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Abstract:  Formation of highly controlled p-type and n-type conductive layers in diamond by 
ion implantation technique has been strongly desired for realizing diamond-based electronic de-
vices for decades; however practically available doping condition has not been found especially 
in n-type doping. In this study, we comprehensively determined the local structures and depth 
profiles of implanted P atoms as n-type dopant to find out the origin of inactivation of implanted 
P atoms. The local structure around the implanted P atoms was analyzed by X-ray absorption 
fine structure using synchrotron-radiation-light and the first-principle calculation based on 
density functional theory. We found at least four components for all prepared samples in the 
near edge X-ray absorption structure, suggesting that implanted P atoms locate in four differ-
ent chemical environments. We eventually assigned all the components by comparing the simu-
lated X-ray absorption with the first-principle theoretical calculation: one of the components 
corresponds to active phosphorus atom in the substitutional site, and others are the elemental 
P-P bonds and some defect complexes probably acting as inactive species for n-type dopant. 
These facts suggest that the knowledge of local structure of implanted P atoms and control of 
them are substantially important to reduce the inactivation factors of the implanted dopants.
Keywords : ion implantation doping, chemical bonding structure, synchrotron radiation light, 
X-ray absorption fine structure, DFT calculation
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Introduction
Effective impurity doping in diamond especially by 
ion implantation technique has been one of the cru-
cial issues for realizing electronic power devices. The 
advantage of ion implantation doping is that the 
degree of freedom for device design is significantly 
expanded since one can dope almost all impurity 
atoms in designated area and depth with an accu-
rate concentration. This fact finally results in short 
process time, large area doping, and low financial 
cost in fabricating integrating devices. The ion im-
plantation doping has been therefore successfully 
used in device fabrications of Si- and GaAs- based 
semiconductor technology today 1-3). In the case of 
diamond semiconductor fabrication, there are so far 

some reports on ion implantation doping focused on 
substrate quality, ion implantation conditions, and 
activation annealing processes; however, electrical 
activation of doped impurities in diamond by ion 
implantation has not been sufficiently accomplished 
yet 4-7). Quite recently, we succeeded in high-efficient 
heavy B doping around 1019 cm-3 concentration by B 
ion implantation at room temperature (RT) followed by 
activation annealing at 1150 to 1450 ℃ 8-10). We conse-
quently realized excellent p-type conductivity and 
confirmed a typical ionization energy of acceptor B 
in a wide temperature range from 150 K to 1073 K. 
The doping efficiency progressed remarkably and 
reached 78 %, and the Hall mobility at RT was real-
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ized to be 108 cm2 V-1s-1. We also succeeded in fab-
rication of p-type Schottky barrier diode by all-ion-
implantation doping process recently 11, 12).
  On the other hand, n-type doping in diamond is 
the most difficult issues today. It is recognized that 
phosphorus atom with an ionization energy of about 
0.6 eV is now the most probable dopant candidate for 
n-type impurity in diamond. Gas-phase CVD doping 
especially on the (111) diamond surface is today the 
probable way that the practically available proper-
ties are somehow realized 13-17). In the case of ion 
implantation doping, however, the electrical activa-
tion of implanted P atoms has not succeeded yet 18). 
Therefore, the investigation of true origin for the 
electrical inactivation of implanted donor P atoms 
should be important to realize the effective n-type 
doping into diamond. Recently, Shikata et al . report-
ed local structure of phosphorus atom in (001)- and 
(111)- oriented diamond by gas-phase doping in CVD 
analyzed by X-ray absorption spectra; however, they 
could not narrow down the local structure of doped 
P atom definitely 19, 20).
  In this study, we comprehensively studied the local 
structures near the implanted impurity P atoms. We 
carried out P implantation at RT with doping con-
centrations of 5×1018 and 2×1019 cm-3, which almost 
the same condition that we succeeded in the electri-
cal activation of implanted boron. The local struc-
ture around the implanted P atoms was analyzed 
by X-ray absorption near-edge structure (XANES) 
spectrum using synchrotron-radiation light and the 
first-principle calculation base on density functional 
theory (DFT) for electronic structures.

Materials and methods
(001)-oriented type IIa diamond substrates with a 
typical size of 3×3×0.25 mm3 purchased from Ele-
ment Six Ltd were first treated by a typical wet 
chemical process for diamond surface: dipping in the 
mixture of sulfuric acid and hydrogen peroxide at 
200 ℃ for 30 min followed by diluted ammonia and 
hydrogen peroxide solution at 80 ℃ for 20 min. The 
sample was then introduced in a vacuum chamber 
for P ion implantation. We performed P ion implan-
tation at eight multiple incident energies from 10 
to 150 keV to obtain flat doping concentration from 
near surface to 150 nm with doping concentrations 
of 5 ×1018 and 2 ×1019 cm-3 21). The total fluences 
were 6.2×1013 and 2.5×1014 cm-2, respectively. The 
observed depth profile of implanted P atom for the 
former case evaluated by secondary ion mass spec-
troscopy (SIMS) method is shown in Figure 1. We 
then deposited thin SiO2 film with about 100 nm 
thick to prevent the degradation of diamond surface 
and anomalous diffusion of atmospheric species in 
the following high-temperature activation annealing 
at 1300 ℃ for 2 h 22). After the activation annealing, 
the cap layer was completely eliminated from the 
surface by dipping diluted HF solution, and the sur-
face was cleaned up again by the typical wet chemi-
cal treatment. 
  Local structure around the implanted P atoms in 
diamond was analyzed by XANES spectrum us-
ing synchrotron-radiation-light. As shown in Fig. 
2, XANES spectrum strongly reflects the electronic 

Fig. 1.  Observed depth profile of implanted phosphorus 
atom measured by SIMS.

Fig. 2.  Schematical concept of X-ray absorption mecha-
nism in an atom and absorption spectrum.



Y. Hoshino et al. :  Local structures around implanted P in diamond　3

structure of unoccupied states involving local atomic 
structure and chemical environment around the 
excited atom. The XANES spectrum was measured 
at beam line 13 (BL-13) at SR center, Ritsumeikan 
University shown in Fig. 3. This beam line mainly 
consists of three optical systems of front toroidal 
mirror, Si(111) double crystal monochromator, and 
post toroidal mirror. One can utilize monochromated 
SR-light with photon energies from 1200 to 5000 eV, 
in which the K-shell electron of P with binding ener-
gy of ~2100 eV can be effectively excited. The cham-
ber for X-ray absorption measurement is closely set 
within only 2 m distance from the electron storage 
ring, allowing us to measure the spectra with excel-
lent statistics: the typical photocurrent on the I 0 

monitor mesh was ∼100 pA. The energy calibration 
was carried out by the energy of K absorption edge 
for the standard FePO4 compound material. The 
absorption spectra were recorded with two detec-
tion modes of total electron yield (TEY) and partial 
fluorescence yield (PFY) by integrating emitted sec-
ondary electrons and characteristic X-ray photons, 
respectively. The former detection mode is sensitive 
from surface to ∼100 nm depth by integration of pho-
tocurrent from the sample. The latter mode provides 
the information from deeper layers until several μm 
by a silicon drift detector. 
  Experimentally obtained XANES spectra were 
analyzed by comparing with simulated spectra by 
first-principle calculation by assuming probable lo-
cal atomic structures. Today, some DFT calculation 
packages include an option of XANES spectrum cal-
culation. In this study, WIEN2k package was used 
for self-consistent DFT calculations 23). The WIEN2k 
package is known as the most accurate calculation 
for electronic states especially in core electrons due 
to all-electron full potential calculation without 
pseudo-potentials. We employed the generalized 

gradient approximation by Perdew-Bruke-Ernzerhof 
(PBE) functional for exchange and correlation po-
tential in Hamiltonian 24, 25). A Brillouin zone sam-
pling with 4×4×4 grid for wave vectors were used 
in the present calculations. In structure optimiza-
tion, we repeatedly carried out the calculation until 
the Hellmann-Feynman force and energy were well 
converged. It took typically several days with a high-
performance workstation for sequential simulation 
of each local structure.

Results
Figure 4 shows XANES spectra detected by TEY 
(a) and PFY (b) mode for the samples with different 
doping concentrations of 5 × 1018 and 2 × 1019 cm-3. 
For reference, simulated XANES spectrum of sub-
stitutionally doped P is also shown in Fig. 4. Here, 
we focus on the near-edge absorption structure ap-
pearing between 2140 to 2160 eV, which is strongly 
influenced from the local atomic structure of doped 
P atom. It is clearly found that four components de-
noted by A, B, C, and D are observed in all spectra, 
suggesting that implanted P atoms locate in four 

Fig. 3. Schematical view of compact XAFS measure-
ment system in BL-13 at SR-CENTER, Ritsumeikan 
University.

Fig. 4. Experimentally observed XANES spectra of the 
K-absorption edge observed for the samples in various 
implantation conditions. The curve drawn with green 
color denotes simulated spectra by DFT calculation as-
sumed by the local structure of substitutionally doped 
P atom.
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different chemical environments. Compering the 
peak and dip structures observed in the experimen-
tal spectrum to those in the simulated spectrum as-
sumed by substitutional P structure (green curve), 
the component B is assigned to the substitutional P 
atom. The relative peak intensity for the component 
C at the surface sensitive condition (TEY mode) is 

found to be strongly increased. On the other hand, 
peak A and D are apparently bulk sensitive. As in-
creasing the doping concentration, the intensities of 
A and D components are increased and that of C is 
decreased. The origin of XANES spectra and depth 
profiles of these components are discussed below.
  In order to precisely interpret the XANES spectra, 

Fig. 5. Simulated XANES spectra assumed by the most 
probable hydroxyl complexes of (a) Psub-OH, (b) Psub-H, 
and (c) Psub-O. The blue dashed line denotes the energy 
position of observed peak C component.

Fig. 6. Simulated XANES spectra for three typical va-
cancy complex structures of (a) Psub-VO, (b) Psub-VH, (c) 
Psub-V, and (d) Psub-V2. The blue dashed line denotes the 
energy position of observed peak D component.

Fig. 7. Depth profile analysis by comparing XANES spectra observed for the sample at RT implantation measured 
by two detection modes of TEY and PFY.
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we performed DFT calculations and compared the 
experimentally observed spectrum structures to 
simulated ones. Figure 5 shows simulated XANES 
spectra assumed by some probable hydroxyl com-
plexes of (a) OH bonded with substitutional P (Psub-
OH), (b) H bonded with substitutional P (Psub-H), 
and (c) O bonded with substitutional P structures 
(Psub-O). The atomic configuration images after ener-
getically minimized final structures projected along 
[110] axis are also shown in this figure. It is clearly 
seen that the energy position of peak C in the ex-
perimental XANES spectra (2150.5 eV) is very close 
to that of the Psub-OH structure or mixture of Psub-
H and Psub-O structure, suggesting that the peak C 
component probably consists of hydroxyl complexes. 
  Figure 6 shows simulated XANES spectra for four 
typical vacancy (V ) complex structures of (a) VO 
complex bonding with substitutional P (Psub-VO), (b) 
VH complex bonded with substitutional P (Psub-VH), 
(c) V bonding with substitutional P (Psub-V), and (d) 
divacancy (V 2) bonding with substitutional P (Psub-
V2). The energy positions of the main peak for Psub-
VH, Psub-V and Psub-V 2 are found to be significantly 
close to that of peak D. This small component at the 
highest energy corresponds to phosphorus and va-
cancy complexes.
  As already mentioned above, we measured 
XANES spectra by two detection modes of TEY and 
PFY. TEY mode is surface sensitive and detects 
the information within about 100 nm in depth and 
PFY mode detects the information in deeper region 
until several μm depth, which allows us to analyze 
the depth profiles of the local structures. Figure 7 
shows XANES spectra observed by TEY and PFY 
modes for the samples with (a) low doping concen-
tration (5×1018 cm-3) and (b) high doping concentra-
tion (2×1019 cm-3) formed by P implantation at RT. 
It is clearly found that the relative intensity of peak 
C increased significantly in shallower region for 
both samples of low and high dosages. On the other 
hand, the intensities of peak A and B significantly 
increased in the deeper region. The intensity of peak 
D was slightly increased in the deeper area and also 
by higher dosage. On the other hand, K-absorption 
edge for black and red phosphorus was observed 
around 2145−2147 eV according to the previous re-
ports, indicating that peak A locating at the lowest 
energy can be assigned to P-P bonds 26, 27). Finally, 

estimated peak energy and probable local structure 
of each component are summarized in Table 1.

Discussion
According to the XANES spectra and DFT calcula-
tion, most of implanted P atoms are existent in the 
substitutional site, though most of them preferably 

form defect complexes. Since the peak intensities of 
B and C were respectively decreased and increased 
in the shallower area alternatively, it is suggested 
that substitutionally arranged P atoms near the 
surface region were preferably bonded with intersti-
tial hydroxyl defects. These hydroxyl species locat-
ing near surface region are probably diffused from 
surface during annealing process via irradiation 
defects. Furthermore, vacancy-complex structures 
are distributed around deeper area and significantly 
increased with increasing ion fluence. It is quite 
reasonable that ion implantation of heavy elements 
with higher dosage generally creates many defects 
and self-clusters in deeper area. 
  It is readily predicted that termination of impurity 
P in substitutional site by such interstitial defects of 
hydroxyl and vacancy complexes should electrically 
inactivate the function of donor. It is suggested in the 
previous reports on P doping by CVD method that 
incorporations of a large amount of H as well as in-
duced vacancies fatally inactivate donor atoms 28, 29). 
These facts suggest that the control of local structure 
around implanted P atoms is substantially important 
to reduce the inactivation effect of donor properties 
of dopant. In addition, we show that the technique of 
synchrotron-radiation X-ray absorption spectroscopy 
is one of the powerful tools for determine the local 
structure of doped atoms.
  We in summary investigated the local structures 
and depth profiles of phosphorus atoms doped by 
ion implantation in various doping conditions. The 
P implantations were performed at RT with doping 
concentrations of 5×1018 and 2×1019 cm-3. The local 

Table 1. Estimated peak energy and probable local 
structure for observed components in XANES spectra 

component energy (eV) local structure
A 2145.7 P clusters
B 2147.8 Substitutional site
C 2150.5 OH complex
D 2152.3 Vacancy complex
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structure around the implanted P atoms was ana-
lyzed by XANES using synchrotron-radiation light 
and the most reliable first-principle DFT calculation 
with WIEN2k code. In the XANES spectra, four 
components were clearly observed for all prepared 
samples, indicating that implanted P atoms locate 
in four different chemical environments. We eventu-
ally assigned all the components by comparing the 
absorption energies between experimental and sim-
ulated XANES spectra. As a result, four components 
are assigned to be P in substitutional site, P bonded 
with hydroxyl defects, P bonded with vacancies and 
P clusters. The depth profiles of these components 
are quite consistent with the features of ion implan-
tation with heavy atoms. The present study strongly 
suggests the importance of not only the control of 
local structures around implanted dopants but also 
the establishment of methodology for determining 
local atomic structures of dopants.
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Abstract:  Band structures in two-dimensional (111) Si layers were simulated by first prin-
ciples calculation: PHASE. The results of PHASE calculations can be predicted following mea-
surement of photo luminescence.
Keywords:  two-dimensional Si PHASE band structure calculation, photo luminescence 
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序論
2015 年に、PHASE バンド計算を使って、(100)Si で、

1 nm 程度の薄膜化によって、3D-Si の間接遷移型か

ら直接遷移型へ、バンド構造が変調することを示し

た 1)。この結果は、励起光 532 nm レーザー (2.3 eV)
による二次元 Si の PL (Photo Luminescence) 発光実

験で確認されている。(110) Si では、薄膜化しても

発光せず、バンド構造も直接型には変調しないこと

も示した。また、Ts = 0.5 (nm) 薄膜において、表面

に 120 nm ついた酸化膜を取り除くと、10 % 程度、

PL 発光ピークフォトンエネルギーからみたバンド

ギャップが大きくなることが分かっている。この差

は、Si 薄膜の熱応力からの変調による。

　酸化膜なしの実際のバンドギャップは、PHASE
計算とよく合う。そこで、PHASE 薄膜計算で使う

スラブモデルの水素 H 終端を、酸素 O を入れた OH
終端で模擬的に酸化膜を作ってやると、酸化膜があ

る実験値とほぼ合い、バンドギャップは下がること

も示した。本論文では、薄膜化による (111) Si に対

するバンド構造の変調を、PHASE により調べる。

まず、(111) bulk の計算を行い、次に、薄膜化し、

OH 終端による変化も見る。

方法
(111)Si の bulk のバンド計算
PHASE を用いた (111) Si の bulk のバンド計算をす

る。[111] 方向から見た xy 面の原子配列は、図 1 と

なる。右半分の 12 原子で結晶を表現できる。これを

yz 面から見ると、図 2 となる。座標で表わすと、次

になる。

　　格子定数 a = 10.26(a.u.)
　　Δ x = 14.5098(a.u.)
　　Δ y = 12.5658(a.u.)
　　Δ z = 18.7708(a.u.)
　No.      (x,y,z) =
　 1.  (7.2549, 6.2829,  2.2213)
　 2.  (7.2549, 6.2829, -2.2213)
　 3.  (7.2549, 2.0943, -8.1449)
　 4.  (7.2549,-2.0943,  8.1449)
　 5.  (3.6274, 4.1886,  8.1449)
　 6.  (3.6274,-4.1886, -8.1449)
　 7.  (7.2549,-2.0943,  3.7022)
　 8.  (3.6274, 4.1886,  3.7022)
　 9.  (3.6274, 0.0(12.5658), 2.2213)
   10.  (7.2549, 2.0943, -3.7022)
   11.  (3.6274, -4.1886, -3.7022)
   12.  (3.6294, 0.0(12.5658), -2.2213)

　この格子モデルを使い、PHASE により、(111)
bulk-Si のバンド構造計算 (G-X) をすると、図 3 と

なる。同じ方向に原子が重なるために、バンド構造

の冗長が起こり、バンドの折り返しが起こる。(100) 
bulk-Si の場合も同じであった 1)。本来の X 点が、G
点軸側に折り返して出てしまう。(111) bulk-Si を計

算した G（ガンマΓ）点は、2.57 (eV) で、X 点は、

折り返った一番下のバンドの0.73 (eV)である（図3）。
同様の問題が、(111) bulk-Si でも起こる。(110) の場
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図 3．(111)NL12-bulkSi. 図 4．(110)NL8-bulkSi.

図 6．(111)NL4-Si12. 図 7．(111)-bulkSi12

図 5．Unit of (111)NL6 Slab model.

合は、図 4 となる。

　(110)Si8:    G 点 = 2.59(eV)，X 点 = 0.77(eV)
　(111)Si12:  G 点 = 2.57(eV)，X 点 = 0.73(ev)

結果と討論
(111) 薄膜 2D-Si:1 層
Si(111) の基本格子は、NL6（(100) の NL4 に相当）

となり、これをスラブモデルで薄膜化すると、図 5
のようになる。膜厚は、8.1449 × 2 = 1.5877a.u. = 

0.862 nm である。外側の Si に対し、それぞれ 3 つ

の H を付け、終端する。

　(111) Si2 の膜厚 NL4 に対して、PHASE で計算し

たバンド図は、図 6 となる。同じ、(111) bulk-Si に
おいてのバンド図は、図 7 となる（LGX 点軸）。両

者を比較すると、折り返された bulk の G、X 点が表

1 となり、薄膜 0.8 nm でも、バンドは間接遷移のま

まであることがわかる。

　(111) 2 層 NL8 のバンド構造計算は、図 8 となり、

1 層を 2 層のスーパーセルにして、Bulk 計算して折

図 1．Atom arrangement of [111]xy axes.

図 2．Atom arrangement of [111]zy axes.

表 1．Band gap ( Γ, X) for (111) Si NL

G( Γ ) X
(111)bulk 2.46 0.729
(111)NL4 2.57 1.408
(111)NL8 2.6057 0.8881
(111)NL8-bulk 2.5696 0.729
(111)NL4-2HOH 2.5289 1.3875
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図 11．Dependence of band gap for (111)NL.

り返しの出方を見て（図 9）、G 点をさがし選ぶ。

　次に、1 層において、H 終端の片側の 3H のうち（図

6 再掲）、1 つの H を OH にして、2H1OH 終端を作

りバンド計算を行う（図 10）。HOH 終端が、(111)
NL4-HOH:G 点 = 2.53 (eV)，X 点 = 1.39 (eV) となる。

H 終端が、(111) NL4-H:G 点 = 2.57 (eV)，X 点 = 1.408 
(eV) であったものが、G 点、X 点とも下がる。(100)
では、OH 終端が、酸化膜を模擬的に表したものに

近く、OH終端がH終端より、バンドが下がるが、(111)
でも、同様に下がることが分かる。(100)片側 1OH（自

然酸化膜に相当）で、5% 程度バンドが下がるが、(111)
片側 1OH では、2% 下がる。

　図 11 に、これまでの結果をまとめる。(100) 薄膜

の G、X データの上に (111) 薄膜のデータを重ねる。

(100) 薄膜で、繊維の構造変化が起きたが、(111) 薄

図 8．(111)NL8-Si12.

図 6．(111)NL4-H.

図 9．(111)-NL8bulkSi12.

図10．(111)-NL4Si12-2HOH.

膜では、(100) 薄膜同様に、構造変化は起きないこと

が分かった。また、2H10H 終端の、酸化膜を模擬的

に表したモデルの値も、ほぼ変わらない（2 %）。(110)
も、1OH 終端は、Si 層間隔が疎になるために、OH
終端の効果は小さかったが、(111) では、もっと疎で

あるので、同様に OH 終端の効果は小さい。

まとめ
⑴　(111)bulk バンド計算は、Si12 基本格子で計算

できることが分かった。

⑵　(111) 薄膜 NL4、NL8 のバンド計算により、(110)
同様に、(111) 薄膜は、間接遷移の構造のままで、

PL 発光はしないだろうと考える。

⑶　(111) のスラブモデルの H 終端を、片側 OH 終

端として、酸化膜のひずみの効果を模擬的に入れ

て計算したところ、構造の層間が疎のため、(100)
のようには下がらず、2% 程度に留まることがわ

かった。
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Abstract:  A support system was developed to assist in the preparation of lecture handouts 
and assignment materials. This system is able to co-generate a target program source code and 
an explanatory figure used in the teaching of C language pointers. Targeted class activities are 
"write explanatory figure from the code" and "write code from the explanatory figure". We devel-
oped the system for some typical exercises – follow the steps of a linear list operation and draw 
a figure that represents the structure of the list. The system consists of two parts – a generator 
and a viewer. The generator forms connection patterns between structures, C language codes, 
and data for displaying an explanatory figure based on specified settings. The viewer displays/
edits/saves the explanatory figure of data structures. The viewer includes simple editing and 
saving features. As a result of actual use of the system, issues such as the lack of quality control 
of connection patterns that can be generated and the lack of an explanatory figure of the steps 
in the code emerged. We are able to effectively create code and an explanatory figure useful in 
the exercises.
Keywords:  C programming language, programming education, pointer, linear list, source code 
generation, explanatory figures 
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序論
本学科を始めとする情報 /CS 系の学部では、コン

ピュータの動作原理や基幹技術の知識体系を深く学

習するために、高水準言語の中でハードウェアに近

い機能を扱うことが可能な C 言語の学習をカリキュ

ラムに取り入れることが多い。C 言語はポインタや

メモリ管理の部分が難しく、挫折する学生の割合が

高い。

　先行研究としては、これを解決するための試みと

して、金子らが開発した VIE システム 1, 2)、小池ら

が開発した SuZMe3) がある。両者ともコードを学

習者がステップごとに実行して、ポインタの関係を

図から理解する補助システムである。VIE システム

は変数のブロック構造 ( 型・変数名・値 ) の可視化、

SuZME はメモリ空間 ( 値とアドレス ) を可視化とい

う機能も備えている。

　これらのシステムでの可視化とは、作成済みプロ

グラムの動作のポインタで指し示す関係の変数を表

す長方形とそれらを結ぶ矢印として図示を行うもの

で、主なユーザは学習者（学生）を想定する。ポイ

ンタの教育では教員が授業資料などを手早く作成す

ることも大事であり、対象とするソースコードと解

説図をペアで生成したいと考えた。

　本研究では、主たるユーザを課題作成者（教師）

とし、教材や課題に使用できるコードや図の作成補

助を行う課題作成補助システムの開発を目指した。

目標
ポインタをわかりやすく教える方法として、コード
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た講義資料（サンプルは図 1と図 2）を作成する。コー

ドはステップ毎にラベルが付いている。解説図は、

構造体を表す箱と、ポインタのリンクを表す矢印で

構成されている。矢印はコードの処理が進むと生成・

削除される過程をステップの記号を付記して示して

ある。

　この資料を印刷して学生に配布し、教師はコード

実行中のリンクの生成・削除や値の変更の動きを、

話しながら赤ペンでなぞるなどしてステップごとの

動作を解説する。その後、学生に別のコードと構造

体を表す箱だけの解説図の雛形が書いてある用紙を

配布し、約 10 分間でポインタのリンク（矢印）と対

応するステップの番号を書きこむ演習を行った。

システムの機能と生成物の要件
先述したような形式の演習問題の設定（構造体のメ

ンバ・宣言する構造体の変数等）を入力すると、コー

ドとそれが表現する線形リストの解説図を生成する

ようなシステムの開発を行った。

　コードはステップ毎に値の書き換えを行うものと

する。類似問題の量産を行うために、ポインタの指

とメモリの状態の解説図を関連付けて理解してもら

う方法がある。それを行うため「コードから解説図

を書く」「解説図からコードを書く」という演習を実

施することが想定される。

　これらを支援するための「教員が演習問題の設定

を入力すると、それのコードと解説図の生成を行う

システム」の開発を目標とした。また、「事前の説明

に使用する例題」や「学生に解いてもらう演習問題」、

「難易度を変更した類似する演習問題」といった、複

数の類似する問題の作成を可能にすることも目標と

した。参考とした例題 4) の形式をベースとし、主に

線形リストを対象にするシステムとした。

　先行研究のシステムとの違いを、表 1 に整理した。

構造体や自己参照構造体（構造体へのポインタ）に

ついて、先行研究では論文内に記載がないため未対

応と推定している。

方法
ベースとする演習の形式 4) は、本学科の 2 年生を対

象とした授業内演習のものである。実際の授業では

以下の流れで実施していた。

　最初に教師は、自己参照的ポインタと構造体で線

形リストを表現するコード、具体的には値とポイン

タの２つのメンバを持つ構造体が複数あるものにつ

いて、コードとリストの構造を表す解説図を掲載し

図 1．対象とする演習で用いる C 言語コード．

図 2．対象とする演習で用いるリスト構造の図．

表 1．先行研究のシステムとの違い

VIE SuZME 本研究

ポインタ変数の指す先

を矢印で繋ぐような形

式での、コードの図示

◯ ◯ ◯

メモリ空間をアドレス

と値の表として図示
✕ ◯ ✕

教材に使用する新規

コードの生成
✕ ✕ ◯

システム単体での、

コードの実行とデバッ

グ

◯ ✕ ✕

コードの実行ステップ

毎の状態の図示
◯ ◯ ✕

図示された図を操作す

ると、対応するコード

の提案を行う

◯ ✕ ✕

構造体や自己参照構造

体を使うコードの図示
？ ？ ◯

「コードから図」「図か

らコード」という例題

への対応

◯ ◯ ◯
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す先のランダム変更ができるようにする。実行過程

の解説用に、コードのステップ毎にコメントで番号

を振るようにする。構造体は静的確保（事前に宣言）

と動的確保（mallocで確保）から選択できるようにし、

それぞれの違いの教育にも使用できるようにする。

解説図で構造体変数を表す箱は、図 2 のように上か

ら順番にメンバが並ぶような形とする。

システムの構成と開発環境
システムは、2 つの GUI アプリケーションで構成す

る方針とした。一つ目は、構造体間の繋がりパター

ンとＣ言語コード・解説図表示用データを生成 / 保
存を行う Windows 専用デスクトップアプリ（以下、

ジェネレータ）であり、二つ目はデータ構造の解説

図の表示 / 編集を行うウェブアプリ（以下、ビューワ）

である。

システムの設計：各種データのジェネレータ
ジェネレータには、先述したような形式の課題に使

用するコードと解説図を作成する上で手間となる、

①構造体間の繋がりパターン②データ構造の解説図

表示用データ (JSON)、③線形リストを表現するコー

ドの 3 つを生成する役割を持たせる。

　操作は、「保存済み設定のインポート（任意）」、パー

ト A「使用する構造体の設定決定」、パート B「構造

体変数の設定と、繋がりの生成」、パート C「解説図

表示用データと C 言語コードの生成、それらと構造

体間の繋がりパターン設定の保存」の順番で行う。

各パートの具体的な仕様について述べる。パート A
「使用する構造体の設定決定」（図 3）では、使用す

る構造体の設定を決める。今回は一つの課題で使用

できる構造体の種類は一個のみとする。使用できる

メンバの型は「int, float, double, char, char （文字列）」

および同じ構造体へのポインタとする。メンバのポ

インタの数は複数個設定できるようにした。コード

のプレビュー機能により、意図している構造体になっ

たかどうかを確認できるようにする。

　パート B「構造体変数の設定と、繋がりの生成」（図

4）では宣言する構造体変数を一つずつ入力し、そ

れらの間の繋がりのパターンの生成を行う。生成は

現時刻をシード値とする乱数で行う。左側のパネル

に宣言する構造体変数の名前とメンバの初期値（必

須）を入力する。構造体変数は「実体、構造体への

ポインタ、新規作成した構造体へのポインタ」の三

種類の中から選択できるようにする。ポインタであ

るメンバのうち、他の構造体に繋げたいポインタは

NONE と入力する（後の処理でランダムに選択され

た他の構造体へのポインタまたは NULL ポインタが

割り当てられる）。「新規作成した構造体へのポイン

タ」は、malloc で動的確保した構造体と、それへの

ポインタのセットのことである。繋がりのパターン

は、ループする繋がりを含むか否かを切り替えるこ

とができるようにした。右側パネルの「繋がりをラ

ンダム生成」ボタンを押すと、構造体変数とメンバ

の値のリスト（繋げる前と繋げた後）をそれぞれ生

成して表示する。動的確保した構造体は【nn】、そ

れへのポインタは【np】と右側に表記する。

　パート C「解説図表示用データと C 言語コードの

生成、それらと設定の保存」（図 5）ではパート B で

作成した繋がりのパターンに基づき、解説図表示用

図 3．パート A「使用する構造体の設定決定」．

図 4．パート B「構造体変数の設定と繋がりの生成」．
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データとＣ言語コードを生成する。名前を入力し保

存ボタンを押すと、保存用フォルダにそれらと、イ

ンポート用の設定を保存する。解説図表示データは

「.graph.json」、設定は「config.json」の拡張子のファ

イルに保存する仕様とする。解説図表示データに関

して、迅速な開発を行うため、今回の版ではノード

の座標情報を含まない仕様とする。

「保存済み設定のインポート（任意）」について、こ

こではパート C で保存した「config.json」を、インポー

ト部分で読み込み、構造体 / 変数の設定が再利用で

きるようにする。

システムの設計：解説図のビューワ
ビューワには、各種データのジェネレータで生成さ

れた解説図表示用データ「.graph.json」から、各構

造体とそれらのメンバ変数の値を示す解説図を表示

する役割を持たせる。

　構造体とメンバは四角形の箱型ノードで表現する。

ポインタはメンバから構造体に伸びる矢印で表現す

る。また、簡易的な編集機能を持たせ、ノードや矢

印の削除、矢印の付け直しをできるようにする。

図の表示には JavaScript のネットワーク図描画ライ

ブラリの Cytoscape.js5) と、それの機能の拡張を行

うライブラリ群 6) を使用する。ノードをグループで

まとめる機能を持っていることから、線形リストの

解説図を表現することに適していると考え、採用し

た。今回の版では、迅速な開発を行うために、ビュー

ワ上で編集可能な要素は図のみとする。そのため、

ビューワの時点でコードを修正したくなった場合

は、ジュネレータに戻って生成をやり直すことにな

る。また、今回はジェネレータの項で述べたように

解説図表示用データ「.graph.json」には、ノードの

座標情報を含まないため、読みこみを行った時点で

は、全ての構造体のノードは横並びに配置されてい

る。そのため手動でノードを移動させる編集を行っ

て整える操作が必要である。移動後の解説図の例を

図 6 に示す。

結果
「システムの機能と生成物の要件」の項で定義したよ

うなシステムを開発することができた。生成物のサ

ンプルは図 7 と図 8 である。ステップ毎に番号があ

るため、実行過程の解説を行うことができる。

類似問題の量産について、構造体間の繋がりを乱数

でランダムに決定する形式にしたため、教材として

適切なパターンをうまく生成できなかった。具体的

には、ポインタの指す先が 1 つの構造体に集中せず

分散しているまたはポインタでの繋がりから分断さ

れた孤立している構造体が無いようなパターンが望

ましい。また、繋がりがノード A から始まり、ノー

ド B で終了するといった特定のノードに着目したよ

うなパターンを選んで生成したい。しかしランダム

生成の結果からこういったパターンが出てくるまで

図5．パートC「解説図表示用データとC言語コードの生成，
構造体間の繋がりパターン設定の保存」．

図 6．最も簡単なパターンでの解説図の例．

図 7．例題に近い設定で生成したコード．
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図 8．例題に近い設定で生成した解説図．

何度も生成をしたり手動で少し手直しを行ったりす

る手間は煩わしい。

システムの使用で判明した知見
想定していたような形式の演習に使用できるような、

「コードとデータ構造の解説図」を作成することに成

功した。ただし、先述した通り、構造体間の繋がり

のパターンの生成方法がランダムであるため、質は

不十分であった。作成した 1 組の「コードとデータ

構造の解説図」を調整したものに問題文を付けて、

演習資料を作成する作業は、解説図の横並びになっ

ているノードを適切な位置に移動させる時間も含め

約 20 分で完了した。また、保存済みの設定の中から

「使用する構造体変数の個数や繋がりの複雑さ（繋が

りの個数とループする繋がりの有無）」といったデー

タ構造の複雑さに関する項目を変更し、データ構造

理解の難易度を調整した課題を複数作成することに

成功した。

　解説資料を作成する上で、途中のステップ時点で

の解説図を作れないことが問題点として浮上した。

コードの処理が完了した時点の解説図のみを生成す

る仕様だが、これでは途中経過の説明を行うことが

難しい。また、コードにポインタ以外のメンバの値

の書き換えを行う処理を追加しないと、作成できる

課題がやや単純なものになってしまうことも判明し

た。

討論
システムの使用により必要だと判明した「構造体間

の繋がりのパターンを、人間が手動で作成した課題

に近いものにする機能」、「途中のステップ時点での

解説図を作成する機能」、「型がポインタ以外のメン

バの値の書き換えを行う機能」の追加実装が課題で

ある。途中のステップ時点での解説図は、コードの

ステップ毎に、ノードと繋がりを追加した解説図を

生成するような、単純な仕組みの導入で容易に実装

可能である。

　繋がりのパターンを、システムの開発結果で述べ

たような人間が作成した課題に近いものにするため

には、それらの規則性を再現可能なアルゴリズムを

作成し、それを用いて適切な行き先の選択を行うこ

とが有効だと考えられる。ポインタ以外のメンバの

値の書き換えは、書き換え対象と値を選択する操作

ボタンや処理の追加が必要である。

線形リストを扱う課題だけではなく、二分探索木を

始めとするより幅広いアルゴリズムやデータ構造に

対応することも求められる。現時点では、構造体の

メンバにポインタ変数が 2 つ以上ある場合にも対応

しているため、通常の二分木なら作成できる。しかし、

ノードの値の大小判定をする機能がないため、二分

探索木への対応はできない。このような、各アルゴ

リズムに沿った生成処理を行う機能の追加とそれを

制御する UI のデザインを検討する必要がある。

本研究のシステムのジェネレータは、生成中は繋が

りの状態を一対一の接続関係の列挙で管理する形式

である。そのため、先述したようなパターンやデー

タ構造のアルゴリズムと関連させて繋がりの状態を

扱うことが困難である。今後は、繋がりの関連性を

容易に取得・操作できるような状態管理の導入が求

められる。

結論
「教員が演習問題の設定を入力すると、それのコード

と解説図の生成を行うシステム」の開発を行った。

それを用いて「授業の事前説明に使用する例題」や

「学生に解いてもらう演習問題」、「難易度を変更した

類似する演習問題」の作成ができることを確認した。
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序論
近年、イオン分子のみからなる常温常圧で安定な液

体の物質が知られるようになり 1)、イオン液体と呼

ばれるようになった 2-4)。イオン液体は通常の分子性

溶媒とは異なる物性を示すことが多いため、様々な

分野でその特異性を活かした利用が期待されている。

イオン液体は、発見当初からその電気伝導性および

不揮発性の２つの特徴を生かした応用として、電池

の電解液への利用が注目されている 5)。確かにイオ

ン液体にはこれらの優れた性質があるため、不燃性

の電解液としての利用が期待されるが、問題点とし

てイオン液体の価格の高さが挙げられる。そのため、

現在の研究においては、真に分子性溶媒の代替が必

要な場合が主流である。その代表例として、宇宙開

発における利用が挙げられる。宇宙で使われる素材

は、もともとコストが高いことが避けられないケー

スが多く、高価なイオン液体を用いることに大きな

デメリットはない。近年では、イオン液体をバッテ

リー電解液に用いた人工衛星の試験的運用が始まっ

ている 6)。

　イオン液体の興味深い特徴の一つとして、液体内

部構造中の空隙の存在が挙げられる。このような物

性を示唆した研究として、例えば牧野らは、イオン
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液体の CO2 溶解に伴う体積膨張率が分子性溶媒より

も遥かに小さいことを報告した 7)。このような物性

が現れる要因として、CO2 がイオン液体中の空隙を

占有するため、元の液体体積をほとんど変化させな

いことが、分子動力学シミュレーションに基づいて

説明されている 8)。液体の内部構造としての空隙は、

液体中への分子の溶解性に関わり、また溶解した溶

存分子の拡散挙動にも重要な役割を持つと考えられ

る。しかしながら、空隙の情報を実験的に調べるこ

とは非常に困難である。そこで本研究においては、

空隙のプローブとして微弱な近赤外りん光を示すこ

とが知られる一重項酸素を用いる方法に着目した。

　酸素の基底状態 O2(X3Σg
-) およびその励起状態で

ある O2(a1Δg) は、いずれも双極子モーメントを持た

ず、四重極子モーメントも極めて小さい。そのため、

液体中に溶存した O2 とその周囲の溶媒分子との間に

は、電気的な力による局所的な溶媒和がほとんど無

い。このような場合、分子性溶媒中におけるO2(a1Δg)
の発光ピーク波数は溶媒の屈折率にのみ依存し、こ

れらの間には 1 次の良い相関がみられる 9)。これに

対し、液体の内部構造として空隙を多くもつとされ

るイオン液体中では、O2(a1Δg) の発光ピーク波数に

対し、溶媒の屈折率および液体中の空隙の両方の影

響が現れると予想される。吉田らは、様々なイオン

液体中における O2(a1Δg) 発光ピーク波数をレーザー

同期の時間分解近赤外分光法で計測し、空隙の影響

を調べた。各イオン液体中での発光ピーク波数は、

単純に屈折率に比例するのではなく、各イオン液体

中の密度から見積もられたイオン液体内の自由体積

への依存性も、同様に示すことが分かった 10)。

　本研究では、イオン液体が特異的によく溶解する

ことが知られる CO2 に着目し、その溶解に関する情

報を一重項酸素をプローブとする空隙の測定法を応

用して得ることとした。イオン液体に多量に溶解し

た CO2 が、溶存 O2 の溶媒和にどのように影響し、

どのような効果をもたらすか、一重項酸素のピーク

波長シフト量にもとずいて考察し、CO2 や O2 の溶

解機構の理解を目指す。

実験
本研究では、試料として 2 種類のイオン液体 [Bmim]
[Tf2N] および [Bmim][Nf2N]（関東化学）、光増感剤

として有機色素であるメチレンブルーあるいはロー

ズベンガル（関東化学）を用いた。図１にこれらの

イオン液体を構成するイオン分子の構造式と略称を

示した。使用したイオン液体には、空隙サイズの違

いを指標として、同じイミダゾリウムカチオンに対

して体積の異なるアニオンを組み合わせたものを選

んだ。

図 1．実験に用いたイオン液体を構成するイオン分子の構
造式．（左）カチオン，（右）2 種類のアニオン .

図 2．レーザー同期の時間分解近赤外分光装置の概念図 .

　試料の調整では、溶媒として用いるイオン液体の

みを入れたサンプル管、および一重項酸素を発生さ

せるために光増感剤をイオン液体に溶解させたサン

プル管を別々に用意し、いずれも真空オーブンで

60℃に保温して乾燥させた。その後カールフィッ

シャー水分計（京都電子工業，MKC-610）で液体中

に残留する水分量を測定し、イオン液体の水分量が

300 ppm 以下であることを確認した。分光計測に適

した光増感剤の濃度を定めるため、光増感剤を加え

たイオン液体を石英セルに入れ、一重項酸素の強度

が最も強くなるように溶媒用のイオン液体を加えた。

試料溶液に気体を溶解させて近赤外発光スペクトル

を測定する実験では、溶存酸素を除く場合にはアル

ゴンガスによるバブリングを 10 分間行った。溶存酸

素ありの実験では、アルゴンバブリングしたあとの

試料溶液に対し、CO2 と O2 の混合比が 1：1 および 1：
0 で全圧 1 atm のガスを 10 分間バブリングし、測定

した。

　図 2 にレーザー分光測定に用いた自作の装置概

念図を示す。Nd3+：YAG レーザー（Continuum, 
PL8000）の第二高調波（10ns パルス，532 nm）を

繰り返し 1Hz でサンプルの入ったセルに照射し、光

増感剤であるメチレンブルー あるいはローズベンガ

ルを光励起した。光増感剤は三重項状態となり、溶

液中の溶存酸素にエネルギー移動を起こすことで一

重項酸素 O2(a1Δg) を生成した。一重項酸素が基底

状態に遷移する際に放射されるりん光は、レンズで



渡邉　諒 他 :  一重項酸素近赤外分光とイオン液体の二酸化炭素吸着　21

図 3．[Bmim][Tf2N] 中におけるメチレンブルーの吸収ス
ペクトル．

集光して分光器（SOLAR TII, MS3504i）に導入し

た。分光器で波長選別されたりん光は、近赤外用光

電子増倍管（HAMAMATSU, H10330-45）まで導い

て検出した。出力の電圧信号は、オシロスコープに

取り込んで、デジタルデータとして保存した。一重

項酸素の生成は 1275 nm で発光を観測することで確

認し、測定は一重項酸素の発光ピーク波長付近 1220 
nm-1340 nm の範囲において行った。また、波長ご

とに強度時間変化を積分した強度を波長に対してプ

ロットし、発光スペクトルを得た。得られたスペク

トルのバンド線型をローレンツ関数によってフィッ

ティングすることでピーク波数を決定し、一重項酸

素の発光ピークシフト値を求めた。

イオン液体中のO2 (a→X) りん光スペクトル
図 3 に UV-Vis 分光光度計を用いて測定した [Bmim]
[Tf2N] 中におけるメチレンブルーの吸収スペクトル

を示す。Nd3+：YAG レーザーの第二高波長（532 
nm）の波長は、メチレンブルーのππ* 遷移による

653 nm の強い吸収バンドから外れているが、532 
nm の吸光度 0.03 程度の値が確保されていることが

わかる。これより、メチレンブルーの濃度を適切に

調整すればレーザーで光励起が十分可能なことを確

認した。ローズベンガルを用いた試料でも同様の確

認実験を行った。

　図 4 に、[Bmim][Tf2N] 中において観測した 1275 
nm での近赤外発光強度の時間変化曲線を示す。強

度は、検出器の電圧の符号に合わせて表示されてお

り、負の数値が大きいほど強度が強くなるように作

図している。この時間変化の実験では、信号の強度

が溶存気体に依存して大きく異なることが分かる。

アルゴンガスにてバブリングした場合は、レーザー

照射後でも信号が発生していない。一方、空気飽和（バ

ブリング無し）および、O2 と CO2 の混合ガスでバ

ブリングした場合、レーザー照射後に強い発光信号

が瞬間的に立ち上がり、その後数 10 µs の時定数で

強度減衰が起こっている。この信号は、(1) 一重項酸

素の典型的な発光波長である 1275 nm で現れている

こと、(2) 溶液中に酸素がある時のみ信号が現れるこ

と、の 2 点から一重項酸素の発光によるものと合理

的に解釈できる。以上より、イオン液体 [Bmim][Tf2N]
中においては、溶存酸素が存在すれば、532  nm レー

ザーによる光増感反応によって一重項酸素が生成す

ると結論した。同様の実験は [Bmim][Nf2N] の試料

でも行い、一重項酸素の光増感反応による発生を認

めた。

　次に、図 4 のような時間変化曲線を様々な波長で

測定し、各々の積分強度を波長に対してプロットす

図 4．各バブリング条件における一重項酸素からの 1275   
nm の発光強度時間変化 .

ることで分散りん光スペクトルを得た。図 5 に、（a) 
[Bmim][Tf2N]、および (b) [Bmim][Nf2N] 中で得られ

た一重項酸素の近赤外分散発光スペクトルを示す。

図には、空気飽和および O2/CO2 混合気体のバブリ

ング、の 2 条件で測定したものを示した。いずれの

試料においても、得られた発光スペクトル形状はロー

レンツ関数によってフィッティングすることができ、

この操作によって発光ピーク波長を決定した。

　いずれの試料のスペクトルにおいても、CO2 があ

る場合のピーク波長は、0.2 ～ 0.3 nm 程度のわずか

なブルーシフトを示すだけで、ほとんど変化がなかっ

た。ピーク波長の他、バンド幅や発光寿命でも変化

はみられなかった。

溶媒の屈折率と発光ピーク波数シフト
つぎに、ピーク波長がイオン液体の溶媒和によって

どのように変化したかを考察するため、ピーク波長

と溶媒屈折率の関係を検討した。図 6 は、今回用い

た 2 種類のイオン液体サンプルに対し、空気飽和、

O2 バブリング、および O2/CO2 混合気体のバブリン

グ、の 3 つの条件で測定した一重項酸素の発光ピー
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クシフト量を、溶媒の屈折率の 2 乗分の 1 に対して

プロットしたものである。ピークシフト量は、気相

における発光ピークとの差を波数 cm-1 で示した。図

には、過去に報告された分子性溶媒中でのシフト量

もプロットされ、それらに対する直線フィットが表

示されている。分子性溶媒中では 1/n2 に対して良い

相関がみられ、屈折率がシフト量を決めていること

が確認できる 9)。一方、今回測定した 2 種類のイオ

ン液体中の発光ピークシフトは、屈折率とピークシ

フトの相関（図中の直線）からシフト量が小さくな

る方向、すなわち気相の発光により近くなる方向へ

大きくズレていた。特にその傾向は [Bmim][Nf2N]
中で大きくなっている。2 つのイオン液体では、密

度から見積もった液体中の自由体積がいずれも酸素

分子体積よりも大きく、特に [Bmim][Nf2N] 中の値

が大きい。このことは、過去の吉田らの研究結果と

同じように解釈できる。すなわち、今回のイオン液

体中においても、酸素分子は大きな隙間にトラップ

されて溶存しており、溶媒の屈折率の影響が弱くなっ

てより気相に近いシフト量を示す、と理解できる。

溶存 CO2 によるピークシフト量の変化は、２つのイ

オン液体でいずれも小さく、波数で 3 cm-1 以内程度

であった。これは、分子性溶媒の相関直線からのズ

レが 10 ～ 20 cm-1 ほどあることに比べれば、ほとん

ど変化がなかったと考えられる。

　現在のイオン液体への CO2 溶解のモデルでは、

CO2 はイオン液体中の隙間を埋めると推測される 8)。

このモデルでは、隙間の概数がイオン対数個に対し

て１つと見積もられる。その場合、隙間の数を物質

量で考えると、数 mol/dm3 程度は存在すると考えら

れる。この濃度を、本研究での溶存 CO2 濃度と比較

するため、ヘンリー定数に基づいた溶存気体の濃度

推測を行なった。[Bmim][Tf2N] 中においては、323 
K におけるヘンリー定数 kH/MPa は、O2 が 111、
CO2 が 4.87 であり、CO2 が圧倒的に溶解しやすい

ことが分かる 11)。CO2 が 0.5 気圧条件下では、35.7 
mmol 程度の CO2 が溶存していることになる。この

値は、上述のイオン液体内の空隙の濃度に比べかな

り少なく、空隙の大部分は CO2 が入っていないと考

えてよい。

　本研究のピークシフト量に溶存 CO2 の影響がほと

図 5．(a)[Bmim][Tf2N], (b)[Bmim][Nf2N] 中における一重
項酸素の近赤外発光スペクトル．

図 6．(a)[Bmim][Tf2N] および (b)[Bmim][Nf2N] の各溶媒
中における一重項酸素ピークシフト量と屈折率の相関 .
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んどなかったとする分光計測結果は、CO2 溶解が O2

の溶解状態に対してほとんど影響を与えないことを

示唆する。実験で用いた二つのイオン液体のうち、

[Bmim][Tf2N] は液体中に隙間がほとんどないと見積

もられている。その場合、溶存 CO2 が液体構造に大

きく影響し、一重項酸素のスペクトルシフトに影響

が現れやすいと仮定したが、その効果はほぼ見られ

なかった。もう一つのイオン液体 [Bmim][Nf2N] 中
では、隙間が大きいため、O2 と CO2 が同時に入る

ような場合にピークシフトに異常が現れると推察し

たが、計測結果ではシフト量に変化はなかった。こ

のことから、気体分子を２つ同時に取り込むような

大きな隙間は無いと考えられ、発光する一重項酸素

の溶媒和環境には影響がなく、スペクトルシフト量

に CO2 添加の効果が現れなかったと解釈した。

　ここまでの研究では、CO2 の分圧 0.5 atm での影

響について調べた。今後は、CO2 溶存濃度がイオン

液体中の隙間の数に相当するような条件となる CO2

分圧 50 atm 程度での近赤外分光計測を行い、CO2

の空隙への溶解の影響を一重項酸素の発光をプロー

ブとして解明する。

おわりに
本研究では、液体内に空隙をもつと考えられる 2 種

類のイミダゾリウム系イオン液体 [Bmim][Tf2N] お
よび [Bmim][Nf2N] について、その空隙を理解する

に資する情報を一重項酸素の近赤外発光ピークシフ

トに基づいて収集した。2 種類のイオン液体のうち、

比較的アニオンの小さい [Bmim][Tf2N] では、もと

もと液体中の隙間が小さいため、溶存 CO2 による

一重項酸素りん光のピークシフトへの影響はわずか

しか起こらないと予測した。一方で隙間の大きな

[Bmim][Nf2N] では、ピークシフトの屈折率に対する

相関からのズレに大きな変化があると予測した。し

かしながら、溶存 CO2 による酸素分子の溶媒和への

影響は、どちらのイオン液体でもほとんど見られな

かった。この結果を踏まえ、今回の実験条件ではイ

オン液体中の溶存 CO2 は O2 と同じ隙間にはほとん

ど入らず、空隙中に O2 が半ばガス状で存在している

とするモデルに変化がない、と考察した。

　本研究ではアニオンの分子サイズによる溶存 CO2

の影響は見られなかったが、CO2 濃度を上げるなど

今後も隙間に着目した研究を進めることで、イオン

液体中の溶質分子の運動や、O2 や CO2 などの気体

分子のイオン液体への溶解に関する理解が深まるで

あろう。
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序論 
脂肪酸やリン脂質のような両親媒性分子は、水中で

の自己集合化により、細胞膜によく似た脂質二分子

膜構造を構築する。これが袋状に閉じたものはベシ

クルと呼ばれ 1, 2)、なかでも、細胞と同程度の数十

マイクロメートルの大きさを持つものは、ジャイア

ントベシクル (GV) とよばれる。GV 内部には、膜

によって隔てられた内水相があり、さまざまな物質

を封入できる。内部に有用な化学反応を内封し、自

ら増殖する人工の GV を構築できれば、細胞として

の最低限の機能を備えたモデル人工細胞の構築につ

ながる 3)。高倉は、膜内に酸触媒を担持したカチオ

ン性 GV に、酸触媒の作用によってカチオン性膜分

子へと変換される膜分子前駆体とを利用して、自ら

肥大・分裂して数を増やす「自己生産 GV」の構築

に成功した 4, 5)。さらに、ここで用いたカチオン性膜

分子を含む GV 内部で情報分子としての DNA を自

己複製することで「ベシクル型人工細胞」6) が開発

された。内封 DNA の持つ情報を活用し、現実の細

Abstract:  Using Z-stack observations of laser scanning confocal fluorescence microscopy, 
population analysis of self-reproducing cationic giant vesicles (GVs) dispersing into buffered 
saline for an enzymatic reaction, which is the major component of GV-based model-protocell, 
was performed. After addition of the precursor of the membrane molecule, the number of GVs 
showd a 4-times increase, and the diameters of GVs increased from 1-2 to 3-4 μm before addi-
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調製した。

プレパラートの調製
エッペンドルフチューブ中に、前項で調製した GV
分散液と V* 溶液を 1:1 の体積比であわせ、良く攪拌

した。この混合液を、9 mm × 9 mm の矩形孔を持っ

た、容積 25 uL のスペーサー（フレーム密閉スライ

ドチャンバー #SLF0201, BIO-LAD）を貼付したカ

バーグラスに満量加え、もう一枚のカバーガラスで

封じて、観察用プレパラートとした。また、V* 溶液

を含まない緩衝液を 1:1 で混合した対照試料もあわ

せて調製した。

観察と解析
恒温器内で 15 時間静置したプレパラートを、レー

ザー走査型共焦点顕微鏡（LSM700, Carl Zeiss）の

ステージ上に置き、プレパラート内のベシクルにつ

いて観察を行った。スペーサー中央付近およびスペー

サーの四隅近傍の 160 μm × 160 μm を観察領域と

し、それぞれに対して、プレパラート底面から、最

上部までの約 300 μm を、5 μm の間隔で Z-stack
測定した（図 2A）。画像解析ソフト Image J Fiji12)

を利用した画像解析については、本文中に示した。

また、顕微鏡観察におけるサイズに関する情報は、

LSM700 の制御ソフト ZEN(Carl Zeiss) から得られ

る情報を利用した。

結果
試料調製条件の選定
自己生産 GV を構築する分子群を図 1 に示す 3)。

　はじめに自己生産 GV を開発した高倉は、分散媒

として純水（イオン交換水）を用いている 3)。一方で、

これを発展させたベシクル型人工細胞 6) では、GV
内部で酵素反応 (PCR) による DNA 複製を行う都合

から、重合酵素の至適条件に合わせた緩衝液（KOD 
-plus- 用緩衝液： pH8-9 程度の Tris- 塩酸緩生理食塩

水）が用いられる。そこで、ベシクル型人工細胞系

胞のように競争による進化可能なモデル人工細胞 7)

を実現するためには、基盤となる自己生産 GV の持

つ特性の、より詳細な理解が不可欠である。

　分子と比較して遙かに巨大な GV を対象とする研

究においては、個別の GV を対象とした光学顕微鏡

による実時間計測が必要である。しかしながら、一

回の測定で数時間が必要な自己生産 GV では、統計

的な評価に必要な計測数を稼ぐことが難しい。多数

の生体細胞の集団的な基礎情報を引き出すために開

発されたフローサイトメーター (FCM) を利用するこ

とで、短時間のうちに数万もの多数 GV に関する情

報を引き出すことも可能ではある 8-11)。しかしここか

ら得られる情報は、散乱光や蛍光強度に帰属される

ものに限られるので、その解釈には、顕微鏡計測を

はじめとする別種の計測が不可欠である。

　最近我々は、レーザー走査型共焦点顕微鏡 (LSCM)
の持つ、焦点面内だけでなく、奥行き方向にに対し

ても補償される高い空間分解能に着目し、個別計測

と集団計測の双方の特徴を併せもった測定法を開発

しつつある 7)。本共同研究では、この測定法を応用し、

ベシクル型人工細胞を構築するうえで基礎となるベ

シクル型人工細胞に、外部から膜分子前駆体を添加

した際のダイナミクスについて測定および解析を行

い、これに DNA のような情報分子を組み合わせた

進化するベシクル型人工細胞に繋がる情報を引き出

すことを目指した。

材料と方法
試料
膜分子前駆体 V*、膜分子 V および膜親和性酸触媒

C（図 1）は、すでに報告した方法により合成し 4)、

その純度は、観測前に 1H NMR 測定により確認した。

LSCM に必要とされる蛍光色素として、市販の蛍光

性リン脂質 BODIPY-HPC (B) (D3792, Invitrogen) を
そのまま利用した。ベシクル分散媒として用いた緩

衝液は、KOD-plus- 用緩衝液（東洋紡）を用いた。

ベシクル分散液の調製
ガラス容器表面に、V、C、B をそれぞれ 9:1:0.1 の

モル比で含む乾燥薄膜を調製し、これに、膜全体の

濃度が 1 mM となるような体積の KOD-plus- 用緩衝

液を加えた。軽く振盪後、室温に設定した恒温器中

で一時間以上静置し、顕微鏡観察用の GV 分散液を

得た。なお、得られた試料の一部を位相差顕微鏡観

察することで、観察に適したベシクルが形成されて

いることを確認した。

　また、GV 分散液に加える V* 溶液として、V* を

KOD-plus- 用緩衝液にとかした溶液 (4 mM) も別途
図 1．自己生産ベシクルを構成する主要な分子．図中で省
略されている触媒 C のアルキル鎖の炭素数は 18．



阿部真也 他 :  カチオン性自己生産ベシクルの集団計測　27

への展開を視野に入れた本研究で用いる分散媒とし

て、同緩衝液中を選択した。緩衝液中に含まれる、

生理食塩水に近い濃度の電解質の効果により、純水

中で調製した GV と性状が大きく異なる可能性があ

る。そこで、同緩衝液中でカチオン性膜分子 V から

なる GV を調製し、光学顕微鏡で観察した結果、純

水中で調製した場合と類似した、ミエリン状 GV（タ

マネギ状に多層の膜が積層した GV）の形成を確認

した。

レーザー走査型共焦点顕微鏡観察
緩衝液中で調製された、C を含むカチオン性 V から

なるミエリン状 GV 分散液に、膜前駆体である V*
溶液を添加後 15 時間経過した試料について、LSCM
により観察した（図 2A）。なお、今後時点での GV
構成分子と、添加した V* の濃度は、それぞれ、0.5 
mM と 2 mM である。

これまでの研究から、本条件に近い実験条件では、

反応は半日以内に平衡状態に至っていることから、

観測時点で試料中における GV ダイナミクスは終了

しており、一時間程度を要する観測中に計測に影響

を与えるような大きな状態変化は起こらないものと

考えられる。

画像解析によるGVの計数
材料と方法に示した方法で、同一プレパラート内の、

5 箇所の底面（160 μm × 160 μm）および高さ（300 
μm）の四角柱状の観測領域に対し 5 μm の高さ間

隔で、Z-stack 測定を行った。これにより得られた、

LSCM 画像（各試料あたり、300 枚程度）それぞれ

に対し、Image J Fiji11) により、以下のような解析を

行った。

　得られた蛍光画像を二値価処理し（図 2B）、得ら

れた粒状の構造体に対し、その数およびサイズに関

する情報を獲得した（図 2C）。ここで、粒径 1 μm
を下回る GV は、その直径から期待される内部体積

は小さく、人工細胞を視野に入れた研究では、酵素

反応に必要な十分な場を確保できない 11)。本系で対

象とする GV は明確な内水相は持つものではないが、

従来の研究に倣い、1 μm を下回る GV については

計数対象にしないこととした。また、画像の外周を

またぐ位置に存在する GV については、正しいサイ

ズを求めることが出来ないため、これらを除外する

オプションを利用した。

討論
膜分子前駆体添加によるGVサイズ分布の変化
V* 添加による GV の個数変化について図 3 に示す。

V* を添加した試料では、一視野あたり平均 99 個の

GV が観測された。これに対し、V* を含まない緩衝

液を加えた試料での平均個数は 25 個であった。次項

で議論するように、分散液中に含まれる GV の主要

なサイズは、Z-stack の測定間隔より小さいため、四

角柱状の観測領域に含まれるすべての GV を計数す

るものではないが、長時間の静置により、両試料と

も類似した沈降平衡に至ってると見なせるので、こ

の個数は、試料に含まれる GV 全数を反映した量で

あると見なせる。

自己生産ダイナミクスによるGVサイズ変化
変化前後の GV サイズに着目すると、V* を添加し

なかった試料で観測された GV 直径の最頻値は 1-2 

図 2．(A) LSCM による自己生産 GV の集団計測の概念図
（右、図中の単位はμm）と，観測された顕微鏡像の例（左、
画像の一辺は 160 μm）．(B) 二値価処理後の顕微鏡像．(C) 
計数を行う画像．

図 3．自己生産 GV 分散液に，V* 溶液あるいは V* を含ま
ない緩衝液を添加し，15 時間経過した試料の顕微鏡視野
内に含まれる GV のサイズ分布．図中のエラーバーは標準
誤差を表す．
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前の GV の経歴を知ることは難しい。そのため、実

験開始直後から終了までの連続観察や、FCM による

集団計測が不可欠であった。それに対し、LSCM の

優れた空間分解能を利用することで、変化前と変化

後の二点の観測測定のみからでも、従来の観測結果

に矛盾しない GV の変化の様子を引き出せることが、

今回の研究から示された。

　今後、多様な条件検討が必要とされる、ベシクル

型人工細胞の研究を進める上で、研究の遂行速度の

向上に繋がる重要な実験結果と言えるだろう。
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μm であった。一方、V* を添加した試料では 3-4 
μm に増大し、さらに、V* を添加しなかった場合

にはほとんど観測されることがなかった 5 μm を超

える GV も、十分な頻度で観察されるようになった。

　分散液中の GV は、その中心で焦点面を跨ぐとは

限らないので、観察された直径は、そのまま GV 粒

径と見なすことは出来ない。しかし、GV 粒径が増

せば、それに比例して観測される GV 半径も増加す

るので、ここで得られた変化は、V* による GV 粒径

増大に関連した量として取り扱うことが出来る。

集団計測結果から読み取るGVダイナミクス
もし、肥大することなく GV が分裂した場合、新た

に出現した GV の粒径はもとより小さくなる。それ

に対し、個数増加と同時にサイズ増大も観察される

（図 3）ことから、本 GV は肥大と分裂が共に起こっ

たと解釈される。GV に V* を添加すると、膜内の酸

触媒 C の効果により V* のイミン結合部位が加水分

解が効率的に進み、膜構成分子である V となる（図

1）。これが GV に取り込まれ GV を構成する膜分子

V の総数が増やし、GV のサイズ増大（肥大）の原

因となる 4)。GV が肥大した後で分裂したのか、ある

いは、分裂後に肥大したのかについては本研究の結

果からは判断できないが、どちらの可能性も起こり

うることは、すでに報告している 10)。

　自己生産過程において、初期試料にみられる稠密

なミエリン状 GV のまま、ほぼ倍の大きさとなり、

それと同時にその数が約 4 倍にまで増加すると、全

GV 内部体積の総和は初期の 30 倍以上と見積もられ

る。しかしながら、本実験で加えた膜分子前駆体 V*
の総量は、GVを構成する膜分子Vの4倍にすぎない。

薄膜法により人工的に形成された GV と、化学反応

を介して自己集合的に形成される GV との間には性

質に違いがあり 10)、V* 添加後に生じる GV には、初

期にはあまり含まれない、明確な内水相を持った多

層膜 GV が含まれることが知られている 9)。従って、

今回得られた GV の個数増大とサイズ変化は、まさ

に自己生産 GV の特徴を捉えたものであると解釈で

きる。

おわりに
今回の研究では、DNA 複製とベシクル自己生産が連

動して引き起こされるベシクル型人工細胞において

重要な構成要素である、カチオン性自己生産ベシク

ルの集団挙動を、空間分解能に優れた LSCM を利用

して、簡便に解析することを目指した研究を行った。

組成や形状に小さくない揺らぎを内在する GV を対

象とする観察では、ある瞬間の画像から、撮影より
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序論
脊椎動物の鰓は咽頭弓由来の構造であり、水生生物

が外環境から酸素を取り入れるために必要な呼吸器

官である。魚類の鰓は咽頭部の膨出とそれに応じた

体表の陥入によって形成され、左右に 5-7 対ある鰓

裂と呼ばれる開口の境界には咽頭囊、そして鰓弓が

発達する。各々の鰓弓の外側には多数の細かなひだ

である鰓弁が 2 列に並び、ここがガス交換の場と

なる。軟骨魚類では、その一部を除き、各鰓弓の鰓

弁の間に鰓隔膜が介在し、これが長く伸び体表まで

達することで複数の鰓孔を形成する。硬骨魚類にお

いては鰓隔膜は退化し、鰓が収納される鰓腔の外側

を鰓蓋が覆って 1 つの鰓孔を形成、鰓は内在化す

る 1-5)。

　両生類において鰓は主に幼生期でみられる。無尾

両生類の場合、例えばアフリカツメガエルXenopus 
laevis は st. 23 までに鰓部が顎から溝によって完全

に分離したのち、個々の鰓がおそらくは細胞増殖の

主導によって突出をする。伸長した鰓は st. 37/38 に

は分枝し始めるが、st. 42 に鰓蓋形成が始まってか

らは内鰓化する 6)。一方で有尾両生類の鰓は内在化

せず、変態によって鰓を消失するまでは外鰓を持つ

（図１）。有尾両生類イベリアトゲイモリPleurodeles 
waltl は st. 27 で鰓部が 3 対の鰓原基に応じた隆起

に分かれ、st. 30 で突出し、両側面の斜め後方へと

Abstract:  Developing external gill of the urodelan larva is a good model for the study of 
the organogenesis of vertebrate respiratory organ. We can observe the entire process of the 
branching morphogenesis of the newt external gills non-invasively, so the newt gills are ame-
nable to experimental manipulations and/or pharmacological treatments. In this study we 
examined the role of sonic hedgehog signaling for the external gill branching morphogenesis 
using an emerging model organism, Iberian ribbed newt (Pleurodeles waltl ). We found that 
administration of the sonic hedgehog inhibitor SANT-1 markedly reduced the number of fine 
gill filaments (fimbriae), and the direction of the protrusion of the gill stems (rachises) shifted 
toward the anterior more than the intact ones, resulting in the radial expansion of the three 
pairs of the gill stems. Immunohistochemistry targeting the striated muscles revealed that the 
fasciculation of the gill muscles in the posterior portion within the gill stems in normal larvae 
was impaired after the administration of the sonic hedgehog inhibitor. Based on these results, 
we propose that gill primordia develop to protrude the fine gill filaments in their posterior por-
tions in reference to the sonic hedgehog signaling-dependent antero-posterior polarity within  
developing gills.
Keywords:  newt, larva, external gill, branching morphogenesis, sonic hedgehog, FGF 
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周辺の間充織は肺上皮先端部の成長と分枝を抑制す

る一方、気管の上皮は、肺の先端間充織との相互作

用により、分枝形成が誘導されることが移植実験に

より示されている 9-11)。

伸長を始める。st. 31 以降には血液循環を伴いなが

ら外鰓の発生が進み、st. 33 で外鰓主枝 (rachises) の
後方で細く長い細枝 (fimbriae) の形成が始まり、細

枝はその数を増やしていく ( 図２)7)。鰓が内在化す

る真骨魚類や無尾目両生類とは異なり、鰓が外鰓と

して外側に突出するイベリアトゲイモリPleurodeles 
waltl の外鰓の様態は、人工淡水内での顕微鏡観察に

より実験室内で容易に長期間の観察が可能である。

肺の複雑な形態形成は、上皮と間充織の相互作用
により成り立つ
一方、私たちヒトは肺呼吸をする動物である。肺の

原基は、内胚葉と内臓中胚葉 (visceral mesoderm)
からなる消化管前腸部の食道・呼吸器形成領域の腹

壁の憩室として出現する。そして内胚葉由来の呼

吸上皮の起源組織と、それを覆う内臓中胚葉由来

の間充織は左右に膨出し、マウス胚においては 9.5 
dpc（交接後 9.5 日目）で肺芽を形成する。その後、

pseudoglandular stage（偽腺（状）期）と呼ばれる

9.5–16 dpc に肺芽の伸長ならびに肺上皮の最初の細

枝が生じ、以降の canalicular stage（管状期）と次

の saccular stage（嚢状期）と呼ばれる時期には、複

数回の分枝と終末部での毛細血管の並置が生じ、機

能的な肺へと発達する 8)。

　この肺の形態形成には上皮と間充織の相互作用が

関わっている。肺の器官形成期の胎仔では、気管の

図 1．イベリアトゲイモリPleurodeles waltl  幼生 (st. 37)
の正常発生個体の頭部写真．左右 3 対の外鰓主枝 (a) の後
方からは多くの細枝 (b) が形成される．外鰓よりも前方に
は平衡を保つためのバランサー (c) が形成され，胴体部前
方からは前肢 (d) が発達する．呼吸器官である外鰓の形態
形成は人工淡水中で非侵襲的に観察可能であり，哺乳類の
肺が子宮内の胎仔の深部で発生するのとは対照的である． 
Bar, 2mm．

図 2．外鰓の形成期のイベリアトゲイモリ胚 – 幼生の正常発生
の様子．側面から，または背面からの全体写真 (a–d)，背側から
の頭部写真 (e–h)，側面からの頭部拡大写真 (i–j) を示す．外鰓
はまず外鰓主枝が左右斜め後方に向かって伸長し，その後，そ
れぞれの主枝後方から細枝が数を増やしていく．Bar, 1 mm．
(a, e, i) st. 30. 3 対の鰓が突出するステージである．
(b, f, j) st. 32. 3 対の鰓全てで血流が確立する．
(c, g) st. 33. 細枝の形成が始まるステージである．
(d, h) st. 36. 細枝が数多く形成されている．
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　哺乳類の肺原基において、上皮間充織相互作用を

主に仲介するのはペプチド性シグナル伝達分子であ

る。例えば、FGF10（繊維芽細胞増殖因子 10）は

肺原基中胚葉（肺間充織）に特異的な発現をする。

fgf10 がノックアウトされたマウス胎仔では肺芽が形

成されないことが報告されている 12)。また、肺上皮

単独の器官培養系において、FGF10 を含ませた微小

なビーズを単離した肺原基から少し離れたところに

置くと肺上皮はビーズに向かう伸長を示し、fgf10 は

上皮の細胞増殖と細胞移動、すなわち肺上皮の間充

織側への突出を促すことが示唆された。一方、bmp4
（骨形成因子 4）は肺の先端上皮とその周辺の間充

織で発現するが、fgf10 の肺先端部間充織での発現

によって誘導される。複雑なことに、この肺上皮の

単離培養系において、FGF10 によって誘導された

BMP4 は FGF10 の作用を抑制するフィードバック

的な働きを持つことが示されている。このように、

肺間充織に局所的に発現する FGF10 が隣接する上

皮の伸長を誘導し、後述のように BMP4 や他の分泌

因子である Wnt や Shh とともに遺伝的カスケード

を形成することで、正確な分枝が制御される 13, 14)。

マウス肺上皮に発現するshh は、有尾目外鰓でもそ
の形態形成に役割を担うか
bmp4, fgf10 に加えて、マウスの肺上皮にはsonic 
hedgehog (shh) が発現し、特に肺上皮の終末部先端

で強い発現を示すことが知られている 14, 15)。肺の器

官培養系において Shh を投与すると肺間充織での

fgf10 発現が抑制される。肺の先端上皮で発現する

surfactant protein-C (SP-C) のプロモータ領域を用

いて肺上皮終末部でshh を過剰発現させると、間充

織細胞の増殖が増加し、それに付随した上皮拡張の

欠落が生じたことが報告されている 16)。一方shh を

ノックアウトしたマウスでは、気道と消化管が瘻孔

様の融合を伴って不分離となり、更には肺葉形成の

欠落、上皮の分枝形成の欠落等の表現型が生じたこ

とが報告されている 17)。またshh ノックアウトマウ

スにおいては、肺間充織での fgf10 の発現がその基

部側にまで拡張することから、shh が fgf10 を先端

間充織内に限局する可能性が示されている 17)。

　shh はショウジョウバエから見つかったhedgehog 
(hh) の脊椎動物における相同遺伝子（ortholog）で

あり、脊索前板で発現することによって眼予定領域

を２つに分けるほか、脊索、ついで神経管の底板に

発現することによって細胞の運動ニューロンや介在

ニューロンなどへの分化運命を決定するといったモ

ルフォゲン（形原）としての役割を持つ。さらに四

肢動物の発生の後期には肢芽において後方間充織の

領域である ZPA (zone of polarizing activity; 極性化

活性帯 ) で働くことで、肢芽の前後軸を規定する 18)。

肢芽の指骨のパターン形成にも Shh は関与する。

　Shh 分子はペプチド性の細胞間コミュニケーショ

ン分子であり、そのシグナル伝達経路は細胞膜上

の受容体である Patched に受容されることで機能

する（図３）。Patched は Shh リガンド不在下で

は 7 回膜貫通蛋白質の Smoothened の抑制因子と

して働く。Shh が Patched に結合してない状態で

は下流の Gli は Cos2 と Fused によって微小管に繋

留している。繋留された Gli は PKA と Slimb によ

り切断（shedding）を受け、切断された Gli は下流

の標的遺伝子のシスエレメントに結合して転写抑

制因子として働く。しかし Shh が Patched に結合

すると Patched の立体構造が変化し、Patched と

Smoothened は解離し、結果として Smoothened は

抑制を解除される。Smoothened はおそらく Fused
や Cos2 をリン酸化することにより Gli を微小管から

解離させ、PKA と Slimb による Gli の分解を抑制す

る。切断されないフルサイズの Gli は核内に移行後、

CBP と結合することで、下流の標的遺伝子に対して

今度は転写活性化因子として働く。

　ゼブラフィッシュにおいてshh は咽頭弓の分節前

の発生段階である約 30 hpf（受精後 30 時間後）か

ら咽頭内胚葉から派生する口腔上皮を含む咽頭上皮

で広く発現する。Xenopus laevis においても脊索や

中枢神経系の腹側領域のほか、咽頭弓で発現がみら

れることが知られている 19)。

図 3．Shh シグナル伝達経路と Shh シグナル特異的阻
害剤 SANT-1 の作用機序の概要．本研究で阻害剤として
使用した SANT-1 は，Shh 受容体である膜貫通型蛋白質
の Smoothened に特異的に結合し，その働きを抑制する．
Shh リガンド存在下では，下流の細胞内シグナルトラン
スデューサーとして機能する転写因子 Gli は核内に移行
し転写活性化因子として働く．しかし，SANT-1 によって
Smoothened の働きが抑制されると，Gli は転写抑制因子
として働く． 
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す役割についても考察の項で議論した。

材料と方法
実験動物
実験材料であるイベリアトゲイモリ（Pleurodeles 
waltl）胚は、雌雄の成熟個体を同一水槽内に入れ、

ペアリングをすることで得た。得られた胚は 2.5%
メルカプト酢酸ナトリウム（チオグリコール酸ナト

リウム，pH9.0; FUJIFILM-Wako）水溶液で脱ゼリー

し、人工淡水（10% Steinberg 氏液）中で 16–24℃
で飼育し、目的の発生段階になるまで発生させた。

発生段階は Shi and Boucaut（1995）の発生段階表

により同定した 7)。

　免疫染色に用いるサンプルは 4% ホルマリン / リ
ン酸緩衝液（PBS）により固定し、使用するまで 4℃
で保存した。

イベリアトゲイモリ胚の SANT-1 への暴露
Shh 経 路 の 阻 害 剤 と し て SANT-1 [(4-Benzyl-
piperazin-1-yl)-(3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazol-
4-ylmethylene)-amine](C23H27N5, MW 373.49, CAS 
Number 304909-07-7, Sigma-Aldrich) を用いた（図

３）。SANT-1 は膜貫通型蛋白質である Smoothened
を阻害することで Shh 経路の働きを抑制する。

　イベリアトゲイモリPleurodeles waltl は 20 世紀

半ばに発生段階表が発表された 20)。その後の発生段

階表の改訂 7) を経つつ、Pleurodeles waltl は、四肢

再生研究等において、古くから実験発生学的研究に

用いられてきた古典的なモデル有尾両生類である。

しかし有尾目の外鰓の形態形成に関する研究はほと

んど行われておらず、未解明な点が多い。また、有

尾目の外鰓におけるshh の発現パターンは知られ

ていない。本研究はPleurodeles waltl の外鰓の形

態形成について、特に Shh 経路に焦点を当ててそ

の役割を解明することを目的とした。外鰓形成期の

Pleurodeles waltl 胚を Shh 経路の特異的な阻害剤に

暴露することによってその影響を調査した。得られ

た実験結果をもとに、有尾目両生類外鰓の形態形成

における細胞間コミュニケーション分子である Shh
の役割について議論する。

　更に、イベリアトゲイモリ外鰓の形態形成に阻

害剤が及ぼす薬理活性のスクリーニングの過程で、

FGF シグナル伝達経路阻害剤として有名な SU5402
に鬱血等をもたらす作用を見いだしたので、これに

ついても報告する。上述のように肺において、また

唾液腺においても、FGF はそれらの上皮の分枝形態

形成において主導的な役割を担う分子である 21, 22)。

有尾目の外鰓において FGF シグナル伝達経路の果た

図 4．外鰓伸長期から Shh シグナル伝達経路特異的阻害剤 SANT-1 を投与したイベリアトゲイモリ幼生の，外鰓の形態
形成の変化 . Bar, 1 mm. SANT-1を外鰓伸長期の st. 30から 2日間 , 幼生に投与し，2日後 (b, c)と4日後 (e)に撮影した． 
実験を通じて 24℃で飼育した．
(a, d) 対照群となる 1% DMSO（中間溶媒）のみで処理した同腹幼生．(b, e) 50 μM SANT-1 処理後の幼生．外鰓主枝
の伸長がやや抑制された．外鰓主枝は太く形成され，より前方に向かって伸長し，結果的に放射状に形成された．鬱血
が外鰓や頭部で見られたほか，細枝数の大幅な減少が見られた . (c) 100 μM SANT-1 処理後の幼生．外鰓の伸長の抑制
がさらに強く表れた．この濃度の処理では，全ての処理個体が 3 日後には死亡した．
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SANT-1 を両親媒性分子である DMSO（dimethyl 
sulfoxide）に溶解したのち、DMSO が終濃度 1% 未

満かつ SANT-1 が目的の濃度になるまで人工淡水

（10% Steinberg 氏液）で希釈した。この操作により、

100 μ M と 50 μ M の SANT-1 溶液を作成した。こ

れらの濃度は我々の先行研究で使用され、実際に効

果が得られた条件をもとに決定した。Organ culture 
dish 内に SANT-1 溶液を 2 mL 分注し、さらに st. 
30 または st. 32 まで発生させたイベリアトゲイモリ

胚を 8 個体ずつ投入した。また、1% DMSO/ 人工淡

水による処理を対照群とした。これらの胚を 24℃イ

ンキュベータ内の湿箱に置き、40 rpm 程度で 2 日間

振盪したのち SANT-1 処理の影響を観察した。観察

後、他の器官への影響を避けるために洗浄し、6 穴

プレート内の人工淡水に処理胚を移行した。その後

さらに 2 日経過した処理開始後 4 日目に SANT-1 処

理の影響を再び観察した。

12/101 抗体による筋肉の免疫染色
免疫染色用に固定したサンプルを 100% メタノール

に置換し、5 分間振盪した。これを 2 回繰り返した。

その後 75%、50%、25% のメタノールを含む PBST
（0.1% Tween20 /PBS）に順に置換、各々 5 分間振盪

してから PBST に置換し 5 分間、2 回振盪すること

で水和した。3% スキムミルクを含む PBST 中に 1
時間静置したのち 100 倍希釈した 12/101 抗体と 3%
スキムミルクを含む PBST によって一次抗体反応を

4℃で一晩行った。翌日 PBST により 20 分間 5 回の

振盪しながら洗浄したのち、3% スキムミルクを含

む PBST 中に 1 時間静置し、200 倍希釈した Alexa 
Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体と 3% スキムミル

クを含む PBST によって二次抗体反応を 4℃で一

晩行った。翌日 PBST による 20 分間 5 回の振盪と

PBS による 5 分間 2 回の振盪で洗浄した。

抗リン酸化ヒストン H3 抗体による免疫染色
一次抗体として抗リン酸化ヒストン H3(PHH3) 抗体

を、二次抗体として FITC 標識抗ウサギ IgG 抗体を

使用した。一次抗体、二次抗体共に 50 倍希釈とし、

12/101 抗体による免疫染色と同様の工程で染色し

た。

イベリアトゲイモリ胚の SU5402 への暴露
FGF 経路の阻害剤として SU5402［3-[4-Methyl- 
2-(2-oxo-1,2-dihydro-indol-3-ylidenemethyl)-1H-
pyrrol-3-yl]-propionic acid］(C17H16N2O3, MW 
296.32, CAS Number 215543-92-3, TOCRIS) を用

いた。DMSO に溶解した SU5402 を SANT-1 処理

と同様に人工淡水で希釈し、25 μM と 50 μM の

SU5402 溶液と、対照群として 1% DMSO/ 人工淡水

を作成した。これらの溶液に st. 30 のイベリアトゲ

イモリ胚を SANT-1 処理と同じ工程で浸漬し、観察

を行った。

結果
イベリアトゲイモリPleurodeles waltl 幼生の外鰓

の形成機構を理解するために、外鰓形成期の胚をシ

グナル伝達経路特異的な阻害剤に暴露し、その影響

を観察した。Shh 阻害剤の SANT-1 により、高い再

現性で外鰓細枝の欠落の表現型が得られた。この表

現型を研究上の出発点としてさらに分析をし、外鰓

の構造の形成にかかわるシグナル経路の役割を調査

した。

st. 30 からの Shh 阻害剤 SANT-1 の投与
外鰓伸長期のイベリアトゲイモリ胚（st. 30）を Shh
経路を抑制する SANT-1 に 2 日間浸漬し、その影響

を調べた。この時、対照群は中間溶媒の DMSO の

みで処理した。対照群が st. 33 に達した時、対照群

と比較して実験群の鰓は太く短く形成された（図４）。

この低形成は 100 μM SANT-1 の実験群で特に強く、

外鰓はほとんど伸長しなかった（図４c）。また、鬱

血のような状態が鰓や頭部にみられ、網状に赤くな

図 5．細枝形成直前の発生段階から Shh シグナル伝達経路
特異的阻害剤 SANT-1 を投与したイベリアトゲイモリ幼生
の，外鰓の形態形成の変化．Bar, 1 mm. SANT-1 を細枝形
成直前の st.32 から 2 日間，幼生に投与し，2 日後 (b) と 4
日後 (d) に撮影した．実験を通じて 24℃で飼育した．
(a, c) 対照群となる，1% DMSO（中間溶媒）のみで処理し
た同腹幼生． (b, d) 50 μM SANT-1 処理後の幼生．細枝
数の減少が顕著である．それでも形成された細枝は対照群
と同程度に長い．st.30 からの投与の場合と同様に，外鰓
の伸長の抑制や放射状の外鰓主枝の形成，外鰓での鬱血が
観察される．ツメガエル胚やニワトリ胚などではshh が発
現することが知られる前肢芽は，低形成となった（ほとん
ど見えない）．
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る個体がみられた。

　浸漬開始 2 日目の観察後、処理幼生を洗浄し人工

淡水中に移行し、さらに 2 日後の浸漬開始から通算

で 4 日目に再度観察を行った。100 μM の実験群は

洗浄の翌日に死亡したため、50 μM の実験群と対照

群の比較となった。この時の対照群は st. 34/35 に達

していた。実験群の外鰓主枝は対照群と同程度の長

さか、それより短く太く形成された（図４e）。さら

に外鰓主枝はより前方に向かって突出し、3 対の外

鰓の配置は放射状となった。浸漬開始 2 日目と同様、

鬱血が外鰓や頭部で見られた。対照群では細く長い

細枝が腹側後方に多く形成されていたが、実験群の

細枝は少なく、また短縮していた。

st. 32 からの Shh 阻害剤 SANT-1 の投与
前項の st. 30 からの浸漬処理によって、外鰓の細枝

の数が減少したことから、Shh 経路が細枝の形成に

関わるのではないかと考えた。そこで細枝が出現し

始める直前の発生段階である st. 32 のイベリアトゲ

イモリ胚を SANT-1 に浸漬しはじめ、2 日後に洗浄

をし、浸漬開始から 2 日目と 4 日目に観察を行った

（図５）。SANT-1 を溶解した中間溶媒である DMSO
のみによる対照群の発生段階は 2 日目には st. 33/34
に、4 日目には st. 35/36 に達していた。実験群では、

2 日目の時点で st. 30 からの処理と同様、太く短い

鰓を形成し、一部は鬱血を生じていた。4 日目には、

ほとんどの個体で細枝が形成されていなかった。細

枝が少数形成されている個体でも、各鰓に 1 本生え

ている程度であった（図５b, d）。さらにこの時形成

された細枝の形成位置は、対照群の外鰓細枝の位置

と比較すると、主枝の最も先端部側または最も基部

側に生える細枝の位置に相当していた（図５d）。一

方で生き残った細枝の長さは、個体差はあるものの、

対照群の同箇所のそれとほぼ同じであった。これら

の結果から、Shh 経路は細枝形成において、細枝の

伸長ではなく形成開始に関わることが強く示唆され

た。その他の影響としては、肢芽の形成の抑制が観

察されたほか、小眼や体の背側への屈曲も観察され

た。

リン酸化ヒストン H3(PHH3) 抗体による細胞増
殖領域の調査
外鰓の細枝の形成は局所的な細胞増殖に依存するか

否かを調査するために、細胞分裂期のマーカーとな

る PHH3 の抗体を用いて whole-mount で免疫染色

を行った。その結果、陽性シグナルは外鰓を含む全

身で見られ、この抗体がイベリアトゲイモリ胚に交

差することが示された（図６a）。

図 7．正常発生した無処理のイベリアトゲイモリ幼生の，
外鰓における筋肉の分布． st. 33/34 または st. 38 で固定
した無処理の幼生の筋肉の分布を，骨格筋を染める 12/101
抗体を用いて免疫染色し，蛍光顕微鏡 (a, b) と共焦点顕
微鏡 (c–f) で観察した． (a, c, e) st. 33/34 幼生．筋肉は主
枝の中で，細枝が形成される後方に偏って形成されてい
る．形成途中の細枝の中にもシグナルが見えることがあっ
た． (b, d, f) st.38 幼生．st. 33/34 の個体の場合と同様に，
筋肉は後方に偏って形成されている．

図 6．イベリアトゲイモリ幼生（無処理で正常発生した個
体）の分裂期の細胞の局在を示す，抗 -PHH3 抗体による
免疫染色像．蛍光実体顕微鏡 (a, b) または共焦点レーザー
顕微鏡 (c, d) により観察した．枝分かれの先端や枝分かれ
が形成される予定の箇所で細胞増殖が盛んであると予想し
たが，実際の観察像はそのようには見えない．
(a, b) 全体像 (a) と頭部拡大図 (b). Bar, 1 mm． 
(c, d) 鰓部拡大図 . 形成途中の細枝の分枝が見える．Bar, 
100 μm．
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持されたままであった。これらの結果から、Shh が

外鰓において筋形成領域を後方に制限する働きを

持っていたところに、SANT-1 の阻害効果によって

Shh の筋肉への後方局在化作用が弱まることで、処

理群の外鰓では前方に筋肉形成領域が拡大したと考

えられる。

st. 30 からの FGF 阻害剤 SU5402 の投与
イベリアトゲイモリ胚を FGF の阻害剤である

SU5402 を含んだ人工淡水に st. 30 から 2 日間浸漬

し、SANT-1 処理の場合と同様に経時変化を観察し

た（図９）。その結果、浸漬 2 日目の時点で腹部には

水泡化が見られ、ヒレには白い縁取りができて体長

が短くなった。外鰓は背側に反り返っていた。濃度

効果については、最終濃度 25 μM SU5402 の実験群

より 50 μM の実験群の方が重篤な症状を示した（そ

れぞれ、図９b, e, g と図９c, f）。この時の対照群の発

生段階である st. 33 は、外鰓内部の血流が 3 対の外

鰓全てで確立されている時期である。しかし実験群

では 25 μM, 50 μM 処理群の双方で血流が観察され

なかった。そして鬱血が観察された。一方で、外鰓

の細枝は生じていた（図９g）。
　SU5402 を含まない人工淡水に移行して 2 日後の、

処理開始から通算 4 日目の観察でも血流は回復して

いなかった。また、細枝は突起程度であり、同じ st. 
34/35 の同腹対照群のような細く長い細枝は見られ

なかった。SU5402 のその他の影響としては、処理

開始 2 日目と同様に処理開始から通算 4 日目の観察

でも、腹部水泡化、ヒレでの白い縁取り、体躯の短

縮が見られた。外鰓の背側への反り返りも観察され

　st. 33/34 の外鰓において細胞増殖を示すシグナ

ルは鰓全体に一様に見られた（図６b）。この発生段

階は外鰓の細枝の形成が始まり、その数を増やして

いく発生段階である。しかしながら、予想に反して

細枝の突出の先端または付け根に集中した増殖シグ

ナルは見られなかった（図６c, d）。また細枝は外鰓

主枝の腹側後方に形成されるが、主枝の側にも、そ

の後方領域に特異的にシグナルが集中した様子もな

かった（図６b–d）。よって細枝の形成は細胞増殖の

みに拠るのではなく、表皮細胞の変形や再配列の要

素も含めた形態形成運動の産物であることが示唆さ

れた。

12/101 抗体を用いた免疫染色による筋肉の分布の
調査
Shh 経路は筋形成に関与することが知られている。

正常発生ではやや後方（尾側）に向けて突出する外

鰓主枝が、本研究の SANT-1 処理においては、前方

（頭側）にも拡がり放射状に形成された。SANT-1 処

理幼生では、Shh 経路が阻害されたために主枝の筋

形成に異常が生じて放射状に突出したのではないか

と考え、それを検証するために筋肉に対する抗体を

用いた免疫染色を SANT-1 処理幼生に施した。用い

た 12/101 抗体は骨格筋に結合し、平滑筋と心筋には

結合しない抗体で、おそらく筋小胞体の膜構成要素

をエピトープとして認識するとされる。12/101 抗体

は間充織細胞には交差しない。

　免疫染色の結果、無処理胚の筋肉のシグナルは各

外鰓主枝の後方に位置する筋組織で見られ、内部の

紡錘状の細胞群（これらは主枝に対して長軸方向を

直交するように配向する）には見られなかった（図

７）。このことからイベリアトゲイモリの形成期の外

鰓の筋肉は、後方に偏って位置していることが分かっ

た。さらに細枝の中にも一部のシグナルは見られた

が、細枝の先端の表皮にはシグナルは見られず、筋

肉は外鰓の最も先端部分にも分布していなかった（図

７e, f）。主枝の中の筋肉組織の分布に関して、これ

らの観察結果は st. 33/34 と st. 38 の双方の発生段階

の幼生で共通して得られた。

SANT-1 投与後の幼生での筋肉の局在分析
次に、筋肉を染める 12/101 抗体による免疫染色を、

st. 30 から SANT-1 処理した個体に適用し、SANT-1
投与の筋形成への影響について調べた（図８）。その

結果、実験群では対照群と比較して筋形成領域がよ

り前方にも拡がり、1 本の密な筋肉帯としてではな

く、間隙の目立つ細網状に形成された（図８b, d）。
しかしながら、筋肉の外鰓の後方への偏りは概ね維

図 8．SANT-1 投与後のイベリアトゲイモリ幼生の，筋肉
の分布の変化．st. 30 から SANT-1 処理を 2 日間行い，そ
の 2 日後に固定したサンプルに対して，骨格筋を染める 
12/101 抗体を用いて免疫染色し，蛍光顕微鏡で観察した． 
(a, c) 1% DMSO 処理（中間溶媒のみ）の同腹幼生の，全
体像 (a) と鰓部の拡大図 (c)． 
(b, d) 50 μM SANT-1 処理後の幼生の，全体像 (b) と鰓部
の拡大図 (d)．対照群に比べ，SANT-1 投与群の鰓部の筋
肉は，外鰓の前方寄りにも形成領域を広げ，なおかつ網目
状に形成されている．
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たが、25 μM 実験群ではほとんどの個体で回復して

いた。また、SU5402 洗浄後の 4 日目、すなわち処

理開始から通算 6 日目には、実験群の個体はすべて

死亡した。

討論
分枝構造は肺上皮や唾液腺、乳腺など多くの器官に

おいてみられる構造であり、特にマウス胎仔のこれ

らの原基の器官培養系を用いてその形態形成の研究

が行われてきた。その分野は長い研究の歴史があり、

胎仔内の奥深くで発生する肺原基や唾液腺原基の形

態形成を可視化するために、これらの原基の上皮の

みの単独培養などの方法が確立されている 23)。これ

までの報告により、肺上皮の分枝形態形成は、主に

ペプチド性シグナル分子を介した、上皮とその周囲

の間充織との間の相互作用によって進むことが解明

されてきた。本研究で注目し研究材料としたイベリ

アトゲイモリPleurodeles waltl の幼生の外鰓も、分

枝構造としてその腹側後方に多くの細枝を持つ。外

鰓はその名の如く外側に突出した構造であるので、

人工淡水中で飼育しながら、長期間にわたる経時的

な器官形成の観察が可能である。イベリアトゲイモ

リ初期胚を用いた原腸形成運動などの古典的研究は

一定数あるが、対照的に、外鰓の形態形成、特にそ

のシグナル経路の解明を志向した研究はほとんどな

い。本研究は、イベリアトゲイモリの外鰓が、分枝

形態形成する器官における特定のシグナル伝達経路

の役割を長期にわたり非侵襲的に調べるための新し

いモデルになる可能性を示した。

Shh 経路特異的阻害剤 SANT-1 実験の実験結果
についての考察 ; 外鰓の細枝の分枝形成は Shh 経
路依存的か
神経堤細胞の細胞移動やそれらの分化をコントロー

ルするシグナル伝達分子は、脊椎動物の頭部発生や、

鰓を生み出す胚性器官である咽頭弓を含めた咽頭領

域の分節性に富んだパターニングに重要である 24-27)。

神経堤細胞は、遊走前の前後 – 背腹軸に沿った出現

位置により特異的なコミットメントを受け、更に移

動経路の微小環境との相互作用の影響も受けて、そ

の後の分化運命が特定化されてゆく。そのような神

経堤細胞像は、Dr. Nicole LeDouarin らのグループ

によるノーベル賞授賞研究となる、ニワトリ胚とウ

ズラ胚間の交換移植によるキメラ実験によって創始

された 28)。頭部神経堤細胞を特定化する転写因子は

おもに菱脳において発現するホメオボックス遺伝子

（hox 遺伝子）であり、神経堤細胞が遊走することに

よってその経路特有の位置情報が咽頭弓にホーミン

グする神経堤細胞に伝達される 29-34)。ゼブラフィッ

シュ胚において咽頭内胚葉で発現するshh は、神経

堤細胞と口蓋外胚葉の間で相互に伝達される誘導シ

グナルを仲介する役割を果たす 35-36)。その後、内胚

葉の移植実験によって、咽頭弓の間充織から分泌さ

れる Shh が直接内胚葉にシグナル伝達することで咽

頭弓の初期の形態変化が生じることが示された。さ

らに、内胚葉から神経堤由来間充織へのシグナリン

グによって、咽頭弓での背腹マーカーの適切な発現

が確立される 37)。内胚葉からの誘導シグナルに対す

る神経堤からの応答が咽頭領域でのshh の遺伝子発

現を維持することが、神経堤の移植実験により示さ

れている 37)。

　これらの先行研究を元に、SANT-1 投与群の外鰓

の形態形成の変化について考察する。まず、SANT-1
を含む人工淡水への浸漬により、外鰓主枝や細枝に

影響が生じたことから、Shh は有尾目において、外

鰓の形態形成とその内部の組織形成に関与している

ことが強く示唆された。shh は四肢動物の前後肢に

おいて肢芽後方の間充織領域である ZPA で発現する
18, 38)。ZPA を肢芽前方の間充織中に移植すると鏡像

肢が形成されることが古典的な ZPA 領域の移植実験

から知られており、これは肢芽の前後軸についての

軸性が前方 (A) から後方 (P) へ P—A—P と鏡像的に反

図 9．FGF シグナル伝達経路抑制剤 SU5402 を投与し
たイベリアトゲイモリ幼生の，外鰓の形態形成の変化．
SU5402 を外鰓伸長期の st. 30 から 2 日間幼生に投与し，
2 日後 (b, c, g) と 4 日後 (e, f) に撮影した . 実験を通じて 
24℃で飼育した．
(a, d) 1% DMSO 処理の同腹幼生． 
(b, e) 25 μM SU5402 処理幼生．主枝の形，太さと長さは
対照群と大きな相違はない．小眼が生じている．
(c, f) 50 μM SU5402 処理幼生．主枝が背側に跳ね上がる
ように反っている．小眼も生じている．
(g) 25 μM SU5402 処理 2 日後の幼生の主枝の拡大図．血
流が観察されず血管もない． 
Bars, a-f, 1 mm; g, 250 μm．
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復されたことの反映であると考えられている 39)。こ

れと同様の鏡像肢形成が、本来shh を発現しない肢

芽前方間充織においてshh 遺伝子のみを単独で過剰

発現させた場合でも生じた 18)。これらの実験から、

shh が肢芽の後方間充織で ZPA の活性を仲介し、肢

芽の前後軸を規定することが解明されている。また、

このshh 発現は肢発生の初期に限定された一過性の

ものである。無尾目両生類のアフリカツメガエルに

おいても、Shh が肢芽の軸性のパターンの特定化に

関わることが、ツメガエル後期幼生における正常な

後肢、切断して 180 度回転後に再結合した後肢、な

らびに再生中の後肢でのshh 発現の解析から示唆さ

れている 40)。本研究の SANT-1 処理によって、外鰓

において後方特異的な構造である細枝が減少した（図

4 と図 5）。このことは、肢芽形成の場合と同様に、

shh が外鰓においても前後軸に沿ったパターン形成

に関与する可能性を示し、これが抑制されることで

細枝がなくなった可能性が考えられる。また、処理

開始の発生段階を st. 32 に遅らせての SANT-1 投与

では、外鰓のほとんどの細枝形成を抑制したが、そ

れでも生き残り形成された細枝は対照群の同箇所

の細枝と同程度の長さであった（図 5d）。このため

shh は、細枝形成においてその長軸方向の伸長に関

与するのではなく、細枝の形成の開始場所の指定や、

細枝形成するように主枝後方の表皮ないし間充織を

運命づけるような役割を果たすことが示唆された。

恐らくは、細枝形成するか否かの予定運命の選択に

は臨界期があり、そのタイミングまでに成長抑制を

免れた細枝のみがshh 発現あるいは Shh 経路依存的

に分枝形成を開始し、あとは比較的正常に伸長をす

るようである。後期肢芽の指骨の形やhox 発現を調

べた研究において、Shh は四肢形成後の指のパター

ンを指定するという報告がある。shh の役割におい

て、肢芽全体と指の関係、外鰓全体と細枝の関係を

見比べると、本研究で示唆される内容と上記の四肢

形成の研究の結論とは良い対応関係を示している。

更に詳細に見ていくと、SANT-1 処理をくぐり抜け

て形成された少数の細枝は、外鰓主枝の基部先端部

軸に沿った両端のいずれかに位置していた（図 5d）。
基部側または先端部側のいずれかから、軸に沿って

順に細枝が形成される可能性が考えられる。

　SANT-1 処理において短くなった外鰓主枝はやや

太く形成されていた（図 4 と図 5）。このことは、

SANT-1 は外鰓の細胞増殖活性にはあまり影響せず、

実験群と対照群の間で外鰓主枝の細胞数はそれほど

変わらないことを示唆しているのかもしれない。今

後は、外鰓を構成する細胞、特にその表皮細胞が基

部先端部軸方向に伸張することが、どの程度外鰓の

形態形成に寄与するのかを評価する実験を組む必要

がある。その一つの方策として、外鰓表皮の細胞境

界を F-actin 特異的に結合する蛍光標識 Phalloidin 
で染色し、外鰓表皮細胞の頂端側から見た上皮形態

を定量することを計画している。

分裂期細胞マーカーのリン酸化ヒストン H3 抗体
による外鰓の免疫染色像について
クロマチンを構成するヒストンは、その tail 部分の

アミノ酸残基がメチル化やアセチル化などの化学修

飾を受けることで構造変換し、その結果クロマチン

が局所でリモデリングされ、局所の遺伝子領域の転

写活性が調節される。ヒストン H3 の 10 番目のセリ

ンや 28 番目のセリンがリン酸化を受けることで、ク

ロマチン凝縮や細胞分裂が生じる。本研究で使用し

た PHH3 抗体（抗 - リン酸化ヒストン H3 抗体）は、

セリン 10 残基かセリン 28 残基がリン酸化された時

にのみヒストン H3 に結合し特異的に検出される抗

体であり、これらのリン酸化は細胞分裂の際のクロ

マチン凝縮のフェーズで特に盛んになることから、

分裂期の核のマーカーとなる。一方、これらのリン

酸化は間期には殆ど生じないので、信頼性の高い細

胞周期マーカーだといえる。

　PHH3 抗体を用いた外鰓の免疫染色像は、外鰓全

体で一様なシグナルを示していて、細胞分裂が外鰓

の特定の領域に集中してるとは言えない染色像ばか

りが得られた（図６）。従って、筆者らの研究当初の

作業仮説とは反対に、細枝の形成は集中的な細胞増

殖によるものではないことが示唆された。マウス肺

上皮において分枝芽が形成されるまでの間、分枝が

形成する領域とされない領域の間の細胞増殖率の差

は見られず、分枝形態形成は細胞増殖パターンの差

異が原因となるのではないことが報告されている 21)。

本結果は外鰓の分枝が肺上皮と類似した形成メカニ

ズムを持つ可能性を示す。今後、外鰓を構成する細

胞の移動や変形にも着目し、分枝形成の引き金とな

るイベントの解明を行いたい。また、PHH3 抗体に

よる免疫染色は、当然のことながら、固定サンプル

にしか適用できない。生きたままの状態で分枝構造

が観察できるという外鰓の特徴を生かし、今後はラ

イブイメージングを行う必要がある。そのためには

ヒストンに GFP タグをつけたトランスジェニック

イベリアトゲイモリの作出が必要である。近年、有

尾目のイベリアトゲイモリやアカハライモリCynops 
pyrrhogaster においてはトランスジェニック技術

が確立されている 41, 42)。有尾目の研究の発展を後押

しする成果として、最近、メキシコサンショウウオ

Ambystoma mexicanum のゲノムが解読され 43)、発
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生生物学的、進化生物学的研究に必要な遺伝情報の

基盤的リソースになるとして期待される。今後、メ

キシコサンショウウオを外鰓研究に積極的に取り込

むことを視野に入れ、様々なシグナル伝達経路の外

鰓形成における役割の研究に拡張し、本研究のこれ

までの実験結果とともに、相互に比較検討したい。

筋肉がイベリアトゲイモリ外鰓の後方マーカーに
なることの発見と、そこに Shh 経路が関与する
ことの発見の意義
12/101 抗体を用いた本研究において、有尾目イベリ

アトゲイモリ外鰓の筋肉は外鰓の後方に位置するこ

とが分かり、外鰓の軸性において後方マーカーとな

ることが示された（図７）。外鰓は斜め後方に向けて

突出するように形成される構造であることから、筋

肉が主枝の後方に位置することで、外鰓の伸長方向

を後方寄りに維持する役割を持つのかもしれない。

この見解を支持する観察結果としては、外鰓の筋肉

形成領域が主枝前方にも拡がった SANT-1 処理胚に

おいて、外鰓はより前方に向かった放射状の伸長を

見せた（図４e, 図 8b）。今後、外鰓の筋肉形成のみ

を特異的に抑制する方法を開発し、形成期の外鰓の

形態形成における筋肉の役割を解明したいと考えて

いる。筋肉組織の分泌する栄養因子（trophic factor）
ないし細胞間コミュニケーション分子が、外鰓内部

の秩序だった組織構造を構築するように働いている

と予想している。本研究は、内在性の Shh が外鰓

での筋形成領域を後方に制限する役割を持つことを

示唆したが、ゼブラフィッシュ胚やマウス胚におい

てはshh が筋形成に関わることは解明されている

ものの、特定の器官の筋肉の大局的なパターニング

に Shh が関与することを示唆する研究はとても少な

く、本研究で得られた知見には、外鰓研究の枠を超

えた新しさがある。SANT-1 処理下での外鰓の筋肉

は、領域が拡がった分、網目状に間隙を持って形成

されたため、総筋肉量は変化していないかもしれな

い。これを解明するために筋肉特異的な遺伝子の発

現を定量する必要がある。

FGF 受容体阻害剤 SU5402 を投与した実験の結果
についての考察
本研究で用いた SU5402 は FGF 受容体阻害剤とし

て広く認知されており、そのチロシンキナーゼ活性

を抑制する 44)。一方で、VEGF 受容体や PDGF 受

容体がもつチロシンキナーゼ活性をも抑制するこ

とも報告されている。そのような阻害作用を持つ

SU5402 をイベリアトゲイモリ胚に投与したところ、

対照群が st. 33 となる 2 日目の時点で、投与群にお

いて外鰓の血流が全く観察されなかった。

　血管は臓側中胚葉由来の血管芽細胞が分化する

ことで形成され、その過程には FGF、VEGF、ア

ンギオポエチンなどの因子が関わっている。外鰓

での血流は st. 31 から生じ始め、st. 32 には外鰓の

3 対全てで確立する。丁度その発生段階で投与した

SU5402 が、おそらくは血管形成を抑制することで、

実験群の外鰓での血流の欠如を導いたと推察される。

また投与開始から通算 4 日目の観察でも血流が観察

されなかったことから、投与開始 2 日目の血流の欠

如は単なる発生の遅延の結果によるものではないこ

とが示された。一方、血流が確認されないにも関わ

らず、細枝の形成は生じた。このことから、細枝の

形成は血管形成とはかなり独立しており、細枝の出

芽位置で血管が拡がるもしくはピンポイントで蛇行

することによって細枝ができるのではないと考えて

いる。現在、イベリアトゲイモリ幼生の血管に交差

する抗体を探しているところである。そうした血管

マーカー分子による免疫染色によって SU5402 処理

幼生での血管の有無を明らかにする必要がある。

　SU5402 処理開始 4 日目の幼生においては、対照

群や SANT-1 処理の生き残り細枝で観察されたよう

な長い細枝は観察されず、あくまで突出程度の細枝

形成に留まった。これは SU5402 処理によって、細

枝を構成する表皮細胞の伸長の抑制か、増殖抑制か、

またはアポトーシスの促進のいずれかが生じたため

と予想している。FGFR3 を過剰発現する細胞に対す

る SU5402 の投与は、アポトーシスを促進するとい

う報告がある 45)。本研究においても今後、正常幼生

や SU5402 処理幼生に対して、TUNEL 法などを適

用してアポトーシスを起こした細胞の分布を把握す

る必要があると考えている。

総括 ; 有尾目発生生物学研究に対する本研究のイ
ンパクト
四肢上綱（Tetrapoda）の脊椎動物は、体幹部から四

肢を突出させるボディプランをもつ。これが一般的

な陸棲の脊椎動物のイメージであろう。四肢は、そ

の肢芽期から、背腹軸、前後軸、基部 - 先端部軸の

3 つの軸性をもち、肢芽期においては、それらの軸

性は領域特異的に発現するhox などの遺伝子の発現

セットにもとづく組織分化のコミットメントとして、

潜在的に表現されている。では、外鰓はどうか。こ

れは一部の水生の脊椎動物が、一生のうちで一過的

に形成する appendage（中軸に接続する構造物）で

あり、その最終的な分化形態においては、四肢と同

じく、背腹軸、前後軸、基部 - 先端部軸の 3 つの軸

性をもつことは明らかである。しかしながら、(i) モ
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ルフォゲン（形原）などの大局的な濃度勾配によって、

その軸性が成熟していくのか、それとも (ii) 肺原基

や唾液腺原基のような上皮の細胞間相互作用に間充

織からの誘導シグナルが影響を及ぼす様式の、背腹

軸や前後軸なしの、いってみれば基部 - 先端部だけ

の軸性しか備えない原基からの局所の相互作用の集

積・総和として発生するのか、(i) なのか (ii) なのか

が問題であった。本研究の実験結果の全体は、この

テーゼに対して (i) を支持し、少なくとも体軸をリ

ファレンスした軸性が形成期の外鰓にはある、とい

う回答を与える。具体的には、本研究によって、イ

ベリアトゲイモリ幼生の外鰓は鰓全体で軸性を持っ

ており、それらに沿った形態形成を行うことが示唆

された。イベリアトゲイモリ外鰓の細枝や筋肉は、

今回の観察により、外鰓後方の構造であることが示

され、前後軸に沿ったパターン形成の産物であるこ

とが示唆された。また細枝形成期の SANT-1 処理に

より形成された細枝の位置の調査から、細枝形成の

順序には、主枝の基部先端部軸に沿ったパターンが

ある可能性も示唆された。この後方特異的な細枝は

Shh 経路を抑制した際には形成が抑制され、外鰓後

方部は前方部のような平滑な表皮を示した。このた

め、鰓の前後に沿ったパターンを形成する分子実体

は、四肢の前後肢芽と同様に、Shh であると予想さ

れる。後方のマーカーとなる筋肉の局在も Shh 経路

の抑制によって前方に拡がったので、このことから

も、Shh が外鰓の前後軸を規定するモルフォゲンと

しての機能を持つことが示唆された。背腹軸、前後

軸、基部 - 先端部軸の３軸に沿った形態形成をする

器官としての四肢では、前後軸形成のために ZPA で

Shh が働き、基部先端部軸形成のために AER（apical 
ectodermal ridge、外胚葉性頂堤）で FGF8 や FGF4
が働き、またこれらを発現する領域間で構成細胞が

相互作用することで軸性の確立が進むと理解されて

いる。本研究は、外鰓も肢芽のように軸性に基づい

てパターン形成を行い内部が分化成熟する器官であ

るとのアイデアをもたらし、そのうち少なくとも前

後軸は Shh によって規定されることを示唆した。　

　今後は、shh の発現領域を同定するとともに、外

鰓において背腹軸や基部 - 先端部軸の軸性や軸性に

沿って組織分化を規定する分子群を探っていきたい。

その方法論としては、例えば in situ hybridization
法などにより幼若な外鰓先端部で特異的に発現する

fgf のメンバーを同定し、これの発現を RNAi などの

翻訳阻害技術で特異的に抑制することでパターン形

成のメカニズムを解明したい。今回の浸漬処理は胚

全体でシグナル伝達経路を抑制してしまったため、

より、「外鰓特異的に」特定の遺伝子発現を抑制する

方法を見いだしていきたいと考えている。
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序論
有性生殖を行う生物の細胞は通常、核内に２組の

染色体を有する。これは母方由来の１組の染色体

と父方由来の１組の染色体が合わさったものであ

る。この２組の染色体を１組に半減させる減数分裂

は、有性生殖生物が半数体である配偶子を生み出す

のに必須の過程である。生物種はそれぞれ固有のゲ

ノムを有するが、それは正確に保持されなければな

らない。染色体数を半減する時に染色体が１本でも

過剰であったり不足したりしてはならない。ヒト

では一番小さな染色体である 21 番染色体が１本余

分にあるだけでダウン症が発症することが知られて

いる。減数分裂はそれぞれ前期、中期、後期、終期

からなる減数第一分裂と減数第二分裂から構成され

るが、染色体数の半減は減数第一分裂の前期に起こ

る。機構的に染色体の正確な半減を可能にしている

のが相同染色体の対合である。全ての相同染色体同

士を一度対合させて、それぞれの対に含まれる相同

染色体を２つの異なる極に向かって引き離すことで

正確に１組の染色体を有する染色体集団が２つでき

あがる。この時の一番の課題はどのようにして相同

染色体同士はお互いを見つけ出し、対をつくるかで

ある。この現象を解析するために多くの研究が行わ

Abstract:  Previously, we developed a line of Arabidopsis thaliana transformant for live cell-
imaging of meiotic chromosomes by introducing the fusion gene of the histone H2B gene and 
GFP gene under the control of the AtDMC1 promoter (DHG). Using a transformant (DHG1 
line), we were able to observe meiotic chromosomes in living pollen mother cells (PMCs). In the 
DHG1 line, the fusion gene was transferred into chromosome 3, and DHG expression was not 
specific to PMCs, but also observed in also other cells constituting its anther. We need more 
DHG lines, which are transferred DHG gene into chromosomes other than chromosome 3, 
and show more PMC-specific expression. We introduced DHG into A. thaliana again, and ob-
tained new DHG lines as survivors on selective media. Some lines were actually confirmed to 
be transformants by PCR analysis for the GFP gene. Three lines were further examined using 
confocal scanning laser microscopy, and meiotic chromosomes in several stages were clearly 
observed in their PMCs.
Keywords:  Arabidopsis thaliana (A. thaliana), meiosis, chromosome, green fluorescent protein 
(GFP), live cell-imaging 
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ハイグロマイシンとカナマイシンをそれぞれ 50 µg・
mL-1 の濃度で含むムラシゲ・スクーグ培地で栽培・

選抜した。選抜された T1 世代の植物から得られた

種子を同じ組成の選抜培地で栽培し、得られた植物

体を用いて、染色体の観察を行った。

PCR解析
シロイヌナズナのゲノム DNA は葉から DNeasy 
Plant Mini Kit（Qiagen） を 使 用 し て 精 製 し

た。GFP 遺 伝 子 を 増 幅 す る PCR で は、 こ の

ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 と し、GFP 遺 伝 子 増 幅

用 の プ ラ イ マ ー と し て 730 sGFP Fw Primer
（AGCTGACCCTGAAGTTCATCTG）と 731 sGFP 
Rv Primer（GGTGTTCTGCTGGTAGTGGTC）とを、

酵素としては PrimeSTAR Max DNA Polymerase
（TAKARA BIO）を使用した。PCR プログラムと

しては、94 ℃ 5 分の後、94 ℃ 30 秒、55 ℃ 30 秒、

72℃ 30 秒のサイクルを 30 回行い、最後に 72℃で

10 分間保温して、反応を終了した。

染色体の観察
選抜されたものの中から DHG 遺伝子の存在が確認

されたシロイヌナズナの花序を切り取り、実体顕微

鏡で観察しながら、花序から適当な大きさの蕾を取

り出し、蕾からがくを取り除いた。残りの部分をス

ライドガラスに載せ、水道水を 0.1 mL 程度、蕾の

周りに滴下した後、カバーガラスを被せ、ろ紙で挟み、

転圧ゴムローラーを引くことで葯の中から花粉母細

胞を押し出した（押し出し法）。GFP からの緑色蛍

光は共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM700）で取得

し、Photoshop と Image J を用いて、作図を行った。

結果
遺伝子組換えシロイヌナズナの花粉母細胞の減数
分裂期染色体の観察
すでに報告した通り、DHG 遺伝子が導入されたシ

ロイヌナズナで減数分裂期染色体のライブ観察に

成功している。その形質転換体系統（DHG1）では

DHG 遺伝子は第三染色体に挿入されていた。これ以

外の染色体に DHG 遺伝子が導入された形質転換体

の作成が望まれたため、新たに形質転換体の作成を

行った。形質転換体を選抜する培地で、21 の個体が

生き残り、それらを土壌に移しかえて栽培した。生

育した個体ごとに分けて種子を収集した。暫定的に

DHG151 から DHG171 の系統名を与えた（DHG160
は栽培中に枯死し、種子は得られなかった）。枯死し

た 1 個体以外は順調に成長し、現在、それらの種子

（T2 世代）が保存されている。枯死したもの以外は

れてきた。古い研究では減数分裂期の染色体の顕微

鏡観察が主たるものであったが、分子遺伝学手法の

発達により、酵母菌やマウスなどの様々な生物で相

同染色体の分配に異常が生じる変異体が数多く単離

され、その多くは原因遺伝子も突き止められてい

る。植物でもゲノムが小さなことでシロイヌナズナ

（Arabidopsis thaliana）がモデル生物に選定されて

以来、Atspo11-1 1)、Atspo11-2 2)、solo dancers 3) な

どの多くの減数分裂変異体が単離・解析されている。

シロイヌナズナでは古くから減数分裂期染色体の顕

微鏡観察が行われいたが 4)、減数分裂期染色体の光

学顕微鏡による精細かつ簡便な観察法が開発されて

以来 5)、この方法は減数分裂変異体の解析に盛んに

活用されている。その結果、これらの変異体では原

因遺伝子が同定され、その遺伝子が減数分裂期の染

色体の形態変化や動態にどのように関わっているか

が解明されつつある。しかし、これらの研究では染

色体の形態変化・動態は固定された試料を用いて行

われてきた。そのため、相同染色体がどのように接

近していくかなどの実態は不明であった。近年、シ

ロイヌナズナの生きている花粉母細胞での減数分裂

期染色体の観察結果が報告された 6, 7)。我々は先の研

究で、減数分裂時に発現する AtDMC1 遺伝子の発現

調節領域（pAtDMC1）とヒストン H2B 遺伝子（H2B）

と緑色蛍光蛋白質の遺伝子（GFP）とを連結して作

製した融合遺伝子（DHG）をシロイヌナズナに導入

して、花粉母細胞の減数分裂時の染色体のライブ観

察に成功している 8)。これまでに得られている唯一

の DHG 導入性質転換体はゲノム解析の結果、第 3
染色体に DHG が挿入されたものであることが判明

している 8)。これを我々は DHG1 系統と呼んでいる。

DHG 形質転換体と減数分裂変異体とを交配するこ

とによって、減数分裂変異体の染色体を可視化する

ことができるが、DHG1 系統の場合、第 3 染色体に

原因遺伝子がある変異体に DHG 遺伝子を導入する

ことは効率が良くないため、他の染色体に DHG 遺

伝子が導入された系統を作出することにした。

材料と方法
シロイヌナズナ形質転換体の作出
既報 7) の通り、形質転換体の作出を行った。植物育

成棟にて、野生型シロイヌナズナの種子を園芸用の

土に播種し、３日間４ ℃に置いた後、肥料としてハ

イポネックスを与えながら、気温 22℃、16 時間明

期・8 時間暗期の光環境下で、5 週間ほど栽培した。

一度摘芯を行った後、Ti プラスミド中に DHG 遺伝

子を有するアグロバクテリウムを減圧浸潤法により

感染させた。このシロイヌナズナから種子を採集し、
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Fig. 1．DHG 遺伝子導入シロ
イヌナズナ系統 DHG153， 154，
155 の花粉母細胞の染色体観察．
押し出し法により得られた各
DHG 系統の植物の花粉母細胞
を共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察した．右端はヒストン
H2B:GFP により可視化された染
色体像．中央は明視野観察によ
る花粉母細胞像．右端は染色体
像と花粉母細胞像を重ねたもの．
153A，B：DHG153 系統の植物
の花粉母細胞の観察像．A: 細糸
期，B；第二分裂中期．
154A，B：DHG154 系統の植物
の花粉母細胞の観察像．A; 複糸
期，B; 四分子期．
155A，B：DHG155 系統の植物
の花粉母細胞の観察像．A; 細糸
期，B; 第一分裂中期．
スケールバー：5 µm

栄養成長段階においても、生

殖成長段階においても、肉眼

で見る限り形態的異常は認め

られなかった。これらのうち、

DHG151 ～ 158 からゲノム

DNA を調製し、GFP 遺伝子

に対する PCR 解析を行った

ところ、どれも GFP 遺伝子

を有することが判明した。こ

れらの８つの個体から得られ

た種子から植物を育て、本研

究では順調に成長した３つの

系統の染色体観察の結果を報

告する。

　DHG153、154、155 の ３

つの系統の T2 世代で、それ

ぞれ複数の植物体で観察を

行った。いずれの個体でも

Fig.1 が示すように、GFP 融

合ヒストンにより減数分裂期

染色体が共焦点レーザー顕微

鏡画像として明確に捕捉され

た。また、花粉母細胞から四

分子を経て花粉となるまでの

過程において、顕微鏡観察的

にも形態に異常は認められな

かった。Fig.1 の 153A では

細糸期、153B では第二分裂

中期の染色体が観察されてい

る。154A では複糸期、154B 
では四分子期の染色体が観察

されている。155A では細糸
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期、155B では第一分裂中期の染色体が観察されてい

る。Fig.1 に示した以外にも、各系統、様々なステー

ジで染色体が観察されている。いずれの系統におい

ても、細糸期から染色体が強い蛍光が発せられるよ

うになり、四分子期まで観察された。染色体の凝縮

度が増す、第一分裂中期と第二分裂中期では、特に

明るい染色体像が得られた。いずれの系統において

も、花粉母細胞以外の葯の細胞の染色体も蛍光を発

しているのが観察された。

討論
先に得られていた DHG1 に加えて、本研究によって

20 の系統（DHG151 ～ 171）が、選抜培地で生き残っ

た形質転換体として得られた。DHG151 ～ 158 につ

いては、GFP 遺伝子を対象とする PCR 解析によっ

て、実際に DHG 遺伝子が導入された形質転換体で

あることが確かめられている。残りの系統について

も、形質転換体であるかどうかを調べる必要がある。

遺伝子導入が確認された系統の T2 世代の植物をそ

れぞれで数個体栽培し解析を行ったが、そのうち比

較的成長状態が良く、まとまった観察結果が得られ

たのは DHG153、154、155 だけで、本研究ではこ

れらについて報告したが、今後、他の系統も順次解

析を進めていく予定である。T2 世代には導入遺伝

子をホモ接合型に有する場合とヘテロ接合型に有す

る場合があるが、現在のところ、それぞれの植物が

DHG遺伝子をホモ接合型で有するかヘテロ接合型で

有するかは調べられていない。系統間の違いを議論

する上で、DHG 遺伝子の導入部位の情報は重要であ

る。その導入部位を明らかにするには、各系統のゲ

ノム解析を行い、導入部位に対する PCR 解析を行っ

て、導入部位を確認しなければならない。導入部位

が決定されれば、何番染色体に挿入されているのか

が判明し、各植物体がホモ接合かヘテロ接合かを調

べられるようになる。ホモ接合個体同士を比較する

ことで、減数分裂期染色体が GFP により、よりよく

可視化されているものを選抜できる。DHG1 は第 3
染色体に DHG が組み込まれているが、第 3 染色体

以外に組み込まれた系統を選別できれば、今後の交

配実験に役立つものと考えられる。AtDMC1 遺伝子

の第１イントロンを加えた遺伝子上流域約 2000 塩

基対の領域は花粉母細胞特異的な遺伝子発現を誘導

すると報告されているが 9)、その領域を用いた DHG
遺伝子の発現はどの系統においても、花粉母細胞で

も発現するが花粉母細胞特異的ではない。解析精度・

感度を高めるために、発現の花粉母細胞特異性を高

めることも今後の課題である。
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序論 
ラット脊髄（腰髄）L3-L4 レベルの X 層に存在する

ガラニン発現ニューロンを特異的に破壊すると射精

のみがなくなることから、腰髄には脊髄射精発生器

（SEG）ニューロンが存在することが知られている 1)。

SEG ニューロンではガラニン、コレシストキニン、

エンケファリン、ガストリン放出ペプチド（GRP）と

いった神経伝達物質が発現する 2, 3)。我々はこれまで

に SEG ニューロンにおける GRP 発現が男性ホルモ

ン・アンドロゲン依存的に調節され、下部腰髄で放出

される GRP が勃起や射精といったオスの性機能を制

御することを報告している 4)。GRP ニューロンは雄優

位な性的二型を示し、下部腰髄に存在する仙髄副交感

神経核や球海綿体脊髄核へと投射する 4, 5)。球海綿体

脊髄核（SNB）はペニスの基部に存在し勃起に関わる

筋肉（球海綿体筋）を支配する運動ニューロンで、脊

髄での代表的な性的二型核として知られる。我々は、

Abstract:  A spinal ejaculation generator (SEG) exists in the X layer of the rat spinal cord 
(lumbar spinal cord) at the L3-L4 level. SEG neurons express gastrin-releasing peptide (GRP) 
and oxytocin receptor (OXTR). We have previously reported that sexual experience sowe in-
duced th expressions of GRP and OXTR in SEG neurons with. While SEG neurons project to 
the thalamic region and are thought to signal the completion of sexual behavior to the brain, 
it is still unclear where SEG neurons project to in the brain. The purpose of this study was to 
clarify the projection area of SEG neurons in the brain. Firstly, we analyzed the localizations 
of GRP-positive fibers in the brains of sexually experienced and naive male rats. GRP-positive 
fibers were observed in the parafascicular nucleus (PF), subparafascicular nucleus (SPF), and 
medial amygdala nucleus, posterodorsal part (MePD). In all cases, more GRP fibers were ob-
served in sexually experienced males than in naïve males. Secondly, we specifically lesioned 
SEG neurons using OXTR human diphtheria toxin receptor (Dtxr)-2A-channelhodopsin-
2-(ChR2)-EYFP transgenic rats. The number of SEG neurons was reduced by half compared 
with controls. GRP- and YFP-positive fibers in the MePD were significantly reduced in rats 
with a loss of SEG neurons compared with controls. No differences were found in other brain 
regions, suggesting that SEG neurons project to the MePD and that sexual experience enhanc-
es input from the SEG neurons to the MePD. In addition, sexual experience might increase the 
GRP expression not only in the SEG neurons but also in GRP neurons of the brain.
Keywords:  lumbar-spinothalamic, gastrin-releasing peptide, oxytocin receptor, spinal cord, 
male sexual function
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免疫染色
ラットに三種混合麻酔（ドミトール 0.3 ㎎ / ㎏、ミ

ダゾラム 4.0 ㎎ / ㎏，べトルファール 5.0 ㎎ / ㎏）を

腹腔内投与し、深麻酔下で左心室から生理食塩水を

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

流し、固定した。脳と脊髄を摘出した後、4％ PFA 
in 0.1 M PB を用いて 4℃、一晩で後固定を行なっ

た。25％スクロース in Phosphate-buffered saline
（PBS）（pH 7.4）溶液に移し、4℃、48 時間以上か

けて置換し、凍結保護を行った。トリミング後，炭

酸ガスで急速冷凍し、クリオスタット（CM1850, 
Leica, Nussloch, Germany）を用いて、30-µm 厚の

凍結切片を作製した。切片を PBS で洗浄した後，内

因性ペルオキシダーゼを失活させるために、1.0% 過

酸化水素 / 60％メタノール溶液に 20 分間浸漬し，そ

の後 PBS で洗浄した。さらに、0.3 %Triton X-100、
1% 正常ヤギ血清、1% ウシ血清アルブミン、0.05 
%NaN3 を用いて室温で 30 分反応させ、ブロッキ

ングした。抗ラット Neuromedin-C（GRP）抗体

（ウサギ、11081; AssayPro, St. Charles, MO, RRID: 

腰髄 L3-L4 レベル X 層へのジフテリア毒素投与
ヒトジフテリア毒素受容体を介した標的細胞ノック

ア ウ ト 法（toxin receptor-mediated cell knockout: 
TRECK 法）を用いて、腰髄 L3-L4 レベル X 層（図

1）に局在する OXTR 発現ニューロンの特異的な

破壊を試みた。OXTR-YFP Tg ラットをイソフルラ

ン（1.5%, 1L/min）で吸入麻酔後、脳定位固定装

置（ST-7R-HT, Narishige, Tokyo）および脊髄固定

装置（STS-B, Narishige）に保定し、椎弓切除術を

行い、脊髄表面を露出させた。脊髄正中線上の脊髄

表面から 1-1.5mm の位置にマイクロシリンジを刺入

し、ジフテリア毒素（10 ng/µl）（01-517, Cosmo Bio 
CO.LTD, Tokyo, Japan）を 0.4 µl 投与した。

図 1．ラット脊髄 L3 レベル横断面の模式図と脊髄 GRP
ニューロン．脊髄は 10 の層に分けられ，性機能を制御す
る脊髄 GRP ニューロンは 10（X）層の中心管背側部（四角）
に存在する．IML，中間質外側柱．IMM, 中間質内側柱．

超高圧電子顕微鏡技術や経シナプス的なウイルスト

レーサーを用いて，GRP ニューロンが SNB や脊髄

自律神経核にシナプス入力することを明らかにして

いる 5-7)。また、脊髄 GRP 線維は胸髄に存在する交

感神経系にも投射する 8)。そのため、SEG ニューロ

ンは胸髄（側角）においても末端から GRP を放出し、

同時に腰―仙髄では勃起を制御する運動神経や副交

感神経系を調節し、胸髄では射精に関わる交感神経

系を調節する脊髄内局所神経ネットワークを構築す

ると考えられている 8, 9)。最近、我々は SEG ニュー

ロンがオキシトシン受容体（OXTR）を発現し、オ

キシトシンによる SEG ニューロンの活性化が雄の性

行動を促進することを発見した 10)。また、性経験を

積んだ雄では SEG ニューロンにおける GRP 発現と

OXTR 発現が増加することも明らかにしている 11)。

一方で、腰髄 L3-L4 レベルに存在するガラニン発現

ニューロンは視床領域、特に medial portion of the 
parvocellular subparafascicular thalamic nucleus 
(mSPFp) にも投射することから腰髄視床路（LSt）
ニューロンとしても知られる 1, 12) が、視床領域への

投射が雄の性行動をどのように制御しているかはよ

くわかっていない。そこで本研究では性経験による

GRP 発現の変化と，SEG ニューロンの特異的な破

壊による脳の GRP 線維の変化に着目し、LSt ニュー

ロンの投射先を調べることを目的とした。

材料と方法
実験動物
雌雄成熟ラット（Wistar 系統；7-11 週齢）と Oxtr-
ヒトジフテリア毒素受容体（hDTR）- チャネルロ

ドプシン（ChR2）トランスジェニック（Oxtr-YFP 
Tg）ラット雄 10)（Wistar 系統；8-10 週齢）（岡山大

学より供与）］を用いた。明期 12 時間 / 暗期 12 時間

の環境で、餌と水は自由に摂取できる状態で飼育し

た。動物実験は、文部科学省の「研究機関における

動物実験に関する基本指針」に基づいて行い、岡山

大学動物実験委員会，神奈川大学理学部動物実験安

全要綱、神奈川大学理学部動物実験管理委員会の承

認を受けて実施した。

性行動試験
先行研究に従い 10)、人為的に発情させた雌ラットと

雄ラットを性行動観察ケージに入れ、30 分間の性行

動実験を行い、複数週の射精（交尾）経験を持つ群

を経験雄、飼育ケージに雄のみを入れた群を未経験

雄とした。
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AB_2571636；ブロッキングバッファーで 1:2,000 に

希釈）を用いて室温で 1 時間反応させたのち、4℃
で 1 晩反応させた。免疫反応産物は streptavidin-
biotin kit（Nichirei, Tokyo,Japan）と 3-3’- ジアミ

ノベンジジン（DAB）を用いて可視化した。脱水透

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

　YFP シグナルと GRP 免疫蛍光を検出する目的

で、green fluorescent protein (GFP) に対する抗体

（chicken, 600-901-215; Rockland, Gilbertsville, PA, 
RRID: AB_1537402, 1:2000 希釈）と抗 GRP 抗体

（1:1000 希釈）を使用し、Alexa Fluor 488-linked 
anti-chicken IgG raised in goats（1:1,000 希 釈 ; 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA）と Alexa 
Fluor 555-linked anti-rabbit IgG raised in goats
（1:1,000 希釈 ; Molecular Probes）を用いて室温で 1
時間反応させた。PBS で洗浄した後、Fluoromount 
G（SouthernBiotech, Brimingham, AL, USA）を用

いて封入した。染色した切片は蛍光顕微鏡（BX53, 
Olympus）または共焦点レーザー顕微鏡（FV1000, 
Olympus）を用いて観察し、画像を取得した。

画像解析
未経験雄（n = 5）と経験雄（n = 6）の横断脳切

片に対し、GRP に対する免疫染色を行い、束傍

核（parafascicular nucleus: PF）、 視 床 中 心 傍 核

（subparafascicular nucleus: SPF）、扁桃体内側核尾

部腹側部（medial amygdala nucleus, posterodorsal 
part: MePD）の写真を 1 個体当たり 10 枚撮影し

た。撮影した画像を白黒反転させ、画像解析ソフ

ト ImageJ（Version1.45p; National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA）を用いて GRP 免疫陽

性を黒色、それ以外の部分を白色化して表した。黒

色のシグナルのみを検出し、そのピクセル数を数値

化し、未経験雄の GRP 免疫陽性強度の平均を‘1’
とした相対値を用いて GRP 免疫陽性強度を比較し

た。また、蛍光画像の解析では、PBS を投与した

OxTR2 ラット（コントロール；3 匹）およびジフテ

リア毒素投与を投与した OxTR2 ラット（3 匹）の横

断脳切片に対し、GRP と GFP に対する免疫染色を

行い、MePD 領域の写真を 1 個体あたり 10 切片撮

影した。撮影した画像を白黒反転させ、画像解析ソ

フ ト ImageJ（Version1.45p; National Institutes of 
Health）を用いて GRP あるいは GFP 免疫陽性を黒

色、それ以外の部分を白色化して表した。黒色のシ

グナルのみを検出し、そのピクセル数を数値化し、

PBS を投与したコントロール群の GFP 免疫陽性強

図 2．雄ラット前脳におけるガストリン放出ペプチド
（GRP）線維の局在と交尾経験差．束傍核（parafascicular 
nucleus: PF），視床中心傍核（subparafascicular nucleus: 
SPF），扁桃体内側核尾部腹側部（medial amygdala 
nucleus, posterodorsal part: MePD）において GRP 陽性線
維が観察され，3 領域全てにおいて経験雄の方が未経験雄
に比べて GRP 線維が多く観察された fr: 反屈束，ml: 内側
毛帯，opt: 視索．スケールバー , 200 µm.

度を‘100%’とした相対値を用いてジフテリア毒素

投与群での GFP 免疫陽性強度を比較した。

定量解析
各群のデータを平均値±標準誤差で示し、対応のな

いt 検定を用いて解析した。

結果
性経験による視床・視床下部領域での GRP 線維
の変化
性経験のない雄ラットと性経験を積んだ雄ラット

の前脳において、GRP 陽性線維の局在を解析した

（図 2）。その結果，束傍核（parafascicular nucleus: 
PF）、視床中心傍核（subparafascicular nucleus: 
SPF）、扁桃体内側核尾部腹側部（medial amygdala 
nucleus, posterodorsal part: MePD）において GRP
陽性線維が観察され、3 領域全てにおいて経験雄の

方が未経験雄に比べて GRP 線維が多く観察された

（図 1）。これらを定量的に解析した結果、GRP 陽性
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図 3．SEG ニューロンの破壊と脳における SEG ニューロ
ン線維．MePD において，脊髄に毒素を投与した群ではコ
ントロール群に比べて，YFP 陽性（OXTR）線維と GRP
陽性線維が減少した．Opt，視索．スケールバー，200 
µm．

強度は、PF において未経験雄（n = 5）で 1.00 ± 0.12，
経験雄（n = 6）で 3.90 ± 0.58、SPF では未経験雄

で 1.00 ± 0.08、経験雄で 2.72 ± 0.51、MePD では

未経験雄で 1.00 ± 0.05、経験雄で 2.65 ± 0.23 と有

意に増加し（P < 0.05）、交尾経験により、各領域に

おける GRP 陽性線維は 2 倍から 4 倍に増化するこ

とを明らかにした（表 1）。

SEG ニューロン破壊後の MePD における GRP
線維と OXTR 線維の変化
ジフテリア毒素投与による SEG ニューロンの破壊を

確認する目的で、脊髄において GRP に対する免疫

染色を行った。脊髄における YFP 陽性ニューロンは

コントロール群で 518 ± 36 個、毒素投与群で 289 
± 24 個と毒素投与により YFP ニューロンが半減し

た。また、GRP 陽性ニューロン数はコントロール群

で 520 ± 18 個、毒素投与群で 265 ± 26 個と、毒素

投与により GRP 陽性ニューロンも半減した。次に、

脳において、GRP に対する免疫染色を行い、ジフ

テリア毒素投与により GRP 線維が減少する領域を

調べた。その結果、MePD において YFP 陽性線維、

GRP 陽性線維が観察され、毒素投与群ではコント

ロール群に比べて YFP 陽性線維、GRP 陽性線維が

減少していた（図 3）。これらの画像をもとに MePD
における YFP 蛍光強度と GRP 陽性強度を定量化し

た。結果、YFP 蛍光強度は毒素投与群ではコント

ロール群の約 75％まで減少していた（図 4）。同様

に、GRP 陽性強度は毒素投与群ではコントロール群

の約 52％まで減少していた（図 4）。また、今回観

察した限りでは、MePD 以外の領域で YFP 陽性線維、

GRP 陽性線維の変化はみられなかった。

討論
今回、交尾経験雄ラット用いることで、これまで交

尾未経験雄ではほとんど観察されなかった前脳領域

における GRP 線維の投射を明らかにすることに成

功した。脊髄に存在する GRP ニューロンも交尾経

験により GRP 発現が増加する 11) ことから、今回発

見した PF、SPF、MePD の GRP 線維は脊髄 GRP
ニューロン由来である可能性が高い。また、ジフテ

リア毒素により、脊髄 GRP ニューロンが半減し、

MePD における GRP 陽性線維が減少した。YFP 陽

性（OXTR）ニューロンでも同様の結果が得られた

ことから、MePD が脊髄 GRP ニューロンの投射先

である可能性が高い。

　交尾経験を積んだ雄では性行動が活発になる 13)。

また、交尾経験は、視床下部の性行動に関わる視床

下部視索前野に存在するニューロン樹状突起の棘突

起を成熟させることが知られている 14)。また、脊

髄 GRP ニューロンにおいて、交尾経験は GRP や

表 1．各脳領域における未経験雄の GRP 陽性強度を ‛1’
とした時の経験雄の GRP 染色強度．

図 4．毒素投与による YFP 陽性（OXTR）線維と GRP 陽
性線維の蛍光強度の変化．コントロール群の蛍光強度の平
均を 100 とし，平均±標準誤差で示した．
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OXTR の発現を増加させる 11)。今回、交尾経験がな

い雄では GRP 線維がほとんどみられない脳領域に

おいても交尾経験を積んだ雄では GRP 線維が多数

観察された。これらのことから、交尾経験による変

化着目して解析を行うことで、新規の神経投射や行

動制御メカニズムを明らかにできるかもしれない。

　今回 GRP 線維が観察された PF、SPF、MePD で

は射精後に神経活性化マーカーの発現が増加するこ

とが知られている 15, 16)。また、交尾経験のある雄ラッ

トにおいて、MePD は発情雌の匂いに応答する領域

としても知られている 15)。射精に至ったシグナルを

脊髄 GRP ニューロンが MePD へと伝えることで、

雌へのモチベーションを抑制し、性行動の完了を定

義するのかもしれない。今後、MePD の GRP 受容

体ニューロンを特異的に破壊したラットで脊髄 GRP
ニューロンを活性化し、雄の性行動がどのように変

化するのかを解析することで、LSt ニューロンによ

る性行動時のフィードバックメカニズムを明らかに

できると考えている。
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序論
維管束植物の茎は、外側から表皮、皮層、内皮、維

管束といった細胞群が整列されて構成される。モデ

ル植物であるシロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) 
は真正双子葉植物であり、道管、形成層、師部細胞

などから成る維管束は茎内で環状に並んで配置され、

その束同士をつなぐように繊維細胞が複数層存在す

る。シロイヌナズナの成長過程は、ロゼット葉を展

開する栄養成長期と、花序茎（Inflorescence stem）

を伸長させて花芽を形成する生殖成長期に分けられ

る。花序茎には初めに形成される主茎に加え、遅れ

て傍から形成される側茎があるが、それぞれの茎の

基本的な構造は同一である。本研究では主茎を解析

の対象としている。

　維管束を構成する細胞である道管細胞と繊維細胞

は、最外層の一次細胞壁の内側には二次細胞壁とよ

ばれる強固な細胞壁が形成される。繊維細胞におけ

る二次細胞壁形成が抑制されると、茎は直立ができ

なくなることから、維管束は茎の姿勢の制御に重要

であることがよく知られている 1)。一方でごく最近、

私たちは維管束が茎の力学的な整合性維持にも重要

な役割を担うことを証明した 2)。茎の力学的な完全

性というのは、言い換えると茎が形状を保って機能

を発揮するための仕組みのことである。近年、茎に

亀裂が生じるシロイヌナズナの変異体や形質転換系

統がいくつか見出されており、これらの系統ではこ

の仕組みが破綻していることで、茎に亀裂が生じる

と考えられている 2-5)。これらの系統に関して、なぜ

亀裂が生じてしまうのか、その原因を探ることで、

茎の力学的な完全性維持に必要な要素が明らかに

なってきている。そのうちclavata3 de-etiolated3 変

異体系統では表皮細胞の細胞壁の力学的強度の減少

が、pNST:IDD9:SRDX 系統では茎内部の細胞の過

Abstract:  The stem of vascular plants is a fundamental organ that sustains both aspects 
of vegetative and reproductive growth. Although the morphology itself and process of stem 
development have been extensively investigated, it remains unknown how mechanical forces 
and stem organogenesis are coordinated. Good examples to advance our understanding of the 
mechanical properties of the stem organ are the recently identified mutant lines of Arabidopsis 
thaliana, which display spontaneous cracks in the stem. In these mutant lines, the morpholo-
gies at certain fixed time-points are becoming clearer. However, morphologies at the time-point 
when the stem begins to crack, and those at the time of its extending process are still unclear. 
Accordingly, in this research, we set up a method to acquire timelapse images and succeeded 
in capturing the process of stem cracking from the beginning to extending stages. Using these 
methods, we revealed that the extension of stem cracks did not progress proportionally with 
time, but rather proceeded like a random wave of rapid and slow extending.
Keywords:  Arabidopsis thaliana, inflorescent stem, mechanical forces, organ breakage, time 
lapse imaging.
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が生じるpNST3:IDD9:SRDX 系統の主茎も、20 cm
程度になるまでは野生型とよく似たような伸長模様

を示す。亀裂は主茎長が 15-20 cm あたりで主に第一

節に生じることが確認されている 2) (Fig.1）。
　これらの情報を参考に、今回の実験では、茎が

12-3 cm 以上に伸長した個体を用いて撮影を行なっ

た。カメラを 2 方向からセットすることで、茎の周

囲のおおよそ 270°の範囲の撮影を可能とした。撮

影を継続的に繰り返し、10 個体について亀裂の生じ

る過程の撮影を行なうことができた。撮影した画像

から Movie も作成しているが、紙面の都合で 1 時間

ごとのコマ撮り写真を示す（Fig. 2A, B）。ごく小さ

な亀裂が生じた一例を除いて、亀裂は初めに生じた

箇所から茎の頂端軸の両方向に広がっていく過程が

観察された。

　亀裂の連続画像から、最終的な亀裂の長さを計測

し、亀裂発生時からその長さに至るまでにかかった

時間を算出した（Fig. 3）。亀裂が広がる速度は、速

い個体（#9, #10）では約 0.1 mm/min で、3 時間程

度で観察された最終的なサイズに至っていた。一方

で 0.01 mm/min 以下の個体も 3 例（#2, #3, #5）あっ

た。これらの個体では、1 日以上をかけて亀裂が徐々

に広がる様子を示した。

一旦茎に生じた亀裂は、不規則的な速さで拡大し
た
さらに観察をすすめると、亀裂が拡大する様子は一

定ではないことが分かった。亀裂の様子の撮影 10 例

のうち、亀裂が拡大する期間と、変化がない期間が

目立って観察された個体に関して、亀裂の拡大動態

が変化した複数の時点での亀裂の大きさを計測した

度な肥大が、亀裂発生と関連することが示唆されて

きている 2, 5)。

　しかし、なぜ亀裂が生じるかを解析する以前に、

亀裂はどのようにして茎に生じるかといった情報は

現段階で限定的である。これまでの解析では、亀裂

が生じる前後の 2 つの時期で、茎の決まった箇所の

組織切片の形態を解析するのが中心であったため、

茎に亀裂が実際に生じる瞬間や、それらが拡がる過

程は捉えられていない。そのため、今後茎の力学的

な完全性が保たれる機構の解明に向けた研究土台の

拡大には、亀裂が生じるという現象自体の高解像度

での理解が必要と考えた。

　生物界の中で動き回る動物に比べ、基本的に固着

性である植物は、動的な存在としてあまり捉えてら

れていない。しかし、屈性による比較的早い運動に

加え、基本的な成長運動によって、植物は絶えず動

き続けている。近年ではそれらの動きを高い分解能

で再現性をもって捉える研究が進みつつある 6, 7)。本

研究では、まず亀裂が生じる過程をタイムラプスで

捉え、器官の破綻がどのような過程で進行していく

かを明らかにすることを目指した。

材料と方法
実験植物と生育条件
シロイヌナズナArabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
pNST3:IDD9:SRDX 系統 2) の種子を、ハイポネッ

クス溶液を加えたロックウール（Rockwool B.V.、
Grodan）に蒔き、22 ℃長日条件（16 時間明期、8
時間暗期）下（45 μ mol m-2 s-1）で育生した。

タイムラプス撮影
茎が 12-3 cm 程度まで伸長したシロイヌナズナの、

茎頂から数 cm 下を、ロックウールに刺した竹串と

針金で固定し、22℃連続光に設定した人工気象器

（LPH-411SPC、日本医化器械）に移した。人工気象

器内に、植物一個体あたりカメラ（WG-6、RICHO）

を 2 台設置し、インターバル撮影モードで、茎の基

部側を 5 分間隔で 48 時間の連続撮影を行なった。

ImageJ (NIH) を用いて、撮影画像から亀裂のサイズ

を測定した。個体番号（#1 – 10）は Figure を通し

て共通している。

結果
茎に生じる亀裂のタイムラプス撮影
シロイヌナズナの茎は、抽薹し始めは 3-4 日程度か

けて 2 cm 程度まで伸張すると、その後最大で１日 3 
cm 程度の伸長速度で伸長した後、20 cm を過ぎたあ

たりから伸長速度は徐々に緩やかになる。茎に亀裂

Fig. 1．本研究対象の茎に亀裂が生じるシロイヌナズナの
形質転換系統（pNST3:IDD9:SRDX）の茎の様子の写真．
（左）野生型，（中央、右）形質転換系統．スケールバー = 
1 cm．
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（Fig. 4）。その結果、亀裂が一気に拡大した後に、そ

の後も徐々に広がる様子や（#6, #9, #10）、反対に小

さい亀裂が生じた後にしばらく変化はないが、数時

間後にさらに一気に亀裂が拡大する様子も観察され

た（#7, #8）。亀裂の急激な拡大はなくとも、時間を

かけて徐々に広がる様子も観察された（#2）。

討論
亀裂が生じる過程のタイムラプス撮影の結果、亀裂

が広がる速度や過程にはパターンがいくつかあるこ

とがわかった。これらに関する規則性を見出すには、

Fig. 2．亀裂が生じる過程を捉えた同一茎の連続画像（A, 個体 #3, B, 個体 #8）．写真は主茎の第一節を 5 分おきに撮影し
た画像の中から，亀裂が生じる直前を起点として 1 時間ごとの写真を選択して左から右に示している．スケールバー = 1 
mm．

Fig. 3．亀裂が拡大速度の平均値を示している．最終的な
亀裂の大きさ（茎の軸と平行方向の亀裂の長さ）を，亀裂
が生じ始めたタイミングから拡大が終了した時間で割るこ
とで算出している． Fig. 4．亀裂の拡大の経過観察結果．亀裂が生じる過程の

連続画像の中から，亀裂の拡大の様子に変化がみられた（拡
大，または一時休止）時点における亀裂の長さをプロット
した．
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さらに多くの観察例が必要であるといえるが、今回

の研究で、茎の亀裂が生じる過程を捉えることがで

きたのは大きな成果である。観察例を増やすととも

に、今回は亀裂が生じる過程で顕著な変化がみられ

た点を中心に数値の定量化を行なったが、今後の解

析では撮影した全点において解析することで、より

細かな波についても理解が可能となることが期待さ

れる。一見単調にみえる亀裂の拡大過程においても、

変化がある可能性も考えられる。また、本研究では

一個体の撮影時間 48 時間のうち、撮影開始後、比較

的早期に亀裂が生じ始めたものもあれば、撮影期間

の後半（特に #9, #10）から亀裂が生じ始めたものが

あった。それらの個体に関して、撮影期間内の亀裂

の拡大の終息は確認したが、終息後、しばらくした

後に個体 #8 のように再度亀裂が拡がる可能性も考え

得る。48 時間以上の撮影に関してはカメラのバッテ

リーの限度に加え、茎へのピントのずれが大きくな

ることが問題であるが、亀裂が生じてからの十分な

時間の観察ができるようにするために、これらは今

後改善を検討したい。

　茎に亀裂が生じる過程は、一定の速度ではなく、

最終的な亀裂の大きさの大部分は 10-20 分程度で生

じ、その後徐々に両側の裾が広がっていく様子がみら

れた。今回解析対象とした茎の基部側は、伸長成長

はすでに完了している時期と想定される。そのため、

茎の亀裂は内部の成長に外側組織が耐えきれなくな

ることで生じたと考えると、亀裂が生じることで内

部組織から外側組織にかかる過剰な力の大部分は解

消されれば、その後亀裂はそれ以上に拡がらないと

いえる。しかし、本研究で観察されたように亀裂の

拡大が持続したことは、亀裂付近の細胞がまだ成長

をしていることを示唆している。もしくは遠位の細

胞の伸長が伝播している可能性も考えられる。実際

に切り離した植物組織は、周囲からの干渉がなくな

ることで拡大することが古くから知られている 8)。

1．亀裂が生じることで亀裂付近の細胞が制限から解

放されて伸長する、

2．それによりさらに亀裂が拡大する、

とすると、この 1. 2 の過程が局所的に続くことで、

亀裂の拡大が持続することが考えられる。これらは

わずか数十分〜数時間に起きている現象であること

から、全体的な伸長が完了している器官でも、細胞

は即時にさらに伸長するポテンシャルを秘めている

ことが推測される。

　本研究では茎に亀裂が生じる瞬間を撮影すること

ができたが、今回撮影した亀裂の様子は、これまで

筆者らがこの系統の研究に携わる中で、別の生育環

境で観察してきた亀裂とは様子が異なる。今回は茎

の表面に少し傷が入るような亀裂が多くみられたが、

他の研究においては、fig. 1C の基部側のような、い

わゆる完全に裂けてしまったような（90 度以上に広

がる）亀裂も多くみられていた。これまでにこの亀

裂の様子の違いは定量性をもって調べられていない

が、経験的には直感に反して茎が太いほど亀裂が小

さい傾向がみられている。一般的にシロイヌナズナ

では茎の太さは栄養成長期の長さと比例する傾向が

あり、生育に不適と判断すると早く次世代を残そう

と生殖成長への切り替えが早くなるが、生育に好都

合の環境では栄養成長期間が長くなり、その結果形

成される茎も肥大する傾向にある。実験室内でごく

近くで生育させている個体でも、室内の空気の流れ

の違いからか生育程度が異なることも多い。今後は、

このような環境のゆらぎも理解して生育環境を整備

することで、茎の亀裂が生じる現象の自在な制御に

つなげていきたい。

謝辞
本研究で用いたシロイヌナズナの系統は、東京学芸

大学 Ferjani 研究室を主体とした研究において見出

されたものです。本研究にあたり、種子の使用をお

認めいただき感謝申し上げます。本研究の一部は

2022 年度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成

（RIIS202207）を受けて行われました。

文献
 1) Mitsuda N, Iwase A, Yamamoto H, Yoshida M, Seki 

M, Shinozaki K and Ohme-Takagi M (2007) NAC 
transcription factors, NST1 and NST3, are key 
regulators of the formation of secondary walls in 
woody tissues of Arabidopsis. Plant Cell 19: 270-280. 

 2) Asaoka M, Sakamoto S, Gunji S, Mitsuda N, 
Tsukaya H, Sawa S, Hamant O and Ferjani A (2023) 
Contribution of vasculature to stem integrity in Ara-
bidopsis thaliana. Development 150: dev201156.

 3) Hentrich M, Sánchez-Parra B, Alonso M-M P, 
Loba VC, Carrillo L, Vicente-Carbajosa J, Medina 
J and Pollmann S (2013) YUCCA8 and YUCCA9 
overexpression reveals a link between auxin 
signaling and lignification through the induction of 
ethylene biosynthesis. Plant Signal Behav. 8: e26363.

 4) Maeda S, Gunji S, Hanai K, Hirano T, Kazama Y, 
Ohbayashi I, Abe T, Sawa S, Tsukaya H and Ferjani, 
A. (2014) The conflict between cell proliferation and 
expansion primarily affects stem organogenesis in 
Arabidopsis. Plant Cell Physiol. 55: 1994-2007.

 5) Asaoka M, Ooe M, Gunji S, Milani P, Runel G, 
Horiguchi G, Hamant O, Sawa S, Tsukaya H and 
Ferjani A (2021) Stem integrity in Arabidopsis 
thaliana requires a load-bearing epidermis. Develop-
ment 148: dev198028.

 6) Kunita I, Morita MT, Toda M and Higaki T (2021) 
A three-dimensional scanning system for digital 
archiving and quantitative evaluation of Arabidopsis 



浅岡真理子 他 :  植物の茎に亀裂が生じる動態の定量的解析　59

plant architectures. Plant Cell Physiol. 62: 1975-198.
 7) Yokoyama T, Watanabe A, Asaoka M and Nishitani 

K (2023) Germinating seedlings and mature 
shoots of Cuscuta campestris respond differently 
to light stimuli during parasitism but not during 

circumnutation. Plant Cell Environ. https://doi.
org/10.1111/pce.14575.

 8) Niklas KJ (1992) Plant biomechanics. An engineering 
approach to plant form and function. The University 
of Chicago Press, Chicago, London.





Science Journal of Kanagawa University 34  : 61-64 (2023)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　2022 年度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成論文

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。著者らは

継続して相模湾の平塚市周辺の海域に着目し、採取

した海水及び相模湾への流入河川である、相模川及

び金目川（花水川）の河川水の測定を行ってきた。

同日にサンプリングした両河川水の分析結果より、

上流から下流にいくに従って各元素濃度が増加する

傾向は共通するが全体的に金目川の方が元素濃度が

高いことがわかった 1）。また相模湾河口域の海水で

は、冬期に流入した河川水の影響で、表層に塩濃度

の低下が観測されている 2, 3)。さらに近年の大型台風

の直撃が相模湾の平塚市周辺海域や相模湾への流入

河川に大きな影響を与えており、大型台風による元

素濃度の変化が少なくとも半月程度はみられること、

相模川河口付近では、河口から 500 m 程度までは河

川の流入の影響で海水の元素濃度が低くなるが、1 
km 以上でほぼ一定となることも報告してきた 3）。

近年、海洋におけるプラスチック汚染が問題となり、

5 mm 以下の大きさのマイクロプラスチック、特に，

プラスチック製品やプラスチックごみが光（紫外線）

や摩耗等により微細化した二次プラスチックが問

題視されている。二次プラスチックではもともと 5 
mm 以下で用いられる一次プラスチックに比較して、

プラスチックに含まれる添加剤や 環境中で吸着した

有機汚染物質による影響も無視できない。本研究で

は相模川河口域における長期環境変動のモニタリン

グの研究の一環として、相模川河口の河岸でプラス

チック片を採取し、測定した。

材料と方法
サンプリング
相模川河口の河岸で冬期にプラスチック片を採取し

Abstract:  As part of the long-term monitoring of environmental changes in the Sagami River 
mouth, microplastics were investigated along the riverbanks of the Sagami Bay Estuary. Most 
of the plastics recovered were polyethylene and polypropylene. The FT-IR (ATR) technique was 
effective to identify the polymer species in the samples.
Keywords:  microplastics, Sagami River estuary, FT-IR, plastic pollution 

相模川河口域における長期環境変動のモニタリング 10
（河口域生態系マイクロプラスチックの実態の検討）

高橋ひよの 1　荻野湧矢 1　鈴木祥弘 1, 2　西本右子 1, 2, 3
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Fig. 1.　Map of the sampling point.



62　Science Journal of Kanagawa University  Vol. 34, 2023

10 を使用して、ATR 法（ダイヤモンドクリスタル、

潜り込み深さ：2~3 μm）で洗浄した試料表面を測

定した。

結果
FT-IR 測定結果
Fig. 2 に試料 7 の IR スペクトルを示した。スペクト

た。試料は水洗後風乾し、測定試料とした。

Fig. 1 にサンプリング地点の地図を示した。採取し

た 66 サンプルは Table 1-1, 1-2 に示した。背景はグ

ラフ用紙であり、マス目は 1 mm である。

測定
IR スペクトルは Thermo Fisher Scientific Nicolet iS 

Table 1-1．Appearance of sample 1 -42
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ルパターンから、試料はポリエチレンであることが

わかる。ほぼ同様のスペクトルを示した試料は試料1, 
2, 3, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 20, 23, 28, 30, 31, 33, 34, 36, 
37, 38, 39, 44, 45, 48, 49, 50, 52, 56, 59, 60, 61, 65 の

計 31 試料であった。Fig. 3 には試料 42 の IR スペ

クトルを示した。スペクトルパターンから、試料は

ポリプロピレンであることが分かる。ほぼ同様のス

ペクトルを示した試料は、試料 4, 5, 8, 9, 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 27, 29,  32, 35, 40, 41, 42, 
43, 46, 47, 51, 53, 54, 55, 57, 58, 63, 64, 66 の計 33
試料であった。Fig.4 には試料 26 の IR スペクトル

を示した。スペクトルパターンから試料はポリエス

Table 1-2．Appearance of sample 43-66

Fig. 2．IR spectrum of sample 7.

Fig. 3．IR spectrum of sample 42.

Fig. 4．IR spectrum of sample 26.

テルであることが分かる。また試料 62 はノイズが多

く、明瞭なスペクトルは得られれなかった。
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討論
採取試料
相模湾河口域で冬期に採取した 66 試料について IR
スペクトルのみで 65 試料を同定することができ

た。47％がポリエチレン、50％がポリプロピレンで

あった。またポリエステルは 1 試料のみであった。

FT-IR 特に ATR 法は 0.1 mm 程度の平滑面があれば

測定でき、前処理も不要である。環境中のマイクロ

プラスチックの同定に有効であることが確認できた。

得られた試料やスペクトルも環境省のガイドライン

と一致するものであった 4）。スペクトルが得られな

かった試料 62 については TG（熱重量分析）より無

機物と思われた。

　環境におけるマイクロプラスチックの測定の報告

は海洋がほとんどであり、河川は多くないが、ポリ

エチレン、ポリプロピレンが多くを占める本結果は

これまでの報告を一致する結果であった 5)。
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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、太平洋に向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)。

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する平塚市周辺の海域

は、中でも、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、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様々な生物が生息し

ていることに変わりはない。この海域で植物プラン

クトンを解析し、生息環境と対応づけて考えること

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、

2023 年 1 月に植物プランクトン現存量とその種組成

について調査を実施し、この海域の非生物的環境（海

況）と対応づけて検討した。

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 2023 年 1 月 13 日に行った。相模川河口から南に

向かって沖合に 0 ～ 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した。

決定した位置からの移動を小さくするため、位置決

定後、できる限り速やかに測定を実施した。水深 50 

Abstract:  In the Sagami River Estuary, a brackish water mass extending up to 5000 m 
offshore at the surface and a homogeneous water mass below the brackish water mass were 
observed in January 2023. Three types of water masses are often observed in this area: brack-
ish, coastal, and open ocean water masses, but coastal and open ocean water masses were 
not clearly distinguished in the homogeneous water mass in this season, where water tem-
peratures were generally at least 1 ℃ lower. Vertical mixing estimated in homogeneous water 
masses averaged the distribution of algal biomass. Species diversity and biomass by chloro-
phyll a concentration observed in the homogeneous water mass were significantly lower than 
in 2019 and 2021. Algal biomass accumulated near the seafloor at about 1000 m offshore.
Keywords:  biomass, Sagami River estuary, species diversity, vertical mixing  
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色ポリびんに入れ、速やかに 0.1% 中性パラホルム

アルデヒド - 0.025% グルタルアルデヒド固定液（最

終濃度）を添加した 6)。静かに攪拌して固定した試

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 
µm）（ISOPORE, Millipore）で約 30 ml まで濃縮後、

utermöhl 法により倒立光学顕微鏡（DMIL, Leica 社）

を用いて観察した。プランクトンマニュアル（Eder 
and Elbrächter 2010)7) に従い高倍率の対物レンズで

細胞を観察し、低倍率の対物レンズで全視野面積を

確認する方法で各種の密度を求めた。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) に従がった。

結果
海況　
海水の温度は水深 2 m 以浅の表層とそれ以深の層

で異なっていた。表層の温度は河口付近で 16.0 ℃
で、沖合に向かって上昇し、沖合 1000 ～ 2000 m
で 16.6~16.8 ℃となった。さらに沖合に向かうと表

層の水温は徐々に低下し、沖合 3000 m で 16.5 ℃、

4000 m で 16.3 ℃、5000 m で 16.0 ℃となった ( 図
2A)。水深 5 m 以深の温度は表層より高かった。こ

のため、河口付近では表層の水温が最も低く、水深

とともにわずかに上昇し、海底付近で 16.5 ℃となっ

た。沖合 1000 m 以遠では、水深 5 m 以深の層で温

度の変化は小さかった。水深 5 m では、沖合 1000
～ 2500 m で 16.9 ℃に上昇した後に低下し、3000 
m で 16.6 ℃となった。水深 20 m 以深では、温度の

変化はわずかで 16.5 ～ 16.7 ℃の範囲にあった。各

観測点の鉛直方向の変化を見ると沖合 2000 m で

は、表層で 16.7 ℃であった水温は 5 ～ 10 m で 16.9 
℃となり、それ以深で低下し、水深 45 m の温度は

16.7 ℃となった。沖合 3000 m では表層で 16.5 ℃で

あった温度が、水深 5 ～ 20 m で 16.7 ℃となり、そ

れ以深で再び 16.5 ℃となった。5000 m では表層で

16.1 ℃であった温度が、水深 5 ～ 20 m で 16.7 ℃と

なり、それ以深で再び低下し 16.5 ℃となった（図 
2A）。沖合 2000 m 以遠の水深 50 m 以深の水温も考

慮すると（データ未掲載）、沖合 3000 m 以遠の 16.5 
℃の均一な水温の水塊に対し、沖合 0 ～ 1000 m と

4000 ～ 5000 m の表層に低温の水塊、沖合 1000 ～

3000 m の水深 50 m 以浅に比較的暖かい水塊が存

在した。塩分濃度は、水深 1 ～ 2 m の表層では沖合

5000 m までの全ての測定点で 32.0 ～ 34.0‰となり、

2 m 以深に比べて低い値を示した。特に河口と 5000 
m 地点では 32.0‰以下の低い値が認められた。水深

m 以浅の観測点では、着底した観測器の示す水深か

ら、水深 50 m 以深の観測点では、音響測定器の示

す水深から測定点の水深を求めた。各観測点では、

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、クロロフィル蛍光強度を測定

した。電気伝導度と圧力から、測定器付属のソフト

ウェアにより塩分濃度（‰）と水深 （m）を求めた。

海水の密度指標（σ）は、塩分濃度と温度、圧力か

ら算出した海水密度（kg m-3）より 1000 を引いて求

めた。観測と同時に採水した海水試料をガラス濾紙

（GF/F, ワットマン）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（Chla）を抽出

した。溶液中の Chla 濃度は蛍光分光器（TD-700, 
Turner Designs）を用いて蛍光法で求めた 5)。この

Chla 濃度で較正して直読式総合水質計で測定したク

ロロフィル蛍光強度をChla 濃度 (µg ℓ -1)に換算した。

各測点で直読式総合水質計により求められた温度、

塩分濃度、海水密度指数、Chla 濃度は、同時に求め

られた水深および各観測点の河口からの距離と対応

づけ、海中の空間的分布を推定した。測定点の海底

水深を境界条件として設定した上で、温度、塩分濃度、

海水密度指数、Chla 濃度の分布を示すコンターマッ

プを作成した（G-sharp, 日本電子株式会社）。

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

図 1．観測海域．相模川河口から南方沖合 5000 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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2 m 以深では 34.0 ～ 34.5‰でほぼ一定であった（図

2B）。密度の指標σは、表層で 25.0 未満の低い値

となり、特に、河口付近、沖合 3000 m の前後、沖

合 4000 ～ 5000 m では 23.0 ～ 24.0 となった。塩分

濃度同様に 2 m 以浅の表層とそれ以深でσは異なっ

た。2 m 以深の層では、σは 25.0 ～ 26.0 と比較的

高い値であったが、それ以深では水深にともなった

わずかな上昇を除くと、ほぼ一定であった（図 2C）。

Chla 濃度は海域の多くの部分で0.5 µg ℓ -1以下であっ

たが、河口から沖合 1500 m までの範囲では 0.5 µg 
ℓ -1 以上の比較的高い値を示した。この比較的高い値

を示す範囲は水深 30 m 付近を中心に沖合に向かっ

て伸長していた。さらに、河口から沖合 1000 m の

範囲で水深 2 m 以浅の表層と沖合 1000 m 付近の海

底で Chla 濃度は 1.5 ～ 1.7 µg ℓ -1 の値を示した ( 図
2D)。

藻類の群集構造
相模川河口（0 m）と沖合 1000 m と 5000 m の 3 測

点で表層の海水試料を採集し、光学顕微鏡を用いて

微細藻類を同定し、各種の密度から藻類群集の群集

構造を求めた。微細藻類には、珪藻、クリプト藻、

渦鞭毛藻、緑藻に属する藻類が認められた。クリプ

ト藻、渦鞭毛藻、緑藻の細胞は、珪藻に比較して小

型であり、細胞当たりのバイオマスが小さいことが

予想された。また、これらの藻類の多くは光学顕微

鏡観察による種レベルでの同定に限界があった。さ

らに、固定処理により細胞の変形が生じやすい種も

あり、種レベルでの同定が限られていた。このため、

クリプト藻、渦鞭毛藻、緑藻に属する細胞を鞭毛藻

とし、比較的種同定の容易な珪藻類とは区別して扱っ

た（表 1）。全 3 測点の海水試料中に観察された珪藻

類は 32 種群で、鞭毛藻は 10 種群であった。同定が

難しく上位の分類群で不明種としてまとめた種群に

は、採水した測点により異なる種が含まれていた可

能性がある。珪藻類の細胞密度が平均 8200 細胞 ℓ -1

であったのに対し、鞭毛藻類は 14000 細胞 ℓ -1 であ

り、細胞密度でみると珪藻類は鞭毛藻類の約 60％に

過ぎなかった。珪藻類の細胞密度が 9700 ～ 7300 細
胞ℓ -1 の範囲で測点による密度の違いがわずかであ

るのに対し、鞭毛藻類の密度は 8900 ～ 22000 細胞

ℓ -1 の広い範囲にあり、沖合 1000 m の海水試料中の

密度は沖合 5000 m 試料中の 2.4 倍に達した ( 表 1)。
珪藻類 32 種のうち 1/4 にあたる 8 種が暖海性かその

傾向を示す種であった。そのうち５種は沖合でのみ

認められたが、3 種は河口でも認められた。全細胞

数に占める暖海性珪藻の細胞数は 3.0％に過ぎなかっ

たが、調査海域に広く分布していることが示された。

一方、冷海性の珪藻種はChaetoceros constrictus の

みであった。珪藻類の中で最大の細胞密度を示した

優占種はSkeletonema costatum であった。同種に

は細胞の直径が 10 µm 以下で 2 ～ 3 細胞で構成され

たものと、細胞の直径が 10 µm 以上で 20 ～ 30 細
胞で構成された群体を形成するものがあり、表 1 中

では、前者を Type1、後者を Type2 とした。0 m と

沖合 1000 m では殆どが Type1 に属したが、沖合

5000 m では Type2 が 65% を占めていた。両タイプ

を合わせたS. costatum の細胞数は、0 m、1000 m、

5000 m で珪藻類全細胞数の 64、51、78％を占めて

いた。優占種S. costatum 以外で、河口から沖にか

けて全ての測点で確認できた種は 5 種であった。一

方、0 m、1000 m、5000 m でのみ確認された種が 3、9、

図 2．測点海域の海況と植物プランクトン現存量（Chla 濃
度）の分布．相模湾河口より南方沖合 5000 m の線上に設
けた 13 測点の測定結果より算出した．A. 温度，B. 塩分濃
度，C. 密度指標σ，D. Chla 濃度をそれぞれ示す．
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表 1．相模湾河口域表層の植物プランクトン群集の種組成．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

7 種で、約半数の種が１測点で認められた。珪藻類

は測点毎に異なる種が出現する傾向にあった（表 1）。
鞭毛藻 10 種群には生息環境と対応づけられる種群は

わずかで、沿岸性種と外洋性種が１種ずつしか認め

られず、全体に占める細胞数もわずかであった（0.1％
と 0.2％）。鞭毛藻の中で最大の細胞密度を示した優

占種は渦鞭毛藻類Gephyrocapsa oceanica で、0 m、

1000 m、5000 m で鞭毛藻全細胞数 73、71、76％
を占めていた。これに次いで緑藻のPyramimonas 
sp. が 16、17、11％を占めており、全ての測点で２

種群が 90% 近い細胞数を占めていた。3 測点すべて

で確認できた種は全種群の半数 5 種で、0 m 地点で

のみ観測されたのは 3 種、1000 m 地点のみ観測さ

れたのは 1 種、5000 m 地点でのみ観測された種は

いなかった。優占する２種群を中心に多くの種群が

測点に依らず普遍的に分布していた（表 1）。

考察
海況　
2023 年 1 月 13 日に測定された塩分濃度と密度指標

σは、海面から水深 2 m 以浅に塩分濃度が低く、低

密度の水塊が存在することを示していた（図 2B, C）。
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河口から続くこの水塊は相模川から流入した淡水に

より形成されたものであると推察される。この海域

の最近の測定 10, 11) でも、冬季に河口周辺 1000 m ま

での範囲で、低い塩分濃度（34.0‰以上）、低密度（24.0
以上）の水塊が認められた。しかし、冬季の河川水

の流入はわずか 11) で、明瞭な塩分成層が沖合 5000 
m 以遠まで維持される本研究のような海況はこれま

で認められなかった。観測前の長期間、穏やかな気

象条件が続き、成層が撹乱されなかったことを示唆

していた。この水塊の下には、海底まで続く塩分濃

度が 34‰で、密度指標σが 25.0 の均質な水塊が認

められた。この時期には大気により冷却された表層

水の沈降にともなう鉛直混合が生じる。本研究の測

定で認められた均質な塩分濃度や密度の水塊は鉛直

混合が 50 m 以深まで及ぶことを示していた。水温

の分布を詳しくみると、塩分濃度や密度で均質に見

える鉛直混合層内で、沖合 1000 ～ 2500 m の範囲

に、周辺より水温の高い水塊が区別される（図 2A）。

相模川河口周辺海域には、淡水の流入により形成さ

れる河口付近の低い塩分濃度の水塊と、沿岸域の水

塊、外洋からの高温・高塩分濃度の水塊の異なる 3
つの水塊が区別されることが多い 3, 4, 10, 11）。本研究で

認められた周辺より水温の高い水塊は、沿岸域の水

塊が認められる位置にあった。一方、3000 m 以遠の

沖合には、明瞭な特徴を示す水塊は認められず、本

研究では外洋からの水塊を確認できなかった。これ

と対応して、測定された時期の水温が、2019、2021
年に測定された同じ時期の水温より 1 ℃以上低下し

ていた 10, 11)。これらの結果は、2023 年 1 月の海況が

例年の海況とは大きく異なっており、1. 表層に数 m
の厚さの塩分成層、2. 水深 50 m に及ぶ鉛直混合、3. 
弱い外洋水塊の影響、によって特徴づけられている

ことを示していた。

藻類のバイオマス
河川水の流入により栄養塩が供給されたと考えられ

る河口 1000 m 以内の限られた範囲の表層では周辺に

比べて高い Chla 濃度が確認できた（図 2A）。しかし、

測定された藻類バイオマスは海域全体で低かった。

温度分布で確認できた沿岸水塊に対応する部分を中

心にわずかに高い Chla 濃度（0.5 ～ 0.75 μg ℓ -1）が

観測されたが、多くの部分で 0.5 μg ℓ -1 以下であっ

た（図 2A,D）。2021 年 1 月に観測された藻類生物量

が 2019 年 12 月に観測された生物量に比較して大き

く低下していることが報告されている 11)。本研究の

結果は、この海域の生物量は 2021 年 1 月に観測さ

れた藻類生物量から、さらに低下していることを示

していた。海域全体の Chla の分布とは別に、河口

から 1000 m 付近の海底にも高い Chla 濃度が確認で

きた。この付近の海底には高い Chla 濃度の分布が

しばしば認められる 10, 11)。この現象の究明は今後の

課題である。海況の変化は、生物量の違いのみなら

ず、植物プランクトン群集の群集構造にも大きな違

いを生じさせた。優占種であるS. costatum の表層

海水試料中の細胞密度は 2019 年 12 月と 2021 年 1
月にも測定されている 10, 11)。光学顕微鏡の観察から

S. costatum として判別される種は、ゲノム解析に

よって多様な種から構成されていることが知られて

いる 12)。相模川河口域では分類指標に違いはないが、

細胞サイズ、コロニー形状の異なる複数のタイプが

認められる 11）。本研究では２つのタイプを合わせ

て扱った。近年の測定結果と本研究で 2023 年 1 月

に測定された結果を比較すると、大きな違いが認め

られた。河口から 100、1000、5000 m 沖合で採水

された海水試料中の密度は 2019 年には、それぞれ

57038、13437、12458 cells ℓ -1 であった 10) のに対

し、2021 年にはそれぞれ 2938、3590、27418 cells 
ℓ -1 で 11)、2023 年にはそれぞれ 6013、3865、5726 
cells ℓ -1 であった（表 1）。2019 年の密度は河口から

沖合 100 m 付近で最も高く、2021 の密度は 5000 m
で高くなっていた。これに対し、2023 年にはいずれ

の地点でも高い細胞密度は観測されず、平均密度は

2019 年、2021 年のそれぞれ 19.1％と 46.5％であっ

た。この結果は、今回測定された低い生物量（Chla
濃度）とよく対応していた。一方、鞭毛藻類の優占

種であるハプト藻類G. oceanica も 2019 年 12 月と

2021 年 12 月に優占していた。その密度を比較する

と 2019 年と 2021 年の差異はわずかであった。しか

し、2019 年、2021 年の結果と 2023 年の本研究の結

果を比較するとハプト藻優占種の細胞密度は 41.7％
と 52.9％に大きく減少していた。これらの結果は先

ず珪藻類で低下したバイオマスの減少が、さらに広

く様々な藻類種に及んでいることを示唆している。

藻類種への影響は優占種のみならず様々な種の出現

にも影響している。2021年の観測では、珪藻類72種、

鞭毛藻類 23 種群が認められたが、2023 年の測定で

は、珪藻類 32 種、鞭毛藻類 10 種群しか認められず、

種多様性の減少も確認された。冬季の継続的観測か

ら明らかになった相模川河口域の藻類バイオマスの

減少と種多様性の低下が一時的なものか、さらに進

行するかについて、これらの測定結果から断言でき

ることはない。しかし、継続的観測により実態を記

載し続けることは、原因を究明する第一歩となりう

る。本研究は継続的な記載の重要性を示唆していた。
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■教育論文■　

はじめに 
前回からは遷移金属の反応をメタセシス反応（結合

組換え）反応で分類して解説してきた。今回はσ -
π結合メタセスについて、ヒドロメタル化反応とカー

ボメタル化反応（図１．１），２））はすでにたくさん

の例を見てきたので、まだ取り上げていない環化付

加反応（図１．３），４））を取り上げる。環化付加反

応の例として Reppe 反応を取り上げ、アセチレンの

金属触媒によるオリゴメリゼーション反応が、環状

共役系ポリエンの化学を開き、さらにはシクロブタ

ジエン錯体や非ベンゼン系芳香族化学につながった

ことを述べる。一方合成化学としては、[2+2+2] 環
化付加反応による縮合多環化合物の合成（図１．４））、

テッターを用いた置換ベンゼン合成（図１．５））や

環化異性化反応（図１．６））にも発展したことにつ

いても言及する。

環化付加反応（Rppe反応）
これまで メタラサイクルへのアルケン、アルキンの

挿入反応として取り上げてきた反応である。 カーボ

メタル化反応（図１．３））の１つでもあるが、環状

化合物を与えることが特徴的である。 そしてそれ

は、1948 年、BASF の Reppe がニッケルカルボニ

ルホスフィン触媒を用いてアセチレンからベンゼン

とビニル化合物を合成を報告したことに始まる（式

１）1-4)。 同じ論文で Reppe は触媒をシアン化ニッ

ケルに変えるとシクロオクタテトラエン（COT）が

Abstract:  Organic compounds containing carbon-metal bonds are called organometallic com-
pounds. Such compounds have been known and studied since the 19 century and have been 
widely used to influence synthetic transformation in modern organic chemistry. It is suggested 
that many educational benefits could result from the use of reaction types and discoveries for 
undergraduates and graduate classes in organic and organometallic chemistry. Organome-
tallic reactions are categorized into several types of metathesis reactions, depending on the 
combination of σ- and π-bonds, such as σ-σ bond, σ-π bond, and π-π bond metathesis. This ar-
ticle is organized into cycloaddition reactions and thereafter, reactions of which consist of σ-π 
bond metathesis, i.e., oxidative insertion of π-bond into a metallacyclopentadiene complex as 
an intermediate. In 1948, Ni-catalyzed cyclooligomerization of acetylene to benzene as well 
as cyclotetraene (COT) was first reported by Reppe of BASF. The theoretician proposed the 
cyclobuadiene complex to be a stable intermediate in these reactions. However subsequent 
studies revealed that instead of the cyclobutadiene complex, a cyclopentadiene complex is in-
termediate for the Reppe reaction. Cyclobutadiene and cyclopentadiene complexes will be also 
discussed in relation to 4 π antiaromaticity as the well as synthetic [2+2+2] cycloadiition reac-
tion.
Keywords: Reppe reaction, cyclobutadiene complex, [2+2+2]cycloaddition, metallacyclopenta-
diene
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の予測が実験を誘導したことをテーマにしている。

　もう一つのグループは オキソ錯体のところで紹

介したオゾ酸化でよく知られている Criegee らのグ

ループである 9)。Criegee らはメチル置換体だとシ

クロブタジエンも安定だろうと考えシクロブタエン

の塩化物に脱ハロゲン化剤として Li-Hg を作用させ

たところシクロブタジエン二量体しか生成しなかっ

た。 次に Ni(CO)4 を作用させることでシクロブタ

ジエン錯体を単離した（式 3、R=Me、MLn=NiCl2）
1, 2, 9)。ところで無置換のシクロブタジエン（R=H、

MLn=Fe(CO)3）はどのようにして合成されたのか。 
Seyferth のエッセイによると米国テキサス・オ―ス

チンの Pettit が実現した。彼はオーストラリア出身

の秀才で英国のクイーンズカレッジの理論家 Dewar
のところに奨学生として留学し、2 つ目の学位の口

述試験の審査員が、例の Longuet-Higgns であった。

おそらく Longuet-Hggins のシクロブタジエン錯体

の予想がそこで議論になったことは想像に難くない。

すでに 1951 年にフェロセンが Pauson らにより初め

て合成され、π共役系を配位子とする有機金属錯体

が注目されると、同じく Pauson らにより、かつて

30 年近く前に Reihlen らにより合成されていたブタ

ジエン鉄カルボニル錯体が平面π共役系配位子であ

ることが再発見された。Pettit も渡米し独立すると

π - アリル、π - ペンタジエニル、π - ヘキサジエニ

München 大学の Hieber4) のドクターの学生であっ

た。アセチレンなどとメタルカルボニルの反応を精

力的に研究した。ユニオンカーバイド社をスポンサー

にジフェニルアセチレンと Fe3(CO)12 または Fe(CO)5

と反応させると初めてシクロブタジエン錯体（式 3、
R=Ph, MLn=Fe(CO)3) の合成単離に成功した。構造

はニューヨーク・Union Carbide 社の研究陣により

X 線結晶構造解析により確認された。この辺りのと

ころは前述の Seyferth による Organometallics 誌

のエッセイに紹介されているので一読をおすすめす

る 8)。エッセイのサブタイトルは A case of Theory 
before Experiment とあり Longuet-Higgns の理論屋

生成することも報告している（式 2）４）。この COT
は環状 8 π系であり Reppe の先生である Willstäter
がすでに 1911 年に合成したことは以前に紹介した
５）。 COT はベンゼンと同じく 2 つの等価な共鳴構

造を描けるにもかかわらず安定でなくポリオレフィ

リンに近いことが明らかにされていた。環状 4 π系

についても Willstäter はじめ 多くの研究者が合成を

試みていたが成功していなかった。こうした中 1931
年に Hückel が分子軌道法により [4n+2 π ] 系と

[4n π ] 系の性質の違いを明らかにし、1956 年には

Longuet-Higgins らは 4 π系のシクロブタジエンで

も遷移金属が配位すると安定になる可能性を示唆し

た 6, 7)。そして Reppe の遷移金属触媒による COT の

合成はシクロブタジエン錯体を経由していると提案

した（式 3、R=H）8)。その 3 年後 2 つのグループが

シクロブタジエン錯体の生成を報告した。1つはヨー

ロッパ研究協力機構の研究者 Hübel らである。 彼は

図 1．遷移金属のσ - πメタセシス（結合組換え）反応．1）
ヒドロメタル化，2) カーボメタル化，3) 環化付加反応，4) 
[2+2+2] 環化付加反応，5) 置換ベンゼン合成，6) 環化異性
化反応．
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ル鉄カルボニルカチオン錯体の研究に着手した。そ

うした中同僚が Crigee らの脱ハロゲン化法により

ベンゾシクロブテン二臭化物と Fe2(CO)9 からベンゾ

シクロブタジエン錯体を試みたが失敗した。そこで

Pettit の学生にやってもらうとこれがうまくいった。

そのついでに Pettit の学生はシス -3, 4- ジクロロシ

クロブテンと Fe2(CO)9 の反応を試みることで無置換

のシクロブタジエン鉄カルボニルが初めて合成でき

たというわけである。 シクロブタジン錯体は安定な

MO を形成しフェロセンと同様に Friedel-Craft アシ

ル化反応などの求電子置換が起きる一方、適当な酸

化剤で酸化するとシクロブタジエンが遊離すること

からシクロブタジエンの発生剤として芳香族性とそ

の付加反応の研究が大きく発展した。

　それでは Longuet‐Higgins らによる提案による

Reppe 反応の中間体としてシクロブタジエン錯体が

関与しているのだろうか。Hübel らはトランとジコ

バルトオクタ カルボニルと反応してトランのコバル

ト ヘキサ カルボニル錯体を単離し、その錯体をさら

にビストリメチルアセチレンと反応させると置換ベ

ンゼンとシクロペンタジエノンを得ている（式 4）。
生物の置換様式を見ると少なくともシクロブタジエ

ンの対称性を有する中間体が含まれることを示唆し

ている 3)。一方 Criegee らも先に得たシクロブタジ

エン Ni 錯体を 250℃で熱分解するとシクロブタジエ

ンの二量体になるが 188℃ /0.001mmHg で分解する

とその生成物の中に COT が得られた。 シクロブタ

ジエンの二量化で COT が生成することは確かに言

えるが、上記の例はいずれもアセチレンそのものと

金属錯体触媒の直接反応ではないため、その後反応

を明らかにするためには、さらなる研究が続いた 10, 

11)。その中でもHeintとZeissらによるPh3Cr (THF)3

錯体とアセチレンの反応は 注目された（式 5）。この

反応についても以前簡単に紹介したが Seyferth らが

Orgaganometallics 誌のエッセイで紹介しているの

で内容を詳しく紹介する 12, 13)。

　1918 年 ド イ ツ・Leipzig 大 学 の Hein に よ り 
PhMgBr と CrCl3 からアリル遷移金属化合物の合成

が試みられペンタフェニルクロム (C6H5)5Cr+（式 6、
A X=PhO-）、テトラフェニルクロム (C6H5)4Cr+（式

6、A X ＝ I-）とトリフェニルクロム化合物（式 6、 
B X ＝ I-）の合成が報告された。いずれも水に溶解

する塩として単離された。その後しばらくして Yale
大の Zeiss と日本人学生の筒井は Hein の実験を追試

した。以前に紹介したように同僚の Onsager（1968
年不可逆過程の熱力学でノーベル賞受賞）のアドバ

イスをもとにフェロセンと同じサンドイッチ化合物

の構造を提唱して論文に投稿した。しかし論文の脚

注によると、この研究は 1954 年アメリカ化学会で

発表、1954 年（フェロセンの発見 2 年後）に速報

として論文に投稿したが、サンドイッチ構造の証

拠不十分で却下された。この間 1955 年に後述する

Fischer らのビスベンゼンクロムの論文が発表され

ると 1957 年に受理されたとのことである。1 回目の

投稿で掲載されれば Zeiss と筒井がビスベンゼンク

ロムカチオン錯体の最初の報告者であったことにな

る。Zeiss は Doering のコロンビア大（後に Haverd
大、著名な有機化学者 Woodward は彼の学生）の

時のドクターの学生で Yale 大学で助手を務めた後 
Monsanto 社ダイトンオハイオ州に入社した。1961
年には Monsanto 社・チューリッヒのスイスで研究

所長に栄転する。1957年ZeissはMonsanto社に移り、

Hein の研究ではビスベンゼンクロム塩がまだ研究さ

れていないことに気がつき水溶性の塩を沈殿させる

ために反応液を NaBPh4 で処理すると ビスベンゼン

クロム塩 (C6H5)2Cr+ を単離することに成功した（式

6、C X = B(C6H5)4-)。 同時に THF 溶液中で CrCl3・

3THF と PhMgBr を反応させるとσ結合を持つトリ

フェニル Cr の THF 錯体 Ph3Cr(THF)3 を安定に単

離することを見出している（式 6）。磁気モーメント

3.89 μB で 3 つの不対電子の存在が示唆され Cr(III)
であり、そしてその構造は 26 年後に X 線結晶構造

解析で確かめられた

　この Ph3Cr (THF)3 と 2- ブチンとの反応が検討さ
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れ加水分解すると 1,2,3,4 - テトラメチルナフタリ

ンとヘキサメチルベンゼン中間体のビスヘキサメチ

ルベンゼンクロムが得られた。この生成機構として

はクロムに配位している THF が順次 2- ブチンと置

換し、3 分子置換したものはベンゼン環になりやす

い構造になっていて、加水分解するとヘキサメチル

ベンゼンを生成するものと考えられる。興味あるの

はテトラメチルナフタリンの生成であって、これは

THF と置換した２分子の 2- ブチンがクロムにσ結

合しているフェニル基と反応して生成したと考えな

ければならない。また 2 分子の 2- ブチンはシクロブ

タジエン環を形成して Cr に配位ていると Zeiss らは

推論している。この考えに従えば Cr 上でシクロブ

タジエンとフェニル基からナフタリン環が生成する

というのである。Seyferth のOrganometallicsのエッ

セイではその後 Fischer と Hafner によりビスベンゼ

ンクロムが合成される経緯が紹介されている。1955
年に Zeiss が Fischer の München 大学を訪れた時、

筒井の研究が紹介され Hein の Grignard 法ではビス

ベンゼンクロム化合物の合成は難しく、新たな還元

的 Friedel-Craft 反応と呼ぶ反応を開発したことが紹

介されている。得られたカチオン塩をチオ硫酸で還

元すると初めて中性のビスベンゼンクロムを合成で

きた（式 7）。

　これはヨウ素（式 6、C、X ＝ I-）に戻すと Hein
から送られた化合物と全てのデータが一致し同一化

合物であることが確かめられた。このように 1950
年代の Zeiss の研究でもアセチレンの三量化は反応

によるベンゼンの生成はシクロブタジエン中間体が

考えられている。

　1969 年に Whitesides らはアセチレン三量化反

応の同位体（重水素）標識実験を行い、この反応に

シクロブタジエン錯体中間体が関与しているかど

うかについて明らかにしている。すなわちに 1- ブ
チン -1,1,1-d3 を Ph3P Cr3(III)(THF)3, Mes2Co(II)、
Co2(CO)8、(CH2=CHCN)2 Ni(0)、TiCl4-iBu3Al、
(PhCN)2Pd(II)Cl2、AlCl3 などの各種触媒で三量化

し生成物の置換異性体を分析した。その結果遷移金

属ブタジエン錯体中間体からしか生成しない 1,2,3-
トリメチル -4,5,6- トリス（メチル -d3）ベンゼン（式

8、1,2,3 異性体）がクロム、コバルト、ニッケル、

チタン（Ziegler-Natta）触媒で確認されないこと

からシクロブタジエン錯体中間体の存在が否定され

た 14)。対照的に AlCl3 触媒では異性体の生成比はシ

クロブタジエン錯体中間体を考えたものと一致した。 
一方 (PhCN)2 Pd(II)Cl2 触媒の生成比はいずれのモデ

ルにも一致しなかった。Maitlis はアセチレンジカル

ボン酸エステルと Pd(II)Cl2 の反応ではシクロペンタ

ジエニルメチル Pd 錯体を経由する機構を提唱して

いる（式 9-1）15)。その後、アセチレンと遷移金属の

メタラシクロペンタジエン錯体がいくつか合成され

アセチレンと反応してベンゼンが生成することから、

シクロブタジエン錯体説に反論する報告が発表され

るようになった。1968 年 Collmann はシクロペン

タジエン Ir と Rh 錯体（式 9-1、MLn=IrCl(PPh3)2、

RhCl(AsPh3)3)16, 17) がさらにもう一分子のアセチレン

と反応して置換ベンゼン誘導体を与えることからア

セチレン三量化の反応中間体としてメタラシクロペ

ンタジエン中間体の介在を提案した（式 9-1）。荻原

と山崎は CpCo(PPh3)I2 と iPrMgBr の反応系あるい

は CpCo(PPh3)2 にアセチレンを加えるとアセチレン

錯体が生成し、さらにアセチレンを反応させるとメ

タラシクロペンタジエン錯体を生成することを見出

した（式 9-1）18-21)。

　一方 Bergmann らも コバルトシクロペンタジエン

トリフェニルホスフィン錯体とジメチルアセチレン

の反応によるベンゼンの生成の反応速度を研究し、   
トリフェニルホフィンの解離とアセチレンの配位が



加部義夫 :  反応のタイプと発見のエピソードで学ぶ有機金属化学 (11)　75

図 2．CpCo 触媒 [2+2+2] 環化付加反応．

反応の律速段階であることを明らかにした（式 9-1）
22)。このような研究から現在受け入れられているメ

タラシクロペンタジエン錯体（A）を中間体とした

アセチレン三量化の反応機構の全体が確立された（図

2）。コバルト シクロペンタジエンアセチレン錯体

（B）がもう 1 分子のアセチレンと Diels-Alder 付加

反応して生成するビシクロメタラシクロペンタジエ

ン中間体（C）とアセチレンコバルト - 炭素結合に挿

入して生成するメタラシクロヘプタトリエン中間体

（D）の生成が考えられるが区別はつけられていない。

しかし Diels-Alder 付加反応が不可能なコバルトシ

クロペンテン錯体もアセチレンやオレフィンと容易

に反応することから環拡大した中間体（D）を経由

する可能性が高い（図 2．B、 C、 D）。 コバルトシク

ロペンタジエンアセチレン中間体（B）については

後年 Vollhardt らがアンギュラーフェニレンの合成

途中に単離に成功している（式 9-2）23, 24)。  さらに 
Vollhardt らと古賀らは 独立に DFT 計算により コバ

ルタシクロペンタジン（A）の 16e 配位不飽和錯体

では一重項より三重項が安定であることから、反応

が 1A → 3A → 3B →η4 - 1E →η6-3 E と 2 つのスピン

状態を交差して進行することを明らかにしている 25,  

26)。

　一方 Reppe が見出した COT の合成の反応機構は

どうだろうか。アセチレンの三量体によるベンゼン

の生成と同様に対称のシクロブタジエン錯体やベン

ゼン錯体を中間体として経由してしていないことが

同じく Vollhardt らにより 13C 同位体標識したアセチ

レン（エチン -1-13C）を Ni 触媒で環化三量化で生成

した COT の同位体標識を分析することから明らか

にされている（式 9-3）27, 28)。すなわちシクロブタジ

エンやベンゼン錯体のような対称なπ錯体が介在す

ると出現頻度の高い同位体標識化合物の生成割合が

徐々に減少する（式 9-3、stepwise）。実験的に求め

れた同位体の相対比は協奏的または段階的な経路の

理論的割合（式 9-3、concerted）から計算された相

対比と一致した。最近では 理論計算からも支持され

ている 29)。

Reppe 反応のその後の展開
 Reppe 反応で生成するシクロテトラエン COT は

Willstäter の全合成でもわずかしか得られず物性値

が合わせられず Cope はわざわざ再合成をしなけ

ればならなかった 6)。戦時中はドイツ BASF 社の

Reppe のもとでのみ研究が可能な化合物で戦後アメ

リカを始めとする連合軍により PB レポートとして

世界中にその全容が明らかにされた。その後の展開

としては１つは種々の非ベンゼン系芳香族化合物（図
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3）30) の合成とその研究に大きく貢献し、2 つは置換

ベンゼン誘導体の合成化学を大いに発展させたこと

である。まずシクロブタジエンのジカチオンとジア

ニオン誘導体 31)（Freedman 1962 年、Bauld 1965 年）

と COT のジアニオン 6, 32)（Katz 1960 年）が合成され、

芳香族安定性を有する化合物であることが示された

（式 10）。すでに五員環の 6 π系シクロペンタジニル

アニオンはシクロペンタジエンと Grignard 試薬に

よるプロトン引き抜きで生成することが古くから知

られていた。三員環 2 π系シクロプロペニルカチオ

ン及び七員環 6 π系 トロピニウムカチオンについて

は 各々 Breslow や Doering の研究から前駆体のニ

トリル化合物や臭化物から CN- や Br- の脱離反応か

ら生成することも知られており、後者の七員環につ

いては中性のヒノキチオールに関する野副の研究が

その発端であることはよく知られていた（図 3）33)。

その間、前述の四員環 2 π系ジカチオン、6π系ジ

アニオンと 8 員環 6 π系ジアニオンは一連の非ベン

ゼン系芳香族化合物を補完する研究となっている（式

10）。
　一方中性の芳香族化合物として、当初 Reppe 反応

で副生する炭化水素で C10H10 が 10 員環で 10 π系芳

香族化合物シクロデカペンタエンに帰属され、同じ

く副生するナフタレンやアズレの前駆体と考えられ

た。しかし誤って同定され間もなくビニルオクタテ

トラエンと訂正された（式11）34, 35)。しかしこれをきっ

かけに Tammlen らは十員環中性 10 π系シクロデカ

ペンタエンの合成を検討した。trans-9,10- ジヒドロ

図 3．非ベンゼン系芳香族化合物．

ナフタレン（A）の光反応（逆旋的開環反応）で多

くの生物とともに cis-9,10- ジヒドロナフタレン（B）

が生ずることを見出した。低温（-190℃）光照射で

は B は生成せずジイミンで還元するとシクロデカン

C10H10 が 40% で得られ、光反応物を室温まで加温す

ると再び B が生成することから A の光反応では di-
trans と all-cis シクロペンタエン（C または D）が

生成し、C の熱反応（同旋的閉環反応）で B に変換

すると考えた（式 12）。一方、正宗らはビシクロ [6,2,0]
デカ -2,4,6,9- テトラエン（E）が熱的に異性化で A
を生成することから中間に mono-trans- シクロデカ

ペン（F）の存在を推定した。 そして Tammlen ら

の結果が再現できないが、B を -60℃ で 光照射し

-80℃の低温クロマトグラフィーで分離・生成し 36) 2
種のシクロデカペンタン F と D を結晶として単離し

た。F と D は各々熱的に A と B に異性化し、還元

して C10H20 を与え NMR などから mono-trans 体と

all-cis体と帰属した。とくにその 1H-NMRはオレフィ

ン領域に 5.67ppm と 5.86 ppm に平均して 1 本観測

され反磁性環電流がほとんどないことを示している

（式 13）。さらに比較として Sondheimer らにより合

成された [18] ア二ュレンは環ひずみがなく完全に平

面な化合物で環外オレフィン水素 9.28ppm（12 H）、

環内オレフィン水素 -2.99 ppm（6 H）の芳香環によ

る反反磁性環電流シフトが観測される（図 3）。これ

に対して Vögel が合成したメタノ [10] アニュレンは

Vögel 1964年
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極めて安定な化合物で、 正宗らが「[10] アニュレン

ではなくナフタレンだ」 と主張したのも橋頭位間の

ホモ共役を考慮すると誠に理にかなっていると考え

られる（式 13）。シクロブタジエン錯体は反芳香族

四員環 4 π系シクロブタジエンの前駆体として利用

されたことはすでにいくつか例を示した（式 3）。遊

離のシクロブタジエンを合成単離しようという試み

が正宗と Maier らによりほぼ同時に 2 つのルートか

ら検討された。

　正宗らは嵩高い 3 つの tert- ブチルが置換したシ

クロプロぺニウムイオンにジアゾ基を導入しその分

解と環拡大によるシクロブタジエンを合成した（式

14-1、R=tBu、R’=H）7, 37-40)。一方 Maier らはシク

ロペンタジエノンの光脱 CO 反応により 同じシクロ

ブタジエンを合成した（式 14-2、R=tBu）。双方の

生成物は 1H-NMR でオレフィン領域に環 5.38 ppm
に環内水素が確認され、 正宗らのエステル誘導体（式

14-1、R = tBu、R' = CO2Me）は X 線結晶構造解析

に成功し、その構造はいわゆるヤーン・テラー効果

により変形した長方形（1.52 Åｘ 1.394 Å）である

ことが明らかになった。すなわちシクロブタジエン

は 2 つの二重結合は共役せずに結合交替した反応性

の高い環状ジエン構造をとっていることがわかる（式

14-3）37）。さらに Maier らはシクロペンタジエノン

を経由する合成ルートに 4 つ目の tert- ブチル基の導

入を試みたところ、驚くべきことに テトラ（tert- ブ
チルテトラヘドラン）が取れてきた（式 14-2）41）。

この異性化で生成するシクロブタジエンは同じ 4 つ

の tert- ブチル基が置換されているにもかかわらずそ

のＸ線結晶構造解析から長方形（1.52 Å× 1.44 Å）

であることが再び確認された 42)。

　次に Maier らはシクロペンタジエノンを経由する

ルートで tert- ブチル基に変えてトリメチルシリル基

置換のテトラヘドランの合成を検討したが、トリエ

ンの生成に終わった（式 14-2）43)。そのため正宗ら

のシクロプロペニルジアゾ化合物を経由するルート

で合成を試みたが、低収率で複雑な副生成物と分離

できず、混合物の光照射でテトラヘドロンの生成を

NMR で確認したにとどまっている（式 14-1）44)。

　一方トリメチルシリル基コバルトシクロブタジエ

ンの生成は古く櫻井らにより報告され 45)、関口らは

そのリチウム還元でトリメチルシリル基置換シクロ

ブタジエンジアニオンの合成・単離に成功している
46)。それを臭化エチレンにより温和に酸化すること

でトリメチルシリルシクロブタジエンの高い収率の

合成を実現した。そして Maier らと共同でテトラキ

ストリメチルシリルテトラへドロンの合成にも成功

した（式 14-4）46, 47)。Maier が トリメチルシリル基

置換体の合成に挑戦したのはプロト脱シリル化でい

わゆる嵩高い置換基によるコルセット効果のない母

体のテトラヘドロンを合成することであった。関口

らによると 1 つのシリル基を水素に置き換えたテト

ラヘドロンまでは安定に合成されている 48)。

　嵩高いトリメチルシリル基を有するビストリメチ

ルシリルアセチレンは金属触媒で低収率でしかシク

ロブタジエン錯体を生成できない。まして三量化し

たヘキサトリメチルシリルベンゼンは全く Reppe 反

応では合成できない。反応ではテトラキストリメチ

ルシリルシクロブタジン錯体以外にはトリインやジ

イン由来のシクロブタジエンやビスカルバインコバ

ルト三核錯体が確認されている（式 15）49)。後年、

櫻井らは嵩高いヘキサキストリメチルシリルベンゼ
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ンを合成するのにより傘高さの小さいヘキサキスジ

メチルシリルベンゼンのケイ素上に後からメチル基

を導入することで合成している（式 15）50, 51)。

　アセチレン類の Reppe 反応の基質として、1,5-
ヘキサジインを用いるとベンゾシクロブタンやシ

クロファンが生成するとが知られていた（式 16）
3)。Vollhardt はビストリメチルシリルアセチレンそ

れ自身の二、三量化が起きにくい性質を利用して、

Reppe 反応のシクロペンタジエニル中間体の補足剤

としてビストリメチルシリルアセチレンを溶媒とし

て用い 1,5 ヘキサジインや CpCo (CO)2 触媒と反応す

ることでトリメチルシリル基ベンゾシクロブタンの

良好な合成法を開発した（式 17）52-54)。 この時、す

でに量論反応ではあるが Müller らのカルボニル基

やフェニ基で活性化したアセチレンをロジアシクロ

ペンタジン錯体とし、もう 1 分子のアセチレンを作

用させてキノン誘導体の合成を報告しているが 55)、

Vollhardt らのアルキル置換ジアセチレンの CpCo 触

媒系での反応は それに較べて汎用性が高い（式 18）。
　ここでは Vollhardt らのアンギュラー [4] フェニ

レンの合成について示す。ヘキサエチニルベンゼ

ンをビストリメチルシリルアセチレンを溶媒に三重

Reppe 反応を実行するとアンギュラー [4] フェニレ

ンが 1 段階で合成できる（式 19）56)。アンギュラー 
[4] フェニレンの中央のベンゼン環はそのシクロブタ

ジエンの縮環により式に示す位置に局在化したシク

ロヘキサトリエン構造をとっている。その実験的証

拠に水素添加が容易に起き、さら三重エポキシ化や

メチレン化反応も容易に起きる 57, 58)。すでに解説し

たアンギュラー [3] フェニレンについても同じく中

央のベンゼンはシクロヘキサトリエン 構造をとって

いることも明らかにされている（式 9-2）59)。

　コバルト触媒を用いた Reppe 反応はアルケンやニ

トリルも環化三量化し、シクロヘキサジエンやピリ

ジンの骨格合成も可能である（式 20-22）60, 61)。アル

ケンとしてインドール環も反応に組み込むことがで

き、インドール環を含む基質に CpCo 触媒とアセチ

レンガスを反応させて、ストリキニーネ骨格合成を

可能にしている。ピリジン骨格合成は 1973 年に山

崎らにより量論反応で見出され、翌年、Bonnemann
と Vollhardt らにより独立に見出された複素環の触

媒合成の優れた合成法である 62)。

　このように Reppe 反応の 2 つ目の展開はベンゼン

骨格を含む縮合多環化合物の一段階合成法である（図

1．5））。もし縮環した環を開裂できると多置換ベン

ゼン誘導体の合成が可能になる。この場合環を形成

する開裂可能な鎖を一般にテッターと呼びシロキサ

ンとホウ酸テッターを用いた多置換ベンゼン誘導体
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の合成で例を 2 つ示す（式 23、24）63-66)。シロキサ

ンテッターはベンゼン誘導体ばかりでなく複雑なタ

キサン骨格の構築にも有用であることが Malacria の

総説に紹介されている 64)。ホウ酸テッターは生成す

るアリルホウ酸を Pd 触媒鈴木‐宮浦カップリング

で炭素 - 炭素結合形成ができる点が優れ、この時に

使われる Cp＊RuCl(COD) 触媒は CpCo(CO)2 と等電

子で同じ Reppe 反応を進行する触媒で、名大の山本

らにより精力的に研究されている 65, 66)。山本らは1,6-
ジインとノルボルネンの [2+2+2] 環化付加反応でシ

クロヘキセン以外にノルボルネンにシクロプロパン

化した生成物が副生することを確認した。これはジ

インから生成したルテナシクロペンタジエンが環状

ビスカルベン錯体として挙動したために生成したと

考えられた（式 25）66, 67)。 
　Cp＊Ru(II)触媒の多様な反応性がジイン、エンイン、

ジエン基質を用いた環化反応に大きな展開をもたら

している。例えば Trost らはエンイン基質を遷移金属

触媒によりエン反応を行い触媒的に進行すれば Atom 
Economy な反応が実現すると考え Pd と Ru 触媒につ

いて検討した（式 26）68-71)。Atom Economy は Trost
の造語で、副生物 D を伴う A + B → C + D の反応で

なく、A + B → C の反応で、しかも反応が触媒反応の

ことである。エン反応は原料が全て生成物に組み込ま

れるが、高温・高圧反応のため触媒を用いて温和な

条件で進行すれば確かに Atom Economy になる。一

般にジイン化合物の Reppe 反応のメタラサイクル中

間体の部分をジエンなどに変換できれば炭素五、六

員環状化合物の合成法になる。いわゆるジイン、エ

ンイン、ジイン基質を用いた環化異性化反応と呼ば

れている反応である（図 1．6））。その代表的な反応

の例として Oppolzer により報告されているメタロエ

ン反応という Pd や Ni 触媒による環化反応が知られ

ている 72)。Pd 触媒の場合には辻 – Trost 反応中間体

のπ - アリルパラジウム 錯体が分子内で アルケンに

カーボパラデーションし最後はβ - 水素脱離とヒドリ

ドパラジウムが分解し、Pd (0) で進行する反応である

（式 27）。Trost らはプロパルギルマロン酸ジエステル

を Pd(0) 触媒によりアリル化して分子内でアルキンと

メタロエン反応により閉環させようとした（式 28）。
しかし、論文によると unanticipated observation と

記載されているが、Pd(0) 触媒 では 全く 進行しなかっ

た 73)。触媒を Pd(0) から Pd(II) に変えると室温で効

率よく進行した。後年、酢酸などを添加すると反応

が加速されることから Pd(II) でも AcOPdH がヒドロ

パラデーションし、 還元的脱離する機構が考えられて

いる。

　次に電子吸引基のケト基などで活性化されたエン

イン基質を Pd(0) 触媒で環化異性化すると、即座に

メチル基の水素が転移して反応生成物を与えた（式

29）70, 74)。これに対して Cp＊Ru 触媒では主鎖のメ

チレン水素が転移してエン反応生成物を与えた。 Ru
では環化付加と続くβ - 水素脱離と還元脱離で進行

している（式 29）75, 76)。さらに Pd では活性化され
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た分子内エンインしか上手く行かないが、Ru では活

性化されていない分子間エンイン反応も進行する（式

30）。このように多様な反応性を示す Cp＊Ru（II）
カチオン触媒で Atom Economy な触媒を開発する

中で Trost は水の存在下 1,6- ジインの反応を試みた

ところ、環状不飽和ケトンが生成することを見出し

た（式 31）77)。 これもルテナシクロペンタジエンス

中間体が環状ビスカルベン錯体として水和反応を誘

発しルテナカルベンからビニルルテニウムに転移後、

還元脱離して生成すると考えられる。その後の Cp＊

Ru 触媒の [2+2+2] 環化付加と異性化については 山
本らの総説を参照されたい 78)。

　金属を Co から Ru に変えると Reppe 反応も様変

わりしたのを見てきた。2009 年に Angew. Chem. 誌
上に BEYOND Reppe：Building Substituted Arenes 
by [2+2+2]]cycloadditions of Alkynesというサブタイ

トルの短い総説 (Highlight) が発表された 79)。その総

説では Vollhardt らのテッターを利用した置換異性

体の制御をテッタ―なしで金属の配位子を変えるこ

とで制御しようといういくつかの試みが紹介されて

いる。岡本らのCo金属で市販のイミドピリジン（L1）
を配位した例として 1,2,4 置換体と 1,3,5 置換体の生

成比が 99 対 1 まで選択性が実現している（式 32）。 
さらに田中（健）らも金属を Rh に変え軸不斉のビ

フェニルフォスフィン（L2）を用いることで 100 対

0 を達成している（式 32）。 このほか｛Ir (COD)2Cl｝
2 /diphospine 触媒（田中（健）、竹内）、MnBr(CO)5
触媒（高井）、 ReBr(CO)3(thf)4 触媒（國信）が紹介さ

れているので詳しくは総説を参照されたい。

　ホスフィン配位子が利用できると不斉ホスフィン

配位子による不斉合成が可能になる。田中（健）ら

は不斉 Reppe 環化付加反応を用いて、軸性、面性、

螺旋性光学活性化合物の合成を報告している 80, 81)。

Reppe 反応と関連するエンイン基質の環化異性化反

応にも不斉ホスフィン配位子を用いた Pd や Rh 触媒

による反応が報告され、残念ながら Ru 触媒ではホス

フィン配位子で反応が失速するため Ru 触媒による不

斉環化異性化反応は報告されていない 82)。

終わりに
今号の環化付加反応（Reppe 反応）だけでも Longuet-
Higgins によるベンゼンと COT 合成の中間体としてシ

クロブタジエン錯体中間体の提案に始まり、その反証

としてのシクロペンタジエン錯体の提案、続く 4 π、

10 π芳香属性の問題、ジインカップリングによる縮合

多環化合物や置換ベンゼンの合成化学、さらにエンイ

ン基質の環化異性化反応への展開など内容が盛りだく

さんとなってしまった。紙数の関係から前号で予告し

たオレフィンメタセシス（2）とオレフィン重合（2）
については次回（12 回、最終回）で解説することに変

更した。
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 顧　　　問： 門屋　卓

 特 別 所 員： 紀　一誠、 菅原　正

   中田穣治、 野宮健司

   羽鳥尹承、 日野晶也

   丸田恵美子

 客員教授  尾中　篤、 細谷浩史

 客員研究員： 秋永　薫、 安部　淳

   市川麗子、 井上　哲

   内田英伸、 大石不二夫

   川上義輝、 菊地原愛

   岸　康人、 忽那周三

   河野　優、 今野　巧

   齋藤礼弥、 櫻井英博

   佐藤　剛、 柴田真太郎

   朱　留存、 関　裕平

   高橋広奈、 滝ケ平智博

   田中輝彦、 田仲二朗

   辻本和雄、 堤　一統

   豊泉和枝、 豊田賢治

   永島賢治、 永島咲子

   西井かなえ、 付　哲斌

   藤原葉子、 村下　達

   山﨑淳也、 八柳祐一

   吉田　剛

２ 講演会

(1)講演会

演  題：「含ホウ素ナノグラフェン構造を活かし

　　　　た熱活性化遅延蛍光分子の開発」

講演者：吾郷友宏 准教授

　　　　（茨城大学大学院理工学研究科）

日  時：2022年4月8日㈮

　　　　15時00分～ 17時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　(6号館228室 )
主　催：神奈川大学理学部化学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

有機ELが実用化され、身近なものになって

いる中、熱活性化遅延蛍光 (TADF)分子は最

先端の有機EL材料として世界的に注目され

ている。本講演では、有機合成的手法に基づ

いた含ホウ素ナノグラフェン構造を持つ新規

TADF材料について講演いただいた。有機EL
デバイスの仕組み、性能を表すグラフの見方、

ロールオフと呼ばれている高輝度領域での性

能の低下を解消するための科学的根拠に基づ

く分子設計を詳しく説明していただいた。こ
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のため、大学院生や学部生、さらには分野外

の教員からも非常に分かりやすい講演であっ

たとの感想を聞いた。講演後の質疑応答セッ

ションでは、合成から機能における幅広い質

問が次々に出て、非常に活発な討論がなされ

た。

（報告者　辻 勇人　2022.4.11）

（2）講演会

演　題：「分子建築学に基づく機能性超分子材料

　　　　の合成と物性」

講演者：寺尾 潤 教授

　　　　（東京大学大学院総合文化研究科）

日　時：2022年7月26日㈭

　　　　15時00分～ 17時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　(6号館228室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

環状分子であるシクロデキストリン誘導体と

共役分子からなるロタキサン構造を有し、単

分子性を発現するnmスケールの機能性分子

素子の合成と機能に関する研究について講演

いただいた。化学の重要性、今後の日本を化

学で元気づけるためのメッセージなども盛り

込まれ、参加者からは非常に刺激的でおもし

ろかったとの感想を聞いた。講演後の質疑応

答セッションでは活発な討論がなされた。

（報告者　辻 勇人　2022.7.30）

（3）講演会

演  題：「豊富な資源を活用するサステイナブル

　　　　有機合成」

講演者：浅子壮美氏

（理化学研究所環境資源科学研究セン

ター）

日  時：2022年9月28日㈬

　　　　15時00分～ 17時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　（6号館307室）

主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

参加人数が多いために教室を変更して行った。

豊富で入手しやすい有機物や金属資源を用い

たサステイナブル合成と、芳香族炭化水素の

位置選択的な直接官能基化の新手法に関する

最新の研究成果について講演いただいた。特

に、最近入手が困難になりつつある有機リチ

ウム試薬に変わるものとして注目されている

金属ナトリウム分散体を用いた有機合成につ

いて丁寧に説明して頂いた。講演後の質疑応

答セッションでは活発な討論がなされた。

（報告者　辻 勇人　2022.9.30）

（4）講演会

演  題：「ナノサイズ分子キャビティを活用した

　　　　活性化学種の反応制御」

講演者：後藤 敬 教授

　　　　（東京工業大学理学院化学系）

日  時：2022年10月11日㈫

　　　　15時00分～ 17時00分
会　場 :神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　(6号館307室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

分子キャビティを活用した生体反応活性種の

安定化、および生体反応機構の化学的検証へ

の応用についてご講演いただいた。化学研究

から生体現象の理解につながる実例を示して

いただき、ベーシックサイエンスの重要性を

説かれ、理学部生をエンカレッジするメッセー

ジなども盛り込まれた。講演後の質疑応答セッ

ションでは活発な討論がなされ、終了後も多

くの学生が質問に行くなど盛況であった。

（報告者　辻 勇人　2022.10.14）

(5)講演会

演  題：「アインシュタイン的転回する研究」

講演者：辻本和雄 名誉教授

　　　　（北陸先端科学技術大学院大学）

日  時：2022年11月2日㈬

　　　　15時30分～ 17時30分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　（6号館204室）

主　催 :神奈川大学総合理学研究所

報　告：

化学科の力石助教および川本が世話人となり、

上記講演会を6号館204号室で開催しました。

ご専門の質量分析の話をベースにご自身のい

くつかの研究とそれぞれの研究にまつわる体

験談をご講演いただきました。また、本学で

も教鞭をとられ、理事をも務められた大橋先

生の業績についてもご紹介いただきました。

さらに、ノーベル賞受賞者である福井謙一先

生や吉野彰博士とのご関係、辻本先生との間

のエピソードについてもお話しいただきまし
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た。講演後の質疑応答では、研究におけるご

自身の体験に基づき、研究者としての学生に

向けた力強いメッセージをいただきました。

（報告者　川本達也　2022.11.4）

(6)　講演会

演　題： 「Chemical Reactions in Imidazolium
　　　　 Acetate:A Computational Study」
講演者：Professor Hyung J. Kim 
　　　　（Department of Chemistry Carnegie 
　　　　Mellon University, USA）

日　時：2022年10月24日㈪

　　　　14時30分～ 16時30分
会　場 :神奈川大学　湘南ひらつかキャンパ ス
　　　　(1号館242室 )
主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

2022年10月24日㈪午後、1号館242講義室

において、講師にHyung J. Kim教授 (米国、

Carnegie Mellon University)を迎え、英語に

よる講演会を行った。イオン液体中における

二酸化炭素分子のイミダゾリウムカチオンへ

の付加反応過程の反応軌跡について、Kim教

授が誇る世界最先端レベルの非経験的分子動

力学計算の手法を用いた研究成果の解説が行

われた。地球温暖化ガスである二酸化炭素の

イオン液体への効率的な吸着現象は、世界的

に興味をもたれており、その吸着機構の理解

を深める重要な理論研究結果であった。カチ

オンがカルベン生成を経て二酸化炭素を吸着

する機構が想定されていた中で、Kim教授の

研究はカチオンのプロトン脱離と二酸化炭素

付加が協奏的に起こることを示した点が画期

的であることが分かり易く解説された。

　参加者は、神奈川大学学生15名の他、研究

者4名であった。講演内容に対する質疑や議

論が行われ、研究の理解のみならず、国際的

な交流を深めることができた。

（報告者　河合明雄　2022.10.27）

(7)講演会

演　題： 「Exploration of Sri Lankan Flora for 
Novel Pharmaceuticals and Other 
Applications」

講演者：Professor Vajira P. Bulugahapitiya
　　　　（University of Ruhuna, Sri Lanka）
日　時：2022年11月22日㈫

　　　　17時10分～ 18時50分

会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　(6号館206室 )
主　催：神奈川大学理学部化学科

　　　　神奈川大学総合理学研究所

報　告：

Bulugahapitiya博士はルフナ大学（スリラン

カ）理学部化学科で長年に渡り天然物有機化学

の研究と教育に携わり、スリランカ側の窓口

となって、ルフナ大学理学部化学科と神奈川

大学理学部化学科との学術交流協定に基づく

研究協力を推し進めてきました。今回、神奈

川大学理学部の横浜移転を前に、学術交流協

定の今後のあり方について打合せを行うため

に神奈川大学に招聘し、その機会に講演をお

願いしました。研究成果と共に、スリランカ

という日本とは全く異なる環境下でどのよう

に研究を行うかについての有意義な話を聞く

ことができました。当日は、教員1名（木原）

の他、学生・研究員20名の参加がありました。

（報告者　木原伸浩　2022.11.23）

(8)　講演会

演　題： 「Enhancing solution state NMR 
sensitivity:optical  pumping to 
overcome the Boltzmann limit」

講演者：Dr.Christopher J Wedge 
　　　　（University of Huddersfield, U.K.）
日　時：2023年1月13日㈮

　　　　14時00分～ 16時00分
会　場：神奈川大学　湘南ひらつかキャンパス

　　　　（6号館228室）

主　催：神奈川大学総合理学研究所

報　告：

神奈川大学理学部では、2023年1月に英国王

立協会の援助により来日されたChris Wedge
博士（英国 ハッダーズフィールド大学上席講

師）を、神奈川大学研究員として平塚キャンパ

スに迎えた。この貴重な機会に臨み、2023年
1月13日㈮午後、6号館228講義室において、

総合理学研究所主催による同博士の英語講演

会が開催された。講演は「Enhancing solution 
state NMR sensitivity:optical pumping to 
overcome the Boltzmann limit」と題し、前半

の基礎的内容の解説、および後半の研究内容

解説の2部からなった。

　講演の前半では、Wedge博士の研究の関連

分野における世界の先端的研究内容を紹介し、

初歩的な事項の説明を交えた解説を行った。
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博士は、物理学や化学、医学分野における計

測手法として汎用的に用いられている核磁気

共鳴について、その弱点である測定感度の低

さを克服する手法の開拓に挑んでいる。世界

では同じ目的をもって様々な手法が開発途上

にあり、固体常磁性種の電子磁化、パラ水素

の付加反応、などを利用した核スピン分極生

成法が具体例として紹介された。また、癌の

検出につながるピルビン酸の微量分析法への

応用などが始まっていることが述べられた。

一方で、これら手法の問題点も指摘し、博士

が開拓するに至った光誘起核スピン分極生成

法の利用が重要であることを強調した。

　休憩をはさんだ後半では、有機分子の光励

起で生じる三重項が、溶液中でラジカル分子

と衝突する際に生じる大きな電子スピン磁化

を利用する方法について、具体的実験例を多

用して解説した。特筆すべき成果として、キ

サンテン色素の光励起を用いた場合に大きな

感度向上がみられたこと、さらにはアミノ酸

の添加が著しい感度向上を助けることが示さ

れた。これら最新の研究結果をもとに、今後

の研究の展望について論説し、講演を終了し

た。

　その後、講演内容に対する質疑や討論が行

われ、研究の理解のみならず、日英の国際的

な交流を深めることができた。聴講者は、神

奈川大学学生12名の他、英国大学院生1名、

国内研究者2名であった。

（報告者　河合明雄　2023.1.16）

３ 産官学　活動実績

(1)特　許

　（日本出願）

1)「５員環の縮合した縮合多環化合物の製造方法、

インダセン誘導体、並びにｐ－フェニレンビニ

レン誘導体及びその製造方法」

　辻　勇人、岩田啓佑

2)「情報提供システム、情報提供方法及びプログ

ラム」

　桑原恒夫、天願多加志

3)「クラスタリング装置、クラスタリング方法及

びプログラム」

　斉藤和巳、日本電信電話株式会社

4)「高分子化合物及びその分解方法、その高分子

化合物を含むプラスチック製品、繊維強化プラ

スチックとそれに含まれる繊維を回収する方法」

　木原伸浩

5)「パラジウム錯体、それからなる水分子に対す

る還元触媒前駆体、及びそれを含む触媒システ

ム」

　川本達也、山西克典、井上 哲
6)「感光性表面処理剤、積層体、パターン形成用

基板、トランジスタ、パターン形成方法及びト

ランジスタの製造方法」

　山口和夫、伊藤倫子、ニコン㈱

7)「感光性表面処理剤、パターン形成用基板、積

層体、トランジスタ、パターン形成方法及びト

ランジスタの製造方法」

　山口和夫、伊藤倫子、ニコン㈱

8)「ポリマー化合物の分解方法、分解性接着剤組

成物及びそれを用いてなる接合体の分離方法、

分解性塗料組成物及びそれを用いてなる塗膜の

除去方法、並びに繊維強化プラスチックに含ま

れる繊維を回収する方法」

　木原伸浩

9)「化合物、高分子化合物、感光性表面処理剤、

積層体、パターン形成用基板、トランジスタ、

パターン形成方法、及びトランジスタの製造方

法」

　山口和夫、力石紀子、伊藤倫子、ニコン㈱

10)「連結型ビニルポリマー化合物及びその製造方

法、それを用いたプラスチック製品及びその分

解処理方法、並びに接合体の分離方法」

　木原伸浩
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者名（英語）、所属（英語）、Abstract（英文）、

Keywords（英語）、序論、材料と方法（または

方法）、結果、討論（または結果と討論）、謝辞、

文献（英語または日本語）の順とする。図と表

は本文中の適切な位置に挿入する。

 （6） 論文種の表示

第１頁、第１行目に左揃えで、前後に■記号

を付して論文種を記入する。

　例えば、■総　説■、■原　著■、■原著（短

報）■、■報告書■ など、

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

　最終的には編集委員が判断して論文種を決定

する。

　文字は、ＭＳゴシックで11P（ポイント）とし、

太字にはしない。
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次の研究課題名まで１行あける。

 （7） 研究課題名、著者名、所属

本文が和文の場合、研究課題名（日本語）は太

字（Bold）で 14P（ポイント）、著者名（日本語）

は太字で 12P とする。著者と著者の間は 1 文字

分のスペースをあける。

　続く、研究課題名（英語）は 13P、著者名（英

語）は 12P、所属（英語）は 9P とし、これら

は太字にしない。

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

ず 9P とする。

　それぞれの間は１行あけを原則とするが、著

者名（英語）と所属（英語）の間は行間をあけ

ない。

　著者の所属が複数の場合には、各著者名末尾

および対応する所属の先頭に上つき数字（１、

２、３、など）を付し区別する。

　本文が英文の場合、研究課題および所属は前

置詞、冠詞、接続詞を除き各語の最初の文字を

大文字で記述し、著者名はフルネームで名姓の

順に記述する。最終著者の前は“and”を置く。

　次の Abstract までは１行あける。

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

が適切である。

　見出し（Abstract：）からは１文字あけて要

旨本文を書く。

　文字サイズは、見出し（Abstract：）は太字

で 11P、要旨本文は 10P とする。

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

見出しを置き、１字あけて、５語程度（英語）

の Keywords を付す。

　文字は 10P を用い、見出し（Keywords：）

はイタリックで太字とする。

　次の本文との間は１行あける。

（10） 本文

横２段組、各段 48 行とする。

　１行の文字数は和文 23 文字、英文 46 文字と

し、句読点は和文「、」「。」、英文「，」「．」とする。

　序論、材料と方法（または方法）、結果、討論（ま

たは結果と討論）、謝辞、文献の各項目の見出

しは左揃えとする。

　各項目間は１行分のスペースをあける。

文字サイズは、各項目の見出しは太字で 12P、
本文は 10P とする。

　各項目の第１段落の出だしは左寄せではじ

め、第２段落から出だしを１文字（英文では２

文字）あける。

　必要なら、各項目内で小見出しを設ける。小

見出しは太字で 10.5P とする。

小見出しの文章の出だしは左寄せとする。

（11） 文献

文献の項目見出しは左揃えとする。

　文献は本文に引用した順に番号を付し、記載

する。

　番号は片括弧（閉じ括弧のみ）表示とする。

本文中では、片括弧つき番号を“上つき文字”

とし、該当する部分に必ず記入する。

　文字サイズは、項目の見出しは太字で 12P、
各文献は 9P とする。

　文献が日英混合の場合、和文の文献のアル

ファベットと数字には、Century のフォントを

用いる。

　以下は記入例である。著書、分担著書、原著、

学位論文、学会発表などにより表記法が異なる

ので、それぞれの記入例を参照して正確に記載

する。

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

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

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

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

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

6) Taiz L and Zeigen E［西谷和彦，島崎研一

郎 監訳］(2003) テイツザイガー植物生理学

第３版．培風館，東京．

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

ローチ．弘学出版， 東京．

9) 鈴木季直 (1992) 凍結技法，第６章．よくわ

かる電子顕微鏡技術．平野　寛，宮澤七郎

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

を用いた植物の有性生殖研究における最近

の展開 2003．神奈川大学総合理学研究所

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

場合は、著者（年）論文タイトルなどの末

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

述する。なお、閉じ括弧のあとには必ずピ

リオドをつける。

（12） 表
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　表の上部には必ず番号（表 1. 、Table 1.  など）

とタイトルを付し、本文との整合を期す。

　表のタイトルは、表の幅にあわせて両端揃え

とする。タイトルの末尾にピリオドはつけない。

　表のスタイルについては特に定めないが、用

いる文字や数字のサイズは本文のそれを超えな

いように配慮する。

　なお、本文への挿入の他に各表の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。

（13） 図
本文中の適切な部分に挿入し、紙面内では中央

揃えとする。

　図には必ず番号（図 1. 、Fig.1.  など）を付し、

本文との整合を期し、図の下部に番号と説明文

を加える。図が細分化されている場合には、A、B、

C … （図 1A.、Fig.1A. など）をつけて区別する。

　図のタイトルの末尾にはピリオドを置く。

図のタイトルと説明文は、図の幅にあわせて両

端揃えとする。

　図のタイトルと説明文に限り、和文でもピリ

オド（．）とカンマ（,）を用いる（和文の句読

点は用いない）。

　図の番号および説明文の文字サイズは 9P と

する。

　図はできるだけ分かりやすいものとし、図中

の文字や記号は高さ 3 〜 5 mm 程度にする。

　写真はデジタル化で不明瞭にならないよう、

極度の圧縮は避ける。

　なお、本文への挿入の他に各図の抜粋も作成

し、電子媒体として原稿に添付する。これらの

図は、あまり圧縮せず、電子密度 300dpi 程度

の原図とする。

（14） 単位

SI unit を用いる。和文であっても、原則的に、

数値および単位には半角文字を用い、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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ことができました。私たちは研究の質を向上させ、

新たな発見や学術的なブレイクスルーを実現するた

め、さまざまな共同研究や国際交流を積極的に推進

しています。新組織の形成によって、研究の成果を

加速させることを期待しています。私たちはより高

度な研究と知識の創造を目指し、社会や産業界への

貢献を使命としています。また、今後はより広い国

際的な視野を持ち、国内外の研究者との交流や共同

研究を通じて、学問のグローバルなネットワークを

構築していくことを目指します。

　第 34巻の刊行を迎えるにあたり、論文執筆者、査

読者、編集委員、編集スタッフ、そして読者の皆様

に心から感謝申し上げます。今後もScience Journal 

of Kanagawa University を通じて、高品質な科学研

究の発信と学問の進展に貢献していきます。皆様の

ご支援とご協力に心より感謝いたします。

　引き続き、神奈川大学理学誌へのご関心とご支援

を賜りますよう、心からお願い申し上げます。

　今年も、皆様に Science Journal of Kanagawa 

University（神奈川大学理学誌）をお届けできるこ

とを大変嬉しく思います。当誌は、神奈川大学総合

理学研究所の機関誌（年報）を経て、湘南ひらつかキャ

ンパスを拠点に、理学部および大学院理学研究科の

研究成果を発信し続けてきました。

　湘南ひらつかキャンパスは、私たちにとって特別

な場所です。多くの思い出が詰まっています。神奈

川大学は最近、組織再編を行い、理工学系学部を横

浜の六角橋キャンパスに集結させましたが、私たち

は湘南ひらつかキャンパスでの活動に感謝し、その

貢献を忘れることはありません。湘南ひらつかキャ

ンパスでの研究活動は、私たちの学術的な成長と専

門知識の獲得に重要な役割を果たしました。

　新たな組織では、生物学、化学、物理学、数学、

情報科学、天文学など、幅広い研究分野をカバーし

ています。これらの異なる専門分野の研究者が協力

し合い、刺激し合いながら、豊かな学術環境を築く

［
 神奈川大学総合理学研究所 

］    情報学部　張　善俊
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