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研究成果の概要（和文）：いくつかの樹種を対象に炭素安定同位体パルスラベリングを行い、呼吸として放出さ
れる炭素は１）レーザー式同位体装置(TDLS)、固体として固定される炭素は2)質量分析計(IRMS)、分布について
はイオン顕微鏡(NanoSIMS)を用いて追跡をおこなった。固体の炭素を、詳細に分画し、可溶性炭素やデンプンに
ついての詳細な変動を追跡することができた。また可溶性炭素を糖に分画することで、乾燥条件下における炭素
配分について新たな知見を得ることができた。NanoSIMSを用いての観察では、可溶性炭素の観察は困難であった
が、デンプン粒においては13C分布を観察することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, 13C pulse labeling was performed on several tree species in 
order to clarify the time and amount of CO2 was released after CO2 was fixed by trees. (1) 13CO2 in 
respiration was chased using Tunable Diode Laser Spectroscopy(TDLS),(2)13C in organic matter was 
chased using Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS), and (3) distribution of 13C in what ?? was 
traced using an ion microscope, Nano Secondary Ion Mass Spectometry (NanoSIMS). It was possible to 
purify the carbon in bulk organic matter and follow the detailed variations in the soluble organic 
carbon and starch. By fractionating soluble organic carbon into sugars, we were able to obtain new 
knowledge about carbon allocation under dry conditions. It was difficult to observe 13C distribution
 in soluble carbon but could observed in starch granules by using NanoSIMS.

研究分野： 森林生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
気候変動により地球上の様々な地域で乾燥が進むことが懸念されている。本研究により、樹木が乾燥条件下では
光合成産物を単糖に変換して浸透圧を調整していることや、師部の形状を変化させていることが示され、乾燥条
件下での樹木の炭素配分の一端を解明することができた。また樹種により、固定された炭素の、糖やデンプンな
どの非構造性炭素への配分が異なることが明らかになった。このことは、環境応答を考える際に、樹種による違
いを考慮に入れることが重要であることを示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
森林は、地球炭素循環において大きく複雑な機能をもつ。森林に蓄積された炭素も最終的には気
体になって大気に戻っていくが、戻されるまでの時間はどこに固定されるかによって大きく異
なる。呼吸として放出される炭素は数時間単位、組織に固定され枯死分解を経る炭素は数年単位、
土壌中に残存する炭素は数万年というように。気候変動や林分の変化による長期的な変動予測
のためには、炭素循環を構成する要素それぞれの成り立ちを理解し、因果関係を考慮した解析お
よびモデルの確立が求められる。 
森林の炭素固定能を推定するために、様々なサイトでタワー観測や生態学的手法を用いての評
価が行われ、さらに森林内部の炭素動態を詳細に調べるため、森林を形成する各コンパートメン
トにおける呼吸量や光合成量の測定が行われてきた。いずれの観測でも、観測された値を、温度・
降水量などの外的環境要因と絡めて解析することができるが、本来ここに、樹木の内部からの要
因（樹齢や樹種や、その個体が置かれた状況）も複雑に関係してくるはずである。タワー観測で
は時々刻々と変化する大気―森林間の出た量と入った量をモニターできるが森林内部の炭素動
態はわからない。一方でリター量や直径成長などから求める生態学的生産量測定では森林がい
つどれだけの炭素を吸収・放出したかはわからない。各コンパートメントにおける呼吸量や光合
成量の測定では、各部位において二酸化炭素フラックスを観測できるが、いまそこで吸収・放出
されている炭素がいつとりこまれたものであるのかはわからない。 
このブラックボックスである樹体内の炭素のうごきを明らかにするためには、パルスラベリン
グ手法が有効である。これは、自然状態で約１％の存在比をもつ 13C を濃縮し光合成によって植
物に取り込ませ、トレーサーとして用いることで、炭素の移動を追跡する手法である。13CO2を
測定するためのレーザー式安定同位体測定機器が充実してきたことなどから、野外でも適用さ
れるようになってきている(Epron et al., 2012)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では取り込まれた炭素が森林生態系をどのように循環し、とどまり、放出されていくのか
を、「呼吸」「蓄積」「生長」にわけ、精密に記述することを目標とする。 
ラベリング実験後に植物が取り込んだ安定同位体炭素が、どこに取り込まれるのかを追跡する
ために、最新の手法を組み合わせる点にある。すなわち、1)呼吸として放出される炭素の追跡の
ための「気体の分析」（TDLS）」、2)生長あるいは蓄積のために樹体に一旦固定される炭素の追跡
のための「固体の分析（IRMS）」、3)その中で、生長、すなわち細胞壁等樹体を構成することにな
る炭素の追跡のための「固体の中の分布の観察（NanoSIMS）」である。 
炭素固定能や環境要因に対する反応が解明されれば、生態系炭素循環モデルの検証に重要とな
るパラメーターを与えることができる。ひいては、将来の気候変動に対する植物の反応について
も、どの季節の環境がより影響をおよぼすのかといった、詳細な予測を可能にし、起こりつつあ
る植生の変遷にも具体的な理由付けを与えることができる。 
 
３．研究の方法 
 
いくつかの樹種において、1)に説明する 13C パルスラベリング実験を適用し、下記 2)で説明する
方法で固定された 13C の追跡を行った。 
 
1) 13C パルスラベリング実験 
炭素の安定同位体である 13CO2 は通常大気に１％程度含まれている。炭素の安定同位体には、
12C と 13C とがあり、自然状態でそれぞれ 98.89 %、1.11%の比で存在している。13C パルスラベ
リングとは、この存在比の少ない 13C をトレーサーとして対象に付加し、13C を追跡するという
手法である。ラベリングチャンバーは光を通す強度の高いビニールシートで作成し、ラベリング
中の二酸化炭素濃度、光環境、温度、湿度をモニタリングし、密閉して 13CO2（99％）を吸入す
る。ラベリングチャンバー内の 13CO2 がほぼ樹体に固定された後チャンバーを開封する。 
 
なお、13C ラベリング手法に関する詳細に関しては,「炭素安定同位体パルスラベリングを用いて
樹木の師液流を測定する」檀浦ら（2016）、「安定同位体を用いた森林における炭素循環研究―木
の中のみえない炭素の流れを探る」高梨(2017),「Using 13C to Quantify Phloem Transport on Tall Plants 
in the Field」Epron et al., 2019 および「炭素収支における 13C パルスラベリング手法の適用と展
望」檀浦(2019)で発表された。 
 
2)13C の追跡 
2-1) 13C 気体の分析(TDLS) 
光合成で取り込まれた炭素は、まず葉から枝、幹を通り、根から土壌へと移動し、それぞれの器
官で使われ、呼吸として大気に放出され、あるいは貯蔵物質としてとどまる。土壌へ到達したも
のは最終的には土壌呼吸として大気に放出される。これらの炭素の流れを追跡し、その移動速度
を枝、幹、根の各組織から放出される二酸化炭素中に含まれる 13CO2 濃度の測定により実測で



きる。TDLS 式アナライザーの専門家である高橋けんし氏（共同研究者）,高梨聡氏（共同研究
者）と構築した観測システムにより、ラベリング後の 13CO2の移動を追跡した。 
 
2-2) 13C 固体の分析(IRMS) 
組織に固定された 13C の量を定量するには、IRMS による測定が不可欠である。ただし、サンプ
ル採取が必要となるので、時系列的に解析するためには樹体にダメージを与えないようなサン
プリング手法が必要となる。サンプルは、液体窒素で生理活性を停止させた後、凍結乾燥し、分
析用に粉砕する。 
さらに、炭素は植物体の中で、構造体（セルロース、リグニン、不溶性たんぱく質を含む）ある
いはデンプンという形で不溶性の炭素として存在するものと、可溶性たんぱく質、可溶性の糖、
有機酸、アミノ酸、色素、脂肪という形で可溶性の炭素として存在するものにわけられる。これ
らの画分を分離することで、固定された炭素がどのような形態で存在しているのかを時間を追
って調べることができる。 
この分画して同位体を分析する手法については共著論文を執筆した。（Desalme.et al.2017） 
 
2-3) 固体の中の 13C 分布の観察(NanoSIMS) 
ラベリングに供した樹種の葉・幹・根を一部サンプリングし、顕微鏡観察用の切片を作製し、竹
内美由紀氏（研究分担者）とともに NanoSIMS による観察を行った。竹内氏は、樹木の細胞学
に精通しており、NanoSIMS をもちいた細胞内のイオン分布観察を行っている。サンプルはラベ
リング後定期的に採取し、IRMS の分析による樹木への炭素の取り込み量とともに、どこに固定
されたのかを解析した。 
 
４．研究成果 
 
1) 冬季光合成産物の配分について 
アカマツ(Pinus densiflora) 
常緑樹は冬にも葉をつけており光合成をおこなう。富士吉田試験地のアカマツを対象として
2017 年 12 月にラベリングを行った。2-1)に示した TDLS を用いて、高さ 19.5m の枝、および高
さ 15.5m,11,1m, 7.3m, 3.8mの幹に呼吸量測定用チャンバーを設置し、呼吸として放出される 13CO2

を測定した。 
その結果、成長期である夏に固定された炭素はすぐに減衰するのに対して、冬に固定された炭素
は冬の間のおよそ 3 か月間幹呼吸として放出されつづけ、春になると急激に減衰した（図１）。
同時期に葉の伸長や幹の成長が始まるため生育につかわれると考えられる。また夏にもう一度
幹からの呼吸放出にピークがみられた。これは葉や成長に使用した残りか、デンプン等で蓄積し
ていたものが放出されたと考えられる。 

 
図１幹チャンバーから放出される呼吸量中の 13C 同位体比（上）と幹の成長量（中）と当年枝の伸長量（下）。縦の赤線は 13C パルスラベ

リングを行った日時（2017 年 12 月 6 日）である。13C 同位体比は 2018 年 3 月 20 日ごろから減衰している。 

 
この結果は、生態圏セミナー、IUFRO 2016, 第 129 回日本森林学会、第 66 回日本生態学会で発
表された。 
 
2) 乾燥条件下における光合成産物配分について 
2-1)ブナ（Fagus sylvatica） 
樹木の枯死には水不足と炭素欠乏がかかわっている。水不足および炭素欠乏の条件下でどのよ
うな炭素配分が起こっているのかを調べるために、屋根をかけて 2 年間潅水しない乾燥処理（乾
燥強度により 2 段階にわけた）を行ったブナおよび、2 年間展葉期に 75%の葉を摘葉し炭素欠乏
処理を行ったブナを対象とした。これらの、対照区、炭素欠乏、乾燥、強度乾燥の 4 処理におい
て各 3 個体に 13C ラベリングを行い、2-2)に示した固体内のデンプンおよび可溶性炭素に配分さ
れた 13C を測定した。また、2-1)TDLS を用いて幹呼吸として放出される 13C を測定した。同時に



師液中の 13C 測定および糖濃度の測定、師部の顕微鏡観
察を行った。 
その結果、摘葉した個体では、葉の平均滞留時間が短く
なる傾向があり、葉で個体した炭素をすぐに幹に送る
ことが示された。また乾燥条件下では師液中や幹呼吸
における平均滞留時間が非常に長くなる個体があっ
た。摘葉した個体や乾燥条件下の個体では幹呼吸の 13C
のピークが遅くなることが示された。乾燥個体では師
液の濃度上昇と師管面積の減少により、師部輸送が制
限を受けていることが示された。 
 
この結果は、Dannoura et al., (2019)、第 128 回日本森林
学会、IUFRO 2017 で発表された。また、IUFRO におい
て「師部の機能と機能不全」というセッションを共同で
オーガナイズし、Tree Physiology から特集号を出版し
た。 
 
2-2)ヒノキ(Chamaecyparis obtuse) 
ヒノキポット苗を用いて 13C ラベリングを行い、乾燥条件によりどのような炭素配分が行われる
のかを追跡した。短期の乾燥ストレスグループ（n=5）と長期の乾燥ストレスグループ（n=5）、
それぞれのコントロールグループ（各 n=3・n=2）の 4 グループに分けた。その後、これら 4 グ
ループに 13C を取り込ませ、7 日後に短期間の乾燥負荷グループを、そして葉がすべて茶色に変
色してから十分な日数がたち枯死したと考えられる 86 日後に長期間の乾燥負荷グループを、各
コントロールグループとともに伐採した。伐採後各器官（葉、緑色枝、茶色枝、幹、細根、粗根）
に分類し、凍結乾燥したのち乾燥重量を測定した。これらのサンプルから乾燥下での NSC の形
態的変化と量的変化を見るために、まず糖（葉、緑色枝、細根から）とデンプン（すべての器官
から）の抽出を行ない、濃度と同位体比の測定を行った。さらに師部構造を観察し、師部細胞の
識別とその個数・面積の測定を行い、師部細胞一つ当たりの平均面積を算出した。 
短期の乾燥下では特に葉でグルコースやフルクトースなどの単糖濃度が増加し、デンプン濃度
が減少するという傾向が見られた。これより、短期の乾燥下では糖濃度を増やすことで、浸透圧
調整を行っていると考えられた。 
長期の乾燥下では、葉、緑色枝、細根の糖濃度が減少しているにも関わらず、乾燥初期に得た炭
素(13C)は残っている傾向にあった。さらに短期の乾燥グループと長期の乾燥グループのデンプ
ンを比較すると、乾燥負荷の長さにかかわらず、濃度・13C 割合は同程度であった。これより、
乾燥初期に得た炭素はある程度は貯蔵されたままで、すべてを糖に分解して利用していないこ
とが示唆された。乾燥下でのヒノキの師部の形質的変化を、師部細胞一つ当たりの平均面積で比
較したところ、短期の乾燥下では大きな変化が見られなかった。一方長期の乾燥下では、師部細
胞一つ当たりの平均面積が減少している傾
向にあり、師部細胞が収縮していた。これよ
り長期の乾燥下では、師部機能が低下してお
り、炭素の輸送が制限された状態だと考えら
れる。 
すなわち、樹木が糖を単糖に変換することで
浸透圧調整を行い乾燥に対応すること、枯死
にいたるような長期にわたり乾燥をうける
と師部機能が失われることが示された。 
 
この結果は第 129 回森林学会で発表された。
また現在論文執筆中である。 
 
１） 光合成産物の日変動解析 
ブナ（Fagus sylvatica）、フランス海岸松(Pinus 
pinaster) 
2 樹種において、朝固定された炭素と夕方固
定された炭素を追跡するために、朝と夕の 2
回に分けて、ラベリングを行った。ブナに関
しては、2015 年 5 月 22 日、27 日 6 月 2 日の
3 日にわけて行い（朝・夕それぞれ n=3）、マ
ツに関しては 2015 年 5 月 8 日に行った（朝・
夕それぞれ n=4）。ラベリング後 4－24 時間
ごとに（経過時間によって異なる）葉を採
取し、乾燥させ、炭素安定同位体比を質量
分析計で測定した。また、可溶性炭素とデ

図 2 師管の平均面積と師液中の 13C の平均滞

留時間。乾燥を受けると師管の面積が小さくな

り、滞留時間も長くなる。すなわちソースから

シンクへの師部輸送が制限される。 

図３ ブナ（上 4 グラフ）とマツ（下４グラフ）における朝と夕方の

13C パルスラベリング後のの可溶性炭素とデンプンへの炭素配分。 



ンプンとに分画し、それぞれの炭素安定同位体を測定した。時系列変動解析のため、ラベリング
時の葉の値を初期値として標準化を行った。 
ブナにおいては、朝のラベリングでは、固定された 13C のうち 60％が可溶性炭素に、17％がデン
プンへと配分されていた。夕方のラベリングでは、30％が可溶性炭素に、それよりも多い 37％
がデンプンへと配分されていた。 
朝のラベリングでは、可溶性炭素に配分されていた 13C はすぐに減少していくが、デンプンに配
分された 13C は次の日の朝まで一定の値を保ちその後減少をはじめた。夕方のラべリングでは、
可溶性炭素に配分された 13C は上昇し、次の日の朝から減少した。デンプンではすぐに減少した。
夕方にいったんデンプンに配分した炭素を可溶性の糖に再配分して使用していることがわかる。
すなわちブナにおいては固定された炭素はすばやくデンプンに移動し、使われていくことが示
された。 
マツにおいては、朝のラベリングでは、ほぼすべての 13C が可溶性炭素に配分された。デンプン
への配分はほとんど見られず、徐々に増加した。可溶性炭素にすべて配分してからデンプンへと
変換している様子がわかる。また夕方は 67%が可溶性炭素に、6%がデンプンに配分されていた。
夕方には可溶性炭素プールにもたくさんの炭素が配分されているため、少ない値であると考え
られる。可溶性炭素へ配分された 13C はその後減少するが、デンプンへ配分される炭素は上昇を
続け、可溶性炭素へ配分された炭素からの変換が示された。 
このようにブナとマツにおいて、非構造性炭水化物への炭素配分が大きく異なることが示され
た。 
 
また、組織内の 13C を可視化しその分布を明らか
にすることを目指して NanoSIMS を用いた同位体
イメージングを行った。この測定のためには試料
を樹脂包埋して薄切片を作製する必要がある。本
研究では凍結試料を樹脂包埋することにより、溶
出しやすい低分子の糖などの分布を保存した試料
を作製して SIMS 測定を行うことを試みたが、組
織内に低分子の糖などに相当すると考えられるシ
グナルを検出することはできなかった。一方、構
造性の炭素やデンプン粒などに取り込まれた 13C
を検出することは可能であった（図 4，細胞壁に
固定された 13C。ポプラ苗によるモデル実験の結
果）。今回の試料では 13CO2ラベルしたマツ針葉中
のデンプン粒に標識 13C が検出された（図 5）。師
管液などの中では炭素自体の濃度も低くなるた
め、固形分を乾燥して測定する IRMS での検出に
比べて、SIMS による同位体イメージングでは 13C
の検出感度は悪くなると考えられる。また固定さ
れた直後で 13C が濃縮された状態である葉内のデ
ンプンや、その後の希釈が比較的小さく測定する
べき領域が限定できる幼樹を用いたモデル実験に
比べ、野外実験試料では幹における 13C 比イメー
ジングは構造性の炭素に関しても 13C 比が低くな
り検出が困難であったと考えられる。 
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