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 摘要
日本酒酿造中，米曲是最为重要的因素之一。一般认

为，酿酒当中米曲的作用主要是提供淀粉和蛋白质的分解
酶。此外，众所周知，做好的米曲组分会对酒质（口味和
香味）产生很大影响。但是，对于其质量好坏的判断多依
靠以往的杜氏经验，并没有获得充分的科学见解，可以说
是一个仍有开拓余地的领域。杜氏在判断米曲质量时，会
将外观和触感等物理结构作为其中一个指标。过去曾使用
扫描电子显微镜研究米曲的内部结构，但近年来，评价米
曲结构与组分关系的研究几乎没有进展。本应用笔记中尝
试将可同时观察结构和组分分布的 iMScope™应用于发酵
领域，将米曲中的结构和组分分布可视化。
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1.前言
本研究进行了米曲中组分空间分布的可视化的技术开

发，有助于评价米曲的质量特性。正如“一米曲、二酒母、
三酿造”所说，日本酒酿造中米曲是最为重要的要素。一
般认为，酿酒中米曲的作用主要是提供淀粉和蛋白质的分
解酶，而众所周知，米曲组分会对酒质（口味和香味）产
生很大影响。对于其质量好坏的判断多依靠以往杜氏的经
验，并不能说获得了充分的科学见解。杜氏在判断米曲质
量时，会将外观和触感等物理结构作为其中一个指标。过
去曾使用扫描电子显微镜研究米曲的内部结构，但近年来，
评价米曲结构与组分关系的研究没有进展，这是现状。
为观察有关米曲结构与质量的组分分布，图 1所示的

质谱成像（MSI: mass spectrometry imaging）是最为合适的。
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Fig. 3  Schematic Drawing of a Mouse Femur

Fig. 7  MPR Images of a Mouse Femur

Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.

Fig. 4  CT Image of an Epiphysis

Fig. 6  CT Image of Metaphysis

Fig. 5  CT Image of Epiphysis and Metaphysis

(1) (2)

(3) (4)
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2.实验
2-1 试剂
包埋剂的羧甲基纤维素购于富士胶片和光纯药，加水

至 4%的浓度，放入恒温槽（70%）一晚使其完全溶解。

基质的α-氰基 -4-羟基肉桂酸（CHCA）及N-(1-Naphthyl) 

ethylenediamine dihydrochloride（NEDC）购于默克集
团。作为溶媒使用的乙腈、异丙醇及甲醇购于富士胶片
和光纯药。超纯水采用赛默飞世尔科技公司的 GenPure™ 

UVTOCxCAD PLUS。

2-2 切片试样制作
采用了白鹤酒造提供的精米打磨精度 70%的山田锦

蒸米和米曲。另外，生米使用市售大米进行了可视化的尝
试。。如前文所述，这些试样非常易碎，因而使用低温薄
片切片机制作切片，使用粘附膜（cryolab）回收所得切片。
在切片制作中，每一粒米粒都用 4%羧甲基纤维素包埋后，
在 -80 ℃下冻结。切片的厚度为 20 μm，得到的薄膜在松
浪玻璃制 ITO涂层玻璃 (无 MAS涂层，表面电阻为 100 

Ω/m2)上使用从 3M购买的导电性双面胶固定 (图 2)。

在以往关于于食品的应用报告中，主要包括将芦笋中
的“Asparaptine”以及干姜黄中的“姜黄素”可视化 1、2。
本应用中，尝试在食品科学应用研究这一新领域，以“发酵”
为主题将米曲中的结构和组分分布可视化。利用MSI进行
解析时，米曲非常易碎，很难直接制作成切片。因此我们
研讨了切片制作方法，将从生米到蒸米及米曲制造过程中
的代谢产物可视化。

2

图 1 质谱分析成像法的工作流程

图 2 米曲切片的制作
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n Sample Analysis of a Mouse Femur

Fig. 8  3D Images of a Mouse Femur

Fig. 9  3D Image of a Mouse Femur

1 ｍｍ

Fig. 10  White : Cortical Bone and Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Fig. 11  White : Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Obtaining images with the X-ray CT system not only 
enables cross sectional and 3-dimensional observations, but 
also enables each region to be extracted for observation, 
and measurements to be taken of bone thickness. Figs. 10 
to 14 show the actual results of scans of mouse femur 
cortical bone, cancellous bone, and extracted blood vessels 
within the cortical bone colored for display, utilizing the 
TRI/3D-BON bone structure analysis software from Ratoc 
System Engineering Co., Ltd. In Figs. 10 and 11, the 
portion shown in white is the cortical bone and cancellous 
bone. In Fig. 10, the cortical bone is made semitransparent 
in appearance. The red portion shows the blood vessels 
within the cortical bone, and the green portion shows the 
growth plate cartilage between the epiphysis and the 
metaphysis. Fig. 13 is an image with this growth plate 
cart i lage extracted. F ig . 14 shows the resu l ts of 
measurements of the thickness of the extracted cortical 
bone and cancellous bone. The thin to thick portions vary 
in appearance from blue to red.
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2-3 基质供给
检测米切片及米曲切片中的磷脂质时，使用图 3的基

质蒸镀装置 iMLayer™将 CHCA蒸镀至试样表面后，喷
洒 CHCA溶液喷雾 3。蒸镀后的基质膜厚为 0.5 μm，添加
CHCA溶液作为溶媒，向乙腈：异丙醇：超纯水为 3:1:6

的混合溶媒中添加 0.1%甲酸，制备浓度为 10 mg/mL。
此外，众所周知 NEDC可以高效进行葡萄糖电离，将蒸
镀温度设定为 220 ℃，蒸镀时间设定为 10分钟，使用
iMLayer进行蒸镀。蒸镀后，使用 5%的甲醇进行蒸镀后
重结晶。

2-4 质谱分析成像
使用 iMScope实施 MSI测定。激光照射次数为每点

100次，在空间分辨率为 25 um的正离子模式下测定磷脂
质，在空间分辨率为 50 um的负离子模式下测定葡萄糖。
正离子模式测定 m/z范围 400-800，负离子模式测定 m/

z范围 180-230。在全部测定当中，激光强度为 45，检测
器电压设定为 2.1 kV。

2-5 MS成像图像制作
采用质谱分析成像解析软件 Imaging MSSolution™及

IMAGEREVEAL™进行MS数据解析及MS成像图像制作。
IMAGEREVEAL MS是采用统计学方法、可进行非目标解析
的软件，此外还具有非常优秀的对所得图像进行校正的功
能（图像筛选及像素插值），还搭载有类似图像提取功能。
本文后半部分的葡萄藤分布就使用 IMAGEREVEAL MS进
行了图像制作。

3

图 3 基质蒸镀装置 iMLayer™

图 4 生米、蒸米、米曲内胆碱的分布

生米 蒸米 米曲
生米 蒸米 米曲
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Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.

Fig. 4  CT Image of an Epiphysis

Fig. 6  CT Image of Metaphysis

Fig. 5  CT Image of Epiphysis and Metaphysis
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3.结果
3-1 生米、蒸米、米曲中的磷脂质分布
图 4为生米、蒸米、米曲各自切片当中胆碱的分布，

是制曲过程中分布及量发生较大变化的一个示例。生米为
进行精米打磨之前的结果，积蓄在胚芽部分。精米打磨后，
蒸米中胆碱的峰值强度大幅减小，米曲的内部则呈现非常
大的峰值强度。由此可知在米曲的发酵过程（制曲过程）
中产生胆碱。可以像这样在制曲过程中使用MSI，观察量
及空间分布的动态变化。
此外，还可将各种磷脂质（包括溶血磷脂）在米曲

内部的积蓄情况进行可视化（图 5）。特别 m/z 496.34

及 520.34，分别为溶血磷脂酰胆碱（LPC）(16:0) 及
LPC(18:2) 4的碎片离子有累计的趋势。另外，m/748.35

和 786.30是由磷脂产生的MS图像，暗示了其在米曲内
部分布不均匀。这种不均匀性来源于米曲中的曲霉菌的进
入情况，即“分解生酶”。

3-2 分解生酶的可视化和MSI的融合 5, 6

分解生酶指表示蒸米表面遍布的曲菌菌丝体的白色斑
点，在杜氏目测检查当中，是判断米曲制作情况的指标。
以往吉井等人的报告关于破曲可视化是使用扫描电子显微
镜（SEM），通过直接将曲菌繁殖过程进行可视化，观察
到米曲中 Aspergillus oryzae (A.oryzae)的成长特性，对改
善制曲做出了贡献 7。
从可以观察到的微观领域方面来说，使用 SEM进行分

解生酶可视化是非常好的。另一方面，我们认为将整个米
曲分解生酶进行可视化的方法和可以获得组分分布信息的
方法是非常有用的。于是我们为解决这一课题，我们使用
β-葡糖苷酸酶（GUS）来实现分解生酶的可视化。

即确立了 GUS发现 A.oryzae株，用其制造米曲（以
下称为 GUS米曲），可以明确观察制曲过程中曲菌成长
的体系。
通过使用 GUS米曲，可以通过呈色反应将曲霉菌的存

在位置可视化，通过融合MSI，可以得到成分分布信息。
通过融合这两种技术，可以实现米曲整体分解生酶的可视
化和成分分布的可视化。
在此，我想谈谈在将 GUS报告系统应用于米曲时所做

的准备。GUS报告系统是在报告初期，为了植物组织内部
的菌丝可视化而开发的方法。植物组织的话，为进行显色，
一般会浸渍在显色液 5-溴 -4-氯 -3-吲哚基 -β-D-葡糖醛
酸（X-Gluc）当中。植物组织具有非常结实的细胞壁，即
使长时间浸渍在 X-Gluc当中进行观察，仍可保持形态没
有问题。
另一方面，如前文所述，米曲非常易碎，可以说与植

物组织的性状完全不同。因此，直接采用现有的显色方式
是极其困难的。实际将米曲浸渍在 X-Gluc溶液当中，时
间控制在能够确认显色后，发现米曲会吸水，形态发生较
大变化。为解决这一问题，必须改变 X-Gluc溶液的供给
方法。我们设计了一种解决方法，通过向 GUS米曲切片
喷洒 X-Gluc溶液喷雾，将分解生酶可视化。
图 6所示为所得结果。这里采用精米打磨精度 70%

的白鹤锦的精白米进行制曲，在制曲开始后 24小时、31

小时及 43小时后提取样本。观察到随着制曲的进行，蓝
色从米曲表面浸透至内部。特别是在制曲完成的 43小时
后，不仅在米曲表面检测出十分明显的蓝色，还在内部检
测出了蓝色。
由此可知曲菌到达了米的内部。米曲的主要作用之一

即是在酿造阶段提供生成酵母营养素的各种酶。主要观察
的酶是作为酵母成长营养素、生成葡萄糖的 α-淀粉酶或
葡糖淀粉酶。同时据报告称，α-淀粉酶可能是影响米曲菌
丝侵入的最为重要的酶。

4
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Obtaining images with the X-ray CT system not only 
enables cross sectional and 3-dimensional observations, but 
also enables each region to be extracted for observation, 
and measurements to be taken of bone thickness. Figs. 10 
to 14 show the actual results of scans of mouse femur 
cortical bone, cancellous bone, and extracted blood vessels 
within the cortical bone colored for display, utilizing the 
TRI/3D-BON bone structure analysis software from Ratoc 
System Engineering Co., Ltd. In Figs. 10 and 11, the 
portion shown in white is the cortical bone and cancellous 
bone. In Fig. 10, the cortical bone is made semitransparent 
in appearance. The red portion shows the blood vessels 
within the cortical bone, and the green portion shows the 
growth plate cartilage between the epiphysis and the 
metaphysis. Fig. 13 is an image with this growth plate 
cart i lage extracted. F ig . 14 shows the resu l ts of 
measurements of the thickness of the extracted cortical 
bone and cancellous bone. The thin to thick portions vary 
in appearance from blue to red.
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5

光学视图

图 5 米曲中（山田锦，精米打磨精度 70%）溶血磷脂及磷脂质的分布
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Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.
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6

图 6 GUS米曲中分解生酶的可视化比例尺：200 μm （插入图）、1 mm

迄今为止的研究表明，制曲后葡萄糖含量增加，但破
精与葡萄糖分布的关系还没有得到确认。在实际制曲过程
的各个时间点采样的米曲的质谱中，确认了葡萄糖的峰值
强度上升的情况 (图 7)。另外，葡萄糖的MSI用 NEDC作
为基质，用负离子检测为 [M-CIl-=215.02]。使用 NEDC的
理由是，NEDC可以提高癌组织中葡萄糖的检测灵敏度。
为了研究MSI的葡萄糖分布与 GUS米曲中分解生酶

的关联性，我们使用 GUS染色的切片及其相邻切片进行
了MSI。也就是说，比较了 GUS染色图像和得到的葡萄
糖粒子强度分布。得到的结果如图 8所示。

观察葡萄糖分布和 GUS染色图像的重叠部分后可知，
从制曲初期到后期，葡萄糖从外侧向内侧呈增加趋势。即
可得知分解生酶与葡萄糖分布存在着关系。另一方面，在
此次的试验中发现，有些部分如黑色箭头所示，X-Gluc的
蓝色较深，葡萄糖强度较高，也有些部分虽然有分解生酶，
但葡萄糖强度较低，如黑色圆形所示。由此可知通过分解
生酶产生的葡萄糖量在不同部位呈现多样性。今后，通过
与各种代谢产物（氨基酸、糖、糖醇等）相结合进行讨论，
可以在化学方面进一步理解分解生酶的现象。
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n Sample Analysis of a Mouse Femur

Fig. 8  3D Images of a Mouse Femur

Fig. 9  3D Image of a Mouse Femur

1 ｍｍ

Fig. 10  White : Cortical Bone and Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Fig. 11  White : Cancellous Bone
 Red : Blood Vessels in Cortical Bone
 Green : Growth Plate Cartilage

1 mm

Obtaining images with the X-ray CT system not only 
enables cross sectional and 3-dimensional observations, but 
also enables each region to be extracted for observation, 
and measurements to be taken of bone thickness. Figs. 10 
to 14 show the actual results of scans of mouse femur 
cortical bone, cancellous bone, and extracted blood vessels 
within the cortical bone colored for display, utilizing the 
TRI/3D-BON bone structure analysis software from Ratoc 
System Engineering Co., Ltd. In Figs. 10 and 11, the 
portion shown in white is the cortical bone and cancellous 
bone. In Fig. 10, the cortical bone is made semitransparent 
in appearance. The red portion shows the blood vessels 
within the cortical bone, and the green portion shows the 
growth plate cartilage between the epiphysis and the 
metaphysis. Fig. 13 is an image with this growth plate 
cart i lage extracted. F ig . 14 shows the resu l ts of 
measurements of the thickness of the extracted cortical 
bone and cancellous bone. The thin to thick portions vary 
in appearance from blue to red.
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图 7 将 NEDC作为基质所得的葡萄糖峰值随时间变化

图 8 GUS米曲中葡萄糖（[M+Cl]-）的可视化比例尺：1 mm
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Fig. 3  Schematic Drawing of a Mouse Femur

Fig. 7  MPR Images of a Mouse Femur

Fig. 4 shows a cross sectional image of the epiphysis. 
Similarly, Fig. 5 shows a cross sectional image of the 
epiphysis and metaphysis, and Fig. 6 shows a cross 
sectional image of the metaphysis. In the cross section 
of the metaphysis, the circular bone region is the 
cortical bone, and the mesh like region inside it is the 
cancellous bone.
By performing a cone beam CT scan using the inspeXio 
SMX-100CT, these cross sectional images can be 
obtained with a single scan, and consecutive cross 
sectional observations are also possible.
Fig. 7 shows the MPR (Multi Planar Reconstruction) 
image. In an MPR display, multiple CT images are 
stacked up in a virtual space, so as to line up four 
images :  a CT image (1 ) ;  mutua l l y  or thogona l 
longitudinal images (2) and (3); and an arbitrary cross 
sectional image orthogonal to the longitudinal cross 
sectional image (4).
In the MPR image, the top left image (1) shows the 
cross section at right angles to the rotation axis (cross 
section of the femur). In the top left image (1), the leaf 
like shape extending in four directions from the central 
part i s the metaphys is . Images (2) and (3) are 
longitudinal cross sections. The left side of image (2) 
and the top of image (3) show the epiphysis. The 
growth plate cartilage is found between the epiphysis 
and the metaphysis.
Next, Fig. 8 shows a 3-dimensional display of this data. The 
3-dimensional display makes it easy to observe the 
positional relationship between the epiphysis and the 
metaphysis.

Fig. 4  CT Image of an Epiphysis

Fig. 6  CT Image of Metaphysis

Fig. 5  CT Image of Epiphysis and Metaphysis

(1) (2)

(3) (4)
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这里将焦点聚焦于葡萄糖，介绍了分解生酶与葡萄糖
分布的变化，而所生成酶的扩散范围和活性还受米粒性质
等其他因素的影响。可以期待这些新的可视化技术（GUS

米曲和MSI融合）将对米曲及其他曲原料产品的制曲方法
带来改善。

4.结论
本研究使用山田锦将磷脂的分布可视化，另外使用白

鹤酒厂独有的酒米白鹤锦将分解生酶和葡萄糖分布可视
化。结果，在制曲过程中磷脂的变化被可视化。另外，
从白鹤锦中制造出 GUS米曲，表明分解生酶与葡萄糖分
布有相关性。可以期待这些新的可视化技术将有助于理
解米曲及其他曲原料产品的制曲过程，改善制曲方法。此
外，将可以观察微观部分的光学显微镜以及可以在显微镜
下进行质谱分析的成像质谱显微镜 iMScope应用于今后
的各种曲分析当中，由此为发酵领域带来新的科学见解。
iMScope TRIO ™的后续机型 iMScope QT（图 9）于 2020

年 6月发布。不仅继承了显微镜观察功能和空间分辨率等
iMScopeTRIO的特长，还提高了质谱分辨率、检测灵敏度、
分析速度，使分析变得更加容易。此外，质谱分析范围也
得以扩大，因而期待MSI能够进一步得到应用。
总结这些新的可视化技术可以帮助我们理解米曲及其

他曲源产品的制曲过程，改善制曲方法。另外，可以在微
观部位进行光学显微镜观察和在显微镜下进行质谱分析
的成像质谱显微镜 iMScope今后将被应用于各种各样的
曲的分析，可以为发酵领域带来新的科学知识。iMScope 

TRIO™的后继机 iMScope QT(图 9)于 2020年 6月发布。
继承了 iMScope TRIO的显微镜观察功能和空间分辨率，
质量分辨率，检测灵敏度，分析速度提高，分析更容易。
另外，由于质谱分析的范围也越来越广，MSI的应用前景
令人期待。
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