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本論文中の略語

本論文中では、用いた基本培地および植物生長調節物質を以下のように略した。

1.基本培地

M S : Murashige & Skoog medium

L S : Linsmaier & Skoog medium

G : GamborgB5 medium

W : Whitemedium

2.植物生長調節物質(植物ホルモン)

2, 4 - D : 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

N A A : α -naphthaleneacetic acid

I A A : 3-indoleaceticacid

I B A : 3-indolebutync acid

B A P : 6-benzylaminopurine

K i n :kinetin

G A : gibberellinAg

3.検討培地の表記法

種々の濃度で植物生長調節物質を添加した検討培地は、各基本培地および植物生長調

節物質の頭文字をとって以下のように表記した。ただし、 IAAとI BAに関しては、 2

文字で表記した。

MN7B6　　: NAA (10-7M) +BAP (10-6M)添加MS培地

G王A4B3串5 : IAA (1(HM) +BAP (3×10-5M)添加G培地

vi



緒論

植物範鼓培養とは、 「植物体の一部を母体から分離し、これを適当な条件下で

無菌的に培養し生育させる技術である。 」とWhiteは定義した(1936)

この植物組織培養は、 20世紀の始まりと兵に芽生えた分野である1902年、

Haberlandtは、 「植物の体細胞は、生きている限り、単独状態でも適当な条件下に

置かれれば、最小単位の生き物として機能し、分裂と増殖を行い、 1個の植物体に

至るまでの発育能力を潜在的にもつ」という全形成能(totipotency :分化全能性)

に関する仮説を提唱した。彼自身、オドリコソウ属植物の葉やムラサキツエクサの

葉やおしべなどから細胞を分離して培養を試みたが、分裂細胞の誘起には至らなか
BMff^B

その後多くの研究者による試行錯誤の結果、オーキシンやサイトカイこンなどの

植物生長調節物質(植物ホルモン)の発見、培地組成の改良が行われ、 1934年

Gautheretが、初めてカルス(不定形の細胞集団)培養に成功したo　そして1970年

には、 Backs-HusemannとReinerリこよりHaberlandtの提唱していた全形成能が、

単一細胞からの不定肪形成過程の様々な段階を示す一連の写真によって示された。

今日まで広範な研究が行われた結果、茎頂培養によるウイルスフリー株の作出、

クローン植物の大量増殖、花粉培養による半数体植物の作出、さらにはカルス培養

による物質生産・物質変換などの研究へと発展し、近年、植物バイオテクノロジー

として注目を集めている。また最近では、プロトプラストによる体細胞雑種の作出、

遺伝子操作による外来遺伝子の導入およびトランスジェニック植物の作出の研究が

活発に行われ、農薬耐性植物やウイルス耐性植物の作出に成功している。

農学、園芸の分野においては、早くからこの技術が取り入れられ、すでにイチゴ、

カーネーション、ランなどにおいてウイルスフリー株の育成、大量増殖法が確立、

実用化されている。

一方、薬学分野における研究には、物質生産・物質変換と育種・育苗を目指した

二つの方向性がある。前者は、植物の細胞、組織、器官を培養し、それらを増殖さ

せるとともに有用物質を生産させるもので、薬学領域では研究の歴史も古く、数多

くの報告例がある。そのいくつかを　Table l　に示すが、ムラサキ　Lithospermum

erythrorhizon　の培養細胞によるシコニンの生産やオタネニンジン　Panax ginseng

のカルス培養によるサポニン成分の生産は有名である。
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Table 1.植物組織培養による二次代謝産物に関する研究

m

オウレン

ムラサキ

ケシ

カンゾウ

ベこパナ

マオウ

オタネニンジン

コガネバナ

インドジャボク

キジュ

イチイ

原植物(学名)

Cop tis japonica

Lithospermum erythrorhizon

Papaver somniferum

Glycyrrhiza glabra

Carthamus tinctorius

Ephedra gerardiana

Panax ginseng

Scutellaria baicalen sis

Rauwolna serpentina

Camptotheca acuminata

Taxus brevifolia

主要二次代謝産物

berberinel)

shikonin2)

sanguinarine3)

glycyrrhizin4)

earthamin5)

ephedrine6)

ginsenoside類7)

baicalin8)

reserpme9)

camptothecinel 0)

taxo111)

後者の育種・育苗への応用研究は、これまで主に農学分野で研究が進められてき

たものであるが、薬学領域においてもTable2に示すように、復原植物の作出がな

され、各種薬用植物の大量青首法の研究が行われている。

ところでクローンclone(Klon)とは、分球や地下茎あるいは挿木などの栄養繁殖

によって生じ、遺伝子型が均一な個体群に対して用いられた用語であったが、現在

では広く体細胞由来の同一な個体群をクローンと呼んでいる。クローン増殖の技術

は、株分け法、挿木法、接木法として古くから行われてきたが、近年、植物組織培

養の技術が導入され、小組織片から培養生株(復原植物、再生植物)の作出が可能

となり、増殖効率の飛躍的向上、ウイルスフリー植物の育成、新品種の作出など、

めざましい発展を遂げている。
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Table 2. 細線培養による復原植物作出に関する研究

復原植物

オウレン

トウキ

オタネニンジン

ミシマサイコ

クローン植物

Coptis japonica1 2'

Angelica acutiloba^)

panax ginseng^)

Bupleurum falcatum^^)

トチバニンジン　　　Panaxjaponicus^)

シロバナノムシヨケギク

chrysanthemum cinerariaefoliuml l>

ステビア

ケジギクリス

センキュウ

ハシリドコロ

アカヤジオウ

ホソパオケラ

カラスビシャク

トリカブト

アミガサユリ

Stevia rebaudiana18)

Digitalis lana ta^'

Cnidium officin ale20)

Scopolia japonica2!)

Rehmannia glutinosa var. purpurea22)

Atractylodes lancea23)

pinellia temata^'

Aconitum carmichaeli25)

Fritillaria th un b ergifi")

このような組織培養によるクローン増殖には、現在Chartlに示すように(1)

早生分枝(小植物体、 precocious branching, mericloning)の形成、 (2)首桑原

基(shootprimordium :長期間にわたり遺伝的に安定で、かつ増殖率が高く、また

苗化が容易な分裂細胞集塊)の形成、 (3)カルスからの不定苗条

(adventitious shoot)の形成、 (4 )カルスからの不定腫(adventitious embryo)

形成、 (5)カルスを経由しない不定駈形成による方法がある。
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Chart 1.植物組織培養技術の相互関係

(1) 、 (2)および(5)の方法で作出された培養生株は親と遺伝的に同質で、

かつ安定であり、厳密な意味でのクローン植物であるoこれに対し(3)および(4)

の方法では変異を多発するので、これを利用して培養生株から有用変異株を選抜し、

新品種の作出に応用される。この(1)、 (2)および(5)の方法により、クロ

ーン個体を短期間に多数作ることをマイクロプロハゲーションmicropropagation

(Krikorian,1982)と呼んでいる。

苗桑原基(shoot pri皿ordiu皿)とは、 Tanakaand Ikeda^?)により、一年生植

物のうち遺伝子型および染色体型として維持していくことが困難な植物、すなわち

雑種強勢(ヘテロリシス) 、 Fl雑種、異数性等の特性を示す植物を多年的にクロ

ーン化する研究の結果兄いだされた分裂細胞集塊であり、長期間にわたって遺伝的

に安定で、かつ増殖率が高く、また苗化が容易であるという特徴を持っている。こ

の苗条原基法は、 1分間に2回転の低速な垂直式回転培養で、約10,000luxの強

い光を当てることを特徴とする培養法であり、この培養法によって苗条原基を誘導、

4



維持することができる。この首桑原基の誘導は、一年生植物のみならず多年生植物

においても雑種強勢、種間雑種や属間雑種、三倍性無種子植物、不稔性、異数性染

色体構造、各種遺伝子型などの遺伝学上の諸現象の学術的および実用的活用が可能

となり、育種の領域が拡大することになる。現在までに、草本、木本植物を含め

70麺以上の植物において首条原基が誘導されている28)が、薬用植物においてはニ

ンニク29)やカワラヨモギ30)などまだ数例でしか誘導されていない。

近年、本邦において漢方医学が再認識され、生薬の需要が急激に増加している。

漢方製剤の生産額も1993年には、約1,800億円(対全医薬品構成比3%)に達し、

10年前の約4倍になっているo　しかし、その原料となる生薬の80-90%は海外か

らの輸入品で、中でも約80%を中国からの輸入に依存している。また生薬の生産

は、野生植物の採取あるいは野生種の栽培によるものがほとんどであり、育種のな

された原料植物は皆無に等しい。この野生種は遺伝的に雑多であり、これから製造

される生薬の品質に著しい格差が生じることは免れ得ないところである。また、野

生植物の乱獲による生薬資源の枯渇も危慎されている。かかる現状から、薬用植物

の国内生産、優良品種の育成、生薬の均質化は緊急な課題と言えよう0

著者は、薬用植物の前述した問題点を解決する一助とするため組織培養の取り組

みを行ってきた。その一環として、日本薬局方収載生薬「柴胡」の基原植物である

ミシマサイコについて、育種・青首を目的として均質な優良品種の育成と資源確保

のための増殖法を検討し、前述Chartl (2)の苗条原基形成によるクローン植物

の育成に成功した。またこのクローン植物の遺伝的均一性と根の成分についても検

討したので、第1章に述べる。

次に日本薬局方外生薬親格集収載生薬「釣藤鈎」の基原植物であるカギカズラを

材料として、物質生産を目的としたカルス培養を行い、初めてインドールアルカロ

イドhirsuteine、 hirsutine、 3α-dihydrocadambineなどを生産させることに成功し

たoまたそれらのアルカロイドの効率的な生産条件について検討したので、第2章

に述べる。

更に日本薬局方収載生薬「竜胆」の基原植物であるリンドウを材料として、育種・

育苗を目的として均質な優良品種の育成と資源確保のための増殖法を検討し、多芽

体の形成によるクローン植物の増殖に成功したので、第3章に述べるO

また、日本薬局方収載生薬「サフラン」の基原植物であるサフランの開花前の花

芽を材料として、有効に柱頭棟組織の分化・誘導できる器官を明らかにしこ柱頭様

組紙の成熟化および大量増殖に成功した。さらに黄色色素crocinなどの有用物質

5



の生産も確認したので、第4葦に述べる。

最後に日本薬局方収載生薬「山楯子」の基原植物であるクチナシの結実前の子房

および結実後の果実を材料として、初めてカルス培養による黄色色素crocmなど

の有用物質の生産に成功したので、第5章に述べる。

6



第1章 シマサイコの組織培養
について

ミシマサイコ(Bupleurumfalcatum Linne、セリ科Umbelliferae)はヨーロッパ

からシベリア、中国、朝鮮をへて日本まで広く分布する多年生の草本であり、わが

国では、福島県以南の海岸や丘陵地などの岩が散在する乾燥した日当たりの良い草
原に自生する。

その根を乾燥したものを『柴胡』といい、 「神農本草経」の上品に収載され、そ

の薬能は「心腹を主どり、腸、胃中の結気、飲食積衆、寒熟邪気を除き、云々」と

記載されているo柴胡は、小柴胡湯、大柴胡湯などの「柴胡剤」と称される漢方処

方の要薬であり、日本薬局方にも収載されている重要生薬である。

その成分研究は、サポニン成分を中心に行われ、 saikosaponin-a-f31)やフイト

ステロール類32)などが含まれていることが報告されている。その含有成分の中で

強い生理活性を示すのは、 saikosaponin-a,-dであり、中枢抑制、解熱、鎮痛、抗炎

症、抗アレルギ-作用を示すと言われている33-35)

RI R2　　　　R3

saikosaponin-a: -Fuc-Glc　一嶋OH　-CH20H

saikosaponin-c: -Gic^a　-oH　-CH,
6tile

saikosaponin-d: -Fuc-Glc　--OH　-CH2-H

Chart 2. Saponins from Roots of Bupleurum falcatum

柴胡の基原植物に関しては、時代や国により愛運と学名の混乱が認められる。本

来、 B. falcatumLinneなる学名は、ヨーロッパ産のものに命名したもので、これ

は日本まで分布するとなっているが、ヨ-ロッパのものに当てた学名を日本のミシ

マサイコに当ててよいものか疑問視する研究者もいる。しかし日本薬局方(第十二

改正)では、 「ミシマサイコ(BupleurumfalcatumLinne)又はその変種(セリ科)

7



の根」と規定されている。

本種は自生地によって地上部や根の形態などに変異が認められるなど、著しく多

形であり、研究者によっては分類学的取扱いが異なっていることがある。さらに我

が国に自生するミシマサイコの染色体数が、 2n-20, 26および32と報告されてい

る36,37)ことから、外部形態ばかりでなく遺伝形質にも変異があり、産地による品

質の不均一性が危慎される。また野生品も乱獲により枯渇しつつあり、各地で栽培

や試作がさかんに行われている38)が、根腐病などの栽培上の問題点が多く残され

ている。さらに栽培品も個体変異が激しく、品質の一定したものを供給することは

非常に困難となっている39)

柴胡の品質は、三島付近に野生するミシマサイコで、外面の色が濃く、あまり繊

維性でなく、ひげ根が少なく、芳香のあるものが品質が良いとされてきた。しかし

最近の需要の増大にともない、三島付近の野生品も乱獲により枯渇し、高知、群馬、

宮崎、熊本、茨城、静岡などで年間約200トン程度生産されているが需要を充たし

きれず、大部分(年間約1,000トン)を中国および韓国からの輸入に頼っている。

中国産柴胡は、磨柴胡と総称されるが、 B. chinenseDC (北柴胡)および

B, scorzonerifolium Willd. (南柴胡)を基原とするものであり、輸入時には北柴胡

(津柴胡)の名称で啄われることがあるoこの中国産柴胡の形状にはかなりの変異

があり、外部および内部形態から見ても数タイプあり、品質だけでなく均一性にも

問題がある。また韓国産「柴胡」は、 B. falcatumLinneあるいはこれに極めて近

縁な植物の栽培品で植柴胡の名称で扱われているが、野生品に比べて柴胡特有のに

おいが弱く、良質であるとはいいがたい。

このような現状から、本研究は、組織培養による均質なミシマサイコの育成とそ

のクローン増殖による資源確保を目的とした.

ミシマサイコの組織培養に関しては、葉およびつぼみを材料として、カルスを経

由した不定駈形成によるクローン植物の大量増殖法が報告されている15),しかし

この方法は、 *)レスを経由しているために、再分化させた植物体の染色体数に変異

が多く見られた。またカルス培養によるサイコサポニン生産の研究も行われている

が、その生産には至っていない40)そこで、茎頂を材料として用いた液体回転培

養法を検討し、首条原基の形成によるミシマサイコの大量クローン増殖法を確立し

/co
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第1節　苗条原基の形成によるクローン増殖法
材料には福岡県平尾台産ミシマサイコを用いた。本産ミシマサイコは、高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)によるサイコサポニン類の定量の結果、他産地の

ミシマサイコに比べて活性成分であるサイコサポニン類の含量が高く、乾燥重量あ

たり　　6%含有していた。また地上部の形態において、菓序の開度が180c　であ

り、葉が2列に並んで見えるなど外見的にも特徴があった。

第1項　苗条原基形成に適した植物ホルモン濃度の検討

苗条原基とは、緒論でも述べたように長期間にわたり遺伝的に安定しており、増

殖が速く、かつ植物体への苗化が容易な分裂細胞集塊のことであり、組織培養によ

り本組織を誘導することは遺伝的に安定した植物体を大量に得るうえで非常に有用

である。

ミシマサイコ苗条原基の誘導は、 25±2℃、 6000lux、 24時間照明下、 1分間に

2回転の垂直式回転培養で、 Murashige & Skoog (MS) 41>およびGamborgB5

(G) 42>を基本培地として用い、 Table3に示す各植物ホルモン添加した液体培地

について検討を行った。 MS培地における培養3ヶ月後までの結果をTable3に示

す。

培養1-2週間後、NAA:BAP (0-10-6M:0-2×10-5M)の各添

加MS培地において、葉が1-2枚展開したshootが伸長したが、 4週間後にはほ

とんどが褐色化した。

培養9週間後、 MN7B6培地(略語の項を参照)において褐色化したshootの

基部から緑色の細胞集塊とともに葉の発生が見られた(Photo2)

培養20週間後までは緑色の細胞集塊の増殖とともに薬の伸長がみられた。しか

し培養24週目以降は緑色の細胞集塊のみの増殖が認められ、形態学的に見て表面

がドーム状で、コンペイトウ状の集塊をなし、苗条原基に特徴的な形態をしていた

(Photo3)　この線色集塊の増殖率は、約3倍/1ヶ月であった。

誘導された線色細胞集塊の細胞学的所見を得るため、組織切片(培養17ヶ月の

組織)を作成した(Photo4)　外層には細胞質に富んだ細胞が一層に並び、内層

には分裂細胞のある、苗条原基に特徴的な二層構造が認められた。このことから

MN7 B 6培地において誘導された線色細胞集塊は苗条原基であることが示唆され

た。
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Photo 1. Bupleurum falcatum

Photo 2. Small Lumps of Leaf I皿duced from Shoot Apex of

Bupleurum falcatum in MS Liquid Medium Supplemented

with NAA(10-7M) and BAP(10-6M)
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Photo 3. A : Mass of Shoot Primordia Induced in MS Liquid Medium

supplemented with NAA(10-7M) and BAP(10-6M)

B : Close-up Photograph of Shoot Primordia

Photo 4. Parts of Cross Section of The Mass of Shoot Primordia

Bar indicates 0.2mm.
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Table 3. Effects of NAA and BAP on Tissue Mass Formation

i皿M S L iquid M edium

N A A
B A P

0 i 0 - 7 1 0 " 6 1 0 ~ 5 2 ×1 0 ー5M

0 Shoot Shoot Shoot

em bryo

Shoot

callus

Shoot

1 0ー7 Shoot shoot
軍hoot

Shoot callus

1 0 + callus Shoot callus
Shoot

callus
-

1 0 ~ 5 - - - - -

2 ×1 0ー5

M
- - - - -

The tissues were cultured for 3 months.

SP : shootprimordia, - : no growth

第2項　苗条原基の苗化に適した植物ホルモン濃度の検討

MN 7 B 6培地において誘導された苗条原基を用いて植物体への苗化を試みた0

苗化の検討は、 MSおよびG培地の植物ホルモン無添加培地で、 25±2℃、 2500

1ux、 16時間照明下の静置培養で行った。いずれの検討培地においても植え付け後

2-3週間でshootが成長し始め、 4週間後にはrootが伸び始め植物体となった

(Photo5)

移植後1ヶ月の結果(Table4)を比較すると、植物ホルモン無添加MS培地で

は、 5×5mmの首条原基集塊あたりのshoot数が3.8本であったが、植物ホルモ

ン無添加G培地のでは、 ll.2本とMS培地の3倍であった。

株あたりの葉の枚数および根の本数は、いずれの培地においても葉は1.6枚、

根は1.2本と差はなかった。

以上の結果から、苗条原基の苗化には植物ホルモン無添加G培地が通しているこ

とが明らかとなった。
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Photo 5. Regenerated Plantlets from Shoot Primordia Induced

in MS Liquid Medium Supplememted with NAA(10-7M)

and BAP(10-6M)

Table 4. Effects of Basal Medium on Plantlets Propagation from Mass
of Shoot Primordia

Basal Num berofshoot Num berofleaf Num berofroot
M edium perm ass perstock perstock

M S 3.80±0.20 1.67±0.03 1.29±0.02

G ll.2±0.23 1.59±0.01 1.21±0.01

Culture conditions : 25±2-C, for 16hr light, for 1 month
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第3項　染色体数の調査

材料として用いた親植物(福岡県平尾台産ミシマサイコ)の根端、 MN7B6培

地において誘導された苗条原基、およびその首条原基から苗化させた植物体の茎頂

と根端の染色体数を調べた結果をTable5に示す。またそれぞれの染色体像を

Photo 6に示す。

その結果、 MN 7 B 6液体培地において誘導された苗条原基およびその苗条原基

から甫化させた植物体の染色体数は2n=20のものが99 %以上と極めて遺伝的に

安定していた。このことは、太田ら43)の報告にあるように平尾台の個体は2n=20

が主であることをも裏付けた。

Table 5. Results of Chromosome Count in The Shoot Primordia,

Regenerated Plantlets and Original Plants of Bupleurum
falcatum (2n =20) collected from H iraod ai

Ce
Chrom osom e num berr2nー

19 20 Total

Shoot

Pnm ordia
0 105(99.1)* 1(0.9) 106

Regenerated

Plants

Shoottip 92(100) 0 92

Roottip 1(0.9) 110(99.1) 0 111

Original

Plants
Roottip 0 102(100) 0 102

* ( ) -

E



㌶磯還

:　　一　.::

B　　　　　*

雷電馳
4g

篭鰐

Photo 6. Mitotic Metaphase Chromosomes in a Cell of Root Tip of

Original Plants (A:2n=20), in that of Shoot Primordia

(B:2n=20), and in that of Regenerated Shoot Tip (C:2n=20)

and Root Tip (D:2n=20)

Bar indicates 5 fj. m.
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Photo 7. Transplantation of Plantlets Regenerated in vitro
to Vermiculite

Photo 8. Regenerated Plantlets Transferee! in Soil

Arbefore transferring in soil, B :after 4 months
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第4項　土壌への移植

苗条原基より苗化させた植物体について土壌活着率を調べた。苗化させた植物体

を滅菌したバーミキュライトに移植し(Photo7) 、 25±2℃、 16時間照明下で1

カ月間栽培した後、土壌へ移植した。土壌への活着率は100%であった。土壌移植

直前の幼植物体と土壌移植後4ヶ月後の植物体を示す(Photo8) 。

第5項　まとめ

ミシマサイコの茎頂をMN7B 6液体培地に植え付け、 25±2℃、 6000lux、 24

時間照明下、 1分間に2回転の垂直式回転培養を行うことにより苗条原基が得られ

た。首条原基であることの確認は、形態学的方法、細胞学的方法および染色体分析

により行った。さらにここで得られた苗条原基を25±2℃、 2500lux、 16時間照明

下で植物ホルモン無添加G培地で静置培養を行うことにより、ミシマサイコの植物

体が得られた。得られた苗条原基および苗条原基から苗化した植物体の染色体数は、

2n=20のものが99%以上と遺伝的にも安定していたO　また、苗条原基の誘導には

MS培地が適し、その苗化にはG培地が適していたことから、首条原基の形成およ

びその苗化には、培地の窒素濃度や窒素形態が影響していると思われた。

この方法により(Fig.1) 、継代期間を1ヶ月として計算すると1個のミシマサ

イコの茎頂から1年間に5× 1 06個の遺伝的に均一なミシマサイコの植物体が得

られることになり、生薬柴胡の安定供給が可能となった。

今後の課題としては、首条原基から首化させた植物体を圃場にて栽培を行い、サ

イコサポニン類の均質性について検討を行うことであり、現在、国立衛生試験所な

らびに各地の栽培試験場と共同で、この苗条原基法で作出したミシマサイコの栽培

を行っている。また、圃場にて栽培した植物体から種子を採取し、遺伝的均一性が

次世代にまで受け継がれているかを検討することである。
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第2節　薄層クロマトグラフィーによる成分の検討
各条件より得られた首条原基、首条原基から苗化させた植物体の根およびカルス

のメタノールエキスについて、シリカゲル薄層クロマトグラフィー(TL C)によ

るサイコサポニン類の生産について検討を行った(Photo9)

第1項　各組織の成分検討

1 - 1.首桑原基の生産する成分検討

これまでハブロパップス44)やカワラヨモギ30)などの苗条原基において母植物の

茎や薬と同様に、細胞内に池体が形成され、二次代謝産物の生産されていることが

報告され、首桑原基においても二次代謝産物の生産能のあることが示された。

そこで今回ミシマサイコの茎頂から誘導した首条原基においても、その二次代謝

産物の生産能について検討したところ、サイコサポニン類に相当するRf値にスポ

ットが認められ、サイコサポニン類を生産していることが確認された0

1 -2.苗化させた植物体の根の成分検討

苗条原基から薗化させた植物体の根のサイコサポニン類と、材料として用いた親

植物の根のサイコサポニン類について検討した。苗条原基から苗化させた植物体の

根において、柴胡の活性成分であるサイコサポニン類の生産が確認され、材料とし

て用いた親植物の根のサイコサポニン類とTLCパターン上、差は認められなかっ

た。

1-3.カルスの成分検討

これまで多くの研究者により、ミシマサイコのカルスによるサイコサポニン類の

生産が検討されてきたが、末だその生産には至っていない。そこで今回誘導された

カルスについてもサイコサポニン類の検討を行ったが、サイコサポニン類を生産し

ているカルスは認められなかった。

第2項　まとめ

首条原基から苗化させた植物体の根のサイコサポニン類は、材料として用いた親

植物の根のサイコサポニン類と、 TLCパターン上、差は認められなかった。さら

に首条原基でも、サイコサポニン類の生産が確認されたが、カルスにおいてはその

生産は、 TL C上では認められなかった。
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Photo 9. TLC Chromatogram of MeOH Ext. of Bupleurum falcatum
and Its Culture Tissues
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第2章　カギカズラの組織培養について

カギカズラ(Uncaria rhynchophylla (Miq.) Miquel、アカネ科　Rubiaceae)は、

温帯・亜熱帯に分布するつる性の木本であり、わが国においては房総半島以西に自

生している。通常、薬液に曲がったカギを双性または単性に着生する。そのカギを

つけた小枝を乾燥したものを『釣藤鈎』と称し、古くから鎮痩・鎮痛を目的として

釣藤散や抑肝散などの漢方処方に配合されている。また近年、釣藤鈎が血圧降下作

用を示すことも兄いだされ、その活性本体は、 3α-dihydrocadambineであること

が判明した45),

わが国における釣藤鈎の需要は伸びているにもかかわらず、国内産の釣藤鈎は、

カギが小さいく、生産量も少ないために生薬市場にはあまり見られず、ほとんどを

中国からの輸入に依存している.日本産釣藤鈎は、 U. rhynchophylla (Miq.)

Miquelを基原とするものであるが、中国産釣藤鈎は、 U. rhynchophylla Miquel

var. kouteng Yamazaki 、 U. sinensis HavilandやU. macrophylla Wallichを基原と

するもの等多数あり、品質の一定したものを安定供給するには困難である。このよ

うな現状からカギカズラの栽培・育種の研究46)も始められている。

その成分としては、 indole alkaloid 、 oxindole alkaloid 、 indole alkaloid配糖体

が単離、構造決定され47)、強い生理活性を示すものもあることから、医薬品の創

薬研究上興味が持たれている。薬理作用については、降圧(hirsutine,hirsuteine,

rhynchophylhne, isorhynchophylline, 3 α -dihydrocadambine) 、鎮静(hirsutine,

hirsuteme, isorhynchophylline) 、抗不整脈作用(hirsutine, hirsuteine, rhyncho-

phylline)などが報告されている48)

これらのアルカロイド類の生合成は、 Scott49)によって研究が行われ、

tryptophaneとsecologanine類より生合成されることが兄いだされている。またそ

の全合成50)やindole alkaloid類とoxindole alkaloid類との問での相互変換51)も研

究されている。しかし全合成においては、ラセミ体での合成が報告されているにす

ぎない。

この有用なindole alkaloid類およびoxindole alkaloid類を制御された条件下で

生産させ、それらの効率的な生産条件を明らかにするため、 Uncaria rhynchophylla

の組織培養を試みた。
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Photo 10. Uncaria rhynchophylla

第1節　カルス培養によるアルカロイドの生産

組織培養によりカルスを誘導する場合、分裂能の高い組織を植え付ける必要があ

り、一般に駈軸や葉、葉柄が植え付け材料として用いられているO　すでにカギカズ

ラおよび釣藤鈎におけるインドールアルカロイド類とオキシインドールアルカロイ

ド類の分布が、各部位により異なっていることが報告されており52)、薬用部位で

ある「カギおよび小枝」と薬は、アルカロイド類の分布パターンが類似していた。

そこで釣藤鈎とアルカロイド類の分布パターンが類似しており、分裂能の高い若

葉をカルス誘導の材料とした。

第1項　カルス誘導の検封

カルスの誘導は、 2,4-dichlorophenoxyaceticacid (2,4-D) : kinetin (K i n)

(0-10-4M:0-10-4M)、NAA:Kin (0-10-4M:0-10-4M)

添加MS寒天培地で行った。暗黒下および照明下でカルスの誘導を検討したが、照

明下ではカルスが誘導されなかった。また暗黒下においてもカルスが誘導されにく

く、 MN4K6、 MN4K5およびMN4K4寒天培地においてのみ、葉脈の切り

口からカルスが誘導された　MN4K6カルスとMN4K5カルスは、淡褐色で柔

らかく、細い不定根が多数見られた　MN4K4カルスは、樺色の固いカルスであ

sHIC^P
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第2項　アルカロイド生産の確認

上記3系統のカルスを1年以上同一の植物ホルモン組成培地で継代培養した後、

TLCを用いてアルカロイド類の生産の有無を分析した。その結果、 MN4K4カ

ルスのみにドラーゲンドルフ試薬で樺色に呈色するアルカロイドと思われるスポッ

トを7つ確認した。この呈色するスポットをChart3に示す標品とTL CおよびH

P L Cにより比較したところ、 hirsuteine、 hirsutme、 3α-dihydrocadambme、

isocorynoxeine、 isorhynchophylline、 corynoxeme、 rhynchophyllineであることを

確認した。しかしcorynantheine、 dihydrocorynantheme、 geissoschizine methyl

esterは確認できなかった。

MN4K4カルスのHP LC分析の結果、 hirsuteineとhirsutineの生産量が多

く、またhirsuteineとhirsutineのピーク付近に妨害するものがないことから、

hirsuteineとhirsutineの生産量をアルカロイド生産の指標とすることとした。

更に、アルカロイドを生産していないMN4K6カルスをMN4K4寒天培地に

移して培養し、そのカルス(MN4K4Cカルスとする)の成分をTLCで検討し

たところ、 MN4K4カルスと同様にアルカロイドを生産していた。このことから

添加する植物ホルモンの種類、濃度などの培養条件を選ぶことによりアルカロイド

の生産が可能であることが示唆された。

1: R=-CH=CH2

isocorynoxeine

2: R=-CH2CH3

isorhynchophylline

7: geissoschizine

methyl ester

3: R=-CH=CH2

corynox eme
4: R= -CH.CH,

rhynchophy lline

8: R=-CH=CH2
hirsuteine

9: R=-CH2CH3
hirsu tine

5: R=-CH=CH2

corynantheine

6: R=-CH2CH3

dihydro corynanthe me

10: 3 α -dihydrocadambine

Chart 3. Alkaloids from Hooks and Stems of Uncaria rhynchophylla
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第3項　カルス増殖の検討

アルカロイド生産の最適条件を検討する上で均一なカルスが大量に必要となるが、

継代培養中のMN4K6、 MN4K5、 MN4K4寒天培地のいずれのカルスも成

長が芳しくなく、 6週間で2-3倍の生長しか示さなかった。そこでMN4K4カ

ルスをGN4K4およびGN4B4寒天培地に移して培養したところ、培養2-3

代で生長が一時衰えたが、 GN4B4寒天培地において6週間で7-8倍と比較的

生長の良好なカルスが得られた。このGN4B4カルスにおいてもアルカロイドを

生産していることがTL CおよびHP L C分析の結果から確認された。

第4項　植物ホルモンの検討

カルスの生長とアルカロイド生産に対する植物ホルモンの影響を検討した。基本

培地にはB5培地を用い、 5週間ずつ3代継代培養した3代目の結果を　Fig.2に

示す。

2,4-D-BAP添加条件(A)では、カルスの生長・アルカロイド生産共に芳し

くなかった。

I BA-BAP (B) 、 NAA-BAP (C)およびNAA-Ki n (D)添加

条件では、カルスの生長は良好であり、 GI B3*5B5添加培地において、生重

量で3.2g/5週間と検討培地中最高の債を示した。しかしアルカロイドの生産量

は低かった。これらの生長の良いカルスに共通して言えることは、柔らかい水っぽ

いカルスで、生重畳に対する乾燥重量が少なかった。

I AA-BAP (E)およびI AA-Ki n (F)添加条件では、カルスの生長.

アルカロイドの生産量共に良好であり、 GIA4B3*5添加培地において、草燥

重量で1.9g/5週間、アルカロイド生産量も¥.13mg/g dryweight、 0.156mg/

tube/5週間と最高の値を示した。これらのカルスは、垂重量に対する乾燥重量が

多く固いカルスであった。

今回、サイトカイニンとしてBAPとKi nを用いたが、カルスの生長はKi n

添加培地が良好で、アルカロイド生産はBAP添加培地が良好となる傾向であった。
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第5項　基本培地の検討

カルスの生長およびアルカロイド生産に対する基本培地の影響を検討するために、

MS、 GおよびWhite (W) 53)の3培地による比較を試みた。添加する植物ホルモ

ンは、上記検討(第4項の植物ホルモンの検討)でカルスの生長およびアルカロイ

ド生産共に良好であったG王A4B3*5 (条件A)とカルスの生長が良好であっ

たGI B3*5B5 (条件・B)を用いた。 MSおよびG培地は、培養3代目の結果

を、 W培地は、 2代目でカルスが褐変・枯死してしまったので2代目の結果を

Fig.3に示す。

アルカロイド生産は、 G培地とW培地が高いが、乾燥重量当たりでは、生長の劣

るW培地は低くなり、 G培地において最高の値を示した。
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Fig.3. Effects of Basal Medium on Growth and Hirsuteine-Hirsutme
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A:104M IAA-3 × 10-5M BAP, B:3 × 10-5M IBA- 1(T5M BAP

G:Gamborg B5 , MS:Murashige-Skoog, W:White
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第6項　糖濃度の検討

カルスの生長およびアルカロイド生産に対する糖濃度の影響を検討するために

B5培地で、添加するsucrose濃度を1%、 2%、 3%、 4%にして検討した。添

加する植物ホルモンは、上記の2条件で検討した。その結果をFig.4に示す。

添加するsucrose濃度が高くなるほどカルスの生長も良くなり、 sucrose濃度が

3%でカルスの生長が最高となったが、 sucrose濃度が4%になるとカルスの生長

に阻害がかかってきたO　しかし乾燥重量当たりのアルカロイド生産昼、 sucrose濃

度が2%で最高となり、培養試験管当たりでは、 sucrose濃度が2%と3%でほぼ

同様の値を示した。以上の結果より、 sucrose濃度は2%が良いと考えられた。
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第7項　固形化剤の検討

カルスの生長およびアルカロイド生産に対する固形化剤の影響を検討するために、

G培地に寒天(0.7%)およびGelrite (0.2%)を添加して検討した。添加する植

物ホルモンは、上記の2条件で検討した。その結果をFig.5に示す。

条件Aでは、カルスの生長・アルカロイド生産共に寒天の方が良好であった。し

かし条件Bでは、カルスの生長に差は見られなかったが、アルカロイド生産は

Gelnteの方が良好であった。培養試験管当たりのアルカロイド生産量から、条件

Aで寒天を添加することが良いと考えられた。また添加する植物ホルモンの種類あ

るいは濃度によって固形化剤の効果の違うことが示唆された。
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第8項　窒素源の検討

二次代謝産物の生産は、添加する窒素源の濃度やその組成比の影響を大きく受け

ることが多い54),そこでこれまでの検討でカルスの生長・アルカロイド生産に最

適であったG培地の条件Aで、添加する硝酸性窒素とアンモニア性窒素の組成比を

変化させてその影響を検討した。ただし硝酸性窒素の濃度は、 25mMで一定とした。

その結果をFig.6に示す。

カルスの生長は、アンモニア性窒素濃度が0-6mMの範囲では差が見られなか

ったが、アンモニア性窒素濃度が12mMと高くなると悪くなった。またアルカロ

イド生産もアンモニア性窒素濃度の上昇にともない高くなり、 6mMの時に最高値

を示し、 12mMになると減少した。以上の結果から、アンモニア性窒素は6mMが

最適であった。
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第9項　生長曲線

GIA4B3*5培地で培養したカルスの生長曲線を示す(Fig.7)　カルスの生

長は、培養46日まで続き、その後定常状態となった。乾燥重量当たりのアルカロ

イド生産量は、培養35日でピークに達し、その後はカルスが生長を続けるにもか

かわらず、急速に減少していったO培養シャーレ当たりのアルカロイド生産量は、

カルスの生長がピークに達するのと同時期にピークとなり、その後急激に減少した。

以上のことより35日周期で継代することが良いと考えられる。
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第10項　まとめ

カギカズラの若葉からカルスの誘導を試みたところ、暗黒下、 MN4K6、 MN

4K5およびMN4K4寒天培地においてのみカルスが誘導された。またMN4K

4寒天培地で継代したカルスにおいてアルカロイドを生産していることが確認され

たので、カルスの生長およびアルカロイド生産に最適な培養条件を検討した。植物

ホルモン、基本培地、 sucrose濃度、固形化剤、および窒素源の条件を検討したと

ころ、植物ホルモンには王A4B3*5、基本培地にはG培地、 sucrose濃度は2%、

固形化剤は寒天、また窒素源は硝酸性窒素(25mM) :アンモニア性窒素(6mM)
が最適であることが明らかとなった。

また、この最適条件下で培養したカルスにおいては、乾燥重量で1.9g/5週間、

アルカロイド生産量も1.73mg/g dryweight、 0.156mg/tube/5週間となること

が明らかとなった。これらアルカロイドの生産は、カルスの生長に比例して増加し、

培養約35日で最高値に達した。

本成果により、初めてカギカズラのカルス培養によるアルカロイドの生産法が確

立されたことにより、これらのアルカロイドが医薬品の創薬研究などへ応用される

ことが期待される。

第2節　アルカロイドの分析

第1項　アルカロイドの抽出法の検討

アセトニトリルー水-酢酸(50:100:1)混液で一晩冷浸する方法、前記混液でカ

ルスをホモジナイズする方法、あるいはアルカリ性クロロホルムで加温抽出した後、

一度酸性にしてアルカロイドを水屑に移行させ、再度アルカリ性にしてクロロホル

ムで分配する方法52)でアルカロイドを抽出する方法を試みた。ホモジナイズする

方法は、後処理に遠心分離する必要があり多数のサンプルを取り扱うには不向きで

あった。またアルカロイドの抽出効率に冷淀の場合と差がなかった。分配によりア

ルカロイドを抽出する方法は、操作が煩雑であり、やはり多数のサンプルを取り扱

うには不向きであった。また50mgのカルスを用いた場合、再現性に問題があった。

以上の検討から、簡便さと再現性を鑑みてアセトニトリルー水一酢酸(50:100:1)

混液で一晩冷浸する方法でアルカロイドを抽出することとした。

第2項　定量法の検討

これまでカギカズラあるいは釣藤鈎のアルカロイド類のHPLC分析には、順相
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系クロマトグラフィー55)、イオンペアークロマトグラフィー56)、逆相系クロマト

グラフィー52) (RadialPakCg)などが用いられていた。今回の分析には、広範な

分離能を持つ逆相系C18カラムを用いて分離条件を検討し、移動相にアセトニトリ

ルー水一酢酸(50:100:1)を用いることによって、標品として用いたカギカズラの

9種の既知アルカロイドの良好な分離が得られた(Fig.8)

30min

Fig.8. HPLC Chromatogram of nine authentic alkaloids of Uncaria

rhy〃 ch ophylla

l :isocorynoxeine, 2:isorhynchophylline, 3 xorynoxeine,

4 :rhynchophylline, S xorynantheine, 6 :dihydrocorynantheme

7:geissoschizine methyl ester, 8:hirsuteine, 9:hirsutme

第3項　検量線の作成

上記条件でhirsuteine、 hirsutineの検量線を作成したところ、 0- 1 〟 gの範囲

で良好な直線を示した(Fig.9)　回帰方程式および相関係数(r)は、 hirsuteine

がY(peak area)-17.40X(concentration)-0.02 (r=0.9999)、 hirsutmeがY(peak

area)-20.98X(concentration)-0.07 (r=0.9999)であった。
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Fig.9. Calibration Curve of Hirsuteine and Hirsutine

X :hirsuteme(hirsutine)content, Y:hirsuteine(hirsutine)peak area

第4項　まとめ

以上に述べたように、逆相系C18カラムで、移動相にアセトニトリルー水一酢酸

(50:100:1)を用いることによって、カギカズラの9種の既知アルカロイドの良好な分離

が可能となった。また、移動相を抽出溶媒に用いて、一晩冷浸することにより、カルス中

のアルカロイドを簡便かつ再現性よく定量できることを明らかにした0

第3節　カルス成分の単離

第1項　カルス増殖と成分抽出

1.カルス増殖の検討

カギカズラのカルスは、若葉より誘導したものをカルスの生長およびアルカロイ

ド生産に最適であったGIA4B3*5寒天培地に植え付け、 25±1℃、暗黒下で

培養した。上記培地に移植したカルスは5週間毎に継代し、同時に残ったカルスを

収穫した。

2.カルス成分の抽出

収穫したカルスは凍結乾燥後(80g) 、ベンゼン、メタノールで順次抽出し、ベ

ンゼンエキス1-1g、メタノールエキス31.0gを得、以下Chart4に示すように各種
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クロマトグラフィーを繰り返して精製した。ベンゼンエキスからCompoundl

(63mg) 、 Compound4 (13mg)を、メタノールエキスからCompound2(60mg)、

Compound3 (18mg)を単離した。

benzene ext. (l.1g)

Compd. 1 (63mg) Compd. 4 (60mg)

MeOH ext. (31.0g)

Compd. 3 (18mg)　　　Compd. 2 (13mg)

Chart 4. Isolation of Alkaloids and a Triterpene from Callus Induced

from Leaf of Uncaria rhynchophylla

第2項化合物の同定

Compoundlは、 13C-NMRにおいて3 0本のシグナルが観測されたことより

トリテルペンであることが推定された.またカルボン酸((5179.7) 、水酸基

(∂78.0)およびオレフィン(∂125.6、 139.2)の存在が示唆され、 7本のメチ

ル基(∂15.7、 16.5、 17.4、 17.5、 21.4、 23.9、 28.8)が観測された。これらのこ

とからoleanolicacidまたはursolicacidであることが推定された。融点、比旋光

度などの物理定数を文献値57)と比較することにより、 ursolicacidと固定した。

Compound2は、ドラーゲンドルフ試薬で樺色に呈色すること、および各種スペ

クトルデータ(UVAmax:226、 282、 290nm;^-NMR　∂7.4-6.9、 4H)よ

りインドールの存在が推定された。またH-NMR、 13C-NMRデータよりβ-
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glucose OH-NMR : 55.56、 1H、 d、 J-9Hz;13C-NMR : 5101.3、 78.7、

78.4、 74.5、 71.5、 62.7)およびメチルエステルOH-NMR　∂3.79、 3H、 S;

13C-NMR : 5167.1、 50.9)の存在が推定されたo IR、 UV、比旋光度などの

物理定数を文献値45)と比較することにより、すでに釣藤鈎やAnthocephalus

cadamha Miquel ^8)などから単離されている3α-dihydrocadambineと同定した0 -な

お、材料として用いたカギカズラの薬にも3α-dihydrocadambineが含まれているこ

とをHPLCにより確認した。

Compound3は、 compound2と同様にドラーゲンドルフ試薬で樺色に呈色する

こと、および各種スペクトルデータ(UVAmax*224、283、292nm; iH-NMR

(56.9-7.4、 4H)よりインドールの存在が推定されたO　また　H-NMR、 13C-N

MRデータよりメトキシ(!H-NMR　∂3.67、3H、s;13C-NMR　∂61.6)お

よびメチルエステルOH-NMR: (53.75、 3H、 s;13C-NMR: <5168.7、 51.3)

の存在が推定された。 I R、 UV、比旋光度などの物理定数を文献値47)と比較す

ることにより、 h-irsutmeと同定した。なおTLC、 HPLCにおいても標品の

hirsutineと良い一致を示した。

ursolic acid (1) 19 18

hirsutine (3) : R = -CH2CH3

hirsuteine (4) : R = -CH2=CH2

-dihydrocadambine (2)

Chart 5. Structures of Isolated Compounds from Callus Cultures of

Uncana rhynchophylla
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Compound4は、 compound3のH-NMR、 13C-NMRデータに類似していた。しかし

compound4には末端ビニル基^H-NMR : 54.95、 2H、 m: (55.28、 1H、 m; 13C-NM

R : (5115.4、 139.3)の存在が推定された。 I R、 UV、比旋光度などの物理定数を文献

値47)と比較することにより、 hirsuteineと同定した。なおTLC、 HPLCにおいても標

品のhirsuteineと良い一致を示した。

Table 6. 13C-NMR Data of Compounds 1 - 4

Comp ounds Compounds

Carbon la　　2a　　3b　　4b carbon la　　2a　　3b

39.1

28.0

78.0

39.3

55.8

18.8

33.6

40.0

48.0

10　　　37.3

11　　　23.6

12　　125.6

13　　139.2

14　　　42.5

15　　　28.8

16　　　24.9

17　　　48.0

18　　　53.5

19　　　39.3

21

136.1　131.2　　132.7　　22

63.1　　　54.6　　　54.1　　23

24

55.2　　　51.1　　　51.2　　25

22.8　　　16.7　　　17.0　　26

108.3　　106.9　　107.8　　27

127.8　　127.4　　127.8　　28

118.4　　117.9　　117.9　　29

119.2　　119.5　　119.3　　30

121.4　　121.7　　121.3　　COOMe

111.6　　111.5　　111.2　　0Me

137.6　　136.3　　136.0

36.7　　　31.1　　　31.1

33.0　　34.2　　34.0　glc-1

110.2　　111.0　　111.6　　-2

152.5　　160.1　159.6　　-3

58.6　　　11.1　115.4

65.8　　　24.1　139.3　　-5

20　　　39.3　　　44.1　　　38.0　　　42.9　　-6

31.1　　　97.0　　　50.4　　51.2

37.3　　167.1　168.7　168.7

28.8

16.5

15.7

17.4

23.9

179.7

17.5

21.4

50.9　　　51.3　　51.2

61.6　　　61.4

a:in C5D5N, b:in CDCb
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第3項　まとめ

カギカズラの葉より誘導したカルスから主生成物としてursolicacid、 hirsutine、

hirsuteine、 3α-dihydrocadambineを単離した。オキシインドールアルカロイド類

であるrhynchophylline、 corynoxemeなどは単離できなかったが、カルス中で生産

されていることをHPLCにより確認した。

カギカズラの葉、小枝、鈎のアルカロイド組成比は同じようなパターンを示し、

オキシインドールアルカロイド類が大部分を占めることが報告されている52)し

かし今回、葉を材料として用いたにもかかわらず、誘導されたカルスのアルカロイ

ド組成は、インドールアルカロイドであるhirsutine、 hirsuteineが大部分を占め、

カギカズラの地下部のアルカロイド組成に類似していた。

また、今回単離・した3α-dihydrocadambineは、すでに釣藤鈎からも単離されて

おり45,59)、血圧降下作用を持つことが報告されている。釣藤鈎からの収率は、

0.0015%であるのに比べ、カルスからの収率は0.075%と50倍の高収率であった。

原植物では微量にしか生産されない3α-dihydrocadambineが、カルス培養によっ

て主アルカロイドとして高濃度で生産されることは興味深いことであった。
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第3章　リンドウの組織培養について

リンドウ(Gentiana scabra Bunge var. buergeri(Miwuel) Maximowicz、リンド

ウ科Gentianaceae)は、本州、四国、九州の丘陵地、山地に自生する多年生の草本

である。その根及び根茎を乾燥したものを『竜胆』と称し、 「神農本草経」の上品

にも収載され、その薬能は、 「骨間寒熟、驚痛、邪気を主どる。云々」と記載され

ている。竜胆は、日本薬局方にも収載され、竜胆潟肝湯などの尿路疾患用薬に配合

される他、苦味健胃薬の配合剤として用いられている重要生薬である0

わが国の生薬市場において日本産竜胆の占める割合は少なく、ほとんどが中国東

北部、内蒙古産の輸入品で「関竜胆」と称するものである。関竜胆の基原植物とし

ては、 G.scabra Bunge、 G.manshurica Kitagawa、 G. triflora Pallas、 G.rigescens

Franchetなどであるo　また類似隼薬としてエゾリンドウG.trifloraPallas var.

japonicaHara、オヤマリンドウG.makinoiKusnezov、トウヤクリンドウG.algida

Pall (高山性)なども薬用として供される。

その成分としては、セコイリドイド配糖体gentiopicrosideやキサントンgentism

などが含まれている.その含有成分の中で苦味を示すのは、 gentiopicrosideで、生

薬中　　4%含まれている60),この含量は、産地によって異なるが、株によって

も異なると言われている。しかし個々の野生株におけるgentiopicroside含量の均

一性や季節による変化についての調査がなされていないため、竜胆中の

gentiopicroside含量の差は、個体差によるものか革命によるものかは明らかではな

い。

gentiopi croside gentis m

Chart 6. Constituents from roots of Gentiana scabra var. buergen

このような現状から、本研究は、組織培養によるリンドウの優良品種の育成とそ

の増殖による資源確保を目的とした。

リンドウの組織培養に関しては、多芽体形成による増殖法61)や首粂原基形成(オ
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クエゾリンドウ)による増殖法62)が報告されているが、いずれも増殖率が低く、

改良の必要性を述べている。そこで茎頂を材料として用いた培養法を検討し、多芽

体形成によるリンドウの大量増殖法を確立した。

第1節　多芽体形成による大量増殖法

第1項　茎頂培養による多芽体形成培地の検討

茎頂からの多芽体形成に関して、 GAとBAP、 I AAとBAP、 NAAとBA

Pをo.1-1.0mg/1の濃度で組み合わせたMS培地で検討を行った。

1. GAとBAPとの組み合わせによる検討

植え付け切片は、培養1-2週間で第1葉が展開し、 shootを形成した。培養60

日間後には、節からもshootを形成し、多芽体へと生育した(Photo12) 0 GA :

BAP (0.1-1.0mg/1 : 0.1-1.0mg/1)添加した全ての培地において多芽体が形成

された。特にGA : BAP (l.0mg/1: l.0mg/1)添加培地において平均shoot数

18.5本と最適であった(Table7) 。

Table 7. Multiple Shoot Formation from Axillar

Hormone

(m〆1)

Shoot No.　　Multiple shoot Fresh weight

per culture forming culture　　　(mg)

GA BAP

O.1　　0.1

0.1　　0.5

0.1　1.0

0.5　　0.1

0.5　　0.5

0.5　　1.0

1.0　　0.1

1.0　　1.0

8.8

8.0

ll.8

are

6.5

8.0

13.3

18.5

4/5

3/5

4/5

3/4

3/4

3/4

3/4

4/4

Culture condition:MS medium, 25±1℃,16h light,60days
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Photo ll. Ge〃tiana scabra var. buergen

Photo 12. Multiple Shoot Formation from Axillary Bud in MS Medium

Supplemented with GA(1.0mg/l) and BAP(1.0mg/l)
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2. IAAとBAPとの組み合わせによる検討

IAA : BAP (0.1-1.0mg/1:0.1-1.0mg/1)添加した全ての培地において多

芽体が形成された。しかし、平均shoot数が2.5-3.2本とGA : BAPの組み合

わせよりも多芽体の形成は不良であった(Table8)

3. NAAとBAPとの組み合わせによる検討

NAA : BAP (0.1-1.0mg/1: 0.1-1.0mg/1)添加した全ての培地において多

芽体が形成された(Table8) 。 NAA : BAP (l.0mg/1: l.0mg/l)添加培地にお

いて平均shoot数が11.0本と多芽体の形成の良い培地もあったが、 shootの基部

にカルスが形成されるものがあり、遺伝的に均一な植物体を得るには不適であった。

Table 8. Multiple Shoot Formation from Axillary Bud

Hormone

(m〆1)

Shoot No.

per culture

Hormone

(mg/1 )

Shoot No.

per culture

I AA BAP

O.1　　　0.1

0.1　　1.0

0.5　　　0.1

0.5　　　1.0

1.0　　　0.1

1.0　　　1.0

NAA BAP

O.1　　　0.1

0.1　　1.0

0.5　　　0.1

0.5　　　1.0

1.0　　　0.1

1.0　　　1.0

Culture condition:MS medium, 25±l-C,16h light,60days

a)Callus forming segment

第2項　多芽体形成の最適条件の検討

GA : BAPの組み合わせにより、 1個の茎頂から平均18.5本のshootを得るこ

とができた。この得られたshootを材料にして、より多くの多芽体を得るべくGA、

BAPの濃度を検討した(Table9)

GAは0・5、 1・0、 2.5mg/1で、 BAPは2.5、 5.0mg!1を組み合わせて検討を行

った。
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Photo 13. Multiple Shoot Formation from In Vitro Cultivated shoot

im MS Medium Suppleme皿ted with GA(2.5mg/1) and

BAP(2.5mg/l)

Photo 14. In Vitro Flower Formation of Ge〃tiana scabra var. buergeri
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その結果、全ての検討培地において、平均4 0本以上の多芽体が得られた。特に

GA : BAP (2.5mg/1:2.5mgの添加培地においては、 1本のshootから平均

70.7本のshootが得らることが明らかとなった(Photo13)

Table 9. Multiple Shoot Formation from Regenerated Shoot

Horm one

(m g/1)

GA BAP

0.5　　　2.5

0.5　　　5.0

1.0　　　2.5

1.0　　　5.0

2.5　　　2.5

2.5　　　5.0

Shoot No.　Multiple shoot Fresh weight

per culture forming culture　(mg)

54.5

38.6

63.8

42.3

70.7

44.0

1128

973

1105

966

2097

1323

Culture condition:MS medium, 25±1℃,16h light,60days

第3項　発根条件の検討

発根条件の検討は、 MS培地にNAA、 IAA、王BAをTablelOに示す濃度

で添加するか、植物ホルモン無添加の培埠で60日間培養することによって行ったo

I AA 0.5mg/1添加培地において、植え付けたshootの80%から発根し、得ら

れた根の生重量も841mgと良好であった　NAA添加培地においては、 l.0mg/1

添加培地において発根率が86%と高かったが、 shootの基部からカルスが形成され

てきたI BA添加培地においては、発根率が50%と低く不良であった.

一方、植物ホルモン無添加培地においては、その95%が発根し、得られた根の

生重量も895mgと最高の倍が得られた。

以上の結果より、 shootの発根には、植物ホルモン無添加培地が適していること

が明らかとなった。

ところでshootを植物ホルモン無添加培地に移植して培養していると、多くの

shootから発根すると同時に花芽を形成し、試験管内で開花するものも見られた

(Photo 14)
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Table 10. Root Formation of Propagated Shoot

Hormone

(m g/1)

Root No.　Root forming Fresh weight

per culture culture　　　　　　(mg)

NAA 0.1

1.0

I AA 0.1

1.0

I BA 0.1

1.0

FHb>

4.3

9.1

6.4

4.2

3.4

twt

10.7

4!6a)

6/7a)

8/10

7/10

4!8

4/8

19/20

487

263

841

315

470

445

895

Culture condition:MS medium, 25±1℃,16h light,60days

a)Callus forming segment, b)Hormone free medium

第4項　まとめ

以上に述べたように、 GA : BAP添加MS培地において多芽体を得ることがで

きた。またここで得られたshootを植物ホルモン無添加MS培地に移植することに

よって発根させ、植物体を得ることができた。この方法により、 1個の茎頂から初

代培養で平均18.5本、後の継代培養で平均70.7本のshootの得られることから、

計算上1個の茎項から年間5× 1 08個のリンドウの植物体が得られることになる。

本成果により、これまでリンドウの組織培養において大きな問題点となっていた

増殖率の低さを克服することができた。

今後の課題としては、多芽体形成によって得られたリンドウの栽培を進め、染色

体数などの遺伝的均一性の調査などが残されている.
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第2節　培養生株の品質評価

第1項　定量法の検討

これまで竜胆およびゲンチアナ中のgentiopicrosideの定量法は、 TL C-かき

とり法60)とTLC-デンシトメタ一法60)およびHPLC法63)があるにすぎない。

そこで今回の分析には、広範な分離能を持ち、繁用性の高い逆相系C18カラムを用

いてHPLCによる分離条件を検討した。その結果、移動相に酢酸ナトリウム

(0.01M) :メタノール(1:1)を用いることにより、約10分以内に良好な再現性

を持つシャープなど-クとしてgentiopicrosideを溶出させることができた

(Fig.10)

またp-anisicacidを内部標準物質として添加し、内部標準法で定量を行った。

第2項　検量線の作成

jp-anisic acidを内部標準物質として添加したgentiopicroside標準品をH P L C

に付した　gentiopicroside量と/7-anisicacid量の比をⅩ軸に、それをHP L Cに

付したときのgentiopicrosideのピーク高さとp-anisicacidのピーク高さの比をY

軸にとったときY-0.8966X-0.0011 (r-0.9999)と良い直線性が得られた

(Fig.ll)

」r(min)

Fig.10. Chromatogram of HPLC for Quantitative Analysis of

Gentiopicroside and p-Anisic acid
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°

Fig.ll. Calibration Curve of Gentiopicroside

X: content ratio (gentiopicroside/p-anisic acid),

Y: peak height ratio

第3項　培養生株の均質性

多芽体形成によって得られた培養株(material 1)と同一系統の種子を播種して

得られた栽培棟(material 2)におけるgentiopicroside含量とそのばらつきを検討

した。その定量結果をTable llに示す。

その結果、今回培養により得られたリンドウのgentiopicroside含量はやや低い

ものの、栽培品よりもgentiopicroside含量のばらつきが小さくなり、均質な生薬

の得られることが確認された。

EE



第4項　まとめ

以上に述べたように、 HPLC (逆相系C18カラム)による定量法を検討し、

p-anisic acidを内部標準物質として添加する内部標準法で定量を行ったO

その結果、多芽体形成によって得られた培養株は同一系統の種子を播種して得ら

れた栽培株よりもgentiopicroside含量はやや低いものの、 gentiopicroside含量の

ばらつきが小さくなり、均質な生薬「竜胆」の得られることが明らかとなった。ま

た、これまでgentiopicroside含量の変化が、産地や株、∴草令によるものかが不明

であったが、各産地のリンドウを本方法で増殖させ、圃場で栽培を進めることによ

り、 gentiopicroside含量の変化に関与する因子が何であるかを解明する手掛かり

が得られるであろう。
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第4章　サフランの組織培養について

サフラン(CrocussativusLinne、アヤメ科Iridaceae)は、地中海沿岸部からア

ジア西部に自生する多年生草本で、その柱頭部を乾燥したものをSaff ron 『サフラ

ン」といい、鎮静・通経などの婦人用薬として用いられる他、着色料・香辛料など

の天然食品色素材料としても用いられている日本薬局方収載生薬である。このよう

な広範な用途をもちながら年に1回、 10-11月の開花期の僅か2週間の間しか収

穫されないこと、また天候による収穫量の変動が大きぐ・、生産行程のほとんどが手

作業であることなどから、生薬のなかでも最も高価なものの一つとなっている。

その柱頭部には、 crocin 64)などのカロチノイド系黄色色素や苦味配糖体の

picrocrocin65)、芳香成分であるsafranalなどの有用物質を含んでいる。

サフランの栽培の現状は、採花・収蕊に多くの労力を要すること、球茎は栽植中

に病害が発生し、増殖を妨げる等の理由で、需要の多い割に栽培面積は増加してい

ない。わが国では、鳥取、熊本、大分県下(日本一の産量)で栽培され、年間約

500kgを生産しているが、これだけでは国内需要を賄いきれず、スペインなどの諸

外国から年間約1,600kgを輸入している。

ORI

Rl =　R2=H : crocetine

Rl = glucose, R2 = H

Rl = R2 = glucose

Rl = gentiobiose, R.2 = H

Rl = R.2 = gentiobiose : crocin

pi crocrocm

,CHO

s afr an al

Chart 7. Constituents from Stigma of Crocus sativus

サフランの組織培養に関しては、その球根を材料としてカルスを誘導し、色素生

産66)や植物体復原67,68)を試みた報告がある。しかし色素生産に関しては、多くの

研究機関において、カルス培養が試みられているにもかかわらず、末だcrocmな

どの有用物質の生産には至っていない。これらの化合物は開花期のサフランの柱頭

部のみに局在しており、器官分化と二次代謝系の発現が密接に関係していることが

考えられる。このことは山田ら69)が、タバコの若いステージの柱頭部をI AAお

よびBAPを含む培地で培養することにより柱頭・花柱様組織を誘導し、柱頭に特
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有な物質の生産を確認していることからも示唆される。これらのことから、サフラ

ンにおいても柱頭器官を分化させることにより、 crocinなどの有用物質の生産が有

望であると考えられる。

このような発想から小山、神田ら70,71)がサフランの柱頭部を用いた培養法を検

討し、柱頭様組織の分化・誘導に初めて成功し、 crocinなどの有用物質の生産につ

いても確認した。著者は、さらに効率的に柱頭様組織を誘導することを目的に開花

前の若い花芽全体を用い、植え付ける器官の違いによる柱頭様組織形成能の差およ

び大量増殖について検討した。

第1節　サフランの各器官からの柱頭様組織の形成

第1項　柱頭様組織の形成に適した植え付け器官の検討

これまで花の生長制御に関しては、 Hicks and Mchughen72)やHicks and

Sussex73)がタバコを材料に用いて検討を行い、雌しべの原基をカイネチン存在下

で培養すると雌しべは自律的生長を示すこと、また胎座組織を植物ホルモンの無い

条件で培養すると、通常の生長パターンを失い、柱頭・花柱様組織が形成されるこ

とを兄いだした。このような現象の起こる原因は、柱頭や胎座をまわりの器官から

切り離す操作が影響しているものと推定されている。

a. ft所上部

b. rt頑中郡

C.柱頭下部

d.柱頭・花柱
e..花柱上部
f.花柱中部

g.花柱下部

h.子房上部

i.子房下部

j.腫珠

k.子房の下

1.やく上部

m.やく下部

n.花糸

r. 7t被

0.花被から子房へ続く部分の上部

p.花被から子房へ続く部分の中部k

q.花被から子房へ続く部分の下部

Fig.12. Cultured Parts of Flower Bud Explants of Crocus sativus
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サフランにおいても小山、神田ら70,71)が、開花前の若い柱頭部を用い、柱頭の

三叉下部(Fig.12,c)のみから柱頭様組織の形成に成功したことから、さらにタバ

コと同様に胎座の培養も考えられた。しかし胎座自体が小さく分離が困難であるこ

とから、開花前の若い花芽をまわりの器官から切り離して培養することにより、柱

頭様組織の形成能を検討した。

切片の調製は、開花前の若い花芽全体をFig.12に示すように、柱頭、花柱、花

被から子房へ続く部分は3等分、やく、子房は2等分し、合計18個の切片として、

それぞれの柱頭様組織への分化能力の差について検討を行った。

1.柱頭・花柱部植え付け

培養2-3週間で植え付けた柱頭・花柱切片の湾曲・肥大が見られ、切り口付近

からカルスの誘導が認められた。培養5-6週間には、カルスの生長とともに、そ

の表面から自～黄色の小さな柱頭様組織が形成されてきた。培養2-3ヶ月後には、

5mmの黄色～樺色の柱頭棟組織に生長し、長いものでは1cmに達するものも

見られた。

柱頭様組織形成能は、花柱のほうが柱頭よりも高く、また花柱の中でも、子房に

近いgが高く、次に　f、 e　の順であったo培養5ヶ月後において、 gの部位で

1切片当たり100本程度の柱頭様組織が形成された。

2.花被・やく・花糸部植え付け

花被、やくおよび花糸について、培養2-3週間で植え付けた切片の湾曲e肥大

が見られたが、培養5-6週間後にいたってもカルスの誘導は認められなかった。

3.花被から子房へ親く部分植え付け

柱頭・花柱と同様に、培養2-3週間で植え付けた切片の湾曲・肥大が見られ、

切り口付近からカルスの誘導が認められた。培養5-6週間には、カルスの表面か

ら白～黄色の小さな柱頭様組織が形成され、培養2-3ヶ月後には、　　5mmの

黄色～樺色の柱頭様組織に生長し、長いものでは1cmに達するものも見られた。

柱頭様組織形成能は、 qの部位で高く、次にp、 Oの順であった。培養5ヶ月後

において、 qの部位で1切片当たり100-150本(Photo16)と最も有効に柱頭様

組織が形成された。

4.子房および腫珠部植え付け

培養2-3週間で植え付けた切片の肥大が見られ、切り口付近からカルスの誘導
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が認められた。培養5-6週間には、カルスの表面から白～黄色の小さな柱頭様組

織が形成されたが、 1切片当たり50本程度しか形成されなかった。また、距珠(j )

では正常なサフランの柱頭の様にシリンダー状にならず、シート状に幾重にも重な

っている黄色の組織が観察された。

子房および駈珠については、柱頭様組紙よりも薬身様組織の形成が目立った。

第2項　柱頭様組織の形成に適した植物ホルモン濃度の検討

これまで小山、神田ら70,71)によって詳細に検討が行なわれているが、その中で

柱頭様組織形成の良好であったNAA: BAP (10-6-5×10-5M: 1Q-6'

3×10-5M)添加培地で検討を行った　NAAおよびBAPの濃度は、 Table12

に示す。

1. LS培地での検封

柱頭様組織の形成は、 NAA:BAP (10-5-5×10-5M: 10-5-3×

10-5M)添加培地で良好で、中でもBAP濃度の高いNAA: BAP (10-5<

5×10-5M: 3×10-5M)添加培地で最高であった(Table12)　しかしBA

P濃度が低い培地では、柱頭様組織があまり形成されず、根状組織の形成が見られ

た。このことからLS培地における柱頭棟組織の形成には、 BAPの濃度が影響し

ていることが推察された。

2. G培地での検討

柱頭様組織の形成は、 NAA:BAP (10-5,　×10-5M: 10-6-10-5

M)添加培地で良好で、 LS培地の場合と比較するとBAP濃度のやや低い培地が

良好であった(Table13)　しかし柱頭様組織の形成量は、 LS培地に比べて劣っ

ていた。
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Table 12. Effects of NAA and BAP on Tissue Formation in LS Medium

N A A

B A P

1 0 " 6 1 0 ~ 5 3 こく1 0 ーM

1 0
L T c … L T C L T

R T

1 0 ~ 5
C L T C L T L T

5 ×1 0 ~ 5M C L T C L T ,G‥ L T

The tissues were cultured for 3 months.

C : Callus, ST : Stigma-like tissue, LT : Leaf-like tissue, RT : RooトIike tissue,

PT : Perianth-like tissue

Table 13. Effects of NAA and BAP on Tissue Formation in G Medium

N A A

B A P

1 0 1 0 " 5 3 ×1 0 " 5 M

1 0 - 6 C L T C L T C L T
R T

1 0 - 5
C L T C L T C L T

5 ×1 0 " 5 C L T C L T C L T

The tissues were cultured for 3 months.

C : Callus, ST : Stigma-like tissue, LT : Leaf-like tissue, RT : Root-like tissue,
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Photo 15. Crocus sativus

Photo 16. Stigma-like Tissues Formation of Crocus sativus

in LS Medium Supplemented with NAA(5 X 10-5M)

and BAP(3 ×10-5M) (q part in Fig.12)
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第3項　まとめ

以上に述べたように、各器官の柱頭様組織形成能は、花被から子房へ続く部分(0-

q)で高く、特に、花被から子房へ続く部分の下部(q)で最も有効に柱頭様組織が形成

された。さらに花被から子房へ続く部分、柱頭や花柱の各々について見ると、子房に近い

部分(q、 C、 g)が花被および柱頭に近い部分(O、 a、 e)よりも柱頭様組織形成能

の高いことが明らかとなった。

これらを総合すると、 qの部位をNAA:BAP(10-5-　×10-5M: 3×10-5M)

添加L S培地に植え付けることにより、 1切片当たり100-150本の柱頭様組織を得ること

ができ、これまでの柱頭三叉下部よりも効率的に柱頭様組織を形成させることが可能とな

った。

第2節　柱頭様組織の大量増殖
誘導された柱頭様組織は、継代を続けるうちに次第に柱頭様組織の形成能が低下し、か

つ色素も薄くなってきた。そのため、より長く、色の濃い成熟した柱頭様組織の形成を促

す目的で培養条件を検討した。また、継代による柱頭様組織形成能の低下を克服するため、

in vitroで成熟化した柱頭棟組織からのカルスおよび柱頭棟組織の再形成を検討した。

第1項　柱頭様組織の成熟化

より長く、色の濃い成熟した柱頭様組織の形成を促す目的で培養条件を検討した

結果、高濃度の植物ホルモンを添加したL SおよびG培地で形成された柱頭様組織

をLN7B7およびLI A7B7培地に移植し、約1ヶ月培養すると15-20mmの

長さに伸長し、かつ色も樫色から赤色へと着色していった(Photo17) 。

ここで形成された組織に花柱が形成されているかは、内部形態を観察していない

ために不明である。

このようにして成熟化した柱頭様組織を3分割し、その先端部のcrocm含量を

定量した。その結果、 crocinを14.5〝g/g含んでおり、生薬「サフラン」 (crocin

含量20.5〝g/g)の約70%のcrocin含量であった。
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Photo 17. Stigma-like Tissues Transffered to LS Medium supplemented

with NAA(10 7M) and BAP(10-7M ) from NAA(5× 10-5M)

and BAP(3 × 10-5M)

Photo 18. Developed Stigma-like Tissues from Cultivated Stigma-like

Tissues Explants
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第2項　培養により形成された柱頭様組織からのカルス及び柱頭様組織

の形成

継代による柱頭様組織形成能の低下を克服するため、第1項で成熟化した柱頭様

組織からのカルス及び柱頭様組織の再形成を検討した。材料は、成熟化した柱頭様

組織を3分割し(Fig.13) 、柱頭様組織の形成に通していたNAA : BAP両ホル

モン濃度の高いL S培地に植え付けた。

その結果、やや色のついた中間部と無色の基部からはカルスが形成され、やがて

柱頭様組織が形成されてきた(Photo18)　しかし、赤色になった先端部からは、

カルスは形成されなかった。

_→ JWfcJK.ブ
L-ヽW./1ヽ-t

Fig.13. Cultured Parts of Cultivated Stigma-like Tissues Explants

第3項　まとめ

以上に述べたように、形成された柱頭様組織を植物ホルモン濃度の低いLN7 B

7培地に移植することにより、 crocmを14.5/Jg/gと、生薬「サフラン」 (crocin

含量20.5〝g/g)の約70%にまで上昇させ、生薬サフランに匹敵する培養サフラ

ンへと成熟させることを可能にした。

さらに成熟化させた柱頭様組織の基部を培養することにより、再度カルスを誘導

し、柱頭様組織を形成させることが可能であることも明らかにした。

本成果により、柱頭棟組織の形成能の低下などの問題点が克服され、 Fig.13に

示すサイクルを経ることにより、培養サフランの大量増殖法が確立された。さらに

この方法によって、培養サフランの量産化が期待される。



Photo 19. TLC Chromatogram of 90% Aqueous MeOH Ext. of Saffron

{Crocus satiVus) and Its Cultured Stigma-like Tissue

25 mxn

Fig.14. HPLC Chromatograms of 90% Aqueous MeOH Ext. of Saffron

(Crocus sativus)[A] and Its Cultured Stigma-like Tissue[B]
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第3節　柱頭様組織の成分検討および定量

第1項　柱頭様組織の成分検討

得られた柱頭様組織の90%メタノールエキスについてTLC (Photo19)および

HPLC (Fig.14)による成分検討を行った。

その結果、生薬サフランと同様のTL Cパターンを示し、またサフランの特徴的

な成分であるcrocmおよびpicrocrocinともに生産していることが確認された。

第2項　柱頭様組織中のcrocinの定量

1.定量法の検討

これまでサフラン中のcrocmの定量法はTLC法によるものしかなく、日本薬

局方においては、重グロム酸カリウム水溶液と比色を行い、その含量規定を行って

いる。

Pfanderand Rychener74)は、サフラン中のカロチノイド系色素の単離、構造決定

を行っているが、その過程で各種HP L Cの条件を検討している。そこで彼らが

報告している条件の中でもcrocmのピークがシャープで分離の良い、逆相系で、

移動相に60%メタノールを用いることとしたO

その結果、約10分以内に良好な再現性を持つシャープなど-クとしてcrocm

を溶出させることができた(Fig.15)

10
tR (min)

Fig.15. HPLC Chromatogram for Quantatative Analysis of Crocm
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2.検量線の作成

上記条件でcrocmの検量線を作成したところ、 0-1 0 〝gの範囲で良好な直

線を示した。回帰方程式および相関係数( r)は、 Y(peakheight)= 8.73X(crocin

concentration)-0.12 (r=0.9997)であった(Fig.16)

Fig.16. Calibration Curve of Crocin

Xrcrocin content, Y: peak height

第3項　まとめ

以上に述べたように、 HPLCによる定量法を検討し、 C18逆相系カラムで、移

動相に60%メタノールを用いることにより、サフラン中のcrocmの定量が可能で

あることを明らかにした。
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第5章　クチナシの組織培養について

クチナシ( Gardenia jasminoides Ellis f.grandiflora Makino、アカネ科Rubiaceae)

は、日本の南西部から台湾および中国の暖地にかけて自生する常録の低木である。

その果実を乾燥したものを　F山梅子」といい、 「神農本革経」の中品に収載され、

その薬能は、 「五内の邪気、胃中の熟、画赤酒姫、白癖、赤癖、癒癌を主どる」と

記載されている.漢方では、消炎・止血・解熱・利胆・鎮痛薬として、特に充血o

吐血・黄痘・不眠を治す目的で用いられ、日本薬局方にも収載されている重要生薬

である。また山梅子は、古来から黄色染料として汎用されてきたが、現在では染料

としてよりも薬用として用いられ、一般に染料としては、類似生薬である台湾産の

「水梅子」が用いられている。

有効成分としては、 crocmなどのカロチノイド系黄色色素75)やgeniposideや

g㍍denosideなどのイリドイド配糖体76)の含まれていることが知られている。この

crocmなどは、黄色の天然食品色素素材としても利用され、近年その需要が急激に

高まり、国内生産だけでは需要をまかないきれず、中国や韓国から年間的200トン

を輸入している。

ORI

Rl = R2=H : crocetine

Rl = R2 = gentiobiose : crocin

OR 2

0-Gc

gempos ide

HO

HOH2C O - Glc

gardeno s ide

Chart 8. Constituents from Fruits of Gardenia jasminoides f.

gra n diflora

これまでクチナシの組織培養に関する研究には、葉や匪軸を材料としてカルスを

誘導し、イリドイド配糖体の生産およびその生合成に関する研究がある77)しか

しサフランと同様に、末だcrocinなどのカロチノイド系黄色色素の生産には至っ

ていない。これらの化合物は、果実にのみ存在し、器官分化と二次代謝系の発現が
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密接に関与していると考えられる。これらのことから、茎や葉を伸張させる栄養生

長から花や果実を形成する生殖生長に移った段階でカルスを誘導すれば、 crocmな

どの有用物質の生産が可能であると考えられる。

このような発想から、生殖生長に移った段階で結実前の子房および結実後の果実

を材料に用いることにより、 crocinなどの有用物質の生産を検討した。

第1節　クチナシの各器官からの黄色色素の生産

第1項　黄色色素の生産に適した器官の検討

サフランなどの場合からも分かるように∴植え付ける器官や部位により二次代謝

産物の生産能に差が見られることから、黄色色素の生産に適した器官および部位の

の検討を行った。

まず結実前の子房については、花柄をなるべく残すようにして、菅を枝から切り

取り、花冠・雪を取り除いてFig.17に示すように4分割した。また結実後の果実

については、果柄をなるべく残すようにして、果実を枝から切り取り、琴を取り除

いてFig.17に示すように果皮・果柄部は4分割、果肉・種子部は3分割した0

- r　　　　　　-ニ-

誠二轡

1ー_-果皮上部

如　果皮中部

子房上部

一一--　子房中部

、　　子房下部

、、、花柄

■25;i

＼
一1-一　乗皮下部

J　　果柄

一-・種子+果肉上部

一一一一一　種子十果肉中部

一　種子+果肉下部

Fig.17. Cultured Parts of Ovary and Fruit Explants of

Gardenia jasminoides f. grandiflora
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1.子房部植え付け

培養1-2週間で植え付けた子房の切片の切り口からカルスが誘導され始めた0

培養3-4カ月後には、淡黄色からオレンジ色に色素生産をしているカルスが認め

盟ul^E^^V?

植え付けた部位の違いによる色素生産能およびカルス生育の優位な差は認められ

なかった。

2.果実部植え付け

培養1-2週間で植え付けた果皮・果柄部および果肉・種子部の切片の切り口か

らカルスが誘導され始めた。培養3-4カ月後には、果皮・果柄部において誘導さ

れたカルスの中に、淡黄色からオレンジ色に色素生産をしているカルスが認められ

た。

果皮・果柄部においては、植え付けた部位の違いによる色素生産能およびカルス

生育の優位な差は認められなかった。

しかし、果肉・種子部より誘導されたカルスの中には、色素生産をしているカル

スは全く認められなかった。

第2項　黄色色素の生産に適した植物ホルモンの検討

黄色色素生産に適した植物ホルモンを検討するために、 NAAとBAP、 IAA

とBAP、 I BAとBAPの組み合わせで、 L SおよびGの基本培地で検討を行っ

た。

1. NAAとBAPとの組み合わせによる検討

子房部および果実・果皮部ともにNAA、 BAPの両植物ホルモンの低濃度の培

地において、色素生産能およびカルスの生育が良好であった。基本培地については、

LSおよびG培地で優位な差は認められなかった.特にNAA: BAP (10~7

M: 10-7M)添加LS培地において、カルスの生育が、 2カ月で11倍に増加し、

crocm含量もl.lfig/gdrywt.となった(Photo21) 。

2. IAAとBAPとの組み合わせによる検討

子房部および果実・果皮部ともにIAAの濃度が高.く(10~5-2×10~5

M) 、 BAPの濃度が低い(10-7M-10~6M)培地において、色素生産能

およびカルスの生育が良好であった。基本培地については、 LS培地が適していた。
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Photo 20. Garde〃ta jasmi〃oides f. gra〃diflora

Photo 21. Yellowish Callus Cultures of Gardenia jasminoides f.

gra〃diflora in LS Medium Supplemented with

NAA(10-7M) and BAP(10-7M)
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3. I BAとBAPとの組み合わせによる検討

子房部および果実・果皮部ともにI BA、 BAPの両植物ホルモン濃度が高い

(1 0~5-2×1 0~5M)培地において、色素生産能およびカルスの生育が良

好であった。基本培地については、 G培地が通していた。

第3項　まとめ

以上に述べたように、子房部および果実・果柄部を材料として用いることにより、

初めてカルス培養による黄色色素であるcrocm　の生産に成功した。

材料として用いた子房部および果実・果柄部の部位の違いによる色素生産能やカ

ルス生育の優位な差は認められなかった。

また、色素生産能を持つカルスの誘導には、 NAA、 BAPの両植物ホルモンの

低濃度のL SおよびG培地、 I AAの濃度が高く、 BAPの濃度が低いL S培地お

よびI BA、 BAPの両植物ホルモン濃度が高いG培地が通していた。その中でも

特に、 NAA:BAP (10~7M: 10~7M)添加L S培地が最適であった。

今後の課題としては、 crocmの生産性をさらに上げる培養条件を検討することや、

液体懸濁培養によるcrocinの生産へと発展させることである。

第2節　カルスの成分検討および定量

第1項　カルスの成分検討

オレンジ色に着色しているカルスを凍結乾燥し、メタノールで抽出したメタノー

ルエキスについてTLCおよびHPLC (Fig.18)による成分検討を行った。

その結果、オレンジ色に着色しているカルスは、確かにcrocmを生産している

ことを確認した。また、イリドイド配糖体であるgeniposideやgardenosideも同

時に生産していることも確認した。

第2項　カルス中のcrocinの定量

サフラン中のcrocinを定量した場合、逆相系で、移動相に60%メタノールを用

いることで、検量線が0-1 0/lgの範囲で良好な直線を示したので、クチナシ中

のcrocmの定量もこの条件で行うこととした。
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10

Gardeniae Fructus

10　　1　　20min

Gardeniae Fructus

10　　　　　　　　　20 mm

Its Cultured Callus

10　　15　　　20min

Its Cultured Callus

Fig.18. HPLC Chromatograms of MeOH ext. of Gardeniae Fructus
and Its Cultured Callus

HPLC condition (crocin) ; column : TSKgel ODS-80Tm (4.6mm i.d. × 250mm)

eluent : primary ; 5% aqueous MeOH, secondary ; 95% aqueous MeOH

secondary 50%-100%, 2.5 %/min, linear gradient

flow rate : 0.6 ml/min, column temp. : room temp., detection : 438 nm

HPLC condition(geniposide, gardenoside) ; column : TSKgel ODS-80Tm (4.6mm i.d. × 250mm)

eluent : primary ; H20-CH3CN-MeOH (10:0.1:1), secondary ; H20-CH3CN-MeOH (10:0.5:5)

secondary O%- 100%, 5%血in, linear gradient

flow rate : 0.7 ml/min, columu temp. : room temp., detection : 254 nm
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第3項　まとめ

以上に述べたように、サフランと同じ条件、つまりC18逆相系カラムで、移動相

に60%メタノールを用いることにより、山梅子およびクチナシカルス中のerocm

の定量が可能であることを明らかにした。
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実験の部

一般法

[1]核磁気共鳴(NMR)

装置はJEOL NM-FXIOOを使用した13C-NMRは25MHz、 H-NMR

は100MHzで測定し、溶媒は重ピリジン、重メタノール、重クロロホルムを用い、

内部標準物質としてテトラメチルシラン(TMS)を使用した。

[2]旋光度

装置はユニオン技研PM-101を使用し、層長1cmで測定した。

[3]融点

装置は柳本製作所微量融点測定器(末補正)を使用した。

【4】赤外吸収スペクトル

装置は島津IR-408型赤外分光光度計を使用した。

[5]紫外吸収スペクトル

装置は日本分光工業UVIDEC-460型ダブルビーム分光光度計を使用した。

[6]各種クロマトグラフィー用担体

シリカゲルカラムクロマトグラフィーには、 Kieselgel60 (Art.7734, Merck) 、

Kieselgel60H (Art.7736, Merck)を、逆相カラムクロマトグラフィーには、

Lichroprep RP-18 (Merck)を、また多孔性樹脂のDIAION HP-20 (三菱化成)を

使用した。

薄層クロマトグラフィーには、 Kieselgel60F254 (Art.5554, Merck)を使用した。
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第1章に関する実験

i. mm

広島大学医学部附属薬用植物園において栽培しているBupleurum falcatum Linne

(平尾台産ミシマサイコ)の茎頂部および版芽を用いた。

2.切片の調製

3c叫こ調製した茎頂部および膜芽を流水で1時間醜浄した後、 0.2% Tween

20含有1%次亜塩素酸ナトリウム水溶液に10分間、 70%エタノールに2-3秒間

浸して滅菌し、滅菌水で5回洗浄した。この滅菌した茎頂部および液芽を実体顕微

鏡下で無菌的にメス、ピンセットを用いて茎頂ドーム0.2-0.3mmを摘出し、植

え付け切片とした。

3.培地の訴盤

液体培地　　基本培地にはMurashige&Skoog (MS)培地およびGamborg

B5 (G)培地を用い、 MS培地にはsucrose 3%、 B5培地にはsucrose 2%を

添加した。これに植物生長調節物質(植物ホルモン)としてα-naphthaleneacetic

acid (NAA)および6-benzylaminopurine (BAP)をそれぞれ0-2× 1 0-5

Mの濃度で組み合わせて添加し、 0.1NKOHおよび0.1N HClでpHを5.7- 5.8

に調整した。その後、 ¢30×200mmの試験管に25mlずつ分注し、オートクレー

ブ中(120-C, 1.2kg/cm2)で1 5分間滅菌した。植物ホルモンの組み合わせは

Table3に示した通りである。

固形培地　　pH調整までは、液体培地と同様に行った。その後Gelriteを0.2%

添加してオートクレーブで加熱溶解し、 100mlの三角フラスコには33mlずつ、

300mlのメリクローン用フラスコには100mlずつ分注し、オートクレーブ中(120-C,

1.2kg/cm2)で15分間滅菌した。
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Table 14-1. Organic Compositions of Murashige & Skoog(MS)

Gamborg B5(G) and White(W) Medium

(m g/1)

KNO3

NH4NO3

Ca(NO3)2 - 4H2O

(NH4)2SO4

KH 2PO4

NaH2PO4

KCl

CaC12. 2H2O

MgSQ4 - 7H2O

NaS 04

Fe2(S O4)2

FeSO4

Na∑. EDTA

MnSO4 o 4H2O

MnSO4サH2O

ZnSO4サ7H2O

H3BO3

CuSO4.5H2O

Na2MoO2サ2H2O

MoO3

KI

CoCl2- 6H2O

170

8.6

6.2

0.025

0.25

2,500

134

150

80

300

7.0

0.0001

0.75
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Table 14-2. Inorganic Compositions of Murashige &Skoog(MS) ,

Gamborg B5(G) and White(W) Medium

4.培養条件

液体回転培養は、広島大学医学部附属薬用植物園管理舎内の培養室(25±2℃)

において6000lux, 24時間照明下、 2rpmで行った。また静置培養は、同管理舎内

の無菌室(25±2℃)において2500lux, 16時間照明下で行った。

継代培養は、液体回転培養においては1ケ月おきに、静置培養においては2ヶ月

おきに行った。

5.超薄切片作成78)

10%ホルマリンで4℃、 24時間固定後、 2-メトキシエタノール、エタノール(無

水) 、 11プロパノール、 1-ブクノール(無水)の各々で順次脱水し、グリコールメ

タクリレート(94.5%) 、 2,2'-アゾビス(2-メチルプロピオニトリル) (0.5%) 、

ポリエチレングリコール(5%)のモノマーミクスチャーを浸透させた後、加温重

合させて包哩した。これを滑走式ミクロトームで4-5〃mの厚さに切片を切り、

0.05%トルイジンブルーで染色してプレパラート作成し、光学顕微鏡で観察した

(手順はTable15に示す) 0

グリコールメタクリレートは不純物除去の為にアンバーリストA-21 (非水用イ

オン交換樹脂)のカラムを通し、 pHが7付近であることを確認した。モノマーミ

クスチャーは、上記3種の混合物をスターラーで1時間撹拝した後に漉過して用い

た。
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Table 15. Preparation of Tissue-s Section78)

ljFixation

10% Form aline、solution11) 4℃ 24hr

2)D ehydration

2-M ethoxyethanol 4-C ,24hr

Ethanol(anhydride) 4℃ 24hr

1-Propanol 40C , 24hr

l-Butanol(anhydride) 4℃ 24hr

3)Infiltration w ith "m onom erm ixture15)" 4℃ 24hr,3 tim es

4)Em bedding 40℃, 2days and 60℃, Iday

5)Section w ith m icrotom e

6)Stam w ith 0.05% toluidm e blue 10~ 15m m

a)10% Formaline solution

10% Formaldehyde　4m1
0.1M KH2PO4　　　　3m1

0.1M Na2HPO4　　3ml

bjmonomer mixture

Purified glycol methacrylate

2, 2'-Azobis(2-methylpropionitrile)

Polyethylene glycol 400

6.走査型電子顕微鏡試料作成

2.5%グルタールアルデヒドで固定した後、四酸化オスミウム、タンニン酸で処

理し、エタノールで脱水した。その後、酢酸イソアミルを浸透させて臨界点乾燥し、

真鋳試料台に載せて金蒸着し走査型電子顕微鏡で観察した(手順はTable 16に示

す) 0
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Table 16. Preparation of Scannig Electric Microscope

1)2 .5 % G lutaraldehyde 2hr

2)R inse w ith 0 .1M phosphate buffer lOm in, 3tim es

3)1% O sm ium tetraoxide Ihr

4)R m se w ith 0.1M p hosph ate bu ffer lOm in , 6tim es

% T ann ic acid 2hr

6)R m se w ith 0.1M pho sphate buffer lOm in, 3tim es

and over night

7)1% O sm ium tetraoxide lhr

8)R inse w ith O.1M p hosphate buffer lOm in , 6tim es

9)D eh ydration w ith aqueous ethanol

70, 80, 90, 95 aqueous E tO H ,E tO H 30m in, each

lujlsoam ylacetate

ll)C n tical point dry

12)M oun t on brass sam ple stag e

13)C oating w ith gold

7.染色体観察

8-ヒドロキシキノリン(2mM)で前処理し、根端はエタノール-酢酸(3:1)

で、茎頂および首条原基はエタノール-酢酸-クロロホルム(2:1:1)で固定したO

固定した標本を2%アセトオルセインで染色し、押しつぶし法によりプレパラート

を作成し、光学顕微鏡で観察した。 (手順はTable17に示す。 )

ただし首条原基は固定後、フォイルゲン二重染色法79)にて染色したo (手順は

Table18に示す。 )
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Table 17. Process of Preparation

Shoot T享旦

Regenerated

Plant

旦() ()し1二錘

Regenerated Original

Plant Plant

Pretreatment(18-C)

2mM 8-hydroxyquinoline　　　　　　3.5hr　　　　　3.5hr　　4. 0hr

Fixation(4℃　　　　　　　　　EtOH-CHCL -AcOH EtOH-CHCl.

24hr　　　　　　　　　　　　　　2:1:1　　　　　　　3:1

Maceration(60-C)　　　　　　　　　　　IN HCl-45% AcOH
10′ 15sec

Stained with 2% aceto-orcein

lO′ 15sec

Squash
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Table 18. Preparation of Feulgen s Stain79)

l)Pretreatm ent

2m M 8-H ydroxyquinolm e 18℃,3.5hr

2)Fixation

EtO H -CH C L -A cOH (2:l:l) or EtOH -A cOH (3:l) 4℃,lday

3)W ash

70% ,50% ,30% ,15% aqueous E tO H 5m m ,each

D istillated w ater 2tim es

4)M aceration

IN H C 5m m ,room tem p.

IN H C 1 5m in,60℃

IN H C 1 5m m ,room tem p.

D istillated w ater 5tim es

5)Stain

Staining solutiona)(closed) 1hr

Sulfite solutionb) 2m in,2tim es

D istillated w ater 5tim es

a)Staining solution

Basic Fuchsin　　　　　　5g

Distillated water lOOOml(100-C)

IN HCl lOOml

Potassium Pyrosulfite　　5g

b)Sulfite solution

10% Sodium Pyrosulfite　　5ml
IN HC1　　　　　　　　　　　5ml

Potassium Pyrosulfite lOOml

8.土壌への移植

底に穴を開けたポリビニール製のパックを70%エタノールで拭き、滅菌したバ

ーミキュライトを敷き詰めて下から水を吸わせる。発根した幼植物体を無菌的に移

植し、最初は乾燥しないようにもう1枚のパックを蓋にし、潅水しなから徐々に蓋

をずらして乾燥に馴らしていく。バーミキュライトに移植して約1ヶ月後に露地に

移植した。
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第2章に関する実験

1.材料

広島大学医学部附属薬用植物園において栽培しているUncaria rhynchophylla

(Miq.)Miquel (広島県産カギカズラ)の葉を用いた。

2.切片の諦製

若葉を70%エタノールに10秒間、 8%さらし粉洩液に10分間浸して滅菌した後、

滅菌水で2回洗浄した。この滅菌した若葉を主脈を含むように5mm四方に調製し、

植え付け切片とした。

2^^^^^^rixJ田　　口

基本培地には、 MS培地、 G培地およびW培地を用い、 MS培地には　sucrose

3%、 GおよびW培地にはsucrose 2%を添加した。これに植物ホルモンとして、

カルス誘導時には、 2,4-D、 NAAおよびKi nを、植物ホルモン検討時には、

2,4-D、 NAA、 I AA、 I BA、 Ki nおよびBAPをそれぞれ組み合わせて添

加し、 0.1N KOHおよび0.1NHClでpHを5.7-5.8に調整した。その後、寒

天(0.7%)およびGelrite (0.2%)を添加してオートクレーブで加熱溶解し、 ¢30

×200mmの試験管に2亨mlずつ分注し、オートクレーブ中(120℃, 1.2kg/cm2)

で15分間滅菌した。

4.培養条件

培養は、広島大学医学部附属薬用植物園管理舎内の培養室(25±1℃)において

暗黒下および2000-2500lux 16時間照明で行った。ただし照明下での実験は、カ

ルス誘導の検討の際に行ったのみで、他の全ての実験は暗黒下で行った。

5.アルカロイド生産条件の検討

アルカロイド生産条件条件の検討は、カルス200±5rag (生重量)を植え付け、

条件あたり4本ずつ、 5週間、 3代培養し、 3代目の結果によって検討を行った。

ただし生長曲線の検討の場合は、カルス1.2-1.3g (生重量)を植え付けた。

6.アルカロイド類の成分分析

凍結乾燥したカルスを熟メタノールで抽出し、そのメタノールエキスを4%ギ酸
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/10%メタノールークロロホルムで分配した。その水層をアンモニア水でアルカ

リ性にした後、クロロホルムで抽出しTLCサンプルとした。

展開溶媒にアセトン:メタノール(20:1)およびn-ヘキサン:酢酸エチル(1:1)

を用い、 254nmの紫外吸収およびドラーゲンドルフ試薬による呈色反応によって

検出した。化合物生産の有無は、アルカロイド標品とのR f値を比較することによ

って行った。

7.アルカロイドの抽出法

常法に従い、凍結乾燥したカルスをクロロホルム-アンモニア混液で加熱抽出し、

ベンゼン:酢酸エチル:メタノール(2:2:1)にてアルミナカラムに付し、更にベ

ンゼン:酢酸エチル(2:1) /10%硫酸で分配した。その水層をアンモニア水にて

アルカリ性にし、クロロホルムで抽出し、サンプルとした。

生カルスをクロロホルムーアンモニア水でホモジナイズし、 1500rpm、 15分間

遠心分離した後、クロロホルム層をとりサンプルとした。

またアセトニトリルー水-酢酸(50:100:1)混液で一晩冷浸し、ミリポアフィル

ターでろ過し、サンプルとした.

8.アルカロイドの定量

凍結乾燥したカルス50mgをアセトニトリルー水一酢酸(50:100:1)混液2ml

で一晩冷浸し、ミリポアフィルターで漉過し、 HPL C用試料溶液とした。

9.アルカロイド定量の装置および測定条件

高速液体クロマトグラフィーには、東ソー製CCPD型ポンプおよびUV8000

型紫外可視検出器を用いた。カラムは、 TSKgelODS-120T (4.6mm i.d.×250mm)

を用いた。測定条件は、以下の通りである。

HP L C測定条件

移動相:アセトニトリルー水一酢酸(50:100:1)

流速　0.75ml/min

カラム温度:40℃

検出波長:254nm

感度　0.02AUF

試料注入量: 10〃1
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1 0.カルスの抽出および単鮭精製

IAA (10-4M) -BAP (3×10-5M)添加G培地、暗黒下、25±2℃で

増殖させたカルスを凍結乾燥後、 80.0gの乾燥カルスを得、ベンゼンで3回、続い

てメタノールで4回抽出し、各々のエキスをl.1g、 31.0gを得た。

得られたベンゼンエキスをシリカゲルカラムクロマト(溶媒;クロロホルム、ク

ロロホルム:メタノール)に付し、クロロホルム:メタノール(50:1)溶出画分を、

クロロホルム-メタノールで結晶化することによりCompound 1 (63mg, 0.079%)

を得た。さらにクロロホルム:メタノール(25:1)溶出画分を薄層用シリカゲルプ

レート(展開溶媒;クロロホルム:アセトン-1:1)に付し、かき取り行うことに

より、 Compound 4 (16mg,0.016%)を得た。

得られたメタノールエキスを多孔性樹脂カラムクロマト(DIAIONHP-20) (港

樵;15、30、50、 80含水メタノール、メタノール、クロロホルム)に付した。80

%含水メタノール、メタノール、クロロホルム溶出画分を合し、シリカゲルカラム

クロマト(溶媒;クロロホルム:アセトン:メタノール)に付し、メタノール溶出

画分を更にシリカゲルカラムクロマト(溶媒;クロロホルム:メタノール:水)に

付した。クロロホルム:メタノール:水(15:4:0.4)溶出画分を更にシリカゲルカ

ラムクロマトを繰り返すことにより、 Compound 2 (60mg,0.075%)を得た。ま

たクロロホルム:メタノール:水(15:2:0.2)溶出画分を更にシリカゲルカラムク

ロマトを繰り返すことにより、 Compound 3 (18mg, 0.023%)を得た。

Compound且(ursolic acid)

white powder, m.p∴258-260℃【lit.57) 278-280℃Ha]D　+68- (c-0.27,

MeOH)[lit.57) [a]D21 +76.8- ]

13C-NMR Data : Table 6 (本文中p.36)を参照

Compound 2 (3α-dihydrocadambine)

pale yellow powder, m.p∴179-184℃(decomp.)[lit.45) amorphous日α】D21 -103<

(c-0.67, MeOH) [lit.45) [a]D -91- ], UVAmax(MeOH)nm(log」): 226(4.44), 274

(3.66), 282(3.68), 290(3.59), IRv max(KBr)cm-1: 3300(NH,OH), 1680(C-O),

1630(C-C), 1H-NMR(CD3OD): <5 ;3.79(3H,s,OMe),4.29(lH,broad t,J-6Hz), 5.56

(lH,d,J=9Hz), 6.9-7.4(4H), 7.54(lH,s)

13C-NMRData:Table6 (本文中p.36)を参照
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Compound 3 (hirsutine)

amorphous, 【a]D20 +46- (c-1.2, CHCl3)[lit.47) [α】D30 +66.5- ], UVÅmax

(CHCl3)nm(log 」): 224(4.17), 283(3.76), 292(3.68), IRvmax(CHCl3)cm-1: 3450

(NH), 1700(C=O), 1645(C=C), 1H-NMR(CDCb):6 ; 0.78(3H), 3.67 (3H,s,OMe),

3.75(3H,COOMe), 4.63(lH,m), 8.75(1H,NH)

13C-NMRData :Table 6 (本文中p.36)を参照

Compound 4 (hirsuteme)

amorphous, 【α]D22 +60- (c-0.83, CHCb)【lit.47) 【α]D29 +68.5つ, UVÅmax

(CHCb)nm(log e ):224(4.15),282(3.73),292(3.65), IRンmax(CHCb)cm-1: 3450

(NH), 1690(C=O), 1640(C=C), 930(-CH=CH2), iH-NMRCCDCb): 6; 3.68

(3H,s,OMe), 3.71(3H,COOMe), 4.50(lH,m), 4.95(2H,m), 5.28(lH,m), 8.20

(1H,NH)

13C-NMR Data :Table 6 (本文中p.36)を参照
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第3章に関する実験

1.材料

福岡県飯塚市および広島県作木村において入手したGentiana scabra Bunge var.

burgeri(Miwuel) Maximowicz (リンドウ)を用いた。

2.切片の瀦製

1-2cmに調製した茎項部および厳芽を流水で1時間洗浄した後、 0.1% Tween

80含有3%次亜塩素酸ナトリウム水溶液に10分間、 70%EtOHに30秒間浸して滅

菌した後、滅菌水で2回洗浄した。この滅菌した茎頂部および厳芽を実体顕微鏡下

で触菌的にメス、ピンセットを用いて薬原基2枚を含む茎頂ドーム1.0-2.0mm

を摘出し、植え付け切片とした。

3.培地の詞盤

基本培地には、 MS培地を用い、 sucrose 3%を添加した。これに植物生長調節

物質としてNAA、王AA、 IBA、 BAPおよびgibberellinA3 (GA)をTable

9-12に示した濃度で組み合わせて添加し、 0.1NKOHおよび0.1NHClでpHを

5.7-5.8に調整した。その後、 Gelriteを0.2%添加してオートクレーブで加熱溶

解し、 300mlのメリクローン用フラスコに100mlずつ分注し、オートクレーブ中

(120℃, 1.2kg/cm2)で1 5分間滅菌した。

4.培養条件

培養は、 25±2℃、 2500lux、 16時間照明下で行った。継代培養は、約2ヶ月お

きに行った。

5.成分定量の試料謝製

収穫した根および根茎を乾燥し、粉末にして50mgを正確に量りとり、メタノー

ル5mlで超音波処理により15分間冷浸した。この操作を3回繰り返した。それぞれ

の抽出エキスを合わせて溶媒を減圧乾固し、その残連を水0.5mlに溶解した。これ

をSep-PakCi8カートリッジに負荷し、水15mlで洗浄後、 50%メタノール15mlで

溶出した。この溶出液を減圧乾固後、 HPLCの移動相である0.01M酢酸ナトリ

ウム(pH4.6) :メタノール(1:1)溶液で正確に2mlとした。内部標準物質とし

てp-amsic acidを最終濃度が0.25mg/mlとなるように添加した。
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6.成分定量の装置および測定条件

高速液体クロマトグラフイ-には、ガスクロ工業製のmodel576を用いたo　カ

ラムは、 InatosilODS (4.6mmi.d. ×250mm)を用いた。

測定条件は、以下の通りである。

HPLC測定条件

移動相: 0.01M酢酸ナトリウム(pH4.6) :メタノール(1:1)

流速　0.5ml/min

カラム温度:室温

検出波長:265nm

感度: 0.16AUF

試料注入量: 10〃l
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第4章に関する実験

H km

広島県双三郡作木村より購入および国立衛生試験所和歌山薬用植物栽培試験場よ

り分与されたCrocussativusLinne (サフラン)を用いた。

2.切片の諦製

開花前のサフランの球根から6から1 5cmに伸びた花茎を切り取り、オスバン

(塩化ベンザルコこウム) 100倍希釈液に5分間、 1%次亜塩素酸ナトリウム水溶

液に5分間浸した後、 70%エタノールに2-3秒間浸して滅菌した後、滅菌水に

て3回洗浄して滅菌を行った。滅菌した花茎から花芽を無菌的に取り出し、柱頭・

花柱・花被から子房へ続く部分は3等分、やく・子房は2等分して合計1 8の植え

付け切片とした(Fig.12)

3.培地の調整

基本培地にはLinsmaier & Skoog (LS)培地およびG培地を用い、 LS培地に

はsucrose3%、 G培地にはsucrose2%を添加した。これに植物生長調節物質とし

てNAA、 BAPおよびGAを0-3×1 0-5Mの濃度で組み合わせて添加し、

0.1NKOHおよび0.1NHClでpHを5.7-5.8に調整した。その後、 Gelriteを

0.2%添加してオートクレーブで加熱溶解し、 100mlの三角フラスコには33mlずつ

分注し、オートクレーブ中(120℃ 1.2kg/cm2)で1 5分間滅菌した。 GAは滅菌

した培地が固まらないうちにミリポアフィルター(0.22/lm)で漉過滅菌して添加

した。

4.培養条件

培養は、広島大学医学部附属薬用植物園管理舎内の培養室および無菌室のインキ

ュベーター(25±1℃)において暗黒下で行った.

継代培養は、約2ヶ月おきに行った。

5.成分確認および定量の試料調製

収穫した柱頭様組織を乾燥し、 50mgを正確に量りとり、 90%含水メタノール

1mlで一昼夜冷浸した。その後、ミリポアフィルターでろ過し、正確に2mlとした。

生薬サフランも同様の操作を行った。
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6.成分確認の装置および測定条件

高速液体クロマトグラフィーには、東ソー製CCPMポンプ、 UV-8000型紫

外吸収検出器を用いた。カラムは、 TSKgelODS-80TM (4.6mmi.d. ×150mm)

を用いた。測定条件は、以下の通りである。

HP L C測定条件

移動相: primary ; 5% aqueous MeOH, secondary ; 95% aqueous MeOH

secondary 50%-100%, 3.3%/min, linear gradient

流速: 0.6 ml/min

カラム温度:室温

検出波長　254nm,438nm

感度: 0.08AUF

試料注入量: 10〃l

7.成分定量の装置および測定条件

高速液体クロマトグラフィーは、 6と同じく、測定条件は、以下の通りである。

HP L C測定条件

移動相:60%含水メタノール

流速　1.0ml/min

カラム温度:室温

検出波長: 438nm

感度:0.08AUF

試料注入量: 10〃1
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第5章に関する実験

1.材料

広島大学医学部附属薬用植物園において栽培しているGardeniajasminoides Ellis

f. grandiflora Makinoの子房および果実を用いたo

2.切片の謝製

(a)子戻部

花柄をなるべく残すようにして菅を枝から切り取り、花冠・撃を取り除いて、流

水で1時間洗浄した　70%エタノールに30秒間、 0.2%Tween20含有1%次亜塩

素酸ナトリウム水溶液に20分間浸した後、滅菌水にて3回洗浄して滅菌を行った。

滅菌した子房部を4等分して植え付け切片とした(Fig.17)

(b)果実部

果柄をなるべく残すようにして果実を枝から切り取り、葦を取り除いて滅菌した。

滅菌条件は、 (a)と同様である。滅菌した果皮・果柄部は4等分、果肉・種子部

は3等分して植え付け切片とした(Fig.17)

2^^^^^^a"i即ymlヨ

基本培地にはLS培地およびG培地を用い、 LS培地にはsucrose3%、 G培地

にはsucrose2%を添加した。これに植物生長調節物質としてNAA、 IAA、

I BAおよびBAPを0-3×1 0-5Mの濃度で組み合わせて添加し、 0.1NKOH

および0.1NHClでpHを5.7-5.8に調整した。その後、 Gelriteを0.2%添加

してオートクレーブで加熱溶解し、 100mlの三角フラスコには33mlずつ分注し、オ

ートクレーブ中(120℃, 1.2kg/cmz)で1 5分間滅菌した。

4.培養条件

培養は、広島大学医学部附属薬用植物園管理舎内の培養室および無菌室のインキ

ュベーター(25±1℃)において暗黒下で行った。

継代培養は、約2ヶ月おきに行った。

5・.成分確認および定量の試料謝製

収穫したカルスを凍結乾燥し、 50mgを正確に量りとり、メタノール1mlで一昼夜

冷浸した。その後、ミリポアフィルターでろ過し、正確に2mlとした。
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6.成分確認の装置および測定条件

高速液体クロマトグラフィーには、東ソ-製CCPMポンプ、 UV-8000型紫

外吸収検出器を用いた。カラムは、 TSKgelODS・-80TM (4.6mmi.d. ×150mm)

を用いた。測定条件は、以下の通りである。

HP L C測定条件(crocin)

移動相: primary ; 5% aqueous MeOH, secondary ; 95% aqueous MeOH

secondary 50%-100%, 2.5%/min, linear gradient

流速: 0.6ml/mi私

カラム温度:室温

検出波長:438nm

感度: 0.08AUF

試料注入量: 10〃1

HP L C測定条件(geniposide, gardenoside)

移動相　primary ; H20-CH3CN-MeOH (10:0.1:1),

secondary ; H20-CH3CN-MeOH (10:0.5:5)

secondary O%-100%, 5%/mm, linear gradient

流速: 0.7ml/min

カラム温度:室温

検出波長　254nm

感度: 0.08AUF

試料注入量: 10〃1

7.成分定量の装置および測定条件

用いた装置および測定条件は、第4章のサフランの項と同じである0
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総括

近年、本邦において漢方医学が再認識され、生薬の需要が急激に増加しているが、

その原料となる生薬の80-90%は海外からの輸入に依存している。また生薬の生

産は、野生植物の採取あるいは野生種の栽培によるものがほとんどであり、育種の

なされた原料植物は皆無に等しい。野生種は遺伝的に雑多であり、これから製造さ

れる生薬の品質に著しい格差が生じることは免れ得ないところである。また、野生

植物の乱獲による生薬資源の枯渇も危慎されている。かかる現状から、薬用植物の

国内生産、優良品種の育成、生薬の均質化は緊急な課題と言えよう。

本研究は、薬用植物の組紙培養に関する研究の一環として、.均一な優良品種の育

成と生薬原料としての資源確保を目的とし、主としてミシマサイコ(柴胡)および

リンドウ(竜胆)の組織培養法による大量クローン増殖法について検討した。また

カギカズラ(釣藤鈎) 、サフランおよびクチナシ(山梅子)については、有用物質

の安定供給を目的とし、組織培養法による有用二次代謝産物の生産について検討し

た。

第1章では、生薬「柴胡」の均質化と安定供給を目的に、基原植物であるミシマ

サイコの茎頂を材料とした液体回転培養法を検討し、苗条原基の形成によるミシマ

サイコの大量クローン増殖法を確立した。

まず、茎頂を液体回転培養することにより苗条原基を誘導し、増殖した苗条原基

を幼植物体に復原させる方法を確立した。継代培養による首粂原基の増殖能および

再分化能の低下は認められなかった。また得られた首条原基および復原植物体の染

色体数は親株と同数で遺伝的にも安定していた。

首条原基から復原した植物体の根の成分と、材料に用いた植物体の根の成分を比

較した結果、 TLCパターン上差は認められず、品質においても親植物と同一であ

ることが明らかとなった。

本成果により、多年生薬用植物において初めて首条原基によるクローン増殖法が

確立され、ミシマサイコ1個の茎頂から1年間に5×106個のクローン植物体を

得ることが可能となった。この方法によって、生薬「柴胡」の均一な優良品種の育

成と生薬原料としての資源確保が可能となった。
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第2章では、カギカズラのカルス培養によるアルカロイド生産について検討し、

効率的なアルカロイド生産に通した培養条件を得た。また、最適条件下でカルスを

増殖させ、 3種のアルカロイドとトリテルペンを単離した。

まず、カギカズラの若葉からカルスを誘導し、カルスにおいてhirsuteine、

hirsutineなどのアルカロイドが生産されていることを確認した。カルスの生長お

よびアルカロイドの生産性を上げるため、植物ホルモン、基本培地、 sucrose濃度、

固形化剤および窒素源の条件を検討した結果、植物ホルモンにはI AA-BAP

(1 0-4M: 3×1 0-5M) 、基本培地にはGamborgB5培地、 sucrose濃度は2%、

固形化剤は寒天、また窒素源は硝酸性窒素(25mM) :アンモニア性窒素(6mM)

が最適であることが明らかとなった。

また、最適条件下で培養したカルスから主生成物としてursolic acid、 hirsutme、

hirsutein、 3α-dihydrocadambineを単離した。葉を材料として用いたにもかかわ

らず、誘導されたカルスのアルカロイド組成は、インドールアルカロイドである

hirsutine、 hirsuteineが大部分を占め、カギカズラの地下部のアルカロイド組成に

類似していた。

今回、単離した3a-dihydrocadambineは、釣藤鈎からの収率が、 0.0015%であ

るのに比べ、カルスからの収率は0.075%と50倍の高収率であった。原植物では微

量にしか生産されない3α-dihydrocadambineが、カルス培養によって主アルカロ

イドとして高濃度で生産されることは興味深いことであった。

第3章では、生薬「竜胆」の均質化を目的として、基原植物であるリンドウの茎

項を材料に組織培養による大量増殖法について検討し、多芽体形成による大量増殖

法を明らかにした。

まず、茎頂をGA : BAP添加培地で培養することにより多芽体を誘導し、増殖

した多芽体を発根させて幼植物体を得る方法を確立した。継代培養による多芽体の

増殖能および再分化能の低下は認められなかった。本法によれば、 1個の茎頂から

年間5×1 08個の幼植物が得られることになる。

また、多芽体形成によって得られた培養生株の根および根茎中の主成分である

gentiopicrosideを定量した結果、同一系統の種子を播種して得られた栽培株よりも

含量のばらつきが小さくなり、均質な生薬「竜胆」の得られることが明らかとなっ

た。
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第4章では、サフランの開花前の若い花芽を用いた器官培養による黄色色素

crocmの生産について検討し、効率的に柱頭様組織を形成できる器官およびその成

熟化に適した培養条件を明らかにした。

まず、開花前の若い花芽全体を用いて植え付ける器官の違いによる柱頭様組織の

形成量の差について検討を行い、花被から子房へ続く部分および花柱で有効に柱頭

様組織が形成されることを明らかとした。その中でも柱頭様組織の形成に最適であ

ったのは、子房に近い花被部であった。

また形成された柱頭様組織を植物ホルモン濃度の低PNAA : BAP添加増地に

移植することにより、 crocm含量を生薬サフランに匹敵させることが可能となったO

さらに成熟化させた柱頭様組織の基部を培養することにより、再度カルスを経由

して、柱頭様組織を形成させることが可能であることも明らかとした。このサイク

ルを経ることにより、培養サフラン雌しべの大量増殖が可能であると考えられる。

今回、植え付ける器官の違いによる柱頭様組織の形成量の差を検討したが、柱頭

から遠い花被部で、柱頭様組織が効率よく形成されたことは、形態発生上および遺

伝子発現を探る上で非常に興味が持たれるところである。

第5章では、クチナシの結実前の子房および結実後の果実を材料に用いて、カル

ス培養による黄色色素crocmの生産について検討し、 crocmの生産およびカルス

の生育に適した培養条件を明らかにした。

材料として用いた子房部および果実・果柄部の部位の違いによる色素生産能やカ

ルス生育の優位な差は認められなかった。

また色素生産能を持つカルスの誘導には、 NAA、 BAPの両植物ホルモンの低

濃度のLSおよびG培地、 IAAの濃度が高く、 BAPの濃度が低いLS培地およ

びI BA、 BAPの両植物ホルモン濃度が高いG培地が適していた。
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