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持続可能生存圏開拓診断(DASH)/森 林バイオマス評価分析システム

(FBAS)全 国国際共同利用専門委員会

1.共 同利用施設および活動の概要

人類が持続的生存を維持するためには、太陽エネルギーによる再生可能な植物資源 によ

って、食糧生産 、資源確保 、エネル ギー供給を支 えるシステ ムを構築す ることが、世界的

な緊急課題 となっている。 また地球環境 の保全 のためには、植物 を中心 として、それ を取

り巻 く大気、土壌、昆虫、微生物な ど様 々な要素の相互作用、すなわち生態系のネ ッ トワ

ークを正 しく理解することも必要である
。 これ らは当研究所の ミッシ ョン1、4、 お よび

アカシアプロジェク トに密接 にかかわっている。そ して、環境修復、持続的森林バイオマ

ス生産、バイオエネル ギー生産、高強度 ・高耐久性木質生産な どを最終 目標 として、種々

の有用遺伝子機能の検証 と並び、樹木を含む様々な形質転換植物が作成 されている。

こ うした研究 を支援す るため、平成19年 度の京都大学概算要求(特 別支援事業 ・教育研

究等設備)に おいて、生存圏研究所は生態学研 究センター と共同で 「DASHシ ステム」を申

請 し、 これが認 め られて生存圏研究所に設置 された。本システムは、樹木 を含む様 々な植

物 の成長制御 、共生微生物 と植物の相互作用、ス トレス耐性な ど植物の生理機能の解析を

行 な うとともに、植物 の分子育種を通 じ、有用生物資源の開発を行な うものである。一方、

平成18年 度 よ り全国共同利用 として運用 してきたFBASは 、前者の分析装置サブシステム

と内容的に重複す るところが多い ことか ら平成20年 度 よ りDASHシ ステムと協調的に統合

し、一つの全 国 ・国際共 同利用 として運用することとした。後者 は複雑な木質バイオマス、

特に リグニンおよび関連化合物 を中心 として、細胞 レベルか ら分子 レベル にいた るまで正

確 に評価分析する、分析手法の提供 をベース とした共 同利用研究である。

本 システムを構成する主要な機器 と分析手法は以下の通 りである。

主要機器

・DASH植 物育成サブシステム

組換 え植物育成用(8温 室+1培 養室+1準 備処理作業室)[図A]

大型の組換え樹木 にも対応(温 室の最大高 さ6.9m)

・DASH分 析装置サブシステム

1)代 謝産物分析装置LCMS-IT-TOF1台[図C]

2)植 物揮発性成分分析装置GC-MS2台[図B]

3)土 壌成分分析装置 ライシメー タ2台[図D]
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図:DASH/FBAS構 成機 器(抜 粋)

・FBASと して共同利用に供す る設備

四重極型ガスクロマ トグラフ質量分析装置

高分解能二重収束ガスクロマ トグラフ質量分析装置[図E]

四重極型液体 クロマ トグラフ質量分析装置[図F]

ニ トロベ ンゼ ン酸化反応装置

その他の装置

核磁気共鳴吸収分光装置

透過型電子顕微鏡

主な分析手法

チオアシ ドリシス、ニ トロベンゼン酸化分解(リ グニン化学構造分析)

クラー ソンリグニン法、アセチルブロマイ ド法(リ グニ ン定量分析)
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2.共 同利用研究の成果

共同利用研究の成果の代表的な例 として、本年度は遺伝子組み換えユーカ リに関す る共同

利用(学 外)と 、遺伝子組み換 えダイズを用いた機能性物質生産に関す る共同利用(所 外)

の2例 を取 り上げて後に紹介す る。

また共同利用研究活動の中で作成 された修士論文、博士論文の リス ト、共同利用研究の

成果による学術賞および学術論文誌に発表 された論文 リス トは以下の とお りである。

共同利用の研究活動の中で作成 された修士論文(平 成23年 度)

・ミヤ コグサの根粒 における リンゴ酸輸送体LjALMT1の 発現 と機能(菅 智博)

・熱帯樹オオバギのフラボノイ ド・プ レニル基転移酵素の機能解析(清 水 亮)

・イネ種子を用いた有用ペプチ ド大量生産システムの構築(恵 京敦史)

・ダイズ種子 にお ける変異導入型11Sグ ロブ リンの蓄積挙動解析(横 山和典)

・外生菌根菌オオキツネタケの有機酸代謝変動に対す るアル ミニ ウム塩 の効果(小 篠貴

臣)

・褐色腐朽菌オオウズラタケ(弄伽∫オOP3/3ρ∂1〃5オガ3)の シュウ酸生合成 に及 ぼす銅の影

響(久 森弘道)

・盈姦η酌〃3燗7θηη∂θの リグノセル ロース成分 の解析(大 竹雄一郎)

共同利用の研究活動の中で作成 された博士論文(平 成23年 度)

・ホ ップの苦味酸生合成に関わるプ レニル基転移酵素に関す る研究(鶴 丸優介)

共同利用研究の成果による学術賞、及び学術論文誌 に発表 された論文

く学会発表 〉

久森弘道、渡邉知樹、鈴木史朗、大川久美子、酒井温子、吉村 剛、梅澤俊 明、銅耐 性

褐色腐朽菌オオ ウズラタケ(弄伽 ∫オOP3/3ρ∂1〃5オガ3)の シュ ウ酸生合成にお けるオキサ

ロ酢酸加水分解酵素の役割、第62回 日本木材学会大会

山村正臣、大竹雄一郎、野 田壮一郎、服部武文、高部圭司、鈴木史朗、櫻井望、鈴木秀

幸、池正和、徳安健、菊地淳、柴 田大輔、梅澤俊明、魚姦舵加5摺Fθ ηη∂θの リグニ ン

及び関連物質 の基本的性状 と酵素糖化性、第29回 日本植物細胞分子生物学会(福 岡)

大会 ・シンポジウム

野田壮一郎、鈴木史朗、山口雅利 、西窪伸之、櫻井望、服部武文、鈴木秀幸、出村拓、

柴 田大輔、梅澤俊明、RINGfingerタ ンパ ク質ATL54の 機能解析、第29回 日本植物細

胞分子生物学会(福 岡)大 会 ・シンポジ ウム

小柴太一、廣瀬孝江、向井まい、山村正臣、坂本正弘、鈴木史朗、服部武文、梅澤俊 明、

イネにおけるシ リンギル リグニン生合成経路の解 明、第56回 リグニン討論会

山村正臣、大竹雄一郎、野 田壮一郎、服部武文、高部圭司、鈴木史朗、櫻井望、鈴木秀

幸、池正和、徳安健、菊地淳、柴 田大輔、梅澤俊明、エ リアンサスの リグニン及び関

連物質の量 と酵素糖化率の節間間変動解析、 日本農芸化学会2012年 度大会
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小 柴 太 一 、 村 上 真 也 、 向 井 ま い 、 服 部 武 文 、 宮 尾 安 藝 雄 、 廣 近 洋 彦 、 鈴 木 史 朗 、 坂 本 正

弘 、 梅 澤 俊 明 、 イ ネ の 加o㎜ 吻 ゴ(か乃mutantの 解 析 、 植 物 生 理 学 会2012年 度 大 会

横 山 和 典 、 澤 田 真 千 子 、 奥 田 英 子 、 石 本 政 男 、 寺 川 輝 彦 、 内 海 成 、 丸 山 伸 之 、

ダ イ ズ 種 子 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 エ ピ ト ー フ 導゚ 入 型11Sグ ロ ブ リ ン の 蓄 積 挙 動 解

析 、 日 本 農 芸 化 学 会2011年 度 大 会

黒 田 昌 治 、 斉 藤 雄 飛 、 増 村 威 宏 、 長 岡 利 、 高 岩 文 雄 、 内 海 成 、 丸 山 伸 之 、

ダ イ ズ ベ ー タ コ ン グ リ シ ニ ン を 大 量 集 積 し た 組 換 え イ ネ の 作 出 、 日 本 農 芸 化 学 会2011

年 度 大 会

恵 京 敦 史 、 甘 利 芳 樹 、 加 藤 直 樹 、 黒 田 昌 治 、 長 岡 利 、 高 岩 文 雄 、 内 海 成 、 丸 山

伸 之 、 ラ ク トス タ チ ン 高 コ ピ ー 導 入 型 種 子 貯 蔵 タ ン パ ク 質 の イ ネ 種 子 に お け る 集 積 挙

動 、 日 本 農 芸 化 学 会2011年 度 大 会

NaokiKato,YbshikiAmari,AtsushiEkyo,CerroneCabanos,MachikoSawada,EikoOkuda,

TaroMasuda,MasaharuKuroda,SatoshiNagaoka,FumioTakaiwa,ShigeruUtsumi,

NobuyukiMaruyama,Developmentoftransgenicriceaccumulatingalpha'subunitofsoybean

beta-conglycinininalowglutelinmutantofKoshihikari,ricevariety,3rdInternational

SymposiumFrontiersinAgricultureProteomeResearch

MasaomiYamamura,YUichiroOtake,SoichiroNoda,TakefUmiHattori,KeijiTakabe,Shiro

Suzuki,NozomuSakurai,HideyukiSuzuki,MasakazuIke,KenTokuyasu,JunKikuchi,

DaisukeShibata,ToshiakiUmezawa,Characterizationofligninandrelatedcompoundsof

加 傭 加3ア αvθ朋 α8,50thPSNAMeeting,Hawaii,2011.

ToshiakiUmezawa,SafbndriiKomaraRagamustari,TomoyukiNakatsubo,EiichiroOno,Shiro

Suzuki,TakefUmiHattori,StereoselectiveandRegioselectiveControlinLignanBiosynthesis,

2ndIcMRJun,30-Jul,03,2011,Qingdao,china

TaichiKoshiba,NorieHirose,MaiMukai,MasaomiYamamura,MasahiroSakamoto,Shiro

Suzuki,TakefUmiHattori,ToshiakiUmezawa,Syringylligninbiosynthesisinrice(0り2zα

3α'∫vα),3「dInternationalSymposiumofIndonesiaWoodResearchSociety,Y6旬akarta,

Indonesia,Nov3-4,2011

<論 文>

Tsurumaru,Y.,Sasaki,K.,Miyawaki,T.,Uto,Y.,Momma,T.,Umemoto,N.,Momose,M.,and

Yazaki,K.,CharacterizationofHIPT-1,amembrane-boundprenyltransfbraseresponsiblefbr

thebiosynthesisofbitteracidsinhops,Biochem.Biophys.Res.Comun.,417(1):393-398

(2012).

Sugiyama,A.,Linley,PJ.,Sasaki,K.,Kumano,T.,Yamamoto,H.,Shitan,N.,Ohara,K.,

Takanashi,K.,Harada,E.,Hasegawa,H.,Terakawa,T.,Kuzuyama,T.,Yazaki,K.,
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Metabolicengineeringfbrtheproductionofprenylatedpolyphenolsintransgeniclegume

plantsusingbacterialandplantprenyltrans艶rases,Metab.Eng.,13,629-637(2011).

Nakagawa,T.,Kaku,H,Shimada,Y.,Sugiyama,A.,Shimomura,M.,Takanashi,K.,Yazaki,K.,

Aoki,T.,Naoto,S.,Kouchi,H.,Fromdefbnsetosymbiosis:Limitedalterationsinthekinase

domainofLysMreceptor-likekinasesarecrucialfbrevolutionoflegume-1ヒ 傭o伽 〃1

symbiosis,PlantJ.,65(2),169-180(2011).

Sasaki,K.,Tsurumam,Y.,Yamamoto,H.,Yazaki,K.,Molecularcharacterizationofa

membrane-boundprenyltransfbrasespecificfbrisoflavonef沁m3g助orα ガ αvθ3cθη8,J.Biol.

Chem.,286(27),24125-24134(2011).

Shitan,N.,Kamimoto,Y.,Minami,S.,Kubo,M.,Ito,K.,Moriyasu,M.,Yazaki,K.,ATolerance

genefbrprenylatedflavonoidencodes26SproteasomeregulatorysubunitinSophora

flavescens,Biosci.Biotech.Biochem.,75(5),982-984(2011).

Hashimoto,A.,Shimono,K.,Horikawa,Y.,Ichikawa,T.,Wada,M.,Imai,T.,Sugiyama,J.

韓Extractionofcellulose -synthesizingactivityofG1πcoη αcθ'oわαc'θrλy11ηz43by

alkylmaltoside",CarbohydrateResearch,346,no.17,2760-2768,(2011).

Muroi,A.,Ramadana.,NishiharaM.,Yamamoto,M.,Ozawa,R.,takabayashi,J.,Arimura,G.

TheCompositeEffbctofTransgenicPlantVolatilesfbrAcquiredImmunitytoHerbivory

CausedbyInter-PlantCommunications.PLOSONE6(10),e24594(2011)

Shimoda,T.,Nishihara,M.,Ozawa,R.,Takabayashi,J.ArimuraG(2012)Theeffbctof

geneticallyenriched(E)一 β一〇cimeneandtheroleoffloralscentintheattractionofthe

predatorymiteP1壇08θ ∫〃1〃3pθ π3伽 ∫1'5tospidermite-inducedvolatileblendsoftorenia.New

Phytol.,193,1009-1021(2012).

Arimura,G,MuroiA.,NishiharaM.Plant-plant-plantcommunications,mediatedby(E)一 β一

〇cimeneemittedfピomtransgenictobaccoplants,primeindirectdefbnseresponsesoflima

beans.J.PlantInteract.,inpress.

〈 総 説 〉

小 原 一 朗 、 矢 崎 一 史 、 シ ソ 由 来 リ モ ネ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 を 分 子 ツ ー ル に し た ユ ー カ リ オ イ

ル の 代 謝 工 学 、 に お い ・か お り 環 境 学 会 誌,42(4),248-256(2011)

Maruyama,N.,Mikami,B.,Utsumi,S.,Developmentoftransgeniccropstoimprovehuman

healthbyadvancedutilizationofseedstorageproteins,Bioscience,Biotechnology,and

Biochemistry75,823-828(2011)

Hattori,T.,Shimada,M.,Physiologicalrolesfbroxalatemetabolisminwood-rotting

basidiomycetes,AdvancesinChemistryResearch,Vol.14(2012)inpress

〈 著 書 〉
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該当無 し

共同利用研究の成果の例

1)有 用成分 を高効率 ・高生産する組換 え植物作出技術の研 究開発

研究代表者:矢 崎 一史(京 都大学生存圏研究所)

【研究 目的 と意義】イ ソプレノイ ド側鎖 を有するプ レニル化ポ リフェノール(プ レニルフ

ラボノイ ドやプ レニル フェニルプロパン等)は 、抗腫瘍活性、抗NO産 生、抗チ ロシナーゼ

活性等、様 々な生理活性 を有す るものが多い。そのため、機能性食品やサプ リメン トな ど

の応用利用が期待 され、効率的な生産が望まれている。 しか し、 これ らプ レニル化ポ リフ

ェノールは天然に存在する量が小 さいこと、希少植物 を起源 とすることが多い こと等か ら

安定供給が不可能であった。本研究では、放線菌や植物由来のプ レニル化酵素遺伝子 を用

いた独 自の代謝 工学技術により、遺伝子組換 え植物を用いて これ ら生理活性プ レニル化ポ

リフェノール を大量に生合成 ・蓄積する基盤技術 を確立 し、有用物質生産に資す ることを

目的 とした。

【研究成果 】35Sプ ロモー ター制御下で放線菌由来のプ レニル基転移酵素2種 とTP-NovQ(M)、

TP-HypSc、 植物由来のプ レニル基転移酵素N8DTを 発現 させたマイ クロ トムを作出 した。ま

た、E8プ ロモーター制御下でN8DTを 発現 させたマニーメーカーを作出 した。このマニーメ

ーカーの成分の分析は年度末までには終了 しなかったが、 トマ トの綾性品種であるマイク

ロ トムにこれ らを導入 した結果 については、終了 した。 その結果、N8DTを 発現 させたばあ

い、予想通 り8一プ レニルナ リンゲニ ンが生産 されたが、TP-HypScを 発現 させ た トマ トの果

実では、3'一 プ レニルナ リンゲニンが検出 された。 これは本酵素を大腸菌で発現 させた時

に得 られ る化合物(6一 プ レニルナ リンゲニン)と は異なってお り、ホス ト生物種 に依存 し

た生産物特異性 の違いが示唆 された。

プ レニル化酵素蛋 白質の安定性、内在性基質の供給、プ レニル化化合物の蓄積パター ン

を総合的に判断 して、コ ドン改変、プラスチ ド局在、プ ロモーターの選択な ど、プ レニル

化化合物の生産性に寄与できるプ レニル化酵素遺伝子の代謝工学デザイ ンは、ほぼ明確に

す ることができた。これに関 しては、論文 として公表 した(Sugiyama,A.,θ オ∂7.,Metab.

Eng.2011)。 さらに、新たにイ ソフラボンを特異的基質 とする新規のプ レニル化酵素遺伝

子SfG6DTを クララ培養細胞か ら見出 し、論文 として報告 した(Sasaki,K.,θ 詔1.,J.Bio1.

Chem.2011)

2)揮 発性物質 が媒介す る生物間情報ネ ッ トワー クの解 明

研究代表者:高 林 純示(京 都大学生態学研究センター)

【研究 目的 と意義】植物が作 るテルペ ンは、抗病害虫活性 、抗酸化作用 、熱耐性、周囲の

草の成長 を阻害す るア レロパ シー作用、環境適応、生物間相互作用 に役立つ ことが知 られ

る。 中でも、食害を受けた植物の揮発性物質を介 した間接防御システムは、様 々な植物が
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潜在的に持つ能力であ り、害 虫の天敵昆虫(捕 食寄生者)を 誘引 して害虫を退治すること

で害 虫密度抑制の役割を果た している。 また害虫の食害によって誘導 され る揮発性テルペ

ンが植物間のコミュニケーシ ョン、いわゆる 「植物の会話」の情報伝達物質 として も機 能

す ることが知 られ る。従って、テルペ ンを介 した植物 の間接防御 メカニズムに関する研究

は、植 物の防御応答や天敵昆虫を介 した生態系システムを理解 し、環境 にや さしい害 虫防

除技術を開発す る上で不可欠で ある。

本研究では、揮発性テルペンであるオシメンの生合成遺伝子 を恒常的に発現 させた組換

えタバコ、 トレニアを用いて、この組換 え植物が放出する香 り成分が害 虫の活動 を抑制す

る直接 防衛 、お よび害虫を捕食、減少 させ る天敵生物 を誘引す る間接防衛、植物問の相互

作用に与 える影響に注 目した。昆虫の行動解析な どの操作実験 を、DASH(植 物育成サブシ

ステム)シ ステムを用いて解析 ことを 目的 とした。

【研究成果】オシメンの生合成遺伝子を恒常的に発現 させ た組換 え トレニアを用いて、 ト

レニアーハダニ(植 食者)一 カブ リダニ(捕 食性天敵)の 三者 間相互作用系 における組換 え

植物 由来の揮発性物質の影響を解析 した。異なる2ト レニア品種(サ マー ウェーブ(SWB):

7加θ漉 勿伽4α、クラウンミックス:τ プ諏枷 θr∫)を用いて、ハダニ食害によって誘導 され

る揮発性物質の化学分析 を行 った結果、SWB種 のみが食害 に応答 して、カブ リダニを誘 引す

る揮発性物質を放 出した。組換 え植物か ら放出 され るオシメンは、単独 ではカブ リダニを

誘 引する能力はない ものの、ハダニに加害 されたSWB種 か ら放 出され る揮発性物質 と混 ざ

ることで、誘 引効果を促進 した。 しか も、その促進効果は花卉植物である トレニアの花の

香 りが混 ざった場合には完全 に阻害 されるが、花の香 り自身 にはカブ リダニの忌避効果は

無い ことも見出 された。

さらに、植物育成サブシステム内での遺伝子組換え植物の有用性の評価を 目指 した組換

えタバコを用いた研究では、 これまで報告のない3植 物者間による植物一植物一植物問 コ

ミュニケーシ ョンの発見につながった。室内 と温室 レベルで得 られた本研 究の結果は、組

換 え植物か ら放 出され る揮発性物質の生態系相互作用 にお ける複雑な作用を示唆す るもの

で、今後の天敵を介 した害虫防除技術を開発 に資す るもので ある。 これ らに関 しては、論

文にま とめて投稿 した(Muroiθ オ∂7.,PLoSOne,2011;Shimoda窃 ∂7.,NewPhyto1.,2011;

Arimuraθ オ∂」1.,J.PlantInteract.,inpress)。

3.共 同利用状況

平成17年 度か ら21年 度 に渡って共同利用状況については以下の通 りである。本全国共

同利用設備 は、平成18年 度 と19年 度FBASと して共同利用 を開始 した。その後平成19年

度 の京都大学概算要求にてDASHの 設置が認め られ た。 内容的に両者で重複す る部分が多か

ったため、平成20年 度か らは両者を融合 してDASH/FBASと して全国共同利用 の運用を して

いる。
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表1:DASH/FBASの 利用状況

平成17年 平成18年 平成19年 平成20年 平成21年 平成22年 平成23年

FBASFBASDASH/FBASDASH/FBASDASH/FBASDASH/FBAS

共同利用者9586

数(延 べ人254597129(学 内68(学 内58

数)**学 外27)学 外28)

*:共 同利用者数は各課題の研究代表者と研究協力者の延べ人数

4.専 門委 員会の 構成 及 び開催 状況(平 成23年 度)(18名)

平 成24年1月 現 在 の専 門委員 会 を構成 す る委員 名 ・所属 先 は以 下 の通 りで あ る。

矢暗 一史(生 存 圏研 究 所 ・委員 長)、 西谷 和彦(東 北 大学 大学 院)、 村 中俊 哉(大 阪大 学

大学 院)、 重 岡成(近 畿大 学)、 太 田大策(大 阪府 立 大学 大学 院)、 松 井健 二(山 口大 学

大学 院)、 柴 田大 輔(財 団法 人 かず さDNA研 究所)、 明石 良(宮 崎 大学)、 青木 俊夫(日

本 大 学)、 河合 真吾(静 岡大学)、 高林 純示(生 態学研 究 セ ン ター)、 大 串孝 之(生 態 学研

究セ ンター)、 塩谷 雅 人(生 存 圏研 究所)、 渡 邊 隆司(生 存 圏研 究所)、 梅 澤俊 明(生 存 圏研

究所)、 山川 宏(生 存圏研 究所)、 黒 田宏 之(生 存 圏研 究 所)、 今井 友也(生 存 圏研 究所)

平 成23年 度 の 専門委 員会 は、共 同利用 申請 課題 の審 査 、採択 に関 して、 メール 会議 にて

開催 した。 主 な 開催 日は以 下 の通 りで あ る。

平成23年4月15日 植 物培養 室 の運 用 につ いて

平成24年1月31日 申請研 究課題 の審査 依頼

5.特 記 事項

この年 度 の特記 事項 と して 、DASH分 析 サ ブ システ ム のLC-ITTOFに つ い て、3年 に1

回必 要 とされ る大 掛 か りな メンテ ナ ンス を行 った こ とが上 げ られ る。 この分 析機器 のスペ

ック を維 持す るため には 、3年 に1回 、 ター ボ ポ ンプ等 の一斉 交換 が必 要 とされ 、毎 年 定

額 では賄 えない維 持管 理上 の 問題 があ る。 幸 い に、他 に大 きな トラブル が なか った こ とに

加 え、全 所 的な理解 とサ ポー トが得 られ た た め、必要 とされ る メンテナ ンス を行 うこ とが

で きた。 次 は3年 後 に向 けて の対策 が必 要 とな る。

第 二 に、耐震 改 修 の第4工 区が完 成 した こ とを受 け、全 国共 同利 用対 応 と してDASH植

物 育成 サブ システ ム の拡充 を 目的 に、本館 北 等 に植 物 培養 室(N565)を 設 置 した。 こち ら

はDASH温 室側 に設置 して あ る植物 培養 室 とは異 なっ た運用方 法 を考 えてい る。

そ の他 の事 項 と しては 、樹 木 用 の温室D室 に足掛 け3年 間遺 伝 子組 換 えユー カ リを育成

してい たプ ロジ ェ ク トが終 わ り、今 年度 か らは遺伝 子組 み 換 えポ プ ラを育成 す る新規 プ ロ

ジェ ク トを採 択 した。DASH温 室 の最 も大 きな特徴 とも言 うべ きD室 の外観 が これ に よ り

変 わっ た。
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