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1.　緒言
西アフリカ原産、アカテツ科のミラクルフルーツ（学名Sapotaceae‐Synsepalm　Dulcificum）の実に含まれるMiraculinは、酸により舌の甘味受容体と強く結合するため酸味が甘味に感じられる。この機能を利用して果実、あるいはタブレットの形で、糖尿病など代謝系疾患の人やダイエット中の人、酸味が苦手な人への糖を使わない甘味料として利用することが出来る。
　現在のMiraculinの入手方法はミラクルフルーツの果実からの抽出が主となっている。しかし①生長が遅い②12℃以下では育たないので日本で育てにくい③果実1個あたりのMiraculinの含有量が少ない④熟した果肉にしかミラクリンは存在しない、等のミラクルフルーツの植物自体の問題と、分離方法とその収率については検討された例がなく、Miraculinの抽出方法は確立されていない、というこの２つの理由から大量生産して市場に出回りにくい。また大腸菌を使用した遺伝子組み換えによる合成も現在研究されている１）が、安全性、収穫量の問題が残る。化学合成も研究が進められているが成功した例はない。
　そこで本研究ではミラクルフルーツの組織培養によるMiraculinの合成、及び細胞中から最も高い収率でMiraculinを分離できる方法を検討した。

　
2. 実験方法

2.1 ミラクルフルーツからのMiraculinの分離
ミラクルフルーツのフリーズドライ品からMiraculinを抽出する実験を行った。試料を2.5gずつ12本の試験管に入れ、超純水を加えホモジェナイザーで懸濁液を調製した後遠心分離機に11000rpmで20分かけた。上澄みを静かに別の容器に移し、その後沈殿物に0.5M/lNaCl水溶液を加え、Miraculinを溶かし出した。この操作を２回行い、上澄み液に飽和度20、30、40、50、60、70％になるように量りとった硫酸アンモニウムを加え、遠心分離機に14000rpmで30分かけ、沈殿物をスパーテルで取り、透析チューブ内に移し10mM/lリン酸緩衝溶液（pH6.8）に入れ透析を行った。透析したものはろ紙に取って乾燥させ重さをはかり、硫安の濃度によって収率はどのように変わるかを調べた。また、最初の上澄みと、NaCl処理後の沈殿物にMiraculinが含まれているかどうかの味覚テストでの確認を行った。
2.2 カルス誘導のための培地条件の選択２）
植物ホルモン(キネチン、インドール酢酸、2,4‐dichlorophenoxy acetic acid（2,4-D）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％相当のスクロースをMS塩類水溶液で溶解した。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ずつ加えた(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、121℃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) 0.25 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。　これらの固体培地にミラクルフルーツの葉と根の成長点をそれぞれ切り出して洗浄し、置床し経過を観察した。

3. 結果と考察

3.1　試料からのMiraculin収率
　2回抽出した試料のうち、１回目の中で最も多くMiraculinを含んだ沈殿物が出たのは硫安60％の濃度のもので、その収率は　％であった。2回目はほとんどのものが沈殿せず、何も残らないものが多かったがその中で沈殿物が多かったのは　％のものでその収率は　％であった。これらのことからMiraculinを分離させるのに最も良い方法は　であるということが言える。
3.2 カルス誘導のための培地条件の選択

　液体培地の大半にカビが生え、使えない状態となった。これについては使用していたプラスチック栓の機密性が低かった、インキュベーター内が汚染されていた、きちんと滅菌できていなかった、などの理由が考えられる。また、葉と根のどちらともカルスができなかったことについては、①培地に含まれている物質の濃度が適切ではなかった②切り出す部位が適当ではなかった③成長が緩慢なため④乾燥したため、という理由が考えられる。これらの解決策として、①ホルモンの種類、濃度、また糖類、無機塩類の濃度の検討②切り出す部位の数種類の検討③④時期にあわせて定期的に水分を与えるなどの方法が考えられる。
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