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培養細胞によるサルメントシンの抽出研究
谷合研究室　0323001　藍原泰子
1.　背景および目的　
sedum科の垂盆草(Sedum Sarumentosum Bunge)から抽出されるsarmentosine 〔(E)-４-（β-D-Glukopyranosyloxy）-２-butenenitrile〕　は、過剰な免疫の働きを抑え炎症を防ぐ作用があることが分かっている。中国では、肝炎の治療薬として臨床使用され、肝臓が傷つくと漏れ出す酵素であるGPTの活性を低下させ、血中GPT値が異常高値を示す各種の急性および慢性肝炎患者においてGPT値を下げる効果があることが知られている。現在、肝炎治療としてインターフェロンがあるが、高価であり副作用が強く、治療に年齢制限があり、ウイルスの種類によって効きにくいなどの問題点がある。これに対し、sarmentosineは、肝炎ウイルスを排除する効果はないが、GPT値を下げ肝細胞壊死および慢性炎症を改善させる効果があり副作用が小さくインターフェロンに比べ安価である。
そこで、本研究では、このsarmentosineの薬効に着目し、垂盆草の細胞培養によるsarmentosineの選択合成を目的とする。加えて、培養細胞の詳細な成分分析や二次代謝産物の分析から他の薬効成分の合成についても検討する。
2.　実験方法
2.1　カルス誘導のための培地条件の選択１）　
　植物ホルモン(キネチン、インドール酢酸、2,4－Ｄ〔IUPAC名：2，4‐dichlorophenoxy acetic acid〕)とスクロース、無機塩類として市販のＭＳ塩類を用いて液体培地を作製した。液体培地は以下の手順で調製した。0.01, 0.1, 1.0 ％相当のスクロースをＭＳ塩類水溶液で溶解する。予め3種の植物ホルモンの100ppm溶液を調製しておき、これを前述のスクロースを含む MS 塩類水溶液 50 ml あたり0.05、0.5、5mlずつ加える(ホルモン濃度 0.1, 1.0, 10.0 ppm 相当)。この溶液を三角フラスコに移し耐熱プラスチック栓をして、オートクレーブ中で、200℃で20分間加熱滅菌した。このようにして調製した溶液を液体培地と呼ぶ。
　固体培地は、液体培地10mlあたり寒天(agar) 0.3 ｇ を加え、培養試験管に入れアルミ栓をしてオートクレーブに入れ滅菌し、これを傾斜冷却して調製した。
　無菌培養は、目的の植物体である垂盆草の葉を採取して中性洗剤を適当に薄めた溶液に10分入れその後、水道水で洗い70％アルコール溶液に入れ滅菌した。次に滅菌済みクリーンベンチ内で、メスで葉を適当な大きさに切りとり断片を滅菌水で3回洗浄し固体培地に置床しインキュベーター(25℃)中に保存した。

2.2 植物体の成分分析

　成分分析を行うため、以下のような手順で抽出を行った。植物試料を精秤し乾燥機(80℃で2日間)に入れ乾燥させ、再び精秤し水分含有量を求めた。次に乾燥物に純水を加えミキサーで粉砕し、ろ過して固形性成分と水溶性成分に分けた。固形性成分は再び乾燥機に入れ、水溶性成分は体積を三等分しそれぞれＮａＯＨ0.1㏖/ℓ塩基性溶液、中性溶液(そのままpＨを測定pＨ6.82)、ＨＣｌ0.1㏖/ℓ酸性溶液に調整した。この3種の溶液をそれぞれn‐ヘキサンで5回抽出した。その後、無水硫酸ナトリウムを加え脱水し、エバポレーターで溶媒である n-ヘキサンを減圧除去して抽出分画を濃縮した。抽出物の成分分析は、GC-MSで分析する。固形成分も同様に n-ヘキサンで抽出し、GC-MSにて成分分析を行った。
3.　結果および考察

3.1培地条件
　スクロース濃度として0.01、0.1、1.0％の3水準についてそれぞれホルモン濃度0.1、1、10ppmの3水準の条件で培養を行った。無菌培養から2週間後、カルスの誘導は見られなかった。固体培地に置床した植物体の葉の断片は変色したり、小さく収縮していた。これは、固体培地中の寒天濃度が濃かったため、表面の水分が不足したためと考えられる。また、いくつかの試料ではカビが発生した。培地用試験管のアルミ蓋に隙間ができてしまうことや、植物体の滅菌操作が十分でなかったことが考えられる。
3.2　n-ヘキサンでの抽出
　水溶性成分は、塩基性、中性、酸性溶液の順に溶液のオレンジ色が濃くなっていった。また、塩基性の分画ほどn-ヘキサンでの抽出時に上層に泡が見られた。これは、抽出成分中にカルボン酸が多く、二相の間で界面活性を示しているものと考えられる。
3.3　水分含有量
　植物体の成分分析の一工程として植物体の含水量むを測定した。水盆草を含むsedum類は、一般に多肉植物と呼ばれ、乾燥に耐えるため組織に多量の水分を保持していることが知られている。この特徴を確かめるため、他のいくつかの植物とその含水量を比較した。結果をTable1に示した。Table1より、垂盆草は他の植物試料に比べ水分含有量が多いことが分かった。また一般に食用の植物では葉の含水量が多いことも確認できた。
　　　　     Table1 水分含有量の比較
	　植物名
	H2O(g/葉100ｇ)

	　垂盆草
	96.36

	キャベツ
	93.54

	ホウレン草
	90.88

	キンモクセイ
	50.99
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5.　今後の方針

　○カルス誘導のための最適培地条件調節の再度検討
　○段階培養法による培地の選択

　○有用物質の抽出
　○垂盆草の植物体（葉）に含まれる成分分析










































