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論 文内容の要旨

植物総織培養による有用二次代謝産物の生産に関する研究は， 天然資源の枯渇が深刻な問題となり，

資源確保のための生物生産が求められるようになって来た時代的背景と，細胞工学的技術の導入により，

近年急速な発展を遂げた。この分野の研究の目的は，これまで野性植物からの抽出に依存してきた有用

物質の供給を，植物細胞あるいは器官をinvltroで大量に培養することによって，より効率的に行なう

ことにある。本研究においては，ニチニチソワ (Catharanthusroseus)のカルス培養 (callusculture) 

株および茎薬器官培養 (multipleshoot culture)株を材料として，高い抗腫療活性を有する vinblas.

tineを中心としたインドールアルカ ロイ ドの生産性について検討を行った。

Vinblastineは，急性白血病などの治療薬として臨床の場で広〈用いられている二重体インドールア

ルカロイドであるが，植物体中の含量が低いことや，金化学合成が困難であることから非常に高価であ

り，植物組織培養による大量供給が期待されている代表的な物質である。しかし多く の研究にもかかわ

らず，乙れまで抗腫窮性アノレカ ロイ ドが培養細胞から検出されたという報告はない。この理由としては，

培養細胞中ではvinblaste哨の生合成能が低く抑えられているために生産量は極めて少なく，物理化学

的方法では検出し得なかったということが考えられる。

そこでまず.vinblastineの生理活性に基づいた高感度定量法を確立するために，このアルカロイドの

主作用である分裂中期阻害作用 (antimitoticeffect)を指標としたバイオアッセイ法の開発を行った。

その結果， vin blastineを1-lOng/mlの範囲で定量できる高感度のバイ オア ッセイ法が確立された。

この方法を用いて種々の植物ホルモン条件で誘導したカルス培養株の抗腫蕩活性を調べたところ，ナフ

タレン酢酸1.0mg/ lとカイネチンO.lmg/lを添加した条件で誘導し継代培養した株において，高い抗腫
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療活性が認められた。さらに， TLCによって得たこの株の抽出物のvinblastineに相当する分画にお

いても，同様の活性が認められた。

そこで，上記のホルモン条件で大量にカルスを誘導し，そのアルカロイド組抽出物からのvinblastine

の単離およびその同定を試みた。その結果，最終精製物のHPLC分析及び質量分析によってvinblas-

tineの存在が確認された。これらの結果は，ニチニチソウのカルス培養株においてvinblastineが生産

されていることを証明するものであり，組織培養においては抗腫蕩性アルカロイドは生産されないとい

う定説を覆す重要な知見であるO しかし，ここで用いたカルス中のvinblastine含量は，植物体と比較す

ると非常に低い値であった。

そこで次に，植物の二次代謝に大きな影響を与えることが知られている植物ホルモンの中から，代表

的なオーキシンとサイトカイン各三種類を各々組合わせた60の条件でカルス培養株を誘導し，高い Vlll-

blastine生産性を有する株のスクリーニング、を行ったo Vinblastineの定量は，バイオアッセイ法に代

えラジオイムノアッセイ法を開発しこれを用いて行った。その結果，植物ホルモン条件によってカルス

培養株のvinblastine含量に大きな差が認められ，誘導初期にはかなり高い含量を示す株もあった O し

かし全体としては，比較的含量の高い株は増殖能が低く，増殖能が高い株では含量が低いという， vin-

blastineの安定生産をめざすためには極めて不利な現象が認められた。さらに高含量を示した株も継代

培養を繰り返す毎に含量は徐々に低下し，誘導後約半年でほとんどの株で検出限界以下となった。以上

カルス培養株においては， vinblastineは生産されるものの，その含量は極めて低くまた不安定であるこ

とが認められた。

次に， vinblastine及び、その生合成系の中間体であるvindolineとcatharanthineが，植物体の葉部に多

く含有されていることに着目し，多数の茎葉器官 (shoot)を有する茎葉器官培養株の獲得を試みた。

その結果，ベンジJレアデニン1.0mg/l存在下で，幼芽から多数の茎葉器官が高頻度に誘導された。これ

らの株は，同一条件下で形態的に再現良く継代培養することが可能であり，約2年間安定に維持された。

また，茎葉器官からインドール酢酸を用いて根を誘導した器官を直接鉢植えすることにより，容易に植

物体まで再生することができた。

そこで，上記の茎葉器官培養株からのインドールアルカロイドの単離及びその同定を試みたところ，

vin blastine及び、vindoline，catharanthine， ajmalicineの存在が確認された。

最後に，上記のアルカロイドの茎葉器官培養における生産性について検討したところ， vin blastine 

についてはカルス培養株をはるかに上回以親植物の 1/30から 1/10の含量が得られた O また，

vindolineについては親植物と同等， catharanthineについては数倍高い含量が得られた O さらに，これ

らのアルカロイドの生産能は，継代培養によって安定に維持されることも確認された。植物ホルモンの

影響については，培地中のベンジルアデニン濃度を1.0mg/lからO.lmg/lまたは無添加条件に下げる

ことによって， Vinblastine及び、vindoline，catharanthineの含量が有意に上昇した。この場合，既存の

茎葉の形態的な分化が促進されることから，アルカロイドの生産は，形態的な分化と密接な関連性を有

すると考えられるO 以上の検討から，茎葉器官培養は， vinblastine， vindoline， catharanthineの優れ

た生産系であることが明らかとなった。
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論文の審査結果の要旨

ニチニチソウはビンプラスチン (VLB)及びピンクリスチン等の抗腫蕩性アルカロイドの他，多く

の生理活性アルカロイドを含むことが知られているが，本研究においてはニチニチソウの組織音養によっ

てVLBを中心としたそれらのインドールアルカロイドの生産について研究されている O 先ず微量の抗

腫虜性物質の定量を可能にするためのHeLa細胞によるバイオアッセイ法確立し，これによってニチニ

チソウのカルス培養株に抗腫震性物質の存在することをっきとめ，さらにそのカルスよりHPLC及び

質量分析により VLBを分離，固定した。しかしカルス培養によってはVLBの安定生産が無理なこと

が明らかになったので，茎葉器官培養を行い，カルス培養によるよりはるかに高いVLBの生産を得た

さらにその茎葉器官培養に対する植物ホルモンの影響を調べ， VLB及びその生合成中間体ビンドリン，

カサランチンの高濃度安定生産条件を求めた。

以上の成果により本論文は十分博士論文に価することが認められた。
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