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Table 1 Concentration of vanadium in tissues of several ascidians
(mM).

A. gemmata A. ahodori A. sydneiensis
samea

Halocynthia
roretzi

Tunic N.D. 2.40 0.06 0.010

Mantle N.D. 11.20 0.70 0.001

Branchial
basket N.D. 12.90 1.40 0.004

Blood cells 347.20 59.90 12.80 0.007

Serum N.D. 1.00 0.05 0.001

N.D. not determined
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要旨

ホヤ血球内におけるバナジウムのマイクロ分布と化学状態を，ESRFの走査型 X線顕微鏡ビームライン（ID21）で測
定した。マイクロ XANES解析の結果，加圧凍結法で凍結し，生きた状態を保ったままのシグネットリング細胞の液胞
は 3価のバナジウムで満たされており，さらにその液胞内には，4価のバナジウムからなる微粒子が存在していることが
分かった。

. はじめに

生物はある種の金属元素を進化の過程で取り入れ，機能

に利用してきた。鉄，銅，マンガンなど呼吸系や光合成系

に多く利用されている。バナジウムもゴカイの仲間のエラ

コ1)やベニテングダケ2)などいくつかの生物に含まれてお

り，なかでもある種のホヤの中では海水中の1000万倍も

の高濃度で蓄積されている3)。しかし，その生理的な意味

は全く理解されていない。

ホヤは，主に浅い海にすむ無脊椎動物で，地球上に広く

生息し，これまでに少なくとも3,000種が同定されてい

る。

Table 1に，バナジウムを高濃度に濃縮している代表的

な 3種のホヤ（Ascidia gemmataバナジウムボヤ，A.

Ahodoriナツメボヤ，A. sydneiensis sameaスジキレボ

ヤ）と，食用にされるマボヤ（Halocynthia roretzi）の各

組織中のバナジウム濃度を示す。表から明らかなように，

3種のホヤの血球中にはきわめて高濃度のバナジウムが蓄

積されている。特に，バナジウムボヤという和名を持つ

A. Gemmataの血球には，バナジウムが，海水に溶解して

いる濃度35 nMの1000万倍に相当する350 mMという高

濃度で濃縮している4,5)。比較的濃縮され易いとされてい

る鉄においても，褐藻中に濃縮されている鉄の濃度は海水

の 1万倍程度であることからも，ホヤの体内に濃縮して

いるバナジウムの濃度がいかに高いかということが分か

る。

では，なぜホヤだけが，これほど高い濃度のバナジウム

イオンを体内に濃縮するようになったのか，その濃縮機構

は，またその生理的役割は何であるか。これらの答えは未

だ得られていない。

バナジウムは多元価元素で，水溶液中では，5価，4

価，3価，2価の価数をとりうる。海水中では，一般に 5

価の陰イオン（HVO2－
4 ）として存在している。

ホヤの血液細胞は，形態学的分類により，シグネットリ

ング細胞，モルーラ細胞，コンパートメント細胞などほぼ

10種類に区分されている。バナジウムがどの細胞に選択

的に含まれるかも興味の深いところである。

我々は，走査型 X線顕微鏡をホヤの血液細胞観察に応

用し，世界で初めて，生きた状態を保ったホヤの血液細胞

中のバナジウム分布を可視化することに成功した6)。さら

に，そのバナジウムの化学的状態を測定することができ

た7)。本稿では，走査型 X線顕微鏡で行われた，「生きて

いる」状態に近いホヤの血液細胞内におきているバナジウ

ムのマイクロ分布の測定およびマイクロ XANES解析に

ついて紹介する。

. ESRF走査型 X線顕微鏡
本実験が行われた ESRFの X線顕微鏡ビームライン

（ID21）は，数 keV領域の走査型 X線顕微鏡の研究を行

うことのできる世界で唯一の施設である。このエネルギー

領域ではバナジウム，硫黄，リン，マグネシウム，シリコ

ンなどの吸収端を利用した XANESを行うことができる8)。

Fig. 1に X線顕微鏡ビームライン（ID21）の光学系を

示す。Si(111)モノクロメータで分光された X線は，ゾー

ンプレートで集光され，試料に照射される。試料を掃引し

ながら透過光および蛍光を検出することにより，吸収像お

よび蛍光像を得ることができる。試料ステージは，ステッ

(C) 2004 The Japanese Society for Synchrotron Radiation Research
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Figure 1. Diagram of the scanning x-ray microscope installed at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF)
ID21 beamline. The x-ray beam from the undulator at the storage ring is monochromated by a ˆxed exit double crystal
monochromator and focused on the sample by a zone plate objective lens and a small pinhole aperture.

Figure 2. Light microscope image of blood cell suspension. SRC:
signet ring cell. MC: morula cell.
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ピングモーターとピエゾ素子を組み合わせた機構を採用

し，広い駆動範囲（±5 mm）と，高い位置分解能（10

nm）を持つ。透過光の検出器には，PINフォトダイオー

ドを，蛍光の検出器には，ゲルマニウム半導体検出器を用

いている。試料チャンバーは，減圧することも可能で，ま

たクライオノズルの導入により，凍結試料（ステージ表面

温度－120°C）の観察も行うことができる。試料チャン

バー内の試料ステージと，ハッチの外にある微分干渉型光

学顕微鏡の XYステージとの間には，高精度の位置決め

機構が整備されている。これを利用することにより，光学

顕微鏡で決定した場所は，X線線顕微鏡でも的確に指定

することができ，迅速な測定が可能となっている。

本実験では，バナジウムの K端吸収端よりもやや高エ

ネルギーである5.5 keVの X線を用い，吸収像と，バナジ

ウムの蛍光像を同時に撮影した。ビームサイズの最小直径

は1 mm，試料スキャンの最小ステップは0.5 mmである。

. バナドサイトの同定とバナジウムの細胞内分布

実験には，地中海産のホヤ Phallusia mammillataおよ

び日本産のホヤ Ascidia sydneiensis sameaを用いた。血球

は，密度勾配遠心法により，各細胞集団に分離した後，4

°Cの培地の中で保存された。血球はこの状態で，約 1週間

生きつづけることができる6)。

Fig. 2は，懸濁液の光学顕微鏡写真である。全体の約

70がシグネットリング細胞，残りはモルーラ細胞等か

らなっている。シグネットリング細胞は，そのほとんどが

液胞で，細胞膜周辺部に核を有した指輪型の形をしている

ことが分かる。

Fig. 3は，ウエットな状態の血液細胞の光学顕微鏡像，

X線顕微鏡透過像，バナジウムからの蛍光像である。光

学顕微鏡で同定した，シグネットリング細胞，モルーラ細

胞，コンパートメント細胞，アメーボ細胞の全ての細胞に

対応した透過像が，良好なコントラストで確認できる。し

かし，バナジウムの蛍光像では，シグネットリング細胞と

アメーボ細胞に対応した細胞しか確認できなかった。以上

の結果より，シグネットリング細胞とアメーボ細胞がバナ

ジウムを濃縮している細胞（バナドサイト）であると同定

された。

次にシグネットリング細胞内の，バナジウムの細胞内分

布を調べるため，細胞を，凍結乾燥法と浸漬凍結法で固定

した試料についてバナジウムの蛍光像の観察を行った。

Fig. 4は，凍結乾燥試料の X線顕微鏡像である。バナ

ジウムの分布が，Aは液胞内にほぼ均一に分布している

のに対し，Bは細胞膜周辺部にバナジウムが分布してい

る。これは，凍結乾燥を行う過程において，液胞内のバナ
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Figure 3. Phallusia mammillata blood cells observed by diŠerential interference contrast light microscopy (A), by x-ray
microscopy in transmission mode (B), and in the ‰uorescence mode for vanadium (C) and ‰uorescence spectra emitted
from the blood cells. Transmission and ‰uorescence images were taken by scanning cells with a 5.500 keV x-ray at a 1 mm
×1 mm resolution. Vanadium is accumulated in signet ring cells (SRC, shown by arrows) and in a vacuolated amoebo-
cyte (VA), but not in morula cells (MC) and compartment cells (CC). Argon peak comes from air.

Figure 4. Freeze-dried Phallusia mammillata blood cells as shown
by x-ray microscopy in transmission (left hand side) and ‰uores-
cence mode for vanadium concentration (right hand side). Trans-
mission and ‰uorescence image was taken by scanning cells with a
5.500 keV x-ray at 0.5 mm×0.5 mm resolution. Vanadium was locat-
ed in signet ring cells (SRC, shown by arrows).

Figure 5. Fluorescence image of vanadium in immersion cryo-ˆxa-
tion by isopentane Ascidia sydneiensis samea blood cells.
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ジウムが流失した可能性を示唆している。

Fig. 5は，液体イソペンタン中で浸漬凍結した血液細
胞の X線顕微鏡写真である。バナジウムの分布状態に統

一性はなく，凍結乾燥した試料でも観察された細胞周辺部

への濃縮や，複数の内部の高い濃縮部分の存在，液胞内均

一分布などが，同じ視野内に見られる。これは，浸漬凍結

法で実現できた凍結状態に幅があったことを示している。

以上の結果より，ホヤの血球を生きた状態を保ったまま

で凍結するには，浸漬凍結法は充分ではないことが分かっ

た。そこで我々は，血球が破裂しないで，細胞内のバナジ

ウムの化学状態を生きた状態で保ったまま凍結できる方法

として，加圧凍結法を用いて試料調整を行うことにした。

加圧凍結法とは，210 MPaの高圧液体窒素を試料に一

気に吹き付けることにより，生物試料を生きた状態に近い

状態で固定する方法である9)。加圧凍結法では，試料を両

面から冷却させることにより，大型の試料（～600 mm）

を，ガラス状態に保ったまま凍結することができる10)。
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Figure 6. Fluorescence image of vanadium in high pressure cryo-
ˆxation Ascidia sydneiensis samea. Bools cells.

Figure 7. Vanadium K-edge XANES spectrum of whole blood
cells and micro XANES spectra in vacuole and from the micro-gran-
ule. Black line: whole blood cells, red line: vacuole (Fig. 6 spot A),
blue line: vacuole (Fig. 6 spot B), green line: micro-granule (Fig. 6
spot C). Beam size of XAFS is 100 mm and micro XAFS is 1 mm.
Samples were kept at－120°C. X-ray energy was 5.500 keV. Fluores-
cence yields were normalized to 1 at the energy above the main ab-
sorption edge, 50 eV. Pre-edge peak energy shift, ▲: 3.4 eV, △: 1.8
eV.
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凍 結 試 料 は ， 加 圧 凍 結 装 置 （ BAL TEC社 製

HPM010)11)を用い作製した。懸濁液を滴下し，しばらく

置いたコロジオン膜の張られた電顕メッシュを，専用の銅

製の試料セル 2枚で挟み，加圧凍結装置で凍結する。凍

結後は，液体窒素中で保管し，試料ホルダーへの取り付け

も液体窒素中で行われた。

Fig. 6は，加圧凍結した細胞の X線顕微鏡写真であ

る。液胞内は，バナジウムで満たされていることが分か

る。その液胞内には，直径約 3 mmの大きさの高いコント

ラストを示す微粒子が確認できる。そのバナジウム蛍光強

度は，液胞内バナジウムの 4倍以上を示している。この

微粒子は，全てのシグネットリング細胞の液胞内で観察で

きた。

. 血液細胞内バナジウムのマイクロ XANES解析
加圧凍結したシグネットリング細胞の液胞内のバナジウ

ムと，バナジウムの高い蛍光強度を示した微粒子内のバナ

ジウムについてマイクロ XANES解析を行った。Fig. 7
はマクロ XANESとマイクロ XANESスペクトルであ

る。マイクロ XANESのビームサイズは，1 mmで，液胞

内（A, B）と高い集積を示す部位（C）で測定を行った。

横軸は金属バナジウム箔から得られたエッジからのエネル

ギーシフト量を，縦軸はバナジウム蛍光強度を表す。蛍光

強度は，バナジウムの K吸収端から50 eV以上離れた強

度で規格化してある12)。

バナジウムのプレエッジは，価数に大変敏感で，例え

ば，酸化バナジウムは，価数が高いほど，金属バナジウム

のエッジからのエネルギーシフト量が大きくなり，また強

度が高くなる13,14)。また，バナジウム錯体の配位子（リガ

ンド）や対称性も，吸収端とプレエッジのエネルギーシフ

ト量および蛍光強度の変化に強く反映される。Frank等

は，ホヤの血球集団の XAFSを行い，存在する可能性の

ある様々な種類のバナジウム錯体の標準 XANES測定を

行ってきた1416)。これらのデータを元に，プレエッジに

よるバナジウムの同定を行った。Aと B点のプレエッジ

ピークは，3.4 eVと1.8 eVの 2つのピークからなり，C

点は3.4 eVのピークからなる。Frank等の結果から，3.4

eVのピークは，4価のバナジウム，1.8 eVのピークは，3

価のバナジウムと推定することができる。

ここで，液胞と微粒子に存在するバナジウムの全てが，

それぞれ全て 3価と 4価であると仮定すると，1個のシグ

ネットリング細胞に存在するバナジウムの存在比は，細胞

液胞と微粒子の占める体積率から換算することができ，

982という値が求まる。この値は，ESRと放射化学分

析法から求まった値97.62.4と非常によく一致する17)。

ところが，100 mmのビームを用いて，同じ加圧凍結試

料の XANES測定では，ほとんどが 4価のバナジウムと

いう結果が得られた7)。この結果は，懸濁液中には，血液

細胞内に存在しているバナジウム以外にバナジウム元素が

存在している可能性を示すものである。Frank等も，採取

場所の異なるホヤの血球細胞では，バナジウムの 3価と 4

価の存在比が異なるという結果を得ており16)，このこと

は今後の検討課題であるといえる。

ところで，液胞内に存在している微粒子（グラニュール）

の存在については，これまでも研究者等には知られてお

り，光学顕微鏡で観察することもできる。また，分析電子

顕微鏡観察において，この微粒子からバナジウムが検出さ

れたという報告もある18)。これより，我々が検出した主

に 4価のバナジウムからなる直径約 3 mmの微粒子は，上
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述のグラニュールと同じものである可能性がある。

. まとめ

走査型 X線顕微鏡を用いて，ホヤの血球細胞の中で，

シグネットリング細胞とアメーボ細胞がバナドサイトと同

定することができた。シグネットリング細胞の液胞は，主

に 3価のバナジウムで満たされており，その中に，主に 4

価のバナジウムからなる直径 3 mm程度の微粒子（グラニ

ュール）が存在していることが分かった。

今後は，バナジウム化合物の配位構造の決定に大きな手

がかりを与えると考えられる硫黄をターゲット元素とし

て，マイクロ XANES解析を行う予定である。
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Micro XANES Study on Vanadium in Ascidians Alive Blood Cells Investi-
gated by Fluorescence Scanning X-Ray Microscopy at ID21 at ESRF

Kuniko TAKEMOTO Department of Physics, Kansai Medical University,
1889 Uyama-Higashi, Hirakara, Osaka, 5731136, Japan

Hiroshi KIHARA Department of Physics, Kansai Medical University,
1889 Uyama-Higashi, Hirakara, Osaka, 5731136, Japan

Abstract
X-ray microscope installed at the beam line ID21 at European Synchrotron Radiation Facility (ESRF)was used to

the elucidation of micro-distribution and chemical states of vanadium in ascidians. In combination with a high pres-
sure cryo-ˆxation technique, we have succeeded in observing uniform distribution of vanadium in the vacuole, in
identifying the 3rd valency in the signet ring cell, and more importantly in ˆnding granules rich in vanadium of the
4th valency


