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Summary

As a result of decreasing supplies of fossil hydrocarbons it has become necessary to explore

renewable energy and material sources.　So far, we have been concerned with the energy

productivity of Eucaliptus plants (some 600 species) which produce a large amount of terpenoidal

hydrocarbons. As one of good candidates for energy plants, a highly effective cultivation

and the integrated utilization of lemon-scented gum, Eucaliptus citriobora Hook, were e苧ammed.

Economically useful substances such as allelochemics (plant growth inhibitor), repellants

against mosquitos, food antioxidant, polyprenols in addition to terpenoidal and plant-residual

fuels were isolated and identified.

Shooting formation in tissue cultures from different parts of seedling of E. citnodora was

achieved using Murashige-Skoog (MS) basal medium supplemented with 1 //M indole acetic acid

(IAA) and 5 //M zeatin (ZEA). Explant from shoot apex, lateral bud and cotyledon grew to

shoots. After shoot formation, three rooting media were examined to get optimal root forma-

tion media. Successful root formation was obtained on MS basal medium supplemented with

0.1 /lM indole butylic acid (IBA).

緒　言 資源を確保す.ることは,将来の人類にとって最

mm迅」ZiBS巨1

ェネルギーの大量消費こそ生産の向上と文化の　　近年,ク') -ンエネルギーとして太陽エネルギ

向上につながるという考え方は生態系・環境　-の利用方法が各方面で研究されている・効率的

の破壊をひき起し,近年反省を余儀なくされた・

生態系との調和を考えながら再生可能なエネルギー　　〒060　札幌市北区北9条西9丁目
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な利用方法を見出せば,人類は太陽が消滅しない

依 り永久に使 うことができる.太腐エネルギーの

利用方法については, カT)フ*ルニア大学の

Calvin 教授が総説にまとめているが,中でも植

物の光合成を利用した炭化水素生産の重要性を強

調している(.1･2)植物による光合成反応は炭寮ガス

の還元であって,光と水の助けで炭水化物をつく

り,体内でさらに遜元されたテルペン類など第二

次代謝産物へと生合成される ある種の植物には

テルペン系炭化水素を多量に生産しているものが

あり,その発熱量も,分子中の敢素の数によって
異なるが,およそ9,000-ll,000kcaL̂ 8と非

常に高いことから,このような植物を石油植物と

かエネルギー植物とか呼んでいる.(8)

光合成による炭化水素生産を考える以上,南方

のような太牌エネルギーの恩恵を多く受けている

地域での栽培が望ましい｡これまでミドリサンゴ

(アオサンゴ)やホルトソウなどトウダイグサ属

(EuL)horbhspecies)植物に的する栽培,燃料

成分分析,抽出技術などが研究されコス ト試算 も

行われた.(ト8)一方,同じテルペン系炭化水素で

も性状が石油に近い炭素数10個のモノテルペンを

多量に生産するユーカリ (Ewab少twspecies)

が注目をあぴて来た(.9-12)それに伴って, この属の

効率的な繁殖方法の確立 と耐冷性付与の試みがこ

れまで行われていろ.(13-19)

著者らは世界600種のユーカリ属植物のうち,

その集に最も高いオイル含有量を示したEucaLntus

和didぬvar.A紘StYlalhlナ∽叫 をは じめオイル生

産可能なユーカt)種についてエネルギー評価を

行った｡帥 しかしながら,現在の石油コストから

考えて,席料としての植物オイルの実用化は容易

ではなく,付加価値の高い成分を同時に抽出する

ことによりコストの低下をはかる必要が生じた.

香料原料として栽培され, かつ興味ある他感作

用物質 (7レ｡ケ ミクスj2!-%･発見されたレモン

ユーカl)(Euca如)twcitriodoraHook.)について

総合利用の面から成分検索を行うと共に,組頼培

養によるクローン増殖法を用いて, レモンユーカ

リの高効率的栽培法を確立したので報告する.

南方資蘇利用技術研究会益

美鹸方法

1.有用成分の単離および同定

播種後2年-3年目のレモンユーカ.)新鮮葉を

室温でアセ トンに約1ケ月間浸漬し,抽出濃縮液

を水蒸気蒸留法によって精油を集めた.不揮発性

有用成分は,蒸留残溝からクロロホルムで抽出し

た｡精油成分は,シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーを用い,溶出溶媒としてヘキサンーエーテ

ル混合液で分画を行った.一方,不揮発性成分に

ついては,クロロフィルなどの色素を除去するた

めに,フロリシルドライカラムを使用し同様の溶

媒系で分画した.

単離 ･精製 された化合物は,質量分析法

(EI-MS.FI-MS,FD･MS),核磁気共鳴法 (lH･

NMR,13C-NMR)などによって同定を行った.

2.撫準♪-Menthane･3,8-diols の合成
構造確認のため以下のよ うな Zimmerman

および English(23)によるcitronellalの車触媒

環化反応を応用して合成した.

史 o

(+)･cilroI治lIal

./氏T -< oH
(+)ci8 (-)traTb

1 2

三角フラスコ (300 〟容)に(+)Citronella1
25･lNを入れ,水浴中で冷却しながら5%硫敢水

溶液 125mLを撫拝しながらゆっくり満下した.そ

の後水浴をはずし室温で20時簡捷拝した.反応

液をェーテル100Jで4回抽出し,エーテルJIを

5%炭酸ナトー)ウム水溶液で3臥 虫和食塩水

100･AEで3回洗浄した.無水硫軟ナト')ウムで乾

集亀 減圧濃掛 こよりエーテルを除去し,粗地出

物27.89を得た.

粗抽出物のガスクロマト分析によると,少量の

出発物質と副生成物があるため,シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィーにかけ cis体 Ll) およ び

trans体 (21をそれぞれ単離した.それぞれの粗

結晶をヘキサンで再結晶させ,純粋な白色針状績

(2)
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品としてcis体(1) 8.759　　tra鵬体(2) 4.64

^saia

それぞれ機器分析結果は以下の通りである.

(+)-p-Menthane-3, 8-cis-diol ( I ) : mp 57.5-59.5

。C;[a¥l3+12.8-(c-0.53, MeOH); EI-MS(m/z)

157(M+-CH3, 1%), 154 (M+-H20,2上139(3),

121(3), 111(2), 94(40), 81(100), 69(18), 59(79), 55

(21), 54(21). 43(42), 41(34);FI-MS(w/z) 173(M+

+1, 16%), 157(37), 154(100), 114(9), 96(83), 77

(41), 59(85);'HNMR d^'- 0.87(3H, d, C7-Me,

∫-6.4 Hz),1.22 and 1.36(3H each,both singlets,

C9 and Cio-Me), 4.40 (1H, q, C3 - equatorial

proton, J-2.4 Hz) ; IR滅ft cm-1 3230(OH).

(-)-p-Menthane-3, 8-trans-diol(2) ; mp 58.5-

60.0 -C ; [α】P-UA- (C-0.53, MeOH) ; EI-MS

(m/z) 157(M+-CH31 1%), 154(M+-H20, 1), 139(3),

121(2), 111(1), 96(38), 81(100), 68(10), 67(10), 59

(90), 55(13), 54(20), 43(34), 41 (19) ; FI-MS (m/z)

173(M++1, 47%), 157(ll), 154(30), 111(8), 96

(54), 77(87), 59(100),; 'H-NMR <5報S'.0.91(3H,d,

C7-Me,∫-6.4Hz), 1.22(6H, s, C9 and Cl。-Me),

3.71(1H, dt, C3-axial proton, /-3.8, 10.2 Hz);

IR v蕊冨妄cm"1 3260(OH).

M TE3関田指E33日MZmi

レタス,エノコログサ,メヒシバ,ノビエ,ガ

ーデンクレスその他の高等植物種子の発芽阻害並

びに幼植物の生長阻害を寒天培地を用いて行った.

詳細な方法は前報で報告した.輪

4.組織培養によるクローン増減法

オーストラリアより.^手したレモンユーカ.)の啓

子を一夜流水にて水洗後, 70%ェタノールで10

秒間,つづいて次亜塩素酸カルシウム(有効革素

lO/A)に15秒間浸潰した・その後滅菌水で洗浄後,

発芽培地(ショ楯20サ//,寒天6秒〃)に播種し

た. 2-3週間後に得られた実生をFig.1に示

したように各部位に切断し,それらを外殖体とし

て培養に用いた. Murashige-Skoog (MS)堵地紳

を基本として,ショ糖20a/*,寒天8ル4, pH

6.0とし,生長討節物質のオーキシンとしてlpM

(31
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Figure 1. Seedling Portions Used as Explants

のインド-ル酢酸(IAA),サイトカイこンとし

て5〝Mのゼアテン(ZEA)を添加し,このよう

にして謝製された培地を茎葉分化培地として用い

た.叫さらに分化した茎糞の発根を促すために3

種類の培地　すなわち①生長調節物質を含まない

MS培地, ⑧0.1月Mのインドール酪酸(IBA)

を含むMS培地,および⑧lJIMのIAAと0.1〝M

のZEAを含むMS培地を検討した.なお培養条件

はすべて25。C, 16時間日長(約5,000ルクス)

である.

実験緒果および考察

1,レモンユーカリ葉中の有用成分

レモンユーカリ(Fig.2)はオーストラリアの

亜熱帯地方クイーンズラン-ド州に多く自生し,そ

の葉にはレモン様芳香で知られる　citronellal

を含んでいる。香料原料蒸留の目的で,プラヮル,

南アフリカ,インドなどで栽培が長年行われてい

るが,特にインド薬用植物中央研究所(現在国立

植物学研究所NBRIに改称)では栽培育種や香料

hydroxycitronellal　の生産研究などが行われ

ている.

レモンユーカT)の有用生産物を探索する目的で,

アレロケミクス(他感作用物質)の分離を試みた.
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Figure2.Eucalyptuscitriodoragrowing

atthecropfiedofHokkaido

University.(summer,1984)

南方資源利用技術研究会誌

アレロケ ミクスに関する研究は,植物生態学解明

だけでなく除草剤開発の手掛 りを与えてくれる｡

一般に, ｢ある植物 (微生物を含む)が生産した

化学物質が,環境への流出を通じて,他の植物に
直接的,間接的に阻害的影響を与える現象｣をア

レロパシー (他感作用)と呼んでいる.イネ科を

中心とする雑草類の生育を阻害して問 りに裸地を

形成するレモンユーカリの新鮮葉よりアセ トン抽

出を行い,前述の生物検定とカラムクロマトグラ

フィーを組合せることによりアレロケ ミクスを単

離した.各種機器分析によるスペク トルデータを

解析した結果,活性物質はクーmenthane･3,8-diols

(C由体 とtyms体)であった.レモンユーカリ中

のテルペン成分と単離した活性物質が生育ステー

ジでどのように変化するかを詳細に調査した.そ

の結果をFig.3に示す.香料成分の一つである

L̂
く
^
IJ
S_̂
e31
tuOPnu
JL}
u

tJSaLJ
)0

7E
P
一ad

16 24 .12 11I JA 70 州 IllYl一lKLぐSl

12 1El 川 -AHm'nLhs)

(;rowlh Sl叩C

Figure3･RelationshipbetweenAmountofConstituents

andOntogeneticAgeinE_ciEn'odwa

citronellol ははば一定であるが, レモン芳香

成分 citronellalはおよそ 15ケ月目より量が減

少し,一方 かmenthane-3,8-diols((滋体および

tyans体)がこの時期になって検出され,その後増

加し一定となっている｡これらの事実は,収穫適

期に重要 な情報 を与 えた. さらに,活性物質

(4)

♪･menthane-3,8･diolsの生合成は,Fig.4に示

したように geranylpyrophosphate(GPP)から

citronellalが生成し, レモンユーカリ生休内で幼

木から成木になるに従って,加水と環化反応が同

時に起ってクーmenthane-3,8-dio】Sが生じるものと

考えられる.
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GPp-I- ･-
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Figure4･PlausibleBiosyntheticPathwayofかMenthane-3,8･diols

また, この diol類が蚊の忌避剤であることが

明 らかになった.自然科学の研究は, 自らの体験

や伝説を含むあらゆる情報がきっかけとなって発

展することが多い.著者 らはカリフ*ル二ア大学

の Calvin 教授の指導下でバイオマス研究をやっ

ていた頃 (1975年9月-1977年8月)よ り,蚊

に対するユーカリ中の忌避成分に興味を持ってい

た.このことは,以前に総説などに書いたことが

あるので, ここでは割愛するが, ともか く蚊に対

する吸血忌避試験を行 った結果, レモンユーカリ

中のア レロケ ミクスと して同定 した もの と同

じf)-menthane･3,8-diolsが分乾された｡生物検定

に用いた蚊はヒトスジシマカ(Aedesalbopictw)お

よびアカイエカ (Culex♪ipiens)で, いずれ も

0.01-0.10/Oアセ トン溶液 で市販のディー ト

(N,N･diethyl-m-toluamide)と同等あるいは強

い忌避性 を示 した.そしてこの物質は,人畜に対

する毒性が低 く無臭であるため各種の香料成分と

混合 して使用できるものと期待 される.

さらにEucali少tusglobulus集中よ り見出された

食品抗矧ヒ剤 n-tritriacontane-16,18-diome軸 を

レモンユーカリ中に存在するかどうか不揮発性画

分よ り検索を行 った.まずクロロホルム抽出物を

常法に従い,高速液体 クロマ トグラフィーによっ

て単離を行 った.梼晶の IRおよびマススペクト

ルとの比較からの抗酸化剤の存在を確認した.さら

に医療用や石油製品の原料で知られるpJyprenol

類についても検索を行った｡ゲルクロマ トグラフ

ィー (GPC)による精製によって単熊 したが.現

在構造決定中である｡

以上,分子量別に分散 した有用成分をFig.5に

まとめた｡図中,帝媒抽出後の植物残法は,微生

Q･･･o･･IO二蒜J"'(加H･'･CHa,.,
oH
l

-O-

臭
-
な
おFigure5･IntegratedUtilizationofEucalhtuscitn'odoraLeaves

(5)
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物による資源化が可能であるが,現在までの技術

ではコスト的に合わない.ユーカリ植物残査の元

素分析と計算によって得られた低発熱量をTable

lに示したが,植物残液はおよそ4,000kcal/も

の発熱量を持っており,バイオマスエネルギーと

南方資源利用技術研究会証

して重要である.さらに,水溶性物質の糖類やア

ミノ酸類 も無視できず, これらの成分を効率よく

分離しどのように利用するかが今後の課題である.

バイオマス利用を考える場合,燃料となる成分だけ

でなく総合利用の観点から付加価値の高い成分の

Table1.ElementaryAnalysisandLowCalorificValuesofEucaLi4)tusResidue

Eucalhtwspecies C H N S 0 Hu(kcal/kg)a

E.r7adiata 50.41 5.24 2.80 0 38.77 3,914

E.citriodo71a 50.60 5.54 1.96 0 37.16 4,096

8Hu-Hh-600(9H+W) Hh(Kcal/kg)-8,080C+34,200(H-0/8)+2,500S

探索とその利用法を確立しなければならない. カリ種についてさし木実験を行ったが,発根率が

5 6 7 EI 9 10 11 1･_) 1 2 3 4 5 6 7

198ト 壬 =1982 Monlh

Figure6･GrowthCurvesofEucali4)twPlants

(6)
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1981年～1982年 に行った′ヾイオマス的に興味あ

る数種のユーカリ植物の栽培結果を示 したが,多

くのユーカリでは,冬期に生長はしないが枯れる

ことはまったくなかった｡しかしレモンユーカリ

(E.citn'odoyia)だけは,冬期に地上部が枯れ春に

再び萌芽した.特にレモンユーカリは温帯から亜

熱帯地域が良 く,沖縄県名護市や鹿児島県種子島

レモンユーカリ Eciin'odora 高効率的
栽培技術並びに総合利用に関する研究

における栽培実験では冬期間まったく枯れず,従

って南日本であれば気温においては問題ないよう

である.そこで,約 6ケ月間も苗作 りに要する期

間を短縮する目的で,組織培養によるクローン増

殖法の開発を検討 した.

3回にわたって行 った実験の結果をまとめて

Table2 に示 した.部位 5の節を含まない腫軸

Table2.Shootformationfrom differentpartsofseedlingofEuca如)tuscitn'odo71aHook.

Numberof Numberof Shootformation Numberofshoot Numberofshoot

explant shooting rate(%) obtained obtained/explant

1 57

2 57

3,4 114

5 57

3

5

6

0

4

3

4

4

3

5

1

5

0

7

6

1

5

3

0

7

6

1

5

4
1

6

1
1

1

1
0

0

285 84 29.5

･ CorrespondencetoFig.1.

以外の部位からは茎葉分化が認められた. とくに

部位 1の茎凪 部位2の節部では定芽が生長しそ

れぞれ75.4%と61.4%とほ とん どの ものが茎

葉を形成し, さらに1つの外殖体から2ないし3

の茎葉形成 も認められた (Fig.7∴ これらの茎

Figure7.Shootsdifferentiated

from cotyledon
(7)

葉を三種の発根培地に移植した結果をTable3

に示 した.0.1〟.M IBA を含む培地がすべての

部位で得 られた茎葉で54.3% と発根率が最も高

かった.子葉よ り再生 した茎葉で高い発根率を示

したが,子葉よ りの茎葉分化は少なかった.本研

究では57個休より149の茎葉が認められ, その

約半数が発根し完全な個体に再生 した (Fig.8お

よびFig.9). さらに再生 した個体を外植体とし

て, さらに茎葉分化を行わせ,その結果を1ゝble

4に示 した･ここでは実生からの結果とほぼ同様
ヽ
の増殖を示 した.これらの ことよ り一連の培養

(約 45日間)で約 3倍の茎葉 を確保できること

が明らかとなった.今後の課頚としては茎葉分化

と発根の培養条件をさらに改良することがあげら

れる･また子葉よ りの分化 も認められているので

この条件を確立すること, さらに茎葉分化および

発根の容易な遺伝子型の存在 も考えられるのでそ

れを選抜 し,より効率よく増殖 させることがあげ

られる.

MS培地は培養に必要な 10'〟は約 1.5円で き

わめて安価である.しかしながら培養時に必須の



Table 3. Root formation from shoots obtained by culture

Medium * Source of Number of Number of Root fonnation
shoot shoot rooting rate (%)

MS 1 26 9 34.6

2 30 11 36.7

3,4 7 6 85.7

Total 63 26 41.6

MS+0.1 pM lEA 1 31 15 48.4

2 33 17 51.5

3.4 6 6 100

Total 70 38 54.3

MS+ 1 pM IAA 1 14 6 42.9

+0.1 pM ZEA 2 2 0 0

3,4 0 0 0

Total 16 6 37.5

3 Media 1 71 30 50.0

2 65 28 43.1

3,4 13 12 92.3

Total 149 70 47.0

*MS: Murashige & Skoog, lEA: Indole butylic acid, IAA: Indole acetic acid

ZEA: Zeatin

(8)
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Figure8.Rootingfromshoot
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Figure9.Generatedplanttransplanted

inthegreenhouse

Table4.Shootformationfromplantobtainedbyculture

Numberof Numberof Shootfomation Numberof
explant shooting rate(%) shootobtained

apex

node

internode

leaf

root

2

0

2

2

4

1

2

1

3

2

5

2

1

3

0

1

7

0

0

0

1

0

1

3

0

.4

6

人件草,培葦条件の制御のための施設,機器およ

び電気代などを考慮すればかなりの額の必要経費

となる.しかしながら,効率よく大量増殖するこ

とにより, これらの費用は節減され得る.

要 約

テルペン系炭化水素を多重に生産するユーカリ

属植物の中でも,その精油が香料として利用され

(9)

5

0

1

3

0

2

ているレモンユーカリについて新しい効率的栽培

法と経済的有用成分の検紫が行われた.有用成分

として,他感作用物質,蚊およびマツノザイセン

チュウの忌難物質,食品抗敢化札 石油製品の原

料 polyprenol 等が分離された･組織培養にJ:

るクローン増殖を試みた･Murashige-Skoog培

地を基本とし, lLLM のインドール酢酸と5JLM

のゼアチンを含む寒天培地で実生部分を培養した.



10 西村弘行,水谷純也,中嶋 博,津田局禰

茎JR 節部および双葉では茎葉形成が認められた･

これら茎葉の発根には,0.1LLMのインドール解

車を含む培地が良いことが明らかとなった･
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