Bond Activa

 tion」
	 イリエシュ ラウレアン（東京大学大学院理学

	 系研究科）

2)「天然物全合成を起点とした生体機能分子の

	 開発研究」

	 早川一郎（岡山大学大学院自然科学研究科）

3)「生体内合成化学治療：有機合成化学反応を

	 臨床･治験に進める！」

	 田中克典 (理化学研究所)

4)「迅速合成触媒が拓く分子ナノカーボン科学」

	 伊丹健一郎（名古屋大学ITbM拠点長）

5)「15族元素リンを鍵とする蛍光色素のデザイ

	 ン」

	 深澤愛子（名古屋大学大学院理学研究科)

6)「人工細胞をつくる」

	 菅原 正（神奈川大学理学部）

（4） 講演会

演　題：「油を高機能化させる三相乳化法」

講演者：田嶋和夫　教授

　　　　（神奈川大学特別招聘教授）

日　時： 2016年6月14日㈫

　　　　 15時10分～ 16時40分
会　場 :　神奈川大学 湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　　(11号館サーカムホール )
主　催：神奈川大学大学院理学研究科

　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

油脂は食品、燃料、薬品をはじめ我々の身の

回りで広く使われている。「油と水は混ざらな

い」が、もしも「油と水をまぜることができた

らどうなるであろうか」。油を水に分散させた

り、水を油に分散させた状態を乳化という。

乳化すると、水と油の共同作用（Synergy）に

よって、新しい機能を発現させることができ

る。油脂を高機能化した乳化状態は、日常生

活をはじめ、広範な産業分野で使用されてい

る。本講義は油と水を混ぜて安定な乳化物を

作る技術について、以下の項目に従い、平易

に解説いただいた。

⒈ 乳化とは、界面とは

⒉ 界面活性剤による熱力学的乳化現象

⒊ 界面活性剤を使わない乳化現象

                           ：三相乳化法

⒋ 実用化：化粧品、燃料、食品、農薬など

⒌ 三相乳化構造が醸し出す興味深い現象

（報告者　山口和夫　2016.6.28）



123

（5）講演会

演　題：「分光器革命―分光器が化学を変えた」

講演者：竹内敬人教授

　　　　（神奈川大学名誉教授）

日　時：2016年8月5日㈮

  16時50分～ 18時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　(6号館207室 )
主　催：神奈川大学大学院理学研究科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

化学科の力石助教および川本が世話人となり、

上記講演会を6号館207号室で開催しました。

紫外・可視スペクトル、赤外スペクトル、核

磁気共鳴、さらにはX線結晶解析の発見と発

展に貢献した日本人科学者の活躍などを豊富

な資料に基づき、詳しく解説していただきま

した。また、核磁気共鳴に関しては最新装置

についてもご紹介いただきました。今回のご

講演は、化学の発展に際してそれら分光器お

よび分光学の果たした役割の大きさを改めて

知る機会になりました。

（報告者　川本達也　2016.8.8）

（6）講演会

演　題：	「Marine biological research in deepwa-
ters of the Northern Pacific Ocean」

講演者：Dr.Alexander Ziegler
　　　　（Institut fur Evolutionsbiologie
 　　　　 und Okologie der Universitat Bonn）
日　時：2016年8月18日㈭

　　　　15時30分～ 16時30分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　（6号館205室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

共　催：神奈川大学生物科学科

報　告：

アレクサンダー・ツィークラー博士は、ドイ

ツボン大学進化生物学・生態学教室の研究員

で、専門は比較形態学、比較解剖学です。今

年6月からドイツ、アメリカ、ロシアの国際

共同調査船に乗り込み、北太平洋アラスカ～

アリューシャン列島～ロシアの海域の深海調

査を行いました。今回の講演では、最初にそ

の調査結果をお話し頂きました。これは深海

の生物相とその特徴を知るとてもよい機会に

なりました。その後、ツィークラー博士がこ

こ数年取り組んでいる形態の解析方法につい

ての紹介がありました。ここでは、MRIやCT、

マイクロCTといった医学機器を用いた解析の

実態と応用、その利点を知る事ができ、21世

紀の重要な形態解析方法を学ぶ貴重な機会と

なりました。

（報告者　金沢謙一　2016.8.18）

（7）講演会

演  題：「不斉な多核錯体

　　　　　　 ―合理的合成法の開拓―」

講演者：弓削秀隆　教授

　　　（北里大学理学部）

日　時：2016年9月5日㈪

　　　　16時00分～ 17時10分

会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス

　　　　（6号館207室)

主　催：神奈川大学大学院理学研究科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

化学科の力石助教および川本が世話人となり、

上記講演会を6号館207号室で開催しました。

X線結晶解析の結果をベースとして、化合物

としてはルテニウムの三核錯体を中心に、こ

こ数年の研究成果を詳しく解説していただき

ました。その中で、元々キラル要素がない配

位子から単離された錯体が、自然分晶により

化合物全体として右回りと左回りの関係にあ

ることがX線結晶解析により示され、また、

類似錯体の持つ多様な反応性も示されました。

今回のご講演は、X線結晶解析の役割を再認

識とともに、化学反応における金属錯体の高

い潜在能力を知る機会になりました。

（報告者　川本達也　2016.9.7）

(8) 講演会

演  題：「小麦の種子の色を決めているR 遺伝子

について」

　　　 「高校生と始めたミドリゾウリムシの実

験」

講演者：氷見英子　氏

　　　（岡山大学資源植物科学研究所）

日　時：2016年10月3日㈪

　　　　15時10分～ 17時30分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　（6号館305室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

染色体上の位置でR 遺伝子について、変異株
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を用いて遺伝子解析を行った結果、転写因子

の機能があることが明らかになった。この遺

伝子を子葉鞘に挿入すると複数の遺伝子が発

現し、色素を持つ細胞が創出された。

スーパーサイエンス高から研究支援を依頼さ

れ、日野研究室から供与された株を用いて培

養条件の検討を開始した。培地にカロリーメ

イトを添加することで安定な培養ができるこ

とを追試できたので当方の結果と比較した。

抗生物質や抗菌薬を加えた場合の影響につい

て、解析中の結果を基に、今後双方で検討す

べき事項について議論した。

（報告者　日野晶也　2016.10.6）

（9） 講演会

演　題： 「Convolution operators on L1(G)which 
are tauberian」

講演者： Manuel Gonzalez　教授

（スペイン・カンタブリア大学）

日　時：2016年11月12日㈯

　　　　10時30分～ 11時30分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　（13号館105室 )
主　催：神奈川大学理学部数理・物理学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

スペイン・カンタブリア大学教授のManuel 
Gonzalez氏は今回の講演で、バナッハ空間上

のtauberian作用素の性質とその特徴を解説さ

れ、さらにCotauberian作用素の性質と特徴

について大変に詳しく講演されました。特に

locally compact groupでのconvolution作用素が

tauberianである必要十分条件はそれが可逆で

あること、さらにTmがtauberian作用素であ

る必要十分条件は、そのsecond dual Tm**が
tauberian作用素であることを示されました。

 　　　　（報告者　長　宗雄　2016.11.16）

(10)講演会

演　題： 「Differentials of complex interpolation 
processes」

講演者：Jesus M.F. Castillo教授

（スペイン・Extremadura大学）

日　時：2016年11月12日㈯

　　　　11時30分～ 12時30分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　（13号館105室 )
主　催：神奈川大学理学部数理・物理学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報  告：

スペイン・Extremadura大学教授の Jesus 
M.F.Castillo氏は今回の講演でKalton,Rochberg 
and Weissにより研究が進められたバナッハ空

間でのdifferentials of complex interpolation pro-
cessesについての最近の研究成果をまとめた論

文「Singular twisted sums generated by complex 
interpolation」（Transaction Amer.Math.Soc. か

ら近々出版予定）について、その概要を大変詳

しく講演されました。

（報告者　長　宗雄　2016.11.16）

（11）講演会

演　題： 「標準模型、主に自発的対称性の破れ

について」

講演者：森竹貫人　氏

　　　　(総合研究大学院大学）

日　時：2016年12月20日㈫

　　　　16時00分～ 17時00分
会　場：神奈川大学 　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　（2号館231室 )
主　催：神奈川大学理学部数理・物理学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

標準模型とは、現在の素粒子物理学の基礎で

ある。この模型は1970年代までに理論とし

てほぼ完成された。そして、2013年のHiggs 
bosonの発見により、標準模型で予言された

粒子が全て発見され、標準模型は完全に確立

したと言える。従って、この模型を理解する

ことは、少なくとも物理学を学ぶ者にとって、

重要なことである。

　今回の講演では、はじめに、標準模型の全

体像を簡単に概観された。その上で、この模

型を構築する中で重要な考え方の一つである

自発的対称性の破れについて丁寧に説明され

た。最後に、標準模型では説明できない現象

について、宇宙論的問題に言及されつつ、興

味深い考察をされた。

（報告者　粕谷伸太　2016.12.21）

（12）講演会

演　題： 「数理最適化の計画法に表れる数列た

ち―フィボナッチ、トリボナッチ、ペ

リン数列」

講演者： 安田正實 名誉教授

　　　　（千葉大学）



125

日　時：2016年12月27日㈫

　　　　14時45分～ 15時45分
会　場 :神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　 （13号館105室 )

主　催：神奈川大学理学部数理・物理学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

フィボナッチ数列が2乗評価関数での整数2
分割累和問題 (2次計画 )の最適解であること

が導かれている（岩本誠一、木村寛）。ここで

は関連する動的計画法の再帰関係式からトリ

ボナッチ数列と多項数への拡張問題を論じ、

ペリン数列による2通りの再帰関係の特徴な

どを整数論の素数に関する話題とともに紹介

した。

（報告者　堀口正之　2017.1.12）

(13)講演会

演  題： 「最適化と評価 ― 経路問題 ― 」

講演者： 岩本誠一　名誉教授

　　　　(九州大学）

日　時：2016年12月27日㈫

　　　　16時00分～ 17時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　（13号館105室 )
主　催：神奈川大学理学部数理・物理学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

同一のグラフ上で最適化問題と評価問題を扱

う。いずれも (a)直説法 (b)再帰的方法 (動的計

画法 )がある。典型的問題は (1)加法型関数の

多重積分で、これは動的計画法による同時最

適化問題の逐次最適化を意味する。別の関数

型 (2)乗法 (3)最大 (4)最小等に応じた再帰的方

法と埋め込み法による解法も示した。

（報告者　堀口正之　2017.1.12）

(14)平塚祭　特別参加企画

テーマ :「神大理学部の産官学連携へのアプロー

チ」公募に参加した理学部の研究をポ

スターで紹介

日　時：2016年10月22日㈯、23日㈰

　　　　10時00分～ 16時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　（6号館226室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

3　産官学　活動実績

（1）展示会

「BIO tech 2016」
日　時：2016年5月11日㈬～ 13日㈮

会　場：東京ビッグサイト

出展者：光機能性材料研究所

　　　　独立研究者　中西　淳

テーマ：「光応答性細胞移動アッセイ系」

主　催：リードエグジビションジャパン（株）

（2）展示会

「JASIS 2016　～アジア最大級の分析・科学機器

展」

日　時：2016年9月7日㈬～ 9日㈮

会　場：幕張メッセ

出展者：神奈川大学理学部化学科

　　　　教授　西本右子

テーマ：「環境とエネルギー問題―分析化学から

のアプローチ―」

主　催：一般財団法人日本分析機器工業会

　　　　一般財団法人日本科学機器協会

（3）展示会

「湘南ひらつかテクノフェア2016」
日　時：2016年10月20日㈭～ 22日㈯

会　場：ひらつかアリーナ

出展者：理学部生物科学科

　　　　准教授　安積良隆

テーマ：「汚染肥料（汚泥コンポスト）の肥料とし

ての有効性について」

主　催：平塚商工会議所

（4）展示会

「プリンタブルエレクトロニクス2017 ～有機エレ

クトロニクスデバイスに関する「次世代ものづく

り」～

日　時：2017年2月15日㈬～ 17日㈮

会　場：東京ビッグサイト

出展者：神奈川大学理学部化学科

　　　　教授　山口和夫

テーマ：「近紫外光によって分解する表面修飾剤

の開発と応用」

主　催：株式会社加工技術研究会

(5)特　許

　［日本出願］

1) 「化合物、表面処理剤、及び表面処理方法」
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　山口和夫

2) 「フッ素原子含有ポリマーの分解方法、及びフッ

素原子含有ポリマーの分解装置」

　堀　久男

3) 「化合物、パターン形成用基板、光分解性カップ

リング剤、パターン形成方法及びトランジスタ

の製造方法」

　山口和夫、伊藤倫子、川上雄介

4) 「画像処理装置、画像データ圧縮方法、圧縮デー

タ伸長方法及び画像処理プログラム」

　張　善俊、菅野将志

5) 「質問回答システム及び質問回答管理装置」

　張　善俊
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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 × 170mm 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、結果、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、結果、

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

度が適切であるが、特に制限しない。

　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、結果、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 
Biological Systems, Vol.Ⅰ .  Anghileri LJ 
and Tuffet-Anghileri AM, eds., CRC Press, 
Boca Raton, Florida. pp. 201-217.

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

6） Taiz L and Zeigen E ［西谷一彦，島津研一

郎　監訳］(2003) テイツ ザイガー 植物生

理学 第３版．倍風館．東京

7） 鈴木季直 （1989） 電子顕微鏡による生物試
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料の元素分析法 . 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.
（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。タイトルの末尾にピリオドは

つけない。

　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。

（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。

（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。

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。
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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、出版

権は神奈川大学総合理学研究所に属する。
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　本誌の発行で Science Journal of Kanagawa Uni-
versity も第 28 巻を数えることになりました。今回

は原著論文 5 件、共同研究助成論文 12 件、教育論

文 1 件、研究交流の記事 1 件が掲載されています。

投稿者の皆様に原稿執筆と、短期間での校正作業に

ご協力いただきまして深く感謝申し上げます。

　本誌は大学の紀要の一種ですが、紀要類にどうい

う意義があるのか時々考えることがあります。結論

として本誌は神奈川大学理学部全体としての研究や

教育の活動状況を世間の皆様にお知らせするのに大

きな存在価値があると思います。理学部の教員はそ

れぞれの分野の査読付きの英文専門誌に研究成果を

発表しますが、それだけでは理学部全体としてどう

いう研究をやっているのかが分かりにくいと思いま

す。もちろん各教員の専門分野は大学のパンフレッ

トやホームページに書いてありますが、深い内容ま

で書いてあるわけではありません。これに対し、本

誌を見れば内容だけでなく、学部内でどういう共同

研究が行われているのか等、研究の実施体制等も容

易に分かります。また、研究の中にはノウハウ的な

ものや、著的財産権の関係で一般の査読付き論文誌

に発表しにくいものもあると思います。本誌はそう

いう内容の発表の場にも適しているのではないで

しょうか。またうまくいった事例は外部に発表でき

ても、うまくいかなかった事例はそのままでは闇に

葬られてしまいます。失敗事例でも他所で同じ失敗

を繰り返さないために公表したほうが社会のために

なる場合があります。そういう内容の発表があって

もいいのではないかと思っています。教員が日ごろ

創意工夫している教育に関する論文にしても、もち

ろん専門誌もありますが、数も少なく、ノウハウの

塊なので本誌が気楽に発表のできる媒体としてふさ

わしいのではと思います。しかも本誌はオープンア

クセスです。

　最後になりましたが、本誌の一層の発展を祈願し、

皆様のさらなるご支援をお願い申し上げます。

［
  神奈川大学総合理学研究所、 

］　理学部化学科　　堀　　久男
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