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研究成果の概要（和文）：　漢方生薬麻黄は葛根湯や麻黄湯などの漢方処方に配合される重要生薬である。本研
究課題では，マオウ属植物の分子育種に応用可能なDNAマーカーの開発を行った。その結果，中国に自生するマ
オウ属植物及びそれらの雑種とE. sinicaを鑑別するためのプライマーを開発した。また，次世代シーケンサー
を用いる事によって得られた配列情報を解析する事により，含有成分と関連があるDNAマーカーの候補を明らか
にした。このDNAマーカーは育種目標に応じて候補の数が減少し，最適なマーカーを選択することが可能であ
る。今回得られた知見はデータを蓄積することにより，優良品種の選抜に貢献するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Mao is an important crude drug used in Kampo formula such as Kakkon-to and 
Mao-to. In this research, we developed DNA markers that can be applied to the molecular breeding of 
the genus Ephedra. As a result, we have developed a Primer for distinguishing E. sinica from other 
plants of the genus Ephedra and their hybrids that grow naturally in China. In addition, by 
analyzing the sequence information obtained by using a next-generation sequencer, we have clarified 
candidates for DNA markers related to the contained components. The number of candidates for these 
DNA markers decreases according to the breeding goals, and it is possible to select the most 
suitable marker. By accumulating data, the findings obtained this research will contribute selection
 methods of excellent varieties.

研究分野：薬用植物学

キーワード： マオウ　育種　栽培　エフェドリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　マオウ属植物は日本に自生がなく，中国からの輸入に依存している。しかし，供給は不安定な状態にあり，マ
オウ資源の確保が急務とされている。そのような状況下で，麻黄を国内生産するためには優良品種を早期に見出
す必要がある。しかし，マオウの総アルカロイド含量が医薬品として利用可能になるまで少なくとも3年は必要
であることから，DNAを用いた育種法が不可欠である。本研究では，原植物を簡易的に鑑別するプライマーの開
発，含有成分と関連があるDNAマーカーの候補を明らかにした。今回得られた知見はデータを蓄積することによ
り，早期に優良品種の選抜を可能にし，日本独自のマオウ資源の創出に貢献するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 漢方生薬「麻黄」は葛根湯，麻黄湯などの漢方処方に配合される重要生薬である。日本では年
間約 500 トン以上の需要があるが，マオウ属植物は日本に自生がなく，その全てを中国から輸
入している。しかし，中国は資源保護，砂漠化防止を理由に麻黄の輸出を規制しているため，供
給は常に不安定な状態にある。その為，我が国はマオウ資源の確保が急務とされている。そこで，
我々は石川県の能登半島において麻黄の国産化研究を開始し，さらに，日本独自のマオウ資源を
創出するため，マオウ属植物の育種研究を開始した。麻黄は第十七改正日本薬局方（JP17）で 
Ephedra sinica, E. intermedia, E. equisetina の地上茎で，総アルカロイド含量（エフェドリンとプ
ソイドエフェドリンの和）が 0.7%以上であると規定されている。このように原植物を 3 種に限
定しており，エフェドリン系アルカロイドは麻黄の品質において重要な指標成分となっている。
麻黄の薬理作用は鎮咳，気管支拡張，発汗，抗炎症などが報告されており，主にエフェドリン系
アルカロイドが関与していると考えられている。エフェドリン系アルカロイドはエフェドリン，
エフェドリンの立体異性体であるプソイドエフェドリン，ノルエフェドリン，ノルプソイドエフ
ェドリン，メチルエフェドリンなどが知られており，それぞれ同じ作用を示すが強さには差異が
ある。 
 エフェドリン系アルカロイドは，L-phenylalanine から Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) によ
って生成された trans-Cinnamic acid を前駆体として生合成されると提案されている。(S)-
Cathinone は還元された後，N-メチル化を経てエフェドリン系アルカロイドが生合成される。一
方，マオウ属植物の中には，エフェドリン系アルカロイドを含有しない種も存在している。それ
らは主に新大陸に分布するマオウ属植物で，E. chilensis などが知られている。また，合成される
エフェドリン系アルカロイドの組成には種によって偏りがあり，E. sinica ではエフェドリンの
比率が高く，E. intermedia ではプソイドエフェドリンの比率が高い事が報告されている。すなわ
ち，マオウ属植物はアルカロイド合成に関連する遺伝子の発現パターンが種によって異なる事
が予想される。そこで我々は種間雑種を作製することにより，アルカロイド含量をコントロール
できるのではないかと考え E. sinica との人工交配を行った。その結果，エフェドリン系アルカ
ロイドを産生しない E. sinica × chilensis，アルカロイド含量の高い E. sinica × likiangensis を作製
することに成功した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は，マオウ属植物の分子育種に応用可能な指標遺伝子の開発を目的としている。育
種目標として JP17 を満たし，現在使用されているマオウよりも優れた性質をもつマオウを育成
するため，原植物の簡易鑑別法の検討を行った。現在，日本および中国市場で流通している麻黄
の原植物は主に E. sinica であることから，中国に自生するマオウ属植物及びそれらの雑種と E. 
sinica を鑑別するためのプライマーを開発した。次に，エフェドリン系アルカロイド含量と関連
のある DNA マーカーの探索を行った。エフェドリン系アルカロイドは JP17 においても指標
とされているが，その生合成に関与する遺伝子の多くは未だ明らかになっていない。そのため，
これまでに育種，維持してきた株の中から総アルカロイドに対するエフェドリンの比率が 100%
の株やプソイドエフェドリンの比率が 99%の株などの特徴的な株を実験材料とし，次世代シー
ケンサーを用いる事によって得られた配列情報を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) E. sinica 簡易鑑別法の検討 
実験材料 
 実験材料はこれまでに系統維持してきた以下のマオウ属植物の草質茎を用いた。雑種は人工
交配により作製したものを使用した。 
E. sinica, E. intermedia, E. przewalskii, E. equisetina, E. likiangensis, E. gerardiana, E. monosperma, E. 
sinica (♀) × E. likiangensis (♂), E. sinica (♀) × E. intermedia (♂), E. sinica (♂) × E. intermedia (♀) 
 
DNA の調製 
 植物体から草質茎を採取し，粉砕後 Mag Extractor および Nucleo Spin plantⅡ を用いて DNA
を抽出した。抽出後の DNA は Nano Drop 2000 を使用し濃度を測定したのち，20 ng/µL となる
ように調整した。雑種モデル DNA として，E. sinica と E. likiangensis の DNA，E. sinica と E. 
intermedia の DNA をそれぞれ混合し濃度が 20 ng/µL となるように調整した。 
 
マルチプレックス PCR 
 DDBJ に登録されているマオウ属植物の塩基配列を参考にして多型のみられる部位を探索し，
ITS領域に 2 組，trnL/F 領域に 1 組のプライマーを設計した。PCR 酵素は KOD –Multi & Epi– 
を使用し，プライマー及び DNA 添加量の検討を行った。増幅産物は 2%アガロースゲルを用い
て電気泳動を行い，増幅断片の確認を行った。 
 
リアルタイム PCR 
 E. sinica, E. intermedia, E. likiangensis の DNAを用いてリアルタイム PCR による融解曲線解
析の検討を行った。PCR には KOD SYBR qPCR Mix を用いてプロトコールに従い増幅した。プ



ライマーはマルチプレックス PCR で用いたものを用いた。 
 
(2) GRAS-Di による DNA マーカーの探索 
実験材料 
実験材料はこれまでに系統維持してきた以下のマオウ属植物の草質茎を用いた。雑種は人工交
配により作製したものを使用した。 
E. sinica（1：エフェドリンの比率が 50%の個体，2：エフェドリンの比率が 100%の個体，3：プ
ソイドエフェドリンの比率が 99%の個体），E. likiangensis（総アルカロイド含量の高い個体），E. 
sinica ♀ × E. likiangensis ♂（総アルカロイド含量の高い種間雑種），E. chilensis（エフェドリン
系アルカロイドを含有しない個体），E. sinica ♀ × E. chilensis ♂（エフェドリン系アルカロイド
を含有しない種間雑種），E. przewalskii（エフェドリン系アルカロイドを含有しない E. chilensis 
とは異なる種） 
 
実験方法 
 植物体から草質茎を採取し，粉砕後 Nucleo Spin plantⅡ および CTAB 法を用いて DNA を抽
出した。GRAS-Di ライブラリーの調製は 12 組のプライマーを用いて，プロトコルに従い行っ
た。シーケンスライブラリーはバイオアナライザを用いて品質測定を実施した。作製したライブ
ラリーを用いて MiSeq によるシーケンシングを行った（株式会社ジーンベイ）。 
 
４．研究成果 
(1) E. sinica 簡易鑑別法の検討 
 設計した 3 組のプライマーを用いてシングルプレックス PCR を行い，増幅産物を確認した
ところ，147 bp，254 bp，412 bp の増幅産物が確認され，純系統の E. sinica，E. sinica ♀ × E. 
intermedia ♂ である場合は 147 bp の増幅産物のみが確認された。これらのプライマーを用い
てマルチプレックス PCR を行うため，PCR 条件を検討したところ，DNA の添加量は Total 25 
μL の反応あたり 30〜200 ng，Hot start 94℃ 2 min，Denaturation 98℃ 10 sec，Extension 68℃ 30 
sec，Final extension 68℃ 5 min Cycle number 35 cycle の反応条件において非特異的増幅の出現も
なく正しく鑑別可能であった（図１）。さらに，これらのプライマーを用いて，より迅速に多検
体を検出できるようリアルタイム PCR で検出を行った結果，Tm 値の異なる 3 つのピークが
認められ，鑑別可能であった（図２）。以上の結果から，今回開発した 3 組のプライマーは中国
に分布する 11 種のマオウ属植物と E. sinica を鑑別することが可能であった。種間雑種の場合
においても鑑別可能であるが，E. intermedia，E. przewalskii を花粉親にもつ雑種の場合は鑑別す
ることができないと考えられる。しかし，我々はこれまで E. sinica と E. przewalskii の人工交配
を繰り返し行ってきたが，これまでに雑種は得られなかった。その理由として，E. przewalskii は
毬果の形態が大きく異なっている点や，花期が他種と異なる点が挙げられることから，自然界に
おいても雑種を形成しにくいものと考えられる。そのため，実際に鑑別できないと考えられる組
み合わせは E. intermedia が種子親の場合のみであり，簡易法としての鑑別能は十分であると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１：マルチプレックス PCR の結果  図２：リアルタイム PCR の結果 
 M：DNA ladder，B：Blank，1：E sinica 
 2：E. inermedia，3：E. equisetina， 
 4：E. sinica ♀ × E. intermedia ♂， 
 5：E. sinica ♂ × E. intermedia ♀， 
 6：E. sinica ♀ × E. likiangensis ♂， 
 
(2) GRAS-Di による DNA マーカーの探索 
 作製したライブラリーを用いて MiSeq によるシーケンシングを行った結果，得られたシーケ
ンスデータの産出量は平均で 151,069 リード，22,962,488 bp であった。各リード配列について，
GRAS-Di 解析ソフトウェアを用いてリファレンスゲノムを使用せず，各リードをまとめること
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によってマーカー候補を抽出した。その結果，クオリティ A が 4,083 個，B が 129 個，Cが 
160 個，D が 306 個，E が 14 個抽出された。さらに，クオリティ A であった 4,083 個の中
から判定不能の個体を含むマーカーを除去した 4,019 個について SPSS を用いた主成分分析を
行い，Scores plot を作製した。その結果，エフェドリン系アルカロイドを含有しない E. chilensis，
E. sinica ♀ × E. chilensis ♂，E. przewalskii は PC 2 が負の値であり，さらに E. przewalskii は 
PC 1 も負の値であった。また，E. sinica の中では，プソイドエフェドリンの比率が 99%である
個体の PC 1 が最も大きく，エフェドリンの比率が 100%である個体は負の値であった。以上の
結果から，GRAS-Di によって得られたマーカー候補は含有成分と関連がある有力な候補である
と考えられ，目的に応じてさらに絞り込むことが可能である。また，E. sinica 3 個体に共通する
マーカーが 19 個抽出されており，これらは E. chilensis や E. likiangensis との区別も可能であ
ることから，E. sinica の雑種を鑑別できる可能性があると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：GRAS-Di によって得られマーカーから作製した Scores plot 
   E. sinica - 1：エフェドリンの比率が 50%の個体， 
   E. sinica - 2：エフェドリンの比率が 100%の個体， 
   E. sinica - 3：プソイドエフェドリンの比率が 99%の個体 
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