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顕微分光測光法によるスギ心材形成過程の観察

t宮本車郎・藤田 稔・佐伯 浩

Heartwood Fo伺r肉加.

Spectropho叫tometry加nCryptomeria 

Takurou MIYAMOTO， Minoru FUJlTA and Hiroshi SAIKI 

要
M
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スギ立木から 11月に採取した白線帯と心材部分について，切片の作製法や出.1J7'e法に検討をおIl

えることにより，放射およひ判!方向の染細胞に保有されている内容物や， f，反道管内肢に見られる

油消状物F貨の分光iJtlJ光を可能とした。

そして，白線帯の放射梁細j抱の液胞や仮選管内般の泊総状物陵中に，心材成分もしくはその前

駆物質の生成を示すと考えられる紫外域の吸収が検出された。そしてこれらが濃く務色するにつ

れて，吸収蝿大が長波長側へとシフトすることが明らかとなった。…方， ~Il~染色VJ片の紫外域探

資の関対iさを戦減するために染色法が顕微分光測光法に導入され， これによって心材化に伴う油
棉状物質中の脂質の減少を検出することができた。

1.緒

心材形成は樹木に特有の現象であり，これによって木材に鮒久性や美しい急調が付与される。

それゆえに心材成分の特徴や，辺材から心材に移行する領域での細胞の変化，すなわち柔細胞の

内容物の変化や仮選管への分泌11 そして道管へのチロースの膨出なと‘2)について従米から研究が

進められてきた。細胞携を構築する主要成分とは異なり，心材成分は盤的にはわずかでありかっ

ポ1)フェノールやテルベンなど多様な化学物質の混合物からなる九そしてこれら心材成分の有

効な染f立法も限られている。それゆえに心材成分形成過胞を化学的にも顕微鏡的にも研究するの
が容易ではなくいまだ不明のj誌が多い。そしてまた心材形成は樹幹の内部深くで進行することか

ら，心材を形成中の試料を的確に採取することも関難であった。しかしこの点については梁細飽

から道管内腔へのチロースの発逮時期の観察やヘ放射梁細胞の務色進行状況の観察からヘ心材

形成が秋WJに活発に進行することが明らかにされ，試料採取における問題点が解決された。
ープ'J，心材成分の多くはリグニンと同様に分子内にj実業開のニ猿結合を有し紫外線を吸収する。

この特性は，微細レベルで化学成分を同定し，その分布を定数解析するために開発された顕微分

光政.IJ光法が，心材成分の分布やi創立過桜の研究にもi盛期できることを意味する。そしてこのプ:i法
はリグニン分布の撤*111レベルの研究に応用され多くの成果そもたらしたが3¥心材形成過綜には

ごく…部のj9IJを除いて未だ活用されていないれわ。これはキ1lI11?H濯に多f設に含まれているリグニンが

分光分析の光路に割り込んでくるために，心材成分だけの解析が困難となることや，明瞭なJr~態

告と持たなI，.\{，、村成分の紫外域での検家fJ~現実的には大変煩雑なことによる。



286 

そこで本報では心材形成過棋に顕微分光iJliJ光j去を有効に適用するために，記のような実験上
の問題点を務理し，改善を試みると共に，スギの心材成分の具体的な検出と，形成過程での変化

を:is跡した。

2.材料と方法

{共試材料としては日本の代表的な針葉樹であり，心材形成過程がこれまでも研究されてきたス

ギ (Cryptomeriajaponica D. Don.)を選んだ。そして京大声生筋線林に機栽されている 32年

生の智頭スニド(1]初日当直後， 19.2 cm) を，心材形成活動のl盛んな 11月に伐木し，胸高部位から内

板を切り 13:1し， その諸色の識し、から辺材， 白線帯，心材の境界を定め， ただちに 3%グルタル
アルデヒド悶定した。そして滑走式ミクロトームにより種々の切片を作製し検競した。一部の切

片は， ナイノレフソレー硫酸塩(ナイルフソレ-A) の賂和水按液に 20分開設し 水洗後 1%酢酸

で弁色，水洗し， ナイ jレフザルー染色切)十とした。

分光分析には顕微分光光度計(カールツアイス社製UMSP80)と分光分析用ソフトウエア

“ラムダスキャン"を使用した。光学系には石英製のレンズ類とスライドガラス・カバーガラス

を使用した。そして対物レンズと中間レンズにより拡大された結橡聞に挿入される円形の側光絞

りを通過する光盤を~-hJliJ した。この測光絞りが試料崩に投影されると，より微小館域の鼠IJ光絞り

{~を結び， これによって試料閣の特定の場所を探査した。

iJllJ定は無染色切片と問機に，ナイルブルー染色後の切片も能府して行い，染f立法導入の有Jll'~'生

についても検討した。

iJliJ定校長範閣は 250-700 nm，皮長ステップ 1nm，モノクロメータのスリットl焔は 5nmと

した。

3.結果と考察

3. 1 心材成分の紫外域探査のための実験条件の検討

心材成分は木化した(リグニンを多く含む)細胞壌に沈潜する。')グニンは 280nm付近を中

心として紫外域に大きな吸収機大を持っているので，通常の切片における紫外域観擦では*flllI(il控
')グニンの吸収と心材成分の吸収が重なり合ってしまうO この場合に 'Jグニンは心材成分よりも

盤的にずっと多いので，紫外域における心材成分自体の分光分析はおろか，ぞれ自体の検出も困

難となろう。そこで紫外域の探遊には， リグニンの影響iを|除外する工夫，すなわち部IJ光光路に*Hl

11担携を入れない実験法が袈求される。

これまでの研究から，スギにおける心材形成には放射柔細胞の役割が討:目され，この観察には

通常の20μm総疫の厚さのまさ泊りIJJ，が多く j刊いられてきた。 このまさ目切jれま作製が容易で，

辺材から心材に去る広い面積にわたり，放射柔細胞や11!IU方向柔細胞，そして仮道管内部を将11寺に

税務できる点で大変好都合で‘ある (Fig. 1 A)。 さらに制抱の内容物は多くの場合それぞれの制

1]包墜に包まれているので，切JT作製11寺や各腐の染急処理の|擦にも流出の危険執が少ない。しかし

ながらこのまさ臼切片では， f~@.立の i採に柔綿I](ilゃ仮道管の細胞援が光路の iJllJ光絞り餓域の全聞に

わたり挿入されることになり， リグニンの影響が避けられないという致命的欠陥を持つ。

そこで綿胞内控部分だけを透かし見るには，それぞれの細胞を横断する切片を作製する必裂が

ある。呉体的には， {反道管と車III万 11:i]~む細胞の内!段の樹祭には水口切!十を，放射柔*1I111@内燃観察に

は板1=1切Jtを作製することによりこの問題を解決した (Fig.1 B， C)。



Fig. 1 H母artwood substances (dotted) in 
tracheids， ray-and axial-parenchyma 
cells， and their distribution in the 
ordinary thickne日ssections. Although 
overall di日tribution of heartwood 
substances can be observed in radial 
section (A)， UV -spectrums on these 
substances are disturbed inevitably 
by the lignin absorption contained 
in cell wal1s巴nclo日ingth日celllumen. 
The lumen areas of tracheids and 
axial parenchyma cells， and also that 
of ray parenchyma cells， are exposed 
on the cross section ( B ) and the 
tangential section (C). 
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Fig.2 Cross (A) and face (B) views of the 
ray path under the norトparallelillu-
mination and the focalized spot-image 
(8) of a photometric diaphragm in 
the section. As non-parallel ray日C01ト
centrat巴don the spol幽imageare ex-
panded wider‘than the area at upper 
and lower position in a thick section 
(A， B)， so cell walls containing lignin 
musl noi be allowed to come near 
the spot-image. Expanding radius 
(D) from the spot嚇image can be 
calculated by the seclion thickness 
(T) and the numerical aperlure.θ-
angular aperture. 

しかしながらここで注意を裂することは，顕微分光iJ{IJ光は平行光*でiJliJ定されるのではなく，

大きな関口ff]を持つ非平行光東で事実施されることである (Fig. 2)。 この場合に測光絞り像内の

傑域はもちろん， これに近接した位誼に強いl段収成分(本研究ではリグニンを含む細胞援)があ

ると，光!Plhから離れた{立置の光は細胞撲とは摂関係に見えても実際には一部の光が細胞墜を通過

している危険性がある。そこで検鏡できる絞り像自体の純間に加えて，測光絞りを実際に通避す

る光の拡がりの領域(これを測光領域と11手ぶことにする)を求めておくことが必要となるO これ

は対物レンズおよびコンデンサーレンズの関口数の小さい方のfi立と切片の障さ，測光絞り像の焦
点{立践に支配されるので， この告~{J.或そ抱擁しておくことが定最解析に震裂な鍵となる。そこで切

片の略み方舟の中央に絞り像を結んだ場合を想定しでこれを第111L Fig. 3に示した。この悶で

は光の拡がりの範閣は円形のiJllJ光絞り像のエッジからの距離として表示されている。 例えば20
μml享さの切片で附iごi数0.3 (関口角 11.9度)の条件のもとに切!十時さの中央に絞り像を合わせ
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ると， iJllJ光簡城は測光絞りよりも慌で約 2.1
μm大きくなる O 焦点が切}:j-lj:J9とからずれると，
測光領域はさらに拡大する。すなわち縦胞躍の

影轡を完全に防止するためには，計算の結mか
らはiJliJ光絞りのエッジを細胞援から少なくとも

2.1μm以上離して測定する必要がある。この

ような即論上の舶を参考にしながら，細胞壌の

実際の影響を捌ベた。すなわち水口切片におい

て仮i護管の内)控flliJから，円形の絞り{象を控に近
づけていったところ，実際に影響が現れるのは

Fig.3に治されている距離よりも小さかった。

このように計算総と説IJA闘が畏.なるのは， IJm光
矧域の一端が強い吸収を持つ細胞で遮られでも，

その部積が領域全体のごく…部であれば， {自の

大部分の百五積の情報が実際には優先することや，

光路の中で光事dげす・近の光線裁が周縁のそれより
も実際には多いことによるのかも知れなL、

NA1.25 

〆幽‘、
859.4
0 

~8 NAOS .40 
、四J ()24 
的 7

NAO.5 
~6 

25m1  

℃ 

~ 5 NAO.4 

営4
() 16.0 

NAO.3 
:.a 3 811.90 c 
立2
~ 1 
OO 
瞳

10 20 30 

Section thickness (ドm)

3 Relations beiween the expanding radト
us (D) and section thickness (1') llnder 
the condition thal the spot-image 
was focalized at the central depth of 
the section in several nllmerical 
apertllre (NA).θanglllar apertllre. 

験をi遂行する|採には，絞り橡のエッジに制!出盛が接する場合でも，細胞援の影響が無視できる状

態が摂ましいことになる。本研究で主としてml、た 20μm隠さの切片と 6.2μm践径の円形測光

絞り探を利用して仮よ説明f内l院を検索する場合には， 32 {音対物レンズを使用して関口数0.3に綿整

すると， この条件がほぼ満足できた。そして，より11技術Ilレベルの検索には切片の障さを小さくす

る必袈があろうO 筆者らがこれまで用いてきた樹脂包理法とガラスナイフを活用すれば，きわめ

て薄い切片を得ることは詳易ではあるがへ心材成分およびその前駆成分が包埋操作の途中に流

失する危険性があるので今凶は利用していなL、仮選管に比しておIl胞寸法の小さい放射柔和1I胞内

肢の検殺には， より薄い 10μm以下の隠さの知片が梨ましい。 仮道管が大きいスギでは 20μm

以下の志の根日り~}ニ;-を作製すると，切片がぱらぱらに分散してしまうので，今[6] はくさび状の

{誕百切f?を作製することによりこの問題を解決した。

3. 2 心材形成i町長における心材成分分布の追跡

i二記のような切片作製法や測定条件の検討のもとに，白線iif:唱の設内!爵のf年輪部，そのすぐ内側

の心材第 l年輪部，そしてさらに内側の心材数年輪部について放射柔和IllJ包材方向染細胞， f，反道

管の IJ~!出を検索し，分光分析した。まず検索が容易な詩色している部分に脚光絞り像そ合わせて

紫外-T:iJ視域を分光分析した (Fig.4)。ここで段位されるのは，務t立の程度によって紫外域で

の吸収傾大が異なったことである。かすかに義塾している部分では 290-300nmに吸収極大を

ぷすが， ti~褐色に器包している部分では 300 … 320 nm，そして濃L、赤褐色の部分では 320-

360 nmと吸収棋大が長波長{lliJへとシフトしていることが注目されるO 濃く着色した部分では可

抗域でもいくつかのショルダーをぶしているが， 1lJ:H捺な吸収極大を見いだすには烹らなかった。

つづいて，務部を示さない部分について紫外域で分光分析を実施した。この場合には場所の選

定が大変困難となるが，放射および時Ih1:TI勾の柔*/lI!J包については液胞と思われる部分を， {;反道管内

般についてはJW折ネの変化により心材成分が集合しているかに見える部分(拙稿状物質)を多数

選び， そして実際にl吸収が認められた場合の結果を Fig.51こ示した。仰し， この吸収スペクト

ルは 3から 9簡所のスペクトルを平均した。



3. 3 染色切片の紫外…可視i波探資

紫外域での顕微銭観察は石英光学系を必須と

することや，得られた顕微鏡像を可視域に変換

しなければ実際には観察できないことなど，

孫々の実験上の問題が{すさまとう。例えばi泊lJi
に述べたように，可視域で着色していないiElu尚

状物質などでは，そのままではl"j的とする物質
自体を捜し出すことが脊易ではない。そこでこ

れまでに試みられてきた染色j去を，紫外ー可視

域分光分析と組み合わせることにより，心材成

分の分布とその代謝過総の追跡を可視域で探査

するみ7去を試みた。
心材成分に特異的な染色法はこれまでも報告-

されてはいないが，野糊らは白線幣の放射柔~1I1

!自から技選管内股に分泌されるi1lJimi状物質がナ
イルブールーによって赤色をどますることを見いだ

した川。 このように染色処即によって， 可視

域での心材成分の分布が検栄できると，紫外j波

だけの検索における版めて煩わしい作業が悲しく腕71，まされるO そこでまず木[]切片をナイルブ

ルー染邑し発色したilLJ梢状物質也 I~l線若干から心材内部にかけて仮道管内粧に掠しだし紫外

視域で分光分析した (Fig.6)。この場合， H線，討;;では他滴状物質は鮮やかながぷ包を帯び、て
いたが，心材部になると桃色となり，心材のさらに内部ではかすかに部色するのみであった。こ

こでは:日されるのは，染色された百ljiIiii状物質が紫外域では 290 300 nm付近に吸収極大

I~l線帯から心材へと各部分での吸収スペクト

ノレを比較していくと，白綿布:の放射柔総11胞液II1!l
では吸収のピークが275-280nmであり， 心

材に入るとすこし長波長fJllJIこ変化し 285nm付
近となっている。仮説・管内!肢の油楠状物質につ

いては，白線帯では非常になだらかな吸収を示

し， 295 nm付近にかすかな吸収艇大を持つG

心材部では 290-300nmの範聞に吸収極大を

持ち，長波長fJIIJでのI吸収の減少が著しい。野倒

らは仮道管内股の油古賀状物質-が放射柔純!泡から

分泌され，この油消状物質に心材成分の前持IK物

質-が含まれている可能性を指摘したlbまた，

スギ心材C!1より，スギレジノーjレ， ヒドロキシ

スギレジノ…ル，セクイリン Cらの心材フェ

ノール成分が単離同定されており川lIlilへ それ
らの紫外域吸収の最大吸収波長は 290-300

nmである。 これらを参考にすると泊滴状物質

にやはり心材成分が含まれていると考えられる。
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Fig. 5 Ab日orplion spectrums on C0101旬開
vacuoles on ray panmchyma cells (A) 
and droplet-like materials in tracheid 
lumen日 (B).Each日pectrumwas the 
average of som巴 spectrums which 
were measured in the 日ametissu巴.
(a)， (b) and (c) r悲presentthose in 
innermost ring in white 20ne， 
outermost and sccond outmo日 rings
in heartwood， resp日ctivcly.

む
υ 
c 
何
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-e 1.0 
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的
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240 

Wavelength (nm) 

Fig.6 Absorption spectrums on droplet-like 
materials contained in tl'acheid 
lumens stained by Nile bluc. The 
absol'ption al'ound 540 nm deむr朗自己d
in relation to the heal'twood forma嶋
tion， while those at 280-300 nm 
persisted. (a)， (b) and (c) express 
annual rings in the same way with 
Fig.5. 

(i，max)を，司視光域では 540から 550nm付近に明瞭な吸収極大を訴すことであろう O

このナイルフソレーは本来， tj:Jt生時yf設を赤色に染めるものであり 1，1) 心材成分との関係は不明で

あるが，紫外域における 290nm付近の吸収はirb滴状物費cjJにおける心材成分の存在を，可視域

の540nmのそれは中性脂質が問11寺に含まれていることを治唆する。そしてf走者の吸収が白線帯
から心材内部へと明らかに低下することは，対17活i状物質の変1良，すなわち中性Il陸伎の減少を治す

ものであろうO ここで活裂な検討課題は，心材成分本米の紫外域における吸収スペクトルが，こ

の染色処1虫により変化している危険性であろう O そこで・染色処即時ijに特定の油滴状物質を選んで

あらかじめi吸収スベクトルを得たのち，染色処期して同じ場所での分光分析を試みた。しかしな

がらすでに測定した館所では染色処却の操作中に7rf!ntJ状物質の多くが流失した。このため向…場
所での染色処現出H去の比較ができなかった。これは紫外線扱射によって油摘状物費が変性分解さ
れ，流失しやすくなったことを意味するのかもしれない。このような紫外線の影響の可能性につ

いては今後さらに検討する必要があろう O 本f.1~では，染色処現前の油言語状物質 9 街月rr と染色処斑

f去の9随所を心材第 l年輪より無作為に選び吸収スペクトルを比較した。その結果，吸収極大は
279 296 nmまで多i岐にわたるが， これら 2種のグループのスペクトルIHJに特に泣史.は認めら

れなかった。そこでこのナイルブルー染色の場合には，染色後の¥J]片でも紫外域と司視域の何者

でのi政光分析が可能であると考えられる。このような染忽法の導入は心材形成過程の実際の検栄

に大変有益であろう。また他の成分やその染色j去についても問機の検討を進めると，顕微分光iJllJ

光j去の応用範11Hがさらに誌がるであろう。
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Resume 

Heartwood formation was investigated in SUGI (Cryρtomeriαjαtonica) by an UV-

VIS microscopic spectrophotometry. It is a very severe problem in spectroscopic 

detection of heartwood substances and its precursors to prevent the infIuence of 

lignin contained in cell waIls which has strong UV absorption， because these 

substances are generaIly encIosed with ceII waIls. In order to analyz母 the

distribution of these substance， in white zone and outer part of heartwood without 

the lignin affection， sections were chosen to survey only the cell Jumen (Fig. 1 )， 

and also photometric condition under the non-paralleJ illumination was examined 

(Figs.2， 3). 

Colored substances in the heartwood w巴remeasured in UV-VIS region， maximum 

absorption was shown to be shifted [rom 290 nm to 360 nm according to the density 

(Fig. 4). The UV spectrums of colorless vacuoles of ray parenchyma cells and 

droplet-like structure in tracheid lumens were measured， and some maximum 

absorption at around 275…300 nm were obtained (Fig. 5). Precursors of heartwood 

substanc巴swere supposed to be transferr巴dfrom ray cells io tracheid lumens. 

Stained-sections with Nile blue w巴reapplied to UV -VIS spectrophotometry for the 

coordination between th巴 stainingmethod and spectrophotometry (Fig. 6). Some 

modifications in droplet-like structures are suggested by the decrease of absorption 

at 540 -545 nm. 




