
国立研究開発法人森林研究・整備機構・森林総合研究所・主任研究員 等

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１０５

基盤研究(B)（一般）

2021～2018

タンニンの網羅的解析と遺伝子組換えによるユーカリの新規アルミニウム耐性機構の解明

Elucidation of a novel mechanism for aluminum resistance in Eucalyptus 
camaldulensis by comprehensive analyses of hydrolyzable tannins and genetic 
transformation

７０４４５７４０研究者番号：

田原　恒（Tahara, Ko）

研究期間：

１８Ｈ０２２４６

年 月 日現在  ５   ６   １

円    12,700,000

研究成果の概要（和文）：極めて高いアルミニウム耐性を示すEucalyptus camaldulensis（ユーカリ）は、加水
分解性タンニン（以下、タンニン）の1種エノテインBをアルミニウム無毒化物質として含有する。本研究では、
新たにユーカリで新規化合物1種（ユーカルパニンD2）を含む12種類のタンニンを同定した。これらのタンニン
のアルミニウム無毒化能は、分子量が大きいほど高い傾向にあった。ユーカリでは、多様なタンニンがアルミニ
ウムの無毒化に寄与していると考えられた。また、タンニンが実際にユーカリの高アルミニウム耐性を担ってい
るかを明らかにするため、タンニン生合成遺伝子をノックダウンした遺伝子組換えユーカリを作成した。

研究成果の概要（英文）：Eucalyptus camaldulensis shows extreme resistance to aluminum and contains a
 hydrolyzable tannin (HT), oenothein B, as an aluminum-detoxifying compound. In this study, we 
identified 12 additional HTs including a novel compound, eucarpanin D2, in E. camaldulensis. These 
HTs showed aluminum detoxification abilities, which tended to be greater in HTs with higher 
molecular weights. These results suggest that various HTs contribute to aluminum detoxification in 
E. camaldulensis. We also generated transgenic E. camaldulensis with reduced levels of HT 
biosynthesis in order to better understand the roles of HTs in aluminum resistance.

研究分野：森林科学

キーワード： アルミニウム過剰害　加水分解性タンニン　遺伝子組換え　ユーカリ　酸性土壌
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新規の加水分解性タンニン・ユーカルパニンD2は、人間にとって有益な機能性を持っている可能性がある。種々
のタンニンにアルミニウム無毒化能があることを示したことは、有害金属の無毒化という植物にとってのタンニ
ンの新機能や、植物の新たなアルミニウム耐性機構の理解につながる成果である。また、従来の方法を改良し、
再現性が高いEucalyptus camaldulensisの遺伝子組換え法を提示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
世界の陸地の約 30%は、強酸性土壌で覆われている。そこでは、土壌鉱物から溶け出したアルミニウ
ム（主に Al3+、以下 Al）が植物の生育を阻害する主な原因となっている。Al は、根に吸収され、根の伸
長を阻害する。我々は、極めて強いAl耐性を持つ樹木としてフトモモ科のEucalyptus camaldulensis（ユ
ーカリ）を見出し、その Al耐性機構を解析してきた。その結果、ユーカリの根から新規の Al無毒化物質
として加水分解性タンニン（以下、タンニン）の一種であるエノテイン B を発見した（Tahara et al. 2014）。
さらに、エノテイン B と結合した Al は植物にとって無毒であること、ユーカリの根は高濃度（約 1%）のエ
ノテイン B を含み、Al 処理によってその量が増加することなどを明らかにした。これらの結果から、エノ
テイン Bが根に侵入した Al と結合し、根の中で Alを無毒化することで、ユーカリに高い Al耐性を付与
しているという新しい植物の Al耐性機構を提唱している。 
ユーカリはおそらくエノテイン B 以外のタンニン類も含んでおり、それらも Al 結合部位であるフェノー
ル性水酸基を多数持っていると考えられるため、Alの無毒化に役立っている可能性が高い。ユーカリの
Al 耐性機構の全体像を理解するためには、エノテイン B 以外にどのような種類のタンニン類を含んで
いて、それらは Al 無毒化に貢献しているのかを明らかにする必要がある。また、エノテイン B を初めと
するタンニン類が、ユーカリの強力な Al 耐性を担っているとの仮説に対して、直接的な証拠をさらに示
す必要がある。 
 
２．研究の目的 
タンニンによるユーカリのAl耐性機構を包括的に解明することを目的として、2つの目標を設定した。 
目標（1）：種々のタンニンが Al 無毒化に果たす役割を明らかにするために、ユーカリに含まれるエノテ
イン B以外のタンニンも網羅的に探索し、それらの Al無毒化能を調べる。 

目標（2）：タンニンが Al 耐性に必須である直接的な証拠を示すために、タンニン量を減らした遺伝子組
換えユーカリを作出し、通常のユーカリと Al耐性を比較する。 

 
３．研究の方法 
（1）ユーカリが含むタンニンの網羅的同定と定量 
ユーカリの根と葉に含まれるタンニン類を含水アセトンで抽出し、溶媒抽出法および各種カラムクロマ
トグラフィーによって単離した。単離したタンニンの化学構造を、高速液体クロマトグラフィー、高分解質
量分析法、核磁気共鳴分光法等によって解析した。ユーカリが含有する各種タンニンを超高速液体クロ
マトグラフィー質量分析法（UPLC-Q-TOF-MS）で定量した。 
 
（2）ユーカリが含むタンニンの Al無毒化能の評価 
同定した各種タンニンの Al 無毒化能を生物検定法により評価した。具体的には、Al 感受性のモデ
ル植物シロイヌナズナを材料として、Al による根の伸長阻害がタンニンの添加によって緩和される程度
を調べることにより評価した。 
 
（3）遺伝子組換えユーカリの作成法の改良 
アグロバクテリウム（Agrobacterium tumefaciens EHA105株）を利用したユーカリの遺伝子組換え法を
改良するため、種子の滅菌、外植片の調製、カナマイシン選抜などのステップで最適な条件を検討した。
外植片として、Australian Tree Seed Centreから購入したユーカリ種子（ロット 19708）を発芽させて得られ
た胚軸を使用した。 
 
（4）タンニン量が少ないノックダウン遺伝子組換えユーカリの作成と Al耐性の評価 
タンニン生合成の第 2 段階の反応を触媒するユーカリの酵素（β-グルコガリン合成酵素 UGT84A25
および UGT84A26; Tahara et al. 2018）の遺伝子発現を、アンチセンス法または RNA干渉法によって抑
制するようベクターDNA を構築した。ベクターDNAを保持したアグロバクテリウムを外殖片に感染させ、
ユーカリに遺伝子を導入した。再分化してきた植物体からゲノム DNAを抽出し、PCR法により導入遺伝
子を確認した。作成した遺伝子組換えユーカリにおい
て、タンニン生合成遺伝子の発現量を定量 PCR法で、
根に含まれるタンニン量を UPLC-Q-TOF-MS で調べ
た。水耕栽培で Al による根の伸長阻害の程度を調べ
ることで、ノックダウン系統と空ベクターを用いた対照系
統の Al耐性を比較した。 
 
４．研究成果 
（1）ユーカリが含むタンニンの種類と含有量 
ユーカリの根および葉を含水アセトンで抽出を行い、

12種類の既知タンニンを単離し、各種スペクトルデータ
の結果に基づき、β-グルコガリン（β-glucogallin）、1,6-ジ
ガロイルグルコース（1,6-digalloyl glucose）、1,2,6-トリガ

Eucarpanin D2

図1. 新規タンニン・ユーカルパニンD2の構造



ロ イ ル グ ル コ ー ス （ 1,2,6-trigalloylglucose ） 、 1,2,3,6- テ ト ラ ガ ロ イ ル グ ル コ ー ス （ 1,2,3,6-
tetaragalloylglucose）、1,2,3,4,6-ペンタガロイルグルコース（1,2,3,4,6-pentagalloylglucose）、ストリクチニ
ン（strictinin）、ペドゥンクラジン（pedunculagin）、テリマグランジン I（tellimagrandin I）、カジュアリクチン
（casuarictin）、テリマグランジン II（tellimagrandin II）、エノテイン B（oenothein B）、ユーカルバニン C
（eucalbanin C）と同定した。さらに新規タンニン二量体 1 種類を単離し、2 次元 NMR をはじめとする各
種スペクトル解析、メチル化，メタノリシス反応などの化学反応や酵素反応、部分加水分解反応の結果
から、絶対配置を含む化学構造を決定し、ユーカルパニン D2（eucarpanin D2）と命名した（図 1）。 
ユーカリの根が含むタンニンを定量したところ、エノテイン B の濃度が最も高く、2 μmol (g fresh 

weight)−1程度だった。また、Alストレス条件下でユーカリを栽培すると、根で 9種類のタンニンの濃度が
高くなることが分かった。 
 
（2）ユーカリが含むタンニンの Al無毒化能 
ユーカリで同定された 13種類のタンニンの Al無毒化能を評価したところ、全てのタンニンが Al無毒
化能を示し、分子量が大きいタンニンほど Al 無毒化能が高い傾向にあった（図 2）。新規化合物である
ユーカルパニン D2は、エノテイン B と同等以上の高い Al 無毒化能を示した。ユーカリの根では、エノ
テイン B だけでなく、その他の多様なタンニンが Al 無毒化に寄与していると考えられた。特に、含有量
が多く Al無害化能も高いエノテイン Bがユーカリでは主要な Al無毒化タンニンであると考えられた。 
 
（3）遺伝子組換えユーカリの作成法の改良 
種子の滅菌は界面活性剤を含むハイターで処理してから 70%エタノールで殺菌すること、外植片とし
て頂芽を含まない胚軸を用いること、遺伝子組換えユーカリの選抜には 25 mg L−1カナマイシンが適当
であることなどを明らかにした。この改良法による遺伝子組換え体（図 3）の取得効率は約 3%であった。 
 
（4）タンニン量が少ないノックダウン遺伝子組換えユーカリの作成とその Al耐性 
タンニン生合成遺伝子の発現を抑制するように設計したベクターDNA を持つアグロバクテリウムをユ
ーカリの胚軸に感染させた（アンチセンス法 2,358 本、RNA 干渉法 4,116 本）。選抜培地上で再分化し
てきた植物体のうち、アンチセンス法で 67 系統、RNA 干渉法で 24 系統の遺伝子導入を確認した。こ
れらノックダウン系統の中から、タンニン生合成遺伝子の発現とタンニン量が対照系統より 4割程度低い
系統が複数得られた。タンニン低含有ユーカリ 1 系統のアルミニウム耐性を評価したところ、対照系統と
比べてアルミニウム耐性が低かった。タンニンがユーカリの高アルミニウム耐性を担っていると結論付け
るには、さらに複数のノックダウン系統でアルミニウム耐性を評価する必要がある。 
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