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研究成果の概要（和文）：研究代表者は二次壁にナノ周期をもつ物性差が存在することを走査型プローブ顕微鏡
で見つけた。このナノ周期物性差は細胞壁形成の日周性に発現理由があると考え研究を行った。
形状解析レーザー顕微鏡で観察すると反射レーザー強度の強弱が同心円状の細胞壁縞状構造を可視化できた。反
射強度が生じる原因は、細胞壁中のセルローススやマトリクス成分の分布がもたらす干渉によって生じると考え
られた。走査型プローブ顕微鏡では、夜長の生育条件で分化した細胞壁ほど、層状構造が明瞭であった。

研究成果の概要（英文）：I have found that there is a nano-periodic differences in physical property 
in the secondary cell wall, using a scanning probe microspe. This neno-periodic property difference 
may be due to the diurnal cell wall formation. The 3D laser scanning confocal microscope visualized 
the concentric cell wall stripe structure with the strength of the reflected laser intensity. The 
reflection intensity can be involved by the interference caused distribution of cellulose 
microfibril and matrix components in cell wall. The scanning prob microscope revealed that the 
layered structure was clearer in the cell wall differentiated under the long-night condition. 

研究分野：木質科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで明らかにされてなかった細胞壁二次壁の超微細構造の一端を示して細胞壁の理解を深めた。細胞壁は優
れた生物材料である。形成の機序と完成した細胞壁の構造との関係が明らかになったことは、生育条件によって
細胞壁の構造を制御できる可能性を示したことを意味する。木質科学研究において形状解析レーザー顕微鏡、走
査型プローブ顕微鏡、イオン液体電子顕微鏡を利用知識の蓄積に貢献した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
二次壁細胞壁の形成には日周性がある。昼にセルロースの堆積、夜にマトリクスの堆積が繰り返
されて細胞壁は肥厚する。研究代表者は近年、二次壁にナノ周期をもつ物性差が存在することを
見つけた。このナノ周期物性差は、形成の日周性によって作られるのだろうか。本研究はこの課
題に取り組む。細胞壁のナノ周期物性差の全容を明らかにし、細胞壁形成の日周性がナノ周期物
性差に与える影響を解明する。そして、形成の日周性がもつ意義とナノ周期物性差の細胞壁にお
ける役割を初めて明らかにする。本成果で、細胞壁の形成と物性発現の理解を一段階前に進める。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞壁ナノ周期物性差の全容を明らかにする。ナノ周期物性差は、細胞壁成分の物性値を
手掛かりに、研究代表者が走査型プローブ顕微鏡で見出した。物性差は細胞壁微細構造とどのよ
うに関わるのかを解明する。 
 
（２）細胞壁形成の日周性とナノ周期との関係を明らかにする。ナノ周期物性差が昼夜の周期に
応答して形成されているかを確認し、本研究課題の主目的である「細胞壁ナノ周期物性差は細胞
壁形成の日周性がつくるのか」の答えを探る。 
 
３．研究の方法 
細胞壁ナノ周期物性差の全容を解き、細胞壁形成の日周性との関係を明らかにするため、 
（１）イオン液体走査電子顕微鏡法を適用する条件を探り、含水しインタクトな状態で細胞壁を
高倍率観察する。形状解析レーザー顕微鏡を利用して非全乾状態で細胞壁を観察する。 
 
（２）人工気象室・植物育成室で昼夜の周期を人為的に制御し、昼長（１６時間が昼）の生育環
境と夜長（８時間が昼）の生育環境でヒノキ苗木を生育した。昼の温度は２６度、夜の温度は２
０度、室内の照度は、およそ晴れた日の夕方程度である。走査型プローブ顕微鏡および形状解析
レーザー顕微鏡で観察をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）エチル (2-ヒドロキシエチル) ジメチルアンモニウムメタンスルホナート（イオン対の
組成式 C₇H₁9NO₄S）([N2,1,1,2OH][CH3SO3])とジメチル(ヘキシル(i-プロピル))アンモニウムビス
((トリフルオロメチル)スルホニル)イミド（イオン対の組成式 C13H26F6N2O4S2, FW 452.47）
([Nip6,1,1][TFSI])を用いた。 
[N2,1,1,2OH][CH3SO3]は両親媒性のイオン液体であり蒸留水で希釈した溶液を使用した。蒸留水で
イオン液体を希釈してイオン液体水溶液を作製した。希釈したイオン液体を 40μl 滴下し、10
分経過してから、試料に残留しているイオン液体をエアブローで除去してから観察を行った。イ
オン液体濃度は 12.2%(w/w)で良い観察像が得られると分かった。 
[Nip6,1,1][TFSI]は 100%エタノールでイオン液体を 8％(V/V)に薄めた溶液、10％(V/V)に薄めた
溶液、12.5％(V/V)に薄めた溶液の 3種類の溶液を作製した。希釈したイオン液体を 40μl滴下
し、10 分経過してから、試料に残留しているイオン液体をエアブローで除去してから観察を行
った。疎水性イオン液体が残留し良好な観察像は得られなかった。 
 両親媒性の浸漬時間が短いとチャージアッ
プが生じ正常な観察像が得られない場合は、浸
漬時間を長くすると観察像は改善するが、残留
イオン液体が観察表面を覆ったままという問
題が生じることが分かった。 
 本研究で使用した両親媒性イオン液体の細
胞壁への影響を検討したとこと、イオン液体浸
漬前と後では重量減少は 0.58%で、非乾燥でイ
ンタクトな細胞壁を観察できる利点の方がは
るかに大きいと言える。 
 
 形状解析レーザー顕微鏡で細胞壁を観察す
ると、反射レーザー強度の強弱による同心円状
の縞状構造が観察された。この縞状構造がナノ
物性差がもたらすものであれば、試料調整に時
間と技術を要し、狭い領域しか観察できない走
査型プローブ顕微鏡に代わり、迅速で広範囲な
観察が可能にもなる。形状解析レーザー顕微鏡
像での細胞壁縞状構造の原因として、レーザの
干渉、試料表面形状、試料成分の３つを検討した。干渉を生じる試料を調整して観察すると、光
量の増減に伴い高さ情報も上下し、正確な高さ情報を得られていないことが判明した。同一成分
で高さが異なる試料を調整して観察したところ、試料表面の高低と光量は連動しないことが分

 
図１  イオン液体 FE-SEM 手法による良
好な細胞壁コーナー部 
両親媒性 12.2% w/w水溶液に 10分浸漬 



かった。細胞壁においては、光量と高さ情報は連動していた。また、走査型プローブ顕微鏡では
形状解析レーザー顕微鏡で計測される高さ変動が現れないことから、細胞壁におけるレーザー
顕微鏡の光量と高さ変動は干渉の影響を受けていることが分かった。 
 細胞壁からマトリクス成分であるリグニンを穏やかに除去しながら、形状解析レーザー顕微
鏡で縞状構造を観察していくと、リグニンの除去につれて縞状構造は不明瞭になっていった。こ
のことから、縞状構造は細胞壁成分がもたら
す干渉によって生じている可能性が最も高い
と判断した。形状解析レーザー顕微鏡で細胞
壁に生じる同心円状の縞状構造は、細胞壁の
成分分布に起因する干渉に因ると考えられ
る。 
 
（２）夜長の試料では同心円状の縞状構造が
明瞭である一方、昼長では不明瞭であった。走
査型プローブ顕微鏡の位相差像によりセルロ
ース領域とマトリクス領域を区別して観察し
たところ、昼長の試料ではセルロースミクロ
フィブリル束の断面サイズが大きい傾向にあ
った。ミクロフィブリル束サイズが昼夜環境
に影響を受ける可能性があり、新たな発見で
今後の研究に有益な情報である。 
 

 
図２ 形状解析レーザー顕微鏡による細胞
壁反射光量像 
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