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「我が国自前の先端的研究基盤を創ろう」
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＊
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本年度より文部科学省において85億円の予算規模で

「先端計測分析技術・機器開発プロジェクト」が発足

した。このプロジェクトは知的基盤整備の一環として

実現したものであるが，分析化学および分析機器関係

者にとっての長年の念願がかない，誠に慶賀にたえな

い。本プロジェクトの実現のためにご努力頂いたご関

係の諸氏に心より感謝申し上げたい。

本年は「先端計測分析機器開発元年」と言ってよい

年になったが，我が国の「先端的研究基盤科学技術」の現状を観ると，必ず

しも楽観してよい状態ではないことに気がつく。科学技術に関して，世界の

中で我が国が占めるべき位置を考えると，今こそ抜本的な改革の端緒を開く

べき時であることがご理解いただけるのではないかと思う。

我が国の政府は現在，平成18年度から始まる第３期科学技術基本計画の立

案の準備を開始している。これは，平成７年11月に制定された「科学技術基

本法」に基づいて平成８年７月に策定された第１期科学技術基本計画と，平

成13年からの第２期科学技術基本計画を引き継ぐものである。

先に発表された来年度の政府予算編成の基本方針では，予算総額の抑制が

大きく謳われたにもかかわらず，科学技術関係予算だけは２パーセントの増

額を予定した。科学技術基本法の精神を政府が重視していることの証左であ

る。

ところで，第１期と第２期の科学技術基本計画では，研究開発投資の大幅

拡充を重要政策として掲げ，10年程度を見通した直近５年の具体的な方針・

施策を２度にわたって定めてきた。いわゆる，人材育成，研究評価の重視や，

競争的資金の拡充等研究開発システムに関することと，ライフサイエンス分

野，情報通信分野，環境分野，ナノテクノロジー・材料分野の重点四分野等

を重視した政策である。

第３期科学技術基本計画における「先端的研究基盤」の新たな枠組みを考

えるために，従来の科学技術政策におけるその位置付けの変遷を振り返って

みたい。

まず，第１期科学技術基本計画の基本的方向を定めるに当たって，踏襲す

べき重要な文書として挙げられている答申がある。それは，平成４年１月に

出された科学技術会議諮問第18号「新世紀にむけてとるべき科学技術の総合
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的基本方策について」に対する答申である。

本答申の第３章に重要分野の研究開発の推進につい

ての記述があるが，その中で，物質・材料系科学技術，

情報・電子系科学技術，ライフサイエンス等と並んで，

「先端的基盤科学技術」の項目がある。その中に，下記

のような極めて示唆に富んだ記述があることにご注目

頂きたい。

「超高精度な計測・分析技術，マイクロエンジニアリ

ング技術，ナノ技術等，異なる科学技術分野で共通的

に利用される先端的な手法は，各分野の更なる発展の

牽引力となり，異分野間の相互乗り入れを促進し，新

しい応用分野を開拓したり，従来の発想では解決が困

難であった課題に，新たな解決の手段を提供するもの

であり，これらの研究開発を推進する。」政府は，以上

のような重要分野の研究開発を適切な研究評価の下に，

精力的かつ効果的に実施し，又は支援する必要がある，

と述べている。

ところが，このような答申を踏まえて起草されたは

ずの第１期科学技術基本計画では，その記述に大きな

ニュアンスの違いが生じていた。すなわち，第１章の

「Ⅲ. 望ましい研究開発基盤の実現」の中では，「美し

いキャンパス，静穏でゆとりのある研究室の整備」や

「我が国の大学・国立試験研究機関等における施設・設

備の老朽化，狭隘化を改善し，高度な研究施設と最先

端の研究設備の整備」を推進する，と記述されている。

また，「研究開発等の効率的な推進のためには，試験・

計測・調査法等の改良・標準化，計量標準，研究開発

に使う材料の質・量両面での安定供給及び安全性・信

頼性の確保等が必要である。このため，各種計量標

準・試験評価方法の充実整備，遺伝資源等の研究材料

の円滑な供給を図る等研究開発に係る知的基盤の整備

を推進する」と述べられている。これでは研究基盤と

いうより，社会基盤整備に近い。

以上のような第１期科学技術基本計画における「ボ

タンの掛け違い」はその後に大きな影響を及ぼすこと

になってしまった。さすがに第２期基本計画では，以

下に示す通り，若干の軌道修正が施されたとはいえ，

前述の「答申」の精神から離れた事項が混在し，本来

の重点研究分野の項目として十分に顕在化していない，

と言わざるを得ない。

第２期科学技術基本計画の第２章Ⅱ項の「７．科学

技術振興のための基盤の整備」においては，（1）施

設・設備の計画的・重点的整備，（2）研究支援の充実，

（3）知的基盤の整備，（4）知的財産権制度の充実と標

準化への積極的対応，（5）研究情報基盤の整備，（6）

ものづくりの基盤の整備，（7）学協会の活動の促進等

が記載されている。この中で，（3）において以下のよ

うに述べられている。

「研究者の研究開発活動，さらには広く経済社会活動

を安定的かつ効果的に支える知的基盤，すなわち，研

究用材料（生物遺伝資源等），計量資源，計測・分析・

試験・評価方法及びそれらに係る先端的機器，並びに

これらに関連するデータベース等の戦略的・体系的な

整備を促進する。」

幸いに平成12年から平成14年までの３年間に，白川，

野依，田中三先生によるノーベル化学賞の受賞があり，

特に田中先生の業績が分析化学の分野であったことか

ら，世の中の見方が大きく変わった。すなわち先端機

器開発が科学技術の趨勢を変えるほどのインパクトを

有する重要研究課題であることが示されたのである。

第３期科学技術基本計画では，原点に戻って，「超高

精度な計測・分析技術，マイクロエンジニアリング技

術，ナノ技術等異なる科学技術分野で共通的に利用さ

れる先端的な手法は，各分野の更なる発展の牽引力と

なり，重要な研究分野である」との認識の下に，「先端

的研究基盤の充実強化」を，我が国の戦略的重点研究

課題とするための議論を巻き起こすべきではないか，

と考える次第である。

我が国は，自前の先端的研究基盤を創りだすための

研究を全力を挙げて開始すべきなのである。
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1  ．はじめに

近年，マイクロ・エレクトロ・メカニカル・システ

ム（Micro Electro Mechanical Systems, MEMS）技

術を分析化学，分子生物学，医療，化学工業などの分

野に応用する研究が活発に行われ，マイクロ化学分析

システム（Micro Total Analysis System, μ-TAS）あ

るいはLab-on-a-chipという新しい分野が形成されてい

る。これは，半導体微細加工技術により製作される流

路・ポンプ・バルブなどの流体制御素子と，分析のた

めの検出部，センサ，エレクトロニクスとを集積化し

た化学分析システムである
（1）
。化学，バイオ，医療分

野の分析において，試料の前処理から試薬との混合，

化学反応，検出など必要とされるすべての機能をワン

チップに集積化し，各工程を一貫処理することがその

基本的な概念である。このようなシステムは，従来の

バイオ・化学分析装置に比べて（1）小型・低価格，

（2）試料や試薬の微量化によるランニングコストや環

境への負荷の低減，（3）化学反応場の局所化による分

析時間の短縮，などの特長を有する。さらに小型化お

よびマイクロセンサや信号処理回路との集積化を通じ，

並列処理による高スループット分析，ベッドサイドに

おける臨床検査，オンサイト環境モニタリングなど新

しい利用形態をも可能にするものと考えられる。マイ

クロTAS分野の技術開発は日進月歩であり，シリコン

の他，ガラス，高分子などの材料，マイクロからナノ

メートルの加工技術を基盤として，電気泳動，DNAチ

ップ，クロマトグラフ，フローインジェクション，生

化学分析，蛋白質分析・細胞分析などを始めとする，

広範囲のバイオ・化学分析技術への応用が研究されて

いる。特に小型化，並列処理というマイクロTASの特

長を生かすことができる分野への応用，あるいは新し

い分野の開拓が重要である。

2003年4月，ヒトゲノムの全塩基配列解読が完了し，

その成果を基盤とする遺伝子機能解析が活発に行われ

ている
（1），（2）

。DNAチップ／DNAマイクロアレイはそ

の中で主に遺伝子発現解析に有効な技術として普及し

ている
（3）－（8）

。さらに将来のテーラーメイド医療を目指

して，遺伝子検査用DNAチップの開発も進められてお

り，ゲノムDNA配列の個人差を簡便に調べることがで

きる技術として期待されている。

従来のDNAチップ/DNAマイク

ロアレイの多くは蛍光検出方式で

あるが，近年電流検出方式も報告

されており，様々な手法が考案さ

れている
（9）
。我々の研究グループ

では，従来の方式とは異なり，電

界効果トランジスタ（F i e l d

Effect Transistor, FET）を用いた電位計測方式DNA

検出技術（遺伝子トランジスタ）を提案している。遺

伝子トランジスタはFETのゲート表面にDNAプローブ

を固定化する構造であり，試料溶液を導入することに

よりターゲットDNAとゲート上で二本鎖を形成させる。

DNAは水溶液中で負電荷を有しているため一本鎖

（DNAプローブ）から二本鎖の形成による電荷密度変

化を遺伝子FETにより直接電気信号に変換して検出す

ることが可能である。

本報告では，まずゲート上で起こる分子認識反応を

遺伝子FETにより検出する原理について述べ，この方

式に基づきアレル特異的ハイブリダイゼーション，イ

ンターカレーション，プライマー伸長反応と遺伝子

FETとをそれぞれ組み合わせて，遺伝子の一塩基多型

（Single Nucleotide Polymorphism, SNP）解析へ応用

する試みについて紹介する。

2  ．遺伝子FETによる一塩基多型検出の基本原理

遺伝子FETを用いたDNAの電位測定系を図１に示

す。遺伝子FETのゲート絶縁膜表面にオリゴヌクレオ

チドプローブを固定化し，Ag/AgCl参照電極と共に試

料溶液中に浸漬する。溶液の電位は参照電極により制

御・固定され，ハイブリダイゼーションなどの分子認

識反応に伴う電荷密度変化を電界効果を利用して検出

する。図２には，オリゴヌクレオチドプローブを固定

化した遺伝子FETと3種類の分子認識反応，即ちハイ

ブリダイゼーション，インターカレーション，プライ

マー伸長反応との組み合わせによる表面電荷密度変化

の概念図を示す。まず，図２（a）に示すように，ター

ゲットDNAを含有する試料溶液を導入するとハイブリ

ダイゼーションによりゲート上で二本鎖DNAが形成さ

れる。DNA分子は水溶液中でリン酸イオンに起因する

負の電荷を有しているため，約150nmの厚さのゲート
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3-3 ハイブリダイゼーション

一塩基多型の高精度検出にはハイブリダイゼーショ

ン及び洗浄時の温度を塩基配列にあわせて制御するこ

とが重要である
（10）
。そのため，normal型DNA及び

mutant型DNAの検出にはそれぞれの解離温度である

60℃及び57℃に温度を制御してハイブリダイゼーショ

ンを行った。ハイブリダイゼーション後，各々前記の

温度で洗浄し，りん酸緩衝溶液（pH 6.86）中にて電気

的特性の評価を行った。

3-4 インターカレーション

本研究ではインターカレーターとしてHoechst33258，

Hoechst33342，DAPI，Ethidium Bromide（EB），

Propidium Bromide（PI）を用いた。各インターカレ

ーターは，溶液中で正電荷を有し，二本鎖DNAと結合

することが知られている。

3-5 DNA伸長反応

DNA伸長反応を利用した一塩基多型検出には，

-122SNP（21塩基）サイトをモデル試料として用いた。

DNAプローブとして3’末端側がSNP部位となるよう

な11塩基の合成オリゴヌクレオチドを用いた。ターゲ

ットDNAとのハイブリダイゼーション後，dNTP

（dATP, dCTP, dGTP, dTTP 各5mM）を含む混合溶液

を72℃で保持し，その中に遺伝子FETを浸漬後，DNA

ポリメラーゼを導入することでゲート絶縁膜表面で伸

長反応を行わせた。

4  ．分子認識反応の検出

4-1 遺伝子FETの電気特性変化

R353Q遺伝子（17塩基）におけるnormal型DNAプ

絶縁膜を挟んで電荷を持つDNA分子（サンプル中）と

電子（シリコン中）が静電的に相互作用する状態を実

現することができる。ゲート絶縁膜表面のDNA分子の

電荷密度変化に応答してシリコン表面（チャネル）の

電子密度が変化するため，ドレイン電流を測定するこ

とにより，原理的にDNAのハイブリダイゼーションを

検出することができる。

次に，図２（b）には，インターカレーションによる

ゲート表面の電荷密度変化を示してある。インターカ

レーターは通常蛍光試薬としてDNAの検出に用いられ

ているが，本研究ではインターカレーターが正電荷を

有することに着目した。インターカレーターは二本鎖

DNAとのみ反応するので，ターゲットDNA分子の非

特異吸着による信号の影響を受けずに，ハイブリダイ

ゼーションに基づく二本鎖DNAの信号のみを検出する

ことができる。

さらに，ゲート絶縁膜表面でのDNA伸長反応による

表面電荷密度の変化の様子図２（c）に示す。ターゲッ

トDNAより塩基長の短いオリゴヌクレオチドプローブ

をゲート表面に固定化し，ハイブリダイゼーション後，

DNAポリメラーゼ，dNTPの導入により伸長反応を行

わせるとポリヌクレオチドが合成される。伸長合成さ

れたポリヌクレオチド分だけ負の電荷が増加すること

になる。その変化を遺伝子FETにより直接電気信号に

変換することで，DNAプローブ末端の塩基の違いの検

出を行うことが可能である。特に，図３（a）に示すよ

うに，5’末端側をゲート絶縁膜表面に固定化し，3’

末端側がSNP部位となるようにDNAプローブを設計す

ると，ターゲットDNAが末端のSNP部位で相補的であ

れば，その後のDNAポリメラーゼ導入による伸長反応

により電荷密度が増加し電気シグナルが得られる。そ

れに対して，図３（b）に示すように，末端のSNP部位

がミスマッチの場合，DNAポリメラーゼを導入しても

伸長反応は起きずに電気シグナルは得られない。即ち，

DNAプローブの塩基配列を設計することにより，DNA

伸長反応を利用した一塩基多型の電気的検出が可能に

なる。

3  ．実験方法

3-1 FETチップ

本研究で実験に用いたFETチップの写真を図４に示

す。ゲート絶縁膜はSi3N4/SiO2であり，nチャネルデプ

レッション型のFETである。5mm角のチップに16個の

FETが集積化されており，オリゴヌクレオチドプロー

ブの最適化により複数SNPの並列解析を行うことがで

きる。

3-2 DNAプローブの固定化

本研究ではFactorⅦ遺伝子を用いて遺伝子FETを評

価した。オリゴヌクレオチドの塩基配列（血液凝固因

子のFactorⅦ遺伝子；R353Q, -122），5’末端の化学修

飾，解離温度（Melting Temperature, Tm）は参考文

献（10）を参考にした
（10）
。FETのゲート絶縁膜表面

（Si3N4）へのDNAプローブの固定化方法にはアミノシ

ラン法を用いた。

図１　遺伝子FETの電気的特性の測定

図３　DNA伸張反応による一塩基多型検出法

図４　集積化遺伝子FETチップの写真

図２　遺伝子FETによるゲート絶縁膜表面での各種DNA認識反応の検出
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子FETのVt変化の差が小さかった。これはmutant型

試料DNAは一塩基異なるN型遺伝子FETにもある程度

ハイブリダイズしているためと考えられ，より明確な

差を得るにはハイブリダイゼーション温度の最適化が

必要であると考えられる。

5-2 インターカレーションによる高精度化

図６に示したN型及びM型の各遺伝子FETにおいて，

ハイブリダイゼーション後にHoechst33258を導入した

ときのVt変化を図7に示す。各遺伝子FETのVtは

Hoechst33258の正電荷に基づく負方向の変化を示し，

図６のハイブリダイゼーション後のVt変化と類似のパ

ターンが得られた。変化量はハイブリダイゼーション

に基づく変化より小さいものの，Vt変化の比がnormal

型試料DNAを用いた場合が10.1，mutant型試料DNA

との反応では0.1と，S/N比の高い一塩基多型の検出が

可能であることがわかる。

5-3 プライマー伸長反応によるSNP解析

ゲート絶縁膜表面でのターゲットDNAとのハイブリ

ダイゼーション後，プライマー伸長反応させたときの

FETのしきい値電圧変化について調べた。伸長反応に

より遺伝子FETのVtが，正方向にシフトした。このVt

の変化は，伸長反応に伴うDNA分子固有の負電荷の増

加に起因すると考えられる。FactorⅦ遺伝子-122SNP部

位を3’末端に有するnormal型及びmutant型のオリゴ

ヌクレオチドプローブ（11塩基）を固定化した２種類

の遺伝子FET（N型遺伝子FET及びM型遺伝子FET）

を製作した。normal型及びmutant型試料DNA（21塩

基）とのハイブリダイゼーション，それに続く伸長反応

後のVtの変化を図８に示す。ハイブリダイゼーション

後，伸長反応させると完全相補鎖となる遺伝子FET

（図８（a）のN型及び図８（b）のM型）ではVtが9mV～

13mV変化するのに対して，末端部位で一塩基のみ異な

る遺伝子FET（図８（a）のM型及び図８（b）のN型）

ではVtの変化が見られなかった。Vt変化の比を見ると

normal型試料DNAを用いた場合が9.90，mutant型試料

DNAとの反応では0.06と，S/N比の高い一塩基多型の

検出が可能であることがわかる。このような電気特性

の変化は，SNP部位の塩基の違いに起因した伸長反応

の有無を確実に検出できることを示しており，遺伝子

FETはSNPタイピングに有効であると考えられる。

6  ．おわりに

本報告では遺伝子FETを用いたポテンシオメトリッ

ク計測による種々の分子認識検出法を提案した。ハイ

ブリダイゼーション，インターカレーション，さらに

はプライマー伸長反応を利用することにより，S/N比

の高い一塩基多型の検出が可能であることがわかった。

本研究で提案した遺伝子FETを温度制御型DNAチッ

プ
（10）
と組み合わせることにより，高精度なSNP検査技

術を確立できると考えられる。
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ローブの固定化による遺伝子FETの伝達特性（Vg-Id

特性）変化を測定した。Id一定（600μA）条件下では，

DNAプローブの固定化により，しきい値電圧Vtが正方

向に約+32mVシフトした。このVt変化はアミノシラン

処理，DNAプローブの固定化，さらにはグリシンによ

るブロッキングの工程の電荷が加算されて生じたもの

である。正方向へのシフトからゲート絶縁膜表面には

負電荷が誘起されたことがわかる。この遺伝子FETを

用い，ターゲットDNAとのハイブリダイゼーション，

インターカレーター導入の各工程におけるFETのしき

い値電圧Vtの変化を調べた。ハイブリダイゼーション

の後，Vtがさらに正方向にシフト（+12mV）した。引き

続き，インターカレーターとしてHoechst33258を導入

するとVtは負の方向にシフト（-14mV）することが明

らかとなった。このような電気特性の変化は，ターゲッ

トDNAが負電荷を有していること，及びHoechst33258

インターカレーターが正電荷を有していることを考慮

すると説明することができる。図５には種々のインタ

ーカレーター導入によるVt変化を示す。

各インターカレーターは溶液中で正電荷を有するこ

とから，Vtはいずれも負の方向にシフトすることがわ

かる。変化量に違いが見られるのは各インターカレー

ターの電荷数や二本鎖DNAとの吸着様式が異なるため

であると考えられる
（11）
。

以上のように，遺伝子FETを用いることにより，ゲ

ート表面で起こるDNAのハイブリダイゼーション及び

インターカレーターとの反応をしきい値電圧の変化と

して検出できることが確認できた。

5  ．遺伝子FETによる一塩基多型の検出

5-1 アレル特異的ハイブリダイゼーション

遺伝子FETを用い，解離温度の違いを利用した一塩

基多型（SNP）検出について検討した（図６）。Factor

Ⅶ遺伝子R353Qのnormal型に相補的な塩基配列を有す

るオリゴヌクレオチドプローブを固定化したN型遺伝

子FETとmutant型に相補的な塩基配列を有するオリゴ

ヌクレオチドプローブを固定化したM型遺伝子FETの

2種類の遺伝子FETを準備した。normal型の合成オリ

ゴヌクレオチドを含む試料溶液と60℃でハイブリダイ

ズさせたときのVtの変化を図６（a）に示す。normal型

試料DNAと完全相補鎖であるN型遺伝子FETでは大き

なVt変化が得られ，一塩基だけ異なるM型遺伝子FET

のVt変化は小さかった。各遺伝子FETにおけるVt変化

の比（N型遺伝子FETのVt変化/M型遺伝子FETのVt

変化）は，4.9であった。これより，遺伝子FETのしき

い値Vtの変化を測定することにより一塩基の違いを検

出できることがわかった。図６（b）にmutant型の合成

オリゴヌクレオチドを含む試料を57℃で導入したとき

のN型，M型各遺伝子FETのVt変化を示す。完全相補

鎖であるM型遺伝子FETのVt変化は大きく，一塩基異

なるN型遺伝子FETのVt変化は小さかった。したがっ

てこの場合も一塩基の違いの検出を確認することがで

きた。しかし，図６（a）に比べて，N型とM型の遺伝
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図８　DNA伸張反応を組み合わせた遺伝子FETによる一塩基多型の検出
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図７　インターカレーターによる一塩基多型の検出
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U.D.C.543.544.5.08 : 543.51 : 611.16 : 621.6.03

た混合液はナノ流量のイソクラテック（シリンジ）ポ

ンプによりキャピラリカラムに送り出されている。こ

こで10方バルブを切り替えれば，今までインジェクシ

ョンループAにロードされていた混合液が送り出され，

インジェクションループBには，新たな混合液がロー

ドされる。10方バルブの切り替えを一定時間（例えば，

1－2分）毎に繰り返すことによりナノ流量でのグラジ

エントが実現できる。図１右上のカーブは，その様子

を模式的に示している。実線はマイクロ流量の低圧グ

ラジエントポンプで作製されるグラジエントカーブで

あり，点線はナノ流量でキャピラリカラムに送り出さ

れるグラジエントカーブである。つまり，10方バルブ

の切り替え時間（この図では２分）毎にステップ状で

元のグラジエントカーブに追随していくことになる。

もし，切り替え時間間隔を更に短くすれば，元のグラ

ジエントカーブに“漸近的に（Asymptotically）追随

（Trace）”していくことは容易に理解できると思う。一

方，背圧用コイル（またはカラム）の役割は，10方バ

ルブの切り替え時の圧力ショックによるナノ流量の変

動を最小限にするためである。ここでもう一つ強調し

ておきたい点は，イソクラテック（シリンジ）ポンプ

が送る溶液Ｃは，実際にはカラムに流れていかず，10

方バルブ切り替え時にループに残っていた混合液とと

もにドレインに排出されることである。従って，グラ

ジエント溶液（Ａ，Ｂ）と無関係に選択できる。例え

ば，ナノ流量イソクラテックポンプとして電気浸透流

ポンプを用いる場合には，キャピラリカラムでの分離

とは無関係に電気浸透流に最適な溶液Ｃを使用するこ

とも可能である。また，一定圧力でのナノ流量送液の

場合には，ガスボンベでも良いことになる
（15）
。

3  ．ナノフローグラジエント装置の性能

それではどの程度，元のグラジエントカーブへの追

随性があり，再現性があるのかを，次に実際のデータ

で示したい。

図２は低圧グラジエントポンプが流量100μL/minで

作製したグラジエントカーブと流量500nL/minと

200nL/minで追随したナノグラジエントカーブを重ね

比較したものである。また，挿入部分は30min付近を

拡大したものである。500nL/minのカーブには上述の

“ステップ”が見えるが，200nL/minの低流量では拡散

効果により“ステップ”は完全に消失し，元のグラジ

エントカーブ並みにスムーズである。しかし，この

“ステップ”も，10方バルブ切り替え時間を1分から0.5

分に早めることで完全に消失することは確認済みであ

る。また，この実験ではキャピラリカラムを使用して

いないが，実際のカラム使用時では，切り替え時間1分

でもベースラインはスムーズである。

図３は，流量50nL/minでのナノグラジエントカーブ

の再現性を調べた結果である。また，挿入部分は50min

付近を拡大したものである。6回の連続したデータを重

ねたものであるが，流量50nL/minにおいてもグラジエ
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1  ．はじめに

キャピラリ（マイクロ）高速液体クロマトグラフィ

（HPLC）は，1970年代後半に日米欧の３グループによ

りスタートし，約30年の歴史がある
（1-3）
。なかでも，名

古屋大学の石井大道先生率いるグループの果たした役

割は大きく，しばしば国際学会において“マイクロ

HPLCの父”と賞賛されていたと記憶している。当時

のUV吸収検出器や蛍光検出器を用いたマイクロHPLC

を”第一世代”とすれば，汎用性の高いエレクトロス

プレイイオン化法（ESI）
（4）
が開発されて後にスタート

した，質量分析計（MS）とマイクロHPLCを結合させ

たHPLC-ESI MSは“第二世代”と言えるだろう。後

者は，いまや複雑で極微量の生体成分（核酸，タンパ

ク，ペプチド，糖鎖，脂質など）の分析には必要不可

欠になりつつある。しかし，ルーチン的に使用できる

成熟した分析装置の域にはまだ到達しておらず，幾つ

かの解決すべき技術的課題が残っている。その一つが

本報告で述べるナノフロー領域（即ち，nL/min）での

安定したグラジエントの実現であると思う。

低マイクロ流量やナノ流量域でのグラジエント溶出

をどのように行うかは，“第一世代”からの懸案であっ

た。当時幾つかの原理的方法が提案され，“第二世代”

でもそれらの方法がそのままの形や，また少し改良さ

れた形で使用されている。それらは大体次のように分

類できる
（5）
：

（1）スプリット法，（2）シリンジポンプによる高圧

グラジエント法，（3）指数関数型希釈（シグモイダル）

法，（4）バルブ＆ループ法。

（1）のスプリット法は最も簡便な方法として現在で

も多用されており，最近，高性能のフローメータと組

み合わせて安定なナノフローを実現しようとの試みも

なされている
（6-8）
。しかし，キャピラリカラム等の圧力

変動がそのまま流量変動となるため，再現性の良いデ

ータを連続して収集するには不安がある。（2）の高圧

グラジエント法も低マイクロ流量域では実用化されて

いるが，ナノ流量域ではまだ課題がある
（6,9）
。（3）の指

数関数型希釈法も簡便であり，古くから使用されてき

た方法である。しかしグラジエ

ント形状がＳ字（シグモイダル）

型に限定されてしまうという欠

点がある
（10-12）

。（4）のバルブ＆

ループ法も，石井らによって提

案された方法であり
（13）
，最近，

更に改良発展させた方法が提案

されている
（14-16）

。我々も，原理

は（4）のバルブ＆ループ法であるが，ナノ流量域でど

んなグラジエント形状も再現性良く実現できる方法を

考案し，最近発表した
（5,17,18）

。本報告では，その原理と

特長，性能，キャピラリHPLCおよびHPLC-ESI MSへ

の応用について紹介する。また，今後の展望について

も述べたい。

2  ．ナノフローグラジエント装置の原理と特長

図１はナノフローグラジエント装置を用いたキャピ

ラリHPLCの構成を示している。点線枠で示された部

分がAT10PV（Asymptotic Trace 10-Port Valve）ナ

ノグラジエント装置と呼んでいるものである。本装置

は4個のユニットから構成されている：（1）マイクロ

流量の低圧（または高圧）グラジエントポンプ，（2）

ナノ流量のイソクラテック（シリンジ）ポンプ，（3）

10方バルブ（２インジェクションループおよび背圧用

コイルも含む），（4）コントローラ。これら全て市販さ

れているものであり，容易に入手可能なものである。

本実験では，２台のポンプには日立L-2100形セミミク

ロポンプ（ナノ流量用ポンプは一部改造を行った）を，

10方バルブにはUpchurch社製の10-Port NanoPeakバ

ルブを使用した。10方バルブの切り替えはポンプから

のイベント信号で行ったので，（4）のコントローラは

不要であった。

次にナノフローグラジエント送液がどのように実現

されるかについて説明する。グラジエントはマイクロ

流量の低圧グラジエントポンプで作製され，ミキサー

（M）で十分混合されてから10方バルブに送られる。図

１の流路では，インジェクションループAにロードさ

れた後，背圧用コイルを通ってドレインに排出される。

この間，インジェクションループBにロードされてい＊北海道大学 大学院理学研究科 特任助教授（理学博士）

キャピラリ高速液体クロマトグラフィ－質量分析用
ナノフローグラジエント装置
Nanoflow Gradient Generator for Capillary High-Performance Liquid Chromatography

-Mass Spectrometry

出口　喜三郎
＊

AT10PV ナノグラジエント 装置 

10方 バルブ 

マイクロ 
フロー 
GR ポンプ 

A

B

C

ドレイン 

M

背圧 コイル 

インジェクションループ A
コントローラ 

Inj .

検出器 
(UV/MS)

キャピラリカラム 

サンプルインジェクタ 

AT10PVの動作原理 

ナノフロー 
シリンジポンプ 

ドレイン 

S

S

％ B

分 

100

50

0 5 10 15 20

インジェクション ループ B

図１　ナノフローグラジエント装置を用いたキャピラリHPLCの構成（点線枠で示された部分がAT10PV（Asymptotic Trace 10-Port Valve）ナノ
グラジエント装置）

右上部はAT10PVナノグラジエント装置の動作原理の説明図であり，元のマイクロ流量のグラジエントカーブ（実線）とそれをステップ状で追随
するナノ流量グラジエントカーブ（点線）を模式的に示している。
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ント再現性が非常に良いことが分かる。

図４は，BSA（Bovin Serum Albumin）（150fmol）

のトリプシン消化ペプチドをキャピラリカラム

（ODS,75μm×150mm）を使用し，流量200nL/minで

分析したクロマトグラムを示している（分析条件は図

下に記述）。ここでも連続6回のデータを重ね比較して

おり，表１には主なピークの保持時間の再現性がまと

められている。流量200nL/minでの相対標準偏差

（RSD）0.3％以下は，通常のマイクロ流量での再現性

結果と比較してもまったく遜色がないと言える。

4  ．キャピラリHPLC-ESI MSへの応用

“はじめに”にも述べたが，1984年に山下とFennお

よびAleksandrov等によりESIが開発されてすぐに，

図３　流量50nl/minでのグラジエントカーブの再現性（N=6）

溶離液A：水，B：0.2％ アセトン含む80％アセトニトリル溶液。他の条件は図2と同じ。挿入図は50 min付近の6回のナノフローグラジエントカー
ブの拡大を示す。

0.140.130.170.200.30RSD(%)

49.2345.55837.5535.92827.235Avg

49.2845.6037.6336.0327.256

49.2345.5737.5235.9227.235

49.2045.4937.4935.8927.154

49.3345.6537.6336.0027.393

49.1745.5237.5235.8927.202

49.1545.5237.4935.8427.191

RT(Pk5)RT(Pk4)RT(Pk3)RT(Pk2)RT(Pk1)Data No

表１ ピーク保持時間の再現性 

図４　BSAトリプシン消化ペプチド分析の再現性（流量200nL/min）

キャピラリカラム：Micro-Tech Scientific社製 VC-15-C18W-75（ODS,75μm×150mm）; 検出波長：214nm；溶離液A：0.1％ギ酸水溶液，B：
0.01％ TFA（トリフロロ酢酸）含む95％アセトニトリル溶液；　グラジエントプログラム（％B）： 0（0.0min）→ 100（60 min）→ 100（70
min）→ 0（70.1 min）.

図５　BSA（150 fmol）トリプシン消化ペプチドのマイクロHPLC-MS分析（流量200nL/min）

MS：AB社製Mariner；キャピラリカラム：NewObjective社製ProteoPep C18（ODS,75μm×50mm; 15μm Tip）; 溶離液A：0.1％ギ酸水溶液，
B： 0.1％ ギ酢酸含むアセトニトリル溶液；　グラジエントプログラム（％B）： 0（0.0min）→ 0（4.0 min）→ 50（40 min）→ 100（40.1 min）→
100（60 min）.

図２　ナノフローグラジエントの追随性と性能

A：マイクロフローGRポンプが流量100μL/minで作製した元のグラジエントカーブ；　B，C： AT10PVナノグラジエント装置で作製された流量
500nL/min（B），200nL/min（C）でのナノフローグラジエントカーブ；　溶離液A：水，B： 0.2％ アセトン溶液；　グラジエントプログラム
（％B）： 0（0.0min）→ 100（40 min）→ 100（80 min）→ 0（80.1 min）→ 0（105 min）; 検出波長：250 nm（センシュー社製SSC-5430検出
器）；　10方バルブ切り替え周期：1 min．
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ESIはLCとMSを結ぶ有力なインターフェイスになるで

あろうと期待された
（4）
。つまり，“第二世代”の幕開け

である。ちょうど時を同じくして，Karas，Hi l -

lenkammp，田中ら
（19,20）

によって開発されたMALDI

（Matrix Assisted Laser Desorption Ionization）法と

共に，現在最も汎用的なソフトイオン化法として使用

されるに至っている
（21）
。またこの間に，一層の高感度

化を目指してマイクロ/ナノESIが開発され
（22,23）
，マイ

クロHPLC-MSの主流になりつつある。次に，上述のナ

ノグラジエント装置をマイクロ/ナノESI MSに応用し

た例を示したい。

図５はBSA（150fmol）をトリプシン消化後，キャ

ピラリHPLC-ESI MSで分析した例である。使用したキ

ャピラリカラムはESIニードルを一体化させたNew

Objective社製ProteoPep C18（ODS, 75μm×50mm ;

15μm Tip）である。TIC（Total Ion Chromatogram）

やBIC（Base Ion Chromatogram）から分かるように，

UVでは検出できない多くのピークが見られる。図６は

主なピークの質量（MS）スペクトルとペプチドシーケ

ンス帰属を示している。このように感度（S/N）の良

いMSスペクトルが得られるのと同時に，１価イオンよ

りも2，3価イオンが強く検出されるのもナノESIの特

徴である。この例は流量200nl/minでの測定であるが，

流量50nL/minでも，ピーク保持時間の再現性の良い

（RSD1％以下）データが得られている
（18）
。

５．今後の展望

2003年は，“ヒトゲノムシーケンス”が解明され生命

科学にとって記念すべき年となった。また，その翻訳

により生体内で合成されるタンパク質や代謝系を網羅

的に解析する“プロテオーム（グライコプロテオーム

やメタローム含む）”や“メタボローム”の新たな幕開

けともなった。ハイスループットDNAシーケンスがゲ

ノム解析に大きな役割を果たしたのと同様に，複雑で，

極微量サンプルを対象とするプロテオーム解析やメタ

ボローム解析におけるキャピラリ（マイクロ）HPLC-

ESI MSへの期待は，今後一層高まって行くであろう。

特に，ダイナミックレンジが５桁以上にも及ぶ多成分

サンプルを分析対象とするこの分野では，キャピラリ

カラムのみならず分離システム全体の性能向上が一層

重要になる。従って，一種の分離モードから複数の分

離モードを組み合わせた”多次元HPLC＆HPCE”が分

離分析科学の分野で盛んに議論されている所以であり，

また近い将来，“第三世代”の到来を予感させるような

勢いでもある。ここで報告したナノフローグラジエン

ト装置が，多少なりともそれに貢献できればと願って

いる。

図６　BSA（150fmol）トリプシン消化ペプチドのMSスペクトルと同定（図5の8ピーク）
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U.D.C.621.385.833.032.21 : 535.376 : 544.6.076.324.4 : 537.533.35 : 57.086.3

1  ．はじめに

走査電子顕微鏡（SEM）は，物質の表面形状を三次

元的に観察できることから，材料分野のみならずライ

フサイエンス分野においても広く利用され，種々の生

体組織の立体微細構造の解明に役立ってきた。しかし

従来の二次電子を用いたSEM観察法では，細胞や組織

の化学的性状や物質を立体形状とともに解析をするこ

とはできない。そこでこの問題を克服するために二次

電子とは異なる信号（反射電子やカソードルミネッセ

ンス）による観察がこれまで試みられてきた。ここで

は，私たちが最近㈱日立サイエンスシステムズや物質

材料研究機構と共同で研究を進めてきた，カソードル

ミネッセンスの生物研究への応用について紹介する。

2  ．研究の経緯

私たちは㈱日立サイエンスシステムズと共同で超高

分解能低真空SEMの開発を行ってきた。これにより，

金属コーティング等の導電処理を施さなくても標本の

高分解能観察が可能となった。またこの研究開発の過

程で，超高分解能低真空SEMとカソードルミネッセン

ス（CL）検出法を組み合わせた新しいSEMを開発すれ

ば，生物試料の蛍光SEM観察が可能になるのではない

かという発想が生まれた。

カソードルミネッセンス（陰極蛍光；CL）は，電子

線が試料に照射された際に，物質から発せられる微弱

な光である。従来の高真空SEMでは，標本から発せら

れるCLが金属コーティングにより隠されるという難点

があったが，低真空SEMではこの問題が解決されるこ

とになる。その際，蛍光SEM観察法を実現するには，

低真空SEMに適したCL検出法の開発が必要であり，生

物試料の微弱蛍光に適した高感度化も重要である。そ

こでまず超高分解能低真空SEMにCL検出法を組み合わ

せた新しいSEMの開発を行った。

3  ．装置の概要（図１）

高真空SEMでは二次電子像を用いて立体形状像を得

るが，低真空SEMでは，反射電子像，吸収電流像を用

いて無コーティング試料の立体構造情報を得るのが一

般的である。したがってこうした像と同時に高感度の

CL像が得られるCL検出器が必要である。CL検出装置

はCLを集光するための集光ミラーと集光したCLを分

光部に導くための光ファイバーからなる集光部，CLの

分光と検出を行う分光部，および検出した信号を画像

として表示する画像処理部から構成される。そこで，

生物試料からの微弱なCLを検出するために，集光部に

短い作動距離（10mm）に対応した高効率集光ミラー

と低損失光ファイバーを採用し，分光部では，ダイク

ロイックミラーによる分光後，フォトンカウンティン

グ方式で光情報を検出する方法をとった。これにより，

生物試料から発生する微弱なCLを分光し検出すること

が可能となった。また，電子線照射による試料や染色

材料へのダメージを軽減するため，電子線の走査速度，

走査点数を適切に設定できる機能，さらに二次電子像

や反射電子像と同一視野のCL像を同時に取込む機能を

開発した。この新しいCL検出器を，低真空SEM（日

立 S-4300SE/N）に組み合わせたもので 生物試料への

応用を試みた。

4  ．生物試料への応用

4-1 伊東細胞の脂肪滴

肝臓の伊東細胞は，ビタミンAを細胞内の脂肪滴に

貯蔵することが知られている。このビタミンAは，特

有の自家蛍光を発することが知られているが，同時に

CLを発することも過去に報告されている
1）
。私たちは，

この伊東細胞の反射電子（BSE）像とCL像を低真空状

態で観察した。その際，ラットに事前にビタミンAを

過剰に投与して伊東細胞内の脂肪滴を増加させ観察し

やすいようにした。標本は，ホルマリンで固定した後，

厚さ100μmに薄切しシリコン板上に載せた。その後，

蒸留水に濡れた状態で試料室に入れ，冷却ステージで

０℃に冷却しながら，300Paから250Paの状態で乾燥さ

＊1 新潟大学　大学院医歯学総合研究科　顕微解剖学分野　大学院生

＊2 新潟大学　大学院医歯学総合研究科　顕微解剖学分野　助手　医学博士

＊3 新潟大学　大学院医歯学総合研究科　顕微解剖学分野　教授　医学博士

カソードルミネッセンスの生物研究への応用
Application of cathodoluminescence to biological studies

木村　英二
＊1
山田　貴穂

＊2
牛木　辰男

＊3

せ，40Paの低真空状態でBSE像とCL像を観察した。そ

の結果，伊東細胞に貯えられた脂肪滴はCL像で明るく

発光して観察された（図２）。肝臓の伊東細胞のビタミ

ンAのCL像は，かつてクライオSEMにCL検出器を組

み合わせた装置を用いた報告があるが
1）
，あえてクライ

オSEMという大がかりな装置を用いなくても十分なCL

強度とコントラストを有したCL像が得られることがわ

かった。また今回開発したCL検出装置が低真空下です

ぐれた性能を示すことも確認された。

R
G

B

制御PC

CL像 

画像処理 
装置 

制御PC

２次電子 
反射電子 試料 

CL

対物レンズ 電子線 

検出器 

集光ミラー 

光ファイバー 

CL検出器 

R B

分光部 

CL検出装置 高分解能低真空SEM

G

SEM像 

ディスプレイ 
装置 

図１　蛍光SEMの模式図

図２　ラット伊東細胞の反射電子像（左）とCL像（右）

伊東細胞内の脂肪滴がCLを発しているのが観察された。（加速電圧：7kV，観察倍率：900倍，温度：0度，真空度：
40Pa）

図３　ヒト染色体の二次電子像（左）とCL像（右）

染色体自体がCLを発しているのが観察された。（加速電圧：5kV，観察倍率：5,000倍，温度：10度，真空度：高真空下）

WD10.7mm 7.0kV ×900 50.0um WD10.7mm 7.0kV ×900 50.0um

WD10.9mm 5.0kV ×5.0k 10.0um WD10.9mm 5.0kV ×5.0k 10.0um
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4-2 ヒト染色体

培養したヒト正常リンパ球から作製した染色体の展

開標本を空気乾燥し，二次電子（SE）像とCL像を高

真空下で観察した。その結果，染色体自体が固有のCL

を発していることが確認された。染色体を展開する素

材として，炭素板とシリコン板を比較したが，炭素板

を用いた場合はSE像による染色体の表面形状がより明

瞭となり（図３），同一部位のSE像とCL像を一万倍の

高分解能で観察することができた。スペクトル分析で

は，染色体自体のCLの発光ピークは550nmあたりで，

200～800nmの広い範囲にわたってみとめられた。染色

体自体がCLを発することは，すでにHoughら（1976）

がハムスターの染色体のCL観察により報告していたが，

彼らの報告では400nmにピークが認められ，発光波長

の幅も狭く違いが認められた
2）
。これらの違いが何によ

るのかについては，今後の検討課題となっている。

4-3 既存の蛍光色素により分染した染色体

つぎに，既存の蛍光色素のCL観察における有用性を

確認するため，免疫染色を施した生体試料のCL像を観

察した。ヒト染色体にBrdUを取り込ませたのち免疫染

色を施すことで，それぞれの染色体を構成する2本の染

色分体の一方のみを染め分ける（分染する）ことがで

きる
3）
。この標本の光学顕微鏡像（図４）とCL像を比

較することで，既存の蛍光色素がCL像の観察に利用可

能かどうかを調べた。FITC，Rhodamine-Red X，

Alexa Fluor 488，Alexa Fluor 594，Qdot605など主要

な蛍光色素で分染した標本を観察したが，意外なこと

に蛍光色素からのCL像を観察することはできなかった

（図５）。そこで色素単体でのCL観察を行ったところ，

単体ではこれらの色素は微弱ながらそれぞれのフォト

ルミネッセンスに近い波長でCLを発していることがわ

かった。以上の結果から，染色したさいに色素のCL像

が観察されなかったのは，染色体自体のCL強度が蛍光

色素から発せられる微弱なCLを上回っているためと推

察された。

4-4 新たなCL観察用蛍光色素の開発

この問題を克服するためには，生体のもつCLをはる

かに上回るようなCLを発する新たな標識色素が必要と

考えた。そこで物質材料研究機構（関口隆史・及川英

俊主席研究員）と共同で種々の色素単体のCL強度の比

較を試み，有機錯体と無機蛍光体がもっともCL強度の

高い物質であることを明らかにした。有機錯体はその

サイズが小さく，またビオチン化などの処理により免
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疫染色での利用が可能となる。しかしCL強度が十分強

いとはいえず，染色したさいに色素のCLを優位に観察

することはできなかった。

一方無機蛍光体P43は，電子顕微鏡の観察板の塗料

として用いられておりCL強度は非常に強く，また耐電

子性にも大変すぐれている。そこでこの蛍光体を数百

nmのサイズに微細化し，ラット肝臓のクッパー細胞に

取り込ませそのCL像の観察を行った。その結果，クッ

パー細胞の中に取り込まれたP43の粒子がCL像で明瞭

に観察することができた（図６）。この無機蛍光体は現

段階ではまだ免疫染色などには使用できず，その利用

法は限られている。粒子をより小さくし，ビオチン化

等の処理を施すなど免疫染色での使用を可能にするた

めのいくつかの克服すべき課題が残されているのが現

状である。

5  ．まとめ

ここでは私たちが，新たに開発した蛍光SEMにより，

生体試料のCL像の高分解能観察を試みてきた成果を紹

介した。まずこの装置を用いることでビタミンAの固

有のCLや染色体のCL像が観察できたことを示した。つ

ぎに蛍光顕微鏡に使われている既存の蛍光色素が，CL

観察に適するかどうかを検討したが，色素単体ではCL

像が観察できても，その色素で標本を染色した場合は

試料自体のCLのほうが染色色素のCLにまさり，色素

のCL像の観察ができないことを示した。過去の報告に

は，これらの免疫染色標本のCL像が観察できたという

ものがある
4）5）
。この差が，観察条件，染色試料，標本

の種類などより生じる可能性は完全には否定できない

が，本研究を通じて，私たちは既存の蛍光色素による

CL観察には限界があると考えている。その点で耐電子

性にすぐれ，強い強度のCLを発する標識物の開発が強

く望まれる。こうした問題点が解決されれば，光学顕

微鏡と同様にCLで，二重，三重染色した標本の高分解

能観察も夢ではなくなるのではないだろうか？

本研究は，平成14，15年度地域新生コンソーシアム

研究開発事業（経済産業省　関東経済産業局）の助成

により行われた。また共同研究を行った㈱日立サイエ

ンスシステムズの皆さんと（独立行政法人）物質材料

研究機構の関口隆史・及川英俊氏に深謝いたします。
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図５　Rhodamine Red-Xにより分染した染色体のCL像

光学顕微鏡では分染が観察されたが，CL像では観察することはでき
なかった。（加速電圧：5kV，観察倍率：2,000倍，温度：室温，真空
度：高真空下）

図４　BrdUをもちいて分染した染色体

左：YOYO1により染色体全体が緑に染められている。
右：BrdU取り込み部位がQdot605により赤く染められている。

図６　無機蛍光体P43を取り込んだクッパー細胞　反射電子像（左）とCL像（右）

クッパー細胞内の蛍光体がCL像では明瞭に観察された。（加速電圧：10kV，観察倍率：3,000倍，温度：室温，真空
度：50Pa）

WD11.2mm 5.0kV ×2.0k 20.0um

WD10.7mm 10.0kV ×3.0k 10.0um WD10.7mm 10.0kV ×3.0k 10.0um
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ラウンジ：摩周湖の長期的モニタリングについて 〔4191〕

岸及び湖面への立ち入りは厳しく規制され，集

水域内に人為的な活動が無いのが特徴です。

摩周湖には流入／流出河川が無く，湖水の主

な供給源は湖面（集水域の約60％を湖面が占め

る）およびカルデラ壁に降った雨と雪などであ

ります。従って，もし湖水中の汚染指標元素お

よび化合物の濃度増加が観察された場合は，そ

れらが雨水および大気（浮遊粉塵等）経由であ

ることが容易に理解できるなどベースラインス

テーションとして最適の条件を備えているので

す。

すなわち「摩周湖の長期的モニタリング」を

行うことは，日本の水環境の監視，我が国の環

境汚染の把握に貢献する調査・研究であると密

かに自負しているところです。

本年10月には，この20年余の調査結果が国立

環境研究所の研究成果を中心にデータベースと

してまとめられます。我々の研究グループ（北

見工業大学）のデータもここに生かされること

になり感無量の思いです。しかもデータベース

出版記念講演会も北見工業大学で開催される予

定であることを付け加えさせていただきます。

最後に摩周湖に関して一つだけ苦いエピソー

ドを記します。それは1997年９月放映のNHKの

テレビ番組作成に協力したときのことです。摩

周湖を主題としたこの番組の制作に当たって，

我々北見工業大学の研究グループが全面的に協

力することになりました。デイレクターの方の

説明では，当初は“水の科学”が目的であり，

人為的汚染の最も少ない摩周湖水を水の典型例

としていろいろデータを示して欲しい等々，水

質調査・環境分析が中心的課題であるかの如き

依頼であったため安易に同意したのが失敗でし

た。数多くの要望に応えていろいろな録画撮り

に協力しましたが，いざ放映されたテレビの内

容を見て我々は唖然とさせられました。テレビ

の内容は摩周湖の神秘的美しさと周辺の素晴ら

しい景色を紹介しただけと言っても過言ではな

いものでした。

デイレクターの依頼に応じて測定したデータ

は全く没，国立環境研究所から提供した資料・

説明も一部だけ取り上げ他は殆ど没にされまし

た。何のために我々はあれだけ時間と労力を無

駄に費やしたのか，未だに許し難きこととして

記憶しております。ただ美しい摩周湖周辺の景

色を放映したかったのならば，我々に関係なく，

勝手に録画し放映すれば良かったのにと今でも

思い出すと怒りが込み上げてきます。あとにな

ってテレビの番組に詳しい人からいろいろ言わ

れた発言の中の一つになるほどと思い当たる発

言がありました。摩周湖は国立公園特別保護区

内にあるため摩周湖に立ち入るには環境庁など

の許可が必要で，摩周湖周辺の景色をテレビ撮

影するだけのためには許可がおりないので，北

見工業大学に許可をとらせることが一義的目的

だったのではないかと。教訓！“後悔先にたた

ず”でした。

18

THE HITACHI SCIENTIFIC INSTRUMENT NEWS〔4190〕 2004 VOL.47 No.1

摩周湖と言えば，神秘的ともいえる紺碧の湖

水の美しさを思いうかべる人が多いと思います。

湖水と湖上の気温との温度差のためか，北から

の冷たい気流が吹き込むためかは分かりません

が，摩周湖は霧に覆われることが多いため霧の

摩周湖として有名です。たまたま天候に恵まれ，

摩周湖の美しさを一望の下に見渡せたときは本

当に幸運な感じにさせられます。

摩周湖は観光名所としての役割のほかに，環

境科学の立場からは我が国における唯一の陸水

ベースラインステーションとしての役割を担っ

ていることを知って頂きたいと思います。「摩周

湖の長期的モニタリング」とは何かについての

理解を深めるために環境汚染問題について少し

述べます。

環境汚染状況の追跡は，従来は局地的，短期

的な変動に注目して行われてきました。一方国

規模さらに地球規模の汚染の進行も同時に予想

され，環境変化は規模が大きいほど対応も困難

になることは当然であります。国際的には1970

年代ころから地球規模の環境汚染問題に対して

も注目されはじめ，各方面からその対応が開始

されるに到りました。例えばWHO（世界保健機

関）とUNEP（国連環境計画）はUNESCO（国際

連合教育科学文化機関）およびWMO（世界気象

機関）と協力して世界中の表層水と地下水の汚

染状況を把握するための陸水モニタリングを行

う計画を立ち上げました。これが地球環境モニ

タリング計画/陸水プロジェクト（Global Envi-

ronmental Monitoring System/Water,

GEMS/Water）なのです。

GEMS/Waterプロジェクトの一環として，日

本国内の陸水の人為的環境汚染の状況を評価す

るためには，日本国内で汚染物質が存在しない

か，もしくはそれに近い比較参照地域（ベース

ラインステーション）を設ける必要があります。

ベースラインモニタリングステーションの必要

条件は水質変動が無く，かつ環境汚染物質が混

入した場合にその濃度が鋭敏に変動する湖沼水

が適すると考えられます。1980年代，国立公害

研究所（現，国立環境研究所）は日本国内におけ

る陸水域ベースラインステーションとしての湖

沼の選定に関する研究を行って，阿寒国立公園

内の摩周湖が国内ベースラインステーションと

して最適であることを明らかにしました。我々

の研究グループ（北見工業大学）は，1982年か

らこの調査研究に参加してきた経緯があり，

1994年からは国立環境研究所地球環境研究セン

ターのGEMS/Waterプロジェクトの一環とし

て，摩周湖の「長期的モニタリング」に取り組

むことになり，摩周湖水の採水および水質調査

を行うことになりました。

ここにベースラインステーションとしての摩

周湖の特徴についてのべます。

摩周湖は北海道弟子屈町の東部に位置する貧

栄養のカルデラ湖であります。約7000年前の摩

周火山の噴火によって形成されたと考えられる

摩周カルデラ内に水が蓄えられ，再噴火を経て

現在の摩周湖が形成されたのは約1000-1500年前

と考えられています。現在の摩周湖は最大深度

212 m，平均深度137 m，湖面積19.6 km
2
であり

ます。湖の周囲を高低差200-300 m程のカルデ

ラ壁が囲んでおり，湖岸への道路はありません。

また湖全体が国立公園特別保護地区であり，湖
＊財団法人 オホーツク地域振興機構　理事長

北見工業大学名誉教授・前学長　理学博士

ラウンジ

摩周湖の長期的モニタリングについて 
Lake Mashu as the long-term monitoring station

厚谷　郁夫＊　 

摩周湖の長期的モニタリングについて 
Lake Mashu as the long-term monitoring station

厚谷　郁夫＊　 
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解説：日立偏光ゼーマン原子吸光光度計　Z-2000シリーズ 〔4193〕

U.D.C.681.784.43 : 535.51 : 535.341 : 543.421

3  ．高精度・高感度分析

原子吸光光度計は原子が固有の波長の光を吸収する

現象を利用して溶液サンプル中の微量金属成分の含有

量を測定する装置である。飲料水，湖沼・河川水，工

場排水などの環境分野や，食品，石油化学，半導体な

どの産業分野，血液，薬品などのバイオ分野で幅広く

利用され，近年は，とくに環境分析に数多く用いられ

ており，高精度・高感度が要求されている。

3-1 フレーム分析

フレーム偏光ゼーマン法は安定したベースラインが

得られるため，Pb（波長217.0nm）の0.1mg/L [排水基

準値]レベルも精度の良い測定が可能である。図４に河

川水中に含まれるPbの分析例を示す。

3-2 グラファイトファーネス分析

デュアル検知方式による同一時間に取得する両偏光

成分の演算処理により，高精度のバックグラウンド補

正が可能である。加えてオートサンプラの炉内濃縮機

能により，Sb（波長217.6nm）の2μg/Lレベル [環境水

基準値]も精度の良い測定が可能となった。図５に河川

水中に含まれるSbの分析例を示す。

4  ．分析アシストで簡単操作･測定

分析中に測定の進行状況に応じて，操作画面にメッ

セージ表示と音声ガイダンスによる測定進行のサポー

トが可能である。図６にフレーム分析時のメッセージ

例を示す。

また，フレーム分析において，試料を注入すると装

置が適切な測定タイミングを判断して測定自動スター

トを可能としている。このため分析者は操作画面に表

示される吸光度モニターを見ながら測定タイミングを

監視するという作業から開放され，簡単に測定ができ

る。また，適切な測定タイミングで測定ができるので，

分析者の個人差による測定結果の差を抑えられる。

測定自動スタートの処理順序

①装置が分析元素，光源，時定数により異なるベー

スラインのノイズデータを予め記憶。

②測定モードに入ると常時，原子吸収信号を監視，

ノイズより大きい信号を検出して原子吸収の有無

を判断。

③原子吸収が有ることを判断後に，原子吸収信号の

安定度を1000ms（55データ）間の原子吸収変動幅

より判定（時定数に応じて判定基準を補正）。判定

基準内に入った時に測定を開始。

④測定終了後は原子吸収信号が規定レベルに下がる

のを待って次の測定に進む。

図７にフレーム分析の測定自動スタートタイミング

を示す。装置は測定自動スタートが働くと，分析者に
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1  ．はじめに

日立ハイテクノロジーズでは，2004年３月，Z-5010

シリーズ原子吸光光度計の後継機種として，一層の高

感度・高精度分析を可能にしたZ-2000シリーズを発売

した。シリーズのラインアップは，フレーム・ファーネ

ス両用機（Z-2000）と専用機化して小型化を図ったフ

レーム専用機（Z-2300），ファーネス専用機（Z-2700）の

３機種。全機種とも偏光ゼーマン法にデュアル検知方

式を採用することにより高感度・高精度化を実現した。

2  ．デュアル検知方式の採用により高精度・高感度化

偏光ゼーマン法の測定原理は，試料の原子に磁界を

加えると，磁場に平行な偏光成分の光は原子に吸収さ

れ，磁場に垂直な偏光成分の光は原子によりわずかし

か吸収されない。一方，分子や粒子などのバックグラ

ウンド成分は磁界が加えられても変化はない。これに

より２つの偏光成分を演算することでバックグラウン

ドによる吸収を除き，原子吸収信号だけの値が得られ

る。

従来はこの２つの偏光成分を時分割で平行偏光成分

と垂直偏光成分を交互に信号を取り込んで演算処理を

していたが，Z-2000シリーズでは２つの偏光成分の光

に対して，各々に検知器（光電子増倍管）を有する。

これにより，時分割での取り込みが不要となるため，

信号の取り込み時間が２倍，かつ同一時間に取得した

両偏光成分の演算処理が可能となる。図２にZ-2000の

光学系を示す。

図３に当社従来装置とZ-2000のグラファイトファー

ネスで，As（波長193.7nm）1μg/Lの標準液を40μL

注入し，同一条件で測定した結果を示す。ノイズ幅が

従来比50％となったため，測定信号のピークがより明

確となり高感度分析が可能となる。

日立偏光ゼーマン原子吸光光度計　Z-2000シリーズ
Z-2000 Series Hitachi Polarized Zeeman Atomic Absorption Spectrophotometer

解　　　　説

戸辺　早人
＊

＊㈱日立ハイテクマニファクチャ＆サービス　設計部

図１　Z-2000シリーズ原子吸光光度計の外観

図２　Z-2000の光学系

図３　Z-2000ノイズレベル

図４　フレームによる河川水中Pbの定量

図５　ファーネスによる河川水中Sbの定量

図６　操作画面上のメッセージ表示例

図７　フレーム分析　自動スタートタイミング

平行偏光成分用
検知器垂直偏光成分用

検知器

当社従来装置

Z-2000
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解説：H-9500高分解能TEMの特長とその応用 〔4195〕

U.D.C.621.385.833 : 621.383.7 : 681.3.02 : 002.5

1  ．はじめに

近年，透過電子顕微鏡（TEM）のニーズは多様にな

ってきている。特に半導体やナノテク分野では界面に

おける原子配列状態や超薄膜の膜厚など，材料を原子

レベルで評価する高分解能TEMのニーズが高まってい

る。

加速電圧300kVのH-9500は，TEM像撮影用高感度

CCDカメラを本体PCにインテグレーションしており，

操作や撮影データ管理の簡便化を図っている。

今回は，H-9500の特長とその２，３の応用例につい

て紹介する。

2  ．システムの構成

図１にH-9500の外観を示す。操作テーブルは装置本

体から右側に湾曲した形状となっており，その上の操

作盤は自由に位置を変えられるようになっている。

PCの搭載により操作が格段に容易になった。例え

ば，加速電圧印加からフィラメント点灯までが自動化

され，操作盤上のボタンを押すだけで，５分後には像

観察が可能です。また，５軸試料ステージの採用によ

り傾斜角度（α, β）と試料位置（x, y, z）記憶や試料

の自動移動なども可能になった。

インテグレーションされた高感度CCDカメラを用い

ると，高倍率でも焦点合わせが容易に行え，高精細な

TEM像をデジタル記録することができる。さらに，撮

影されたTEM像には撮影倍率，試料位置などの撮影条
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「測定開始」，「終了」，「次の試料注入」のタイミング

を音声ガイダンスにより案内する。

5  ．ゼーマンバックグラウンド補正による水素化物発

生装置を用いたAs分析

フレーム分析でのAs分析には水素化物発生法を用い

る。図８に水素化物発生法分析の原理図を示す。

測定原理は水素化物発生装置により発生させた水素

化Asを加熱吸収セルに導入してフレームによる加熱分

解によって生成されるAsの原子吸収を測定する。Z-

2000では加熱吸収セルに磁場を加える構造を開発し，

ゼーマンバックグラウンド補正での水素化物発生法の

分析を可能とした。図９に水素化物発生法フレーム分

析によるAs標準液の測定データを示す。ゼーマンバッ

クグラウンド補正により安定したベースラインが得ら

れるため，10μg/L [上水，環境水基準値] レベルも精

度良く測定が可能。

6  ．操作面での使いやすさを向上

Z-2000では測定中の原子吸収信号とバックグラウン

ド信号がリアルタイムでモニターできる。また，一つ

のウィンドゥで，モニター・原子化プロファイル・分

析結果・検量線が表示されるので，一連の分析操作が

画面を切り替えることなく可能である。図10に測定画

面を示す。

さらに自動装置診断機能を搭載して，信号安定度，

感度等の基本性能の診断が可能であり，これにより稼

働性能適格性確認（OQ）に役立つ。

7  ．まとめ

以上，Z-2000シリーズ原子吸光光度計の特徴を紹介

した。近年の社会の環境への関心の高まりは，元素分

析装置の市場に追い風となっている。また，食品分野

においても管理・分析のニーズが高まっており，Z-2300

形フレーム分析専用機はそういった市場にも合わせた

製品となっている。元素分析装置の中での原子吸光光

度計の優位点は，①夾雑物が多い試料への強さ，②微

量サンプルへの対応，③前処理の簡易さ，④省スペー

ス，⑤低ランニングコストであり，この点についても

注力した製品となっている。今後は，環境，食品，材

料，化学，半導体，血液，薬品など様々な分野の分析

アプリケーションの積み上げを行い，市場ニーズへの

対応を行う。

図８　水素化物発生法分析の原理図

図９　水素化物発生法フレーム分析によるAs測定データ

図10 測定画面

モニター

ガイダンス

検量線

装置状態

分析結果 原子化プロファイル

H-9500高分解能TEMの特長とその応用
The features of H-9500 high resolution TEM and its applications

植木　泰光
＊1
谷口　佳史

＊2

＊1 ㈱日立サイエンスシステムズ　那珂カスタマーセンタ

物性評価部

＊2 ㈱日立ハイテクノロジーズ　ナノテクノロジー製品事業部

那珂事業所　エレクトロニクス第一設計部

図１　H-9500の外観
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解説：新規ポリアミノポリカルボン酸型キレート樹脂を用いた固相抽出剤の紹介 〔4197〕

U.D.C.678.744 : 547.415.1-32 : 577.112.388 : 547.292 : 54.145.4 : 543.245.2 

1  ．はじめに

地球化学，環境化学の分野において水試料中微量成

分の測定の需要は大きい。測定目的成分の分離・濃縮

の手段として，従来は溶媒抽出法が主流であったが，

抽出操作の煩雑さや操作に熟練を要すること，有機溶

媒の多量使用による環境への配慮などから，溶媒抽出

法から固体の抽出剤を用いて抽出を行う固相抽出法へ

の転換が進んできている。今回，日立ハイテクノロジ

ーズでは，ノビアス（NOBIAS）シリーズ固相抽出剤

６種の開発を行なった。ここでは，これらの中でも，

キレート樹脂を用いた金属用固相抽出剤について紹介

する。

微量金属の測定には電気加熱原子吸光，ICP－AES，

ICP－MSなどが用いられている。これらの装置ではμ

g/L～ng/Lの金属を測定可能であるが，測定感度や精

度は試料中の共存成分により大きく左右される。直接

分析が困難な場合，キレート樹脂固相抽出剤を用いて

濃縮する方法が検討・報告されている
1）
。現在市販され

ているキレート樹脂固相抽出剤は，官能基としてイミ

ノ二酢酸（IDA）を持つものが主流である。今回，新

しいキレート樹脂固相抽出剤として，ポリアミノポリ

カルボン酸（PAPC）型官能基を持つキレート樹脂固

相抽出剤を開発した。本稿では，既存キレート樹脂固

相抽出剤であるイミノ二酢酸型（IDA型）との比較を

行いながら，新規キレート樹脂固相抽出剤NOBIAS

Chelateの特長について紹介する。

2  ．新規高選択性キレート樹脂固相抽出剤の基本構造

現在市販されているキレート樹脂の多くは，基材樹

脂として多孔質のポリスチレンジビニルベンゼン共重

合体を用いこれにIDA型官能基を導入したものである。

IDA型官能基は試料中の多くの陽イオン性遷移金属を

捕捉し濃縮することが論文等ですでに報告されており，

その有効性は立証されている。しかし，海水等のよう

にアルカリ金属，アルカリ土類金属を多量に含む試料

を測定する場合，抽出液にアルカリ金属，アルカリ土

類金属が残存するという欠点があった
2）
。

今回IDA型官能基の欠点を補い，さらに選択性の高

いキレート官能基を持つPAPC型キレート官能基を開

発した。

PAPC型キレート樹脂の電子顕微鏡写真を図１に示

す。今回開発したPAPC型キレート樹脂固相抽出剤に

はNOBIAS Chelate-PA1，NOBIAS Chelate-PA2の2種

類がある。基材樹脂にはChelate-PA1は親水性の多孔

性メタクリレート系架橋ポリマーを，Chelate-PA2は

親水基を持つ多孔性の疎水性架橋ポリマーを用い，何

れもポリアミノポリカルボン酸型，つまりエチレンジ

アミン三酢酸とイミノ二酢酸を導入した混合型官能基

構造となっている。今回はPAPC型キレート樹脂固相

抽出剤Chelate-PA1による測定データを紹介する。

3  ．新規高選択性キレート樹脂固相抽出剤の特長

3-1 PAPC型キレート樹脂固相抽出剤の金属捕捉特性

PAPC型キレート樹脂は，既存のIDA型キレート樹

脂と大きく異なる捕捉挙動を示す。PAPC型キレート

樹脂固相抽出剤Chelate-PA1とIDA型キレート樹脂固

相抽出剤Chelate-PA2の金属捕捉特性を図２に示す。図

２からわかるように，PAPC型キレート樹脂では陽イ

オン性遷移金属の多くがpH3～9程度の間で捕捉される

が，pH7未満ではアルカリ土類金属がほとんど捕捉さ

れない。この点は，IDA型キレート樹脂にない大きな

特長である。従って試料のpHを7未満に調整し固相抽

出を行うと，試料中のアルカリ土類金属を捕捉するこ

となく陽イオン性遷移金属のみを濃縮することが可能

となる。
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件が一緒に保存される。その撮影条件をもとに保存さ

れたTEM像を検索することも容易に行える。

3  ．応用例

図２はSiデバイスの観察例である。下からSi基板，酸

化膜，多結晶Siであり，Si基板の最表面には矢印で示

したように原子面のステップが観察されている。酸化

膜の膜厚が薄くなるにつれこのようなSi基板最上部の

原子レベルの観察が重要となってきている。

図３はナノテク材料に用いられる窒化珪素（Si3N4）

の結晶構造像である。白く見えているところは空間で，

それを囲むように６個のSi原子が観察されている。

図４は触媒の観察例で，試料はTiを骨格に含むゼオ

ライト（Ti-YNU-1）である。一般にゼオライトは電子

線照射損傷を受け易く，格子像撮影などの高分解能撮

影が困難である。今回の撮影に際しては高感度CCDを

用い，電子線照射量を通常のフィルム撮影の約1/10に

抑えた。

まとめ

以上のように，H-9500は高分解能観察機能と，高い

安定性と操作性を兼ね備えた電子顕微鏡で，半導体や

ナノテク分野での活躍が期待される。

図２　Si デバイスの高分解能観察例

図３　窒化珪素（Si3N4）の構造像

図４　Ti を骨格に含むゼオライトの高分解能TEM像

（試料御提供：横浜国立大学大学院工学研究院　辰巳 敬先生）

新規ポリアミノポリカルボン酸型キレート樹脂を用いた
固相抽出剤の紹介
Introduction of the solid phase extraction using new poly-amino poly-carboxylic

acid type chelating resin

山本　和子
＊
坂元　秀之

＊
白崎　俊浩

＊

小野　哲義
＊＊
世津　育明

＊＊
小沼　哲昭

＊＊＊

樹脂全体像　　　　　　　　　　一部拡大像
図１　PAPC型キレート樹脂の電子顕微鏡写真

＊　　　㈱日立サイエンスシステムズ　那珂カスタマーセンタ

＊＊　　㈱日立ハイテクノロジーズ　バイオシステム設計部

＊＊＊　㈱日立ハイテクノロジーズ　マーケティング部
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解説：新規ポリアミノポリカルボン酸型キレート樹脂を用いた固相抽出剤の紹介 〔4199〕

PAPC型キレート樹脂固相抽出剤Chelate-PA1とIDA

型キレート樹脂固相抽出剤Chelate-PA2を用いて，

NRC・CNRC SLRS-4 河川水標準試料を抽出・濃縮後，

その抽出液をMIP/MSを用いて測定した。固相抽出液

のマススペクトルを図４に示す。Chelate-PA1を用い

た固相抽出液に含まれるNa,Mg,K,Caの信号は小さく，

数μg/L程度であった。一方，IDA型キレート樹脂を

用いた固相抽出液ではNa, Mg, K, Ca何れの信号も飽和

している。この結果から，PAPC型はIDA型に比べ，

アルカリ金属，アルカリ土類金属の捕捉性が低く，溶

出液中に残存するアルカリ金属，アルカリ土類金属の

濃度を極めて低くできることがわかった。

Chelate-PA1を用いて，NRC・CNRC SLRS-4 河川

水標準試料中の金属を測定した結果を表１に示す。
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3-2 PAPC型キレート樹脂固相抽出剤の操作方法

PAPC型キレート固相抽出剤の操作手順を図３に示

す。操作は次の手順で行う。

① 固相抽出剤のコンディショニングを行う。アセト

ンを流して樹脂を膨潤させた後，硝酸を流し樹脂の

洗浄を行う。その後0.1M酢酸アンモニウム溶液を流

してコンディショニングを完了する。

② 試料に酢酸アンモニウムを0.1Mになるよう加えた

後，硝酸またはアンモニア水でpH5～6になるよう調

整する。

③　固相抽出剤に試料溶液を通水する。

④ 超純水10～20mLを固相に流して樹脂に残った試料

を洗い流す。pH5～6ではアルカリ土類金属は固相に

ほとんど捕捉されないため，Ca等を除去するため何

度も固相を洗浄する必要はない。

⑤ 固相に3M程度の硝酸を流し，捕捉された金属を溶

離させる。

⑥　⑤の溶離液を定容し測定試料とする。

4  ．PAPC型キレート樹脂固相抽出剤を用いた試料の

測定例

4-1 河川水標準試料の測定例

図３　PAPC型キレート樹脂固相抽出

単位 ： μ ｇ/ L

測定  m/z  51  55  60  63  64  98  

元素名  V  Mn  Ni  Cu  Zn  Mo  

認証値  0.32 ± 0.03 3.37 ± 0.18 0.67 ± 0.08 1.81 ± 0.08 0.93 ± 0.10 0.21 ± 0.02 

測定値  0.34 ± 0.01 3.19 ± 0.02 0.67 ± 0.01 1. 77± 0.01 1.02 ± 0.01 0.19 ± 0.01 

表１　PAPC型キレート樹脂固相抽出剤による
NRC・CNRC SLRS-4 河川水標準試料の測定結果

単位: m g / L

 Ca  Mg  Na  Sr  

PAPC 型  0.02  0.0 4 0.00  0.00  

IDA 型  35.36  60.04  16.36  0.48  

表２　NRC・CNRC CASS-4 海水標準試料溶出液中の
アルカリ金属，アルカリ土類金属の測定結果

単位 ： μ ｇ/ L

測定  m/z  55  56  59  60  

元素名  Mn  Fe  Co  Ni  

認証値  2.78±0.19  0.713±0.058  0.026±0.003  0.314±0.030  

測定値  2.68±0.14  0.674±0.058  0.023±0.002  0.319±0.012  

測定  m/z  63  64  98  114  

元素名  Cu  Zn  Mo  Cd  

認証値  0.592±0.055  0.381±0.057  8.78±0.86  0.026±0.003  

測定値  0.550±0.023  0.377±0.037  8.42±0.48  0.023±0.006  

表３　PAPC型キレート樹脂固相抽出剤による
NRC・CNRC CASS-4 海水標準試料の測定結果

ノ ビアス (NOBIAS ) シ リ ーズ     

  分離 モ ード  母体  末端基 (官能基 ) 交換容量 (金属捕捉 )  

Ｒ Ｐ － ＯＤ １  逆相  メタクリレート  オ クタ デ シル 基  －  

      (C18)    

Ｒ Ｐ － ＳＧ １  逆相  ジビニルベンゼン フ ェ ニル 基  －  

    メタクリレート 共重合体 

ジビニルベンゼン 

メタクリレート 共重合体 

 水酸基     

Ｉ ＯＮ － ＳＣ １  陽 イオン 交換  親水性 メタクリレート  ス ルホ 基  0.6meq/g  

       (イオン 交換容量 )

(イオン 交換容量 )

 

Ｉ ＯＮ － ＳＡ １  陰 イオン 交換  親水性 メタクリレート  四級 ア ン モニウム 基  0.6meq/g  

         

CHELATE - PA1  キレート  親水性 メタクリレート  *PAPC 基  0.25mmol/g  

       (金属捕捉量 )

CHELATE - PA2  キレート  *PAPC 基  0.2mmol/g  

      (金属捕捉量 )  

*PAPC基 ： ポリアミノポリカルボン 酸型 

表４　新規固相抽出剤の基本特性

図２　PAPC型キレート樹脂とIDA型キレート樹脂における金属捕捉特性

図４　固相抽出後のSLRS-4の定性スペクトル
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U.D.C.681.785.423 : 621.381/.39 : 681.772 : 771.351.1 

1  ．はじめに

U-4100形分光光度計は2000年3月の発売より，2003

年下期にトータル出荷台数460台を超えるに至った。こ

のように出荷台数を伸ばした要因には，本製品の品

質・性能によるところが大きいことは当然であるが，

一方，分光光度計を用いた固体試料測定ニーズの増加

や，その内容の変化も大きな要因となっている。

本稿ではU-4100形分光光度計における，最近の測定

アプリケーション動向について解説する。

2  ．需要動向

IT関連市場の増大により，分光光度計市場において

も同市場関連部品の測定ニーズが増加している。この

ような業界の近年に顕著な特徴として，光学部品の小

型化，高機能化，そして用途の多様化が挙げられる。

例を挙げると，従来分光光度計で測定される小型レ

ンズの大半はCD・DVDのピックアップ用途が大半で

あったが，今では携帯電話用カメラレンズ測定ニーズ

が増加している。こうした携帯電話用カメラレンズは

可視域で透過率が高い反面，近赤外光は透過させない

必要があるため，その表面には高機能膜を膜付けして

いる。さらにこうしたカメラレンズは高付加価値デバ

イスのトレンドにも押され，PDA，ノートPC等様様な

デバイスで使用されることが一般的になっている。

また，IT関連市場以外にも高機能性材料評価ニーズ

は増加している傾向となっている。本稿では3.4項に述

べる近赤外域反射率測定等が一例として挙げられる。

3  ．測定用アプリケーション解説

3-1 微小サンプル測定

先に述べたようにDVD・CDのピックアップレンズ

評価ニーズが増加傾向である。

U-4100形では同需要への対応として，微小レンズ測

定付属装置を準備している。本付属装置は集光レンズ，
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Chelate-PA1による分析結果はV, Mn,Ni, Cu, Zn ,Moの

何れも認証値の範囲内の値を得ることができた。

4-2 海水標準試料の測定例

Chelate-PA1とIDA型キレート樹脂固相抽出剤を

用いて，NRC・CNRC CASS-4 海水標準試料を抽

出・濃縮後，その抽出液をMIP/MSを用いて測定した。

抽出・濃縮操作は，3-2の操作手順に従って行った。海

水50mLを固相抽出剤に通水した後，純水10mLにて固

相抽出剤を洗浄し，3M硝酸で捕捉された金属を溶出し

全量を5mLとした。溶出液中に含まれるアルカリ金属，

アルカリ土類金属の濃度を表２に，金属の測定結果を

表３に示す。表２からわかるように海水溶出液におい

てもChelate-PA1では固相を純水10mLで1回洗浄する

だけでアルカリ金属，アルカリ土類金属を除去でき，

溶出液にほとんど残留することはない。しかし，IDA

型キレート樹脂固相抽出剤では多くのアルカリ金属，

アルカリ土類金属が固相に捕捉されているため，更に

洗浄を重ねる必要があることがわかる。また，表３の

溶出液中金属の測定結果においてChelate-PA1による

分析結果は認証値の範囲内の値を得ている。特に，海

水試料においてIDA官能基では回収率が50％程度に下

がると報告
1）
のあるMnにおいても認証値の範囲内の値

が得られる点は注目に値する。また，溶出液中にCaが

ほとんど含まれないため，Caの分子イオン干渉が問題

となる56Fe,60Niにおいても分子イオンの干渉を受ける

ことなく測定が可能である。

5  ．まとめ

今回紹介した新規高選択性キレート樹脂固相抽出剤

は河川水，海水などのようにマトリックスとしてアル

カリ金属，アルカリ土類金属が多量に含まれている試

料中の陽イオン性遷移金属の測定に有効であることが

わかった。

本キレート樹脂固相抽出剤は，今回検討を行った環

境水分野の試料のみならず，工業分野，医用分野への

応用も可能と考えられる。

今回新規開発したNOBIASシリーズ固相抽出剤の基

本特性について表４に示した。逆相型固相抽出剤RP-

OD1及びRP-SG1は，主として農薬など一般的な有機化

合物の分離・濃縮に，イオン交換型固相抽出剤ION-

SC1及びION-SA1は，イオン性の有機物質あるいは無

機物質の分離・濃縮に使用される。キレート樹脂固相

抽出剤以外の固相抽出剤の詳細は，次の機会に紹介す

る。

参考文献
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のイミノ二酢酸キレート樹脂ディスク予備濃縮／誘

導結合プラズマ質量分析法による定量，分析化学，

51，539－544（2002）

U-4100形分光光度計用アプリケーションのトレンド
Application trend for U-4100 Hitachi UV-VIS-NIR Spectrophotometer

株木　耕平
＊

＊㈱日立ハイテクマニファクチャ＆サービス　設計部

図１　U-4100形分光光度計　固体試料測定システム

図２　微小サンプル測定付属装置

（左）微小サンプル測定付属装置。光束をレンズでサンプルに集光，
サンプルホルダ背面に全球積分球を配置し，透過光を検知する。
（右）微小サンプルホルダ。サンプルサイズに合わせて形状・サイズ
をカスタマイズすることが可能。

図３　高機能膜付サンプルの測定例

高機能膜付平板サンプルの透過率測定結果。デジタルカメラ用レンズ
は，可視域では高透過率，近赤外域では低透過率な特性が必要である。
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4  ．まとめ

以上，U-4100形分光光度計を用いた最近のアプリケ

ーション動向について述べた。

U-4100形分光光度計では，標準の大形試料室に特別

付属装置を組み合わせることで，従来にない新しいサ

ンプルについても柔軟に測定対応することを可能にし

ているが，一方，その測定内容は研究・開発用途より，

むしろ顧客製品出荷時の品質管理用途となる傾向がよ

り強くなっている。そのため，単純な測定アプリケー

ション対応だけではなく，品質管理設備としての機能

を要求される場合が増えている。従って，今後の製

品・アプリケーション開発内容にも，品質管理設備と

しての需要をどのように取り込んで行くかが今後の製

品課題である。
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参照光絞りとサンプルホルダにより構成されており，

サンプルホルダ部を測定サンプルに合わせて製作・交

換することで，多様化するサンプル形状・サイズに対

応することが可能である。なお，本付属装置は顧客に

よりサンプルサイズ・形状が多岐に渡る為，対象顧客

毎の受注生産品である。

3-2 微小プリズム測定

IT関連では主として液晶プロジェクター内部に用い

られ，RGBの３色を合成する役目を果たす場合が多い。

またDVDプレーヤ内部にも微小プリズムは用いられる。

この場合には光源は単色光であるが，微小プリズムは

光路を２つに分けるビームスプリッタとしての役目を

果たしており，これらのうち片方の光はデータ読み取

りに用いられるが，もう片方の光はDVD光源出力補正

のためのフィードバック用参照光として用いられる。

U-4100形では入射角度，出射角度が45度固定となる

場合には微小プリズム測定付属装置，それぞれ角度を

変えて測定行う場合には角度可変絶対反射付属装置

（プリズム測定は受注対応）を用いることで，微小プリ

ズム測定関連の様々なニーズに対応している。

3-3 偏光測定

液晶デバイスの両端に貼り付けられる偏光フィルム

の光学特性評価・管理にも分光光度計は用いられる。

液晶用偏光フィルムの評価は偏光特性，透過率測定が

主となるが，多機能材料の開発用途ではリタデーショ

ン（位相差）測定のニーズもあり，偏光を利用した材

料では多くの工程で分光特性評価の需要がある。

3-4 近赤外域反射率測定

近赤外域では高機能性反射塗料・材料測定のニーズ

が高まりをみせている。こうした材料は熱を内部に伝

えることなく，可視域では通常塗料・材料と同様の色

合いを持つ。結果としてこうした材料は，直射日光に

晒されており，さらに見た目には黒色であるにも関わ

らず，表面が熱くなりにくいという一風変わった特性

を持つ。こうした材料は，飛行機の表面塗装や，屋外

プールのタイル表面にも使用されている。また，ヒー

トアイランド現象緩和の施策として，道路や高層ビル

表面に使用される場合もある。

こうした材料は，その使用用途から様々な方向から

視認される必要があるため，拡散反射性を有するもの

が多い。そのため通常の正反射測定付属装置を用いた

反射測定ではなく，積分球背面にサンプルを配置する

ことによる，拡散反射測定を行うことで，特性評価が

可能となる。

図４　プリズム測定用付属装置

（左）微小プリズム測定付属装置（入射角度は45度固定）
（右）角度可変絶対反射付属装置（プリズム測定は受注対応）

図６　リタデーション測定概念図（透過測定時）

分光器から出射する光は様々な偏光成分を含むため，
偏光子を用いることで，S偏光（もしくはP偏光）成分
のみを取り出し，サンプルへ照射する。サンプルが複
屈折性を持つと透過光の偏光状態が変化するが，サン
プル背面に配置された検光子がS偏光状態の場合とP偏
光状態の場合に分けて測定を行うことで，複屈折性を
持つサンプルのリタデーション（位相差）測定が可能
となる。

図７　リタデーション

（左）偏光板測定付属装置（受注生産品）
（右）複屈折フィルムの リタデーション測定結果

図８　積分球による全反射測定

積分球を用いることで，拡散反射成分も取り込んだ測定が可能となる。

図５　プリズム反射率測定例

赤，黄，青，３種プリズムの反射率を測定，反射されない光はプリズ
ムを透過する。

図９　熱反射性材料測定例

（左）高反射塗料の反射スペクトル例。近赤外域で高反射，可視域では低反射率のため，見た目に
は黒く見えるが，塗布物内部に熱を透過させない。
（右）高反射道路敷設材料の反射スペクトル。一般的な材料と比較すると，反射特性の違いが明確
に分かる。
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山田満彦　望月康平

（株式会社日立サイエンスシステムズ）

１．医学生物学電子顕微鏡技術学会（2004・4/23-25, 大阪）
西村（日立サイエンスシステムズ），他：低真空SEMによる含水試料観察技術と今後の展開

２．The International Society for Optical Engineering (SPIE)  (2004・2/23-26, California, USA)

諸熊（日立ハイテクノロジーズ），他：New technique to reconstruct effective 3D profile
from tilt images of CD-SEM

【要旨】LSI構造の縮小/複雑化が進む中で，そのプロセスにおいては測長SEMによる三次元構造
計測の重要性が増している。今回は試料表面での二次電子放出が電子ビーム入射角に依存するこ
とを利用した逆ステレオマッチング法を用い，図１のように二次電子信号強度プロファイルから
三次元形状を再構築す
るアルゴリズムを考案
した。この手法をレジ
ストパターン計測に応
用した結果，図２に示
すように再構築プロフ
ァイルが断面構造と良
く一致し，しかも他の
手法に比べてS/Nの低
い信号に対して極めて
安定に動作することを
確認した。

３．8
th
Asia-Pacific Conference on Electron Microscopy (2004・6/7-11, Kanazawa, Japan)

小柏（日立ハイテクノロジーズ），他：Evaluation of depth of focus expanded by image processing.
稲田（日立ハイテクノロジーズ），他：Development of automatic adjustment functions for the

HD-2300 scanning transmission electron microscope.
中山（日立サイエンスシステムズ），他：Natural-SEM-CL system for biological application.
中澤（日立サイエンスシステムズ），他：Automated specimen tilting system of H-7600 trans-

mission electron microscope for three-dimensional
tomography and its application.

石谷（日立ハイテクノロジーズ），他：Limiting parameters of TEM/STEM sample preparation
using a focused ion beam: aspects of ion-sample interaction.

今野 （日立サイエンスシステムズ），他
：Site specific sample preparation for high
resolution 3D TEM observation.

【要旨】TEMによる原子レベルの高分解能局
所領域三次元観察法を開発した。局所領域か
らの試料摘出にはFIBマイクロサンプリング法
を用い，試料はピラー状に加工した。ピラー
状試料の仕上げ加工には加速電圧10kVのFIB
を用いた。また，観察には試料回転機構を備
えたFIB-TEM共用試料ホルダを用いた。今回
は図３aのように150×150nm

2
のSi単結晶ピラ

ー状試料を作製し，多方向からのSi（111）面
の結晶格子（間隔0.314nm，図３b）やSi
（220）面結晶格子（間隔0.19nm）の観察を行
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い，本方法の実用性を確認した。

砂小沢（日立ハイテクノロジーズ），他：A method to measure the image drift from a high-mag-
nification and high-speed online image series with low
S/N ratio.

武藤（日立サイエンスシステムズ），他：PE scattering volume and SE/BSE signal informa-
tion from CNT containing Fe.

【要旨】ナノテクノロジーの発展に伴って，SEMの観察対象は急速に微細化している。こうした
微細構造の観察で，像コントラスト形成要因を把握することは信憑性のある像解釈を行う上で欠
かせない。今回はFe含有カーボンナノチューブで得られる像コントラストを様々な観察条件で評
価した結果，図４a）～c）に示すようにFe部位のコントラストは入射電子の試料内散乱領域（加
速電圧と試料密度に依存）と密接な関係があることが分かった。すなわち，ナノメータオーダの
構造ではその大きさと散乱領域がほぼ等しくなる観察条件で反射電子放出数が最大となり，それ
は二次電子像コントラストにも影響を与える。

上野（日立サイエンスシステムズ），他：Development of specimen holder for in situ TEM
observation of the voltage applied nanomaterials.

矢口（日立サイエンスシステムズ），他：High temperature in situ electron microscopy using a
dedicated scanning transmission electron microscope.

橋本（日立ハイテクノロジーズ），他：Development of H-7650 digital transmission electron
microscope.

多持（日立サイエンスシステムズ），他：Introduction to Hitachi SEMs: their features, functions,
and applications.

４．第９回LCテクノプラザ（2004・2/2～3，東京）
井上（日立サイエンスシステムズ），他；陽イオン交換樹脂を用いたアミノ酸分析における高分離

高速化の検討
石川（日立サイエンスシステムズ）他；有機酸分析における高分離化の検討

５．PITTCON 2004（2004・3/7-12, Chicago, USA）
坂元（日立サイエンスシステムズ），他；Rapid determination of major and ultra trace elements

in terrestrial water by ICP/three dimensional quadru-
pole mass spectrometer.

井上（日立サイエンスシステムズ），他；Development of amino acid analysis by the post-col-
umn ninhydrin method using new positive ion-
exchange resin.

【要旨】アミノ酸分析法としてポストカラムーニンヒドリン法は，蛋白質，食品，生体液等の分析
に広く用いられている。しかし，内標としてノルロイシンを用いる場合，分析時間の長時間化，
分離の悪化が避けられなかった。今回，新規に3μm径の陽イオン交換樹脂を開発し，アミノ酸分
析専用機に装着し最適条件を検討した。その結果，ノルロイシンを含む生体液，蛋白質糖の試料
において，ノルロイシンを含まない従来法と同等の時間で良好な分析ができる手法を開発できた。

図４　Fe内包カーボンナノチューブ観察における二次電子像コントラストの加速電圧依存性

図３　今回作製した微小ピラー状Si試料とSi（111）の結晶
格子像

Is(x)

h(x)

x

二次電子強度 
Is(x)

推定三次元形状 
h(x)

x
図２　再構築三次元形状プロ

ファイルと同一部位の
SEM断面像との比較

図１　二次電子強度変化とステレオマッチング法で
見積もられた三次元形状プロファイル
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６．52
nd
ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics（2004･5/23-27,

Nashville, USA）

伊藤（伸）（日立ハイテクノロジーズ）；Nanoflow Gradient Generator for Nano Hight-Per-
formance Liquid Chromatography Mass Spectrome-
try.

【要旨】複雑で極微量な生体成分の分離分析には，ナノHPLC-ESI MSが必要不可欠になってきて
いる。ナノ流量域での高効率分離にはグラジェント溶出法が必要である。10方バルブを用いて別
途混合した溶離液を順次ステップワイズに送液して良好なナノフローグラジェントを開発した。
流量50nL/minにおいても，BSE消化物を分離分析し，保持時間再現性の良好な（RSD1％以下）
のデータが得られた。

馬場（日立製作所）；Electron Capture Dissociation in a Novel Reaction Cell.

７．第52回質量分析総合討論会（2004･6/2-4, 名古屋）
石丸（日立製作所）他；微量タンパク質の高速酵素消化反応技術の開発

図５　Chromatogram by High resolution physiological fluid analysis

図６　Base ion chromatogram of the tryptic digest of BSA (50 fmol) at a flow rate of 50 nL/min.

８．第65回分析化学討論会（2004･5/15-16, 沖縄）
坂元（日立サイエンスシステムズ），他；ICP三次元四重極質量分析装置を用いた琵琶湖堆積物の

鉛同位体比分析とその挙動
平野（日立ハイテクマニファクチャ＆サービス），他；原子吸光分光法におけるヒ素およびセレン

の感度向上検討

米谷（日立サイエンスシステムズ），他；有機溶媒中の分析における化学修飾剤効果の検討

【要旨】塗装原材料や有機溶媒中にコロイド状ケイ素の存在は半導体分野でレジスト塗装むらの原
因とされている。前処理無しで直接分析を電気炉加熱原子吸光法で可能にするため，化学修飾剤
としてRhを採用した。さらに灰化温度を1400℃とし，有機成分による影響を除去するためオルタ
ネートガス（Ar：O2＝8：2）を用いた。これらを最適化した結果オイル中のケイ素を測定し，良
好な結果を得た。

石川（日立サイエンスシステムズ），他；HPLC-ポストカラム法を用いた農薬分析

【要旨】毒性の低い広範な除草剤として使用されているグリホサートは農作物中の残留基準が設定
され，水質基準では管理目標設定項目に指定された。ポストカラム誘導体化法によるHPLC-蛍光
検出法を用い，分解物と夾雑成分との分離を検討した。新規開発のGL-IC-A27カラムを採用し，
良好な分離を得た。この結果，グリホサートの検出限界0.08μg/L（S/N=3）および良好な再現性
が得られた。

図７　化学修飾剤を用いたオイル中ケイ素の高感度分析

図８　AMPA 5μg/Lの測定 図９　Glyphosate 2μg/Lの測定

Retention Time / min
Run peak1 peak2 peak3 peak4
1 23.2 25.0 25.9 26.3
2 23.5 25.3 26.2 26.6
3 23.5 25.3 26.2 26.6
4 23.6 25.4 26.4 26.8
5 23.8 25.5 26.4 26.8

Average 23.5 25.3 26.2 26.6
RSD 0.92% 0.74% 0.78% 0.77%
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3D解析ホルダーは，FIB（Focused

Ion Beam：集束イオンビーム）加

工観察装置内でピラー状に加工した

マイクロサンプルを試料搭載部とな

るニードルステージ上に固定する機

能を備え，そのピラー状のサンプル

をSTEM（Scanning Transmission

Electron microscope：走査透過電

子顕微鏡）内で360°回転しながら

観察するためのFIB／STEM共用試

料回転ホルダーです。

緻密化される電子デバイスなどの

構造評価や故障解析に有効にご活用

いただけます。

医学、生物学の研究や医薬品、高

分子材料の開発における画像情報の

デジタル化へのニーズの高まりに応

えて、対写真フイルム比で約40倍高

感度のデジタルカメラを本体と一体

化制御したH-7650型透過電子顕微鏡

を開発しました。デジタルカメラ

は、焦点、非点合わ

せにも記録にも使用

が可能です。自動焦

点・非点合わせに加えて、撮影から

保存までを自動化したオートフォト

機能、画像のデータベース機能、各

種フィルターによる画像処理、測長

機能を標準で搭載し、幅広いニーズ

に対応できるシステムとなっていま

す。

3D解析ホルダーの
紹介 H-7650型透過電子

顕微鏡の紹介

北海道支店 電話 札幌 （011）221－7241

東 北 支 店 電話 仙台 （022）264－2219

筑 波 支 店 電話 土浦 （029）825－4801

本　　　社 電話 東京 （03）3504－7211
中 部 支 店 電話 名古屋（052）583－5811

関 西 支 店 電話 大阪 （06）4807－2511

京都営業所 電話 京都 （075）241－1591

四国営業所 電話 高松 （087）862－3391

中 国 支 店 電話 広島 （082）221－4511

九 州 支 店 電話 福岡 （092）721－3511

〈編集後記〉
今年も暑い夏が過ぎようとしています。今年の夏
は何かとオーバーヒート気味であったような気がし
ます。一つは天候です。記録破りの猛暑になり，東
京で39.5度を記録し，真夏日も連続40日を記録する
など，新記録となりました。洪水も各地で起こり，
台風も当たり年のようです。被害に会われた方には
心よりお見舞い申し上げます。もう一つはオリンピ
ックです。アテネオリンピックでの金メダルラッシ
ュが続いています。まだ，終わっていないのです
が，15個くらいは行きそうな勢いです。小誌がお手
元に届く頃には結果が出ていると思います。また，
この2件の影響からか，エアコンおよびFPD（薄型
テレビ）の販売も記録的とのことです。これで少し
でも景気回復の糸口になればと期待したいもので
す。
さて，本号は，巻頭言に東京理科大の二瓶先生

（前日本分析化学会会長）に巻頭言を，物質・材料
研究機構の宮原先生，北海道大学の出口先生，新潟
大学の牛木先生に各報文をいただきました。また，
ラウンジにはオホーツク地域振興機構の厚谷先生
（前北見工業大学学長）に「摩周湖の長期的モニタ

リングについて」と題するお話をいただきました。
いずれも時宜を得た内容で読者の皆様には興味深く
読んでいただけるものと思います。
現在，もっと面白く，もっと読みやすくを目標に
小誌の内容の見直しを行っております。ご意見等あ
りましたら，ご一報くださるようお願いします。

（原田　記）

■インターネットホームページ
○（株）日立ハイテクノロジーズ
ライフサイエンス関連
URL：http：//www.hitachi-hitec.com/science/
ナノテクノロジー関連
URL：http：//www.hitachi-hitec.com/device/
■本ニュースに関するお問い合わせは，下記，
または，（株）日立ハイテクノロジーズの上記
各事業所へご連絡ください。
○（株）日立ハイテクノロジーズ
販売促進部
〒105-8717 東京都港区西新橋1－24－14

電話 （03）3504- 7811（ダイヤルイン）
FAX（03）3504-7756

○（株）日立サイエンスシステムズ
那珂カスタマーセンタ
〒312-0057 茨城県ひたちなか市石川町11-1

電話 （029）354- 1970（代）
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