
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ６月 ９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：木材や木材製品の樹種を種レベルで識別するために、長期間の保存や

高温処理による木材中の DNA の劣化による影響を分析した。また、それらの結果をもとに木材

の DNA 分析に有効な超音波処理による DNA抽出手法を開発した。さらに、その手法を用いて、

東南アジア産木材で製造された合板用単板および製材から DNAを抽出し、データベースをもと

に分析することによって木材の樹種を特定することに成功し、樹種や産地の確認のために DNA

分析手法の有効性を検証した。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated effects of long-term storage and high temperature 
treatment of wood to the DNA degradation and developed a method for extracting DNA 
effectively by ultrasonic treatment from wood. We applied the method for DNA analysis 
to species-level identification of wood products of Shorea spp. The usefulness of DNA 
analysis for wood identification at species level is demonstrated in this study. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 5,400,000 1,620,000 7,020,000 

2008年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

2009年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

年度    

  年度    

総 計 11,000,000 3,300,000 14,300,000 

 

研究分野：木材組織学 

科研費の分科・細目：林産科学・木質工学 

キーワード：木材、樹種識別、核酸、細胞・組織 

 
１．研究開始当初の背景 
 近年、東南アジア地域やロシア等における
違法伐採が、持続可能な森林経営を阻害し、
生物の多様性を損なうものとして大きな問
題となっている。この問題への対策の一つと
して、合法性が確認された木材を利用するこ
とが推奨されている。木材の合法性基準には
「木材の識別とトレーサビリティ」があり、
これを実現するためには木材から樹種を識

別する技術が求められる。また、国内におい
ても認証材の使用を進める動きがあり、木材
の産地、樹種、品種、加工方法の表示が自主
的に行われるようになってきた。 
 木材の樹種識別は、一般に顕微鏡を用いて
木材を観察し、組織構造の特徴に基づいて行
われる。しかし、組織観察では属レベルでの
識別にとどまる場合が多く、種や品種といっ
た、より詳細な識別は困難である。DNA 分析

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2009 

課題番号：１９３８０１０３ 

研究課題名（和文） マイクロマニュピレーション・直接ＰＣＲ法を用いたＤＮＡ分析による

木材の樹種識別 

研究課題名（英文） Wood identification by DNA analysis with micro-manipulation and 

direct PCR method. 

 

研究代表者 安部 久（ABE HISASHI） 

独立行政法人森林総合研究所・木材特性研究領域・主任研究員 

研究者番号：８０３４３８１２ 

 
 



 

 

技術は食品の原材料の判別等に利用されて
おり、木材への適用も可能であると考えられ
る。これまでに木材製品や標本の木部から
DNA を抽出し、ポリメラーゼ連鎖反応
(Polymerase Chain Reaction : PCR)法によ
って遺伝子を増幅した研究例はあるが、熱帯
地域の樹種を対象としたものは僅かである。
その理由は、熱帯産樹木の木材に含まれる抽
出成分が PCRを阻害し DNAの増幅が難しいこ
とにある。さらに、由来が明らかで同定が確
かな熱帯産樹木の木材試料が少ないことが
研究の障害になっている。東南アジア地域の
天然林で最も多く伐採されているフタバガ
キ科樹木は、DNA さえ得られれば DNA 分析に
よって種や個体レベルの識別が可能である
ことが示されている。 
 一方、生きた細胞において DNAは核や葉緑
体、ミトコンドリアに局在していることから、
木材においても細胞内の分布に偏りがある
と考えられるが、組織や細胞のどの部分に
DNA が残存しているかは明らかにされていな
い。そこで、木材細胞について DNA が残存し
ている部位を調べ、その部位を取り出して
DNA 増幅に用いることによって PCR 阻害成分
の影響を低減できる。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景のもとに、木材の樹種識
別への DNA分析の応用を目指し、本研究にお
いては、（１）木材中に残存している DNA に
ついて、辺材、移行材、心材といった木材の
部位による残存量の変化を明らかにすると
ともに、DNA を含む細胞小器官を可視化し、
その分布を明らかにする。また、（２）DNAの
残存量や残存部位の経年変化についての変
化のパターンを示す。それらの結果をもとに、
（３）より効率の良い木材からの DNA抽出方
法を検討し、さらにその PCRの条件を検討し、
最終的には、東南アジア産木材の樹種識別に
応用し、DNA 分析による種レベルの識別を行
う。 
 
３．研究の方法 
（１）研究材料 
 研究用の試料としては、木材中の DNA分布
とその可視化、およびその経年変化の実験に
は、スギ(Cryptomeria japonica)を用いた。
新鮮な材としては伐採後すぐに材から円盤
を切り出し、凍結後、-80˚C の冷凍庫に保管
されたものを用いた。また、経年変化の分析
用の試料としては、森林総合研究所に所蔵さ
れている伐採後の経過年数が１，１１，２３，
４０，７５年の木材標本を用いた。一方、熱
帯産材としては、合板製造工場や製材所から、
実際に原料として用いられているレッドメ
ランティ(Shorea sect. Rubroshorea spp.)
の木材の提供を受けた。レッドメランティは

わが国で最も多く利用されている東南アジ
ア産材である。 
 
（２）方法 
①DNA 分析 
 スギについては、新鮮な試料は、辺材、白
線帯、心材（白線帯と心材の境界から数えて
１，５，１０および１３年輪部分）に分け、
保管試料については辺材と心材に分けた後、
DNA 抽出キット(QIAGEN 社 DNeasy Plant 
Mini Kit)を使用して DNA を抽出した。DNA 量
は波長 260nm での吸光度から算出した。DNA 
抽出液から、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)法
によって葉緑体 DNA の rbcL 遺伝子内の塩基
番号 187 から 713までの 526 bp の領域を増
幅した。PCR 酵素に ExTaq HotStart Version 
(TaKaRa社)を、バッファーに Ampdirect(島
津製作所)をそれぞれ使用した。PCR で増幅
された産物の塩基配列を決定し、DNA データ
ベースの検索によって、スギに由来すること
を確認した。 
 レッドメランティ材についても同様の方
法でDNAを抽出した。PCRについては、葉緑体
DNAのtrnL(UAA)intron（約 585bp）、
trnL(UAA)-trnF(GAA)（約 517bp）、psbC-trnS
（約 414bp）、trnH(GUG)-psbA（約 260bp）を
増幅し、増幅されたDNAの塩基配列を決定し、
森林総合研究所のShorea属DNAデータベース
(http://f5002.ffpri-108.affrc.go.jp/sho
rea) で樹種の検索を行った。 
 定量 PCR法により濃縮したスギ材各試料の
残存 DNA 量の定量を行った。解析には、Step 
one システム(Applied Biosystems社)を使用
した。解析領域は、rbcLの塩基番号 555から
636までの 81領域とした。残存 DNA 量(Qty)
を(1)式より算出した。 
Qty＝10(CT-b))/m (1) 
ここで、CTは目的遺伝子の CT 値、bは Qty
＝1のときの CT値、ｍは検量線の傾きを示す。 
 
②顕微鏡観察 
 それぞれの試料から１）10 μm 厚の柾目
切片、２）LR-White 樹脂に包埋後、2 μm厚
の柾目切片を作製した。それぞれの切片を、
DAPI 染色(DNA 検出)またはヨウ素―ヨウ化
カリウム染色（デンプン検出）し、蛍光顕微
鏡および光学顕微鏡で観察した。 
 
③DNA 抽出方法の検討 
 木材切片から DNAを含む組織を取り出して、
PCRを行う方法を検討するため、（１）滑走式
のミクロトームによる 15µm 厚の柾目面切片
と（２）2µm厚の LR-White樹脂包埋した切片
から、レーザーマイクロダイセクションシス
テム（LMD6000 MPP Leica社）を用いて、組
織片を切り出し、PCRを行った。 
 さらにより簡便に、迅速に、コンタミネー
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ションを軽減しながら木材から DNAを抽出す
るための方法として、木材切片の超音波発生
装置による処理を検討した。木材から片刃カ
ミソリを用いて切片を作成し、切片を水中ま
たは DNA 抽出キットの抽出溶液で、60˚C で１
時間処理した。得られた溶液からメッシュを
用いて木材の残渣を除いた後、直接 PCR を行
うか、または DNA抽出キットで DNA を精製し
た後、PCRを行って、超音波処理の有効性を
検証した。 
 
４．研究成果 
（１）DNAの残存部位と経年変化 
伐採直後の新鮮なスギ材からは紫外線吸光

分析によって定量可能な量の DNAが抽出され
た。量は、辺材、白線帯、心材の順に多く、
心材においては、心材形成後の経過年数によ
る差はあまり見られなかった（表１）。 

１年以上保存された試料からは紫外線吸光
測定で検出可能な量の DNAは、得られなかっ
た。しかし、PCR によって、辺材においては
伐採後１，１１，２３年経過した試料、心材
においては１，１１年経過した試料からえら
れた DNA 溶液で、増幅が確認された。DNA シ
グナルは、辺材において心材より明瞭であっ
た（図１）。 

図２ 新鮮な木材辺材中の DNA 

図３ ２３年保管された辺材中の DNA 
図４ ２３年保管された心材中の DNA 
 
伐採直後の木材では、辺材中の DNA は軸方

向柔細胞、放射柔細胞の核、アミロプラスト
等に局在していた（図２）。保存期間が長く
なるにつれ、DNA を含有する細胞数が減り、
1983年に伐採された木材において、DNA が晩
材部に多く残存していることが確認された
（図３）。また、心材部においては、放射柔
細胞中に DNAを含むアミロプラストが残存し
ていることが確認された（図４）。 
スギ辺材において、定量 PCR 法を用いて DNA

量の変化を評価した結果、伐採後２３年経過
した木材においては、伐採後１年経過した木
材の DNA 量の約４０％になっていた。一方、
心材においては、PCR 増幅によって推定され
る DNAの残存量は、伐採後の年数の増加に伴
って減少すると思われるものの、むしろ個々
の試料ごとに異なっていた。 
 

（２）DNA抽出方法 
新鮮な木材からはマイクロダイセクション

法によって切片から放射柔細胞を含む組織
片切り出し（図５）、PCRによって DNAを増幅
することができた。 

図５ 包埋した切片からの組織の切り出し 
  

また、切片を超音波処理することによって
細胞内容物を直接抽出することができ（図
６）、抽出された内容物を含む溶液を DNA 抽

表１．新鮮なスギからのDNA抽出効

部位 DNA 抽出量

辺材 14.42

白線帯 9.42

心材 1* 5.33

心材 5* 5.23

心材10* 5.37

心材13* 6.23

 

a 

b 

保管年数（年） 
1 11 23 40 75 

図１ DNA抽出量の経年変化 

辺材 

心材 



 

 

出キットを用いて精製した後、PCR を行った
ところ、DNA を増幅することができた。 
 

図６ 超音波処理による細胞内容物の抽出 
a:ヨウ素染色したスギ柾目切片 
b:超音波処理後の切片 
c:超音波処理により抽出されたアミロプラ
スト 
d:DAPIにより染色されるアミロプラスト 
 
（３）DNA 分析の東南アジア産材の種レベル
の樹種識別への応用 
乾燥前のレッドメランティ木材の合板用

単板、および製材に対して、開発した切片か
ら超音波処理によって DNAを含む組織を抽出
する方法を用いて、DNA を抽出したところ、
通常の木粉からの抽出と同様に PCRによって
DNAの増幅が確認できた（図７）。また、それ
らの塩基配列を解析することで、試料となっ
た合板用単板および製材の樹種を特定する
ことができた。 
 

図７ a:木粉から b:切片から DNA抽出を行っ
て、PCRを行った電気泳動像 
 
工場ラインで２００℃以上の高温での乾

燥処理を受けた単板においては、著しく増幅
効率が低下しており、通常の方法では PCR に
よって DNAを増幅できなかった。そこで、遠
心乾燥機を用いて DNA を 10 倍以上に濃縮し
たのち、PCR を行ったところ、樹種識別に用
いるための遺伝子領域のうち、trnH(GUG) -ps 
bA（約 260bp）で DNA を増幅することができ
た（図８）。また、Shorea 属木材から抽出し

た DNA が含まれる溶液について、PCR による
増幅時にポリビニルポリピロリドンを添加
したところ、DNA を増幅できるケースが増加
し、DNA 増幅に対するポリビニルピロリドン
添加の効果が示唆された。 
 

図８ 乾燥後の合板用単板からの DNA の PCR
を行った電気泳動像 
 

 このように、DNA のデータベースが構築さ
れていれば、DNA 分析によって木材の樹種レ
ベルで識別することが可能である。また、２
００℃の高温で処理された木材や、伐採後、
数十年経過した木材では、DNAが劣化し、PCR
によって増幅される可能性が低下すること
がわかった。しかしながら、そういった木材
においても DNAを抽出する方法や PCRの条件
を変えることによって、DNA による分析が可
能な量と質の DNAを得ることができることが
示唆された。今後は、木材から DNAを抽出し、
分析するためのさらに良い条件を検討して
いく必要がある。 
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