平成19年度生命環境科学科卒業研究最終審査会　発表要旨

Sedum Sarmentosum Bungeの培養に関する研究
谷合研究室　 0423129番　 鈴木 光

1.背景および目的
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　現在、日本における肝炎患者数は300～400万人といわれている。そのうち80%がA･B･C型の3タイプの肝炎に該当し、残りの20%は生活習慣や薬物・その他のウイルス(D･E･G型)によって引き起こされるものである。そこで既存の治療方法に比べ副作用が少なく、適用範囲が広い肝炎の治療方法が検討されている。この状況の中で、中国ではセダム科のSedum Sarmentosum Burge(S.S.B.、中薬名:水盆草、和名:ツルマンネングサ)という薬用植物が肝炎治療に用いられている。この植物に含まれるSarmentosineは肝炎ウイルス自体を排除する効果はないが、過剰な免疫反応により肝細胞が傷つくことで漏れ出す酵素であるGPTの活性を低下させ、各種の急性・慢性肝炎患者の肝細胞壊死および慢性炎症を改善させる効果があることが分かっている。
    Sarmentosine
　分子式　C11H17NO7
　分子量　275.257
　現在の所、この植物に関する日本における研究例はなく、含有成分もはっきりとしていない。また、Sarmentosineの分離・生成方法も確立しておらず、工業的な試薬としても販売されていない。そこで本研究では、このSarmentosineの選択的合成と植物体内での代謝・生成過程の解明を目的とし、その初期段階として組織培養技術を応用したS.S.B.のカルス化条件について検討した。
2.実験方法‐培地調製と無菌培養
　MS塩類・MS(5)液(ビタミン溶液)を用いてMS培地を作製し、ここに0.1~10.0ppmの植物ホルモン[(2,4-dichlorophenoxy)acetic acid(2,4-D) ,3-Indoleacetic acid(IAA),N6-Benzyladenine(BA),6-Furfurylaminopurine(キネチン)]を溶解させた。この溶液10mlとスクロース1.0mg(0.01%)~1.0g(10.0%)、寒天0.15g(1.5%)または0.3g(3.0%)を円筒試験管に入れアルミ栓をし、オートクレーブで120℃、20分間加熱滅菌後、傾斜冷却して固体培地とした。
　無菌培養は垂盆草の成長点付近の葉を採取し、界面活性剤濃度0.1%に希釈した中性洗剤－10倍希釈次亜塩素酸－70%アルコール水溶液の順で7分間ずつ殺菌を行った。各殺菌操作の間に5分間滅菌水での洗浄を行っている。殺菌した葉片は滅菌済みクリーンベンチ内においてさらに滅菌水で洗浄し、メスで適当なキズをつけ固体培地に置床しインキュベ
ーター(25℃-明条件)内に保存した。
3.結果および考察
3.1カルス形成
　無菌培養後3週間はカルスの誘導は確認できなかったが、4週目に入り2.4-Dを含む条件の一部でカルス形成が、IBAを含む条件の一部で根の発生が見られた。その他の置床した葉片は、収縮や変色･乾燥してしまったものが大部分であった。

3.2培地条件の影響
　葉片からのカルス形成に及ぼす植物ホルモンとショ糖の影響について検討した。2,4-D:1~10ppm,ショ糖:1~10%の範囲において、カルス形成が高確率で起こった。また2,4-D･ショ糖それぞれの濃度が高くなると、葉片自体が黒色化し、濃度が低くなると、葉片自体が乾燥する傾向が見られた。
　IAAを用いた場合、IAA:10ppm,ショ糖:1%においてのみ葉片からのカルス形成が確認できた。しかし、形成したカルスの増殖は起こらず、根の形成が見られた。2,4-Dと比べるとカルス形成の速度も遅かった。一方BA及びキネチンにおいて、カルス形成は認められなかった。
　カルス形成および発根という形態変化が起こった2,4-DおよびIAAは、オーキシン類に属している。一方サイトカイニン類であるBA、キネチンについては、形態変化は確認できなかった。
　寒天濃度は固体培地の硬さと水分･栄養分などの移動に影響し、低濃度ほど物質移動が容易になりカルス形成の速度が速まると予想された。しかし、濃度の違いによる影響は認められず、初期のカルス誘導には3~4週間を要した。
4.まとめ

　以上のことから、S.S.B.の葉片からのカルス形成には植物ホルモンとしてオーキシン類、特に2,4-Dの添加が必要であることが明らかとなった。2,4-D:1~10ppm、ショ糖:1~10%の濃度範囲がカルス形成に適しており、寒天濃度によらず、初期のカルス誘導には3~4週間を要することが明らかとなった。
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