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一次控形成1=/-1の新生木部細胞をj詰いて，一次墜のセルロースミクロフィブリルの檎逃をシャ 1':

ウイング法， 負染f弘法， 閥折コントラスト法ならびに協子線閉折法により守おMf観察した。形

成段階にある一次監は，アモルファス状の~I!セルロース性物質を多く合んでいた。 ζ の物援母除

去するため 2.......3の化学処;凶i1e説みたと ζろ， 3 % HCl (800C， lh)処理により段も効果的にセ

ルロースミクロフィブワル令踏出させることができた。観察されたミクロフィブリルはかなり通

商:で，その幡は 4.......5 nmであった。また一次臨の協子線鴎折像は， ニ:次控で得られるような典

型的なセルロース Iのパターンではなく，非常に散漫な聞折{象であった。

以上より， 一次挫のセルロースミクロフィブザルはニ次躍のそれより畿分大きな 4.......5 11mの

樹ぞもつこと，さらに結晶性が惑いこと，が隙定された。

1.序

木村のセルロースミクロフィブリルの構造は， X線!設!折法によるお!i品構造解析に加えて稽子顕

搬鏡法特に TEM観察によって研究されてきた。 しかし研究の対象と容れる木材セルロース試

料は主に成熟した木部制胞であるため，得られたまn見はそのほとんどがニ次賠のセルロースミク

ロフィブリルに闘するものとみなしうる。木部細胞は形成勝裕から分裂後，拡大伸長期に一次長ま，

肥j翠j拐にニ次盟を形成するが成熟した潟U)泡躍の一次をニ次躍と区別することは非常に閥難であ

る。それは一次騒がニ次臨と比べて非常に簿く円その中におけるセルロースの字詰制合も抵い2)

ためである。それゆえ一次壌のセルロースミクロフィブリルの構造に関する研究3) は多くない。

ヌ!i:1ilf兜は， ζのような一次撲のセルロースミクロフィブザルの構造にi却する911見守得ることを

目的とした。そして前述の点ぞ検討・のι 形l呉服から分裂後の…次蛾形成過程のアカマツ{説:iU~ß'

1e誠料として選んだ。なぜならこ次援形成以前の米木佑の賠ならば，撲には…次控由来のセルロ

ースミクロフィブリルしか含まれていないためその観紫が椋諮と考・えたからである。観察t去には，

シャ 1，.ウイング法，負~色法ならびにJlÍ伴セルロース研究に用いられるようになってきた回折コ
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ントラスト法引を用い，従来法との比較検討も行った。

2. 読 料と方法

2. 1 試料

誠料l日立，京都大学飽学部Jニ賀茂試験地に強背中の約30年生アカマツ (P印1，，8de匁siflO1・a8IEB. 

et Zuec.) を用いた。細胞分裂活動のさかんな 5J=Jに，樹幹JJ館高部位より形成!悶11?を含むブロッ

ク(3 cm (R) x 5 cm ('r) x 7 cm (L)) を採改し， ただちに50%エタノールおよびO.SMシ沼糖水溶

液に澄潰し原形質分離させた。ショ糖捺液lζ授捜したブロックについては洗浄後プロテアーゼ処

閣 (200ppm/リン酸ノてッフ J' PH7.4. 40
oC. 24h) し，タンパク慨を除去した。各ブロック私

さらに切関サイズに分割し，脱水後常法に従いメタクリレート包;思!した。

2.2 切片作製

i也子顕微鏡観察のためのl;;IJ}午作製には次の 2つの方訟を用いた。ひとつは，包J1llブロックから

細胞事Il!に対して約 10皮放射方向に傾斜させた 2μm障の切片を JB-4ミクロトームで作製する

方法である (Fig.1) 0 Fig.1-a rζ訴すように，切り出窓れた一次監形成過程の接線壊は溜子線

を十分透過する程.皮に緯いものなので容詞に薄切され， li'ig.1-bのように悦也視され文持!民上に

たおれると， 艶形成段階の違う接線躍が主主ぷ誠料となる。もうひとつは， 主iζ木iコ部の50""-'100

nm 障の趨踏切片を LKBウルトラミクロトームで作製する方法である。これらの切j十を，カー

ボン補強したホルムパール支持l漢をはった銅グリッドにのせ， トルエン (lh)ートルエン (lh)ー

アセトン (0.5h) で脱包閣し，支持'il史上lζ醗を踏出させた。

a 

rernoval of methacrylate resin 

b 

Fig.1 Schematic diagram fo1' preparation of the tllngcntially obli司ued2μm sections. 
A tangen tially obliq羽ed section of 2 (1111 thick was obtail1cd by slicing off 

methacrylate resin embedded smllll wood block (a). After the section was mount号d

on to film support， resin was removed by a serIes of tolucnc岨aeetolle，so that thc 
thill diJ'fel'cntillting cell walls could be fixed 011 thc l'ilm support， and w巴1'c
ready to obscl've in 'rE.M (b). 

2. 3 ~I:セルロ…ス性物質の除去

film 
9rid 

一次段;ζ裕布ずるアモノレファス状の~p 令 jレロース lt{;物質や除去し，セルロースミクロフィブワ

ルを傑出させるため，ぷ:の化学処理をグリッド上の誠料に施した。すなわち，(D協職処JHl(3 %， 
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800C， 1h)， @7J<駿佑カリウム処理(55話t ~包百fii. 1h). @シュウ酸アンモニウム処;阻(0.5%，800C，

1h) ，ブロテア-1i‘処開 (200ppl1l/リン酸パッファ PH 7.4，> 40"C， 24h) 創刊い，試料 l己主l~

処理，単独YJ.l!IBl.あるいはいくつか組み合わせた処測を行った。なお各処J.!1lは.処I型液を入れた

シャーレ iこ，試料問主nマlこしてグリッドぞ浮かべることにより行った。

2.4 TElVI観察

TElVI観察の|擦には， i棋料のコントラストぞ増すために. 1=1!，jkパラジウム (Pt-Pめによる

シャドウイング法および 2%酢酸ウラニル水溶液による魚染色法に加えて，議rrたにITII:Jfrコントラ

スト法制甘いた。 1m折コントラスト法は，結晶性物質で‘あるセルロースにより 1]11折された滋子線

を，小さな対物絞りを1mいてカットし，コントラストを得る方法4) である。

観察は， JEIVI-100 0 (力11辿i邸主 100kV)で行った。 ITII折コントラスト像はlVIDS5)をmい

て sOe/n11l2の滋子線刻射盤げがfヨ10000{的自〉で銀総した。 's!1子線!日|折像は， 総務切j咋よりも!五

割野が得やすくまた披r:1'11こセルロースミクロフィブリルが多く残している磁1:1:1から 2μm際:の

をJf:Jい. 2.8μ11l 読の視!frJより 90砂露光で三三遣をlVIElVIフィノレム lζ記銀した。

3. 結 果 と考察

3. 1 一次撚の非セノレロース

形成j留から分裂後，一次感形成j弱にあるアカマツ仮道管の細胞躍は，アモルファス状の物質lζ

誕われており，セルロースミクロフィブリルは観察されなかった (Fig.2-札)。いくつかの化学

処盟会施した試料の典摺的な TElVI像イl?Fig‘・ 2目トefこ治すが.このうち邸議処必11(Fig.2-b) 

が地の処閣に比べて被緩物質をi徐くのに効果が向かった。 しかし Fig.2みにおいても物貿は完

全には i徐去されず躍に1;EI~付・殺したままであった。一次撲のセノレロースミクロフィブリルを先会

lζ単調m させるには‘この物質イl? 1~* くための処;限械や処阻の JIJjIU予.セルロース

令さら iζ検討白ずる必裂がある。

3.2 -()く般のセルロースミクロフィブリノレ

織機処理によりかなり傑出した…次援のセルロースミクロフィブザ Jレは徐々かなり通院で、あ

るが全体としてそのWillliiJは，いままでレプリカ法等で機察されていたわものと問機ランダムであ

った (Fig.2-b) 0 I司様の当日{立から得た間抗コントラスト像ならびに晴子総販!折像を Fig.3-a， b 

にそれぞれ示す。ID:I折コントラスト像からは1!!~染色のセルロースミクロフィブリルが懇察され，

二次椛1凶器一次般のセルロースミクロフィブリルが結品開:セルロースであることが挑定された。

しかしながら. 二次11mのセルロ…スミクロブ fブリルからは県連日的なセルロース Iの滋子線問折

像が得られている船引に対しτ 一次躍のミクロフィブリルのそれは， ほとんどハローに近いよう

なrm折像であった。この鼠凶として.一次般のセルロースミクロフィブリル自身の結晶性が成く，

;:tた城下1: 1 1こ合まれるセルロースミクロフィブワ jレが泣f1~にも少ないことが渇・えられる。このこと

は， Fj峨JIOlにより X線iロl折法を用いて得られた紡梁とよく…致する。また Mal'x】 Fig'iniら11)は，

一次慌のセル口ースA合j立がニ:次携のそれよち低いとしているが，軍合!克の強烈も今聞の斜i采と

i期:ìillがあるだろう。…万 • JJIjの凶として Fig.3-(1ド1:1，ぃ*.¥l状iこ見える約O.1μ111 径の ~I-: セル

ロース性物質の残波や，支持艇による屯二子線の散説般市LI乙一次捜セルロース Ej:l~ミの討すい鴎折が消

されていることも考えられる。

次lこ. 経緯切j午を負染色して i~苦情 (50000{汚)で搬服した{象 (Fig. 4寸1) と， 上述の防折コン

トラスト{象 CFig.4-b)から，スケー Jレルーペを矧いで…次のセルロースミクロフィブリル11:羽
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l~i g'‘ 2 1、ypi(l/l! electron micr・og1'aphs of thc 

jJl'imal'y wall trcated with severa! 

tl'catmen ts 1'01' the l'cllloval of cnCl'ust-

ing mat日rials: untrむllt日d2μ1Il se巴tiolJ

(a)， Ilnd tl'cated with HCl (bl， KOH (cJ， 

(NH4)zC2H. (d) al1d pr・oteil1!lsc (巴)， 1・e-
spectively. (PトPdshadowed) 

会測定した。刊誌¥51こ，測定された一次織のセルロースミクロフィブリル輔の分布を示す。これ

により，長説的像からは 4"-5 11111 !lrlilの， またlロi折コントラスト{象からは 4"" 5 11lll蛸にど…ク

Id:も!ち 20数11mまで広い附の分市令もつセルロースミクロフ fブリルが{{:1'Eしていることがわか

った。この '1"-5ねll1 Illiillこピ…ク 4をもっ一次般のセルロ…スミクロフィブリル{ま，二次般市のそ

れについて報告された約 2.5nIU という的12' よりやや大きく，先[こ述べた結lti制iのjsいもfすめる

と，…次段と二次般のセルロースミクロフィブリルの7:~:lþ! は，制j出般の形成制度のi品いにi英J :ìillが

あるものと抑察される。

3.3 セルロースミクロブィブリルの新観察法の検討

本研究では，従来法に加えて新しく 2μmJiJf.組会:ri;Jm'y.去と:h立近のIrJI折コントラスト法命保よuした。

まず. 2 1'111 J~f. ful斜 i;J)Jt イ!? HJt、ると. _.()く淡彩JJX;lllの多くの潟UjJ包の続線I1Zが， 傾斜切Jtであるた



F'ig. 3 A typical bright field image by diffl'・actioll

contl'ast of cellulose micl'ofibl'ils in thc 

pl・im!ll'y wall (a)， ll11d the corl'espondin宮

elωtl'on diffl'llctioll pattel'n (b). Note that 

thc clcctroll opaque materials 111乱l'kedby * !1rc the residucs of cncrustillg ll1at針。ial.
(2μm section tl'cated with HC1) 
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Fig. 4 Typical electl'on micl'・ogrllphsof cellulose 

micl'ofibl'ils in thc pl'im!lI'Y w!lll staincd 

with ul'!lllyl !lcetnte (a)， alld by diffraction 
contrast ill1aging' (b). (tl'!lnsvcl'se ultl'a-

thin scctions treated with HCl) 
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.Fig. 5 ¥市iclthclistl'ibution of cellulose ll1icl'ofibl'ils in the pl'imal'y wall mcasul'ed 

rrom micl'ogl'aphs obtaillcd by ncgativc staining (dottcd lil'ca)乱nddiffl'ac-

tion contl'ast imagin宵・

め Fig. 1…bのようにJI凶j予よくグリッド上に得られた。しかし，分化の段階の巡いによる非セル

ロース性物質の泣やlifHi1l状態の違いなどのために，取酸処JiI!の効栄も的般の数議IIJ.掘に|設られ，形

成問からニ次峻形成。H始までの明は， rrJ~l\1縁者モI1J能ではあるけれどもその形成泌お!'d? jsうこと

はできなかった。従って，今後さらに効栄的な~I" セルロース性物流徐去処税法令兄11\すことがで

きれば， 2μm矧傾斜切};-訟は， 前述の問題点会解決するだけでなく ， 'tIT子線開折像へのj邸JIJも
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合めた;;111'市nこ;荷効な方法としてj叩143できるであろう。

次に.181折コントラスト法の趨mについては，結泉として Fig.4-bのように，シャドウイン

グ71ミや訟染的法で機嫌されたのと j制強な…次成セルロースミクロフィブリル{象が， 1n~染色でn支援

観察できた。しかし，総折コントラスト像から測定したミクロフィブザル析に，かなり大きな分

布があることが問題である。すなわち，現おのlijl折コントラスト法では，有機出合物であるセル

ロースの滋子線による結!日崩壊を考』認すると， 10000倍以上では搬憾できない。そのため隣接し

てお在する数本のセルロースミクロフィブリルを一本とみなした懸念がある。;有白

セルロ一スJにこi閥羽折コントラスト法4冶I?;I端説用するi場場合， この試料の'sI誌子総損傷が大きな間!躍である。

したがって， にの悶脳会解決するには，試料のj負傷腕滅や観察技術の進歩(たとえば低古，jtTElVl) 

によって撮態的来安上げてゆくことが必援である。
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Resume 

The stur羽cturcof cellulosc microfibrils in the primllry wllll was inv官sti品、atedby using' 

sevel'al electron microscopic methods， llamely， shadowing， neg'ative staining Ilnd difl'raction 

contrast imaging ill bright field mode togethel' with electron diffr乱巴tion. Th巴 diffcrenti-

ating' xylem of Akmnatsu wood just forming primary walls was selectcd a8 a s乱ll1plc.Thc 

primary wall during this stage contained unnegligible alllount of non耐 cellulosicsubstances 

which arc considered to be in amorphOl1S state. Among sevcral chell1ical treatments aill1ing 

to removc the substance， the highest efficienc~r in rellloval was achieved by 3% I-ICl 

tr也乱tment(SOOC， 1h) which 1・esultcdin isolation of individual cellulose microfibrils. The 

obs己rvedcellulose microfibrils were considerably rigid， having' a dimension of 4-5nlll in 
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width. However， electron diffraction pattern obtain母dfrom the primary wall was not 

typical oI cellulose 1 which one can take from seeondary wall but a diffused h乱lo-like

pattern. 

These results indieat母 thatthe width of a eellulose microfibl'il in the primary wall (4同

5mn) is sligh tly larger，乱ndits巴rystallinityis lower In eomparison with the cellulose 

microfibrils in th巴 secondarywall. 




