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研究成果の概要（和文）： 
葉におけるエアロゾルをナノレベルで可視化するイメージング技術を確立し、葉の表面構造

や気孔の大きさやその形態などが異なる樹木におけるエアロゾルの吸収・吸着状態の樹種間差
異を明らかにした。ブラックカーボン粒子の葉への吸着状態の違いは、葉の表面状態の違
いを反映していた。長期曝露した硫酸アンモニウム粒子の形状や大きさは、微粒子の周りの環
境が変化したことで変化した。また、ブラックカーボン粒子と硫酸アンモニウム粒子の沈着場
所は異なり、両者の葉の生理学的機能に与える影響が異なることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand the effects of aerosol on the growth and physiological parameters in trees of forests 
growing in the East Asia including Japan, we established the precise methods to visualize the adsorption 
of aerosol on the outer surface of leaves and needles and its absorption into the interior of leaves and 
needles at nano-level. We observed the different distribution or localization of black carbon (BC) 
particles depending on surface structure of leaves and needles. The ammonium sulfate (AS) particles 
were distributed on the entire surface of leaves and needles including regions of dense tube-like waxes. 
This pattern of distribution was different from that of black carbon particles. Therefore, physiological 
response of leaves and needles to fine particles at submicron range might be different between BC and 
AS. After long-term exposure of two growing periods, we observed irregular AS particles in old leaves. 
The long-term exposure might induce changes in the size and shape of deposited AS particles by 
environmental changes such as temperature and humidity. 
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
20年度 3,100,000	
 930,000	
 4,030,000	
 

21年度 7,600,000	
 2,280,000	
 9,880,000	
 

22年度 13,800,000	
 4,140,000	
 17,940,000	
 

23年度 13,800,000	
 4,140,000	
 17,940,000	
 

24年度	
 	
  13,800,000	
 4,140,000	
 17,940,000	
 

総	
 計 52,100,000	
 15,630,000	
 67,730,000	
 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：木質科学 
キーワード：エアロゾル、ブラックカーボン、硫酸アンモニウム、イメージング解析、葉の表
面構造、越境大気汚染、電界放出形走査電子顕微鏡、EDX解析 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 東アジア地域の急速な経済発展に伴い、日

本に飛来する越境大気汚染物質、特にエアロ
ゾルの影響は今後さらに深刻化していくと
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予想され、日本における環境問題の最重要課
題である。エアロゾルの発生源や輸送・沈着
のプロセスに関しては、これまで定性・定量
的な評価が行われ情報が集積し始めている
が、エアロゾル微粒子の人間や植物など生物
に対する影響については、十分に研究が行わ
れていないのが現状である。植物は、温暖効
果ガスである CO2の吸収源であり、さらに材
料、エネルギー、食糧を生産するという重要
な役割を担っている。特に、多年生の樹木は
CO2の吸収・固定や再生可能な木質バイオマ
スの生産に重要な役割を担っており、大気中
のエアロゾルが樹木の生理学的特性に負の
影響を与えた場合、森林がもつ機能は大きく
影響を受ける可能性が高い。したがって、エ
アロゾルの樹木の生命活動への影響を解明
することは、緊急の課題といえる。 
	
 しかしながら、エアロゾルの樹木への吸収
や吸着状態、さらにその違いと樹木の成長や
生理学的機能との関係については、ほとんど
明らかにされていない。その最大の理由は、
葉表面や内部のエアロゾル微粒子をナノレ
ベルで可視化する方法が確立されていない
ことに起因する。したがって、エアロゾルを
組織・細胞レベルで解析する方法を確立し、
エアロゾルの樹木の成長への影響を世界に
先駆けて明らかにすることが重要である。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の主目的は、越境大気汚染物質であ
るエアロゾルが東アジアの森林を構成して
いる樹木に与える生物影響を実験的に解明
することである。まず、樹木の葉におけるエ
アロゾルの吸収と吸着状態を可視化し、樹木
の成長や生理学的機能に対する影響とそれ
らの樹種間差異を明らかにする。さらに、本
研究で得られる知見と同じ新学術領域研究
の他の研究グループが行うグロースチャン
バーや野外観測での結果を総合的に考察し、
東アジアの森林を構成している樹木に対す
るエアロゾルの影響の現状評価を行なう。 
	
 そこで、東アジアに生育する代表的な樹木
を網羅的に選択し、エアロゾルの局在を組
織・細胞レベルで解析する新しい方法を確立
する。エアロゾルとしては、植物の生理学的
機能に対する影響が多いと考えられるブラ
ックカーボンと硫酸塩エアロゾルを選択す
る。また、樹木の葉のエアロゾルの吸収・吸
着特性に影響を与えると予想される、葉の表
面構造や気孔の数・サイズを網羅的に解析す
る。さらに、エアロゾルの吸収・吸着量や局
在の樹種間差を明らかにし、エアロゾルの葉
や植物体への吸収・吸着量を決定する因子を
組織構造学的にモデル化し、エアロゾルの樹
木への吸収・吸着機構を明確にする。これら
の成果は、エアロゾルの影響による植生変化
や森林の炭素固定能力の評価において科学

的な根拠を与えるといえる。 
	
 樹木の成長や生理学的特性に対するエア
ロゾルの影響に関する新しい知見を世界に
先駆けて得ることにより、エアロゾル環境学
の構築に貢献することを最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究課題においては、エアロゾルのナノ
レベルでの可視化法の確立を行い、多様な樹
木の葉表面および内部へのエアロゾルの吸
収・吸着形態について明らかにする。エアロ
ゾルとしては、ブラックカーボンおよび硫酸
アンモニウムを研究対象とする。 
（１）葉の表面構造の解析 
	
 東京農工大学農学部キャンパスおよびイ
ンドネシア共和国ジャワ島ジョグジャカル
タに生育する多様な 62 種の樹木より葉を採
取し、SUMP法を参考にし、葉の表面のレプ
リカを作製した。光学顕微鏡の微分干渉下で
葉の背軸面に含まれる気孔の形態を観察し、
気孔密度（気孔数/mm2）や気孔長軸長（µm）
を求めた。さらに、葉の表面構造を走査電子
顕微鏡（SEM）を用いて観察した。また、葉
の構造をよりインタクトに観察する方法の
検討のため、気乾、凍結乾燥、溶媒置換乾燥、
臨界点乾燥、の 4 つの乾燥方法を比較した。
乾燥前後の葉の面積を画像解析ソフト Image 
Jにより求め、収縮率を算出した。 
（２）ブラックカーボン粒子の観察 
	
 試料は、広葉樹であるスダジイなど数種類
の葉とポリエチレンシートを用いた。ブラッ
クカーボンの沈着は同じ新学術領域研究
A03-Ｐ09 班の Lenggoro 研究室で開発した短
期曝露実験装置を用いて行った。噴霧時間や
噴霧距離等の条件を変えて噴霧処理を行っ
た葉とポリエチレンシートをデシケーター
内で風乾させ、無処理あるいは白金・パラジ
ウムでコーティング後に電界放出形走査電
子顕微鏡（FE-SEM）により観察した。また、
A03-P09 班の伊豆田研究室で開発した曝露チ
ャンバー内で長期間生育させたブナ、スダジ
イ、カラマツ、スギなど国産樹木 4種と Acacia 
mangiumと Pterocarpus macrocarpusなど東南
アジア産樹木 2種の葉の表面構造や吸着した
微粒子を詳細に観察した。葉は採取後に凍結
乾燥または風乾を行い、白金でコーティング
後、低加速電圧により FE-SEMで観察した。 
（３）硫酸アンモニウム粒子の観察 
	
 試料として、ブナ、スダジイ、カラマツ、
スギの葉とシリコン（Si）基板を用いた。
Lenggoro 研究室で開発した短期曝露装置を
用いて、粒径分布が 300-400 nmにピークを示
すように調製された硫酸アンモニウム乾燥
粒子の曝露を行った。 
	
 また、伊豆田研究室で開発した硫酸アンモ
ニウム長期曝露チャンバー内で、短期曝露実
験と同じ樹種を１または 2 年間生育させた。



硫酸アンモニウムを短期・長期曝露させた試
料は風乾させ、カーボンコーティングを行っ
た後に FE-SEMにより二次電子像の観察を行
うとともに、エネルギー分散型 X線分析装置
（EDX）により元素分析を行った。硫酸アン
モニウム粒子は潮解する性質をもつため、曝
露後から FE-SEMでの観察に至るまで、相対
湿度 50%以下の条件で試料を保存した。 
 
４．研究成果 
（１）葉の表面構造の解析 
	
 葉のレプリカ像を観察したところ、凹凸の
大きさ、毛状突起の有無や形態、気孔の数や
形態など樹種により大きく異なっていた。 
	
 日本産樹木 51 種において、気孔密度（気
孔数/mm2）には樹種による違いが認められ、
最も小さいハナミズキの 41 から、最も大き
いイロハモミジの 778まで広く分布した。ま
た、気孔長さにも樹種による大きな違いが認
められ、気孔長軸長が最も短いイロハモミジ
では 7µm、最も長いナツツバキでは 26µmで
あり、両者には約 4倍の違いが認められた。 
	
 インドネシアに生育する 11 種の供試木の
うち、Acacia mangiumと A. auriculiformisには
葉の背軸面と向軸面に気孔が存在し、残りの
9 種においては葉の背軸面のみに気孔が存在
した。気孔密度は多様性が認められ、最も小
さい Agathis sp.では 100であり、最も大きい
Swietenia mahagoniでは 687であった。また、
気孔長さも、樹種によって異なっており、イ
ンドネシア産の樹木で最も短い Pterocarpus 
indicus では 7µm、最も長い Podocarpus 
koordersiiでは 22µmであり、両者には約 3倍
の違いが認められた。 
日本産 51種とインドネシア産 11種の樹木

における気孔密度および気孔長さを比較し
たが、産地によって気孔密度や気孔長さの値
が異なることはなかった。両産地ともに、気
孔密度が低い樹種は気孔長さが長く、気孔密
度が高い樹種は気孔長さが短い傾向が認め
られた。気孔密度や気孔長さの違いは、エア
ロゾル粒子による気孔の塞がりやすさに影
響を与えると考えられる。 
 
（２）ブラックカーボン粒子の可視化 
	
 ブラックカーボンを短期および長期曝露
した樹種の葉表面に、曝露したブラックカー
ボン由来の 50～100nm の粒子の吸着が観察
された。カーボンの粒子塊は、平滑な葉面上
でも毛状突起上でも同様に吸着していた。毛
状突起が発達した樹種では、葉の内表面や気
孔近くへのカーボン粒子の吸着量が影響を
受けると考えられる。 
	
 チャンバー内でブラックカーボンを長期
曝露させたカラマツとスギの葉表面におい
て、粒径が約 100nm の粒子塊が観察された。
これらの粒子塊は、コントロール試料には認

められなかった。塊を構成する個々の微粒
子のサイズは、本実験のために合成したサ
イズと一致した。また、この微粒子塊はブラ
ックカーボンを短期曝露した葉やポリエチ
レンシートにおいて観察された粒子のサイ
ズや形状と一致することから、長期曝露した
ブラックカーボンが凝集したものといえる。 
	
 曝露したブラックカーボン粒子は葉表面
において均一に分布することはなく、凝集
した粒子塊が散見された。曝露したブラッ
クカーボン粒子の葉への吸着状態の違いは、
表面状態の違いを反映していると考えられ
る。また両樹種とも、ブラックカーボンの粒
子塊は、葉表面の中でもチューブ型ワックス
が疎に分布する部分に特に認められた。一方
ブラックカーボンの粒子塊は、気孔近くのよ
うにチューブ型ワックスが密に覆う部分に
は認められない傾向があった。針葉樹のチュ
ーブ型ワックスは、ブラックカーボンの沈着
を防ぐ機能をもつ可能性が考えられる。 
	
 Acacia mangiumの葉の断面では、海綿
状組織の葉肉細胞表面にブラックカーボン
のサイズと同様の微粒子が散見された。し
かしながら、同様な粒子はコントロール試
料でも観察されたため、曝露したブラック
カーボン由来ではないといえる。一方、他
の樹種においては、曝露したブラックカー
ボンと同程度のサイズの微粒子は葉内部に
おいては観察されなかった。したがって、
葉の気孔を通してブラックカーボンを能動
的に取り込むような機構はなく、曝露した
ブラックカーボンは葉内にはほぼ侵入しな
いと考えられる。 
 
（３）硫酸アンモニウム粒子の可視化 
	
 硫酸アンモニウムを短期曝露したシリコ
ン基板において、ブラックカーボンとは異な
り、単独で分布する特徴をもつ球形の粒子が
観察された。粒子は、直径 300-600 nm程度の
ものが多く認められた。EDXによる元素分析
（点分析）を行った結果、基板上ではシリコ
ン（Si）のみにピークが認められたのに対し
て、粒子上ではシリコンに加え、イオウ（S）
を示すピークが存在した。硫酸アンモニウム
を短期曝露した葉の表面上において、シリコ
ン基板上で観察された粒子と同じく直径
300-600nm 程度の球形の粒子が観察された。
EDXによる元素分析の結果、これらの粒子は
S を含んでいた。コントロール試料では同様
の特徴をもつ粒子が認められなかったこと
から、曝露した硫酸アンモニウム由来である
といえる。葉表面上に認められた硫酸アンモ
ニウム粒子も、単独で分布していた。以上の
結果から、FE-SEM による粒子の形態観察と
EDX による元素分析を組み合わせることで、
葉の表面に曝露した硫酸アンモニウム粒子
を可視化する手法を確立できたといえる。 



	
 加速電圧および検出器を検討して、曝露し
た硫酸アンモニウム粒子の効率的な検出方
法の改良を行った。その結果、加速電圧 10kV
の下で反射電子を主体とした粒子像を取得
すると、ある程度の重さの粒子が白く強調さ
れた。これらの微粒子の中には、１）粒径
300nm-数 µmの球形である、２）ブラックカ
ーボンとは異なり単独で分布する、３）EDX
分析において Sが検出される、という、曝露
した硫酸アンモニウム粒子と同じ特徴をも
つ粒子が多く存在した。したがって、反射電
子を用いる観察方法は、葉表面上に存在する
様々な粒子の中から、曝露した硫酸アンモニ
ウム粒子のみを区別するのに有効であると
いえる。反射電子を用いる手法は、葉面上の
ワックスと微粒子の判別が難しいカラマツ
やスギなどの針葉樹において特に効果的だ
った。また、硫酸アンモニウム粒子を長期曝
露した試料においても有効な手法であった。 
	
 ブラックカーボン粒子はワックスが密生
する場所では沈着しにくいのに対して、硫酸
アンモニウム粒子はワックスの疎密に関係
なく沈着しており、硫酸アンモニウム粒子と
ブラックカーボンでは、葉の生理学的機能に
与える影響が異なることが示唆された。 
長期曝露した試料の硫酸アンモニウム粒

子の形状や大きさは、短期曝露した試料やシ
リコン基板上の硫酸アンモニウム粒子と異
なっていた。硫酸アンモニウム粒子を 1成長
期間曝露すると、それぞれの樹種の葉面にお
いて短期曝露の粒子とは異なる多角形状で
粒径が異なる粒子が観察された。これらの粒
子について EDXで元素分析を行ったところ、
S の高いピークが検出された。形状や粒径は
やや異なるが、元素分析結果が一致すること
から、これらの粒子は曝露した硫酸アンモニ
ウム粒子であるといえる。さらにもう 1成長
期間（計 2成長期間）長期曝露を行うと、常
緑樹で旧年葉が存在するスダジイやスギに
おいて当年葉上で観察された粒子と類似の
粒子も認められたが、球状とはいえない不定
形の粒子も観察された。これらの不定形の粒
子は大きさも不均一で、これまで観察された
ほぼ球状の硫酸アンモニウム粒子と同様に
葉面上の様々な場所に局在した。反射電子主
体の像を観察すると粒子は白く光り、EDXに
よる元素分析では高い Sのピークが検出され
た。これらの結果から、不定形の粒子は曝露
された硫酸アンモニウム粒子であると考え
られる。曝露していない葉の葉面上からはこ
のような特徴をもつ不定形の粒子はほとん
ど観察されなかった。硫酸アンモニウム粒子
は潮解する性質がある。したがって、これら
不定形の粒子は、1 成長期間以上の曝露にさ
らされる間に大きく潮解した可能性が高い。 
	
 チャンバーの設定湿度を 70％以下に設定
し、枯葉上では粒子の変形が起こりにくいと

いう結果と低湿度に設定されたデシケータ
内（湿度 50％以下）のシリコン基板上の粒子
は大きく変形しないという結果から、葉の表
面付近では比較的湿度が高い可能性が考え
られる。曝露期間によって粒子の形状および
粒径が異なることから、サブミクロンサイズ
の硫酸アンモニウム粒子の樹木への影響は、
曝露期間によって異なるといえる。したがっ
て、長期曝露実験においては、葉表面に沈着
した微粒子の周りの温度や湿度が変化した
ことで、粒子の形状や大きさが変化したと考
えられる。硫酸アンモニウム粒子の樹木の成
長や生理学的反応に対する影響は、曝露から
の時間により異なる可能性が考えられる。 
硫酸アンモニウム粒子を長期曝露した葉

の内部を観察したところ、コントロール試料
と同様に気孔付近の葉肉細胞表面において
も粒子は沈着していなかった。したがって、
硫酸アンモニウム粒子は粒子の形状で葉の
内部へ侵入しないと考えられる。 
本研究により、サブミクロンサイズの粒径

をもつ硫酸アンモニウム粒子が樹木の葉面
に沈着する初期段階から 2成長期間にわたる
長期の段階までの粒子を可視化することに
成功した。本研究で確立した硫酸アンモニウ
ム粒子のナノレベルでの可視化法は、エアロ
ゾルの樹木の成長や生理学的反応への影響
機構を解析する上で有効であるといえる。 
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