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研究成果の概要（和文）：植物培養細胞株の代謝物解析により明らかにされた代謝中間体を基質とするような二次代謝
生合成遺伝子を理論立てて導入し、細胞内での本来の代謝フローを合理的に改変することで、有用生理活性物質の高効
率的生産系の確立を目指した。例としてオオムギ由来のagmatine coumaroyltransferase (ACT) 遺伝子を高発現する組
換えタケ培養細胞株を作製し代謝改変したところ、タケ細胞にもともと蓄積していた化合物は顕著に減少していた一方
で、組換え株中には新たに生成した化合物が高蓄積しており、その量は微生物宿主を用いた合成生物学的手法による物
質生産において得られる蓄積量の数倍~数十倍に達していた。

研究成果の概要（英文）：We surveyed secondary metabolites occurring mainly in bamboo cells and identified 
feruloylputrescine and p-coumaroylputrescine, suggesting that phenylpropanoid and polyamine biosynthetic 
pathways are highly active, and the bamboo cells are suitable for the production of alternative secondary 
metabolites derived from those pathways. We next generated stable transformant of bamboo cells expressing 
agmatine coumaroyltransferase gene of barley in the expectation of metabolic-flow switching from 
hydroxycinnamoylputrescines to hydroxycinnamoylagmatines. As a result, in the recombinant cells, the 
putrescine amides content decreased and instead high content of agmatine amides was newly produced as 
expected, where the content of major product p-coumaroylagmatine reached approximately 350 mg per liter 
of culture. The results provide proof-of-concept to the usefulness of ‘rational metabolic-flow 
switching’ in synthetic biology using plant cell hosts.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
植物二次代謝産物の大量生産法として、
化学合成法、抽出法、および生物的生産法
が知られている。化学合成法は多段階の合
成ステップが必要でかつ高環境負荷であ
ること、抽出法は原料である植物体の部位、
生育ステージ、採取時期などによって含有
量が異なりかつ供給が安定していないこ
と、等の問題点を有している。それに対し
て生物的生産法は低環境負荷であり、安定
した生産性の確保やスケールアップ等が
比較的容易であることなど化学合成法や
抽出法にはない多くの利点がある。近年、
植物二次代謝生合成遺伝子群を大腸菌や
酵母等に組み込み発現させ大量生産を目
指す、いわゆる合成生物学が潮流となって
いる。しかしながら、導入した生合成遺伝
子の異種発現が困難な場合が多いことや、
植物と異なる基本代謝系に起因する培地
への基質添加の必要性、ならびに基質の細
胞内への低い取り込み効率や宿主への毒
性など、多くの障壁を伴っている。これに
対し、生物的生産法での植物培養細胞の利
用は植物自身の細胞を用いているため、微
生物宿主を用いた合成生物学的手法にお
ける多くの問題点を克服する可能性を秘
めており、植物培養細胞による有用植物二
次代謝産物の高度生産プロセスの樹立は
極めて意義がある。しかしながら、一般的
に植物細胞は増殖に時間を要することや、
増殖の制御、遺伝子組換えが難しいといっ
た理由から、これまで宿主としてほとんど
用いられることはなかったが、これらの問
題点を解決することができれば、植物培養
細胞を宿主として用いる植物二次代謝産
物の生産の実用化に向けた大きなブレー
クスルーとなることは間違いない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、タケ培養細胞内で活発に生
産される代謝中間体を基質とするような
二次代謝生合成遺伝子を理論立てて導入
し、細胞内での本来の代謝フローを合理的
に改変することで、有用生理活性物質の高
効率的生産系の確立を行う。 
植物培養細胞による有用物質生産は以
前から研究されているが、ほとんどは対象
とする化合物をもとから含有している基
原植物の培養細胞化によるものである。そ
の場合、培養細胞化によって基原植物でみ
られていた二次代謝産物が全く、あるいは
ほとんど作られなくなることが多く、それ
を培養細胞で回復させることに研究の主
眼が置かれていた。しかしながら、その成
功率は一様に低く、培養細胞における物質
生産が産業化に至った例は数例しかない。
一方で、物質生産の場として、遺伝子組換
え植物細胞を用いる試みはこれまでもな
されているが、汎用されている植物培養細

胞に生合成遺伝子を無戦略に導入するとい
うものであり、それが成功に至らない原因で
あると考えられる。本研究はこれらの欠点を
凌駕する全く新しい独自のストラテジーを
もつ。 
申請者らはこれまで、ハチクやマダケ筍由
来のタケ懸濁細胞系を樹立するとともに高
頻度増殖系を確立してきている(Floriculture 
Ornamental and Plant Biotechnology 240-244 
(2008)、Plant Biotechnology 28: 43-50 (2011)、
特開 2014-054230）。また、その増殖期にパー
ティクルガンにて形質転換を行うことで、効
率のよい遺伝子組換え系も確立している 
(Plant Biotechnology 28: 43-50 (2011)、American 
Journal of Plant Sciences 3: 368-372 (2012))。さ
らに、タケ培養細胞における高度に発達した
一次代謝系の解明および、増殖／木化促進等
の培養フェーズ調節にも成功している（Plant 
Methods 8: 40 (1-9) (2012)、American Journal of 
Plant Sciences 3: 1066-1072 (2012)、特開
2014-054230）。これらの性質は、タケ培養細
胞の植物二次代謝産物生産宿主としてこれ
までにない高いポテンシャルを示しており、
申請者らはそのノウハウをほぼ独占的に有
している。 
 
 
３．研究の方法 
 様々な培養条件（培地、温度、通気、pH、
光照射、装置、培養スケール）下で培養した
タケ培養細胞抽出物をHPLC等にて詳細に代
謝産物解析した。それらが未知化合物の場合
は、当該物質を単離・精製し、各種分光学的
手法により構造解析した。慎重を期すため、
標品を化学合成し、各種スペクトルデータや
HPLC上での挙動の一致をみた。 
 タケ細胞への遺伝子導入は、目的遺伝子を
pIG121 バイナリーベクターに組み込んだも
のを作成し、パーティクルガンにてタケ培養
細胞株に導入した。選抜マーカーを含む固体
培地上で安定して増殖する組換えセルライ
ンを選抜し、ゲノム PCRおよび mRNAを調
製後 RT-PCRにて目的遺伝子の導入および発
現を確認した。 
  
 
４．研究成果 
 申請者らのこれまでの研究によって、タケ
培養細胞の増殖性ならびに代謝能は、培地に
添加する糖類および植物ホルモンの種類や
培地の濃度によって大きく変動することが
明らかになっている。そのため、様々な培養
条件下で培養したタケ培養細胞抽出物を詳
細に解析したところ、ハチク(Pn) 細胞を木化
条件 (10 μM benzyladenine添加) 下で懸濁培
養したときに細胞内に多量に蓄積する主要
未知代謝産物を見出した。本化合物を単離・
精製し、各種分光学的手法による構造解析を
行い、さらに化学合成標品との一致から、本
未知化合物は feruloylputrescine (FP)および



p-coumaroylputrescine (pCP)であることが明
らかとなった。 FP および pCP は、
feruloyl-CoA (F-CoA) お よ び
p-coumaroyl-CoA (pC-CoA)が、ポリアミン
生合成経路において agmatine (Agm)より
後に生成する putrescine (Put)と縮合するこ
とで生合成されていると考えられる。この
結果から、Pn細胞は木化条件下でフェニル
プロパノイド系およびポリアミン系の生
合成能に長けていることが分かり、その代
謝 flux改変による有用物質の生産系のモデ
ルとして有効であることが明らかとなっ
た。 
 次に、FP、pCPの生合成中間体を良好な
基質とする二次代謝生合成酵素を導入遺
伝子候補として合理的に選出し、導入する
ことで組換えタケ細胞を創出することを
試みた。導入遺伝子として、F-CoA や
pC-CoAと Putの生合成中間体である Agm
の縮合反応を触媒するオオムギ由来の
agmatine coumaroyl transferase (ACT) 遺伝
子を選抜した。ACT遺伝子を Pn細胞株に
導入後、安定して増殖する組換えセルライ
ンを選抜した。組換え Pn 細胞株について
詳細に代謝物解析を行ったところ、予想通
り細胞内には代謝フローがスイッチング
されることによって生成した pCAと FAが
著量蓄積する一方、pCP や FP の蓄積量は
顕著に減少していた。 
 得られた組換え Pn 細胞を培養して、代
謝フロースイッチングによって生成した
pCAと FAの蓄積量を精査した。その結果、
培地リッター当たり 300mg を越える
pCA+FAの蓄積を確認した。この値は既存
の大腸菌等の微生物宿主を用いた合成生
物学的手法による植物二次代謝産物生産
において得られる蓄積量の数倍~数十倍高
いものであった。また、ジャーファーメン
ターを用いた大スケールでの培養を行い、
実用化をにらんだ諸条件の最適化を行っ
たところ、攪拌培養においては攪拌プロペ
ラの剪断力による細胞の破断、エアーリフ
ト培養においては不十分な混合による生
育阻害が起こり、フラスコ培養ほどの生産
性を得ることはできなかった。 
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