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研究成果の概要（和文）：石油資源に頼らず、医薬用や工業用として、有用な様々な有機化合物

を植物細胞により生産することを行った。数種の植物の細胞と毛状根を用い、遺伝子組換え、

及びストレス負荷法により、新たに代謝経路を構築したものや誘導したものを確立した。その

中で有用化合物の生産能の極めて高い、エリートクローンを選抜したところ、遺伝子組換えし

たものでは、その生産能が工業用に応用可能なものが得られた。また、ストレス下で新たに有

用物質を多量生産するものがみつかった。  
 
研究成果の概要（英文）：The productions of medicinally and industrially useful organic 
compounds were accomplished by plant cells in place of petroleum resource. Both cell 
cultures and hairy roots harboring or induced new metabolic pathways were established 
via either genetic engineering or artificial stress application. Among them a genetically 
engineered clone was able to produce hilly amounts of such a compound that seemed to be 
possible to apply industrial production. In addition, a clone was found to produce a large 
amount of new compounds under stress condition.   
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１．研究開始当初の背景 
（１）植物は炭酸同化を始めとした無機物の
有機物への変換から植物特有の多様な二次
代謝産物の生産に至るまで、様々な物質を生
産している。この生産は非常に巧妙にコント
ロールされたミクロの空間で進行する最も
効率的な精密細胞工場と言うことができる。 
 
（２）排出二酸化炭素ガスの削減や環境保全

に要するコストの低減の観点から、また安全
性の点でも、医薬品から生活用品に至るまで
の我々の生活に必要な有機物質を可能な限
り、植物の持つこの機能を利用して生産する
ことが望まれる。 
 
 
２．研究の目的 
（１）従来合成化学を基盤として生産されて

機関番号：17301 

研究種目：基盤研究 （C） 

研究期間：2008～2010  

課題番号：20580279 

研究課題名（和文） 代謝経路を改変したエリート植物細胞工場による有用物質生産 

                     

研究課題名（英文） Production of useful compounds by plant cell factories established 

by metabolic engineering 

研究代表者 

北村 美江 （KITAMURA YOSHIE） 

長崎大学・環境科学部・教授 

 研究者番号：40108337 

 
 



 

 

いる工業製品や医薬品の原料を植物の持つ
物質生産能を用いて高生産させる。 
 
（２）遺伝子導入や細胞選抜、ストレス応答
法により新たに代謝機能を構築・誘導し、選
抜したエリート細胞を用いて、有用有機物質
の生産を行うための基礎的開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Agrobacterium rhizogenes を用いて、
微生物由来の HCHL 遺伝子をビート(Beta 
vulgaris)に導入し、毛状根のクローンを多数
確立した。 
①遺伝子の導入を PCR で、導入遺伝子の発
現は RT-PCR と Western blot で、代謝産物
の生産を HPLC で分析した。 
②遺伝子導入の根の強度に与える影響の調
査には引っ張り試験を行った。 
 
（２）Agrobacterium rhizogenes を用いて、
ヒヨスとハマボウフウス(Glehnia littoralis)
の毛状根を確立した。これらの根にストレス
負荷法として、鉄欠乏条件とアスコルビン酸
処理、その両者を組み合わせて、処理した。 
①処理後に生産された furanocoumarin や
riboflavin、未知の新物質は HPLC で定量し
た。 
②細胞毒性の検定はエバンスブルーによる
染色法で行った。ラジカルの検出には ESR 法
を用いた。 
③未知の新物質は大量培養後、培地から酢酸
エチルで抽出し、HPLC で分離分取し、精製
した後、NMR,IR,MS 等で解析し、構造を決
定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）HCHL遺伝子を導入したビート毛状根に
よる有用物質の生産 
①遺伝子発現の強いもの、弱いもの、無いも
のを選び、根の増殖を比較したところ、発現
の強いクローンは発現しないものや弱いも
のと比較して、増殖がやや劣った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：遺伝子発現と生長のクローン間の相違 

②主たる代謝産物として、液晶や医薬品の原
料として有用な p-hydoroxybenzoic acid 
(pHBA) の配糖体が検出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：遺伝子高発現株 Bv18および非発現株 Bv48
による生産物の HPLCクロマトグラム 
     
③HCHL遺伝子の発現の強いクローンほど生
産量が高かった。中でも、クローン Bv18は
pHBA誘導体を乾燥重量で約 14％生産する超
高生産株であることが判明した。しかも、主
な誘導体がグルコースエステル (pHBAGE)で
あるため、容易に加水分解され、原料として
pHBAを回収し易い、これまでに報告の無い優
良クローンであることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：クローン Bv18による pHBA誘導体の生産
量の経時変化（図内図は組織当りの生産量） 
 
④高遺伝子発現の組織に及ぼす影響を調べ
た結果、細胞壁結合成分として、pHBA が検出
され、根の張力が小さくなることが判明した。 
 
これらの成果は今後、工業レベルでの生産の
検討を必要としており、砂糖などの工業生産
材料となっているビートでの遺伝子組換え
の成功は国際的にも注目されている。 

 

 

 



 

 

（２）鉄欠乏ストレスによりヒヨス毛状根で
誘導される有用物質の生産 
①毛状根を鉄欠乏下で培養すると培地が黄
色になることを見出し、黄色化合物が根端か
ら分泌された riboflavin（Vitamin B2）であ
ることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②各種クローンによる生産量を比較し、Ha16
が増殖と ribofabin生産量の点で優れたエリ
ートクローンであることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③鉄欠乏下では呼吸活性が上昇すること、呼
吸鎖を構成する各タンパク質に特異的阻害
剤による阻害実験から、riboflavinを放出す
る原因は鉄要求性の高い、呼吸鎖複合体が鉄
を節約するように変化したことと関連する
というモデルを提案した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

今後、鉄欠乏処理を行うことで野菜などに
riboflavin を多量生産させる方法の確立に
応用が可能と思われ、栄養学上の貢献が期待
される。また、鉄欠乏下で生長する植物やそ
の生長のしくみはこれまでに全く報告がな
いことから、今後、アルカリ土壌等への応用
や砂漠化防止への利用に期待がもたれる。 
 
（３）アスコルビン酸(AsA)過剰ストレス、
および鉄欠乏ストレス下のハマボウフウ培
養根により誘導される有用物質の生産 
①通常の鉄を含む培地で培養した根や葉を
10～４0ｍM AsA で処理すると、医薬品として
重要な furanocoumarinが誘導、高生産され
ることを見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図：葉および根による Furanocoumarin の
誘導・生産に及びす AsA濃度の影響 

 
②形質転換した毛状根を用い、AsA 処理によ
るクローン間での Furanocoumarin 生産量を
比較したところ、Gl6 が根の増殖と有用物質
の生産の両方で優れていることが明らかに
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③鉄欠乏条件下で AsA を処理すると、これま
でに検出されたことの無い、未知の化合物を
２種、新たに多量につくり出すことが判明し
た。 

 

 

 

 

 



 

 

④同定の結果、この未知の化合物は 6,β- 
dihydroxyphenethyl ferulate (DF)と 6, β- 
hydroxyphenethyl ferulate (HF)と判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：フェルラ酸の誘導 DF および HF の構造 
 
⑤AsA で誘導される代謝物が鉄の有無により
異なる原因を調べ、ラジカルの発生による細
胞毒性と関連があることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：鉄の有無による AsAの細胞毒性の相違 
 
⑥細胞毒性の原因を調べ、様々なラジカル種
の特定を行い、鉄存在下では鉄欠乏下と比較
して、アスコルビン酸ラジカルの生産が顕著
であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図：AsAラジカルの生成と強度 
（ESR 法による検出） 

 
 

本研究で植物中に普遍的に存在するアスコ
ルビン酸が、一定濃度以上で植物細胞にスト
レス代謝を誘導することを始めて明らかに
した。加えて、鉄欠乏下ではその代謝が変化
すること、ハマボウフウでは全く報告の無い
新物質を誘導したことなど、本研究の成果の
新規性は著しい。また、ここで得られた DF
と HF には、化学構造上、生理作用が期待さ
れることから、今後は大量生産させ、生理作
用を調べる必要がある。 
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