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1．緒言

ユーカリは，一部の種がオーストラリアに近接したアジア太平洋地域の特定諸国に自生してい
るほかは，その大半がオーストラリア本土およびタスマニア島に分布する常緑広葉樹である。ユ
ーカリの成長は極めて早く，日本の在来種であるスギやヒノキの 5-10倍とも言われている。ま
た種は変種を合わせると 1000種類を超えるため，適応適地の樹種選抜に優れており，おもにパ
ルプ材としてブラジルほか南半球の国々を中心に世界中で植林されている 1）。
その上ユーカリは様々な二次代謝成分を含有する樹木でもある。ユーカリが産生する二次代謝
成分の中からは他の動植物へ他感作用を及ぼすアレロケミクスが同定されている 2）。またユー
カリの葉からとれるユーカリ油に含まれている多量のテルペノイド系精油は，香料，医薬品に用
いられている 2）。またユーカリの葉にはポリフェノールも含まれていることが知られているが 3），
その生理活性についてはまだあまり知られていない。
二次代謝物質とその生成酵素に関する知見を得た上で生理学的特性を解明することは重要であ
ると考え，二次代謝成分の 1つであるフェノール性成分とその生合成の鍵酵素であるフェニル
アラニンアンモニアリアーゼ（PAL）に着目した。PALはフェニルアラニンから桂皮酸合成を
触媒する酵素であり，微生物から植物まで普遍的に存在するが，ユーカリでは Eucalyptus 
globules（Eg）の部分配列（GenBank accession No.AF167487）が報告されているにすぎない。
本研究では PALの遺伝子情報を解析し，フェノール性成分との関連性について検討することを
目的とした。

2．実験

2.1　試料
試料として，本研究科附属演習林樹芸研究所で採取した 4種類のユーカリ，23年生の Eucalyptus 

haemastoma（Eh），E.piperita（Ep），E.signata（Es）並びに 植林年不明の E.robusta（Er），を使用した。
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2.2　フェノール性成分の検出と定量
2.2.1　フェノール性成分の抽出

4種類のユーカリそれぞれを部位別（樹皮，心材，辺材，葉）に分け，各サンプルの絶乾重量
を測定後，重量が約 10倍となるように 80%メタノールを加えて室温で 1ヶ月間抽出した。抽
出前に，葉は液体窒素存在下でパウダー状になるまですりつぶし，葉以外のサンプルはハンマー
などを用いて細かく刻んで以下のフェノール性成分分析用サンプルとした。

2.2.2　フェノール性成分の分析
フェノール性成分の抽出に用いた 80%メタノール抽出液をフェノール定量結果が検量線内に

おさまるよう，水で希釈したのち，そこから 500µl取り出して，Folin-Denis法 4)でフェノール
量を定量した。すなわち 500µlの Folin-Denis試薬（タングステン酸ナトリウム 25g，リンモリ
ブデン酸 5g，リン酸 12.5ml，水 188mlを混合して 2時間沸騰後，水を加えて 1000mlに調製し
たもの）を加えたのち，3分後に 10％炭酸ナトリウムを 500µl加え，60分後に 13000Gで 5分
間遠心分離を行い，上澄みを取って 700nmの吸光度（分光光度計 V-530（JASCO社））を測定
した。検量線は，樹木のフェノール性成分の主成分であるタンニンのもととなる没食子酸を用い
て作成した。
加えて DMACA法 5）に基づき，フラバノールの定量を行った。DMACA（p-dimethylaminoc 

innamaldehyde）20mg，塩酸 1.6ml，メタノール 18.4mlを混ぜた試薬を作製した。抽出サンプ
ルをフェノール性成分の定量のときと同様にして，検量線内におさまるようにメタノールで希釈
し，この希釈液 25µlに対して作製した試薬 1mlを加え，ちょうど 3分後に 638nmの吸光度を
測定した。検量線はカテキンを用いて作成した。
検出器を UVとした高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて，二次代謝成分を分析し

た。フェノール性成分の抽出に用いた 80%メタノール抽出液適当量を乾固させて下記に示した
溶離液に溶かし直した後 C18プレカラム（GRASE社）を通してからフェノール性成分全体の
検出を行った。また抽出サンプル適量と，同量の 1.2N塩酸をマイクロチューブに入れ，100℃
で 30分加水分解を行い反応液を乾固させ，メタノールに溶かしたものも同様の分析に行った。
HPLCの条件は以下の通りである。
　　　機種：AS-2057Plus（JASCO社）
　　　カラム：CAPCELL PAK C18MGII 150mm ×φ4.6mm（資生堂）
　　　溶離液：メタノール：0.005%TFA水＝ 40：60
　　　流速：0.5ml/min
　　　検出波長：UV278nm

2.3　PAL遺伝子の解析
2.3.1　ゲノム DNAの抽出

4種類それぞれのユーカリの葉を液体窒素中で粉末にし，植物用 DNA抽出キット DNeasy 
Plant Mini kit（QIAGEN社）を用いて添付のプロトコールに従い DNAを抽出した。
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2.3.2　電気泳動
0.75％のアガロースを支持体として，TAE緩衝液（40ｍM　Tris，20ｍM酢酸ナトリウム，

1ｍM　EDTA・2Na）をゲル作製時ならびに泳動時に用いた。泳動後，エチジウムブロマイド
で染色し，トランスイルミネータで検出した。

2.3.3　PCR
PAL遺伝子既知の植物で保存性の高い部分をカバーするプライマーを構築した。そのプライマー

セット PAL1F（5’-TGGATGGAAGCGCTTATGTG-3’）と PAL1R（5’-AGCTTCTGCATCAACGGGT-3’）
を用い，2.3.1で抽出したそれぞれのユーカリ DNAをテンプレートとして PCRを行い，電気泳
動によりバンドの確認を行った。サーマルサイクラーとして PCR Thermal Cycler Dice Model 
TP600（TaKaRa社）ならびに Veriti200（ABI社）を使用した。PCRの反応条件は以下の通り
である。

94℃：1分，（94℃：20秒，55℃：20秒，72℃：2分）× 35cycle，
72℃：2分，4℃：∞

2.3.4　TAクローニングと塩基配列の解析
2.3.3の PCR産物をプライマー除去（SUPREC-PCR（TaKaRa社））したのち，pGEM T 

Easy Vector（Promega社）にライゲーションした。コンピテントセル　E.coli　DH5α（TaKaRa
社）をトランスフォームして，アンピシリン 100µg/ml入りの LB培地上，37℃で一晩培養した。
コロニーからボイル法で DNAを調製し，pGEM T Easy Vectorのクローニングサイトの外側に
位置する T7ならびに SP6プロモーター配列のプライマーを用いて PCR反応を行った。陽性の
絞り込みを行ってから，シーケンス解析サービス（OPERON社）に委託して配列を決定し，日
本 DNAデータバンク（DDBJ）の BLAST検索を用いて配列の解析を行った。

2.3.5　サザンハイブリダイゼーション
2.3.4で得られた PCR産物をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行った。2.3.1
のゲノム DNAをそれぞれ制限酵素 EcoRIあるいは HindⅢを用いて完全分解し，アガロース電
気泳動を行った。電気泳動後のゲルを 0.4M水酸化ナトリウムで浸した濾紙上に置き，ゲルの上
に HybondN+メンブレン（GEヘルスケア社）をのせて一晩 DNAトランスファーを行った。
AlkPhos Direct（GEヘルスケア社）のプロトコールに従い，55℃で一晩ハイブリダイゼーショ
ンを行った後，65℃で洗浄した。メンブレンを一晩露光して写真を確認した。

3．結果と考察

3.1　フェノール性成分の分析
Folin-Denis法で定量したフェノール量を，図－ 2に示した。なお計算には没食子酸の検量線

（図－ 1）を用いた。
樹種別にみると Es はどの部位でも高いフェノール含有率を示していた。Esと Epは材にもフ

ェノール性成分が 5-10％含まれていたが，Ehではフェノール含有率は低かった。また，山口ら
の研究によると Erの材のフェノール含有量も 0.01％と低いことが分かっている 6）。Ehの葉で
は，約 15％と最も多いフェノール含有が見られた。部位別にみると，どの樹種でも高いフェノ
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図－ 1　没食子酸を用いたフェノール定量の検量線
Fig. 1.　Standard curve made by gallic acid applied for phenolics assay.

図－ 2　ユーカリの乾重量あたりの部位別フェノール含有率
　　　　Erは葉のみ測定した。
Fig. 2.　Contents of total phenolics in each part of eucalyptus (dry weight basis).
　　　　Eh:Eucalyptus haemastoma
　　　　Ep:E.piperita
　　　　Er:E.robusta
　　　　Es:E.signata
　　　　With Er, only the leaf was measured.
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ール量は葉でみられ，樹皮，材と続いた。
一般的に樹木の二次代謝成分の全体に占める割合は数％程度であるといわれていることを考え
ると，多くの部位で 10％前後の含有率を示したユーカリは，いずれも多量のフェノール性成分
を有しているといえる。

図－ 3　カテキンを用いたフラバノール定量の検量線
Fig. 3.　Standard curve made by catechin applied for flavanol assay.

図－ 4　ユーカリの乾重量あたりの部位別フラバノール含有率
　　　　Erは葉のみ測定した。略語は図－ 2に準ずる。
Fig. 4.　Contents of flavanol in each part of eucalyptus (dry weight basis).
　　　　Abbreviations for eucalyptus are the same as Fig.2.
　　　　With Er, only the leaf was measured.
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DMACA法で定量したフラバノール量を図－ 4に示した。なお，計算にはカテキンの検量線（図
－ 3）を用いた。
樹種別にみると，Epの葉でフラバノール含有率が約 1.4%と高かったが，それ以外は同じよ
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図－ 5　Eucalyptus sinata（Es）の葉の 80% メタノール抽出サンプルの HPLCクロマトグラム
　　　　a:加水分解前　b:加水分解後
　　　　矢印は没食子酸の標品と同じピークを示している。
Fig. 5.　HPLC Chromatogram of 80% MeOH extract of Es leaf.
　　　　a: Before hydrolysis b: After hydrolysis
　　　　Arrows indicate gallic acid.
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うな傾向を示していた。部位別にみると樹皮と葉のフラバノール含有率が高かった。しかし今回
の結果からはフェノール量とフラバノール量の相関関係はみられなかった。
次に，HPLCを用いてフェノール性成分全体の検出を行った。どの樹種・部位でも主要なピ

ークの保持時間はほぼ同じであったため，図－ 5に Esの葉の加水分解前後の抽出サンプルの
HPLCクロマトグラムを示した。サンプルの加水分解前後では，加水分解後の方がピーク数の
減少が見られ，面積が大きくなっていた。これらのピークに相当する物質のスペクトルはすべて
標品の没食子酸と同じであり（データ未発表），没食子酸あるいはその誘導体と考えられる。ユ
ーカリは没食子酸を配糖体の形で含有していることが推測された。しかし，カテキンそのほかす
でに他のユーカリで報告されているフラボノイド類 7）を，同定することができなかった。その
分析方法については検討中である。

3.2　PALの遺伝子解析
3.2.1　PCR解析

PAL1Fと PAL1Rのプライマーセットを用いて 4種類のユーカリゲノム DNAから約 800bp
の PALの部分配列を決定した（図－ 6）。4種類それぞれのユーカリの PAL配列は互いに 95％
以上の相同性を有していた。この結果からだけではフェノール量と PAL遺伝子を関連付けて考
察することはできなかった。

BLAST検索を行ったところ 4種類すべてのユーカリの PAL部分配列は，既に報告されてい
る Egのそれと 95％以上の相同性が認められた。他の植物の PAL配列で相同性が高いものは，
Zea mays8），Dracaena cambodiana9），Phyllostachys parvifolia10）など単子葉植物に分類され
るものであった（表－ 1）。

3.2.2　サザンハイブリダイゼーション
サザンハイブリダイゼーションを行った結果を図－ 7に示した。4種類のユーカリのどの樹種

でもバンドが複数確認できた。このことから PAL遺伝子が複数個存在するらしいことが示唆さ
れた。すでに複数個の PALが確認されている植物として，Phaseolus vulgaris（3種類）11），
Arabidopsis thaliana（4種類）12），Nicotiana tabacum（4種類）13）などがあり，PALは一般的
に多重遺伝子族を形成しているという報告が多数ある。フェノール性成分と PALとの関連性に
ついての知見を得るためには，ユーカリについても複数あるかもしれない PALそれぞれの制御
因子，発現，活性を調べる必要がある。まずはユーカリの PAL遺伝子を全配列解析することが
必須と考えている。

表－ 1　ユーカリの PAL部分配列とすでに知られている他の植物の PAL配列との相同性
Table 1.　Homology between partial sequences of eucaluptus PAL genes and PAL sequence of other plants.

略語は図－ 2に準ずる。
Abbreviations for eucalyptus are the same as Fig.2.
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図－ 6　 今回決定したユーカリ PALの部分配列。下線部分はプライマー配列。a:Eh，b:Ep，c:Er，d:Es．略語は図－
2に準ずる。

Fig. 6.　 Partial sequences of eucalyptus PAL genes. Underlined sequences are those of primers. a: Eh，b: Ep，c: Er，
d: Es. Abbreviations for eucalyptus are the same as Fig.2.

図－ 7　 サザンハイブリダイゼーションの結果。写真に付した白色の数字は HindⅢで完全消化したλDNAマ
ーカーである。略語は図－ 2に準ずる。

a:Es/EcoRI, b:Ep/EcoRI, c:Eh/EcoRI, d:Es/HindⅢ , e:Ep/HindⅢ , f:Eh/HindⅢ , g:Er/EcoRI, h:Er/HindⅢ
Fig. 7.　 Southern blot of eucalyptus genomic DNA digested with restriction enzyme.　The numbers are HindⅢ 

digested λDNA used as marker. Abbreviations for eucalyptus are the same as Fig.2.
a:Es/EcoRI, b:Ep/EcoRI, c:Eh/EcoRI, d:Es/HindⅢ , e:Ep/HindⅢ , f:Eh/HindⅢ , g:Er/EcoRI, h:Er/HindⅢ
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要　　旨

4種類のユーカリ Eucalyptus haemastoma（Eh），E.piperita（Ep），E.robusta（Er），E.signata
（Es）を実験材料とし，これらに含まれるフェノール性成分の分析と，フェノール生合成に関
わる酵素 Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) の遺伝子解析を行った。　フェノール性成分の定
量の結果，樹種別にみると Esはどの部位でも高いフェノール含有率を示していた。部位別では，
どの樹種でも高いフェノール量（乾重量当たり 10%前後）は葉でみられ，樹皮，材と続いた。
また，HPLC分析を行ったところ，没食子酸とその誘導体が検出された。4種類のユーカリから
抽出した DNAをテンプレートとして PCRを行い，得られた約 800bpの部分配列を解析した。
BLAST検索の結果，すべてのユーカリの PAL部分配列は，すでに知られている E.globulusの
それと 95%以上の相同性が認められた。次に解析した約 800bpの配列をプローブとして，4種
類のユーカリでサザンハイブリダイゼーションを行った。その結果，どの樹種でも複数のバンド
が確認でき，ユーカリでは PAL遺伝子が複数個存在するらしいことが示唆された。

　キーワード：ユーカリ・フェノール性成分・PAL
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Summary

Here we investigated the production of phenolics and undertook an analysis of the 
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene in four eucalyptus species, Eucalyptus haemastom 
(Eh), E. piperita (Ep), E. robusta (Er) and E. signata (Es). Es has a great amount of phenolics in 
all parts (bark, sapwood, heartwood, leaf). In all four species there was a high percentage content 
(about 10% dry weight) at leaf, secondly bark, thirdly timber. Gallic acid was found in eucalyptus 
phenolics by HPLC. We analyzed about 800bp partial PAL genes which were obtained by PCR 
using each of the four eucalyptus’ DNA. These four sequences showed high similarity (over 
95%) to E. globulus partial PAL gene sequence which is already known. By southern 
hybridization, we found multiple bands in all plants. This indicated that eucalyptus PAL gene 
formed a multigene family.
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