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論 文 内 容 の 要 旨

植物組織培養技術は1950年代に急速に発達し,60年代に入ると第二次代謝産物の研究に応用 され始 め

た｡本技術は植物体を構成する諸器官 ･組織との係 り合いなしに, 1年を通じて制御可能な人工環境下で

実験できるという長所を持っている｡植物組織培養の薬学への応用としては,有用成分の生産,遺伝的に

均一な植物の栄養繁殖,薬用植物の育種,さらに薬用植物に関する生物学的 ･化学的基礎知識の獲得など

があげられる｡筆者は,天然物に由来する医薬品の確保が近年しだいに困難になりつつある現状に鑑み,

薬用植物組織培養による有用成分生産に関する研究に着手したO材料 として Daiura属植物を取 り上げ,

その薬用成分である トロパンアルカロイ ドに着目して,培養組織の生長とアルカロイ ド生成に関係する要

田の解明を試み,以下の諸知見を得た｡

1. Datura組織培養における生長とアルカロイ ド生成

(1) 2,4-D(10~6M)を添加した Linsmaier-Skoogの基本培地に組織片を無菌的に置床 して培養すること

により,DaturainnoxiaMill.,D.stramoniumL.他 2種の各種器官よりカルス組織を誘導した.同じ培

地でカルス組織の継代培養も可能であった｡

(2) カルス組織の乾燥重量当り (以下同じ)のアルカロイ ド含量 (0.002-0.04%)は競植物の諸器官

(0.02-0.4%)に較べて低かった｡継代培養初期のカルス組織中には hyoscyamineと scopolamineを

含めて4-10個のアルカロイ ドを認めた｡

(3) 一般に,継代培養を続けるとともに,アルカロイ ド構成は単純になり,含量も低下する傾向が強い

が,その程度は培養株により異っていた｡

(4) 振とう培養又はジャーファーメンター培養では静置培養より良好な生長を示 したが,アルカロイ ド

組成に関しては培養法による差異を認めなかった｡

(5) D.innoxia培養細胞から単離した22個のクローンは生長量, 分化能,菓線素生成能に差があった

が,アルカロイ ドの点では均一で親株と額似していた｡
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このように,Daiura培養細胞は2,4-D を添加 した Linsmaier-Skoogの寒天ならびに液体培地で極め

て良く生長するが,そのアルカロイ ド含量は植物体の1/200-1/10であ り,さらにアルカロイ ド生成能は

培養組織の年令 とともに低下することを明らかにした｡

ⅠⅠ.Datura培養組織の生長とアルカロイ ド生成に影響する要因

(1) 光はアルカロイ ド生成にほとんど影響 しなかった｡

(2) 炭素源として glucoseを用いた時 カルス組織は最 も良 く生長 し,sucrose,mannose,maltose,

fructoseがそれに続いた｡

(3) 植物生長調節物質の種類と濃度に依存 して培養細胞のアルカロイ ド含量はO.002-0･02%の範囲で

変動するが,タバコ培養細胞中のニコチン生成に及ぼすような劇的効果は認められない｡

(4) アルカロイ ド生成の促進に有効な前駆物質のスクリーニング試験の結果,phenylpyruvicacidお

よび tropicacidが培養組織中の VitalLMorin反応陽性アルカロイ ド含量 (0.02-0.05%)を増加させ

ることが判明した ｡

(5) 酵母エキス,ペプトン,カゼイン加水分解物を添加すると,アルカロイ ド含量は,それぞれ0.04,

0.03,0.02% (コントロール0.01%)とな り,酵田エキスならびにペプ トンがアルカロイ ド含量を高める

上で有効であった｡

以上のように,培養組織中のアルカロイ ド生成を促進する要因として,植物生長調節物質の種 類 と濃

皮,アルカロイ ドの前駆物質 (phenylpyruvicacid,tropicacid)および栄養物 (酵母エキス,ペプトン)

を確認した｡

ⅠⅠⅠ.Datura組織培養における異常アルカロイ ドの生成

前駆物質のスクリーニング試験中,tropine添加培養物中に特異なアルカロイ ドが形成される現象を見

出したので,この点についてさらに詳しく追究 した｡

(1) 培地に添加した tropineおよび scopineは D.innoxia培養細胞により8-9%の収率でそれぞれ

の aCetateに変換されることを,細胞ならびに培地よりアルカロイ ドを単離 ･同定することにより証明し

た｡pseudotropine又は SCOpOline添加培養物からは極 く微量の acetateが TLCにより検出された｡

(2) tropineと各種有機酸を組み合わせて培地に添加 して D.innoxia細胞を培養 した場合, いずれも

acetyltropineのみが生成され,他の酸とのエステルは検出できなかった｡

(3) tropineのアセチル化反応の種特異性を,D･innoxia,DIStramOnium L･var･iaiula(L.)Torrey,

Sco♪oliajaponicaMaxim･, Nicoiianatabacum L.,N.rusticaL.,CarthamusiinctoriusL.,Mallotus

jaPonicusMuell.Arg･のカルスを用いて検討した結果,Datura培養細胞のみがこの機能を持っている

ことが明らかとなった｡

このように,Daiura培養細胞はそれぞれ hyoscyamineおよび scopolamineの塩基部分である tropine

および scopineを8-9%の収率でアセチル化することを確認するとともに,本反応は種ならびに基質特

異性がかな り高いことを明らかにした｡

ⅠⅤ.培養細胞より再分化 した植物におけるアルカロイ ド生成

(1) Kinetin(10】4M)を含む基本培地を用いて D.innoxiaの未分化の培養組織に茎葉を分化させ, さ
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らに得られた茎葉を基本培地に移植して根を発生させることにより,完全な植物体を復元する手法を確立

した｡ しかし,この分化能は継代培養とともに失われた0-万,馴化培養細胞は 5年以上の期間に渡って

分化能を保持 している｡

(2) D･innoxiaの腫由来の培養細胞の染色体を観察すると,32%は二倍性 し2n-24)であり,他のほと

んどは四倍性 レベルであった｡一方,再分化植物の染色体構成は82%が正常な二倍性であり,残 りは四倍

性および異数性を示 した｡

(3) 実験に用いた未分化の培養細胞は2,3個の未同定アルカロイ ドを含み,含量は約 0.005%であった

が,器官の分化と生長に伴ってアルカロイ ドの組成と含量は漸進的に正常な植物体と同じに な ったO な

お,scopolamineは根の発生段階ではじめて検出された｡

(4) 再分化植物の数個体はアルカロイ ド代謝の面で異常を示した｡

これらの結果は,一般に遺伝的能力の欠損のために培養細胞のアルカロイ ド含量が低いのではなく,そ

の発現が何らかの生理的要因により抑制されていることを確証 している｡また,再分化の過程では二倍性

細胞が優勢となること,形質発現の不安定性が再分化植物に持ち込まれる可能性をも示 している｡

ま と め

(1) Datura 培養細胞における7ルカロイ ド生成を促すための必要条件としてほ次のような諸点があげ

られる｡

a) 細胞増殖とアルカロイ ド生成能の高い優良株の選抜

b) 継代培養初期の細胞の利用

C) 植物生長調節物質の選択

2,4-D(10~6M)+Kinetin(0-0･2ppm)

d) アルカロイ ド前駆物質の添加

Phenylpyruvicacid,troplCacid

el 栄養物の添加

酵母エキス,ペプトン

(2) 天然化合物の構成要素としての出現頻度の高い trOpine,scopineは Datura培養細胞によりアセチ

ル化され易いが,他の塩基の acetate及び tropineと酢酸以外の有機酸とのエステルは全 く形成されない
I

か,形成されても極 く微量である｡又,本反応の種特異性は高い｡

(3) 培養細胞から植物体を復元 し,アルカロイ ドを分析することにより,培養細胞はアルカロイ ドを合

成する遺伝的能力は拝つがその発現が充分でないことを証明した｡さらに,培養細胞 とそれから再分化し

た植物における染色体構成の相違について明らかにした｡

論 文 審 査 の 鯖 異 の 要 旨

植物組織 ･細胞培養法は茎項培養による無 ウイルス植物育成や園芸植物の無性繁殖-の利用面で一部実

用に供されているが,有用成分,特に薬用成分生産に関しては末た基礎研究の段階にある｡一方天然医莱

資源の窮乏化と品質一定の原料確保のために本技術を薬用植物に導入 して医薬品あるいはその原料の生産
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に利用することは重要,かつ急務となってきた｡そのため広範な種類の植物の培養細胞について成分のス

ク1)-ニソグを行う一方,それらの第二次代謝産物生成に関与する諸要因の詳細な解析,変異株の選抜,

培養方法の改善等が要求されている｡

本研究は医薬品原料として重要な トロパンアルカロイ ドを含有する数種の Datura属植物の培養細胞の

生長とアルカロイ ド生成に関係する諸要因の解明を試みたものである｡すなわち,平岡は種々の生物学的

要因を検討したが,そのうち,培養株の選抜,培養組織の継代培養期間が培養組織中のアルカロイ ドの組

成と含量に大きい影響を与えること,また,その化学的環境要因として酵母エキス,ペプトン,アルカロ

イ ド前駆物質の添加がアルカロイ ド生成を促進することを解明した｡ また,Datura属植物培養細胞の特

異な代謝機能として外部から与えた トロパン塩基のアセチル化反応を見出し,Datura属以外の植物につ

いても追求した結果,本反応が種ならびに基質特異性が高いことを明らかにした｡さらに,培養細胞の分

化を誘導,完全な植物体を復元する手法を確立 した｡これにより培養細胞と再分化個体における染色体数

の分布,および分化の諸段階にある植物のアルカロイ ド分析から器官分化とアルカロイ ド生成の関係を明

らかにすることができた｡また,再分化個体の多 くはアルカロイ ドの正常な生成能を保持 していることか

ら培養細胞は遺伝的能力の欠損のためにアルカロイ ド含量が低いのではなく,その発現が何等かの生理的

要因により抑制されていることを確認した｡

以上の諸結果は,植物組織培養による有用第二次代謝産物の研究を進める上で示唆する点が多 く,今後

の研究に貴重な基礎資料を提供したものである｡

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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