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略語

ACP：acyl　carrier　pro七ein

ASニアシルステロ・一ル

ASG：アシルステリルグリコシド

BHT：butylated　hydroxytoluene

BSA：ウシ血清アルブミン

CDP：copalyl　diphosphate

CDP－DG：cytidine－5’－diphospha七e一ジアシルグリセロール

CMH：セラミドモノヘキソシド

CTAB法：cetyltrimethylammonium　bromide法

CTP：cytidine－5’－triphospha七e

DG：ジアシルグリセロール

DGDG：ジ・ガラクトシルジアシルグリセロール

DMADP：dimethylallyl　diphospha七e

dNTP：deoxyribonucleotide　triphosphate

F1：Larix　gm　e7inii　var．　iaponica　Pilg．×Larix　ka　e・mpferi（］lamb・）Carr・

FDP：farnesyl　diphosphate

FS：遊離ステロール

GC．MS：ガスクロマトグラフ質量分析計

GDP：geranLy1（liphospha七e

GGDP：geranylgeranyl　diphosphate

GL：糖脂質

G3－P：グリセロール3リン酸



HPLC．：高速液体クロマトグラフィー

IDP：isopen七enyl　diphosphate

LPA：リゾホスファチジン酸

MGDG：モノガラクトシルジアシルグリセロール

MVA：メバロン酸

NMR：核磁気共鳴

NpABOI：ATP　binding　cassette　transporter

PA：ボスファチジン酸

PC：ホスファチジルコリン

PCR－RFL，P　：polymerase　chain　reaction－restriction　fragment　length

　　　　　　polymorphism

PE：ホスファチジルエタノールアミン

PG：ホスファチジルグリセロール

PI：ホスファチジルイノシトール

P］1：中性リン脂質

rbeL：the　large　subunit　of　ribulose　bisphosphate　carboxylase

SG：ステリルグルコシド

SQDG：スルフォキノボシルジアシルグリセロール

TAE緩衝液：Tris－acetate－EDTA緩衝液

TIC：total　ion　chroma七〇gram

TLC：薄層クロマトグラフィー

12：0：ラウリン酸

14：0：ミリスチン酸

ユ6：0：パルミチン酸



16：1：パルミトレイン酸

16：3：ヘキサデカトリエン酸

br－17：0：14一メチルパルミチン酸

17：0：ヘプタデカン酸

18：0：ステアリン酸

18：1：オレイン酸

18：2：リノール酸

18：3：リノレン酸

20：0：アラキジン酸

20：3：イコサトリエン酸

22：0：ベヘン酸

23：01トリコサン酸

24：0：リグノセリン酸

25：0：ペンタコサン酸

26：0：ヘキサコサン酸

28：0：オクタコサン酸

30：0：トリアコンタン酸

32：01ドトリアコンタン酸



1．緒言

　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1）。日本には、ニホンカ

ラマツ（Lan’x　ka　en7pleri（］lamb．）Carr．，以下カラマツ）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、東及び北日本においても成長が

よい2）。そのため、日本の北に位置する北海道において重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（Clethrionomys

rufoean　us　bedfordia　e　Thomas）による苗木や樹幹の下部への食害は、深刻な問

題であり3・4）、その防除費は年間2～4億円に上る（Fig．1）5～14）。一方、サハリン

及びクリル諸島南部に分布するグイマツ（La亘x鋼θヱ加ガvaL／aponiea　Pilg．）

は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Fi（L．　gme、liniV　var．　iaponiea　Pilg．　x　L．

kaemapfen’ iLamb．）Carr．，以下F1）はグイマッの長所である材質15）、耐そ性16・

1ηを保持し、成長速度18・19）の部分ではカラマツよりも優れていることから、

北海道における有望な造林樹種と考えられている。特に近年では、地球温暖化

防止対策として森林・林業の役割への期待が高まっており、優れた育林種苗が

求められている。F1に関しては炭素固定能の優れた家系の選抜が行われている

ことから20・・21）、今後さらに需要が高まると予想される。

　F1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ッから採取される。採取された種子にはF1

の種子とともにグイマッの種子が混在しているが、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

一1一



Φ

L

廿
Φ

口

‘E

口

｛ha｝

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

口・

…’二

ロP己li義竃翼

泊覧i竃爵

翼覧懸恒、」‖1

墾嚢藁蔑、び舞髪

嚢濠馨蓼蓑婆蠕

藁肇鐸

競口
a．［；

P竃：ぴ慈一一’．

ヨ1
E藻議肇蟹iぷ：

；・

C’

r三

§認 鑛 霞

（￥millions｝

　　400

　　350

1997‘98　‘99　2000‘01　‘02　‘03　‘04　sO5　‘06

300

250

200

150

100

50

0

「
Φ

＜
Φ

tt．

o
コ

o
o

エ
切

Year

Fig．　le　Yearly　Change　in　the　Damaged　Area　and

Preventi。n　C・sts　by　the　V・le　in　H・kkaid・．5’‘14）

　　　●and園indicate　damaged　area　and　prevention

　costs　，　respectively．

．2一



からF，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18）、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

るいは新たな雑種識別法の確立が期待されている。森口ら22，23）と来田ら24）は、

分子マーカーを用いたFl苗の識別法を報告しているが、　DNAマーカーは交雑

種の判別に有効なツールである一方、DNA抽出や分析には時間やコストがかか

ることが指摘されている25）。近年、農業分野では、近赤外分光法が糖度や水分

の測定に実用化されている。試料を非破壊的に分析できる分光光度法を苗木の

判別に利用することができれば、簡便・迅速・低コストの苗木生産が可能にな

る。

　北海道では、これまでにグイマツ、カラマツ及びそれらのF1の精英樹を選抜

してきた。しかし、これらの樹種の樹種特性と化学成分の関連性及び化学成分

の育種的遺伝特性に関する研究は少ない。グイマツ、カラマツ及びF、の抽出物

に関しては、耐そ性の観点から幾つかの報告がある26”31）。助野ら30）はジテル

ペン、特に1arixolと13－epimanoo1に耐そ性があることを報告している。林ら

28）は樹皮のエーテル抽出物含有量がグイマツ×グイマツに多く、カラマツ×カ

ラマツには少ないこと、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エーテル抽出物含有量は家系問

で大きく異なり、遺伝的影響を受けていると述べている。また、関ら32）はグイ

マツとカラマツの種内及び種間交配家系において、樹皮中のジテルペン含有量

が異なることを報告している。

　樹木の判別に関する研究は、ジテルペンの組成や含有量を基にした天然スギ

の地理的差異33）、Th　Ul’oρsis　do／abra　ta　var．　hon　daθにおける健全木と羅病木の

判別34）、、臨ロ宮ρ垣a討θτにおける精英樹の判別35）、モノテルペンとセスキテル
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ペン組成を基にした乃泣5ゐm亙∂（Ten）、　Pin　us　halep　en　sis（Ten）及びそれらの

交雑種の判別36）に関して行われている。しかしながら、苗木の化学成分を基に

した雑種の判別に関する研究はほとんど行われていない。そこで、著者は針葉

樹の樹種特性と化学成分との関連性を明らかにすることを目的として、北海道

産針葉樹であるグイマツ雑種F1交配家系に含まれる脂質関連物質と樹種特性の

関連性について研究を行った。

　本研究では特にグイマツ、カラマツ及びF1の成木及びグイマツとF1の苗木

の化学成分について調べ、さらに、それら化学成分を基にしたF1苗の判別の可

能性を多変量解析により検討した。化学成分としては、樹種問の含有量に違い

が報告されているジテルペンのほか、ジテルペンと同様にメバロン酸から生合

成されるステロール（Fig．2）、並びにステロールと同様に脂質である脂肪酸に着

目した。これらジテルペン、ステロール及び脂肪酸は、植物の代謝経路におい

て、解糖系に由来するアセチルCoAから生合成される（Fig．2）。そこで、本研

究では、第1工章でジテルペン組成について、第皿章で脂肪酸組成について、第

IV章でステロール組成について分析し、それらによる樹種の判別の可能性を検

討した37・・38）。第IV章ではさらに、カラマツカルスを用いて培地へのメバロン酸

添加実験を行い、カルス内におけるステロールの挙動を検討した39）。

一4・



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sugars
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tGiy・・ly・i・

n：ty1－C・A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（i）　H・

　　　　　　　　　　　　　HOCH2CH2CCH2COOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH

　　　　　　　　　　　　　　　Mevalonic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　C。，十3　ATP

C5㊥㊥一・　cH・ll二H・一㊥㊥一・cH・cH三：1：

　　　　　　　　　　　　　　　　　H蕊㊦

　CiO
　　　　　　　　　　　　　　Geranyl　diphosphate（GDP）
　　　　　　　　　　　　　　　　　IDpS

　　　　　　　　　　　　　　　　　H3cCH20一㊥㊥

C、5　　　　1、CH3
　　　　　　　　　　1D鴎1㌫一蕊：㍗

　　　　　　　〔†丸㊥㊥　T”iterienes

　　　　　　H3ccH3　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sterols
C20
　　　Geranylgeranyl　diphosphate（GGDP）

　　Diterpene

Fig．　2．　Origin・f　the　Terpen・id　Classes　in　Plants　4°）

　　　　　　　　　　　　　　　－5一



ll　．グィマッ雑種F1人工交配家系におけるジテルペンの遺伝特性並びにそれら

　による樹種判別

　林ら28）及び関ら32）は、グイマツとカラマツの種内及び種間交配家系では樹

皮中のジテルペン含有量が異なることを指摘している。このことは、ジテルペ

ン含有量が遺伝的に樹種間で異なることを示唆していると考えられる。そこで、

著者はグイマツ、カラマツ及びそれらの人工交配雑種Flの判別においてジテル

ペン含有量が有効な指標になると考え、ジテルペン含有量による樹種の判別方

法を検討した。

　テルペンを基にした樹木の判別に関する研究は、幾つか行われているが33－’36）、

苗木のジテルペン含有量を基にした雑種の判別に関する研究は行われていない。

　第H章ではグイマツ、カラマツ及びそれらの人工交配雑種F1の成木の枝の樹

皮におけるジテルペン組成を調べ、ジテルペンによる判別法を確立した。さら

に、その判別法を用いて、グイマツとカラマツの雑種採種園産種苗の雑種判別

を行い、苗木判別における有効性を検討した37）。
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実験方法

1．材料

　成木の試料採取は2005年9月に北海道立林業試験場（北海道美唄市；43°28’N，

141e88’E）で行った（Fig．3）。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）及び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、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。

　一方、実生の試料は、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から得られた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

グイマッから自然交配種子を採取し、得られた種子を2005年5月に林業試験場

苗畑に母樹別に播種した（Fig、4）。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月上旬に少量の葉を用いてDNA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）由来のユ母樹あたりグイマッ個体が24～26個体、雑種個体

が6～25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

樹皮及び葉を使用した。

2．DNAマーカーによる苗木の雑種判別

　森口ら23）の方法に従って、葉緑体DNAのrbeL領域をUプライマー41）で増

幅し、増幅断片を制限酵素Taqlで消化したPCR－RFLPマーカーU－　Ta　qlを用
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Fig．3．　The　Adult　Trees　of　L　a　rix　gme〃η〃var．

　∫aρonica　Pilg．　（Left）　and　L．　g／77e〃nii　var．

　∫aρonica　Pil9．　x　L．　kaempfer∫（Lamb・）Carr・

　（Right）．
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Fig．4．　The　Seedlings　of　L　a　rix　gme〃nii　var．

　Jaρonica　Pilg．　and　L・　gme”n”　var・ノaρoη∫ca

　Pilg．×L．　kaemρferi（Lamb・）Carr・
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いて、あらかじめ苗木の雑種判別を行った。

　全DNAはCTAB法42）により、苗木の新葉から抽出した。　PCRの増幅は、

20m皿ol／l　Tris－HCI（pH　8．0）、50　nmol／l　KCI、2mmo1∫1　MgCl2、0．3　mmo1／1各

dNTP、0．3μlno1のプライマー∬、30　ngの鋳型DNA、2．5　unitのTaq

polymerase（Promega社製）を含む25μ1の反応系で、94℃で6分間の後、94℃

45秒、55℃45秒、70℃3分30秒を35サイクル、72℃10分でGeneAmp　PCR

System（model　9700，　Applied　Biosystems社製）を使用して行った。

　PCRで得られた増幅産物のうち、10μ1を用いて、エチジウムブロマイドを

含む2％（w／v）アガロースゲル（TAE緩衝液）で電気泳動を行い、　UVトランス

ィルミネーターで増幅確認を行った。増幅確認後、残りの15μ1のPCR産物

を制限酵素Ta　qlを用いて消化した。制限酵素処理は、15μ1のPCR産物に1．7

μ1の10×制限酵素バッファー（Promega社製）、5Uの制限酵素Tagl、0．17μ

1のBovine　Serum　Albumin（BSA）を加え、65℃で2時間行った。制限酵素処

理後、増幅確認時と同様の方法で電気泳動を行い、多型を検出した。

3．ジテルペンの分析

　標準のabietic　acidとdehydroabietic　acidは和光純薬工業社から、　neoabietic

acid及びisopimaric　acidはそれぞれSigma社とHelix　Biotech社から購入し、

適宜シリカゲルクロマトグラフィー及び再結晶により精製した。13－epimanool、

larixol、　larixy1　acetate、13－epitorulosyl　acetate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・それらの構造｝まGC・MS（JMS：60°Hi日本電子

社製）及びNMR（JNM－AL400，日本電子社製）により確認した（関，未発表）。

　ジテルペンの抽出は、Hanssonら43）の方法に従って行った。ホモジナイザー
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（（株）日本精機製作所製）により樹皮及び葉を液体窒素中で粉砕し、凍結乾燥した。

内部標準として400μ9及び50μ9のheptadecanoic　acid（Aldrich社製）を含

む2mlの石油工一テルージエチルエーテル（1：1，　v／v）を100皿9の樹皮及び葉粉

末にそれぞれ加え、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（JMS－600H，日本電子社製）を用い、　DB－1MS（30　m×0．25　mm

i．d．，　film七hickness　O．25　pm；Agilent社製）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70eVとした。ピークの同定は標品の保持時間及び

マススペクトルとの比較により行い（Table　1）、定量は検量線法により行った。

分析は3回行い、平均値と標準偏差を示した。

4．統計解析

　グイマツ、カラマツ及びF1間のジテルペン含有量の多重比較は

Tukey－KramerのHSD検定（、P〈O．05）により行った。また、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、線形判別分析を行った。以上の統計

解析にはJMP　5．O．IJ（SAS　Institute社製）を使用した。
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丁able　1． Characteristic　MS　Fragments　of　Diterpenes

Diterpene RTa（min） Characteristic　fragment（m／z，　relative　intensity（％））

t

H
悼

13－Epimanool

Larixol

lsopimaric　acid　methyl　ester

Dehydroabietic　acid　methyl　ester

Larixyl　acetate

Abietic　acid　methyl　ester

13－Epitorulosyl　acetate

Neoabietic　acid　methyl　ester

9．34

12．33

13．12

13．41

14．14

14．31

15．17

15．22

55（37），69（44），81（72），137（100），257（57），272（［M－H20］’，30）

69（100），71　（44），153（59），195（1），255（38），270｛28），273（26），
288（［M－H20］’，27）

241（100），257（76），287（23），301｛24），316（M＋，65）

239（100），255（7），299（26），314（M＋，18）

71（37），153（100），195（16），255（65），270（43），273（9），

288（［M－H20－CH3CO］＋，13）

241（52），256（100），301（7｝，316（M＋，96）

81　（53），135（100），i61　（22），257（50），270（13），302（12），315（10），
330（［M－H20］＋，17）

135（tOO），148（26），181（16），257（12），3i6（M＋，74）

aRetention　times：DB－1MS　cap川ary
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

5°C／min．

columr1；column　temperature，　programmed　from　170°C　to　266°C　at



実験結果

1．DNAマーカーによる雑種判別

　マッ科では、葉緑体は父性遺伝、ミトコンドリアは母性遺伝するため44““47）、

グイマツとカラマツを識別する葉緑体とミトコンドリアのPCR－RFLPマーカ

ーを使用すれば、グイマツとF1を明確に判別することができる。そこで、

PCR－RFLPマーカーU－　Ta　qlを用いてグイマツ及びカラマツのクローンの遺伝

多型を検出した（Fig．5）。その結果、グィマツでは約500　bpに、カラマッでは

約650bpに種特異的なフラグメントが検出することができ、花粉親の判別が可

能なことが示された。

2．成木のジテルペン組成

　樹皮の石油工一テル・ジエチルエーテル抽出物のメチル化物をGC－MSに供し

た結果をFig．6に示す。ジテルペンとして13－epimanool、lar2xo1、　larixy1　acetate、

13－epitorulosyl　acetate、　isopimaric　acid、　abietic　acid、　dehydroabietic　acid

及びneoabietic　acidの8種が認められた（Fig．7）。各樹皮のジテルペン組成及

び含量の平均値をTable　2に示す。グイマッでは2クローンに共通して50％以

上のジテルペンをlarixolが占め、それにabie七ic　acidが続いた。カラマツでは

abie七ic　acidが50％以上を占め、次にdehydroabietic　acidが多かった。2家系

のF1ではそれぞれlarixo1またはabietic　acidが最も多かったが、それらの割

合は両親であるグイマツとカラマツの間に位置していた。これらのジテルペン

を1abdane型（13・epimanooユ，　larixo1，1arixyl　acetate，13－epitorulosyl　acetate）・

pimarane型（isopimaric　acid）及びabietane型（abietic　acid，　dehydroabietic

acid，　neoabietic　acid）ジテルペンの3種に分類すると（Fig．7）、グイマツでは

．13一



500bp

1 2 3 4 5 6 7 8

Lgme〃nii　var．　japonica L．kaemp　fe　ri

Fig．5．　Species　Diagnostic　Polymorphisms　of　the　cpDNA〃－7＝aql

　　Markers　in　Both　Lar∫x　Species　Revealed　by　Electrophoretic

　　Separation　in　a　2％Agarose　Gel（Modified　from　Moriguchi　et　a1．，

　　200823））．

　　　Lanes　1－4　and　5－8　represent　L．　gme〃nii　var．∫aρoη／ca　and∠一・

　　kaemρferi　individuals，　respective｜y．　The　molecular　weight　marker

　　to　the　left　is　a　100－base　ladder．
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3

10 12 14

sg　Tlc

16（min）

Fig．6．　Total　lon　Chromatogram　of　Diterpenes　from　Larch　Fl

　Hybrid　Bark（Toyooka　111　x　Tokachi　35）．

　　　Peaks　1，2，3，4，5，6，7，8，　and　g　correspond　to

　　heptadecanoic　acid　methyl　ester（intema］standard），

　　13－epimanool，　larixol，　isopimaric　acid　methyl　ester，

　　dehydroabietic　acid　methyl　ester，　larixyl　acetate，　abietic　acid

　　methyl　ester，13－epitorulosyl　acetate，　and　neoabietic　acid

　　methyl　ester，　respectively．
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　　　　AcO

13－Epitorulosyl　acetate

　　℃OOH

Abietic　acid Dehyd　roabietic　acid

　　　COOH

Neoabietic　acid

　　　Pimarane

　　　　　　　　　　　　　　　・11・

　　　　　　　　COOH

　　　　　lsopimaric　acid

Fig．7．　Structures　of　Three　Types　of　Diterpenes　in　the　Bark・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．16一
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Tabte　2． Diterpene　Compositions（mo1％±S．D．）and　Contents　in　the　Bark　of　Adult　Tree　Branches

Diterpene Toyooka　111family Kabaoka　168　family

Lgmelinii　a’　c Flb，d L．kaemρferi　e Lgme〃η1∫a・f FIb，e Lkaemρferi　e

t3－Epimanool

Larixol

Larixyl　acetate

13－Epitorulosyl　acetate

lsopimaric　acid

Abietic　acid

Dehydroabietic　acid

Neoabietic　acid

9．0±1．9

55．3±4．9

7．5±0．8

0．0±0，0

6．1±0．5

13．9±2．2

3．6±2．4

4．7±1．2

　8．5±4．0

26．1±14．0

　6．2±1．S

10．4±8．7

　9．0±2．0

23．8±8．1

11．9±4．6

　4，1±1．3

　3．4±1．1

　3．2±1．8

　5，1±1．3

　　　tr．　h

　9．3土1．3

52．0±10．1

20．1±7．9

　7．0土1．0

7．4±1．6

52．3±4．0

9，3±1．4

0．0±0．0

4．7±0．6

i5．3±3．0

4．7±1．6

6．3土2，2

4．1土0．7

15．7±7、9

6．2±2．8

5．5±8．1

9．7±i，1

32．6±5．4

16．8±5．8

9，4±2．3

2．7±0．3

3．5±0．8

8．9±0．6

4．5士0．7

1．7±1．i

58．5±4．6

13．6±2．5

6．6±0．8

Labdane　type　g

Pimarane　type　g

Abietane　type　g

344．0±50．3A

　29．2±4．4A

108．0±31．4A

98．2±58．oB

15．3±4．7B

70．7±29、oA

i2．6±6．4　c

9．7±4．4B

88．0±47．8A

333．3±92．6A

　22．0±1．gA

124．3±102AB

47．9±18．7B

14．1土2．6B

86．5圭20．2B

20．7±6．5B

14．8±2．3B

131．3±27．5A

Total　diterpenes　g 481．2±78．3A　　184．2±88．3　B　　110．3±58．4　B 479．6±104．7A　148．5±37．4　B 166．8士34．4B

Means土S．D．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer

HSD　test（P＜0．05）．　　　　　、

a」L．gmel’nii　var．ノapon’ca　Pilg．

bL．　gme〃nli　var．∫aρoη∫ca　Pilg．　x　L．　kaemp　fe　ri（Lamb．）Carr、

cn＝4，dn＝6，en＝5，fn＝2，

9nmoVbark　mg．
hく0．1％．



1abdane型が約70％、カラマツではabietane型が約80％を占めていた。一方、

2家系のF1では、labdane型が51％と32％、abietane型が40％と59％であり、

これらの数値はそれらの両親の中間であった。

　総ジテルペン含有量は、豊岡及び樺岡両家系においてF1（184．2及び148．5

nmol／bark　mg）がグイマツ（それぞれ481．2及び479．6　nmolfbark　mg）よりも

有意に低かった（Tukey－Kramer　HSD　test，　P〈O．05）（Table　2）。

　葉では、13－epitorulosyl　acetateを除く7種のジテルペンが認められた（Table

3）。グイマッは、Flとカラマツに比べ1arixo1含有率が有意に高かったが、樹皮

に見られたような傾向は3樹種間に認められなかった。葉の総ジテルペン含有

量は2～6nmo1！leaf　mgであ．り、樹皮に比べて顕著に少なかった。

3．ジテルペン含有量による成木の樹種判別

　4ラメットの豊岡111、5ラメットの十勝35、6個体の豊岡111×十勝35、

2ラメットの樺岡168、5ラメットの十勝16及び5個体の樺岡168×十勝16

の全27個体の樹皮に含まれる8種のジテルペン（13－epimanoo1，　larixol，　larixyl

acetate，13－epitorulosyl　acetate，　isopimaric　acid，　abietic　acid，　dehydroabietic

acid及びneoabietic　acid）の含有量を基に線形判別分析を行った結果をFig．8

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。

　葉に含まれる7種のジテルペン（13・epimanool，　larixol，　larixyl　acetate，

isopimaric　acid，　abietic　acid，　dehydroabietic　acid及びneoabietic　acid）の含有

量を基にグイマツ、カラマツ及びF1の3樹種について線形判別分析を行った結

果、この判別分析の誤判別率は7．4％であった（Fig．9）。同様にグイマツとF1
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Table　3， Diterpene　Compositions（mol％±S．D．）and　Contents　in　the　Leaf　of　Adult　Trees

Diterpene
丁oyooka　111family Kabaoka　168　family

Lgme∫∫η〃a’　c Fl’ L．kaemρfer’e Lgme〃η∫∫a’ F1，° L．kaemρferi日

13－Epimanool

Larixol

Larixyl　acetate

lsop［maric　acid

Abietic　acid

Dehydroabietic　acid

Neoabietic　acid

12．6±i．4

47．1±9．1

0．6±1．1

10．5±1、4

12．6±2．1

14．5±2．9

2．2土2．8

9．4±3．3

27．O±6．6

2．1±3．3

14．8±2．3

12．2±2．0

10．8±3．3

23．8±6．0

9．5±1．4

23．0±3，3

5．4±1．0

19．9±2．8

15．2±5．0

12．3±2．8

14．7±4．3

7．8±0．2

35．8±5．7

0．0±0．0

19．2±2．4

13．0±0．3

15．0±1．0

9，2±2．8

7．1±1．2

7．1±8．3

0．0±0．0

27．6±4．6

20．2±6．9

21．3±4．1

16．7±10．5

6．8±1．9

6．5±3．0

0．0±0．0

27．8±1．5

18．3±：3．5

38．3土2．5

2，4±1．2

1

」
Φ
1

Labdane　type　g

Pimarane　type　g

Abietane　type　9

1．4±0．4B

O．2±0．1　c

O．7±0．3c

1．5±0．5B

O．5±0．1　B

1．7±0．4B

2．4士0，4A

1．2土O、1　A

2．7±0．6A

2．0±0．1A

O．9±O．3A

1．7±0．5A

0．6±0．5B

O．9：ヒO．3A

1．9土0．6A

0．7土0．2B

1．4土0．3A

3．0土0、gA

Total　diterpenes　g 2．3±0．6c 3．8±0．6B 6．3±0．8A 4．6±0．gA 3．4土1．3A 5．寸±1．4A

Means±S．D．

エValues　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer

HSDtest（P＜0、05）．

aL．　gme〃n∫∫var．∫aponica　F∫il9．

bL．　gme∫in〃var．∫aρoη∫ca　Pilg．　x　L　kaempferi（Lamb．）Carr．

Cn＝4，dη＝6，eη＝5，fη＝2．

9nmol／1eaf　mg．
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Fig．8．　LinearDiscriminant　Analysis　Using　Diterpene　Contents

　　in　the　Branch　Bark　of　Mature　L．　gme〃ni∫var．∫aρonica（G），　L．

　　kaempferi（K），　and　the　F1．

　　　●，x，　and　o　indicate　L．　gmelinii　var．ノaponica，　L．　kaemPfe「’，

　　and　the　F1，　respectively．　The　large　circles　show　the　95％

　　confidence　intervals　of　the　multivariate　means．
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Fig．9．　Linear　Discriminant　Anaiysis　Using　Diterpene　Contents

　　in　the　Leaf　of　Mature　L．　grme〃n’∫var．∫aρonica（G），　L

　kaemρferi（K），　and　the　F1．

　　　●，x，　and　o　indicate　L．　gmelinii　var．∫aρoη∫ca，　L．　kaempferi，

　　and　the　Fl，reSpectively．　The　large　circles　show　the　95％

　　confidence　intervals　of　the　multivariate　means．
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の2樹種について線形判別分析を行ったところ、誤判別率は0％であり、グイマツ

とF1の判別は可能であった（Fig．10）。

4、苗木のジテルペン組成

　苗木の樹皮には13－epimanoo1Jarixo1、13・epitorulosyl　acetate、　isopimaric　acid、

abie七ic　acid、　dehydroabietic　acid及びneoabietic　acidの7種のジテルペンが認め

られたが、Iarixy1　ace七a七eは検出されなかった（Table　4）。グイマツでは成木と同

様にlarixolが最も多く、42～48％であった。　F1ではabietic　acidが36～53％と最

も多く、1arixo1（16～33％）がそれに続いた。グイマツではlabdane型ジテルペン

が51～59％であり、成木（約70％）より少なかった。F1ではabietan、e型が50～

65％を占めた。

　5家系の苗木の枝の樹皮の総ジテルペン含有量は、グイマツではユ41～351

nmo｝／bark　mgで、成木（480～481　nmolAbark　mg）に比べてかなり少なかった

（Table　4）。　Flのジテルペン含有量は110～215　nmoUbark　mgであり、グイマツよ

りも少なかった。

　苗木の葉には13－epimanool、　larixol、13－epi七〇rulosy1　acetate、　isopimaric　acid、

abietic　acid、　dehydエoabietic　acid及びneoabietic　acidの7種のジテルペンが認め

られた（Table　5）。グイマッ及びF1ともにneoabietic　acidが最も多く、前者では

54～68％、後者では52～72％を占めた。そのため、両樹種ともにabietane型ジ

テルペンが64～84％を占めた。

　苗木の葉の総ジテルペン含有量は、両樹種ともに9～15nmomeaf　mgであり・

成木と同様に樹皮よりも顕著に少なかった（Table　5）。
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Table　4． Diterpene　Compositions（mol％±S．D．）and　Contents　in　the　Bark　of　Seedling　Branches

Nakashibetsu　660 Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Kabaeka　455 Rubeshibe　28
Diterpene

Lgme’1η∬a’c Fl　b・d L．　grneliniia’e Flb・d L．・gmetini’ald Fl　b，　f
L．gme伽iia’c Fi　b・9 L．　gmeliniia・C

Fri　b，　h

1

卜◎

Pt
l

13－Epimanool

La目xol

13－Epitorulosy［

ace白te

lsopimaric　acid

Abietic　acid

Dehydroabietic

acid

Neoabietic　acid

13．4±4．3

41．6土8、2

0，1土0．2

11．7±2，0

16．4土8．2

14．2±7．4

2．5±1．7

3．7±2．2

16．0土8．2

0．5±0，7

15．2土3．8

・52．8±11．6

89±　6．9

2．8±1．4

9．7±3，3

41．6±8．8

0．1土03

14．3±3，3

11．2±8．8

19．6±10．7

3．5±　2．0

2．8±1．4

18．0土7．0

0．2±0．4

t4．5土3．9

53．3±10．8

6．4土5．7

4．8士2．9

10．7±3．0

47．9±7，3

0．1±O．2

12．4±1．8

12，9±4．4

13．1‡5．3

2．9±1．4

6．5±4．1

29．6土ゴ0．0

0．5±0．8

12，2士2．6

40．5±10．8

7．3±4．7

3．4±2，5

8．9土2．5

42．2土8．3

0．0土0．d

・　14，0士a5

17．7±10．1

13B±6．6

3，3土2，2

8．1士4．1

25．3±13．7

02土0．4

12．0土4．6

40．5±13．2

11．9±8．9

2．2±1．2

7．5土2，2

47．9土7，5

02±O．8

10．1土2．9

24．2±7，3

7．5±3．5

2．6土1．7

5，6±2．9

33．0±11．6

0，8士2，0

10．9±1．9

36．2土17．5

10．6土9．4

2．9±2．7

Labdane　type　i

Pimarane　typel

Abletane　typei

902土28．5A

18．7±6．OA

52，seo．3　B

　　　　　　　B23．8土11．7

189±11．gA

86．7±60．7A

73．1±27．6A

20．4土7．8A

47．1±14．4B

　　　　　　B22．1±aO

15．4±5．6日

72．5±32．3A

t］5．0±60．2A

23．1±92A

　　　　　　　B53．7土23．i

　　　　　　　B60．0土34．6

20．5±12．4A

85．5±56．4A

　　　　　　　A86．8±36ヨ

48コ±43，1A

46、2士25．oA

　　　　　　　B43．8±28．8

14．3±5．5B

68．9±29．9A

　　　　　　　　A202．1±106．ゴ

　32．5±10．4A

116．1土44．gA

82．1土32．7B

　22．6±8．5A

110．2±68．5A

Total　diterpenesi 159．4±44．OA 129．4±75．3A 140．6±38．3A 110．1±37．8B 191．8土87，2A　　166．0±95．4A 182．0±70．1A 127D±44．7　B 350．7±162．oA 　　　　　　　A214．9土95．7

Means±S．D．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B）within　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSDtest（P＜0・05）・

aL．　gme〃n”var．∫aρonica　Pil9．

bLgmelinii　var．∫aponica　Pilg．　x　L．　kaemρferi（Lamb．）Carr．

cn＝26，dn＝25，en＝24，「n＝15，9n＝11，hn＝6．

inmol／bark　mg．
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Table　5． Diterpene　Compo＄itions（mo1％±S．D．）and　Contents　in　the　Leaf　of　Seedlings

Ditetpene
Nakashibetsu　660 Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Kabaoka　455 Rubeshibe　28

Lgme伽’a’c Fl　b・d L．　gme伽πa，e F1　b・d L．　gmetiniia・d F1　b・f
L．gmeliniia’c Ftb・9 L．gmetiniiaFc F1　b・h

13－Epimanool

Larixol

　13－Epitorueosyl

、ace愴tθ

lsopimaric　acid

Abietic　acid

Dehydroabietic

acid

Neoabietic　acTd

0，2±0．6

5．2±4．6

4．4±14．0

19．3±7．7

8．8±3．7

8．3±4．0

53．9土12．7

0，0±0．1

6，0士5．3

O．5±0．7

27．9±8．8

4．8±3．4

8．9±3．0

51．8±11．1

0．0±0．0

4．9±3．3

0．3土0．3

13．8±3．9

7．0±22

7．7±5．1

66．3±9．7

O．O±O．O

3．7±2．8

O．3±O．2

12．0±5．2

5．2±1．4

6’7±3．8

72．ゴ±8．2

0．2±0．6

1f．2±5．O

0．4土0．6

24．5±7．3

1．9土1．2

6．3±5，0

55．4±12．1

0．0土O．O

9．3±5．0

O．1±O．3

22．4±7．3

1．4±1．3

5．9土3．1

60．9±9，0

0．0±0、2

9．5土3．0

O．1±O．2

14．ゴ士5．5

0．2±O、3

7．7±3，3

68．4±9．1

O．7±1．9

10．7±4．8

0．1±0．2

11”t±4．6

0．2±O．2

5．0±2．0

72．1土8．8

0．2±0．3

10．0±4．4

O．2±0，2

19．7士6．7

O．4±0、4

11．9土6．4

57．5土ゴ1．6

O．O±0．0

9．9±4．6

O．1±O．1

19．9±3．8

0．3土O．3

8，0土2，0

61．8±5．1

Labdane　type　t

Pimarane　type　l

Abietane　typei

1．7土3．1A

2．6±1．oA

10．5±4．7A

0．5±0．5A

2．3±1．oA

5，9：ヒ4．1B

　　　　　　AO．7±0．4

1．9±0．8A

11．3±4．9A

　　　　　　AO．6±0．5

1．7±0．8A

　　　　　　　A12．9±5．1

d．1±0．7A

2．2±O．8A

5．9±1．6A

0．6±0．2日

1．6±0．gB

　　　　　　E4．8±1，6

1．0±0．3A

1、6ヨ：0．gA

8．1土2．3A

1．3士0．7A

ゴ．2±0．5A

8．4土2．7A

1．1土0．5A

　　　　　　A2．2土0．8

7．8±2．6A

1．4±0．6A

　　　　　　A2．4±0．7

　　　　　　A9．0±3．0

Total　diterpenes　i 14．8±6．3A 8．7±4．9B 13．8±5．7A 15．3±5．6A 9．2±2．2A 　　　　　　B6，9士2．1 　　　　　　　AlO．7±2．9 　　　　　　　A10．9±2．8 II．2±3．OA 　　　　　　A12．9士3．8

Means±S．D．

Va［ues　not　sharing　the　same　superscript　letters｛A，　B）within　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSD　test（P＜0．05）・

aL・gmelinii　vqr．ノaponica　Pil9．

bLgmelin’∫var．∫aponica　Pilg，×L．　kaempferi（Lamb．）Carr．

cn＝26，dn＝25，en＝24，「n＝15，9n＝11，hn＝6．

inm・Vleaf　mg．



5，ジテルペン含有量による苗木の樹種判別

　苗木の樹皮に含まれる7種のジテルペン（13・epimanoG1，　larixo1，

13－epitorulosyl　aceta七e，　isopimaric　acid，　abietic　acid，　dehydroabietic　acid及

びneoabietic　acid）の含有量による、各家系のグイマツ及びF1苗木の判別結果

をFig．11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及び留辺蕊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

もほぼグイマツとF1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F1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。

　これら5家系の全個体（グイマツ，127；F1，82）について判別分析を行ったと

ころ（Fig．12）、誤判別率は7．7％であった。このことは、幾つかの家系の苗木

が混在していても、枝の樹皮のジテルペン含有量を分析することにより、非常

に高い確率でF1を判別できることを意味している。

　一方、苗木の葉に含まれる7種のジテルペン（13－epimanool，　larixol，

13・epitorulosyl　acetate，　isopimaric　acid，　abietic　acid，　dehydroabietic　acid及

びneoabietic　acid）の含有量による、各家系のグイマツ及びF1苗木の判別結果

をFig．13に示す。各家系の誤判別率は、中標津660、中標津12L樺岡484・

樺岡455及び留辺蕊28のそれぞれ21．6％、28．6％、22．5％、13．5％、28．1％

であった。

　5家系の全個体（グイマツ，127；F1，82）について判別分析を行ったところ

（Fig．14）、誤判別率は35．4％となり、樹皮と比較してかなり高かった。
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6．ジテルペンタイプの比較

　供試した樹種による1abdane型、　pimaエane型及びabietane型ジテルペンの合

成能を比較するために1abdaneノ（pimarane＋abietane）比を算出したところ

（Table　6）、成木の場合、グイマツでは2．5と2．3で、カラマツでは0．1であり、樹

種間に有意な差が認められた（Tukey－Kramer　HSD　test，、P（O．05）。一方、

abie七ane／pimarane比は、カラマツは9．1と8．9、グイマツでは3．7と5．6であり、

カラマツは有意に高かった（Tukey－Kramer　HSD　test，　RO．05）。また、2家系の

F1にっいては、1abdane／（pimarane＋abietane）比とabietane／pimarane比ともに

それぞれの両親の中間の値であった。

　成木の葉では、2家系ともにlabdane／（pimarane＋abietane）比はグイマツがF1

とカラマッよりも有意に高かったが、abietane／pimarane比は樹種間に差が認めら

れなかった（Table　7）。

　苗木の樹皮のジテルペン組成については、labdane／（pimarane＋abietane）比は

グイマツでは0．9～1．5、Flでは02～0．6、　abietane！pimarane比はグイマツでは

1．0～3，6、F1では42～4．9であり、成木と同様の関係が見られた（Table　8）。

　苗木の葉のlabdane／（pimarane＋abietane）比は樹種間に差がなく、

abietane／pimarane比は樹種間に樹皮のような一定の傾向が認められなかった

（Table　9）。
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Table　6．　Ratios　of　Diterpene　Types　of　Bark　of　Adult　Tree　Branches　a

Ratio　of　diterpene　type
Toyooka　lflfamily Kabaoka　168　family

L．　gmeiinii　b F1° L，kaemρferi L．gme〃nii　b FIc L．kaemρferi

Labdane1（a6ietane＋pimarane）

Abietane／pimarane

2．5　A

3．7B

1．1B

4．6B

0．1c

9．1A

2．3A

5．6B

0．5B

6．1B

0．1c

8．gA

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are　significant［y　different　by　Tukey－Kramer

　HSD　test（P＜0．05）．

aCalculated　based　on　Table　2．

bL．　gme〃η∫∫var、ノaρoη’ca　Pil9．

c・Lgme〃η〃var．∫aρoη∫ca　Pil9．　x　L．　kaemρ　fer’｛Lamb．）Carr．
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Table　7．　RatiOS　Of　Diterpene　Types　of　Adult　Tree　Leaves　a

Ratio　of　diterpene　type
Toyooka　ltlfamily Kabaoka　f68　family

Lgme〃η〃b FIc L’
汲≠?鴻ﾏf。，∫ L．gme〃nii　b Flc L．kaemρfer／

Labdane／（abietane＋pimarane）

Abietane／pimarane

1．6A

2．S　A

0．7B

3．2　A

O．6B

2．2A

0．8A

1．gA

0．2B

2．1A

0．2B

21A
V。1、es　n。t。h。，i。g　th。、a≒。，．p。，sc，ipt．1。tt。，s（A，．B，．C）withi，．each．f。mily。，e　sig，ifi、a，tly．diff。，e，t　by　T。k。y．K，ame「
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Table　8・　Ratios　of　Diterpene　Types　of　Bark　of　Seedling　Branches　a

Nakashibetsu　660 Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Kabaoka　455 Rubeshibe　28
Ratio　of　diterpene　type

L．gmelinii　b　　FI　c Lgmθ伽〃b FIc L，　gmelinii　b　Flc L．gme加7∬b　　FI　c L，gme伽ガ’b　Flc

l

oo
膳
■

Labdaneノ（pimarane＋abietane）

Abietane／pimarane

1．3A

2．8B

0．2B

4．6A

1．1A

2．3B

0．3B

4．7A

1．5A

2．3B

0．6B

4．2A

0．gA

1．oB

0．5B

4．8A

d．4A

3．6　B

0．6B

4．gA
s

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B）wlthin　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSD

　test（P＜0．05）．

aCalCUIated　based　on　Table　4，

bL．　gme〃nii　var．∫aρoη∫Ca　Pil9．

cL．　gme〃nii　vaf．　jaρonica　Pilg．　x　L．　kaempferi（Lamb．）Car「．
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Table　9・　Ratios　of　Diterpene　Types　of　Seedling　Leaves　a

Rati・・f　dit・・p・・剛P・

Nakashibetsu　660 Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Kabaoka　455 Rubeshibe　28

L．gmelinii　b FIc L．　gmeliniib　Fi　c L．gmefinii　b　　FI　c L．gmelinii　b　　Fl　c L．gmelinii　b　　Frt　c

Labdane／（pimarane＋abietane）

Abietane∫pimarane

0．1A

3．gA

0．1A

2．7　B

0．1A

6．4B

0．oA

8．7A

O，1A

2．gA

0．1A

3．5A

0．1A

6．8A

0．1A

8．5A

0．1A

4．2A

0．1A

3．7A

Values　not　sharing　the　same＄uperscript　letters（A，　B｝within　each　family　are　significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSD

　test（P＜0．05）．

aCalculated　based　orl　Table　5．

b’
k．gme〃nii　var．∫aρoη’ca　Pilg．

cL・gmelinii　var．∫aponica　Pilg，　x　L．　kaempferi（Lamb．）Carr，



考察

　これまでにLarix　maのジテルペンについては、オレオレジン（樹皮、材由来樹

脂状分泌物）48～51）・樹皮52”’53）及び材54）の工業的な利用やケモタキソノミー55）の

観点から、それらの含有量や組成が研究されている。これらの報告では、L．

deeiduaのオレオレジン55）、グイマツの樹皮53）、材54）及びオレオレジン48・49，55）

においてlarixolと1arixyl　acetateの存在が報告されている。今回の研究でもグ

イマツ樹皮においてそれらの存在が確認された（Tabユe　2）。また、　Millsの報告

55）のように、グイマツにはepitorulosol及びepitorulosyl　acetateが存在しな

かった（Table　2）。カラマツのオレオレジンには、　Bol’shakovaらが1arixolと

larixyl　aceta七eの存在を示しているが50）、　Millsの研究ではそれらの存在が認

められていない55）。今回の結果では、分析したカラマツの全個体の樹皮にlarixo1

またはlarixyl　acetateが存在しており（Table　2，個体別のデータは非掲載）、

Bol’shakovaらの結果50）と一致した。また、　Millsは、　epi七〇ruloso1及び

epitorulosyl　acetateは、　larixo1及びlarixyl　acetateの存在しない樹種に存在し

ていると述べている55）。ここではグイマツ2クローンとカラマツの1クローン

（十勝35）においてそのような結果となった。しかしながら、カラマツの1クロ

ーン（十勝16）では1arixolと1arixyl　acetateとともにepi七〇rulosyl　acetateが

存在しており、このことはすべてのカラマツには適していない。これらのこと

からカラマツにおける1arixo1、1arixyl　acetate及びepitorulosyl　acetateの存

在の有無はカラマツの個体や家系によって違いがあると考えられた。

　Labdane型（13－epimanooユ，1arixol，1arixyl　ace七a七e，13－epitorulosyl　acetate）、

pimarane型（isopimaric　acid）及びabie七ane型（dehydroabie七ic　acid，　abietic

acid，　neoabie七ic　acid）ジテルペンの割合はグイマツ、カラマツ及びF1で違いが

．36．



認められた（Table　2）。　CroteauとJohnson40）が示したジテルペンの生合成経路

（Fig．15）を基に、　labdane型、　pimarane型及びabietane型ジテルペンの代謝

流を比較すると（Table　6）・成木ではグイマツのlab　dane／（pimarane＋abietane）

比はカラマツより高いことから、前者では後者と比べてcopalyl　diphosphate

（CDP）からlabdane型ジテルペンの合成流量が多いことが示唆された。一方、

abietane／pimarane比は、グイマツよりカラマツで高く、カラマツではグイマ

ッよりもpimaraneを経たabietane型ジテルペンへの合成流量が多いと考えら

れる。また、2種のF1については、　labdane／（pimarane＋abietane）比と

abietane／pimarane比ともにそれぞれの両親の中間の値であり、ジテルペンの

代謝流は遺伝的に両親の影響を受けていると考えられた。

　苗木の樹皮のlabdane／（pimarane＋abietane）比とabietane／pimarane比は成

木と同様の傾向を示しており（Table　8）、グイマツとF1におけるジテルペン代

謝流の違いが示唆された。また、全ジテルペン含有量は成木よりも苗木に少な

かった（Table　2，4）。特にグイマッでは、　labdane型ジテルペンが苗木よりも成

木で顕著に多く、成長につれてlab　dane型ジテルペンの生合成が増加すること

が示唆された。

　Pinus　pinasterでは、オレオレジンに含まれる中性ジテルペンと樹脂酸を基

に、精英樹であるか否かを判別できることが示唆されている35）。著者は2つの

家系、樺岡168×十勝16及び豊岡111×十勝35の成木枝の樹皮の8種のジテ

ルペンの含有量によって、両親種とそれらのF1について判別分析を行ったとこ

ろ、誤判別率は0％であった（Fig．8）。第1軸及び第2軸の寄与率はそれぞれ

91．3％及び8．7％であり、相関係数は0．9848及び0．8680であった。最小の誤判

別率（0％）はlarixo1、isopimaric　acid（いずれもP〈O．OO1，　Prob＞F）及びabietic
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acid（Pk　O．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neoabietic　acid、13－epimanool，　isopimaric　acidの寄与率が高く、第2

軸はisopimaric　acidとabie七ic　acidの寄与が高かった。

　苗木について、家系別に行った判別では、成木と同様にグイマツとF1の判別

が可能であった（Fig．11）。最小の誤判別率を得るために必要なジテルペンは、

13－epimanoo1・1arixo1・abietic　acid（中標津660，中標津121，留辺蕊26）、

13－epimanoo1、　abie七ic　acid、　isopimatric　acid（樺岡484，留辺蕊26）、　larixol、

isopimatric　acid、　abietic　acid（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dehydroabie七ic　acid

とneoabietic　acidが必要であった。

　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

っ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。この研究で、複

数の交配家系の苗木について枝樹皮のジテルペン組成を基に判別を行った場合

の誤判別率は7．7％であり、完全ではないが、ほぼFlを判別することが可能で

あった（Fig．12）。13－epimanool、　abietic　acid、　isopimaric　acid（いずれも

PkO．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。これらの結果、苗木の判別には、13・epimanool、1arixo1、

abietic・acid、　isopimatric　acidの含有量のデータが必要と考えられた。

　このことから、グイマツ及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F1を判別できることが示唆された。

　成木の葉のジテルペンの1abdane／（pimarane＋abie七ane）比はグイマツ＞F1＞

カラマツとなり、樹皮と同様の傾向が認められた。成木の葉のジテルペン含有

量によるグイマツ、カラマツ及びF1の誤判別率は7．4％（Fig．9）、グイマッと
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F1の誤判別率は0％であり（Fig．10）、　F！を判別することが可能であった。しか

し・苗木の葉では1abdane／（pimarane＋abietane）比及びabietane／pimarane比

には樹種間に有意な差がなく（Table　9）、家系別の樹種誤判別率は13．5～28．6％

（Fig．13）、5家系のグイマツ（127個体）及びF1（82個体）の樹種誤判別率は

35．4％と高くなった（Fig．14）。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。

　Millsは、　L　deci’dua（1arixo1とlarixyl　acetateを含有するが、　epitoxulosol

とepi七〇rulosyl　acetateを含有しない）とL．孟aθmρ品ガ（larixo1とlarixyl

acetateを含有しないが、　epitorulosolとepitorulosyl　ace七ateを含有する）の雑

種であるL．Xe　urolepis　Henry（L　decidua　x　L　kaθmpferi）のオレオレジンの

組成は、それらの両親の中間であり、epitoruloso1、　larixol及びそれらのアセテ

ートをともに含有することを報告している55）。今回の研究は、F1の1arixolの

割合は母樹であるグイマツに、abietic　acidのそれは花粉親であるカラマツの影

響を受けていることを示しており（Table　2）、　Millsの報告55）と同様、　F1のジテ

ルペン組成は遺伝的に両親の影響を受けることを示唆していた。Gallisらは、

Pinas　brutia×R　haieρensisとその両親のモノ及びセスキテルペンには質的な

違いはないが、量的な違いが認められ、ほとんどのテルペン含有量は両親の中

間であることを報告している36）。また、グイマツ雑種F1は、苗高において雑種

強勢を示すが、他のフェノロジー特性56）や耐そ性16，　28）は両親の中間の性質を

示すことが報告されており、今回の研究結果からジテルペン含有量についても

同様であると考えられた。

　林らはエーテル抽出物量と野そ害に対する生存率には高い相関があり、樹皮

のエーテル含有量は、耐そ性の指標になることを指摘している28）。助野らはジ

テルペン、特に1arixo1と13－epimanoo1に耐そ性があることを報告している30）。
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今回の結果でも、これらlab　dane型ジテルペンの含有量はグイマツ＞F1＞カラ

マツの1順に多く（Table　2）、耐そ性との関連が示唆された。さらに、　F1のlarixol

含有量は家系内でも個体差が大きく（豊岡111×十勝35，11．9～46．5％；樺岡

168×十勝16，4．7～23．8％）、labdane型ジテルペンの含有量によって、より耐

そ性の高い個体を選抜できる可能性がある。
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要約

　2家系のF1人工交配家系、グイマツ（Larix　gm　elinii　var．　iaponiea　Pilg．）×カ

ラマツ（Larix　kaen2pferi　（Lamb．）Carr．）（以下Fl）とそれらの両親のクローン

の枝樹皮のジテルペン組成を分析した。ジテルペンとして13－epim　anool、　larixo1、

larixyl　acetate、13・epitorulosyl　acetate（グイマツでは検出されていない）、

isopimaric　acid、　abietic　acid、　dehydxoabietic　acid及びneoabietic　acidが認

められた。グイマツでは工arixo1が、カラマツではabietic　acidがそれぞれ50％

以上を占めた。2家系のF1ではそれぞれ1arixolまたはabietic　acidが最も多か

ったが、それらの割合は両親であるグイマツとカラマツの中間の値であった。

このように樹皮のジテルペン含有量は遺伝的に両親の影響を受けていた。ジテ

ルペン組成から算出したlabdane／（pimarane＋abietane）比及び

abie七ane／pimarane比の値から、グイマツではcopalyl　diphosphate（CDP）から

1abdalle型ジテルペンへの、カラマツではCDPからpimarane及びabietane

への合成経路が主であることが示唆された。

　グイマツ、カラマツ及びF1の成木の8種のジテルペンの含有量を基に線形判

別分析を行った結果、誤判別なく3樹種の判別が可能であることが示された。

さらに、5家系のグイマツ及びF1の苗木について枝の樹皮のジテルペン含有量

を同様に解析したところ、誤判別率は7．7％であり、複数の家系の苗木ついても、

ジテルペン含有量によってほぼF1を判別できた。このことから、苗木枝の樹皮

のジテルペン組成は、樹種判定をする上で有効な指標であると考えられる。
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皿．グイマツ雑種Fi人工交配家系における葉の脂肪酸組成の特徴並びにそれら

　による樹種判別

　植物では・プラスチド内で合成された脂肪酸（主としてパルミチン酸（16：0）

とオレイン酸（18：1））を材料として原核型経路と真核型経路によって様々なグ

リセロ脂質クラスが合成され、その後、脂肪酸不飽和化酵素の作用を受けて多

価不飽和脂肪酸含有型脂質群に変換される57－・59）。また、一部の脂肪酸は、小胞

体内で鎖長延長され、ワックスやスフィンゴ脂質の構成脂肪酸として利用され

る60）。これまで多くの植物について葉や種子の脂肪酸成分が分析され、その組

成上の特徴と植物の系統樹との関連性が明らかになるとともに化学分類学上の

指標の一つとして有用であることが提唱されている61，62）。針葉樹については、

先にMongrandらが14属137種の光合成組織（葉）の脂肪酸分析値をベースに

多変量解析を行って4群に分類できることを報告している62）。同時に彼らは、

主成分分析と判別分析及び階層型クラスター解析から、Pinacθaeについてはさ

らに幾つかに区分できることを記述している。これらのことは、植物葉での脂

質生合成系において脂肪酸組成の決定に係わる脂肪酸転移酵素の選択性や脂肪

酸不飽和化酵素などの活性が遺伝的特性によって制御されていることに起因す

るものであろう。

　第］1章では、グイマツ、カラマツ及びF1の成木とグイマツ及びF1の苗木の

樹皮のジテルペン含有量を明らかにし、それらを基にした線形判別分析により

樹種の判別が可能なことを明らかにした。5家系の苗木の樹種誤判別率は、樹皮

では7．7％と低く雑種判別に有効であることが示されたが、葉では誤判別率が

35．4％と高く、葉はジテルペンによる樹種の判別には適していないと考えられる。

しかし、葉による樹種の判別が可能であれば苗木本体を傷つけることなく、判
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別作業が容易になると考えられる。そこで、第皿章では成木と苗木の葉の脂肪

酸成分を基にした樹種の判別を試みた38）。同時に本研究では、樹種間での脂肪

酸組成上の特徴が、主要な葉緑体脂質であるグリセロ糖脂質群、あるいは小胞

体で合成される（いわゆる真核型経路により生成する）中性タイプのリン脂質

群のどちらに起因するのかを検討し、葉緑体と小胞体での脂質合成系とそれに

引き続いて起こる脂肪酸不飽和化反応における基質特性や活性の視点から考察

した38）。

実験方法

1．材料

　成木の試料採取は、2005年9月に北海道立林業試験場（北海道美唄市；

43°28’N，141°88’E）で行った。分析に供した成木の葉は、32年生グイマツクロ

ーン（豊岡111，4ラメット；樺岡168，2ラメット）及び46年生カラマツクロー

ン（十勝35，5ラメット；十勝16，5ラメット）、並びにグイマツ×カラマツの

11年生F1雑種2家系（豊岡111×十」勝35，　6個体；樺岡168×十勝16，4個体）

の枝から採取した。また、2006年9月にも同様に試料を採取した。

　一方、実生の試料には、グイマッとカラマツがランダムに混植された雑種採

種園（北海道有林網走東部森づくりセンター）で生産された種子を用いた。試料

採取当時の樹高は、グイマツが約18　m、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、得られた種子を2005

年5月に林業試験場苗畑にて母樹別に播種した。なお、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が、これらはDNAマーカーによ

って苗木識別が行われた23）。分析に使用した実生苗は、3母樹（中標津121，樺
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岡484，留辺蕊28）由来の1母樹あたりグイマツ5個体、雑種5個体で、2006

年9月に採取した。採取した枝は直ちに凍結保存し、葉を分析に使用した。

2．全脂質の抽出と分画

　採取した葉をホモジナイザー（（株）日本精機製作所製）により液体窒素中で粉

砕した。15μgのBHTを含む2mlのクロロホルムーメタノール（2：1，　v／v）を葉

粉砕物150mgに加え、10～15℃で1時間超音波抽出した。抽出物を遠心分離

し、上清を採取した。抽出は4回行い、合わせた上清をFolchら63）の分配割合

で水洗し、得られた水洗下層を濃縮乾固して全脂質とした。

　全脂質をSep－Pakシリカカートリッジ（Waters　Corp．製）に供し、クロロホ

ルム、アセトン及びメタノールで順に溶出し、中性脂質画分、糖脂質（GL）画

分、リン脂質画分に分画した。リン脂質画分はさらにTOYOPAK　DEAE　M試

料前処理カートリッジ（東ソー（株）製，東京）に供した。クロロホルムーメタノ

ール（2：1，v／v）、メタノール、クロロホルムーメタノールー1M酢酸アンモニウム

（20：80：1，v／v／v）、各10m1で順次、溶出し、クロロホルムーメタノール（2：1，v／v）

及びメタノール画分を合せて中性リン脂質（PL）画分とした。

3．ケイ酸TLC

　GL画分とPL画分をクロロホルムーアセトンーメタノールー酢酸水（10：4：2：2：1，

v／v／v／v／v）によるケイ酸TLCに供して脂質クラスの確認を行った。　TLCプレー

トにはメルク社製のシリカゲル60（厚さ250μm）を用いて、発色にはアンス

ロンー硫酸試薬あるいはDitt皿er試薬を使用した。
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4．脂肪酸の分析

　全脂質、GL画分及びPL画分のそれぞれにメタノール性5％塩化水素2ml

を加え・2時間・100℃でメタノリシスした。反応終了後、1m1の蒸留水を添加

し、ヘキサン2m1で脂肪酸メチルエステルを3回抽出し、抽出物を1回水洗

した。ヘキサン層を減圧濃縮後、脂肪酸メチルエステルをGC－MS（島津

Qp－2010，（株）島津製作所製）に供した。カラムにはUI．BON－HR－1（501n×

0．25mm　i．d．，　GL　Science社製）を用い、カラム温度は80℃から180℃までは

15℃／min、180℃から320℃までは2℃／皿inでそれぞれ昇温し、その後、14分

間保持した。ヘリウムをキャリアガスとし、注入口温度は240℃、イオン化電

圧は70eVとした。また、　GC分析には水素炎イオン化検出器を備えたガスクロ

マトグラフ（GC－14A，（株）島津製作所製）を用い、　DB－1MS（30mxO．25mm

i．d．，　film　thickness　O．25　pm；Agilent社製）で分析した。カラムは80℃から

180℃までは15℃ノmin、180℃から230℃までは2℃／min、230℃から290℃ま

では4℃ノ皿inでそれぞれ昇温した後、23分間保持した。ヘリウムをキャリアガ

スとし、注入口と検出器温度はそれぞれ290℃とした。GC分析は3回行い、ピ

ーク面積から脂肪酸組成を算出し、平均値と標準偏差を示した。

5．統計解析

　グイマツ、カラマツ及びF1間の脂肪酸組成の多重比較はTukey－Kramerの

HSD検定（P（0．05）により行った。また、雑種判別の有効性を検証するため、

線形判別分析を行った。以上の統計解析にはJMP　5．0．1J（SAS　lnstitute　lnc製）

を使用した。脂肪酸組成による主成分分析はExcel　statistics　2002　for　Windows

（（株）社会情報サービス製）を用いて行った。
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実験結果

1．成木の葉の全脂質における脂肪酸組成

　2005年に採取したグイマツクローン（豊岡U1，4ラメット；樺岡168，2ラメ

ット）、カラマツクローン（十勝35，5ラメット；十勝16，5ラメット）と2家系

のF1（豊岡111家系，6個体；樺岡168家系，4個体）の葉全脂質の脂肪酸組成を

分析したところ、いずれの試料でもC、2からC32までの21種の脂肪酸が認めら

れた（Fig．16及びTable　10）。それら脂肪酸の中ではリノレン酸（18：3）が共通

して最も多く、次に16：0が多く、また、裸子植物に特徴的な14一メチルパルミ

チン酸（br－17：0）も微量ながら検出された62・64）。リノール酸（18：2）の割合

（6．6％～8．4％）には3樹種でほとんど差がなかったが、18：1の割合は3．8％～

7．6％の間で、グイマツ、F1、カラマツの順に多く含まれ、グイマツとF1の間

には有意差が認められた（Tukey・・Kramer　HSD　test，，Fz：O．05）。18：3は、グイマ

ツ（32．3％と32．7％）に少なく、カラマツ（40．6％と34．2％）に多い傾向が認め

られた。

　18：2と18：3の合計値に対する18：1の比（18：1／18：2＆ユ8：3）を算出すると、グ

イマツ（0．18とO．19）よりもカラマツ（O．08と0．10）で低かった。F1では2家

系とも18：1／ユ8：2＆18：3比は両親であるグイマツとカラマツの中間の値（0．11と

0．13）を示し、グイマッとF1の問には有意差（Tukey－Kramer且SD　test，

盈0．05）が認められた。C16の脂肪酸の合計とC18の脂肪酸の合計の比（ΣC18／

ΣC16）は、樺岡168家系（1．47～1．66）では樹種間に違いが認められなかった

ものの、豊岡111家系ではC16はグイマツがカラマツより多く、C18はカラマツ

がグイマツよりも多く、2樹種間で有意差（Tukey・Kramer　HSD　test，1kO．05）

が認められた。F1のΣC18∫ΣC16比の値は、両親であるグイマツとカラマツの中
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Table　IO・　Fatty　Acid　Composition（mol％）of　Total　Lipids　in」L．　gme〃nii

var．　Japonica，　L．　gme∫inii　var．∫aponica　x　L，　kaemρferi　FI　Hybrids，　and

Lkaemρferi　Leaves

Fatty　acid
Toyooka　111family Kabaoka　168　family

L．　gmelin∬a’c Ft　b・d
L　kaempferi　e L．　gmelinii”・f FIb・c L，　kaempferi　e

12：0

14：0

16：0

16：1

16：3

br－17：0

17：0

18：0

18：1

18：2

18：3

20：0

20：3

22：0

23：0

24：0

25：0

26：0

2B：0

30：0

32：0

0．9±0．1

4，0±1．2

25．7±1．7

4．1±0．3

2．4±0．2

1．3±O．2

1．7±0．1

22±0．1

7．1±1．0

6．7±0．2

32．3±3．5

0．5±O．2

2．1±0．0

0、7±0．1

0．4±0．0

2．3±0．2

α4±α1

0．9±O．1

0．6±0．1

1．8±0．2

2．0±0．1

O．7±0．4

3．5±0．4

23．9±1，5

4．3±0．3

2．8±0．2

1．3±0．2

1．4±0．1

1．9±0．1

5．0±0．6

6．6±0．7

38．1±2．2

0．7±0．2

1．9±0．1

O．5±O，1

0．3±0．0

1．3±0．2

0．3±0．f

0．5±0．1

O．6±O．1

1．8±O．2

2．4±O．4

1．5±0．6

3．7±O．2

21．2±1．1

4．5±0．2

3．3±0．2

1．0±0．1

1．3±O．3

a．7±O、1

3．8±O．2

6．6±0．8

40．6±2．6

i．7±O．2

2．0±0．1

0．5±0．1

0．3±0．0

0．9±0．1

0．2±0．0

0．4±O．1

0．7±0．1

2．0±O．2

2．3±0．2

1．1±O．1

5．9±0．3

21．5±O．4

5．2±0．3

2．8±0．1

ID±0．1

1．5±O．O

1．5±O．O

7．6±O．7

7．0±0．1

32．7±1．i

1．2±0．0

2．4±0．0

1．1±O．O

0．3±0．0

i7±0．0

0、3±0．0

0．6±0．0

0．5±O．O

2．2±0．i

2．i±0．1

2．3±1　．6

2．8±O．7

24．5±1．7

4、7±0．5

2．6±0．3

1．6±0．2

1．6±0．1

’1　．8±0．1

5．1±0．4

7．5±0．8

32．2±3．6

1．5±0．4

1．8±0．1

0．9±0．1

0．3±0．0

1．5±0．3

0．3±0．1

0．6±0．1

0．6±0．1

2．4±0．2

3．5±0．5

1．9±1．0

3．3±G．7

23．5±0．7

4．5±0．2

3．0±0．3

1．4±0．1

1．4±0．1

2．0±0．1

4．3±0．5

8．4±0．6

34．2±1．4

2．4±0．5

1．7±0．1

O．7±O．1

0．3±0．0

1．1±0．f

O．3±0．0

0．6±0．1

0．7±02

1．9±0．1

2．5±0．2

18：1∫18：2＆18：3

ΣCls∫ΣC16

0，18±0．04A

1．50±0．17B

0．11±0．02B

1．66±0．13AB

　　　　　　　　B
O．08±0、01

　　　　　　　A1．82±OA2

O，19±0．02A

1．66±0．05A

OA3±O．02B

1．47±0．1gA

0．10±0．01B

1．57±0．05A

aLgmetinii　var．ノaponica　Pilg．．

bL．　gm・linii　var．　J・ρ・nica・Pi］9．・L．　kaemρfe・i（L・mb．）Carr．

Means±S．D（cn＝4，dn＝6，en＝5，fn＝2）．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are

significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSDtest（Pく0・05）・
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間であった。

　年度による脂肪酸組成の違いを検討するために、翌年（2006年）の9月に採

取した豊岡111×十勝35家系について比較分析したところ（Table　11）、グイマ

ッ、カラマツ及びF1各1個体の2005年9月と2006年9月の脂肪酸組成には

年度による違いは実質的に認められなかった。また、ΣC18／ΣC16比と

18：1／18：2＆18：3比の値も同様の傾向であった。

2．成木の脂肪酸組成による主成分分析と線形判別分析

　各樹種の全個体の脂肪酸分析データを主成分分析した結果をFig．17に示す。

全体の分散の75．4％を説明する第一主成分と、10．1％を説明する第二主成分が

抽出された。これらの主成分得点をプロットすると、2家系の3樹種プロット

は各樹種別のクラスターに分類することができ、グイマツ、Fi、カラマツの各

クラスターは第2象限から第4象限の方向に位置し、特に3群は第二主成分に

よって区別できることが判明した（Fig．17A）。また、第二主成分に対する各脂

肪酸組成比の因子負荷量を算出すると、正の相関が高いのはユ8：1で、負の相関

が高いのはアラキジン酸（20：0）であり、これらの脂肪酸の割合によってグイマ

ツ、カラマツ及びF1の3群の葉は特徴付けられるものと推測された（Fig．　17B）。

　次いで、葉全脂質の脂肪酸組成の分析結果の中からC12からC22までの14種

の脂肪酸含有率を使用してグイマツとF1の線形判別分析を行ったところ（Fig．

ユ8A）、多変量平均の95％信頼区間を示す図中の円は両樹種間で離れて有意な差

が認められた。この場合、誤判別率は0％であったことから、成木の葉の脂肪酸

組成をこの手法で統計分析することによって両樹種の判別ができることが示さ

れた。第1軸の相関係数は0．9845であった。、P値がもっとも小さい脂肪酸は、

18：1、イコサトリエン酸（20：3）（P（0．001，Prob＞F）、ミリスチン酸（14：0）及び
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Table　11．　The　COmparison　of　Fatty　Acid　Composition（mol％）of
Total　Lipids　in　L　　　　　　　　　　　　　　　　　gme”η∫「Var・∫aρ0η∫Ca，　L．　gme〃η∫∫Var．∫apOniCa　x　L．

kaempferi　Fl　Hybrids，　and　L．1（aemp　fe　ri　Leaves　by　Year

Fatty　acid
September　2005 September　2006

Lgme／∫η∫∫a Fl　b L．ka　emρferi Lgme〃η∬a FIb L．1（aemρfi∋ri

12：0

14：0

16：0

16：1

16：3

br－17：0

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

0．8±0．1

5．7±0．3

25．8±0．0

4．4±G．0

2．3±0．0

1．1±0．0

17±0．4

2．2±0．0

6．8±0．0

6．8±0．1

3G．7±0．3

0．5±0．1

2．0±0．0

0．8±0．3

0．4±0．0

2．3±O．1

0．5±O．3

0．9±0．0

0．5±O．1

1　．7±O．O

1．9±O．O

0．6±0．2

2．9±0．3

26．1±0．2

4．3±0．0

2．5±0．0

1．5±0．1

1．6±0．1

1．9±O．O

5．4±0．1

6．2±0．0

35．9±0．2

0．5±0．0

1．9±0．0

0．6±0．0

O．3±O．1

1．3±0．1

0．4±0．0

0．5±0．0

0．8±0．2

2．1±0．0

2．9±0．0

1．6±0．1

3．7±O．O

20．7±O．1

4．2±0．G

3．4±0．1

1．0±0．1

1．1±0．2

1．7±0．1

3．7±0．0

7，1±O．2

40．9±O．1

1．5±0．1

2．0±0．0

O．6±O．2

0．2±O．O

0．9±0．f

α2±O．O

O．4±0．0

0．7±O．2

2．1±0．1

2．2±0．0

1．1±0．2

3．7±O．1

27．3±0．2

4．4±0．1

1　．6±0．0

1．4±0．0

2．2±0．0

2．6±O．0

7．6±O．O

8．9±0．2

28．6±0．1

0．6±O．O

2．7±0．0

0．9±0．0

O．4±O．O

1．8±0．1

0．3±0．1

0．7±0．0

0．4±0，0

1．4±0．1

1　．5±0．1

1．9±0．1

4．0±0．1

25．4±0．2

4．3±0．0

2．0±0．0

1．5±0．0

1．9±0．0

2．2±0．0

6．3±0．1

7．7±0．2

34．1±0．1

0．6±0．0

2．2±0．1

0．8±O．O

0．3±O．O

0．9±O．G

O．3±0．0

0．3±O．O

0．4±0．0

1．2±0．1

1．6±0．0

2．2±0．2

2．6±O．1

21．5±0．2

4．0±0．0

2．3±0．0

1．3±0．1

1．6±O．O

2．3±0．0

4．0±0．1

8．7±0．4

38．9±O．7

1．2±0．0

2．9±O．O

1．3±0．0

0．3±0．0

0．8±O．O

0．3±0．0

0．3±0，0

0．4±0．1

1．4±0．2

1．6±O．1

18：1／18：2＆18：3　　0A8±0．00　A

ΣCIB∫ΣCt6 1．43±O．Olc

0．13±0．ooB

1．50±0．ooB

0．08±0．ooc

1．89±O．01A

0．20±O．OOA　　O．15±0．00B

1．43±0．Olc　　1．58±O．01B

0．08±0．ooc

1．94±0．03A

aL．　gme〃nii　var．∫aρonica　Pil9．

b

　L．gmelini’var．　jaρonica　Pil9．　x　L．　kaempferi（Lamb．）Car「・

Data　show　the　means±S．D　of　three　independent　experiments．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）・within　each　family　are

significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSD　test（P＜0』5）．
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br．17：0（，Fz〈O．05，　Prob＞F）であった。特に、18：1はどの脂肪酸との組み合わせ

においても誤判別が少なく、18：1を判別に使用した場合の誤判別は26個体の

うち、最大3個体であった。18：1は2家系ともにF1よりもグイマッに多く（Table

10）、線形判別分析においてはこの差によって判別が可能であると考えられた。

なお、2005年9月の分析データに2006年9月のデータを加えてプロットした

場合もグイマツとF1の判別が可能であったことから、年度の違いは判別には影

響を与えないことが示唆された（Fig．18B）。また、グイマツ、カラマツ、　F1の

3樹種についても誤判別なく樹種を判別することが可能であった（Fig．19）。

3．糖脂質画分と中性リン脂質画分の主要脂質クラスとその脂肪酸組成

　豊岡111×十勝35家系のグイマツ、カラマツ及びF1の各1個体から調製し

たGL画分とPL画分をTLCで分析したところ、いずれも主要な脂質クラスは、

前者ではDGDGとMGDGで、後者ではPcとPEであった（Fig．20）。

　PL画分の構成脂肪酸を分析すると（Table　12）、18：1／18：2＆18：3比はグイマツ、

F1、カラマツの」頂に有意に小さかった。一方、　GL画分では、18：1や18：2と比

べて18：3の割合が圧倒的に高いこともあり、18：1／18：2＆18：3比には樹種間に有

意差が認められなかった（Table　12）。また、18：3の割合にも3樹種間での有意

な違いは観察されなかった。

　GL画分の構成脂肪酸における樹種間での特徴としては、16：0の割合がグイ

マツ、F1、カラマッの順に多く、18：3のそれはその逆にカラマツ、　Fl、グイマ

ツの順に多かった。このことから、Σ　Cls／　2　C16比は3樹種間で大きく異なって

いた。なお、PL画分においても3樹種間でのΣCiS／ΣC16比の違いは軽微であ

ったが、有意な差が観察された。

一54・



N
－　

×

■－

0
1－
＝

o
＝

o

40

35

30

25

20

0

・5

・75

・10

一15

・70 ・65 一60 ・55 田50

120 125 130 135 140 145 150

Canonical　axis　1

Fig．19．　Linear　Discriminant　Analysis　Using　FattyAcid

　Compositions（from　C12　to　C22）of　the　Leaves　of」L　gme〃nii

　var，∫aρon’ca（●，■），　L．　kaempferi（x，回）and　the　FI　Hybrid

　（o，□）Adult　Trees　from　Two　Families．

　　　●，oand　x　indicate　samples　collected　in　2005，　and同口

　and回indicate　samples　collected　in　2006，　respectively．

The　la・9・　circles　・h・w　th・95％・・nfidence　i・te　r・　・1・・f　the

　　mUltiVariate　meanS．

．55一



　　　　　　　　　　毒罐金

MGDG－一禄鞭零
SG

CMH
⇒
⇒

98B8＃
・遍．，

離・

1

鱈聯

2 3 4 5

篠

6

ぐ■■PE

ぐ■■PC

Fig．20．　Thin－Layer　Chromatogram　of　Glycolipid（Lane　1－3）

　　and　Neutral　Phospholipid（Lane　4－6）Fractions　from　Adult

　　Trees　of　L．　gme〃η〃var．ノaρoη∫ca（Lane　l　and　4），　the　Fl
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　　digalactosy｜diacylglycerol；SQDG；

　　sulfoquinovosyldiacylglycerol；PE，

　　phosphatidylethanolamine；PC，　phosphatidylcholine．
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Table　12・　　Fatty　Acid　Composition　（mol％）of

Phospholipids　Fractions　of　L　gme〃nii　var．ノaρon’ca，　L．

kaempferi　FI　Hybrids，　and　L．　ka　emp　fe　ri　Leaves　　　、

Glycolipids　and　Neutral

gme〃η∫∫var．∫aρ0η∫ca　x」L、

Fat（ry　acid

Glycolipid　fraction Neutral　phosphoiipid　fraction

Lgme伽∬a FIb
L．kaempferi L．　gmelinii” Flb

Lkaemρferi

］2：0

14：0

16：0

16：1

16：3

br－17：0

17：0

18：0

18：1

18：2

18：3

20：0

20：3

22：0

23：0

C24－C32

0．1±O．0

3．3±0．2

21．9±0．2

0．6±0．1

4．e±0．2

1．2±0．0

1．8±0．9

4．1±1．5

1．8±i2

1．0±0．2

57．8±0．6

0．7±0．1

0．8±0．5

0．1±0、0

0，1±0．0

0．7±O．4

0．i±0．f

O．8±0．0

18．0±0．6

0．4±0．0

3．6±0．1

↑．4±0．0

0．9±O．0

2．3±0．1

1．5±α3

1．6±0．6

65．6±O．5

0、5±0．1

0．6±0．1

0．5±O．1

0．1±0．0

2．1±0．7

0．1±O．1

i．8±0．1

15．2±0．5

0．3±O．1

4．4±O．2

0．7±0．1

0．7±0．0

2．1±0．1

1．7±0．9

1．6±O．1

66．9±0．6

1．0±O．1

0．1±0．0

0．3±0．0

0．2±0．2

2．8±0．5

O．O±O．1

0．6±0．0

38．9±0．4

3，9±O．0

0．2±O．0

2．4±1．4

1．4±0．1

8．3±0．3

12．0±O．i

9．9±O．i

1　6．5±0．2

0．3±0．i

3．1±O．9

0．4±O．1

0．2±0．2

1．8±0．0

0．1±O．1

0．3±O．0

38．6±0．2

1．5±G．0

0．2±0．0

1．7±0．O

i．2±0．0

6．2±0．2

10．7±O．2

11．3±0．8

21．1±0．9

0．4±0．1

4．7±O．4

0．6±O．2

0．5±0．0

1．1±0．1

0．0±0．G

O．4±0．0

34．2±0．5

5．2±0．i

O．3±0．0

1．2土0．1

1．0±0．1

6．5±0、2

7．6±0．1

14．0±0．2

23．4±0．2

0．3±0．1

3．9±0．8

0．4±0．1

0．4±0．0

1、3±0，1

1S：1∫18：2＆18：3

ΣC18／ΣC16

0．03±0．02A

2．44±0．03c

α02±αooA

3．23±0．11B

0．02±0．01A

3．61±0．14A

O．45±O．01A　O．33±0．01　B

1．08±0、02c　1．22±0．01　B

0．20±0．ooo

1．30±0．02A

aL．　gme〃η〃var．∫aρonioa　Pilg．

bL．　gme伽”var．∫aρoη∫ca　Pilg，　x　L．　kaempferi（Lamb．）Carr．

Data　show　the　means±S．D　of　three　independent　experiments．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are

significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSDtest（P＜0・05）・
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4．苗木と成木の葉の全脂質における脂肪酸組成の比較

　3家系のグイマツ及びF1の苗木の各5個体を用いて葉の全脂質の脂肪酸組成

を分析した結果をTable　13に示す。主要な脂肪酸は同様に18：3と16：0であっ

たが、成木と比較すると、苗木では16：0が16％～18％であり、成木（22％～26％，

Table　10）より顕著に少なかった。一方、18：3は成木の32％～38％（Table　10）

に対して、苗木では41％～45％と多かった。構成脂肪酸のΣC18／ΣC16比の値

は、苗木では成木よりも高かった。また、グイマツとF1の間での違いを見てみ

ると、18：1／18：2＆18：3比には成木のような樹種間の差が認められなかった。

　苗木の葉の脂肪酸組成には上述したように3樹種問での顕著な違いは観察さ

れなかったので、主成分分析を行っても成木のように樹種ごとにクラスターを

形成しなかった（Fig．21）。しかし、含有率の少ないラウリン酸（12：0）を除いた

C14からC22までの13種の脂肪酸含有率を使用してグイマツとF1の線形判別分

析による判別を行ったところ、苗木でも多変量平均の95％信頼区間を示す図中

の円はグイマツとF1の間で離れ、樹種間に有意な差が認められた（Fig．22）。第

1軸の相関係数はO．8369で、成木の場合よりもP値は高かったが、P値がもっ

とも小さい脂肪酸はbr－17：0（．P，〈O．05，　Prob＞F）と14：0（lz（O．1，　Prob＞F）であ

った。なお、上述したように苗木では脂肪酸含有率の樹種間の差が小さいこと

から、誤判別率は3．3％（1個体のみ誤判別）であった・
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Table　13・　Fatty　Acid　Composition（mol％）of　Total　Lipids　in　L．　gmelinii

va・r・∫aρoη’ca　and　L・gme∫inii　var・∫aρoη∫ca　x　L　kaemρ　fer’FI　Hybrid

Seedlings　Leaves

Fatty　acid
Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Rubeshibe　28

L　gmeliniia Fib L．　gmelinii　a Fib
ムgme伽∬a Flb

12：0

14：0

16：0

16：1

16：3

br－17：0

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

0．9±0．6

3．2±1．1

17．2±2．1

4．6±0．4

2．7±O．4

1．0±0．5

0．7±0．1

1．5±O．4

6．2±1．0

7．7±1．5

43．1±7．6

4．7±1．6

1．1±0．2

0．9±0．4

0．3±0．2

0．8±0．1

0．2±0．1

0．5±0．4

0．3±0．1

α8±0．2

1．6±O．5

1．2±1．3

2．2±0．5

16．O±1．4

4．7±0．3

3．0±0．3

1．1±0．2

0．7±01

1．5±0．1

6．3±0．5

8．1±0．9

45．4±3．t

3．8±0．3

1．2±0．2

0．7±O．3

02±0．t

O．8±O．3

0．2±O．0

0．4±0．2

0．3±0．1

0．7±0．2

1．6±0．5

0．1±0．2

2．9±0．4

17．8±1．7

5D±0．2

2．8±0．4

0．8±0．1

0．7±0．1

1．6±0．2

6．0±0．6

8．1±0．9

44，3±3．8

4．0±1．0

1．3±O．1

0．6±0．0

0．2±O．0

0．7±0，1

0．1±0．0

0．7±0．1

G．2±0．1

0．6±0．1

1．6±0．2

1．4±1．3

2．5±0．5

17．7±土5

5．6±0．3

2，8±0．1

1．5±O．3

0．7±0．0

1．5±O．3

6．1±0．6

8．2±1．4

42、4±5．0

3．5±0．9

1．3±0．1

0．6±0．1

02±0．O

O．7±O．1

02±0．0

0．9±O．5

0．2±O．1

0．6±0．2

1．4±α2

0．2±α3

4，5±0．9

17．7±2．0

5．4±0．6

3．1±0．2

0．8±0．2

0．8±0．1

1．6±0．3

6．0±1．5

8．0±0．9

40．7±4．3

4．9±1．0

1．4±0．1

α5±0．1

0．2±0．1

0．7±0．1

0．1±0．1

0．5±0．2

α3±0．1

0．8±0．2

1．7±0．2

0．4±0．6

3．7±1．3

16．9±1．2

5．3±0．6

3．1±0．6

0．9±0．2

0．7±0．1

1．7±0．1

5．9±1．1

8．5±1．0

407±3．1

5．9±1　．2

1．3±0．1

0．5±0．2

0．2±0．0

0．7±0．1

0．1±0．1

0．7±0．2

0．1±0．1

0．7±0．2

1．9±0．3

18：1∫18：2＆f8：3　　0．12±O．04　A　O．12±O．01　A

ΣC18／ΣC16　　　　2．39±0．47A　2．58±O．26　A

0．11±0．02A　　O．12±0．02　A

2．34±O．23A　　2．23±0．2gA

OA2±0．04A

　　　　　　　A2．15±0．27

0．12±0．03A

2．25±0．23A

臼L．gme〃η∫∫var．∫aρoη∫ca　Pilg．

bL．　gme〃η〃var．∫aρoη∫ca　Pilg．　x　L．　kaempferi（Lamb．）Carr．

Means±S．D（n＝5）．

Values　not　sharing　the　same　superscript　letters（A，　B，　C）within　each　family　are

significantly　different　by　Tukey－Kramer　HSD　test（PくO．05）．
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考察

　グイマツクローン、カラマツクローンと2家系のF1の成木から採取した葉全

脂質の脂肪酸組成を分析した結果（Table　10）、18：3はグイマツ（32．3％と

32．7％）に少なく、カラマツ（40．6％と342％）に多い傾向が認められた。先に、

MongrandらはL．鋼θ五」コ五（Rupr．）KuzenとL．　kaθmρferi（Lamb．）Carr．の葉

全脂質の脂肪酸組成を報告しているが62）、彼らが供試したグイマッとカラマツ

では18：3の割合（前者では402％に対して後者では34．4％）はグイマツの方が

高かった。今回の2家系のカラマツでも18：3の割合が顕著に異なっていたこと

から判断すると、同じ樹種でも家系や亜種問で脂肪酸組成に特徴が見られるこ

とがあるのかもしれない。

　18：1／18：2＆18：3比は、グイマツよりもカラマツで有意に低く、カラマツでは

脂肪酸のポリ不飽和化がより進んでいることが示された。また、ΣC18∫ΣC16比

は、豊岡111家系においてカラマッがグイマツよりも有意に高かった。Fiの

18：1／18：2＆18：3比は2家系とも両親であるグイマツとカラマツの中間の値を示

し、ΣC18／ΣC16比は、豊岡111家系において両親であるグイマツとカラマツの

中間の値を示した。また、これらの脂肪酸組成の特徴は年度が異なっても同様

の傾向を示すことが明らかとなった（Table　11）。

　各樹種の脂肪酸分析データを主成分分析した結果（Fig．17）、2家系3樹種の

プロットは各樹種別のクラスターに分類することができ（Fig．17A）、グイマツ、

カラマツ及びF1の3樹種は脂肪酸組成によって特徴づけられることが示された

（Fig．17B）。さらに、　C12からC22までの14種の脂肪酸含有率を使用した線形判

別分析により（Fig．18A）、グイマッとF1を誤判別率なく判別できることが示さ

れた。判別に必要な脂肪酸としては、特に18：1（．li：O．001，　Prob＞・P）が挙げられ
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るが・18：1は2家系ともにF1よりもグイマツに多く（Table　10）、主成分分析の

第二主成分においてもっとも正の相関が高いことからも（Fig．17B）、3樹種の特

徴を示す脂肪酸であると考えられた。なお、樹種の判別には年度の違いは判別

には影響を与えないことが示唆された（Fig．18B）。今回は3樹種のみの分析結

果であるが、成木の葉の脂肪酸分析データは、既住の論文で言及されている属

レベルの植物種の判別だけではなく62）、同一種内の分類や雑種判別においても

化学分類学上の有益な情報として活用できるものと考えられる。しかし、生育

地域などの環境要因が脂肪酸組成に及ぼす影響については、今後、更なる研究

を進める必要があろう。

　葉の全脂質で認められた樹種間での脂肪酸組成の特徴が主要な葉緑体脂質で

あるグリセロ糖脂質群、あるいは小胞体で合成される中性リン脂質群のどちら

に起因するのかを検討した。PL画分の脂肪酸では（Table　12）、18：1∫18：2＆18：3

比はグイマツ、F1、カラマツの順に有意に小さく、カラマツでは小胞体で合成

されたリン脂質の構成脂肪酸のポリ不飽和化が最も進んでいた。このように、

全脂質で見られた脂肪酸不飽和度の樹種間の違いは（Table　10）、　PL画分による

ものであることが判明したe一方、GL画分では、18：1や18：2と比べて18：3

の割合が圧倒的に高いこともあり、18：1／18：2＆18：3比には樹種間に有意差が認

められなかった（Table　12）。また、18：3の割合にも3樹種間での有意な違いは

観察されなかった。以上の結果は、シアノバクテリアが起源とされる葉緑体で

の脂質合成後の包膜での脂肪酸デサチュラーゼ活性には樹種間での違いが無い

が、小胞体膜内でのリン脂質を基質とした脂肪酸デサチュラーゼ活性が3樹種

によって異なることを示すものであろう65・・66）。

　GL画分の構成脂肪酸における樹種間での特徴としては、ΣC18／ΣC16比はカ

ラマツ、F，、グイマツの順に多く、3樹種間で大きく異なっていた（Table　12）・
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Σ　C18／　2　C16比から判断すると、葉緑体でのグリセロ糖脂質合成の段階において

は、小胞体で合成されたC18／C18型またはC16！C18型のジアシルグリセロール残

基を有するグリセロリン脂質のうち、カラマツではC18／Cls型がグイマッよりも

多く利用されるものと考えられる。なお、PL画分においては3樹種間でのΣC、8ノ

ΣC16比の違いが軽微であったが、有意な差が観察された。

　ヘキサデカトリエン酸（16：3）は、MongrandらやJamiesonとReidの報告

62，・64）のように、多くはGL画分に含まれていたが（Table　12）、微量であったこ

とから、大部分のグリセロ糖脂質群のジアシルグリセロール部は小胞体起源の

真核型経路によって合成されたものと推測された。

　3家系のグイマツ及びF1の苗木の葉の全脂質の脂肪酸組成を分析した結果

（Table　13）、苗木の特徴は成木と比較して16：0が顕著に少なく、18：3が多いこ

とであった。その結果、ΣC18／ΣC16比は、苗木では成木よりも高かった。この

ことは、葉の小胞体における脂質合成の初発段階（リゾホスファチジン酸生成）

でのアシルトランスフェラーゼの選択性が成長段階によって異なることを示唆

するのかもしれない。また、18：1／18：2＆18：3比には成木のような樹種間の差が

認められなかった。18：3が主として葉緑体脂質であるグリセロ糖脂質の構成成

分として存在すること（Table　12）、並びに苗木では18：3の割合が成木よりも高

いこと（Table　13）を考え合せると、おそらく苗木では全脂質に占める糖脂質の

割合が高く、リン脂質の割合が成木よりも低いと判断される。それゆえに、上

述した成木の中性リン脂質群の構成脂肪酸に見られる3樹種間での差異が苗木

の全脂質レベルには反映されないものと推測される。

　苗木の葉の脂肪酸組成を使用してグイマツとF1の線形判別分析による判別を

行ったところ、苗木でも樹種の判別が可能であった（Fig．22）。・P値がもっとも

小さい脂肪酸はbr－17：0（PkO．05，　Prob＞F）と14：0（RO．1，　Prob＞F）であった。
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これらの脂肪酸はわずかな差であるが、3家系に共通して、br－17：0はF1に多く、

14：0はグイマツに多いために（Table　13）、　P値が低いと考えられた。この2種

の脂肪酸は成木でもP値が低かった（lk　O．05，　Prob＞、P）。苗木では脂肪酸含有率

の樹種間の差が小さいことから、3．3％の誤判別率（30個体中1個体の誤判別）

であったが、この程度であれば判別法としては実用レベルでは問題にはならな

いと判断される。従って、採取された種子では混在するFlとグイマッは判別が

できないが、播種して苗段階で採取した葉の脂肪酸組成値は、雑種判別の指標

として利用できると言えよう。
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要約

　2家系のFl人工交配家系、グイマツ（Larix　gm　elinii　var．　joponiea　Pilg．）×カ

ラマツ（Larix　kaem2pfen’（Lamb．）Carr．）（以下F1）とそれらの両親のクローン

の葉の脂肪酸組成を分析した。成木と苗木の葉には共通してC12からC32までの

21種の脂肪酸が認められ、その中で18：3が最も多く、次に16：0が多かったe

18：2と18：3の合計値に対する18：1の比（18：1／18：2＆18：3）は、成木の場合、グ

イマツよりもカラマツで低く、Fiでは両親種のグイマツとカラマツの中間の値

であった。また、18：ユノ18：2＆18：3比にはグイマツとFiの間で有意差があったが、

苗木では上記の特徴は観察されなかった。次いで、成木の糖脂質画分と中性リ

ン脂質画分の脂肪酸組成を分析したところ、中性リン脂質画分では3樹種間で

18：1／18：2＆18：3比が有意に異なることを見出すとともに、両画分、特に糖脂質

画分においては構成脂肪酸のΣC18／ΣC16比が異なることを認めた。これらの樹

種間での脂肪酸組成上の特徴を葉緑体と小胞体での脂質合成系とそれに引き続

いて起こる脂肪酸不飽和化反応における基質特性や活性の視点から考察した。

また、脂肪酸組成を基にして線形判別分析を行うと、成木と苗木の両者におい

てほぼ誤判別なくグイマッとF1を判別することが可能であった。このことは、

採取された種子では混在するグイマッとF1を判別できないが、播種後の苗の葉

の脂肪酸組成を分析すれば、雑種判別の指標として利用できることを意味して

いる。
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IV．グイマツ雑種F1人工交配家系における葉のステロール組成とカラマツカル

　スのステロール脂質クラスにおけるメバロン酸添加の影響

　第ll章において、ジテルペンはグイマツ、カラマツ及びF1を判別する有効な

指標であることが明らかとなった。ジテルペンはアセチルーCoAからメバロン酸

（MVA）を経由して生合成される（Fig．2）。同じ経路により生合成される化合物

としてはステロールが挙げられる（Fig．23）。植物には、ステロール脂質として

遊離ステロール（FS）、アシルステロール（AS）、ステリルグルコシド（SG）及び

アシルステリルグリコシド（ASG）が広く存在している（Fig、24）。　ASは他のス

テロール脂質とともに多くの植物で研究されている67）。ASの機能については、

貯tt　68，　69）、膜透過性の制御70）、ステロール生合成71’－75）に関して研究されてい

る。しかしながら、その役割は明らかになっていない。特に、裸子植物の組織

におけるステロール脂質のステロール組成や機能に関する研究は十分には行わ

れていない。

　そこで、第］V章ではグイマツ、カラマッ及びそれらの人工交配雑種F1の成木

とグイマツとF1の苗木の葉におけるステロール組成を調べた。さらに、カラマ

ツカルスのステロール組成を分析し、MVAの添加によるステロール脂質含有量

への影響について検討した39）。
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実験方法

1．材料

　成木の試料採取は、2005年9月に北海道立林業試験場（北海道美唄市；

43°28’N，141°88’E）で行った。分析に供した成木の葉は、32年生グイマツクロ

ーン（豊岡111，　4ラメット；樺岡168，2ラメット）及び46年生カラマックロー

ン（十勝35，5ラメット；十勝16，5ラメット）、並びにグイマツ×カラマツの

11年生F1雑i種2家系（豊岡111×十勝35，6個体；樺岡168×十勝16，4個体）

の枝から採取した。

　一方、実生の試料には、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（北海道有林網走東部森づくりセンター）で生産された種子を用いた。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、得られた種子を2005

年5月に林業試験場苗畑にて母樹別に播種した。なお、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が、これらはDNAマーカーによ

って苗木識別が行われた23）。分析に使用した実生苗は、3母樹（中標津121，樺

岡484，留辺蕊28）由来の1母樹あたりグイマツ5個体、雑種5個体で、2006

年9月に採取した。採取した枝は直ちに凍結保存し、葉の部分を分析に使用し

た。

2．細胞培養

　カルス誘導と培養は錦織77）の方法に従って行った。カラマツの種子は北海道

立林業試験場構内（北海道美唄市）で採取した。成熟胚を種子から摘出し・カル

ス誘導に使用した。それら成熟胚を2．O　mg／1　6－benzylaminopurineを添加した
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SH液体培地78）中で連続照明下25℃の条件で回転培養した。カルスは3週間ご

とに継代した。DL－MVA　lactone（Sigma社製）は蒸留水に溶解し、滅菌ろ過後、

培地に添加した。MVAの添加濃度は10　mM及び20　mMとした。カルスの成

長は新鮮重量／初期新鮮重量で評価したe

3．脂質抽出

　採取した葉は、ホモジナイザー（（株）日本精機製作所製）により液体窒素中で

粉砕した。15μgのBHTを含む2mlのクロロホルムーメタノール（2：1，　v／v）を

葉粉砕物150mgに加え、10～15℃で1時間超音波抽出した。凍結乾燥したカ

ルスは、クロロホルムーメタノール（2：ユ，v／v）中でホモジナイズし、抽出した。

抽出物を遠心分離し、上清を採取した。抽出は4回行い、合わせた上清をFolch

ら63）の方法で水洗し、下層を全脂質とした。

4．ステロールの分析

　全脂質に5％メタノール性塩化水素2mlを加え、2時間、100℃でメタノリシ

スした。反応終了後1mlの蒸留水を添加し、ジエチルエーテル2mlで3回抽

出し、抽出物を1回水洗した。エーテル層を窒素乾固後、N，　O－bis

（trimethylsilyl）aeetamideでトリメチルシリル誘導体化し、　GC分析した。

　全ステロール含有量の測定は、全脂質に内部標準としてコレステロールを添

加し、上記と同様にメタノリシスした。その後、遊離した構成ステロールをジ

エチルエーテルで抽出した。得られた抽出物をその後シリカゲルTLCに供し、

ヘキサン．ジエチルエーテル（80：30，v／v）で展開した。　TLCで分離された4一デス

メチルステロールをGCで分析した。

　中性及び極性ステロールの分析のため、全脂質をSep－Pakシリカカートリッ
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ジ（Waters社製）に供し、クロロホルム、アセトン及びメタノールでJl頃に溶出

し、それぞれ中性脂質、糖脂質及びリン脂質に分画した。中性ステロール組成

と含有量の測定のため、中性脂質の一部を調製用TLCに供し、ヘキサンージエ

チルエーテルー酢酸（80：20：1・v／v∫v）で展開してAS（Rf値：0・85）とFS（五町直：

0．17）をかきとった。ASには1Nメタノール性水酸化カリウムを加え、100℃

で2時間分解し、遊離したステロールを上述のように抽出し、分析した。糖脂

質画分は0．4Nメタノール性水酸化カリウムで37℃、2時間処理することによ

り、アルカリ安定脂質画分を得た。アルカリ安定脂質をTLCに供し、クロロホ

ルムーメタノール（95：ユ5，v／v）で展開し、　SG（ASGを含む）（Rf値：021）を単離

した。SGはその後、5％メタノール性塩化水素を加え100℃で2時間分解した。

遊離した構成ステロールはジエチルエーテルで抽出し、GC分析に供した。

5．GC分析

　FS、　AS及びSGから分離した4一デスメチルステロールはN，　o－bis

（trimethylsilyl）acetamideでトリメチルシリル誘導体化し、　DB－1（30　m×O．32

mm　Ld．，Agilent社製）を用いて、水素炎イオン化検出器を備えたガスクロマト

グラフ（GC－14A，島津製作所製）で分析した。カラム温度は250℃、注入口及び

検出器温度は270℃とし、保持時間を標品（カンペステロール及びシトステロー

ル：タマ生化学社製）と比較し、ピークを同定した。分析は3回行い、ピーク面

積からステロール組成を算出し、平均値と標準偏差を示した。

6．統計解析

　グイマツ、カラマツ及びF1間のステロール組成の多重比較はTukey－Kramer

のHSD検定（、P（0．05）により行った。統計解析にはJMP　5．0．1」（SAS　Institute
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Inc製）を使用した。

実験結果

1．葉のステロール組成

　2家系のFl人工交配家系とそれらの両親のクローンについて、成木の葉のス

テロール組成を分析し、樹種間の違いを検討した（Table　14）。これら3樹種の

主要なステロールはシトステロール（62～73％）及びカンペステロール（28～

39％）で、F1とそれらの両親の間にはジテルペンや脂肪酸に見られたような樹

種間の違いが認められなかった。

　3家系のグイマツ及びF1の苗木について成木と同様にステロール組成を分析

した（Table　15）。グイマツではシトステロールが64～70％、　Fiでは62～67％

であり、成木と同様に樹種間の違いがなかった。

2．カルスの成長におけるMVAの影響

　葉のステロール組成には樹種間の違いが認められなかったことから、ステロ

ール脂質の針葉樹組織における役割について検討した。カラマツ種子の成熟胚

からカルスを誘導し、培地にMVAを添加した場合のステロール脂質の挙動を調

べた。

　MVAのカラマツカルスの成長への影響を調べるために、　MVA添加及び無添

加培L地（コントロール）におけるカルスの新鮮重量を測定した（Fig．25）・10

エnM　MVA培地で培養したカルスの成長（新鮮重量／初期新鮮重量）は、培養初期

段階（1～21日）においてコントロールよりも54％劣った。しかしながら、継代

後（21～42日）はMVAの影響は認められなかった。
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Table　14．　Sterol　Composition（mol％）of　Total　Lipids　in　L，　gme〃η〃var，∫aρoη∫ca，　L　gme〃η〃var．　fapon’ca　x

L，kaempferi　FI　Hybrids，　and　L，1（aemρfer∫Leaves

Stero「
Toyooka　111family Kabaoka　168　famjly

1

や
由
t

L．　gmθtiniia，　c F1　bld L，　kaempferie L．gmelin　ii　a，　f Frt　b’　c

L．kaemρferie

Campesterol

Sitosterol

31．7：t2．9

68．3±2．9

34．0±4．2

66．0±4．2

32．8±1．3

67．2±1．3

27．5±2．5

72．5±2．5

35．3±4．5

64．7±4．5

38．5±4．4

61．5±4．4

Sitosterol／campesterol　2．17±O．27 1．98±0．37 2．06±0．12 2．63±0．34 1．83±O．39 1，60±0．30

aL．　gMelinii　var．ノaponica　Pilg．

bL．　gmelinii　var．∫aρoη∫ca　Pilg．　x　L，　kaemρ　fe　ri（Lamb；）Carr．

Means±S．D（cn＝4，dn＝6，en＝5，fn＝2），



Table　15．　Sterol　Composition（mol％）of　Total　Lipids　in　L，　gme〃n〃va　r．　iaρonica　and　L．　gme〃η∫∫

var，ノaρoη∫ca　x　L．　kaemρ　fe　ri　FI　Hybrid　Seedlings　Leaves

Nakashibetsu　121 Kabaoka　484 Rubeshibe　28
Sterol

ロ

吋en
■

Lgme伽〃a FIb Lgme〃η∬a Fl　b L．gmelinii　a FIb

Campesterol

Sitosterol

32．7±4．5

67．3±4，5

38．3±3．2

61．7±3．2

35．7±6．0

64．3±6．0

32．6±5．7

67．4±5．7

29．8±7．0

70．2±7．0

33．7±5．5

66．3±5．5

Sitostero1／campestero12．10±0．43　1．63±0．22 1．87±O．50　2．15±O．55 2．50±0．76　2．03±0．51

aL．　gme〃nii　var．∫aρoη∫ca　Pil9．

bL，　gme〃n’∫var．∫aρoη∫ca　Pil9，　x　L．　kaemρferi（Lamb．｝Carr．

Means±S．D（n＝5）．
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Fig．25．　Effects　of　MVA　on　Growth　of　L．　kaemρferi　Calli．

　　　　o　and　●　indicate　the　calli　cultured　in　the　control　and

　　MVA　10mM　medium，　respectively．

　　　Wand　Wo　indicate　fresh　weight　and　initial　fresh　weight，

　　respectively．

　　　　Error　bars　show　standard　deviation．
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3．ステロール含有量におけるMVAの影響

　MVA添加培地及びコントロールで培養したカラマツカルスの全脂質のTLC

からAS、　FS及び2つのグリコシルステロール（SG及びASG）が認められた。

コントロールで培養したカルスの全ステロール含有量は、培養開始42日後に

2．06mg／gであり、FS：AS：SG（ASGを含む）比は1．0：0．1：0．8であった（Table

16）。カルスを10mM　MVA添加培地で培養すると、全ステロール含有量はコン

トロールの2倍になった。FSとグリコシルステロールの含有量（それぞれ1．0

及び0．8mg／g）はMVAによって影響を受けなかったが（それぞれO．7及び0．6

mg／g）、　AS含有量はMVA添加培地及びコントロールにおいて、著しい違いが

認められた（それぞれL8及び0．1　mg／g）。このことから、　MVAによる全ステロ

ール含有量の増加は、ASによるものであることが示された。培地にMVAを20

mM添加した場合、ステロール脂質の含有量は10　mM添加とほぼ同じであった

（Table　16）。

　カルスの成長に伴うステロール脂質含有量の変化を分析したところ（Fig．26）、

培地へのMVAの添加により、培養3日目にはFS含有量が減少した。このFS

の減少は、コントロールと比較して培養初期段階の成長が劣ったことが原因と

考えられる。培養42日目までには、FS含有量は徐々にコントロールのレベル

まで増加した。コントロールでは、AS含有量が培養期間を通して一定であった。

一方、MVA添加培地で培養したカルスのAS含有量は、培養日数に伴い著しく

増加した（10倍）。この傾向はその後の継代後も繰り返し観察された。しかしな

がら、AS含有量は3回目の継代培養を除いて、3週間の継代ごとにその後期に

は64％減少する傾向を示し、これらは培地中のMVAの消費によるものと推察

された。培養42日目にカルスをMVA添加培地からコントロールに継代すると、

AS含有量はコントロールのカルスのレベルまで減少した（Fig．26）。この結果
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丁able　16．　Total　Sterol　Contents（mg／g　dry　calli）and

Proportions　of　Ste　rol　Lipid　Classes　in　L．　kaemρferi　Calli

Cultured　with　and　without　Mevaionic　Acid

Mevalonic　acid　concentration

OmM 10mM 20mM

Total　sterols 2．06±0．22 423±0．06 4．53±0．09

Free　stero1　　　　　　1．0　　　　　　　1．0　　　　　　　　1．O

Acylsterol　　　　　　　　O．1　　　　　　　　　2．6　　　　　　　　　3．1

Glycosylsterol　　　O．8　　　　　　0．9　　　　　　1．0

Values　are　means±SD（n＝3）．
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Fig．26．　Effects　of　MVA　on　Free　Sterol　and　Acylsterol

　　Contents　of　L．　kaemρferi　Calli．

　　　　o，●，and△indicate　the　calli　cultured　in　control，　MVA’

　　10mM　and　the　calli　cultured　in　MVA　10mM　medium

　　transferred　to　the　contro1’medium　at　42　days，

　　respectively．

　　　　Error　bars　show　standard　deviation．
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により・カルス中に貯蔵されたASは優先的にFSへ分解されて、成長に使われ

ていることが示唆されたe

4．各脂質クラスのステロール組成におけるMVAの影響

　カラマツカルスの構成ステロールの組成を分析した（Table　17）。シトステロ

ールとカンペステロールが認められ、前者はMVA添加及びコントロールで生育

したカルスのいずれでも、各脂質クラス（FS，　AS，　SG）において常に優先的（90

～100％）であった。コントロールではシトステロールの割合が98％以上であり、

一方、MVA添加培地ではシトステロールがわずかに少なく、カンペステロール

は2～11％であった。さらに、培養期間を通して構成ステロールの組成には違い

がなかった（Fig．27，28）。
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Table　17．　　Effects　of　Administered　Mevalonic　Acid

Concentration　on　Sterol　Composition（％）of　Each　Ste　rol

Lipid　Class　in　L．　kaemρferi　Ca川

Mevalonic　acid　concentration

OmM 10mM 20mM
Free　sterol

　Sitosterol

　Campesterol

98．1±0．4

1．9±0．4

97．1±O．8

2．9±0．8

95．8±0．9

4．2±0，9

Acylsterol

　　Sitosterol

　　Campesterol

100．0±0．0

　　0．0±0．0

92．3±0．2

7．7±0．2

89．5±0．3

iO．5±0．3

Glycosylsterol

　Sitosterol

　Campesterol

98．3±0．0

1．7±0．0

97．9±0．4

2．1±0．4

96．9±0．2

3．1±0．2

Values　are　means±SD（n＝3）．
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Fig．27　Effects　of　MVA　on　Free　Ste　rol　Content　of　L．

　kaemρferi　Calli．

　　　o，　●　，　and　△　indicate　the　calli　cultured　in　control，

　　MVA10mM　and　the　calli　cultured　in　MVA　10mM　medium

　transferred　to　the　control　medium　at　42　days，

　　respectiveiy．

　　　Error　bars　show　standard　deviation．
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Fig、28　Effects　of　MVA　on　Acylsterol　Content　of　L．

　kaempferi　Calli．

　　　　o，　●　，and　△　indicate　the　calli　cultured　in　control，

　　MVA　10mM　and　the　ca川cultured　in　MVA　10mM　medium

　　transferred　to　the　control　medium　at　42　days，

　　respectively．

　　　Error　bars　show　standard　deviation．
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考察

　第ll章では、樹皮のジテルペン含有量はグイマツ、カラマツ及びF1の樹種間

で特徴があり、ジテルペン含有量を基に樹種の判別が可能であることを示した。

また、第皿章では葉の脂肪酸組成により、樹種の判別が可能であることを示し

た。ジテルペンはMvAからGDP、　FDP、　GGDPを経て生合成される（Fig．2）。

一方、ステロールはジテルペンと同様にMVAからGDPとFDPを経た後、

squaleneを経て生合成される（Fig．2，23）。そこで、第IV章ではジテルペンと同

様の経路で生合成されるステロール脂質についてグイマツ、Fi、カラマツの樹

種間の特徴を調べた。しかしながら、成木（Table　14）及び苗木（Table　15）の

樹葉のステロール組成には樹種間に違いが認められなかった。この原因を探る

ため、カラマツカルスを用いて、組織におけるステロールの役割について検討

した。

　カラマツカルスの培地に過剰量のMVAを添加すると、カルスにはエステル化

された4一デスメチルステロー一ルが多量に蓄積することが示された（Table　16）。

一方、膜の構成に寄与するFSとグリコシルステロールなどの極性ステロール脂

質は、カルスにおいては外因性MVAの影響を受けなかった（Table　16）。これら

の結果は、裸子植物の細胞で生合成された過剰なFSは、ステロールの貯蔵のた

めにASへ変換されることを示唆している。

　カルスをMVA添加培地からコントロールに継代すると、　AS含有量はコント

ロールのカルスのレベルまで減少した（Fig．26）。この結果により、カルス中に

貯蔵されたASは優先的にFSへ分解されて、成長に使われることが示唆された。

　Dyasらはセロリ懸濁培養細胞では、成長サイクルを通してAS含有量がFS

含有量よりも高いことを見出している79）。しかしながら、この現象が植物懸濁
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培養細胞に共通の特徴か、セロリの特徴なのかは明らかではない。コントロー

ルのカラマツカルスでは・培養を通してFSが主要なステロール脂質であった

（Table　16）。加えて、　MVA存在下ではAS含有量は著しく増加するが、　FSは増

加しない。Wilkinsonらは外因性MVAの添加はAS含有量の増加を引き起こす

が、FS含有量にはほとんど影響がないことを報告しており80）、このことは今回

の結果と一致している。これらのことはMVAの添加は裸子植物と被子植物の両

者においてAS含有量の増加を引き起こすことを示している。

　2つのグリコシルステロール（SG及びASG）などの極性ステロールは膜脂質

として働くことが示されている81）。また、Kempらは発芽中のトウモロコシ実

生においてFSが膜の構造機能を担うことを示している68）。この研究では、MVA

の添加によりステロール生合成における前駆物質が増加しても、カラマツカル

スの極性ステロール脂質とFSは一定量に維持されていることを見出した。この

ように、細胞膜を構築するFS及びグリコシルステロールのようなステロール脂

質は一定の含有量に維持されており、外因性MVAから生合成された過剰なステ

ロールはエステル化ステロールであるASとして貯蔵されることが示唆された。

　これらの結果から、ステロール量が増加するような条件下においても、膜ス

テロール脂質の含有量や構成ステロールの組成が一定に保たれているため、ス

テロール成分には樹種間での顕著な差が認められないと考えられた。
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要約

　2家系のF1人工交配家系、グイマツ（Larix　gnieliniivar．　iaponica　Pilg．）xカ

ラマツ（Larix　kaemρferi（Lamb．）Carr．）（以下F1）とそれらの両親のクローン

の成木及び3家系の苗木の葉のステロール組成を分析し、樹種間の違いを検討

した。これら3樹種の主要なステロールはシトステロール及びカンペステロー

ルであったが、3樹種のステロール組成にはジテルペンや脂肪酸に見られたよう

な樹種間の違いが認められなかった。

　カラマツカルスにおいて、遊離ステロール（FS）、アシルステロール（AS）及

びアシルタイプを含むグリコシルステロールが1．0：0．1：0．8の比で認められた。

カルスを10mMメバロン酸（MVA）存在下で培養すると、　AS含有量は著しく

増加したが、FSとグリコシルステロールは増加しなかった。各ステロール脂質

クラスの主要な構成ステロールはシトステロール（90％以上）であり、少量のカ

ンペステロールを伴っていた。MVAの存在の有無にかかわらず、カルスの構成

ステロール組成には違いがなかった。カルスを10　mM　MVA培地で6週間培養

後、MVA無添加培地に継代すると、　AS含有量は無添加培地のカルスのレベル

まで減少した。このように、細胞構造を担うFS及びグリコシルステロールのよ

うなステロール脂質は一定の含有量に維持されており、外因性MVAから生合成

された過剰なステロールはエステル化ステロールであるASとして貯蔵される

ことが示唆された。これらの結果から、ステロール量が増加するような条件下

においても、膜ステロール脂質の含有量や構成ステロールの組成が一定に保た

れているため、ステロール成分には樹種間での顕著な差が認められないと考え

られた。
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V．総合考察

　カラマツは昭和30年代の拡大造林期に北海道で盛んに造林され始めたが82）、

先枯れ病83’v87）や野そ害16・17，職28，5亀88～90）に弱く、幹のねじれや曲がりが大きい

91）などの問題を抱えていた。一方、グイマツは成長が遅く造林樹種には適さな

いが、先枯れ病や野そ害に強く、幹の通直性や材の強度など材質面でも優れた

特徴を持っている。このことから北海道では早い時期からグイマツとカラマツ

の交雑種が注目され、それらの材質や成長量に関する試験が行われてきた82）。

その結果、グイマツを母樹とし、カラマツを花粉親とするグイマツ雑種F1の成

長量はカラマツと同等以上であり、雑種強勢（ヘテロシス）を示す一方、気象害

や野そ害に対する抵抗性や材質、通直性に関してはグイマツの性質を受け継ぎ、

優れた性質を有することが明らかとなっている92）。これらの優れた性質を持っ

F1は北海道の有望な造林樹種であると考えられており、近年の植栽希望量は増

加傾向にあることから、F1種苗の供給量は不足している93）。

　F1の種苗生産において、現在はグイマツとF1の種子を判別することができな

い。そのため、現在はそれらの苗木の形態的特徴やフェノロジーの特徴によっ

てF1を判別している。しかし、これらの特徴による判別は確実性と効率に問題

がある。また、近年報告されている、分子マーカーを用いたF1苗の識別法22～24）は

有効な判別法であるが、時間がかかることやコストに問題がある25）。一方、近

赤外分光法は近年多くの分野で活用されており94）、現場での使用に向けたボー

タブル近赤外分光分析装置の利用に関する研究も行われている95）。林産分野に

おいては、木材の強度推定への利用に関する研究も進んでいる96）。グイマツと

F1の樹木成分の違いが明らかとなれば、将来的には近赤外分光法などの非破壊

的な分光光度法を利用した、効率的で低コストの雑種判別が可能となるかもし
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れない。

　F1に関するこれまでの研究は、成長量や材質などの性質を基にした優良品種

の選抜、形態的特徴やフェノロジーによる苗木の判別18・19，97）、耐そ性16，17，26”31・

56・・88”90・・98）に関する研究が中心であり、樹木成分に関する系統的な研究は行われ

ていない・耐そ性に関する研究では、これらの樹種のジエチルエーテル抽出物

28・31）、特にジテルペン含有量32）に違いがあることが報告されている。そこで、

著者はグイマツ、カラマツ及びF1の樹木成分の特徴を明らかにし、樹木成分に

よるグイマツとF1の苗木の判別を試みた。本研究では特にグイマツ、カラマツ

及びF1において含有量の違いが指摘されているジテルペンのほか、ジテルペン

と同様にメバロン酸経路を経て生合成されるステロール脂質（Fig．2，23）及び

メバロン酸の前駆物質であるアセチルCoAから生合成される脂肪酸について樹

種の特徴を明らかにした。

　成木の樹皮のジテルペン組成の特徴（Table　2）をジテルペンの生合成経路

（Fig．15）の観点から考察すると40）、グイマツはカラマツと比べてCDPから

1abdane型ジテルペンの合成流量が多い一方、カラマツはグイマツよりも

pimaraneを経たabietane型ジテルペンの生合成量が多いと考えられる（Table

6）。また、F1は、両親種の中間の性質を示しており、ジテルペンの生合成は遺

伝的に制御されていることが示唆された。

　苗木の樹皮のジテルペン組成は成木と同様の傾向であった。しかしながら、

総ジテルペン含有量は、成木に比べ著しく少なく、特にlabdane型ジテルペン

が少なかった（Table　4）。このことから、苗木のジテルペン代謝流には成木と同

様の傾向が認められるものの、1abdane型ジテルペンの生合成量は成長段階に

よって異なることが示唆された。

　針葉樹のジテルペンについては耐そ性30）や耐病虫害との関連から研究が行
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われているが、本研究においても、ジテルペン含有量と耐そ性との関連性が強

く示唆された（Table　2）e

　針葉樹において、創｛S　99～101）やmethyl　jasmonatelo2・103）により、樹脂酸など

のジテルペンの増加が誘導されることが報告されている。最近ではジテルペン

であるsclareo1による植物のATP　binding　cassette　transporterの誘導が報告

された104・105）。Gエecらは、∧施o孟ゴa顕plumbaginifoliaの細胞において、　ATP

binding　cassette　transporter（NpABOI）がsclareolやsclareolideに限らず

abietic　acidとlarixo1によっても誘導されることを示しており106）、これらのメ

カニズムとしてmethyl　jasmonateがジテルペン生合成を刺激した結果、

NpABCIが発現すると考えられているeカラマツの重要病害の一つにカラマツ

先枯病（原因病菌：Guignardia　laricina（SAWADA））がある。佐藤らはカラマツ

先枯病の耐病性について、グイマツはカラマツより高く、F1は両親種の中間で

あることを報告している85）。小口は、カラマッ先枯病が風衝地に多いことから、

風による機械的な損傷部位への菌の進入がこの樹病の原因であると考え、樹種

による耐病性と新梢に含まれる成分との関連を示唆している87）。これらのこと

から、グイマツ、カラマツ及びF1のジテルペン含有量とそれらの耐そ性及び耐

病性は、大きく関連していると考えられる。ジテルペン含有量、特にlarixol含

有量は変異幅が大きいことから（Table　2）、育種効果が十分に期待できると考え

られる。北海道産針葉樹の病虫害と樹木成分との関連性に関する知見はまだ少

ないが、樹木成分を耐病虫獣害性の高い品種の指標として育種に利用すること

は可能であると考えられることから、今後の研究が望まれる。

　さらに本研究では、成木の樹葉の脂肪酸組成を分析し（Table　10）、樹種間で

の脂肪酸組成の特徴を葉緑体と小胞体での脂質合成系とそれに引き続いて起こ

る脂肪酸不飽和化反応における基質特性や活性の視点から考察した。
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　Fig．29に高等植物におけるグリセロ脂質の合成経路を示す。グリセロ脂質の

生合成は、葉緑体内で生成した脂肪酸を原料として、葉緑体と小胞体の2箇所

で行われ、その過程はグリセロール3リン酸からのPAの合成、　PAからの各種

脂質の合成及びそれら脂質の構成脂肪酸の不飽和化の3段階から成る。葉緑体

での脂質合成ではグリセロール3リン酸のsn－1の位置には主として18：1ある

いは16：0が転移される。これに対し、sn－2の位置には常に16：0アシル基が転

移される。このような特異性はシアノバクテリアで観察されるので、植物葉緑

体でのグリセロ脂質のde　novo合成系は「原核型経路」と呼ばれる（Fig．30）。

一方、小胞体膜では、sn－1は18：1、16：0あるいは18：0アシル基によりエステ

ル化されるが、sn－2には常にC18アシル基が転移される。この小胞体膜でのグ

リセロ脂質のde　novo合成系は「真核型経路」と呼ばれる（Fig．30）。

　葉緑体での原核型経路を経て生成されたPAからは、　PGのほか、アカザ科の

植物などではガラクト糖脂質が生成され、その後、脂肪酸デサチュラーゼによ

る不飽和化を受ける（Fig．31）。この場合、　sn－1のc18脂肪酸のほか、　MGDG

やDGDGではsn－2のC16脂肪酸がポリ不飽和化されて16：3含有型に転換され

る。この葉緑体包膜で生成されたガラクト脂質は原核型ガラクト脂質と呼ばれ

る。それ故に、16：3が検出される植物は「原核型経路」によるガラクト脂質合

成系を有している判断される。しかし、多くの植物では葉緑体包膜で合成され

たPAをDGに転換する酵素が欠損しているので原核型ガラクト脂質は存在しな

い。一方、小胞体膜で作られたPAからはPIとPGが生成され、その後、　DG

を経てPEとPCが生成される。これらの脂質は、生成後に脂肪酸デサチュラー

ゼによる不飽和化を受ける。小胞体で生成されたリン脂質（おそらくPC）の一

部は葉緑体包膜に転送されてDGに加水分解された後、葉緑体においてグリセ

ロ糖脂質（真核型ガラクト脂質）の生合成に利用される（Fig．31）。この時、
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sn－1／sn－2がCls！ClsまたはC16／C18である2…種類のジアシルグリセロール残基が

生成することから、どちらのジアシルグリセロール残基がグリセロ糖脂質の生

合成に利用されるかによって、構成脂肪酸のC18脂肪酸とC16脂肪酸の比が異な

る。また、PA及びDGから生成した各脂質は、葉緑体包膜または小胞体膜にお

いて脂肪酸デサチュラーゼによる脂肪酸のポリ不飽和化を受けるが、この脂肪

酸デサチュラーゼ活性の違いは18：2と18：3の合計値に対する18：1の比を算出

することにより、推測することができる。

　本研究の結果から（Tableユ2）、糖脂質画分に含まれる16：3が4％と微量であ

ったことから、大部分のグリセロ糖脂質群のジアシルグリセロール部は小胞体

起源の真核型経路によって合成されたものと推測される。また、シアノバクテ

リアが起源とされる葉緑体での脂質合成後の包膜での脂肪酸デサチュラーゼ活

性には樹種間での違いが無いが、小胞体膜内でのリン脂質を基質とした脂肪酸

デサチュラーゼ活性が3樹種によって異なることが示唆された65・　66）。さらに、

葉緑体でのグリセロ糖脂質合成の段階においては、小胞体で合成されたC18／C18

型またはC16／C18型のジアシルグリセロール残基を有するグリセロリン脂質の

選択性が樹種問で異なると考えられる。

　また、苗木と成木では葉の小胞体における脂質合成の初発段階であるリゾホ

スファチジン酸生成におけるアシルトランスフェラーゼの脂肪酸選択性や葉緑

体脂質であるグリセロ糖脂質の生合成量に違いがあることが示唆され（Table

10，12，13）、脂質生合成系の活性は成長段階において異なると推測された。成木

において、Flの脂肪酸組成の特徴（Σ　C，s！　2　C16比及び18：1118：2＆18：3比）はグ

イマツとカラマツの中間の特徴を示しており、このことは脂質生合成系におい

て脂肪酸組成の決定に係わる脂肪酸転移酵素の選択性や脂肪酸不飽和化酵素な

どの活性が遺伝的特性によって制御されているためと推測される。このような
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生合成の遺伝的制御は、ジテルペン生合成にも同様に認められ（第工1章）、ジテ

ルペンや脂肪酸は雑種判別の有効な指標となることを示唆している。

　しかしながら、葉のステロール組成は成木と苗木の両者において3樹種間に

このような傾向が認められなかった（Table　14，15）。この理由を針葉樹組織にお

けるステロールの役割から検討するため、カラマツ培養細胞の培地にステロー

ル前駆体、MVAを添加し、ステロール生合成への影響について研究を行った。

ステロール脂質の機能については、SGとASG　81）及びFS　68）が膜の構造機能を

担うことが示唆されている。本研究の結果、ステロール量が増加するような条

件下においても、膜ステロール脂質の含有量や構成ステロールの組成が一定に

保たれているため、ステロール脂質には樹種間での顕著な差が認められないと

考えられた。なお、WilkinsonらはMVA処理した細胞のAS画分では4，4一ジメ

チルステロールの割合が増加するが、これら細胞中の4・モノメチルステロール

と4一デスメチルステロールの割合はコントロール細胞よりも低いことを報告し

ている80）。また、WilkinsonらはASが過剰量の前駆体ステロール、特にシク

ロアルテノールを貯蔵する役割を果たすことも示している80）。それゆえ、カラ

マツカルスにおけるステロール脂質生合成の更なる解明のためには、4，4一ジメチ

ルステロールと4一モノメチルステロールの組成及び含有量の検討が重要である

と考えられる。

　これまでにジテルペン33～35）や脂肪酸61・62）組成を基にした、樹木の分類が行

われている。Mongrandらは葉の脂肪酸組成を基に、多変量解析を使用して裸

子植物を分類している62）。この中でLarix属についてはL．8㎜θ垣ガ（Rupr．）

KuzenとLkaempferi（Lamb．）Carr．を含む6種が分析されている。主成分分

析ではこの2種が同じクラスターに含まれているが、階層型クラスター解析で

はべヘン酸（22：0）の含有率によって異なるクラスターに分類されることが報
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告されている。しかしながら、ジテルペン及び脂肪酸組成による種間雑種とそ

れらの親種との判別に関する研究は、これまでにほとんど行われていない。本

研究では、グイマツとF1の苗木をジテルペン及び脂肪酸の特徴によって線形判

別分析により判別することを試みた。5交配家系の苗木の枝の樹皮に含まれる7

種のジテルペン含有量を基に判別を行った場合、誤判別率は7．7％であった。こ

のことは複数の家系に由来する苗木であっても、樹皮のジテルペン含有量によ

りFlを判別できることを意味している（Fig．12）。この判別には、13－epimanool、

larixol、　abietic　acid及びisopimatric　acidの寄与が高く、これらの含有量を分

析することにより雑種判別が可能であると考えられた。なお、ジテルペン含有

量は5家系に共通してF1よりもグイマツに多いため（Table　4）、各ジテルペン

のmol％よりも含有量（nmol／bark　mg）を判別分析に供した方が樹種の特徴が

明確になり、誤判別率を下げることが可能であった。

　一方、苗木の葉のジテルペン組成についても同様に分析を行ったが、家系別

の樹種誤判別率は13．5～28．6％、5家系の全苗木の樹種誤判別率は35．4％と高か

った（Fig．13，14）。このことから、ジテルペンを指標とした判別には葉よりも

樹皮が適していると考えられた。苗木の葉において誤判別率が高いのは、葉の

ジテルペン含有量が少なく、特にグイマッではlabdane型ジテルペンの生合成

量が成木に比べて苗木で少ないため、樹種間に有意な差が出ないことが原因と

考えられる（Table　5，9）。

　葉においては、C12からC22までの14種の脂肪酸組成を使用した線形判別分

析により、成木のグイマツとFlを誤判別率なく判別ができることが示された

（Fig．18A）。さらに苗木においても樹種の判別が可能であった（Fig．22）。　P値が

もっとも小さい脂肪酸はbr－17：0と14：0であった。苗木では脂肪酸組成の樹種

間の差が小さいことから、誤判別率が3．3％となったが、判別法としては実用レ
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ベルでは問題にはならないと判断される。なお、樹種の判別には年度の違いは

判別には影響を与えないことが示唆された（Fig．18B）。葉の脂肪酸組成を基に

グイマツとF1の判別を行った場合、誤判別率をユo％以下にするには最少で7

種の脂肪酸（12二〇，14：0，16：0，16：1，16：3，br－17：0，18：0）が必要であった（Fig．

32）。樹種の判別をより容易にするためには、判別に必要な成分が少ない方が好

ましいと考えられる。そこで、葉に含まれる脂肪酸とジテルペンを組み合わせ

てグイマツとFlの判別を行った。3母樹（中標津121，樺岡484，留辺蕊28）由

来の1母樹あたりグイマツ5個体、Fl　5個体について、葉に含まれる6種のジ

テルペン（larixol，13－epitorulosyl　aceta七e，　isopimaric　acid，　abietic　acid，

dehydroabietic　acid，　neoabietic　acid）の含有量を基に判別分析を行った場合の

誤判別率は30％であり、この判別への寄与が高いジテルペンはabietic　acid

（永0．05，Prob＞F）、　larixol、　isopimaric　acid及びneoabietic　acid（いずれも

1（O．1，Prob＞F）であった（Fig．33A）。この判別に供した中標津121及び樺岡

484の2家系の個体においては、abietic　acid、　larixol、　isopimaric　acid、

neoabietic　acidは共通してF1よりもグイマッに多かった。また、含有率の高い

脂肪酸（16：0，16：1，18：1，18：2，18：3）と樹種の特徴を表すと考えられるbr－17：0

を用いた場合の誤判別率は16．7％であり、この判別への寄与が高い脂肪酸は

br－17：0（P〈o．ol，　Prob＞、P）と16：0（、Fko．05，　Prob＞P）であった（Fig．33B）。

br・17：0は3家系に共通してグイマッよりFlに多く、16：0はFiよりグイマッに

多いため、P値が小さいと考えられる（Table　13）eこれらの結果から、判別へ

の寄与が高く、なおかつ含有量の多いlarixol、　abietic　acid、16：0、　br－17：0、18：3

を選択して判別分析を行うと誤判別率は10％となり（Fig．34A）、これらにさら

にisopimaric　acidを加えることにより、誤判別率を6．7％に下げることが可能

であった（Fig．34B）。これらのことから、樹種の特徴を表す比較的含有量の多
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Fig．32．　Linear　Discriminant　Analysis　Using　12：0，14：0，
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　　　　●and　o　indicate　L．　gme〃nii　var．．∫aponica（G）and
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　　　●　and　o　indicate　L．　gme〃nii　var．∫aρoη∫ca　（G）and　F1，

　　respectively．

　　　The　large　circles　show　the　95％confi’dence　intervals　of　the

　mUltiVariate　meanS．
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Fig．34．　Linear　DiscriminantAnalysis　by　16：0，　br－17：0，18：3，

　　Larixo［，　Abietic　Acid（A）and　16：0，　br－17：0，18：3，　Larixo1，

　　lsopimaricAcid，Abietic　Acid　Compositions（B）in　the　Leaf　of

　Seedlings　of　L．　gme∫in’i　var．∫aρonica　and　the　FI　in　Three

　　Families．

　　　●・and　o　indicate　L．　gme〃nii　var．∫aρoη’ca（G）and　the　F1，

　respectively．

　　　The　large　circles　show　the　95％confidence　intervals　of　the

　multivariate　means，
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い成分を選択することによっても雑種判別は可能であると考えられた。

　最近、葉を直接、近赤外分光光度計で分析することによりカロテノイドの分

布107・　108）やモノテルペンである1，8－cineoleの含有量109）を分析することがで

きることが報告されている。また、近赤外分光法により、ワイン中の低分子脂

肪酸及びモノテルペンアルコールの分析110）や油脂中の脂肪酸（18：0，18：1，

18：2，18：3）組成の推測111）が可能なことが報告されており、F1種苗の判別への

利用が期待される。

　本研究では、グイマツ、カラマツ及びF1について樹皮のジテルペン及び葉の

ジテルペンと脂肪酸組成を明らかにし、さらにそれらを基に線形判別分析する

ことにより、グイマツとF1種苗の判別が可能なことを示した。このことは、こ

れらの樹種のジテルペンと脂肪酸生合成が遺伝的に制御されているために樹種

の特徴へ反映し、判別が可能であると考えられる。家系や亜種間におけるこれ

らの組成の違いや、生育地域や季節変動などの環境要因が組成に及ぼす影響に

ついては、今後更なる研究が必要と考えられる。

　1997年に開催されたCOP3（地球温暖化防止京都会議）において採択された

京都議定書では、日本は1990年に対する2008年から2012年の5年間の温室

効果ガス平均排出量を6％削減しなければならず、そのうち3．8％を森林により

吸収することとしている。一方、日本国内の人工造林面積は、林業の採算性の

低迷による経営意欲の減退、林業労働力の減少などから減少傾向にある112）。北

海道では、近年の道産材の需要の高まりから伐採量が増大し、2001年～2006

年の5年間に皆伐面積がほぼ倍増（5160～10238ha）しているものの、人工造

林面積は6，000～7，000haと低迷しており、伐採量に造林量が追いつかない状

況である13～14）。今後は、温室効果ガス削減に向けて積極的に植林が進むと考え

られ、炭素固定能の優れたFl家系の選抜も行われていることから20’－21）、　F1種
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苗の需要が高まることが予想される。その需要に応えるためにも、本研究成果

を活用した近赤外分光光度法などの新たなF1種苗の判別法の開発が期待される。
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