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研究成果の概要（和文）：抗がん剤パクリタキセル（PTX）を安価に培養生産するにはPTXのフィードバック阻害
を軽減することが重要である。本研究では、疎水的なイオン液体1-butyl-1-methylpyrrolidinium bis
(trifluoromethanesulfonyl)imideを利用する二相系培養を試み、PTXを含むタキサン類の生産性を高めることに
成功した。エリシターを加える二相系培養ではタキサン類生産をさらに向上できた。代謝過程からPTX生産の律
速段階は、10-DABからBIIIに関与する酵素の活性が示唆され、この遺伝子発現や活性強化がPTXを含むタキサン
類の効率的生産に重要であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In order to inexpensively produce the anticancer drug paclitaxel (PTX) by 
plant cell culture, the feedback inhibition of PTX should be reduced. In this study, we attempted a 
two-phase culture using hydrophobic ionic liquid 1-butyl-1-methylpyrrolidinium bis 
(trifluoromethanesulfonyl) imide, and succeeded in increasing the productivity of PTX-containing 
taxanes. The biphasic culture with the addition of elicitors could further improve taxane 
production. From the metabolic process to the rate-limiting step of PTX production, it was suggested
 that the activity of the enzyme involved in 10-DAB to BIII, and it was found that the gene 
expression and the enhancement of the activity are important for the efficient production of 
PTX-containing taxanes.

研究分野： 生物工学

キーワード： タキサン類　パクリタキセル　細胞培養　イオン液体　エリシター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らは、植物培養細胞の代謝機能を向上させてイチイ由来のタキサン類を生産するグリーンバイオプロセス
の構築を目指している。申請者らは、脂肪族系イオン液体がタキサン類を顕著に生産させることに成功した。本
研究の培養生産レベルはかなり高いので、産業応用上意義が大きいと考えられる。また、疎水性の有用代謝産物
へ応用が可能でイソフラボノイドやステロイド化合物などへの利用が考えられ、培養産業への波及効果は大き
い。本研究の目標達成により有用産物の大量かつ安価な生産が可能となり、植物細胞を利用する本提案の技術
は、産業生産に対するインパクトや意義も大きく、これからの産業シーズになりうると考えられる。
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図 1 ゲラニルゲラニルダイフォスフェートから
PTX のタキサン類の主な生合成過程 
TASY: taxadiene synthase, DBBT: taxane 
2a-O-benzoyl transferase, DBAT: 10-deacetyl 
baccatin III-10-O- acetyltransferase, BAPT: 
baccatin III 13-o-(3-amino-3- phenyl- 
propanoyl)transferase, DBTNBT: 3’-N-de- 
benzoyl-2’-deoxytaxol-N-benzoyltransferase c. 

１．研究開始当初の背景 
生物をそのまま利用して生活に重要な有用物質を生産する方法は、環境適合型で地球環境に

優しい持続可能な技術であり、近年注目されているグリーンケミストリーの１つでもある。植
物細胞を利用する細胞培養法は、常温常圧で様々な生理活性物質を合成できるため効果的な生
産手段と言える。ニホンイチイ（Taxus cuspidata）は、二次代謝産物としてタキサン類の抗
がん剤パクリタキセル（PTX）を生産する。様々ながん治療に使われ、近年では、アルツハイ
マー病治療薬としても注目される PTX は潜在需要が極めて大きい。PTX の主な製造法は、PTX
前駆体のタキサン類 10-デアセチルバカチン III（10-DAB）やバカチン III（BIII）などを初発
物質として多種の有機溶媒を用いる多段
の反応を経て PTX が合成される半合成法
であるが、十分量の PTX を合成するため
には多量の葉を必要とすること、植物（葉）
の生育が生育環境に左右されること、半合
成法での PTX 合成収率が低いことなどか
ら PTX は高価な薬剤となっている。PTX
の安心安定安価な生産技術の開発は患者
の QOL の向上や今後の需要増への対応と
して極めて重要と考えられる。 
培養細胞は植物と同様な機能をもち、

PTX を含むタキサン類を全合成し、さらに
半合成法に利用できる前駆体 10-デアセチ
ルバカチン III（10-DAB）やバカチン III
（BIII）も生合成するので、細胞培養法は
極めて効率的な合成方法であり、有用性が
高まると考えられる。しかし、細胞は、増
殖速度や生産物生産性が小さい上に PTX
の増殖阻害を受けるため、この阻害回避が
大きな課題である。PTX の疎水性に着目し
て有機溶媒を利用する in situ 分離法に関
する研究もあるが、本研究は、有機溶媒
に代わる疎水性イオン液体を植物細胞
培養に初めて使用し、タキサン類の生産
性が向上することを世界で初めて見出
している（①）。図 1 には、PTX の代謝
経路と反応に関わる重要な酵素を示す。
タキサン類が疎水性であることに着目
し、疎水性媒体を利用する二相系培養を
行って PTX の阻害を回避し、効率的な
PTX 生産が可能と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PTX の代謝過程に関係する種々の酵素の活性や遺伝子プロファイルも検討し、

イオン液体を利用してタキサン類を効率的に生産するバイオプロセスの開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1） 実験材料 
 細胞は、崇城大学で栽培しているニホンイチイ（Taxus cuspidata）から誘導した培養細胞
を実験に利用した。培地は、スクロース 20 g/L、ナフタレン酢酸 0.5 mg/L、ベンジルアデニ
ン 0.05 mg/L を含むガンボルグ B5 培地を使用した。 
 本研究で使用したイオン液体は、市販されているもので細胞毒性が低いと考えられるものを
選択した（表 1）。これまでの研究からタキサン類生産が有効であったイミダゾリウム系
（HMIN-PF6）と新規の脂肪族系イオン液体（PP13-TFSI、P14-TFSI）を実験に用いた。 
 エリシターは、タキサン類生産を向上させるジャスモン酸メチル（MJ、図 2）を利用した。 
 
表 1 本研究で利用したイオン液体の特徴 
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（2）タキサン類を効率的に抽出するイオン液体の検討 
 所定量のタキサン類を溶解した B5 培地にイオン液体を加えて、所定時間後イオン液体を採
取した。培地中とイオン液体中のタキサン類を HPLC 分析して、イオン液体へのタキサン類の
分配係数 Ptaxane（（1）式）を求め、タキサン類を分配するイオン液体を選択した。 

Ptaxane =CIL/Cmedium                                                                                   (1) 
ただし、CILはイオン液体中タキサン類濃度[g/l]、Cmedium は培地中タキサン類濃度[g/L]を示す。 
（3）イオン液体の細胞毒性 
 前培養した植物細胞を培地 20 ｍL を含む 100mL 容三角フラスコに、5 vol％となるように
イオン液体を添加して培養を開始した。イオン液体を含まない培養をコントロールとした。所
定時間培養後、サンプリングして細胞の湿重量（fresh cells weight；FCW）を測定した。細胞
毒性（Cytotoxicity）は次式で定義し、コントロールの細胞増殖量（FCWC）とイオン液体を含
む二相系培養の細胞増殖量（FCWIL）との比（RFCW）から評価した。RFCW の値が 1 以下では
細胞毒性が無く、これより小さい値では細胞毒性があると判定できる。 

RFCW＝FCWC /FCWIL                   (2) 
（4）イオン液体を利用する植物細胞の二相系培養 
 （3）と同様な培養を行い、所定時間培養後、サンプリングして湿重量とタキサン類生産量
を測定した。培地・細胞・イオン液体中に含まれる各タキサン類は HPLC システムで分析した。
タキサン類の生産性の効率を検討するため、タキサン類比生産速度 Etaxane を次式で定義した。
タキサン類の生産量はコントロールと比較した。 

Etaxane [µg/(g-cell·d)] = ∆P/( x·∆t)        (3) 
ここで、∆P は 培養期間で生産されたタキサン量（10-DAB、BIII、PX、CM）で、Total とは
これら 4 つを合計した量、∆t,は培養時間（7 d）、x は∆t.培養後の細胞の FCW を示す。 
（5）イオン液体を利用する二相系培養に対するエリシターの添加効果 
 （4）の実験でタキサン類生産に有効なイオン液体を選択し、エリシターを添加する二相系
培養に利用した。培養条件は（4）とほぼ同様であるが、添加するイオン液体の量を 5vol％か
ら 2.5vol％に減らした。エリシターのジャスモン酸メチル（MJ）は、1～100 µM となるよう
に三角フラスコに加えた。所定の培養時間後サンプリングして、細胞の湿重量とタキサン類の
生産量を測定し、タキサン類の生産性の良好な条件を検討した。 
（6）遺伝子発現プロファイルの検討 
 市販のキットを使ってトータル RNA を分離して cDNA を合成し、プライマーを使って PTX
代謝過程における各種酵素の遺伝子発現を検討した。 
（7）分析 
 細胞の湿重量やタキサン類の分析は参考文献（①）に従って行った。 
 
4．成果 
（1）タキサン類を効率的に抽出するイオン液体の検討 
 表 3 には、各イオン液体へのタキサン類の分配係数を示す。イミダゾリウム系に比べて脂肪
族系は何れのタキサン類も分配係数は大きくなったが、培地への溶解性は小さいことも明らか
となった。イオン液体は高価なため、実際の培養で利用する上では、再利用が不可欠である。
溶解度が小さい脂肪族系のイオン液体が実用性に優れると言える。 
 
表 3 イオン液体の溶解性とタキサン類の分配計数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）イオン液体の細胞毒性  
 図 3 には各イオン液体の細胞毒性（RFCW）を示す。何れも RFCW値もほぼ 1 であることから、
本研究で使用したイオン液体はすべて細胞毒性がないことが明らかとなった。表 1 で示したよ
うに、何れのイオン液体も培地への溶解度が小さく疎水性が極めて高いため、細胞内への浸透
が小さく、細胞毒性が無かったと考えられる。 



図 3 イオン液体の細胞毒性 

図 4 イオン液体 5vol%を含む二相系培
養でのタキサン類の生産速度、Total は
全タキサン類を合計したものを示す。 

図 5 各イオン液体を含む二相系培養における細胞増殖 

（3）イオン液体を利用する二相系培養 
 図 4 には、タキサン類生産速度 Etaxaneに及ぼす
イオン液体の種類の影響を示す。何れの条件もコ
ントロールに比べてタキサン類比生産速度が大き
くなることが観察された。どのイオン液体におい
ても生産されたタキサン類がイオン液体に分配し
たために、タキサン類の生産速度が大きくなった
と考えられる。イオン液体の中で P14-TFSI が最
もタキサン生産速度が大きく、全タキサン類生産
速度においてはHMIN-PF6やPP13-TFSIに比べ
て数倍大きいことが認められた。生産されたタキ
サン類がイオン液体に分配したことによるフィー
ドバック阻害の低減に加えて、P14-TFSI はエリ
シター的な効果をもつと考えられる。有機溶媒の
オレイン酸を添加する培養で PTX の生産性
が向上する報告があり、この中でオレイン酸
が培養細胞に対して非生物的なストレスを
与え、PTX（二次代謝産物）の生産性の向上
に寄与したと考察している。本研究において
もイオン液体が細胞にストレスを与えたた
め、これを回避するために二次代謝産物のタ
キサン類を多量に生産したと考えられる。
P14-TFSI は水に難溶で再利用が容易なため、
優秀な媒体と考えられる。 
（4）イオン液体を利用する二相系培養に対
するエリシターの添加効果 
図 5 には、エリシターを含む二相系培養の

増殖量を示す。増殖量とは 1 フラスコあたり
の湿重量を示す。MJ の添加濃度 1～100 µM、
培養時間が 1～2 週間の何れの培養条件も、
培養初期よりも減少した。これは生産された
タキサン類が細胞増殖を阻害したためと考
えられる。また、何れの条件においてもコン
トロールとほぼ同様な細胞増殖となり、高い
MJ 濃度においてもコントロールと同等の細胞増殖量が得られた理由としては、生産されたタ
キサン類がほとんどイオン液体に分配されたためと考えられる。 
図 6 には、培養 2 週間後のタキサン類の生産量を示す。コントロールに比べてイオン液体を

含む二相系培養はタキサン類の生産量は大きく、MJ 添加によってタキサン類生産量がさらに
増加し、10 µM の MJ が最もタキサン類生産が大きくなった。生産されたタキサン類がイオン
液体に抽出されたため、タキサン類の生産が維持され、大きなタキサン量生産が得られたと考
えられる。100 µM では低下することが観察されたが、これは MJ の阻害作用と考えられる。
Yukimune らも 100 µM の高濃度では PTX の生産性が低下することを報告している（②）。 

二相系培養における細胞増殖に対する MJ 濃度の影響を図 7 に示す。MJ の添加により細胞
増殖がコントロ
ールに比べて低
下したが、100 
µM の MJ では
細胞増殖がコン
トールと同等に
なることが観察
された。タキサ
ン類が顕著に生
産されているこ
とから細胞増殖
も低下したと考
えられるが、100 
µM の MJ で増
殖が回復してい
る理由について
ははっきりわか
らないが、次のこと
が 1 つ考えられる。
すべての細胞内タキ
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図 8 イオン液体 2.5％を含む二相系培養 14
日後の細胞内 CM 濃度と MJ 濃度の関係 

図 6 イオン液体を 2.5vol%含む二相系の培養 14
日後のタキサン類の生産量Totalはタキサン類の
合計量を示す。 

図 7  イオン液体 2.5％を含む二相系培養 14 日
後の細胞増殖に及ぼす MJ 添加の影響 

サン類濃度を調べたところ、二相系培養においてはコントールと比べて CM のみ細胞内濃度が
小さいことがわかり（図 8）、これが細胞
増殖を回復させたと考えられる。 
 イオン液体を適宜交換して長期にわ
たる培養を試みることが重要な課題で
はあったが、検討すべき今後の課題とし
て残された。 
（5）遺伝子発現プロファイルの検討 
 今回の研究では、細胞内からトータル
RNA を精製することができず、遺伝子
発現を確認することが出来なかった。細
胞内のポリフェノールが多量であった
ために RNA を精製できなかったためで
ある。しかしタキサン類の生産量から酵
素の活性化を判断出来る。イオン液体を
添加すると、何れもタキサン類も生産性
が向上することがわかった、とりわけ
10-DABが顕著に増加することが認めら
れた。イオン液体によって PTX への代
謝が活性化されたことが考えられる
が、10-DAB 濃度の顕著の増加は、こ
れ以降の酵素活性が他の酵素に比べ
て活性化されなかったために、
10-DAB が蓄積したと考えられる。 
 MJ 添加によってタキサン類の生産
性がさらに向上することを観察でき
た。これは、MJ が PTX への代謝活性
化を高めたからであり、これまでに報
告された研究と同様な傾向となった。
10-DAB の蓄積量が大きいことから、
この酵素の活性化が抗がん剤 PTX の
律速段階であり、この活性化が PTX
の工業生産に必須である。 
（7）イオン液体を利用する効率的な
バイオプロセスの提案 
 イオン液体の添加によって植物細
胞のタキサン類生産が向上すること
が明らかとなった。生産されたタキサ
ン類がイオン液体に効率的に抽出・回
収されたが、細胞内や細胞中にタキサ
ン類が低い濃度でも蓄積してフィ
ードバック阻害を生じるため、細胞
増殖量を顕著に増加させることが
叶わなかった。二段階の培養を行っ
てタキサン類を生産させることが
有効と思われる。第一段階では、タ
キサン類をあまり生産しない培養
条件で細胞量を増やし、第二段階と
しては増殖した細胞をイオン液体
やエリシターを含む二相系培養を
行うことによって、タキサン類の効
率的生産が期待できる。さらに、イ
オン液体を適宜交換することによ
って、長期にわたってタキサン類の
生産できると考えられる。本研究で
もイオン液体からのタキサン類の
逆抽出を検討したが、適当な有機溶
媒が見つからなかったため、今後は
逆抽出が可能な有機溶媒または他
の媒体を開発できれば、イオン液体
の再利用が可能となり、安全安価なタキ
サン類生産が可能なバイオプロセスが
構築できると思われる。 
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