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1. はじめに

植物は膨大な数のフェノール性化合物を有しているが，その中で最も広範なグループはフラボ
ノイドと総称される。フラボノイドとして，フラボン・フラバノン・イソフラボン・フラボノー
ル・アントシアンなどが挙げられるが，いずれもカルコンシンターゼ（CHS）の働きにより生
合成されるカルコンが出発物質となる。フラボノイド類は植物体内で抗生物作用，共生生物との
相互作用という機能を持ち，また花の色素，光傷害保護物質などとして働くと言われている 1）。
例えば，根粒菌の体内で根粒形成に必要な遺伝子の発現を開始させるため，マメ科植物の根から
フラボンやフラボノールがシグナル物質として送り出されるということが報告されている 2）。
イチョウ（Ginkgo biloba）はイチョウ綱，イチョウ科，イチョウ属に分類される雌雄異株の

裸子植物であり，イチョウ綱に属する唯一の生存種である 3）。イチョウ以外のイチョウ綱に属
する植物はすべて化石として見つかっているのみで，そのためイチョウは生きた化石ともいわれ
る。イチョウは有用な薬理活性を持ち，ギンナンと呼ばれる種子や葉の抽出物が喘息，気管支炎
等の治療に効果があるとされ，古くから漢方薬として用いられてきた。現在ではドイツやフラン
スで脳機能障害や痴呆症への効果が臨床的に認められ，医薬品として欧米を中心に大きな需要が
ある 4）。医薬品として世界 30ヶ国以上で広く使用されているものは，シュワーベ製薬（Dr. 
Willmar Schwade Arzneimittel:ドイツ）とイプセン社（Ipsen:フランス）が共同開発した
EGb761（Extractum Ginkgo bilobae 761）といわれるイチョウ葉エキスであり，薬効成分とし
てフラボノールとその配糖体を主とするフラボノイドを 24％，ギンコライド等のテルペノイド
を 6％含むものとして規格化されたものである 5）。これらの成分は抗酸化作用を有し，末梢神経
に対する損傷や酸欠，虚血などの条件下で神経保護作用を持つ事が報告されている 6）。イチョ
ウのテルペノイドについては詳細に研究されている 7，8）一方，フラボノイドについては，イチ
ョウ培養細胞で菌由来のエリシターや重金属の添加によりフラボノールの量が急増するという報
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告 9）があるものの極めて少ないのが現状である。
フラボノイドがイチョウの植物体内でどのような役割を果たしているのかを知ることは非常に

重要である。イチョウの CHSについては，UV照射および傷処理を行った各部位（根，茎，葉）
より発現が確認され，オープンリーディングフレーム部位の DNA塩基配列が決定されている
10）が，CHSの発現挙動とイチョウのフラボノイドの生成との関連については調べられていない。
そこで本研究では，イチョウの有用成分であるフラボノイドに着目し，その生成と制御機構につ
いて探ることとした。

2. 試料と実験方法

2.1　試料
東京大学農学部構内のイチョウから採取した葉および胚を本実験に用いた。なお，葉について
は，時系列に沿って 4種類の葉（つぼみ状の葉，つぼみ状から開き始めた葉，つぼみ状から開
き終えた葉，つぼみ状から開き終えて約 30日後の葉）をそれぞれ採取した（Fig.1）。
2.2　フェノール性成分の分析
イチョウの葉を液体窒素下ですりつぶし絶乾重量を測定後，終濃度 80％となるようにメタノ

ールを加えて 1ヶ月間室温で抽出して，以下の全フェノール，フラボノール分析用サンプルと
した。

80％メタノール抽出液を適量に希釈したのち，Folin-Denis法 11）で全フェノール量の定量を
行った。なお，この際に測定した吸光度は 700nmであり，検量線はカテキンを用いて作成した。
検出器を分光光度計とした高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によりフラボノイド類の検

出ならびに定量を試みた。278nmの波長でフェノール性成分全体の，365nmの波長でフラボノ
ールの検出を行った。また，主要フラボノールであるケルセチン，ケンフェロール，イソラムネ

Fig.1　 採取したイチョウの葉の絵。A: つぼみ状の葉，B: つぼみ状から開き始めた葉，C: つぼみ状から開き終
えた葉，D: つぼみ状から開き終えて 30日後の葉。

Fig.1　 Illustration of sampled ginkgo leaves. A: Buds; B: Breaking buds; C: Leaves after bud-break; D: 30 days-
after bud-break.
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チンの 3つの成分の定量を行い，その合計をフラボノール量とした。HPLCの使用条件は以下
の通りである。
　機種 :LC-10A（島津製作所）
　カラム :Phenomenex Luna C18（2） 150mm xφ 4.6mm
　　　　 （島津ジーエルシー）
　溶離液 :メタノール・0.005％ TFA水
　グラディエント :20-100％ / 20min
　流速 :1.0ml/min
　検出波長 :UV365nm，278nm

2.3　ゲノムライブラリーの作成
2.3.1　DNAの抽出

 DNA Extraction Kit PHYTOPURE （GEヘルスケア）を用いて，付属のプロトコールに従い
イチョウの胚から DNAを抽出した。
2.3.2　制限酵素 Sau3AⅠによる部分分解
約 0.1μ g/μ lに希釈した DNA溶液 300μ lに，1U/μ lの制限酵素 Sau3A Ⅰを 0.9μ l加

えて，37℃の恒温槽においた。15分毎に最大 120分までサンプリングを行った。それぞれのサ
ンプルをフェノール・クロロホルムによる処理およびエタノールによる沈殿を行い，4.5μ lの
TEバッファーに溶かした。なお，フェノール・クロロホルムによる処理後に電気泳動（0.4％ア
ガロースゲル，50V，1.5hour）を行い，レーン 4の DNA断片を以降の実験に用いた（Fig.2，3）。

Fig.2　 Sau3AⅠによる部分分解の電気泳動写真。
　　　1:コントロール，2～ 9:分解時間 15分～ 120分，
マーカー:Lamda DNA Mixed Digest （Sigma-Aldrich）。
Fig.2　 Electrophoresis image of restriction enzyme 

digestion. 1: Control; 2-9: Digestion time 15-120 
min.; Marker: Lamda DNA Mixed Digest （Sigma-
Aldrich）.

Fig.3　Sau3AⅠと BamHⅠの認識領域。
Fig.3　Restriction site of Sau3A Ⅰ and BamH Ⅰ.
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2.3.3　ライゲーションおよび形質転換
あらかじめ制限酵素 BamHⅠ（TAKARA）で切断してアルカリフォスファターゼ処理した

pWE15コスミドベクターを用いて，Ligation kit（TAKARA）により，付属のプロトコールに
従ってライゲーションを行った。ベクターに組み込まれた DNAを，Gigapack Ⅲ XL Packaging 
Extracts（STRATAGENE）を用いて付属のプロトコールに従いパッケージングし，大腸菌
XL1blueMRに導入した。
2.4　カルコンシンターゼ遺伝子の解析
2.4.1　ゲノムライブラリーからのスクリーニング
アンピシリンを含む LB培地にて大腸菌を培養し，アルカリプレップ法によりプラスミドを抽
出した。抽出したプラスミドをテンプレートとして，プライマーp1および p7を用いて PCRを
行った。PCRは，PCR Thermal Cycler Dice Model TP600 （TAKARA）を使用し，94℃ :1分，
（94℃ :20秒，60℃ :20秒，72℃ :90秒）× 30cycle，72℃ :4分の反応条件とした。PCR反応
産物の 100倍希釈したものをテンプレートとして，プライマーp1および p8を用い，同様条件
のもと再度 PCRを行った。当該反応産物を，p1，p8それぞれのプライマーおよび DNA 
Sequensing Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction（APPLIED 
BIOSYSTEMS）を用いてシーケンス反応を行い，シーケンサー（ABI PRISM ™ 310 Genetic 
Analyzer）（APPLIED BIOSYSTEMS）により配列の特定を行った。CHS遺伝子と思われる配
列を含む大腸菌を培養してボイルプレップを行い，これまでと同様に PCRによる検出を行い，
大腸菌コロニーを 1つに特定した。なお，プライマーp1，p7，p8は複数のマツ属とブドウとピ
ーナッツの CHS遺伝子およびスチルベン合成酵素遺伝子の共通配列より設計した。プライマー
の配列を Fig.4に示した。
2.4.2　サブクローニング
コスミドゲノムライブラリーに含まれるプラスミドはおよそ 50kbpの長さであり，直接テン

プレートとして塩基配列を読むには長過ぎる。そのため，EcoR I（TAKARA）と HindⅢ
（TAKARA）を用いて部分分解を行った後に，電気泳動およびサザンハイブリダイゼーション
を行い，CHS遺伝子と思われる配列を含む 6kbp程度の断片を特定した。この断片を含むゲル
を切り出し，QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）により DNAを抽出し，DNA Ligation 
Kit ver2（TAKARA）を用いて pUC119ベクターにつないだ。その後，Competent High JM109
（TOYOBO）に形質転換した。培養した大腸菌コロニーに対して，ゲノムライブラリーからの
スクリーニングと同様に 2段階の PCRでのスクリーニングを行い，CHS遺伝子と思われる配列
を含む大腸菌コロニーを特定した。
2.4.3　シーケンスによる塩基配列の決定
特定したコロニーを大量培養した後，アルカリプレップ法によりプラスミドを抽出し，さらに

LEG法 12）による精製を行った。精製したプラスミドをテンプレートとして，プライマーに
p1，p7，p8を用いてシーケンス反応を行い，CHS遺伝子と思われる配列を決定した。その配列
の中から新しいプライマー（p2，p3，p4，p5，p6，p9，p10）を設計し（Fig.4），それを用いて
さらに塩基配列を読み進めた。この作業を繰り返すことによって，CHS遺伝子と思われる配列
全てを決定した。
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2.4.4　mRNAの抽出
イチョウの種子（ギンナン）から胚を取り出し，その胚に光を 5分間照射したものと，光を

照射していないものを準備した。RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いて，付属のプロト
コールに従い全 RNAを抽出した。また，BioMag mRNA Purification Kit （PERSEPTIVE 
BIOSYSTEMS）を用い，付属のプロトコールに基づいてmRNAを精製した。抽出された
mRNAを対象として，実験 2.4.3で決定した塩基配列の 5'末端および 3'末端より設計したプラ
イマーpN，pC（Fig.4）を用いて RT-PCRを行った。その際，mRNA Selective PCR Kit（TAKARA）
を用いて，30℃ :10分，42℃ :30分，5℃ :5分，PCR反応では（85℃ :50秒，55℃ :1分，72℃
:2分）× 30サイクルによる RT-PCRを行った。得られた PCR産物を電気泳動で確認したのち，
ゲノム配列の決定時に使用したプライマーを用いてシーケンス反応を行い，CHS遺伝子である
ことを確認した。

3. 結果と考察

3.1　成分分析
イチョウ葉のメタノール抽出物を HPLC分析に供したところ，278nmでは非常に多くのピー

クが検出された（データ未発表）が，フェノール性化合物すべてを帰属させ同定することはでき
なかった。そこで今回は，フェノール性成分については，Folin-Denis法に基づく全フェノール

Fig.4　プライマーの塩基配列と位置。
Fig.4　Base sequences and location of primers.
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量として定量することに，また HPLCにて同定することのできたフラボノールについては，そ
の含有量を調べることにした。Fig.5に 365nmで検出されたクロマトグラムを示した。酸加水
分解するとこれらのピークは 3本に集約され，標品とのスパイキングならびにスペクトルの一
致（データ未発表）からそれぞれケルセチン，ケンフェロール，イソラムネチンと同定された。
イチョウにおいて多くのフラボノールが配糖体の形で存在していることがわかった。
葉のステージ毎に，全フェノール量およびフラボノールの含有量について調べたものを Fig.6
に示した。フラボノール量については，つぼみ状の葉は微量しか有しておらず，つぼみ状から開
き始めた葉には多く含まれていることがわかった。また，つぼみ状から開き終えた葉は，生長と
ともにフラボノール量が減少することがわかった。なお，つぼみ状から開き始める前後の葉につ
いては，フェノール量はほとんど変化がないにもかかわらず，このうち含まれるフラボノール量
が劇的に増加していることがわかった。これらのことから，フラボノールの前駆体となるフェノ

Fig.5　イチョウの葉における 80％メタノール抽出物の HPLCクロマトグラム。
Fig.5　HPLC-chromatogram of 80％ methanol extract of ginkgo leaves.

Fig.6　イチョウの葉におけるフェノール量およびフラボノール量の時系列変化。
Fig.6　Time series variation for amounts of phenol and flavonol in ginkgo leaves.
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ール性化合物が，葉の展開とともにフラボノールに代謝されたことが見込まれる。また，フラボ
ノール代謝に関わる酵素が葉の展開とともに働きだしたこと，葉の生長に伴いフラボノールが生
成されなくなることが推測できる。フラボノールは光吸収極大が紫外光領域にあり，UV遮光色
素として植物を紫外線による傷害作用から防護するという働きを持つ 2） と言われている。また，
イチョウ培養細胞では，UV照射によりフラボノールであるケルセチンおよびケンフェロールの
細胞中の含有量が増加するという報告がされている 13）。そのため，葉が展開することにより光
の刺激を受け，その防護策としてフラボノールを一気に生成したということが見込まれる。そこ
で，このフラボノールの生成が実際に遺伝子レベルでコントロールされているのかを調べるため
に，フラボノイド代謝のキーエンザイムである CHS遺伝子について，上流の情報を含めた解析
を行っていくことにした。
3.2　カルコンシンターゼ遺伝子の解析
今回配列を決定したイチョウの CHS遺伝子は，既に報告されているイチョウの CHSの配列

とは 96％の相同性を有するものの，異なるものであった（Fig.7）。また，既に報告されている

Fig.7　イチョウ CHS遺伝子の全塩基配列。
　 　　 CACGTG（灰色）:G-ボックス，TATA（灰色）:TATA ボックス，ATGからTAAまで（下線）:オープンリーデ

ィングフレーム，GTAからCAGまで（灰色）:イントロン，AATAAA（灰色）:ポリA付加信号。
Fig.7　Entire base sequences of Ginkgo CHS gene. 
　 　　 GACGTG （gray）: G-box; TATA （gray）: TATA-box; ATG-TAA （underline）: open reading frame; 

GTA-CAG （gray）: intron; AATAAA （gray）: Polyadenylation signal.



32 会沢栄志ら

 

配列はオープンリーディングフレームのみが確認されていたが，今回の実験によりオープンリー
ディングフレームに加えて上流の 278塩基および下流の 197塩基の全遺伝子の配列を決定する
ことができた。
今回決定した配列を見ると，プロモーター領域には TATAボックスと思われる配列が見られ，

また TATAボックスよりもさらに上流には CACGTG（G-ボックス）が見られた。G-ボックス
は，光誘導性遺伝子のプロモーター部位によく見られる配列として知られている 14）。また，下
流配列にはポリ A付加信号が確認された。
今回決定した DNA配列をアミノ酸配列に変換し，裸子植物（ドイツトウヒ，ヨーロッパモミ，

オニマツ）の既知の CHSアミノ酸配列と比較したものを Fig.8に示した。これら 4種類のアミ
ノ酸配列は，活性中心部位の他に，カルコンが生合成される際のサイクライゼーションに関わる
とされる部位を共通して有することが確認された 15，16）。この遺伝子の CHSとしての活性等の
有無について確認は行っていないが，これら共通の領域と上流に G-ボックスが存在することを
考え合わせると，光刺激に応答して発現する CHS遺伝子ではないかと思われた。
そこで胚を用いて光刺激が CHS遺伝子を誘導するかどうかを調べることにした。光非照射胚

と光照射胚のそれぞれでmRNAの比較を行った結果を Fig.9に示した。光非照射胚と光照射胚
の両方において CHSのmRNA配列が確認された。先の実験でゲノムライブラリーより決定し
た塩基配列と，光非照射胚では同じ配列のみ，光照射胚では同じ配列に加え異なる配列も検出さ
れた。そのため，先のゲノムライブラリーより決定した CHS様塩基配列は，上流配列に光誘導

Fig.8　 イチョウ，ドイツトウヒ，ヨーロッパモミ，オニマツにおける CHSのアミノ酸配列の比較。
QGCFAGGTVL（網掛け部分）:活性中心，GVLFGFGPGLT（囲み部分）:サイクライゼーションの関
連部位。コンセンサスと同じアミノ酸をハイフン（－）で示し，異なるアミノ酸を一文字表記で示す。

Fig.8　 A comparison of amino acid sequences of CHS in Ginkgo biloba， Picea abies， Abies alba and Pinus 
pinaster. QGCFAGGTVL （shaded sequences）: an active center; GVLFGFGPGLT （boxed sequences）: 
a part relative to cyclization. Identity with consensus is denoted by dashes and differences are indicated 
by the amino acid designation.
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性遺伝子によく見られる G-ボックス配列を有しているが，光刺激に関係なく発現する CHS遺
伝子であることが確認された。また，光非照射胚および光照射胚より決定した配列は，両方とも
既に報告されているイチョウの CHS遺伝子の配列 10）とは異なるものであった。
イチョウの持つ CHS遺伝子には，光刺激に対して応答するもの，しないものと，複数存在す
ることが示唆された。光刺激に関係なく発現している CHS遺伝子は，おそらく恒常的に発現し，
基礎的なレベルのフラボノイド生成に関与していると思われる。大豆を用いた実験でも光刺激に
関係しない CHS遺伝子の発現が報告されている 17）。
本実験において，葉がつぼみ状から開く前後により急激にフラボノール含有量を増したこと，

また光照射の有無により発現する CHS遺伝子が異なることを踏まえると，光照射により光に応
答する一部のイチョウ CHS遺伝子の発現が促進されたことが示唆された。 

Fig.9　 CHS遺伝子の部分塩基配列の比較。① :DNAゲノムライブラリーより決定した配列（イントロン部位
を除く），② :光照射胚・光非照射胚両方から作成した cDNAより決定した配列，③ :光照射胚のみの
cDNAより決定した配列，④ :既に報告されているイチョウの CHSの配列（イントロン部位を除く）10）。
開始コドンから数えて 123bpから 339bpまでを示している。灰色部分は①～④の配列が一致しない箇所。

Fig.9　 Comparison of CHS gene sequences. ① : Sequences determined through DNA genome library （except 
for intron）;② : Sequences determined through cDNA of both light non- inducibility embryo and 
inducibility embryo; ③ : Sequences determined through cDNA of only light inducibility embryo; ④ : 
Sequences of Ginkgo CHS gene already reported （except for intron）. Sequences of 123bp to 339bp 
counting from initiating codon are shown. Gray portions have different sequences.
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要　　旨

イチョウ（Ginkgo biloba L.）は，葉の抽出エキスが医薬品として欧米を中心に広く利用され
ている。今回，イチョウ葉エキスの主要成分であるフラボノイドに着目し，その生成と制御機構
について調べた。その結果，イチョウの葉に含まれるフラボノールの量は，葉がつぼみ状から開
く際に劇的に増加し，その後，生長とともに減少することが確認された。また，フラボノイド合
成の出発酵素であるカルコンシンターゼ （CHS）の全塩基配列が決定され，その中には光誘導性
遺伝子のプロモーター部位によく見られる G-ボックス配列が確認された。そこで光照射・非照
射胚より調製したmRNAの配列を比較したところ，両者から先のゲノムライブラリーから決定
したのと同じ配列が，さらに光照射胚からは異なる配列も確認された。イチョウの持つ CHS遺
伝子には，光刺激に対して応答するもの，しないものと，複数存在することがわかった。イチョ
ウの葉におけるフラボノールの生合成については，光によって誘導され，その制御は CHSを含
むフラボノイド生成に関わる酵素により行われていることが示唆された。
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Summary

Extracts of ginkgo leaves are widely used for medicine, mainly in the West. We focused on 
flavonoids, which are the chief compounds of the extracts, and studied mechanisms for their 
preparation and control. It was confirmed that the amounts of flavonol in ginkgo leaves rapidly 
increased when leaves opened and then gradually reduced after opening. Furthermore, entire base 
sequences of a chalcone synthase (CHS), which is a commencing compound for flavonoid, were 
determined using the genomic library.  The sequences had G-box, seen frequently in light 
inducibility genes. Then, the sequences of mRNA prepared from embryos in light irradiation and 
in the dark were compared. While both embryos had the same sequences, determined from the 
genomic library, the different sequences were checked from embryos in light irradiation. Ginkgo 
trees seem to have two or more CHS genes reacting or not to a light stimulus. These results 
indicate that flavonol biosynthesis in ginkgo leaves is induced by light irradiation and is 
controlled by enzymes, including CHS, for flavonoids biosynthesis.
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