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ウ コ ン属植 物 のDNA及 び二 次代謝 産物 の プ ロフ ァイ

リ ングに よる鑑別 ・同定法 の 開発

細川 敬三 ・森田 ゆか り ・ 森 一雄

(兵庫大学健康科学部)

1.は じ め に

ウコン属(Curcuma)植 物は熱帯アジアを中心

に約50種が分布するといわれている11。これらの

うち日本国内で食用や薬用として利用されている

植物種は,ウ コン(C.longaL.)・ ハルウコン(C.

aromaticsSalisb.)・クスリウコン(C.xanthorrhiza

Roxb.)・ガジュツ(C.zedoaYiaRosc.)の4種 であ

る21。そして,こ の4種 の植物種の分類は,主 に

外部形態や根茎に含まれる黄色色素の色調の濃淡

を指標として鑑別 ・同定が行われている。しかし

ながら,形 態面からの鑑別 ・同定では豊富な経験

が必要であり,明 確に鑑別 ・同定できないものも

多く,植 物種の同定において間違いや混乱がある

ことが知 られている2ト。また,黄 色色素成分クル

クミノイドの含有量の面からみると,植 物種の変

異や生産地 ・栽培条件等により含有量に大きなば

らつきがあるといわれており,そ の結果,簡 便 ・

迅速 ・高精度に鑑別 ・同定を行うことが難しいの

が現状である。

そこで,植 物の生育環境や生育ステージ等に影

響 されずに鑑別 ・同定を行うことが可能である

DNA解 析技術 特に,DNA塩 基配列情報

をウコン属植物の鑑別 ・同定方法に用いることが

非常に有効であると考えられる。本研究では,日

本国内で食用や薬用として主に利用されている4

種のウコン属植物種ウコン・ハルウコン・クスリ

ウコン・ガジュツの鑑別 ・同定に関して,DNA塩

基配列情報 を利用した4植 物種の鑑別 ・同定方法

の開発を目的に実施する。一方,二 次代謝産物に

よる化学分類については,こ れまでウコン属植物

での報告がない。そこで,こ れら4種 のウコン属

植物の利用部位である根茎に含まれ二次代謝産物

である精油成分とクルクミノイドを用いた鑑別方

法についても検討する。更に,こ れら3種 類の鑑

別方法(DNA塩 基配列・精油成分 ・クルクミノイ

ド)に ついてそれぞれの鑑別方法の特徴 と整合性

を調べることにより,よ り高精度な方法を確立し

たい。

2.実 験材料と方法

2.1植 物材料

本研究で使用したウコン属植物は,外 部形態か

ら植物種を同定した4種13系 統を用いた。これら

13系統の外部形態の特徴を表1に 示した。これら

の栽培は,基 肥 として堆肥2,000kg/10aとIB化 成

62.5kg/10a(N10-P10-KlO)を 施肥した圃場に条問

80cm,株 間25cmの 栽植密度で5月 中旬に植え付

けを行い栽培を行った。この間,追 肥としてIB化

成を7月 初旬 に30kg/10aと9月 初旬に60kg/10a

を施肥した。収穫は,11月 下旬に行い,以 降の実

験に使用した。

2.2DNA塩 基配列の解析

上記13系統の乾燥葉か らDneasyPlantMiniKit

((株)キ アゲン)を 用い,全DNAを 抽出した。こ

の全DNAを 鋳型として,Taberletら3の 方法に従

い,葉 緑 体DNAのtrnL(UAA)3'exson-tynF領 域

(図1)をPCRに より増幅し,Exo-Saplt(ア マ
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表1ウ コン属植物a種13系 統のリストと外部形態の特徴

図lPCRで 増幅したcpDNAの 領域。プライマーの矢印の先端が
3'末端を示す.

シャムバイオサイエンス(株))に より過剰なプラ

イマー及びdNTPを 除去し,精 製PCR産 物とした。

こ の 精 製PCR産 物 を 鋳 型 と し,BigDye

TerminatorCycleSequencingKit(ア プライドバ

イオシテムズジャパン(株))を 用い,ABIPrism

310GeneticAnalyzer(ア プライ ドバイオシテム

ズジャパ ン(株))に よりダイレクトシーケンス法

で塩基配列を決定した。

2.3精 油成分の分析

11月か ら12月にかけて収穫 した根茎の主根茎を

一定量取 り,3倍 量のジクロロメタンで2回 抽出

を行った。抽出液を濃縮後n一 ヘキサンに再溶解

し,n一 ヘキサン層を精油成分の分析用サンプル

と した。こ れを以 下 の条件 のGCお よびGC-MSに

供 した。GCで は検 出 された 各成 分の ピー ク面積

か ら組 成 を算 出 した。GC-MSに よる成 分の 同 定

はマ ス ス ペ ク トルデ ー タベ ー スNIST/EPA/

NIHと の比較 によ り行 った。

カラ ム:Supelcowax10

(0.25mmi.d.X300r60m)

キ ャリアガス:He(30cm/sec)

カラ ム温 度:50℃(2min)→2℃/min

→270℃(5min)

イ ンジェク タ温 度:270℃

検 出器(GC):FID(300℃)

検 出器(GC-MS):EI(70eV)

2.4ク ルク ミノイ ドの分析

根 茎の 主根茎部 分を55℃ で1～2晩 乾燥後,小

型 粉砕 機 で約2分 間粉 砕 し,粉 末 サ ンプ ル とし

た。 これ を試験管 に約25mgを 精秤 し,3mlメ タノ

ー ルに懸濁,超 音 波発生装 置 を用いて55℃ ,50分

間抽 出 を行 い,そ の 上清 をHPLC用 サ ンプル とし

た。 分析 条件は以 下に示 した通 りであ る。 また,

クルク ミノイ ドの 定量 は,標 品curcuminI,II,

皿(図2,長 良サ イエ ンス,岐 阜,日 本)に よる
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図2ク ルクミノイドの構造式

検量線 を用 いて定量 を行 った。

カラム:CadenzaCD-C18(250×4.6mm"

(3,um),Imtakt)

溶離 液:ア セ トニ トリル:水:TFAニ

55:45:0.05(v/v)

流速:0.8ml/min

カラム温度:40℃

検出波長:423nm

2.5ク ラスター分析

精油成分のGC分 析 により得られた精油成分組

成及びHPLC分 析により得られたクルクミノイド

の組成を変数とし,R(version2.0.1)Pを 用いて

解析後,ウ ォー ド法により系統樹を作成し,ク ラ

スター分析を行った。

3.結 果

3.lDNA塩 基配列

葉緑体DNAのtrnL(UAA)3'exson-trnF遺 伝子

の介在配列をPCRに より増幅し,ア ガロースゲル

電気泳動 によ り約1kbpのDNA断 片を全ての試

料で確認することができた。この増幅したPCR産

物を鋳型 とし,各 系統のtrnL(UAA)5'exo-tynF遺

伝子の介在配列の塩基配列を決定した結果,ウ コ

ンの5系 統(系 統;Ll,L2,L3,L4,L5)は954bp,

ハルウコンの2系 統(系 統;Al,A2)は955bp,

クスリウコンの2系 統(系 統;X1,X2)は956pb,

ガジュツの2系 統(系 統;Z1,Z2)は956bp,ガ

ジュツの2系 統(系 統;Z3,Z4)で は955bpで あ

った(表2)。 これらの塩基配列中に,144,145,

637bpの3箇 所で塩基の違いが見 出された(表

2)。 ハルウコン,ク スリウコンは各種内ではい

ずれの系統も同じ塩基配列であったが,ウ コンと

ガジュツは2種 類のタイプが存在した。ウコンの

2種 類のタイプは,他 の3植 物種と異なっていた

が,ガ ジュツの2種 類のタイプの内の一つ(タ イ

プ4)は クスリウコンと同じ配列であった。

表2ク ル クマ 属4種13系 統 のtrnL(UAA)3'exson一 伽Fの 塩 基 配列 の 比 較

零'5'末 端 か らの 塩 基 数
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表3ウ コン属植物4種の根茎に含まれる[=_精油成分の組成

この結果,trnL(UAA)3'exson-trnF遺 伝子の介

在配列からウコンとハルウコン及びガジュツの一

部(遺 伝子型がタイプ5の 系統)は 識別可能であ

ったが,ク スリウコンとガジュツの一部(遺 伝子

型がタイプ4の 系統)は 識別できないことが明ら

かとなった。

3.2精 油成分

GC分 析により検出 した主要成分の組成を表3

図3根 茎に含まれる精油成分の組成に基づくウコン属植物4種13
系統のクラスター分析による系統樹

に示 した。 この結果か らそれ ぞれの植 物種の マー

カー となる成 分を検索 した結 果,ウ コ ンで は3成

分(α 一zingiberene,nerolidol,ar-turmerone),

ハル ウコ ンで は2成 分(curdione,unknown3),

ク ス リ ウ コ ン で は3成 分(bergamotene,

nuciferol,xanthorrhizol)が 種 識別 のための マー

カー成 分 として利用可 能 と考 え られ た。 また,ガ

ジュ ツではマ ーカー となる種特 異的 な成分 を見い

だす ことがで きなか ったが,主 成分 と して4成 分

(1.8-cineol,camphor,unknown2,elemene)を

同時 に含んで いる場合 にガ ジュツで ある と判 別可

能 と考 え られ る。 これ らの種特 異的 成分は,ウ コ

ンの系統L5を 除 いて,今 回分析 を行 った全て の系

統 にお いて共通 した結 果であ った。

次 に,GC分 析 によ り検 出 した精油 成分 の 組成

を基 に クラ ス ター分 析 を した結 果 を図3に 示 し

た。 この結果,ガ ジュ ツの系統Z3を 除い て,ウ コ

ン属の4植 物種 を グループ化 する ことがで きた。

3.3色 素 成分

HPLC分 析 に よ り得 られ たcurcuminI,II,皿

の3成 分の含量 と組成 を表4に 示 した。 クルク ミ

ノイ ドの含有量 は,ウ コ ンの 系統L5(24.48mg/g・

DW根 茎)が 最 も含量 が多 く,続 いて ウコ ンの系

統L4(6.03mg/g・DW根 茎)で あ った。一方,ガ
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表4ウ コン属植物4種13系統の根茎に含まれるクルクミノイドの含量と組成(n=3>

窟CurcuminI ,II,IIIを 合 計 し た値

ジュ ツには クルク ミン類は全 く含 まれてい なか っ

た。

次 に,3種 類 の クル ク ミノイ ドの組 成は,ウ コ

ン で は 系 統L5を 除 い て,curcumninlが87.2～

88.3%と 最 もそ の組成 が高 く,続 い てcurcumnin

IIが8.3～9。0%,curcumnin皿 が3.2～3,8%と 最 も

少なか った。 この組 成は,ク ス リウコ ンで も同様

な 組 成 を 示 し た。 一 方,ハ ル ウ コ ン で は,

curcumninlとcurcumninllが 同 程度 の組成 で,

curcumnin皿 が微量 含 まれて いる とい う特徴 を示

してい た。

次 に,ク ルク ミノイ ドの 組成 を基 に クラス ター

分析 を行っ た結果 を図4に 示 した。 この結 果,ガ

ジュ ツ,ハ ルウ コンお よびウ コン ・ク スリウ コン

の3つ の グループ に分け るこ とが で きたが,ウ コ

ンとクス リウコ ンが 一つの グルー プ となった。

4.考 察

ウコン属植物のうち日本国内で食用と薬用に利

用されている4植 物種(ウ コン・ハルウコン・ク

スリウコン・ガジュツ)をDNAの 塩基配列,二 次

代謝産物(根 茎に含まれる精油成分およびクルク

ミノイド)を 用いた鑑別 ・同定方法の確立を本研

究で試みた。

DNAの 塩基配列に基づく鑑別方法では,こ れ

ら4植 物種の葉緑体DNAのrbcL遺 伝子,rpll6遺

伝子,yp116-Yp114遺伝子の介在配列,atpF-atpA遺

伝子の介在配列の塩基配列を調べたが,い ずれの

領域においても4植 物種で差異を見いだすことが

できなかった(デ ータ示さず)。 また,こ れまでに

Caoら5は,18SrRNAとtynK遺 伝子の塩基配列を

図4根 茎に含まれるクルクミノイドの組成に基づくウコン属植物
4種13系統のクラスター分析による系統樹
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用 いて6種 の ウ コ ン属植 物の 識別 を 試み てい る

が,検 討 した この2つ の遺伝子 領域だ けで は,十

分 な識 別 はで きてい ない。本研 究 で報告 したtYnL

(UAA)3'exson-trnF遺 伝 子 の 介在 配 列 の塩 基 配

列 を用 いた4植 物 種の鑑 別では,ウ コンとハ ルウ

コ ンはこの 遺伝子 領域 の塩 基配列 か ら識 別可能 で

あっ たが,ク ス リウ コンとガ ジュツの タイプ4の

塩基配列 は 同 じで あ り,両 者 を識 別す るこ とが で

き なか っ た(表2)。 また,tynL(UAA)3'exson-

trnF遺 伝子 の 介在配 列で は,ウ コン とガジュ ッで

2種 類 の遺伝 子の タ イプが 存在 してい るこ とが示

され,Caoら5rの 報告 で も,trnK遺 伝子の塩 基配列

にお いて,ガ ジュ ツ とC.kwangsiensisで2種 類 の

遺伝子 の タイプの存 在が示 され てお り,同 様 な結

果を示 した。 この こ とか ら,ウ コン属植物 では葉

緑 体遺伝 子 の領域 の種類 によって は,同 一植物種

内で多型 を示 す可能 性が高 い と考 え られ る。従 っ

て,一 つ の遺 伝子領 域か ら植物種 の鑑別 を行 うこ

とは難 し く,何 種類 かの遺伝 種領域 の塩基 配列 を

組 み合 わせ て鑑 別 を実施す る必要が ある のでは な

いか と考 え る。

ウ コン属植物 の根 茎に含 まれ る二 次代謝 産物の

ひ とつで あ る精 油成 分を用 いた鑑別 方法 について

検 討 した と ころ,ウ コ ン,ハ ル ウコン,ク ス リウ

コ ンで は,種 特 異的 成分 としてそ れぞれ3,2,3

成 分を見 いだす こ とがで きたが,ガ ジュ ツでは種

特 異 的成 分 を見 い だす こ とが で きな かっ た(表

3)。 これ まで に報告 されて いる色hな 系統 の ウ

コ ンの 根茎 に含 まれ る精油 の主 成分 として は β一

caryophyllene,1,8-cineole,a-curcumene,Q-

curcumene,p-cymene,1inalool,β 一pinene,

terpinolene,a-turmerone,ar-turmerone,Q-

turmerone,zingibereneが あ り6㌔1°,共 通す る主

成 分 はa-turmeroneで あ るが,本 研 究 で は α一

zingiberene,nerolidol,ay-turmeroneが 主成 分で

α一turmeroneは 検 出 されなか った。 また,ク ス リ

ウコンの根茎に含まれる精油の主成分としては,

zingibereneとxanthorrhizolの 報告 され て いる

が81,本 研 究 で は,bergamotene,nuciferol,

xanthorrhizolの3成 分が主成分であった。従っ

て,ク ス リ ウ コ ン で 共 通 す る主 成 分 は

xanthorrhizolであると考えられ,こ の成分がクス

リウコンを識別するためのマーカー成分として利

用できる可能性が高いと考えられる。これら根茎

の精油の成分組成からクラスター分析を実施した

ところガジュツの一系統(Z3)を 除いて植物種毎

にグループ化できることを見いだした(図3)。 し

かしなが ら,根 茎の精油成分は,系 統や栽培地が

異なると差異を示すと考えられるので,今 後,多

くの系統や異なる栽培条件(環 境条件)に ついて

詳細に検討し,種 特異的な成分やその生成条件な

どについて検討し,植 物種の鑑別に利用できる方

法を確立 したい。

もう一つの二次代謝産物であるクルクミノイド

では,curcuminI,II,皿 の3成 分を測定し,こ

れらを用いた鑑別方法について検討した。ハルウ

コンでは,curcuminlとHが 同程度の組成 とい

う特徴を,ガ ジュツではクルクミノイドを全く含

まないという特徴を示したが,ウ コンとクスリウ

コンではcurcuminlを 主成分 として含有してお

り,両 植物種を識別することができなかった(表

4)。 この結果は,ク ルクミノイドの組成を基に

したクラスター分析の結果とも一致し(図4),ク

ルクミノイドを指標 とした植物種の識別は難しい

と思われる。

今回の研究で,4種 のウコン属植物の識別に利

用可能な指標 として葉緑体遺伝子trnL(UAA)3'

exson-trn.F遺伝子の介在配列と精油成分を提案す

ることができた。しかし,明 確な識別方法の開発

には,他 の遺伝子領域や精油成分の変動に係わる

環境要因の解析が必要であると考えられる。今後

は,こ の研究結果を踏まえ,さ らに識別方法の開
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発を進めて行きたい。
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FourspeciesofCurcumaplants(C.longaL.,C.aromaticSalisb.,C.xanthorrhizaRoxb.and

C.zedoariaRosc.),whichareusedasspicesandmedicinesinJapan,areverysimilarin

morphology.Weattemptedtodiscriminateamongthesefourspeciesbycomparingthe

nucleotidesequencesofthetrnL(UAA)31exson-tynFspacerregionandsecondarymetabolites

(essentialoilsandcurcuminoids)ofrhizomes.

ComparisonofDNAsequencesofthespacerregionallowedustodistinguishthree

species,C.longs.C.aromaticsandC.xanthorrhizaplusC.zedoariafromoneanother,butthe

sequencesfromC.xanthorrhizaandtwoinfourstrainsofC.zedoariawereidentical.

Inananalysisofessentialoils,themarkercompoundsforidentificationofspecieswere

foundinthreespecies(C.longa,C.aromaticaandC.xanthoryhiza).Theywerea-zingiberene,

nerolidolandar-turmeroneforC.longa;curdioneandanunknowncompoundforC.ayomatica;

andbergamotene,nuciferolandxanthorrhizolforC.xanthorrhiza.But,inthecaseofC.

zedoayia,species-specificcomponentswerenotfound.However,therewasthecharacteristic

featureinC.zedoayiathatfourcompounds(1,8-cineol,camphor,unknowncompoundand

elemene)coexistedintheessentialoilsextractedfromrhizomes.Fromtheclusteranalysisof

thecompositionofessentialoils,thirteenstrainsoffourspeciesofCuycumaweredividedinto

fourgroupsthatcorrespondedtoeachspecies.Inananalysisofothersecondarymetabolite

curcuminoids,twospecies,C.aromaticsandC.zedoaria,werediscriminated.However,C.

longaandC.xanthorrhizahadasimilarcompositiontocurcuminoids.

Thedatapresentedinthisreportsuggestthatitmaybepossibletodiscriminatefour

speciesofCurcumaplantsbycombinationofthethreefactorsmentionedabove.Inthefinal

analysis,itwasdifficulttodiscriminatethefourspeciesbyonlyonefactor.


