
第5章 励 起 ― 蛍 光 マ トリ ック ス イ メ ー ジング手法の 開発 とその応用

5-1 吸 光 ス ペ ク トル と励 起 ・蛍 光 マ ト リ ッ ク ス

励 起 ・蛍 光 マ トリ ッ ク ス(Excitation-Emission Matrix:EEM)は 、 対 象 の 蛍 光 強

度 を 、 励 起 波 長 及 び 蛍 光 波 長 を 独 立 して 走 査 しな が ら 計 測 して 得 られ る 等 高 線 状

の グ ラ フ で あ る(図5-1)。EEMは 励 起 波 長 、 蛍 光 波 長 及 び 蛍 光 強 度 の 互 い に 直

交 す る3軸 か ら な る3次 元 の デ ー タ で あ り 、 波 長 と吸 光 度 か らな る2次 元 デ ー タ

で あ る 吸 光 スペ ク トル と 比 較 す る とそ の 情 報 量 は 膨 大 で あ る。 ま た 、EEM計 測 に

お い て は 吸 光 と発 光 と い う二 つ の 過 程 を 観 察 す る こ と に な る の で 、 吸 光 の み を 観

察 す る 吸 光 スペ ク トル に 比 べ て 、定 性 的 に も 詳 細 な 情 報 が 得 られ る と考 え られ る 。

した が っ て 、EEMと 位 置 情 報 を 同 時 に 取 得 し解 析 す る 「EEMイ メ ー ジ ン グ 手 法 」

を 開 発 す る こ とに よ り 、 近 赤 外 分 光 イ メ ー ジ ン グ 手 法 よ り も 詳 細 に 成 分 分 布 を 可

視 化 で き る と考 え られ る。EEMイ メ ー ジ ン グ 手 法 の 基 礎 と な る 蛍 光 測 定 の 原 理 に

つ い て 次 節 に述 べ る。

図5-1 ロ ー ダ ミ ンBのEEM(左:3次 元 表 示 、 右:俯 瞰 図)

5-2 蛍 光 測 定 の 原 理52)、53)

5-2-1 ル ミ ネ ッセ ン ス

2-2-2項 で 述 べ た とお り、近 赤 外 スペ ク トル は 分 子 が 基 準 振 動 や 倍 音 振 動 に 相

当 す るエ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、基 底 状 態E0か らE1、E2… の エ ネ ル ギ ー 準 位 に 遷 移 す
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る た め 観 察 され る。 光 に よ っ て エ ネル ギー 準 位 が 遷 移 す る と き 、 これ を 励 起 と呼

び 、 励 起 を 引 き 起 こす 光 を 励 起 光 と呼 ぶ 。 ま た 、En(nは 整 数)の エ ネル ギ ー 準

位 を 第n励 起 状 態 と呼 ぶ 。 第n励 起 状 態 は 不 安 定 で あ り、 分 子は エ ネ ル ギ ー を 放

出 して 基 底 状 態 に 戻 る 。 これ を 失 活 と呼 び 、 エ ネ ル ギ ー 放 出 の 形 態 は 熱 、 同 転 運

動 、 振 動 な ど様 々 あ る 。 中 で も、 分 子 が 光 を 放 出 して 失 活 す る と き に 観 察 され る

の が ル ミ ネ ッセ ン ス で あ る 。

5-2-2 蛍 光 と 燐 光

ル ミネ ッセ ン ス が 生 じる と き 、分 子は 第n励 起 状 態 に励 起 され た 後(図5-2(1))、

失 活 す る 前 に よ り低 い 励 起 状 態 に 遷 移 す る。 こ の 遷 移 を 無 輻 射 遷 移(図5-2(2))

と呼 ぶ 。 無 輻 射 遷 移 に よ り第1励 起 状 態 に 遷 移 後 、 第1励 起 状 態 か ら基 底 状 態 に

失 活 す る際 に 生 じ る 光 を 蛍 光 と呼 ぶ(図5-2b)。 第1励 起 状 態 は 非 常 に 不 安 定 で

あ る の で 、 蛍 光 は 励 起 光 が 照 射 され て い る 間 の み 観 察 され る 。 一方 、 無 遷 移 輻 射

に よ り 三重 項 状 態 と呼 ば れ る エ ネル ギ ー 準 位 へ の 遷 移 が 生 じ る 場 合 が あ り、 三 重

項 状 態 か ら の 失 活 に よ り生 じ る 光 を 燐 光 と呼 ぶ(図5-2c)。 三重項 状 態 は 第1励

起 状 態 よ り も安 定 し て お り、 失 活 す る ま で に 比 較 的 長 時 間 を 要 す る。 そ の た め 、

燐 光 は 励 起 光 が 遮 断 され た 後 も観 察 され る。 な お 、 無 輻 射 遷 移 に よ り 、 蛍 光 、 燐

光 と もに 励 起 光 よ り もエ ネ ル ギ ー が 小 さ く な り、 波 長 が 長 く な る。

図5-2 蛍 光 及 び 燐 光 の発 生 原理
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(a)蛍 光光度計 (b)蛍 光分光光度計

(c)分 光蛍光光度計

図5-3 蛍 光 測定 装 置 の概 要52)

5-2-3 蛍 光 測 定装 置

蛍 光 を 測 定す る装 置 は蛍 光 光度 計 、蛍 光 分光 光 度計 及 び 分光 蛍 光光 度 計 の3種

類 に分 け られ る。蛍 光 光度 計 は1930年 代 後 半 にKlettに よっ て開発 され た。図5-3

(a)に 蛍 光 光度 系 の概 要 を示 す。 まず 、光源 か ら照射 され た励 起 光 を1次 フ ィル

タ で分 光 し、任 意 の波 長 で試 料 セ ル 内 の試 料 を励 起 す る。 試 料 か ら生 じた蛍 光 は

2次 フ ィル タで 分 光 され 、任 意 波 長 の蛍 光 を観 察す る こ とが可能 で あ る。 しか し

な が ら、様 々 な励 起波 長 、蛍 光 波 長 で観 察 を行 うに は、 バ ン ドパ ス フ ィル タ を交

換 す る必 要 が あ り、連 続 した波 長 で蛍 光測 定 を行 うこ とは 困難 で あ った。 一 方 、

赤外 分 光等 に用 い られ る分 光 計測 装 置 が1940年 代 に 開発 され 、 そ の発 展 に伴 い 、

1950年 代 中頃 か ら分 光 計測 装 置 の付 属 品 とい う形 で蛍 光 分 光光 度計 が普 及 し始 め
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た。 図5-3(b)に 蛍 光分 光 光度 系 の概 要 を示す 。 光源 か ら試 料 セ ル ま で の構 造

は 蛍 光 光度 計 と同 じで あ るが 、生 じた蛍 光 は分光 器 に よ っ て分 光 され るた め、 任

意 の連 続 した波 長 で 蛍 光観 察 を 行 うこ とが 可能 とな った 。 さ らに 、1955年 に は

Bowmanの 分 光 蛍 光 光度 計 が 開発 され た。 図5-3(c)に 示 す よ うに 、分 光蛍 光

光 度 計 は励 起 光側.蛍 光側 の 双方 に分光 器 を備 えてお り、任 意 の連 続 した 波長 で

試 料 を励 起 し、 さ らに任 意 の連 続 した波 長 で蛍 光観 察す る こ とが 可能 であ る。 現

在 で は分 光 蛍 光 光 度 計 が普 及 し、 一般 的 に は これ が蛍 光 測 定 に用 い られ て い る。

5-2-4 励 起 ・蛍 光 ス ペ ク トル とEEM

蛍 光 測 定 を行 う際 に、 分光 蛍 光 光 度計 の蛍 光側 分 光器 を一 定波 長 に固定 し、励

起 側 の 波長 を連 続 的 に変 化 させ なが ら蛍 光 を測 定す る と、励 起波 長 と蛍光 強度 か

らな る連続 プ ロ ッ トが得 られ る。 これ を励 起 スペ ク トル と呼ぶ。 励 起 スペ ク トル

が最 大 とな る励 起波 長 は蛍 光 強度 を最 大 にす るた め の最 適励 起 波長 に相 当す る。

ま た 、蛍 光 の 強 度 は励 起 光 吸 収 の 強度 に比 例す るの で 、励 起 スペ ク トル と吸 光 ス

ペ ク トル は ほ ぼ同 じ形状 とな る。 一方 、励 起側 分 光器 を一 定波 長 に固 定 し、 蛍 光

側 の 波長 を連 続 的 に変化 させ なが ら蛍 光 を測 定す る と、蛍 光波 長 と蛍 光 強度 か ら

な る蛍 光 スペ ク トル が 得 られ る。 蛍 光 スペ ク トル が最 大 とな る蛍 光 波 長 は蛍 光 強

度 が 最 大 とな る最 適 蛍 光 波長 に相 当す る。 した が って 、励 起 スペ ク トル で最 適 励

起 波 長 を探 索 し、 そ の波 長 で蛍 光 スペ ク トル測 定 を行 っ て最 適 蛍 光波 長 を探 索 す

る こ とに よ り、対 象 を計 測 す るの に最 適 な励 起 波 長 ・蛍 光 波長 の 組合 せ を得 る こ

とが で き る。また 、励 起波 長 を連続 的 に変化 させ なが ら蛍 光 スペ ク トル を計 測 し、

得 られ た蛍 光 スペ ク トル を励 起 波 長 毎 に並 べ る と、5-1節 で 述べ たEEMを 得 る

こ とが で き る。

5-3 EEM計 測 の 既 往研 究

5-2-3項 で述 べ た通 り、分 光蛍 光 光度 計が 普 及 した た め 、現在 で は様 々 な試 料

のEEMを 計 測 す る こ とが 可能 とな って い る。 以下 で は 、EEM計 測 の既 往 研 究 例

につ い て述 べ る。

5-3-1 ホ ウ レ ン ソウ葉 の 相 対含 水 率計 測54)

小 西 らは葉 柄 か ら切 離 した ホ ウ レン ソウ葉 を水ス トレス処理 し、 相 対含 水 率 及

びEEMの 経 時 変化 を計 測 した。 そ の結果 、励 起 波 長 に よ らず 、450nm、680nm

及 び725nmに 蛍 光 極 大 が観 察 され た。それ ぞ れ の波 長 に お け る蛍 光 強 度 をF450、
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F680及 びF725と お く と、 蛍 光強 度 比F450/F680及 びF450/F725は 水 ス トレス初

期 に お い て増 加 し、そ の後 減 少 す る こ とが明 らか とな っ た。した が って 、F450/F680

ま た はF450/F725の 経 時 計測 が、 ホ ウ レン ソ ウ葉 の相 対含 水率 計 測 に最 も適 して

い る こ とが 明 らか とな った。また 、EEMを 利 用 して最適 な計 測波 長 条 件 を選 択 し、

蛍 光 強度 を経 時 的 に計 測 す る こ とに よ り、植 物 に対 す る特 定 の ス トレス な ど、 生

理機 能 の情 報 を取 得 で き る可能 性 が示 された 。

5-3-2 古 代 染 色遺 物 ・浮世 絵 の染 料 同 定55)、56)、57)、58)、59)、60)

下 山 らは 、 分 光蛍 光 光 度 計 に光 フ ァイ バー を取 り付 け、 平 面 状 の 試 料 のEEM

を非 破 壊 ・非 接 触 で計 測 で き る装置 を開発 した。 この装 置 に よ り、 古代 の染色 遺

物 や 浮 世 絵 版 画 等 の試 料 と、様 々 な染 料 で彩 色 した標 準試 料 のEEMが 計 測 され

た。 各標 準 試 料 のEEMを 解 析 す る こ とに よ り、 それ ぞれ の染 料 に特 徴 的 な蛍 光

極 大 と、それ に対 応す る励 起極 大 波長 及 び蛍 光 極 大波 長 が 明 らか とな った(図5-4

緑 矢 印)。 さ らに 、試 料 と標 準試 料 のEEMに お け る励 起極 大 波 長 及 び蛍 光 極 大 波

長 を比 較 す る こ とに よ り、 それ ぞれ の試 料 に使 用 され た染 料 を同 定す る手 法 が確

立 され た(図5-4赤 丸及 び 黄 丸)。 この手 法 に よ り、 中 国製 の 古 代染 色 遺 物及 び

浮 世 絵 に使 用 され た染 料 が 同定 され た。 また 、 この手 法 は 、貴 重 な 古代 遺 物 を非

破 壊 ・非接 触 で 計測 で き る上 、 肉眼 や分 光反 射 スペ ク トル で は同 定 が 困難 な 同 系

色 の染 料 も確 実 に 同定 可能 な点 が評 価 され て い る。また 、EEMが 様 々 な成 分 同 定

に有 効 で あ る可能 性 が 示 され た。

5-3-3 カ ーバ メ イ ト系農 薬 の検 知61)

多環 式 芳 香 族 炭 化水 素 を含 む農 薬 の励 起波 長 帯及 び 蛍光 波 長 帯 は幅 広 く、従 来

の蛍 光 観 察 法 に よっ て同 定 ・定量 す る こ とは 困難 で あ った。そ こで 、JiJiら は様 々

な濃 度 の1-ナ フ トー ル 、 カ リバ リル 及 び カル ボ フ ラ ンの メ タ ノー ル 溶液 のEEM

を計 測 した 。 得 られ たEEMをParallel Factor Analysis(PARAFAC)と 呼 ばれ る手 法

で解 析 した 結果 、 それ ぞれ を同 定 した上 で、 定 量測 定 す る こ とが 可能 とな っ た。

ま た 、そ れ ぞれ の検 知 限 界 は1.1ppb、6.6ppb及 び13ppbで あ った。 この結果 、

EEM計 測 が従 来 の蛍 光観 察 法 に比 べ て成 分 同 定 に有用 で あ る こ とが示 され た。ま

た 、試 料調 整 と計 測 に時 間 を要す る ク ロマ トグラ フ ィー 法 に代 わ り、EEM計 測 に

よる迅 速 な農 薬検 知が 可能 に な る と考 え られ た。
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図5-4 様 々 な 染 料 のEEM(I～VI)と 浮 世 絵 の 一 部 のEEM(a、b)60)

5-4 新規 手法 の 提 案

5-1節 で述 べ た通 り、励 起-蛍 光 マ トリ ックス は分 光 スペ ク トル に比 べ て遥 か

に情 報 量 が 多い の で、EEMと 位 置情 報 を同時 に 取 得 し解析 す る 「EEMイ メー ジ

ン グ手 法」 を開 発す る こ とに よ り、近 赤 外分 光 イ メー ジ ン グ手 法 よ り も詳 細 に成
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分分 布 を可視 化 で きる と考 え られ た。 また 、既 往 のEEM計 測 に関 す る研 究例 か

ら、生 理機 能 の情 報取 得や 成 分 同 定 に適 して い る とい うEEMの 利 点 が 明 らか と

な っ た。 しか しなが ら、そ の課 題 も明 らか とな った。 す なわ ち 、

1) EEMと 位 置情 報 を同 時 に 取得 す る計 測 シ ス テ ム を開発 した報 告 例 が な い。

2) BEMは 最 適 計測 条件 の探 索や蛍 光 極 大 の比較 に用 い られ るこ とが多 く、EEM

の膨 大 な情 報量 を損 な わず に 、そ の特 性 を解 析 した研 究 が数 少 な い。ま た 、

EEMと 位 置情 報 を同時 に取得 して得 られ るEEMイ メー ジ ン グデ ー タ を解析

す る手 法 は報告 され て いな い。

とい う2点 が挙 げ られ る。そ こで 本研 究 では 、「3次 元 スペ ク トル イ メー ジ ング シ

ス テ ム」 及 びEEMイ メー ジ ン グデ ー タの解 析 ・可 視化 手 法 を組 み 合 わせ てEEM

イ メー ジ ン グ手法 を開発 し、食 品試 料 の計 測へ 適 用 す る こ とを提 案 した 。

5-5 3次 元 ス ペ ク トル イ メー ジ ン グ シ ス テ ム の 開 発62)、63)、64)

EEMと 位 置 情 報 を同 時 に取 得 す る計 測 システ ム は 、下記 の3つ の特 徴 を備 えて

い る必 要 が あ る と考 え られ た。 す なわ ち 、

1) 任 意 の波 長 で対 象 を励 起 す る こ とが 可能 。

2) 任 意 の波 長 で対 象 の蛍 光 を観 察す る こ とが 可 能。

3) 対象 の任 意 の位 置 を計 測 可 能。

の3点 で あ る。 上記1)、2)の 条 件 を満 たす 計 測 シス テム と して、3-4-1項 で

述 べ た 実体 顕微 鏡 仕 様 の近 赤 外 高速 ハ イパ ー スペ ク トル シ ステ ムに 、任 意 の波 長

で 対 象 を照 明す る分 光 照 明装 置 を組 み 合 わせ た シ ステ ム を構 築 す る こ と と した 。

図5-5に 示す よ うに 、分光 照 明 装 置 は150Wの キセ ノ ンラ ンプ 光源 に グ レー テ ィ

ン グ型 分光 器 を取 り付 けた装 置(相 馬 光 学製 特 注 品)で 、 照 明光 の 波長 を200～

1,000nmの 範 囲で任 意 に設 定 可能 で あ る。 ま た、 計 測 に用 い る冷 却CCDカ メ ラ

は、よ り高感 度 かつ 高 精細 で あ り、IEEE1394接 続 に よ り高 速 なデ ー タ転送 が 可能

な上位 機 種(浜 松 ホ トニ ク ス製ORCA-ER-1394)を 用 い る こ と と した。 さ らに、

上 記3)の 条 件 を満 た す た め に、 計測 シ ステ ム とマ イ ク ロス ライサ(東 芝機 械 製

AST-024s)を 組 み合 わせ る こ とと した 。図5-6に 示 す よ うに、マ イ ク ロス ライ サ

は サ ンプル ポル ダ、試 料 を切 削す る回転 型 ミク ロ トー ム及 び試 料 を押 し上 げ るス

テ ッ ピン グモ ー タで構 成 され る65)。 パ ラ フ ィン等 の 包埋 剤 で包 埋 した 試 料 を サ ン

プル ホル ダ にセ ッ トし、そ の表 面 を ミク ロ トー ム で切 削す る。 続 いて 、ス テ ッ ピ

ングモ ー タで サ ンプル を1～30μmの 任 意 の 高 さだ け押 し上 げ る。 以 上 の 切 削 と

押 し上 げ を繰 り返 し行 うこ とに よ り、試 料 の任 意 の深 さにお け る断 面 を露 出 させ
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る こ とが 可能 で あ る 。 ま た 、 サ ン プ ル ホ ル ダ は 、 周 囲 に 不 凍 液 を 循 環 させ る こ と

に よ り-15℃ 程 度 に 冷 却 で き 、 凍 結 試 料 を観 察 す る こ と も 可能 で あ る。

図5-5 分 光 照 明 装 置

図5-6 マ イ ク ロ ス ラ イ サ
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上記 で 構 築 した シ ス テ ム の 概 要 図 を 図5-7に 示 す 。 本 シ ス テ ム は 分 光 照 明 部 、

分 光 観 察 部 及 び マ イ ク ロ ス ラ イ サ 部 か らな っ て お り、 分 光 照 明 部 及 び 分 光 観 察 部

の 制 御 はWindows2000搭 載 の パ ソ コ ン(BPSON製MT-6000)で 、 マ イ ク ロ ス ラ

イ サ 部 の 制 御 は 専 用 の コ ン トロー ル ボ ッ ク ス で 行 う。 ま た 、 本 シ ス テ ム は マ ル チ

スペ ク トル イ メ ー ジ ン グに よ り 立体 試 料 中 の 任 意 の 点 にEEMを 取 得 可能 で あ る

の で 、「3次 元 ス ペ ク トル イ メー ジ ン グ シ ステ ム(Three-Dimensional Spectral Imaging

System:3D-SIS)」 と名 付 け る こ と と した。 表5-1に そ の 仕 様 を 示 す 。 な お 、 分

光 照 明 部 と 分 光 観 察 部 を 同 期 させ て 計 測 を 行 うた め 、 ア プ リケ ー シ ョン 開 発 ソ フ

トウ ェ ア(Microsoft Inc.製Visual Basic6.0)を 用 い て 独 自の 制 御 ア プ リケ ー シ ョ

ン を 開 発 した(Appendixを 参 照 の こ と)。 ま た 、 本 シ ス テ ム は 組 み 立 て 式 小 型 暗

室 内 に 設 置 され て お り 、 試 料 か らの 反 射 光 、 蛍 光 以 外 の 外 光 が 分 光 観 察 部 に 進 入

しな い よ うに な っ て い る。

図 5-7  3D-SISの 構 成
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表5-1 3D-SISの 仕 様

5-6 EEMイ メ ー ジ ン グ デ ー タ の 解 析 ・可 視 化 法62)、63)、64)、66)、67)

3D-SISを 用 い る と、立体試 料 の様 々 な深 さにお け る断 面 に つい て 、蛍 光 画像 を

様 々な 計測 条 件 で 取 得す る こ とに よ り、 図5-8に 示 す よ うな立 体 試料 の縦 、横 、

深 さ方 向 の位 置 情 報 と、各位 置 にお けるEEMを 取 得 可能 で あ る。EEMの 計 測 条

件 は励 起 波 長 と蛍 光波 長 の組 合 せ で決 ま り、 数 百 に上 る こ と もあ るた め 、3D-SIS

を用 い て得 られ るデ ー タ量 は膨 大 で ある。 そ こで 、情 報 をな るべ く損 失 す る こ と

な く解析 し、 さ らにEEM特 性 の違 い を視 覚 的 に把 握 す る こ とがで き る よ う、 以

下 の解 析 法 を提 案 した。
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図5-8 3D-SISに よ り 計 測 可 能 な デ ー タ
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5-6-1 EEMデ ー タ の 圧 縮

EBMは 数 百 に 上 る 次 元 を持 つ デ ー タ で あ り 、そ の 違 い を 視 覚 的 に 把 握 す る こ と

は 不 可 能 で あ る 。 そ こ で 、EEMの 次 元 数 を 圧 縮 す る こ と と した 。 次 元 圧 縮 の 手 法

と して は 、 自 己 組 織 化 マ ップ 、 多 次 元 尺 度 法 、 主 成 分 分 析 な ど様 々 あ る が 、 本 論

で は 近 赤 外 分 光 法 の 分 野 な ど で 幅 広 く利 用 され て い る 主 成 分 分 析 を 用 い る こ と と

した 。 主成 分 分 析 は 多 次 元 デ ー タ の 分 散 を 最 大 限 保 ち な が ら デ ー タ の 次 元 を 圧 縮

す る 手 法 で あ る 。 具 体 的 に は 、図5-9に 示 す よ うに 、 デ ー タ の 分 散 が 最 大 とな る

新 た な 座 標 軸(Z1)を 導 出 し、 次 い で 、Z1に 直 交 し、 か つZ1の 次 に デ ー タの 分 散

が 最 大 とな る 座 標 軸(Z2)を 導 出 す る 。 こ れ を 、[デ ー タが 分 布 す る 空 間 の 次 元数

-1]回 繰 り返 し、 分 散 の 大 き さの 順 番 に 新 た な 座 標 軸 を 導 出 して 、 元 の 空 間 と 同

じ次 元 を持 つ 空 間 を 新 た に構 築 す る。 この 時 、i番 目 の 新 しい 座 標 軸Ziを 第i主

成 分 座 標 軸 、 主 成 分 座 標 系 に お け る デ ー タ のi番 目 の 座 標 を 第i主 成 分 と呼 ぶ 。

こ こ で 、Z1、Z2、Z3の3軸 の み を 用 い る と、 デ ー タ の 分 散 が 最 大 限 保 た れ 、 しか

も視 覚 的 に 把 握 可能 な3次 元 の 座 標 系 を新 た に 構 築 す る こ とが で き る 。本 論 で は 、

こ の 座 標 系 に お け る デ ー タ の 分 布 図 を 主 成 分 プ ロ ッ トと呼 ぶ こ と とす る。 以 上の

手 法 を3D-SISで 得 られ るデ ー タ に 適 用 す る こ とに よ り 、立 体 試 料 中 の 各 点 に お け

るEEM特 性 の 違 い を 、 主 成 分 プ ロ ッ トに お け る位 置 の 違 い と して 把 握 す る こ と

が 可能 と な る。

図5-9 主成 分分 析 にお け る新 たな座 標 軸 の 導 出

5-6-2 色 空間 へ の変 換

立体 試 料 中 の成 分 分布 や 構 造 を 可視化 す るに は 、各 点 にお けるEEM特 性 の違

い を視 覚 的 に把 握 で きる必 要 が あ る。 そ こ で、 主成 分 分析 で 得 た 主成 分 プ ロ ッ ト

の 座標 系 を、 色空 間 に 変換 す る こ とと した。 色 空間 とは 、色 相 、 彩度 、 明度 等 の
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色 の 要 素 を 座 標 軸 とす る1～4次 元 の 空 間 で あ り、色 は 色 空 間 内 の 点 と して 与 え ら

れ る。 色 空 間 に はRGB、CMYK、L*a*b*、L+u+v+等 が あ るが 、 本 研 究 で は 、 人 間

の 知 覚 に よ る 色 差 と 、 空 間 内 に お け る 距 離 が 一致 す る よ う に 定 め られ たL*a*b*

色 空 間 を採 用 す る こ と と した68)、69)。L*a*b*色 空 間 はL*軸(明 度)、a*軸(赤 ―

緑 の 色 度)及 びb*軸(青 ― 黄 の 色 度)の 互 い に 直 交 す る3軸 か ら成 り立 っ て い る。

図5-10はL*a*b*色 空 間 に お け る等 明 度 面 を 示 す 。 図5-10に お い て 、 点Aと 点

Cの 距 離 は 、点Aと 点Bの 距 離 の2倍 で あ る。 こ の 時 、 そ れ ぞ れ の 点 に 対 応 す る

実 際 の 色 を 色A、B、Cと す る と 、L*a*b*色 空 間 の 性 質 に よ り、 人 間 が 知 覚 す る

色Aと 色Cの 差 は 、 色Aと 色Bの 差 の2倍 と な る。 した が っ て 、 主 成 分 プ ロ ッ

トをL*a*b*色 空 間 に 変 換 す る こ とに よ り 、EEM特 性 の 違 い を 、 人 間 が 正 確 に 知

覚 で き る形 で 可視 化 す る こ とが 可 能 とな る 。 な お 、本 研 究 で は 、 第1主 成 分 をL*

軸 、 第2主 成 分 をa*軸 、 第3主 成 分 をb*軸 に 変 換 す る こ と と し た。

図5-10 L*a*b*色 空 間 に お け る 等 明 度 面

5-6-3 成分 分 布 ・内都 構 造 の 可視 化

主成 分 分析 とL*a*b*色 空 間 へ の変 換 を通 じ、立体 試 料 の各 点 はそ れ ぞれ のEEM

特性 に応 じてL*a*b*色 空 間 に分 布 す る こ と とな る。各点 の位 置情 報 は 計測 に よ り

取 得 済み で あ るので 、L*a*b*色 空 間 に対応 して各 点 を彩 色す る こ とに よ り、 立体

試 料 にお け るEEM特 性 の分 布 図 が得 られ る。EEM特 性 は成 分 の構 成 分 子や そ の

構 造 に 基づ く吸 収 ・発 光特 性 の違 い を反映 してい るの で 、成 分 分 布や 内 部構 造 の

可視 化 も同時 に 可視 化 され る と考 え られ る。
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5-7 大 豆 の 内 部 構 造 可 視 化 へ の 応 用70)、71)、72)、73)

小 川 ら74)、75)は 大 豆 種 子 を 連 続 して 切 片 化 し、 そ れ ら の 蛍 光 画 像 を 取 得 した の

ち 、 コ ン ピ ュー タ 内 で 得 られ た 画 像 を 仮 想 的 に 立 体 に 再 構 築 した。 そ の 結 果 、 ア

リュ ー ロ ン層 に 自家 蛍 光 が あ る こ とや 、 大 豆 種 子 内 に 自 家 蛍 光 を 発 す る葉 脈 状 の

構 造 が 存 在 す る こ と が 明 ら か とな っ た 。 しか しな が ら、 切 片 化 に備 え て 試 料 を パ

ラ フ ィ ン に な じ ませ る た め 、24時 間 を掛 け て 試 料 を 脱 水 置 換 す る 必 要 が あ る こ と、

立 体 再 構 築 に 際 して 切 片 画 像 の位 置 を 手 動 で 合 わ せ る 必 要 が あ る こ と、 さ ら に 、

撮 影 条 件 が 励 起 波 長425nm、 観 察 波 長475nmの1つ で あ っ た た め 、 可 視 化 画 像

が 自家 蛍 光 の 有 無 の み を反 映 した 白黒 画 像 で あ り、 詳 細 な 解 析 が で き な い こ と な

ど の 課 題 が あ る。そ こで 、本 研 究 で 開 発 した3D-SISを 大 豆 の 内 部 構 造 可 視 化 に 応

用 し、 本 シ ス テ ム の 有 用 性 を検 証 す る こ と と した 。

図5-11 納 豆 小 粒

5-7-1 実験 手 順

1) 試料

供 試材 料 と して図5-11に 示す 茨城 産 極 小 粒 品種 の 大 豆種 子(納 豆小粒)を 用

いた。凍結 包 埋剤(サ ク ラ精機 製Tissue-Tek4583)を 試 料 包埋 用鋳 型 に流 し込み 、

そ の 中 に試 料 を浸 漬 した。 試 料 を鋳 型 ご と-80℃ に設 定 した 冷凍 庫 に入れ て2時

間 凍結 し、鋳 型 か ら取 りだ して 計測 に 供 した。

2) 実験 装置

小 川 らの 既 往 研 究 で 用 い られ た波 長 条件 を 含 む 波 長 範 囲 で 計測 を行 うた め 、

3D-SISの 分 光観 察 部 の液 晶 チ ュー ナ ブル フ ィル タには 、3-4-1項 で述 べ た 可視 領

域 に対 応 した機 種 を用 い た。 また 、凍結 試 料 を計 測 す る ため 、 実験 開 始2時 間 前

か ら-30℃ に冷 却 した 不凍 液 を循 環 させ 、 サ ンプル ホル ダの 温度 を0℃ 以 下 に保

った。
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図5-12 蛍 光 画像 の取 得 手順

3) 蛍 光 画 像 の 取 得

図5-12に 蛍 光 画 像 の 取 得 手順 を 示 す 。 凍 結 した 供 試 材 料 を マ イ ク ロ ス ラ イ サ

部 の サ ンプ ル ポ ル ダ に セ ッ ト し、 大 豆 種 子 の 中 心 付 近 が 露 出 す る まで 切 削 を 繰 り

返 した 。 次 に 、 励 起 波 長 を350～570nm、 観 察 波 長 を400～600nmの 範 囲 で 波 長

間 隔10nmで 走 査 しな が ら、 露 出 した 断 面 を観 察 し た。 こ の 時 、 励 起 光 の 反 射 光

な ど 、 試 料 か ら の 蛍 光 以 外 の 光 に よ る悪 影 響 を 防 ぐた め 、 観 察 波 長 と励 起 波 長 の

差 が30nm以 下に な らな い よ うに した た め 、 撮 影 した 蛍 光 画 像 の 総 数 は273枚 と

な っ た(図5-13(a))。

4) 可視 化 画 像 の 作 成

得 られ た 蛍 光 画 像 の 各 画 素 に つ い て 、 各 励 起 波 長 ・蛍 光 波 長 に お け る 輝 度 値 、

す な わ ち 蛍 光 強 度 を プ ロ ッ トす る こ と に よ り、 図5-13(b)に 示 す よ うに 、 各 画

素 に お け るEEMを 算 出 した 。 次 に 、 蛍 光 画 像 か ら大 豆部 分 の み を 選 択 し、 選 択

部 分 の 各 画 素 のEEMに 対 して 、5-6-1項 で 述 べ た 主 成 分 分 析 を 適 用 して 、図5-13

(c)に 示 す 主 成 分 プ ロ ッ トを得 た 。 ま た 、5-6-2項 で 述 べ た 手 法 で 非成 分 プ ロ

ッ トをL*a*b*色 空 間 に 変 換 し た(図5-13(d))。 最 後 に 、5-6-3項 で 述 べ た 手

法 で 蛍 光 画 像 の 各 画 素 を 彩 色 し、EEM特 性 の 分 布 を 可 視 化 した 画 像 を 得 た(図

5-13(e))。 な お 、 大 量 の デ ー タ を扱 うた め に 高 速 の パ ソ コ ン(Dell製Dimension

4400、2GHzプ ロ セ ッサ 及 び1GBメ モ リ搭 載)を 用 意 し、EEMの 算 出 か ら彩 色 に

至 る 画 像 処 理 に は 、 数 値 解 析 ソ フ ト(The Math Works Inc.製MatLab6.1)を 用 い て

開 発 した 独 自 の ア プ リケ ー シ ョ ン を 用 い た 。
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a.Fluorescence Images b.EEM of the Sample Soybean

c.PC Score Plotd.Lat*b* Color Space

e.Color Distribution Map

図5-13 可 視 化 画 像 の 作成 手順
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5-7-2 結 果 及 び 考 察

長5-2に 、 得 られ たEEMイ メー ジ ン グ デー タの 主成 分 分 析 結 果 を 示す。 第3

主成 分 まで の 累 積 寄 与率 は0.85を 超 え て お り、 主成 分 分 析 に より 、EEMイ メー

ジ ン グデ ー タの 精 報 量を ほ ぼ 損 な う こ とな く 、 そ の 次 元 を圧 縮 で き た こと が 明 ら

か とな っ た 。 また 、 図5-14(左)に 、 小 川 らの 研 究74)、75)と ほ ぼ 同 じ励 起 波 長

420nm、 観 察 波 長470nmで 撮 影 した蛍 光画 像 を 示 す 。 小 川 ら の 報 告 と 同 様 に 、

ア リ ュー ロ ン 層 及 び 葉脈 状 の 構 造 に 自家 蛍 光が あ る こ とが 確 認 され た 。 一方 、 図

5-14(右)は 、 本研 究 の 手法 で作 成 したEEM特 性 分 布 の 可 視 化 画 像 で あ る。 両

者 を比 較 す る こ とに よ り、 可 視 化 画 像 に お い て 、 自 家 蛍 光の 強 度 が 明 る さ に 反 映

され て お り、 特 に ア リュ ー ロ ン 層 と 葉脈 状 構 造 は 明 る く 可視 化 され て い る こ とが

分 か っ た 。 さ らに 、 両 者 は そ れ ぞ れ 青 及 び 緑 に 彩 色 され てお り 、 同 じ 自 家蛍 光 を

持 つ 部 位 で も、EEM特 性 が 全 く 異 な る こ と が 明 ら か と な っ た。EEM特 性 が 成 分

特 性 を 反 映 して い る こ とか ら 、 ア リュ ー ロ ン 層 と葉脈 状 構 造 に お い ては 異 な る 自

家 蛍 光物 質 が 分 布 し て い る と考 え られ た。

表5-2 主成 分 分 析 の 寄 与率 と累積 寄 与率(大 豆)

図5-14 試 料 断 面 の 蛍 光 画像(上)とEEM特 性 分 布 の 可視 化 画 像(下)
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5-7-3 計 測 条 件 の 簡 略 化

大 豆 の断 面 に お け る構 造 を可 視 化す る こ とが で きた の で 、そ の 立体 的 な 内部構

造 を 明 らか にす る こ とが期待 され た。 しか しな が ら、 大 豆 の様 々 な深 さの断 面 に

お い て273に 上 る条 件 で計測 す る こ とは、膨 大 な時 間 を要 し現 実的 で はな い。 そ

こで 、計 測 条件 を簡 略 化 す る こ とと した 。 簡 略化 に際 して は、 主成 分 分析 にお い

て主 成 分 と同 時 に算 出 された 固有 ベ ク トル に着 目 した。下 記式5-1に 示 す とお り、

固有 ベ ク トル は 主成 分 の 算 出 に直接 関わ る重 要 な係 数 ベ ク トル で あ る。

(5-1)

た だ し、

(Z:主 成分ベ ク トルX:蛍 光強度ベ ク トルA:固 有ベ ク トル

zij:第j画 素の第i主成分xij:第j画 素の第i番 目の計測波長 にお ける蛍光強度

aij:第i主 成分 の第j係数n:総 画 素数p:デ ー タの次元数)

す な わ ち、 各 画素 の各 計 測条 件 にお け る蛍 光 強度 の 列 ベ ク トル を縦 に並 べ た蛍 光

強度 ベ ク トルXと 、デ ー タ の次 元数 の正 方行 列 で あ る固有 ベ ク トルPを 乗 じる こ

とに よ り主 成 分行 列Zが 求 め られ 、第i主 成 分 は下 記 式5-2で 算 出 され る。

(5-2)

した が って 、係 数aの 絶 対値 が最 大 とな る計 測 条件 の蛍 光 強度 は、 主成 分 の算 出

に最 も大 き く寄 与 して い る。よっ て、第1～ 第3主 成 分 の固 有ベ ク トル を解析 し、

計測 を行 った波 長 帯 に お いて 、係 数aが 正 の場合 と負 の場 合 の それ ぞれ につい て 、

そ の絶 対値 が最 大 とな る計測 条件 を求 め る こ とに よ り、 情 報 の損失 を極 力抑 え な

が ら計 測 の大 幅 な簡 略 化 が 可能 にな る と考 え られ た。 図5-15に 第1～ 第3主 成

分 の 固 有ベ ク トル を 、表5-3に そ れ ぞれ の固 有ベ ク トル におい て係 数 の絶 対値 が

最 大 とな る計 測 条 件 を示 した。 第1主 成 分 の固 有ベ ク トル におい て は係 数 が0未

満 にな らな い こ と、 第2・ 第3主 成 分 の 固有 ベ ク トル 最 大係 数 の計 測 条件 が ほ ぼ

等 しい こ とか ら、
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表5-4に 示 す4つ を簡 略 化計 測 条 件 と した 。

図5-15  各 主成分の固有ベ ク トル

表5-3  固有ベ ク トルの係数の絶対値が最大となる計測条件
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表5-4 簡 略 化 計測 条 件

5-7-4 大 豆 の立 体 計 測 及 び 内部 構造 の立 体 再 構築

1) 蛍 光画 像 の立 体計 測

5-7-1 項 で 述べ た 方 法 と同様 に供試 材 料 を用意 し、3D-SISに セ ッ トした。包 埋

した 大豆 が 見 え る よ うに な る まで包 埋剤 を切 削 し、露 出 した断 面 を前 項 で述 べ た

4つ の簡 略 化 計測 条 件 で計 測 した。 次 に 、試 料 を60μm切 削 し、再 び 露 出 断 面 を

同 条件 で計 測 した。 以 上 の切 削 及 び計 測 を繰 り返 し行 い、 図5-16(a)に 示 す よ

うに 、92断 面 に つ い て それ ぞれ4枚 の 蛍 光画 像 、合 計 で368枚 を取 得 した。

2) 画 像 処 理

得 られ た 蛍 光 画像 か ら大 豆 部分 を選択 し、選 択範 囲 にあ る画素 の蛍 光強 度 を式

5-1の 行 列Xと 同様 に並 べ 替 え 、各 断 面 ・各 画 素 の蛍 光 強度 を統 合 した蛍 光 強 度

ベ ク トル を 作成 した(図5-16(b)) 。次 に 、作成 した行 列 に対 して5-7-1項 と同

様 に して 主 成分 分 析 、L*a*b*色 座 標 へ の 変換 、各 画素 の 彩色 を順 次行 い 、各 断 面

にお け るEEM特 性 の 分布 画 像 を作成 した(図5-16(c))。 さ らに、各 分 布 画 像 を

ボ リュー ム レンダ リン グ法 で 重ね 合 わせ る こ とに よ り、図5-16(d)に 示すEEM

特 性 の 立体 分 布 可視 化 画 像 を構 築 した65)。 なお 、 ボ リュー ム レン ダ リン グ に は、

画 像 処 理 ソ フ ト(東 芝 機械 製Voxel Viewer)を 使 用 した。

3) 結 果 及 び 考 察

図5-17に お ける6つ の画 像 は立体 可視 化 画像 を60゜ずつ回転 させた ものであ り、

ア リュー ロ ン層(青)、 胚(赤)及 び 葉脈 状 構 造(緑)の 存 在部 位 が 明確 に観 察 可

能 で あ る。特 に 、葉 脈 状 構 造 につ い て は 、胚 軸 の左 右 に枝 状 に展 開 して い る こ と、

中央 部 に空 隙 が あ る こ とが確 認 され た。 した が って 、5-7-3項 で述 べ た簡 略 化 計

測 条 件 に よ って も、大 豆 の 内部 構 造 が 可視 化 可能 で あ る こ とが明 らか とな った 。

以 上 の こ とか ら、本 研 究 で 開発 した3D-SIS及 びEEMイ メー ジン グデ ー タ の解 析 ・

可 視 化 法 は 、様 々 な食 品の 内部 構 造 可視 化 に有 用 で あ る と考 え られ た。
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a.蛍 光 画 像

b.蛍 光 強 度 ベ ク トル

c.EEM特 性 分布 画 像

d.立 体 可 視 化画 像

図5-16 立 体 可視 化 画 像 の 作 成 手 順
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図5-17  様 々な 角度 か ら見 た 立体 可視 化 画像
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5-8 コシ ョウ に お け る γ 線 照射 処 理の 検 知へ の 応 用

日本 は香 辛料 のほ ぼ 全 量 を輸入 に頼 っ てい る。1999年 度 に は34,466ト ン を輸

入 して お り、輸 入 元 の 上位5カ 国 はマ レー シア 、 中国 、 イ ン ド、 イ ン ドネ シア 及

び タイ で あ る76)。 香 辛料 は微 生 物 汚 染 が ひ ど く、殺 菌 処 理 が 必 要 不 可欠 で あ り、

近 年 で は香 辛料独 特 の フ レー バー や 色 の保 持 に優 れ る放 射 線 殺 菌 の利 用 が急 速 に

増 え て い る。実際 に、上 記で 述 べ た 日本 の 主な 香 辛料 輸 入 元の うち、マ レー シア 、

中国及 び タ イで は香 辛 料 に対 す る放 射線 殺 菌 が 実用 化 され てお り77)、 日本 に も放

射 線殺 菌処 理 済み の香 辛料 が 輸入 され て い る可能 性 は十 分 に考 え られ る。 しか し

なが ら、 日本 にお いて は放 射 線 に対 す る消 費者 の嫌 悪感 が強 く、食 品 に対す る放

射 線 の利 用 は、馬 鈴 薯 の芽 止 めに のみ 認 め られ て い るの が現 状 で あ る。 したが っ

て、 輸 入香 辛 料 に対 す る放 射 線殺 菌処 理 の有 無 を把 握 し、 早急 に 対策 を とる必 要

が あ る と考 え られ るが 、最 も 普及 してい る放 射線 照 射 の検 知手 法 は 、作物 に付 着

した ミネ ラル 分 を対 象 に した熱蛍 光測 定 法(TL法)で あ る78)。TL法 は ミネ ラル

分 の 抽 出 に時 間 と手間 を要す る上 、作 物 自体 を対象 と して いな い こ とか ら、大 量

に輸 入 され る香 辛料 の 検査 に用 い る のは 現実 的 で は ない。 一方 、 コシ ョウに対 し

て γ 線 照 射 処 理 を行 うと、香 味 とデ ンプ ン質 の物 性 が 変化 す る とい う報告 が あ る

79)、80)、81)
。 したが って 、 γ 線 照射 処 理 に よって コシ ョウの含 有成 分 に変 化 が 起

き る こ とが推 察 され 、 この成 分 変 化 を光 学的 手法 で捉 え る こ とが で きれ ば 、簡 便

かつ 大 量 に γ 線照 射 処 理 を検 知 す る 手法 が 開発 可能 で ある と考 え られ た。そ こで

本 研 究 で は 、大 豆 の内 部構 造 可視化 に用 い たEEMイ メー ジン グ 手法 を応 用 し、

EEMイ メー ジ ン グ手法 の コ シ ョ ウの γ 線 照射 処理 検 知 へ の適 用 可能 性 を明 らか

にす る こ と と した。

図5-18 粉 末 試料 計測 用 サ ン プル ホ ル ダ
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5-8-1 実 験 手 順

1) 試 料

放 射 線 殺 菌 処 理 を 含 む どん な 殺 菌 処 理 も行 っ て い な い 粒 コ シ ョ ウ を 、10gず つ

4つ の バ イ ア ル 瓶 に 入 れ 、1つ を コ ン トロー ル 試 料 と した 。 残 りの3つ を γ 線 照

射 装 置(AECL製Gammacell220)に 入 れ 、 そ れ ぞ れ に 対 して10kGy、20kGy及 び

30kGyの γ 線 を 照 射 した 。 次 に 、4つ の バ イ ア ル 瓶 か ら粒 コ シ ョ ウ を 取 り出 し、

粉砕 器 にて 粉 砕 した。 さ らに、300μmメ ッシュ のふ るい(筒 井 理化 学 器 械製) を

用 い て ふ る い に か け 、 粉 末 コ シ ョ ウ し、 そ の粒 径 を そ ろ え た 。 最 後 に 、 図5-1

8

に示す 自作 の サ ンプル ホル ダに詰 め、 計測 に供 した。

2) 実験 装 置

5-7-1項 と同様 、 計 測 に は3D-SISを 用 い た。試 料 が粉 末 で あ り、切 削が 不 要

で あ る こ とか ら、 マ イ ク ロス ライサ 部 の サ ンプル ホル ダは使 用 せ ず 、 そ の上 に 自

作 の サ ンプ ル ホ ル ダ を置 い て 計測 を行 った。

3) 計 測 と可 視化 画 像 の作 成

5-7-1項 と同様 の方 法 で 、蛍 光 画像 の撮影 と画 像 処 理 、及 びEEM特 性 分 布 の

可視 化 画 像 を行 っ た。励 起 波 長範 囲 は 350～550nm、 蛍光波長範囲は 400～600nm 、

波 長 間隔 はそ れ ぞれ10nmと した。

表5-5 主成 分分 析 の 寄 与率 と累 積 寄 与率(コ シ ョウ)

5-8-2 結 果 及 び 考 察

表5-5に 、得 られ たEEMイ メー ジ ン グデー タの主 成 分分 析 結 果 を示 す 。 第 3

主 成 分 ま で の累 積 寄 与 率 は0.9を 超 えてお り、 主成 分 分析 に よ り、EEMイ メー ジ

ン グデ ー タ の情 報 量 を ほ ぼ損 な うこ とな く、 そ の次 元 を圧 縮 で きた こ とが 明 らか

とな っ た。 ま た 、図5-19に 、試 料 の カ ラー画像(左)及 びEEM特 性 分 布 の 可視

化 画像(右)を 示す 。 カ ラー 画像 にお い て は、 γ 線 照射 に よ る色 の変 化 等 は観 察

され ず 、照 射 され て い るか ど うか を判 別 す る こ とは難 しい。 一 方 、 可視 化 画像 に
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お い ては 、 γ 線 の照 射 線 量 が大 き くな るにつ れ て 、試 料の 色 が ピン ク色 か ら水 色

に 変化 し、 γ 線照 射 に よっ てEEM特 性 が 変化 す る こ とが 明 らか とな った。EEM

特性 の 変 化 は含 有成 分の 変質 を反 映 してい る と考 え られ 、EFMイ メー ジ ン グ手法

に よ る食 品 に対す る γ 線照 射 処理 検 知の 可能 性 が示 され た。 以 上 の こ とか ら、

EEMイ メー ジン グに よ り、農 産物 や 食品 の流 通 ・処 理 ・加 工 な どの過 程 にお け る

成 分や その分 布 の変 質 を定 量的 にモニ タ リン グす る ことが 可能 であ る と考 え られ、

食 品 の安 全性 評 価 にEEMイ メー ジ ン ダ手法 を応 用 す る こ とが期 待 され る。

図5-19 粉 末 コシ ョウ試 料 のカ ラー 画像(左)及 びEEM特 性 分 布 の 可視 化画 像

(右)

5-9 ま と め

1) 分 子 が 失 活 過 程 で 放 出 す る ル ミネ ッセ ン ス の うち 、 第1励 起 状 態 か らの 失

活 で放 出 され る の が 蛍 光 で あ る 。

2) 励 起 ・蛍 光 マ ト リ ッ ク ス(Exchation-Emission Matrix:EEM)は 、 対 象 の 蛍

光 強 度 を 、 励 起 波 長 及 び 蛍 光 波 長 を 独 立 して 走 査 しな が ら 計 測 し て 得 ら れ

る 等 高 線 状 の グ ラ フ で あ る 。

3) EEMは3次 元 の デ ー タ で あ り、 吸 収 ・発 光 の 二 過 程 を 観 察 して 得 られ る デ
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ー タ な の で、2次 元 デ ー タで あ る吸 光 スペ ク トル と比較 す る とそ の情 報 量 は

膨 大 で あ る。

4) EEM計 測 に よ るホ ウレン ソ ウ葉 の相 対 含 水 率計 測 を試 み た研 究 、古代 染 色

遺 物 ・浮 世絵 の染 料 同 定 を行 っ た研 究 、 及 び農 薬 の検 知 を行 った 報 告 等 が

な され て お り、EEMが 生理 機 能 の 情報 取 得や 成 分 同定 に有 効 で あ る こ とが

明 らか とな った。

5) 既往 の研 究例 か ら、下記2点 のEEMイ メー ジ ン グ手 法 の課 題 が 明 らか とな

っ た。

(1)EEMと 位 置情 報 を 同時 に取 得す る計 測 システ ム が ない こ と。

(2)EEMの 膨 大 な情 報 量 を損 な うこ とな く、そ の特 性 を解 析 す る 手法 の報

告 例 は少 な い上 、EEMと 位 置情 報 を同時 に取 得 して得 られ るEEMイ メ ー ジ

ン グデ ー タ を解 析 す る手 法 は報告 され て い ない こ と。

6) 上 記 の 課 題 を解 決 す る た め、 「3次 元 スペ ク トル イ メー ジ ン グ シ ス テ ム

(3D-SIS)」 及 びEEMイ メ ー ジ ン グデ ー タの解析 ・可視 化 手法 の 開発 と、

食 品 を対 象 と したEEMイ メー ジ ン グ手 法 へ の適 用 を提 案 した。

7) 3D-SIS は分 光 照 明部 、 分 光観 察 部及 びマ イ ク ロス ライ サ部 よ り構 成 され 、

下 記3点 の特 徴 を備 え る。

(1)200～1,000nmの 任 意 の波 長 で 対象 を励 起す る こ とが 可 能。

(2)400～1,100nmの 任 意 の波 長 で 対象 の 蛍 光 を観 察す る こ とが 可能 。

(3)対 象 の任 意 の位 置 を計 測 可能 。

8) 3D-SIS を 用 い て得 られ る位 置 情報 とEEMの デ ー タ は膨 大 で あ るの で、情

報 をな るべ く損 失 す る こ とな く解 析 し、 さらにEEM特 性 の違 い を視 覚的 に

把握 す る こ とがで き る よ う、下記 の3段 階 よ りな る新 た な解 析 ・可視 化法

を開 発 した。

(1)EEMデ ー タ を主成 分 分析 に よっ て3次 元 に圧 縮 し、主成 分 プ ロ ッ トを

作 成 して 、EEM特 性 の違 い を3次 元 空間 にお け る位 置 の違 い に 変換 す る。

(2)主 成 分 プ ロ ッ トをL*a*b*色 空間 に変換 し、EEM特 性 の違 い を色 の 違

い に変 換 す る。

(3)立 体 試 料 の計 測 デー タの各 点 を 、L*a*b*色 空 間 にお ける位 置 に対応 し

た 色 に彩 色 す る こ とに よ り、 立体 試 料 にお け るEEM特 性 の分 布 図 を得 る。

―89―



9) EEM特 性 は成 分や 構 造 の 違 い を反 映 して い る ので 、EEMイ メー ジ ン グデ ー

タ の解析 ・可視 化 と同時 に、成 分分 布 や 内部 構 造 の可 視 化 も可視 化 され る

と考 え られ る。

10) 3D-SIS及 びEEMイ メー ジン グデ ー タの解 析 ・可視 化 手 法 を応 用 し、大 豆

の立 体 的 な 内部 構 造 を可 視 化 した。 そ の結果 、 ア リュー ロ ン層 、胚 及 び 葉

脈 状構 造 の存在 部 位 が 観 察可 能 とな り、そ れ ぞれ が 全 く異 な るEEM特 性 を

持 って い る こ とが 明 らか とな っ た。 特 に、葉 脈 状 構 造 の 特 徴 的 な 分布 形 態

が 明確 に観 察 で き、 本研 究 で開発 した3D-SIS及 びEEMイ メー ジ ン グデ ー

タ の解析 ・可視 化 法 は、 様 々な食 品 の 内部構 造可 視 化 に有 用 で あ る と考 え

られ た。

11) 3D-SIS及 びEEMイ メ ー ジ ングデ ー タ の解析 ・可視 化 手法 を応 用 し、コ シ

ョ ウにお け る γ 線 照 射 処理 の検 知可 能性 を検 討 した。そ の結 果 、γ 線 照 射

の線 量 が増 加 す るにつれ てEEM特 性 が変 化 して い くことが明 らか となった。

した が っ て 、EEMイ メー ジ ング に よって 食 品成 分 の変 質 を検 知 す る こ とが

可能 で あ る と考 え られ 、食 品 の安全 性評 価 にEEMイ メ ー ジ ン グ手法 を応 用

す る こ とが期待 され る。
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