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Abstract
In the presence of elevated CO2 levels, the accumulation of sugar and starch in leaves induces the 

downregulation of the photosynthetic rate.  Therefore, it is important to develop a rapid and convenient 
system for the measurement of the concentrations of sugar and starch.  This study evaluated the use of near 
infrared (NIR) spectral analysis, which is based on wavelengths longer than 1000 nm, for the determination 
of the soluble sugar and starch concentrations in the leaves of the dominant deciduous broad-leaved tree 
species in cool temperate forests.  We analyzed three tree species that were grown in the presence of 370 
ppm and 720 ppm CO2, and we compared the mass base sugar and starch concentrations determined by 
chemical analysis with the concentrations based on the light absorption rates in the NIR spectral analysis.  
We found that after removing the water by freeze-drying the leaves, there was a strong relationship 
between the light absorption rates and the soluble sugar concentration in the leaf dry mass base (r = 0.80).
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要 旨
　高 CO2 条件下では光合成産物が葉内に蓄積し光合成速度の低下が生じる現象が示唆されており、
光合成産物蓄積量の簡便迅速な評価が課題である。本論文では、冷温帯主要落葉樹三種を対象に高
CO2 下の可溶性糖類とデンプンの濃度分析について、その特性が明瞭になる波長 1000 nm 以上の近
赤外分光解析の適用を試みた。CO2 暴露栽培をおこなった試料を約 5 nm の分解能を持つ近赤外ハ
イパースペクトルカメラで撮影し、化学分析による定量と比較した。その結果、凍結乾燥によって
水分を取り除くことで、重さあたりの可溶性糖類濃度と吸光度の間に樹種を統一した検量線を作成
でき ( 重相関係数 r = 0.80)、可溶性糖類濃度の簡便な予測が可能になったと考えられた。

キーワード：近赤外分光解析、落葉広葉樹 , 可溶性糖類 , デンプン , 高 CO2

1.はじめに
温暖化は CO2濃度の上昇が原因となるため、植物に
よる CO2吸収能の増大に期待が寄せられている。植物
の光合成による同化作用は CO2 と水を基質とするた
め、高 CO2 条件は同化作用を促進すると考えられて
いた。たとえばイネ、ムギ、マメ類、コンニャクなど
の作物では高 CO2下で多収穫性が確認されており ( 今
井 1988)、植物工場などでも高 CO2の利用例が見られ
る ( 池田ほか 1984)。しかし土壌養分、特に窒素が不

足した場合、高 CO2 を十分に生かす事ができず収量
が増加しない例が観察されている (Arp 1991, Oren et 
al. 2001)。森林を構成する樹木の場合、土壌養分が制
限となり高 CO2 による同化速度の著しい増大が認め
られない報告がある (Lavola and Tütto 1994, Körner 
2000)。葉内での同化速度は CO2 と水から糖・デンプ
ンへの炭酸同化作用だけでは無く、同化産物のタンパ
ク質への合成・転流効率にも影響される。
この論文では落葉広葉樹林を形成する樹木を対象に
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を解析する障害となっている。このため従来は樹木葉
における長波長域は水分特性のみを表すと考えられて
きた (Slaton et al. 2001)。本論文では高 CO2下で育て
られた樹木葉について、近赤外分光法を用いた代謝異
常の検討をおこなうために必要な解析手法を論じる。
具体的には超高解像度 (5 nm) のハイパースペクトル
カメラを用い、凍結乾燥により水分条件を除外した糖・
デンプンの非破壊的分析システムを考案し、定量化の
性能を評価する。ハイパースペクトルカメラは対象物
の近赤外光の長波長域の分光特性を高分解能のカメラ
で撮影し、二次元画像として解析することができる。
この解析手法の確立によって、代謝物質の局在と代謝
異常を生じている特定部位の面的評価を効率的におこ
なうことができると考える。

2.材料と方法
近赤外分光分析計として SWIR200-R (Emerging 

Technologies, MS, USA) を用いた。本計測器は 1250 
nm - 2500 nmを波長バンド幅 5 nmで分光し、解像度
は 320 (水平 ) × 256 (垂直 )の 8万画素であり 14 bit
階調のダイナミックレンジを持つ。対象物の測定サイ
ズは 8 × 6 cm となり、SWIR200-R の後ろ側方 2 地
点からハロゲンランプによる照射と対象物からの分
光反射率を SWIR200-R によって測定する。測定シス
テム全体像を写真 1 に、撮影画面例を写真 2 に示す。
SWIR200-R はビデオカメラほどの重量とサイズであ
り ( 写真 1)、光源システムを準備できれば、簡単に移
動可能である。
北方系落葉広葉樹樹種であるエゾキヌヤナギ、シラ
カンバ、イタヤカエデの 3 樹種を対象に実験を行っ
た。森林総合研究所北海道支所内の環境調節棟を用い、
2009 - 2011年の各年それぞれ 5月 10日から 370 ppm 
(現状 CO2) およびその約 2倍の 720 ppm (高 CO2) で
各樹種の実生を CO2暴露栽培した。CO2処理開始から
14 週間後の早朝に葉のサンプルを採集した。両 CO2

からそれぞれ 5 個体を無作為に選択し、主軸の先端か
ら 5番目の葉を対象とした。採集した葉は速やかに各々
封筒に入れ -45 oC で 48 時間凍結乾燥させた (FD-5N、
EyELA、東京理化学機器、東京 )。また比較として凍
結乾燥を行わなかったサンプルも用意した。各樹種 5
枚の葉について SWIR200-R を用いて撮影し、スペク
トローム解析を行った。次に各材料の撮影部位をサン
プリングし、乳鉢、乳棒を用いて粉砕し 2 mm メッシ
ュの篩にかけた。篩にかけた粉末試料約 3 mg を重さ
あたりの可溶性糖類 ( グルコース、フルクトース、シ
ュクロースなどの 80 % エタノールに可溶性示す糖類
を本研究では可溶性糖類と定義する ) およびデンプン
濃度の定量に供した。80 % のエタノール 500 μl を粉
末試料の入った 2 ml のエッペンチューブに加えて撹

高 CO2 下での光合成による代謝産物量解析手法に焦
点を当てた。落葉広葉樹林は高緯度地帯の森林を形成
し高 CO2 等の環境変動の影響をより多く受ける生態
系であると考えられる (Paster and Post 1988, Bonan 
2008)。光合成により糖 ･ デンプンが生成されるが、
それらはミトコンドリアの TCA 回路において中間代
謝物質である 2- オキソグルタル酸に合成される。2-
オキソグルタル酸はグルタミン脱水素酵素の働きによ
って植物体に吸収された窒素 ( アンモニウムイオン )
と反応し、窒素同化に重要なグルタミン酸へと合成さ
れる ( テイツ・ザイガー 2002)。しかし高 CO2下で窒
素が不足した場合、糖・デンプンがタンパク質合成に
利用されずに葉内に蓄積してしまい (Lavola and Tütto 
1994, Curtis et al. 2000)、光合成速度の低下 ( ダウン
レギュレーション ) が生じる可能性が示唆されてい
る (Stitt 1991, Tissue et al. 1993)。また樹種により窒
素利用形態が多様であるため (Reich et al. 1995)、高
CO2 下で生じる代謝産物の生産量に差が生じ、ダウン
レギュレーションの強弱に樹種間差があると考えられ
る (Ceulemans and Mousseau 1994) 。そのため多くの
樹種を高 CO2下で生育し、光合成速度の変化と葉内の
糖デンプン蓄積量の関係を明らかにする必要がある。
一個体内の個葉においても葉序により光合成能力や窒
素濃度が異なるため (Koike 1990, Ellsworth and Reich 
1992)、ハイスループット (高い処理能力 ) で糖・デン
プン濃度を測定することは、個体や樹種の高 CO2に対
する反応の理解に必要かつ重要である。また解析にお
いて非破壊的に糖デンプンを定量化できれば、同部位
の窒素やリンの定量分析に供することができる。
これまで述べたように高 CO2下での光合成反応の解
析には葉内の代謝産物の定量化が重要である。近年物
質の状態や濃度を解析する手法として分光特性の利用
があげられる。これまでの分光特性を用いたハイスル
ープット解析手法として、可視域を利用した葉面温度
の測定から、高 CO2 に対する気孔応答欠如ミュータ
ントの摘出を行った例 (Negi et al. 2008) や、衛星画
像からの広域のクロロフィル活性評価 (NDVI) も分光
特性を活かしたハイスループット解析手法である ( 近
藤 2004)。近赤外域 (700 - 2500nm) の分光解析は分
子振動による光吸収原理を利用した非破壊的物質測定
法であり、医学分野や、農学、食物科学分野に広く用
いられている ( 河野 1996, 西村 2009, Takahashi et al. 
2011)。例えば穀物の水分量やタンパク質・脂質など
の主要成分の定量化がすでに実用化されている ( 河野 
1996, 近藤 2007, 平川・棟加登 2008)。近赤外のうち
でも長波長域は糖やデンプン、タンパク質などに高い
反射率を示すが、同時に水分の影響でその反応が隠さ
れてしまうことが多い ( 西村 2009, 西沢ほか 2009)。
特に植物葉は糖・デンプンなどの濃度がコメやダイズ
種子などに比べて低く、水分含有量がその微量な変化
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写真 1 近赤外ハイパースペクトルカメラの測定システム

写真 2シラカンバの撮影画面の例 (上 : 生葉、下 : 凍結乾燥葉 )
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拌し、遠心分離器 (15000 rpm、 15分 )にかけて上澄み
と残渣にわけた。この作業を 3 回繰り返した後、上澄
みを可溶性糖類濃度の定量に供し、残渣はデンプン濃
度の定量に供した。
可溶性糖類の試料である上澄みは 55 oC の恒温槽に
静置してエタノールを完全に蒸発させた後、超純水 1 
mlを加えて撹拌したものをフェノール硫酸法で定量し
た (Kabeya and Sakai 2003)。試験管に試料水溶液 500 
μlを取り、フェノール試薬を 500 μl加え撹拌し、濃硫
酸を 2.5 ml加えた。試料を室温に 5分間静置したのち、
分光光度計 (U-1900, 日立製作所、 東京 ) で 490 nm の
吸光度を測定した。
デンプンの試料である残渣には 0.2 N の水酸化カリ
ウムを 500 μl 加えて 100 oC で 30 分加熱した。加熱
した試料を 5 分間静置した後、1 N の酢酸 200 μl を
加えて中和した。中和した試料に酵素であるアミログ
ルコシターゼ溶液 500 μl を加えて撹拌し、55 oC の恒
温槽に 30 分間置いた。その後ただちに取り出し、沸
騰水中に 1 分間浸してアミログルコシターゼを失活
させた。試料を室温で冷却した後、遠心分離機にかけ 
(15000 rpm, 20 分 )、その上澄みをデンプン抽出区分
として定量に供した。デンプン濃度の定量にはムロタ
ーゼ・GOD 法 ( グルコース CII- テストワコー、和光
純薬、東京 ) を用いた。試料 100 μl にグルコーステス
トワコー発色液 3 mlを加え 37 oCで 5 分間反応させた
のち、分光光度計で 505 nm の吸光度を測定した。可
溶性糖類濃度、デンプン濃度の標準試料にはグルコー
ス CII- テストワコーのブドウ糖標準液 I を用いて検量
線を作成した ( 決定係数 r2 = 0.97: 可溶性糖類、0.99: 
デンプン )。統計解析には R (R developing core team, 
Vienna, Austria) を用いた。可溶性糖類濃度、デンプ
ン濃度についての検定は分散分析を用いた。またハイ
パースペクトルカメラより得られた吸光度と可溶性糖
類濃度、デンプン濃度の関係の統計解析には R の部分
最小二乗 (partial least square: PLS) 回帰解析パッケー
ジ (pls) を用いて解析を行った。PLS 回帰解析法は近
年計量化学の分野で広く用いられはじめてきた解析法
で、主成分分析よりも高い予測精度が得られる ( 相島 
1996)。

3.結果と考察
各樹種の個葉について可溶性糖類濃度の範囲は 105 

- 255 mg g-1、デンプン濃度は 75 - 270 mg g-1 であっ
た ( 図 1)。この値は、これまで現状 CO2( 約 370ppm)
下で生育する木本樹種から得られた糖・デンプン濃度 
(Eguchi et al. 2008) より高い濃度が含まれており、そ
れらは高 CO2で得られた試料によるものであった。シ
ラカンバとエゾノキヌヤナギでは高 CO2 下で可溶性
糖類およびデンプン濃度が有意に高い値を示した ( 図
1)。また高 CO2 下でも樹種によって糖・デンプンの濃

度には差がみられ、高 CO2下における個葉生産量を解
析する上で、多くの糖・デンプン濃度と光合成速度・
窒素濃度との関係解析が必要となる。
シラカンバの 370 ppm で育てた試料の生葉と凍結乾
燥葉の吸収スペクトル、そして 720 ppmで育てた凍結
乾燥葉の吸収スペクトル ( 吸光度 ) を図 2a に示す。凍
結乾燥葉に対する生葉の吸収スペクトルはどの波長域
にいても非常に高い。図 2b には 370 ppm で育てた生
葉と凍結乾燥葉の各波長における吸光度の二次微分ス
ペクトル ( 尾崎 1996) を示したが、水の分光特性がみ
られる 1870 nm 付近と 1920 nm 付近 ( 尾崎 1996) で
生葉の二次微分スペクトルの変化が大きくなってい
る。これらのことは、生葉に含まれる水による光の吸
収が強く表れることで、他の物質の吸光特性の検出が
困難になることを示している ( 図 2a, b)。370 ppm と
720 ppmの凍結乾燥葉を比べると、1900 nm以上の波
長域の一部で、両者の吸光度が異なる場所が見られた
( 図 2a)。したがって凍結乾燥葉による解析から、CO2

処理による水以外の葉の構成物の変動を検知できる可
能性が考えられた。糖やデンプンなどの炭水化物の分
光特性は 1900 - 2500 nmの波長域に現れてくるといわ
れており ( 須田 2008)、特にグルコースやデンプンは
1900 nm、2100 nm、2470 nm 付近に吸光度のピーク
がみられる ( 尾崎 1996)。よってこの波長域の吸光度
の二次微分スペクトルを図 2c に示した。370 ppm で
育てた葉と 720 ppmで育てた葉で二次微分スペクトル
が明瞭に異なる箇所が認められた。この傾向はエゾノ
キヌヤナギ及びミズナラについても同様であった。こ
の波長域の吸光度を用いて可溶性糖類濃度、デンプン
濃度についての PLS解析を行った (表 1)。
その結果、検量線式が得られ、シラカンバの可溶性
糖類では重相関係数が 0.93、同様にデンプンで 0.95
という高い値が得られた。またエゾノキヌヤナギの可
溶性糖類でも重相関係数 0.97、同様にデンプンで 0.85
という高い重相関係数が得られた。一方イタヤカエデ
では可溶性糖類の重相関係数が 0.93と高かったが、デ
ンプンでは 0.67 とやや低い値であった。3 種をプール
した PLS 解析の結果において、可溶性糖類では 0.8 と
いう高い重相関係数が得られたが、デンプンでは 0.46
と低い値となった。リンゴ果実中の可溶性糖類の定量
例 (Cho et al. 1998) を見ると、グルコースについて
の重回帰分析の結果では 2108、2248、2100 nm の波
長における吸光度が説明変数として得られ ( 重相関係
数 : R = 0.84)、ショ糖についての重回帰分析は 1672、
1720、2276、2300、2396、2408、2420、2472 nm の
吸光度が説明変数として得られている ( 重相関係数 : 
R = 0.86)。本研究における単一樹種を用いた可溶性糖
類の検出精度は、既存の研究成果に対して充分であり、
また複数樹種を用いた場合の利用にも耐えることがで
きると言えよう。一方サトイモのデンプン濃度の測定
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図 1  370 ppmと 720 ppmの CO2濃度で育てたシラカンバ、エゾノキヌヤナギ、イタヤカエデの可溶性糖類濃度および
デンプン濃度。図中の記号は分散分析の結果を示す、*: p < 0.05、 **: p < 0.01、 n.s.: 有意差なし、である。
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図 2  (a):シラカンバの生葉、凍結乾燥葉の波長 (1250 - 2500 nm)における吸光度 (log R-1),  R:は反射率である。370 ppmの
生葉 (破線 )、370 ppmの凍結乾燥葉 (灰実線 )、 720 ppmの凍結乾燥葉 (黒実線 )である。
(b): 370 ppmで育てたシラカンバの生葉と凍結乾燥葉の波長 (1250 - 2500nm)における吸光度の二次微分値。生葉 (破
線 )、凍結乾燥葉 (実線 )である。
(c): 370 ppm(灰実線 )と 720 ppm(黒実線 )で育てたシラカンバ凍結乾燥葉の波長 (1900 - 2500 nm)における吸光度の
二次微分値。
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例 ( 須谷 2008) では吸光度とデンプン濃度の関係に産
地によるばらつきがみられ、最も相関性の高いもので、
1026、1244、2338、2416 nm の吸光度が説明変数と
して得られている (重相関係数 : R = 0.48)。
今回は 5 nm 程度の分解能のハイパースペクトルカ
メラを用い、凍結乾燥によって水分を取り除くことで、
可溶性糖類と吸光度の間に樹種を統一した検量線を作
成でき、可溶性糖類濃度の簡便な予測が可能になっ
たと考えられる。しかし樹種を統一した場合デンプン
と吸光度の重相関係数が小さく、デンプンに関しては
ハイスループットな定量方法を開発できなかった。こ
の理由として樹種によるデンプン構成の相違が考えら
れる。デンプンはグルコースが直鎖状に結合したアミ
ロースと網状に結合したアミロペクチンという、構造
の異なるグルコースの結合体が多数重合したものであ
る。例えば作物では種や品種によって、デンプン中の
アミロース、アミロペクチン含有率が異なる (Bewley 
and Black 1994)。アミロースとアミロペクチンの分
光特性も考慮した解析手法の確立が今後の課題であろ

う。しかし可溶性糖類に関してはハイパースペクトル
カメラで面としてその局在を特定できることから、代
謝的に異常を示す樹木葉、またはその部位をあらかじ
め特定することができ、より効率的な分析をおこなう
ことができると考えられる。さらに既存の糖類の分析
法であるフェノール硫酸法は、腐食性の極めて強い劇
物である濃硫酸を多量に用いるが、このような取り扱
いに慎重を期す分析回数を軽減することができる。現
状ハイパースペクトルカメラの値段が高い事、撮影ま
でに多少の手間がかかることが問題点としてあげられ
る。しかし、この機器を室内作業専用として設置する
ことで、多くの樹木葉の代謝物定量の簡便迅速化と局
在探索のために有効な手法になると考えられる。
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表 1  PLS回帰解析法による検量線の作成結果

1):予測値の平均自乗誤差 , 2):重相関係数 , 3):検量線の標準誤差 , である。検量線式は
目的変数 (y) ＝ a × abs1450 ＋ b × abs1920 ＋ c × abs2106 ＋ d × abs2473 ＋ e ;
ただしabs1450 は波長 1450nmにおける吸光度、abs1920 は波長 1920nmにおける吸光度、abs2106 は波長 2106nmにおけ
る吸光度、abs2473 は波長 2473nmにおける吸光度である。
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