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研究成果の概要（和文）： 

 立木における木部柔細胞の機能を明らかにする研究として、この課題では、木部柔細胞の細
胞齢による成分蓄積特性を細胞レベルで解明することを目的とした。凍結させた試料の成分局
在をそのまま可視化できるクライオ TOF-SIMS、レーザーマイクロダイセクション法とガスクロ
マトグラフィー等を組み合わせた定性定量解析法を用いて成分の蓄積特性を解析した。その結
果、柔細胞の成分は、辺材、移行材、心材で大きく異なる一方、同一齢でも個々の細胞間で異
なる場合があることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The goal of this study is to clarify the function of xylem parenchyma cells in living 
trees. In this project, we analyzed the properties of chemical accumulation by cellular 
level with respect to cell age of parenchyma cells. The properties were analyzed by the 
cryo-TOF-SIMS which was able to visualize chemical distributions in a frozen sample, and 
semi-quantity and qualitative analysis which was combination of laser micro dissection 
with gas chromatography etc. As a result, the properties were different among cells in 
same age, while it was clearly distinguished between sapwood, intermediate wood, and 
heartwood. 
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１．研究開始当初の背景 

柔細胞は木部を構成する細胞のおよそ1～

2割を占める。その役割は、転流物質の輸送

と貯蔵、デンプンと糖との変換などの季節的

な生理活動などにかかわると考えられてい

る。また、心材物質の合成と蓄積にも関係す

ると考えられており、様々な心材物質が抽出

されその機能がin vitroで解析されている。

しかしながら、これらの物質の多くは化学的

な特徴は解明されているが、樹体内での機能
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や合成部位は分かっていない。その理由とし

て樹木の立木内で起きている現象を直接解

析することが困難なこと、解析にはブロック

の試料が用いられており細胞レベルの研究

が少ないことに起因すると考える。研究分担

者の今井らは、木部柔細胞の細胞死過程で合

成される物質の蓄積部位を細胞レベルで解析

する手法を報告しているが、生体内での挙動

を明らかにするには至っていない。 

 応募者は今井らの手法を発展させること
により樹体内の成分の挙動を解明できると
考え、試料の採取と調製方法および解析方法
を工夫した研究として本課題を提案するに
至った。 
 
２．研究の目的 
 樹木木部柔細胞に特異的に蓄積する成分
の分布と量の細胞レベルの解析から、木部柔
細胞の細胞齢による機能の変化を明らかに
することが目的である。立木の状態を解析す
るには、伐採や試料調製による成分変化等を
防ぐことが重要である。すなわち、立木から
水や成分の分布に変化を起こさせない方法
で試料の採取と調製を行い、細胞に水分が含
まれた状態で成分の分布と蓄積量を解析す
ることが必要である。そこで、水を含んだ細
胞の成分の分布と量の解析が細胞レベルで
可能な「クライオ ToF-SIMS」を用いて木部柔
細胞の細胞化学的な解析を行う。また、この
装置と同等の結果を得るための解析手法を
開発する。これらの手法を用い、樹木木部柔
細胞に特異的に蓄積する成分の分布と量を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 樹木の伐採によるアーティファクトな成
分蓄積部位の移動を防ぐため、伐採前に立木
を凍結してから試料を採取する立木凍結法
によりスギ木部を採取した。採取した試料は
-80℃の冷凍庫で保存し、試料調製から解析
終了まで立木時の水と成分の分布を保持す
る手法を用いた。乾燥試料を作製する場合は、
凍結乾燥器を用いた。 
 解析の中心は、凍結試料をそのまま解析で
きるクライオ ToF-SIMS であり、水を含んだ
試料の柔細胞について成分の分布と蓄積量
を細胞レベルで解析する。一方、クライオ
ToF-SIMS 解析によるデータを補うため、クラ
イオ SEM と FE-SEM/EDX および ToF-SIMS を組
み合わせて同一試料を解析する手法、および
特定の細胞を切り出して成分を定量解析す
る手法を開発する。クライオ ToF-SIMS の解
析の結果と検証し、これらの解析手法の高精
度化を図る。 
 これらの手法を用い、細胞齢が異なる木部
柔細胞の成分の蓄積特異性を解析し、細胞齢
による木部柔細胞の機能変化を細胞化学的

特徴から明らかにする。 
 
４．研究成果 
 樹木木部柔細胞の樹体内での機能の解明
を最終目標に、本課題では、木部柔細胞の細
胞齢による機能の変化を細胞の成分蓄積特
性の細胞レベルでの解析から明らかにする
ことを目的として行った。 
 樹木の立木内における化学成分の分布特
性を解明する手法として、水を含む木材試料
のクライオ ToF-SIMS 測定を検討した。ドイ
ツ・ユーリッヒの Walter Schroeder 博士の
協力を得て、博士らが開発したクライオ
TOF-SIMS 法により、スギ木部凍結試料のクラ
イオ TOF-SIMS 測定を行った。その結果、木
部の水分布およびカリウム等の分布の可視
化に成功した。一方で心材物質であるフェル
ギノール由来と考えられるマススペクトル
の発現パターンが，水を含む試料では乾燥試
料の場合と異なることを明らかにした。樹木
組織でクライオ ToF-SIMS 測定を行った実験
は世界でまだ報告が無く、得られた結果は，
立木内における化学成分の分布特性を世界
に先駆けて解明する可能性を示唆する重要
な知見である。しかしながら、協力者の
Schroeder 博士の異動により、ドイツにおけ
る実験は中止となった。 
 そこで、連携研究者の名古屋大学福島教授
らが開発中の新しいクライオ TOF-SIMS/SEM
システムを用いた実験を検討した。この装置
は福島教授が代表の科研費基盤 S（21228004）
で開発中であり、本課題代表者は連携研究者
として参画した。装置開発の一番の問題は、
TOF-SIMS による解析中に、試料表面の水（氷
晶）が昇華により失われることであった。そ
こで、ほぼ 2 年かけて試料調整および
TOF-SIMS 試料室の改良を行った。その結果、
水を含むスギ木部を凍結させた試料でフェ
ルギノールおよびカリウム等の成分の分布
を水の分布と同時に可視化することに成功
した。樹木細胞で水を含む生体高分子成分の
可視化は世界で類を見ない成果である。この
手法を用いた結果、フェルギノールは辺材で
は検出されず、移行材で心材との境界付近ま
で徐々に増加し、心材内で減少することを明
らかにした。さらに、同一年輪において細胞
ごとに、とくに早材と晩材の細胞ではフェル
ギノールの量が異なることを明らかにした。 
 一方、二次イオンが検出できない、あるい
は他の成分由来のイオンと区別できないな
どの理由から、TOF-SIMS では解析ができない
成分が存在する。そのため、これらの成分の
細胞レベルの蓄積特性を解明する手法の開
発を目指した。手法として重要な点は微細領
域における定量解析である。そこで光学顕微
鏡観察をしながら目的部位を切り出し回収
することができるレーザーマイクロダイセ



クション法を用いた試料回収法とガスクロ
マトグラフィー（GC）あるいは誘導結合プラ
ズマ質量分析装置（ICP-MS）による成分分析
を組み合わせる手法を検討した。その結果、
厚さ 80μmの切片から一辺数 10μmの範囲を
切り出した場合，複数枚の連続切片の同一箇
所から試料を回収することにより ICP-MS に
よる元素解析が可能であることを明らかに
した。一方で，GC によるフェルギノールの定
量解析には ICP-MS のおよそ 5 倍の試料を回
収することで可能であることを明らかにし
た。この手法を用いてスギ試料の成分の分布
特性を調べた結果、フェルギノールは移行材
の早材には晩材の 2倍量蓄積することを明ら
かにした。この結果は TOF-SIMS を用いた解
析結果と矛盾しておらず、スギ木部の成分蓄
積特性を細胞レベルで定性かつ定量的に解
析する手法を確立できた。 
 TOF-SIMS、Cryo-TOF-SIMS/SEM システム、
FE-SEM/EDX による定性分析、レーザーマイク
ロダイセクション法と化学分析法を組み合
わせた定性かつ定量解析を用いて得られた
細胞レベルの成分蓄積特性の結果を総合的
に検討した結果、辺材、移行材、心材の柔細
胞で成分に違いがあることが明らかになっ
た。一方、同一細胞齢でも個々の細胞間で成
分に違いがある場合があることも明らかに
した。このことは細胞齢により木部柔細胞の
機能が変化すること、さらに、細胞齢が同一
でも機能が異なる場合があることを示唆し
ている。本課題では、同一細胞齢で異なる機
能をもつ柔細胞が存在する点に関して、詳細
な解析ができなかった。立木における樹木柔
細胞の機能の全体的解明のため、今後解明す
べき重要なテーマである。 
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