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(57)【要約】

【課題】グイマツ、カラマツおよびそれらの人工交配で

あるグイマツ雑種F1の苗木および若齢木の判別法を確立

すること

【解決手段】検体である苗木または若齢木が、グイマツ

、カラマツまたはそれらの雑種であるかを識別する、雑

種識別方法。検体から抽出したテルペン類または脂肪酸

の含有量または含有率を線形判別分析に付し、その結果

から検体がグイマツ、カラマツまたはそれらの雑種であ

るかを識別する。

【選択図】図５
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

検 体 で あ る 苗 木 ま た は 若 齢 木 が 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別

す る 、 雑 種 識 別 方 法 で あ っ て 、

検 体 か ら 抽 出 し た テ ル ペ ン 類 ま た は 脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 を 線 形 判 別 分 析 に 付 し 、

そ の 結 果 か ら 検 体 が グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 、 前 記 方

法 。

【 請 求 項 ２ 】

線 形 判 別 分 析 に 用 い る テ ル ペ ン 類 は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ラ リ キ シ ル ア セ

テ ー ト 、 13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ ア ビ

エ チ ン 酸 お よ び ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る 請 求 項 1に

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

線 形 判 別 分 析 に 用 い る テ ル ペ ン 類 は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 、 ま た は ラ リ キ ソ

ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

線 形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 ラ ウ リ ン 酸 （ 12:0） 、 ミ リ ス チ ン 酸 （ 14:0） 、 パ ル ミ チ

ン 酸 （ 16:0） 、 パ ル ミ ト レ イ ン 酸 （ 16:1） 、 ヘ キ サ デ カ ト リ エ ン 酸 （ 16:3） 、 14-メ チ ル

パ ル ミ チ ン 酸 （ 14Me-16:0） 、 ヘ プ タ デ カ ン 酸 （ 17:0） 、 ス テ ア リ ン 酸 （ 18:0） 、 オ レ イ

ン 酸 （ 18:1） 、 リ ノ ー ル 酸 （ 18:2） 、 リ ノ レ ン 酸 （ 18:3） 、 ア ラ キ ジ ン 酸 （ 20:0） 、 イ コ

サ ト リ エ ン 酸 （ 20:3） 、 ベ ヘ ン 酸 （ 22:0） 、 ト リ コ サ ン 酸 （ 23:0） 、 リ グ ノ セ リ ン 酸 （ 24

:0） 、 ペ ン タ コ サ ン 酸 （ 25:0） 、 ヘ キ サ コ サ ン 酸 （ 26:0） 、 オ ク タ コ サ ン 酸 （ 28:0） 、 ト

リ ア コ ン タ ン 酸 （ 30:0） 、 ド ト リ ア コ ン タ ン 酸 （ 32:0） か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と

も 1種 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

線 形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 14Me-16:0、 16:0、 32:0、 16:1、 24:0、 22:0、 18:0、 14:

0、 17:0か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

線 形 判 別 分 析 は 下 記 式 １ を 用 い て 行 い 、 グ イ マ ツ と グ イ マ ツ 雑 種 F 1 （ 以 下 F 1 と い う ） を 判

別 す る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

線 形 判 別 関 数 DF＝ ω 1 x 1 +ω 2 x 2 +ω 3 x 3 +ω 4 x 4 +ω 5 x 5 +・ ・ ・ +ω n x n +a　 　 　 （ 式 １ ）

（ 式 １ 中 、 ω n は 各 テ ル ペ ン 類 の 判 別 係 数 、 x n は 各 テ ル ペ ン 類 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 aは

定 数 項

【 請 求 項 ７ 】

線 形 判 別 分 析 は 下 記 式 １ を 用 い て 行 い 、 グ イ マ ツ と F 1 を 判 別 す る 、 請 求 項 1ま た は ４ に 記

載 の 方 法 。

線 形 判 別 関 数 DF＝ ω 1 x 1 +ω 2 x 2 +ω 3 x 3 +ω 4 x 4 +ω 5 x 5 +・ ・ ・ +ω n x n +a　 　 　 （ 式 １ ）

（ 式 １ 中 、 ω n は 各 脂 肪 酸 の 判 別 係 数 、 x n は 各 脂 肪 酸 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 aは 定 数 項 で

あ る 。 ）

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 、 雑 種 識 別 方 法

に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 Larix属 は ヨ ー ロ ッ パ ・ シ ベ リ ア ・ ヒ マ ラ ヤ ・ 北 ア メ リ カ 北 部 な ど 北 半 球 の 亜 寒 帯 と 中

緯 度 の 高 山 に 広 く 分 布 す る 落 葉 針 葉 樹 で あ る 。 日 本 に は 、 ニ ホ ン カ ラ マ ツ (Larix kaempf

eri (Lamb.) Carr.)一 種 の み が 、 主 に 中 央 高 地 に 分 布 し て い る が 、 日 本 中 部 の み な ら ず 、

東 お よ び 北 日 本 に お い て も 成 長 が よ い 。 そ の た め 、 日 本 の 北 に 位 置 す る 北 海 道 に お い て 重
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要 な 造 林 樹 種 と な っ て い る 。 し か し な が ら 、 北 海 道 の 在 来 種 で あ る エ ゾ ヤ チ ネ ズ ミ (Cleth

rionomys rufocanus bedfordiae Thomas)に よ る 樹 幹 の 下 部 へ の 食 害 は 、 深 刻 な 問 題 で あ

る 。 一 方 、 サ ハ リ ン お よ び ク リ ル 諸 島 南 部 に 分 布 す る グ イ マ ツ (Larix gmelinii var. jap

onica Pilg.)は ニ ホ ン カ ラ マ ツ よ り も 成 長 速 度 が 劣 る も の の 、 耐 そ 性 や 材 質 に 優 れ て い る

。 こ れ ら の 交 配 家 系 で あ る グ イ マ ツ 雑 種 F 1 （ L. gmelinii var. japonica Pilg × L. kae

mpferi (Lamb.) Carr.） は グ イ マ ツ の 長 所 で あ る 材 質 、 耐 そ 性 を 保 持 し 、 成 長 速 度 の 部 分

で は ニ ホ ン カ ラ マ ツ よ り も 優 れ て い る 。 さ ら に 、 近 年 で は 高 CO 2 吸 収 性 の グ イ マ ツ 雑 種 F 1

家 系 の 選 抜 が 行 わ れ て お り 、 F 1 は 北 海 道 に お け る 有 望 な 造 林 樹 種 と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 F 1 の 種 子 は 、 母 樹 で あ る グ イ マ ツ と 花 粉 親 で あ る カ ラ マ ツ が 混 植 さ れ た 採 種 園 に お い て

、 自 然 受 粉 を 経 て グ イ マ ツ か ら 採 取 さ れ る 。 採 取 さ れ た 種 子 に は F 1 の 種 子 と と も に グ イ マ

ツ の 種 子 が 混 ざ っ て い る が 、 種 子 の 段 階 で そ れ ら を 判 別 す る こ と は で き な い 。 現 在 は 、 そ

れ ら の 種 子 を 播 種 後 、 そ れ ら 苗 木 の 形 態 学 的 特 徴 （ 苗 長 、 枝 数 ） や フ ェ ノ ロ ジ ー （ 冬 芽 形

成 期 、 黄 葉 期 、 芽 ど ま り 期 ） の 違 い か ら F 1 の 苗 を 判 別 し て い る が 、 各 性 質 の 頻 度 分 布 は 連

続 的 で あ り 、 完 全 に 判 別 す る こ と は で き て い な い 。 そ の た め 、 現 在 行 わ れ て い る 雑 種 識 別

法 の 改 良 あ る い は た な 雑 種 識 別 法 の 確 立 が 期 待 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ れ ま で に 、 耐 そ 性 の 観 点 か ら グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ お よ び F 1 の 抽 出 物 に 関 す る 報 告 が あ

る 。 非 特 許 文 献 １ ［ 助 野 ら . (1997)］ は テ ル ペ ン 、 と く に ラ リ キ ソ ー ル と 13-エ ピ マ ノ ー

ル に 耐 そ 性 が あ る こ と を 報 告 し て い る 。 ま た 、 非 特 許 文 献 ２ ［ Hayashi et al. (1998)］

は エ ー テ ル 抽 出 物 含 有 量 が 家 系 間 で か な り 異 な る こ と を 報 告 し て い る 。 彼 ら は 、 エ ー テ ル

抽 出 物 が グ イ マ ツ × グ イ マ ツ に 多 く 、 カ ラ マ ツ × カ ラ マ ツ に は 少 な い こ と を 報 告 し て い る

。 さ ら に 、 そ れ ら の 交 雑 種 で あ る グ イ マ ツ × カ ラ マ ツ と カ ラ マ ツ × グ イ マ ツ で は グ イ マ ツ

× グ イ マ ツ と カ ラ マ ツ × カ ラ マ ツ の 中 間 の 含 有 量 で あ っ た こ と か ら 、 こ れ ら 針 葉 樹 の 樹 皮

の ジ エ チ ル エ ー テ ル 抽 出 物 量 は 遺 伝 的 影 響 を 受 け て い る と 述 べ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 針 葉 樹 の 葉 の 脂 肪 酸 組 成 に つ い て は 、 こ れ ま で に ケ モ タ キ ソ ノ ミ ー の 観 点 か ら 研 究 が 行

わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 3、 Mongrand et al. , 2001） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 助 野 真 一 , 小 澤 修 二 , 1997. カ ラ マ ツ 属 耐 鼠 性 成 分 の 検 索 と 早 期 検 定 へ

　 の 応 用 (III) - 耐 鼠 性 成 分 の 同 定 -. 第 108回 日 本 林 学 会 大 会 講 演 要 旨 集 , 198.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Hayashi, E., Iizuka, K., Sukeno, S., Kohno, K., 1998. Relationsh

ip between resistance to vole browsing and content of ether extract in the bark

of larch species and hybrids. J. For. Res. 3, 119-122.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Mongrand, S., Badoc, A, Patouille, B., Lacomblez, C., Chavent, M

., Cassagne, C. and Bessoule, J. , Taxonomy of gymnospermae: multivariate analysi

s of leaf fatty acid composition, Phytochemistry, 58, 101-115 (2001).

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し な が ら 、 テ ル ペ ン 類 や 脂 肪 酸 を 利 用 し た 苗 木 や 若 齢 木 の 雑 種 判 別 に 関 す る 研 究 は

ほ と ん ど 行 わ れ て い な い 。 ま た 、 本 発 明 者 ら の 検 討 に よ れ ば 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ お よ び

の F 1 は 、 苗 木 ま た は 若 齢 木 の 場 合 、 成 木 と 異 な り 、 脂 肪 酸 組 成 に よ る 主 成 分 分 析 で は 判 別

が ほ と ん ど で き な か っ た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ お よ び F 1 の 苗 木 お よ び 若 齢 木 の 判 別 法 を 確

立 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 課 題 を 解 決 す る 本 発 明 は 、 以 下 の と お り で あ る 。

[1]検 体 で あ る 苗 木 ま た は 若 齢 木 が 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を

識 別 す る 、 雑 種 識 別 方 法 で あ っ て 、

検 体 か ら 抽 出 し た テ ル ペ ン 類 ま た は 脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 を 線 形 判 別 分 析 に 付 し 、

そ の 結 果 か ら 検 体 が グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 、 前 記 方

法 。

[2]線 形 判 別 分 析 に 用 い る テ ル ペ ン 類 は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ラ リ キ シ ル ア

セ テ ー ト 、 13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ ア

ビ エ チ ン 酸 お よ び ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る [1]に 記

載 の 方 法 。

[3]線 形 判 別 分 析 に 用 い る テ ル ペ ン 類 は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 、 ま た は ラ リ キ

ソ ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 で あ る [1]に 記 載 の 方 法 。

[4]線 形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 ラ ウ リ ン 酸 （ 12:0） 、 ミ リ ス チ ン 酸 （ 14:0） 、 パ ル

ミ チ ン 酸 （ 16:0） 、 パ ル ミ ト レ イ ン 酸 （ 16:1） 、 ヘ キ サ デ カ ト リ エ ン 酸 （ 16:3） 、 14-メ

チ ル パ ル ミ チ ン 酸 （ 14Me-16:0） 、 ヘ プ タ デ カ ン 酸 （ 17:0） 、 ス テ ア リ ン 酸 （ 18:0） 、 オ

レ イ ン 酸 （ 18:1） 、 リ ノ ー ル 酸 （ 18:2） 、 リ ノ レ ン 酸 （ 18:3） 、 ア ラ キ ジ ン 酸 （ 20:0） 、

イ コ サ ト リ エ ン 酸 （ 20:3） 、 ベ ヘ ン 酸 （ 22:0） 、 ト リ コ サ ン 酸 （ 23:0） 、 リ グ ノ セ リ ン 酸

（ 24:0） 、 ペ ン タ コ サ ン 酸 （ 25:0） 、 ヘ キ サ コ サ ン 酸 （ 26:0） 、 オ ク タ コ サ ン 酸 （ 28:0）

、 ト リ ア コ ン タ ン 酸 （ 30:0） 、 ド ト リ ア コ ン タ ン 酸 （ 32:0） か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な

く と も 1種 で あ る [1]に 記 載 の 方 法 。

[5]線 形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 14Me-16:0、 16:0、 32:0、 16:1、 24:0、 22:0、 18:0、

14:0、 17:0か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る [1]に 記 載 の 方 法 。

[6]線 形 判 別 分 析 は 下 記 式 １ を 用 い て 行 い 、 グ イ マ ツ と F 1 を 判 別 す る 、 [1]～ [3]の い ず れ

か に 記 載 の 方 法 。

線 形 判 別 関 数 DF＝ ω 1 x 1 +ω 2 x 2 +ω 3 x 3 +ω 4 x 4 +ω 5 x 5 +・ ・ ・ +ω n x n +a　 　 　 （ 式 １ ）

（ 式 １ 中 、 ω n は 各 テ ル ペ ン 類 の 判 別 係 数 、 x n は 各 テ ル ペ ン 類 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 aは

定 数 項

[7]線 形 判 別 分 析 は 下 記 式 １ を 用 い て 行 い 、 グ イ マ ツ と F 1 を 判 別 す る 、 [1]ま た は [4]に 記

載 の 方 法 。

線 形 判 別 関 数 DF＝ ω 1 x 1 +ω 2 x 2 +ω 3 x 3 +ω 4 x 4 +ω 5 x 5 +・ ・ ・ +ω n x n +a　 　 　 （ 式 １ ）

（ 式 １ 中 、 ω n は 各 脂 肪 酸 の 判 別 係 数 、 x n は 各 脂 肪 酸 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 aは 定 数 項 で

あ る 。 ）

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 苗 木 お よ び 若 齢 木 が グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か

を 低 い 誤 判 別 率 で 識 別 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 ジ テ ル ペ ン 含 有 量 か ら 求 め た 判 別 式 に よ る 判 別 得 点 の 分 布 ■ と □ は そ れ ぞ れ グ イ

マ ツ と Ｆ 1 を 示 す 。

【 図 ２ 】 脂 肪 酸 組 成 か ら 求 め た 判 別 式 に よ る 判 別 得 点 の 分 布 ■ と □ は そ れ ぞ れ グ イ マ ツ と

Ｆ 1 を 示 す 。

【 図 ３ 】 成 木 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● 、 × お よ び ○ は そ れ ぞ れ グ

イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ 、 F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ４ 】 苗 木 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ ぞ れ グ イ マ ツ と

F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ５ 】 苗 木 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ ぞ れ グ イ マ ツ と

F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ６ 】 実 施 例 2に お け る ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ ぞ れ
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グ イ マ ツ と F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ７ 】 実 施 例 2に お け る ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ ぞ れ

グ イ マ ツ と F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ８ 】 実 施 例 3に お け る 成 木 の 脂 肪 酸 組 成 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● 、 × お よ び ○ は

そ れ ぞ れ グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ 、 F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 ９ 】 実 施 例 3に お け る 2005年 度 と 2006年 度 に 採 取 し た 成 木 樹 葉 の 脂 肪 組 成 に よ る 樹 種

の 判 別 実 験 結 果 ● 、 × お よ び ○ は そ れ ぞ れ グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ 、 F 1 を 示 す 。 △ は 2006年 度

の 採 取 し た 試 料 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 １ ０ 】 実 施 例 4に お け る 苗 木 の 脂 肪 酸 組 成 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ ぞ

れ グ イ マ ツ と F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 図 １ １ 】 実 施 例 4に お け る 苗 木 の 脂 肪 酸 含 有 率 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 結 果 ● と ○ は そ れ

ぞ れ グ イ マ ツ と F 1 を 示 す 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 検 体 で あ る 苗 木 ま た は 若 齢 木 が 、 グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で

あ る か を 識 別 す る 、 雑 種 識 別 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 検 体 か ら 抽 出 し た テ ル ペ ン

類 ま た は 脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 を 線 形 判 別 分 析 に 付 し 、 そ の 結 果 か ら 検 体 が グ イ マ

ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

[テ ル ペ ン 類 を 用 い た 識 別 方 法 ]

　 以 下 、 テ ル ペ ン 類 を 用 い た 識 別 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 以 下 の 工

程 を 含 む も の で あ る こ と が で き る 。

（ １ ） 検 体 か ら 採 取 し た 樹 皮 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 工 程 、

（ ２ ） 抽 出 物 を 含 む 液 を 乾 固 す る 工 程 、

（ ３ ） 抽 出 物 に 含 ま れ る テ ル ペ ン 類 を メ チ ル 化 に 付 す 工 程 、

（ ４ ） メ チ ル 化 し た テ ル ペ ン 類 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ GC） に て 分 析 す る 工 程 、

（ ５ ） 得 ら れ た テ ル ペ ン 類 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 の 結 果 を 線 形 判 別 分 析 に 付 し 、 検 体 が グ

イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 工 程 。

【 ０ ０ １ ４ 】

［ 抽 出 工 程 ］

　 第 1の 工 程 で あ る 抽 出 工 程 で は 、 検 体 か ら 採 取 し た 樹 皮 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る

。 検 体 か ら 採 取 し た 樹 皮 は 、 苗 木 ま た は 若 齢 木 の 樹 皮 で あ る 。 苗 木 と は 一 般 に 樹 齢 0～ 2年

の 木 を 言 い 、 若 齢 と は 一 般 に 樹 齢 2～ 22年 の 木 を 言 う 。 樹 皮 の 粉 砕 品 は 、 例 え ば 、 液 体 窒

素 中 で 樹 皮 を 粉 砕 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 樹 皮 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 。 有 機 溶 媒 は 、 樹 皮 の 粉 砕 品 か ら テ ル ペ ン 類 を 抽 出

で き る も の で あ れ ば よ く 、 そ の よ う な 有 機 溶 媒 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 石 油 エ ー テ ル -ジ

エ チ ル エ ー テ ル (1:1, v/v)で あ る こ と が 好 ま し い 。 溶 媒 抽 出 は 、 溶 媒 に 超 音 波 を 与 え て 行

う こ と が 、 効 率 的 な 抽 出 の た め に は 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

［ 乾 固 工 程 ］

　 抽 出 工 程 で 得 ら れ た 抽 出 物 を 含 む 液 を 、 次 い で 乾 固 す る 。 乾 固 の 方 法 及 び 条 件 は 、 抽 出

物 が 実 質 的 に 揮 発 し な い 方 法 及 び 条 件 で あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 抽 出 物 を 含 む 液 を 常 温 に て

、 窒 素 気 流 に 曝 す こ と 等 に よ り 乾 固 は 行 う こ と が で き る 。 乾 固 工 程 を 経 る こ と な し に 、 抽

出 工 程 で 得 ら れ た 抽 出 物 を 含 む 液 を メ チ ル 化 工 程 に 付 す こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

［ メ チ ル 化 工 程 ］

　 次 に 、 抽 出 物 に 含 ま れ る テ ル ペ ン 類 を メ チ ル 化 す る 。 メ チ ル 化 は 、 上 記 テ ル ペ ン 類 の 所

定 の 位 置 を メ チ ル 化 で き る 方 法 で あ れ ば 、 特 に 制 限 な く 使 用 で き る 。 メ チ ル 化 は 、 例 え ば

、 ジ ア ゾ メ タ ン を 用 い る 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 テ ル ペ ン 類 を 含 む 抽 出 物
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に 、 ジ ア ゾ メ タ ン を 添 加 し て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

［ GC分 析 工 程 ］

　 メ チ ル 化 し た テ ル ペ ン 類 を 、 次 い で GC-MSに て 分 析 す る 。 メ チ ル 化 し た テ ル ペ ン 類 の GC

分 析 は 、 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

［ 識 別 工 程 ］

　 GC分 析 で 得 ら れ た テ ル ペ ン 類 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 の 結 果 か ら 、 検 体 が グ イ マ ツ 、 カ ラ

マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 。 具 体 的 に は 、 テ ル ペ ン 類 の 含 有 量 の 結 果 か

ら 、 線 形 判 別 分 析 に よ り 、 検 体 が グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別

す る 。 そ の 際 、 内 部 標 準 と し て ヘ プ タ デ カ ン 酸 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 線 形 判 別 分 析 に 用 い る テ ル ペ ン 類 は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ラ リ キ シ ル ア

セ テ ー ト 、 13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ ア

ビ エ チ ン 酸 お よ び ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の テ ル ペ ン 類

で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

[脂 肪 酸 を 用 い た 識 別 方 法 ]

　 以 下 、 脂 肪 酸 を 用 い た 識 別 方 法 に つ い て 説 明 す る 。

（ １ ） 検 体 か ら 採 取 し た 葉 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 工 程 、

（ ２ ） 抽 出 物 を 含 む 液 を 乾 固 す る 工 程 、

（ ３ ） 抽 出 物 に 含 ま れ る 脂 肪 酸 を メ チ ル エ ス テ ル 化 す る 工 程 、

（ ４ ） メ チ ル エ ス テ ル 化 し た 脂 肪 酸 を GC分 析 す る 工 程 、

（ ５ ） 得 ら れ た 脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 の 結 果 を 線 形 判 別 分 析 に 付 し 、 検 体 が グ イ マ

ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 工 程 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

［ 抽 出 工 程 ］

　 第 1の 工 程 で あ る 抽 出 工 程 で は 、 検 体 か ら 採 取 し た 葉 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 。

検 体 か ら 採 取 し た 葉 は 、 例 え ば 、 苗 木 ま た は 若 齢 木 の 葉 で あ る こ と が で き る 。 葉 の 粉 砕 品

は 、 例 え ば 、 液 体 窒 素 中 で 葉 を 粉 砕 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 樹 皮 の 粉 砕 品 を 有 機 溶 媒 で 抽 出 す る 。 有 機 溶 媒 は 、 樹 皮 の 粉 砕 品 か ら 脂 肪 酸 を 抽 出 で き

る も の で あ れ ば よ く 、 そ の よ う な 有 機 溶 媒 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ

ー ル 混 合 溶 媒 を 挙 げ る こ と が で き る 。 溶 媒 抽 出 は 、 溶 媒 に 超 音 波 を 与 え て 行 う こ と が 、 効

率 的 な 抽 出 の た め に は 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

［ 乾 固 工 程 ］

　 抽 出 工 程 で 得 ら れ た 抽 出 物 を 含 む 液 を 、 次 い で 乾 固 す る 。 乾 固 の 方 法 及 び 条 件 は 、 抽 出

物 が 実 質 的 に 揮 発 し な い 方 法 及 び 条 件 で あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 抽 出 物 を 含 む 液 を 常 温 に て

、 窒 素 気 流 に 曝 す こ と 等 に よ り 乾 固 は 行 う こ と が で き る 。 乾 固 工 程 を 経 る こ と な し に 、 抽

出 工 程 で 得 ら れ た 抽 出 物 を 含 む 液 を メ チ ル エ ス テ ル 化 工 程 に 付 す こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

［ メ チ ル 化 工 程 ］

　 次 に 、 抽 出 物 に 含 ま れ る 脂 肪 酸 を メ チ ル エ ス テ ル 化 す る 。 メ チ ル エ ス テ ル 化 は 、 上 記 脂

肪 酸 を メ チ ル エ ス テ ル 化 で き る 方 法 で あ れ ば 、 特 に 制 限 な く 使 用 で き る 。 メ チ ル エ ス テ ル

化 は 、 例 え ば 、 メ タ ノ ー ル 性 塩 酸 を 用 い る 方 法 で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

［ GC分 析 工 程 ］

　 メ チ ル エ ス テ ル 化 し た 脂 肪 酸 を 、 次 い で GC分 析 す る 。 メ チ ル エ ス テ ル 化 し た 脂 肪 酸 の GC

分 析 は 、 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】

［ 識 別 工 程 ］

　 GC分 析 で 得 ら れ た (メ チ ル エ ス テ ル 化 し た )脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 の 結 果 か ら 、 検

体 が グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 。 具 体 的 に は 、 (メ チ ル

エ ス テ ル 化 し た )脂 肪 酸 の 含 有 量 ま た は 含 有 率 の 結 果 か ら 、 線 形 判 別 分 析 に よ り 、 検 体 が

グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ ま た は そ れ ら の 雑 種 で あ る か を 識 別 す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 線 形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 例 え ば 、 12:0、 14:0、 16:0、 16:1、 16:3、 14Me-16:0

、 17:0、 18:0、 18:1、 18:2、 18:3、 20:0、 20:3、 22:0、 23:0、 24:0、 25:0、 26:0、 28:0、

30:0、 32:0か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 線

形 判 別 分 析 に 用 い る 脂 肪 酸 は 、 例 え ば 、 14:0、 16:0、 16:1、 14Me-16:0、 17:0、 18:0、 22:

0、 24:0、 32:0か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 線 形 判 別 関 数 に よ り 、 グ イ マ ツ と Ｆ 1 を 判 別 す る 方 法 を 以 下 に 具 体 的 に 説 明 す る 。

判 別 関 数 DF＝ ω 1x1+ω 2x2+ω 3x3+ω 4ω ＝ 判 別 係 数 、 x＝ 変 数 に お い て

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 （ 1） テ ル ペ ン 類 の 場 合 、 x n は 各 テ ル ペ ン 類 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 ω n は 各 テ ル ペ ン 類

の 判 別 係 数 、 aは 定 数 項 で あ る 。

　 （ 2） 脂 肪 酸 の 場 合 、 x n は 各 脂 肪 酸 の 含 有 率 ま た は 含 有 量 、 ω n は 各 脂 肪 酸 の 判 別 係 数 、

aは 定 数 項 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

（ 例 1） テ ル ペ ン 類 の 場 合 、

　 グ イ マ ツ と Ｆ 1 の 苗 木 そ れ ぞ れ 82個 体 と 127個 体 の テ ル ペ ン 類 の 含 有 量 を 分 析 し 、 そ れ ら

の 値 か ら 線 形 判 別 分 析 に よ り 判 別 係 数 と 定 数 項 （ 表 1） を 求 め た 。 式 １ に お い て 、

x 1 =13-エ ピ マ ノ ー ル 、 x 2 =ラ リ キ ソ ー ル 、 x 3 =ラ リ キ シ ル ア セ テ ー ト x 4 =イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 x

5 =デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 、 x 6 =ア ビ エ チ ン 酸 、 x 7 =13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト 、 x 8 =ネ オ

ア ビ エ チ ン 酸 の 各 含 有 量 、

ω 1 =13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ω 2 =ラ リ キ ソ ー ル 、 ω 3 =ラ リ キ シ ル ア セ テ ー ト 、 ω 4 =イ ソ ピ マ ー

ル 酸 、 ω 5 =デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 、 ω 6 =ア ビ エ チ ン 酸 、 ω 7 =13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー

ト 、 ω 8 =ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 の 各 判 別 係 数 、

aは 定 数 項 で あ る 。

　 各 ジ テ ル ペ ン の 含 有 量 、 判 別 係 数 、 定 数 項 を 代 入 す る こ と に よ り 求 め た 判 別 得 点 を 求 め

る こ と に よ り 、 図 1の よ う に グ イ マ ツ と Ｆ 1 の 2群 に 判 別 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 の 判

別 的 中 率 は 92.3%で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ 例 2）

　 グ イ マ ツ と Ｆ 1 の 苗 木 各 15個 体 の 脂 肪 酸 組 成 を 分 析 し 、 そ れ ら の 値 か ら 線 形 判 別 分 析 に

よ り 判 別 係 数 と 定 数 項 （ 表 2） を 求 め た 。 式 1に お い て 、

x 1 =12:0、 x 2 =14:0、 x 3 =16:0、 x 4 =16:1、 x 5 =16:3、 x 6 =14Me-16:0、 x 7 =17:0、 x 8 =18:0、 x 9 =

18:1、 x 1 0 =18:2、 x 1 1 =18:3、 x 1 2 =20:0、 x 1 3 =20:3、 x 1 4 =22:0、 x 1 5 =23:0、 x 1 6 =24:0、 x 1 7 =

25:0、 x 1 8 =26:0、 x 1 9 =28:0、 x 2 0 =30:0、 x 2 1 =32:0の 各 含 有 率 、

ω 1 =12:0、 ω 2 =14:0、 ω 3 =16:0、 ω 4 =16:1、 ω 5 =16:3、 ω 6 =14Me-16:0、 ω 7 =17:0、 ω 8 =1

8:0、 ω 9 =18:1、 ω 1 0 =18:2、 ω 1 1 =18:3、 ω 1 2 =20:0、 ω 1 3 =20:3、 ω 1 4 =22:0、 ω 1 5 =23:0

、 ω 1 6 =24:0、 ω 1 7 =25:0、 ω 1 8 =26:0、 ω 1 9 =28:0、 ω 2 0 =30:0、 ω 2 1 =32:0の 各 判 別 係 数 、

aは 定 数 項 で あ る 。

　 式 １ に 各 脂 肪 酸 の 含 有 率 、 判 別 係 数 、 定 数 項 を 代 入 す る こ と に よ り 求 め た 判 別 得 点 を 求

め る こ と に よ り 、 図 2の よ う に グ イ マ ツ と Ｆ 1 の 2群 に 判 別 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 の

判 別 的 中 率 は 100%で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】
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【 表 ２ 】

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。

実 施 例 １

成 木 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 (1)

材 料

　 成 木 の 試 料 は 2005年 9月 に 北 海 道 立 林 業 試 験 場 (美 唄 市 )で 行 っ た 。 32年 生 グ イ マ ツ ク ロ

ー ン (樺 岡 168;2ラ メ ッ ト ， 豊 岡 111;4ラ メ ッ ト )お よ び 46年 生 カ ラ マ ツ ク ロ ー ン (十 勝 16;5

ラ メ ッ ト ， 十 勝 35;5ラ メ ッ ト )、 そ し て グ イ マ ツ × カ ラ マ ツ の 11年 生 F 1 雑 種 2家 系 (樺 岡 168

× 十 勝 16; 5個 体 ， 豊 岡 111× 十 勝 35;6個 体 )か ら 枝 を 採 取 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

ジ テ ル ペ ン 分 析

　 標 準 の ア ビ エ チ ン 酸 と デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 、 ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 お よ び イ ソ ピ マ ー ル 酸

は 市 販 試 薬 を 使 用 し 、 適 宜 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 再 結 晶 に よ り 精 製 し た 。

13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ラ リ キ シ ル ア セ テ ー ト 、 13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト

は グ イ マ ツ 樹 皮 ジ ク ロ ロ メ タ ン 抽 出 物 か ら シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 液

体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 単 離 精 製 し た 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ホ モ ジ ナ イ ザ ー に よ り 樹 皮 を 液 体 窒 素 中 で 粉 砕 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 内 部 標 準 と し て 400

μ gの ヘ プ タ デ カ ン 酸 を 含 む 2 mlの 石 油 エ ー テ ル -ジ エ チ ル エ ー テ ル (1:1, v/v)を 100 mgの

樹 皮 粉 末 に 加 え 、 10～ 15℃ で 2時 間 超 音 波 抽 出 し た 。 抽 出 物 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 窒 素 気

流 下 で 乾 固 し 、 ジ ア ゾ メ タ ン に よ り メ チ ル 化 し た 。 メ チ ル 化 し た 試 料 は GC-MSを 用 い 、 キ

ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム DB-1MSに よ り 分 析 し た 。 カ ラ ム は 170℃ か ら 266℃ ま で 5℃ /minで 昇 温 し

た 。 ヘ リ ウ ム を キ ャ リ ア ガ ス と し 、 注 入 口 温 度 は 270℃ 、 イ オ ン 化 電 圧 は 70 eVと し た 。

ピ ー ク の 同 定 は 標 品 の 保 持 時 間 お よ び マ ス ス ペ ク ト ル と の 比 較 に よ り 行 い 、 定 量 は 検 量 線

法 に よ り 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

統 計 解 析

　 ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 雑 種 判 別 の 有 効 性 を 検 証 す る た め 、 統 計 処 理 ソ フ ト を 用 い て 線

形 判 別 分 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

成 木 の ジ テ ル ペ ン 組 成 お よ び 含 有 量

　 石 油 エ ー テ ル － ジ エ チ ル エ ー テ ル 抽 出 物 の メ チ ル 化 物 を GC-MSに 供 し た 。 そ の 結 果 、 ジ

テ ル ペ ン と し て 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ラ リ キ シ ル ア セ テ ー ト 、 13-エ ピ ト ル ロ

シ ル ア セ テ ー ト 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 お よ び ネ オ ア ビ

エ チ ン 酸 の 8種 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 成 木 の 判 別

　 豊 岡 111 4ラ メ ッ ト 、 豊 岡 111× 十 勝 35 6個 体 、 十 勝 35 5ラ メ ッ ト 、 樺 岡 168 2ラ メ

ッ ト 、 樺 岡 168× 十 勝 16 5個 体 お よ び 十 勝 16 5ラ メ ッ ト の 全 27個 体 の 8種 の ジ テ ル ペ ン

の 含 有 量 を も と に 線 形 判 別 分 析 を 行 っ た 結 果 を 図 3に 示 す 。 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を

示 す 図 中 の 円 は 3樹 種 間 で 離 れ て お り 、 樹 種 間 に 有 意 な 差 が 認 め ら れ た 。 こ の 判 別 分 析 の

誤 判 別 率 は 0％ で あ り 、 ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ っ て 、 樹 種 の 判 別 が 可 能 な こ と が 示 さ れ た

。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 実 施 例 で は 、 2つ の 家 系 、 樺 岡 168× 十 勝 16お よ び 豊 岡 111× 十 勝 35の 両 親 と そ の F 1 の

成 木 枝 の 樹 皮 の 8種 の ジ テ ル ペ ン の 含 有 量 に よ っ て 、 判 別 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 誤 判 別 率

は 0％ で あ っ た (図 3)。 第 1軸 お よ び 第 2軸 の 寄 与 率 は そ れ ぞ れ 91.3％ お よ び 8.7％ で あ り 、

相 関 係 数 は 0.9848お よ び 0.8680で あ っ た 。 最 小 の 誤 判 別 率 （ 0％ ） は ラ リ キ ソ ー ル 、 イ ソ

ピ マ ー ル 酸 (い ず れ も p<0.001, Prob>F)お よ び ア ビ エ チ ン 酸 (p<0.01, Prob>F)の 3つ の ジ テ

ル ペ ン を 選 択 す る こ と に よ り 得 ら れ た 。 第 1軸 は ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 イ

ソ ピ マ ー ル 酸 の 寄 与 率 が 高 く 、 第 2軸 は イ ソ ピ マ ー ル 酸 と ア ビ エ チ ン 酸 の 寄 与 が 高 か っ た

。

【 ０ ０ ４ ２ 】

実 施 例 ２

苗 木 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験

　 苗 木 は 、 グ イ マ ツ と カ ラ マ ツ が ラ ン ダ ム に 混 植 さ れ た 雑 種 採 種 園 で 生 産 さ れ た 種 子 に 由

来 す る 二 年 生 種 苗 を 用 い た 。 こ の 雑 種 採 種 園 は ， 1974年 に 北 海 道 有 林 網 走 東 部 森 づ く り セ

ン タ ー に 造 成 さ れ ， 試 料 採 取 当 時 の 樹 高 は ， グ イ マ ツ が 約 18m、 カ ラ マ ツ が 約 16mで あ っ た

。 2004年 8月 に 雑 種 採 種 園 の グ イ マ ツ か ら 自 然 交 配 種 子 を 採 取 し 、 2005年 5月 に 得 ら れ た 種

子 を 林 業 試 験 場 苗 畑 に 母 樹 別 に 播 種 し た 。 雑 種 採 種 園 産 種 苗 に は 雑 種 個 体 と 純 粋 な グ イ マ

ツ 個 体 が 混 在 し て い る た め 、 2005年 10月 上 旬 に 少 量 の 針 葉 を 用 い て D N Aマ ー カ ー に よ る 苗

木 識 別 を 行 っ た 後 、 2006年 9月 に ジ テ ル ペ ン 分 析 用 の 枝 を 採 取 し た 。 分 析 に 使 用 し た 実 生

苗 は 、 5母 樹 (中 標 津 660、 中 標 津 121、 樺 岡 484、 樺 岡 455、 留 辺 蕊 28)由 来 の 1母 樹 あ た

り 雑 種 個 体 が 6-25個 体 、 グ イ マ ツ 個 体 が 24-26個 体 ， 計 209個 体 で あ る 。 採 取 し た 試 料 は 凍

結 保 存 し 、 分 析 に は 枝 の 樹 皮 を 使 用 し た 。 実 施 例 1と 同 様 に し て ジ テ ル ペ ン の 含 有 量 に よ

る 樹 種 の 判 別 を 行 っ た 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】

苗 木 の ジ テ ル ペ ン 組 成 お よ び 含 有 量

　 ジ テ ル ペ ン と し て は 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 13-エ ピ ト ル ロ シ ル ア セ テ ー ト 、

イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 お よ び ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 の 7種 が

認 め ら れ た が 、 ラ リ キ シ ル ア セ テ ー ト は 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ る 苗 木 の 判 別

　 7種 の ジ テ ル ペ ン の 含 有 量 に よ る 、 各 家 系 の グ イ マ ツ お よ び F 1 苗 木 の 線 形 判 別 分 析 に よ

る 判 別 結 果 を 図 4に 示 す 。 各 家 系 の 誤 判 別 率 は 、 中 標 津 660、 中 標 津 121、 樺 岡 484、 樺

岡 455お よ び 留 辺 蕊 28の そ れ ぞ れ 0％ 、 2.0％ 、 2.5％ 、 8.1％ 、 15.6％ で あ っ た 。 こ の よ

う に 、 家 系 に よ り 誤 判 別 率 は 異 な る が 、 成 木 と 同 様 に 苗 木 に お い て も ほ ぼ F 1 と グ イ マ ツ を

判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 な お 、 留 辺 蕊 28で 誤 判 別 率 が 高 か っ た の は 、 分 析 に 用 い

た F 1 の 数 が グ イ マ ツ に 比 べ て 少 な い こ と や 標 準 偏 差 が 大 き い こ と が 原 因 と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 最 小 の 誤 判 別 率 を 得 る た め に 必 要 な ジ テ ル ペ ン は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、

ア ビ エ チ ン 酸 (中 標 津 660、 中 標 津 121、 留 辺 蕊 26)、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ア ビ エ チ ン 酸 、

イ ソ ピ マ ー ル 酸 （ 樺 岡 484、 留 辺 蕊 26） 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 、 ア ビ エ チ ン

酸 （ 樺 岡 455） で あ っ た 。 い ず れ の 家 系 の 3種 の ジ テ ル ペ ン で 判 別 が 可 能 で あ っ た が 、 留

辺 蕊 26に は さ ら に デ ヒ ド ロ ア ビ エ チ ン 酸 と ネ オ ア ビ エ チ ン 酸 が 必 要 で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 一 般 的 に 採 種 園 で は 、 種 子 に 遺 伝 的 多 様 性 を も た せ る た め 、 両 親 そ れ ぞ れ に つ い て 数 種

の ク ロ ー ン を 混 植 し 、 自 然 受 粉 に よ り 種 子 を 得 る 。 本 発 明 で 、 複 数 の 交 配 家 系 の 苗 木 （ グ

イ マ ツ :127, F 1 ;82） に つ い て 枝 樹 皮 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 を も と に 判 別 を 行 っ た 場 合 の 誤

判 別 率 は 7.7％ で あ っ た (図 5)。 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 イ ソ ピ マ ー ル 酸 (い ず

れ も p<0.001, Prob>F)の 3つ の ジ テ ル ペ ン を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 最 小 の 誤 判 別 率 （ 7.7

％ ） が 得 ら れ た 。 苗 木 の 判 別 に は 、 13-エ ピ マ ノ ー ル 、 ラ リ キ ソ ー ル 、 ア ビ エ チ ン 酸 、 イ

ソ ピ マ ー ル 酸 の 含 有 量 が 必 要 と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 こ れ ら の 結 果 、 グ イ マ ツ お よ び カ ラ マ ツ の 複 数 の ク ロ ー ン が 混 植 さ れ た 採 種 園 で 得 ら れ

た 種 子 に 由 来 す る 苗 木 で あ っ て も 、 そ れ ら の 樹 皮 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に よ り F 1 を 判 別 で き

る こ と を 意 味 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ジ テ ル ペ ン と し て 13-エ ピ マ ノ ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 の 2種 類 を 選 択 し た 場 合 の 結 果 を 図 6

に 示 す 。 誤 判 別 率 は 9.１ ％ で あ っ た 。 ラ リ キ ソ ー ル と ア ビ エ チ ン 酸 の 2種 類 を 選 択 し た 場

合 の 結 果 を 図 7に 示 す 。 誤 判 別 率 は 9.6％ で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 葉 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 に つ い て も 同 様 に 分 析 を 行 っ た （ 結 果 は 示 し て い

な い ） 。 成 木 の 葉 の ジ テ ル ペ ン 含 有 量 は 、 2-6 nmol/葉 mgと 少 な か っ た 。 成 木 の 葉 の ジ テ

ル ペ ン 含 有 量 に よ る グ イ マ ツ 、 カ ラ マ ツ お よ び F 1 の 誤 判 別 率 は 7.4%、 グ イ マ ツ と F 1 の 誤 判

別 率 は 0%で あ り 、 F 1 を 判 別 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 し か し 、 苗 木 の 家 系 別 の 樹 種 誤 判 別

率 は 13.5～ 28.6%と 高 く な っ た 。 こ の こ と か ら 、 判 別 に 使 用 す る 部 位 は 葉 よ り も 樹 皮 が 適

し て い る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

実 施 例 ３

　 成 木 の 脂 肪 酸 組 成 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験 (1)

【 ０ ０ ５ １ 】

　 試 料 と 実 験 方 法

　 試 料 は ジ テ ル ペ ン の 分 析 と 同 様 で あ る 。 苗 木 は 3家 系 各 10個 体 を 分 析 に 使 用 し た 。

　 採 取 し た 葉 は 液 体 窒 素 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ す る こ と に よ り 粉 砕 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ

ー ル 2： 1(v/v)で 全 脂 質 を 抽 出 し た 。 全 脂 質 に メ タ ノ ー ル 性 塩 酸 を 加 え て メ タ ノ リ シ ス し
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、 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル を GC分 析 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 成 木 の 脂 肪 酸 組 成 と そ れ に よ る 樹 種 の 判 別

　 成 木 の 葉 に は C 1 2 か ら C 3 2 ま で の 21種 の 脂 肪 酸 （ 12:0、 14:0、 16:0、 16:1、 16:3、 14Me-1

6:0、 17:0、 18:0、 18:1、 18:2、 18:3、 20:0、 20:3、 22:0、 23:0、 24:0、 25:0、 26:0、 28:

0、 30:0、 32:0） が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 こ れ ら の 脂 肪 酸 組 成 を も と に 線 形 判 別 分 析 に よ る 樹 種 の 判 別 を 行 っ た 結 果 、 誤 判 別 な く

樹 種 の 判 別 が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図 8） 。 こ の と き 、 p値 が も っ と も 小 さ い こ と か

ら 判 別 に 取 り 入 れ た 脂 肪 酸 は 、 24:0、 20:0、 18:1で あ っ た 。 こ れ ら 3つ の 脂 肪 酸 の 含 有 率

は 2家 系 に 共 通 し た 傾 向 が 認 め ら れ た 。 さ ら に こ れ ら 2005年 9月 に 採 取 し た 試 料 と と も に 翌

年 の 9月 に 採 取 し た 試 料 の 判 別 を 行 っ て も 、 樹 種 の 判 別 は 可 能 で あ っ た （ 図 9） 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

実 施 例 ４

　 苗 木 の 脂 肪 酸 組 成 に よ る 樹 種 の 判 別 実 験

　 苗 木 の 脂 肪 酸 組 成 の 全 21種 の 脂 肪 酸 組 成 の 値 （ mol%） 判 別 分 析 で は 、 成 木 に 比 べ て p値

は 高 い が 、 9つ の 脂 肪 酸 14Me-16:0、 16： 0、 32： 0、 16： 1、 24： 0、 22： 0、 18： 0、 14： 0

お よ び 17： 0の 組 成 を 取 り 入 れ る こ と で 、 判 別 は 可 能 で あ っ た （ 図 10） 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 も っ と も 誤 判 別 率 が 低 く な る よ う な 脂 肪 酸 を 選 択 し て い く と 、 以 下 の 表 の 9つ の 脂 肪 酸

に よ っ て 誤 判 別 率 を 0に す る こ と が 可 能 で あ る （ こ の こ と は 図 10の み で は わ か ら な い 。 ）

。

【 ０ ０ ５ ６ 】

【 表 ３ 】

※ 14Me-16:0の み 選 択 し た 場 合 は 誤 判 別 率 が 30％ だ が 、 16:0、 32:0、 … 17:0ま で の 脂 肪 酸

を 追 加 す る と 誤 判 別 率 が 0に な る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 脂 肪 酸 含 有 率 に よ る 樹 種 の 判 別 を 行 っ た 。

脂 肪 酸 14:0、 16:0、 16:3、 14Me-16:0、 17:0、 18:0、 18:1、 18:3の 8種 類 を 選 択 し た 場 合 の

結 果 を 図 11に 示 す 。 誤 判 別 率 は 6.7％ で あ っ た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 上 記 図 8～ 11は 、 統 計 解 析 ソ フ ト を 使 用 し て 判 別 分 析 を 行 う こ と に よ り 、 グ イ マ ツ 、 カ

ラ マ ツ 、 F 1 の 各 個 体 の 21種 の 脂 肪 酸 組 成 の 値 （ mol%） を 基 に 、 正 準 変 量 の 散 布 図 （ グ イ マ

ツ 、 カ ラ マ ツ 、 F 1 の 各 群 の 組 み 合 わ せ か ら 判 別 関 数 を 求 め 、 そ れ ら を 主 成 分 分 析 し た も の

） を 描 い た も の で あ る 。 図 中 の 円 は 多 変 量 平 均 の 95％ 信 頼 区 間 を 表 す 。 有 意 な 差 が あ る 群

で は 円 は 重 な ら な い 。 し た が っ て 、 図 6～ 8で は す べ て 円 が 重 な っ て お ら ず 、 有 意 な 結 果 が

得 ら れ た 、 す な わ ち 樹 種 が 判 別 で き て い る こ と に な る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 は 林 産 分 野 に 有 用 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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