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研究成果の概要（和文）：急速凍結した試料の表面切削、cryo-TOF-SIMS分析、cryo-SEM観察を連続的に行うことの出
来る複合的な分析システム（cryo-TOF-SIMS/SEM）を開発した。表面切削と分析を繰り返して行うことにより、三次元
的な分析が可能である。本手法により、これまで生きている植物内での詳細な分布状況が不明であった各種水溶性成分
について、三次元分布の可視化を顕微領域で行うことが可能となった。

研究成果の概要（英文）：A complex analytical system (cryo-TOF-SIMS/SEM) was developed to achieve a series 
of experiment (surface preparation, cryo-TOF-SIMS, and cryo-SEM) for quick-frozen samples. A repetition of
 the surface preparation and measurements make three-dimensional analysis possible. The method provides a 
microscopic visualization of 3D distribution for water-soluble components in living plants.
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１．研究開始当初の背景 
 飛行時間型二次イオン質量分析（TOF-SIMS）
とは、一次イオンを試料表面に照射し、そこ
から派生する二次イオンを解析することに
より、試料表面の分子レベルの情報を顕微領
域で入手する技法である。従来、半導体の評
価技術として発展を遂げてきたが、高分子材
料などの有機物にも適用できることが示さ
れ、近年、生物学の領域においても用いられ
るようになった。代表者は、10 年ほど前から
本技法を国内においていち早く導入し、植物
細胞壁の分析に適用することを試み、これま
でに細胞壁構成高分子であるリグニン、多糖、
および抽出成分（低分子化合物）の分子イオ
ンの同定とマッピングを報告した。また本手
法によって、約 1300 年前に伐採された法隆
寺ヒノキ建築古材の心材と辺材の識別に成
功し、法隆寺古材の伐採年を推定するなど、
幅広い研究を行った。 
 TOF-SIMS はケミカルマッピングにおいて
非常に高い感度と面分解能を有し、生物試料
においても新たな知見を提供可能な優れた
装置である。しかしながら真空下での質量分
析という特性上、試料は乾燥状態であること
が前提となっており、生体内に存在する様々
な水溶性成分は、乾燥過程において不可逆的
に移動してしまうため、「生きている状態」
での分布評価を行うことは困難であった。 
 
２．研究の目的 
乾燥試料において、十分な分析能力を示し

てきた TOF-SIMS 機器を、急速凍結した生体
細胞でも直接測定できるように、装置の改造
をおこなう。これにより、生きた細胞におけ
るターゲット分子の位置と存在量を、化学的
な処理を施すことなく可視化する。 
 
３．研究の方法 
急速凍結した試料でも測定が可能な前処

理システムを開発し、現有設備の TOF-SIMS
（TRIFT III）機器に接続して、実際に稼働
するようなコンプレックスシステムを構築
することが主軸となる。まず、急速凍結した
試料を迅速に TOF-SIMS 測定するために、低
温かつ窒素雰囲気下で測定室に導入する連
結チャンバーの構築が必要である。チャンバ
ー内の圧力や温度の調節など、機器ハード面
での設計をおこなう。次に、凍結試料測定に
最適な条件を、実際に急速凍結した植物試料
を用いて検討する。このとき、植物細胞壁中
のすでに同定した化学成分（リグニン、多糖、
抽出成分等）の分子イオンを用いて測定条件
を評価する。また、一次イオンビームの選
択・調整をおこない、凍結細胞の高解像度測
定の達成を目指す。さらに、試料表面を高解
像度で観察できる電子顕微鏡の導入と、測定
する凍結試料の平滑面作製が可能なスライ

ディングミクロトーム内蔵グローブボック
ス等の開発をおこない、急速凍結した生体試
料に存在する特定分子の三次元ケミカルマ
ッピング構築を試みた。 
 
４．研究成果 
 以下の要素技術を開発し、凍結試料表面の
汚染、昇華を防止しながら表面切削、
TOF-SIMS 分析、SEM 観察を繰り返して実行で
きる複合分析システムを開発した。 
 
①グローブボックス内での急速凍結試料の

切削（マイナス 20℃、窒素雰囲気下） 
②表面仕上げ凍結試料を極低温真空シャト

ルを用いて TOF-SIMSに搬送 
③クライオ TOF-SIMS 分析（ステージ温度は

マイナス 120度以下） 
④TOF-SIMS 測定済試料を極低温真空シャト

ルを用いてクライオ SEMに搬送 
⑤エッチング（昇華）後、クライオ SEMで試

料表面微細構造観察 
⑥SEM 観察済試料を極低温真空シャトルを用

いてグローブボックスに搬送 
 
この①から⑥までの工程をさらに繰り返

すことで、新生切削面の TOF-SIMS データを
連続的に入手し、三次元ケミカルマッピング
を行うことが可能である。作製した分析シス
テムの概観を図１に、複合的な測定・観察の
概要を図２に示した。 
 図３は凍結イチョウ試料の樹皮から木部
までの連続測定された cryo-TOF-SIMSイメー
ジについて示した。左側は全イオン像を緑色
で、スクロースおよびコニフェリンに由来す
る m/z 381イオンを赤色でオーバーレイ表示
したものである。右側は部分的な拡大図であ
るが、cryo-SEM 写真の上に m/z 381イオンを
オーバーレイしたものであり、より詳細な組
織観察が可能である。 
 

 

 
図１ cryo-TOF-SIMS/SEMシステム 
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図２ 凍結試料の複合的な分析・観察 
 

 

図 ３  凍 結 イ チ ョ ウ 試 料 の
cryo-TOF-SIMS/SEM 分析によるコニフェリン
およびスクロースのマッピング 

図４は凍結スギ試料の木部について、表面
切削および cryo-TOF-SIMS分析を繰り返して
得られた 3D 分析の例である。全イオン像お
よび心材成分フェルギノールの局在を可視
化した。矢印は同一の細胞を示しており、軸
方向においてフェルギノールの局在状態が
異なっていることがわかる。以上のように、
本システムを用いることで様々な植物生体
分子に関して、凍結状態での 3D ケミカルマ
ッピングが可能となった。 
 

 

図４ 凍結スギ試料中フェルギノールの 3D 
cryo-TOF-SIMS分析 

 
TOF-SIMS を用いた量的比較についても検

討した。具体的には、植物細胞壁リグニンを
構成するグアイアシル（G）、シリンギル（S）
の構成単位（モル比）の TOF-SIMS による測
定値が、実際の S/Gモル比（化学分析値）に
非常に近い値になることを示し、TOF-SIMS分
析の有効性を示した（図５）。また、高分子
であるリグニンがどのような機構で結合単
位が解裂し単量体まで分解されるのかを同
位体標識モデル化合物を用いて明らかにし
た。この技術により、化学的な処理なく、ど
のようなリグニン構造が細胞のどこに存在
するかを一度に解析することが可能となっ
た。リグニンを除去して多糖を利用する、バ
イオエタノール製造や紙パルプ生産などに
おいても、本手法は、バイオマス変換過程の
可視化法として活用されることが期待され
る。さらに、TOF-SIMSは、樹木抽出成分、製
紙科学にも有効な分析法であることを明ら
かにした。 
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図５ 顕微レベルで化学分析を可能にする
TOF-SIMS 分析 
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