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研究成果の概要（和文）：カラスビシャクの塊茎（イモ）は半夏と呼ばれる重要な生薬であり、国内生産系の確
立が望まれている。半夏は自生品の採取や慣行栽培により生産されるため、アラバンとよばれる多糖性有効成分
の含量にばらつきが多い。
そこで本研究においては、カラスビシャクの網羅的遺伝子発現解析を出発点としてアラバン合成に関わる遺伝子
産物候補の獲得に努め、アラビノース転移酵素に対するcDNAを獲得した。また、これがアラバン生合成に関わる
かの検討に必須である技術である、カラスビシャクの形質転換系も構築した。

研究成果の概要（英文）：The tuber of crow-dipper is an important herbal medicine called “Hange”, 
and establishment of the system of its domestic production is desired. Since Hange is produced by 
harvesting the natural products or produced by conventional cultivation, the content of the 
polysaccharide active ingredient called araban varies widely.
Therefore, in this study, we tried to acquire gene product candidates related to the synthesis of 
araban from the comprehensive gene expression analysis of crow-dipper and obtained cDNA for an 
arabinose transferase. In addition, we have established a transformation system of crow-dipper, 
which is a technique that is essential for examining whether the gene for the isolated cDNA is 
involved in araban biosynthesis.

研究分野： 植物分子細胞生物学、植物バイオテクノロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
漢方処方のおよそ２３％に処方され、また国内消費のほぼ１００％を輸入に頼っている生薬である半夏は、カラ
スビシャクという植物に形成される芋の乾燥産物である。従って、安定した品質の半夏の国内での生産系の確立
が望まれている。
そこで本研究では、半夏の有効成分であるアラバンの生合成系の解析を進め、生合成系候補遺伝子の一つを同定
した。この遺伝子を用いることで、成熟した塊茎の形成前にアラバンの含量が均一なカラスビシャク系統の選抜
が可能となり、またアラバンの合成量が高い半夏の選抜も可能となる。したがって本研究の成果は、国内での安
定した品質の半夏生産に寄与する研究成果と考えられる。
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１．研究開始当初の背景 
 カラスビシャク（Pinellia ternata）は日
本や中国に分布する、塊茎（イモ）を有する
草本であり、有性生殖と共に、肉芽（ムカゴ
）による栄養繁殖により増殖する。乾燥させ
たカラスビシャクの塊茎は半夏と呼ばれ約
23％の漢方薬処方に配合されている重要な
生薬である。半夏は殆ど中国産であるが、中
国の経済発展に伴いその生産量は減少傾向
にある。半夏は自生品の採取や慣行栽培によ
り生産され、確立した薬用品種は無いため、
植物多糖アラバンからなる有効成分の含量
にばらつきが多い。 
 そこで本申請の代表であるの松岡がセン
ター長を務める九州大学生物環境利用推進
センター（以下、センターと略記）において
は、カラスビシャク塊茎の高品質化と効率的
人工栽培手法による国内での安定供給体制
の構築を出口目標とした研究を開始してい
る。代表者は平成 26 年度に、連携研究者で
ある、センター専任教員の江口及びセンター
の複担教員で薬学研究院を本務とし生薬学
を専門とする田中と共同しながら、国内各所
よりカラスビシャクの収集を進め、研究開始
時点迄に28地点から30群落由来の系統を採
取しそれらの栽培を進めていた（右図）。田中
はまた江口や松岡と共同で、アラバンの迅速定量系の開発と人工栽培法の確立を目指した
研究を進めていた。また松岡は植物多糖や糖蛋白質の生合成機構に関する生化学的・細胞生
物学的研究と植物遺伝子の機能解析を進めており、連携研究者の田代は各種生物の遺伝子
及びその発現情報の網羅的解析で世界的に高く評価される研究成果をあげていた。 
 
２．研究の目的 
⑴ 本研究においては、九州大学において作成した、遺伝的多様性に富むことが期待される
国内各地からのカラスビシャクコレクションと、本研究において実施したカラスビシャク
のトランスクリプトーム解析と他国のグループが実施したトランスクリプトームデータ、
および、塊茎及びそれ以外の器官における生理活性多糖アラバンの定量結果を下にして、ア
ラバン合成遺伝子候補の選抜を進める。 
 
⑵ また現在獲得している多数系統の塊茎におけるアラバン含有量をはじめとした各種形
質評価を、同一制御環境で生育させた多数系統を用い実施する。 
 
⑶ これらの情報と、アラバン合成遺伝子候補の発現パターンの解析を照らし合わせること
で、アラバン合成関連遺伝子候補の絞り込を図る。 
 
⑷ 更に、絞り込んだ遺伝子候補がアラバン生合成に関わる検討するために必須である、カ
ラスビシャクの遺伝子組換え法の確立を図る。 
 
３．研究の方法 
⑴ 九州大学の有するカラスビシャク系統のうち１系統の、根、塊茎、葉柄、葉から RNA を調製

し、それを鋳型にトランスクリプトーム情報を獲得する。またこの情報と共に、公共データベー
スに登録されたカラスビシャクのトランスクリプトーム情報、および多種生物のアラビノース
転移酵素等のアミノ酸配列情報も利用しながら、アラバン合成に関わる可能性のある酵素に対
する cDNA を獲得する。 
 
⑵ これと並行して、現有するカラスビシャクの代表的な系統をもちいて、標準となる栽培条件

を確立する。次いでこの条件で栽培したカラスビシャクの、１系統の各器官および、手持ちの複
数系統の塊茎におけるアラバンの蓄積量を、研究協力者の田中が作成した抗アラバンモノクロ
ーナル抗体を用いた、ELISA 法または本研究において開発した電気泳動-免疫ブロッティング法



により検討する。併せて、その栽培条件で栽培した手持ちの各系統について、アラバン蓄積以外
の各種の形質の比較を進める。 
 
⑶ ついでアラバンの蓄積に関する情報を参考にしながら、上記 cDNA の中から、アラバン合成に
関わる可能性の高いものの絞り込みを図る。 
 
⑷ さらに、獲得した cDNA が、アラバン生合成に関わるかについて遺伝子発現抑制法を用いて検
討を行うために、手持ちのカラスビシャク系統と、イントロンを含む GUS 遺伝子を発現させるコ
ンストラクトを有するバイナリープラスミドを持つアグロバクテリウム菌株を用いて、カラス
ビシャクの形質転換系の確立を図る。 
 
４．研究成果 
⑴ アラバンの主鎖合
成に関わる可能性のあ
るアラビノース転移酵
素オルソログのｃDNA
配列を、本研究におい
てトランスクリプトー
ム情報の獲得が完了す
る以前に公開されてい
た、中国の研究グルー
プによる情報を用いて
アセンブルし、PtARAD1
と名付けたタンパク質
に対するcDNAおよびそ
れから予想されるアミ
ノ酸配列情報を獲得し
た。このタンパク質は
典型的なⅡ型の膜アン
カー配列を N-末端側に
持ち、活性ドメインと
考えられる Exostosin
ドメインをその後ろに持つ 519 アミノ酸残基からなっており、また予想活性ドメイン中には、糖
転移酵素において基質となる糖ヌクレオチドを結合するモチーフである、DXD モチーフが見出さ
れた（上図）。 
次いで、この配列を下に設計したプライマーを用いて手持ちのカラスビシャクの１系統の葉、

根、葉柄および塊茎由来の cDNA ライブラリーを対象に cDNA の探索を進め、計５クローンの cDNA
を獲得した。これらについての配列解析を行なったところ、４種の異なる配列からなり、それぞ
れは全て PtARAD1 とは一部異なる塩基配列を持ち、また塩基置換の一部はアミノ酸置換を伴っ
ていることが明らかとなった（上図）。引き続いて、これらクローンが組織特異的な発現を示す
か検討したが、全て塊茎では発現しているものの、塊茎特異的に発現しているものは見出されな
かった。 
 
⑵ 手持ち２系統を用いて決定した標準栽培条件を用いて栽培した手持ちの系統由来の塊茎から
調整した半夏のアラバン量について、ELISA 法を用いて検討したところ、多くの系統において中
国産半夏と同等のレベルのアラバンを含有すること、また一部の系統においてはこれらより高
いアラバンの蓄積を示すことを見出した。 
一方、葉、葉柄、根からの抽出液中には、ELISA を阻害する物質の存在を示す結果が得られた

ことから、抽出方法の改良、検出法の改良などについて検討を進めた。その結果、抽出液中の多
糖を電気泳動により分離し、電荷を持つ支持体膜に転写後、抗体を反応させることでアラバンを
検出する方法を開発した。この方法を用いてこれら器官におけるアラバンの定量を行ったが、検
出限界以上のアラバンに起因するシグナルは検出されなかったため、今回検討した器官のうち
塊茎だけがアラバンを含有すると結論付けた。 
 なお、これらの過程において、１系統が塊茎の高い生産性を示すことを見出し、この系統から
選抜した系統について、この植物種としては初めて品種登録を行うために、品種登録申請を行っ
た。 
 
⑶ 手持ちのカラスビシャクのうち１系統を用い、これまでに中国の研究グループから報告され
ていた、カラスビシャクの葉柄を出発材料とした方法を参考にしながら形質転換系の作出を試
みた。また、この際に獲得された無菌植物も形質転換の際の材料として用いた。 
その結果、無菌植物の葉を材料とした際に、一過性の GUS 遺伝子が葉片の多くの部分で見出さ

れる条件を確立した。次いで、この条件でアグロバクテリウムを感染させた葉片から、多数の抗
生物質耐性を示す形質転換塊茎様構造体を形成させる条件を決定した。現在、これらの構造体か



らの、抗生物質耐性を示す形質転換再生植物の獲得を進めている。 
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