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要 旨
薬用植物の均質化を遂行するためにトリカブトのクローン増殖を行い、それらクローン苗を栽培してア

コニチン系アルカロイドの均質性を確認すると共に、季節変動により含量に大きな差が出ることを明らか

にした。また、バイオトロンにより温度による変動を検討し、温度が高いほどアコニチン系アルカロイド

含量が高いことを明らかにした。ニンジンの花芽をカルス化し、不定胚から幼植物を得る手法を確立した。

本手法により得られた植物の遺伝子分析によりその均質性を確認した。

除草剤耐性遺伝子をパーテイクルガンにより直接カラスビシャク細胞へ導入し、トランスジェニック植

物に除草剤耐性が付与されることを明らかにした。抗ソラソジン配糖体モノクローナル抗体の小型化抗体

(scFV)遺伝子をホスト植物へ、アグロバクテリュウムを介して形質導入し、トランスジェニック植物を得

て、scFVタンパク発現の確認とソラソジン配糖体含量を分析した。その結果 scFV遺伝子を導入すること

によりコントロールに比べて約３倍の含量になった。本手法は新しい育種法として展開可能と考えられ、

ミサイルタイプ分子育種と命名した。
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は じ め に

バイオテクノロジーの定義はバイオ（Bio；生

物）とテクノロジー（technology；工学）の２

つの単語を結び付けた造語であることは周知の

ことである。１９５０年代後半からスタートした植

物バイオテクノロジーは５０年間多用な技術革新

を展開してきた。その経緯の概略を示す。

植物バイオテクノロジーの変遷

第一世代（～１９６５年）

植物組織培養の基礎概念と技術の確立

・各種植物ホルモンの単離・構造決定

・培養単細胞から個体再分化（全能性）の確立

・プロトプラスト（細胞壁を除き細胞膜のみと

した裸の細胞）の単離

・細胞・組織培養用基本培地組成の開発

植物組織・細胞培養技術の応用（細胞工学）

・プロトプラストからの個体再分化

・プロトプラスト融合による体細胞雑種の作出

・細胞選抜による二次代謝産物の生産、大量ス

ケール培養

・培養細胞による物質変換

・マイクロプロパゲーションによるクローン植

物の大量増殖の実用化

第二世代（１９８２－１９９２年）

植物への遺伝子導入技術の確立（トランスジェ

ニック植物）

・アグロバクテリウムによる遺伝子導入系の

確立

・モデル遺伝子の導入、発現、遺伝形質の確認

・異種生物由来の単一遺伝子の導入による農業

的形質の改変
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・毛状根の誘導と培養による物質生産

遺伝子および細胞工学的技術の新展開

・有用植物種への遺伝子導入と個体再生系の確

立

・トランスジェニック植物の実用化

・重要遺伝子の単離、同定とエンジニアリング

第三世代（２００１～ ）

大規模ゲノムプロジェクトの推進

（薬用資源学、斉藤和季ら、p．６７、丸善、２００２

年を改変）

第一世代は植物バイオテクノロジーの基礎を

樹立する時代であり、植物ホルモン類すなわち

オーキシン類、サイトカイニン類、ジベレリン

類、アブシジン酸等の植物ホルモンが次々と単

離・構造解析され、人工培養培地を開発し、植

物細胞・組織培養を可能とした時代である。ま

た、植物細胞からセルロース、ペクチン質等で

形成されている強固な細胞壁を消化する酵素

（セルラーゼやペクチナーゼ等）の発見と実用

生産により、細胞膜のみとしたいわゆる裸の細

胞、プロトプラストを創製し、動物細胞と同様

な扱いが可能とした技術は植物バイオテクノロ

ジーを大きく進展させた技術革新と言える。体

細胞雑種と呼ばれる育種法が考案されたのもこ

の世代である。例えばミカン科のオレンジとカ

ラタチの細胞を融合して作り出したハイブリッ

ド細胞から再分化したオレタチは良く知られた

体細胞雑種の例である。この時代に何れの植物

組織の単細胞も分化全能性を持つことが確かめ

られた。動物細胞の幹細胞が全能性をもつこと

が明らかとなり、再生医療への実用化が大きな

技術革新のうねりとなっているが、植物の全能

性は１９８０年代に実用化に至っている。この技術

が第二世代の幕開けを誘導したと言っても過言

でない。

第二世代は前述のプロトプラストに異種遺伝

子を導入する努力が払われた。導入方法の一方

法としてパーテイクルガンと呼ばれる鉄砲によ

り金粒子へ遺伝子をまぶして、培養細胞目掛け

て発射し、遺伝子を直接導入する装置が開発さ

れたが繁用されるには至っていない。一方では

アグロバクテリュウムと呼ばれる樹木に腫瘍を

形成させるバクテリアが注目され、そのプラス

ミッドが外来遺伝子導入に適していることが確

認され、以後ほとんどの遺伝子導入研究で用い

られるようになった。この技術によりトランス

ジェニック植物の創製が可能となり農業分野で

は実用化したものが少なくない。例えば除草剤

耐性遺伝子を導入した大豆や昆虫に対する毒性

のあるタンパクを導入して食害を防御している

ワタ、また植物色素であるアントシアニンの遺

伝子を導入して作り出された青いバラやトマト

が運搬中に傷つかないように細胞壁を強固にし

たトランスジェニックトマト等である。

第三世代はマーカー植物としてのシロイヌナ

ズナ等の全ゲノム解析が行われた時代でもあ

る。有用作物のイネ等もゲノム解析が行われ

た。また、有用化合物の生合成酵素遺伝子のク

ローニングが行われ、それらの生合成酵素遺伝

子をホスト植物へ導入して有用化合物、特に薬

理活性天然物の含有量を高めようとする努力が

続けられている。

以上バイオテクノロジーの時代背景を垣間見

たが、我々は薬用植物に的をしぼりバイオテク

ノロジー研究を行ってきたので、２、３紹介す

る。最初に生薬の均質化を目指した薬用植物の

マイクロプロパゲーション、すなわちクローン

増殖法の開発に触れる。また、外来遺伝子導入

によるターゲット成分の含量増加を狙った育種

方法についても概説する。

１．クローン増殖による均質な生薬の確保

我が国では薬用植物の９０％以上を輸入に依存

しており、それらの約７０％は自生種の採取によ

り供給される。このため産地や採取時期、修治

（個々の生薬に対する特殊な加工により有効性

を上げる方法）による成分の変動が大きく、従っ

てコンスタントな薬効が得難い。また薬用植物

は付加価値が高いため乱獲が進み資源の払底や
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環境への悪影響が危惧されている。例えば甘草

と麻黄は準砂漠地帯に生息するため、乱獲によ

り砂漠の拡大が惹起されているとの見解から、

数年前に中国産の甘草と麻黄の輸出が禁止と

なったことは記憶に新しい。このような情勢を

背景に、植物バイオテクノロジーの内、特に細

胞・組織培養を応用した薬用植物の育種研究を

行って来た。トリカブト（附子）１－４）、アカヤ

ジオウ（地黄）５－７）、オケラ類（朮）８，９）、カラ

スビシャク（半夏）１０－１４）、ニンジン属（人

参）１５－１８）、リンドウ（竜胆）１９）など主要な薬用

植物のクローン増殖法を開発してきた。本稿で

はハナトリカブトとニンジン（薬用人参）のク

ローン増殖法に付いて概説する。

１‐１ ハナトリカブトのクローン増殖

Aconitum 属植物の塊根は附子と称し、鎮痛、

強心、利尿、新陳代謝機能の促進などを目標と

して、八味地黄丸、真武湯など多くの漢方薬処

方に配合される重要な生薬で、特に虚証の患者

さんに与えて、冷えを解消し新陳代謝を上げる

働きが強い生薬である。成分としては強心作用

を有する hygenamine、coryneine等、鎮痛作用

を有する猛毒成分として aconitine系アルカロイ

ドに属する mesaconitine、aconitine、hypaconitine

等、さらにこれらのリポ体等が知られている。

漢方においては aconitine系アルカロイドの毒

性が強いため種々の修治を加え滅毒した炮（加

熱処理）附子や塩（食塩処理）附子などの加工

附子が用いられる。Aconitum 属植物には２、

３、４、５倍体が存在するため種間で成分変異

が多いことが容易に推察される。また、同一種

内における含有アルカロイドの変異もきわめて

大きいと言われており、均質な原料確保が不可

欠である。この点から、附子の原料植物の１つ

であるハナトリカブト（Aconitum charmichaeli）

のマイクロプロパゲーションについて触れてみ

たい。

茎頂部を各種のホルモン添加区で培養して

multiple shoot（多芽体）形成について検討した

結果、BA（ベンジルアデニン；５mg／l）添加

培地で培養することにより良好な増殖が認めら

れた。培養を繰り返しても増殖率の低下は見ら

れなかった。

次に得られた multiple shootを分割し、IAA

（０．５mg／l）添加培地で培養することにより発

根し幼植物が得られた。この幼植物を継代する

ことなく、２０�、暗黒下でさらに４週間培養す
ることにより、平均２個の microtuber（子根）

を形成した（図１）。この子根は栽培期まで４

�で保存し、播種することにより、斉一な発芽
が認められることから、栽培に当たってきわめ

て有用な方法であることが確認された。２）

次に葯（花粉の袋）培養から不定胚を経由し

て再分化個体を得る方法について触れる。開花

直前の蕾から無菌的に葯を採取し、２，４－D

（２，４－ジクロロフェノキシ酢酸；５mg／l）、

カイネチン（１mg／l）添加区で培養してカル

ス（細胞の不定塊）を形成し、同一の組成培地

でカルスを増殖した。２，４－D（１mg／l）添

加区でカルスから不定胚（人口種子）を誘導し

た（図２）。同一培地で継代培養することによ

り、不定胚の増殖（図３）と幼芽の形成も認め

られた。成熟胚は GA（１mg／l）－BA（５mg／l）

添加区で培養することにより発芽し、幼芽を形

成した４）（図４）。発根は前述の通りである。中

には花をつける個体も見られた（図５）。

茎頂由来のクローン苗を栽培し、その含有ア

ルカロイドを分析した結果クローン増殖により

育成した個体は親植物に比べ均質化が進んでい

ることが明らかとなった４）（表１）。本法によ

り、１茎頂から年間１２，０００本のクローン苗を得

ることが可能であり、通常の方法では年間６倍

前後の増殖率なので、２，０００倍のスピードで均

質化が進むことになる。

これら均質となったハナトリカブトを用いて

aconitine系アルカロイドの時期的な変動を見た

のが図６である。この結果、９月頃からアルカ

ロイド含量は上昇し、発芽期に最高値を示し

た。このことから採取時期に配慮が必要なこと
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図４ 不定胚からの発芽
図１ 幼植物の暗黒下培養により子根の発生（矢印）

図５ フラスコ内で開花したハナトリカブトの幼植物
図２ 葯から生じたカルス上に不定胚が発生（矢印）

表１ クローン植物�と親植物�のアコニチン系ア
ルカロイド含量の比較

図３ 増殖中の不定胚

図６ クローン植物を用いたアコニチン系アルカ
ロイドの季節変動
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が示唆された２０）。

また、人工気象器を用いて温度による aco-

nitine系アルカロイド含量を調査したのが表２

である。この結果温度が高いほど aconitine系

アルカロイド含量が高い結果を得ている。な

お、附子の重量は温度が低いほど高いことが示

された２０）。

以上の通り、附子の均質性は遺伝形質以外に

も外的要因が絡んでいることが明らかとなり、

古くから附子は医者の「さじ加減」で調合する

と言われてきた一端を理解することが出来るで

あろう。

１‐２ ニンジンのクローン増殖

植物細胞が再分化する場合、植物種によって

異なる再分化の過程を辿る。また、植物ホルモ

ンの種類により再分化誘導が異なることもあ

る。アカヤジオウ（地黄）の例をあげると、カ

ルスから不定胚（人口種子）を生じる場合（図

７）や葉から茎が直接出ることもある（図８）。

また、カルスから直接再分化する場合もある７）

（図９）。

ニンジンに付いては不定胚を経由して以下の

通り再分化植物を得た。ニンジンの花芽を暗黒

下２，４－D添加培地で培養してカルスを得る

（図１０）。同一培地で培養を続けると不定胚を

生じて、不定胚の数が増加すると共に生長して

再分化するものも出てくる（図１１）。不定胚を

増殖後、ホルモン無添加培地へ継体することに

より再分化が起こり次第に生長して（図１２）、

培養を続けることにより発根し幼植物となる１７）

（図１３）。中にはフラスコ内で開花する個体も

ある（図１４）。茎葉をクローン増殖培地へ継体

することにより多芽体を形成する（図１５）。

以上の方法で得られた幼植物の遺伝子レベル

でその均質性を調査したのが（図１６）であり、

何ら変異は認められない１８）。

２．外来遺伝子導入

外来遺伝子導入の例として除草剤耐性を導入

し実用化に至った成功例は少なくないが、我々

は生薬として重要な半夏の原植物であるカラス

ビシャクへの導入をパーテイクルガンによる方

法を行ったのでこれにつき概説する。また、ユ

ニークな手法として小型化抗体遺伝子を導入

し、抗原分子を上昇させようとする戦略を行っ

ているのでこれについても紹介する。

２‐１ パーテイクルガンを用いた除草剤耐

性遺伝子の導入

遺伝子を細胞へ直接導入するツールとして用

いられてきた上述のパーテイクルガンを用いて

除草剤耐性遺伝子を導入した例について述べ

る。外来遺伝子を金粒子にコーティングして弾

丸（プロジェクタイル）の先端に載せ、窒素圧

により弾丸をマッハ以上の初速で発射する（図

１７）。金粒子と DNAは植物の細胞壁を貫通し

て核にまで到達し、DNAが核に組み込まれ発

現する。図１８はカラスビシャク（半夏；漢方薬

に頻繁に配合される重要生薬の一つ）の培養細

胞にグルクロニダーゼ遺伝子を発射・導入し、

基質を加えて発色したもので、図１８左がコント

ロールとして遺伝子無しで発射したもので、何

ら発色は認められない。一方、図１８右は発色が

見られ、グルクロニダーゼタンパクが発現し、

酵素活性を示しており、外来遺伝子が導入可能

なことを示している２１）。

除草剤耐性遺伝子についても同様に形質導入

が可能である。なお、除草剤耐性の作用メカニ

ズムは以下である。除草剤ビアラフォスは

Streptomyces hygroscopicus および S. viridochro-

mogenes によって産生されるトリペプチドで、

グルタミン酸（図１９右）と類似の構造を持つフォ

スフィノスリシン（図１９左）にアラニン２分子

が結合している。何れの植物も保有するぺプチ

ダーゼにより、容易にペプチド結合が分解さ

れ、ビアラフォスからフォスフィノスリシンが

遊離し、このものは、ATPの存在下でグルタ

ミン合成酵素を不可逆的に阻害し、植物毒性を

示すレベルのアンモニアが植物中に蓄積され、
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表２ クローン増殖ハナトリカブトのアコニチン系
アルカロイド含量に対する栽培温度の影響

図１０ ニンジンの花芽由来カルス

図７ アカヤジオウのカルスから発生した不定胚

図１１ カルスから不定胚と再分化植物の発生

図８ アカヤジオウの葉から茎葉が再分化
図１２ 不定胚の生長と再分化

図１３ ニンジンの不定胚経由の幼植物
図９ アカヤジオウのカルスから茎葉の分化
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植物を死に至らしめる。一方、phosphinothricin

acetyl transferaseはフォスフィノスリシンを分

解するため除草剤活性が不活化される。

図２０に示すようにバー遺伝子（phosphinothricin

acetyl transferaseをコード）を組み替えた後、

前述のカラスビシャク培養細胞（図１７）へパー

テイクルガンで導入し、再分化植物を得た（図

２１）。得られた植物は phosphinothricin acetyl trans-

feraseを発現しており、除草剤のビアラフォス

を不活化する。

図２２はトランスジェニック植物をビアラフォ

ス溶液を用いて除草剤耐性アッセイを行った結

果である。一番左が phosphinothricin acetyl trans-

feraseを導入していないカラスビシャクであ

り、茎葉がしなだれている。右の７個体はトラ

ンスジェニック植物で、枯死することなく生存

しており、除草剤耐性を獲得したことを示して

いる２１）。

２‐２ 遺伝子組み換えによる高含量品種の

育成

我々は生薬の品質評価や漢方薬の薬効評価を

目的に多くのモノクローナル抗体（MAb）を

作成し、簡易かつ迅速、高感度の分析法として

ELISAを開発してきた。この延長線上の研究

としてMAbの小型化抗体（single chain fragment

-variable ; scFV）の作成とその応用研究を行っ

ている。幅広い交差性を持つMAbとして抗 so-

lamargine MAbを得ている。このものの scFV

が先行しているので解説する２２）。

定法通り、抗 solamargine MAb産生ハイブリ

ドーマから RNAを抽出、cDNAとし、長鎖

（vH）と短鎖（ vL）遺伝子を PCRで増幅しリ

ンカーにより結合し、大腸菌へ組み替え scFV

をクローニングする（図２３）。scFV遺伝子の配

列を確かめ、発現ベクターへ組み込み（図２４）

タンパクの発現を行う。インクルージョンボデ

イとして発現されるので、可溶化後 Hisタグア

フィニテイーカラムで精製しながら巻き戻し、

活性のある scFVタンパクとする。精製タンパ

クはウエスタンブロッテイング、MALDI-TOF

Mass等で純度を確かめた。

次にホスト植物である Solanum khasianum へ

scFV遺伝子を Agrobacterium rhizogenes を介し

て形質転換を行った。毛状根（ヘアリールート）

を生じたクローンを選抜し、scFV産生クロー

ンを得る。それぞれのクローンを培養し、再分

化植物を得た（図２５）。生産した scFVタンパ

クを精製し、ウエスタンブロッテイング（図２６）

とMALDI-TOF Mass（図２７）により生成度を

確かめると同時にその分子量からアミノ酸シー

クエンスが正しいことを確認した２３）。

一方 solasodine配糖体を ELISAにより分析

した結果、ワイルドタイプの A. rhizogenesで感

染して生じたヘアリールートおよび再分化植物

を比べたところ、scFV遺伝子を導入したヘア

リールートおよび再分化植物は２．５～３倍の so-

lasodine配糖体を含有することが明らかとなっ

た（図２８）。当然ながら図２９に示すとおり scFV

タンパク量と比例している。このことから植物

体内で scFVタンパクはハプテン分子と抗原抗

体反応を行い、コンプレックスが不活化し系外

へ排除され、この結果 solasodine配糖体の生合

成経路が正の方向へ進むものと考えている２３）

（図３０）。本法は抗体を用いたミサイル療法に

類似するため「ミサイル型分子育種法」と命名

した。

図１９ フォスフィノスリシン（左）とグルタミン酸（右）の構造
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図１４ フラスコ内におけるニンジンの開花

図１８ パーテイクルガンによるカラスビシャク細
胞へのグルクロニダーゼ遺伝子の導入とそ
の発現（右）

図１５ ニンジンの多芽体（multiple shoot）形成

図２０ バー遺伝子の挿入

図１６ 再分化ニンジンの遺伝子分析（RAPDによる）

図２１ カラスビシャクのトランスジェニック植物

図２２ トランスジェニック植物のビアラフォス溶
液を用いた除草剤耐性アッセイ
一番左がコントロール、右７本がトランス
ジェニック植物

図１７ パーテイクルガンの構造

正 山 征 洋

２３４



お わ り に

薬用植物の育種研究は、農学領域と異なり含

有する薬効成分等が重要視されるので、形質の

みをターゲットとするストラテジーとはより複

雑となってくる。前述の通りゲノム分析が進

み、また、生合成酵素遺伝子のクローニングが

進んできたので、外来遺伝子導入により高含有

量の品種作成が容易なような錯覚を起しがちで

あるが、実情は厳しく成功例は未だなく、本稿

で述べた我々の成功例が最初の例となった。

前述の通り甘草は７０％以上の漢方薬に配合さ

れる最重要生薬である。甘草の大量採取が資源

の枯渇を招き、ひいては中国の砂漠化を惹起し

たとの見解から、自生種の採取禁止令が出され

一時パニック状態になったことは記憶に新し

い。我々は甘草の有効成分であるグリチルリチ

ンに対するMAbを作成し、その高感度分析法

を開発し、これに基づき ELISAキットの上市

が行われた。現在は高感度の ELISAキットを

用いて、多数の株を分析し優良株の特定を行っ

ている。育種方法としてはオーソドックスな手

法であるが、新しい分析方法の開発により従来

は考えられなかった高感度、かつ多数のサンプ

ルをスピーデイーに分析し優良株の選抜を行っ

ている。このことから如何に分析方法が重要か

ご理解頂けよう。
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図２４ プラスミッドへの scFV 遺伝子の挿入

図２５ アグロバクテリュウムを用いた感染による
scFV 遺伝子の導入
A：感染によりヘアリールートが発生、B：ヘ
アリールートの増殖、C：グリンスポットの発
生、D：トランスジェニック植物の発生

図２６ scFV タンパクのウエスタンブロッテイング

図２３ 小型化抗体遺伝子のクローニング
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図２７ MALDI マスによる scFV タンパクの分
子量測定とアミノ酸シークエンスの確認

図２９ scFV タンパク発現とソラソジン配糖体
含量の相関

図３０ 小型化抗体タンパクによるソラソジン配糖体
のトラップと生合成経路の促進

図２８ scFV 導入トランスジェニック植物�とコント
ロール�のソラソジン配糖体含量の比較
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