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Abstract:  The green paramecium, Paramecium bursaria , widely distributed in fresh-
water habitats around the world, has hundreds of symbiotic green algae in its cytoplasm. 
P. bursaria  is classified as a paramecium, a species of ciliate. Symbiotic algae cannot ex-
ist inside paramecia other than P. bursaria , like as P. tetraurelia or P. caudatum. Much in-
terest has been accumulating in elucidating the symbiotic mechanism of symbiotic algae 
that can exist only inside P. bursaria . However, the basic properties related to P. bursaria 
and symbiotic algae have not yet been fully elucidated. Are the species of symbiotic algae 
in P. bursaria  uniform or diverse? Are the symbiotic microorganisms in P. bursaria  symbi-
otic algae only? Does each individual P. bursaria  show physiologically similar properties 
regarding the rate and frequency of cell division and also in terms of longevity? Actually, 
many things described above still remain unanswered. In this study, after isolating, wash-
ing and cloning P. bursaria , the rate of proliferation was measured for individual cells. Al-
though each cloned strain should have the same genetic background, we obtained interest-
ing results showing that the proliferation rates were significantly varied among the strains.
Keywords : green paramecium, Paramecium bursaria, symbiotic algae, symbiosis, cloning
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Introduction
Paramecium bursaria (P. bursaria)  harbors hun-
dreds of symbiotic algae in its cytoplasm. 
  It has been reported that “algae-free” P. bursaria 
(white P. bursaria) has been produced in the labora-
tory1, 2) and also that such paramecia actually exist 
in the field3). However, in the case of white P. bur-
saria, it has not been confirmed that the symbiotic 
algae are completely removed from the cell body. 
  Papers published so far regarded the observation 
that green algae could not be seen in the cell body of 
P. bursaria under an optical microscope or that auto-
fluorescence emitted by symbiotic algae was not de-
tected under a fluorescent microscope, as proof of re-
moval of symbiotic algae1, 2, 4). These criteria suggest 
that the chlorophyll pigment of the symbiotic algae 
does not exist in the cell body of P. bursaria but are 

not a direct proof that the symbiotic algae have been 
completely removed. For a long time, experiments of 
re-symbiosis of symbiotic algae, in which symbiotic 
algae were administered to the white P. bursaria 
and the symbiotic algae were taken up into the cell 
body, were often carried out. However, it was impos-
sible to determine whether the symbiotic algae were 
newly taken up from the outside and proliferated 
in the cell body, or the original symbiotic algae re-
maining in the white P. bursaria were stimulated to 
proliferate by the additional symbiotic algae from 
the outside. Until the complete removal of symbiotic 
algae is proved, it is difficult to regard the uptake of 
symbiotic algae into white P. bursaria as the estab-
lishment of re-symbiosis. 
  It has been revealed that the ribulose-1,5-bispho-
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sphate carboxylase small subunit (rbcS) encoding 
gene present in photosynthetic plant cells was no 
longer detected in the white P. bursaria5), which 
were generated by the treatment with a photosyn-
thesis inhibitor paraquat and in which the autofluo-
rescence of symbiotic algae was no longer detected. 
Thus, we were one step closer to the proof of algal 
removal from P. bursaria.
  Are the hundreds of symbiotic algae in P. bursaria 
the same species in all individuals? Furthermore, 
are there the same species or the same proportion 
of symbiotic algae in P. bursaria found all over the 
world? The basic matters regarding the character-
istics of such individual or regional differences in 
symbiotic algae remain unclear. Under these cir-
cumstances, there is no guarantee that the results 
obtained with P. bursaria isolated in one area will 
be consistent with those using P. bursaria isolated 
in another area. 
  In order to further develop symbiosis research on 
P. bursaria, it is an urgent task to make the quality 
of P. bursaria stabilize, which has so far not been 
uniform. For the first step to supply P. bursaria 
having stabilized quality, it is important to clarify 
what kind of property difference is observed in each 
individually cloned P. bursaria that should have 
the same genetic background. In this study, for each 
individual in a P. bursaria clone obtained using a 
unified method, its proliferation was observed over 
time.

Materials and Methods
1. Preparation of lettuce medium 
Lettuce medium was used for the culture of P. bur-
saria 6). The preparation of lettuce medium is as fol-
lows: After washing leaves of the lettuce, they were 
soaked in boiling tap water for 1 minute. After boil-
ing, they were soaked in tap water at room tempera-
ture, spread on filter paper and dried in a dry heat 

sterilizer at 75℃ for 3 hours and further at 65℃ for 
3.5 hours. The dried lettuce leaves were crushed to 
an appropriate size and stored in a jar inside a des-
iccator at room temperature. 1.5 gram of the stocked 
lettuce leaf was added to 3 L of deionized water in a 
5 L Erlenmeyer flask, and extraction was performed 
at 100℃ for 5 minutes.  After the extract cooled, it was 
filtered using filter paper (Advantec, No. 2, 50 cm) to 
remove tiny pieces of lettuce leaves. The lettuce me-
dium thus obtained was dispensed into wide-mouth 
medium bottles, autoclaved (121℃ , 20 minutes), and 
stored at 4℃ until use. 

2. Isolation and cloning of P. bursaria 
A strain KUNY-2 has been originally established in 
2016 and stocked in the bacterized lettuce medium7). 
In 2017, the strain was further cloned and washed 
with the sterilized lettuce medium, as described in 
Fig.1. This strain was designated as KUHH-4 and 
has been stocked in the sterilized lettuce medium 
under no-feed condition until use. One single P. 
bursaria was isolated using a micropipette from 
the stock (KUHH-4), washed with sterilized let-
tuce medium as follows, and then cultured in the 
sterilized lettuce medium. Four drops of the lettuce 
medium were placed on a slide glass, and isolated 
individuals of P. bursaria were allowed to swim in 
the first drop, and transferred to the second drop. 
This procedure was further repeated two times (Fig. 
1). By this operation, we confirmed the isolation of 
one individual (cloning) and removal of microorgan-
isms existing in the original culture media (washing). 
Then, 3 mL of sterilized lettuce medium was placed 
into each well of a 6-well plate (TPP 92006, flat bot-
tom), and one individual P. bursaria, treated by the 
above-mentioned isolation and washing four times, 
was put into each well. The cells were cultured in 
an incubator (Biotron, LH-411S) at 23℃ under light 
irradiation (12 hours light, 12 hours dark). Two 

Fig. 1.  Overview of cleaning and cloning methods for P. bursaria.
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weeks after the start of culture, strains that grew to 
about 20-30 cells/well (7-10 cells/mL in density) were 
selected and placed in a 100 mL sterilized lettuce 
medium (200 mL Erlenmeyer flask) and growth was 
observed. About 40-60 days after the start of the cul-
ture, the cells grew to a density of 1,000-1,400 cells/
mL and were stored in the incubator for a long peri-
od of time in that state (the steady phase of growth).

Results and Discussion
As mentioned above, for P. bursaria collected either 
in Japan or overseas, it is unclear whether the same 
type of symbiotic algae exist in all individuals or 
whether the symbiotic algae (about 400 cells) inside 
one individual are of the same species. 
For multiple P. bursaria individuals (clones) ob-
tained by the above method, growth was started 
from one individual in each well (3 mL sterilized 
lettuce medium) of a 6-well plate, and the number 
of cells in each well was observed over time. The 
growth densities around 73 days and 98 days from 
the start of growth are shown in (a) and (b) of Table 
1 as growth index. The growth index was designated 
as the number of P. bursaria  cells in one well at 
around 73 days or 98 days of growth divided by the 
initial number of cells in one well (1 cell), respec-
tively. From Fig. 2, which shows the average values 
of 13 data in (a) and 11 data in (b), it was found that 
P. bursaria reached the stationary phase of growth 
about 2 months after the start of culture. In addi-
tion, as shown in Table 1, it was found that there are 
some strains, even arrived at the stationary phase, 
in which the cell density suddenly decreases. By re-
peating the cloning, the individuals, whose prolifera-

tion was measured, should have the same genetic 
background. However, as is clear from Table 1 and 
Fig. 2, the proliferation rate considerably varied 
among individual clones. It is natural to think that 
these differences in proliferation ability are derived 
from symbiotic algae and/or other microorganisms 
existing in the cell body of P. bursaria. Specifically, 
it seems highly possible that the species of symbiotic 
algae in each individual P. bursaria are not uniform 
but diverse in the first place and that the extent of 
diversity is different for each P. bursaria individual. 
In addition, it is also possible that symbiotic micro-
organisms other than symbiotic algae exist in P. 
bursaria8) and they induce the proliferation diversity 
of the host. 
  In the present study, it is revealed that there is 
a large difference in the proliferation rate among 
individuals of P. bursaria, which are considered to 
have the same genetic background. From this, it is 
newly indicated that the growth of the host may be 
controlled by symbiotic algae and other symbiotic 
microorganisms. It is an urgent task to clarify what 
are the specific factors controlling the growth of P. 
bursaria. 
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Abstract:  The understanding of why was the violin is tuned from A pitch was studied. It waa 
noted that the understanding is based on the historical process of the violin.
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序論
報告者は、物理学実験 I の課題の 1 つ「音速の測定

とリサージュ図形の観測」実験を担当していた。そ

の実験の導入にあたり、音波の周波数に関連した、

音律と音階の物理についても説明していた。学生の

数人は、身近な音楽と、身近でない物理との 1 つの

結びつきに驚き関心を示す。そこに意義も感じ続け

ているが、説明をしながらも、「なぜ、A 音からチュー

ニングするのか？」という疑問がいつも付きまとっ

ていた。そこで、調べることにしたわけである。そ

の結果、300 年前には完成形となったヴァイオリン

系楽器を A 音からチューニングする根拠について、

現代のヴァイオリン系楽器が、歴史上の到達点であ

るという観点と、音律の変遷を照らし合わせ、その

関係性から納得できる理解を得ることができたので

報告し、学生への補足とする。

　音階は、ドレミファソラシ（ド）の 7 音からなる。

音名は、英米式では、ドを記号 C として、ラの A か

ら始まり一巡する。日本では、表１の下段として対

応させる。音域上、中央の C を C4 として、1 オクター

ブ上の C は C5 と表記する。したがって、A 音は A4
となる。C4 ～ C5 は、なじみ深くハ長調と呼ばれ、

近代音楽では基本となっているが、C4 音からではな

く、この A4 音を、一般的に、1939 年ロンドン国際

会議で決められた 440 Hz としてチューニングする。

表 1．西洋と日本の音階

17 世紀から 18 世紀のバッハに代表されるバロック

音楽では、A4 音のピッチが 435 Hz であったとされ、

まさに 1891 年において国際 A4 ピッチは、 435 Hz
と決められていた。時代により、A4 音の周波数は変

遷するが、チューニングの基準は音階ラであり、そ

の音名を A としていることに、歴史的必然があるこ

とが理解できたので報告する。

方法
倍音の解析
倍音は、マラン・メルセンヌにより、1636 年に発見

された。それと同時に、後述の平均律も、ほぼ完璧

に記述している。倍音は、1オクターブが基本となる。

C4 と C5 の周波数比は、2 倍となる（2 の倍数系列）。

C4 の音に調弦した開放弦長を lとすれば、C5 は弦

長を  にして弾けばよい。以降、3 倍音、4 倍音（2
オクターブ上）等は、表 2 となる。2 倍音 C5 と 3
倍音 G5 の周波数比は、  で完全 5 度の音程とい

う。C4 の開放弦長を lとし、C5 の弦長を

とすれば、G5 は、弦長を l5（3の倍数系列）  

として弾く音と同じである。

表 2．調和律（純正律）

　また、4 倍音 C6 と 5 倍音 E6 の周波数比は、 
で、長 3 度の音程という。C6 の開放弦長を

とすれば、E6 は弦長  （5 の倍数系列）として弾
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く音と同じになる。これらの周波数比を、弦長で表

せば、表 2 の下段となる。これらの倍音系列の音を、

C4 ～ C5 のオクターブ内に対応する音に埋め込めば

（G5 は長さを 2 倍にして 1 オクターブ下げて C4 ～

C5 内に入るように調整する）、C4、E4、G4、C5 の

周波数比が決まる。倍音系列に基づく音階は、長 3
度  と完全 5 度  が調和音となるような

音階となる。この音階は、純正律（Just intonation）
と呼ばれ、後で論ずる。ヴァイオリン系楽器では、

この純正律の音律で演奏する。

　ピアノの鍵盤として、C4 音を中心に音階を示せ

ば、表 3 となる。表 3 において、ピアノの C4 と D4
の間にある黒鍵盤は、C4 の右隣りにある「∥」で代

用し、半音のキィを表わす。D4 以降の表記も同様と

する。C4 の半音上がった音階を C4♯と表し、D4 の

半音下がった音階を D4♭と表す。この C4♯と D4♭

は、周波数が音楽的には違う音であるが、ピアノでは、

同じ周波数の音として 1 つのキィに割り振り演奏す

る。西欧近代音楽のピアノでは、1 度のチューニン

グで転調の保証をするために、半音周波数比を一定

にし、♯ = ♭とするために、平均律というチューニ

ングを使用する。平均律は、半音を含む、C4, C♯,D,D
♯,E,F,F♯,G,G♯,A,A♯,B,(C5）の 12 音階で成

り立っている。半音比は一定なので、全音比も一定

となり、半音は全音の完全に半分となる。調和を基

本とする純正律では、全音比は 2 種類あり、大全音

と小全音がある。半音は全音の半分ではなく、♯と

♭の比は違う。このことが、純正律の音階では、1
度のチューニングによる転調を不可能にし、音階が、

どの音名からチューニングするかに根元的に関係す

る。これが、本報告の主題である。

　この報告は、300 年前に完成形となった現代西欧

ヴァイオリン系楽器の調和律（純正律）による調弦

が、歴史上の到達点であるという観点と、ピタゴラ

ス律、調和律、平均律それぞれの音律の音楽的変遷

を照らし合わせるという方法で、現代ヴァイオリン

系楽器を A 音からチューニングする根拠について、

納得できる理解を与えることを目的とする。チュー

ニングする音律と楽器は密接に関連することに注目

する。ピアノは、平均律の音階を採用しており、同

様に、ギターのフレット間隔も平均律で調整されて

おり、両楽器とも転調（コード変換）が保証されて

いる。次に、平均律について説明する。

表 3．ピアノのオクターブトーン

平均律とピタゴラス音律の解析
平均律は、1585 年にシモン・ステヴィンが 1 オクター

ブの中に存在する「半音」をすべて同等な比： で

算出する平均律（Mean temperament）を西欧世界

で初めて導出した 1)。1 オクターブを周波数比 2 とし

て、半音比：  を一定値として音階を

構成する（表 4）。♯（半音あげる）、♭（半音下げる）は、

同音となる。平均律では、オクターブ以外は協和音

となり得る音程は存在しないが、表 4 に見るように、

1 度のチューニングで転調が保証される。5 度音程の

平均律と調和音の差は、 Martin D18 ギターの弦長で 
0.5 mm である。

　平均律から約 2000 年さかのぼり、ピタゴラスが、

第 3 倍音の完全 5 度の音程を持つ周波数比で  とな

る関係（開放弦長の半分がオクターブ、開放弦長の 
 が完全 5 度）だけを使って、ピタゴラスの音律を

作っている。例えば、C 調のドから音階を作るとす

れば、C（ド）が周波数 1 とすると、C･ =1.5（C
の弦長を  にすること）は、完全 5 度上の G の周波

数になる。平均律の表 4 と比べると、G（ソ）は、8
番目の音：（ ）7 ≈  に対応する。さらに、この G
に対して完全 5 度上の音は、（ ）2 = 2.25 となり、C
の 1 オクターブ上の音域の D（レ）となるので、同じ

音域に収めるために、オクターブ下げて、（ ）2（ ） = 
1.125 とする。このように、完全 5 度（ ）とオクター

ブ下げ（ ）の関係だけで音階を作っていくピタゴラ

ス律では、C から始めて繰り返す 3 番目の音に、D
（レ）が対応する（表 5）。C から順に、C、G、D と、

D 以降も完全 5 度の関係を芋づる式に 12 回繰り返

すと、表 5 の順のように、13 番目の音として、1 オ

クターブ上の C が出てくる。ちょうど、13 番目の音

が、1 オクターブ比の 2 に近いので、ここで 12 音階

を打ち切ったのである 2)。

表 4．平均律
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　　2.0273 ≈ （ ）12（ ）6 ≈ 2

しかし、この 2 と 2.0.73 の比率の差（ピタゴラスの

コンマという）が、正確に音階を閉じないために、

転調できない等の弊害を生む。C から始めるピタゴ

ラス音律では、FC の音程比は原理的に  にならな

い。

　ピタゴラス音律において、表 5 のように、 C から

始めて芋づる式に作る最初の 5 音：C、G、D、A、

E だけで音階を打ち止めにしても楽曲は成立する。

日本では俗に、この 5 音では、第 4（ヨん）音と第 7（ナ

な）音が抜けるので、「ヨナ抜き音階」と呼ばれるが、

この 5 音階は、世界に共通する音階の 1 つになって

いる。「赤とんぼ（中山晋平作曲）」、スコットランド

民謡に基づく「蛍の光」、「アメイジング・グレイス」、

ドヴォルザークの第 2 楽章主部：新世界より「遠き

山に日は落ちて（日本）」など多くの曲がこの 5 音階

を用いて作曲されている。

表 5．ピタゴラス律

　表 5 によれば、芋づる式に完全 5 度（ ）の関係

から、 E の次に 6 番目「B」、7 番目「F ♯」が出て

くる。この、C, D,E,F ♯ ,G,A,B の音階は実は、

G,A,B,C,D,E,F ♯ ,（G）のト長調（長音階）の音

階になっている。これを、C 音から見た場合には、7
番目の音階「F ♯」の音程  ≈ 1.4238 が、他の 6
音と比べ、純正音程からずれるので、次の、  
　　G,A,B,C      ,D,E,F ♯ ,（G）：ト長調  
　　C,D,E,F ♯ ,G,A,B 　 ,（C）

　　C,D,E,F      ,G,A,B 　 ,（C）

による対応のように、ハ長調の始めの C 音から 4 度

上、オクターブ上からは 5度下のF（2･  =  ≈ 1.3333）
で、F ♯を置き換える。元のト長調の GC 間は、完

全 4 度  ≈ 1.3333 になっている。それに合わせ、こ

の 7 音階： C,D,E,F,G,A,B,（C）として一部再構

成した音律によって、単旋律のグレゴリオ聖歌（9

～ 10 世紀）や中世の音楽は作曲されたとされること

がある。C から始めたピタゴラス音律の本来の F は、

表 5 の 12 番目に、  ≈ 1.3515 として出てくる。

表 5 の F を再構成した 7 音で並び替えると、表 6 と

なる。この表 6 で、オクターブ上の C は、周波数比

2 としてしまい、ピタゴラスのコンマのつけを F に

押し付け 7 音とする。これが、ピタゴラス 7 音階の

正体である。この表 6 の 7 音階は、音程完全 5 度 
を基に音階を作っているので、CG 間は音程  、DA
間も ・ ・  と正しい音程となっている。

　この C から始まる：

　　 C,D,E,F,G,A,B,（C）

の自然長音階 C（ハ）長調の音列は、そのまま、A
から始まる：

　　A,B,C,D,E,F,G,（A）

の自然短音階 A（イ）短調の音階になっている。実

は、グレゴリオ聖歌（9 ～ 10 世紀）など中世の音楽は、

この 7 音の C（ハ）長調ではなく、基音を A とした

A（イ）短調の音階で作られている。この基音が C（ハ）

ではなく、A（イ）短調の音階であることが、Aからヴァ

イオリンのチューニングを始める理由を考える上で、

「1 つの着眼点」（着眼点 1）である。A 短調から、感

じのよい C 長調へは、始めの音を変えれば良いだけ

なので、すぐ行き着く 3)。

結果と討論
和音の解析
全音（例えば CD 間）は、半音が 2 つ分（半音は全

音の半分ではない）の音程、全音と全音で長 3 度（例

えば CE 間）の音程、全音と半音で短 3 度（例えば 
AC 間）の音程となる。このとき、長 3 度と短 3 度

で長 3 和音（例えば CEG 間）、短 3 度と長 3 度で短

3 和音（例えば ACE 間）となる。根音（基音）から

の主和音が長 3 和音の音階が長調（長音階例えば C
長調）で、一方、根音からの主和音が短和音の音階

が短調（短音階例えば A 短調）と呼ばれる。したがい、

長音階例えば C 長調は、

　C（全音）D（全）E（半）F（全）G（全）A（全）B（半）C、
短音階例えば A 短調は、

表 6．再構成したピタゴラス律（音階）
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　A（全音）B（半）C（全）D（全）E（半）F（全）G（全）A
となる。

　ピタゴラス音律では、完全 5 度（長 3 度と短 3 度）

を、単純な周波数比  として音階を作る。この完全

5 度の音程のある 2 音（例えば基音 A と 5 度上 E）

の開放弦を同程度の強さで弾くと、開放弦よりは弱

い響きだが、両者の振動数の差に相当する音程（「差

音」）として、1 オクターブ下の基音 A の音が聞こえ

てくる。A の周波数を f として、

（0.1）　　E-A = f - f = f
　　　　　（A の 1 オクターブ下の差音）

となる。この2音：EとAがピッタリ合っていないと、

ずれの周波数に相当するうなり（beat）を生じ、「ワ

ンワンワン」という響きが聞こえる。この完全 5 度

調弦が、ピタリと合えば（基音 A に基づき E をチュー

ニングできれば）、式（0.1）から、基音 A を、さら

に 1 オクターブ下の基音 A 音が支えて、ヴァイオリ

ンの楽器全体が、「裏板から良く鳴る」ようになる。

これが「和音」の本質である 4)。A(sin(x)) と 5 度上

E(sin(1.5x)) の 2 音の差音 (sin(1.5x)-sin(x))：E-A
を表わすと、この差音の波形は、A 音の 1 オクター

ブ下の周期波形（元の A の波長の 2 倍：周波数は  

）になる。

純正律の解析
音の周波数比が単純な数比であると、調和音を生む。

完全 5 度の音程を持つ 2 和音は、基音（根音）の 1
オクターブ下の差音低音がしっかりと響き全体を支

え、充実した「協和音」を作り出す。これが、西欧

近代音楽の和音、いわゆる調和音（harmony）の本

質である。

　楽曲が、グレゴリオ聖歌のような、単旋律のモノ

フォニーから、多声部合唱（ポリフォニー：15 ～ 16
世紀）に移行するにしたがい、長 3 度（例えば CE
間）のピタゴラス音律の周波数比：  ≈ 1.2656 を単

純な数比： = 1.25に置き換え、調和音（harmony）
に重きをおく音階に再構成されるようになる 3)。こ

れに基づく音階を、純正律と呼ぶ。この再構成によ

り、純正律の長 3 度は、ピタゴラス音律に比べ、音

程はかなり狭くなり、この差をシントニック・コン

マと言う。周波数比  は、4 倍音（C6）と 5 倍音

（E6）との周波数比に相当し、C4 開放弦長の  弦長

が、純正律の長 3 度音程 E4 の弦長に当たる。

　長 3 度（例えば C と E）の音程の周波数比を  と
すると、2 音の差音は、C の周波数を f とすれば、

（0.2）　　E-C = f - f = f

　　　　　（A の 2 オクターブ下の差音）

となり、完全 5 度の 2 音の時の 1 オクターブ下の基

音よりさらに 1 オクターブ下の、基音の 2 オクター

ブ下の低音差音が基音を支え、長 3 度の和音は、さ

らにもっと良く響く充実した協和音が得られる。

C (sin(x)) と長 3 度上 E (sin(1.25x)) の 2 音の差音

(sin(1.25x)-sin(x))：E-C を表わすと、この差音の波

形は、C 音の 2 オクターブ下の周期波形（元の C の

波長の 4 倍、周波数は  ）になる。

　あわせて単純な周波数の比ゆえに、その差音

（Combination tone）が、基音のオクターブ下の低音

差音となり、基音の響き全体を支え、良く響く充実

した「協和音」が得られる。この純正律と差音のメ

カニズム：これが西欧近代音楽の 3 和音（調和音）

の本質である。3 和音（例えば C, E, G）の差音も、

長 3 度の 2 和音（C, E）と同様に、基音（根音）：f
の 2 オクターブ下：  の周期波形となる。

　ここで、和音の本質である、ド（C4：f）とソ（G4： 
 ）の 1 オクターブ下の差音（ ) と、ドの第 3 倍音

（G5：1 オクターブ上＋完全 5 度上）との関係、または、

ド（C4：f ）とミ（E4：  ）の 2 オクターブ下の差

音（  ）と、ドの第 5 倍音（E6：2 オクターブ上＋

長 3 度上）との関係について説明する。

　まず、ド（C4 開放弦）とソ（G4 開放弦）の完全

5 度の和音では、基音 C4 と基音 G4 に対して、それ

ぞれ表 7 の倍音系列をとり、C4 に対しては第 3 倍

音、G4 に対しては第 2 倍音に当たる：G5 の共有倍

音同志が協和する（うならない）。C4 と G4 の完全

5度を持つ2弦のチューニングが、途上で未完の時は、

このG5の共有倍音同志がうなるわけである。チュー

ニング完成時には、差音として、基音 C4 の 1 オク

ターブ下のC3が協和音として鳴る。これはちょうど、

表 7 下段のように、協和音である差音 C3 を基音と

考えたときの、第 2、第 3 倍音が、C4、G4 となる

ような関係になるのである。

　このとき、基音 C4 に対して、同じ開放弦 1 音に

対し、振幅を  にした 3 倍音：G5 を加えた、次に示

す合成音（z）：

（0.3）　　z = C4 - G5 = cos(t)-( )cos3t

の周期は、基音と同じ C4 の矩形波形の音色になる。

　次に、ド（C4）とミ（E4）の長 3 度の 2 和音につ

いて解析する。基音 C4に対しては、倍音が1,2,3,4,5,6
倍音に対して、C4,C5,G5,C6,E6,G6 の音名に対応す
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る。基音 E4 についても同様に、表 8 のような、そ

れぞれの倍音系列を取り、E6（C4 については第 5
倍音、E4 については第 4 倍音）の共有倍音同志が

協和する（うならない）。C4 と E4 の長 3 度を持つ

2 弦の、チューニングが途上で未完の時は、この E6
の共有倍音同志がうなるわけである（平均律のピア

ノの調律は、このうなりを利用して純正律からずら

す）。完全 5 度の場合の協和倍音 G5（C4 の 3 倍音）

よりも、長 3 度では、より高次の E6（C4 の 5 倍音）

の倍音同志が協和する。チューニング完成時は、差 
音として、基音 C4 の 2 オクターブ下の C2 が協和音

として鳴る。これはちょうど、G/C 和音の表 7 下段

の時と同様に、協和音である差音 C2 を基音と考え

たときの、第 4、第 5 倍音が、C4、E4 となるよう

な関係になるのである（表 8）。
　この時、基音 C4 の開放弦に対して、振幅の小さ

い  3 倍音（G5）と  5 倍音（E6）を加えた合成音（z）： 

（0.4）　　z = C4 - G5 +  E6
　　　　　　　= cos(t) - ( )cos3t + ( )cos5t

の周期は、C4 の周期と同じになる。この倍音の重ね

合わせが、楽器の音色の正体である。C4 の弦を弾け

ば、各倍音が開放弦より弱い響き（小さい振幅）で

あるが固有振動として混ざり、その構成比が音色の

違いとして聞こえる。たとえば、木管楽器の 1 種ク

ラリネットの音の波形は、合成音：式（0.4）のいわ

ゆる矩形波に近い波形であることが知られている。

クラリネットは、ほぼ管体の太さが一定であり、さ

らに、閉管していることで奇数倍音だけが現れる。

各々の倍音の量と発音のタイミング、長さ等の組み

合わせによって、楽器特有の音色として表せる。

　ドミソ（C4,E4,G4）の 3 和音は、差音として、基

音（C4）の 2 オクターブ下の C2 が協和音となる。

これもちょうど、表 7 下段の（C3）の場合と同様に、

協和音である差音 C2 を基音としたときの、第 4、第

5、第 6 倍音が、C4、E4、G4 となるような関係になっ

ているのである。

C 調系と A 調系の解析 
C 長調系列の表 9 で、音名間の数字は、音名間の周

波数比を表わす。ピタゴラス音律では、C 系におい

て DE 間の全音比は、となる。EF、BC 間は半音で、

他は全音となっている。表9右欄のように、長3度（周

波数比が  ）の調和音を考えた C 系列の純正律を作

る。その手順を示す。

⑴ピタゴラス音律の音階を、C から芋づる式に完全

5 度（ ）の関係で 7 音作る。オクターブ上の C
は周波数比 2 とする。

⑵第 7 番目にできる F ♯を、オクターブ上の C から

5 度下（ ）の F（周波数比では  ）に置き換えて、

7 番目で打ち切り 7 音を再構成し、広い意味での

ピタゴラス音律とする。

⑶ C から始めて、主要 3 和音の根音：C、F、G に

対して長 3 度の音：それぞれ、 
　　　E（C → E）、A（F → A）、B（G → B）

　を周波数比  に再構成する。この再構成により、

ピタゴラス音律から純正律へ、次のようになる（表

9）。
　　E：  → 
　　A：  → 
　　B：  → 

表 8．2 和音（E/C）の純正律倍音系列
　この⑶の純正律による再構成により、ピタゴラス

音律では全音比がすべて同じ比率  、半音比も同じ

であったが、純正律では、CD 間の比  のような

「大全音」と、DE 間の比  のような「小全音」の 2
種類に全音が分かれてしまう。純正律の半音は、ピ

表 9．C 調系のオクターブ

表 7．2 和音（G/C）の純正律倍音系列
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表 10．A 調系のオクターブ

うに変わる。

　表 10 において、表示上は C 系列の表 9 と同じ並

びにするが、A から始めて、主要 3 和音の根音、A、D、

E に対して短 3 度（A 短調）の音程として、 
　　C（A → C）、F（D → F）、G（E → G）

を周波数比  に再構成する。この再構成により、ピ

タゴラス音律から純正律へ、次のようになる（表

10）。
　　C：   → 
　　F：   → 
　　G：  → 
となる。これにつれ、1 オクターブ下の C も、

　　C：  → 

となる。短 3 度は、「全音階的半音＋大全音」で、周

波数比は、 ・ =  となる。A 系列純正律の再構成

により、C 系列と同様に、「大全音 」と、「小全音 
」に分かれるが、

　　C 系列で、CD 間：大全音 = 
　　C 系列で、DE 間：小全音 = 
であったものが、A から始まる、

　　A 系列で、CD 間：小全音 = 
　　A 系列で、DE 間：大全音 = 
と、同じ 2 音間の音程でありながら変更される。純

正律は、1 つのチューニングで転調ができないわけ

である。

　このとき、変更によって、A から始めた純正律では、

1 オクターブ内に収まる：

　CG 間、DA 間、EB 間、FC 間すべてが完全 5 度

になり、C から始めた純正律では、

　DA 間≠  （完全 5 度でない）

であったものが、A 系列では純正律においても、完

全 5 度となる。この点が、チューニングを A 音から

始める理由を考える上での「着眼点 2」となる。

ヴァイオリン系楽器の調弦
ストラディバリウス等に代表されるヴァイオリンは、

純正律が確立していた中世と同時期：17 世紀後半か

ら 18 世紀に完成形を見た。ヴァイオリンは、音が高

い方から、1、2、3、4 弦と言い、高い第 1 弦から順

に、E、A、D、G の音に、第 2 弦の A 音のピッチを

基準に、すべて完全 5 度の音程を基本に、A（2 弦）、 
D（3弦）、G（4弦）、E（1弦）の弦の順にチューニ

ングする。チューニング手順は以下になる（表 11）。
⑴	まず、2 弦を A4 のピッチ：通常は 440 Hz に合わ

せる。

⑵ 3 弦：D4 が、2 弦：A4 を基準に、完全 5 度「下」

になるように、差音である基音 D4 の 1 オクター

ブ下の音が弱く響くようにチューニングする。

タゴラス音律の比  から比  となり、「全音階的

半音」という。

　この純正律で、全音が 2 種類できてしまうことが、

転調を保証しないばかりか、音程に関して重大な問

題を引き起こす。この影響で、C から始めたピタゴ

ラス音律では、CG 間、DA 間、EB 間、FC 間すべ

てにおいて完全 5 度比（ ）の音程になっているが、

純正律では、このうち、DA 間だけ、完全 5 度音程： 
 とならない。

（0.5）　　DA 間 = ･  =  ≈ 1.4815 ≠ 

　これは、純正律では、

　　長 3 度 = 大全音＋小全音

　　短 3 度 = 大全音＋全音階的半音

　　完全 5 度 = 長 3 度＋短 3 度 = 大全音＋小全音＋

　　　　　　　大全音＋全音階的半音

とならねばならないが、C から始めた C 系列の純正

律の DA 間の比だけは、

　　DA 間 = 大全音＋小全音＋

　　　　「小全音（DE 間の違い）」＋全音階的半音

となってしまうために、完全 5 度： とならない。 
A 音から楽器をチューニングする理由を考える上で、

この点に注目する。

　ここで次に、表 9 の C 系列を、グレゴリオ聖歌の

音階に習い（着眼点 1）、A を基音として、A から始

まる A 系列に作り直してみる。ピタゴラス音律部分

は C 系列の場合と全く変わらず、C 系列の手順⑶に

相当する A 系列の純正律部分は、表 10 の右欄のよ
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⑶ 4 弦：G3 が、3 弦：D4 を基準に、完全 5 度「下」

になるように、差音である基音 G3 の 1 オクター

ブ下の音が弱く響くようにチューニングする。

⑷ 1弦：E5 が、2 弦：A4 を基準に、完全 5 度「上」

になるように、差音に注意してチューニングする。

　ヴァイオリンには、フレットがないので、演奏者

が耳により、弦を押さえる位置を指位置で調節して、

純正律で弾く。ピアノとギターは、平均律でチュー

ニングするので、転調が保証される。ギターのフレッ

トは、弦長が、平均律になるように、純正律からず

らして切ってある。ピアノの鍵盤では同音となるが、

ヴァイオリンなどの純正律では、C ♯と B ♭は別の

音で、指位置で弾き別ける。

　少し大きめのビオラは、4 弦を持ち、楽曲の低音

域をカバーするために、ヴァイオリン同様に完全 5
度の音程を基本に、ヴァイオリンの基準ピッチとす

る第 2 弦：A4（440 Hz）を、ビオラの高い方の第 1 弦：

A4 として、すべて低くなる 2、3、4 弦を、順に完

全 5 度下になるように、2 弦：D4、3 弦：G3、4 弦：

C3 としてチューニングする。

　やや大きめのチェロは、4 弦を持ち、さらにビオ

ラの 1 オクターブ下の低音域をカバーするために、

ヴァイオリンの第 2 弦の基準ピッチ A4 = 440 Hz の

1 オクターブ下の A3 = 220 Hz を、高い方の第 1 弦：

A3 として、ビオラと同様にすべて低くなる 2、3、4
弦を、順に完全 5 度下になるように、2 弦：D3、3 弦：

G2、4 弦：C2 とチューニングする。これら、ビオラ、

チェロの各弦の音域を整理すると、表 12 となる。表

12 の左端は、比較のために、ヴァイオリンの 4 弦の

音域を示す。

　300 年前には完成形だった、ヴァイオリン。ビオ

ラ、チェロは、その調弦に純正律の歴史を残してい

る。ヴァイオリンでは、2弦：A4ピッチを基準にして、

完全 5度の音程によって、低い側の Aの下は、 D、G
として、高い側の A の上は、E としてチューニング

していることが分かる。先の表 5 に見るような、完

全 5 度音程によるピタゴラス音階の作成過程は、C
から芋づる式に始まったのではなく、A から始まり、

下の低い方に、D、G、C とつくり止まり、反転し

て、基準 A から上の高い方に、E という順番に作ら

れたとされる。まさにこれは、ヴァイオリン系楽器

のチューニング手順と同一である。チューニング手

順と、調弦音に、300 年の音律の歴史が残っている

のである。このことが、A からヴァイオリン系楽器

をチューニングする理由の「着眼点 3」となる。こ

れですべての 3 つの着眼点が整った。

　一方、コントラバスは、その楽器の完成形が、ヴァ

イオリン系楽器に比べかなり遅く、19 世紀になって

ほぼ固まり、ヴァイオリン系楽器とは異なり、高い

方から 1、2、2、4 弦とし、第 1 弦をチェロの 3 弦： 
G2 と同音にして、1 弦：G2、2 弦：D2、3 弦：A1、
4 弦：E1 と、完全 5 度音程ではなく、すべて 4 度音

程で調弦する。

　ここで、コントラバスの調弦を、4 度音程調弦に、

ヴァイオリン系と変えた理由として、次のことが考

えられている。チェロに比べかなりサイズの大きい

コントラバスは、チェロの音域より 1 オクターブ下

の音域をカバーする、高い 1 弦：A2 から 5 度音程

の 4 本調弦の構成が考えられていたが、サイズが大

きくなるために、弦の音程を取る指幅が大きくなり

演奏できない。できたとしても、当時はガット（羊

の腸でできている）弦しかなく、それで一番低い 4 弦：

C1 弦を作ろうとすると、人間の親指より太くなって

しまうので、C1 弦を作ることができなかった。そこ

で、最低弦の音を G1、完全 5 度ずつ上がって、D2、
A2 としたチューニングの 3 弦コントラバスの歴史が

始まった。その後、18 世紀から徐々に巻線弦が発明

され、ガット弦またはナイロン弦に金属線を巻き付

け補強して弦径を細くできるようになり、しだいに、

高い方の 1 弦を G2（チェロの 3 弦）から始める 4
度音程の、全体音域を狭めた、4 弦コントラバスに

変わった。さらに巻線の開発を加え、完全 5 度チュー

ニングに最適な弦を求めて、ジャズ・ベーシストの

レッド・ミッチェル（Red Mitchell：1927-1992) は、

この歴史をふまえ、あえてチェロより 1 オクターブ

音域を下げて完全 5 度調弦した、初期目標の 4 本弦：

表 11．ヴァイオリンの調律 表 12．ヴィオラとチェロの調律
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律としては、見た目は、C から始めても、A から始

めても同じになるが、オクターブ内の DA 音程が完

全 5 度である要請から、C からではなく、A から始

まる純正律が選ばれる。

　この表 16 で、A から始めて、低音に 2 つ、高音

に 1 つ音階を取れば（4 弦）、高音から、E,A,D,G と

なり、まさにこれが、ヴァイオリンの調弦音とチュー

ニング手順そのものになる。また、 A から始めて、

すべて低音側に 3 つとれば（4 弦）、高音から、A,D,G,C
となる。これはまさにビオラの調弦方法となる。A
から始める純正律の自然短音階の 300 年の歴史が、

完全 5 度調弦（低い方から G,D,A,E）のヴァイオリ

ン系の調弦として、その名残りが残っている。逆に

言うと、300 年前に完成形となったヴァイオリンは、

A から始まる純正律そのものに、楽器をチューニン

グしているわけである。したがって、まず、道理と

して、A 音のピッチを合わせるのである。

　また、表板には、ネックに平行な柾目の板を使う。

木目間隔も揃っている方が良い。表板を伝わる振動

速度は、木目に平行な速さが、垂直方向に比べほぼ

2 倍である。したがって、振動が周辺まで同時に伝

わるには、表板の長さの比が、2：1 がよい。製造す

る過程で、経験的に探り出した、表板の形状に対す

る結論であったと考えられている 6)。

まとめ
17 世紀から 18 世紀に完成したヴァイオリン系楽器

は、当時の、DA 間音程が完全 5 度となる、 A から

始まる純正律の自然短音階を正確に反映し、その名

残りを現在も、各調弦音とそのチューニング手順に

歴史を残している。したがって、A 音からピッチを

チューニングする必然がある。ヴァイオリンを A 音

からチューニングする根拠は、次の理由による。

　　ヴァイオリンのチューニング =
　　　　A をピッチとする純正律の自然短音階

謝辞
物理学実験 I「音速の測定」の発案者である、二階

堂誠也教授（神奈川大学）には、退任後、わざわざ

表 15．C 調と A 調における DA 間音程

表 16．A 調に対するピタゴラス音律

　ここまで、理解した上で、ピタゴラス音律の音階を、

完全 5 度音程  で、C から始めて芋づる式に導出し

た表 5 を再考する。実は、この表は、C から高音側

に始めるのではなく、A を始めとして、 A から低音

側に 3 つ、（ ）、（ ）2、（ ）3 として、D、G、C を作

り、一転戻って、 A から高音側に 1 つ、（ ）して、E
を作る手順と見る。すると、C から高い方へ合計、C、

G、D、A、E の 5 音（ヨナ抜き音階）が定まる（表

16）。実際に、ピタゴラスの音階は、このような手順

で作られたと言われる。

　また、純正律から見ても、この表 16 の音階は、 A
系から始めるので、表 10 のように、オクターブ内

の DA 間の音程は、完全 5 度音程： DA =  が保証さ

れる。C から始めた純正律と見れば、オクターブ内

の DA 間音程は完全 5 度にならず：DA= ≠  、表

16 とは異なる数値になる。表 16 は、ピタゴラス音

高い方から 1 弦：A2、D2、G1、C1 で、コントラバ

スをチューニングして演奏した 5)。したがって、弦

楽器の調弦の基本は、完全 5 度チューニングのヴァ

イオリン系に代表されると考えてよい。

　今ここで、ヴァイオリン系楽器の調弦に、300 年

前の純正律の音律と音階の名残が残る、すなわち、

調弦は音律そのものを反映したものと考える（着眼

点 3）。また、近代は長調が基本となり、C を基本に

自然長音階を考えるが（音域表示も C を基準）、ヴァ

イオリンが完成形となった 300 年前の中世では、A
音から始まる自然短音階（短調）を基本にしていた

ことを思い出す（着眼点 1）。一方、表 9）（C 系列）

と表 10（A 系列）によれば、C から始まるピタゴ

ラス音律では、DA 間の音程は完全 5 度：DA =  で

あるが、C から始まる純正律では、オクターブ内の

DA 間の音程が完全 5 度にならない： DA ≠  。A か

ら始まる自然短音階のオクターブ内にある DA 間の

音程は、A から始まるピタゴラス音律でも、A から

始まる純正律でも、DA間の音程は完全5度になる（表

15）。現に、ヴァイオリン、ビオラ、チェロでも現れる、

オクターブ内の D 弦と A 弦間（DA 間音程）は、完

全 5 度音程でチューニングするので、C 系で始まる

自然長音階の純正律を反映した楽器の調弦ではあり

得ない。A 系から始まる自然短音階の純正律でなけ

ればならないし、現に調弦は、A ピッチを基準にして、

A から始めて、他 3 本をチューニングしていく（着

眼点 2）。
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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

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 化による

間接遷移型から直接遷移型への変調効果による PL
（Photoluminescence）発光を利用して、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、この PL 発光を利用した可視域から近紫

外までの発光素子を目指すには、更なる半導体のEG

の増大が必須である。そこで、単結晶 Si（c-Si）か

らアモルファス Si（a-Si）までの基板に C ホットイ
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オン注入法を用いて SiC ドットを作製し、その大き

な PL 発光を実証してきた 15-22)。しかし、EG の小さ

い Si 層（EG ≈ 1.1 eV）中の大きなEG を持つ SiC ドッ

ト（EG ≥ 2.4 eV）は量子ドットではないため、励起

電子の量子閉じ込め効果による寿命増大が期待でき

ず PL 発光効率低下の原因となる。従って、EG の大

きな Si 酸化膜（EG ≈ 9 eV）へのダブルホット Si+/C+

により SiC 量子ドット（QD) を実現し、その励起電

子の閉じ込め効果による PL 発光効率の増大化を実

現してきた 23-24)。QD からの広帯域の PL 発光を実現

するには、SiC-QD 以外のEG を持つ QD の形成が必

要となる。

　本報告においては、Si 酸化膜への各種ホットイオ

ン注入を行い、Si-QD から C-QD までの IV 族半導

体 QD（IV-QD) 作成し、高帯域 PL 発光を実現した

ので報告する 25-26)。

材料と方法
IV-QD形成法
本研究において、IV 族半導体のEG より大きい Si 酸
化膜中での IV-QD 形成を目指した。IV-QD での PL
発光時に、励起電子の大きな量子閉じ込め効果によ

り、励起電子の拡散を抑制しその寿命の増大化が起

こり、PL 発光効率の改善が期待できる。

　図 1 と表 1 に三種の IV-QD（Si-QD、SiC-QD、

C-QD）作製法とそのプロセス条件を示す。Si 基板

に形成した熱酸化膜層（OX)（約 150 nm）（図 1(a)）
へのホットイオン注入法（図 1(b)、表 1）により、

IV-QD の形成を行った 25)。その後、図 1(c) に示すよ

うに、IV-QD 形成促進とイオン注入後の結晶性回復

のため、N2 アニールを行った（アニール温度TN = 
1000℃）。ホットイオン注入温度T、及び Si ドーズ

量DS、C ドーズ量DC は表 1 に示す。

　PL 特性は波長 325 nm レーザー光を用いて室温で

測定した。レーザビーム径は 1 μｍ、レーザパワー

は約 0.6 mW である。更に、広帯域 PL 発光強度は、

標準光により補正を行った。

結果及び討論
IV-QDの構造解析
最初に、XPS（X 線光電子分光）解析による酸化膜

中のSi及びC濃度深さ分布を図2に示す。予想通り、

Si 及び C 濃度は酸化膜中央付近にピークを持ち、本

図 1．OX へのホットイオン注入法を用いた IV-QD の製造
方法．

表 1．IV-QD のプロセス条件

図 2．XPS 分析による酸化膜中 Si（実線），及び C 濃度（破
線）の深さ分布．なおT = 600℃，TN = 1000℃、DS = 6
× 1016 cm-2，DC = 4 × 1016 cm-2、tN = 30 分．

図 3．HAADF-STEM に よ る OX 中 (a)Si-QD（DS = 6 ×

1016 cm-2，T = 400℃、tN = 60 分）（b）SiC-QD（T = 400 ℃，
DS = 6×1016 cm-2，DC = 4×1016 cm-2，tN = 60 分），及び（c）
C-QD（T = 400℃，DC = 4×1016 cm-2，tN=30 分）断面図。
なお、tN = 30 分．
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実験においてはそれぞれ約 6-10× 1021 cm-3 及び 4-10
× 1021 cm-3 の範囲であった。また、SiC-QD において

は、C1s スペクトルより、C 原子の約 80 ％は Si 原
子と結合し、SiC 形成を確認できた。C 原子の残り

の 20 ％は酸化膜中で析出していることが判明した。

　次に、図 3(a)-3(c) は、それぞれ Si-QD、SiC-QD
及び C-QD の HAADF-STEM（高角度環状暗視野走

査透過型電子顕微鏡）観察結果である。図 3(a)-3（b）
中の多数ある白色のドット及び図 3(c) の黒色ドット

がそれぞれの QD である。

　図 3 の結果から IV-QD の長径の平均値Ф及び密度

N を図 4(a) に示す。Ф及びN のエラーバーは、そ

れぞれ、Фの測定標準偏差及び観測視野中のドット

個数n の統計的バラツキN ⁄√n より求めた 25）。Фは

約 2-4 nm、N は約 2 × 1012cm-2 であり、IV-QD の

種類に依存している。Φは Si-QD が一番小さく、反

対にN は Si-QD は一番大きいのがわかる。ここで、

PL 強度IPL は式⑴のように、視野中の IV-QD トー

タル面積比S に比例する 25）。η及びI0 は、それぞれ

PL 量子効率及び入射光強度である。

　　　　　IPL = ηI0S,　　　　⑴

図 4(a) のデータを使用しS（≡ Nπ(Ф/2)2）を求め、

その結果を図 4(b) に示す。S は 0.1 ≤S < 0.25 であ

ることがわかり、しかも IV-QD の種類に依存してい

る。

　図 5 は CSTEM（球面収差補正走査透過型電子

顕微鏡）観察による IV-QD 格子像である。全ての

IV-QD において格子像が観測され、数 nm の半導体

ドットが形成されているのが確認された。しかも、

格子パターンにより、SiC-QD では立方晶と六方晶

のポリタイプを確認し、C-QD の格子スペース値 0.36 
nm からグラファイト構造の可能性もわかってきて

いる。

IV-QDからの PL発光
次に、IV-QD からの PL 発光について議論する。

　図 6 は、三種の IV-QD の PL スペクトルである。

全ての IV-QD からの近赤外から近紫外までの高帯

域 PL 発光を実現することができた。しかも、Si-、
SiC-、及び C-QD のピークIPL（IMAX）でのフォトン

エネルギー値EPH は、それぞれ約 1.5、2.4、及び 3.3 

図 4．(a)IV-QD における平均Φ（丸印）及びN（四角印）．
（b）IV-QD でのトータル面積．プロセス条件は図 3 に同じ．
誤差棒はそれぞれの標準偏差である．

図 6．三種の IV-QD の PL スペクトル比較．Si-QD ( 実線： 
tN = 90分），SiC-QD (破線：T = 200℃、tN = 30分），C-QD（点
線：T = 600℃、tN = 30 分）．イオンドーズは図 3 に同じ．

図 5．CSTEM による IV-QD の格子像．(a) Si-QD、 (b)SiC-
QD、 (c)C-QD．プロセス条件は図 3 に同じ．
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eV となり、各半導体のEG により制御されている。

Si-QD では、電子の量子閉じ込め効果によるEG ∝

Φ -2 に従い QD の微細化とともにEG は増大し、Φ≈
3 nm でEG ≈ 1.5 eV と報告されている結果 27) と本研

究でのΦ≈ 2.5 nm でEPH ≈ 1.5 eV はほぼ一致し、量

子効果によるEG は増大効果を確認した。一方、SiC-
QD においては、量子効果によるEG の増大はΦ＜

3 nm の条件のため 28）、本 SiC-QD のΦ≈ 4 nm では

EG の増大はないと考えられる。

　更に、図 7 は IV-QD の PL スペクトルの N2 アニー

ル時間tN 依存性である。IPL は N2 アニール後、全

ての IV-QD において飛躍的に増大しているのがわか

る。

　更に、図 8(a) 及び 8(b) は、それぞれIMAX 及びEPH

のtN 依存性である。どの IV-QD もtN = 5 分で飛躍

的にIMAX は増大し数十倍に達する。これは、QD の

結晶性の向上によると思われる。一方、EPH のtN 依

図 7．IV-QD における PL スペクトルのtN 依存性．(a) Si-
QD，(b) SiC-QD，(c) C-QD．プロセス条件は図 6 に同じ． 図 9．IMAX ( ●），及びEPH（■）の IV-QD 構造依存性．

図 8．(a) IMAX，及び (b) EPH の tN 依存性．Si-QD（丸）， 
SiC-QD（四角），(c) C-QD（三角）．プロセス条件は図 6
に同じ．
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存性は IV-QD 種類により異なる。Si-QD では、N2

アニール後、急激に低下しており、高温 N2 アニー

ルによるΦの増加に起因していると思われる。また、

SiC-QDではN2アニール前後でEPH は約2 eVから2.4 
eV に増大している。これは、N2 アニール後、Si-C
の混晶状態が 3C-SiC 形成に変化したためと思われ

る 26）。

　図 9 でのIMAX、及びEPH の IV-QD 構造依存性を

示すように、PL 特性は大きく構造に依存している。

IMAX は SiC-QD が一番大きく、EPH は各半導体のEG

に依存して大きく変わることがわかる。

 
IV-QDの PL発光効率
式 (1) に従って、IV-QD の発光効率ηの構造依存性

を議論する。

　図 10(a) は IMAX のS（図 4(b)）依存性である。

Si-QD と SiC-QD においては、式 (1) に示すように、

IMAX は同じ S 依存性（破線）を示している。その結

果、Si-QD と SiC-QD でのIMAX の違いは各S の違い

によって説明でき、従って、ηは両構造とも同じと

結論できる。一方、C-QD のIMAX は破線から大きく

ずれ、ηが小さいことを示している。図 10(b) に式 (1)
より求めた各 IV-QD のηを示す。C-QD のηは他の

２構造の約 1/4 しかないことがわかった。この原因

の詳細はわかっていないが、C-QD の結晶性に問題

がある可能性がある。

 
結論
Si 酸化膜中への各種ホットイオン注入法を用いて

IV-QD の形成に成功し、大きな PL 発光も実現した。

　Si-QD、SiC-QD、及び C-QD は、それぞれ、ホッ

ト Si、Si/C、および C イオン注入により作製し、

STEM 観察によりΦ≈ 2-4 nm、N ≈ 2×1012 cm-2 であ

ることがわかった。さらに CSTEM により、QD の

格子像も観察でき、結晶性も確認できた。

　IV-QD からの PL 発光は近赤外から近紫外までの

高帯域をカバーできた。各 QD 半導体により大きく

ピーク PL 波長は変化し、Si-QD、SiC-QD、及び

C-QD のピーク波長は、それぞれ、約 830 nm（近赤

外）、520 nm（緑色）、及び 380 nm（近紫外）であった。

　Φ≈ 2.5 nm の Si-QD の場合、QD 内の電子の量子

閉じ込め効果によるEG 増大効果が PL 発光より確認

できた。

　また、Si-QD と SiC-QD の PL 発光効率はほぼ同

じであったが、C-QD のηは、前者の約 1/4 であった。

　今後、IV-QD の発光素子への応用には、その結晶

性の向上、Φの微細化、N の増大化が必要となる。
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図 10. (a) IMAX のS（式 (1)）依存性．(b) IV-QD におけるη．
プロセス条件は図 6 に同じ．
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Abstract:  We already reported previously that we succeeded in obtaining excellent electrical 
properties of B-implanted type-IIa chemical-vapor-deposition (CVD) diamond substrates under 
conditions for room-temperature (RT) B implantation followed by relatively low-temperature 
annealing of 1150℃ ~ 1300℃ . The doping efficiency markedly progressed to 78% and the 
Hall mobility at RT was 108 cm2/(V・sec) for the RT-implanted sample followed by anneal-
ing at 1300 ℃ . We consequently confirmed p-type conductivity and typical ionization energy 
of acceptor B using a wide temperature range. Furthermore, we have succeeded in fabricating 
a Schottky barrier diode using the all-ion-implantation process of B-ion-implanted into self-
standing CVD diamond substrate. We have also succeeded in achieving extremely high-efficient 
B ion implantation doping efficiency of around 100% using high-quality CVD film with a 5 μm 
thickness deposited on the high-pressure high-temperature (HPHT) type-Ib diamond substrate. 
Thus, B doping implantation into diamond semiconductors along with p-type electrical activa-
tion is now a reality for diamond device fabrication.  
  This time, we report that n-type conductivity has been achieved for the P-implanted CVD 
diamond film annealed by MeV ion beam irradiation technologies at the comparatively low 
temperature of 750℃ . After 140-keV P implantation for a 2 x 1014/cm2 dose and successive 50-
keV P implantation for a 1 x 1014/cm2 dose at RT, 3-MeV Ne2+ irradiation for a 1 x 1016/cm2 dose 
at 750℃ was performed. The dependence of sheet resistivity upon the reciprocal absolute tem-
perature showed two activation energies of ~1.2 eV and ~0.4 eV, using Hall effect measurement 
methods. In the temperature range from 300 ℃ to 700 ℃ , sheet resistivity exhibited ~1.2 eV 
activation energy. We also observed clear n-type conductivities at within the temperature range. 
However, in the temperature range from 100℃ to 300℃ , exhibiting ~0.4 eV activation energy, 
n-type conductivities could not be entirely observed. We qualitatively discussed these p-n judge-
ment results. Eventually, after Hall effect measurement had been completed, we performed 
SIMS measurement to investigate profiles of impurity elements contained in the CVD films. 
We found not only implanted P atoms, but also N atoms that had been unintentionally present 
during CVD film deposition. These facts will be published elsewhere. That is, the CVD film had 
double donor states. We discussed possibilities of electrical activation for implanted P atoms be-
ing introduced into substitutional sites. Atomistic models of dynamic movement for implanted 
P and surrounding C atoms were proposed. These models showed that implanted P atoms could 
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図 1．各種半導体の動作特性比較 .

図 2．11B 元素を多重注入或いは 12C 元素を多重注入して
得られた各元素の深さ方向分布と多重注入によって導入さ
れた空格子点深さ方向分布の計算値 .

be introduced into substitutional sites during MeV-IBIEC annealing irradiations. We also discussed defects 
annealing mechanism using MeV-IBIEC technologies, based on basic atomistic models. 
Keywords:  ion implantation, diamond, hopping conduction, ion-implanted defects, IBIEC 

序論
現代社会は電力によって成り立っている。スマート

フォンをはじめ、テレビや冷蔵庫といった家電、車

や電車、飛行機などの輸送機器など、身の回りの多

くの製品が電力によって動作している。しかし、電

力に頼りすぎた結果、地球温暖化などの環境問題

や、 石油や天然ガスの枯渇といったエネルギー問題

が取り上げられ、省エネが叫ばれるようになってい

る。そこで注目されているのが、パワーエレクトロ

ニクスである。パワーエレクトロニクスとは、主に

電力変換や制御、輸送、供給などに関わる技術であ

り、近年の高密度記録、エンジン制御、移動体通信

等の技術進歩に伴い、盛んに研究が続けられている。

パワーエレクトロニクスのシステム構築に大きな役

割を果たしているのが、半導体パワー電子デバイス

である。この電子デバイスの基板として今まで Si が
用いられてきた。しかし、Si そのものの性能限界が

近づいてきており、Si パワー電子デバイスのさらな

る改良は困難であると考えられている。そこで、新

たな半導体素材としてワイドギャップ半導体が注目

されている。ワイドギャップ半導体とは、Si よりも

バンドギャップが大きい半導体の総称である。主な

ワイドギャップ半導体には、SiC や GaN、ダイヤモ

ンドが挙げられる（図 1）。特にダイヤモンドは、広

いバンドギャップ、高熱伝導率、高い絶縁破壊電

界、高キャリア移動度など、ワイドギャップ半導体

の中でも多くの優秀な物性を持っているため、次世

代型パワー電子デバイス素材として期待されている

が、実用化への課題が多いのが現状である。 ダイヤ

モンド半導体実用化への課題の 1 つに、不純物導入

がある。半導体内に不純物を導入する方法は、CVD 
（Chemical Vapor Deposition）法で成膜中に不純物

ガスを混合してプラズマを形成するか、イオン注入

法で基板内に直接イオンを打ち込むかの二通りがあ

る。CVD 法では、PH3（ホスフィン）を不純物ガス

として導入して作製した n 型ダイヤモンド半導体が、

ホール 効果測定より n 型伝導が確認されている 1)。

しかし、CVD 法では素子の微細化や複雑な導入層の

形成、不純物濃度の調節が難しい。一方、イオン注

入では、 注入による結晶欠陥や導入した不純物の電

気的活性化が難しいといったことから、n 型伝導の

報告はされていない。しかし、注入領域や注入量の

制御がしやすい、不純物がガスでなくても注入可能

なので、ダイヤモンド半導体の実用化には必要不可

欠な技術である。課題である注入欠陥の低減や導入

した不純物の活性化には、高温イオン注入やポスト

アニール処理が有効であると考えられている。

　しかし我々は既にダイヤモンド基板構成原子であ

る C 原子とほぼ同様な原子半径を持つ B イオン注

入において、基板温度を室温に保ったイオン注入と

電気炉による通常の熱処理、しかも熱処理温度が

1150℃ ~1300℃の比較的低温の熱処理により非常に

良好な結果を得ている 2-5)。これらの結果は B 注入量

と注入エネルギー、ポストアニールにおける熱処理

温度を最適化した結果であるが、イオン注入で形成

される欠陥がどの程度ダイヤモンド基板に導入され

るのかを予め TRIM2013 計算コードにより把握して

おく必要がある。結果を図 2 に示す 6)。
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　この図からダイヤモンドへの 11B 注入の場合、形

成される空格子点濃度の平均値が ~5×1021/cm3 程度

で、上記に記した良好な電気特性結果が得られてい

ることが判明した。この程度の欠陥を導入すること

で比較的低温の通常熱処理により B が効率的に置換

位置に導入されたのである。同様に C 原子と同程度

の原子半径を持つ N 原子についても、B の時と同程

度の欠陥（vacancy）を導入すればポストアニール

で効率的に置換位置に導入される可能性がある。し

かし、V 族元素である n 型ドーパント N 原子に関し

ては、そのドナーエネルギー準位が伝導帯下端から

1.4 ~ 1.7 eV と非常に深く室温からの半導体動作を期

待できない。P, As, Sb 等の元素に関しては N と比較

してドナー準位は浅くなるが、その原子半径の大き

さから通常の熱処理ではイオン注入したドーパント

元素を置換位置に導入することは極めて困難であり、

現在まで 50 年以上イオン注入した n 型ドーパント

の電気的活性化が成功した例はない。

　このような状況の中で我々の最終目的は、高品質

ダイヤモンド基板にイオン注入と通常の電気炉によ

るポストアニール、更に工夫した新しいアニール方

法によりダイヤモンド基板に導入した n 型不純物の

電気的活性化を達成することである。もしイオン注

入によるダイヤモンド半導体の n 型ドーパントが電

気的に高効率に達成できれば世の中を変えてしまう

ような非常に大きなインパクトが期待できる。

材料と方法
序論で述べた B イオン注入の結果は B 注入量と注

入エネルギー、ポストアニールにおける熱処理温度

を最適化した結果であるが、イオン注入で形成され

る欠陥がどの程度基板に導入されているかを予め

SRIM2013 計算コードにより把握しておく必要があ

る。図 3 は二重した P の濃度と欠陥分布（空格子点

或いは格子間原子の深さ方向分布）の計算値である。

HPHT （High-Pressure High-Temperature、高圧高

温合成）Ib 基板上に 0.13 ~ 0.18μm 厚さの薄膜を

CVD でエピタキシャル成長させた。薄膜中に P イ

オンを次節 (1), (2) の条件下で室温注入した。その後

MeV の Si 或いは sub-MeV エネルギーの Ne を照射

してアニール処理した。以下の (1), (2) 節にイオン注

入した P 及び IBIEC に使用した Si, Ne の各種計算

結果を示す。

ダイヤモンド CVD 膜への P イオン注入

SRIM 計算における二重 P 注入と多重 P 注入のエネ

ルギーとドース量条件は下記の通りである。

1) 二重注入条件

140 keV 2 x 1014/cm2 ＋ 50 keV 1 x 1014/cm2

この条件で SRIM2013 code6) で注入 P の分布を計

算した結果を図 3 に示す。(a) の図は二重イオン注

入した P の各注入エネルギー 50-keV, 140-keV の絶

対値濃度分布（赤線と青線）と両者を加算した（緑

線）合計の P 分布を示した図である。はっきりと 2
つのピークに分かれている。(b) の図は変位した母

材 C 原子の分布から入れ代わり衝突（replacement 
collision）を起こして空格子点に収まった変位した C
分布を差し引いた分布で、格子間原子分布であるが、

これはほぼ空格子点分布に一致した分布となる。(a), 
(b) いずれの分布も各注入エネルギーにおけるピーク

位置が分離されるため、上記 SRIM コードでの計算

値を SIMS 等の分析結果と直接比較できる。しかし、

この注入状態ではホール効果による電気測定をする

場合、電流が流れる 2 重層が存在する可能性もあり、

測定結果に対して、定量的な議論をする場合不確実

な要素が入り込む可能性がある。そこで、試料表面

から一様な伝導層を形成するためにフラットな分布

になる多重注入も行なった。それが次に示した多重

注入の計算結果である。この多重注入は試料中を流

れる電子キャリアを 1 層の中に閉じ込めるためホー

ル効果電気測定の結果を定量的に解釈する際にはそ

の不確実性を減らし、電子キャリア体積密度の深さ

図3．(a): 二重注入したPの絶対値体積濃度の深さ方向分布 . 
(b): Pイオン注入により変位したC原子の深さ方向分布 .こ
の分布は注入直後に形成されている空格子点分布とほぼ同
じである．
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なる。しかし、図 3 の説明の時にも言及したが、変

位した C 原子は一部形成された空格子点と replace
され、大部分は格子間原子として残る。この格子間

原子は空格子点と近接しているために空格子点分布

と格子間原子分布はその深さ方向分布はほぼ一致し

ている。RBS 測定においては注入後或いは熱処理後

に最終的に残った格子間原子が観測されるのであっ

て、空格子点分布は観測されない。即ち、基本的に

結晶格子中に形成されている格子間原子の分布が観

測される。これら注入直後或いは注入中に形成され

る格子間原子、或いは注入後の熱処理により形成さ

れる積層欠陥や転移のような 2 欠陥等に起因する格

子間原子相当の欠陥分布を RBS-channeling 法は観

測するのである。

P イオン注入ダイヤモンド CVD 膜の IBIEC に
よるアニール
アニール方法に関しては通常の電気炉による熱処理

ではなく、条件 1）の下で P を二重注入した CVD
膜に 3-MeV Ne2+ イオンを 750℃の真空中で 1 x 1016/
cm2 照射してアニールした。また、2) の条件下で P
を多重注入した試料に対しては、4-MeV Si2+ イオン

を 660℃の真空中で 4.2 x 1014/cm2 照射してアニー

ルした。この時、別の同一多重条件で P を注入した

試料に対して 750℃で 400-keV Ne+ を 1 x 1014/cm2

照射してアニールした。この後者の実験は 400-keV 
（0.4-MeV）と 4.0-MeV という照射エネルギーの差

が IBIEC アニール効果に対してどの程度の差異があ

るかを測定するために行なった。これらイオンビー

ム照射におけるアニール現象、或いは低温結晶化現

象は従来から良く知られている 7-20)。特にその照射

エネルギーが MeV 級の時、MeV-IBIEC と呼ばれ

る。ここで IBIEC とは Ion-Beam-Induced Epitaxial 
Crystallization の略である。この IBIEC アニールに

よる単結晶化効果はパタン化された SOI 構造形成に

も、その横方向への結晶化増速現象を応用して特許

にもなっている 19, 20)。

　図 5(a) に IBIEC の各種イオンと照射エネルギー

をパラメータとして形成される空格子点体積密度の

深さ方向分布をのグラフを示す。照射エネルギーを

パラメータ変数としている。この図には 4-MeV Si
の空格子点分布が含まれているので、CVD で堆積

した表面から 150 nm 程度の深さについての空格子

点分布の詳細が分かりにくい。なのでその領域を

拡大したグラフを図 5(b) に示す。この図 5(b) には

IBIEC イオンの電子的非弾性散乱効果による単位体

積密度あたりのエネルギーロス分布も示している。

この図 5(b) から明らかであるが CVD 薄膜中におい

図4. (a): 多重注入したPの絶対値体積濃度の深さ方向分布 . 
(b): 多重注入した P により形成された基板中の空格子点密
度の深さ方向分布 .

方向分布を精度良く算出できるメリットがある。そ

こで次に多重 P イオン注入による図 3(a), (b) と同様

な SRIM2013 コードによる計算結果分布を示す。

2) 多重注入条件

200-keV 2.6 x 1013/cm2

+ 170 keV 2.3 x 1013/cm2

+ 140 keV 2.0 x 1013/cm2

+ 110 keV 1.7 x 1013/cm2

+ 80 keV 1.5 x 1013/cm2

+ 50-keV 1.0 x 1013/cm2

(a) の図は多重イオン注入した P の各注入エネルギー

50 keV ~ 200-keV の絶対値濃度分布とすべての分布

を加算した（黒線）合計の P 分布を示した図である。

ほぼフラットな分布になっていることが明らかであ

り、ホール測定から分かる幾つかの電気測定結果も

定量的な議論に耐えうるデータを取得することが可

能になる。即ち、この多重注入は試料中を流れる電

子キャリアを 1 層の中に閉じ込めるためホール効果

電気測定の結果を定量的に解釈する際にはその不確

実性を減らし、電子キャリア体積密度の深さ方向分

布を精度良く算出できるメリットがある。

(b) の図は縦軸が空格子点濃度であり、図 3(b) とは異

(a)

(b)
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て形成される空格子点体積密度分布については照射

イオン種とエネルギーによらずほぼ同様な分布であ

る。しかし、電子的非弾性散乱によるエネルギーロ

スの体積密度深さ方向分布に関しては大きな差があ

る。即ち、4.0-MeV Si 照射 ( 黒の破線 ) は一桁低い

400-keV Ne 照射 ( 青の破線 ) の 20 倍近くもの大き

なエネルギーロスになっている。この後者の差が次

節に出てくる図 7(a) ~ (d) に示す電極間抵抗の値に大

きく影響ししている。即ち、4.0-MeV Si IBIEC の方

が 400-keV Ne IBIEC より 4 桁も抵抗値が降下して

おり、電気的活性化の程度は MeV-IBIEC 照射の方

が sub-MeV IBIEC 照射よりも圧倒的に良好である。

これについては、結果の章の第 (2) 節と討論の章の

第 (1) 節においてさらに詳細な議論を展開する。

結果
P を二重注入したダイヤモンド CVD 膜の MeV 
IBIEC 熱処理後のシート抵抗測定
厚さ ~0.3 μm 堆積した CVD ダイヤモンド薄膜に P
を室温で二重注入した。その後試料を真空中で温度

750℃に保ち、3-MeV Ne2+ イオン 1 x 1016/cm2 ドー

ス量照射して IBIEC 処理した。

　図 6 はその試料のシート抵抗を、測定絶対温度の

逆数に対してプロットした結果を示すグラフである。

この図から明らかなように、シート抵抗の値は二段

階の傾きをもって変化していることが明らかである。

~1.2 eV の高い活性化エネルギー持つ高温側の領域

と ~0.37 eV の低い活性化エネルギーを持つ低温側

の領域である。このことは測定温度によって、電子

キャリアの異なる伝導機構が存在することを示して

いる。図 6 における高活性化エネルギーの値は ~1.2 
eV となっている。これは N の活性化エネルギー (1.4 
eV~1.7 eV) に近い値を持っているがその値より明

らかに低い値である。実は後で分かったことである

が、CVD 膜中には数百 ppm の N 原子が膜中に取り

込まれていることが SIMS 分析から判明した。その

原因は CVD 膜堆積時に CH4/H2 の混合ガスをμ波に

よりプラズマ状態にして C 膜を堆積するのであるが

H2 の割合を多くし過ぎていたためである。即ち、一

般的に CH4/H2 プラズマにより Ib 基板上に結晶 C 薄

膜を堆積する場合、H2 の割合が多すぎると堆積では

なく逆にエッチングが起こってしまう。エッチング

が起こるぎりぎりの条件で非常に堆積成長速度を遅

くして結晶性の良いダイヤモンド膜を形成すること

に注力したため、Ib 下地基板に数百 ppm 存在する

大量の N 原子が膜中に取り込まれながら膜が成長し

てしまったのである。その後、新しく改良導入した

CVD 装置により実験条件の改善を試み、膜中 N 原

子濃度は SIMS 分析の感度以下に減少させることに

成功した。しかし、以下の結果は膜中に大量の N 原

子が取り込まれている条件での測定のため、イオン

注入による P 原子とのダブルドナー状態での電気測

定の結果である。実際、~1.2 eV の活性化エネルギー

は注入 P 原子だけではなく、堆積中に混入した N 原

子も同時に存在しているダブルドナー状態での電気

図 5．(a): IBIEC アニールの利用候補となる各イオン種に
対して，エネルギーと照射量をパラメータとして形成され
る空格子点体積密度の深さ方向分布．(b): 横軸を P が注入
されている表面から 200 nm 厚さの浅い領域に限定し，縦
軸方向のスケールも拡大した空格子点体積密度分布．点線
は電子的非弾性散乱による入射 IBIEC イオンの CVD 膜中
での電子的非弾性散乱によるエネルギーロスの体積密度深
さ方向分布．

図 6. 二重注入した P を活性化させるために 3-MeV Ne2+ を
750℃の真空中で 1 x 1016/cm2 照射アニールしたシート抵
抗の逆数絶対温度依存性 .

(a)

(b)
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めである (~ 0.01 μm/h)。これは良好な結晶性を保

つためである。下地 Ib 基板に含まれる数百 ppm の

N 原子が膜中に取込まれながら成長したと考えてい

る。多重注入 P の場合も同様の CVD 膜であった。

次に、この低い活性化エネルギーの温度領域（30℃
→ 190℃）について、詳細に電気特性（I-V 特性から

対角電極間の抵抗値を測定した）を調べた。

　図 7(a) は P を二重注入（□）或いは多重注入（○）

した CVD 膜を下記に示す IBIEC 条件でアニールし

て電気的に活性化したグラフである。アニール後に

対角にある 2 極間電極の抵抗値を測定温度の絶対値

の逆数に対してプロットしたグラフである。抵抗の

絶対値は多重注入と二重注入の抵抗値を比較すると

両者はほぼ同じ活性化エネルギーであるが、絶対値

は多重注入の方が二重注入よりも小さい。これは図

3(a) と図 4(a) の P 分布の計算結果からも分かるよ

うに多重注入の方が二重注入の P 分布よりもトータ

ルの濃度（シートキャリア濃度）が少ない分、抵抗

値としては上昇しているからである。ただし、測定

温度の範囲は 303 K(30℃ ) ~ 463 K (190℃ ) であり、

アニール条件は図 7(a) の 1) である。

　前述したように CVD 膜堆積直後には N が最初か

図 7．二重注入（□）或いは多重注入（〇）後に IBIEC 条件で電気的に活性化させた試料の I-V 特性（降温時 (190℃
→ 30℃）に測定し，4 隅の対角にある電極間の I-V 特性を測定）から抵抗値を算出した．(a): IBIEC 条件は 1) 400-keV 
Ne+ 750℃，1 x 1014/cm2．(b): IBIEC条件は 2) 4.0-MeV Si2+ 660℃，4.2 x 1014/cm2．(c): (a)と (b)を合わせた図．(d): (a)と (b)
の各測定点について昇温時（実線 30℃→ 190℃）と降温時（点線 190℃→ 30℃）のヒステリシスの確認．

的 I-V 特性である。即ち、N(1.4 eV~1.7 eV) よりは

浅い活性化エネルギーを持つ P(0.6 eV~0.7 eV) と共

存する状態が起きている。そして P イオン注入条件、

或いは IBIEC におけるアニール照射条件により、最

終的に残留する 2 次欠陥の量が決定される。その 2
次欠陥が sub-band 構造を形成し、バンド図全体の

中に占める sub-band の伝導帯準位下端からの位置

（距離）と幅が活性化エネルギーの値に影響してくる

と考えている。このことは次章の第 2 節おいて詳し

く議論する。

P 多重注入したダイヤモンド CVD 膜の IBIEC
熱処理後の電極間抵抗測定
図 6 に示したシート抵抗測定の結果から、ダイヤモ

ンド CVD 膜に二重イオン注入した P は測定温度に

より異なった活性化エネルギーを持つ。しかし、こ

れは P を二重注入したからではない。すぐ前の文章

で述べているように、元々の CVD 膜を堆積した直

後から高濃度に存在していた N 原子が関係している

のである。N 原子が多量に含まれた原因は、CH4/H2

混合ガスプラズマが堆積ではなくエッチングが起こ

るぎりぎりのバランス条件で成長速度を遅くしたた

(a) (b)

(c) (d)
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ら数百 ppm ドープされていた。従って、P を注入す

る前であっても堆積直後の CVD 膜は、IBIEC アニー

ル後に電気的に活性化して電流が流れるかもしれな

いと思った。しかし、2) の IBIEC 条件では図 7(b)
の青で示したように高抵抗 (1011Ω ~ 1013Ω) ながら対

角にある電極間の電流を測定できたが、1) の IBIEC
条件では電流は全く検知されず、測定不可能であっ

た。CVD 膜堆積直後は N がドープされていても殆

ど置換位置を占有しておらず、従って電気的にも

活性化していないと思われる。しかし 2) の MeV Si
の IBIEC 処理によって N が置換位置に導入された

結果として電流が検知されたと考えている。しか

し、この伝導機構は上記低温領域 (30℃ ~ 190℃ ) で
起きている sub-band 中をキャリア電子が走行する

Hopping 伝導の可能性が高い。図 7(a) のグラフの上

枠に Non dope → Unmeasured と記したのは N が上

記したように元々深い準位にあり、今回の測定温度

範囲内（30℃ ~ 190℃）では伝導帯には励起されず、

測定不可能と判断されたのである。

　図 7(b) には、N がオートドープされた CVD 膜に

P 注入した場合の電極間抵抗測定の結果が示されて

いる。この時には 2) のアニール条件で抵抗がさらに

4 桁近くも降下し (5 x 107 Ω ~ 109Ω) P 注入の効果が如

実に現われた ( ■ )。これはオートドーピングされた

N原子以外にも注入したPも4-MeV Si IBIECアニー

ルにより同時に電気的に活性化した証拠である。但

し、図 6 に示したように低温における活性化エネル

ギーは ~0.3 eV と小さく、この試料に関しては実際

に Hall 測定していないので確定的ではないが、pn
判定が不可能である可能性が強い。そしてその場合、

キャリア電子は 30℃ ~ 190℃の低温領域で sub-band
中を何らかの Hopping 伝導をしていると思われる。

　図 7(a) と 7(b) から確実に言えることは IBIEC ア

ニールによる電気的活性化は数百 keV の照射エネル

ギーではなく数 MeV の照射エネルギーの方がはる

かに電気的活性化を効率よく行なえるということで

ある。数百 keV の Ne エネルギーでは CVD 堆積中

にオートドーピングされた N 原子は置換位置に導入

できず、従って電気的に全く活性化されなかったと

考える。これらの事実は次の章においても議論する。

　図 7(c) は (a) と (b) を合わせた図である。赤で示

した 400-keV Ne+ 750° C, 1 x 1014/cm2 IBIEC の効

果と紫で示した 4.0-MeV Si2+ 660℃ , 4.2 x 1014/cm2 
IBIEC の効果の相違を分かりやすくまとめた図であ

る。総括的に結論を先に述べると、CVD 堆積直後は

意図しない形で N 原子が Ib 基板から膜中にオート

ドーピングされてしまい、その濃度は Ib 基板に迫る

数百 ppm のオーダーになっている。しかし、この

N は電気的には全く活性化していない。唯一 4-MeV 
Si2+ ,660℃ , 4.2 x 1014/cm2 IBIEC 照射で高抵抗なが

ら (1011 ~ 1013Ω) 電気的に活性化したが、400-keV 
Ne+, 750℃ , 1 x 1014/cm2 の IBIEC では全く活性化し

なかった。しかし、その後に CVD 膜に二重 P 注入

した試料に関しては、4-MeV Si2+ ,660℃、4.2 x 1014/
cm2 IBIEC 照射で 5 x 107 ~ 109Ω と 4 桁も低抵抗に

なった。ということはこの顕著な低抵抗化は明らか

に注入 P イオンが MeV Si IBIEC により電気的に活

性化したこと以外に説明できない。即ち、P 注入し

ていない as-CVD の状態では膜中に含まれている N
原子が 4-MeV, Si IBIEC のみで電気的に活性化し、

as-CVD 状態の薄膜に P 注入した試料は同じ 4-MeV 
Si IBIEC により N, P 二つの n 型ドーパント原子を

同時に電気的に活性化したことになる。但し、電極

間抵抗を測定した図 7 の実験においては誠に残念な

がらホール効果測定を行なっていないので、pn 判定

はできていない。また as-CVD 試料においては 400-
keV Ne の IBIEC では低温領域 (30℃ ~ 190℃ ) にお

いて電流は流れず全く活性化できていなかったので、

アニール効果としては 4-MeV Si IBIEC の方が 400-
keV Ne IBIEC よりもはるかに大きいという結論に

なる。

　図 6 における IBIEC 照射条件では 3-MeV Ne2+, 1 
x 1016/cm2, 750℃で、照射エネルギーとしては MeV
級であるが、照射量は 1 x 1016/cm2 とかなり高過ぎ

る条件で IBIEC している。従って、照射後に 2 次欠

陥が成長している可能性がある。それら 2 次欠陥は

各種の Trap 準位や sub-band を形成している可能性

がある。それ故せっかく置換位置に入って活性化し

たイオン注入 P のキャリア電子が sub-band 中を走

行して低温領域では pn 判定できなかった加納氏が

大きい。このことは現状の P 注入条件を含めて MeV
級イオンの IBIEC 照射条件を見直し、最適化する必

要があるということを示唆している。たとえ注入 P
原子により電子キャリアが多く発生しても 300℃以

下の低温領域、ましてや図 7 の 30℃ ~ 190℃の低温

領域において全く pn 判定は不可能であると考える。

その理由はその低温領域においては電子キャリア自

身伝導帯を走行しているのではなく、孤立した個々

の Trap 準位、或いはそれらの集合体である sub-
band 内を Hopping 伝導しているため、外部磁場に

対して電子キャリアの動きがローレンツ力を受けて

も鈍感になる。それ故 Hall 電圧が誘起されにくく

なって、pn 判定は不可能という結論が出ていると思

われる。

　図 7(d) は (a) と (b) の各測定点について昇温時（実

線 30℃→ 190℃）と降温時（点線 190℃→ 30℃）に
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性化エネルギーは低い方向にシフトする。前章で示

した 0.3 eV ~0.4 eV というかなり小さな活性化エネ

ルギーの値は電子を供給している N, P の不純物準位

から 0.3 eV ~0.4 eV 程度の小さなエネルギーの距離

に sub-band 準位が存在し、sub-band 中でキャリア

電子が走行している。しかし、sub-band 中ではキャ

リアの Hall 移動度も小さくなり、何よりも pn 判定

が不能になるという大きなデメリットがある。要は

sub-band が形成されにくいアニール条件が必須であ

り、そのためには MeV 級 IBIEC の照射条件を最適

化し、できるだけ低ドースの照射量で抑えて n 型ドー

パント原子を活性化させることが肝要となる。

　基本的には比較的浅いイオン化エネルギー ( 活性

化エネルギー ) を持つ n 型ドーパント元素を探し出

し、その注入条件を最適化することとイオン注入

後のアニール方法に関しても従来の熱処理とは根本

的に異なる非熱平衡過程のアニール処理法である

IBIEC に抜本的に変更する必要があると考える。

　これらのことを実行するためには先ず、

1) 高品質でできるだけ含まれる不純物が少ない基板

を形成する。

2) イオン注入する n 型ドーパント原子はその注入に

よって、基板内部に誘起される欠陥量が現在 B イ

オン注入によって良好な電気特性が得られている

注入による適度な欠陥量の中に入るような範囲を

決定する。

3) 基板に含まれる不純物に関しては特に電子キャリ

アの補償中心となる B 不純物が非常に少ない例え

ば ppb オーダーの基板を使用すべきである。他の

不純物としては深い準位を持つ N 原子も ppb 程

度に極力少なくするようにすべきである。

　以上の指針に従い、さらに IBIEC に必要な照射

エネルギーとドース量、そして照射中の温度を最適

化して最終的アニール後に残る欠陥量を極力減少さ

せる。そうすることにより、2 次欠陥形成に伴なう

sub-band 形成を極力抑える。特に図 6 に示したホー

ル効果測定を行なった試料の IBIEC 条件は 3-MeV 
Ne2+ を 750℃の真空中で 1 x 1016/cm2 という極めて

高い照射量である。なので、アニールビーム自身が

形成する 2 次欠陥量が、RBS-channeling 法では欠

陥として殆ど認識できなかったとしても多量に形成

されている可能性がある。結果としてそれが sub-
band 構造や孤立した Trap 準位の形成につながる。

さらに P, N 不純物準位 band 幅 (1.4 ~ 1.7 eV、0.6 ～

0.7eV) が伝導帯に対して本来持ってる活性化エネル

ギーの値を減少させてしまうことにつながる。

　N 原子や注入 P 原子がダイヤモンド単結晶基板中

ヒステリシスがないかどうか確認した図である。殆

どヒステリシス効果は認められない。

討論
この章においては n 型ドーパントイオン注入したダ

イヤモンド半導体の IBIEC アニール法による新しい

電気的活性化の可能性について議論する。ここでの

議論に使用する図 8 ~ 図 13 は既に発表済み論文の中

から引用している 18)。

電極間抵抗測定における MeV と sub-MeV エネル
ギーにおける IBIEC 効果
実験結果の章における電極間の I-V 特性、特に図 7
に示した MeV 級イオン照射によるアニール効果に

より 4 桁程度電極間抵抗値が降下することから、注

入した P 原子が置換位置に入って電気的に活性化

している可能性が高いと考えている。ただし、この

実験結果だけからは残念ながらホール効果測定を行

なっていないので、伝導タイプが n 型であることを

保証できていない。しかも、電気的活性化エネルギー

が 0.27 eV~0.41 eV と通常 CVD ドープした P の活

性化エネルギーである 0.6 eV ~ 0.7 eV と比較する

と小さ過ぎるように思える。また、前章の図 6 の結

果においてシート抵抗は 2 通りの活性化エネルギー

の値を報告しており、一つは高温領域における ~1.2 
eV であり、もう一つは低温領域の 0.37 eV である。

この ~1.2 eV という値も N 原子自身が本来示す活性

化エネルギー 1.4 eV ~ 1.7 eV に比較すると明らかに

小さい値である。このように、CVD 基板中に存在す

るイオン注入による P 原子と CVD 膜堆積中に意図

せず含まれてしまった N 原子の両方の n 型ドーパン

ト元素の存在により、ダブルドナー状態になってい

る可能性が高い。それらダブルドナーから供給され

るキャリア電子が測定温度に対してどのような活性

化エネルギーを持つのかということは次のように決

定される。それは P イオン注入とその後の IBIEC 処

理の 2 段階のイオン照射後に最終的に残存している

孤立した Trap 準位、或いはそれらが集合した sub-
band がエネルギー band 構造全体の中で価電子帯か

らどの位置（距離）に如何なるエネルギー幅で形成

されているのかに依存するということである。即ち、

バンド構造図全体の中にある sub-bandの位置（距離）

とその幅により、欠陥がない結晶系の中でそれらドー

パント原子が本来持っている活性化エネルギーが実

効的に低い値にシフトしてしまっていると考えてい

る。即ち、キャリア電子を供給する N と P が形成す

る不純物準位と、そのキャリア電子が走行する sub-
band までの距離（エネルギー差）が小さいほど活
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でそれぞれ固有の不純物エネルギー band 準位 ( イ
オン化エネルギー ) を持ち、それらの値が前の章で

示されているよう N については 1.4 ~ 1.7 eV → 1.2 
eV、P については 0.6 eV ~ 0.7 eV → 0.3 eV ~ 0.4 eV
とシフトしている。その理由はこの章の最初にも述

べてあるが、重要なことなので再度掲載する。

　P, N 原子がダイヤモンド結晶中で本来持ってい

る不純物準位バンドの値が変化 ( シフト ) する理由

は、電子キャリアの全体エネルギーバンド図におい

て、アニール後に最終的に残留する 2 次欠陥主体

の sub-band 構造、或いは点欠陥主体の孤立的 Trap
準位構造に依存する。即ち、これら sub-band 構造

が価電子帯や伝導帯の間にある大きな band-gap 中

でどの位置 ( エネルギー差 ) と幅で形成されるかに

依存する。特に sub-band 中をキャリア電子が走行

する sub-band 伝導の際には VRH (Variable Range 
Hopping), NNH (Nearest Neighbor Hopping (NNH) 
と呼ばれるキャリア電子が Hopping する伝導形態が

ある。このような伝導形態は Hall 効果測定の際に外

部からかける磁場によりローレンツ力を受ける感度

が非常に悪くなりHall電圧を誘起しにくい。それ故、

往々にして pn 判定が不可能となる。図 6 で低活性

化エネルギーを示す温度領域 ( 室温 ~ 300℃ ) ではこ

の Hopping 伝導により pn 判定が不可能となってい

る。またそれら sub-band 構造が価電子帯と伝導帯

を含むバンド構造全体の中でどの位置 ( エネルギー

差 ) と幅で形成されるかが分かれば、活性化エネル

ギーの変化量 ( シフト ) を説明できる。こうして P,N
不純物準位と伝導帯とのエネルギー差 (1.4 ~1.7 eV, 
0.6 ~ 0.7 eV) から求まる活性化エネルギーの値より

低エネルギー側 (~1.2 eV, 0.3 ~ 0.4eV) にシフトする

ことが説明できる。なので図 6 の場合、実効的な活

性化エネルギーの値が低エネルギー側にシフトする

ことは十分にあり得ることである。結論的にはイオ

ン注入ダイヤモンド半導体を効率よく電気的に活性

化するためには、

1) 元々のダイヤモンド基板自体を高品質で不純物も

殆ど含まない基板を使用する。

2) ドーパント不純物をイオン注入する際には的確な

ドース量を設定して、最適な量の欠陥を導入する。

3) イオン注入後のアニールに使用する IBIEC 照射量

を可能な限り低ドース（1013 ~ 1014/cm2）に抑えて、

2 次欠陥形成を抑える。

ということに尽きる。特に 3）に関しては sub-band
の形成を極力抑えることに直接つながる。

　図 6 における低温側の低い活性化エネルギーを示

している温度領域においては sub-band 中をキャリ

ア電子が走行しているということ、それ故 pn 判定

が不能であるという事実を定性的ではあるが、以上

述べてきた矛盾しない論理で説明できると考えてい

る。現在、高温領域における高い活性化エネルギー

から低温領域の低活性化エネルギー領域へ測定温度

とともに変化していくプロセスを包括的に説明する

電子キャリア伝導機構のモデルを構築中である。別

途論文誌に投稿する予定である。

イオン照射による非晶質化と結晶回復の機構 ( ダ
イヤモンドと Si との比較 )
ここでの議論は IBIEC によるアニール処理が、ダ

イヤモンド半導体の母材原子である C よりも原子

半径が大きな n 型ドーパント原子をどのように置

換位置に導入するのか、その機構をミクロな原子構

造モデルを基礎に説明する。先ず、C イオン注入で

ダイヤモンド結晶に導入される欠陥分布を RBS の

channeling スペクトルで示す。その後非晶質化と

IBIEC 現象の機構について、基本的な原子構造に基

づいたモデルを提案する。これらのモデルについて

は既に、発表された論文に掲載された内容であるが、

十分に直感的に分かりやすいモデルを提案している

ので、ここに再掲する 18)。

　先ず、HPHT Ib 型ダイヤモンド基板と Si 単結晶

基板に C イオン注入した時に誘起される結晶欠陥の

様子を [100]-channeling スペクトルを中心に比較す

る。

　図 8 の 3 枚のグラフは HPHT ダイヤモンド Ib 基

板に C を 50 keV で室温注入して欠陥を導入した試

料の RBS random スペクトルと [100]-channeling ス

ペクトルである。RBS 測定条件は 1.0-MeV He+ で

SSB 検出器角度は 170°に固定した。

　図 8(a) に書かれている点線は C を 1 x 1015/cm2 注

入直後のスペクトルで赤と青の破線で示してある。

それぞれ試料番号は No.(1), (2) である。実線はア

ニール後の試料のスペクトルである。赤は 3.0-MeV 
Ne2+ イオンビームによる 750℃での IBIEC 後のスペ

クトルで、照射量は 1 x 1016/cm2 である。また青の

実線は MeV 級 IBIEC と同じ温度と照射時間である

750℃ , 80 分で真空中熱処理を行なった試料のスペ

クトルである。

　図 8(b) のスペクトルは試料 No.(3), (4) で C 注入

ドース量が 2 x 1015/cm2 と 2 倍にした試料の同様な

アニールプロセスを経た試料の結果である。

　図 8(c) は試料 No. (1), (2) で図 8(a) 試料と全く同等

であるが、8(a) において RBS-channeling 測定上は

ほぼ単結晶に戻ったのでそれらの試料に対して更に
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いることである。これはざっくり言ってダイヤモン

ド基板を構成する半数の C 原子が格子間原子として

結晶格子の位置からはずれているということである。

これは筆頭著者の経験からすると Si 単結晶基板の

場合、もしそれだけ変位した Si 原子がイオン注入に

よって形成されていれば、その後の熱処理で成長し

た 2 次欠陥（積層欠陥、転移等）はかなり残存する

はずである。そしてこれら 2 次欠陥を消滅させるた

めには通常 1200℃ ~ 1300℃のアニール温度が必要

になる。しかし、図 8(a) からも分かるように、驚い

たことに 750℃程度の温度の真空中熱処理後に RBS-
channeling スペクトルから明らかなように、ほぼ単

結晶に近い収率まで減少している。

　次に図 8(b) であるが、as-supplied 試料である別

の No. (3), (4) に 50-keV C を図 8(a) の 2 倍である 2 
x 1015/cm2 と 2 倍に注入してみた。すると非晶質 C
層の収率である random スペクトルの収率に一致す

るほど damage 量が Rp 付近の深さ (70 ch 付近 ) に
おいて収率増加が観測された ( 赤と青の破線 )。この

こと自体は図 8(a) の結果を見れば予想がつく。即ち、

C 注入量が 2 倍になった分、変位した C 量も 2 倍に

増え、結果として random 収率に一致した訳である。

2 x 1015/cm2 C を注入後にアニールしたスペクトルを

実線で示す。赤の太い実線が 3-MeV Ne2+ IBIEC で

青の太い実線が 750℃ 80 分の熱処理後のスペクトル

である。この図から明らかなように、熱処理後にRp
付近の収率が減少しており、結晶化がそれなりに進

行したことが明らかである。しかも、同じアニール

温度でありながら IBIEC による結晶化の進行の程度

が通常の熱処理だけによる結晶化の程度よりも大き

くなっており、IBIEC アニール効果の方が大きいと

いうことも分かった。　

　図 8(c) は図 8(a) に出てきた試料 No. (1), (2) につい

て通常の熱処理または 3-MeV Ne2+ IBIEC アニール

してほぼ単結晶に戻した後に、追加の C を 2 x 1015/
cm2 注入した試料の channeling スペクトルである。

最初から 3 x 1015/cm2 注入した訳でない。しかし、

channeling スペクトルで測定する欠陥量の解析には

十分と考えたので追加注入という処置をした。この

図 8(c) においては収率が非晶質のそれと一致する領

域 ( 幅 ) が増加していて通常の Si で予想される振る

舞いと同様である。アニール後については図 8(b) に
示したほどではないが、3-MeV Ne2+ IBIEC による

アニールが通常の真空中熱処理よりも若干進行して

いる。このCを 3 x 1015/cm2 注入した試料ではアニー

ル時間も 150 分とほぼ 2 倍にした。これは IBIEC
アニール照射量も 2 倍の 2 x 1016/cm2 にしたからで

ある。しかし、どちらの場合も注入直後のスペクト

図 8．HPHT Ib ダイヤモンド基板に C を 50keV で室温注
入して欠陥を導入した試料の RBS-random スペクトルと
[100]-channeling スペクトル．C ドース量は (a): 1 x 1015/
cm2, (b): 2 x 1015/cm2, (c): 3 x 1015/cm2 である．

C を 2 x 1015/cm2 重ねて注入した。なので実効上 3 x 
1015/cm2 注入した形とみなして同様なアニール処理

を行なった試料のスペクトルである。従って、厳密

には as-supplied の Ib 基板試料に 3 x 1015/cm2 の C
を注入したものではないが、channeling スペクトル

で観測される damage の量としては大きな影響はな

いと考え測定を行なった。

　先ず、8(a) のグラフで特徴的なのは注入直後の

50-keV C の射影飛程Rp 付近 (70 ch 付近 ) のチャネ

ル番号において収率が上昇し、その値は random ス

ペクトルの収率と比較して 1/2 程度にまで増加して

(a)

(b)

(c)
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ルと比較すれば、基板深い側からと表面側からの結

晶化が進行しているが両者でアニール効果はほぼ同

じである。

　この章の第 2 節「イオン照射による非晶質化と結

晶回復の機構 ( ダイヤモンドと Si との比較 )」にお

いては、特に図 8(a) と図 8(b) における C 注入直後

のスペクトルが驚愕に値する結果であった。即ち、

Si に C を室温でイオン注入する場合、注入量が 1 ~ 
2 x 1015/cm2 程度であれば著者の経験によると RBS-
channeling 測定では殆ど欠陥が検出できなかったは

ずなのである。これは筆頭著者が Si で長年経験した

ことと全く相いれない実験事実であった。そのこと

を次の図 9 に端的に示すグラフを示す。そして Si 単
結晶へ C イオン注入する場合と、ダイヤモンド C 結

晶へ C イオン注入するのと何が異なるのか基本的な

原子モデルを基礎に議論する。

　図 9 は Si に C を 50-keV, 1 x 1015/cm2, 2 x 1015/cm2

室温注入した試料の [100]-channeling スペクトルで

ある。RBS 測定条件は 1.0-MeV He+ で SSB 検出器

角度は 170°に固定した。この測定条件は図 8(a) ~ 
8(c) と同じである。参考のために 20-keV C を 3 x 
1016/cm2 室温注入した結果も示す。このスペクトル

から明らかなように C を Si に注入する場合には 1 ~ 
2 x 1015/cm2 の注入量では収率の増加は殆ど検知でき

ない程であり、僅かに 210 ch のRp 付近で収率の膨

らみがあるかと思われる程度である。しかも青と赤

の区別がつかない程であり、2 倍照射の効果は全く

観測されていないと言っていいくらいに結晶性が保

たれている。この実験事実は図 8(a), 8(b) に示したダ

イヤモンド基板に対して同じ注入条件の C 室温イオ

ン注入と比較すると全く異なる結果になっている。

この原因は Si の場合、当初筆頭著者が Si へのイオ

ン注入効果を総括的に研究していた際に MeV 級イ

オンによる注入が計算値で予測される欠陥量よりも

圧倒的に少ない欠陥しか残さないと気付き、SIBA 
(Self-Ion Beam Annealing) 効果 8) と名付けた現象が

起きているということである。詳細は論文 8）に譲

るとしてここではエッセンスだけを簡単に述べる。

一般的にイオン注入直後 (~10-13sec) に導入される欠

陥は入射イオンの反跳効果によりイオントラックの

中心付近で空格子点が多く、周囲には反跳された格

子間原子が多量に存在するという欠陥構造になって

いる。その状態から 10-13 ~ 10-9 sec 程度の時間内で室

温であってもイオントラックの周りに形成される空

格子点と格子間原子のトラックの垂直方向に相互に

反対方向に向かう熱拡散による移動途中で次々と再

結合を起こし、欠陥が回復する。そして、照射イオ

ンが MeV 級の高エネルギーである場合、イオント

ラックの周りに空格子点・格子間原子 (Frenkel Pair)
とともに多数形成されている電子・正孔対の働きに

より熱拡散が増速されて効率の良い再結合が促進さ

れる。これにより結晶回復が注入中に効率的に起こ

るのであるが、別に MeV 級の照射エネルギーでな

くても通常の数十 keV 級のイオン注入エネルギーで

も同様な注入中欠陥回復は起こっている。MeV 級エ

ネルギーではさらに結晶化効果が増速されているの

であるが数十 keV でも基本的に空格子点・格子間原

子の拡散と再結合により欠陥回復が注入中にしかも

室温近くでも起こっているのである。

　それでは、図 8(a) と図 9 に示されている同じ条件

でイオン注入した Si とダイヤモンドというターゲッ

ト基板に誘起される大きな欠陥量の相違は何に起因

するのかということになる。この原因は Si は単一の

結晶系しか世の中に存在しないが、ダイヤモンドは

ダイヤモンドとグラファイトという 2 種類の安定し

た同素体結晶系が存在することによるのではないか

と考えている。図 8(a) ~ 8(c) に示したように、C イ

オン注入した試料には SIBA 効果が Si ほど働かな

いのである。前述したようにイオン注入した C 原子

は ~10-13 秒程度の時間で停止する。この時イオン飛

跡中心付近には反跳された C 原子により残った空格

子点が高い濃度で飛跡の中心に留まり、飛跡の周辺

付近には反跳された C 格子間原子が高い濃度で存在

する構造になる。この後、10-12 ~ 10-9 秒の時間間隔

の間で空格子点と格子間 C 原子が飛跡とは垂直方向

にそれぞれ逆方向に熱拡散する。熱拡散する間に出

会った空格子点と格子間原子とは互いに再結合する

と、その段階で格子間 C 原子が置換位置に入り、結

晶が回復する。しかし、注入イオンがダイヤモンド

結晶の母材と同じ C 原子の場合、最終的にトラック

の中心近くに残っているのは反跳で形成された高濃

度の C 原子となる。即ち、格子間原子は注入イオン

図 9．Si に C を 50-keV で 1 x 1015/cm2，2 x 1015/cm2 室
温注入した試料の [100]-channeling スペクトル ( － )．
20-keV C を 3 x 1016/cm2 室温注入して表面まで非晶質 Si
層を形成した試料のスペクトル（－）．
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channeling され、一部のビームしか channeling さ

れない。その一部の channeling ビームにより後方散

乱ビームの収率がわずかに減少したのである。

　このようにグラファイトの微結晶がポリグラファ

イトとして非晶質 C 原子の中に埋め込まれていると

収率減少として観測することができる。この核となっ

ているsp2 結合を主体にしたポリグラファイトの成

分が存在すると。その後のアニールにおいてそれら

の結合がダイヤモンドのsp3 結合に変換されること

は不可能である。それ故図 8(b), (c) においては多量

の 3-MeV Ne2+ 1 x 1016/cm2, 750℃照射による IBIEC
によってもダイヤモンドの結晶化が起きなかったの

である。しかしグラファイト成分が核になっている

深さの周辺領域に関しては、sp3 結合主体の非晶質ダ

イヤモンド成分が殆どなので、図 8(b), (c) に示した

ように基板深い領域と表面領域から結晶化が進行し

たのである。

　次節においては、イオン注入や IBIEC によって如

何なる機構で結晶化や非晶質化が起こるのかを原子

構造に基づいたモデルで考察する。

ミクロな原子構造に基づいたイオン照射による非
晶質化・単結晶化モデル
図 11 はイオン注入により空格子点が形成され、非

晶質化されていく過程を示すミクロな原子構造に基

づくモデルである。通常空格子点は入射イオンと

ターゲット基板を構成する C や Si 原子との直接的

な弾性衝突により反跳されたターゲット原子が形成

されたときにできる。反跳とは共有結合をしていた

隣接する 4 つの結合手を切断して衝突したターゲッ

ト原子 1 個を自由にするということである。その

時、切断された結合手は dangling bond となり、元

のターゲット原子がいた空間は空格子点となる。そ

の空格子点は反跳直後切断された 4 つの結合手の片

図 10．50-keV C を 2 x 1015/cm2, 3 x 1015/cm2 注入した直後
のダイヤモンド Ib 基板中に誘起された欠陥分布を RBS の
高感度 , 高分解能法で測定した . 測定条件は 1.0-MeV He+
で SSB 検出器のビームに対する角度は 110°である . 括弧
の中の数値は試料番号であり，(3), (4) は図 8 中の試料と同
じ .

図 11．イオン注入により空格子点が形成され，非晶質化
されていく過程を示すミクロな原子構造に基づくモデル．

を含めて再結合できなかった場合には飛跡の中心付

近に残り、各格子間 C 原子が凝集してsp2 結合を主

体とするポリグラファイトの微結晶核を形成する。

このグラファイト微結晶は一旦形成されると MeV 
IBIEC 照射を行なっても、ダイヤモンドの結晶構造

に変換されずに、ダイヤモンド結晶の中で安定した

ポリグラファイトという形で存在することになる。

すると、ダイヤモンド結晶の中で C イオン注入を行

なっても SIBA 効果での空格子点・格子間原子の熱

拡散が、グラファイト構造を形成しているポリグラ

ファイト結晶系に抑制され、再結合が効率的に行わ

れなくなる。それ故 SIBA 効果が弱くなり、[100]- 
channeling スペクトル中の格子間 C 原子による Rp
付近の収率増加になっていると考えられる。

　以上の定性的なモデルをサポートする実験結果を

次の図 10 に示す。

　図 10 は 50-keV C を 2 x 1015/cm2, 3 x 1015/cm2 注

入した直後のダイヤモンド Ib 基板中に誘起された欠

陥分布を RBS の高感度、高分解能法で測定したス

ペクトルである。2 x 1015/cm2 のドース量では明ら

かではないが、3 x 1015/cm2 に増加すると 50-keV C
の Rp 近傍の深さ (100 ch 近傍 ) において明らかに収

率の減少が確認できた。この理由を以下に示す。50-
keV C の注入量が 3 x 1015/cm2 と多量なために、注

入量がピーク付近の深さにおいて多数の微細グラ

ファイト結晶を形成している。これらの微結晶グラ

ファイトは、その結晶方位が基板ダイヤモンド結晶

方位と揃っていないポリグラファイトとして構成さ

れている。ポリグラファイト中ではコリメートされ

た照射 He ビームが基板のダイヤモンドの結晶方位

と同方向に入射しても殆どポリグラファイト中でde-
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割れである 4 つの電子で占有されている。一方、反

跳された C 原子も反跳直後には電気的には中性であ

る。そして単体の中性 C 原子として格子点間のポテ

ンシャルの低い位置に収まり、安定した格子間原子

となる。反跳直後の空格子点の空間には未結合のペ

アの片割れである 4 つの電子が存在しているがそれ

らは 4 つの dangling-bond になっている。その状態

から、別の反跳された電気的に中性の C 原子がやっ

てくると空格子点内にあった 4 つの dangling-bond
と共有結合して結晶の中に納まる。即ち、Frenkel 
pair の再結合による結晶回復である。このプロセス

がいわゆる replacement collision での結晶回復であ

る。しかし、反跳によって直接空格子点と格子間原

子が形成されなくても、注入原子とターゲット原子

との非弾性衝突によっても空格子点が形成されるこ

とがあることを図 11 のモデルは示している。この

非弾性衝突とは入射イオンの＋電荷をもった原子核

とターゲット原子核の周りに存在している電子との

間の衝突である。この非弾性散乱においては、ター

ゲット原子中の電子が高いエネルギー状態に励起さ

れるとか電離されるとかの現象が起きる。これによ

り図11の左端a)に示すように比較的離れたターゲッ

ト原子の結合手が切断される。切断されただけであ

れば dangling bond として赤印で示された電子が１

個の原子についた状態になるが、この状態では電離

されていないので原子が一価の＋イオン状態になる

ことはない。入射イオンとの衝突で結合手を構成し

ていた電子対の 1 個とさらにそれと対を構成してい

たもう 1 個電子が同時に飛ばされてしまうと、結合

していた隣り合った 2 個の原子は同時に一価の＋イ

オンになる。すると、イオン同士のクーロン反発力

により互いが反発しあいそこに空格子点に類似した

空間 (vacant space) が形成され、それと同時に一価

に電離した二個の格子間イオン ( 格子間原子ではな

い ) が形成される。しかし、dangling bond で隣り

合った一対の原子同士もその対が別の同様に形成さ

れた原子対とも離れて形成されている限り、格子が

歪む (deformation) ことはない。しかし、これらの

切断された結合手や dangling-bond はドースレート

が高い場合には同時に 5 個の dangling-bond を形成

する場合もあり得る。その様子は図 11 の真ん中に

(b) 書かれたモデル図に示されている。このような場

合には電離した状態になった時には勿論、dangling-
bond が 5 個もある状況では格子の歪も大きくなり、

二重空格子点 (divacancy) と 2 個の格子間原子或い

は格子間イオン (interstitials) の構成と成り得る。図

11 中の a), b) いずれの状態も室温注入程度の温度

(T<100℃ ) でも起きる可能性があり、ダイヤモンド

の場合は注入量が少なくても SIBA 現象である空格

子点と格子間原子の再結合確率が微小ポリグラファ

イト形成の為に抑制されて低注入量でも格子間原子

の量が増加する。これが前節の (2) で示した RBS-
channeling スペクトルに現れた欠陥量の収率増加と

なって観測されたと思われる。

　最終的に結合が完成した図11c)で示された構造は、

基本的にsp3 結合を保持した歪んだ非晶質ダイヤモ

ンド構造なので、比較的低温 (300℃ ~ 400℃ ) の通

常熱処理であっても IBIEC であっても、channeling
スペクトルにおける単結晶ダイヤレベルに回復する。

　以上が、定性的ではあるが大きな矛盾はない原子

レベルでの非晶質化のモデルである。次に示すのは

上記のように、単結晶化の過程において重要なのは

基板中に存在する空格子点 (vacancy) 或いは vacant 
space11) と呼ばれる結晶中に誘起される空間である。

これらの余裕を持った space が結晶中に存在すると

格子間原子や格子点置換位置にある原子の振動運動

自由度が大きくなり、低温での結晶化が Si でもダイ

ヤモンドでも起きるという結論に至る。この低温単

結晶化は IBIEC 処理を行なって強制的に非晶質層

中に vacant spaces を形成することで実行できるが、

図 12(a) における UHV (Ultra-High-Vacuum) CVD
法で堆積した非晶質 Si においては、イオンビーム照

射を伴わない通常の熱処理においても低温 (300℃ ~ 
400℃ ) での単結晶化は観測されている 16)。

　UHV-CVD で堆積した薄膜の低温単結晶化機構を

図 11 の場合と比較してその類似点を考察する。

　図 12(a) は UHV-CVD 法でエピタキシャルにダイ

ヤモンド薄膜を厚さ 80 nm 堆積した後に 80-keV P
を注入して 100 nm 厚さの非晶質層を形成した。そ

の後に熱処理して単結晶化する様子を示したモデル

図である。この CVD エピタキシャル単結晶薄膜は

SiH4/H2 の混合ガスを高真空中で流しながら Si 基板

上にエピタキシャルに成長させる。その際、かなり

の量の H 原子が膜中に取り込まれている。SIMS 分

析の結果、膜中に H 原子が ~1020/cm3 近く含まれて

いることが判明している。そのような条件で堆積し

た膜中に界面を超えて P イオン注入して非晶質層を

形成した後は、図 12(a) の左端に示したような形態

で H 原子が非晶質 Si と結合して含まれていると考

えている。これは図 11 の真ん中に示した図に類似

しているが、図 11 の場合は●は dangling bond を示

す電子であるが、図 2(a) の場合●は H 原子を表わ

している。このような H 原子との結合形態が P イオ

ン注入で形成した非晶質 Si 層の中に含まれていると

考える。これらの H 原子は最初 300 ~ 350℃の熱処

理で SiH2 → SiH + H2/2 という化学反応で H が非晶
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図 12 (a)．水素原子を多量に含んだ Si 基板上に UHV-CVD
法で堆積した非晶質 Si 層は 450℃程度の低温熱処理でエ
ピタキシャルに単結晶化した．

図 12 (b)．MeV 級 IBIEC 照射により単結晶 Si 基板上の非
晶質 Si 層が単結晶化していく機構をミクロな原子レベル
で描写したモデル．

図 12 (c)．Si 非晶質層が Si 単結晶基板上に存在し , その非
晶質層内部に殆ど vacant spaces が存在しない場合に熱処
理だけでどのような結晶回復の形態が起こり得るのかを示
したミクロな原子構造モデル．

SiH → Si + H2/2 が起こる。こうして最終的に 450℃ 
程度の熱処理温度で P イオン注入形成した非晶質 Si
層の単結晶化が完成する。450℃という温度ではバ

ルク Si 基板を P イオン注入して非晶質化しただけで

は単結晶エピタキシャル成長速度は非常に遅く、当

該実験における 30 分程度のアニール時間では、ほと

んどエピタキシャル成長が観測できない。H を多く

含む UHV-CVD 薄膜を非晶質化した後の低温単結晶

化も、IBIEC による低温単結晶化も、その原理機構

は根本的に非晶質層の中に何らかの形で形成される

vacant spaces 或いはそのクラスターという欠陥の存

在により、それら欠陥に隣接した母材原子の振動自

由度を大きくすることにつながり、結果として低温

による単結晶化が進行する。

　次に図 12(b) を使って IBIEC による低温単結晶化

の機構を Si 基板について考察する。本質的にはダイ

ヤモンド基板に関しても同様であるが、もう一つの

安定な同素体結晶のグラファイトが微結晶ポリグラ

ファイトとして存在するので、イオン注入時或いは

IBIEC 時に照射量を極力抑えた形で n 型ドーパント

のイオン注入条件と IBIEC 照射によるアニール条件

の二つの条件の最適化を行なわなければならない。

　図 12(b) は MeV 級 IBIEC 照射により単結晶 Si 基
板上の非晶質 Si 層が単結晶化していく機構をミクロ

な原子レベルで描写したモデル図である。Si の場合

はダイヤモンドと異なり、安定した同素体であるグ

ラファイトに相当する構造は自然界にはない。従っ

て、SIBA 効果は図 8(a) と図 9 に示したように、明

らかに Si 単結晶基板の方がはるかに顕著である。そ

の分ダイヤモンド基板の結晶回復よりももっと低温

で 300 ~ 350℃程度で結晶回復が行なわれるので、

MeV IBIEC アニール条件を最適化するのも容易で

ある。従って、図 12(b) のモデル図では代表的なア

ニール温度である 300℃ ~ 350℃を想定してある。

このような低温においては勿論非晶質 Si 層は通常の

熱処理では全くエピタキシャル成長はしないのであ

るが、その温度で同時に MeV 級イオン照射を行な

うと、著しくエピタキシャル成長速度が増速される。

これは MeV 級イオンの弾性衝突により基板の Si 原
子が反跳されて単体の空格子点 (single vacancy) を
形成するだけでなく、適切な注入量率 (dose rate) を
設定することにより divacancy, triple vacancy, その

他 vacancy クラスター等を形成する確率も高くなる。

図 12(b) の左側の図は divacancy が形成された様子

を示す。●は dangling bond の成分である電子であ

るが、それさえも弾き飛ばされた場合には一価の＋

イオンが格子間イオン ( 格子間原子ではない ) とし

て存在することになる。divacancy が形成されると

質 Si 層から抜け出ていく。直後に抜け出た二個の H
の部分が dangling bond、すなわち電子に置き換わ

り、二つの電子の共有が起こり一つの結合手を形成

する。次に続く 350℃ ~ 450℃の熱処理の段階では、
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隣接した二個の格子間原子が一度に二個置換されて、

効率よい結晶回復が進行する。それが図 12(b) の真

ん中と右側のモデル図に描写されている。さらに、

MeV 級照射イオンを IBIEC に使用するメリットは、

非弾性散乱効果で形成される基板中の電子／正孔対

濃度が各段に上昇し、それらが再結合するときに放

射される輻射エネルギーが格子間原子に吸収されて

原子移動を増速する効果も顕著になる。それは何よ

り IBIEC 照射イオンの照射量を減少させる方向にも

なり、IBIEC イオン自身が形成する 2 次欠陥の量も

減らすことになる。最終的にはアニール後の電気特

性向上にもつながる可能性がある。前章の図 7(c) に
おいて、4-MeV Si2+ の IBIEC 効果と 400-keV Ne2+

の IBIEC 効果とを比較すると、明らかの前者の方

が顕著に大きいことが明らかに分かる。両照射とも

弾性散乱による同空格子点形成体積密度はほぼ同じ

であるが、20 倍近く大きい非弾性散乱効果によっ

て形成される電子・正孔対体積密度のために大きな

IBIEC 効果が生じている。

　次の図 12(c) においては vacancy、或いは vacant 
spaces が存在しない場合の非晶質 Si 層の通常熱処

理による欠陥回復を考察する。

　図12(c)はSi単結晶基板上にSi非晶質層が存在し、

の非晶質層内部に殆ど vacant spaces が存在しない

場合に熱処理だけでどのような結晶回復の形態が起

こり得るのかを示したミクロな原子構造モデルであ

る。非晶質 Si 層のエピタキシャル成長温度は 550
から 600℃程度であることはよく知られている。た

だそれは非晶質層の中に希ガスの成分や酸素元素が

含まれていない場合に成立する。決定的なのは単結

晶基板界面に SiO2 のような膜が sub-monolayer 程
度存在しているだけで熱処理だけでは全くエピタキ

シャル成長しない。しかし、MeV IBIEC 処理では界

面を超えてエピタキシャル成長することは既に、報

告している。熱処理だけで容易に成長できるのは例

えばイオン注入法に依って非晶質化した場合である。

その場合であっても n 型や p 型ドーパント元素に

よるイオン注入の場合には成長速度はさらに増速さ

れるが、酸素や希ガス成分をイオン注入すると著し

く成長レートが減速する。上記図 12(c) は界面に何

ら不純物が存在せず、非晶質中にも欠陥や不純物が

ない場合を想定したモデル図であり、その場合には

550℃ ~ 600℃程度の温度でエピ成長が起こる。この

ような場合の非晶質 Si 層のミクロな原子構造は基本

的には sp3 結合が歪んだ形で存在する。もし、何も

結合しない状態で電気的に中性を保った Si 原子が独

立にあったとしても、そのような状態の Si 原子の割

合は極めて少数である。そして、歪んだ結合状態が

基板の結晶方位にそろった形で整列していくのがエ

ピタキシャル成長であり、そのために必要な活性化

エネルギーは 2.3 eV 程度の値であり、エピタキシャ

ル成長温度も 550℃ ~ 600℃と比較的高温になる。

しかし、図 12(b) で述べたように何らかの外からの

刺激 ( この場合は IBIEC 照射 ) で非晶質層中に空間

(vacant spaces) を強制的に形成することによりエピ

タキシャル成長速度を増加させることができる。

　最後に、ダイヤモンド基板に P 等の母材原子より

も大きな n 型ドーパント原子をイオン注入し、それ

らを IBIEC で置換位置に導入して電気的に活性化さ

せるというプロセスのミクロな原子機構モデルを説

明する。

　図 13 は P 等の母材原子よりも大きな n 型ドーパ

ント原子をイオン注入し、それらを IBIEC アニー

ル処理で置換位置に導入して電気的に活性化させる

プロセスのミクロな原子機構モデルである。IBIEC
照射中の温度は仮に 600℃ ~ 800℃を想定している

が、これについては最適化する必要がある。このモ

デル図から分かるようにイオン注入した P は母材 C
原子とともに結合を形成し、歪んだ状態で存在して

いる。しかし、この状態ではドナー P 原子 ( ● ) の
周囲を回っているドナー電子 ( ● ) は歪んでいない

結晶格子の中に取り込まれていれば通常の 0.6 ~ 0.7 
eV のドナー準位を持つであろうが、左側の非晶質

構造の中に取り込まれている場合には全く異なる準

位を持っていることが予想される。そこで先ず結晶

回復させて P を通常の格子点の置換位置に導入する

ために IBIEC 処理を行う。それにより置換位置に P
を導入するために P 原子の周囲に余裕のある大きな

空間 (vacant spaces) を形成する。この空間は例えば

divacancy 程度の大きさの空間が一時的に形成され

れば、より容易に置換位置に P 原子を導入可能にな

図 13．P 等の母材原子よりも大きな n 型ドーパント原子
をイオン注入し，それらを IBIEC で置換位置に導入して
電気的に活性化させるプロセスのミクロな原子機構モデ
ル．
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図 14．Si 単結晶と購入直後の HPHT Ib 型ダイヤモンド基
板の RBS-channeling スペクトル．

図 15. 購入直後の HPHT 合成 Ib ダイヤモンド基板の
PIXE スペクトル .  (a): random 方向から陽子ビームを入射
させたスペクトル .  (b): [100]-channeling方向から陽子ビー
ムを入射させたスペクトル .

る。divacancy 程度の大きさの空間を IBIEC による

母材非晶質中に形成したのが図 13 の真ん中の図 b)
である。一旦このような状態を創成してしまえばあ

とは自然に 600℃ ~ 800℃という温度においてペア

の dangling bond ( ● ) が結合を共有して格子構造が

回復する。即ち、置換位置という格子点位置に大き

な P 原子が取り込まれた状況になる。こうして置換

位置を占有する P 原子のドナー電子は 0.6 ~ 0.7 eV
の比較的浅いドナー準位を持つことができる。

　この章の最後に PIXE 法と RBS-channeling 法に

依る追補的な結果を示す。

PIXE と RBS 法による不純物分析
図 14 は Si 単結晶と購入直後の HPHT Ib 型ダイヤ

モンド基板の RBS-channeling スペクトルである。

測定条件は 1.0-MeV He+ イオンで青色は単結晶 Si、
赤色はダイヤモンドのスペクトルである。この RBS
測定において一番重要視したのは、非常に長時間 He
ビームを照射してスペクトルの全体収率を上げたこ

とである。Si の場合はトータル 25.6 μ C、ダイヤモ

ンドの場合には 16.6 μ C まで蓄積電流量を増加さ

せて測定した。通常の測定条件では 15 分程度の時間

で 2 ~ 3 μ C 程度の蓄積電流値である。特に今回の

Si 試料の場合、SSB 検出器角度を He ビーム入射方

向に対して 95°という glancing 角度にして感度を

上昇させるとともに、試料の深さ方向分解能も格段

に向上させて測定を行なった。

　その結果は図に示すように Si に関しては表面に殆

ど不純物が存在せず 200 ch 以上の高エネルギー側

に現われる収率は殆どすべてのチャネルにおいて 0 
count であった。それに対して HPHT Ib 型ダイヤモ

ンド基板に対しては高エネルギー側の Fe, Co, Ni 等
の触媒金属汚染が表面に顕著に観測されているだけ

でなく、おそらく試料表面のクリーニングに伴う薬

液に由来する成分も検出されている。しかし、一番

驚愕したのは 100 ch 以上の高エネルギー側で検出さ

れている高収率の background 直線である。これは

同図におけるSiでは全く検出されていない。従って、

基板表面から奥深くまで一様にドープされているな

にがしかの不純物と思われる。100 ch 以上の高エネ

ルギー background 直線上に乗っているピークは表

面に付着している不純物と思われる。しかしダラダ

ラと一定勾配で減少している background 収率は表

面から奥深くまで薄くドープされている不純物の可

能性がある。そしてこの一様ドープの不純物は前述

したように、HPHT 基板合成の際に使用される触媒

金属である Fe, Co, Ni 等の元素が合成中に微量に取

り込まれている可能性が高いと考えている。結論的

には触媒金属汚染の全くない合成法で製造したダイ

ヤモンド基板を使用すべきであると考える。

　最後に購入直後の HPHT Ib 型基板の PIXE 法に

依る不純物測定を行なった結果を示し、RBS 法に依

る測定結果と比較する。

　図 15 は購入直後の HPHT 合成の Ib ダイヤモンド
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基板の PIXE (Proton Induced X-ray Emission) スペ

クトルである。(a) は random 方向から陽子ビームを

入射させて測定し、(b) は [100]-channeling 方向から

陽子 ( 水素 ) ビームを入射して測定した。PIXE 法の

原理は 1 mm 以下の直径とビームの角度分散が 0.03
°以下にコリメートされた MeV 級エネルギーの陽

子 ( プロトン ) をターゲットに入射し、そこから放

出される X 線のエネルギースペクトルを観測する。

それにより表面近傍に存在する不純物元素の種類を

同定する測定手法である。陽子線はターゲット元素

の内殻電子と衝突を起こしそれを反跳により跳ね飛

ばす。すると内殻電子の位置に原子核の正の電荷に

より、注目している原子が一価 (+) に帯電したイオ

ンになっており、内殻電子雲に＋の孔が空いている

ように見える。その位置に外殻電子が内殻電子の正

の孔に落ち込み、そのエネルギー差 ( 勿論外殻電子

の方が内殻電子よりも高エネルギーである ) に相当

する X 線をターゲット原子の外に放出する。或いは

そのエネルギー差に相当する運動エネルギーを持っ

た電子を外殻から外に放出する。後者の外に放出さ

れた電子を Auger( オージェ ) 電子と呼ぶ。

　(a) の RBS-channeling スペクトルから明らかなよ

うに、表面に吸着或いは析出している各種不純物の

スペクトルが明らかに検出されている。但し、100 
ch 付近にあるピークは母材 C 原子よりも軽いので、

ダイヤモンド合成中に形成された何らかの欠陥によ

るピークの可能性が高い。

　(b) の PIXE スペクトルでも (a) と殆ど同じ不純物

元素が検出されている。しかし、PIXE 法は RBS 法

と比較すると定量性があまりない。RBS はダイヤモ

ンドの母材元素 C の体積密度が正確に分かっている

ので、それを標準試料として収率を同時測定してい

るので、表面不純物の面積密度が正確に定量可能で

ある。従って定量性は極めてよい。しかし、PIXE
の場合は別途標準試料を用意して測定しなければな

らず、定量性という点に関しては今一つというとこ

ろである。また、(b) のスペクトルからは 0.2 keV 
~ 2 keV 付近まで制動放射 (Bremsstralung) と呼ば

れる輻射エネルギー ( 電磁波 ) を放出する。これは

PIXE スペクトルを測定する際の大きな background
として観測される。陽子で叩き出された電子が測定

系を構成する構造物と衝突して静止する時に起こる

現象である。この background は channeling 方向か

ら陽子を入射する、或いは入射陽子のエネルギーを

低減することにより減少させることができる。しか

し定量性に関しては PIXE 法のネックの一つである。

ただ不純物元素の種類は放出される X 線のエネル

ギーから正確に同定できるというメリットは RBS 以

上であろう。

　いずれにしろ、二つの測定法を相補的に使用する

ことが肝心である。

まとめと今後の展望
本実験では、Ib 型 HPHT ダイヤモンド基板上にホ

モエピタキシャル成長させて厚さ 0.13 μ m ~ 0.18 
μ m の CVD 膜を堆積させた。CVD 直後の試料に関

しては、その後 4-Me Si2+ を 660C で 4.2 x 1014/cm2

照射して電極間の抵抗測定を行なって 1011 ~ 1013 Ω
の抵抗を測定し電流が流れることを確認した。また

3-MeV Ne2+ イオンを 750℃で 1 x 1014/cm2 照射して

低温領域における電極間抵抗測定を行なったが、こ

ちらの方は高抵抗過ぎて電流が流れず、抵抗測定は

できなかった。これら CVD 試料に対して以下の条

件で P 注入を室温で行なった。

P 注入条件
1) 二重注入

140-keV P 2 x 1014/cm2 と 50-keV P 1 x 1014/cm2 室温

で二重注入した。

2) 多重注入

50 keV ~ 200 keV の間の 6 段階で照射量を変えて室

温で多重注入した。

IBIEC アニール条件
1) の二重注入した試料に対して 3-MeV Ne2+ イオン

を 750℃で 1 x 1016/cm2 照射して最後にホール測定を

行なった。また二重注入した別試料は 4-Me Si2+ を

660℃で 4.2 x 1014/cm2 照射して最後に電極間抵抗測

定を行なった。

2) の多重注入試料に対して 3-MeV Ne2+ イオンを

750℃で 1 x 1014/cm2 照射して最後に 30℃ ~ 190℃の

低温領域範囲で電極間抵抗測定を行なった。

　ホール効果でシート抵抗の絶対測定温度の逆数依

存性を測定した試料の結果を次に示す。

　この試料の履歴は上記に示した二重注入で IBIEC
アニール条件は 3-MeV Ne2+ イオンを 750℃で 1 x 
1016/cm2 照射である。シート抵抗の測定絶対温度の

逆数依存性を図 6 に示した。その際、低活性化エネ

ルギー (~0.37 eV) の低温度領域 (1000/T(K)>1.5) と
高活性化エネルギー (~1.2 eV) を顕現する高温領域

(1000/T(K)<1.5) の二通りに分かれることを観測し

た。これは両者の温度領域で電子キャリアの伝導機

構が全く異なることを意味する。　

　対角電極間抵抗測定の測定結果は以下の通りであ

る。測定温度範囲は 30℃ ~ 190℃である。図 7(d) に
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まとめて示した。この図から明らかなように、アニー

ル条件としては 4-MeV Si の低ドース照射が一番効

率が良い。注入した P も二重注入、多重注入に関わ

らず、電気的に活性化し、P 未注入の as-CVD 試料

も意図せず含まれていた N 原子も電気的に同時に活

性化できた。

　上記の電気測定結果を受けて、P 注入中や IBIEC
アニール中に生じる CVD 単結晶薄膜への欠陥導入

や回復の機構を考察し、具体的なミクロな原子構造

を含むモデルを提案した。

　今後の展望として n 型ダイヤモンド作製のため 
に、

⑴ 浅いドナー準位を形成しかつ C 原子と原子半径が

近いドーパントの探索をする。

⑵ 導入した不純物の置換および活性化を促す注入プ

ロセス ( 注入中温度、ポストアニール温度、注入量 )
の検討をする。

⑶ 液体窒素 温度から 1000℃近くまでの幅広い温度

範囲のイオン注入、さらなる検討する。

⑷ n 型化が期待されるドーパント元素の種類につい

てそのイオン化エネルギーを、第 1 原理計算を実

行する。

⑸ P, As, Sb 等の V 族元素に関して同様に注入温度、

ポスト熱処理温度、注入量の最重要パラメータの

最適化を行い、イオン注入による n 型半導体の形

成を試みる。

　ドーパント N に関しては N 原子はドナー準位が

深く、伝導帯の下 1.4 eV ~ 1.7 eV である。注入量に

もよるが、室温から n 型を顕現するにはかなり困難

を伴う。実際、数百 ppm も CVD 法で N ドープされ

た Ib 型ダイヤモンド基板では 200℃ ~ 300℃からし

か、n 型を発現しなかった。しかし、ダイヤモンド

半導体を構成する母材 C 原子と同程度の原子半径な

ので B と同様に比較的容易に置換位置に導入できる

可能性もある。それ故、N の高ドース注入で高抵抗

ではあるが、室温から n 型を顕現できるかもしれな

い。ドーパント P, As, Sb に関して P のドナー準位は

伝導帯の下 0.6 eV ~ 0.7 eV である。As は 0.4 eV で、

B のアクセプタ準位とほぼ同じである。Sb は 0.2 eV 
で一番浅い準位である。この As ドーパントに関し

てはイオン注入法ではなく CVD 法でドープされた n
型の電気特性が報告されている。その活性化エネル

ギー ( イオン化エネルギー ) はドープ濃度によって

変化し、1 x 1017/cm3 ~ 9 x 1019/cm3 の範囲で 1.6 eV 
~ 0.7 eV と変化するいう報告もある 7)。しかし、い

ずれの n 型ドーパント原子も C よりも原子半径が大

きい。結晶化する際に同時に置換位置にドーパント

原子を導入するには非常な困難を伴う。実際、CVD 
法でPを同時にドープしてn 型薄膜形成を試みると、

B を CVD 法でドープして p 型を形成するよりもは

るかに困難である。まして、イオン注入で P や As 
等の原子半径の大きな元素を置換位置に導入するの

は困難であるというのが世界中の共通認識であり常

識であった。注入中温度を高温にして注入時に導入

される欠陥を減少させても、ポスト熱処理でドーパ

ント原子をうまく置換位置に導入できるかどうかさ

えも不透明であった。そこでポスト熱処理法に関し

て以下の新しいアニール方法を提案した。MeV 級イ

オン照射による新しいポスト熱処理法である。この

新しいポスト熱処理方法は、この理学誌論文の First 
著者が学位取得時以前に執筆していた各種論文に基

づいて発想した 8-18)。Si 半導体分野で使われている

イオン注入技術は数十 keV ~ 100 keV 程度の注入エ

ネルギーで半導体ドーパント等のイオン注入を行う

ことが主流である。First 著者は数 MeV 程度のエネ

ルギーで深い注入層を形成して Si デバイスを作製す

ることを主眼に、その基本的な照射損傷や注入イオ

ンの詳細な分布を研究してきた。その中で MeV 級
イオン照射が Si 基板に与えるダメージが計算値より

も著しく減少していることに気が付いた。これはい

わゆる照射中欠陥アニールとも呼ぶべき現象 SIBA 
(Self Ion Beam Annealing) である 8)。この SIBA 機

構を徹底的に検討する中で得た結論は以下の様であ

る。

　MeV 級イオンの原子核的弾性衝突で形成される 
空格子点・格子間原子が再結合して結晶が回復する 
際に、MeV 級イオン照射に伴う電子的非弾性散乱で

多量の電子・正孔対が形成される。それらが再結 合
して輻射エネルギーが解放されるときに、空格子点・

格子間原子の拡散係数が輻射エネルギーにより 増速

されて効率的に結晶が回復するという機構が働いて

いると推論した。例えば二価に負にチャージされた

拡散係数の大きい空格子点を形成するとか、電子・

正孔対が再結合する際に解放される輻射エネルギー

が格子間原子に転移され、空格子点・格子間原子の

再結合（再結晶化）を促進・増速する。こうして、

SRIM2013 計算値よりも格段に少ない注入欠陥のみ

Si 基板に残っているだけで、照射中の欠陥回復が室

温でも活発に行なわれていることが分かった。実は

この MeV 級イオンは、基板単結晶表面上に非晶質

Si 層が存在している時に照射すると、非晶質 Si 層を

300℃以下の極めて低温で Si 基板単結晶の結晶方位

と同じ結晶方位に 2 次元エピタキシャル成長させる

働きがあることが分かったのである 8-18)。この現象は
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Ion-Beam-Induced Epitaxial Crystallization (IBIEC) 
と呼ばれ、既に数多くの研究者たちによってその機

構も含めて十分に検討されている。これらの知見を

まとめて本論文の First 著者は東京大学から理学博

士の学位を取得した。また、この現象を低温におけ

る大面積 SOI(Si On Insulator) 構造形成に応用し、2 
つの特許も取得している 19, 20)。イオン照射で進行す

る低温エピタキシャル成長現象は、通常熱処理によ

る固相エピタキシャル成長が熱平衡過程による単結

晶化現象なのに対して、非熱平衡過程による低温度

における結晶化現象である。この IBIEC がダイヤ

モンド単結晶にイオン注入した P や As のような C 
原子よりも原子半径が大きい元素を置換位置に導入

することを、その非熱平衡的な特長ゆえに可能なら

しめると考えた。すなわち MeV 級 IBIEC は照射直

後、個別のイオン飛跡の周囲に多量の空格子点・格

子間原子対を形成する。それらが基板温度によって

決定される拡散係数で移動して再結合して結晶回復

が起こる。さらにその飛跡に垂直な方向に空格子点

と格子間原子が熱拡散により移動する。その途中の

移動の段階で再結合して結晶が回復するのであるが、

その移動の速度を増速する役割を担っているのが電

子・正孔対の再結合に伴って放出される輻射のエネ

ルギーである。即ち、空格子点と格子間原子対と同

時形成される多量の電子・正孔対が再結合する時に

解放される輻射エネルギーが、格子間母材原子や格

子間位置にあるドーパント原子に転移される。そし

て熱振動状態にあるそれら原子に転移された輻射エ

ネルギーが加わり、格子間位置にある母材原子やドー

パント原子が格子点位置 ( 置換位置 ) に大きく変位

する。即ち、母材格子間原子は空格子点との再結合

後に再結晶化する。また、格子間ドーパント原子を

空格子点に導き、そこで置換されて電気的に活性化

される 13-18)。その結果、MeV 級イオン照射は注入

ドーパント元素を効率的に置換位置に導入して電気

的に活性化させることが期待できると推論した。そ

れのみならず、MeV 級 IBIEC によりアニールする

とその低温での結晶性回復現象により、1 次欠陥が

アニール中に 2 次欠陥に成長する可能性も低いので

はないかと推測している。すなわち Si プロセスの場

合、注入された ドーパント原子を活性化させる手法

として、最初に低温 (500℃ ~ 600℃ ) でエピタキシャ

ル成長させて 1 次欠陥を消滅させ、続いて 1000℃以

上の高温で注入ドーパントイオンの活性化と 2 次欠

陥の発生を抑えるという 2 段階アニールを行なうこ

とが有用であるという報告がある。最初から低温 (電
気炉による通常熱処理で起こる固相エピタキシャル

成長温度よりもさらに低い温度 ) でアニール処理を

一度で済ませれば、ダイヤモンド基板に対してドー

パント原子を置換位置に効率的に導入すると同時に

2 次欠陥形成も抑制できるので結果的に sub-band 形

成も抑制できる。その帰結として Hopping 伝導さえ

も抑えることが出来るのではないかと考えている。
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序論 
高分子微小球や油滴、乳酸菌などのマイクロメート

ルサイズの微粒子が分散した溶液中にレーザー光を

強く集光すると、光電場内の微粒子には光の力学作

用である光圧が作用する。溶媒よりも屈折率の高い

透明誘電体のマイクロ粒子の場合、光圧は焦点方向

に作用するため、レーザー光出力が十分に大きけれ

ば微粒子を集光位置にて捕捉できる。この光圧によ

るマイクロ粒子捕捉・操作法は、1970 年代にベル研

究所の Arthur Ashkin が実現した 1)。さらに 1986 年

には、現在市販化されている光ピンセット装置の原

型も開発した 2)。

　この光ピンセットは比較的簡便敏な装置（光学顕

微鏡に備えられた高開口数の対物レンズで 1 本の

レーザー光を集光する）で使用できることも相まっ

て、光学・物理学・生物学を含む様々な分野にて発

展した。例えば、光ピンセットの生物学分野への応

用は 1980 年代後半から取り組まれている。タバコ

モザイクウィルスや 3)、赤血球や緑藻、酵母菌、さ

らにアメーバのような原生生物などの光捕捉も実現

している 4)。このような光捕捉・操作に加えて、特

Abstract:  A plasmon-enhanced electric field exerts a strong optical force on nanomaterials, 
leading to their optical trapping on plasmonic nanostructures. Such nanostructure-assisted op-
tical manipulation techniques may become a promising tool for manipulation of nanomaterials. 
Recently, we demonstrated stable optical trapping of polymeric nanobeads on a nanostructured 
titanium surface (B-Ti). Irradiation of an incoherent weak UV light source resulted in optical 
trapping of numerous nanobeads on an irradiated black-Ti surface area: nanostructured Ti-
assisted optical tweezers (NASTiA-OT). Such laser-free optical trapping behavior would be 
caused by an electric-field enhancement effect of nanostructured TiO2 as a passive layer of 
black-Ti surfaces. However, the precise trapping mechanism is still under debate. In the pres-
ent study, we demonstrate optical trapping of polystyrene nanospheres on black-Ti surfaces 
fabricated by an acid-etching process. Acid treatment resulted in wrinkle-like nanostructures 
on titanium surfaces. Irradiation of nanostructures with near-infrared laser light led to optical 
trapping of polystyrene nanospheres. We discuss the formation mechanism of B-Ti based on 
the redox reaction, and trapping mechanism based on calculation of the local electric field with 
the finite element method. 
Keywords:  optical tweezers, optical force, polystyrene nanospheres, fluorescence microscopy
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開発した。それが、ナノチタン増強光ピンセット

（Nanostructured titanium-assisted optical tweezers; 
NASTiA-OT）である 18)。チタン単結晶基板をプラズ

マドライエッチングすることで黒色化したブラック

チタン（black titanium; B-Ti）の表面には、無数の

ナノニードル構造が付与されている。この B-Ti 表面

に紫外線光を照射すると、溶液中のポリスチレンナ

ノ粒子が捕集されることを見出した。注目すべきは、

このとき使用した光源であり、これまでの光ピンセッ

トではレーザー光（コヒーレント光）が用いられるが、

本研究では高圧水銀灯を用いた。インコヒーレント

光にも関わらず、粒子の光捕捉を達成したことが極

めて興味深い。しかしながら、その捕集メカニズム

については十分に理解できていないのが現状である。

具体的には、なぜこのような現象が引き起こされた

のか、どのようなナノチタン構造体が最も光捕捉に

適しているか、レーザー光を用いると捕捉効率は向

上するのか、といった基礎的知見はいまだ明らかで

はない。

　そこで本研究では、B-Ti 構造体の作製法から検討

し、NASTiA 光ピンセットの機能と特徴の解明を目

指す。先行研究で作製した B-Ti はプラズマドライ

エッチングにより得ているが、本研究では酸腐食に

よる B-Ti 作製を新たに試みた。酸腐食で得られた

B-Ti による NASTiA 光ピンセットが実現できれば、

ナノ構造体作製のコスト削減と大面積化が期待でき

る。

材料と方法
B-Tiの作製
純チタンは耐食性に優れた金属として有名であるが、

これはチタン表面に極めて安定な不動態の酸化膜が

形成されることに起因する。一方で、高温高濃度塩

化物溶液や HCl/H2SO4 水溶液中では腐食が発生する

ことが知られている。本研究では既報を参考に B-Ti
の作製を試みた 19)。具体的には、まず工業用　純チ

タン箔（JIS 1 種 , Ti > 99.5%, 厚み：0.015 mm）を

アセトンおよび純水で超音波洗浄し乾燥させた。こ

のチタン箔を加熱した混酸（HCl/H2SO4）水溶液に

所定時間浸漬させた。浸漬後、純水で洗浄、乾燥さ

せ試料とした。走査型電子顕微鏡 (scanning electron 
microscope; SEM)（日本電子社製、JCM-6000 Neo 
ScopeTM）にて形態観察を行った。

NASTiA光ピンセット
本研究で用いた光学系を図 1 に示す。光捕捉光源

として 808 nm 近赤外レーザー光を、蛍光励起光

源として 473 nm 青色レーザー光を使用し、2 本の

に生物物理学では細胞や細胞小器官、生体分子など

の力学特性解析のツールとして光ピンセットは重宝

されている。例えば、1 本の DNA の両末端に高分子

マイクロ粒子を化学結合させ、マイクロ粒子を 2 本

の集光レーザー光でそれぞれ光捕捉し、伸縮させる

ことにより DNA の引っ張り応力を非破壊・非接触

で分析できる 5)。このほかにも、液液相分離 6) や感

熱応答性ゲルの体積相転移 7) などの誘導、気液界面

近傍におけるタンパク質 8) や有機分子 9, 10) の結晶化

や凝集誘起発光の制御 11)、顕微分光学的手法を組み

合わせた捕捉粒子の構造解析 12) など、様々な応用が

挙げられる。

　この光ピンセット技術をさらに応用展開するには、

ナノメートルサイズの捕捉・操作法の確立が必要不

可欠である。これまでに DNA、タンパク質、鎖状高

分子、ケイ素や金などの無機ナノ粒子などの光捕捉

が実現されている 13, 14)。しかしながら、すべからく

ナノ物質を光圧によって捕捉できるかと言うと、い

まだ超えなければならない問題がいくつか残ってい

る。その内のひとつが、捕捉対象物のサイズが小さ

くなると光圧は極めて弱くなることである。光の波

長よりも小さなナノ粒子に働く光圧F は、近似的に

次の式で与えられる

　　　  　　　　　(1)

ここでαは捕捉対象物の分極率、E は光電場である。

分極率は Clausius-Mossotti の関係式より

　　　 　　　(2)

で与えられる。V は捕捉対象物の体積、ε0 は真空

の誘電率、εr は比誘電率である。(1), (2) 式より

たとえば捕捉対象物が球体の場合（V=4 π a3/3, a
は粒子半径）、粒径が 10 分の 1 小さくなると（例

100 nm → 10 nm）光圧は 1000 分の 1 まで弱く

なることを示している。光圧によりナノ粒子を安

定的に捕捉するためには、光圧のポテンシャル

エネルギー（U= αE2/2）が熱揺らぎのエネルギー

kBT（kB : ボルツマン定数、 T：温度）よりも上回ら

なければならない。

　このようなナノ粒子に働く光圧を増幅させる方法

として、ナノ構造体の電場増強効果が注目されてい

る。金ナノ構造体の局在型表面プラズモンを用いた

光ピンセット（プラズモン光ピンセット）は、そ

の代表的方法論のひとつである 15-17)。このプラズモ

ン光ピンセットを用いると、従来の集光レーザー

型光ピンセットよりも効率的に DNA や高分子鎖

などのナノ粒子を捕捉できる。さらに近年、我々

は新しい学理に基づくナノ増強型光ピンセットを
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レーザー光を同軸で自作の正立型光学顕微鏡に導入

し、100 倍油浸対物レンズ (Nikon, 開口数 1.3) によ

り B-Ti 表面に集光した。捕捉挙動を顕微蛍光法に

より観察した。捕捉試料として、市販品の直径 500 
nm の蛍光色素含有ポリスチレン粒子（蛍光極大波

長 515 nm）の分散水溶液を使用した。独自の試料

セルに試料溶液と B-Ti 基板を封入し、NASTiA 光ピ

ンセットを試みた。

結果
作製した B-Tiの評価
酸処理後のチタン箔を図 2 (a) に示す。酸処理前で

は、特有の金属光沢を観察できた。混酸水溶液への

浸漬時間の増加に伴い、表面の黒色化が進行した。

浸漬時間 10, 15 分では、金属光沢がまだ残っている

が、25 分経過すると表面が均一に黒色化した。25
分以上浸漬すると、図 2 (b) に示すように腐食がさら

に進行しチタン箔が崩壊した。チタン箔の浸漬時間

の増加に伴い、気泡が発生するとともに混酸溶液が

青色を呈した。これは後述するように水素発生と三

価のチタンイオン (Ti3+) の生成に起因する。このよ

うに作製した B-Ti は、未処理のチタン箔に比べ親水

性が向上した。親水性を評価するために接触角測定

を試みたが、図 2 (a) に示すように薄膜（厚さ 0.015 
mm）のチタン箔が湾曲しているため定量的評価は

困難であった。今後はより剛直性の高い十分な膜厚

のチタン箔を用いる必要がある。

　図 3 および図 4 に B-Ti の SEM 像を示す。浸漬時

間の増加とともに腐食が進行し、チタン表面に凹凸

が形成されることがわかった。金属光沢の残る浸漬

時間 10,15 分では、腐食により島状構造の凹凸が見

られた。金属光沢が消失する浸漬時間20分以降では、

表面の島状構造は消失し、先端がナノメートルサイ

ズに先鋭化したシワ状模様の微細な構造が現れた。

我々はこの構造をナノリンクル (nano-wrinkle) 構造

と名付けた。このナノリンクル構造により、入射し

た光が反射せず、結果として黒色に見えるようになっ

たと考えられる。ナノリンクル構造を定量的に評価

するため、この構造の深さを計測したところ、浸漬

時間 20 分で約 2.9 μm、25 分で約 4.0 μm であった。

図 1．NASTiA 光ピンセットの光学系概要図．

図 2．(a) 酸処理後のチタン箔の形態像．(b) 浸漬時間 25 分
後の混酸溶液と崩壊したチタン箔．

図 3．チタン箔のSEM像：(a)酸処理前 , 浸漬時間 (b) 10分 , 
(c) 15 分 , (d) 20 分 , (e) 25 分 .

(a)

(b)
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レーザー光の集光位置がずれていることに起因する。

より精細な捕捉挙動を追跡するためには、このよう

なずれの補正だけでなく、抜本的な自作顕微鏡の改

善が必要である。本実験より作製した B-Ti を用いた

PS粒子の光捕捉に成功したと結論づけられる。今後、

本手法の優位性や特徴を明らかにするためには、未

処理の Ti 基板や先行研究の B-Ti 基板を用いた対照

実験を綿密に実施する必要がある。

図 5．浸漬時間 20 分で作製した B-Ti を用いたポリスチレ
ンナノ粒子の光捕捉の蛍光顕微鏡像（近赤外レーザー光強
度 17 kW/cm2）．

図 6．浸漬時間 25 分で作製した B-Ti を用いたポリスチレ
ンナノ粒子の光捕捉の蛍光顕微鏡像（近赤外レーザー光強
度 17 kW/cm2）.

図 4．チタン箔の SEM 像（傾斜 45 度）：(a) 酸処理前 , 浸
漬時間 (b) 10 分 , (c) 15 分 , (d) 20 分 , (e) 25 分．

NASTiA光ピンセットの実験的評価
以上のように作製した B-Ti の光捕捉能を評価すべ

く、直径 500 nm の蛍光性ポリスチレンナノ粒子（PS
粒子）を捕捉対象に選び検討した。図 5 に浸漬時間

20 分の B-Ti を用いたときの蛍光顕微鏡像を示す。

図内の白色円内が近赤外レーザー光の照射範囲であ

る。近赤外レーザー光を 17 kW/cm2 で照射したとこ

ろ、照射開始 40 秒以内に PS 粒子由来の蛍光像を

観察できた。さらに照射を続けると徐々に蛍光像の

明るさが増大し、多数の粒子が集合している様子を

観察できた。近赤外レーザー光の照射をやめると直

ちに捕集された PS 粒子が拡散し溶液内に散逸した。

これは近赤外レーザー光の On/Off に対応して繰り返

し観察できた。

　図 6 に浸漬時間 25 分の B-Ti を用いて、近赤外レー

ザー光を 17 kW/cm2 で照射したときの蛍光顕微鏡像

を示す。浸漬時間 20 分のときに比べてより短い時

間（約 30 秒）で粒子が光捕捉された。さらに照射を

続けると蛍光像の明るさと面積が図 5 と比べ拡大し

ていることから、より多くの PS 粒子が捕捉された

と考えられる。このときも近赤外レーザー光照射の

停止とともに、捕捉粒子が散逸していく様子が観察

された。これはすなわち光捕捉にともなう B-Ti 表面

への吸着は起こらないことを示している。なお、蛍

光像が白色円内の中心位置とずれている様に見える

が、これは蛍光励起光源の青色レーザー光と近赤外
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討論
B-Tiを用いた光捕捉メカニズム
本研究の光ピンセット法はいまだ検討段階ではある

が、B-Ti の構造および B-Ti を用いたナノ粒子の捕

捉メカニズムについて考察する。

　B-Ti 作製に高温混酸（HCl/H2SO4）水溶液による

酸腐食を採用した。塩化物イオンが高濃度で存在す

る pH が低い高温水溶液では、チタンの不動態膜を破

壊し、酸化還元反応による腐食（孔食）が起こる 20)。

図 7に示すように、まず不動態膜にCl- が吸着すると、

Cl- とチタンの錯体が形成することで、不動態膜が溶

解し微小欠陥が形成される。次に、露出した純チタ

ン表面では、次のアノード反応が進行する。　　　

　　　             Ti → Ti2+ + 2e-
チタンのイオン化傾向は非常に大きいため（Ti/Ti2+

の標準電極電位E°= -1.63 [V]）、酸性水溶液中では

H+ が酸化剤としてすみやかに働き、水素ガス H2 の

発生とともに Ti2+ は青紫色の Ti3+ になる。

2Ti2+ + 2H+ → 2Ti3+ + H2

アノード反応により生成した電子は不動態膜表面で

溶存酸素とともに以下のカソード反応で消費される。

O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O
この酸化還元反応により、腐食が進行する。腐食反

応後、水溶液中で厚さ数 nm 程度の不動態膜が生成

し、チタン側から TiO, Ti2O3, TiO2 となる層構造を

形成するとともに内部に結合水を含む 21)。そのため、

B-Ti は純チタンに比べ親水性が増加したと考えられ

る。

　このように得られた B-Ti 表面は不動態膜 (TiO2)
を有するナノリンクル構造を形成しており、この構

造が入射光の電場増強の役割を果たしていると考え

られる。図 8 に有限要素法により求めた増強電場プ

ロファイルを示す。二次元平面でナノリンクル構造

を模倣し、厚さ 10 nm の酸化チタン（TiO2）層を

チタン素地に形成し、入射光 808 nm を照射したと

きをシミュレーションした。計算条件の最適化はい

まだ検討段階ではあるが、基板表面で電場増強効果

（enhancement factor; EF = E2/E0
2, E ; 応答電場、E0 

; 入射光電場）が 5 倍にまで増強することがわかった。

これは、先行研究 18) のプラズマドライエッチングで

得た B-Ti の増強電場プロファイルともおおよそ一致

している。緒言で述べたプラズモン光ピンセットと

は異なり、B-Ti にはプラズモンの効果は働かない。

この増強電場の有力な起源のひとつとして、半導体

の Mie 共鳴が挙げられる。例えば Saitow らは、酸

化チタンのナノ粒子を数 nm まで近接すると、ナノ

粒子近傍で光アンテナ効果により入射光が 2000 倍

まで増幅することを見出した 22)。本研究で得られた

B-Ti にも同様の効果が発現するものと期待できる。

今後、NASTiA 光ピンセットとしての機能と特徴を

明らかにする。

 

図 7．高温混酸（HCl/H2SO4）水溶液中の腐食機構．

図 8．B-Ti 表面近傍の増強電場プロファイル .
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序論
可視領域に金属－配位子電荷移動（MLCT）吸収帯

をもつルテニウム錯体が、色素増感太陽電池や光触

媒反応の光増感剤として広く利用されてきた 1-3)。近

年は地球上に豊富な元素の利用が求められており、

同族の鉄を中心金属とする増感剤や有機色素の開発

が進められている 4-6)。鉄錯体は金属内遷移に基づく

励起状態（MC 状態）の準位が低いため、MLCT 遷

移により生じる励起状態が MC 状態を経て速やかに

失活する点が問題であった 5, 6)。そこで、強いσ供与

性配位子となる N- ヘテロ環状カルベン（NHC）が

導入され、鉄錯体においても励起状態の長寿命化が

可能であることが示された 7, 8)。最近では、含窒素複

素環配位子を基調とする低スピン型鉄（Ⅱ）錯体を用

いて、励起状態に関する研究が進められている 9, 10)。

Abstract:  Thiolate iron complexes with a phenanthridine moiety were synthesized from 
4-(benzo[b ]thiophen-2-yl)phenanthridine. The photoreaction of pentacarbonyl iron with the 
ligand precursor afforded the diiron carbonyl complex [Fe2(L3)(CO)5], where L3 is a dianionic 
N,C,S-tridentate ligand containing thiolate S, vinyl C, and phenanthridine N. The diiron com-
plex was converted to the N,C,S-pincer iron(II) complex trans-[Fe(L3)(CO)(PMe3)2] by reaction 
with an excess amount of trimethylphosphine. The electronic absorption spectrum of trans-
[Fe(L3)(CO)(PMe3)2] was compared with those of the analogous iron(II) complexes trans-[Fe(L1)
(CO)(PMe3)2] and trans-[Fe(L2)(CO)(PMe3)2], where L1 contains thiolate S, phenyl C, and pyri-
dine N, and L2 contains thiolate S, vinyl C, and quinoline N. For trans-[Fe(L3)(CO)(PMe3)2], an 
intense band was observed at around 500 nm, which is due to the transition from the orbitals 
around the thiolate-containing metallacycle to phenanthridine moiety. The corresponding 
absorption band of trans-[Fe(L2)(CO)(PMe3)2] appears in a similar region at a lower intensity. 
These bands are red-shifted compared with trans-[Fe(L1)(CO)(PMe3)2], which is attributed to 
the π systems containing the vinyl moiety. The higher intensity and red-shift for the phen-
anthridine-based iron(II) complex are consistent with the TD-DFT calculations of these three 
N,C,S-pincer iron(II) complexes.
Keywords:  iron complex, benzothiophene derivatives, N,C,S-tridentate ligand, phenanthridine, 
charge transfer transition, electronic spectrum 
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 4-（ベンゾ [b]チオフェン -2-イル）フェナントリジ
ン（3）の合成
炭酸カリウム (270 mg, 2.0 mmol) の水溶液 (3 mL)
と 1,4- ジオキサン (12 mL) を混合し、窒素ガスを 30
分間通じた。ベンゾ [b] チオフェン -2- ボロン酸 (150 
mg, 0.84 mmol)、4- ブロモフェナントリジン (200 
mg, 0.77 mmol)、[Pd(PPh3)4] (17.8 mg, 0.015 mmol)
を加え、窒素気流下、100℃で 5 時間加熱撹拌した。

得られた褐色溶液に水 (30 mL) を加えた後、ジクロ

ロメタン (60 mL) で抽出した。抽出液を無水硫酸マ

グネシウムで乾燥し、溶媒を留去することで褐色油

状物を得た。これをシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー（溶離液：ジクロロメタン / ヘキサン = 1/1）
で精製し、3 の白色固体を得た（130 mg, 54%）。1H 
NMR (400 MHz, CDCl₃ ): δ 9.43 (s, 1H), 8.67 (d, J 
= 8.3 Hz, 1H), 8.61 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 1H), 8.20 (dd, 

材料と方法
実験手法と測定機器
鉄錯体の合成はグローブボックスもしくはシュレン

ク法を用いて行った。光反応には石英ガラス製水冷

保護管を備えた高圧水銀灯 HL400BH-8（400 W、

セン特殊光源株式会社）を用いた。IR スペクトル

は、KBr 錠剤法を用いて Jasco FT/IR-4600 分光計に

より測定した。NMR スペクトルは JEOL ECA-400、
ECS-400 FT-NMR 分光計により測定した。UV-Vis
吸収スペクトルは Jasco V-770 分光光度計を用いて

測定した。

　4- ブロモフェナントリジンは文献の方法により合

成した 16)。ベンゾチオフェン誘導体および鉄錯体は

図 3 に従って合成した。

　我々は図 1 に示すジアニオン性の N,C,S- 三座配位

子（L1）を開発し、2 つのリン配位子と 1 つのカル

ボニル配位子を有する低スピン型の N,C,S- ピンサー

鉄 ( Ⅱ ) 錯体trans-[Fe(L1)(CO)(PMe3)2]（1）（図 2）が、

400 nm 付近に MLCT 遷移を含む吸収帯を示すこと

を見いだしている 11-13)。この吸収帯はチオラトメタ

ラサイクル周辺の軌道からフェニルピリジン骨格の

反結合性π軌道への電荷移動遷移であることから、

アクセプターとなるピリジン部位に芳香族置換基の

導入が検討された 14)。その結果、ピリジン環 4 位に

芳香族置換基を導入することで、500 nm よりも長

波長側のショルダー部分で遷移確率が増大すること

が明らかとなった。中央のフェニル基部分をビニル

基とし、ピリジン部分をキノリンに変更した配位子

（L2）（図 1）では、メタラサイクルのπ電子系が異

なるため、大きな吸収帯の変化が予想される。実際、

類似の N,C,S- ピンサー鉄（Ⅱ）錯体trans-[Fe(L2)(CO)
(PMe3)2]（2）（図 2）では、500 nm 付近に強い吸収

帯が現れており、錯体 1 に比べて大きく長波長側に

シフトしている 15)。

　本研究では、錯体 2 の MLCT 遷移においてアク

セプター部位となるキノリン部分に変更を加え、

MLCT 吸収帯が受ける影響を調査した。キノリン部

分をフェナントリジンに変更することでπ電子系を

拡張した配位子（L3）（図 1）を設計し、その鉄 ( Ⅱ )
錯体を合成した後、得られた電子吸収スペクトルを

量子化学計算により評価した。

 

図 1．N,C,S- 三座配位子（L1, L2, L3）の構造 .

図 2．N,C,S- 三座配位子，リン配位子，カルボニル配位子
をもつ鉄（Ⅱ）錯体 trans-[Fe(L1)(CO)(PMe3)2]（1）およ
びtrans-[Fe(L2)(CO)(PMe3)2]（2）．

図 3．配位子前駆体 3，二核鉄錯体 4，単核鉄 ( Ⅱ ) 錯体 5
の合成．
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J = 7.5, 1.2 Hz , 1H), 8.11 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 8.04 (s, 
1H), 7.94-7.85 (m, 3H), 7.79-7.73 (m, 2H), 7.40-7.31 
(m, 2H).

二核鉄錯体 [Fe2(L3)(CO)5]（4）の合成
窒素で満たされたグローブボックス内でテフロン

コック付き石英シュレンク管に配位子前駆体 3 (30.0 
mg, 0.096 mmol)、[Fe(CO)5] (0.026 mL, 0.20 mmol)、
THF (5 mL) を加えた。得られた淡黄色溶液をグロー

ブボックスから取り出し、凍結脱気を 3 回行った後、

高圧水銀灯で光照射を 8 時間行った。反応後、暗褐

色溶液を減圧下で溶媒留去した後、シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー（溶離液：ジクロロメタン /
ヘキサン = 2/1）で精製し、目的物を含む溶離液を濃

縮した。得られた黒色固体を少量のテトラヒドロフ

ラン ( 約 1 mL) に溶解し、セライトを通してろ過し、

ろ液の上部にヘキサンをゆっくりと加え、-30℃で

2 日間静置した。上澄み液をデカンテーションによ

り取り除きヘキサンで洗浄した後、減圧下で乾燥し、

錯体 4 の黒色結晶を得た（34.5 mg, 63%）。¹H NMR 
(C6D6 400 MHz): δ 9.49 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 
2H), 7.61 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.26-7.17 (m, 2H), 7.10 
(dd, J = 7.5, 1.1 Hz , 1H), 7.02-6.93 (m, 3H), 6.79 (td, 
J  = 7.5, 1.1 Hz, 1H), 6.48 (td, J  = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 
5.88 (s, 1H).

単核鉄 (Ⅱ)錯体trans-[Fe(L3)(CO)(PMe3)2]（5）の
合成
シュレンク管中で二核鉄錯体 4 (22.5 mg, 0.040 
mmol) のトルエン溶液 (4 mL) にトリメチルホスフィ

ン (1 M トルエン溶液 , 1.2 mL, 1.2 mmol) を加え、

100℃で 48 時間加熱撹拌した。得られた濃い赤紫

色の溶液を減圧下で溶媒留去し、黒紫色の固体を得

た。この固体をグローブボックス中でトルエン ( 約
2 mL) に溶解し、セライトを通してろ過した。ろ液

を少し濃縮してヘキサンを加え、-30℃で 5 日間静

置した。上澄み液をデカンテーションにより取り除

きヘキサンで洗浄した後、減圧下で乾燥し、錯体 5
の赤紫色結晶を得た（16.7 mg, 73%）。¹H NMR (C6D6, 
400 MHz): δ 9.46 (s, 1H), 8.59 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 
8.34 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.94 (d, 2H), 7.75 (d, J = 7.8 
Hz, 1H), 7.35 (t, J  = 7.8 Hz, 1H), 7.33 (d, 1H), 7.20 
(ddd, J = 8.2, 6.0, 2.4 Hz, 1H), 7.11-7.04 (m, 2H), 6.97 
(td, J  = 7.3, 1.3 Hz, 1H), 6.91 (td, J  = 7.4, 1.5 Hz, 
1H), 0.87 (t, J = 3.7 Hz, 18H). 31P｛1H｝NMR (C6D6, 
160 MHz): δ 15.2 (s). IR (KBr): νCO/cm-¹ 1906, 
1899, 1893. UV-Vis (CH2Cl2): λmax/nm (ε/dm³ mol-
¹ cm-¹) 307 (21700), 323 (21800), 420 (6400)sh, 496 

(12700), 640 (620)sh.

X線結晶構造解析
Rigaku MicroMax-007HF/ Saturn 724 HG CCD 回

折計を用いて、錯体 5 の結晶の回折データを測定し

た。CrystalClear プログラムを用いてデータを処理

し、解析には WinGX プログラムを用いた。SIR97
を用いて初期構造を決定し、SHELXL-2013 を用い

て精密化した。結晶学的データ：Mo Kα線 ; 0.07 × 
0.14 × 0.15 mm; C28H31FeNOP2S; M = 547.39; 三斜

晶系 ; a  = 12.373(3), b = 21.848(4), c  = 22.004(4) Å, 
α = 70.652(10)°, β = 71.220(9)°, γ = 79.296(11)°; 
V = 5292.7(19) Å3; T = 200 K; 空間群 P − 1 (no. 2); Z 
= 8; Dcalcd = 1.374 Mg/m3; μ = 0.791 mm–1; F(000) = 
2288.00; 測定反射数 86522; 計算に用いた独立反射数 
24095 (R int = 0.0913); 精密化後の R 因子 R1 [I  > 2σ
(I )] = 0.1103, wR2 (all data) = 0.2380; GOF = 1.248

（CCDC 2165577）。

電気化学測定
サイクリックボルタモグラムは ALS/DY2325 バイ

ポテンショスタットを用いて測定した。支持電解質

として Bu4NPF6 (0.1 M, 1 M = 1 mol dm–3) を含むジ

クロロメタン溶液を用いて錯体 5 (5.0 × 10–4 M) の
試料溶液を調製し、測定前に窒素ガスでバブリング

して脱酸素した。作用電極はグラッシーカーボン電

極、対極は白金線、参照電極は Ag/Ag+ 電極 (0.01 M 
AgNO3) を使用した。測定結果の電位は同じ条件で

測定したフェロセンの酸化還元電位 (FeIII/FeII) を基

準として補正した。

結果と討論
配位子前駆体および二核鉄錯体の合成
フェナントリジン骨格を有する N,C,S-三座配位子

L3（図 1）の前駆体として、4-( ベンゾ [b] チオフェ

ン -2- イル ) フェナントリジン（3）を設計した（図 3）。
パラジウム触媒を用いたベンゾ [b] チオフェン -2- ボ
ロン酸と 4- ブロモフェナントリジンのクロスカップ

リング反応により、目的の配位子前駆体 3 を良好な

収率で得た。

　前駆体 3 とペンタカルボニル鉄の THF 溶液を、

高圧水銀灯を用いて光照射し、反応生成物をシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーにより精製すること

で二核鉄錯体 [Fe2(L3)(CO)5]（4）を得た。¹H NMR 
スペクトル（C6D6）において、N,C,S- 三座配位子の

中央の配位炭素原子に隣接した炭素上の水素（Fe–
C=CH）が高磁場側（5.88 ppm）に現れることから、

そのビニル基が、もう一方の鉄中心にπ配位してい
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クロロメタン中で測定したところ、二段階の一電子

酸化過程が−0.57 Vおよび0.45 V（vs Fc+/Fc, Fc = フェ

ロセン）に現れた（図 5）。これらはそれぞれ FeIII/
FeII および FeIV/FeIII の酸化還元に対応し、錯体 2 に

対して報告されている値（− 0.58 V, 0.46 V）と同等

である 15)。このことは、キノリン環をフェナントリ

ジン環に変更しても、中心金属の電子的環境があま

り変化しないことを示唆している。

 N,C,S-ピンサー鉄（Ⅱ）錯体の分光学的性質
錯体 1, 2, 5 のジクロロメタン溶液の紫外可視吸収ス

ペクトルを図 6 に示す。錯体 5 においては 400-600 
nm にかけて強い吸収帯が見られ、吸収極大波長 496 
nm におけるモル吸光係数は 12700 dm³ mol-¹ cm-¹
であった。また、より長波長側の 600-800 nm にか

けて弱い吸収帯が見られる。これらの吸収帯の位置

は錯体 2 と類似しており、錯体 1 に比べると大きく

長波長側にシフトしている。これら錯体の可視領域

の吸収波長は、N,C,S- 三座配位子と鉄からなる N-
メタラサイクルと S- メタラサイクルのπ電子系によ

り決まると考えられる。モル吸光係数に着目すると、

錯体 5 は錯体 2 よりも全域にわたって大きくなって

いる。したがって、キノリン部位をフェナントリジ

ンに変更したことの効果は、励起エネルギーよりも

遷移確率に顕著に表れるといえる。

図 5．錯体 5 (5.0 × 10-4 M) のサイクリックボルタモグラ
ム（溶媒：CH2Cl2, 走査速度：100 mV s-1）.

図 4．錯体 5 の結晶構造（独立 4 分子の 1 つ，熱振動楕円
体の確率は 50%，水素原子は省略）．

表 1．錯体 5 および 2 の結合長 (Å) および結合角 ( °)ると考えられる。また、錯体 4 の IR スペクトルに

おいて、CO 伸縮振動に帰属されるシグナルは、既

に構造が決定されている L2 を配位子とする二核鉄錯

体 [Fe2(L2)(CO)5] に類似していた。これらの結果よ

り、錯体 4 は Fe(L3)(CO)2 ユニットと Fe(CO)3 ユニッ

トがπ配位、硫黄架橋、Fe-Fe 結合で結びつけられ

た構造をもつと推定した（図 3）15)。

N,C,S-ピンサー鉄（Ⅱ）錯体の合成と性質
錯体 2 の合成法を参考にして、二核鉄錯体 4 とトリ

メチルホスフィン（PMe3）の反応により、軸位にリ

ン配位子を持つ N,C,S-ピンサー鉄（Ⅱ）錯体を合成

した（図 3）11, 15)。二核鉄錯体のトルエン溶液に 10
当量の PMe3 を加え、100℃で加熱撹拌すると暗赤色

溶液が得られた。1H NMR スペクトルより、N,C,S-
三座配位子と PMe3 を 1：1 の比で含む化合物 A と 1：
2 の比で含む目的錯体trans-[Fe(L3)(CO)(PMe3)2]（5）
が共存することが分かった。PMe3 を追加して反応

を行うと化合物 A が減少し錯体 5 が増加することか

ら、化合物 A を中間体 [Fe2(L3)(CO)4(PMe3)] と予想

した。最終的に 30 当量の PMe3 の存在下、100℃で

48 時間加熱し、再結晶により精製することで錯体 5
を単離した。

　鉄（Ⅱ）錯体 5 の構造を単結晶 X 線構造解析によ

り決定した。構造は独立 4 分子として解析したが、

基本的な幾何構造は同じであったため、その中の 1
つを図 4 に示した。錯体 1 や錯体 2 と同様、2 つのリ

ン配位子は軸位を占めており、NMR スペクトルから

推定される溶液中の構造と一致している。錯体 5 の

鉄まわりの代表的な結合距離と結合角を錯体 215) と比

較したところ、大きな違いは見られなかった（表 1）。
一方、硫黄に隣接したベンゼン環とフェナントリジ

ン環がなす二面角は、独立 4 分子の間でばらつきが

みられるが（6.2(2)°、14.5(2)°、15.2(2)°、14.9(2)°）、
平均値は錯体 2 の 11.9(1)°に近い値となっている 15)。

　また、錯体 5 のサイクリックボルタモグラムをジ
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図 6．錯体 1（− • −）、錯体 2（---）、錯体 5（—）の吸収ス
ペクトル（溶媒：CH2Cl2）.

表 2．錯体 5 の代表的な分子軌道（isovalue = 0.03, atomic 
units）.

 　以上の結果に対して、計算化学による考察を行っ

た。錯体 5 については密度汎関数法（DFT）によ

り構造最適化を行った後、時間依存密度汎関数法

（TD-DFT）により光物性を評価した。基底関数とし

て 6-311G(d,p) を選び、B3LYP 混成汎関数を用いて

Gaussian16 プログラムにより計算した。錯体 1 およ

び 2 については以前に報告した結果を用いて比較し

た 14, 15)。

　錯体 2 および 5 について、計算により求めた励起

エネルギーと振動子強度を基に描いたスペクトルを

図 7 に示す。また、錯体 5 の代表的な分子軌道を

表 2 に示す。錯体 2 および 5 においては HOMO −

1 → LUMO の成分を含む強い電荷移動遷移が 513 
nm (f  = 0.1073) および 507 nm (f  = 0.1611) に予測さ

れる。一方、錯体 1 における HOMO − 1 → LUMO
の成分を含む電荷移動遷移は 400 nm (f  = 0.0338) に
予測されている。これらの遷移はいずれもチオラト

メタラサイクル周辺の軌道から含窒素複素環周辺の

軌道への電荷移動遷移に帰属でき、配位子内遷移と

MLCT 遷移を併せもつとみなすことが出来る。実際

のスペクトル（図 6）においても、配位子を L1 から

L2, L3 に変更すると、可視領域に観測される強い吸

収帯が長波長側にシフトしており、傾向が一致して

いる。錯体 1 では HOMO − 1、LUMO ともに中央の

ベンゼン環上に軌道が広がっているが、錯体 2, 5 で

は比較的分離しており、π電子系の差異が明らかで

ある。

　より長波長側に観測されるショルダーも、配位子

を L1 から L2, L3 に変更することで長波長側にシフ

トする。錯体 1 では HOMO → LUMO+1 の成分を

含む電荷移動遷移の寄与が大きいと考えられてい

る 14)。錯体 2 では HOMO → LUMO+1 の成分を含

む遷移は 447 nm (f  = 0.0124) に予測されるが、錯

体 5 では 561 nm (f  = 0.0095) に予測される。一方、

HOMO → LUMO 遷移が錯体 2 では 793 nm (f = 

0.0181)、錯体 5 では 790 nm (f  = 0.0139) に予測さ

れる。LUMO および LUMO+1 はキノリン環ある

いはフェナントリジン環上に広がる反結合性π軌道

に相当するため、錯体 5 ではπ電子系の拡張に伴い

LUMO+1 のエネルギー準位が低下し、その影響が励

図 7．TD-DFT 計算の結果を基に描いた (a) trans-[Fe(L2)
(CO)(PMe3)2] (2) および (b) trans-[Fe(L3)(CO)(PMe3)2] (5) 
の吸収スペクトル（半値幅：2200 cm-1）.

(a)

(b)
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起エネルギーに反映されていると考えられる。

結論
フェナントリジン配位部位をもつ N,C,S- ピンサー鉄

（Ⅱ）錯体（5）を合成し、その電子吸収スペクトルを、

ピリジン配位部位をもつ錯体（1）あるいはキノリン

配位部位をもつ錯体（2）と比較した。可視領域に現

れる強い吸収帯は、チオラトメタラサイクル周辺の

軌道から含窒素複素環周辺の軌道への電荷移動遷移

である。メタラサイクルのπ電子系が変わることで、

錯体 2, 5 の吸収帯は錯体 1 よりも長波長側にシフト

する。また、キノリン部位をフェナントリジン部位

に変更することでモル吸光係数が増大する。今後は

錯体 2, 5 の骨格を基本として、アクセプター部位へ

の官能基の導入や励起状態寿命の評価が課題である。
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序論 
ケイ素（Si）原子が鎖状に連結し、側鎖として有機

基を持つ化合物はポリシランと呼ばれ、半導体単結

晶シリコンの一次元類縁体として見なされる。その

構造的特徴から類推されるように、ケイ素鎖内にお

ける Si-Si σ結合電子の非局在化効果が見られる（σ

共役）。このようなσ共役の効果により、ポリシラン

化合物は単結合（σ結合）しか有しないにもかかわ

らず、近紫外領域の光吸収や発光などの特徴的な光

物性や、薄膜状態における正孔輸送特性などの半導

体機能等を示す 1)。これらの特徴的な機能性のため

に、1990 年代から 2000 年代初頭にかけて、新たな

材料としてのポリシランの可能性を調査するための

研究がブームとなった。安定性などの問題から、そ

の後一時下火であったが、最近のナノテクノロジー

の進化によって、分子導線としての利用可能性に再

び注目があつまっている 2)。

　σ共役は基礎科学的にも興味深い研究対象である。

ポリシランの電子状態は、主鎖のケイ素骨格構造に

大きく依存するため、その構造制御が必要である。

基底状態における構造 - 物性相関については、構造

が制御されたポリシラン化合物を用いた検証によっ

てかなりのことが解明され、σ共役はケイ素主鎖中

の SiSiSiSi 二面角に大きな依存性を示すことが明ら

かとなった 3-10)。一方で、励起状態に関する系統的な

研究については、実験的にはメチル置換オリゴシラ

ン類n-SinMe2n+2 における蛍光スペクトルの Si 鎖長

依存性と 11)、いくつかの理論計算が示されているに

限られていた 12, 13)。本研究では、ケイ素鎖が短いオ

リゴマーにおける発光測定から励起状態ならびにそ

の構造制御の可能性に関する議論を行う。

材料と方法
Figure 1 に示すケイ素が４つ鎖状に連なったテトラ

シラン化合物のうち、立体配座制御がなされていな

いn-Si4Me10（1）、二本のペンタメチレン鎖を持つ双

環ジシランユニットでケイ素鎖の二面角が 10°程度

に固定された syn- テトラシラン化合物 2、180°に

固定された anti- テトラシラン化合物 3、同じく双環

ジシランユニットが２つ結合することで二面角が約

100°をとる ortho- テトラシラン化合物 4について

検証を行った。

結果
発光極大波長はn-Si4Me10（1）は文献値によると

377 nm であり、Stokes シフトΔλは 150 nm にも

及ぶ。固定されたテトラシラン化合物 2は蛍光を示

さなかったが、3 は 360 nm（Δλ = 120 nm）、3は
412 nm（Δλ = 180 nm）であった。

Abstract:  Structure-property associations of polysilane in the ground state have been ex-
tensively elucidated , whereas much less is known in the excited state. Previous studies on 
photoluminescence of polysilanes indicated that the emission wavelengths and Stokes shifts 
depend on the silicon chain lengths. In this study, the luminescent property of some tetrasilane 
compounds is discussed. It will be interesting to elucidate more details of structure-property 
associations in excited states and control the luminescence by designing a molecular structure 
in the near future.
Keywords:  Oligosilanes, Excited state, Structure, Photophysical properties
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セス（すなわち発光）においても許容性があるもの

と考えられる。

　発光性のテトラシラン化合物 3, 4はいずれも、

n-Si4Me10（1）と同様な短鎖のオリゴシランに特有

の Stokes シフトΔλの大きな発光を示した。配座が

強固に anti に固定されている 3では 1に比べてΔλ

が少し小さく、立体構造制御によって励起状態での

構造変化が若干小さくなったものと推測できる。一

方で、4ではΔλは逆に大きいことがわかった。こ

れは、4では励起によって中心の Si-Si 結合が伸長し、

その周りにおける回転自由度が増大したために大き

な構造変化をもたらしたものであると考えられる。

励起状態の構造最適化などにより詳細な情報が得ら

れるものと期待される。

　基底状態の構造制御に用いた双環ジシランユニッ

トが励起状態における構造制御に対する効果を評価

するに、発光の ON/OFF（2 vs 3, 4）ができた点や、

3で Stokes シフトがn-Si4Me10（1）に比べて小さかっ

たという点においては一定の効果があったと言って

良いと考えられる。今後は、励起状態における構造 -
物性相関の詳細を解明し、その知見に基づいた合目

的分子設計によって、より高度な発光制御を行うこ

とが課題であると言える。

謝辞
本研究の一部は 2021 年度総合理学研究所共同研究

助成（RIIS202105）のサポートにより行われた。こ

こに感謝申し上げる。

Fig. 1. Structural drawings of tetrasilanes examined in 
this study: n-Si4Me10⑴ , conformationally constrained syn-
tetrasilane ⑵ , ortho-tetrasilane ⑶ and anti -tetrasilane 
⑷ using bicyclic bis (tetramethylene)-tethered disilane 
unit(s).

討論
Michl らによる以前の研究から、メチル置換直鎖オ

リゴシランn-SinMe2n+2 では、ケイ素鎖長が 3（トリ

シラン）以下のものは発光を示さず、４（テトラシ

ラン）から 6（ヘキサシラン）の短鎖のものではストー

クスシフトの大きい蛍光が観測され、7（ヘプタシラ

ン）以上ではストークスシフトが小さい蛍光が観測

されるという特徴的な鎖長依存性を有することが実

験的に示されていた。これについては、ヘキサシラ

ン以下ではエキシトンが局在化し、ヘプタシラン以

上では非局在化するためであると説明されている 11)。

　今回、もっとも鎖長が短い発光性のポリシランで

あるテトラシラン化合物を対象とした研究を行った

が、われわれが独自に開発したケイ素鎖の構造が制

御されたテトラシラン化合物の 3 種類のうち、syn
体 2からは発光が観測されず、二面角の大きい 3と
4からのみ観測された。これは、吸収スペクトルの

二面角依存性を与える基底状態での電子状態から理

解できる。すなわち、syn 体 2では遷移振動子強度

が弱い（ほぼ０）のσπ* 遷移が最低励起状態を与え、

振動子強度が強いσσ* 遷移は高エネルギー側に現れ

る。一方で、anti 体 3ではσσ* 遷移がもっともエネ

ルギーが低く、σπ* 遷移はエネルギーが高い。よっ

て、syn 体では最低励起状態から基底状態への遷移

も振動子強度が弱いために発光として観測されない

と考えられる。中間の ortho 体 4は基底状態でσσ*
とσπ* 遷移の mixing が起こっており、光励起の振

動子強度は anti 体 3よりも小さいものの、基底状態

から最低励起状態への遷移が許容であり、逆のプロ

文献
 1) Miller RD, Michl J (1989) Polysilane high polymers, 

Chem. Rev. 89: 1359-1410.
 2) Su TA , Li H, Klausen RS , Kim NT , Neupane M, 

Leighton JL, Steigerwald ML, Venkataraman L and 
Nuckolls C (2017) Silane and germane molecular 
electronics, Acc. Chem. Res. 50: 1088-1095.

 3) Tsuji H, Michl J and Tamao K (2003) Recent 
experimental and theoretical aspects of the 
conformational dependence of UV absorption of short 
chain peralkylated oligosilanes, J. Organomet. Chem. 
685: 9-14.

 4) Tsuji H, Fogarty HA, Ehara M, Fukuda R, Casher 
DL, Tamao K, Nakatsuji and Michl J (2014) 
Electronic transitions in conformationally controlled 
tetrasilanes with a wide range of SiSiSiSi dihedral 
angles, Chem. Eur. J. 20: 9431-9441.

 5) Fukazawa A, Tsuji H and Tamao K (2006) All-anti-
octasilane: conformation control of silicon chains 
using the robust bicyclic trisilane as the building 
block, J. Am. Chem. Soc. 128: 6800-6801.

 6) Tsuji H, Fukazawa A, Yamaguchi S, Toshimitsu A and 
Tamao K (2004) All-anti pentasilane: conformation 
control of oligosilanes based on bis(tetramethylene)-



辻　勇人 :  オリゴシラン化合物の励起状態に関する研究　55

tethered trisilane unit, Organometallics 23: 3375-
3377.

 7) Mallesha H, Tsuji H and Tamao K (2004) UV 
absorption and mass spectra of n-alkylsilyl end-
capped anti, cisoid-alternating oligosilanes up to 
docosasilane (Si22), Organometallics 23: 1639-1642.

 8) Tsuji H, Terada M, Toshimitsu A and Tamao K (2003) 
σσ* transition in anti,cisoid alternating oligosilanes: 
clear-cut evidence for suppression of conjugation 
effect by a cisoid turn, J. Am. Chem. Soc. 125: 7486-
7487.

 9) Tsuji H, Toshimitsu A, Tamao K and Michl J (2001) 
UV, MCD, and LD spectra of a conformationally 
constrained ortho-tetrasilane: support for the avoided 
crossing model of conformational effects on excited 
states, J. Phys. Chem. A 105: 10246-10248.

10) Tamao K, Tsuji H, Terada M, Asahara M, Yamaguchi 

S and Toshimitsu A (2000) Conformation control of 
oligosilanes based on configurationally constrained 
bicyclic disilane units, Angew. Chem. Int. Ed. 39: 
3287-3290.

11) Raymond MK and Michl J (1999) Quantum 
confinement induced collapse of a large to a small 
radius self-trapped exciton in a permethylated 
polysilane chain, Int. J. Quantum Chem. 72: 361-367.

12) MacLeod MK and Michl J (2014) From ordinary to 
blue emission in peralkylated n-oligosilanes: The 
calculated structure of delocalized and localized 
singlet excitons, J. Phys. Chem. A 118: 10538-10553.

13) MacLeod MK, Kobr L and Michl J (2012) Fifth 
stereoactive orbital on silicon: relaxation of the lowest 
Singlet excited state of octamethyltrisilane, J. Phys. 
Chem. A 116: 10507-10517.  





Science Journal of Kanagawa University 33  : 57-65 (2022)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　

序論 
後生動物の様々な動物種において、種固有の左右非

対称な器官形態がみられる。脊椎動物の内臓諸器官

は左右非対称な配置や形態を示す。左右軸の向きは

先行して決定される背腹軸、頭尾軸の情報をもとに

決定され、後期胚期から幼生期にかけて、頭尾軸、

背腹軸、左右軸の三つの体軸を参照しつつ内臓諸器

官の左右非対称な形態とその左右極性が確立する。

個々の内臓器官の左右非対称性の決定においては、

持続的に左側板で発現する転写因子pitx2 が左右極

性の確立に関与しており、その上流因子である成長

因子のnodal やpitx2 をノックアウトまたはノック

ダウンすると内臓逆位の頻度が高くなり、器官によっ

ては左右相称化が生じることが報告されている 1-3)。

　本研究は、最もダイナミックに左右非対称な形態

形成を行う腸管のぜんまい巻きの形態形成をテーマ

とする。当初は左右相称に形成される腸管が、胚発

生の進行に伴って如何なる分子群が働くことで loop
を描きそして腹腔内でコンパクトに種固有の複雑な

コイル状のパターンで折りたたまれていくのかにつ

いて解明することを目的として行う。

Abstract:  Xenopus laevis  is a good model organism for the study of gut morphogenesis dur-
ing larval development. Because its larva has a very translucent abdominal epidermis, we can 
make noninvasive observations consistently during gut coiling morphogenesis for a long time. 
Recently, we developed an in vitro  organ culture system that can recapitulate the early gut 
looping morphogenesis of Xenopus larvae. With a combination of in vivo and in vitro  experi-
ments, we have tried to elucidate the mechanisms of Xenopus larval gut coiling morphogen-
esis. In this study, we first observed the distribution of phosphorylated myosin (p-myosin) in 
the larval gut. Myosin-positive filamentous structures, which might correspond to gut smooth 
muscle cells, aligned in the transverse direction on the gut surface in the duodenum. Next, the 
cellular meshwork of the p-myosin-positive cells was organized by their circular and longitudi-
nal orientations. Anisotropic twisting of the meshwork was observed at the center of the coiled 
gut. A pharmacological approach using a gut organ culture system suggested that contraction 
by actomyosin interaction is essential for gut coiling morphogenesis. Administration of inhibi-
tors for myosin II ATPase and Rho-kinase significantly perturbed gut looping in vitro . Finally, 
we examined whether cell-to-cell communication by Wnt signaling is involved in the gut coil-
ing. Administration of Wnt inhibitors also prevented successful gut looping. Taken together, we 
propose that reciprocal contraction by peristaltic movement of the nascent gut smooth muscle 
cells is needed for proper gut coiling morphogenesis in anuran amphibians.
Keywords:  intestinal smooth muscle, myosin, actin, Wnt signaling, organ culture

器官培養系を用いたアフリカツメガエル幼生腸管の形態形成の研究
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　得られた実験結果をもとに、ツメガエル幼生の腸

管の loop 形態形成の分子機構について考察した。

材料と方法
実験動物
本研究では実験動物として両生類無尾目ピパ科のア

フリカツメガエル Xenopus laevis を使用した。本研

究における利点として、初期のツメガエル幼生の腹

側では黒色素が少なく非侵襲的に腸管を観察するこ

とができる点が挙げられる。ツメガエルの受精卵は、

成体にヒト絨毛性 gonadotropin を雄 300 units、雌 
500 units を皮下注射して得た。得られた受精卵はチ

オグリコール酸ナトリウム (pH=8.6) により脱ゼリー

を行い、10％ Steinberg 氏液により洗浄し、16℃ま

たは 24℃の恒温器内で飼育し、目的の発生段階まで

飼育し、後期胚や初期幼生を実験に使用した。発生

段階は Nieuwkoop & Faber (1967) の発生段階表に

従って同定した 8)。

免疫染色
免疫染色は以下の方法で行った。免疫染色で使用す

るサンプルは 4% パラホルムアルデヒド /PBS (–) で
固定し、100％メタノールに置換した。メタノール下

降系列により PBST にサンプルを置換後、Blocking
を行い、一次抗体をサンプルに反応させた。一次抗

体反応後、PBST で洗浄し、Blocking 後に二次抗体

反応を行った。二次抗体反応後、サンプルを PBST
で洗浄後、PBS (–) に置換し、蛍光実体顕微鏡また

は共焦点レーザー顕微鏡 ( 以下 CLSM) で観察を行っ

た。　

　一次抗体として、平滑筋 actin の免疫染色には

anti-alpha-Smooth Muscle actin (SM-actin) mouse 
monoclonal antibody (Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, Missouri, USA)、リン酸化 myosin 軽鎖の

免疫染色には anti-phospho-Myosin Light Chain 2 
(Ser19) rabbit polyclonal antibody (Cell signaling 
Technology, Danvers, Massachusetts, USA)、
予備実験での骨格筋の免疫染色には 12/101 mouse 
monoclonal antibody known to recognize skeletal 
muscle (provided by the Developmental Studies 
Hybridoma Bank [DSHB]) の 3 種類を使用した。

　蛍光標識二次抗体として、Alexa Fluor 488 -
AffiniPure Fab Fragment goat anti-Mouse IgG 
H+L (ThermoFisher Scientific Co., Waltham, 
Massachusetts, USA)とGoat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Secondary Antibody, DyLight 594 (ThermoFisher 
Scientific Co.) を使用した。

　細胞骨格構成分子が腸管の左右非対称性の確立に

関与している場合が知られている。myosin ファミ

リーに属する myosin I がショウジョウバエの腸管

および雄性生殖器の左右非対称性の確立に関与して

いることが知られている。ショウジョウバエが持つ

3 種類の myosin I のうち、Myo31DF が後腸の左右

非対称性の確立に関与している 4)。一方で、腸管の

loop 形成の方向を決めるメカニカルな機構に、腸間

膜の関与が報告されている。ニワトリ胚やマウス胚

の腸管の loop 形成の左右性については、腹腔と腸管

の背側を接続する背側腸間膜において、その左右で

細胞の大きさが変わることで腸管の loop 形成の方向

が決定され、これは腸間膜の左側特異的に持続的に

発現する転写因子pitx2 の制御下にある 5)。一方、ゼ

ブラフィッシュ胚においては、腸管の loop 形成の方

向は左右の側板中胚葉 (LPM) の非対称な遊走により

決定され、この LPM の遊走に細胞外マトリクスの

構成因子である laminin が関与している 6)。しかし

ながら、これらの研究をつなぎ合わせて、腸管にお

ける腸管の loop 形態形成を実現する機構を統合的に

理解する状況には至っていない。nodal => pitx2 の

左側での発現を軸とした脊椎動物胚の左右極性の遺

伝的カスケードの理解が進んでいる。しかし、器官

の loop 形成に関わる力の発生機序と力の発生の主体

の理解が充分進んでいるとは云えない。

　各器官において、左右軸の位置情報を基に前駆細

胞や器官原基の構成細胞が決まった方向性を維持し

て細胞増殖や細胞移動をすることで器官固有の左右

非対称な形態を形成していく過程については不明な

点が多い。この問題を解明するにあたり、幼生期

のツメガエルの腸管は、腹側から見て反時計回りに

loop 形成していく過程が観察でき、実験処理の左右

極性や loop 形態への影響を容易に判定できる利点が

ある。本論文はツメガエル初期幼生の形態形成期の

腸管において actomyosin の収縮が積極的に関与し

ていると予想し、ツメガエル幼生の正常発生におけ

る myosin の分布について調査した。更に、筆者ら

の独自の in vitro 器官培養系を用いて、この予想を

検証した。筆者らは、in vitro でツメガエル幼生腸管

が loop 形態形成を示す実験系を構築した 7)。この実

験系において、幾つかの特異的な阻害剤を投与する

ことで、腸管の loop 形態形成がどのように変化する

かを調査すると共に、腸管平滑筋の配向性の変化に

ついても調査した。最後に、どのような誘導因子が

腸管の loop 形態形成に影響を及ぼしているのかを調

査する端緒として、様々な器官形成系で多彩な役割

を果たす Wnt シグナル伝達経路が腸管の loop 形態

形成に関与しているのかについて調査した。



秋永　薫 他 :  ツメガエル幼生腸管の形態形成の研究　59

器官培養
ツメガエルの単離腸管の器官培養は以下の方法で

行った。腸管の coiling が開始される直前の st. 41
のツメガエル胚からウェッケルとピンセットを用

いて腸管を単離した。単離した腸管は抗生物質 ( ペ
ニシリン = ストレプトマイシン ) を添加した 70％ 
CO2-independent medium (Gibco) に投入し、24℃

の恒温器内で 1 日培養した。培養した腸管の形態を

looping, U-shape, No loop の 3 種の形態基準で排他

的に判定した。培養液には、actomyosin の収縮を阻

害する薬剤をそれぞれ 1 種類ずつ、0.01–0.1 µM( ± )-
Blebbistatin (1,2,3,3a-tetrahydro-3a-hydroxy-
6-methyl-1-phenyl-4H-pyrrolo[2,3-b]quinolin-4-
one; 非 筋 myosin Ⅱ ATPase 阻 害 剤 )9)、50 µM 
Y-27632 (trans-4-[(1R)-1-Aminoethyl]-N-4-pyridinyl-
cyclohexanecarboxamide dihydrochloride; 細胞運動

に関与する Rho-kinase の阻害剤 )10) を調整し、単

離腸管の形態への影響を調べた。同時に、同腹由来

で同じ温度履歴で培養した幼生の培養腸管を対照群

として利用した。一方、Blebbistatin の単離腸管へ

の投与に関しては培養液として HBSS with 10 mM 
HEPES を使用した。

　ツメガエルの腸管のぜんまい巻きの形態形成に

Wnt signaling が関与しているのかを調べるため

に、以下の実験を行った。単離腸管の組織培養系を

利用し、Wnt signaling を阻害する 10 µM Wnt C-59 
(4-(2-Methyl-4-pyridinyl)-N-[4-(3-pyridinyl)-phenyl] 
-benzeneacetamide; Wnt ligandの分泌阻害剤でWnt

受容体下流の細胞内 3 経路全てを阻害する )11) 処理

を行い、腸管の形態への影響を上記の 3 基準で判定

した。さらに、wholemount の st. 38–39 のツメガ

エル胚に 10 µM Cardionogen-1 (6-Cyclohexyl-3-(2-
furanyl)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4] thiadiazole; Wnt
古典経路阻害剤 )12) で浸漬処理を行い、対照群が

stage 46 に到達した段階で腸管の形態の判定を行っ

た。

統計的判定
腸管の器官培養の系において、実験群とその同腹幼

生の対照群とに対して有意水準 1% または 0.1% で、

2X2 分割表の検定を行った。その際、それぞれの群

で looping が成功した例数に対して U 字止まりか

looping しない例数を比較した。

結果
ツメガエル幼生腸管の正常発生
ツメガエル初期幼生の腸管は、当初はほぼ直線状

であるが、腹側からみて次第に C 字を描くように

腹側膵臓を C 字の中に含むようなかたちで湾曲す

る (stage 42; 図 1)。やがて腹側膵臓は腸管の捩れ運

動に伴い幼生の左脇腹中央から右脇腹前方に向かっ

て大移動し、最初に括れて細くなる腸管領域である

十二指腸と隣接するようになる (stage 43)。その直

後から、腹側左前方領域の腸管が細く括れながら反

時計回りに回転運動をしつつ、薇 ( ぜんまい ) のよ

うな形状の長細い腸管をコンパクトに体腔内に収め

ていく形態形成運動を行う (stage 44 以降 )。

リン酸化myosinフィラメントの格子形成
ツメガエルの腸管において actin と相互作用する

myosin がどのように分布するのかについて、抗リン

酸化 myosin 抗体を用いた蛍光免疫染色を行ったツ

メガエル正常幼生を蛍光実体顕微鏡及び共焦点レー

ザー顕微鏡で観察した ( 図 2)。
　蛍光実体顕微鏡による観察では、リン酸化 myosin
軽鎖は stage 41-46 で腸管全体に分布しており、我々

が以前調査した SM-actinの漸増する分布とは分布の

仕方がやや異なっていた 7)。腸管のリン酸化 myosin
軽鎖をより高精細に観察するために、共焦点レー

ザー顕微鏡で stage 41-46 までの腸管の coiling が行

われる発生段階のツメガエル幼生を用いて観察した。

stage 41-42 までのツメガエル幼生の腸管では、リン

酸化 myosin 軽鎖のシグナルはフィラメント状の分

布を示さなかった。stage 43 幼生の腸管では、リン

酸化 myosin 軽鎖のシグナルは十二指腸領域で腸管

に対して横断方向にフィラメント状の分布を示した

図 1．アフリカツメガエル初期幼生腸管の巻きの形態形
成．stage 41-46 の正常発生している幼生の腹面から見
た腸管の巻きの様子．発生段階の同定は，Nieuwkoop & 
Faber (1967) に従った 8)．stage 44 以降は，腸管がぜん
まいのように回転しながら伸長しつつ巻き，長細い腸管
が腹腔内にコンパクトに収まる．上段の scale bar は 400 
µm，下段の scale bar は 200 µm である．

上段x3.2, 下段x4.0, st.46だけx5.0

st. 41

st. 45 st. 46

st. 43

st. 44

st. 42
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( 図 2A, B; それぞれ 2C の青と緑の□で囲まれた領

域 )。stage 44 幼生の腸管では、リン酸化 myosin 軽

鎖のシグナルは一部の loop 領域で格子状に分布し始

めていた ( 図 2D, E; それぞれ 2F の青と緑の□で囲

まれた領域 )。stage 45 幼生の腸管では、リン酸化

myosin 軽鎖のシグナルは格子状に配向し、なおかつ

coiling の中央部分では、腸管の長軸方向に沿って捩

じれていた。ツメガエル stage 46 幼生の腸管では、

リン酸化 myosin のフィラメント状のシグナルが腸

管の coiling の中央で顕著に長軸方向に捩じれて配向

していた ( 図 2G–I; I は G のフィラメントをトレー

ス像で、H は I の緑の□で囲まれた領域を撮影 )。こ

れらのフィラメント状のシグナルは、我々が以前報

告した幼生腸管の平滑筋特異的 actin の観察結果 7) と

比較参照すると、腸管平滑筋の分布を表していると

思われる。以上の抗 - リン酸化 myosin 抗体の免疫染

色の結果から、腸管の巻きの形態形成に actomyosin
の収縮が必要である可能性が示唆された。

actomyosinの収縮に対する Blebbistatin処理
の影響
筆者らはこれまでの研究で、stage 41 の loop 形成

A B

D E

G H

st. 43 st. 43

st. 44 st. 44

st. 46 st. 46

C

F

I

Fig. 2

図 2．腸管における抗－リン酸化ミオシン抗体陽性細胞の発生段階依存的な分布の変化．抗－リン酸化ミオシン抗体を用い
た蛍光免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡による観察を組み合わせることによって，陽性細胞の染色像の 3D 再構築を行った．
A–C) stage 43 の幼生腸管においては，他の領域に先行して，十二指腸領域において腸管の長軸と直交する陽性細胞の配向
性がみられた．D–F) stage 44 の幼生腸管においては，十二指腸領域と coiling の中心領域において，腸管に横断する方向
に加えて長軸方向にも陽性細胞の配向性がみられた．G–I) stage 45-46 の幼生腸管においては , 陽性細胞の格子状の編み目
が組織されており，巻きの中心領域では格子状の編み目に捩れがあった．2C の水色の枠の領域は 2A の視野を，緑色の枠
の領域は 2B の視野を示す．また , 2F の水色の枠の領域は 2D の視野を，緑色の枠の領域は 2Eの視野を示す．A, D, G の
scale bar は 100 µm であり，B, E, H の scale bar は 40 µm．



秋永　薫 他 :  ツメガエル幼生腸管の形態形成の研究　61

図 3．myosin II ATPase 阻害剤である Blebbistatin は，in 
vitro の単離腸管培養系において loop 形態形成を阻害した．
scale bars，500 µm．A) 図 4 の実験群と同じ温度で同じ時
間培養した同腹対照群の単離腸管の loop 形態形成を示す．
B–E) Blebbistatin は濃度依存的に loop 形態形成を阻害し，
loop しない単離腸管の頻度が増加した．

直前の腸管を単離し、in vitro で stage 43 の loop 形

成中期相当の形態まで loop 形成を再現する培養系

を作出した。この実験系では、単離腸管は組織自律

的に looping するところが面白い。一般的な細胞培

養では 5% CO2( 炭酸ガス ) を用いて培養液を細胞

増殖や機能発揮に最適な弱アルカリ性に保つ。今

回は普通の大気中で長期間 pH を弱アルカリに保

つ、CO2-independent medium (Gibco ブ ラ ン ド , 
ThermoFisher 社 ) を用いて、両生類体液の浸透圧

に合わせてこれを 70% に希釈することで、比較的簡

易なセットアップで腸管の loop 形態形成を再現する

ことが出来た。stage 41 で切り出すところが要諦で、

これよりも早い発生段階では、未熟な表皮組織と側

板中胚葉 ( 腸管を被う平滑筋の起源組織 ) との分離

が悪く、腸管原基を体表面の表皮からきれいに分離

することが出来なかった。

　腸管の looping に actomyosin の収縮が関与して

いるのか調べるために、in vitro の腸管の器官培養

系を用いて単離腸管に Blebbistatin を投与した ( 図
3)。対照群においては、腸管が looping しているサ

ンプルの頻度が多数であった (n=56/72: 図 3A)。0.01 
µM Blebbistatin 処理群では、対照群と比較して

U-shape や No loop を示すサンプルの頻度が増加し

A B

C D

control 0.01 µM

0.1 µM0.05 µM

n=72

n=144

n=71

E

Fig. 3

Blebbistatin Blebbistatin

Blebbistatin た (n=49/71: p <0.001: 図 3 B)。0.05 µM Blebbistatin
処理群の腸管では U-shape や No loop を示すサンプ

ルが殆どであった (n=72/72: p <0.001: 図 3C)。0.1 
µM Blebbistatin 処理群でも腸管は U-shape や No 
loop の頻度が対照群と比較して増加した (n=63/72: p 
<0.001: 図 3D)。

ツメガエル幼生単離腸管に対するROCKの効果
actin 細胞骨格は Rho kinase (ROCK) により細胞内

に集積することが知られている 13-14)。今までの観察

結果では腸管において平滑筋特異的 SM-actin が高

度に配向していることから、この SM-actin の配向

に ROCK が関与していると予想した。そこで我々

は ROCK の機能を阻害する Y-27632 を単離腸管に

投与した。その結果、対照群では n=47/60 で腸管

が looping を示し、n=9/60 で腸管が U 字形を示し、

n=4/60 で腸管が No loop であった。一方、50 µM 
Y-27632 処理群では全ての腸管の looping が完全に

停止していた (n= 57/57: p <0.01: 図 4C)。対照群と

実験群の単離腸管を抗 SM-actin抗体を用いた免疫染

色に供した。その結果、実験群の単離腸管では対照

群に較べて SM-actin のフィラメント形成の成功率

が低かった。対照群では n=17/23 で腸管に SM-actin
フィラメントが生じており、50 µM Y-27632 処理群

では n=13/21 で SM-actin フィラメントは見られな

かった ( 図 4B–B’)。これらの結果から ROCK が腸

管の SM-actin フィラメントの形成に関与している

ことが示唆された。

　以上の in vitro 器官培養系を用いた実験結果から

も、腸管の coiling に actomyosin の収縮および適切

な配向が必要であることが示唆された。

ツメガエル幼生単離腸管に対するWnt経路阻害
剤の効果
分泌因子 Wnt がツメガエルの消化管で発現している

ことが先行研究で報告されている 15)。腸管の形態形

成に Wnt シグナルが関与していると予想し、単離し

た腸管において Wnt シグナルを阻害した場合に腸管

の looping に影響を与えるのかを検討した。阻害剤

として Wnt シグナルの下流 3 経路全てを阻害する

Wnt C-59 で単離した腸管を処理した。その結果、対

照群では n=49/60 で腸管の looping を示し、n=9/60
で腸管が U 字形を示し、n=2/60 で腸管は No loop を

示した ( 図 5A, G)。10 µM Wnt C-59 処理群におい

ては n=26/60 で腸管は looping を示し、n=28/60 で

腸管が U 字形を示し、n=6/60 で腸管は No loop を

示した ( 図 5B–D, G)。この投与実験では対照群に比

べて実験群で腸管の looping に支障をきたすサンプ
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ルの頻度が上がった (p <0.01)。この結果から、腸管

の形態形成に Wnt シグナルが関与している可能性が

示唆された。さらに、Wnt-C59 を投与したサンプル

を用いて抗 SM-actin 抗体による免疫染色を行った。

その結果、対照群は n=8/12 で腸管に SM-actin フィ

ラメントが形成されていたが、10 µM Wnt C-59 処

理群では n=9/12 で SM-actin フィラメントは形成さ

れていなかった ( 図 5E, F)。この結果から、腸管の

SM-actin フィラメントの形成に Wnt シグナルが関

与する可能性が示唆された。

　Wnt シグナルを構成する 3 種類の受容細胞内下

流経路の中で古典経路 (Wnt/β-catenin 経路 ) を阻

害する Cardionogen-1 を用いてツメガエル後期尾芽

胚期から wholemount で浸漬処理を行った。10 µM
処理群の多数の幼生で腸管の異常な looping を示し

た (n=95/143)。その中で、一部の個体の腸管では

腸管の巻きに左右非対称性を示さない個体が生じた

(n=44/143: 図 6B)。この結果から、腸管の形態形成

に Wnt シグナルの古典経路が関与している可能性が

示唆された。さらに、Cardionogen-1 処理したサン

プルを抗 -smooth muscle actin 抗体 ( 抗 SM-actin 抗

体 ) で免疫染色を行ったところ、対照群では腸管全

体にシグナルが見られたが、10 µM 処理群では SM-
actin が分布しない領域が生じていた ( 図 6 E, F)。こ

の結果から、腸管平滑筋の分布に Wnt シグナルの古

典経路が関与している可能性が示唆された。

討論
脊椎動物の腸管は、消化吸収を担う消化管上皮構造

と高度に組織化し蠕動運動を担う平滑筋による筋構

造を有する。発生過程において腸管の消化管上皮が

control 50 μM Y-27632

A A’

B B’

C

n=60

n=57

Fig. 4

control Wnt C-59

Looping

U-shape No loop

A B

C D

G

Looping

Wnt C-59 Wnt C-59

E F

n=60

n=60

Fig. 5図 5．Wnt シグナル伝達経路特異的阻害剤である Wnt-C59
は単離腸管の loop 形態形成を阻害した．A) 図 5 の実験群
と同じ時間培養した同腹対照群の単離腸管の loop 形態形
成を示す．B-D, G) 10µM Wnt-C59 を含む培養液中で 1 日
培養した単離腸管においては，対照群と較べて loop 形態
形成の成功率が大幅に低下した．E, F) in vitro の単離腸管
培養系では，SM-actin 陽性細胞の腸管の円周方向の配向
性は認められたが，10µM Wnt-C59 存在下では配向性が認
められず，SM-actin の発現量も大幅に低下した．図 5A-D
の scale bar は 500 µm, E, F は 100 µｍ．

図 4．ROCK(Rho kinase) の阻害剤 Y-27632 の投与は，単
離腸管の loop 形態形成を強力に阻害した . A, B は同腹
対照群の単離腸管，A' と B' は投与群の単離腸管を示す．
A', C) Y-27632 を投与しながら単離腸管を 1 日培養した
後には，腸管は全く巻かなかった．B, B') 平滑筋特異的
な SM(smooth muscle)-actin に対する免疫染色の結果 . 
Y-27632 は SM-actin の発現を抑制し，その配向性が失わ
れた標本が多かった．scale bar は A, A' では 500 µm, B, B'
では 100 µm．
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図 6．Wnt シグナル伝達経路のうち古典経路特異的阻
害剤である cardionogen-1 のツメガエル初期幼生への投
与は腸管のぜんまい巻きの形態形成を阻害した．A-D) 
cardionogen-1 に浸漬しながら 2 日間培養した幼生 (B, D)
においては，同腹対照群 (A, C; stage 46) に較べて腸管の
腹側からみて円周方向の巻きが大幅に低下し，背腹方向に
のみ蛇行した．E, F) 抗 -SM-actin 抗体を用いた免疫染色
の結果から，cardionogen-1 投与によって捩れを伴った腸
管平滑筋の格子状の配向が大幅に乱れた．E は対照群，F
は cardionogen-1 投与群．scale bar は , それぞれ , A, B で
は 500 µm, C, D では 1 mm, E, F では 50 µm．

その面積を拡充する際には、腸管は伸長しつつ、か

つ同時に固有のパターンで巻いて折りたたまれ、左

右非対称な形態形成を行う。筆者らは、高い透明性

をもつアフリカツメガエル初期幼生を用いて、「幼若

な腸管の形態形成にはその平滑筋の actomyosin 系の

時空間的に制御された収縮活性が必要である」との

作業仮説をもとに実験研究を行った。

　筆者らの先行研究として、平滑筋特異的 actin 
(SM-actin) の分布と配向を可視化するために、

wholemount のツメガエル幼生をサンプルとして抗

-SM-actin 抗体による免疫染色を行った。その結果、

ツメガエル初期幼生の腸管においてSM-actinの発現

領域が発生段階依存的に拡大していくことを見出し

た。さらに、腸管の長軸 ( 伸長方向 ) に直交する円

周方向に腸管平滑筋がまずは配向し、次いで腸管の

軸に沿った長軸方向に腸管平滑筋が配向することも

発見した 7)。こうして生成された腸管平滑筋がつく

る縦横の格子には、腸管の巻きの中心のみで異方性 

(anisotropy)を示す捻じれが生じることも新たに見出

した 7)。今回は、SM-actin と相互作用し物理的な力

を発生する myosin の配向を、SM-actin と同様に免

疫染色により可視化した。活性化した状態の myosin
を検出する抗リン酸化 myosin 軽鎖抗体を用いた免

疫染色により、ツメガエル正常胚の myosin につい

ては、SM-actin の場合と同様に、腸管においてまず

横断方向にリン酸化 myosin 陽性細胞が配向し、次

いで腸管の軸に沿った長軸方向にリン酸化 myosin
陽性細胞が配向した ( 図 2A–F)。リン酸化 myosin 陽

性細胞の縦横の格子にも、抗 -SM-actin 抗体で染め

た場合と同様に、腸管の巻きの形態形成の中心のみ

で異方性を示す捻じれが生じていた ( 図 2G–I)。SM-
actin ならびにリン酸化 myosin に対する 2 つの抗体

で染まった細胞は、共に腸管平滑筋細胞であると思

われる。これら二つの相互に符合する発見は、捩れ

を伴った機械的な力が腸管の左右非対称な巻きの形

態形成に関与していることを示唆している。

　我々の先行研究において、myosin II ATPase の

阻害を通じて actomyosin の相互作用を阻害する

Blebbistatin をツメガエル後期胚から初期幼生期に

かけて投与した。その結果、腸管は巻きの形態形成

の程度が弱まるか、左右相称に背腹方向のみに蛇行

し螺旋状には巻かなくなった 7)。しかしながら、こ

の wholemount の実験系では Blebbistatin 投与に

よる他の組織への影響が副次的に腸管の巻きにも

影響をもたらして腸管の形態形成が阻害されたに

すぎないとの虞があった。そこで今回筆者らは in 
vitro で腸管の巻きの形態形成を評価するモデル培

養系の作出を行い、Blebbistatin を投与した。器官

培養系での Blebbistatin 投与によっても著しく腸管

の loop 形成が妨げられた結果からは Bleebistatin の

wholemount への投与の系でも腸管平滑筋がその標

的になっていたことが示唆され、腸管平滑筋の収縮

は腸管の loop 形成に必要であることが示唆された。

　筆者らの先行研究において、独自の腸管外植体

培養系において薬剤投与実験を行った。actin 重合

阻害剤 CK-666、myosin light chain kinase 阻害剤

ML-9、calmodulin アンタゴニスト W-7 の 3 薬剤を

それぞれ投与することで actomyosin の収縮を阻害

し、外植体への影響を評価した。いずれの薬剤投与

群でも、巻きの形態形成を行う外植体の頻度が対照

群に較べて有意に低下した ( いずれもp < 0.01)7)。今

回、actin 細胞骨格の集積に関与する ROCK に特異

的な阻害剤 Y-27632 を投与した単離腸管は全く巻か

なかった ( 図 4)。この結果は、in vitro の器官培養系

で Blebbistatin を投与した結果と符合する。従って、

二つの実験を考え合わせると、腸管のぜんまい巻き

Control 10 µM Cardionogen-1

A

C

E

B

D

F

Fig. 6
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の形態形成において actomyosin の関与は非常に強く

示唆されたといえる。

　そこで次に筆者らは、actomyosin の作用の上流

に位置する、腸管の巻きを司る細胞間シグナル伝

達経路を探索することにした。筆者はここでツメ

ガエル後期胚 - 幼生期 - 変態期の腸管においてリガ

ンドや関連分子が発現している分泌因子 Wnt のシ

グナル伝達経路に注目した 16-21)。Wnt リガンドの

分泌を阻害する阻害剤 Wnt C-59 を単離腸管に投

与したところ、腸管が巻く頻度が低下した。また、

Wnt シグナルの受容細胞内 3 経路のうち古典経路

(canonical pathway) のみを阻害する Cardionogen-1
を wholemount の幼生に投与したところ、ツメガエ

ル幼生の腸管の巻きは弱まるか、停止した。これら

の結果から、腸管の巻きの形態形成に Wnt シグナ

ル伝達経路、特に古典経路が関与していることが示

唆された。ROCK は Wnt の主要な下流因子のひと

つとして知られている 22-23)。図 4 の実験結果におい

て、Y-27632 投与で腸管の loop 形成は劇的に止まっ

たので、今後は、腸管の形態形成において ROCK が

Wnt の下流因子として機能するのかについて様々な

角度から研究したいと考えている。

　本研究は、(1) リン酸化 myosin を発現する腸管平

滑筋の分布のin vivo での観察、ならびに、(2) 阻害

剤投与を組み合わせた腸管外植体の in vitro 器官培

養系 ... の二つの実験を有機的に組み合わせてツメガ

エル初期幼生の腸管の形態形成の機構を解析した。

得られた一連の実験結果から、腸管が巻き始める初

期幼生期のツメガエル腸管では actomyosin の相互作

用依存的に腸管が loop し、折りたたまれて巻くこと

が判った。腸管平滑筋が時空間依存的に格子状に配

向し、そして捩れることが、腸管の coiling を駆動す

ることも判った。in vitro での実験系が構築できるよ

うになり阻害剤実験が成立していることの背景とし

ては、ツメガエル幼生においては、巻きの形態形成

はかなりの程度、腸管自律的に行われることが挙げ

られるであろう。

　まとめると、初期幼生期での actomyosin の相互作

用により生じる収縮力が、筋肉性器官である腸管の

正常な巻きのパターンの確立に不可欠であることが

本研究により明らかとなった。Nascone-Yoder らの

研究グループは、ツメガエル幼生の消化管上皮の細

胞間に発生する力が消化管の伸長に寄与すると主張

している 24)。今後は、腸管平滑筋の収縮力ならびに

消化管上皮の発生する力の大きさや方向性の測定な

どを通して、我々の実験結果と Nascone-Yoder らの

研究とを包含した説明原理の構築が求められる。

今後の展望
今後の展望としては、actomyosin の蛋白質の合成と

収縮の力が、時空間的にどのように制御され、遺伝

的に種固有の折りたたみパターンにつながる loop 形

態形成に統合されていくのかを解明することを目的

に実験研究を行う必要がある。また、アフリカツメ

ガエルは代表的なモデル両生類であるが、アフリカ

ツメガエル幼生で知見が得られた腸管の loop 形態形

成のメカニズムが無尾目両生類一般にとってどこま

で保存されていて、適用可能なのかについて、本邦

の在来種などの非 - モデル無尾目の幼生を用いて明

らかにしていきたい。更には、脊椎動物において最

も再生力の強い有尾目のアホロートルやイモリの幼

生の腸管は無尾目幼生ほどは巻かないが、遺伝的に

決まった一定のパターンで湾曲することを踏まえて、

有尾目の腸管の左右非対称な形態形成と無尾目のそ

れとの共通点と相違点を比較発生学的な手法で明ら

かにしていきたい。
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序論 
動物は大きく分けて 2 種類のモーター蛋白質系をも

つ。微小管と相互作用する kinesin・dynein 系と、

actin と myosin の相互作用による actomyosin 系の

二つである。これらのモーター蛋白質は ATPase を

コードする領域を機能ドメインとして有しており、

ATP を加水分解する前後でそのエネルギーによって

著しい構造転換を生じ、それぞれが相互作用するフィ

ラメント上で運動を行う。本研究が注目する actin–
myosin の相互作用による actomyosin 系は、細胞分

裂や筋収縮などの生命現象に直接的に関与している

ため、その研究は非常に活発に行われてきた。actin
は球状 actin (G-actin) がサブユニットとして複数が

Abstract:  Many researchers have long been investigating the mechanism of actomyosin con-
traction. Actomyosin is an interesting macromolecular complex, which enables energy conver-
sion that generates mechanical force very efficiently at a temperature compatible for animals. 
Vertebrate embryos gradually develop striated muscles, and the embryos can make various 
body movements by muscular contraction as early as at the late embryonic stage before hatch-
ing. In lower vertebrates, pulsation of the heart is also observable in late stage embryos. Here,  
we examined whether active contraction of actomyosin is necessary for normal morphogenesis 
of the embryonic/larval heart. 
  Xenopus early larvae are very transparent, so they are suitable to observe the heart morphol-
ogy and its contractile activities non-invasively. From such a viewpoint, the Xenopus larva is 
an ideal model organism. Thus, we first administered Blebbistatin, an inhibitor of actomyo-
sin contraction, to Xenopus late stage embryos, and reared them until the early larval stage.
  As the results, hypoplasia of heart morphogenesis was frequently induced. As a next step, 
we intended to perform a comparable experiment; we administered Omecamtiv, a cardio-
tonic reagent, to potentiate the actomyosin contraction of the developing heart. Unexpect-
edly, Omecamtiv also induced a dwarf heart at a high frequency. Immunostaining using the 
antibody for muscles revealed that both Blebbistatin and Omecamtiv caused changes of fine 
structures of the heart. Based on these complementary experiments, we concluded that mod-
erate contraction of actomyosin is essential  for the normal asymmetric morphogenesis of the 
heart. Finally we report that Phenylhydrazine significantly induced hyperplasia of the heart, 
and fasciculation of the ventricular muscles was disordered after Phenylhydrazine treatment.
Keywords:  heart morphogenesis, actomyosin contraction, tadpole larva, Xenopus laevis
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る。そのため、胚発生における心臓の形態形成時の

ルーピングに actomyosin 系の収縮が関与しているこ

とが予想される。

　本研究を行うにあたり、アフリカツメガエルを実

験動物として選択した。アフリカツメガエルは体外

受精により受精卵を得られるため、胚の初期発生か

ら実験処理を行い、長期に亘り経過観察が出来るこ

とが利点として挙げられる。また、ツメガエル幼生

を腹側から観察した時に黒色素胞が少ないため、心

臓を非侵襲的に観察できることが研究を行う上での

利点として挙げられる。アフリカツメガエルの心臓

は左右非対称な形態形成を胚発生の途中から行い、

脊椎動物一般の心臓で見られる遺伝的にコントロー

ルされた左右性を示す。そのため、研究で得られた

知見は脊椎動物の心臓の形態形成にも普遍的に適用

できる可能性がある。上述のように、アフリカツメ

ガエル幼生の透明度を活用することで、心臓のルー

ピングに関する研究を行う上でモデル生物として最

適である。そのため、本研究ではアフリカツメガエ

ル胚を用いて心臓の形態形成における actomyosin 系

の役割を研究することにした。

　次に心臓の形態形成について述べる。心臓は心筋

の絶え間なく律動的な収縮によって血液を全身に送

ることで、身体の随所の組織細胞に栄養や酸素を供

給する。心臓は予定心臓中胚葉から分化する。初め

に胚の前方左右両側の心臓形成予定領域から造心中

胚葉が分化し、次いで心内膜原基が形成され、これ

ら左右一対の原基が胚の正中に移動する。その後、

左右両原基は正中で融合し、一本の原始心筒を形成

する。この原始心筒が種ごとに遺伝的に決まった向

きにルーピングすることにより、心臓が正常に形成

される。

　心臓のルーピングに関する研究の多くはニワトリ

やマウスの胚を用いて行われている。その一つの例

としてhand とよばれる遺伝子がある。マウスの心

臓において basic helix-loop-helix(bHLH)Factor 構造

をコードするドメインを持つehand とdhand が原

始心筒で局所的に発現することが発見され、マウス

の心臓のルーピングにehand が関与していることが

示唆された 6)。その後にニワトリの心臓においても、

ehand とdhand が心臓のルーピングに関与している

ことが分かり、これらの遺伝子をノックアウトする

と心臓のルーピング不全が生じることも分かった。

また、この 2 種類のhand 遺伝子は心室形成にも関

与しており、dhand (hand2) は左右両方の心室形成

に、ehand (hand1) は左心室の形成のみに、それぞ

れ関わっていることが明らかになった 7)。さらに、

心臓のルーピングに特定の蛋白質が局所的に発現す

鎖状に結合することで繊維状 actin (F-actin) を形成

する。また、哺乳類と鳥類の actin では 6 種類のア

イソフォームが存在し、その内の 4 種類は骨格筋、

心筋、平滑筋にそれぞれ発現していることが知られ

ている 1)。actin と相互作用する myosin は重鎖と軽

鎖の 2 種類のサブユニットにより構成される蛋白質

複合体であり、myosin が持つ ATP 結合部位で ATP
を加水分解して得た化学エネルギーを首振り運動に

よる運動エネルギーに変換して actin 上を移動する

ことで、筋肉では筋収縮が生じる。myosin は多数

の種類が存在し、大きな蛋白質ファミリーを形成し

ている 2)。また、myosin ファミリーは旧口動物と

新口動物の間でも広く保存されている。例えば、節

足動物のモデル生物であるキイロショウジョウバエ

Drosophila melanogaster は 3 種類の myosin I 遺伝

子を持ち、新口動物のモデル生物であるアフリカツ

メガエルXenopus laevis は 7 種類の myosin I 遺伝

子を持っている 3)。

　本研究は、両生類アフリカツメガエルの心臓に

おける形態形成を研究テーマとし、そこに actin と

myosin の複合体である actomyosin 系が積極的に

関与するとの作業仮説をもとに、薬理的手法および

免疫染色法により研究を行った。脊椎動物の胚期の

心臓の血流は頭側から見て時計回りに流れる。心臓

は原始心筒とよばれる一本の管状構造が捩じれるこ

とでルーピングし、形態形成を行う。しかし、この

原始心筒がどのような要因で捩じれるのか、細胞力

学的なプロセスはよく分かっていない。我々は、原

始心筒の捩じれについて、遺伝的な制御に基づいて

組織細胞群が方向性を保って収縮し、各細胞の収縮

の連携が細胞間で厳密にコントロールされたアウト

プットとして捩じれるのではないかと予想してい

る。生体内で力学的な力を発生させる代表的な器官

として筋肉が挙げられる。筋肉を構成する筋線維は

myosin フィラメントと actin フィラメントの相互作

用により力学的な力を発生させる。actin と myosin
の挙動は in vitro での実験や細胞レベルでの研究が

多く、組織・器官レベルでの研究は少ない 4)。また、

胚期や幼生期の未熟な筋性組織において、細胞骨格

の構成因子がどのようにその形態形成に関与し、成

熟していくのかは不明な点が多い 5)。そのため、in 
vivo および wholemount での、actomyosin 系の挙動

や形態形成への関与を実験発生学的に研究すること

は非常に意義深いと考えられる。心臓は収縮性器官

としての機能を果たすために心筋や平滑筋を豊富に

含んでおり、これらの筋肉を構成する actomyosin も

当然のことながら minor isoform を含めて多分に含

まれ、組織内でシステマティックに構造化されてい
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ることで関わっているとの報告が散発的になされて

いる。心臓のルーピングにおいて、myosin II の関与

が報告されている 8)。Flectin と呼ばれる myosin 様
蛋白質はマウスの原始心筒のルーピング中に局所的

に発現していることが免疫染色法により分かり、心

臓のルーピングに関与していることが示唆された 9)。

また、この Flectin が左右非対称性の確立に関与する

pitx2 の下流で予定心臓領域で発現していることがニ

ワトリ胚で報告されている 10)。その後、この Flectin
が非筋 myosin II 蛋白質であることが示され、ニワ

トリ胚やマウス胚を用いた実験から、哺乳類の心臓

のルーピングに actomyosin 系などの細胞骨格分子

が必要であるとの方向性を示唆したことに、Linask
ら (2002) のグループの研究の意義がある。さらに、

心臓のルーピングの方向は脊椎動物で保存されてお

り、ゼブラフィッシュやニワトリの心臓は腹側から

見て右巻きを示す。この 2 種の動物種の心臓のルー

ピングにおいて、BMP4 シグナルの下流経路である

Prrx1 が原始心筒の右側で発現することで BMP シ

グナル依存的に心筒が右巻きにルーピングすること

が示されている。同様の報告がマウス胚でもなされ

ているので、心臓のルーピングの方向決定に関与す

るシグナル経路が脊椎動物の間で進化的に保存され

ていることが示唆されている 11)。

　myosin ファミリーに属するmyosin I が腸管およ

び雄性生殖器の左右非対称性の確立に関与している

ことが知られている。ショウジョウバエは 3 種類の

myosin I を持ち、その中の一種であるMyo31DF が

後腸 ( 背側から見たときに右に曲がる ) の左右非対

称性の確立に関与していることが、左右性の逆位を

示す突然変異体の解析から明らかにされた 12)。また、

アフリカツメガエル胚においては、内臓の左右非対

称性にmyosin I が関与していることが示された 13)。

従って、前口動物と後口動物の双方にまたがって、

内臓の左右非対称性の確立にはmyosin I が関与する

ことが進化的に保存されている可能性が考えられる。

　本研究で用いたアフリカツメガエルの心臓の形態

形成は、非常によく観察されている。Kolker et al. 
(2000) の研究によると、アフリカツメガエル胚 / 幼
生の心臓形成は、st. 27（受精後 31 時間）で心臓原

基が頭部側で狭くなる三角州状の形態を示す 14)。st. 
31（受精後 38 時間）で、この三角州状の心臓形態

は尾部側の領域が徐々に狭くなる。st. 33/34 ( 受精後

42 時間）で心臓は管が長軸に対して雑巾絞りのよう

に捩じれ始め、st. 35（受精後 50 時間）で遂に S 字

状の形態になる。st. 41（受精後 76 時間）から心筋

が心室に密集し始める。st. 46（受精後 106 時間）で

心房が形成され、腹側から観察した時に心室と流出

路が見られる。

　心臓の形態形成で特徴的な点は、一本の管構造が

捩じれる形で管全体が蛇行しルーピングすることで

ある。これらのルーピングに関与する遺伝子や機構

は断片的にわかってきているが、組織細胞個々の形

態やその相互作用の位置関係を加味した上で器官の

ルーピングが理解されているわけではなく、その機

構には不明な点が多い。この器官のルーピングが着

実に実行されるにあたり、遺伝的な発生プログラム

の支配下で何らかの力学的な力が関与していること

が予想される。心臓には心筋が豊富に含まれている

ことが自明のこととして扱われているが、我々は左

右非対称性発生の一種の調節因子として心筋が機能

しているのではないかと考えた。本研究では、その

作業仮説を証明する手段として、心臓がループ形成

する直前の発生段階で actomyosin の相互作用を調節

する薬剤を投与することを出発点として実験研究を

行った。

　本研究では主に筋肉関連マーカーを抗原とする

抗体を用いた免疫染色法と、3 種類の薬剤を用いた

浸漬処理を主な方法として研究を行った。ツメガ

エル胚・幼生は体外発生なので、薬剤への浸漬に

よる投与から洗浄まで、一定の発生段階の間だけ

に作用させることが出来る。薬剤実験の最初には、

actomyosin を構成する myosin の機能を阻害した場

合に心臓への影響を調べた。myosinの阻害剤として、

Blebbistatin と呼ばれる非筋 myosin II ATPase 阻害

剤を用いた。Blebbistatin は myosin II の ATPase
によって生産された燐酸の放出を抑制することで

myosin II の機能を阻害する 15)。この Blebbistatin
は細胞生物学の分野でよく用いられる薬剤であり、

例えば、細胞のストレスファイバーの形成の阻害に

用いられる。本研究の研究目的に適い、なおかつよ

く特徴付けされてその作用機序が詳細に解明されて

いる利点があることから、myosin II の阻害剤として

Blebbistatin を使用した 16)。Blebbistatin を投与した

実験群のツメガエル幼生では、心臓の低形成を示し

た。この観察結果をふまえて、次に myosin II の機

能を逆に促進 (強縮 )した場合にツメガエルの心臓

の形態への影響を調べたいと考えた。myosin II の促

進剤として Omecamtiv mecarbil を本研究で使用し

た。この薬剤は心筋myosin II ATPase促進剤であり、

myosin II で生産されたリン酸の放出を促進する 17)。

つまり、Omecamtiv は効果として Blebbistatin と対

極に位置しているため、Blebbistatin の実験結果と

対比することができると考え、この薬剤を本研究で

使用した。意外にも、myosin II の機能を促進した

場合にも myosin を阻害した場合に似た心臓の低形
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成を示した。これら 2 種類の、分子レベルでは相反

する作用を示す薬剤を用いた研究により心臓の低形

成がみられ、心筋の凝集がみられたことから、心筋

の適切な収縮が心臓の正常な形態形成に必要である

ことが示唆された。そこで 3 番目に、心臓の低形成

とは対照的に過形成を生じさせることでの心筋に及

ぼす影響を調査した。心臓の過形成を誘起する薬剤

として Phenylhydrazine hydrochloride を使用した。

この薬剤はゼブラフィッシュの心臓おいて過形成を

誘起することが先行研究により報告されており 18)、

両生類のアフリカツメガエルでも心臓の過形成を誘

起できると予想して、この薬剤を本研究で使用した。

Phenylhydrazine 処理により、心室および将来動脈

円錐に分化する流出路の過形成が生じ、対照群に比

べて実験群の心筋では束化が観察でき、心臓の正常

な形態形成には適切な心筋の収縮が必要であること

が示唆された。

　これらの実験結果をもとに、心臓の形態形成にお

けるactomyosin系の役割について考察する。さらに、

器官の左右非対称性の確立における actomyosin 系の

役割についても考察し、今後の本分野の展望を述べ

る。

材料と方法
実験動物
アフリカツメガエル Xenopus laevis 
南〜中央アフリカ原産のカエルである。生殖腺刺激

ホルモン注射により通年で卵を得ることができる。

体外受精で受精卵を得ることができ、発生段階の初

期から観察できる。本研究における利点として、初

期のツメガエル幼生の胸部腹側では黒色素が少なく

非侵襲的に心臓を観察することができる点が挙げら

れる。

使用薬剤
（±）-Blebbistatin (1,2,3,3a-tetrahydro-3a-hydroxy-
6-methyl-1-phenyl-4H-pyrrolo[2,3-b]quinolin-4-
one)
分子式 C18H16N2O2， 分子量 292.3
非筋 myosin Ⅱ ATPase 阻害剤である。actin 線維と

myosin 線維の間で生じる収縮において、myosin 頭

部にある ATPase に ATP が結合し、分解され、ADP
と無機リン酸 Pi を放出することで機械的な力が生

じる。Blebbistatin はこの相互作用において ADP の

放出を阻害することにより、actin および myosin 線

維の収縮を阻害する 15)。光学異性体を持ち、（＋）

-Blebbistatin および（－）-Blebbistatin に分けられ

る 15)。

Omecamtiv mecarbil(CK-1827452) (Methyl4-
(2-fluoro-3-(3-(6-methylpyridin-3-yl)ureido)-
benzyl)piperazine-1-carboxylate)
分子式 C20H24FN5O3， 分子量 401.43
心筋 myosin Ⅱ ATPase 促進剤である。Blebbistatin
とは対照的に、actin と myosin 線維による相互作用

において ADP の放出を促進する作用を持つ 17)。新

たな心不全に対する治療薬として新規に合成された

低分子化合物である。

Phenylhydrazine hydrochloride
(Monophenylhydrazine, Hydrazinobenzene)
分子式 C6H5NHNH2 · HCl，分子量 144.60
ゼブラフィッシュの心臓においてこの薬剤で処理す

ることにより心臓の過形成が生じることが報告され

ている 18)。マウスにおいて貧血を誘起する薬理作用

が報告されている 19)。血液中のヘモグロビンと結合

することが分かっている 20)。

受精卵の採取とゼリー層の除去 
アフリカツメガエルの雌雄成体それぞれに、ヒト

絨毛性 gonadotropin を雌 500unit, 雄 300unit ずつ

注射した。注射翌日に得られた受精卵を採取した。

受精卵は腰高シャーレに入れ、チオグリコール酸

(pH=8.6) を加えた。数分間撹拌し、ゼリー層を除去

した。ゼリー層が剥離 / 溶解後ただちに、人工淡水

として用いられる 10% Steinberg 氏液を用いてチオ

グリコール酸を洗い流し、受精卵を 10% Steinberg
氏液を入れたシャーレやタッパーなどに入れて目的

の発生段階になるまで 16 〜 24℃で飼育した。発生

段階の同定には、Nieuwkoop and Faber (1967) の発

生段階表を用いた 21)。

（±）-blebbistatin の浸漬処理
Myosin II 阻害剤である Blebbistatin をアフリカツ

メガエルの後期胚に投与した 16)。発生段階 st. 38-39
の後期胚を 0.05, 0.1 µM（±）-blebbistatin/0.1% 
DMSO-10% Steinberg 氏 液 を 1 ml 入 れ た Organ 
Culture Dish に投入し、湿箱に入れたのちに 60 rpm
で振盪した。対照群としては、0.1% DMSO/ 10% 
Steinberg 氏液に浸漬する同腹胚を用意した。6 時間

後、10% Steinberg 氏液で（±）-blebbistatin 処理胚

を洗浄し、10% Steinberg 氏液 を 2 ml 入れた 24 穴

プレートに 1 個体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育

した。対照群の発生段階が st. 46 に到達した段階で

実体顕微鏡を用いて観察を行い、形態のスコアをつ

けた。一部の実験群と対照群の胚と幼生は動画を撮

影した。
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Blebbistatin の各光学異性体への浸漬処理
発生段階 st. 38-39 のアフリカツメガエル後期胚

に 0.05, 0.1 µM R-(+)-Blebbistatin/ 0.1% DMSO-
10% Steinberg 氏 液 ま た は 0.05, 0.1 µM S-(-)-
Blebbistatin/ 0.1% DMSO-10% Steinberg 氏 液 を 6
時間の浸漬処理で投与した。その溶液を 1 ml 入れ

た Organ Culture Dish に胚を投入し、湿箱に入れた

のちに 60 rpm で振盪した。対照群としては、同量

の 0.1% DMSO/ 10% Steinberg 氏液を用いた。6 時

間後、10% Steinberg 氏液で処理胚を洗浄し、10% 
Steinberg 氏液を 2 ml 入れた 24 穴プレートに 1 個

体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育した。対照群の

発生段階が st. 46 に到達した段階で実体顕微鏡を用

いて観察を行い、形態のスコアをつけた。

Omecamtiv mecarbil (CK-1827452) へ の 浸 漬
処理
発生段階st. 26-27のアフリカツメガエル尾芽胚を0.1 
mM Omecamtiv/0.1% DMSO-10% Steinberg 氏液を

1 ml 入れた Organ Culture Dish に投入し、湿箱に

入れたのちに 60 rpm で振盪する形で投与した。対

照群は 0.1% DMSO/10% Steinberg 氏液に投入した。

24 時間後、10% Steinberg 氏液で処理胚を洗浄し、

10% Steinberg 氏液 を 2 ml 入れた 24 穴プレートに

1 個体ずつ投入し、24℃の恒温器で飼育した。対照

群の発生段階が st. 46 に到達した段階で実体顕微鏡

を用いて観察を行い、形態のスコアをつけた。

心拍の測定
心拍は（±）-blebbistatin あるいは Omecamtiv への

浸漬処理終了直後と 10% Steinberg 氏液で洗浄後 20
時間または 24 時間の時点で測定した。心拍の測定は

30 秒間の心拍数をカウンターにより計測した。1 個

体につき 3 回計測した。統計学的な有意差の有無の

判定は Welch のt 検定により判定した。

行動の観察
（±）-Blebbistatin および Omecamtiv の処理群は、

それぞれ 6 時間または 24 時間の浸漬後に Organ 
Culture Dish 中の処理胚を、顕微鏡下でヘアループ

により接触刺激を与えた。その間、動画撮影を行った。

Phenylhydrazine hydrochloride への浸漬処理
発生段階 st. 35-36 のアフリカツメガエル尾芽胚を

10 µM Phenylhydrazine/10% Steinberg 氏液に投入

し、24℃に設定した恒温器で飼育した。薬剤につい

ては、1 穴に 2 ml 入れた多穴プレートを用いて浸漬

を行った。対照群の発生段階が st. 46 に到達した段

階で、対照群および実験群を顕微鏡下で観察した。

心臓の免疫染色
心臓の心筋の actin 線維の配向を観察する目的で免疫

染色を行った。一次抗体として心筋と骨格筋を認識

する Anti-Myosin, Heavy Chain, Mouse-Monoclonal
抗体（MF-20 抗体 : R&D SYSTEMS 社製）を用

いた。二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated 
AffiniPure® Fab Fragment Goat Anti-Mouse 
IgG(H+L) （ThermoFisher 社製）を使用した。

　主に st. 38-46 幼生期の免疫染色用サンプルを、

4% パラホルムアルデヒド /PBS(-) により 1 時間 30
分以上、概ね 2 時間まで固定した後に 100% メタ

ノールに置換、5 分間の振盪を 2 回行った。PBS(-)
は、Phosphate-buffered Saline の略で、ここでは

Mg2+, Ca2+ を含まない pH 7.2-7.4 に pH を調整した

ものを用いた。次に、75%、50%、25% メタノール

/PBST の組成のメタノールの下降系列を用いて各 5
分間の振盪を行い、サンプルを水和した。PBST は、

Tween20 を最終濃度 0.1% (V/V) 含む PBS である。

その後、PBST へ置換し 5 分間の振盪を 2 回行った。

PBST を捨て、3% Blocking reagent/PBST 400 µl に
置換し、室温で最低 1 時間静置した。1 時間のイン

キュベート後、Blocking/PBST を捨て、一次抗体を

含んだ 150 µl の 3% Blocking Reagent/PBST を加え

て、4℃の冷蔵庫で 1 晩または 2 晩反応させた。そ

の後、PBST による 20 分間の試料の洗浄を 5 回行

い、再び 400 µl の 3% Blocking reagent/PBST に置

換し、室温で 1 時間静置した。続いて、二次抗体を

含んだ 150 µl の Blocking Reagent/PBST に置換し、

4℃の冷蔵庫で 1 晩反応させた。その後、PBST に

よる試料の 20 分間の洗浄を室温で 5 回行い、PBS
による 5 分間の洗浄を 2 回行い、蛍光実体顕微鏡

（SZX16, Olympus 社製）、培養倒立蛍光顕微鏡（IX-
73, Olympus 社製）および共焦点レーザー顕微鏡

（LSM700, Zeiss 社製）を用いて観察を行った。

心臓の面積測定
各薬剤処理群の個体について、MF-20 抗体を用いた

上記の免疫染色法により、心臓領域（心室と動脈球）

を可視化した。次に IX73 で観察し、それぞれの個

体の心臓領域の画像を取得した。この画像を用いて、

画像処理ソフト GIMP2（Windows 版フリーウエア）

と Mac 版 Photoshop を用いて、心臓領域の占める

ピクセル数を測定した。この測定したピクセル数を、

予め対物ミクロメーターを撮影して測定した 100 µm
× 100 µm=104 (µm)2 の占めるでのピクセル数で割

り、実際の面積を (µm)2 ベースで算出した。同じ温
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度履歴で飼育した実験群と同腹対照群の心臓領域の

大きさの統計学的な有意差の有無の判定は、Welch
のt 検定により判定した。

結果
st. 42 から st. 46 の幼生における心臓形態
はじめに、正常に発生している無処理の幼生の心臓

について、骨格筋および心筋の myosin を抗原とし

て認識する MF-20 抗体による免疫染色を施した上で

観察した（図 1）。
　心臓においては、st. 39 では腹側から見て三角形

状の形態を示し (n=9)、st. 40, 41 では三日月状の形

態を示した（それぞれ、n=6, n=7）。腹側から見て、

動脈球（aortic bulb）は心室の影に隠れがちであった。 
st. 42 の段階で心臓のループ形成は著しく蛇行し、

心室の右前方に動脈球が位置し（n=10; 図 1A–A'）、 
st. 43, 44, 45 でもこの相対的な位置関係は保持され

た形態を示した（それぞれ、n=10, n=9, n=10）。st. 
46 でループ形成の歪度は飽和し、右巻きの形態を示

した（n=10/10; 図 1B–B'）。これらの観察結果から、

心臓については st. 39-40 の間で、少なくとも心室と

動脈球 ( 後の動脈円錐、動脈幹）の位置関係におい

て、心臓のループ形成は開始され、st. 46で心臓のルー

プ形成は完了することが観察された。

　

Blebbistatin 投与による心臓の矮小化
非筋 myosin II ATPase 阻害剤である（±）-Blebbi-
statin を用いた後期尾芽胚期における浸漬実験を

Fig. 1 
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図 1．ツメガエル幼生心臓の正常発生．A–A') 心臓の形態
形成は，22-24℃で培養 4 日後の st. 42 で頭側から見て心
房 -心室 -動脈球 (後の動脈円錐 , 動脈幹．流出路ともいう )
に至る血流が右巻き ( 頭側からみて時計回り ) となる形態
を示した．B–B') その後もこの右巻きの形態を示し，動脈
球が心室に対して右前方 ( 向かって左前方 ) に位置し続け，
st. 46 では st. 42 幼生と同様の心臓形態を示した．全ての
写真は腹側から撮影している．赤矢印は心室を示し，黄色
矢印は動脈球を示す．Bars, 200 µm．

行った。その結果、実験群の心臓が対照群に比べて

低形成であった（低形成は、同腹対照群 n=0/60; 0.05 
µM, n=35/45; 0.1 µM, n=41/51（分母は判定時の生存

個体数）; 図 2C–C'）。また、特に心室の低形成が顕

著であった。

　Blebbistatin 処理による心筋の変化を観察するた

めに、骨格筋および心筋の myosin に対する抗体で

ある MF-20 を用いた免疫染色を行い、Blebbistatin
処理幼生の心筋を可視化した。その結果として、

Blebbistatin 処理群の心臓は心筋が凝集し、同じ発

生段階の対照群で見られるような心筋のメッシュ状

の様態を示さなかった (0.05 µM, n=11/15; 0.1 µM, 
n=14/15; 図 2D–D'）。心臓の低形成をより定量的に

示すために、MF-20 抗体により免疫染色した個体の

心臓の画像を基に Photoshop を用いて、画像上の心

臓の面積を求めた。その結果、実験群の心臓領域は

対照群に比べて腹側から見た面積の占有率が低下し

ていた（対照群が 11.1 ± 0.9、0.05 µM 処理群で 6.7
± 2.1、0.1 µM 処理群で 6.5 ± 1.4 × 10000 µm2; 図
4C)。また、1% の有意水準で統計学的に有意な差が

あった (P<0.01)。胸腔内の心臓領域の占有面積が低

図 2．( ± )–Blebbistatin 浸漬処理群の観察結果．A) 処
理直後の幼生．正常幼生と外形は殆ど変わらない．B) 0.05 
µM Blebbistatin 処理後に 2 日間にわたって飼養し同腹
幼生が st. 46 に達した時の処理群の幼生．おそらくは心
機能の低下に起因して胸部腹側に水疱化が生じた．C–C') 
myosin II の機能阻害剤である ( ± )–Blebbistatin 処理に
より心臓は低形成となった．D–D') 対照群 ( Ｄ ) と 0.05 
µM Blebbistatin 処理群 (D') の MF-20 抗体で染色した心
臓を示す . Scale bars; A は 1mm，B は 0.5mm，C–C' は
200 µm，D–D' は 100 µm．
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Fig. 3  Omecamtiv treatment
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図 3．Omecamtiv 浸漬処理群の観察結果．A'-D' は処理群
を，A–D は同腹対照群を示す．A-A') 処理直後の幼生 (A')．
正常な幼生 (A) と外形は殆ど変化していない．B–B') 同腹
幼生 (B) が st. 46 に達した時の処理群の幼生は胸部腹側に
水疱化が生じていた (B')．C-C') 処理群では心臓の低形成
(C') が生じた．Scale bars; A-A' は 1mm，B-B' は 0.5mm，
C-C' は 200 µm, D-D' は 100 µm．

下していたことから心臓が低形成の状態を示してい

ると言える。

　myosin II の 機 能 を 阻 害 し た こ と か ら、

( ± )-Blebbistatin 処理による心拍への影響を調べ

た。( ± )-Blebbistatin に 6 時間浸漬した後に心拍を

測定した。処理直後の心拍 (0 ± 0 回 /30 秒 ) は同腹

対照群 (53.8 ± 1.31 回 /30 秒 ) に比べて顕著に低下

した。また、P<0.01 の有意水準で帰無仮説は棄却さ

れ、対照群と処理群で統計学的に有意な差が生じて

いた。また、( ± )-Blebbistatin の洗浄のために人工

淡水に浸漬処理胚を移行して 20 時間後に再度心拍を

測定したところ、同腹対照群 (78.5 ± 1.06 回 /30 秒 )
と実験群 (0.05µM;　66.6 ± 1.60 回 /30 秒 , 0.1 µM; 
67.1 ± 1.39 回 /30 秒 ) で統計学的に有意な差がある

ものの (P<0.01)、実験群の心拍は著しく回復した ( 図
4E)。また、( ± )-Blebbistatin 処理による運動機能

への影響を調べるために、薬剤処理直後にヘアルー

プによる接触刺激を浸漬処理中の胚に与えた。その

結果、対照群では刺激を与えると逃避行動を示した

が (n=4/4)、実験群では逃避行動を全く示さなかっ

た (0.05 µM: n=4/4, 0.1 µM: n=4/4)。以上の心拍の計

測と逃避行動の観察結果から、( ± )-Blebbistatin は

myosin II による筋収縮を阻害していることが確認さ

れた。

　前述の浸漬実験で使用した ( ± )-Blebbistatin は 2
種類の鏡像異性体 ( 光学異性体 ) が混在したラセミ

体である薬剤を使用した。この 2 種類の光学異性体 
(R-(+)-Blebbistatin と S-(-)-Blebbistatin) の内でどち

らが実際に心臓の低形成を引き起こしたのかを調査

するために、それぞれの異性体を溶解した溶液にツ

メガエル胚を浸漬した。その結果、S-(-)-Blebbistatin
に浸漬した個体においては心臓の低形成が観察され

た (0.05 µM, n=11/19; 0.1 µM, n=22/29)。しかし、も

う一方の R-(+)-Blebbistatin に浸漬した個体では対

照群と同様に全く正常に発生し、薬剤による影響は

観察されなかった ( 低形成は、0.05 µM, n=0/36; 0.1 
µM, n=0/36)。これらの観察結果から、2 種類の鏡像

異性体の内で S-(-)-Blebbistatin の方が心臓の形態形

成に影響を与えたことが分かった。

Omecamtiv 投与による心臓の矮小化
心筋 myosin II ATPase 促進剤である Omecamtiv 
mecarbil を中期尾芽胚に投与したところ、実験群

の心臓は対照群に比べて低形成となった (0.1 mM
で n=58/62; 図 3C-C', D-D')。特に心室の低形成が

顕著であった。Omecamtiv 投与によるペースメー

カー機能への影響を調べるために心拍を測定した。

Omecamtiv を含む人工淡水に 24 時間浸漬した直後

に心拍を測定したところ、対照群と比べて実験群は

著しく心拍が低下した ( それぞれ、浸漬処理群 0 ±

0 回 /30 秒、同腹対照群 34.9 ± 0.83 回 /30 秒 )。心

拍は 5% の有意水準で統計学的に有意な差が対照群

と実験群で見られた (P<0.01)。さらに、人工淡水に

浸漬個体を移行して洗浄し、24 時間後に再度心拍を

測定したところ、依然として実験群と対照群とで統

計学的に有意な差があったものの (P<0.01)、実験群

の心拍は著しく回復した ( 図 4F)。これらの観察結果

から、予想外の結果ではあるが、myosin II の促進剤

である Omecamtiv の投与でも myosin II に関連した

心臓とその心拍の機能分化を阻害していること判っ

た。また、Omecamtiv 処理による処理個体の運動機

能への影響を調べるために、処理直後にヘアループ

を用いた処理個体への刺激実験を行った。ヘアルー
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プにより刺激した st. 40-41 の処理個体は、対照群で

全個体が逃避行動を示し (n=24/24)、実験処理個体に

おいても逃避行動を示す個体が見られた (n=18/24)。
この観察結果から、Omecamtiv は運動に関係する骨

格筋の収縮には影響を与えず、高い特異性を持って

心筋 myosin II を標的としていることが示唆された。

　Omecamtiv 処理群においても、心筋への影響を、

筋肉に対する抗体を用いた免疫染色を施した個体で

調査した。心筋を認識する MF-20 抗体による免疫染

色を行った Omecamtiv 処理幼生の心臓においては、

対照群に比べて心室の心筋の凝集が実験処理群でも

観察された (0.1 mM, n=12/15)。共焦点レーザー顕微

鏡による観察においても、対照群に比べて心室が凝

集していた (n=5/5; 図 3D–D')。定量的に心臓の低形

成の有無を示すために、心臓領域で MF-20 抗体に

よる免疫染色で可視化される領域の面積を画像処理

ソフトで測定した。その結果、腹側から見た実験群

の心臓領域の占有面積 (2.6 ± 0.5 × 10000 µm2) が、

対照群のそれ (10.4 ± 1.1 × 10000 µm2) よりも小さ

いことが示され、有意水準 1% で統計学的にも有意

な差があった (P<0.01; 図 4D)。心臓領域の占有面積

が低下していたことから、Omecamtiv 処理で心臓が

低形成となったことが示された。免疫染色の観察結

果からも、心臓の形態形成に心筋の正常な配列・組

織化が必要であることが示唆された。

Phenylhydrazine 投与による心室と流出路の過
形成
前述の myosin 阻害剤および賦活剤の浸漬実験の結

果は、薬剤処理によって両生類幼生に心臓の低形成

を極めて高頻度に作出する実験系を構築することが

できたと見做すことが出来る。その状況を踏まえて、

心臓の過形成の実験系を作出し、心筋への影響を観

察することを試みた。この実験系の作出ために使用

する薬剤として Phenylhydrazine に注目した。この

薬剤をゼブラフィッシュの稚魚に投与することで、

その心臓に過形成を生じさせることが報告されてい

る 18)。硬骨魚類のモデル生物であるゼブラフィッ

シュでもこの薬剤の影響が見られたことから、両生

類のモデル生物であるアフリカツメガエルでも影響

が見られると予想し、この薬剤を後期尾芽胚期のツ

メガエル胚に投与した。その結果、心室部 (10 µM, 
n=34/39) および動脈幹 / 動脈円錐の予定領域であ

る流出路 (outflow tract) で過形成が生じた (10 µM, 
n=33/39; 図 5A–A')。また、心拍においては、実験群

において心室と流出路の非協調的な収縮が認められ

た。

　MF-20 抗体による免疫染色個体の観察を行った

ところ、Phenylhydrazine 処理群の心室部の心筋の

クラスターの間隙のスペースは対照群に比べて広く

なっており、心筋の束化が促進されているように見

えた (10 µM, n=14/16; 図 5B–B’)。また、共焦点レー

ザー顕微鏡による観察においてもこの判断は支持さ

れ、心室に位置する心筋は対照群に比べて束化が促

進されていた (n=5/5; 図 5C–C’)。さらに、心臓の過

形成の有無を定量的に示すために、MF-20 抗体を用

いた免疫染色により可視化した心臓について、前述

の 2 つの薬剤処理と同じ手順、同じソフトウエアで

心臓領域の面積を測定した。その結果、対照群 (10.8
± 1.2 × 10000 µm2) に比べて実験群 (13.5 ± 3.0 ×

10000 µm2) の心臓の面積の占有面積は増加し、統計

学的にも有意差があった (P<0.01; 図 5D)。これらの

観察結果から、心臓の正常な形態形成において心筋

の正常な分布や束化が、その器官の大きさの制御に

必要であることが示唆された。

討論
筆者らは myosin II の機能を阻害および促進する 薬
剤を用いて、心臓の形態形成への影響を調べた。   
薬剤投与の結果、心臓の形態形成に影響が生じ、

図 4．Blebbistatin 処理群と Omeacmtiv 処理群の心臓領
域の面積と心拍数の定量 .A–A', B–B') 腹側正中線からみた
MF-20 抗体で染まった心臓領域の面積 ( 赤でハイライト ; 
心室と動脈球の面積 ) を画像処理ソフト Photoshop により
測定した．C) Blebbistatin 処理により心臓領域の面積が有
意に低下した (*, ** は , いずれも P<0.01).D) Omecamtiv
処理によっても心臓領域の面積が有意に低下した (* は
P<0.01).E, F) Blebbistatin 処理 (E) ならびに Omecamtiv
処理 (F) により心拍数は著しく低下したが，飼育水に移行
すると心拍数は回復した (*, ** は , いずれも P<0.01)．
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actomyosin 系の収縮がこれらの器官の形態形成に必

要であることを明らかにした。本研究で注目した心

臓は後期胚で左右非対称な形態を示し、これらの器

官の左右非対称性の極性の決定は、中期－後期胚で

側板中胚葉 (lateral plate mesoderm: LPM) で発現す

るnodal =>pitx2 経路によって確立される 22, 23)。

図 5．Phenylhydrazine 処 理 群 の 心 室 に お け る 心 筋
の分布と心臓領域の面積の定量．A–A', B–B', C–C') 
Phenylhydrazine 処理群 (A', B', C') では，対照群 (A, B, C)
に比べて心臓の過形成が生じていた．MF-20 抗体を用いた
免疫染色により，実験群の心筋 (B', C') は対照群のそれ (B, 
C) に比べて束化が促進され，心筋同士の間隔が広がって
いることが分かった．D) 心臓の面積は対照群に比べて処
理群で増加していた (* は P<0.01)．測定方法は図 4 と同じ
である．Scale bars; A-A', B-B'，C-C' のいずれも 100 µm．

しかし、後期胚期から幼生期にかけての器官形成期

に、咽頭胚期である初期尾芽胚期に発現するpitx2
により決定した左右極性の情報をもとに実際に左右

非対称な器官形態を構築する機構は不明な点が多い
24)。本研究では両生類の左右非対称な器官の形態形

成に actomyosin の収縮が直接的に関与している可能

性を見出した。

心臓の形態形成への心筋の影響
MF-20 抗体を用いた免疫染色により心筋を染色し、

st. 42 から 46 にかけてのツメガエル幼生の心臓の形

態を観察した。この st. 42-46 の間では心臓の形態は

右巻き ( 腹側から見て、心室に対して動脈球が向かっ

て左側に位置する，頭部側から見て、血流が時計回

り ) の形態を示しており、心臓のループ形成はほぼ

完了していた。今回の観察では心室に隠れて見られ

なかった心房は、st. 46 には形成されていることが

先行研究により明らかになっている 14)。さらに、こ

の Kolker ら (2000) の当該論文では st. 41 から心室

に心筋が密集し始めることが報告されていることか

ら、今回の観察で st. 42-46 での心臓形態の劇的な変

化は見られなかったが、その内部では心筋の筋肉量

が発生段階が進むにつれて増加傾向示すことが考え

られる。また、共焦点レーザー顕微鏡による観察から、

心室の心筋は少なくとも st. 46 の段階で束化した形

態を示すことが本研究でも示された ( 図 5C)。
　myosin II の機能を阻害する Blebbistatin による

処理により、心臓の低形成が生じた ( 図 2C–C')。
Blebbistatin 処理群の心臓を MF-20 で免疫染色した

ところ、心筋の凝集 ( 占める体積の矮小化 ) を観察

した ( 図 2D–D')。これらの結果から、心臓の形態形

成に actomyosin 系の st. 42-46 の時期での収縮が必

要である可能性が示唆された。この発生段階では、

すでに幼生の心臓は活発に拍動している。この結果

を踏まえ、Blebbistatin 処理とは逆に myosin II の機

能を促進し、actomyosin の強縮を生じさせた場合に

おける心臓の形態への影響を調べるために、強心剤

であり心筋の収縮を促進するOmecamtiv処理を行っ

た。その結果、意外なことに、Omecamtiv 処理にお

いても心臓の低形成が生じ、MF-20 による処理群の

免疫染色による観察では心室における心筋の凝集が

観察できた。以上の結果から、心臓の形態形成にとっ

て、強すぎず弱すぎない actomyosin 系の適度な収縮

が必要である可能性が非常に高まった。

　ツメガエルの場合、st. 33/34 から心臓の拍動が開

始される。従って、適切な拍動の強さと律動の頻度が、

後期胚 / 幼生の全身の酸素や栄養の供給のみならず、

心臓自体の形態形成、特に心筋の増殖に寄与する
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対応しようとしたと考えている。作業仮説としては、

Phenylhydrazine 処理によって心臓に高い負荷がか

かったことから、対象群に比べて心筋の束化が促進

され、心筋の筋収縮パターンに異常が生じ、なおか

つ心臓の過形成が生じたと考えている。今後は、こ

の作業仮設を検証するために、Phenylhydrazine に

より貧血が生じているのか否かのエビデンスを得る

必要がある。このエビデンスを得るために、貧血症

の原因遺伝子の発現量の増減を定量 RT-PCR で調べ

たいと考えている。また、重篤度の高い貧血であれ

ば血液中の赤血球の細胞数は単純に減少している可

能性が考えられるため、Phenylhydrazine 処理群か

ら血液をサンプリングし、血液中の赤血球密度を測

定したいと考えている。

　血管内皮細胞は血流による摩擦力により伸縮する

ことが分かっている 27)。外力に対して血管内皮細胞

はその形態を変化させる 28, 29)。心臓においても心室

や動脈球の内壁が血流による強い流れずり応力 (fluid 
shear stress) を受けているため、心臓を構成する細

胞についても、この摩擦力に対し、細胞レベルで応

力応答するために細胞の変形が生じると考えられる。

また、本研究の 3 種類の薬剤による実験の結果から、

心臓の形態形成には心筋の適切な収縮が必要である

ことが明らかになったので、この心筋の適切な収縮

が心内膜細胞の形態を調節し、その後の心臓の発生

プロセスに影響を及ぼして、最終的なアウトプット

として適切なサイズ ( 体積 ) の心臓になるよう導くの

ではないかと考えている。そのため、心臓の組織切

片を作成し、あるいは心内膜層特異的に免疫染色を

行い、可視化して共焦点レーザー顕微鏡による３D
構築画像から、その上皮細胞形態を観察し定量する

必要があると考えている。ラットの大動脈の血管平

滑筋細胞の培養細胞を用いた研究では、層流 (laminar 
flow) の有無により平滑筋 actin や smooth muscle 
protein 22 (SM22) などの平滑筋マーカーの発現の有

無や発現量が変化することが報告されている 30)。本

研究の実験系では、心臓の低形成ないし過形成に起

因して心臓にかかる血流からの fluid shear stress の
変化が生じていると予想され、Shi ら (2010) の報告

が示唆するように、ツメガエルの形成初期の心臓大

血管系においても、血流の速さや粘度に応じて流れ

ずり応力が変化している可能性がある。そのため、

アフリカツメガエルの心臓大血管系におけるこれら

の平滑筋マーカーの発現量を、まずは定量 RT-PCR
法により調査したいと考えている。

　今後は薬理学的ないし分子生物学的なアプローチ

で、心臓のごく狭い領域で特異的に actomyosin の収

縮運動を阻害することで、ループ形成がどのように

と予想される。器官形成期の心拍動が、心内膜から

cardiac cushion への EMT (epithelial- mesenchymal 
transformation; 上皮間葉転換 ) を促進するのか、そ

れとも、心筋分化後の増殖を促進するのかについ

て見極めることが、今後の重要な研究課題となる。

Jackson ら (2017) は、初期の心臓原基に働く張力が

EMT を経由したツメガエル初期尾芽胚期の心臓形成

に重要であることを報告している 25)。Omecamtiv 処
理は心筋の強縮を誘起し、その結果、リズミカルな

拍動を阻害したと思われる。現在、Omecamtiv は臨

床治験の進む、強く期待される強心剤であるが 26)、

特に妊娠した女性においては慎重な投与量の決定が

求められるであろう。以上をまとめると、2 種の薬

剤による実験結果から、心筋の適切な収縮が心臓の

正常な器官形態と器官サイズの制御に必要であるこ

とが示唆された。

　これら 2 種の処理群での心拍数が対照群と比較し

て双方とも大幅に低下していたことも、上記の「心

臓の正常な形態形成に発生期の心筋の適切な収縮

が必要である」との見解を支持した。収縮の強さ

が適切ではない場合には心臓の低形成が誘起され

た。そこで、心臓の低形成とは対照的に心臓の過形

成を誘起した場合には心筋の分化への影響はどうな

るのか、との問題意識から Phenylhydrazine によ

る浸漬実験を行った。その結果、Phenylhydrazine
処理においては、いずれも心筋マーカーが陽性の

領域である心室および動脈球 ( 流出路 ) の過形成が

生じた。さらに Phenylhydrazine 処理群の心筋を

MF-20 抗体を用いた免疫染色により可視化した。そ

の結果、同じ温度履歴で飼育しても、対照群に比べ

て Phenylhydrazine 処理群の心筋では束化が促進さ

れ、心筋束同士の間隔が広くなった ( 図 5B–B', C–
C')。Phenylhydrazine の拍動は対照群に比べて、心

室と流出路とで相互に連携なくそれぞれバラバラに

拍動していた。心筋束同士の間隔が広くなったた

め、心筋の収縮の統御に異常が生じたと考えられる。

Phenylhydrazine 処理胚の心臓の観察からも、心筋

の適切な収縮が心臓の正常な形態形成に必要である

ことが示された。筋原性である心臓の正常な拍動の

発達には、心筋の分化、特に束化のタイミングが適

正であることが必要なのかもしれない。

　Phenylhydrazine による処理によって、マウスで

貧血症が生じることが報告されている 19)。このこと

から Phenylhydrazine 処理がアフリカツメガエルに

心臓の過形成を誘起した作用機序としては、ツメガ

エルにおいても貧血症に起因した可能性がある。筆

者らは、貧血により血液量が低下したために心臓が

単位時間あたりの血液循環量を上げることで貧血に
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変化していくのかを追う必要がある。あるいは、光

照射で開環して、例えば ATP など内部に閉じ込めら

れた低分子を放出する caged 化合物を利用し、狭い

領域だけで actomyosin の収縮運動を活性化すると興

味深い知見が得られるであろう 31)。

　myosin は、大きなファミリーを形成する分子種

である。そのファミリーメンバーである myosin I
は actin フィラメントと相互作用し、細胞内小胞輸

送や細胞膜の張力の制御に関与する 32)。ショウジョ

ウバエのmyosin I は胚期に消化管系に発現量が多

い 33)。ショウジョウバエの消化管が内臓逆位になる

souther 変異体が現大阪大学の松野健治博士らのグ

ループにより同定され、この内臓逆位の原因遺伝子

がmyosin I をコードするMyo31DF であることが明

らかになった 34)。さらに、後腸の曲がる方向は後腸

上皮細胞の細胞形態の chirality により決まり、この

chirality の形成にmyosin I 遺伝子が関与しているこ

とが分かっており、anisotropic な後腸上皮の細胞形

態の変形が後腸のループ形成に必要である可能性を

示唆している 35)。脊椎動物のアフリカツメガエルに

おいて、myosin I は心臓および腸管に発現している
3)。最近松野博士らの研究は別グループにより脊椎動

物胚に拡張され、アフリカツメガエルのmyosin I を

ノックダウンすると、内臓逆位を示す個体の割合が

増加したことが報告されている 13)。このことから、

アフリカツメガエルとショウジョウバエの間では腸

管の左右非対称性の決定へのmyosin I の関与が進化

的に保存されていることが考えられる。そのため、

ツメガエルの心臓 ( 原始心筒 ) においても細胞形態

のchiralityとその変化が生じる可能性が推察できる。

　まとめると、本研究において、心臓の正常な形態

形成にも actomyosin の適切な収縮が必要であるこ

とが示された。今後の展望として、生体内での actin
や myosin II の動態を観察することが課題として挙

げられる。そこで遺伝子導入法によって蛍光蛋白質

を繋げたactin またはmyosin 遺伝子を導入したトラ

ンスジェニックツメガエル幼生を作出し、実際の生

体内での actomyosin の滑り運動の動態を経時的に観

察し、心臓の形態形成への actomyosin 系の収縮の関

与を、直接的に、かつリアルタイムで明らかにした

い。心筋細胞の細胞増殖と細胞移動を追うためには、

リン酸化 Histone に GFP タグをつけたイメージン

グ手法も有用と思われる。

内臓の左右非対称性決定の遺伝的カスケード
(nodal  => pitx2 経路 ) の下流としてのループ形
態形成
本研究で注目した心臓の左右非対称性の向き ( 左

右極性 ) の確立には、nodal と呼ばれる TGF- β 
superfamily に属する分泌因子をコードする遺伝子

が関与していることが知られている。nodal は脊椎

動物で共通して、原腸胚期にはオルガナイザー領域

に、後期神経胚期 ( 初期体節期 ) には、側板中胚葉

(LPM) で左側特異的に発現する。このnodal の左右

非対称な発現により、後期オルガナイザー領域 ( ツ
メガエル胚では神経胚原腸の後方天井蓋部 ) での繊

毛運動が生成する液流による左右非対称性の破れが

左右非対称な遺伝子発現として特異化され、内臓に

は左右性の情報が付加される 36, 37)。さらに、臓側板

中胚葉から原始心筒が形成される 38)。そのため、遺

伝子発現による左右軸の確立から実際にその左右情

報をもとに左右非対称に心臓がルーピングする一連

の流れに対して、Nodal シグナルに対する心臓中胚

葉の起源組織のコミットメントが関係する可能性は

考えられる。実際、硬骨魚類のモデル生物であるゼ

ブラフィッシュの心臓のルーピングには actomyosin
の収縮が必要であり、そのルーピングの方向は

Nodal シグナルによる左右軸の情報をもとに行われ

ると報告されている 39)。この研究は真骨魚類のゼブ

ラフィッシュのものではあるが、Nodal シグナルの

下流における心臓の左右非対称性の確立の実行者と

して actomyosin 系が関与していることを示唆して

いる。nodal は脊椎動物間で広く保存されており、

両生類であるアフリカツメガエルにおいても左側

の LPM でnodal 関連遺伝子Xnr-1 (Xenopus nodal 
related-1) が発現し、左右非対称性決定に関与して

いることを我々は報告している 40, 41)。

展望
actomyosin は脊椎動物の内臓進化のツールキット
たり得るか
本論文の最後の論考として、心臓の発生を研究対象

とした本研究の立脚点から、脊椎動物全般のそれを

進化系統学的に展望する。今後は、脊索動物のうち、

脊椎動物とは早期に分岐した頭索動物や、脊椎動物

のプロトタイプたる円口類を用いて心臓や腸管など

の円筒型の器官形成に actomyosin の収縮が関与して

いるのかとの問題意識をもとに研究を拡張し、器官

形成期における actomyosin 系の構成因子のうち具体

的に ( マイナーな family member も含めて ) どの構

成分子が、どの程度、進化的に保存されているのか

を研究したいと考えている。脊椎動物の心臓は右巻

きにルーピングする。さらに、心臓は区画化される

部屋の数は生物種によって異なるが、心室と心房に

より構成される 42)。脊椎動物でも早期に系統学的に

分岐した円口類であるカワヤツメの心臓は原始心筒
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を形成し、他の脊椎動物の心臓形成の区画化に関与

するtbx を原始心筒に発現していることが分かって

いる 43, 44)。また、nodal の下流シグナルであるpitx
は、左側板中胚葉に加えて、心臓中胚葉にも左右非

対称に発現している 44)。これらの点から、脊椎動物

の心臓の形態形成期における actomyosin 系の関与

が円口類以前の祖先種で既に獲得されたものなのか

を研究することは非常に興味深いと考えている。何

故、myosin がこれほどに多様なのか？については、

「様々な動物で、様々な発生プロセスに、その組織

細胞内の微小環境で求められる役割に最適化すべく

fine tuning されて関与するように分子進化してきた

から」という作業仮説を抱えている。本研究を発展

させれば、あまりにも有名な actomyosin というツー

ルキットが、脊椎動物の進化と多様性を語る上でも

欠かせぬツールキットでもあることが示されるかも

しれない。
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序論 
エビやカニなどの甲殻類は硬い外骨格を持つ。外骨

格は主にキチンと炭酸カルシウムからなり、硬いだ

けでなく、しなやかで丈夫である。甲殻類が成長す

るためには、古い外骨格を脱ぎ捨てる必要があり、

その現象を脱皮と呼ぶ。脱皮から脱皮までの期間は、

外骨格の構造変化により脱皮前期、脱皮間期、脱皮

期、脱皮後期に分けることができる。甲殻類の脱皮

は、頭胸部に存在する Y 器官で合成される脱皮ホル

モン（エクジステロイド）により制御されている 1, 2)。

多くの甲殻類で、血中のエクジステロイドが脱皮前

期に上昇することで脱皮が誘導される。

　エクジステロイドによる脱皮の誘導が明らかにさ

れるよりも遥か昔、甲殻類の眼柄を切除すると脱皮

が早まることが示されていた 3)。この現象から、眼

柄の中には甲殻類の脱皮を抑制する因子が存在する

と推測された。眼柄内には X 器官と呼ばれるホルモ

ンを合成する神経分泌細胞群と、合成されたホルモ

ンを一時的に貯蔵するサイナス腺が存在していた。

Abstract:  Molt-inhibiting hormone (MIH) is produced in the X-organ/sinus gland complex 
of the eyestalk. MIH negatively regulates molting hormone (ecdysteroids) synthesis in the Y-
organ. Therefore, MIH is considered to be one of the most important molecules for growth 
regulation in crustaceans. In order to discover new MIH molecules from the whiteleg shrimp 
Litopenaeus vannamei , RNA-seq analysis was conducted in this study. Total RNAs were ex-
tracted from the eyestalk, brain, thoracic ganglia, and abdominal ganglia, and were used for 
library preparation. Pair-end sequencing of the constructed cDNA libraries was performed (3.0 
Mb for each library). As a result, five new MIH molecules were identified and one of them was  
expressed in all nerve tissues. This characteristic gene expression pattern was similar to that 
of the kuruma prawn Marsupenaeus japonicus MIH-B, so this molecule from L. vannamei was 
designated as Liv-MIH-B. Amino acid sequence comparison of Liv-MIH-B and known MIHs in-
dicated that Liv-MIH-B must be a non-eyestalk type molecule. However, the expression level of 
Liv-MIH-B in the eyestalk was very high. Therefore, Liv-MIH-B was considered to be a unique 
MIH molecule that has never been reported.
Keywords:  crustacea, eyestalk hormone, whiteleg shrimp, Litopenaeus vannamei,  molt-
inhibiting hormone 
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材料と方法
ホワイトレッグシュリンプ
奈良県の養殖業者が飼育していたホワイトレッグ

シュリンプの成体エビを実験で使用した。神経ホル

モンの産生器官である眼柄、脳、胸部神経節、腹部

神経節を実体顕微鏡下で摘出した。摘出した 4 つ

の器官は別々に RNAlater ™ Stabilization Solution 
(Thermo Fisher Scientific) の入った 1.5 mL チュー

ブ中に入れ -80 度で保存した。

Total RNA の抽出
眼 柄 は total RNA を 抽 出 す る 前 に 解 凍 し、

RNAlater ™ Stabilization Solution 中で殻と網膜を

除去して眼柄神経節のみを外科的に切り出した。眼

柄神経節、脳、胸部神経節、腹部神経節の Total 
RNA は ISOGEN II（ニッポンジーン）を使用して

抽出し、RNeasy Micro Kit（QIAGEN）を用いて精

製した（雌雄それぞれ n=1）。Total RNA の濃度はナ

ノドロップ（Thermo Fisher Scientific）を用いて測

定した。

RNA-seq 解析
抽 出 し た total RNA を Gene Nex 社 に 送 付 し、

RNA シークエンス解析を行った。ライブラリー

は Eukaryotic Transcriptome Library を 用 い て 作

製された。RNA-seq は 101 bp の paired-end で実

施し、各サンプル約 3.0 G bp のシーケンスを得た。

シーケンスの品質チェックは FastQC プログラム

（version 0.11.2）で実施した。ホワイトレッグシュ

リンプは公共データベースからゲノムとトランスク

リプトームデータが利用可能である（http://www.
shrimpbase.net/lva.download.html）。リードカウン

トには salmon（version 1.4.0）を用いた。

結果
ホワイトレッグシュリンプの神経組織で発現して
いる MIH
今回の解析により、5 種類の MIH mRNA が神経

組織で発現していた。それら 5 種類の MIH のア

ミノ酸配列は、ホワイトレッグシュリンプのゲノ

ム配列から推測された MIH や MIH 様分子のア

ミノ酸配列と完全に一致していた（アクセッショ

ン 番 号 ROT81026, ROT81028.1, XP_027237983, 
XP_027237684.1, XP_027223582.1)。それらのうち、

XP_027223582.1 のみが特徴的な遺伝子発現をして

いた。XP_027223582.1 は今回調べた全ての神経組

織で発現していたが（図 1）、他の 4 種類は眼柄の

みでしか発現していなかった（データ省略）。また、

1990 年、初めてアメリカンロブスターのサイナス

腺から脱皮抑制ホルモン（molt-inhibiting hormone, 
MIH）が単離され、アミノ酸配列が決定された 4)。ア

メリカンロブスターの MIH は、Y 器官でのエクジス

テロイド合成を抑制する活性を有していた。アメリ

カンロブスターの MIH は、1989 年に単離・構造決

定されていたミドリガニの甲殻類血糖上昇ホルモン

（crustacean hyperglycemic hormone, CHH）と類似し

ていた 5)。さらに、アメリカンロブスターの卵黄形

成抑制ホルモン（vitellogenesis-inhibiting hormone, 
VIH）のアミノ酸配列も決定され、VIH も MIH や

CHH と類似のアミノ酸配列を有していた 6)。これら

の眼柄ホルモンは生理活性が異なっているにもかか

わらず、類似するアミノ酸配列を有していることか

ら、1 つのペプチドファミリー（CHH 族）を形成し

ていることが明らかとなった。

　MIH は脱皮を制御することで、甲殻類の成長を制

御している。そのため、MIH に関する情報は甲殻類

の成長を理解する上で重要と考えられるようになり、

世界中で盛んに養殖が行われているクルマエビ科の

エビ類の MIH が次々と同定された。1996 年にクル

マエビのサイナス腺から MIH が精製・単離され 7)、

2005 年には新たに MIH とよく似た分子（MIH-B）
が同定された 8)。クルマエビ MIH-B は MIH よりも

活性は低いものの、有意にエクジステロイドの合成を

抑制した。2002 年、ウシエビにも MIH が 2 種類存

在することが cDNA クローニングにより示された 9)。

それら 2 つの MIH は僅か 2 アミノ酸しか異なってお

らず、一次構造がよく類似していた（同一率 97.4%）。

しかし、それら 2 つの遺伝子が 1 個体由来のゲノム

DNA に別々に存在していたことから、個体差による

違いではないことが明らかとなった。その後も複数

のクルマエビ科のエビ類で研究がすすめられ、MIH
が同一種に複数存在することが示された 10)。

　 ホ ワ イ ト レ ッ グ シ ュ リ ン プ（Litopenaues 
vannamei）は世界で最も盛んに養殖されているクル

マエビ科のエビ類である。そのため、MIH の研究も

進んでいる。現在までに、ホワイトレッグシュリン

プから MIH1、MIH2、MIH like protein、MIH-1、
MIH-2 の 5 種類をコードする cDNA が単離され、報

告されている 11-13)。近年、ホワイトレッグシュリン

プのゲノム配列が解析され、前述の 5 種類に加えて

さらに多くの MIH が存在する可能性が示された 14)。

そこで本研究では、ホワイトレッグシュリンプの神

経組織（眼柄、脳、胸部神経節、腹部神経節）の

RNA シークエンス解析を行い、遺伝子発現してい

る新規の MIH を探索することを目的とした。
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XP_027223582.1 は眼柄、脳、胸部神経節で高発現

していたが、腹部神経節の発現量は低かった（図 1）。
この発現パターンは、クルマエビの MIH-B と類似

していた 8)。そのため本研究では、この特徴的な分

子をホワイトレッグシュリンプ MIH-B（Liv-MIH-B）

と名付けた。

Liv-MIH-B
Liv-MIH-B の前駆体は 141 アミノ酸残基からなり、

N 末端側から 25 アミノ酸残基のシグナルペプチド、

41 アミノ酸残基の前駆ペプチド、2 アミノ酸残基

のプロセシングシグナル、73 アミノ酸残基の Liv-
MIH-B で構成されていた（図 2）。Liv-MIH-B と既

知のホワイトレッグシュリンプ MIH のアミノ酸配

列を比較した結果、Liv-MIH-B は Liv-MIH-I と最

もよく類似していた 12)。しかし、Liv-MIH-B と Liv-
MIH-I は C 末端側の 2 アミノ酸残基が異なっていた

（図 2）。クルマエビの CHH やウシエビの MIH に

おいても、僅か 1 から 2 アミノ酸違いの分子が同一

個体で発現していることが明らかにされている 9, 15)。

これらのことから、Liv-MIH-B と Liv-MIH-I も異な

る分子と考えられた。

討論
ホワイトレッグシュリンプの神経組織で発現して
いる MIH
本研究では神経組織で発現している 5 つの MIH を

見出したが、それらは既知のホワイトレッグシュ

リンプ MIH1、MIH2、MIH like protein、MIH-1、
MIH-2 とはアミノ酸配列が異なっていた 11-13)。この

結果より、ホワイトレッグシュリンプには、未知の

MIH 分子が多数存在していることが明らかとなっ

た。また、本研究で発見した 5 つの MIH 分子は、

神経組織で遺伝子発現していたことから、生体内で

何かしらの機能を果たしていると考えられた。ホワ

イトレッグシュリンプは、RNA 干渉による遺伝子

ノックダウンが有効であることが報告されている 13)。

今後、これら 5 種類の MIH の機能を RNA 干渉によ

る遺伝子ノックダウン実験で調べる予定である。

Liv-MIH-B
Liv-MIH-B と最も良く似ていた Liv-MIH-I にはスプ

ライシングバリアント（Liv-MIH-II）が存在する（図

2）。Liv-MIH-I と Liv-MIH-II は成熟ホルモンの 43
残基目のシステインまではアミノ酸配列が同一であ

るが、それよりも C 末端側のアミノ酸配列は異なっ

ていた。これは、スプライシング様式の違いが原因

で起きることが明らかとなっている。ミドリガニの

CHH でも同様の現象が観察されており、成熟 CHH
の C 末端側にアミド化シグナルが存在する分子は眼

柄で発現し、アミド化シグナルが存在しない分子は

囲心器官で発現していた 16)。その後、同様の選択的

スプライシングが幾つかの CHH 族ペプチドで報告

され、アミド化シグナルが存在する分子は眼柄タイ

プ、アミド化シグナルが存在しない分子は非眼柄タ

イプということが分かった 17)。Liv-MIH-B は C 末端

側にアミド化シグナルが存在しないことから非眼柄

タイプと考えられたが、眼柄で強く発現していた（図図 1．ホワイトレッグシュリンプ MIH-B（Liv-MIH-B）の
神経組織別の遺伝子発現．

図 2．ホワイトレッグシュリンプ MIH-B（Liv-MIH-B），Liv-MIH-I 12)，Liv-MIH-II 12) のアミノ酸配列のアライメント．
実線のボックスはプロセシングシグナルを，点線のボックスは Liv-MIH-B と Liv-MIH-I で異なっているアミノ酸を，グレー
のボックスはアミド化シグナルを示す．三角は 43 残基目のシステインを示す．
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1）。この様に、Liv-MIH-B は既知の知見とは異なる

特徴を有していた。そのため、Liv-MIH-B は新たな

機能を有する可能性も考えられた。Liv-MIH-B には

スプライシングバリアントの眼柄タイプも存在する

と考えられる。今後、Liv-MIH-B だけでなく、スプ

ライシングバリアントの機能を解析していくことで、

Liv-MIH-B の生体内での役割を明らかにしていく予

定である。
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序論 
微小管は真核生物の細胞骨格の一種であり、細胞分

裂、細胞内輸送、細胞の複雑な形態の維持などの重

要な細胞機能の発現に寄与する。これらの機能を発

現するためには、微小管が様々な微小管結合タンパ

ク質（MAPs）と相互作用する必要がある。中でも、

微小管の形成や微小管の束化、他の細胞骨格との架

橋などの微小管の基本構造に関わる哺乳類の MAPs
として MAP2/MAP4/Tau スーパーファミリーが知ら

れている。MAP2、MAP4、Tau はいずれも N 末端

側に突起部位（Projection domain）、C 末端側に微

Abstract:  Microtubule-associated proteins (MAPs) interact with microtubules and regulate 
cell division, cell morphogenesis, cell movement, spindle formation, and intracellular trans-
port. Mammalian MAPs, MAP2, MAP4, and Tau, have a repeating site of the "AP (assembly-
promoting) sequence" in the central part of the microtubule-associated site that directly 
binds to microtubules. Recently, genetic analysis revealed that molecules with repeated AP 
sequences exist throughout the animal kingdom, but it remains unclear whether these mol-
ecules function as MAPs. The purpose of this study was to identify the primordial MAP mol-
ecule using the marine planarian, Stylochoplana pusilla . First, we examined the breeding 
method to maintain S. pusilla  in the laboratory. As a result of changing the diets, the S. pusilla  
chased and preyed on brine shrimp, and the body size and survival rate of the group that ate 
the brine shrimp were high. Furthermore, two S. pusilla  MAP (SpMAP) molecules were identi-
fied based on RNA-seq data. The predicted amino acid sequences were analyzed based on the 
cloned sequences of SpMAP mRNA. As a result, the two types of SpMAPs had different num-
bers of AP sequence iterations, and there were SpMAP_4R with 4 repeating AP sequences and 
SpMAP_5R with 5 repeating AP sequences. SpMAP_4R was missing the 4th AP sequence of 
SpMAP_5R. Mammalian neural MAPs, MAP2 and τ, lack the second AP sequence of systemic 
MAP4, so SpMAPs may also show differences in localization and function such as neuronic and 
systemic. In the future, we will analyze the functional conservation and localization of these 
SpMAPs and clarify the evolutionary conservation of the MAPs family.
Keywords:  microtubule-associated proteins (MAPs), assembly-promoting (AP) sequence, 
Stylochoplana pusilla  
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生類のアフリカツメガエル、軟体動物のジャンボア

メフラシ、線形動物の線虫など様々な生物種に存在

することを明らかにしている。特に、線虫の MAPs
遺伝子（Ptl-1）に関しては、Ptl-1 が試験管内で微

小管を重合させることも明らかにした 3)。新口動物、

旧口動物で共通して MAP ファミリーが存在したこ

とから、MAPs の祖先分子は新口動物、旧口動物に

分岐する前に出現し、その基本的な分子構造と機能

は進化的に保存されている可能性が高い。

　扁形動物カイヤドリヒラムシ（Stylochoplana 
pusilla) は新口動物、旧口動物に分岐点近くに位置

する最も原始的な左右相称動物で、中枢化された

神経（原型脳）をもつ。カイヤドリヒラムシ（図

2A）は岩礁地帯に生息するイシダタミ（Monodonta 
confusa）（図 2B）に共生している。最近、左右相称

動物に普遍的な下垂体後葉ホルモン（バソプレシン /
オキシトシン）の祖先型ホルモンがヒラムシで発見

された 4)。そのため、左右相称動物に普遍的な分子

の探索や中枢神経系のプロトタイプの研究に適して

いると考えられる。しかし、カイヤドリヒラムシの

生態や食性には不明な点が多く、実験室での繁殖維

持方法は確立されていない。そこで本研究では、扁

形動物カイヤドリヒラムシの飼育系の確立と左右相

称動物における始原 MAP の探索を試みた。

材料と方法
実験動物とサンプリング
神奈川県足柄郡真鶴町および神奈川県三浦郡葉

山町芝崎海岸で採取したカイヤドリヒラムシ

（Stylochoplana pusilla）を用いて飼育実験を行っ

た。また、岡山県瀬戸内市牛窓町周辺で採取した

カイヤドリヒラムシを用いて MAPs-like 遺伝子の

同定を行った。カイヤドリヒラムシはイシダタミ

（Monodonta confusa）に片利共生している。採取し

たイシダタミをハンマーで割り、殻の入り口から内

部に生息するカイヤドリヒラムシを採取し、プラス

チックシャーレに海水を入れ飼育した。通常の飼育

は、30℃、恒暗条件下で行い、餌としてブラインシュ

リンプを 3 日に 1 度与えた。また、マリンアート Hi
（Osakayakken, Osaka, Japan）を用いて人工海水を

作製し、飼育水とした。水換えは餌を与えた次の日

に行った。

飼育水の検討
飼育水の影響を解析するため、神奈川県平塚市袖ケ

浜で採取した海水、人工海水 2 種［細谷ら（2019, 
Marine Environmental Research）の海水 5)、マリ

ンアート Hi］を用いて、恒暗条件、30℃で 14 日

小管結合部位（Microtubule-binding domain）をもち、

微小管結合部位はプロリンに富む Pro-rich 領域、繰

り返し領域、尾部 tail に分けられる（図 1）1)。繰り

返し領域には、微小管結合活性をもつ 18 残基アミノ

酸の基本構造 “Assembly-Promoting（AP）配列” が
複数個あり、選択的スプライシングにより AP 配列

の繰り返し数に違いが生じる。哺乳類の MAP2（AP
配列の繰り返し数 ; 3 個）、MAP4（5 個）、Tau（4 個）

の間では AP 配列の相同性が高く、分子進化の過程

で、1 個の AP 配列をもつ祖先分子が重複し、繰り

返しをもつ始原 MAP 分子が誕生し、その後、複数

の分子に分岐したと考えられている 1)。哺乳類にお

いては、MAP2 や Tau は神経特異的に発現する一方

で、MAP4 は神経系も含めた全身で発現する。これ

らのことから、まず動物細胞の形態・機能維持のた

めの MAP4 が獲得され、中枢神経系が獲得された以

降に MAP2-like 分子や Tau-like 分子に分岐したと考

えられるが、哺乳類以外の生物種における MAPs 機
能の普遍性や進化的関連についてはほとんど研究さ

れていない。近年、哺乳類以外の動物種にも AP 配

列の繰り返しを持つ遺伝子が存在することが明らか

になってきたが、MAPs としての機能を持つかどう

かは不明である。我々はこれまでに、哺乳類 MAP4
の AP 配列のアミノ酸配列情報を元にタンパク質

データベースから相同性検索を行い、相同性が高い

581 種類のタンパク質を見出している 2)。また、AP
配列に類似した領域をもち、哺乳類 MAPs と類似す

る MAPs 遺伝子が硬骨魚類のゼブラフィッシュ、両

図 1．microtubule-associated protein (MAP) の基本構造．
N 末端側に突起部位（Projection domain），C 末端側に
微小管結合部位（Microtubule-binding domain）をもつ．
Microtubule-binding domain はプロリンに富む（Pro-rich）
領域，微小管結合活性を持つ assembly-promoting 配列の
繰り返し（repeat）領域、尾部（tail）領域に分けられる．

図 2．カイヤドリヒラムシ（Stylochoplana pusilla）（A）
と宿主のイシダタミ（Monodonta confusa）．スケールバー：
1 mm．
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間飼育した。1 週間に 1 度、倒立顕微鏡（CKX-41, 
Olympus, Tokyo, Japan）でヒラムシの写真を撮影し、

ImageJ（ImageJ 1.44p）を用いてヒラムシの大きさ

（面積）を測定した。

餌の検討
人工海水（マリンアート）中でブラインシュリンプ、

アカムシ、シアノバクテリアの餌を与えて 28 日間、

恒暗条件、30℃で飼育した。ブラインシュリンプ（動

物性の餌）は週に 2 度与え、シアノバクテリアはプ

レートにマット状になるよう培養し、14 日目に 1 度

交換した。1 週間毎にカイヤドリヒラムシの写真を

撮影し、ImageJ を用いてヒラムシの大きさ（面積）

を測定した。

カイヤドリヒラムシStylochoplana pusilla MAP
（SpMAP）遺伝子の探索
カイヤドリヒラムシの RNAseq により得られたトラ

ンスクリプトームの中から、他の動物の MAP ファ

ミリー遺伝子配列と相同性を持つものを BLAST
（Basic Local Alignment Search Tool）を用いて探索

し、SpMAP 候補遺伝子とした。これらの遺伝子の

予測アミノ酸配列を用い、AP 配列の繰り返しを持

つ分子 SpMAP（SpMAP 4R、SpMAP 5R）を同定

した。

SpMAP遺伝子のクローニング
先行研究に従って遺伝子クローニングを行った 6)。

具体的には次のように行った。カイヤドリヒラム

シ の total RNA を NucleoSpin RNA Kit（Takara 
bio，Tokyo，Japan）を用いて抽出した。Total RNA
の濃度はナノドロップ（Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA）を用いて測定した。このTotal RNAか

らOmniscript Reverse Transcriptase (Qiagen, Strassel, 
Germany) を用いて、最終濃度 10 ng/µL になるように

一本鎖 cDNA を合成した。Premix Taq ™ (Ex Taq ™ 
Version 2.0)（Takara bio, Tokyo, Japan）と SpMAP 遺

伝子に特異的なプライマー (Forward; 5’-GTGCGGCC
GCAAGCTATGGAAACCGTTGTGACCA-3’，Reverse; 
5’-AAGGAGATATACATATCAACCACCGCCTGGC
TT-3’，産物サイズ ; SpMAP 4R 684 bp，SpMAP 5R 
774 bp) を用いて PCR を行った。PCR を行ったサン

プルは 1.5% アガロースゲルで泳動し、Ez-Capture 
Ⅱ（ATTO, Tokyo, Japan）を用いて撮影した。泳動

後、目的のバンドを切り出し、FastGene Gel/PCR 
Extraction Kit（Nihon Genetics, Tokyo, Japan）を用

いて、アガロースゲルから DNA を抽出した。抽出し

た DNA を p-GEM-T Easy Vector System（Promega, 

WI, USA）を用いて p-GEM-T-Easy Vector に組み

込んだ。このベクターをE. coli  DH5 α Competent 
Cells（Takara bio）のプロトコルに従い、E. coli 
DH5 αに組み込んだ。目的インサートをもつベク

ターが組み込まれたE. coli  DH5 αを LB 培地で培

養し、増幅した大腸菌から FastGene Plasmid Mini 
Kit（Nihon Genetics）を用いてプラスミド DNA を

精製した。このプラスミドDNAのシーケンスを行い、

塩基配列を決定した。

分子系統解析
既報 2) を参照し、Gene Bank に登録されている

MAP ファミリー遺伝子と SpMAP 遺伝子を用いて

分子系統解析を行った。解析には MEGA X（ver. 
10.1.8）を用いた。

統計解析
カイヤドリヒラムシのサイズは平均±標準誤差で

示 し た。GraphPad Prism8（GraphPad Software, 
San Diego, CA, USA）を用い、one-way analysis of 
variance (ANOVA) あるいは two-way ANOVA で有

意差がみられたものは post hoc Tukey's test を用い

て多群比較を行った。

結果
海水の違いがカイヤドリヒラムシの体のサイズに
与える影響
海水と 2 種の人工海水を用いて飼育水の違いによる

カイヤドリヒラムシの大きさの変化を解析した。飼

育 7 日間で海水飼育群、人工海水 2 種（マリンアー

ト群、細谷らの人工海水群）の体サイズに差はみら

れなかった（図 3A）。一方で、飼育 14 日目では、人

工海水 2 種に比べ、海水飼育群で体のサイズが大き

くなった（図 3A）。これらを定量的に解析した結果、

海水飼育群は 7 日目にかけて体が大きくなり（1.3
倍）、その後 14 日目までサイズが維持されていた（図

3B）。一方で、人工海水で飼育した群では、飼育 7
日で体のサイズはおおきく変わらず、飼育 14 日で飼

育 0 日目よりも体サイズが小さくなる（マリンアー

ト；0.9 倍、細谷らの人工海水；0.8 倍）傾向を示し

た（図 3B）。

餌の違いがカイヤドリヒラムシの体のサイズに与
える影響
カイヤドリヒラムシの食性と成長の関係を調べる目

的で、ブラインシュリンプ（動物性の餌）を与えた

群（ブラインシュリンプ群）、シアノバクテリア（植

物性の餌）を与えた群（シアノバクテリア群）、ブラ



88　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 33, 2022

図 5．カイヤドリヒラムシがブラインシュリンプを捕食す
る様子．カイヤドリヒラムシを入れたシャーレにブライン
シュリンプを入れる（A）と，カイヤドリヒラムシがブラ
インシュリンプへと近づき（B）、群がって捕食する（C）
様子が観察された．スケールバー：200 µm．

図 3．海水の違いがカイヤドリヒラムシの体のサイズに与
える影響．（A）異なる海水で 2 週間飼育した時のカイヤ
ドリヒラムシ．平塚市袖ケ浜で採取した海水で飼育した群
（上段）に比べて、マリンアート（中段），細谷らの人工海
水（下段）で飼育した群では飼育 2 週間で対サイズが小さ
くなった．スケールバー：1 mm. （B）飼育 0 日目の各群
の平均体サイズを’1’とした時の相対体サイズ．○は海水、
■はマリンアート，△は細谷らの人工海水．

図 4．餌の違いがカイヤドリヒラムシの体のサイズに与え
る影響．（A）異なる餌を用いて 28 日間飼育しされたカイ
ヤドリヒラムシ．28 日間絶食させた群（コントロール）
とシアノバクテリア給餌群では，動物性の餌を与えたブラ
インシュリンプ群やブラインシュリンプ＋シアノバクテリ
ア群に比べて体サイズが小さくなった．スケールバー：1 
mm.（B）体サイズの定量解析．*P < 0.05, vs ブラインシュ
リンプ．（C）餌の違いによる生存個体数の違い．○はコン
トロール、■はブラインシュリンプ、△はシアノバクテリ
ア，◇はブラインシュリンプ＋シアノバクテリア給餌群．

インシュリンプとシアノバクテリアを同時に与えた

群（ブラインシュリンプ＋シアノバクテリア群）を

用い、コントロールとして絶食群を用いた（コント

ロール群）。飼育 14 日目までは群間でサイズの違い

はみられなかったが、飼育 21 日目以降、コントロー

ル群とシアノバクテリア群ではブラインシュリンプ

群、ブラインシュリンプ＋シアノバクテリア群に比

べて、サイズが小さくなった（図 4A）。これらを定

量的に解析した結果、飼育 21 日目では、コントロー

ル群とシアノバクテリア群はブラインシュリンプ群、

ブラインシュリンプ＋シアノバクテリア群と比べて、

サイズが小さくなる傾向を示した（図 4B）。また、

飼育 28 日目では、コントロール群、シアノバクテリ

ア群ではブラインシュリンプ群に比べてサイズが有

意に小さくなった（P < 0.05）（図 4B）。さらに、飼

育期間での生存個体数を解析した結果、ブラインシュ

リンプ＋シアノバクテリア群は 28 日間で全個体が生

存していたのに対し、ブラインシュリンプ群では 5
個体、コントロール群とシアノバクテリア群では 4
個体の生存に留まった（図 4C）。

カイヤドリヒラムシによるブラインシュリンプの
捕食
カイヤドリヒラムシを飼育しているシャーレにブラ

インシュリンプを与え、カイヤドリヒラムシがブラ

インシュリンプを捕食する様子を観察した。カイヤ

ドリヒラムシはブラインシュリンプへと近づき（図

5A）、捕食を始める（図 5B）。ブラインシュリンプ

から離れた場所にいたカイヤドリヒラムシがブライ

ンシュリンプへと群がり捕食する様が観察された（図

5C）。

SpMAPの分子構造と系統樹解析
S ｐ MAP 遺伝子特異的なプライマーを用いて PCR
を行った結果、700 bp 付近にバンドが観察された

（予想バンドサイズ：SpMAP 4R 684 bp, SpMAP 5R 
774 bp）（図 6A）。これらの塩基配列を解析し、既

存の MAP ファミリーのアミノ酸配列情報をもと
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に SpMAP のアミノ酸配列を推定した（図 6B, C）。

SpMAP 4R（図 6B）、SpMAP 5R（図 6C）ともにプ

ロジェクションドメイン、プロリンリッチドメイン、

AP 繰り返しドメインと想定される領域が確認され

た。SpMAP 4R では SpMAP 5R の 4 番目の AP 配

列が欠落していた。次に、これら 2 つの SpMAP の

予測アミノ酸配列と、既知の MAP ファミリーのア

ミノ酸配列を用いて系統樹解析を行った（図 7）。そ

の結果、1 個の脊椎動物 MAPs のクレード（紫）と

2 個の無脊椎動物 MAP のクレード（黄色、緑）に

分かれた。脊椎動物 MAPs ファミリーでは神経系

特異的に発現する MAP2、tau のクレード（青）と

全身性に発現する MAP4 のクレード（ピンク）が

あり、先行研究とも一致した。一方で、無脊椎動物

MAPs ファミリーでは線虫やカイヤドリヒラムシを

含むクレード（緑）とアメリカムラサキウニや肝吸

虫を含むクレード（黄色）に別れ、SpMAP_4R と

SpMAP_5R のブートストラップ値は 100％であった

（赤枠）。

討論
今回、カイヤドリヒラムシから AP 配列の数が異な

る 2 種の MAP-like 遺伝子を同定した。SpMAP_4R
では 5 個の AP 配列の繰り返しを持つ SpMAP_5R
の4番目がなく、哺乳類における全身性MAP（MAP4）
と神経性 MAP（MAP2、Tau）の関係とよく似ていた。

今後は、これらの SpMAP の機能的保存性や発現局

在を解析し、MAP ファミリーの進化的保存性を明ら

かにしていく。

　人工海水 2 種で飼育したカイヤドリヒラムシは平

塚の海岸で汲んだ海水で飼育したカイヤドリヒラム

シに比べ、体サイズが小さかった。人工海水は各種

塩濃度と浸透圧が海水と等しくなるように作製され

ている。一方で汲み取った海水には微生物や有機物

が含まれる。各群、ブラインシュリンプを餌として

与えたにも関わらずカイヤドリヒラムシの体サイズ

に差が見られたことから、カイヤドリヒラムシはブ

図 6．カイヤドリヒラムシ MAP-like 遺伝子（SpMAP）
のクローニングと AP 配列の予想アミノ酸配列．（A）
SpMAP 特異的なプライマーを用いた RT-PCR により，
800 bp付近に2種のバンドが観察された．左：マーカー、右：
RT-PCR 産物．（B） SpMAP_4R の AP 配列の予想アミノ
酸配列．（C） SpMAP_5R の AP 配列の予想アミノ酸配列．

図 7．MAPs ファミリーの分子系統樹解析．脊椎動物
MAPs ファミリー（紫）と 2 つの無脊椎動物 MAPs ファ
ミリー（黄色、緑）に分かれた．赤枠：SpMAP．
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ラインシュリンプだけでなく、海水中に含まれる微

生物や有機物も餌として摂取している可能性がある。

カイヤドリヒラムシにはフグ毒のテトロドトキシン

が含まれることが知られており、餌によって体内に

蓄積すると考えられている。そのため、ブラインシュ

リンプ以外のテトロドトキシン含有プランクトンや

藻類などを餌としているのかもしれない。宿主であ

るイシダタミは微小藻類を削り取って食べていると

考えられており、イシダタミの糞を介して、カイヤ

ドリヒラムシが藻類を摂取している可能性もある。

板形動物センモウヒラムシの餌として知られるシア

ノバクテリアをブラインシュリンプと混餌して与え

るとブラインシュリンプ単体給餌よりも 4 週間での

生存個体数が多くなった。最近、カイヤドリヒラム

シがイシダタミの外に出て餌を食べることが報告さ

れた 7)。また今回、カイヤドリヒラムシがブライン

シュリンプに近づき、群がって捕食する様子が観察

された。カイヤドリヒラムシが餌（ラットの血）の

匂いに誘引され、さらにその匂いを記憶することが

報告されており 4)、カイヤドリヒラムシはイシダタ

ミに依存せず、自由に選択的に餌を食べているのか

もしれない。

　ヒラムシやプラナリアといった扁形動物の組織学

解析においては、固定前の 1 週間、絶食させると S/
N 比（signal to noise ratio）が高くなることから、

固定前に絶食させることが多い 8)。今回、2 週間絶食

させてもカイアヤドリヒラムシの体サイズは変わら

なかったことから、恒常的に用いられる固定前 1 週

間の絶食は実験結果にネガティブな影響を与えない

と考えられる。

　今回我々はカイヤドリヒラムシ MAP（SpMAP）
遺伝子を 2 種類同定した。推定アミノ酸配列を解析

すると SpMAP_4R は SpMAP_5R の 4 番目の AP 配

列がない構造をとっていた。哺乳類MAPファミリー

では各 AP 配列の相同性が高く、MAP4 は 5 個の

AP 配列をもち、MAP2 と Tau は最大で 4 個の AP
配列をもつ。哺乳類 MAP2 と Tau は MAP4 の 2 番

目の AP 配列がない構造をとる 1)。中間の AP 配列が

失われた構造をとるという点では、哺乳類 MAP ファ

ミリーとカイヤドリヒラムシの MAP ファミリーに

は共通性がある。哺乳類 MAP4 は全身の細胞で発

現する一方で、MAP2 と Tau は神経細胞特異的に発

現し、MAP2 は樹状突起マーカー、Tau は軸索マー

カーとして知られている。扁形動物は中枢化された

神経系を初めて獲得した動物と考えられており、今

回同定した SpMAP_5R と SpMAP_4R は系統樹解析

でもブートストラップ値が 100 であったことから、

SpMAP_5R と SpMAP_4R は哺乳類の全身性 MAP

と神経性 MAP の原型とみなせるかもしれない。今後、

これらの SpMAP の発現局在を解析し、全身性と神経

性のような局在の違いを明らかにすることで、左右相

称動物における始原 MAP の機能と神経性、全身性の

分化を明らかにしていきたい。
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序論 
南極海に生息するナンキョクオキアミは、水深 200 
mよりも浅い表層にパッチ（群）を形成する。ナンキョ

クオキアミの形態はエビ類と酷似しているものの、

エビ類を含む軟甲綱、ホンエビ上目、十脚目とは異

なり、軟甲綱、ホンエビ上目、オキアミ目に属して

いる。ナンキョクオキアミは南極海に生息する多く

の大型動物の餌生物であることから、南極の生態系

全体に影響を持つキーストーン種と考えられている。

ナンキョクオキアミの資源量は 6,000 万トンから 1.5

億トンと推測されており、単一種としては地球上で

最大の生物量と考えられている 1)。

　ナンキョクオキアミはオキアミ属（genus 
Euphausia）の最大種で、体長は 50~60 mm に達す

る 2)。ナンキョクオキアミの体は、頭胸部と腹部か

らなり、腹部の先端には尾節が存在する。頭胸部に

は 1 対の複眼、2 対の触角、6 対の胸脚がある。一

般的に、オキアミの仲間は胸脚が 8 対存在するが、

ナンキョクオキアミの胸脚は後方の 2 対が退化して

Abstract:  The Antarctic krill Euphausia superba has ten photophores, a single pair on the 
eyestalks, two pairs on the thorax, and four unpaired organs on the abdomen. The biolumines-
cence emitted by the photophores is used for camouflage from predators below and intraspecific 
communication. The photophores are considered to be regulated by the nervous and endocrine 
systems, but hormonal molecules that control the photophores have never been identified. In 
this study, transcriptome analysis of the eyestalk from E. superba, which is the biggest gan-
glion in the central nervous system and most important endocrine organ in crustaceans, was 
conducted. As a result, a transcript encodeing red pigment-concentrating hormone (RPCH) 
was identified. RPCH is known to be secreted from nerve endings and act as a neurotransmit-
ter and neuromodulator. Therefore, the Antarctic krill RPCH may regulate photophores on the 
thorax and abdomen. Moreover, ten transcripts encode pigment-dispersing hormone (PDH). 
PDH regulates the light-adapting migration of pigment granules in the distal pigment cells of 
the compound eye. The strong association between vision and bioluminescence suggests that 
some PDHs identified from the Antarctic krill may regulate photophores in addition to body 
color change. The transcriptomic data obtained in this study will contribute to further elucida-
tion of the endocrine regulation of photophores in the Antarctic krill.
Keywords:  Antarctic krill, Euphausia superba, eyestalk hormone, red pigment concentrating 
hormone, pigment dispersing hormone
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RNeasy Micro Kit（QIAGEN）を用いて精製した（雌

雄それぞれ n=1）。Total RNA の濃度はナノドロップ

（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。

RNA-seq解析
抽出した total RNA を Gene Nex 社に送付し RNA
シークエンスを行った。ライブラリーは Eukaryotic 
Transcriptome Library を用いて作製された。RNA-
seq は 101 bp の paired-end で実施し、各サンプル

約 3.0 G bp のシーケンスを得た。シーケンスの品質

チェックは FastQC プログラム（version 0.11.2）で

実施した。ナンキョクオキアミは利用可能なレファ

レンスがないため、Trinity（version 2.9.1）を用い

て de novo assembly を行なった。さらに遺伝子モデ

ルの冗長性を排除するため evidentialgene（https://
sourceforge.net/p/evidentialgene/discussion/general/
thread/a4f0e29f/）を用いて主要な transcripts の抽

出を行なった。リードカウントには salmon（version 
1.4.0）を用いた。さらに類似配列を有するコンティ

グに起因するマッピング率低下を改善するため、発

現パターンに基づいてコンティグを階層的にクラ

スタリングする Corset（version 1.09）を実施し

た。Corset から集約したコンティグの fasta ファイ

ル（ナンキョクオキアミの de novo assembly した

遺伝子モデル）を出力し、高速 Blast ツールである

DIAMOND（version 0.9.22）により BlastX 解析を

実施した。

いる 2)。オキアミ類は、胸脚の剛毛を使って植物プ

ランクトンを海水から濾過し、摂食している。ナン

キョクオキアミの腹部には 5 対の腹脚があり、それ

らは遊泳のために使われる。

　ナンキョクオキアミは発光器を有しており、光を放

つことができる。発光器は眼柄に 1 対、胸脚に 2 対、

腹脚の基部に 4個の合計 10個が存在する 3)。ナンキョ

クオキアミの発光器は、発光細胞層と反射細胞層から

なり、前面には水晶体が発達している 4, 5)。発光器は

筋肉によって回転させることができる。この様に、発

光器は光受容器である眼に匹敵する高度な構造を有し

ている。発光器による発光はオキアミの影を打ち消し、

捕食者から発見されにくくするカモフラージュシステ

ムとして機能していると考えられている 4)。また、同

種間のコミュニケーションに使われているという説

も唱えられている 6)。

　発光器の発光は神経により制御されている。オキ

アミ類のMeganyctiphanes norvegica では、腹部の神

経に電気刺激を加えると発光器が発光することが示

されている 6)。また、セロトニンを注射すると発光器

が発光することから、セロトニン作動性ニューロン

の支配を受けていると考えられている 7)。一方、サク

ラエビでは、眼柄を切除すると強い発光が誘導され

る 8)。この結果より、発光器は眼柄で合成されるホル

モンにより制御されていると考えられている 8)。しか

し、どの眼柄ホルモンが発光器を制御しているのか

は明らかとなっていない。

　活きたナンキョクオキアミを入手することは難し

いことから、ナンキョクオキアミの眼柄ホルモンの

知見は皆無であった。本研究では、ナンキョクオキ

アミの発光器を制御するホルモンを探索することを

目的として、ナンキョクオキアミの眼柄で発現して

いる遺伝子の網羅的な解析を行った。

材料と方法
ナンキョクオキアミ
名古屋港水族館で継代飼育されているナンキョクオ

キアミを実験に用いた。2019 年 6 月 12 日から 10
月 22 日にかけてナンキョクオキアミの雌 7 尾と雄

8 尾から眼柄を摘出し、使用するまで RNAlater ™ 
Stabilization Solution（Thermo Fisher Scientific）
中で保存した。

Total RNAの抽出
RNAlater ™ Stabilization Solution で保存していた

ナンキョクオキアミの雌雄の眼柄から眼柄神経節の

みを外科的に切り出した。眼柄神経節の Total RNA
は ISOGEN II（ニッポンジーン）を使用して抽出し、

図1．ナンキョクオキアミの赤色色素凝集ホルモン（RPCH）
をコードする cDNA の塩基配列と演繹アミノ酸配列．下
線はシグナルペプチドを，太字は RPCH を，ボックス
はアミド化シグナルを，斜体は RPCH precursor-related 
peptide を示す．
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結果
ナンキョクオキアミの眼柄で発現している遺伝子
の網羅的解析
RNA-seq 解析で得られた配列の新規アセンブルによ

り、39,611 個のコンティグが構築された。そのうち

BlastX により 19,031 遺伝子にアノテーションが付

与された。

ナンキョクオキアミの赤色色素凝集ホルモン（RPCH）

ナンキョクオキアミ RPCH cDNA の塩基配列と演

繹アミノ酸配列を図 1 に示す。ナンキョクオキア

ミ RPCH の cDNA は 942 bp からなり、312 bp の

Open reading frame（ORF）を持ち、104 アミノ酸

残基からなるナンキョクオキアミ RPCH の前駆体を

コードしていた（図 1）。ナンキョクオキアミ RPCH
の前駆体は N 末端側から、25 アミノ酸残基からなる

シグナルペプチド、8 アミノ酸残基からなるナンキョ

クオキアミ RPCH、3 アミノ酸残基（Gly-Lys-Arg）
からなるアミド化シグナル、68 アミノ酸残基からな

る RPCH precursor-related peptide と呼ばれる機能

不明のペプチドにより構成されていた（図 1）。ナン

キョクオキアミ RPCH の N 末端の Gln はピログル

タミル化され pGlu に、C 末端の Trp はアミド化さ

れると推測されたことから、成熟型のナンキョクオ

キアミ RPCH の一次構造は「pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-
Pro-Gly-Trp-NH2」と推定された。

ナンキョクオキアミの色素拡散ホルモン（PDH）

今回の解析で得られたコンティグの中には 10 個の

ナンキョクオキアミ PDH 前駆体と推測される配列

が存在した。それらの塩基配列から推測した成熟型

のナンキョクオキアミ PDH は 3 種類であった（図

2）。それらをナンキョクオキアミ PDH-I から PDH-

III と名付けた。3 種類のナンキョクオキアミ PDH
はいずれも 24 アミノ酸残基からなり、C 末端の Leu
はアミド化されると推測された。3 種類のナンキョ

クオキアミ PDH は、N 末端側 12 残基目までのアミ

ノ酸配列は既知の PDH と良く似ていたが、13 残基

目以降の配列には相同性は見られなかった。3 種類

のナンキョクオキアミ PDH には、既知の PDH には

存在しない特徴的な 6 アミノ酸残基が挿入されてい

た（図 2）。

討論
ナンキョクオキアミ RPCH
RPCH は甲殻類の赤色色素胞内の色素顆粒を凝集さ

せる作用を持ち、体色調節に関わっていると考えら

れている 9)。また、神経終末から分泌され神経伝達

物質や 10)、神経調節物質としても働く 11)。これらの

ことから、RPCH は発光器を制御している可能性が

あると考えた。本研究により明らかにしたナンキョ

クオキアミ RPCH のアミノ酸配列は、既知の RPCH
と完全に一致していた（図 1）。この結果とナンキョ

クオキアミにも赤色色素胞が体表に存在することを

考慮すると、眼柄で発現するナンキョクオキアミ

RPCH は既知の甲殻類と同様に体色調節に関わって

いると考えられた。一方、RPCH は眼柄以外の神経

組織でも発現していることが明らかとなっている。

ホワイトレッグシュリンプの RPCH は眼柄に加え

て、脳、胸部神経節、腹部神経節でも遺伝子発現が

観察された 12)。ナンキョクオキアミでも RPCH が胸

部神経節や腹部神経節で発現しているのなら、胸脚

や腹脚基部に存在する発光器を制御している可能性

も考えられる。今後、ナンキョクオキアミ RPCH の

組織別遺伝子発現を調べることからスタートする必

要がある。

図 2．ナンキョクオキアミの色素拡散ホルモン（PDH）と既知 PDH のアミノ酸配列のアライメント．実線のボックスは
全てのタイプで保存されているアミノ酸を，斜線のボックスはαタイプに特徴的なアミノ酸を，グレーのボックスはγタ
イプに特徴的なアミノ酸を示す．P. borealis 13)，P. jordani 14)，U. pugilator 15)，C. sapidus 16)，R. microptera 17)，M. 
japonicus 19)．
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ナンキョクオキアミ PDH
PDH は甲殻類の色素胞内の色素顆粒を拡散させる作

用を持ち、RPCH と同様に体色調節に関わっている

と考えられている 9)。また、複眼に存在する遠位色

素細胞に含まれる色素顆粒の移動も制御している 9)。

発光器は周囲の光環境の影響を受けていることから、

光受容に関わる遠位色素細胞を制御している PDH
は発光器を制御している可能性があると考えた。本

研究により明らかにしたナンキョクオキアミ PDH
のアミノ酸配列は、既知の PDH とは異なり特徴的

なアミノ酸配列を有していた（図 2）。ナンキョクオ

キアミの PDH には 6 アミノ酸残基が挿入されてお

り、これまでに明らかにされている PDH の２つの

サブグループ（αタイプとβタイプ）とは明らかに

異なっていた。そのため、本研究で明らかにしたナ

ンキョクオキアミの PDH は 3 つめのサブグループ

（γタイプ）を形成すると考えられた。この結果よ

り、ナンキョクオキアミの PDH は、既知の PDH と

は異なる新規の生物活性を持つ可能性が考えられた。

3 種類のナンキョクオキアミ PDH は化学合成が可

能なサイズのため、今後、合成ナンキョクオキアミ

PDH を用いて発光器の発光を誘導するかどうかを試

みる予定である。
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序論 
レチノイン酸は、発生過程での様々な器官形成に必

須な因子であるばかりでなく、成体組織で細胞機能

調節に関わる脂溶性の生理活性物質でもある。レチ

ノイン酸は細胞内でビタミン A であるレチノールか

ら代謝を経て合成される。レチノールからアルコー

ル脱水素酵素によりレチナールが生じ、続いてレ

チノアルデヒド脱水素酵素（RALDH）によりレチ

ナールからレチノイン酸が生じる 1)。哺乳類では、

RALDH ファミリー分子として RALDH1、2、3、4
が存在する。細胞内で合成されたレチノイン酸は核

内に移行し、核内受容体であるレチノイン酸受容体

（RAR）とレチノイド X 受容体（RXR）に結合する。

RAR と RXR はヘテロダイマーを形成し、レチノイ

ン酸と RAR/RXR の複合体は、遺伝子調節領域に存

Abstract:  Retinoic acid (RA) is a lipid-soluble bioactive substance, which is not only an es-
sential factor in organogenesis, but is also involved in the regulation of cell functions in adult 
tissues. RA is synthesized from retinoids through oxidation processes, in which the retinalde-
hyde dehydrogenase (RALDH) family converts from retinal to RA. We previously reported that 
RALDH2 and RALDH3 were expressed in the developing anterior pituitary gland of rats. How-
ever, these RALDH-expressing cells have not been characterized. The present study aimed to 
clarify the spatiotemporal relationship between mRNA expressions of RALDHs and pituitary-
specific transcription factors (Prop1 and Pit-1) in the pituitary primordium of rat embryos. By 
in situ hybridization using digoxigenin-labeled cRNA probes, we successfully detected mRNA 
expressions for RALDH2, RALDH3, Prop1, and Pit-1. The results showed that RALDH2 and 
RALDH3 were expressed specifically in Rathke’s pouch on embryonic day 11.5 (e11.5), and 
were subsequently distributed in the pituitary primordium. On the other hand, the expression 
of Prop1 was observed from e12.5, and then was decreased after e15.5. Pit-1 mRNA was first 
detected on e15.5, and became distributed throughout the entire pituitary primordium during 
development. Moreover, Pit-1-positive cells expressed RALDH2 and RALDH3 in the pituitary 
primordium on e17.5. These results suggest that stem/progenitor cells of the anterior pituitary 
gland express RALDH2 and RALDH3. RA may act in an autocrine and/or paracrine manner to 
induce hormone-producing cells in the pituitary.
Keywords:  retinoic acid, retinaldehyde dehydrogenase, Prop1, Pit-1, embryo, rat 
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奈川大学理学部動物実験委員会の承認をうけて実施

した。

組織固定および凍結切片作製
妊娠動物にペントバルビタールナトリウムを過剰

に腹腔内投与し安楽死させたのち、胎仔を取り

出した。胎仔もしくは胎仔の頭部を速やかに 4% 
paraformaldehyde（PFA）in 0.05 M phosphate 
buffer（PB）（pH 7.4）に移し、4℃、一晩で浸漬固

定を行った。その後、組織を 30% sucrose in 0.05 M 
PB に移し、4℃で 2 晩以上かけて置換した。そして、

組織を Tissue Tek compound（Sakura Finetechnical 
Co., Tokyo, Japan）に包埋し、急速凍結した。凍

結包埋ブロックをクリオスタット（CM3000, Leica 
Inc., NY, USA）を用いて、8 µm 厚の凍結切片を作

製した。作製した凍結切片は MAS コートスライド

グラスに張り付け、風乾後、-80℃で保存した。

In situ hybridization
ラット下垂体前葉 cDNA から PCR 法を用いて以

下の遺伝子断片を増幅した。用いたプライマーは

RALDH2（NM_053896; 1488-2079） は forward 
primer（5’-ATG GGT GAG TTT GGC TTA CG-
3’） お よ び reverse primer（5’-CCT GCT GGA 
AGG ACT CAA AG-3’）、RALDH3（NM_153300; 
396-1002）は forward primer（5’-CGA CCT GGA 
GGG CTG TAT TA-3’）および reverse primer（5’
-CTC TTC TTG GCG AAC TCC AC-3’）、Prop-1
（NM_153627.1; 1-612） は forward primer（5’
-GCC ATG GAA GCT CAA AGA AG-3’） お よ び

reverse primer（5’-CAG ATG ACC AGT GTG 
GGT TG-3’）、Pit-1（NM_013008.2; 135-706） は

forward primer（5’-TTT CAC CTC GGC TGA 
TAC CT-3’） お よ び reverse primer（5’-CCT 
CCA GCC ACT TGG ATA AA-3’）である。増幅し

た遺伝子断片は、pGEM-T easy vector（Promega, 
Madison, WI, USA）に挿入し、クローンを得た。

得られたクローンを鋳型として、各遺伝子に特異

的な digoxigenin（DIG）ラベルしたアンチセンス

もしくはセンス一本鎖 RNA プローブを DIG RNA 
labeling kit（Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, 
Germany）を用いて合成した。In situ hybridization 
は既報の通りに行った 8)。切片を proteinase K（5 
µg/ml）で 37℃、3 分間処理した後、4% PFA in 0.1 
M PB で 1 分間固定した。0.25% 無水酢酸を含ん

だ 0.1 M triethanolamine で 10 分間処理した。DIG
ラベルした RNA プローブを 50% formamide, 10% 
dextran sulfate（Wako Pure Chemical Industries, 

在するレチノイン酸応答配列に結合することで遺伝

子発現を調節する。

　下垂体前葉は口腔外胚葉由来のラトケ嚢から生じ

る。発生過程でラトケ嚢の細胞は、増殖と分化を通

して下垂体前葉ホルモン産生細胞へと成る。この

際、多くのシグナル分子が下垂体発生を誘導する。

例えば、間脳から分泌される線維芽細胞増殖因子

（FGF8、FGF10、FGF18）、骨形成因子 4（BMP4）、
wingless-type MMTV integration site 5a（WNT5a）
およびラトケ嚢から産生される BMP2 、WNT4 や

口腔上皮で産生される Sonic hedgehog が時期・空間

特異的に協調して下垂体の形成に関与する 2-6)。しか

し、下垂体形成や細胞分化の誘導メカニズムはまだ

十分には明らかになっていない。

　マウス胎生の下垂体前葉原基では RALDH2 7) が、

ラットでは RALDH2 と RALDH3 が発現している

ことが報告されている 8)。これらのことから、下垂

体前葉原基でレチノイン酸が合成されていると考え

られている。また、マウス 9, 10) およびラット下垂体

前葉原基で RAR、RXR の発現が報告されており 11)、

下垂体前葉原基の細胞はレチノイン酸を受容すると

考えられる。さらに、ラット下垂体プロラクチン腫

瘍から樹立された非ホルモン産生細胞株である MtT/
E 細胞にレチノイン酸を処理することで、成長ホル

モン産生細胞への分化を誘導することができる 12)。

これらのことから、下垂体の形成過程でレチノイン

酸は局所で産生され、傍分泌もしくは自己分泌を介

して下垂体前葉細胞の分化誘導因子として作用して

いると考えられる。しかし、下垂体形成過程おいて

どのようなタイプの下垂体前葉細胞が RALDH を発

現しているのかは分かっていない。そこで本研究で

は、下垂体原基におけるレチノイン酸合成細胞を同

定することを目的とし、In situ hybridization 及び免

疫組織化学を用いて RALDH と下垂体前葉前駆細胞

で発現する転写因子である Prop1 と Pit-1 との発現

パターンを比較した。

材料と方法
実験動物
成熟ラット（Wistar 系統；9 － 12 週齢）を日本

SLC 社（Shizuoka, Japan）より購入した。 動物

は明期 12 時間／暗期 12 時間の環境で、餌と水は

自由に摂取できる状態で飼育した。雌雄を交配さ

せ、膣スメアにより精子を確認した日を胎生 0.5 日

（embryonic day: e0.5）と定めた。動物実験は、文部

科学省の「研究機関における動物実験に関する基本

指針」に基づいて行い、自治医科大学医学部動物実

験委員会、神奈川大学理学部動物実験安全要綱、神
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Ltd., Osaka, Japan）, 3xSSC, 120 mM PB（pH 7.4）, 
1x Denhardt solution（Nacalai Tesque Inc., Kyoto, 
Japan）, 125 µg/ml tRNA（Invitrogen, CA, USA）, 
と 100 µg/ml sonicated sperm DNA（Invitrogen） を
含むハイブリダイゼーションバッファーに加え、切

片に滴下し、55℃ で一晩反応させた。切片を 55℃
の 5xSSC、2xSSC、そして 0.2xSSC で洗浄した。切

片に alkaline phosphatase-conjugated 抗 DIG 抗体

（Roche Diagnostics GmbH；1:1000 希釈）を滴下し、

1 時間反応させた。切片に 4-nitroblue tetrazolium 
chloride と 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
（Roche Diagnostics GmbH）を滴下し、一晩反応さ

せた。流水にて反応を停止させ、蒸留水で洗浄後、

Aquatex（Merck, Darmstadt, Germany）で封入した。

In situ hybridizationと免疫染色による二重染色
RALDH2 または RALDH3 の In situ hybridization
の後に、切片を PBS で洗浄し、2% 正常ウマ血清を

含んだ PBS を室温、30 分間、処理した。その後、

切片を PBS で洗浄し、抗 Pit-1 ウサギ抗体（Santa 
Cruz Biotechnology, TX, USA；1:100 希釈）を滴下し、

室温で一晩反応させた。PBS で洗浄し、ビオチン化

ヤギ抗ウサギ IgG（BA-1000, Vector Laboratories, 
CA, USA；1:150 希釈）を滴下し、室温で 30 分間反

応させた。PBS で洗浄した後，avidin-biotinylated 
HRP-complex（PK-4000, Vector Laboratories） を

滴下し、室温で 30 分間反応させた。PBS で洗

浄 後、DAB 溶 液（0.02% 3,3-diaminobenzidine-
tetrachloride，0.006% 過酸化水素水 in 0.05 M Tris-
HCl, pH 7.6）で 5 分間発色させた後、流水にて洗浄

した。蒸留水で洗浄後、Aquatex で封入した。光学

顕微鏡（BX53, Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観

察し、画像はデジタルカメラ（DP74, Olympus）を

用いて取得した。

結果
Prop1と RALDHの発現領域の解析
In situ hybridization によりラット胚における

RALDH2、RALDH3 および Prop1 の mRNA 発現

を観察した（図 1）。下垂体前葉原基は口腔上皮の陥

入により生じたラトケ嚢より形成される。ラットの

e11.5 ではラトケ嚢が観察された（図 1A-C）。その後

の経過を観察すると、ラトケ嚢は次第に肥厚し、口

腔上皮との連絡がなくなり、下垂体が形成されていっ

た。RALDH2、RALDH3 および Prop1 の遺伝子発

現領域は下垂体原基に限局していたが、発現時期に

違いがみられた。e11.5 では、RALDH2、RALDH3
はラトケ嚢全域で強い発現が確認された（図 1A, B）。

さらに e12.5 から e15.5 にかけて、RALDH2（図

1D, G, J, M）と RALDH3（図 1E, H, K, N）は下垂

体前葉原基で発現し続けていることが分かった。一

方、Prop1 は e11.5 のラトケ嚢では僅かにしか発現

しておらず（図 1C）、e12.5 のラトケ嚢で明瞭な発

現が確認され（図 1F）、その発現強度は、e14.5 を境

に減弱した（図 1I, L, O）。

Pit-1発現細胞と RALDH発現細胞の解析
次に、e15.5 から e17.5 における胚での RALDH2、
RALDH3 お よ び Pit-1 の mRNA 発 現 を In situ 
hybridizationにより解析した。RALDH2とRALDH3
は e17.5 にかけて下垂体前葉原基で強い発現が観察

された（図 2）。Pit-1 mRNA は e15.5 の下垂体前葉

原基で僅かに発現が認められた（図 2C）。その後、

e16.5 から e17.5 にかけて発現細胞の増加が観察され

た（図 2F, I）。Pit-1 が発現する領域に一致するよう

にRALDH2とRALDH3の発現も確認された。さらに、

Pit-1 発現が増加した e17.5 の胎仔下垂体前葉原基

において、RALDH2、RALDH3 mRNA 発現細胞と

Pit-1 発現細胞との局在を調べた（図 3）。RALDH2 
mRNA を In situ hybridization で、また Pit-1 を免

疫組織化学で検出したところ、細胞質に RALDH2 
mRNA が発現し、核に Pit-1 陽性を示す細胞が検出

された（図 3B）。同様に、細胞質に RALDH3 mRNA
シグナルが検出され、核に Pit-1 免疫陽性となる細胞

も観察された（図 3D）。一方、Pit-1 陰性の RALDH2
発現細胞や RALDH3 発現細胞も観察されたが、これ

らは Pit-1 を発現する前の未分化の細胞であるか、も

しくは非 Pit-1 系譜の細胞であると考えられる。

討論
本研究から、ラットの胎生期では、RALDH2 と

RALDH3 は Prop1 の出現より早期に e11.5 のラト

ケ嚢で発現していることが明らかとなった。また、

Prop1 発現が減少し、Pit-1 発現が増加する e15.5
でも RALDH2 と RALDH3 の発現は維持されてい

た。さらに、e17.5 では Pit-1 産生細胞で RALDH2、
RALDH3 が発現していることも明らかとなった。こ

れらのことから、ラット下垂体前葉原基において未

分化細胞は RALDH2 と RALDH3 を発現し、レチ

ノイン酸を合成していると考えられる。そして、レ

チノイン酸は自己分泌もしくは傍分泌により下垂体

前葉前駆細胞に作用し、段階的に Prop1 発現細胞、

Pit-1 発現細胞への分化を促進する因子として働いて

いることが考えられた（図 4）。
　Prop1 は下垂体前葉前駆細胞で特異的に発現する

転写因子であり、Prop1 欠損マウスは下垂体形成異
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図1．ラット胎生期e11.5からe15.5の下垂体前葉原基におけるRaldh2, Raldh3, Prop1発現．A, B, C．e11.5．D, E, F．e12.5．G, 
H, I．e13.5. J, K, L. e14.5．M, N, O. e15.5．矢尻は下垂体前葉原基を示している . スケールバー : 200 μm．
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常となる 13)。また、Prop1 変異は複合下垂体ホルモ

ン欠損症（combined pituitary hormone deficiency）
を引き起こす 14, 15)。これらのことから、Prop1 は下

垂体前葉細胞の発生、細胞分化に必須な転写因子

であると考えられている。我々は、レチノイン酸

が Prop1 の発現を誘導する分子である可能性を報告

している 11)。ラット胚を用いて、下垂体前葉原基で

の Prop1 mRNA 発現領域に一致して、RALDH2、 
RALDH3 およびレチノイン酸受容体（RAR α、

RAR β、RAR γ）が発現していることを観察して

いる 11)。また、Prop1 遺伝子の上流にレチノイン酸

受容体結合領域があり、下垂体原基の器官培養にレ

チノイン酸を添加することで、Prop1 発現を増加さ

せることを明らかにした 11)。本研究により、Prop1
が発現する以前から RALDH2 と RALDH3 はラト

ケ嚢で発現していたことから、下垂体発生初期に局

所で合成されたレチノイン酸が Prop1 の発現を引

き起こす誘導因子としての働きがあることが予想さ

れる。すなわち、下垂体前葉原基の局所で合成され

るレチノイン酸は下垂体細胞の分化の初期から働く

因子であることが考えられる。一方、本研究から、

RALDH の発現は発生を通して維持されていたが、

Prop1 の発現は減少していったことから、レチノイ

ン酸は Prop1 の発現維持に必須ではないと推測され

る。下垂体前葉原基でレチノイン酸が合成され続け

ても、Prop1 が減少していくメカニズムについては

今後明らかにすべきである。

　Prop1 は転写因子 Pit-1 の発現を誘導する転写因子

でもある 16, 17)。Prop1 は Pit-1 の発現を誘導すると

発現が消失することから、両者が共存することはな

い 18)。本研究でも、e15.5 で Pit-1 発現が増加し始め

ると、Prop1 の発現が減少していくことが確かめら

れた。本研究から、Pit-1 が発現する以前から下垂体

前葉原基では RALDH2 と RALDH3 が発現している

ことが観察できたが、我々のこれまでの研究でも同

様の観察結果を報告している 8)。先行研究で、Pit-1
遺伝子の上流にレチノイン酸応答配列が存在し、レ

チノイン酸は Pit-1 発現を促進することが報告され

図2．ラット胎生期e15.5からe17.5の下垂体前葉原基におけるRaldh2, Raldh3, Pit-1発現．A, B, C．e15.5．D, E, F．e16.5．G, 
H, I．e17.5．矢尻は下垂体前葉原基を示している．e15.5で僅かにPit-1発現が確認される（C: 矢印）．スケールバー : 200 μm．
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ている 19, 20)。これらのことから、レチノイン酸は発

生過程の下垂体前葉前駆細胞で Pit-1 の発現を誘導

する作用が推測される。また、本研究から Prop1 発

現が減少した以降も、Pit-1 陽性の RALDH2 発現細

胞とRALDH3発現細胞が観察できた。このことから、

図 3．ラット胎生期 e17.5 の下垂体前葉原基における Raldh2, Raldh3 と Pit-1 の二重染色 . 右図は左図の線で囲った領域を
拡大した . A, B. Raldh2 の ISH と Pit-1 の免疫組織化学による二重染色．核に Pit-1 免疫陽性反応（褐色）が認められる細
胞の細胞質に , Raldh2 mRNA シグナル（紫色）が確認される（矢尻）．C, D. Raldh3 の ISH と Pit-1 の免疫組織化学によ
る二重染色 . 核に Pit-1 免疫陽性反応（褐色）が認められる細胞の細胞質に , Raldh3 mRNA シグナル（紫色）が確認される（矢
尻．スケールバー（A, C）: 200 µm,（B, D）: 20 µm．

図 4．下垂体前葉細胞の分化過程におけるレチノイン酸の作用メカニズム．RALDH2 と RALDH3 は下垂体未分化細胞で
発現し，レチノイン酸 (RA) を合成していると考えられる．RA は自己分泌／傍分泌により作用し，段階的に Prop1, Pit-1
の発現を誘導することで下垂体前葉細胞の分化を促進することが予想される．

下垂体前葉原基の Pit-1 陽性細胞はレチノイン酸を

合成し、自己分泌もしくは近傍の Pit-1 陽性細胞に

対する傍分泌により、Pit-1 発現を促進していると考

えられる。

　Pit-1 発現細胞からは、下垂体前葉ホルモン産生細
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胞のうち成長ホルモン（GH）産生細胞、プロラク

チン（PRL）産生細胞、甲状腺刺激ホルモン（TSH）

産生細胞が分化してくる。このうち少なくとも GH
産生細胞の分化にレチノイン酸が関与することが知

られている。GH 遺伝子の上流にはレチノイン酸応

答配列が存在し、レチノイン酸は GH 遺伝子発現を

促進する 21)。また、ラットのエストロゲン誘発プロ

ラクチン産生腫瘍から樹立された細胞株である MtT/
E 細胞は、Pit-1 陽性ではあるが、ホルモンを産生し

ない。この MtT/E 細胞にレチノイン酸を処理するこ

とで GH を産生するようになる 12)。さらに、Cheng
らは、ラットの下垂体原基から細胞を分散し、レチ

ノイン酸を加えて培養すると、レチノイン酸を添加

しない群に比べて GH 産生細胞が多く出現し、培養

上清中の GH 量が増えることを報告している 22)。こ

れらのことから、レチノイン酸は GH 産生細胞の分

化を促進する因子として作用すると考えられる。し

かし、下垂体前葉原基でレチノイン酸が自己分泌

により Pit-1 産生細胞から GH 産生細胞に分化する

かどうかは不明である。ラットにおいて、Pit-1 は

e15.5 で発現し始め、続いて e17.5 から GH が発現

する 23)。すなわち、本研究で Pit-1 と RALDH との

共存が確認された e17.5 の時期に GH 産生細胞が出

現してくる。下垂体前葉原基の GH 産生細胞の出現

と RALDH2 や RALDH3 発現の関連性を解明するこ

とは今後の課題である。また、レチノイン酸が Pit-1
発現細胞から PRL 産生細胞や TSH 産生細胞に分化

する際への影響についても未解明であり、今後レチ

ノイン酸の機能解析を詳細に検討することで下垂体

形成の理解へ繋がることが期待される。
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序論 
相模湾は伊豆半島から三浦半島を経て房総半島に至

る、太平洋にむかって開かれた湾である。この湾の

沖合には黒潮が流れる一方で、複数の河川から淡水

が流入し、湾内には複雑な環境が形成されている 1)。

中でも平塚市周辺の海域は、相模川からの淡水の流

入にくわえて、平塚海谷と呼ばれる特異な海底地形

が存在し、環境が複雑に変動している 2)。この変動

する環境にあっても、様々な生物が植物プランクト

ンの行なう光合成・一次生産に支えられて棲息して

いることにかわりはない。この海域で植物プランク

トンを解析し、生息環境と対応付けて考えることは

この海域の生態系を理解するために重要である 2-4)。

近年の地球温暖化とそれに伴う気候変動は、この海

域にも様々な影響を与えることが予想される。海域

に普遍的な特性と地球温暖化にともなって生じる現

象とを分けて捉え、影響を正確に把握するためには、

この海域での複数年にわたる測定が重要である。我々

は、神奈川大学総合理学研究所の助成を受け、2010
年以来継続した調査を実施してきた。本研究では、

これまでの調査で実施されたことの少なかった夏季

Abstract:  The physical and chemical conditions in the Sagami River estuary were measured 
during the high-temperature summer season of 2021, and the results were correlated with 
the distribution of phytoplankton. The results showed that thermal stratification was clearly 
observed from the mouth of the river to 5000 m offshore, and that saline stratification was 
observed in the thin surface layer from the mouth of the river to 2000 m offshore due to the 
inflow of fresh water from the Sagami River. The low-salinity water contains high concentra-
tions of nitrate, which corresponds to the relatively high biomass of phytoplankton, mainly in 
the surface layer at 1500 m offshore. Relatively high concentrations of unconsumed phosphate 
remained in this water mass, indicating that phytoplankton growth in this region may be rate-
limited by nitrogen nutrients. This study suggested the structure of the phytoplankton com-
munity in this high-temperature season to predict the structure after global warming in the 
future, and showed that measurements with improved spatial resolution were able to detect 
water mass structures in this area that were missed by normal resolution measurements.
Keywords: biomass, gephyrocapsa oceanica, sagami river estuary, skeletonema costatum com-
plex, species composition
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F, Whatman）で濾過し、濾紙上に残った粒子より

N,N- ジメチルホルムアミド（富士フイルム和光純薬

株式会社）でクロロフィルa を抽出した。溶液中の

クロロフィルa 濃度は蛍光分光器（TD-700, Turner 
Designs）を用いて蛍光法で求めた 5)。同時に測定さ

れた圧力から測定点の水深をもとめ、これと対応付

けて、各測点での塩濃度、海水密度指数、クロロフィ

ルa 濃度の鉛直分布を求めた。さらに、観測点の河

口からの距離とあわせて計算し、測定点の水深を境

界条件として設定した上で、コンターマップを作成

した（G-sharp, 日本電子株式会社）。

栄養塩濃度
沖合 0 m、100 m、200 m、500 m、700 m、1000 m、

1500 m、5000 m の南北直線上の合計 8 測点（図 1）
で採水を行なった。採水バケツを用いて表層水を採

取、バンドーン採水器（OSK12XL010, オガワ精機

株式会社）を用い水深 1 m と 10 m から採水し、遮

光した保冷庫に入れて実験室まで輸送した。試料

は測定まで 5 ℃、暗所で保存した。試料中の硝酸

態窒素の濃度はカドミウム還元法による呈色反応で

（Marine Checker HI781, HANA Ins.）、リン酸塩の

濃度はモリブデンブルー法による呈色反応で求めた

（Marine Checker HI774, HANA Ins.）。

植物プランクトン群集の解析
相模川河口から南に向かって沖合に 0 m、1000 m、

5000 m の南北直線上の 3 測点（図 1）で表層水を

採水バケツにより採水した。海水試料は 250 ml 黒
色ポリびんに入れ、速やかに 0.04% 中性ホルマリン

-0.025% グルタルアルデヒド固定液（最終濃度）を

添加した 6)。固定した試料は、遮光した保冷庫に入

れて実験室まで輸送した。試料は測定まで 5 ℃、暗

所で保存した。この試料250 mlを、 引圧せずに膜フィ

ルター ( 孔径 0.2 µ m)（ISOPORE, Millipore）で約

30 ml まで濃縮後、utermöhl 法により倒立光学顕微

鏡 (DMIL, Leica 社 ) を用いて観察した。プランクト

ンマニュアル (Edler and Elbrächter 2010)7) に従い

高倍率の対物レンズで細胞密度分割して観察し、低

倍率の対物レンズで全視野面積を確認した。プラン

クトンの同定（属名と種名）は、Carmelo R. T.(ed.) 
(1997)8) および Omura T. (ed.) (2012)9) に従った。

結果
海況
河口から500 mごとの測定結果から分布を求めると、

水深の浅い河口付近の温度は水深に依らず 26.3 ℃で

あった。河口から沖合 5000 m まで表層の温度はほ

に植物プランクトン現存量の調査を実施し、物理的

環境（海況）と対応付けて検討することを目指した。

さらに、本研究では 100 m ごとに測点を設けて測定

を行い、高い空間解像度での測定が可能であるかを

検証した。水塊の移動が少なく海況を把握しやすい

小潮の時期（8 月 30・31 日）に観測を実施した。

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

を 2021 年 8 月 30・31 日に行った。相模川河口か

ら南に向かって沖合に 0 m、100 m、200 m、300 
m、400 m、500 m、600 m、800 m、1000 m、1500 
m、3000 m、5000 m の 14 測点を南北直線上に設

定して測定した ( 図 1)。GPS を用いて緯度経度を測

定することで調査船の位置を正確に決定できた。こ

の位置からの移動を小さくするため、測定は位置決

定後できる限り速やかに実施した。測点の水深は音

響測定器で測定し、沿岸の水深 50 m 以浅の観測点

では、海底に着底した観測器で測定した水圧から求

めた。各側点では、調査船舷側より直読式総合水

質計 (AAQ126, JFE アドバンテック株式会社 ) を垂

下して、電気伝導度、温度、圧力、光強度、さら

に、クロロフィル蛍光強度を測定した。電気伝導度

と圧力は、測定器付属のソフトウェアにより塩濃度

(‰ ) と水深 (m) に換算した。海水の密度指標 ( σ )
は、塩濃度と温度、圧力から算出した海水密度 (kg 
m-3) より 1000 を引いて求めた。クロロフィル蛍光

強度は、観測と同時に採水した海水試料から求めた

クロロフィルa 濃度で較正し、クロロフィルa 濃

度 (µg ℓ -1) に換算した。海水試料をガラス濾紙（GF/

図 1．観測海域．相模川河口から南方沖合 5 k m の線上に
測点を設けた．A. 相模湾全景 図中の四角形は図 B の位置
を示す．B. 観測海域　図中直線は調査した観測点を設けた
南北の線を示す．
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ぼ一定で 26 ℃であった。10 m 以上の水深をもつ観

測点では、どの観測点でも同じように水深とともに

水温が低下し、水深 15 m 付近で 25 ℃、30 m 付近

で 23 ℃、40 m 付近で 21 ℃となった（図 2A 右）。

河口から 1000 m までの沿岸の温度を 100 m ごとの

観測結果で求めると、24 ～ 26.5 ℃の範囲で複雑に

変化していることが明らかになった。河口付近では

水深に依らず 26 ℃以上で一定の水塊が認められた。

水温は沖合に向かって少しずつ低下し、沖合 700 m
以遠では 26 ℃未満に低下した（図 2A 左）。さらに

水温の分布を 0.1 ℃の精度で検討すると（Data 未記

載）、水温は 26.2 ℃から沖合 500 m 付近で 26.0 ℃に、

650 m 付近で 25.5 ℃、700 m 付近で 25.2 ℃に低下

した。沖合 800 m 付近では表層水温は 24.5 ℃にま

で低下したが、900 m 以遠では水深 5 m 以浅の表層

に最大 26.0 ℃の水塊が認められ、水深 40 m 以深の

海底付近には 24.0 ℃の低温の水塊が認められた。こ

の結果は、河口付近と外洋に高水温の水塊が存在し、

その中間に僅かだが明らかに低水温の水塊が存在す

ることを示していた。

　河口から 500 m ごとの測定結果から分布を求める

と、本海域では塩濃度は表層から水深 5 ～ 10 m で

32.5‰、それ以深 20 ～ 25 m で 33.5‰、25 m 以深

で 34.5‰となる成層が認められた。さらに、河口か

ら沖合 1800 m の範囲には 32‰以下の低い塩濃度の

水塊が表層から水深 5 m 以浅に認められ、これに加

えて沖合 4500 m ～ 5000 m の表層にも、小規模であ

るがこれと類似した低い塩濃度の水塊が認められた

（図 2B 右）。河口から 1000 m までの沿岸の塩濃度

を 100 m ごとの観測結果で求めると、河口から沖合

100 m の範囲では表層から海底まで均質で低い塩濃

度であり、河口から離れるにつれて 31.8 から 33.2‰
に急激に上昇していた。沖合 100 m ～ 1000 m の範

囲では塩濃度の上昇は緩やかになり、沖合 100 ～

700 m で 33.3 から 33.4‰、さらに 700 ～ 1000 m で

33.4 ～ 33.5‰の濃度が維持された。沖合 150 から

550 m の範囲では海底付近に塩濃度の低い（33.1 ～

33.3‰）の水塊、さらに沖合 900 ～ 1000 m の範囲

には、表層直下に塩濃度の低い（33.3 ～ 33.4‰）の

水塊が認められた（図 2B 左）。

　塩濃度、水温、圧力から各測点の密度指標σを求

めた。河口から 500 m ごとの測定結果から分布を

求めると、河口から沖合 5000 m の範囲で均一な成

層が認められた。表層から水深 10 m ではσは 20.5
～ 22.0 の範囲にあり、水深 10 から 30 m で 22 ～

23.5、30 m 以深で 23.5 ～ 25.0 となった。これに加

えて河口から 2000 m の沿岸の水深 5 m 以浅と 4500 
m ～ 5000 m 付近の表層にはσが 19.0 ～ 20.5 の比

較的低密度の水塊が認められた（図 2C 右）。河口か

ら 1000 m までの沿岸の温度を 100 m ごとの観測結

果で求めると、500 m ごとの測定で求めた分布とは

異なり、各観測点では表層から海底まで密度がほぼ

一定であり、河口から離れるにつれて密度が上昇し

た。河口から 50 m 沖合ではσは 19.0 未満、50 m
から 100 m の範囲では 19.0 ～ 20.5 の範囲にあった。

それ以遠、沖合 700 m まではσは 20.5 ～ 22.0 の範

囲にあった。沖合 800 m 以遠ではσは 22.0 ～ 23.5
の範囲となったが、沖合 900 ～ 1000 m の範囲の水

深 5 m 以浅にはσが 20.5 ～ 22.0 となり、複雑な海

況が形成されていることが示された（図 2C 左）。

図 2．相模川河口域の海況と植物プランクトン生物量の分
布．河口からの距離と水深による水温（A)，塩濃度（B)，
密度（C) のクロロフィルa 濃度（D) の分布．0 ～ 500 m
の範囲で 100 m ごと，500 ～ 1000 m の範囲で 200 m ご
とに測定した結果に基づいて描いた詳細な分布（左）と 0
～ 1500 m の範囲で 500 m ごとに測定した結果と 3000 m
と 5000 m の結果から求めた海域全体の分布の概略（右）
を個別に求めた．
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図 3．相模川河口域の栄養塩類濃度の分布．水深 1 m と水
深 10 m から採水した海水中の硝酸塩濃度（1 m 試水黒丸
と 10 m 試水白丸）とリン酸塩濃度（1 m 試水黒四角と 10 
m 試水白四角）を測定し、採水地点の河口からの距離で表
示した．

植物プランクトンの分布
測定した蛍光強度からクロロフィルa 濃度を推定し、

植物プランクトンの分布を求めた。本研究で測定を行

なった沖合 0 ～ 5000 m の範囲では水深 30 m 以深で

0.5 ～ 2.0 µg ℓ -1 で、30 m 以浅では 2.0 ～ 3.5 µg ℓ -1 の

濃度であった。これに加えて、沖合 500 ～ 3000 m、

4000 ～ 5000 m の表層に 3.5 µg ℓ -1 以上の濃度で植

物プランクトンが分布していた。特に 1500 m 付近を

中心とした海域では 8.5 µg ℓ -1 をこえるの濃度で植物

プランクトンの分布が認められた。さらに沖合 1000 
m 付近の水深 30 m の海底付近には 6.5 ～ 8.0 µg ℓ -1

の高い濃度で植物プランクトンの分布があきらかに

なった（図 2D 右）。河口から 1000 m までの沿岸の

濃度を 100 m ごとの観測結果で求めると、表層 5 m
以浅で 3.5 ～ 5.0 µg ℓ -1、水深 5 ～ 25 m で 2.0 ～ 3.5 
µg ℓ -1、沖合 900 m 以遠の水深 25 m 以深で 0.5 ～ 2.0 
µg ℓ -1 となり、表層で高く、水深とともに低下する植

物プランクトンの分布が認められた（図 2D 左）。沖

合 850 ～ 1000 m の表層には 5.0 ～ 6.5 µg ℓ -1 の周囲

に比べて高い濃度で植物プランクトンの分布が認め

られた。これは 1500m 付近を中心に高密度で存在し

た植物プランクトンの一部であると推定された。

栄養塩（硝酸態無機窒素とリン酸）濃度
水深 1 m と 10 m から採水した海水（海水試料）硝

酸態無機窒素濃度とリン酸濃度を測定した。水深 1 
m の海水試料中の硝酸態無機窒素濃度は沖合 200 m
で 1.4 mg ℓ -1 であったものが、沖合 500 m で 0.32 
mg ℓ -1 に急激に低下し、沖合 2000 m ではさらに 0.06 
mg ℓ -1 まで低下した（図 3 黒丸）。水深 10 m の海

水試料中の硝酸態無機窒素濃度は沖合 200 m で 0.11 
mg mg ℓ -1 と水深 1 m の海水試料の 7.9％であり、

沖合 500 m でも 0.08 mg ℓ -1 と低い濃度を示し、沖

合 2000 m では 0.05 mg ℓ -1 となり、僅かずつである

が低下した（図 3 白丸）。沖合 2000 m と 5000 m の

硝酸態無機窒素濃度は水深に依らず低い値を示した。

水深 1 m の海水試料中のリン酸濃度は沖合 200 m で

0.11 mg ℓ -1 であったものが、河口から離れるにつれ

て低下し、沖合 500 m で 0.08 mg ℓ -1、沖合 1000 m
以遠ではさらに0.05 mg ℓ -1に低下した（図3 黒四角）。

しかし、沖合 1000 m 以遠ではその値はほとんど変

わらず、河口 500 m の海水試料の 45％の濃度が維持

された。一方、水深 10 m の海水試料中のリン酸塩

濃度は河口から離れても変化せず沖合 500 m で 0.05 
mg ℓ -1 であり、沖合 2000 m では 0.05 mg ℓ -1、5000 
m で 0.03 mg mg ℓ -1 であった。この値は沖合 1000 
m 以遠の水深 1 m の海水試料とほぼ等しかった（図

3 白四角）。

植物プランクトン種組成
河口から 0 m（河口域）、1000 m、5000 m の表層水

を採水し、海水試料中の藻類細胞を計数した（表 1）。
計数された細胞の 99％が珪藻類であり、これくわえ

て比較的少数の渦鞭毛藻が認められた。45 種類認

められた珪藻類のうち 20 種類が暖海性の珪藻種で

あった。また、珪藻類のうち 19 種類がChatoceros
属であった。特に河口域ではC. socialis が優占して

おり、珪藻類全細胞数の 87.5％を占めていた。本種

の割合は 1000 m で 23.6％、5000 m で 3.7％であり、

沖合で低下した。1000 m と 5000 m では同属のC. 
compressus が優占していた。河口で 3.4％であった

割合が、1000 mと5000 mでは24.7％と51.8％となっ

た。Chatoceros 属以外では、河口域でSkeletonema 
costatum とThalassionema nitzschioides がともに

0.7％を占めていた。Bacteriastrum spp. は河口から

の距離に関わらず同程度の密度でみとめられ、0 m、

1000 m、5000 m で珪藻類全細胞数の 1.4％、4.1％、

9.5％を占めていた。全藻類の細胞密度は河口海水

試料で 280000 細胞ℓ-1 で最大で、1000 m で 83000
細胞 ℓ -1、5000 m で 40000 細胞 ℓ -1 で、河口域では

1000 m の 3.4 倍、5000 m の 7.0 倍であった。しか

し、河口域で顕著に優占していたC. socialis を除い

て考えると、河口域、1000 m、5000 m でそれぞれ

36000、63000、38000 細胞 ℓ -1 となり、採集点によ

る差は 2 倍以内で、河口域の密度が最も低くなった。

また、河口域だけに認められた種は 45 種中 8 種、
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表 1．植物プランクトン種組成．河口（0 m）と河口から 1000 m、5000 m で採水した試水中の細胞密度を光学顕微鏡によ
り計数した．

5000 m だけに認められた種は 45 種中 3 種で、13 種

は河口から 5000 m まで共通して認められた。渦鞭

毛藻は 1000 m の海水試料で 15 種認められ、5000 
m の海水試料でも 9 種類が認められた。一方、河口

域では 4 種類のみが認められ、その密度は 1000 m
海水試料の渦鞭毛藻類細胞密度の 10％、5000 m 海

水試料の渦鞭毛藻類細胞密度の 19％であった。

考察
本研究では、河口から沖合 5000 m まで 500 ｍ以上

の間隔を明けて測定した結果と、河口から沖合 1000 
m まで 100 ～ 200 ｍの間隔で測定した結果を比較

しながら海況を検討した。河口から沖合 5000 m ま

で 500 m 以上の間隔をあけて測定した結果から求め

た広域の解析では、明瞭な成層を伴う均一な水塊と

して海域を把握することが出来た（図 2A ～ C 右）。

この成層は主として高い気温に伴う海洋表層の高い

水温と対応していた（図 2A 右）。さらに、河口から

2000 m 沖合までの表層には塩濃度の低い水塊が認め

られた（図 2B 右）。これは相模川から流入した淡水
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ン群集組成の記録は極めて重要であると考えている。

本研究では、河口付近の浅海で測定間隔を狭めて、

より詳細な海況測定も行なった（図 2 左）。その結果、

河口付近での複雑な水塊構造が存在する可能性を示

すことが出来た。空間解像度を高めたこの測定では、

潮の干満などの水塊の時間的変動などの影響が大き

く反映されることが予想される。しかし、観測時期（小

潮）と観測時間に十分に配慮して測定を行なったと

ころ、河口付近の低塩濃度の水塊と外洋の水界の間

に明らかに異質な水塊が存在することも示すことが

出来た。この海域では河口付近の汽水水塊と外洋の

水塊、さらに沿岸を流れる水塊の 3 種類の水塊から

構成される状況がしばしば観察されてきた 2-4, 10)。こ

の時期、高水温による明瞭な温度成層により水界の

判別が難しくなったが、より詳細な測定により、こ

れらの水塊を判別可能であることが、本研究により

明らかに出来た。測定結果が潮汐の影響を強く受け

えることは、本海域を対象とした研究でも明らかに

なっている 4）。空間解像度を高めたこの測定では、

潮の干満などの水塊の時間的変動などの影響が大き

く反映されることが予想された。実際、空間解像度

を高めた測定（図 2 左）と通常の解像度での測定（図

2 右）の結果が、完全には一致しなかった。空間解

像度を上げた海峡の測定には、様々な配慮が必要で

あることをこの結果は強く示唆していた。

結論
本研究では相模川河口付近の海況の測定を夏季の高

温水温期に実施した。その結果、夏季河口域には、

河口から沖合 5000 m まで明瞭な温度成層が認めら

れ、さらに、相模川から流入する淡水により、河口

から沖合 2000 m の範囲の表層に塩分成層が認めら

れることを明らかにした。塩分成層を形成する低塩

濃度の水塊は比較的高い濃度の硝酸態窒素を含んで

おり、これと対応して沖合 1500 m の表層を中心に、

比較的高いバイオマスで植物プランクトンが存在す

ることを示した。この水塊中には消費されること無

く残ったリン酸塩が比較的高い濃度で保たれている

ことから、海域の植物プランクトンの増殖は、窒素

栄養塩により律速されている可能性が示された。空

間解像度を高めた浅海での海況の測定は、通常の海

況測定とは必ずしも一致しなかったが、500 m ごと

の測定では見落とされたこの海域の水塊構造を確認

できることが示された。

謝辞
相模川河口域の継続的調査研究の一環として、夏季

高温期の海況とプランクトン群集形成の解析を行

に起因すると考えられる。この水塊の温度はそれ以

遠の表層水と変わらずに高く（図 2A 右）、より密度

の低い水塊を形成し、成層を強固なものにしていた

と考えられる（図 2C 右）。この水塊に対応して、硝

酸塩濃度は沖合 5000 m の濃度の 20 倍以上であった

（図 3）。また、この水塊の存在しない水深 10 m では、

沖合 500 ～ 5000 m の範囲で低い濃度が維持されて

いた。流入した淡水は河口域の表層を高い栄養塩濃

度にしていたことを示していた。同時に測定したリ

ン酸塩の濃度も河口付近で高く沖合でも低下したが、

リン酸濃度は沖合でも河口の半分ほどの濃度が維持

されていた（図 3）。硝酸態窒素とリン酸濃度の変化

の違いは、硝酸態窒素が最後まで消費されているの

に対し、リン酸塩の消費は途中で停止していること

を示しており、観測をおこなった海域では、藻類の

増殖が硝酸塩により律速されていることを示してい

た。淡水流入により形成された水塊の先端、海洋表

層との接点付近の沖合 1500 m を中心に高いクロロ

フィル濃度が認められ、高い植物プランクトンバイ

オマスが示されていること（図 2D）は、測定により

示された上述の海況と良く対応していた。また、相

模川からの淡水の流入に伴う栄養塩の供給が、成層

により海洋深層からの栄養塩の供給の乏しいこの時

期、この海域での藻類の増殖に重要であることを示

唆していた。表層で高い植物プランクトンバイオマ

スが示された地点の海底には、高い濃度でクロロフィ

ルの分布が認められた。本海域の沖合 1000 m 前後

の海底にはしばしばこのような植物プランクトンバ

イオマスの集積が観察される 10）。この観測点の海底

付近での光強度は表層の 1％未満であり、酸素濃度

は高く無いかった（データ未記載）。このため、海底

で植物プランクトンが光合成を行い、増殖している

ことは考え難かった。植物プランクトンの集積は、

表層で増殖した植物プランクトンに由来することが

推定された。

　河口付近、河口から 1000 m と 5000 m の 3 測点

の表層水試料中のプランクトンの細胞数を計数した。

その結果、計数された細胞の 99％が珪藻類であり、

これ以外に渦鞭毛藻が僅かに認められたこと、45 種

類認められた珪藻類のうち 20 種類が暖海性種である

ことが示された。この結果は、採集した海域の水温

が 26℃に達する高温であったことと対応していた。

珪藻種の中でもChatoceros 属が特に多く、河口域で

はC. socialis が全細胞数の 87.5％を占める特徴的な

群集組成を示した。最も水温の高くなるこの時期の

植物プランクトン群集は、進行する地球規模の気温

上昇により、今後大きく変化することが予想される。

こうした変化を明らかにする上で、植物プランクト
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なった本研究は、神奈川大学理学部総合理学研究所

共同研究助成（RIIS202109）をうけて実施された。

研究にご理解を頂き、支援いただいた神奈川大学理

学部総合理学研究所の所員の皆さんに深くお礼申し

上げる。
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■テクニカルノート■　

序論 
大学には、講義・演習・実験・実習・実技など様々

な授業形式がある。実験科目において、学生は事前

学習としてテキストや参考書をもとに実験原理や操

作を実験ノートにまとめてから当日の実験に臨む。

授業当日は、ノートに記した操作手順をもとに集中

して実験を進め、それと同時に実験中の現象や計測

値などの結果をつぶさにノートに記録する。事後学

習として、得られた結果を解析し実験レポートを作

成する。この一連の過程は、対面授業において最も

教育効果を発揮するであろう。このような実験科目

を遠隔授業で実施するに際し、いかに教育の質を保

てるか各担当教員は試行錯誤を重ねてきた。筆者は

本学理学部化学科物質科学実験Ⅰを担当している。

本稿では、この実験科目の遠隔授業用教材の作成法

について実例とともに紹介する。

　遠隔教材として、実験動画、オンデマンド授業動

画、配布資料を用意した。配付資料には、オンデマ

ンド授業用に Microsoft PowerPoint にて作成したス

ライドの一部を PDF 化し、本学の学習管理システ

ム（Learning Management System; LMS）である

WebClass にて配布した。WebClass を通じて実験動

画およびオンデマンド授業動画も配信し、実験レポー

トの提出もこのシステムを利用した。本稿では、筆

者の実験動画およびオンデマンド授業動画の作成方

法について主に述べる。

材料と方法
実験動画の作成
実験動画の作成のために筆者が実験し、その様子を

自ら撮影した。撮影には自前のスマートフォン、デ

ジタル一眼カメラ、三脚を用意した。化学実験では、

繊細な操作が要求されるので、そのような操作を理

解できるように、スマートフォンを三脚で固定し、

実験者（筆者）の手元がよく映るように動画撮影した。

それと同時に実験操作の肝所では、写真撮影も行っ

た。

　取得した動画および写真を使い実験動画を作成

する際に、動画編集ソフトウェアである Adobe 
Premiere Pro を使用した（図 1）。動画の倍速・スロー

再生、シーン切り替え、文字テロップの挿入、実験

解説の音声や背景音源などの挿入を行い、Mpeg-4 形

式の動画として出力した。実験解説の音声は、Zoom
のローカルレコーディングの機能を利用した。Zoom
には動画ファイル出力と同時に音声ファイルも別途

出力するオプションがあるので、これを利用しシー

ン毎に音声ファイルを作成した。

　なお、神奈川大学はアドビ システムズの高等教

育機関向け包括ライセンス契約 (ETLA) を結んでい

る 1)。そのため、Premiere だけでなく Photoshop, 
Illustrator などの Adobe 社製最新版ソフトウェア

を学生・教職員（非常勤含む）は別途購入すること

なく利用できる。本論と離れるため詳細は省略する

が、編集利用可能な無料音源を提供サイトからダウ

ンロードし 2)、Adobe Audition を使い動画用の背景
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た。」「実験の要点が的確にまとめられていたので理

解しやすく見ていて苦痛に感じませんでした。」「字

幕などでの説明もありすごくわかりやすい。」など、

再生時間の短い点、繰り返し見ることが可能な点、

見やすい編集などが高い評価に繋がったと考えられ

る。遠隔授業のための実験動画であるが、実験概要

を理解するためにも役立つと考え、実験を行う対面

授業の受講生のためにも予習教材として現在も提供

している。

授業動画の評価
授業動画の作成には Zoom の録画機能と PowerPoint
の録画機能の両方を試み、その機能と特徴について

把握した。Zoom は、録画の停止ないし Zoom を終

了すると自動的に動画ファイルの生成作業が始まる。

Mpeg-4 形式の動画が自動的に生成するので、あと

は WebClass にアップロードするだけで授業動画を

提供できる。簡単な操作で教材を用意できるが、そ

の反面、編集ができないデメリットがある。例えば、

録画途中で言い間違いやスライドに誤りを見つけた

場合、受講生の利便性を考慮すると、録画を停止し

修正し、再度はじめから録画をしなおす必要がある。

対面授業を録画し、後日オンデマンド配信する方法

であれば、Zoom は適したツールであろう。

　PowerPoint を利用した動画作成は、Zoom のデメ

リットを解決できる。PowerPoint 上で「スライド

ショーの記録」を選択すると、録画画面に移行する（図

3）。Zoom とは違い、PowerPoint の録画機能の特徴

は、スライド毎に動画を保存する点にある。つまり

途中のスライドで録画を一時停止したり、修正した

りしたい場合、そのスライドだけを録画し直すこと

が可能になる。一連のスライドの録画が終わった後

に PowerPoint のエクスポート機能で、Mpeg-4 形式

の動画を出力できる。

　このように作成した授業動画について、受講生か

らの感想を一部抜粋すると、「テンポ良く説明があり

わからないところも何回も聞き直せとてもレポート

結果と討論
実験動画の評価
筆者が担当する実験テーマを学生が実施すると、

3~4 時間程度要する。実験の中には、同じ操作の繰

り返しや、試料を静置させたり、慎重に行う操作が

あったりする。そのような時間のかかる操作につい

ては、倍速再生や省略し、時間短縮を図った。その

一方で、中和滴定の終点判定のような一瞬だけ起こ

る現象はスローモーション再生にして印象付けた。

このような編集作業の結果として、実験動画は 10 分

以内の再生時間になった。

　受講生からの感想を一部抜粋すると、「実験動画が

編集されていたのでとても見やすかったです。」「動

画も見やすく、見返してさらに理解できました。 動
画見ている時にも BGM のおかげで楽しくできまし

音楽も作成し、実験動画に挿入した。

授業動画の作成
実験の原理や背景知識、実験方法の概要、データ解

析の解説などを学習するオンデマンド授業用の動画

を作成した。PowerPointで授業スライドを作成した。

動画作成には、Zoom または PowerPoint を使用した。

作成時には、ディスプレイ 2 枚、マイク、カメラ、

ポインター（ロジクール , R1000SL）、ペンタブレッ

トを使用した（図 2）。

図 1．Adobe Premiere を用いた実験動画の編集例．

図 2．筆者のオンデマンド授業動画の作成環境．

図 3．PowerPoint のスライドショー録画の画面．
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も書きやすかった。」「何度も動画で確認できるため

曖昧な部分が無くなりとても分かりやすかった。」な

ど、繰り返し視聴できることが受講生にとって役立っ

たと考えられる。

　以上、実験科目のオンデマンド教材の作成と評価

について述べた。緒言でも述べたが実験科目は、対

面すなわち実際に受講生が手を動かし、現象をつぶ

さに観察し、ノートに記録、得られた結果を解釈す

るために文献をもとに考察してレポートを書く、と

いう一連の過程を経験することが最も教育効果を

文献
 1) 神奈川大学、Adobe ETLA 契約について、http://mns.

kanagawa-u.ac.jp/2014/service/Adobe/1.html.
 2) フリー BGM DOVA-SYNDROME、https://dova-s.jp/.

発揮する。そのような対面授業の補助教材として

オンデマンド教材も役立てると筆者は考えている。

COVID-19 の脅威が失せ、コロナ前の状況が再開し

たとしても、この状況下で進展したオンデマンド教

材は今後も受講生の有力なサポートになるであろう。
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■教育論文■　

はじめに
いよいよこのシリーズ 1-9) も今回と次回をもって最終

回の予定である。 前半に典型金属元素の解説から始

まり 1-4)、関連の深い硫黄 1) や酸素の化学 7) について

も紹介した。その後遷移金属に入り遷移金属錯体の

種類に沿って各種遷移金属錯体の発見とその反応性

を紹介した 5, 6)。その上で反応を中心に解説し、とく

にオキソ法、Ziegler-Natta 法、Wacker 法の工業的触

媒反応にルーツをもつカルボニル化反応、オレフィ

ン重合、π結合メタセシス反応についてすでに見て

きた。有機化学をすっかり一変させてしまったパラ

ジウム触媒 Heck 反応とクロスカップリングがすでに

失われた水銀の化学に由来することを紹介した 8, 9)。

この二つの反応はカルボニル反応を加えるとこれま

での有機合成化学では実現できなかった三つのタイ

プの反応を形式的に実現させていることを理解した
9)。今回と最終回ではこれまでの内容を振り返りなが

ら、遷移金属に関する全体の反応をメタセシス反応

（結合を組み替え反応）として四つに分類して俯瞰す

る。そのうち今回は C-H 結合活性化（σ 結合メタセ

シス）について解説する（図 1）。

前周期遷移金属による C-H活性化 ( σ結合メタセ
シス）
炭素 - 金属 (M-C) 結合と炭素 - 水素結合 (C-H) の結

Abstract:  Organic compounds containing carbon-metal bonds are called organometallic com-
pounds. Such compounds have been known and studied since the 19th century and have been 
widely used to influence synthetic transformation in modern organic chemistry. It is consid-
ered that many educational benefits could result from the use of reaction types and discoveries 
for undergraduates and graduates of organic and organometallic chemistry. Organometallic 
reactions were categorized into several types of metathesis reaction, depending on the combi-
nation of σ- and π-bonds, such as σ-σ bond , σ-π bond and π-π bond metathesis. This article 
is organized into C-H and C-C-bond activation, which consists of traditional oxidative addition 
mechanisms and σ-σ bond metathesis using either early- or late transition metals. The first 
example of late transition metal-mediated C-H activation was reported by Chatt and Davidson 
in 1965, in which naphthalene was found to form Ru(0) complexes and undergo C-H activa-
tion to give an Ru(II) hydride/alkyl product via an oxidative addition mechanism. On the other 
hand, Watson and Pharshall at Dupont Company for the first time reported that an early tran-
sition metal catalyzed methane exchange at Cp*2LuMe via a four-centered σ-bond metathesis 
mechanism. New mechanisms such as 1,2-addition as well as an σ-complex-assisted mecha-
nism (σ-CAM) were also described. The remaining σ-π and π-π bond metathesis such as cy-
cloaddition, olefin metathesis, and olefin polymerization will be discussed the next time in the 
final article of this series.
Keywords:  C-H activation σ-bond metahesis  oxidative addition 
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がこの 3 族金属錯体による全く新しいσ結合メタセ

シス（C-H 活性化）反応であった。彼女は 1984 年

当時 35 才で科学雑誌の 40 才以下の有望な科学者

100 人の一人として Vollhardt（当時 38 才）ととも

に選ばれている 19）。

　上記の反応は分子間反応であるが分子内σ結合メ

タセシス（C-H 活性化）とみなせるいくつかの前周

期金属の反応が以前から知られている。一般にシク

ロメタル化反応と呼ばれている（図 1, 3））。分子内

反応で水素が引き抜かれ炭化水素が脱離する反応で

ある。β - 水素引き抜き反応としては古く萩原・薗

頭により Cp2TiPh2 の熱分解をトランの存在下で行

うとチタナインダン錯体が得られることが報告され

ている（式 2）20)。途中でフェニル基の o- 位すなわ

ち金属からβ- 位の水素引き抜きが起こり、ベンゼン

が脱離して Ti ベンザイン錯体を経て生成するものと

考えられる。α - 水素を引き抜かれるとカルベン種

の発生が可能になる。すでに Schrock は Ta カルベ

ンの生成とネオペンタンが生成することを見出して

いることを遷移金属アルキル錯体のところで紹介し

た（式 3）5)。β - 水素がないと今度はγ - 水素の引

き抜きが起きるようになる。Marks はアクチノイド

の Th 錯体は 50℃に加熱すると分子内反応を起こし

てメタラシクロブタンとネオペンタンが脱離するこ

とを報告している（式 4）21)。全く同じタイプの反応

が Pt でも起こる事が Whiteside により報告されてお

り、この場合は配位不飽和中間体での酸化付加が考

えられている 22)。このように C-H 活性化反応ではσ

合組み換え（メタセシス）反応は一般に C-H 活性化

と呼ばれる反応である 10)。金属 (M) が高周期金属の

ときは d 電子を使った酸化付加・還元脱離をともな

う触媒反応になり、C-H 活性化と言うとむしろこち

らを指すことが多い ( 図 1, 2）)。一方で d 電子をもた

ない前周期金属でも C-H 活性化は起きる 11)。1983 年

Dupont 社の有機金属部門の Watson と Pharshall は
電子不足の 3 族金属錯体のメチル錯体がメタン、プ

ロペン、イソブテン、テトラメチルシランの C-H を

活性化することを見出し、四中心遷移状態を考えた

（式１）12-14)。この例は C-H 活性化というよりはシグ

マ結合メタセシス反応として紹介されることが多い。

この当時 Dupont 社の Pharshall はナイロン中間体

の合成研究後 , 米国 Harvard 大から英国に帰国した

Wilkinsonの元で一時有機金属化学を学んだ。その後、

Dupont 社に復帰し有機金属部門を立ち上げた。この

研究グループからは多くの有機金属化学者が育って

いる。たとえば Schrock は Wilkinson の Harvard 大

の弟子 Osborn のところで学位を取得した。

　Schrock は Dupont 社の有機金属部門にて研究

後 MIT に転出した。そして後述する Tebbe 試薬の

Tebbe も Schrock の共同研究者である。Pharshall は
高周期金属による C-H 活性化を長年研究し 15) 有機

金属触媒の工業的応用を探索した 16, 17)。一方 Watson
は女性の研究者で後節で紹介するアルカンの高周期

有機金属錯体による C-H 活性化錯体の単離に初めて

成功した California 大 Berkeley 校の Bergman のと

ころでポスドクを務めた。その後で Dupont 社の研

究グループに採用され、その結果得られた研究成果

図 1．遷移金属のσ-σ結合メタセシス（結合組換え）反応．
1) C-H 活性化 ( 前周期金属σボンド結合メタセシス），2) 
C-H 活性化 ( 後周期金属酸化付加），3) C-H 活性化 ( シク
ロメタル化），4) C-C 活性化 5) σ-CAM．
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結合メタセシスまたは水素引き抜き反応なのか、さ

らには酸化付加反応なのか両方を考慮しなければな

らず、それらの区別するのは一般に難しい。ドイツ

の Erker 等は金属を同族のジルコノセン（Cp2ZrPh2）

にかえて生成するジルコノセンベンザイン中間体に

オレフィンを反応させることに成功した（式 5）23)。

生成するメタラインダンは系中で生成するビスオレ

フィン錯体と平衡にありノルボルネンなどと置換さ

れることが示された。MIT の Buchwald らは Erker
らの仕事に刺激されて Zr ベンザイン錯体を PMe3 錯

体として単離することに成功し、さらに脱離する炭

化水素をメタンにかえた発生法を開発し（式 6）、イ

ンドール誘導体の合成に応用している 24, 25)。ちなみ

に Buckwald は Harvard 大の Knowles のところで

学位を取得し、後述する Grubbs のところでポスト

ドクをして若干 29 歳で MIT に教授として赴任して

いる。Buckwald の方法はベンザインばかりではな

くアルケンやアルキン錯体に適用できるが、さらに

簡便な Zr アルケン錯体の調製法が根岸と高橋等によ

り開発されたことはすでに紹介した（式 7）4, 26)。得

られたメタラサイクルの Zr 金属と典型元素が交換

する Fagan 反応は五員環ヘテロ化合物の新しい合

成法になっていることも述べた。この Fagan も実

は Dupont 社の有機金属化学者である。一方佐藤史

衛らは、これまでに既に紹介しているアセチレンの

チタン触媒ヒドロマグネシウム化反応に用いるチタ

ノセン Cp2TiCl2 を安価なテトライソプロポキシチタ

ン Ti(OiPr)4 にかえることで実用化を試みた。アセ

チレンに Ti(OiPr)4 と iPrMgBr を加えて D2O で加水

分解すると D が取り込められた cis －オレフィンが

生成することを確認した（式 8）27, 28)。調査をして

みるとロシアの Klinkovich がすでに Ti（OiPr）4 と

EtMgBr をエステルに反応させてシクロプロパノー

ルを与えるユニークな反応を報告していた（式 9）29, 

30)。Grignard 試薬として iPrMgBr を用いたことも

幸いして、カルボニル化合物と反応させることで広

くチタノセン２価種等価体として有機合成に応用で

きることが見出された。Klinkovich の論文が 1991
年に専門誌に掲載されると佐藤らの研究グループ以

外に米国の Corey のグループ、ドイツの de Meijere
のグループが Ti(OiPr)4/EtMgBr 試薬を研究し始め、

開発競争が激しくなった。

　4 族チタノセンとジルコノセンの研究は Ziegler-
Natta 触媒と関連した研究動機に端を発しているこ

とが多い。前述の Dupont 社の有機金属グループの

Tebbe と Parshall が 1978 年にチタノセンとアルキ

ルアルミの反応の研究したのも同じ研究動機と思わ

れる。実際に Cp2TiCl2 と Et2AlCl2 を作用させて得

られる二核錯体は可溶性のエチレン重合触媒となる

ことから Ziegler-Natta 触媒の反応機構研究に用い

られ、多くの成果が上げられたこともよく知られて

いる 31)。Dupont 社の Pharashall と Tebbe は先行研

究の Ti とアルキルアルミからメチレン錯体が生成す

るという事実に注目し、Cp2TiCl2 を種々のメチルア

ルミニウムでメチル化を検討した。その結果メチレ

ン架橋錯体の生成を確認した（式 10）32)。メチレン

架橋錯体の生成反応は後年 Grubbs らにより詳細に

反応機構が検討された 33)。Tebbe の初めの報告のよ

うに途中 Me3Al の添加が必要で中間体 Cp2Ti(CH3)
ClAlMe2 における TiCH3 のα水素引き抜きとメタ

ン脱離で進行していると考えられる。メチル基の重

水素同位体効果 kH/KD =2.9 と大きく、反応の活性

化エントロピーが -26 eu と小さいことから四員環

よりむしろ六員環遷移状態のσ結合メタセシスを提

唱している ( 式 10)。メチレン錯体（Tebbe）試薬は

各種アルケンをメチレン化する。さらにケトンとは

Wittig 型の反応をしてケトンのメチレン化反応が生

じる。さらに特異な点としてはエステルのカルボニ
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ルとも反応してエノールエーテル類を与え、これは

新しいタイプの反応で有機合成に大いに役立つとこ

ろである 34, 35)。メチレン錯体はネオペンチルアルミ

ニウムと交換し得られたメチレン錯体のＸ線構造解

析でその構造が確認された（式 11）32)。この Tebbe
試薬自身も結晶性であるが、長年 X 線結晶解析がう

まく行かず、近年 CP2 Ti(μ-Cl)2AlMe2 との共結晶と

して構造が決定された 36)。このように Tebbe 試薬は

一種の安定化されたチタナカルベン (Cp2Ti=CH2) 錯
体と考えられる。中間に予想されたチタシクロブタ

ンにβ - 水素がないときはメタセシス反応が起きる。

それは標識実験により末端メチレンの交換が起こっ

ていることから証明された（式 12）31, 34-35)。チタナ

カルベン等価体としてのチタナシクロブタンについ

ての研究は、この後 Grubbs らにより発展させられ

るが、なぜGrubbsはこの研究に入ったのだろうか。そ

れはオレフィンメタセシスの反応機構に興味があっ

たからである。Grubbs は彼のノーベル賞受賞講演で

述べているが 37)、Columbia 大学の著名な Breslow
教授のところで学位を取得し反応機構を叩き込まれ ,
その後 Stanford 大の Collmann のところでポストド

クに従事した。1960 年代 Phillips・Petroleum 社で

トリオレフィン法（ WO2/SiO2 触媒）でプロペンを

エチレンと 2- ブテンにメタセシスする反応が開発さ

れた。Collmann 教授が Phillips・Petroleum 社の訪

問から帰国するといち早くこの情報がもたらされ、

その反応機構が研究室で議論された。のちに不斉酸

化でノーベル賞を受賞する Sharpless も Collman の

グループのボスドクとして参加していたとのことで

ある。以来 Grubbs はオレフィンメタセシスの反応

機構の解明は研究に値する理想的なテーマとして独

立後研究を開始した。Philips・Petroleum 社の研究

者の Banks と Baily らは協奏的な準シクロブタン機

構としてオレフィン２対がペアで反応する pairwise
機構（A）を提唱した ( 式 13)。これに対してすでに

紹介した Chauvin ら 5) が金属カルベンとメタラシ

クロブタン中間体を経由する non-pairwise 機構を提

唱した（式 13）38)。しかしながら当時は知られてい

る金属カルベンは Fischer 型カルベンのみでアルケ

ンとの反応はシクロプロパンのみを与えた。Casey
と Katz が (CO)5W=CPh2 カルベンがイソブテンな

どとメタセシス反応する数例を報告しているのみで

あった 38)。Grubbs は宮下晃と Ni メタラサイクル

の研究から 39) ジオレフィン錯体とメタラシクロペ

ンタンを経由するもう一つの pairweise 機構 (B) を
提唱した（式 13）40)。Grubbs らはメタラシクロペ

ンタンがジオレフィンに異性化し、1,7 オクタジエ

ン共存下ではオレフィンメタセシスでシクロヘキ

サンとビシクロ錯体が生成することを見出した ( 式
14)。シクロヘキサンはさらなるオレフィンメタセシ

スは起きず、反応を複雑化させないオレフィンであ

る。1,7- オクタジエンの重水素化同位体のオレフィ

ンメタセシスで生成する d4, d2, d0 エチレンを分析す
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ることで、pairwise 機構か non-pairwise 機構を区

別することを試みた。各種メタセシス触媒で必ず d2

オレフィンが統計的割合（d4:d2:d0=1:2:1）で生成す

ることから pairwise 機構は否定された。宮下の後

に Grubb 研に留学した碇屋らが Grubbs のノーベ

ル賞受賞を祝う記事で紹介しているが 41)、そのとき

Ni メタラサイクルを研究していたが、ある出来事

をきっかけで、チタナサイクルの研究もしていたの

で、一気に Ni メタラサイクルからチタナシクロブ

タンの化学に研究を切り替えることになった 41)。学

生の Harrod がネオペンタンと Tebbe 試薬を反応さ

せると intaractable( 手に負えない ) 生成物しか得ら

れないと論文には書いてある 42)。たぶん彼が間違っ

て塩基のピリジンを加えて反応を行ってしまいアル

ミニウムのピリジン塩が分離され、逆に高収率でチ

タナシクロブタンを結晶で単離することに偶然成功

したと思われる。これはオレフィンメタセシスが起

きる反応系での初めてのメタラシクロブタン中間体

の単離と確認に相当している（式 15）37, 43)。この試

薬（Grubbs 試薬）は Tebbe 試薬と全く同じ反応をし、

アルミニウムのルイス酸性で反応するような官能基

に対しても安定に使えるので、Grubbs 試薬として有

機合成に使用されようになった。ヒドロアミナ―ショ

ンとヒドロジルコネ―ションを用いて Schwarz はメ

チレン基が置換したＴ i と Zr の試薬を開発した（式

16）44)。根岸らもチタノセン触媒カーボアルミ化反

応を利用してチタンビニリデンカルベン中間体を発

生しケトンとの Wittig 型の反応でアレンの合成を報

告している。この場合ジルコノセン触媒はカーボア

ルミ化反応ではうまく行かない 45)。Grubbs は Ti カ
ルベン等価体である各種チタナシクロブタン類を巧

妙に使い分けながら複雑な天然物の合成や環状オレ

フィンの開環重合（ROP）を実現させた（式 18, 式
19）43, 46)。

　前周期金属による C-H 活性化（σ結合メタセシス）

47) の節でさらに該当する反応をいくつか紹介する。

Bergmann らは Zr とヘテロ原子二重結合化合物を

脱メタン反応で合成している。生成した不飽和化合

物にベンゼンの C-H が 1, 2 付加することが見出され

ている ( 式 20)48)。さらに Rothwell らはアリールオ

キシ基置換の Ta カルベン錯体が脱メタン反応で生

成すると同時に分子内の C-H 活性化により 1, 2 付加

することを報告している ( 式 21)49)。後者の反応は典

型的なシクロメタレーション（図 1, 3））50) の反応で 
tBu の重水素同位体の効果が -5.2 と大きく活性化エ

ネルギーも負の値を示すことから、四中心遷移状態

を経由するσ- 結合メタ反応と考えられている 50)。

高周期金属により C-Hと C-C活性化
後周期金属により酸化付加を伴う C-H 活性化 ( 図 1, 
2) もシクロメタル化反応（図 1, 3））またはオルト

メタル反応のタイプから見つかった。1963 年 Ethyl 
Corporation 社の Kleinman はニッケロセンとアゾ

ベンゼンを反応させることにより五員環メタラサイ

クルを単離した（式 22）51)。反応はニッケルがアゾ

基に配位した後にベンゼン環のオルト C-H に酸化付

加し、シクロペンタジエンが還元脱離して進行する。

トリフェニルホスフィン配位子もオルトメタル化反

応し芳香環の置換基が CH3> OCH3> H≫ F の順に

反応が遅くなることから Ir 金属が求電子的に置換反

応していると考えられる ( 式 23)52)。これらの発見以
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来多くの研究者が同様の報告をした 53-56)。パラジウ

ム触媒の反応としては、以前ベンゼンがアルケニル

C-H に置換する藤原反応を解説したが 6)、Pd 金属が

ベンゼン環を分子内で求電子置換反応する点では共

通している。これも形式的には高周期金属の分子内

C-H 活性化を経由して反応する。

　分子間の直接 Sp2 C-H 活性化反応とアルキル配位

の Sp3 C-H 結合の活性化は同時に偶然に発見された
57)。当時 Ni(CO)4 の Ni-C 結合距離が短く Ni=C 二重

結合の寄与が推測されていた。英国 ICI 社 の Chatt
と Davidson は Dewar が Ag+ のエチレン錯体に多

重結合を提唱していることから Pt のジオレフィン

錯体 PtCODCl2 にも同じモデルを適用した。さらに 
Ni(PF3)4 も Ni-P 結合長が短いことから金属から逆供

与を考えるに至った（Dewar-Chatt-Duncanson モ

デル）58)。この考えをもとに新しいホスフィン配位

子としてジメチルホスフィノエタン dmpe を合成し、

各種金属のハロゲン化物と反応させて得られた錯体

をナトリウムナフタレン NaNph で還元し 0 価の錯

体 M(dmpe)3, M = V, Cr, Mo, W と M(dmpe)2, M=Fe, 
Co を調製した。1962 年に Ru 金属の Ru(dmpe)2 を

報告したが、IR で RuH の吸収が 1802cm-1 に確認

され、NMR 測定も可能になり、NMR でも RuH の

吸収を確認した。それによると還元剤の NpH が Ru
金属に酸化付加したと考えられた（式 25）。しかし

さらに付加体を熱分解すると IR で 1791cm-1 にあ

る RuH が確認され ,X 線構造解析により二量体であ

ることが判明した ( 式 25)。これはシクロメタル化に

よる Sp3 C-H 活性化の初めての例である。dmpe 配

位子は金属に対する逆供与の強度が小さいため 0 価

は大変反応性が高くなり、不活性な C-H 結合に酸化

付加が起きたものと思われる。この後 1980 年代に

入り分子間の Sp3 C-H の活性化が飛躍的に進歩する

が ,70 年代にもロシアの Shilov59) らと英国の Green 

60, 61) によって先駆的な研究がなされた。Shilov は芳

香族炭化水素が Pt(II) 触媒 H/D 交換することからア

ルカンについても検討したところ H/D 交換が進行

し , その反応の選択性は一級 C-H》二級 C-H と通常

の求電子的反応やラジカル反応と逆であることから

遷移金属触媒による C-H 活性化反応の特徴であると

考えた（式 26）。反応はプロトン脱離が駆動力になっ

ている C-H 活性化である。続いて Green はタング

ステンノセンジヒドロ錯体を分解し、配位不飽和タ

ングステンセンを発生させるとベンゼンや Me4Si の
メチル基の C-H にタングステノセンが挿入した生成

物を確認している（式 27）60, 61)。この水素化物の光

分解の方法論が 1982 年 Bergman, Graham, Jones
により Ir と Rh 金属配位不飽和錯体の発生に使われ、

単純なアルカンの Sp3 C-H 結合活性化が独立に実現

された ( 式 28) 62-65)。この他 Cp 配位子以外の金属錯

体による C-H 活性化としては Whiteside がビスホス

フィン Pt 錯体を炭化水素中で熱分解するとネオペン

タン脱離により配位不飽和種が系中に中間体として

発生、炭化水素の C-H 活性化が起きる事を報告して

いる ( 式 29)66)。青山と生越らはさらにオクタエチル

ポルフィリン (OEP) の Rh(III) の ClO4 塩がベンゼン

および置換ベンゼンと温和な条件で反応しアリール
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香環のオルト位の C-H 結合の選択的活性化が起こ

り RuH 結合を有するメタラサイクル中間体を生ず

る。この中間体からビニルシランにヒドロメタル化

し、続いて Ru 金属が還元的脱離することで触媒活

性種が再生し触媒サイクルが完結している。この村

井と垣内の報告が Nature 誌に発表されると触媒的

C-H 活性化反応が一躍注目された。その結果 C-H 活

性化反応が選択的に官能基を導入する触媒反応とし

て有機合成に広く応用された。詳しくは専門書を参

照されたい 72, 73)。それにしても C-H 活性化の研究に

は多くの日本人研究者が草創期から寄与している 56, 

72)。たとえば 1995 年村橋はシッフ塩基やアゾベンゼ

ンを Co(CO)4 触媒、CO 加圧下で反応すると、ベン

ゼン環の o- 位 C-H 活性化でカルボニル化され複素

環化合物の生成を報告している。すでに述べた藤原

反応によるベンゼン環の脱水素アルケニル化は 1969
年の報告であるが、酸化的カルボキシ化にも適用さ

れた。1978 年山崎・萩原はケテンへのヒドロアリー

ル化を報告し、1987 年田中正人らは Vaska 錯体触媒

を光励起することで脂肪族および芳香族化合物の両

方に C-H 活性化し、カルボニル化合物の合成を報告

している。

　一方、C-H 活性化による触媒反応として他に例を

見ない反応がアルカンの脱水素によるアルケンの合

成反応である。その開発者で米国 Yale 大の Crabtree
がその研究の経緯を総説として残してくれている 57)。

彼は Oxford 大の Green の学生として Cp2W の化学に

触れ、 ICI 社から Sussex 大の窒素固定会部門の責任

者に転出した Chatt のところで大学院の研究を行っ

た。dmpe 配位子で最初の C-H 活性化を行った Chatt
いわく「窒素固定が解決したら、その次は C-H 活性

化だ」との言葉に Crabtree は C-H 活性化を独立す

る時のテーマに決めた。折からモスクワの Shilov
が Pt(II) のアルカン C-H 活性化を見出していた ( 式
26)。ポストドクとしてフランスの Felkin のところ

で水素化触媒の研究を Rh より空気中で安定な Ir 触
媒を用いて研究し水素化反応の逆の脱水素の考え方

のヒントを得た。渡米し Yale 大に助手として採用さ

れ、最初の女子学生が Ir 触媒によるシクロペンタン

の脱水素反応を見つけてくれた ( 式 32)。水素受容体

としてネオペンテン存在下反応を行うと錯体が高収

率で生成することを見出し、1979 年に報告できた。

この金属配位が弱く脱水素の邪魔にならない水素受

容体の発見は彼女の成果であると評価した。この水

素受容体はその後 Felkin らにより Re 錯体でも、さ

らに Goldman らのピンサー Ir 錯体でも初期に使用

された ( 式 33、式 34)57)。

　ところで、これら C-H 活性化の方法論が応用され

て C-C 結合活性化も可能になっている 74, 75)。安定な

C-C 結合（90kcal/mol）を切断して不安定な M-C 結
合 (20-30kcal/mol) を生成するには以前から高エネル

ギーを持つ歪み化合物を利用されてきた（図 1, 4））。
村上らはシクロブタノン類への遷移金属による C-C
結合活性化を研究しカルボニル基のα結合開裂やβ

炭素脱離を報告している ( 式 35)74, 76, 77)。C-H 結合活

性化のように生成する M-C 結合をピンサー型メタ

ラサイクルや配位補助基で安定化させることで C-C
結合の活性化が Milstein78) や Jun75) により実現され

ている ( 式 36、式 37)。今まで後周期金属の C-H や

C-C 活性化は酸化付加反応で考えてきたが酸化付加

を経由しなくても起きる可能性が出てきた。それは

あの Green が Brookhardt ともに 1983 年に分子内

Rh(III) 誘導体を与えることを確認した（式 30）67)。

このアリ - ル Rh(III) 誘導体はハロゲンにより容易に

C-Rh結合が開裂してパラ置換ハロベンゼンをほぼ定

量的に与える。

　以上見てきた遷移金属により C-H 活性化は化学量

論的反応に関するものであり、合成に応用するのに

は還元的脱離をともなって金属錯体が触媒的に作用

する必要がある。1993 年村井と垣内は Ru 金属錯体

触媒を用いる芳香族 C-H 結合の C = C 結合への付

加反応の開発に成功した ( 式 31)68-71)。この反応はア

セフェノンなどのカルボニル基に Ru の配位より芳
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Science Journal of Kanagawa University
投稿規定

１	 編集方針

Science Journal of Kanagawa University は、神

奈川大学総合理学研究所の事業および研究の成

果を公表する科学誌であり、事業報告、公募研究

の成果報告論文、数学、物理学、情報科学、化学、

生物学その他理学全般にわたる所員による一般

研究論文、所員が所外の研究者と行なった共同

研究に関する論文等を掲載する。投稿者は原則

として神奈川大学総合理学研究所所員であるが、

編集委員会の承認により所員以外の投稿論文も

掲載する。論文の共著者については特に規定し

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

２	 掲載論文の種類

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

原著には短報（Note）を含み、報告書（Report）
は原著に準ずる。

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

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

掲載する論文は和文および英文である。

３	 原稿の体裁（総説および原著）

総説および原著論文（短報を含む）の原稿は、

下記要領に従って、そのまま印刷できるように

仕上げる。なお、テクニカルノート、報告書、

教育論文および研究交流報告についてはそれぞ

れ以下の４、５、６、７に示す。

 （1） 頁数

短報は、刷り上がり４頁以内とするが、それ以

外の論文には特に頁制限はない。但し、編集委

員会により論文が冗長と判断された場合には頁

数は限定される。また、12 頁を超える場合には、

超過分に係わる経費は著者の負担とする。

 （2） 原稿用紙サイズ

Ａ４版の用紙を用いる。本文および図表の占

める範囲（紙面）は縦横 245 × 170 mm とす

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

 （3） 段組み

研究課題名、著者名、研究課題名 ( 英語 )、著

者名（英語）、所属（英語）、Abstract（英文）、

Keywords（英語）は１段組みとする。但し、所属、

Abstract、Keywords は紙面内で更に左右およ

そ 10 mm ずつの余白を置く。

　研究課題名、著者名、研究課題名（英語）、

著者名（英語）は中央揃え、所属（英語）、

Abstract（英文）、Keywords（英語）は左右両

端揃えとする。

　序論、材料と方法（または方法）、結果、討

論（または結果と討論）、謝辞、文献は２段組み、

左右両端揃えとする。

 （4） 使用文字（フォントの種類）

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

号などを部分的に異なる字体にすることは差し

支えない。

　図の説明文および表もこれに準ずるが、図中

の文字や記号については特に限定しない。文字

サイズは下記の各項目で指示する。

 （5） 論文構成

研究課題名、著者名、研究課題名（英語）、著

者名（英語）、所属（英語）、Abstract（英文）、

Keywords（英語）、序論、材料と方法（または

方法）、結果、討論（または結果と討論）、謝辞、

文献（英語または日本語）の順とする。図と表

は本文中の適切な位置に挿入する。

 （6） 論文種の表示

第１頁、第１行目に左揃えで、前後に■記号

を付して論文種を記入する。

　例えば、■総　説■、■原　著■、■原著（短

報）■、■報告書■ など、

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

　最終的には編集委員が判断して論文種を決定

する。

　文字は、ＭＳゴシックで11P（ポイント）とし、

太字にはしない。



128

次の研究課題名まで１行あける。

 （7） 研究課題名、著者名、所属

本文が和文の場合、研究課題名（日本語）は太

字（Bold）で 14P（ポイント）、著者名（日本語）

は太字で 12P とする。著者と著者の間は 1 文字

分のスペースをあける。

　続く、研究課題名（英語）は 13P、著者名（英

語）は 12P、所属（英語）は 9P とし、これら

は太字にしない。

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

ず 9P とする。

　それぞれの間は１行あけを原則とするが、著

者名（英語）と所属（英語）の間は行間をあけ

ない。

　著者の所属が複数の場合には、各著者名末尾

および対応する所属の先頭に上つき数字（１、

２、３、など）を付し区別する。

　本文が英文の場合、研究課題および所属は前

置詞、冠詞、接続詞を除き各語の最初の文字を

大文字で記述し、著者名はフルネームで名姓の

順に記述する。最終著者の前は“and”を置く。

　次の Abstract までは１行あける。

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

が適切である。

　見出し（Abstract：）からは１文字あけて要

旨本文を書く。

　文字サイズは、見出し（Abstract：）は太字

で 11P、要旨本文は 10P とする。

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

見出しを置き、１字あけて、５語程度（英語）

の Keywords を付す。

　文字は 10P を用い、見出し（Keywords：）

はイタリックで太字とする。

　次の本文との間は１行あける。

（10） 本文

横２段組、各段 48 行とする。

　１行の文字数は和文 23 文字、英文 46 文字と

する。

　序論、材料と方法（または方法）、結果、討論（ま

たは結果と討論）、謝辞、文献の各項目の見出

しは左揃えとする。

　各項目間は１行分のスペースをあける。

文字サイズは、各項目の見出しは太字で 12P、
本文は 10P とする。

　各項目の第１段落の出だしは左寄せではじ

め、第２段落から出だしを１文字（英文では２

文字）あける。

　必要なら、各項目内で小見出しを設ける。小

見出しは太字で 10.5P とする。

小見出しの文章の出だしは左寄せとする。

（11） 文献

文献の項目見出しは左揃えとする。

　文献は本文に引用した順に番号を付し、記載

する。

　番号は片括弧（閉じ括弧のみ）表示とする。

本文中では、片括弧つき番号を“上つき文字”

とし、該当する部分に必ず記入する。

　文字サイズは、項目の見出しは太字で 12P、
各文献は 9P とする。

　文献が日英混合の場合、和文の文献のアル

ファベットと数字には、Century のフォントを

用いる。

　以下は記入例である。著書、分担著書、原著、

学位論文、学会発表などにより表記法が異なる

ので、それぞれの記入例を参照して正確に記載

する。

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

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

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

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

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

6) Taiz L and Zeigen E［西谷和彦，島崎研一

郎 監訳］(2003) テイツザイガー植物生理学

第３版．培風館，東京．

7) 鈴木季直 (1989) 電子顕微鏡による生物試料



129

の元素分析法．微生物  5: 34-44.
8) 佐藤賢一，鈴木季直 (1998) 生命へのアプ

ローチ．弘学出版， 東京．

9) 鈴木季直 (1992) 凍結技法，第６章．よくわ

かる電子顕微鏡技術．平野　寛，宮澤七郎

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

を用いた植物の有性生殖研究における最近

の展開 2003．神奈川大学総合理学研究所

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

場合は、著者（年）論文タイトルなどの末

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

述する。なお、閉じ括弧のあとには必ずピ

リオドをつける。

（12） 表
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　表の上部には必ず番号（表 1. 、Table 1.  など）

とタイトルを付し、本文との整合を期す。

　表のタイトルは、表の幅にあわせて両端揃え

とする。タイトルの末尾にピリオドはつけない。

　表のスタイルについては特に定めないが、用

いる文字や数字のサイズは本文のそれを超えな

いように配慮する。

　なお、本文への挿入の他に各表の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。

（13） 図
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　図には必ず番号（図 1. 、Fig.1.  など）を付し、

本文との整合を期し、図の下部に番号と説明文

を加える。図が細分化されている場合には、A、B、

C … （図 1A.、Fig.1A. など）をつけて区別する。

　図のタイトルの末尾にはピリオドを置く。

図のタイトルと説明文は、図の幅にあわせて両

端揃えとする。

　図のタイトルと説明文に限り、和文でもピリ

オド（．）とカンマ（,）を用いる（和文の句読

点は用いない）。

　図の番号および説明文の文字サイズは 9P と

する。

　図はできるだけ分かりやすいものとし、図中

の文字や記号は高さ 3 〜 5 mm 程度にする。

　写真はデジタル化で不明瞭にならないよう、

極度の圧縮は避ける。

　なお、本文への挿入の他に各図の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。これらの

図は、あまり圧縮せず、電子密度 300dpi 程度

の原図とする。

（14） 単位

SI unit を用いる。和文であっても、原則的に、

数値および単位には半角文字を用い、％および℃

を除き、数値と単位の間は必ず半角分スペース

をあける。

（15） 作製見本

希望者には作製見本 ( デジタルファイル ) を配付

する。

　原稿は、作製見本および既に発表されている

本誌の各論文を参照して作製する。

４	原稿の体裁（報告書）
これに該当するものは、神奈川大学および総合

理学研究所より研究費助成を受けた研究の報告

書である。

　下記要領に従って、原稿はそのまま印刷でき

るように仕上げる。

　個別の助成研究の報告書は原著と同等に扱う

ので３の規定に準じて原稿を作製する。

多人数による共同研究のうち、

（1） 各研究者が全員原著と同等の論文（短報

の場合も含めて）を投稿出来る場合は、

それらを原著として扱い、原稿は３の規

定に準じて作製する。

（2） 各研究者が要約を作製し、代表者がそれ

らを一つの報告書としてまとめる場合は、

編集委員会の指示に従ってこれを作製す

る。この場合も、文書のレイアウト、フォ

ントの種類とサイズなどの基本的な原稿

作製基準は３の規定と同じである。

　報告書のうち、著者が希望し編集委員会が採

択したもの、あるいは編集委員会が選択し著者

の同意が得られたものは原著または短報として

掲載する。

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

置の紹介記事である。

　研究論文（原著および報告書）の規定に準じ

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

究や教育技法に関する論文、および完成度が高

く簡潔に纏められた実習テキストなどである。

　研究論文（原著および報告書）の規定に準じ

て原稿を作製する。

７	原稿の体裁（研究交流報告）
これに該当するものは、研究交流を目的とした

他大学・研究所訪問記、海外研究留学報告、国

内外開催の国際学会参加報告などである。

　本誌、18 巻掲載の該当論文を参照し、英文要

旨を省略できることを除いて、研究論文（原著

および報告書）の規定に準じて原稿を作製する。

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

れた原稿１部とそれがファイルされているデジ

タル記録媒体（FD、MO、CD など）を編集委

員会（神奈川大学総合理学研究所）に提出する。

　論文の課題名が長い場合には、和文で 25 字、

英文で 50 字以内の略題名（Running Title）が

必要である。略題名は原稿に加えず、別紙に記

入して提出する。

９	投稿論文の審査
適時、レフリーによる校閲を行ない、採否や再

投稿請求は編集委員会で決定する。

　総説、および編集委員会が認める特殊な報告

書の場合を除き、既に発表されている論文の版

権を侵害するような原稿は採用されない。

10	 原稿の校正
掲載決定原稿は、ゲラ刷りの段階で著者の校正

を依頼する。校正は最低限の修正に留める。

11	 投稿料
原則として投稿は無料であるが、カラー印刷を

含むものについての著者経費負担の有無および

負担額は編集委員会で決定する。投稿原稿の体

裁が規定にあわず、編集段階で修正に経費が生

じた場合は著者が実費を負担するものとする。

また、いずれの範疇であっても、論文が 12 頁

を超える場合には、超過分に係る経費は著者が

その実費を負担するものとする。

12	 別刷
掲載された総説および原著（短報を含む）は別

刷り 50 部が著者に無料贈呈される。50 部を超

えて希望された別刷部数については実費を徴す

る。

13	 版権等
掲載論文の内容についての責任は著者が負うも

のとする。その著作権は著者に属するが、著作

権のうち、複製権および公衆送信権については

神奈川大学図書館に許諾を与えるものとする。

論文内に使用した他者の著作物（図版や写真な

ど）の転載許可は著者の責任において投稿前に

行う。

　出版権は神奈川大学総合理学研究所に属す

るが、総合理学研究所は頒布の便を図るため

に、神奈川大学学術機関リポジトリを通じて

「Science Journal of Kanagawa University」 を

公開するものとする。
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　去る 3 月、 鈴木季直先生が他界されました。 こんな日

が来るなんて夢にも思っておりませんでした。 あのヒョイと

現れ、 みんなを笑顔にして、 そしてスーと居なくなる、 そ

んなお姿を拝見できなくなる日が来るとは。 総合理学研

究所の事務室に、 今にもニコニコしながらヒョイと現れるよ

うな、そんな気がしてなりません。 先日、長年お世話になっ

ている印刷所の方が、 打ち合わせの中で 「季直先生の

原稿がないのが寂しい」 とおっしゃられていました。 それ

が気になって、私の手元にあった 2008年以降の「Science 
Journal of Kanagawa University」 を見てみたところ、

すべての巻に先生の論文が掲載されていました。 ご定年

後、 「卒業生の残した研究成果を少しずつまとめるんだ」

とおっしゃっていたことは覚えていたのですが、 それ以前

から、 毎年、 「Science Journal of Kanagawa Univer-
sity」 に、共同研究助成論文としてではなく、ご自身の研

究成果を発表されていたことは知りませんでした。 長きに

亘って総合理学研究所の所長、そして、さらに長きに亘っ

て 「Science Journal of Kanagawa University」 の編

集委員長を務められ、 多くの皆様もご存じのように定年

退職後も実質的な編集委員長でした。 2005 年、 総合理

学研究所の機関誌としてスタートした 「Science Journal 
of Kanagawa University」 が、 掲載論文の体裁を整え

るなどの改編を重ねることで学術雑誌として認められるに

至ったのは、 ひとえに鈴木季直先生のご尽力によるもの

です。そんな先生を失った後に完成した本巻を、「Science 

Journal of Kanagawa University」 の生みの親であり、

育ての親でもある鈴木季直先生に捧げ、 改めて感謝申し

上げるとともに、 心よりご冥福をお祈り申し上げます。

　ここからは、 鈴木季直先生がご定年の年に記された編

集後記 （26, 2015） からの抜粋です。

　さて、 これまでの本誌の編集について振り返りますと、

書式や投稿規程の策定から始まり、その後の点検と改訂、

論文範疇の追加、 電子媒体化、 なによりも各巻ごとの編

集実務などなど、 大変なことが続きました。 しかし、 昨今

では、 原稿書式が電子配信され、 皆さんが注意深く書式

に則り原稿を作成して下さるようになり、 投稿論文の体裁

を規定に沿うように整える編集作業もかなり容易になりまし

たので、最早、実務的な面については何も問題ありません。

10 年を経て、 なお気になることは論文の審査制度であり

ます。 一時は、 編集委員会で制度について検討致しまし

たが、 ある程度の自己責任において研究成果を埋もれさ

すことなく公表できる科学誌があることは所員にとって貴重

であるとの判断から、 今しばらくは現状維持で進めるとい

うことになりました。 当初から、 本誌が若手研究者や大学

院生の研究発表の場となることも目標の一つでありました

が、 「まずは原稿作成と論文発表に取り組んでみる」 とい

うことが比較的容易にできる現在の編集制度は、 後進に

対する教育的側面においても有意義に作用しているので

はないかと思われます。

［
 神奈川大学総合理学研究所 

］    理学部・化学科　川本達也
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