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ポリエチレングリコールを用いたこと嬢有機物胞の締片製{l1~法の紹介を行なった。今聞の'L\5I:1誌に

よって土壌薄片製作におけるポリエチレングリコール法の欠点在攻jえすることができた。改良点

はポリエチレングリコーノレ旬組諮料のミクロト…ムによる切務rrに先立って誠料部にセメンダイン

を被j践することイをその特徴としている。この締片製作法をとノキ林の土壌有機物問の微細!形態の

観察に応用し，その有効性'a?rおした。

はじめ lζ

土機微細形態学の手法は，森林における二!二段有機物胞の構造やその形成過ぞ研究するJ二で有

効な手段となっているわ土壌微細形態学の分野において，各Tn1のゴニ披鴻jJf作成の技術が考察され

ている。通常，ことi義務片の製作lまこと壊の光線剤によるi設化，問イじ試料の裁法rr，研謄，機器といっ

たこ仁1誌を含んでおり，開j午作成において多少とも技術を必要とする2)お。段近，簡易々土i袋線片

の作成法が土壊における動物の直接観践の方法として拠損されているo そこでは自然状態のまま

で有機物閥を光摂する材料として水溶性の線天引，ゼラチンおのがJ:IJいられている。水路悦のこI::i裂

の充填剤は，克明にあたって劇的の乾操ぞ必要としない引や，こと織の開化，1iJf燃，

装躍'a?!O、裂としないといったj誌において媛れている。しかし，楽天やゼラチンを月jいた滞j午作成

法は， もともと土壌における動物の樹祭法として考接されたものであり，悶イ缶詰料からの滞片の

dlこは眼界があり，約 0.5m臨以下の縛片そを得ることはむずかしい。さらに部い静H々 必袈とす

る，土域微生物や機植形態の観察薄片の充填剤としては適していない。水格的:の間佑剤のうちで

ポザエチレングワコールが有機関士壊の部j付ÎI:成における|苫f1~部として利用されてきているわ。

しかし，ポワエチレングリコール法は{むの合成樹脂同佑剤から作成された悶佑誠料と Wil織に綿片-

の作成にあたって， 1:肝臓，裁断等のJ:':l認を含んでおり，そうした;過r!lIでその材質の軟らかさのた

めに技術的な困難さをや1"なう。また，ポリエチレングリコーノレ法により得られた綿jれま簿片の顕

微鏡による観察での透過性において光学的な問題会持っている。今閉，この報告で紹介する新し
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い滞片作成法によって，従来のポリエチレングリコール法の欠点恐改良することができた。さら

に，その有効性をとノキ林こ1:撲の有機物地積胞のF11片作成への応用を通じて紹介する。

1. 土;焼有機物!簡の採集法

ニi二壌微}降識の観然にあたっては，土壌の構造を撹乱することなく館料の採擦をすることがのぞ

ましい。そうした倒的で， ANDERSON & HEARL Y はドライアイスによりゴコ壊有機物関守あら

かじめ凍結し採集する方法をJ建築しているヘ ここでは新しい方法としてポザエチレングワコル

!とよる悶化法を紹介する。館料の探擦にあたって，ポリエチレングリコルによりこ/::t議議!習をj理化

することで，ゴ二議有機物j関をi当然の状踏で採撰した。ポリエチレングリコーJレ(カーボワック

ス)は，常蹴ではその分子:泣1000以下は液体であり， 4000， 6000は闘いノぞうフィン状である。通

常ポリエチレングリコールの6000が土壊の充j虫剤として用いられてきているが，ニiニ壊が轄しく過

淑でない場合には4000帯の方が粘性が傾く土壌への浸透性においてすぐれる。ポワエチレングリ

コール4000は約600C(こおいて熔f97(.レ，その粕Bf.は煩い。
ごと;燦採築地点において， 10X 10cmのこと漉談所ぞ16ぎり，そこに約 100CCのポリエチレングリコ

ーノレ熔液各住ぎ土境変蔚Î~悶める。ポザエチレングリコールの悶まったのち， 10X 10cmのプラス

チックの板告ごと;綾波1誌に慨き，その縁に沿ってカッタによりこ/::j裂の 41新国各混に切新ずる。切

Ij~r到に 10X 10cmのプラスチック較を挿入し 4枚のプラスチック板からなる枠に土壊ブロック id?

J菜採する。プラスチック板の継ぎ自をどニイルテープではりあわせてプラスチックの箱とする

(間。 1-A)。このように土壌の揺集にあたって，ポザごにチレングリコールで表部を閉めるこ

とで，土壌有機物腐を撹乱することなく採集できる。 J菜採した試料は挺験設に持ち帰り冷税障に

保捺しておく。

2. ポリエチレングリコールによる土議試料の充填

1ê:腿剤として，ポリエチレングリコール4000を用いる。ポリエチレングリコール~ビーカーに

とりホットプレートにおいて約800Cで溶かす。プラスチックケ…ス lζ探捺レたゴ二i喪主?入れたまま

でポリエデレングリコールの克明を行なう。二!こj謀説I部ζポリエチレングリコールを注ぎ浸透怠せ

るo 二とJ主義国の|羽化の後， I司様lこして土壊の下削からポリエチレングリコーJレを浸透させ!調イじす

る。 i鴇料(d令i説ji誌に{京在しておく。おおまかにボワエチレングリコールで、埋めたこと;接結料を用い

て，その後の薄片作成JTJのブ口ック&じりりだす材料とする(闘。 1 B)。 ブロックの切だし方

は，閥的とする薄片作成者1¥1こよりことなる O

ここではヒノキ林の障さ 4cmのこと壌有機物胞の盟国断間の薄片製作法告示述べる。まず土壌i羽北

試料々 5X5X4cmのブロックに切だす。ブロックの切断にあたって，灼熱したカッターを悶い

ることで容易に切断が可能である。切だした， 5x5x4cmのブロックに倶~荷からポリエチレン

グ1):コールぞ浸透窓せる。その後，ブロックぞ冷級践に保存するo さらに，そのブロックから 2

x5x4cmのブロックを切だし，それを薄片作成JTJのブ口ックとする。縛片製作用のブロック

を，ブロックと悶じサイズ (2x 5 x 4 cm)の紙ばこに入れ，ポリエチレングワコーノレはよりブ

ロック盛期し，冷i疏!粛において閲化する。 i羽化後，紙l;fこからブロックモ取りだレデシケータ

ーに保布する。
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3. 薄片の切断方法

土壌有機物踏の個坦!ブロックla?rJfワエチレングリコールをもちいて台木 (2X3X1αn)に接

る(闘。 1…C)。滑走式ミクロトームにブロックをけ商定，荒削りしてゴ二機有機物j闘の断I闘を

出す。通常の切断方法では，簿j守はもろく;壊れてしまう。そこで，締片切断方法の改良として，

ここではセメンダインぞ用いて，ブロック部を被!践してiWJ守を切断する方法を考接した。市販の

セメンダインは，セルロース奇アセトンはどの溶剤に格かしたものであり， CEMENDINEは，

セルロースを255伝合んでいる。セメンダインの濃度とれアセトンiJ?加えることで12%1乙絡め粘皮

ぞ低し，簿片切断i閣にセメダイン守強る。セメンダインは約50μ限度の縦さまで浸透させる，そ

の;場合，セメンダインの議は 1cm2 であり 0.05cc親度である。セメンダインがilil;いたのち， ミク

ロトームでスライスして簿j守を切りだす。土壌有機物胞の観察用の縛片として40.......50・μのj事怠が

好ましい。ポザエチレングリコール包理法;ζセメンダイン法喜子導入することで，従来は困難であ

った各額の分解段階にある土波布.機物の部n・iJ?作成することが可能となる。

4. 薄片の染色と狩:片線本の作成法

鋭敏議選議接の締Jヤ作成法

セメンダインを被j践して切断した縛jれま，ゴニ機有機物j震jがセメンダインに包掛されたかたちに

なっているo 従って，沈静， U~色の過艇において土壌有機物がセメンダイン腕から剥離する ζ と

はない。薄片ぞ50%アノレコールにより洗ゆすることでポリエチレングザコ…Jレを除去することが

できる。ポザエチレングリコールの除去により簿}，を顕搬鋭で慨然した11寺の透過の!渇胤点がなく

なる。染色は洗狩?の後ちに行なう。静jヤぞ染色液にiJ¥(け染色ずる。土壌有機物}関における菌体の

観察をお ζなう場合にはあらかじめ土議有機物令j品駿化水紫の20%で脱色した後に染色ぞ行なう

と磁の観察が容銘となる。部jれま乳i椴lとより封入する。永久i傑本の封入剤としてガムクロラーJレ

やカナダパノレサムを用いるとよい。

土;臨有機物関の乾燥機水

部jれままた紙撤桜木としても{来事することができる。ミクロトームにより切断した縛jヤを台紙

{ζ セメンダインで貼りつける。その場合，セメンダイン税調を上~!U Iこして台紙にはりつける。静

f'iをはりつけた台紙ぞ市販の遊関粘着ブックカバーで緩う CI説。 l-D. E)。こうして得られ

たこと機有機物閥の機水は自然な岱iifldiJ?示し長期の保得が可能である。

5. ヒノキ林の土壌有機物j爵の微細形態の観察

土域有機物j関の微細形態

こζでは本法を用いた京都市山科の35年生のヒノキ人工林のゴ二機有機物胞についての?紙袋倒令

紹介する。ヒノキの平均樹潟， DBH はそれぞれ15m，17cmである。土壌は BD(ω 般であり土壌

lf1i積機構劉は model'(mull倫 like-mol')を示す。前述した方法により土議有機物調の簿V，'を作成

しその微細形態についての観察を行なった。

i議2， 3 Iζ土壌有機物j閣の構造ぞ之氏す。 L，F，豆腐は三それぞれ0.5，1.5， O. 5cm。

むJ留は落下後 1年未満の落架から成り立っていた。そこでは広繋樹， ヒノキ針誕の議I釘iこ出i糸

のコロナイズや節足動物の脱ぷんが少しみとめられるにすぎない。 FI閣はよ品褐色化したiI}!・擦と土



4 

機動物の)J}aぷんぞ主な構成袈紫とし，そこに発述ずる潟U;f長から成り立っている(関 4--1， 4 

2)。長1-誕の肉i¥1¥分がササラダニより摂食され， 針演の内部lこ JJ~ぷんがみられる(関 4 5， 

4 7)。針部地讃の間lζ トピムシ， カの幼虫， ヒメミミズの脱ぷんの堆積が認められる(図4

-1， 2)。針縫内部のサララダニのj悦ぶんや針葉開lこ地積する節足動物， ヒメミミズの脱ぷん

!こ関椴佑は進んでいない。 Ffl警はごと;隣有機物!爵において織も住物の分解活動の脱んな伎である

ことがわかる。針誕は分解の結果， -と壊動物の脱ぷんや磁体にと変化するが，そうした物鈍にお

いて閣椴佑作用は進んでいなし、。初出まそうした生物分解の産物である脱ぷん.捕物組織の破片

の擦樹j閣を形成している。(留4… 3， 4)。

ヒノキ針葉の分解過積

務~の分解にや1"なう i環殻，議分物質の変化が翻べられてきているが，分fW(.fこともなう諮~の形

態変化についての知見は少ない。落濃の分解に1*なう形態の変イむの観察から分解過殺における

議瀦物や微住物の者1ヨーを措測することができる。こ ζではこと;嬢有機物j問のヒノキ針誕の分解i乙伴

なう形態の変花守述べる。それに先立って，ビノキ針葉の形態について述べる。ヒノキは級官東

ìlillilζ4 枚鱗片擦を~:m2去に対住し，この単位が連続してヒノキ粥列を成している o 4枚のうち下部

の対告する 2 枚はかま状の舟7f~であり，その上に付く 2 枚の鱗片は広い卵状三三角形である。鱗1"1・

3誌は袋j文と議内からなりたら，維管東をかいている。針誕の観察にあたっで，一つの単位として

4枚の鱗jヤ誕とその中央に位i濯する割合管東部舎一つの単伎とみなすことができる。

針~は搭3結後数か月 fl.ij は淡い褐色を訴すが，分j仰とともない娯裕也に凌イむしていく。その後，

表!文系は菌糸lζ楼われ，それをトピムシやササラダニが撰食する結果，表皮の分j闘が進む。また

梁内部は閣の授入とササラダニにより分解主れていく。そうした生物分鮮や F)閥会通じて受け，

最終的lζ針擦は動物の脱ぷんとi弱体にと礎イむし， H閥に堆も11ずる。

関5の1… 41ζ波皮系の分解に伴なう形態の変イむを訴す。表j文系は外側からクチクラ，表皮，

内皮の玄関からなりたっている。針誕の務下後 1&J~の i荷に，クチクラ!閣は完全に閥糸におおわれ

る(関 5… 2)。 クチクラ)1習fまそこを磁うi器糸と共ににトピムシなどの繭糸制受食する鮒起動物

の活動により接触おれ消失していく o さらにl鋪糸は表皮細胞に授入し，そうした結果とレて表皮

は梅白北していく〈劉 5… 3. 4--7)。議成組織の大部分は臨休に変イ出贈る。閣に磁われた畿

l支は，主m肉官1\分がササラダニによって探食された後にも残存し表!支のみのFþ~イちした分解誕とな

る(I議5-4)。その後，設皮系は破壊会れHfI'i;11乙椴fJ!1ずる O

次に策内と維管東系の分解{吋1"なう変イ七ら粕介する o I玄15の5--8 iζtfJj肉の分解に伴なう変化

したo IJ)闘の畿到にある針地の:焼肉は淡f緑色告示し.内内に透明な}基i糸がすでに侵入して

いる。 利回において部肉は隊i糸によりコロナイズされるようになる(関4… 5. 関4-6)。ま

た議肉 ft，1\は穿 ζ うせいのササラダニの…滑により l~~食され，部般のJJ~ぷんに変イじする(図 4-5 ，

i剖4- 7. 1Z1 5 - 8 ) 0 tfJjf勾の分解において， 菌類とササラダニはtfJj1.勾という共通の食物資源令

。めぐって競争している G こうした溺類とゴ二機動物の関係は， トピムシのように閉鎖のグレーザと

して働いている動物と認なる。純管東部は分解lこともなって掲む佑を53.ずる。 F)留の下部におい

て純管東部の消失した針~が多いことから，その分解が畿皮や策i勾茶;ζ比べて特lζ遅いというこ

とはなさそうである。

以j二・ j二i議有機物j閣における分解の様式~*l3介した。土j議有機物胞についての撒お11形態の観察

から L. F. Hの谷j貯の特徴と，土物の分解活動の;様式i'9~J ることができた。 ζ の報告では，

ヒノキ林の土jお有機物勝についての一線娯型例令述べたに過ぎないが，ここで紹介した部片作成

政が. J二j設のi也事!i関植の生成やその類型化の研究/qt;J目された場合，有効な方法とえEろう。おら

に，今日~1*13介した縛片作成法は簡便であり特に技前を必婆としないので広く土壌におけろ分鮮や
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翁Il~長，関根の研究といった土壊生物学に関心ぞもつ研究者にも翻~法として広く踏めることがで

きる。
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Resume 

In this repo1't， we describe a quick slicing method for the prepar乱tionof Carbowax 

embedding samples using a sliding microtome and its applications to the obse1'γations of 

soil organic lay己rof a moder type h um us accum ulation in a 35 y巴ar Ohamaecypal'is 

obt1iSa Endl. fo1'est. This slicing method describ官 he1'eis simple and require little equip-

ment fo1' the preparation of thin sections. For the simplicity of this method， this slicing 
t邑chniquepl'・ovidesa useful research technique for the soil biological st江dies.Application 

is shown ill thc attached figure (fig. 1 to fig.5) . 

!濁 1 ニヒ機ブロックの作成泌総oA. 10xlOxlOcmのプラスチック絡に採集した土壌有機物勝。 B・ポザエチ

レングリコールにより充4起き，れた土擦有機物j凶 C • ~立 j十瓜ポリエチレングリコール包怨ブロック。

D， 芯:lニ液有機物j爵の様ヌド:

i滋2 35年生ピノキ人工林におけること燦Jifl秘潟紛の形態。

関 3 悶2の裁となったことj組税務{縞織の顕微鈎写災 (20X)

関 4 土壌Jifs'!1則被}{f)のjjlj巡とその秘成諜索。

1. FAi'lにおけるヒノキ針縫と土機動物の脱ぷん塊(fa)。

2. Fたnマ郊における針謎 (ne) とゴニ機激物のj泌ぷん (fa)のモザイク。針策はササラダニにより絞食

さ;11" }J.泊ぶんは脱らくして溺糸によって綴われた表皮が残揮している。 ζ うした針策はFJil!I下部lζ

見られる。

3・.H胞に集積したj泌ぷん (fa) と線物組織片(忠告)。

4. H}関下部における有機物(:1'a) と鉱物質 (m)のマトリックス。

5. F}i!!におけるどノキ針策。撚肉 (me)は!務協包を怒し， 淡皮 (ep)tζmf.5の菌糸(fm)が俊入し

ている，またササラダニの}J泊ぷん (fa)幸子夜している。

6. FR習におけるíUl慌の策肉 (me) 古~)tこ佼入した補色の繭糸(:1'm) 。
7. ササラ夕、、ニにより摂食されドf~~{ちしたヒノキ長l'凝.創立管来 (va) は残怒している。災皮(母p) には

トピムシなどの脱ぷん (fa)が付殺している。

8. FIi1l1ζ発迷したヒノキの潟111災(1')

関 5 1.新鮮古事務。郊のクチクラ!溺におけるコロナイズが始まっている。ム.クチクラj割 払表皮細胞，

C. 内皮(総務:質)

2.クチクラlirlは完全にi1si糸により緩われている。 D.繭糸
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3. クチクラJiilは消失し，磁糸はI劉体'e淡皮おlfJ胞に侵入させている。その純泉，淡Eえは謀格色l己変イむし

ているo

4. ササラダニにより談内を絞食され，磁糸iζよち磁われた淡皮のみが残捺している針策。 A. 弘之皮

5. IJ腐の新fil'(:務泌。淡f慰fちをしめず。磁 (Fu)は量i・5従i苅lζコロニー与をなす。

6. Lffiヨの詰善策。 51ζしめした新鮮務終と比べて，然褐色を怒している。公皮 (ep)に117'l1ぷんのi百i税が

見られる。

70 F般の務総。ササラダニの摂食とその悦ぶんがみられる。 fao11見ぷん， ep.淡皮

8. F胞の務総。 ra。ササラダニのJE3ぷん。
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L 町四叩叩...J lmm

Lーー1.-..J2mm

し一一一-l1 mm 
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L 一一--1 1 mm 
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JO.5 mm 

隊I4 



11 

1 5 

2 6 

7 

8 

JO.5mm 

i決 5




