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セルロースミクロフイブリルの高次構造解析への

電子1m折法の導入

j龍i到 稔・斎藤帯感・花i時 純・住イI~I I告

An electron diffraction method applied to the higher order structure 

of cellulose microfibrils 
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セルロースの卒者品構造およびセルロースミクロブイブリルの配向はこれまで若手しく石Uf究されて

きた。しかし両者・の間を橋渡しするセルロースの高次構迭については米だ不明の点が多い。そこ

で電子間~m;去をセルロースの高次掛法解析に応用するために，試ギ1.作製と閥抗・法のiillîITíiから改

を力11え，その符効性を検討した。まず，パロニア，ラミー， f!5l:選管磁の S21日，ポプラのGI白から，

納l抱捜本来のfl1tj査会維持するために薄明;を剥肉!tした。そして電子Im:jJrにつきまとう試料の電子線

損f誌を!続減するために，無用な滋子線照射を綴力減らすことを工夫した。その結巣3 多数の閥 ~1r

スポットを持つfNj;明なlmiJiパターンを得ることに成功し，セルロースの次構造解明の端絡を得

ることができたο さらに酢酸ウラニル染色することによりミクロブイブリルの人為的移動をi防止

し，またIffJl訟のコントラスト会増大させ，そのは;角および刀、yfjfìJlj]~の閥夕刊虫j交を泊予析:することで，

ミクロブイブリルのj認知j的分布iなどが詳{ilIiできるようになった。
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セルロースミクロブイブリルは植物産IllJ抱擦の主要化学成分であると同時に，その骨格構造を構

築するj誌で非常に重嬰である。とくに木材産III抱擁においては，その存在は木材の物性に決定的な

影響をおよぼしている。そこで，木材はもとよりlUi々の-tルロース試*'1・を用いて，組ミクロレ

ベルでは紡品系や単位格予定数，そして1jit立絡子内での分子鎖のr¥e?iljなどが論議され，よりマク

ロなレベルでは，キ1I1JJ1!!践におけるミクロフイブリルの分布や傾j1'Jが研究対象となってきた。そし

ていくつかの1dill71単位JJ包モデルや細胞擦の撲初モテ、ルが提案されている 1)

しかしながら植物細胞踏におけ-るセルロースミクロブイブリルの実際の存寂状態を考える場合

には，これらのミクロモデルとマクロモデルの!日jのJ並々な問題，たとえばミクロフイブリルの存

在:I$MYrとしてのラメラの榔jllLミクロブイブリルの長iMjにおけーる配向の乱れやキの|現陥，また

徴的;田方向における τh.去の均一ttやWî配111] の冶'1!!~ など(これらを本*IÆでは高次Wtiff と 11ヂぶことに

する)，多くの1M]践をさらに詳しく研究する必!認があろう。キ!日JJ1!!fllftの形成過殺では，ヘミセルロー

スやリグニンは糊!由貿 qlで合成がj並み，細胞邸に供給されて枇較するが，セルロースミク iニ1ブイ

ブリルの場合には，制Jl包Jl史上で合成されるとただちに給品イとして細胞挫骨格に組み込まれる O そ

れ故に，セル口ースミクロブイブリルのミクロな構法からマクロな榔i去にわたる様々の存在状態、

は相71.に版物し合っているにj患いない。そして，この分野における研究の進展は，たとえわずか
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と設えども，ミクロブイブリルのすべての講遣に関係すゐので非常に意義があると考えられる O

ミクロブイブリルの研究には，在くは{揃光顕{後続が， JI主Jli:ではNMRなどの新鋭機器3)が手IJ刑

されるようになったが， 1泣も重要なものはX線陸l折訟による結晶学的アプローチと港二子顕微税に

よるミクロブイブリルのn却装lねな観察マあろう。 x線問折法は，セルロース結I引の間rmIW~ と 1rM 々

の聞折j誌の強度をql心として多くの情報をもたらすが，結ITllWf.:i去の解明にはさらにいくつかの推

定を必嬰とする O セルロース分子鎖の逆平行配列を想定した， M日yer-Mischの有名な単位IJ1!!，モデ

ルも， 11立近では批判の対-象になり，王子行釘iの単位!泡モデ)!--が有力となっているのはぞの例であろ

うり x線1m折法では， fd品!担11のブ'ilI:ll，すなわちミク口ブイブリルflj'i1今やTIIi配向も解析できる

はずである。しかし実際には，パロニアなとcの12:大約lJ抱慢の場合はともかく，オサオの場合には納!

111!!，寸法に対する X線の問射間続が大きすぎるために，得られる結果は蹴i味となる場合が多い。ま

たミクロブイブリルの高次構造のj~引îÍ"には X線小fïl 散乱(閲:jïi') i.去を導入した例もあるがGト 8)

実I~~~ には多くの 11丹 J~去を抱えている。

…ブJ電子顕微鏡，とくに透過;tUYIによる高拡大繭像観察では，ミクロブイブリルの配向が明i僚

に観察される。さらにパロニアのようにミクロブイブリルが非常に太い場合には，給品格子の間

期がi直接樹祭できるようにすらなったへしかし被写界深度の大きいのが特{設であるま露関拡大mlI
像でミクロブイブリルを観桜するには，ミクロブイブリルがなり合うことなく比較的に線に分

布することが必要であり，さらに…}立に総務できる部結は非常に限定され，符られた結果は定性

的とならざるを得ない。単結晶のような規b1IJ性の高い掛迭は別として，土j批判性の低い治j次櫛迭を

郊jべる場合には，できるだけ広い領域を隙査するとともに，多数のミクロブイブリルを解析して，

定数的な情報を符.る必要論があろう。このようにX線l滋折法と電子顕撒鏡による繭if象拡大法は，各々

優れた点もあるが，ミクロブイブリルの高次構造の解明il;としては問題も多い。

滋子i悶:jihまはよ記の 2方法の長i好をj準拠できるので， 1高次榊j主解明に非常に潟効な手段として

期待されるο すなわち埼子凶111法は，間析の対象となる領域を自治に設定できるので，綿!胞の寸

法に対して適度な領域を選択して，価値の高い情報を引き出すことができる。また電子線はX線

よりも散乱されやすいので，実験条件が愁えば|制n効率が良く，より制:砂jな陪折パターンが期待

で、きる O

しかし電子回折法では，電子線照射による試料の損傷が伴う O 七ルロースのような有機紫試~ßj

ではこの問題は非常に深刻で、ある。それでもセルロースミクロブイブリル研究の節目となるよう

な設襲な研究が報告されている o G. HonjoとM.Watanabeは，試料冷却袋援を用いて，試料損

傷を税減し，パロニアで~Iö'ìjí' ~こ明瞭な電子関折パターンを記3訴することに成功した附。そして X

線問折とは異なる非対称の阻i'Jfスポットを発見し， Meyer-Mischの2分子鎖単位:)j1!!，モデルに対し

て， 8 分子~ljl単位1]包モデルを提裳した。これは ， nif絡のセルロースミクロフイブ 1))レでは11i斜品

と三斜品が混夜するという i詑j立の報告11)の端緒と設えるもので，滋子|現折j去の有効性を治すもの

であ:6u しかし試料冷1;IJ'ま実際には非常に関日Itな作業である。故近では，@J折パターンの

i慨して，記銭媒体の改良とともに，観察部域の選択や知、点合わせなどに要する

iJuxする方法なども提案され，またこれらによって非常に明瞭な回折パターンが得られるようになっ

たが11)引それでもなお電子関折j去の実施には，試料作製および電子~R1肢鋭の操作の悶溺i から

j交の技術を必袈とすることもあり，いまだ汎j詩的な方法とは設えない。

批近筆者らはブーリょに変換閥橡処理念木材の形態解析に導入してきた凶吋この間折，すなわ

ちブラウンホーファ凶析は，ブーリエ変換岡像処理の…種であるから，フーリエ変換のより…般

的な画像処理理論を適用できる O フーリょに変換閥殻処理では，間後情報は，挺11腐(コントラスト)， 

位相(位援)，周知'j (寸法)の 3要訟で端成される空間的な波形として…括処潔される。ここで
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出!ヨされることは， )Jj(間像→フーリコニ変換一り邑ブーリエ変換ーや翻像再生の過程では，上記 3嬰紫

の情報は維持怠れるが，パワースペクトルパターン(矧折パターン)だけを採取する場合，すな

わち探繭鍛→フー 1).:L変換咋パワースペクトルパターンのi封殺では，i立1・f:l情報だけは消去される

ことである。これは回折パターン指影時には，試料は静止している必要がないことを意味する。

また試料を通過する国:jif媒体が平行光取の場合(関口数の非常に小さい電子顕微鎖がこれに相当

する)には，試料の光il1lli(ビーム)方向への移動も回折パターンに影響を13・えない。すなわち焦

点合わせも不嬰となる。これらは試料の静止と焦点合わせという，従来電顕像蝿;起に必須とされ

てきたj品粧を者Jn告できることを意It求する。そこでこれらのl枠11:をi活用すると，四iJrパターン採11)(

11寺の無用の電子線照射を大輸に軽減できると却i符zされる。

従来電子i鮒Ji'i去では，綴J廷に限定された領域，たとえば高分子単結晶などからの開:jlT'1宵報>d:引

き出すことに研究の:t.ll艮がおかれてきたo しかし細胞般のようにミクロブイブリルの集合した材

料では，電子線の照射領域(稲積および陪さ方向を含めて)に含まれるミクロブイブリル全体の

情報を出力することになる。高次構造解析には，この領域を大きくして，定:経由せにより iilli1i0.のあ

る情報を得ることが援投:であろう。

ーブj，i託子問折法の器本的刀法とされている汁ilJl浪祝祭子法Jでは，実際には試料部への

の!1~Mï溜般を flìlJ l恨しているのではないことを控窓すべきである O すなわち視野制限絞りは，光ìJJl\

に対して試料の後ろ1l¥1Jに袋殺されているので， ITII折の対象国fi'Hま一見制限されているように見え

ても，電子線はその悦Y!J'の時間にr.t;く照射され，無用の常子総損f拐を引き起こしていることに皆

しなければならない。また試料の作製法については，セルロースミクロフイブリルの高次十~f.m

を定趨:的に解析するには，出1111]包挫本来の形態そできるだけ維持することが必要となろう。

これらの諸j去を考噂して，今開港子鴎折法に若干の改良>ð:加え，また高次構造の保持を 1~1 指し

て澗製した穂々のセルロース試料にこの方法を適用して，電子.1現析j去の高次構造解析への有効性

を検討した。

2.試料と方法

2. 1 拭*'1・の犠類と綿製法

ヌド Tvf究では，セルロース研究の1諜提言試 ~BI・ともいえるパロニア (オオパロニア :Vαlonia

ventricosα) とラミー(カラムシ:Bohmeriαnweα) ，ポプラ (Populuseunαmericana) のGm，

そして通常の木材*lIlJllli鞍(ヒノキ :Clωmαecypαrisobtusα，スギ:Cryptomeriαjapoバwα) の

S 21討をff:lいた。

パロニアは刻IlJ泡控に切れ騒を入れて， 1 %NaOH水溶液で‘議iJi¥U2~ 311相場)および煮沸して水

洗し， O.lN HClで護協(2-3 n担割)および煮i?llして光分に水洗した。制Il担棋を総l切し， 7J( 1'¥1で

超音税処理，あるいはアセトン…蒸留水の繰り返し没i設で総IlJ臨機を燃潤させたのち，実休日:rr徹鏡

下で，ピンセットを用いてそノレイヤーおよびパイレイヤーを剥期:した。グリッドに，あるいは

;j， )レムパール支持艇を採ったグリッドに剥向性片を載せて給燥させた。また場合によっては， 1 % 

あるいは 2%酢酸ウラニルの液にグリッドを10分tllJ浮かべてミクロフイブリルIIfJにウラニルを

j査させ， iJ.草紙で、試n表捕の誠治jを了除いて乾燥させた。

ラミ一靭j皮主繊品制維i拡Iと水j材オ

品刺維1住Eを分潟謝離i住iし，そのj司閉の…次監や S，1討を取り除いた。そして残りの二次磁から薄い控!認を剥ぎ

とってグリッドに1在せた。

ポプラ G情は，引強あて材から20μm障さの紋日切j十を作製し，これを水没して超音波処翌日し，
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剥がれて;J¥.ljlに浮遊してきたものをグリッドに殺せた。

Z. Z 電子間折法

問{象の拡大と電子部折にはJEMZOOOESを用し¥lOOkVの加速電圧で使用したα11区域選定のた

めの拡大倍療は2500~loooofit電子'Iill折パターン記錦11寺ののカメラ長は広角関折用には20cm，

小角lilli1fJ刊には500cm，閲iJrパターンJ紛;与の踏出 n;~:r昔]は 2秒椛度とした。拡大脳織と lill折パター

ンの記f.Jkには三菱MEMフィルムを使用した。

今関の電子閥iJrでは，電子線機{拐を戦i泌するために，l歪過従搬に通常装備されているilil!1限視野

lnH1r法 (Fig.lA参照)と異なり，次のような手法を採用した。

I : [司折領j或の限定

試料簡における電子線のm~~，j'商品せを，コンデンサーレンズの電流他を調整することで，試料部

で約 2-5 11m手に相当)にビームf去を絞り込むことですミ行した (Fig.lB参照)。この方法で、は，

ビーム照射領域以外では，試~BI の電子線損傷は生じない利点がある。照射ビーム全体を微小領域

に絞り込むと，その部分での泡1A亡命，:J立が過剰となるので，コンテ、ンサー絞りを小さく (50μm手)

し，さらに日夜射電流殺を微弱にすることで対処した。

立:I五i折パターンの焦点合わせ

(臼} 矧射電子i設が平行どームの場合には，対物

Pig. 1. Schematic diagrams of the ordinal 
selected area electron diffraction 
method (八)and the modified method 
(13) 

レンズの後知、点簡に回iIrパターンが給{象する。

照射ビ…ムを絞り込む本法では，間折パター

ンの結像泣置は後焦点留から少し前にずれる

が，これは回折パターンの問機電流を操作し

て*il)lEした。 兵体的には， 1官事，カメラ長な

どの条件を設定後に，光路を回新mに切り終

え，試料・t入力しない状態で，ビームを可能

な限り微小な点に集束させたo なお試*4・をiill
過するビームが平行でなくとも，フラウンホー

ブァ回折すなわちフーリエ変換は正確に実行

される。

lll:試事+の装着と|国折領域の選定

グリッドに載せたセルロース試料をあらか

じめ光開観察し 3 試料の分布を詳しくスケツ

チしておいた。そして非常に弱い!照射滋流街皮下で，グリッド{象を観察し，手i怒よく基燃となる

部分を定めて拡大した。この基準点を冗にして，目的とする領域の場所に臼箆をつけた。関折パ

ターン111H訟の条1!j:が殺った光路で，コンデンサ絞り令被ずらしして，照射ビームを遮断した。そ

して自 110 とする領域を光路に移動させ，主らに写真フィルムを装潜した。その1~，銘光シャッター

が解放している11寺!I¥Jに合わせて，コンデンザ絞り安本米の位i裁に万として試料にどームを照射し，

鴎1')[パターン会j/詰;詳した 1m折パターンの1I1H:引をに，必裂に応じて光路を通常の閣{象拡大光i院に

切り{キえ，拡大剛{象を jh~!;与した。

またどームは遮断せずに，シャッタ -jy平放11寺に試料をttltにずらして，おfしい鎖j或を光路に入れ

るブJ法や，さらにシャーター解放141に試料を移動させ統けて閲折パターンを記緑する手i去も j刊い

た。

lV:試料の{頃斜

一位自の試w+では，セルロースミクロブイブリルのliIT自己|合jを検討するために， H~{討どームに対し



て，ミクロフイブリルの長1詰IJ の限りに試料líIÎをO~45度傾斜させて 1m折パターンを雌;詳した。

2. 3 回折パターンの解析
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三菱MEMフィルムに記諒された回折パターンは，目視でスポットの出現を検定し，また必袈

に応じて赤道線上と子午線上などの濃度分布をマイクロデンシトメータ (SakuraPDM 5 )で

解析した。

Fig. 2. Electron diffraction paitern of a Vαlonia monolay思r(八)and an enl日rgedportion 'of the 
irradiatod ar日awith cdg日 ofa condenser diaphrag、m(13). Note that ahundant diffraclion 
spo1，s wero rocorded on the paitern. Some of them (upward arrow heads) are a日ymmetnc
1，0 the moridian， 

3.結果と考察

3. 1 集局〈!!別1]-制限法による泣千四折パターンの記録

パロニアの剥1~lfrモノレイヤーを用いて， JìÎj述の電子問折j去の労~~誌を検定した。その結:!4~，非常

に明瞭な[ITl;jIrパターンを得ることに成功した (Figs，2 ， 3 )。この方法では，グリッド{象の探査時

における非常に{数量の電J子取引1t~射を除くと，実質;的にはどーム照射のi詰初から回折パターンがi:jz

られていることになる。子線1"1;[悔はiヨ1ifパターン記鍛に必要な賄射期IllJ111にも滋行していると

考えられるが，照射領地に含まれるミクロフイブリルを数多くすることで(この場合には照射閣

総合数11m手程度広げることで)，非常に鋭時間の照射滋で関折パターンを記録することに成功
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即日おも diffractionpatterns. The b日創nwas irradialed to tho surface 
(A) and tilted by 45

0 

around the microfibrillar axis (13)‘In 
110 plane is relatively strong巴rth乱nthose of 200 and 11 0 planes. In 
plane become dominanl， while thos恐of110 plane decrease to the sam告 levelof 

している。すなわち俄々のミクロブイブ 1))レへの照射殺は少なくても，これらの微弱な

of 
200 

線を集較することで非常'にfl!XJ到な回折パターンを得ることを可能にした。この方法での常子総損

傷が非常に少ないことは，同じ領域で回折パターン記錦を 5閥繰り返して検定したところ，最初

の2郎はほぼ問等の!ill:JJfパターンが符られたことで証明できた (Fig.4 )。照射を繰り返すと，

国折パターンは次第に不明瞭になったが，赤道線上の，とくに110閣のスポットは長く践喫して

いる。これに対して， 004などの子午線上のスポットはすぐに不IlJ3僚となった。 H自身すの影響はcijQh

方的jにより敏感なことを訴しているヘ Figs.2-4などでは比較的高次の府線上の回折スポットを

記録するために，照射I!寺間を敢えて長くしているが， X線開折と !i司i憾に i次の閲折スポットだけ

を対.象にする場合には， n矧;]"U寺聞を焼くすることで損傷をさらにi坊11:できる。また悶折パターン

記録、のための操作も非常に単純で汎用性がi悔いこともこの方法の特徴である。とくにどームを照

射~r に，試半'1-を窓 i羽 (10 に述統的に移動さぜて関折パターンを況鈍しでも，静止状態の場合と同等

のi自折パターンが符られた (Fig.5 )。これは関折パターンの記録時には佼純情報が消去される

ことそ立設しており，この特憶を利用することで電子lilI:j}fが非常に答易になる。そこでビーム照

射rt~や i別行パターン記録法を改良したこの電子関:J1f法を「集来日在日lJ'!/ì日銀法j と呼ぶことにする。

!自折パターンには，最多のもので赤道線上で800閥まで，また子午線上で161前線までの，数百もの

非常に多数のスポットが記録されたが，この様な政i次のスポットを記錯する場合には110甜， 110 

隠， 200聞などのは依次のスポットがどうしても露出過多となる (Figs.2 ， 6 )。そこで通常は第6

射線程度までの記録にとどめた (Fig.3)。なお本報で、は， Sarkoの平行鎖単枇Ilillモデルを用いて

結晶加を表示することにする 1)4)。

スポットの…部には，子!f'MJtに対して非対称のものも認められた (Fig.2)oこれらはパロニア

細胞按での単斜1詰と三三斜品の混在に起臨するものであろう O しかし本研究はミクロブイブリルの

内部構造解明が主眼で、はなく，ミクロフイブリルの高次構造の検討を目的としているので，例々
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F'ig. 4. Change of spot intensity by repeated (1-5) irradiation on the same ar♀a (a) of an uranyl-
日tained V.αloniαmonolayer. The spots， especial1y on the equatorial， were well 
maintained， while 004 spot were damaged in the early irradiation. 

のスポットの詳細は今関省略し，従米から論

議の対ー象とされる袈な次のスポット，す

なわち水道線上の1101百i， 1l0illi， 200磁，そし

て子午線上の004部のスポットや，中心付近の

小角関1Jf領j或など月?いて検討した。また拭;jt'J.

をどーム軸に対して{頃斜させると，スポット

の強度が変化するので (Figs.3B，6B)，TI回配的j

の状況を検討することにした。この掠に

鴎折i去のわずかな改良で，非常に鮮明な限折

パターンが't子易に符られたことは興味深い。

パロニアのセルロースミクロブイブリ Jレはc

~qhjJlúl に非常に長く，他の多くのセルロース

試料に比べてrl1(a，b和lJj.Ji勾)も大きい(約20

nm) のが特徴である。配向悦:がよく，結晶性

の潟いミクロフイブリルからの個々の間折ス

ポットは点状になるはずである O そしてパロ

Fig. 5. Electron diffraction pattern when a V，αloniα 
monolayer was moved during the exposure. 
Since the diffracted electron beams from only 
new specimen are accumlated， the spots are 
very sharp. 
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ニアのそノレイヤー闘では，ミクロブイブリルの長柄h(c納)が一ー定方向に援然と配!匂(紬配!向

性)しており，さらに110聞が細胞盤表面に平行に並ぶ，いわゆる頂i配向性が従米から知られて

いる。前者のijqh配!向性がi般脅に rr~jたされていると， 1刻々のスポットはFigs.2， 3のような円周ブi

向への広がり(アーキング)を生じないはずである。

このアーキングが起こる原因として，ミクロツイブリル長~qll の:iF・行性には本来かなりの告しれを

持っていることが考えられる。この乱れは高次構造を考えるうえで非常にZ主要である。そしてこ

れはア…キングの内開方向の濃度解析'"C'定滋的に検出できることになる O しかしこのアーキング

にはいくつかのアーテイブアクト，すなわち(1)電子線の照射領域内で，試ギ1・の均一性がなく，異

なったミクロブイブリル方向からなる徽小領域がモザイク状に滋在している場合， (2)モノレイ

ヤーの剥離と乾燥処聴の聞に平行性に乱れを生じた場合， (3)電子線を照射している間に，発生.

する熱でミクロブイブリルが移動.Iill献して平行性を乱す場合，などが考えられるo パロニアモ

ノレイヤーは広い郁桜で均…?生を保つので(1)は考えられない。そこで(2)と(3)による乱れの発

生を防止する必袈がある。

ミクロブイブリ 1レの加配向については，モノレイヤー間へのビーム照会l"ifJ肢と赤滋線上のスポ

ット強肢の比較から検定できる。理想的に110揺がそノレイヤーTmに平行な場合には .3Aで

は110m.!， Fig，3Bで、は200留のスポットだけが現れるはずである。実際にはこれらのスポット強度

は相対的に大きいので， iiri配向の存夜は隊問、できょうのしかしその他の本来現われないはずのス

ポットもかなりの閉祈強度を訴している。この}!;(1却についても上記の3段階の場合が想定され，

とくには)と (3)の鰐懇の除去が滋袈であろう。

そこで翻新パターンの鮮明さは犠牲にしても，ミクロツイブリルの羽I1配向と聞配|匂を検討する

ために次項の改良を加えた。

3. 2 酢費支ウラニル染色およびパイレイヤ-i去の効来

細胞』設をよそノレイヤーまで剥離すると，ミクロブイブリルは非常にほぐれやすくなり，人為的

乱れの脈問となる。また試料のグリッド上での乾燥時にもミクロフイブリルの移動を誘発しかね

ない。さらに電子線照射でそノレイヤーが絞れてお!刊とする場合もたびたびあった。そこでそノレ

イヤーを酢酸ウラニル染色レて電子関折に供試したところ，意外に倒:切な， 11時染色の場合と同等

なi活折パタ…ンを得ることができた (Fig.6)。泊予関折では，対集とする試料以外の電子線散乱

袈|司令極力除去するのが経過である O とくにウラニルのように常子線散乱能が高い成分は嫌われ

るのしかしこの処理は実用的には問題が無いように，忠われる。酢酸ウラニルはミクロブイブリル

して安定化させる効染があるので，回折パターンの掠;超能等が著しく向上した。また

このブJ法による邸折パターンで、は，スポットのアーやングが無染色のものに比べて小さいのが普

通であった (Figs.3Aと6A参!問。さらに閣配向もより明瞭に訴された (Figs.3Bと6B参n百)。
ープj，パロニアの， 1弊殺する 2枚のそノレイヤー(パイレイヤ…)では，交悲したミクロブイ

ブリルi'ElIf.が拘束しあう効染，すなわち前壌に述べたは)と (3)の効栄が期待される。そこで酢織

ウラニル染怒したパイレイヤーの回折パターンを得て (Fig.7)，モノレイヤーのそれら (Figs.3

A，6A)と比較すると， 1101閣のスポットはもとより， 200泊iのそれがほとんど消失していることで，

街頭日向性の保持効果が訴された。間fI寺にア…キングも減少し， ~qh配向性も向上していることがわ

かる。そこでミクロブイブリルの高次縞!J宣告と評釧iするには，試Wl作製においては過1交に溶くする

ことを灘けて，できるだけ細鞄般本来の状態を保つことが退嬰であることが示された。

また，セルロース試料を乾燥した場合には，本米而配向の認められない場合でも，乾燥によっ

て人為的に聞配向することがあるへそこで部IHe向については (2)の影響は磁臨む勾を促進する方

向に働くので，閥抗パターンに現われる商配向の乱れは (3)の電子線照射11寺に発車する熱による
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Fig白 G. Electron diffrarion patl日rnsof an uranyl-staincd monolayer of Vαloniα(A)， and that of 
tilted by45

0 

around th日microfibrillaraxis (13). Notc that abundant spots (八)wcre recorded 
similar to thosc of non-告tained ones CFigs.2，3). An uniplanar orientation of the 
microfibril日i日 researvedwcJJ1， judging from very weak intensities 01' 11 0 and 110 planes 
in con1，rast to 1，h日tof 200 planc (Jヨ).

ミクロブイブリルのlTIlII訴が袈なJJ立総!で、あろう。野j;関空ウラニ)vはミクロブイブリ )vのj認1mを取り

巻いて，乾燥If寺におけるミクロフイブ 1)ルの人為的集合，とくに麗配向の人為的発生をi坊止する

効染と，電子総I!担当す11寺の発熱によるミクロブイブリルの閉転を防止することの， 2 jj聞からの効

来が期待される。支持続を使用した場合にはミクロツイブリル制限にJ!I~付ける抜務斉IJ の効染もあ

ろう。結果的には，俳酸ウラコル染色はミクロブイブリルのお次構造保持に非常に有効であると

考えられる。もちろん過剰の酢般ウラニルは散乱電子線を増大させ， j支援な回折スポット会パッ

クグラウンドに足立めてしまうのでj控けるべきで、ある。試みに，パックグラウンドをデンシトメト

リーで調べ，無処理11のものと比較すると，その影響は小さいことが示谷れた。これらの点から，

酢酸ウラニ1レの悲影響は予想外に小さいと考えられ，この染色法は研究目的によっては大変有用

であることがWf..っ
3. 3 酢酸ウラニル染色によるミクロフイブリルの横断開方向分布の検索

酢酸ウラニル染色したパイレイヤーの悶折パターンの中心{す近(小魚散乱域)で，赤道方向に

伸びた鋭い@折のストリークを認めることができた (Fig.8 )。これらストリークの出現はミク

ロブイブ1))レの内部構造に起i認するのではなく，その機断方向におけるよりマクロな構法から生

じるコントラスト(電子線散乱能)の変動が原悶である O 無処理の場合にはミクロフイブリルと

設織との障のコントラストの差異は小さい。しかし稔1捺したミクロフイブリル相互の間織を?酢酸
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F'ig. 7. Electron diffrarion pattern of an uranyl“stained 
bilayer of V，αloniα. The higher order structure 
of the microfibrils is well maintained， since 
arcing of the spots is very limited， and the 
intensity of 110 plane is really dominant in 
contrast to that of 200 plane. 

ウラニルで充模した場合には，開

i際、のコントラストはミクロフイブ

リルよりも著しく高くなっている

と推定おれる O そしてコントラス

ト変動のj詩期はミクロブイブリル

の!日Jr総相瓦の距離，設い換えれば

ミクロブイブリルの中心1mの距離

に対応することになる。このよう

な空間波形が，結晶の場合ほどに

は厳密ではなくても 9 ある税境問

問j性を持っていれば，これをフー

リょに変換すると，部折パターンの

1+1.(.、付近に頼度分布的にパワーを

i出力されることが知られている。

電子問折は 3次元のフーリエ変換

に相当するが上記の関保はそのま

ま適用できるので，もしミクロブイ

ブ1)ルの中心閣の距離が均…であ

れば，これらストリークのよに，

その艶離の逆数に対-応するスポッ

トが現われるはずである。しかし

ストリークを践視してもそのよう

なスポットそ見いだせなかった。

そこでの中心付近のj幾度をストリー

クにiuって，また対照としてストリークをはず、して放射;1;/(にデンシトメータートレースし，両者

を相殺したところFig.9に示すように，いくつかのピークを持つパワースペクトルが持られた O

これらのピークはブロードであるが倍数的Tあり，その郡波数から逆算すると，7f;の試本，1.r:I:1には

26nm税j支の!諮期が存寂することになる。この値はパロニアミクロフイブリルのi陥 (20nm) より

も6nm桂皮大きいことが注自される。すなわちこの佑はミクロブイブリル間の?i':1掠に相当するこ

とになるo これらの結果は，酢酸ウラニル染色と小角i盟折領域の探査でミクロフイブリル相互の

r:IJ心間距離を定畿1'19に部自!日できるという上記のJ設定を実証するものであろう。この災級過程と紡

糸の誘導過税にはさらに検討すべき点もあるが，ミクロブイブリ )vの機所方向での分布状態がこ

の様な方法ではじめて論議できるようになったことは大変説喪な進歩・であると考える O

3. 4・ 剥離j去による弁種車III日包盤からの聞折パターン

従来電子関~1Tr*では非常に薄い~j\1B~ 7')r必裂とされてきた。しかしミクロブイブリルの高次構造

解明には， (1)ミクロフイブリルの存在状態が細胞盤本米の状態でできるだけ維持されているこ

と， (2)回折の対象餓域に多数のミクロフイブリルが合有されていること，の 2点が重裂となる。

泡顕観察の常道であるil遅滞切片法は大変優れた方法ではあるが，樹路包I虫と薄切の操作でミクロ

ブイブリル分布が影響される場合もあろう O また前述のように装束!!官!好制i浪電子回折法を探用す

ると，意外とぃ3州司，でも号m僚な回折パターンが持られる可能性がある。そこで本研究では，パ

ロニアの蟻j関剥離j去を参考にして，各糠のキU1I抱盤から機械的に静j十を取り出し，電子悶iJfに快試

してみた。まずポプラのG府と，ラミー繊維盤の?託子lHlifrパターンをFig.lOに訴す。両者共に，
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Fig.議¢ おi眼ねもぬおり (A)in srnall angl巴 Y邑 ωr 倫詰tained 白 of
正まねdits 日wお InFig.A， the sharp streaks can be clearly discerned 

(arrow 説ds)舎 p日rロendicul品rto microfibril orientation (arrows) in 

1投i受散乱の少ない明瞭な崩折パターンと設え

る。供試した簿片の正確な障さは計測できな

かったが，部H'のある部分とない部分の電顕

甑i像、でのコントラストの遊興から*11糊して，

少なくとも0.3μm以上はあろう。この織に

い試料でも明瞭な閤折パターンが得られたこ

とは，セルロース試料では多重散乱の彩響が

それほど深刻でないことを示す。また004期の

スポットも能在であり， FigAにおけるその

}部の消失と比較して常子線般協の影響が小さ

いと考えられる。これは電子臨折法が細胞按

構造研究じ今後さらに活用できることを意味

する。

W.;拭'2'れた GI~ とラミー二次識はほとんど

セルロースからなり，ミクロフイブリル11I高も

通常の木材縦I1)l倒壊のそれ(約 3nm) より少し

大きい(約 5nm程度)とされる O またミクロ

フイブリ 1レカr*1lI1l包主主llql!にほぼ平行に配liIJして

Fig. 9. Densitometer traω(A) along a 
striation of Fig.8A，its control (13) 
and the counter-balanced diagrarn 
(c) between A and B. Three peaks 
(arrows) are identified on boih 
sides. 

いる点でも過している。両者の|註liJrパターンをお視すると， 110関， 1l0Tfli， 200加のスポットの

放射ブJ向でのj去がりが，パロニアの場合よりも明らかに大きい (Figs.2，3参照)。これはミクロ

ブイブ1))レ11泌がパロニアのそれ(約20nm) よりずっと小さいことによるο 一方Tfli配向の兆候は

認められなかった。

木材細胞般S2胞を滞く剥ぐのは終易ではなく，電子lITIiJfに悦試されたものは剥離された際い

S2慢の，主としてエッジ部分であった (Fig.ll)。木材のミクロフイブ 1))レの111日が非常に小さい
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Fig.lO. Electron diffraction patterns of a thin layer of ramie (八)and G layer (お)

Fig.ll. Electron diffraclion patterns of a thin 82 layer of Japanese cypress (八)and Cryptomeria 
(13)， and the irradiated area (b) ()f the Fig.B. 

ことや，ヘミ七 jレロースなどを多:選;に含むことから，これらパターンはパロニアやラミー. G惜

のものと比較すると鮮明さにおいて劣ることは当然である O また商艶向の兆候も認められなかっ

た。しかし従来の木材試料のX線開折パターンや，組簿切片の'道子医l折パターン抑と比較すると，

アーキングが非常に小さいのが組問され，剥離された S2における戦li配向性の乱れが少ないこと

がわかる O
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またFig.llAとBは剥離 S，Ji当のエッジから得られたものである (Fig.llb参!!わ G 電子;掠の多

Jr文書しの;;話相?が大きいと，試料強Ijへn]1汗した電子・線をl吸収し，この方向のパターンが不明僚となる

はずであるが，実際には試料似IJ~ 解放叙IJがパターンは均等であり，この問題はそれほど深刻では

1!恐いと考えられる。

3. 5 道子L回折法によるミク口ブイブリルの次構造jiJ引1i'の今後の訪日m
今Imi市子回折j去の改良で非常に符易に回折パターンを得ることができるようになった。また従

来考えられてきたよりも，広い耐続と聞い試料の探査が可能となった。これはi務次構造解析に今

後電子回折法が活用できることを意味する。またキIl!l臨機水米の骨絡摘遣を維持するために，剥 1~1f;

j去がパロニア以外にも試みられて名々の1m折パターンが得られた。さらに酢酸ウラニル染色itの，
高次構造維持と塙コントラストにおける宥効性も訴された。後者は小f毎回折韻減の検索によるマ

クロな構造の悶JtlH~!:検出の可能性伝訴11.去するもので，?会J次t荷造j~引Jrの糸口となろう O

しかしながら本研究では，写真フィルムに記録されたj国1Jfパターンを巳Il繭紙に持):!t転写してい

るので，この過程で多くのWf報が消失しているのが残念である O フィルム自体には，水平IAで示し

た凶折パターンよりもずっと鮮明なものが得られており，そこには定殻(19情報が含まれているの

に，本手段では定性fr0iFfi1iffiにとどまっている。今後はスポットの濃度解析から定量的情報を導くこ

とが要となろう。また今聞は絹離i去を試み，また電子関折に伴う綾々の問題を検討することが

できたが，本来泡~J{i:去の rl1心となる趨薄切J\'j去も併用して， -l::)レロースミクロフイブ 1))レの潟次

構造解析を目指す必要があろう。
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Resume 

The cellulose microfibrils are generally .recognized to influence both physical and chemical 

properties of plant cell walls， constituting their framework. Although the crystal structure of 

cellulose in molecular level and its angular distribution in macrolevel have been investigated， 

the intermediate higher structure between two dimensions still remains to be exploited. The 

electron diffraction method， which has been widely applied to the ultimately selected area to 

obtain crystallographic data， was modified to evaluate the higher order structure with some 

precautlOns m speciロlenpreparations. 

In order to reduce unavoidable electron damages， the irradiation area was adjust巴d by a 

condenser lens to乙5μm併， and the diffraction patterns were recorded only from a fresh area 

without the focussing process. When this modified method was applied to thin layers stripped 

from V;αloniα， ramie， and 82 and G layer of some woods， the diffraction patterns with a large 

number of diffraction spots were obtained. 

The urany l-acetate staining was introduced to maintain the original higher order structure 

of the microfibrils， as well as to enhance the contr乱stbetween intermicrofibrillar spac日and

the microfibrils. 1n the former an artificial movements of the microfibrils were well 

prevented. Periodicity of microfibril distribution in their cross section was able to be 

precisely evaluated with small angle scattering pattern. 




