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用語集 

 

湿組織  木材は樹木の幹や枝から切り出されると、その内部には水分が含ま

れている。この水分が存在する木材組織を「湿組織」と呼ぶ。 

 

凍結湿組織  木材組織内の水分が液体窒素で凍結している状態を指す。 

 

組織水  木材組織内部に含まれる水分で、特に木材の細胞や組織に保持され

ている水のことを指す。 

 

スズカプセル封入法  特定の化学物質をスズ制のカプセル内に封じ込める

技術である。この方法は、主に化学分析や同位体トレーサー技術において、試

料の分解、保存、または分析精度を向上させるために用いられる。 

 

重水  通常の水（H₂O）の水素原子または酸素原子の一部または全部が、重

水素（D）と重酸素（18O）の同位体で置き換わった水のことを指す。重水素重

水の化学式は D₂O であり、重酸素重水の化学式は H2
18Oである。 

 

メモリー効果  前に分析された試料の残留物や分解生成物が、その後に分析

される試料に影響を与える現象のことを指す。 
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第一章 緒言 

 

1.1 はじめに 

樹木が蒸散を行う際、土壌から根に吸収された水は樹幹の木部を経由し、最

終的には葉の気孔から大気中に放出される。樹木の水移動は、陸域水循環の重

要な一部である（Calder, 1998; Berkelhammer et al., 2013; Levia et al., 

2020）。また、樹木は蒸散によって大気中に水分を補給することで、地域の降

水にも関与している（Schlesinger and Jasechko, 2014; Evaristo et al., 

2015; Good et al., 2015; Ellison et al., 2017）。これまで樹木内の水移動

に関する研究が様々な手法を用いて、行われてきた。その中で染料をトレーサ

ーとして樹幹の一部を切断あるいは穿孔し、樹幹の破壊した部位から導入する

手法により年輪レベルから組織 ・細胞レベルまでの通水経路が詳細に検討され

てきた（Ellmore and Ewers, 1986, Umebayashi et al., 2008, Kitin et al., 

2010）。しかし、従来の染料注入法では樹幹の切断や樹幹への穿孔により、木

部の通水経路が破壊され、蒸散時には負圧となっている通水経路の圧力 （Sano 

et al.,2005）が大気圧に近づくことで、実際の生きている樹木の水移動を完

全には把握できていない可能性があると考えられた。 

 

1.2これまでの研究と問題点 

樹木は根を通じて土壌から水を吸収し、樹幹木部を経由して葉へと輸送

し、主に葉の気孔を介して空気中に蒸散する重要な役割を担っている

（Sperry et al. 1998, Buckley 2019, Walthert et al. 2021）。この知識は
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ほぼ 20世紀初頭に確立され、植物生理学や生態水文学モデルの基盤をなして

いる（Gates 1914, Arisz 1956, Lambers et al. 2019, Cocozza and Penna, 

2022）。樹木個体内の水は根から木部を経由して葉まで水ポテンシャルの勾配

によって移動する（Boyer, 1968; Hsiao, 1973, Choné et al., 2001）。温帯

地域では、水ポテンシャルは夏に低下し、冬には上昇する（McCutchan and 

Shackel, 1992; Lansac et al., 1994）。また日変動も見られる（Klepper, 

1968; Jarvis, 1976; Biscoe et al., 1976; Caldwell et al., 1998）。さら

に、樹木の水ポテンシャルが低下すると樹液の流速が増加し、その逆もまた

生じることも既往の研究で報告されている（Ikeda and Ohtsu, 1992, 

Nadezhdina, 1999, Ortuño et al., 2006）。 

樹木の木部には仮道管、道管要素、周囲仮道管、繊維状仮道管、柔細胞など

の通水要素が存在している（Umebayashi et al., 2007, 2008, 2010;  Sano 

et al., 2011; Pfautsch et al., 2015）。しかし、木部の通水経路は樹種によ

って異なっている（Frost, 1930, 1931; Bailey, 1944; Tyree and Zimmermann, 

2002; Olson et al., 2020）。また、木部のすべての通水要素が長期間にわた

って通水機能を維持するわけではないと考えられている（Utsumi et al., 

1998, 1999）。広葉樹において、通水経路は横断面上の道管の配置によって異

なっている。環孔材の樹種では、最外年輪の大きな孔圏道管と同一年輪内の樹

皮側の小さな晩材道管が通水機能を持っている（Ellmore and Ewers, 1986; 

Umebayashi et al., 2008）。散孔材の樹種では、木部の樹皮側の複数年輪の道

管を通じて水輸送が行われていることが報告されている（Kozlowski and 

Winget, 1963; Umebayashi et al., 2007）。 
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樹木個体内の水移動と水分布などの通水ネットワークについて研究するこ

とは、樹木の水力学特性の理解には不可欠であると考えられている（Bazzaz, 

1979; Wullschleger et al., 1998; Meinzer et al., 2001; Hammond et al., 

2019）。これまでにトレーサー注入法（Meinzer et al. 2001, Sano et al. 

2005, Jacobsen and Pratt 2012; Orlowski et al. 2023）、樹液流測定（Granier 

1987, Smith and Allen 1996, Poyatos et al. 2016）、コンピュータ断層撮影

（Tognetti et al. 1996, Fromm et al. 2001, Brodersen et al. 2010）など

の様々な手法が樹木の水力学特性を解明するために効果的に利用されてきた。

最近の研究技術の進歩や手法の改良により、樹木の水力学特性に関する理解の

精度と深度が大幅に向上した（Bouda et al. 2019, Kagawa 2022, Xiang et 

al. 2023）。 

19 世紀半ば以降、樹木の幹の切断や穿孔による染料を注入する方法が木部

の組織や細胞レベルでの通水経路を解明するために使用されてきた（Caspary 

1862; Strasburger 1891; 1893; Arndt, 1929; Baker and James, 1933; Roach, 

1939; Chaney and Kozlowski, 1977; Hinckley et al., 1978; Ellmore and 

Ewers, 1986）。染料注入法は多くの樹種で通水経路を分析するために適用され

ている（Umebayashi et al., 2007, 2008, 2010; Kitin et al., 2010; 

Jacobsen and Pratt, 2012; Pratt and Jacobsen, 2018; Wason et al., 2019; 

Ganthaler and Mayr., 2021）。既往の研究では、木部の染色された道管が通水

機能を持つことが指摘されている（Umebayashi et al., 2010, Kitin et al., 

2010）。しかし、従来の染料トレーサー注入法では、樹幹を切断または穿孔し

て染料を注入する方法が採用されてきた（Sano et al., 2005; Umebayashi et 
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al., 2007, 2008, 2010）。しかしこの方法では、顕著な問題点が存在してい

る。第一に、樹木に物理的損傷を与えてから染料を注入するこの方法は、通水

経路の切断により生きている樹木の生理状態が変化する可能性があり、特に樹

木内の圧力が負圧から大気圧に変わる （Sano et al.,2005）ことで、切断した

樹幹木部の横断面から吸収した染料トレーサーを外側から内側の複数年輪に

経由し、移動範囲が大きくなり、実験結果の妥当性に影響を及ぼす恐れがある

と考えられる。さらに、樹幹から染料トレーサーを導入する方法は根系が樹木

の水吸収と輸送に果たす役割を無視しているため、根系の重要性が過小評価さ

れてきた可能性があると考えられる。従来の染料注入法では樹幹内部の複数年

輪の通水機能が過大評価され、根系が樹木の水吸収と輸送に対する重要性も十

分に評価されていな危険性がある。 

また、樹木の木部の通水能力を定量的に評価するために、道管の通水効率の

測定が既往の研究中に広く用いられている （Sperry et al., 1988; Nonami and 

Boyer, 1990; Yang and Tyree, 1992; Atkinson et al., 2003; Rosner et 

al., 2019）。この方法では、両端が切断された幹を使用し、木部の水が満たさ

れたすべての道管が通水能力を持つと仮定している（Ellmore and Ewers, 

1985; Sherwin et al., 1998; Lens et al., 2011; Melcher et al., 2012; 

Munitz et al., 2018）。しかし、樹木は複雑な通水ネットワークを持ち （Tyree 

and Zimmermann, 2002）、樹幹内の水は最外年輪だけでなく内側の年輪にも通

水機能があるけど(Umebayashi et al., 2008, 2010)、樹齢の増加と伴い内側

の木部の水で満たされた道管でも通水機能をもっていない可能性もあると考

えられている （Kitin et al.,2010）。また、道管間の相互壁孔も放射方向の水
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の輸送経路として機能している（Murakami et al., 1999; Fujii et al., 

2001; Sano et al., 2008; Brodersen et al., 2011; Słupianek et al., 

2021）。さらに、ハーゲン・ポアズイユの定義（Hirose et al., 2005）に従っ

て、直径が非常に小さい壁孔の通水効率が非常に低いため、放射方向へ大量の

水を輸送することは困難であることが報告されている（Kitin et al., 2004, 

Fonti et al., 2010）。以上のような既往研究からは、樹皮側から髄側の木部

への放射方向の水移動を十分に評価されていない恐れがあると考えられる。 

染料トレーサー導入法以外に、従来の研究では、放射性同位体トレーサー

（Stout and Hoagland, 1939; Scholander et al., 1955; Postlethwait and 

Rogers, 1958）を使用して、樹木個体内の通水経路を解明してきた。しかし、

放射性同位体は人間に対して危険性が高いという欠点があり、一般的な研究で

は使うことが難しかった。近年、樹木の水力学特性を研究する方法として 2Hと

18O などの人間に対して危険性がない安定同位体を利用した研究が増加してい

る（Dawson et al. 2002; Álvarez‐Cansino et al. 2010; Zhao et al. 2016; 

Treydte et al. 2021）。近年の多くの研究が樹木から吸収した安定同位体の濃

度に根系、樹幹、葉などの部位による差を認めている （Barbour et al. 2017, 

Von Freyberg et al. 2020, Treydte et al. 2021）。また、樹木周囲の土壤中

の安定同位体の存在種類と樹木個体内安定同位体の存在種類が同じであった

ことが示されている（Dawson and Ehleringer 1991; Yao et al. 2023）。さら

に、最新の研究では安定同位体トレーサーを使用して樹木個体内の水移動を追

跡する方法が有効であることが報告されている （Treydte et al. 2021; Kagawa, 

2022）。しかしながら、これらの安定同位体トレーサー導入法においてトレー
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サーの導入時間が長すぎるとトレーサーが拡散してしまい、樹体内での正確な

水移動の解析が困難になるなどの問題点がある （Treydte et al. 2021; Kagawa, 

2022）。また、安定同位体トレーサーを導入したサンプルの採取過程でトレー

サーが固定処理されずに蒸発してしまうという問題点も指摘されている

（Treydte et al. 2021; Seeger and Weiler 2023）。さらに、Kagawa（2022）

よる安定同位体トレーサー導入法による研究において、木材湿組織サンプルの

スズカプセル封入技術が不十分であるため、多くのサンプルで封入したスズカ

プセルから組織水がリークし、実験の成功率が低くなり、実験結果の信頼性に

も影響を与えたことが報告されている。 

 

1.3 本論文の目的 

上記の検討を踏まえて第二章では、生長が早く、成木から取った枝で苗木を

水耕栽培でクローンできるオノエヤナギをサンプルとして用いた。そこで、水

耕栽培で育成したオノエヤナギの苗木の幹の基部を切断したサンプルと当年

根を切断したサンプルとの間で、染料トレーサー注入によって可視化された通

水経路の相違を評価した。さらに、幹を切断したサンプルと当年根を切断した

サンプルの横断面における水分布と通水効率の差異を評価した。 

 第三章では、水耕栽培で育成した当年生の根、幹、葉だけで構成された当年

生のオノエヤナギの苗木をサンプルとして用いて、水と同じ特性を示しながら

水と区別して解析が可能な重酸素重水 （H2
18O）をトレーサーとしてサンプルに

導入した。樹木は破壊処理を行わずに同位体トレーサーを導入し、短期間の同

位体トレーサー導入法の実用性を評価した。さらに、凍結湿組織サンプルを封
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入する新しい方法を考案し、生きている樹木の通水経路を解析する実験の成功

率を向上させた。 
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第二章 オノエヤナギにおける樹幹と当年根の横断面からの通水ネットワー

クの差異の解明 

 

2.1 研究背景 

従来の染料トレーサーを用いた研究は、木部の染色された道管が通水機能を

持っていることを示唆している（Umebayashi et al., 2010; Sano et al., 

2011; Kudo et al., 2018）。しかし、樹液流センサーでの計測結果によると、

樹皮側の木部の樹液流速度が髄側の木部よりも高かったことが報告されてい

る（Raschi et al. 1995; Tognetti et al. 1996; Zhang et al. 2015）。さら

に、亜寒帯や温帯地域で育つ樹木の木部には複数年輪があり、根系から吸収し

た水は外側の年輪と放射柔組織を経由し、樹幹内側の木部の年輪に移動したた

め、内側の年輪は当年の根や葉と直接つながっていなかった（Kitin et 

al.,2010; Pfautsch et al., 2015 ）。当年根の木部で吸収された水は年輪境

界を超えて内側の年輪へ向かって放射方向に移動する際、年輪境界付近の道管

間に存在する壁孔の径が非常に小さいため、ハーゲン ・ポアズイユの法則に従

うと、年輪境界を超えた放射方向の水移動に強い通水抵抗が生じる可能性があ

る。したがって、従来の染料注入法は、樹幹を切断や穿孔し、複数年輪から染

料を導入することから樹幹木部の内側複数年輪に観察される染料トレーサー

を通水機能を有していると過大評価し、樹皮側から髄側の木部への放射方向の

水移動を正確に評価できてない可能性がある。 

樹齢別の根から葉までの通水経路や通水効率を解明する研究は少ない。その

理由としては、根系全体の年齢を特定することが困難であるためだと考えられ
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る。そこで本章では、水耕栽培で無性繫殖により、樹幹に複数年輪を有し、当

年根があるオノエヤナギを育成し、研究材料とすることを検討した（Carlson, 

1938）。当年の不定根は、幹の切断部の根原基から形成されている（Beeckman, 

2009; Bellini et al., 2014）。本研究の目的としては、まず、水耕栽培のオ

ノエヤナギをモデル植物として使用し、染料注入法を用いて、当年根から葉へ

の通水経路を観察し、幹全体を切断したサンプルと当年根を切断したサンプル

の放射方向の水移動の違いを比較した。さらに、幹を切断したサンプルと当年

根を切断したサンプルの水分布と通水効率の差異を評価した。 

 

2.2 試料と方法 

2.2.1 供試木の育成と準備 

3 年輪を持つオノエヤナギの枝は、九州大学農学部附属演習林北海道演習林

（以下、北海道演習林）（北緯 43°15', 東経 143°33', 標高 180-200m,北海

道足寄町）内の川沿いで採取し、北海道演習林構内に水耕栽培で供試木を生育

した。30cm 長さの枝サンプル 6 本を 2017 年 4 月末に採取した（図 2-1a）。枝

の下部 10cmをハイポネックス（HYPONeX JAPAN CORP., LTD., 日本）水溶液に

1ヶ月間浸し、枝の基部から当年の不定根とシュートを発達させた（図 2-1b）。

その後、サンプルをバーミキュライト入りのポットに移植し、毎日灌水した（図

2-1c）。サンプルは 9 月末まで育成され、本実験の前に当年根は水道水で洗浄

された（図 2-1d）。 
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2.2.2 染料注入とサンプル採取 

染料注入実験は 2017 年 9 月末の晴れた日の午前 11:30 から 12:00 に実施し

た。3つのサンプルは幹の基部を水中で切断し、他の 3つのサンプルは当年根

の基部を水中で切断した（図 2-1e, f）。幹を切断したサンプル（当年根なしの

幹、図 2-2）と当年根を切断したサンプル（当年根あるの幹、図 2-2）は、切

断処理後すぐに 0.2％酸性フクシン水溶液に浸した。酸性フクシン水溶液は実

験開始前に 0.22μmフィルター（GV, Millipore, USA）でろ過した（Sano et 

al., 2005）。蒸散によって染料トレーサーである酸性フクシンは切断面の吸収

部位から頂端の葉まで移動した（図 2-1g）。30分間染料トレーサーを注入した

後に、各サンプルは、液体窒素に 2分間浸漬した。凍結されたサンプルは-80℃

の冷凍庫に保存した。 

凍結した幹から直径が 1.5～2 cm、高さが約 2 cmの円板を染料注入部から

上方 5 cm、10 cm、15 cm で採取した（図 2-2）。5 cmと 15 cm高の円板サンプ

ルは凍結乾燥を行い（FDU-2200, EYELA, 日本）、染料分布観察実験に用いた。

10 cm 高のサンプルはそのまま-80℃の冷凍庫に保存し、水分布観察実験中に

使用した。 
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図 2-1. サンプル育成と準備の画像。（a）2017年 4月末に採取されたオノエヤ

ナギの枝。（b）枝の基部から発達した当年生の不定根。（c）サンプルを鉢に移

植した状態。（d）水に浸された当年根を発達したサンプル。（e）切断処理をす

る前の当年根。（f）切断処理した後の当年根（赤い枠内）、および同じ高さで

の切断処理の幹部位。（g）30分間の染料注入後に染色された頂端の葉。 
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図 2-2. 幹を切断したサンプルと当年根を切断したサンプルの試料採取位置

の画像。0cmの高さで染料を注入。5cmと 15cm高のサンプルは染料分布を観察

した。10cm高のサンプルは水分布を観察した。 
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2.2.3 木部の染料分布の観察 

各サンプルから採取した 5cm および 15cm 高の凍結乾燥した円板から樹皮か

ら髄までのブロック 3つを得た。各ブロックの横断面はスライディングミクロ

トーム （REM-7000, ヤマト光機, 日本）で整形され、実体顕微鏡（SZM-B-LED, 

AS ONE Corporation, 日本）に取り付けられたデジタルカメラで撮像した。 

実体顕微鏡で各ブロックを観察した後に、道管内の染料の拡散を防止するた

め、全てのブロックはエポキシ樹脂を使って、包埋を行った（Sano et al., 

2005）。スライディングミクロトーム（REM-7000, ヤマト, 日本）を使用して、

各ブロックから 10μm の厚さの横断面切片を得た。染料分布は、光学顕微鏡

（Eclipse E600, ニコン, 日本）に取り付けられたデジタルカメラを使用し

て細胞レベルの観察を実施した。 

本研究では、年輪内の道管配列を Umebayashi et al.，(2008)に従って定義し、

年輪内に最初に形成された半分の領域を早材とし、残りの半分の領域を晩材と

して記述した。 

 

2.2.4 理論的な水力伝導率 

全ての切片から年輪ごとの光学顕微鏡像を撮影し、画像解析ソフトウェア

ImageJ（1.52k, https://imagej.nih.gov/ij/）を使用し、光学顕微鏡像を処

理した。各画像で、同一年輪内の上下の年輪境界に接触する面積の測定範囲

（0.6 mm2）とした。測定範囲内の 30個以上の孤立道管を選択し内腔の長径と

短径を測定した（Scholz et al., 2013）。その後、道管内腔の平均直径および

平均道管面積 （楕円の面積を計算する式）を算出した。道管の平均直径を計算
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する式は以下の通りである： 

d = �2𝑎𝑎
3𝑏𝑏3

𝑎𝑎2+𝑏𝑏2
�
1
4 

ここで、aは孤立道管内腔の短径 （m）、bは孤立道管内腔の長径 （m）、dは孤立

道管内腔の直径（m）である（Lewis and Boose, 1995）。 

 道管の理論的通水効率は、ハーゲン・ポアズイユの法則（Tyree and 

Zimmermann, 2002）に基づいて以下のように計算された： 

Kn＝
𝑑𝑑4𝜋𝜋𝜋𝜋
128𝜂𝜂𝑤𝑤

 

ここで、dは孤立道管内腔の直径（m）、ρは 25℃での水の密度（kg ・m-3）、ηw

は水の粘度（MPa ・s）、Knは道管の理論的通水効率 （kg ・m ・MPa-1 ・s-1; Hirose 

et al., 2005）である。 

 

2.2.5 統計解析 

当年根切断および幹切断処理間の統計的差異は、SPSS 27.0ソフトウェアパ

ッケージ（SPSS 27.0, SPSS Institute Ltd., USA）を使用し、独立標本 t検

定により、有意水準 p < 0.05、p < 0.01、p < 0.001、および p < 0.0001で

決定した。Duncan 多重範囲検定は、当年根を切断したサンプルと幹を切断し

たサンプルの年輪ごとの統計的差異を比較するため、実施した。有意水準 p < 

0.05とした。また、Origin 2021ソフトウェア（OriginLab Corporation, USA）

で統計分析の図を作成した。 

 

2.2.6 水分分布の観察 

約 2cm の厚さの円板が全てのサンプルの 10 ㎝高の部位から採取された。円
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板の横断面はクライオスタットミクロトーム（POLAR-D, サクラファインテッ

ク, 日本）を使用して整形され、液体窒素で冷却した状態で低温走査電子顕微

鏡（cryo-SEM）システム（JSM-IT200, JEOL, 日本）に移送された（Utsumi et 

al., 1998, 1999, 2003; Umebayashi et al., 2010; Yazaki et al., 2019）。

道管内の水分布は 15 kVで観察した。 

 

2.3結果 

2.3.1 木部の染料分布 

当年根を切断したサンプルの染料注入部より 5cm および 15cm 高の部位で採

取した試料の年輪ごとの横断面光学顕微鏡像と実体顕微鏡像では、導入した染

料は最外年輪の晩材および最外年輪と樹皮から 2 年輪目の年輪境界に分布し

たが、樹皮から 3年輪目では染料分布が観察されなかった（図 2-3a, c, e）。

幹を切断したサンプルの染料注入部より 5cm および 15cm 高の部位で採取した

試料では、導入した染料は最外 2年輪の晩材および樹皮から 2年輪目と 3年輪

目の年輪境界に分布した（図 2-3b, d, f）。 
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図 2-3. 当年根を切断した試料（a, 15cm高; c, 5cm高）と幹を切断した試料

（b, 15cm高; d, 5cm高）の横断面の実体顕微鏡像。スケールバー：3mm。e, 

fは当年根と幹を切断したサンプルの最外三年輪の横断面の実体顕微鏡像。（e）

当年根を切断したサンプルの最外三年輪の染色された木部。（f）幹を切断した

サンプルの最外三年輪の染色された木部。矢印：年輪境界。スケールバー：1mm。 
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 当年根を切断したサンプルの染料注入部より 5cm および 15cm 高の部位で採

取した試料では、光学顕微鏡像が示すように、染料は最外年輪の大径道管の内

腔が染色された（図 2-4a）。しかし、樹皮から 2年輪目（図 2-4b）および 3年

輪目（図 2-4c）の大径道管の内腔には染料の分布が認められなかった。幹を切

断した個体では、各年輪の光学顕微鏡像が示すように、染料は最外 3年輪の大

径道管の内腔に染色が認められた（図 2-4d–f）。 

  当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの 5cm（図 2-5a）およ

び 15cm（図 2-5b）高の試料の染色された道管の平均面積を比較したところ、

最外年輪では、当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプル間で染色さ

れた道管の平均面積に有意差が認められなかった（図 2-5a, b）。しかし、2年

輪目および 3年輪目では、当年根を切断したサンプルの染色道管の平均面積は

幹を切断したサンプルの染色道管面積より有意に小さかった（図 2-5a, b）。 

  



18 
 

 

図 2-4. 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの最外 3年輪の

大径道管の横断面光学顕微鏡像。 (a) 当年根を切断したサンプルの最外年輪

の道管。 (b) 当年根を切断したサンプルの樹皮から 2年輪目の道管。 (c) 

当年根を切断したサンプルの樹皮から 3年輪目の道管。 (d) 幹を切断したサ

ンプルの最外年輪の道管。 (e)幹を切断したサンプルの 2年輪目の道管。 

(f) 幹を切断したサンプルの 3年輪目の道管。 矢印：染色された道管。 ス

ケールバー：25μm。 
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染料注入部から 5cm（図 2-5c）および 15cm（図 2-5d）高の試料で、当年根

を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染色された年輪幅を比較した。

いずれの染料注入部位においても、最外年輪に有意差が認められなかった。最

外 2年輪及び 3年輪では、当年根を切断したサンプルの染色された年輪幅は幹

を切断したサンプルより有意に小さかった（図 2-5c, d）。 

染料注入部から 5cm高の最外 3年輪では、当年根を切断したサンプルの染色

された道管の割合は幹を切断したサンプルより有意に小さかった（図 2-5e）。

対照的に、染料注入部から 15cm 高では、当年根を切断したサンプルと幹を切

断したサンプルの最外年輪の染色された道管の割合に有意な差は認められな

かった（図 2-5f）。しかし、2 年輪目と 3 年輪目において、当年根を切断した

サンプルの染色された道管の割合は幹を切断したサンプルより有意に小さか

った（図 2-5f）。したがって、当年根を切断したサンプルでは染料が主に最外

年輪を通じて輸送されることが示されたのに対し、幹を切断したサンプルは外

側の複数年輪を通じて染料を輸送していた。 

  



20 
 

 

図 2-5. 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染料注入部

から 5cm（a）と 15cm（b）高における各年輪内の染色された道管の平均面積 

（a:染料注入部から 5cm 高、b：染料注入部から 15 ㎝高）、年輪幅（c:染料注

入部から 5cm 高、d：染料注入部から 15 ㎝高）、および道管の割合（e:染料注

入部から 5cm高、f：染料注入部から 15㎝高）。各データは平均値 ± 標準誤

差を示す（n = 9）。*, **, ***, **** は p < 0.05、p < 0.01、p < 0.001、

および p < 0.0001 で有意差があることを示し、ns は有意差がないことを示

す。誤差棒上の異なる小文字と大文字は、P < 0.05で当年根を切断したサン

プルと幹を切断したサンプルの樹皮から 3 年輪目に有意差があることを示す。 
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2.3.2 木部の水分布 

染料注入部から 10cm 高の当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプ

ルの低温走査電子顕微鏡像において、最外二年輪の晩材（図 2-6a, b）および

樹皮から 2 年輪目と３年輪目の年輪境界（図 2-6c）に水で満たされた道管が

認められた。 

染料注入部から 10cm 高の最外三年輪目における水で満たされた道管の割合

は、当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプル間で差が認められなか

った。最外年輪から樹皮から３年輪目にかけて、水で満たされた道管の割合は

減少した（図 2-7）。 

 

2.3.3 木部の染料分布と水分布の関係 

サンプルの切断部位 （当年根切断または幹切断、図 2-6）に関わらず、全て

のサンプルで観察された水分布の状況は類似していた。幹を切断したサンプル

では、各年輪における染料と水の分布状況がほぼ一致した （図 2-3b, d, f, 図

2-6）。当年根を切断したサンプルの最外年輪でも類似の染料と水の分布状況が

観察された。しかし、樹皮から 2年輪目と 3年輪目では染料と水の分布状況が

異なっていた（図 2-3a, c, e, 図 2-6）。全てのサンプルの最外 3年輪のいく

つかの水分布が観察されていない道管の内腔にチロースの発生が観察された

（図 2-6）。 
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図 2-6. 染料注入部から 10cm 高の最外 3 年輪の連続した低温走査電子顕微鏡

像。(a) 最外年輪、(b) 樹皮から 2年輪目、(c) 樹皮から 3年輪目の水分布状

況。三角形 ：各年輪の年輪境界。大きい矢印：水で満たされた道管。小さい矢

印：道管腔内に発生したチロース。スケールバー：100μm。 
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図 2-7. 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染料注入部か

ら 10cm高の各年輪の水で満たされた道管の割合（n = 3）。各データは平均値 

± 標準誤差を示す。nsは根切断サンプルと幹切断サンプル間に有意差が認

められなかったことを示す。誤差棒上の異なる小文字と大文字は、P < 0.05

で当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの最外 3年輪目に有意

差があることを示す。 
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2.3.4 通水効率 

当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染料注入部から 5cm

（図 2-8a）および 15cm（図 2-8b）高の最外 3年輪におけるすべての道管の

平均通水効率には、有意差が認められなかった。 

 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの 5cm高で、最外年輪

における染色された道管の平均通水効率には、有意な差が認められなかった

（図 2-8c）。しかし、樹皮から 2年輪目と 3年輪目では、当年根を切断した

サンプルの通水効率は幹を切断したサンプルより有意に低かった（図 2-

8c）。一方、15cm高では、外側の 2つ年輪における染色された道管の平均通

水効率は、当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの間で有意な

差が認められなかった（図 2-8d）。しかし、樹皮から 3年輪目では、当年根

を切断したサンプルは幹を切断したサンプルよりも有意に低かった（図 2-

8d）。 

 同じ染料注入部位の 5cmと 15cm高の試料の染色道管の平均通水効率を比較

した（図 2-8e, f）。当年根を切断したサンプル（図 2-8e）および幹を切断し

たサンプル（図 2-8f）において、有意な差は認められなかった。 
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図 2-8. 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルのすべての道管

の平均通水効率（n = 9）（a:染料注入部から 5cm高、b：染料注入部から 15

㎝高）、染色された道管の平均通水効率（c:染料注入部から 5cm高、d：染料

注入部から 15㎝高）、染色された道管の通水効率（e:染料注入部から 5cm

高、f：染料注入部から 15㎝高）。各データは平均値 ± 標準誤差を示す。*, 

**, ***, **** は p < 0.05、p < 0.01、p < 0.001、および p < 0.0001 で

有意差があることを示し、ns は有意差がないことを示す。誤差棒上の異なる

小文字と大文字は、P < 0.05で当年根を切断したサンプルと幹を切断したサ

ンプルの最外三年輪目に有意差があることを示す。 
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同じ染料注入部位のサンプルの各年輪における染色された道管の平均通水

効率が比較された（図 2-9a-d）。当年根を切断したサンプルの 5cm高のグル

ープでは、2年輪目と 3年輪目が最外年輪より通水効率が有意に小さかった

（図 2-9a）。しかし、2年輪目と 3年輪目の間では有意な差が認められなかっ

た（図 2-9a）。当年根を切断したサンプルの 15cm高のグループでは、5cm高

のグループと同じ結果が認められた（図 2-9b）。幹を切断したサンプルの 5cm

グループでは、2年輪目および 3年輪目が最外年輪よりも有意に低い値でし

た（図 2-9c）。さらに、2年輪目と 3年輪目が最外年輪より通水効率が有意に

小さかった（図 2-9c）。幹を切断したサンプルの 15cm高のグループでは、最

外年輪と 2年輪目の間で通水効率に有意差が認められなかった。しかし、最

外年輪と 3年輪目（後者が有意に小さかっった）、および 2年輪目と 3年輪目

（前者が有意に高かった）間で有意差が認められた（図 2-9d）。 
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図 2-9. 当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染料注入部か

ら 5cmおよび 15cm上の最外三年輪における染色された道管の平均通水効率の

比較結果（n = 9）。(a) 注入部から 5cm高の当年根を切断したサンプル。(b) 

注入部から 15cm高の当年根を切断したサンプル。(c) 注入部から 5cm高の幹

を切断したサンプル。(d) 注入部から 15cm高の幹を切断したサンプル。各デ

ータは平均値 ± 標準誤差を示す。*, **, ***, **** は p < 0.05、p < 

0.01、p < 0.001、および p < 0.0001 で有意差があることを示し、ns は有

意差がないことを示す。誤差棒上の異なる小文字と大文字は、P < 0.05で当

年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの最外 3年輪目に有意差が

あることを示す。 
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2.4考察 

2.4.1 木部の通水経路 

既往の研究において、幹を切断したサンプルに注入された染料は、散孔材樹

種では木部の外側の複数年輪を経由して移動した（Chaney and Kozlowski, 

1977; Čermák et al., 2002）。ヤナギ属の樹種では木部の外側の複数年輪の

晩材道管が通水機能を持っていた（Sakamoto and Sano, 2000; Umebayashi 

et al., 2008）。本研究では、幹を切断したサンプルの外側の複数年輪が染色

された（図 2-3b, d, fおよび図 5a, b）。これは従来の研究（Čermák et 

al., 2002; Umebayashi et al., 2008）の結果と類似している。しかし、当

年根を切断したサンプルでは、最外年輪の晩材の道管と当年輪とその前年に

形成された年輪の年輪境界近くの小径道管のみが染色され、内側の年輪には

染料分布が認められなかった（図 2-3a, c, eおよび図 2-5a, b）。幹を切断

したサンプルと当年根を切断したサンプル間で染料の上昇パターンに顕著な

差異が認められた。幹を切断した横断面では、すべての年輪の道管が大気圧

下にあり、葉の蒸散によってすべての年輪の道管内を染料が輸送されたと推

定される。しかし、当年根を切断したサンプルでは、最外年輪のみが負圧か

ら大気圧になり、内側の年輪の道管の圧力状態は変わらないと推定される。

最外年輪と内側の年輪の圧力差を生じたことで、最外年輪が主要な通水経路

になったと考えられる。 

染料は当年根を切断したサンプルの最外年輪からその前年に形成された年

輪へ放射状に移動した（図 2-3a, c, e）。年輪境界を介した放射方向の通水

経路としては、道管間の壁孔（Kitin et al., 2004; Wason et al., 2019）
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や放射状柔組織（Sano et al., 2011; Pfautsch et al., 2015）である。し

かし、年輪境界近くの道管間壁孔は非常に小さい直径を持っていることから

（Fujii et al., 2001; Sano et al., 2008）、通水効率が低くなったと考え

られる。また内側の年輪への放射方向の水移動は年輪境界における強い通水

抵抗により制限され、当年根で吸収された水は主に最外年輪の道管を経由し

移動したと考えられる。 

染料注入部から 5cm高の最外 3年輪における当年根を切断したサンプルの

染色された道管の割合は幹を切断した切断サンプルより有意に小さかった

（図 2-5e）。さらに、当年根を切断したサンプルの染色された年輪数は幹を

切断したサンプルよりも少なかった（図 2-3a-d）。当年根を切断したサンプ

ルにおける放射方向の通水抵抗は、幹を切断したサンプルよりも高かった。

既往の研究（Steudle, 2000; Pratt et al., 2007）によると、根と幹の通水

経路における通水抵抗は異なることが知られている。また、染料注入部から

15cm高の最外年輪の染料分布は、染色された道管の割合において当年根を切

断したと幹を切断したサンプルとの間に有意差が認められなかった（図 2-

5f）。染料分布範囲は、染料輸送距離が増加すると共に染色範囲が減少し、染

料が小径道管を経由し、サンプルの上部に到達するため、十分な時間が必要

になると考えられる。 

本研究では、すべてのサンプルの木部において最外三年輪に水分布が観察

された（図 2-6）。Umebayashi et al.（2008）は、ヤナギ属の外側の複数年

輪が水を分布しいることを示した。従来の幹を切断したサンプルによる染料

注入実験では、染料と水の分布はほぼ一致した（Umebayashi et al., 2010, 
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2016）。ヤナギ属の幹の横断面から染料を導入すると、水で満たされた道管の

ほとんどに染料分布も観察された（Umebayashi et al. 2008）。しかし、本研

究では、染料分布は主に最外年輪に限定され（図 2-3a, c, eおよび図 4a）、

当年根を切断したサンプルの水分布と染料分布が異なっていた（図 2-6）。こ

れらの結果から、当年根を切断したサンプルの内側の年輪にある水で満たさ

れた道管は主な通水経路ではないことが示唆された。既往の研究（Sherwin 

et al., 1998; Rzepecki et al., 2011）では、水で満たされた全ての道管が

通水機能を持っていることが仮定されている。しかし、本研究では、最外年

輪が主な通水経路担うことを示した。また、針葉樹、環孔材、散孔材樹種の

樹液流測定研究では、外側年輪の樹液流速が内側年輪より高いことが示され

ている（Raschi et al. 1995; Tognetti et al. 1996; Zhang et al. 2015; 

Berdanier et al. 2016; Zhao et al. 2018）。コンピュータ断層撮影の結

果、高い樹液流速を持つ外側年輪は、低い樹液流速を持つ内側年輪より水ス

トレスの影響を受けやすいことが示されている（Raschi et al. 1995; 

Tognetti et al. 1996）。これらの結果により、外側年輪が内側年輪より高い

通水機能を持っていることが示唆された。したがって、根の影響を考慮せず

に幹を切断または穿孔したサンプルを用いた従来の染料注入法（Umebayashi 

et al., 2008; 2010; Sano et al. 2011）は、内側年輪の通水機能を過大評

価する可能性が高いことが示唆された。 

既往の研究では、チロースの形態と分布の特異性が示されていた（Saitoh 

et al., 1993; De Micco et al., 2016）。Sakamoto and Sano（2000）は、ヤ

ナギ属の一部の木部道管で傷害チロースが発達したと報告している。本研究
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では両処理ともに最外三年輪で Sakamoto and Sano（2000）の研究中に報告

した傷害チロースの発生が認められた（図 2-6）。本研究で観察したチロース

は、枝サンプルを採取した時の切断処理によって傷害チロースを発生した可

能性があると考えている。 

 

2.4.2 通水効率 

既往の研究では、道管の直径、長さ、密度などの解剖学的特徴が樹幹木部

の通水効率と直接関連していると報告されている（Yang and Tyree, 1992; 

Lovisolo and Schubert, 1998; Rzepecki et al., 2011; Scholz et al., 

2013; Ogasa et al., 2016）、木部の横断面から加圧した後に、すべての年輪

の水で満たされた道管の最大通水効率が計算されてきた（Sperry et al., 

1988; Torres‐Ruiz et al., 2012; Melcher et al., 2012; Ogasa et al., 

2016; Islam et al., 2018; He et al., 2020）。樹幹木部の通水効率を推定

するために、従来の研究は木部のすべて水で満たされた道管が通水機能を持

っていると仮定し、通水効率を計算している（Sherwin et al., 1998; 

Rzepecki et al., 2011）。本研究では、すべての道管の平均通水効率は当年

根を切断したサンプルと幹を切断したサンプル間で有意差が認められなかっ

た（図 8a, b）。しかし、当年根を切断したサンプルの一部水で満たされた道

管は主要な通水経路としての機能をもっていなかった（図 2-3a, c, eおよび

図 2-6）。計算された平均通水効率は外側年輪よりも内側年輪で低かった（図

2-9a, b）。この結果によると、既往の樹木の通水効率に関する研究が木部の

通水機能を持たない内側の年輪の水で満たされた道管の通水効率を過大評価
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するリスクがあることを示唆している。 

 当年根を切断したと幹を切断したサンプルにおいて最外三年輪の染色され

た道管の平均通水効率を比較した。最外年輪で最も高い通水効率が観察さ

れ、樹皮から 2年輪目および 3年輪目では低い通水効率が両グループとも認

められた（図 2-9）。当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプル間で

染色された道管の平均通水効率を比較したところ、幹を切断したサンプルの

通水効率は、5cm高の樹皮から 2年輪目および 5cm高と 15cm高の樹皮から 3

年輪目で当年根を切断したサンプルより有意に高かった（図 2-8c, d）。これ

らの結果は、幹を切断したサンプルでは切断面の全年輪の道管から水が吸収

され、葉の気孔への輸送が行われたことを示唆している。水移動は主に数年

輪で縦方向に発生した。一方、当年根を切断したサンプルでは、当年根の切

断面だけが水を吸収し、最外年輪へ輸送した。Sano et al.（2004）は、年輪

境界近くの道管間壁孔が非常に小さい直径を持っていると報告している。ハ

ーゲン・ポアズイユの法則によると、道管の直径が小さいほど通水効率は低

くなる。このことから、当年根を切断したサンプルでは、最外年輪から内側

年輪への放射方向の水移動は年輪境界で強い通水抵抗を持つ可能性が考えら

れる。しかし、既往の研究（Sherwin et al., 1998; Rzepecki et al., 

2011; Kotowska et al., 2015; Zhang et al., 2017）によると、木部の複数

年輪での通水効率が大きな変動がないことが示されている。したがって、従

来の研究では年輪境界を通る放射方向の通水抵抗の影響が考慮されておら

ず、内側の年輪の通水効率が過大評価されている可能性があると考えられ

る。 
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2.5 小括 

本研究では、ヤナギ属であるオノエヤナギにおいて当年生の不定根から幹

を介して葉までの通水経路を調査した。また、染料注入部位の差異によって

当年根を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの間の放射方向の通水経

路の違いを明らかにした。通水経路および通水効率は、当年根を切断したサ

ンプルと幹を切断したサンプルの間で著しく差異が認められた。また、本研

究では、生きている樹木の年輪境界が強い放射方向の通水抵抗を持っている

ことを示し、今後は、樹木の水移動と通水効率を評価する際に放射方向の通

水抵抗を考慮する必要があると考えられる。 
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第三章 オノエヤナギにおける液体窒素で凍結した H₂¹⁸O トレーサーを用い

たラベルサンプルの同位体濃度解析 

 

3.1 研究背景 

 トレーサー注入法は、さまざまな樹種に適用可能な方法であり、長年にわ

たって樹木の水力学特性を特徴付け、通水経路を評価するための最も効果的

な方法の一つであると考えられている（Ellmore and Ewers 1986, Meinzer 

et al. 2005, Kitin et al. 2010, Pfautsch et al. 2015, Treydte et al. 

2021）。染料をトレーサーとして使用することは、樹木内の通水経路を可視化

する直接的な手段を提供する。染料注入法を用いた研究結果に基づいて、染

色された木部組織が通水機能を持つと考えられている（Venturas et al. 

2017, Hammond et al. 2019）。また、散孔材、環孔材、針葉樹の通水経路は

樹種により異なっている（Umebayashi et al. 2007, 2008, 2010）。しかし、

染料注入法は通水経路を可視化できる一方で、顕著な欠点も存在する。第二

章の研究結果を踏まえると、樹木に染料を注入するためには樹木を切断や穿

孔する必要があり、道管内の圧力が負圧から大気圧に変化する。この樹木の

内部圧力の変化が樹木の通水経路を変えることが認めた。また、染料の注入

部位が異なることにより、染料の上昇経路が変化することが知られており、

生きている樹木の通水経路を染料注入法で研究する際に潜在的な誤差を引き

起こす可能性がある。そのため、生きている樹木の自然な状態を保ちなが

ら、樹木の水力学的特徴について正確な評価を提供する代替方法を開発する

必要がある。 
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 染料トレーサーに加えて、安定同位体は植物の水力特性を研究するための

貴重な方法として登場した（Dawson et al. 2002, Dubbert and Werner 

2019）。成熟した樹木の樹液と周囲の深層土壌の水は同じ同位体濃度を示す

（Dawson and Ehleringer 1991）。そのため、水素と酸素の安定同位体は、植

物周辺の土壌（Yao et al. 2023）や、根（Plamboeck et al. 1999, Von 

Freyberg et al. 2020）、茎（Álvarez‐Cansino et al. 2010, Zhao et al. 

2016, Treydte et al. 2021）、葉（Barbour et al. 2017, Bögelein et al. 

2017）を含む様々な植物部位の水力学特性分析に利用されている。いくつか

の研究は、樹体内の異なる部位での水の同位体濃度変動に焦点を当てている

（Zhao et al. 2016, Barbeta et al. 2022）。さらに、既往の研究では、異

なる安定同位体をトレーサーとして使用し、スギ苗木の葉と根に異なる安定

同位体をそれぞれ導入した。その後、異なる同位体トレーサーを吸収した葉

と根での同位体の濃度変化を苗木の様々な高さで定量化した（Kagawa 2022）

が、同位体トレーサーの高い時間特異性（Dawson et al. 2002, Seeger and 

Weiler 2023）により、時間の経過とともに道管から周囲の組織へトレーサー

が拡散することを引き起こした。トレーサーの拡散は水力学特性を過大評価

することとつながる可能性がある。現在、同位体トレーサーを使用して樹木

の水力学特性を評価する研究には、トレーサーを迅速に植物体内導入し、染

料トレーサー注入法と同様に液体窒素で組織水を凍結して、トレーサーの拡

散を制御する方法が欠けている。これまで、一種の同位体トレーサーを使用

して、樹木全体で根から葉への水の軸方向の動きと分布を明らかにする研究

はほとんど行われてこなかった。したがって、樹木の根に同位体トレーサー
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を導入し、非破壊的に木部の軸方向の安定同位体濃度変化を評価することに

よって、従来より正確に生きている樹木の水力学特性を解明できると考えら

れる。 

 高温熱分解炉と同位体質量分析を組み合わせた樹木中の同位体トレーサー

分析の方法は、樹木内の水移動を研究するための非常に効果的な分析方法と

考えられている（Kagawa 2022）。この方法により、液体（低温真空によって

抽出された組織水）（Orlowski et al. 2013, Barbeta et al. 2022）、湿った

組織（水と有機物の混合物、以後「湿組織」とする）（Kagawa 2022）、固体

（セルロースなどの乾燥有機物）（Kagawa et al. 2015）など、様々なタイプ

の試料の分析が可能である。しかし、現在のところ、ミリメートル解像度で

樹体内の水輸送を空間的に可視化する適切な同位体トレーサー利用方法が存

在しないため、同位体トレーサーを使用した樹木の水力学特性を解明する研

究は限られている。この問題を部分的に解決するために、Kagawa（2022）は

木材の湿組織試料内の水の同位体比を分析する方法を提案した。しかし、こ

の方法は、同位体トレーサー漏れを防ぐために湿組織試料をスズカプセルに

封入する必要があるが、その成功率は低かった。同位体トレーサ漏れが頻繁

に発生すると、データの欠損を生じ、樹体内の空間的な水移動を理解する際

に同位体分析結果の解釈が難しくなる恐れがある。 

本研究では、無性生殖によって栽培された当年生のオノエヤナギ（根、

茎、葉はすべて当年生のもの）を利用した（Carlson, 1938;）。この簡素な当

年生のオノエヤナギ苗木をモデル植物として使用し、水と同じ化学特性を示

しながら水と区別して解析が可能な重酸素重水（H2
18O、以後「重水」とす
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る）をトレーサーとしてサンプルに導入した。この新しい方法は、従来の研

究で使用されていた染料トレーサー注入法とは異なり、樹木の破壊処理を行

わずに同位体トレーサーが導入可能である。同位体トレーサーをサンプルの

根系で吸収させた後、サンプルの異なる高さで H2
18Oの濃度を分析し、樹木内

の水移動と分布を評価するための 1時間程度の短期間の同位体トレーサー導

入法の実用性を評価した。さらに、凍結湿組織サンプルの作成に関する技術

的な課題に対処するため、同位体トレーサーの漏洩を減少させ、スズカプセ

ルによる凍結湿組織サンプルの封入方法の難易度の低下と封入成功率を向上

させる新しいスズカプセル封入法を開発した。 
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3.2 試料と方法 

3.2.1 供試木の育成と準備 

30cm長のオノエヤナギの枝 5本を、九州大学農学部附属演習林北海道演習

林（北緯 43°15', 東経 143°33', 標高 180-200m、北海道足寄町）の河川敷

で採取した。5月下旬に、枝の下 15cmを水道水で 250倍に希釈したハイポネ

ックス水溶液（HYPONeX JAPAN CORP., LTD.）に浸漬した。当年生の新芽と葉

の成長を促進し、1ヶ月間で当年生の不定根を発達することを目的としてい

た。その後、当年の不定根と新芽のみから成る苗木は、バーミキュライトで

満たされたポットに移植され、小型ビニール温室内で自動給水システムによ

る毎日の灌漑が行われた（図 3-1）。サンプルの育成は 9月末まで続け、サン

プルの高さは 45-55cmになった（表 3-1；図 3-2a）。実験前に、当年の根は水

道水で洗浄した。 
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図 3-1. 当年のオノエヤナギサンプルの育成プロセスの模式図。最初に、オ

ノエヤナギの枝と新たに芽生えた当年生の芽を栄養豊富な水溶液に浸した。

浸漬後 1ヶ月で、当年生の芽は不定根と葉を発達させた。その後、当年生の

芽を枝から切り離し、当年生のオノエヤナギの苗木を作成した。これらのサ

ンプルはその後、バーミキュライトを充填したポットに植え替えられた。 
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表 3-1. 各サンプルの高さと基部直径のデータ、表の最後は平均高さと平均

基部直径を表示した（平均値 ± 標準誤差、n=5）。 

 

sample number Height (cm) Diameter (mm) 

S. gracilistyla-1 50.0 4.0 

S. gracilistyla-2 54.0 6.3 

S. gracilistyla-3 45.0 6.0 

S. gracilistyla-4 55.0 4.6 

S. gracilistyla-5 53.0 5.1 

Average 51.4±1.6 5.2±0.4 
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3.2.2 重水トレーサー導入とサンプル採取 

既往の染料注入研究の実験方法から重水トレーサーに導入の方法を改良し

た（Sano et al. 2005, Pratt and Jacobsen 2018）。水道水で希釈した重水

トレーサー（2atom% H₂18O）は、2022年 9月下旬の晴れの日に 10時 30分か

ら 11時 30分の間に、オノエヤナギの苗木の当年根を通じて導入した。5本

のオノエヤナギの苗木の当年根は、蒸散により重水トレーサーを吸収し、そ

れらは幹を通じて葉に運ばれた。トレーサー導入後、急速凍結による木部の

エンボリズムなどのアーティファクトの発生を防ぐため、トレーサー導入後

30分間各苗木サンプルをプラスチック袋で覆い、蒸散を抑制し、木部の張力

緩和を行った。このプロセスは、アーティファクトの発生を軽減するため非

常に重要である（Ogasa et al., 2019）。木部の張力緩和した後、すべてのサ

ンプルは 2分間液体窒素に浸し、急速凍結固定を行った（図 3-2a）。凍結し

たサンプルは酸素同位体分析のためにスズカプセル封入されるまで、−60°C

のディープフリーザーに保管した。 
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図 3-2. 当年生のオノエヤナギの苗木サンプルの画像。(a) 液体窒素で凍結

されたオノエヤナギの苗木サンプル。(b) オノエヤナギの苗木サンプルの高

さごとの円板の採取部位。0cmから 40cmまで試料は 5cm間隔で切断された。 
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3.2.3 凍結湿組織試料の保存方法と採取装置 

各オノエヤナギの苗木サンプルから凍結した高さごとの円板試料（凍結湿

組織試料）を採取した後、試料は周囲と底面に保冷剤（クーラーアイスパッ

ク、キープサーモアイス KTI-51、−51℃）を充填したクーラーボックス

（Globeride、幅×奥行×高さ：56×35×40cm）に入れた（図 3-3a）。凍結湿

組織切片を採取する時に、すべてのサンプルが凍結状態を維持するため、底

部の冷却剤の上にカッティングマットを設置した（図 3-3b）。冷却剤は 3時

間ごとに交換し、クーラーボックスの内部温度を−15°C以下に維持した。凍

結固定した試料内の同位体トレーサーの再融解と拡散を防ぐため、凍結湿組

織切片を採取した後、クーラーボックスの蓋を閉じた。 
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図 3-3. 凍結湿組織サンプル採取用の道具とスズカプセル封入法の画像。(a) 

保冷剤を入れたクーラーボックス。(b) 凍結湿組織試料採取の道具。(c) 凍

結湿組織試料のスズカプセル封入法の寸法。(d) 凍結湿組織試料のスズカプ

セル封入方法の詳細。(e) スズカプセル封入用のステンレス鋼の半丸/半フラ

ットノーズプライヤー。(f) ステンレス鋼の半丸/半フラットノーズプライヤ

ーの詳細。 
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3.2.4凍結湿組織試料のスズカプセル封入法 

当年根を発生した上部位を 0 cmと定義した。凍結した苗木サンプルはクー

ラーボックス内に設置され、苗木サンプルの幹は 0から 40 cm高まで 5 cm間

隔で切断され、円板を採取した（図 2b）。カッターナイフ（Scotch, 

Titanium Utility Knife, TI-DLA, 18 mm）を使用し、各高さの円板から厚さ

1-2mm（平均 9.08 ± 1.03 mg）の横断面凍結切片 3枚をそれぞれ採取し、同

位体比分析実験に使用した。各凍結切片を採取した後、残留重水の汚染を防

ぐために、カッターナイフの刃は蒸留水で洗浄し、ティッシュペーパー

（KimWipes, Kimberly Clark Corp.）で拭き取った。凍結湿組織切片の含水

率を測定する際、組織内の同位体トレーサーの融解を防ぐために断熱手袋が

使用した。 

凍結湿組織切片を作成する前に、スズカプセル（直径：3.5 mm、高さ：9 

mm；Lüdi Swiss AG）の空のカプセルの重量を測定した。その後、マイクロチ

ューブ、カッター、ピンセット、ツィーザー、ノーズプライヤー、そして重

量が計測されたスズカプセルをディープフリーザーで予冷した。予冷した道

具は−15°Cで保持されているクーラーボックス（図 3b）に移され、凍結湿組

織切片を作成し、スズカプセルに入れた。凍結湿組織切片の重さを測定した

（厚さ 1-2mm；平均 9.08 ± 1.03 mg）。同位体トレーサーリークを最小限に

抑えるため、スズカプセルの口は速やかにピンセットで閉じた。その後、ス

ズカプセルの上部（4 mm, 図 3c, d）は完全に平らになるようにステンレス

製の半丸/フラットノーズプライヤー（図 3e, f）で押しつぶした。封入され

た各カプセルはマイクロチューブ内に入れ、蓋を閉じた。すべての凍結湿組
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織切片を封入した後、クーラーボックスからマイクロチューブを取り出し、

室温（24℃）で 30分間放置した後、1時間真空吸引を行った。（内蔵ポンプ

真空デシケーター、AS ONE Corporation, VE-ALL；真空中、空気交換バルブ

が閉じられ、真空圧力は-0.06MPaとされ、その後バルブが開かれて通常圧力

に戻された）。真空吸引後に凍結湿組織切片を封入したスズカプセルの重さを

計測し、顕著なリークがないことを確認した。同位体トレーサーのリーク率

が 5％を超えた場合、新しい凍凍結湿組織切片を作成し、再封入を行った。

なお、本研究では、すべてのサンプルの同位体トレーサーのリーク率は実験

の終わりまでに 5％を超えなかった。顕著なリークがない状態で封入した試

料は、水分損失を防ぐために同位体比分析までディープフリーザー（九州大

学農学部附属演習林福岡演習林）または通常の冷凍庫（森林総合研究所）に

保管した。 

 

3.2.5乾燥組織試料および液体試料の封入 

凍結湿組織内の組織水の同位体比率は、同位体質量バランスを使用して計

算した（Kagawa 2022）。この計算を行うためには乾燥組織サンプルの安定同

位体比測定が必要である。各凍結湿組織試料をスズカプセルに封入する際、

同じ円板から追加の凍結湿組織切片を作成した（乾燥組織サンプル切片を採

取するため、各高さの円板から 3つの凍結湿組織切片を追加した）。新たに採

取した凍結湿組織切片の重量を測定し（重量 1.5-2 mg）、その後 24時間の凍

結乾燥を行い、乾燥した組織切片を得た。すべての乾燥組織切片は室温 24℃

で重さを測定した（重量 0.66±0.04 mg）。その後、乾燥組織切片を錫箔カプ
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セルに入れ、ピンセットとツィーザーを使用して錫箔カプセルを立方形に整

形した。 

乾燥組織サンプルの安定同位体比の測定に加え、液体サンプルの安定同位

体比の測定も必要である。コントロールとして水道水、2atom％の酸素同位体

トレーサー（本研究中に、苗木に導入した安定同位体トレーサー）、既知の同

位体比を持つ水の参照物（CB、自然同位体比率を持つ内部参照、IAEA-607お

よび IAEA-609）をスズカプセルに封入した。マイクロピペットを使用して、

各液体 2μLがスズカプセルの底に注入した。その後、スズカプセルからの液

体のリークを防ぐため、各スズカプセルの上部（上部から 4mm）は半丸/半フ

ラットノーズプライヤーを使用して平らにした。各液体からそれぞれ 10個の

試料を作製した。 

 

3.2.6 酸素同位体の分析およびデータ計算 

Kagawa（2022）の実験手順に従い、高温熱分解炉（Hekatech, HTO）と質量

分析計（Thermo-Finnigan, Delta V Advantage）を用いて、凍結湿組織、乾

燥組織、および液体サンプルの酸素同位体比をそれぞれ測定した。凍結湿潤

組織と乾燥組織の測定中の各サンプル間のメモリー効果の影響を最小限に抑

えるため、同じ個体サンプルの異なる高さからの試料を高さの降順に整理

し、同位体比が低い試料を同位体比が高い試料より先に分析した。同様に、

酸素同位体比に基づいて液体サンプルの分析順も決めた。さらに、錫の蓄積

に応じて熱分解管を交換し、通常はスズカプセル 49個を分析した後、熱分解

管の交換を行った。Kagawa（2022）の計算方法に従って、本研究の計算方法
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を確立した。計算の詳細なステップは以下の通りである。 

まず、各サンプルで測定されたδ18Oの値を絶対同位体比（Rsample）に変換

した。計算式は次のとおりで： 

nRsample = (
nδ / 1000 + 1) * nRstd 

ここで、n は酸素同位体の質量数を表し（17O の場合は 17、18O の場合は 18）、

δ はサンプルの同位体比の値、nRstdはウィーン標準平均海水（VSMOW）の絶対

同位体比で、17Rstd = 0.000379、
18Rstd = 0.0020052である。 

 その後、18Oの存在比（A）は次の式を使用して計算し

た。18A = 18R / (18R + 17R + 1) 

ここで、18Rと 17Rはそれぞれサンプル中の 18Oと 17Oの絶対同位体比を表す。 

18Oの存在比からの Atom％の増分 （Δ18A）は計算され、実験に導入された 18O

の存在比と自然存在比との差を表す。以下の通り計算された。 

Δ18A = 18Asample − 
18ABL 

ここで、18ABLと
18Asampleはそれぞれ、トレーサー導入前後のサンプルの 18O存在

比を表す。 

次に、凍結湿組織サンプルおよび凍結切片に含まれる組織水の酸素同位体存

在比からの Atom％の増分を計算した。 

凍結湿組織サンプルの場合： 

Δ18AF = x · Δ
18ATW + (1 − x) · Δ

18AD 

凍結切片に含まれる組織水の場合： 

Δ18ATW =（Δ18AF − (1 − x) · Δ
18AD）/x 

Δ18AF、Δ18AD、および Δ18ATWはそれぞれ、凍結湿組織サンプル、乾燥組織サン
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プル、および組織水サンプルの酸素同位体存在比からの Atom％の増分を表す。

また、xは凍結湿組織サンプルにおける組織水の酸素全体に対する比率を示す。 

 最後に、以下の式を使用して、ヤナギの苗木個体内の水分が同位体トレーサ

ーに置き換わった割合（τO）を計算した： 

τO = Δ18Asample / Δ
18AHW 

ここで、Δ18Asampleはサンプル中の 18O同位体存在比からの Atom％の増分を示し、

Δ18AHWは実験地の水道水の 18O同位体存在比からの Atom％の増分を示す。 

 

3.2.7 統計解析 

高さごとで採取されたサンプルの同位体比勾配について線形回帰分析で解

析した。すべての統計解析は SPSSソフトウェアパッケージ（バージョン 27.0; 

SPSS Institute Ltd.）で実行した。図の作成は Origin 2021 ソフトウェア

（OriginLab Corporation）を使用した。 

 

3.3 結果 

3.3.1苗木サンプルの形態 

オノエヤナギの 5本の苗木サンプルの形態測定を行った結果、最大高さ 55cm、

最小高さ 45cm、平均高さは 51.4±1.6cm であった。苗木の基部直径は、最大

6.3mm、最小 4.0mm、平均値は 5.2±0.4mmであった （表 3-1）。すべての苗木サ

ンプルは実験を行うまで良好な成長状況を維持した。 
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3.3.2封入した凍結湿組織試料の水分損失率 

5 本のオノエヤナギの苗木サンプルから高さごとに採取された 27 個の凍結

湿組織試料のうち、ヤナギ 1 番は 11 個、ヤナギ 2 番は 11 個、ヤナギ 3 番は

16 個、ヤナギ 4 番は 13 個、ヤナギ 5 番は 11 個の試料が水分損失を示した。

しかし、すべての封入した凍結湿組織試料で最大水分損失率は 1.9％を超えて

いなかった。1時間の真空吸引後、封入した凍結湿組織サンプルは 98％以上の

含水率を維持した。5 個体の平均水分損失率はそれぞれ 0.42±0.11％、

0.43±0.11％、0.51±0.10％、0.44±0.10％、0.37±0.09％（表 3-2）であっ

た。 
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表 3-2. 封入した凍結湿組織サンプルの水分損失率。この表は各サンプルの

封入した凍結湿組織サンプルの平均水分損失率（平均値 ± 標準誤差, 

n=27）および最大水分損失率を示す。 

 

sample number Average (%) maximum (%) 

S. gracilistyla-1 0.42±0.11 1.82 

S. gracilistyla-2 0.43±0.11 1.82 

S. gracilistyla-3 0.51±0.10 1.82 

S. gracilistyla-4 0.44±0.10 1.86 

S. gracilistyla-5 0.37±0.09 1.64 
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3.3.3 樹軸方向の H2
18O濃度分布 

5 本のオノエヤナギサンプルのそれぞれの 27 個の凍結湿組織サンプルにお

ける H2
18O 濃度とトレーサー上昇高さの関係について線形回帰分析を行った。

サンプル番号のオノエヤナギ 1番、4番および 5番ではすべての高さで高濃度

の H2
18Oトレーサーを検出し、樹高と H2

18Oトレーサー濃度の間に有意な負の線

形相関関係が認められた（オノエヤナギ 1番, R2=0.754, p<0.001; オノエヤ

ナギ 4番, R2=0.971, p<0.001; オノエヤナギ 5番目, R2=0.944, p<0.001）。

大部分のデータは 95%信頼区間内に位置し、樹高の上昇に伴い H2
18O トレーサ

ー濃度が徐々に減少した（図 3-4a, d, e）。 

オノエヤナギ 2番目では、0-10cmの高さで高い濃度の H2
18Oトレーサーが検

出されたが、他のオノエヤナギのサンプルの H2
18O トレーサー濃度に比べて低

かった。15cm以上では、18Oの天然存在比より明らかに高い濃度が検出された。

線形回帰分析により、樹高と H2
18O トレーサー濃度の間に相関関係があること

が示された（R2=0.699, p<0.001）、データの大部分は 95%信頼区間内にあった。

0-10 cmのところ、樹高上昇と伴い H2
18Oトレーサー濃度を減少した（図 3-4b）。 

オノエヤナギ 3 番目では、すべての凍結湿組織サンプルで高濃度の H2
18O ト

レーサーが検出された。特に、20cm および 25cm 高のサンプルの H2
18O トレー

サー濃度が基部（0-10cm）と頂部（30-40cm）より著しく高かった。線形回帰

分析の結果は、樹高と H2
18O トレーサー濃度の間の弱い相関関係が示されたが

（R2=0.320, p<0.005）、樹高上昇に伴い H2
18O トレーサー濃度の減少傾向が観

察された（図 3-4c）。 
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図 3-4. 凍結湿組織サンプルの樹軸方向での H2
18O トレーサー濃度の線形回帰

分析結果(a-e)。同一高さの 3 つの凍結湿組織サンプルのデータポイントは、

統一された色コードで表され、異なる高さのサンプルは異なる色コードで区別

した。同一高さに重なるデータポイントはプラス記号（+）で示した。n=27。

濃い灰色のエリアは 95％信頼区間を表し、薄い灰色のエリアは 95％予測区間

を表す。a, b, d, e: P < 0.001; c: P < 0.005。 
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3.3.4 H2
18Oトレーサーで置換された組織水の割合 

5 本のオノエヤナギの苗木サンプルにおける H2
18O トレーサーの置換率は、

樹高上昇に伴い減少する傾向が認められた （図 3-5）。オノエヤナギ 1番目と 5

番目は、幹の基部の H2
18Oトレーサーで置換率が 80％を超えることが認められ

た。しかし、幹の上部では、オノエヤナギ 1 番目の置換率が 60％以上を維持

していたが、オノエヤナギ 5 番目の置換率は約 30％を維持していた。オノエ

ヤナギ 3 番目と 4 番目も幹の基部で 60％を超える置換率が認められた。オノ

エヤナギ 3番目は 20cmから 25cmの高さで置換率がわずかに増加した後、減少

傾向を示し、幹の上部で約 38％の置換率を示した。オノエヤナギ 4 番目では

20cmを超える高さで置換率が大幅に減少し、幹の上部では約 7％の置換率を示

した。オノエヤナギ 2 番目は幹の基部で約 12％の置換率を示し、15cm の高さ

で約 1％に減少した。15cm を超える部分の置換率は 1％未満であった（図 3-

5）。 
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図 3-5. 各サンプル内の異なる高さ（0-40cm）での凍結湿組織サンプル中の組

織水に対する H2
18O トレーサーの置換率。色勾配スケールは、高い置換率から

低い置換率へ（濃紺から黄色）の H2
18Oトレーサーの置換率を示した。 
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3.4 考察 

3.4.1 安定同位体導入および分析方法 

近年、植物の水力学特性を解明するためにさまざまな研究で安定同位体トレ

ーサーが使用されている（Meinzer et al. 2006, Von Freyberg et al. 2020, 

Mennekes et al. 2021, Seeger and Weiler 2021）。既往の研究では、長期間

同位体トレーサー導入法（Stumpp et al. 2012, Nehemy et al. 2022, Kagawa 

2022）が利用され、その中に一部の研究は幹の穿孔を通じてトレーサーを導入

する方法が採用されている （Treydte et al. 2021）。しかし、長期間同位体ト

レーサーをサンプルに導入すると、トレーサーが拡散してしまう可能性が高い

（Dawson et al. 2002）。トレーサーの拡散は、正確な植物の通水経路の解明

に誤差をもたらすことが、従来の染料トレーサー研究によって確認されている

（Umebayashi et al. 2007）。さらに、既往の研究では、トレーサーの導入部

位が異なると樹木内のトレーサーの移動経路も変動することが報告されてい

る（Seeger and Weiler 2023）。樹木に破壊処理を行った後、トレーサーを注

入すると、樹体内の圧力が負圧から大気圧に変化した後に通水経路を評価する

ため、誤差を生じる可能性がある。長期間レーサー導入と破壊的な導入方法に

関連する誤差を軽減するため、本研究は樹木を破壊処理を行わずに樹木の蒸散

と根の吸水を活用し、迅速に同位体トレーサーをオノエヤナギの苗木への導入

を検討した。本研究の結果、すべてのサンプルに同位体トレーサーの分布が認

められた。特に、5個体のうち 3個体が顕著な幹軸方向の同位体濃度勾配を示

した（図 3-4a, d, e）。本研究に使用した同位体トレーサー導入法は、従来の

染料トレーサー注入法のサンプルの破壊処理を行うことを回避できた。 
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本研究では、既往植物の水力学特性に関する研究において、液体窒素を用い

て植物サンプル内の水を急速凍結する方法は非常に信頼性が高いことを明ら

かにした。この方法は、植物内の水分布観察（Utsumi et al., 2003; Fukuda 

et al., 2015; Yazaki et al. 2019）と染料トレーサーの移動経路を観察する

ために頻繫に使われている（Sano et al., 2005; Kuroda et al., 2018）。液

体窒素を用いた植物サンプルの急速凍結は、凍結前後でサンプルの含水率と水

分布が一致している（Utsumi et al. 1998; Utsumi and Sano 2014）。液体窒

素による凍結は、生サンプルの水分損失とトレーサーの拡散を防ぎ、実験の精

度を向上させた。本研究では、すべての個体において、凍結湿組織サンプルの

同位体濃度分析は、同じ高さでの 3つのサンプル間で顕著な濃度の変動が認め

られなかった （図 3-4）。したがって、同位体トレーサーを注入法と液体窒素凍

結技術を組み合わせることで、植物サンプル内の同位体濃度の変動を効果的に

特定することができると考えられた。 

従来の染料トレーサー注入実験と木部の水分布の観察研究では、凍結サンプ

ルは通常、-12℃（Kitin et al. 2010）や-27℃（Umebayashi et al. 2016）

のような温度の低温室で採取された。しかし、低温室の設置と維持のコストが

高かったため、凍結サンプルの利用の実用性が制限されていた。この問題に対

処するために、本研究では低温保冷剤とクーラーボックスを使用して簡易低温

スペースを作成する実験計画を考案した（図 3-3a）。この簡易低温スペースは

内部温度-15℃を維持しており、試料作成プロセス中、一貫して凍結湿組織試

料の組織水の融解は観察されず、封入された凍結湿組織試料から水分の顕著な

リークも認められなかったことから（表 3-2）、本研究で作成した簡易低温ス
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ペースの有効性を確認した。 

過去の植物体内の同位体分析研究では、高温熱分解システムを使用する際、

液体、湿組織、または乾燥組織試料にスズカプセル封入技術が適用されていた

（Kagawa et al. 2015, Nehemy et al. 2022, Kagawa 2022 ）。従来の方法は、

スズカプセルの開口部をペンチで折り畳み、繰り返し圧縮する方法であった

（Oerter et al. 2017, Duarte et al. 2018, Kagawa 2022）。この封入方法は

水を含む湿組織サンプル測定に対して信頼性が高いと報告されているが、高温

蒸発によってスズカプセルに封入したサンプル内の水分がリークするといっ

た実験エラーが生じるとされている（Oerter et al., 2017; Andreu-Hayles 

et al., 2019）。本研究では、簡易低温スペースで凍結湿組織試料を作成し、

スズカプセル封入のプロセスを改良して水のリークを防ぐとともに、封入作業

も簡便となるように従来のスズカプセル封入技術を改良した。本研究では、従

来のスズ封入法で多くの試料から顕著な水分リークが確認された。先行研究中

に、普通のペンチを使用した巻き込みと圧縮による折り畳み手順では、スズカ

プセルの周囲に傷つけて、水分リークを生じることが認められた。これに対処

するため、本研究では、凍結湿組織試料または液体試料をスズカプセルに封入

する際に折り畳むことはなく、半丸/半フラットノーズプライヤーを使用して

カプセルの開口部のみを圧縮し、スズカプセルの損傷を抑制することによるリ

ークを減少させた（図 3-3 d, f）。実験の結果では、98％以上の組織水がカプ

セル内に成功して封入され、5個体のオノエヤナギ苗木サンプルから得られた

すべての凍結湿組織試料の平均水分損失率は 0.6％未満であった （表 3-2）。ス

ズカプセル封入法を改良によって、凍結湿組織試料で水リークは一切発生せず、
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同じ位置から採取した凍結湿組織試料の間で同位体濃度も大きな変動が認め

られなかった。このように本研究では、水リークの原因を特定し、従来のスズ

カプセル封入法を改良することで、安定同位体分析のための凍結湿組織サンプ

ルの作成の再現性と成功率を大幅に向上した。これは、スズカプセル封入法を

使用して安定同位体濃度を分析する研究に非常に有益であると考える。 

 

3.4.2 同位体分析 

近年、樹木の水輸送を評価するために安定同位体を利用し、樹木の全体の水

移動に注目した研究が年々増加している （Geris et al. 2015, Barbeta et al. 

2019）。さらに最近では、樹木全体の水移動だけでなく、樹木の異なる部位の

同位体濃度の変化を調査する研究も増加している（Treydte et al. 2021, 

Kagawa 2022）。ただし、これらの研究は主に樹木の個体レベルの実験により検

討しているが、樹木の組織と細胞レベルで同位体濃度分析の研究がまだ足りな

いと考えている。本研究では、簡素なモデル植物として当年生のオノエヤナギ

の苗木を用いて、根系の物理的な破壊処理を行わずに、サンプル自体の蒸散を

通じて高濃度の H2
18O トレーサーを導入し、ミリメートルスケールの組織レベ

ルでトレーサーの軸方向移動を定量的に分析した。 

従来の研究では、北海道十勝地域における天然水の 18Oの VSMOW（ウィーン

標準平均海水）スケールが−10‰から−14‰の範囲であった（Gusyev et al. 

2016）。本研究では、H2
18Oトレーサーを導入した後、オノエヤナギ苗木サンプ

ルの 18O 存在比が十勝の天然水より大幅に上回り、苗木サンプル内すでに存在

していた天然水 （樹液）と H2
18Oトレーサーを混合ｓいていることが示された。
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また、既往の染料トレーサーを導入した結果と安定同位体トレーサーを導入し

た結果を比較したところ、染料トレーサーでは、サンプルの樹高の上昇に伴い

染色部位の色が薄くなって、染色範囲も小さくなった（Umebayashi et al. 

2008）が、本研究で測定した安定同位体濃度比も樹高上昇に伴い減少した。こ

れは樹木内にすでに存在している天然水（樹液）を導入された安定同位体トレ

ーサーが徐々に上昇し希釈されていることを示唆している（図 3-5）。 

 凍結湿組織サンプルの同位体分析により、全てのオノエヤナギの苗木サンプ

ルにおいて地上高が増加するにつれて安定同位体トレーサー濃度が減少する

ことが明らかになった。オノエヤナギ 1番、4番と 5番の苗木サンプル（図 4a、

d、e）では顕著な同位体濃度勾配が観察され、高濃度の H2
18O トレーサーを短

期間で導入することで、サンプル個体内の軸方向の水移動が計測できることが

示唆された。オノエヤナギ 2番と 3番については他の苗木サンプルの結果とは

異なった。オノエヤナギ 2 番では H2
18O 濃度と高さとの間に顕著な線形関係が

あるにもかかわらず、0～10cm高で高さの上昇に伴い H2
18O濃度が減少し、15cm

以上の部位は非常に低い H2
18O濃度を示した （図 3-4b）。一つの仮説として、オ

ノエヤナギ 2番では道管ネットワークにエンボリズムが発生し、道管内の通水

阻害を生じていた可能性が考えられる。個体内の水の移動が妨げられることで

H2
18O トレーサーの輸送量が少なくなり、少量の H2

18O トレーサーと樹木内すで

に存在している天然水（樹液）と混合され、非常に低い濃度になった可能性が

ある。オノエヤナギ 3番については、樹高の上昇に伴って同位体濃度の減少傾

向が認められたが、著しい H2
18O トレーサーの濃度勾配は認められなかった

（R2=0.300、図 3-4c）。20㎝と 25㎝部位の H2
18Oトレーサーの濃度の急上昇の
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原因は、幹内の移動可能な天然水（樹液）が H2
18O トレーサーに完全に置換さ

れたことが考えられた。また、既往の研究により、オノエヤナギでは主に晩材

道管が通水機能を持つとされている （Umebayashi et al. 2008）。本研究では、

短期間の H2
18O トレーサーを導入したところ、トレーサーは晩材道管のみを経

由し、放射方向の拡散を行わずに移動したと推定している。さらに、同位体濃

度分析では、凍結湿組織サンプル内の H2
18O トレーサーと天然水（樹液）が置

換された部分と置換されていない部分は一緒に分析を行なった。早材道管内で

は天然水（樹液）と H2
18O トレーサーとの置換が遅くなるため、H2

18O トレーサ

ーの濃度変動に影響を及ぼしたと考えられる。 

 

3.5 小括 

本研究では、オノエヤナギの苗木サンプルの生きている状態を維持しながら、

従来の染料トレーさー導入法の制限を克服し、サンプル内の水移動を追跡する

ために非破壊的な H2
18O 同位体トレーサーラベリングと液体窒素での急速凍結

固定を組み合わせ、生きているサンプル内の水分移動を解析できる新たな実験

方法を提案した。結果は、オノエヤナギ苗木サンプルの当年根から葉までの顕

著な同位体濃度勾配を明らかにし、生きている苗木サンプルの水力学特性につ

いて、より深く理解ができようになった。また、非破壊的な短期間同位体トレ

ーサー導入と凍結湿組織サンプルの簡易低温スペース内の封入方法は、従来の

同位体トレーサーラベリングよりコストが大幅に下回ることが証明された。凍

結湿組織サンプルの封入技術の改良は、実験の再現性と成功率を著しく向上さ

せ、今後、植物生理学および生態学の同位体に関する研究においてより幅広く
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応利用されることが期待される。 
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第 4章 総合考察 

 

4.1 今までの染料トレーサー注入法の評価 

染料トレーサー注入法は、19 世紀半ばから木の水分輸送経路を研究するた

めに幅広く使用されてきた （Caspary，1862，Baker and James, 1933， Ellmore 

and Ewers, 1986）。この方法により、樹木内部の水通水経路を直接観察し、染

色された木部に通水機能があることを示してきた（Kitin et al., 2010， 

Jacobsen and Pratt, 2012，Wason et al., 2019）。この方法の適用は、異な

る樹種間の比較研究で、樹木の水力学特性に関する理解を大いに促進した

（Umebayashi et al., 2007, 2008, 2010， Pratt and Jacobsen, 2018，

Ganthaler and Mayr., 2021）。しかし、従来の研究で使用されている染料トレ

ーサー注入法は、樹幹を切断あるいは穿孔を行って染料トレーサーを導入する

方法である（Sano et al., 2005, Umebayashi et al., 2007, 2008, 2010）。

染料を樹木の木部に直接導入することができる一方で、様々な制限もある。ま

ず、樹木サンプルに物理的破壊を与えてから染料を導入する方法は、生きてい

る樹木の生理状況 （例えば、樹木個体内の圧力が負圧から大気圧に変わる）が

変化する可能性があり、実験の正確性に影響を与える可能性がある。さらに、

既往の染料トレーサー注入法は根系が樹木の水分吸収と輸送に果たす役割の

重要性を十分に評価できないでいた。したがって、本研究の第 2章ではオノエ

ヤナギ苗木サンプルの根系を通じて染料トレーサーを導入する方法を提案し

た。従来の染料トレーサーを導入する本研究では、根系を避けられずに切断す

ることになったが、安定同位体を利用する本手法は樹木の自然な水分の吸収過
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程により近いため、樹木の水輸送および通水経路をより正確に反映していると

考える。さらに、根系を切断したサンプルと幹を切断したサンプルの染料分布

を観察することにより、幹切断処理を用いた従来の染料トレーサー注入法は、

オノエヤナギ苗木サンプルの通水経路を過大評価していることを明らかにし

た。また、幹を切断したサンプルと根系を切断したサンプルの通水効率を比較

したところ、幹を切断したサンプルの内側の年輪の通水効率も過大評価してい

たことが示唆された。そのため、樹木の幹を切断または穿孔して染料トレーサ

ーを導入する方法は、樹木の最大通水経路を評価することが適切だろうと考え

ている。 

しかし、第二章の研究に使われたオノエヤナギの苗木サンプルには制約があ

る。例えば、生きている樹木には多年生の根系が存在し、これらの根系は複数

の年輪に接続され、複雑な通水ネットワークを形成していると考えられている。

したがって、本研究で使用した簡素な植物モデルとしたオノエヤナギの苗木サ

ンプルは樹木の水分吸収と移動中に、根系の重要性を示すことができたが、多

年生の根系がある樹木の通水ネットワークを完全に再現することができなか

った。さらに、根系を切断した染料トレーサーを導入する方法はある程度実験

の正確性を向上させたが、複雑な根系ネットワークを持つ成熟した樹木に対し

ては、より信頼性が高まる研究方法の開発も必要だと考えられる。第二章の研

究結果により、染料トレーサー注入法は樹木の水力学特性を研究するための非

常に有効な方法でありながら、破壊的処理が樹木の水力学特性に与える影響を

最小限に抑え、実験の有効性と信頼性を高めるために、引き続き方法論の改良

を行う必要があると考えている。 
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4.2 今後の染料トレーサー注入法の利用展望 

染料トレーサー注入法は樹木の通水通路を可視化するために木部の道管を

染色し、組織細胞レベルで解析できることから、他の樹木の水力学特性研究方

法にはない利点である（Sano et al., 2005, Umebayashi et al., 2010, Kitin 

et al., 2010，Wason et al., 2019）。さらに、染料トレーサー注入法は低コ

ストで、実験操作も簡単であるため、樹木の水力学特性の研究で広く利用され

ている（Baker and James, 1933，Sano et al., 2005, Umebayashi et al., 

2010, Kitin et al., 2010）。しかし、第 2章で述べたように、染料トレーサ

ーの注入時には樹木に物理的な破壊を与え、生きている樹木の生理状態を変え

る可能性があり、これらの問題は解決が必要であると考えている。したがって、

今後、染料トレーサー注入法を用いて樹木の水力学特性を研究する際には、染

料トレーサー注入法だけで樹木の水力学特性を検討することは避けるべきだ

と考えている。 

今後の染料トレーサー注入法の利用については、他の樹木の水力学特性研究

手法との組み合わせを推奨する。まず、染料トレーサーを用いた通水経路を可

視化観察する前に、磁気共鳴画像法（MRI）を用いて樹木の異なる部位の樹液

流を把握し（Windt et al., 2006, Terada et al., 2020）、その後で染料トレ

ーサーを用いて通水経路を可視化観察することで、実験の信頼性を大幅に向上

させることができると考える。ただし、磁気共鳴画像法（MRI）のコストが高

いため、この方法を幅広く利用することは容易ではない。そのため、低いコス

トの代替案として、自作の樹液流センサーを使用し、プローブの長さを調節し

て異なる年輪の樹液流速度を測定し、また、異なる高さにセンサーを設置して
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樹木の樹軸方向の樹液流速度の変化を計測するとともに（Granier 1987, 

Smith and Allen 1996, Poyatos et al. 2016）、染料トレーサー注入法と組み

合わせることで、樹木の通水通路をより正確に解析することができると考える。

最後に、適切な実験条件検討し、染料トレーサー注入後に樹幹の円板サンプル

を採取し、低温走査電子顕微鏡システムを使用して樹木の木部の水分布を観察

することで、実験の信頼性をさらに高めることができると考えられる。 

今後染料トレーサー注入法の方法論を改善するために、2つの実験方向を提

案したいと考えている。1つ目は、多年生のオノエヤナギのサンプルの異なる

年生の根系をそれぞれ切断し、染料トレーサーを導入して、それぞれ異なる年

の根系の切断面から樹幹木部を経由し、葉までの通水通路を確認することで、

多年生のオノエヤナギサンプルの通水通路をより深く理解することが可能に

なると考える。2つ目は、樹木サンプルを破壊することなく直接樹木の根系に

導入できる樹液と区別して、解析できるトレーサーを使用し、新たなトレーサ

ー注入法を開発することである。そこで、本研究の第 3章では、オノエヤナギ

の苗木サンプルで安定同位体トレーサーを使用し、幹内の同位体トレーサーの

濃度分析を行った。 

 

4.3 現段階の安定同位体トレーサー導入法の評価 

最近、植物の水力学特性を研究する方法として植物個体内の安定同位体を利用

する研究が増加している（Dawson et al. 2002, Álvarez‐Cansino et al. 

2010, Zhao et al. 2016, Treydte et al. 2021）。研究の進展に伴い、植物の

異なる部位の安定同位体の分布に違いがあること（Plamboeck et al. 1999, 
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Barbour et al. 2017, Bögelein et al. 2017, Von Freyberg et al. 2020, 

Treydte et al. 2021）、そして植物体内の安定同位体分布が周囲の土壤中の安

定同位体と相関関係があることも報告されている（Dawson and Ehleringer 

1991, Yao et al. 2023）。さらに、最近の研究では安定同位体トレーサーが植

物体内の水移動の追跡への有効性が認められた（Treydte et al. 2021, Kagawa, 

2022）。しかし、安定同位体トレーサーの導入時間が長すぎるとトレーサーが

拡散してしまい、正確な植物体内の水移動の解析が難しくなる問題や、安定同

位トレーサーを導入した試料の取り込み過程で同位体トレーサーが固定され

ずにそのまま蒸発してしまい、トレーサーを検出できないという問題が指摘さ

れている（Zhao et al. 2016, Treydte et al. 2021, Seeger and Weiler 

2023）。Kagawa（2022）は、安定同位体トレーサーを利用して、針葉樹の苗木

の個体内のトレーサー移動を明らかにする研究において、樹体内の安定同位体

トレーサーの移動状況を定量化する分析を行ったが、湿潤組織試料のスズカプ

セル封入技術が不十分であったため、多くのスズカプセル封入した試料から組

織水のリークが発生し、実験結果に影響を与えたと報告している。 

以上の問題を解決するために、本研究の第三章では重酸素重水 （H2
18O）をト

レーサーとして使用した。この安定同位体トレーサーは水と同じ性質を持ちな

がら区別して分析可能で、オノエヤナギの苗木サンプルを物理的に破壊するこ

となくサンプル個体内にトレーサーを導入することができた。この方法は以前

の染料トレーサー注入法がサンプルを破壊する必要があった問題を解決し、生

きている樹木の水力学特性をより正確に分析することができると考えている。

さらに、トレーサー導入時間が長すぎる問題や、トレーサーを導入したサンプ
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ルの採取時にトレーサーが固定されずに拡散または蒸発してしまう問題を避

けるために、短時間で安定同位体トレーサーを導入し、液体窒素で迅速に凍結

固定する実験方法を採用し、実験の成功率と信頼性を大幅に向上させた。また、

Kagawa （2022）の研究中に使用されたスズカプセル封入法を改良し、封入方法

を簡素化し、スズカプセルの密封技術を最適化した。これらの改良により、ス

ズカプセル封入法の成功率と実験結果の信頼性が大幅に向上した。第三章での

実験方法の改良を通じて、改良後の安定同位体トレーサー注入法は、実験のコ

ストと操作の難易度を軽減するため、今後の樹木の水力学特性の研究に重要な

役割を果たすことが期待される。 

 

4.4 今後の染料トレーサー注入法の利用展望 

本研究の第三章では、当年生の根、幹、葉のみを含むオノエヤナギの苗木を

簡素な植物モデルとして用いた。オノエヤナギの苗木サンプルに破壊処理を行

わずに安定同位体トレーサーを導入し、同一年輪内の同位体トレーサーの軸方

向の動きを明らかにした。将来的に、安定同位体トレーサーの研究は、樹木個

体内の水力学特性に関するより複雑な問題に対処することができると考えて

いる。例えば、成熟した樹木は複数の年輪を持ち、その通水ネットワークが複

雑になる。安定同位体トレーサーを成熟した樹木に導入し、異なる年輪での同

位体トレーサーの濃度の軸方向および放射方向の変動はまだ明らかにされて

いない。さらに、異なる種類の安定同位体トレーサーを葉や根などの異なる部

位にそれぞれ導入し、液体窒素で凍結した後に異なる同位体トレーサーの分布

を解析することで、師部の水輸送、葉の水吸収、形成層を介した師部と木部の
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水交換、木部および師部の放射状柔組織を通じた放射方向の水移動、そして移

行材を越える辺材と心材の間の水移動など、多くの樹木の水力学特性と植物生

理学の現象を明らかにすることができると考えている。また今後、本研究で開

発した安定同位体トレーサー導入法を現在の研究の範囲を超えて拡張し、木本

植物だけでなく、草本植物や農産物での通水経路を解明するための重要なツー

ルとして提供されることを期待している。さらに、改良した同位体トレーサー

のスズカプセル封入技術は、持続可能な水資源管理と気候変動適応などの緊急

課題に対処するための実用的な可能性を持っていると考える。例えば、スズカ

プセルに封入された同位体トレーサーを用いることで、地下水や表流水の流れ

や混合を詳細に追跡することが可能になり、また、気候変動が水循環に及ぼす

影響を評価するために、同位体トレーサー技術を用いることで、降水量の変化

や蒸発率の変動を精密に測定できる。さらに、同位体トレーサーを使用して、

生態系における水の移動や分布を監視することで、湿地や河川、湖沼の保全策

を強化でき、特に、水質の変化や生物多様性に与える影響を詳細に分析するこ

とが期待される。 
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