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はじめに 

窒素酸化物(NOx)などのオゾン(O3)前駆物質の濃度は

減少しているにかかわらず, 対流圏 0~11 km の O3濃度は

上昇し,越境大気汚染物質として捉えられている (13)。オ

ゾンは強力な酸化作用をもつ物質であり,葉緑体の活動

を制限し光合成機能の低下をもたらす(2,7)。このように

対流圏オゾンや窒素沈着の増加が,多年生植物の樹木に

悪影響を与えることは数多くの予測研究から指摘されて

いる(3, 9, 14)。北海道では,10 年ほど前から大気環境が急

激に変化しており,その悪影響と考えられている森林衰

退の事例も観察され始めた(11)。 
シラカンバは北海道をはじめとし,アジア東北部,シベ

リアの冷温帯に広く生息する。北海道においては緑化樹

種として,また樹液の商業的な利用が見込まれている。そ

の蓄積は北海道の落葉広葉樹の中で最大である(3)。本種

の持続的生産を期待するには、環境耐性を解明する必要

がある。本種はスクリーニング試験の結果,O3耐性は中庸

であった(4)。しかし,これは半閉鎖(Open Top chamber)内
で生育させた苗木での試験結果である。衰退軽減策を考

えるためには野外に生息する若齢木の,生育最盛期での

環境応答情報の収集が必要である。 
 

材料と方法 
試験地は北海道大学北方生物圏フィールド科学センタ

ー・札幌研究林に設置された開放系 O3付加実験施設を利

用した。本施設は褐色森林土に設置され,樹冠アクセス用

の足場が設けられている。 
2010年に植栽された樹高約 7 m,2014年現在 7年生のシ

ラカンバ(Betula platyphylla var. japonica)の陽樹冠を対象

にした。本種は春葉・夏葉の 2 種類の葉をもつ異型葉タ

イプのシュートの伸張を行う。夏葉は春葉が生成した光

合成産物を利用して展開する (3, 5)。 

対照区は大気条件(O3約 25 ppb),オゾン区は 2011 年か

ら成長期に日中 7 時間 60 ppb の O3付加を行った。これ

は日本の環境基準値であり東京郊外での平均値でもある

(8, 12)。測定葉は陽樹冠から虫害に遭った個葉を排し,光
が十分に当たっている夏葉を選出し,オゾン区から3個体

(測定回数各 1),対照区から 4 個体(測定回数各 2)の光合

成・呼吸・蒸散速度を測定した。携帯型光合成蒸散測定

装置(LI-6400,LiCor Co.Ltd., ネブラスカ,U.S.A.)を利用し

た。光合成能力 (同化速度 (A)-葉内二酸化炭素濃度

(Ci):A-Ci曲線を作製)の測定条件は,葉温を 25℃,光を PPF
＝1500μmol.m-2s-1(飽和)とした。 

光合成測定後の葉は速やかに実験室に持ち帰り,直径 8 
mm のディスクを 8 枚打ち抜いた。3 枚を 80 ℃で 72 時間

乾燥させ,比葉面積 SLA (m2/g)と窒素含量の分析に供し

た。残りはクロロフィルの分析等のため,液体窒素で急速

冷凍し,-80℃の冷凍庫で保管した。乾燥材料を NC 分析器 
(Elementar Analysensysteme, GmbH vario ELⅢ)に供し、NC
比を得た。クロロフィルはジメチルスルフォキシド

(DMSO)を用いて抽出し、その含量を測定した(6) 。測定

期間は夏葉の成長が完了し,その多くが成熟した8月下旬

から 9 月中旬であった。 
A－Ci 曲線は Long and Bernacchi (1) に当てはめ,電子伝

達系の傾向を推定した。また ,葉内の窒素分配率は

Watanabe et al.と北岡(7, 15)の方法によって推定した。統

計処理では A-Ci 曲線から推定される各種パラメータに

Student’s t 検定を適用し,P<0.01 を有意とした。 
 

結果 

エラー! 参照元が見つかりません。とオゾン処理(以
下,O3)区で測定した A-Ci 曲線を図１に示す。シラカンバ

の陽樹冠の夏葉の最大光合成速度は,O3 付加によって有

意に低下した。対照区に比べると O3 区では,初期勾配

(Vcmax)と,光と二酸化炭素が飽和時の最大光合成速度

(Amax)が低下した。また , A-Ci 曲線から Long and 
Bernatti(1)の方法によって推定した最大電子伝達速度

も,O3区で低下傾向が見られた。 
図-2 最大カルボキシレーション速度(Vcmax),図-3 最大

電子伝達速度 (Jmax),図-４に光と二酸化炭素が飽和時の

最大光合成速度(Amax)を示す。対照区に比べて O3区では

Vcmax, Jmax, Amax のそれぞれにおいて有意に低下して
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べて花芽形成には高濃度の栄養分が求められると考え

られ（），スコアリングによる栄養分の蓄積が着花率

を高めた可能性がある。 
 のみを使った処理 ～ 間の着花率の平均値，

 と  を併用した処理 ～ 間の着花率の平均

値に有意差が認められるかどうかを検定した。その結

果， のみを使った処理 ～ 間には差が認められ

なかったが， と  を併用した処理 ～ 間の

一部において平均値間に有意差が認められた（表－）。
具体的には雄花率，雌花率のいずれかの枝年次におい

て処理 は処理 または処理 よりも着花率が高かっ

た。このことから，エタノール  に溶解しディス

ポシリンジで注入する方法（処理 ）やラノリンに溶

解してペーストする方法（処理 ）よりもエタノール

の水溶液に溶解し，点滴で滴下する方法が良いこと

が示唆された。ニホンカラマツとヨーロッパカラマツ

では のエタノール濃度の水溶液に  の  を

溶解させ，これを枝に点滴式で滴下した結果，ニホン

カラマツでは雄花と雌花，ヨーロッパカラマツでは雌

花に着花促進効果が見られたとの報告がある（）。点

滴式によるエタノール濃度の低い  水溶液の長期

間の供給とスコアリングとの組み合わせは，グイマツ

の着花率を高める上で有効であると考えられた。 
表-3．GA4/7＋NAAで処理方法の平均差に有意差が認められた組み合わせ

番号 平均値 番号 平均値
雄花率 3 8 5.3 10 21.5 -16.2

雄花率 4 8 3.7 10 23.6 -19.8
雄花率 5 8 3.9 10 26.6 -22.7
雄花率 5 9 6.1 10 26.6 -20.5

雌花率 2 8 0.0 10 0.8 -0.8
Bonferroniの多重比較検定の結果、5％レベルで平均差が有意だった。

着花率 枝年次
平均差
(I-J)

処理(I) 処理(J)


    

今後の課題今後の課題今後の課題今後の課題    

着花促進効果が高かった処理番号  を使って，最適

な濃度と時期に処理すれば更に効果が向上する可能性

があると考えられる。処理濃度と時期の検討が必要で

ある。また，三上はカラマツの短枝の輪生葉を  月 
日と 月 日に摘み取ると花芽の分化が著しく抑制さ

れたことを明らかにし，短枝における花芽分化には輪

生葉が関与することを推測している（）。また着花性

のよい台木クローンに高芽接ぎをすると着花性がよく

なることが知られている（）。このことから，何らか

の着花促進物質が短枝の輪生葉で生産され，それが上

方や短枝芽へ移動・集積して花芽が形成される可能性

がある。 ら（）は  自体が遺伝子のメチ

ル化あるいは脱メチル化に影響し，花芽形成を制御し

ている可能性を指摘している。今後は花芽形成遺伝子

も含めたホルモン物質の動態と着花の関係を調べ，カ

ラマツ類の着花メカニズムを解明していくことが確実

な着花促進処理技術を開発する上で必要であろう。 
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はじめに

現在，北半球において対流圏オゾン(以下 O₃)濃度の増

加が指摘されている(1)。とりわけ日本においては大陸方

面からの越境大気汚染による O₃濃度の増加が懸念され

ている(9)。O₃は気孔より植物体内に取り込まれ，生理機

能に様々な影響を与え，植物の植食性昆虫への応答を変

化させる(4)。近年，ハンノキハムシによるシラカンバへ

の食害が増加している(8)。北海道では春先に O₃濃度が

上昇するため，春先から初夏にかけて出現するハンノキ

ハムシの食害に O₃が影響する可能性がある。 
また，O₃のハンノキハムシ食害への影響は，シラカン

バの開葉様式とハンノキハムシの生活史が関係するとも

考えられる。シラカンバは異型葉(春葉，夏葉)を持ち，

春葉と夏葉では形態と機能，被食防衛能力が異なり(5，
7)，O₃や食害への応答がそれぞれ異なると考えられる。

ハンノキハムシは土中で越冬した成虫が春先に出現し，

食害および産卵を行い，初夏に幼虫が出現し食害する。

そのため，出現時期が異なる成虫と幼虫では主に食害す

る葉(春葉，夏葉)が異なり，シラカンバの食害に対する

O₃の影響は，成虫と幼虫，春葉と夏葉で異なる可能性が

考えられる。 
そこで，本研究では，上記の可能性を検討するために

O₃暴露下のシラカンバ葉へのハンノキハムシの食害の

変化を明らかにすることを目的とし，ハンノキハムシ成

虫と幼虫それぞれに O₃処理葉と非処理葉を与え，食害の

様子を調査した摂食実験，どの葉を嗜好するかを調査し

た選択摂食実験を行った。 

材料と方法

本研究は北海道大学北方生物圏フィールド科学センタ

ー札幌研究林実験苗畑に設置された開放系 O₃暴露装置

を用いて行った。土壌は褐色森林土である。O₃処理は処

理区と非処理区を設置し，処理区では日照時(7 時間)平均

60 ppb を目標に，2011 年 8 月より毎年，成長期間に付加

を行った。なお，本研究は 2014 年に行った。摂食実験の

植物材料として，処理区と非処理区で生育するシラカン

バ(Betula platyphylla var. japonica)の陽樹冠の葉を採取し

た。なお，夏葉については当年生長枝の先端から 3 枚目

か 5 枚目の完全展開葉を用いた。また，ハンノキハムシ

(Agelastica coerulea：以下，ハムシ)は成虫，幼虫(卵塊を

採取)を実験苗畑内で採取し，シラカンバの葉を与え飼育

した後に実験に使用した。実験は成虫では 6 月 11 日～12
日、幼虫では 7 月 15 日～16 日に行った。 

摂食実験ではプラスチックカップ(直径 80 mm)にハム

シ一匹を放逐し，12 時間絶食後，全葉一枚を投入し，12
時間摂食させた。選択摂食実験ではプラスチックケース

(185 mm×165 mm)にハムシ 6 匹放逐し，12 時間絶食後，

全葉 4 枚(2 処理×春葉，夏葉)を投入し，12 時間摂食さ

せた。ただし，幼虫については体長約 8～10 mm の個体

を用い，絶食時間を 6 時間とし，選択摂食実験では移動

性の小ささを考慮し，プラスチックカップを使用し，葉

はリーフパンチで抜いたリーフディスク(直径 12 mm)を
使用した。各実験終了後，葉を回収し，写真撮影を行い，

画像解析ソフトで葉の食害面積を推定した。 
統計解析は統計ソフト SPSS(12.0)を用いて，二元配置

分散分析を行った。 
 

結果

成虫と幼虫それぞれに食害する葉に嗜好性が見られた

(図-1, 2, 表-1)。成虫では摂食実験おいて，オゾン処理，

葉の種類両方において有意差は見られなかった。一方，

選択摂食実験においては春葉，夏葉によらずオゾン処理

葉の食害面積は有意に大きかった。幼虫を用いた摂食実

験においてオゾン処理による有意な差は見られなかった。

また，夏葉に比べ春葉の食害面積が大きい傾向が見られ

たが，有意差はなかった。選選択摂食実験においては，

処理葉と非処理葉の両方で夏葉の食害面積は有意に小さ

かった。 
 

考察

成虫では春葉，夏葉に関わらず O₃処理葉を嗜好する傾

向が見られた。これから処理区の葉では被食防衛能力が

低下している可能性が考えられた。樹木の被食防衛には

主に光合成による二次代謝産物が用いられる(2)。しかし，

O₃は植物の光合成機能を低下させるため(4)，当年または

前年までの O3処理により光合成産物が減少し，被食防衛

にまわされる二次代謝産物が減少した可能性が考えられ

る。 
幼虫では成虫とは異なり，処理に関わらず春葉を嗜好

する傾向が見られた。これは夏葉ではクチクラが発達し
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Grazing of leaf beetle on Japanese white birch saplings grown under a free-air ozone fumigation system. 

いた(P<0.01)。また,O3付加によって葉の窒素量が減少し

ていた(図-5)。特に RuBisCO に分配される窒素の割合は

減少していたが,電子伝達系と集光系においての変化は

明確ではなかった。 
 

 
図-2 最大カルボキシレー

ション速度(Vcmax) 
図-3 最大電子伝達速度 

          (Jmax) 

 
図-4 最大光合成速度 

             (Amax) 
図-2～4 に共通して,異なる

アルファベットは統計的

有意差があることを意味

する(P<0.01)。 

図-5 窒素分配の推定 
N1:RuBisCO に分配された

窒素の割合,N2:電子伝達系

に配分された窒素の割

合,N3:クロロフィルに分配

された窒素の割合を示す 
 

考察 

O3付加により夏葉の光合成機能が低下した。この原因

として，特に①RuBisCO への窒素分配の減少,②最大のカ

ルボキシレーション速度(RuBisCOの活性)の低下,③電子

伝達速度の低下が認められ,これらの総体として Amax の

低下を引き起こしたと考えられる。O3の酸化作用によっ

て葉緑体が劣化し,先ずRuBisCOが減少したと推測する。

②はRuBP(カルビンベンソンサイクルの過程でRuBisCO
の働きにより生産される中間体)の再生産速度の低下に

よると考えられる。また，可能性として，ミトコンドリ

アがオゾンによる障害を受けて呼吸が滞り,消費される

はずの光合成産物が葉緑体内に沈着したことによると推

測する。一方で,シラカンバは外生菌根菌(ECM)との菌根

を形成し (10),ECM はリン吸収の一部を担う。一般

に,ECM 等の共生菌は樹木から栄養分を受け取って生育

する。しかし,O3 付加により光合成産物の量が減少し,共
生菌類への分配が制限されて活動が低下したのではない

だろうか。結果として樹木への無機リンの供給が不十分

になり Amax が低下したと推測する (1)。 
 今後,春葉と夏葉の応答の差異の有無などに注目して,
窒素利用の観点から解析(2)をさらに進めたい。また,シラ

カンバの植樹を行う際は,O3 の溜まる地形を避ける等,対

策をする必要があるだろう。 
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