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研究成果の概要（和文）：飛行時間型二次イオン質量分析（TOF-SIMS）を主軸として、相乗効果の期待される定
量化学分析手法、微小試料採取法、そして多変量解析法を組み込んだ多角的分析法を発展させ、凍結水和試料を
含む様々な分析対象へと適用した。低分子水溶性成分や無機金属といった化合物の植物体内における位置、水系
反応系における特定成分の挙動を顕微可視化した。生体組織をはじめとする様々な機能発現系の解析手法として
多くの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Versatile analytical method was developed based on the synergistic 
utilization of time-of-flight secondary ion mass spectrometry (TOF-SIMS) and quantitative chemical 
analysis, laser microdissection to collect microscopic samples, and/or multivariate analysis. The 
developed method was applied to various samples including frozen-hydrated biomaterials. 
Low-molecular and water-soluble compounds and inorganic metal ions are effectively visualized by the
 developed method using (cryo-)TOF-SIMS. Obtained remarkable results should provide new insights 
beyond the field of wood sciences.

研究分野：木質科学

キーワード： リグニン　飛行時間型二次イオン質量分析　急速凍結　定量分析　定性分析　多変量解析
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生体組織あるいは複合材料について
の研究では、それらが有する様々な成分の構
造と、機能・物性を如何に結びつけるかが課
題となってきた。しかしながら混在する微量
成分が系内のどこに・どれだけ存在し、どの
ように機能・物性発現に貢献しているのかを
評価するのは難しい。これは、その系が機能
発現できる状態を維持したまま分析するた
めには、状態凍結技術、微量成分を検出でき
る感度、多種成分の同時解析、および膨大な
データ処理など、解決しなければならないハ
ードルが多数存在するためである。 
 飛 行 時 間 型 二 次 イ オ ン 質 量 分 析
（TOF-SIMS）は数 nmの深さ分解能を持つ優
れた表面分析手法であり、様々な成分の顕微
レベルでの可視化を実現する。しかしながら
その感度は対象成分の周囲環境や表面立体
形状などの影響を受けやすく、概して定量は
困難である。さらに高真空下での分析となる
ため、凍結水和試料を用いた分析報告はほと
んどなかった。 
 これまでに代表者は、生体組織内の成分分
布について、放射性同位体トレーサー法、顕
微分光法、そして TOF-SIMSを用いて様々な
成果を発表してきた。特に、高い検出感度で
多種成分の同時マッピングが可能な
TOF-SIMS について、独自設計による低温凍
結技術との融合を実現し、世界初の完全密閉
型分析システムを開発した。当該システムで
は TOF-SIMS・走査電子顕微鏡（SEM）なら
びにミクロトーム・グローブボックスがすべ
て低温環境で連結されており、凍結試料の表
面切削、cryo-TOF-SIMS分析、cryo-SEM観察
を連続的に行うことが可能である。当該
cryo-TOF-SIMS/SEM システムを用いること
で、生体組織あるいは含水反応系を凍結した
まま分析することが可能である。 
 ここで生体成分あるいは水溶性成分の分
布データに加えて量的評価、状態的評価が可
能となれば、生体組織をはじめとした様々な
機能発現系の解析手法として多分野に大き
く貢献できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえて本研究では、
TOF-SIMS と他分析手法との組み合わせによ
って、得られる情報の種類を増やし、凍結水
和試料を対象とした定量・定性・状態解析技
術として確立することで、木質科学をはじめ
とした様々な分野に新たな展開をもたらす
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 TOF-SIMS 分析との相乗効果が期待される
定量分析手法、微小試料採取法、そして多変
量解析法を組み込んだ多角的分析法を用い
て、植物内における様々な生体成分の分布を
明らかにし、木質の形成機構ならびに水系反
応機構の解明に取り組む。 

４．研究成果 
(1) 木質の形成 
①リグニン前駆体分布と木化段階の相関 
 リグニンはモノリグノールと呼ばれる前
駆体が重合することで形成される。植物中に
おいてモノリグノールに至る代謝経路は複
雑である。さらにモノリグノールにグルコー
スの結合したモノリグノールグルコシドが
リグニンに至る前駆体であるか否かは議論
の的であった。植物界において最も普遍的に
存在するリグニングアイアシル核の前駆体
であるコニフェリルアルコールにおいては、
その配糖体であるコニフェリンが多くの植
物から検出されているにも関わらず、その役
割について意見が分かれていた。しかしなが
らコニフェリンは水溶性低分子化合物であ
り、植物体内における分布を顕微レベルで可
視化することは難しい。 
 これまでに、同位体で標識したコニフェリ
ンを植物に投与すると、通常の木化段階に矛
盾することなく標識元素がリグニン中へと
取り込まれることがわかっている。そこで凍
結した植物内のケミカルマッピングが可能
な当該分析システムを用いることで、植物内
におけるコニフェリンの分布について、顕微
レベル可視化を行った（図 1）。試料としてイ
チョウを用いた。結果より、コニフェリンは
形成層帯から分化中木部にかけて貯蔵され
ており、最も活発なリグニン沈着（バルク木
化）の開始されるタイミングにおいて、見た
目の貯蔵量が急減することを見出した。同位
体標識コニフェリンの投与実験より、木化中
の細胞にコニフェリンが与えられればリグ
ニンへと取り込まれることが明らかとなっ
ていること、さらに天然のコニフェリンが木
化中細胞において検出されたことから、コニ
フェリンがリグニンの前駆体として働いて
いることが明らかとなった。 
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図 1 凍結イチョウ樹幹内のコニフェリンの
分布。コニフェリンは形成層帯から分化中木
部にかけて仮道管内に貯蔵され、バルク木化
開始時に急減する。 



②放射組織の木化 
 植物内において放射方向の物質輸送をつ
かさどる放射組織は、細胞死の様式およびタ
イミングが他組織とは異なっている。その細
胞壁には紫外線吸収性の化合物が沈着する
ことがわかっているが、この化合物に関する
結論は出ていなかった。 
 そこでアカマツに対して TOF-SIMSによる
顕微化学分析を行ったところ、放射組織細胞
壁において、時間の経過と共にリグニン由来
のフラグメントイオンが増大することを確
認した。さらに、レーザーマイクロダイセク
ション法による微小組織の収集ならびに定
量化学分析を用いることで、TOF-SIMS の問
題点としてあげられる定量性の担保を検討
した。結果より、リグニン由来の構造が有意
な差をもって増大傾向にあること（図 2）が
明らかとなった。類似組織を対象とした相対
比較において、TOF-SIMS が有力な半定量顕
微化学分析手法と成り得ることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 アカマツ仮道管および放射柔細胞の
TOF-SIMS分析によるリグニン量の評価 
 
(2) 水溶性成分の特異な分布可視化 
①アルカロイド 
 特異な化学特性を有する微量成分として
アルカロイドがある。その役割解明には植物
内における具体的な分布・貯蔵の可視化が重
要である。本研究課題ではコブシ中に含まれ
る四級アンモニウムアルカロイドのサリシ
ホリンを対象として、その分布を可視化した。
サリシホリンは TOF-SIMS分析における感度
が非常に高く、低濃度であるにもかかわらず
明瞭な分布図（図 3）が得られた。これはサ
リシホリンのカチオン性構造に由来する結
果である。さらにサリシホリンは、放射組織
および道管内においても検出され、植物体内
を縦横に輸送されている可能性が示唆され
た。今後、植物体内におけるアルカロイドの
挙動に関する議論の進展が望まれる。 

 

図 3 凍結コブシ樹幹内のサリシホリンの分
布。樹皮に多いが木部では放射組織にあり、
一部の道管からも検出された。 
 

②無機金属 
 植物体内には様々な無機金属が存在して
おり、イオンあるいは非イオンとして重要な
働きを担っている。しかしながら特にイオン
性を有し、低濃度に存在する無機金属種を顕
微可視化することは難しい。 
 無機金属種は本質的に有機物よりもイオ
ン化しやすく、TOF-SIMS 分析において高感
度に検出しやすい。本研究課題では植物内に
おける無機金属種の動態可視化を目的とし
て実験を行った。 
 酸性土壌条件下で植物への毒性が問題と
なるアルミニウムについて、土壌 pH の変化
が植物内の無機金属分布に与える影響を調
査した（図 4）。試料としてアルミニウムへの
耐性を有するアジサイを用いた。結果より、
アルミニウム以外の無機金属における分布
にも変化が生じている可能性が示唆された。 

(a) 全イオン

(b) Alイオン

 
図 4 凍結アジサイ茎中におけるアルミニウ
ムの分布。 
 
 
(3) 水系反応機構の解明 
 木質バイオマスの化学的利用法のひとつ
としてパルプ化工程がある。パルプ化は長い
歴史を有するプロセスであり、様々な化学物
質を利用しているものの、それらの詳細な挙
動については不明な点も多い。本研究課題で
はカチオン性およびノニオン性の添加剤に
ついて、パルプ化工程内における挙動を明ら
かにすることを目的として実験を行った。 
 結果より、カチオン性とノニオン性の添加
剤では、繊維に対する挙動が全く異なること
が明らかになった。図 5にはノニオン性の例
を示す。ノニオン性添加剤は細胞壁内に侵入
し、溶媒交換を促進する役割があることが示
唆された。 

(a) Cryo-SEM (b) ノニオン性添加剤

 
図 5 凍結パルプ懸濁液中におけるノニオン
性添加剤の分布。 
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