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総 合 論 文

植物細胞の 培養 と再分化に 関す る

工 学的研究

（平成10年度　 日本生物工 学会照井賞受賞）
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Bioengineering　Studies　on 　Plant　Cell　Cultures　and 　Their　R．egeneration − Monograph −

　　　 NoBuYuKI　UozuMI （Bioscience　Center
，
　Nago］a σ漉 87∫吻，

　NageJa　464−8601）Seibutsu・kogaku　77： 187−

　　　 196，1999 ，

　　　　　 There 　are 　two　main 　strategies　for　obtaining 　biochemical　products　from　plant　cells：　1．High−

　　　 density　culture 　ofcclls 　usingbioreactors 　in　combination 　with 　an 　effective 　control 　technique ．2，The

　　　 micropropagation 　of　cells．　 This　review 　shows 　that　processes　developed　for　procuring　biochemical

　　　 products　from　callus ，　embryogenic 　callus ，　transgenic　plant　cells ，　and 　hairy　roots 　provide　promising
　　　 means 丘）r　the 　bioengineering　exploitation 　of 　plant　cells ．
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は　 じ　め　 に

　躍進する ア メリカと撤退する日本の植物バ イオ産業

ア メ リカ合衆国 の カ リフ
ォ ル ニ ア 州サ ン デ ィ

エ ゴ 近郊に

製薬会社が出資する応用を め ざした植物バ イ オ 研究所が

つ くられ る．そ の 研究所に 勧誘された教授や実際に 合衆

国の大学をや め て そ の研究所に移る若い教授が い る．ま

た ，そ の製薬会社は有名研究室の ボ ス ド ク を ご っ そ り社

員として リ ク ル ー
ト した，1994年遺伝子組換え トマ トが

合衆国 の 市場に 開放されて 以来，欧米 の 植物パ イ オ 産業

は着実な躍進を続けて い る，日本で も他人事で は な く，

すで に遺伝子組換え大豆 を は じめ とする遺伝子導入 野葉

が欧米か ら輸入 され ， 実際に 豆腐原料の よ うに加工 され

我々 の 口 に 入 っ て い る．地球 の 田畑 に 植えられ る植物は

すべ て 欧米企業 などの 数社 の 製品 で ある遺伝子組換え植

物と な る 日 も遠 い 未来で は な くな っ た．欧米 で は 「植物
バ イ オ は カ ネ の なる木」 と考え られ ， 投資が続けられ て

い る．

　一方，国内の 企業 に 勤 め る友人，知人か ら聞 くと こ ろ

に よれ ば，「植物バ イ オ は や め た 」 とか 「植物部門は バ

ブル の崩壊 とともに縮小された よ」 との こ とである．日

本で は植物の 応用研究は儲か らない とい うこ とに な っ て

い る ようだ．こ れは 企業規模や 日本 とい う国の 事情に よ

る の だ ろ うが，国内植物バ イオ部門の 縮小は ， 海外企業

の 日本へ の 進出を よ り助長する こ とに な る と考えられ

る，

　本稿の 研究を遂行中に ，毛状根の 再分化植物プ ロ セ ス

に関する原稿を本学会誌JFB（現JBB）に 投稿 した．その

際 国内の 論文審査員に ， 遺伝子組換え植物 の 野外試験

は まだ遠い 未来の話で ， 法律的に整 っ て い な い こ とを意

見 され，そ うい う指摘に は どう答え て良い の か 困っ た こ

とを覚え て い る．しか し，それか ら 3年もたたずに ，遺

伝子組換え トマ トは 合衆国市場 に 出回 っ た ．そ の 頃，別

刷 り請求とともに ， 遺伝子組換え植物の 大量生産プ Pt セ

ス 構築は 必要か つ 興味ある研究である と海外研究者か ら

感想をもらい 私達は 素直に喜ん だ．

　察す る に ，遺伝子組換え トマ トは合衆国だ か ら認可 さ

れ た の で あろ う．もし，同時期 に 日本 で 同 じこ とをやれ

ば時期尚早と猛反対で つ ぶ さ れ た で あろ う．遺伝子組換

え大豆 の輸入は 日本で も許可され た が ， 最初に 日本国内

の 企業が 同じもの を作 っ て も簡単に は許可 されなか っ た

と想像する．海外に お い て前例がな い と日本 で は 認めて
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Process　for　production　of 　biochemical　products　and 　plants　from　callus 　and 　hairy　roots ．

もらえない の で ある．こ の ような状態の国内で この 先ど

の よ うに植物バ イオ テ ク ノ P ジーが進ん で い くの か に興

味を持 っ て い る．

　植物細胞を用 い た物質生産で は，培養槽の よ うに閉ざ

された空間で増殖させ て 目的生産物を回収する方法と，

植物工場や野外の よ うな開放系で植物を光合成に よ っ て

生長させ て 目的産物を回収する方策の両者が考え られ る

（Fig．1），本稿は 2種類の物質生産プ ロ セ ス の 構築を 目

標に した応用研究の 結果報告で あ る，

1． 物質生産系と して の植物細胞と培養プ ロ セ ス

　植物は 土 の 上 で生長させ る とい う固定観念か ら脱却 し

て ， 近年で は液体培養技術の利用方法が盛 ん に研究され

て い る．特に ，細胞や小植物体を扱 う場合に は ， 集中管

理 が可能な こ と，外的環境に 比較的敏感な生長段階を保

護するな どの 理 由か ら最適な培養槽を用 い た閉鎖空間 で

の 培養が研究され る よ うに な っ た ．

　植物細胞の液体培養は微生物培養技術を土台に して発

展 して ぎた が，放線菌や糸状菌の よ うに集塊を形成 し，

高濃度培養時に は培養液が擬塑性流体を呈するな どの 点

は微生物培養 に 類似 して い る，微生物 の 発酵プ ロ セ ス に

おける計測項 目の大部分は植物細胞培養に も適用可能で

ある．しか し， 植物の 形態は多様 で あり，
カ ル ス （未分

化細胞）， 植物の 外植片 ， 不 定根 ， 不定胚 ， 不定芽 ， 毛

状根 ， 小植物体などがある こ とか ら，植物細胞特有の 問

題も考慮に入れて培養を行う必要がある．植物細胞の
一

般的特徴は植物種 ，培養環境条件な どに よ っ て多少相違

す るが，（1）増殖速度が遅 い，（2）せ ん断力に弱い ， （3）

酸素要求性が小さい ，（4）細胞集塊の 形成，（5）代謝産

物は細胞内蓄積型が多い ， （6）細胞形状，大きさが不均
一

， （7）細胞経が大きい ，（8）分化全能性を有する，な

どが微生物 との相違で ある．した が っ て ， 培養環境の計

測項 目は微生物培養と比較 して多 くな り，そ の 制御も よ

り複雑となる．こ の ため，植物細胞培養に あわせた計測

方法 の 開発が研究される よ うに な っ た．本研究で は カ ル

ス の 他に ， 植物細胞に 土壌細ts　Agr・bacten
’
um 　rhi3 ・genes　h：

持つ Ri プ ラ ス ミ ドが導入 され て誘発さ れ た毛状根を材

料に物質生産プ P セ ス に関する研究を行 っ た ．

　流加培養による高密度培養と細胞収率 ・維持 エ ネル

ギー
係数の算出　　微生物 の 培養で 行われて い るように

バ イ オ リア ク タ
ー

を用 い た高密度培養を行うこ とが 望ま

れる．回分培養は培養途中に おける雑菌汚染の心配がな

い が ， 応用をめ ざ した植物細胞か ら物質を 効率的に生産

させ るに は適当 で ない 場合が多い ，植物細胞 で は微生物

や動物細胞の よ うに 増殖途中で細胞外へ 代謝産物を大量

に分泌し細胞活性を阻害する こ とは比較的少ない の で ，

培養液を交換する反復回分や連続培養は必須 で は ない ．

植物細胞 の 培養特性と培養操作を考慮す ると流加培養が
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Table　1．　 Concentrations　 of 　 major 　 components 　 alld

　 　 metal 　ions　in　media 　for　fed・batch　culture ．

MS 　 GarrQth・i・y　 4ノ  ・ h・i・y　 BY ．2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 root　 　 　 　 root

NH4NO3 　　　 1．65
KNO3 　　　　　　　1，90
CaCl22H20 　　0．44

MgSO4 　7H20 　0，37
KH2PO4 　　　 0．17

00

巨
」

70

801949612000 1．102
．000

，150

．270
，30

1，生91
，710

，220
．260
，60

効率的な培養方法の
一

つ とな る．流加培養で は ，植物細

胞に取 り込まれた栄養成分を培養進行とともに添加し ，

植物細胞 に 吸収され た栄養成分を最適値 （例外を除い て

初期値）に保つ 操作を行 う，こ の た め培地 の サ ン プ リ ン

グが必要となるが ， 測定するべ き成分の 数が多 くすべ て

の 栄養源を測定す る こ とは 現実的で は ない 、そ こ で細胞

増殖 （培地 の 電気伝導度変化）を モ ニ タ
ー

しなが ら栄養

源を
一定範囲の 濃度に 供給する方法を開発する必要があ

る．1）

　植物細胞内の 培養液成分は ，糖，金属イ オ ン
，

ビ タ ミ

ン
， 植物 ホ ル モ ン で あり微生物用培地に おける合成培地

に匹敵し単純か つ 安価で ある．栄養源 の 流加 に は ，細胞

1g 増え る の に何 gの 各栄養成分が必要 となるか （細胞

収率）をは じめ に 知る必要がある．イ オ ン 成分は ，増殖

中に培養槽外へ 排出 されない こ とか ら ， 常に細胞の 増加

量と培養液中の イオ ン 成分 の 減少量 は 比例する と考えら

れる．我 々 は こ の各イオ ソ 成分の値に棊つ い て ， 流加培

養用 に修正 MS 培地を調製し た （Table　1）．こ の 培地 の 5

倍か ら10倍の 濃縮修正 MS 液を加 えれば特定栄養成分

だ け蓄積 した り，また は加えて い る に も関わ らずそれ以

上 の消費か ら枯渇 して しま うこ とがな く，ほ ぼ各栄養成

分濃度を
一定値に保つ こ とが可能で あ っ た．

　糖源として は
一般に 二 糖類であるス ク ロ

ース が用 い ら

れる．しか し，ス ク ロ
ース は グル コ

ース と フ ル ク トース

に加水分解されるの で糖濃度を制御する た め に は 3種類

の糖濃度測定が必要とな り複雑とな る。単糖を用 い れば，

測定方法が単純とな り制御も容易に な る．特に グ ル コ
ー

ス は ，オ ン ラ イ ン グ ル コ
ー

ス ア ナ ラ イ ザ ー
を用い るこ と

に よるオ ン ライ ソ 制御が可能である．予備実験として植

物種に 応じた ス ク ロ
ース の 代わ りの 細胞の 増殖に 最適と

な る単糖を検討しそれらを用い た ．グル コ ース また は フ

ル ク トース を用い れば ，
ス ク ロ ース と比較 して細胞増殖

速度，目的生産物の含有量 の点で ま っ た く遜色 は なか っ

た．2−4）

　下記に 示す ように流加培養を行 っ た際 ， その 培養曲線

か ら培養パ ラ メ ータ ー
を求め るこ とが で きた．糖つ ま り

炭素源の一部は培養槽外へ GO2 ガ ス となっ て抜け出て

しま うの で物質収支を とるこ とは で ぎない．その た め増

殖 に 関する方程式が必要で ある，毛状根は 生長点増殖の

た め微生物や カ ル ス で 適用され る方程式は 用 い る こ とは

できな い ，

　　対数増殖を示す細胞 （微生物や カ ル ス ）

　　　
− d2S！dt2＝ mdx ！dt十（d2x！dt2）YG

　　生長点で直線増殖する細胞 （不定根や毛状根）

　　　
− dS！dt＝ mX 十（dx〆dt）YG

　 m ：維持 エ ネ ル ギ
ー
係数　YG ：細胞収率　X ：細胞量

s ：糖量　t：時間

　 こ の 簡単な式か ら，毛状根の 細胞収率，維持 エ ネ ル ギ ー

係数を求め る こ とが で きた ，求め られた細胞収率，維持

Table　2．　 Cornparison　of 　biomass　yields　from　saccharides 　and 　maintenance 　coeMcients 　for

　　saccharides 　with 　published　values ．

Organism SubstrateCeil
　yield　YG 　 Maintenance　coeMcient

，
　m

　［9・9
− 1
］　　　　　　　　［9・9T1・d

−1
】

Plant

　Carrot　hairy　root

　4／uga 　hairy　root

　E∬ ゐ∫6ゐelteia　caltfornica 　calius

　APPle　callus
　 〈Jicotiana　taba‘um 　callus

　 Nicetiana　tabacum　caUus

　Medicago　sativa　callus

Microorganisms

　 Candide　 utitis

　Penicillium　c勿 sogenum

　 Pseudomonas　methanica

　 ．4e厂obacter 　cloacae

fructoseglucosesucrosesucrosesucroseglucoselactose

glucoseglucosemethameglucose

0．600
，770
．710

，570
．600

．520

．77

0，510
．430

．560

．壬4

0．0850
．1050

．0740

，e120
．0860

，1060

．113

0．528

2．256
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エ ネル ギー係数は ， 細胞活性の 評価 に も用 い られ る．植

物 の 維持 エ ネル ギ ー
係数は運動性 の ある微生物と比較 し

て 小 さい ．3）（Table　2）．

　毛状根に つ い て タ
ービ ソ 内蔵型 フ ァ

ーメ ン タ ーを用 い

る こ とで良好に高密度培養する こ とが で きた．上記 の 修

正 MS 培地を用 い て 電気伝導度が
一

定 に な る よ う1こ濃

縮修正 MS 培地を流加する こ とで ， 糖 ， 硝酸イ オ ソ
，

ア ン モ ニ ア イオ ン，お よ び リ ン 酸イ オ ン 濃度を ほ ぼ一定

の 範囲 の 濃度に培養期間維持す る こ とがで ぎた．ニ ン ジ

ン 毛状根を 30，1g 乾重fl，2）ア ジ ュガ 毛状根を 27，2g 乾重1
13）に ま で バ イ オ リア ク タ ー

を用 い て増殖させ る こ とが

で きた （Fig．2，3）．細胞収率の 値を 求め て調製 し た修正

MS 濃縮液は 毛状根に限らず ， 以下に 示す実験の よ うに

カ ル ス の 流加培養で も使用する こ とは 可能であっ た ．

　目的生産物の回収操作　　生物は フ ィ
ー

ドバ
ッ

ク 制御

機構を持 っ て い るた め ，生産物が細胞 内に蓄積する とそ

の 合成を止め て し まう．そ の 生産物を細胞か ら培養途中
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Fig．2．　Fed−batch　culture 　with 　control 艮ed 　fructose　concentra −

　　tiQn　in　carrot 　hairy　root 　medium ，

に取 り出すこ とが で きれぽ細胞は 生産を続ける と考えら

れ る．我 々 は 金属イ オ ソ を培養液中に添加する こ とに よ

り， 西洋わ さ び毛状根か らペ ル オ キ シ タ
ーゼ を長期間生

産 させ る こ とに 成功 した ．5）添加す る金属 イ オ ン の 中 で

もカ ル シ ウ ム イ オ ソ がもっ とも効果があ っ た ．培養液中

に 漏出 したペ ル オ キ シ タ ーゼ を カ ラ ム に 吸着させ ， 残 り

の 培養液は細胞培養槽に 返す操作で 150 日に わ た っ て ペ

ル オ キ シ タ
ーゼ の 生産と回収が可能で あ っ た ．6）

　高密度培養に おけ る遺伝子誘導型物質生産　　植物細

胞は タ ン パ ク 質の生産工 場として，微生物や動物細胞 の

代替宿主 として研究されて い る．遣伝子誘導は 適切な遺

伝子発現 プ P モ ー
タ
ー

を用い れば容易に行える．しか し ，

微生物や動物細胞 と同様に遺伝子誘導時期 ， 誘導物質の

濃度などの 最適化が必要 で あ り，タ ン パ ク 質生産開始と

ともに 植物宿主 に か か るエ ネ ル ギ ー
的負荷を考慮す る必

要がある，

　我 々 は ， 光で誘導される ル ビ ス コ （rbcS3B ）プ ロ モ ー

タ ー
（ribrose

−1，5−bisphosphate　carboxylase ／oxygenase 　small

subunit ）とジ ャ ス モ ソ 酸 （CDI）プ P モ ータ ー
（cathepsin

Dinhibitor　premoter）の タ バ コ 培養細胞に お ける誘導生

産に つ い て検討 した ．

　タ バ コ 培養細胞 BY −2は光 シ グ ナ ル に 関す る情報伝達

系に変異が起こ っ て い る こ とに 加え，光照射下 で も緑化

鬟｛

攤 ・tPtW

Fig．3．　Growth 　of 　carrot 　hairアroot 　in　fed−batch　culture 　using

　 　fructQse　as 　a 　carbon 　source 　at 　38d．　 The　lower　illustration
　　presents　 a　 vertical −section 　 view 　of 　condensed 　hairy　 root

　 　 material ．
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しな い ．こ の 理 由か ら BY −2 で は rbcS3B プ ロ モ ータ ー

の 光誘導は 起 こ らな い と予想して い た．と こ ろが ， 実際

に は光に よ る誘導発現が観測され，光とい う糟外か らの

誘導に よ る遺伝子発現と して 物質生産に 用 い る こ とが で

きる こ とが分 か っ た，流加培養終期 に は，培養液の 体積

分がすべ て細胞 に と っ て か わ るほど高密度に 細胞は増殖

した，最終到達細胞密度は 47，6g 乾重〃と高い 価 とな っ

た」＞

　GDI プ ロ モ ータ ーは ジ ャ ス モ ン 酸 （metyl 　jasmonate）

の添加で強力に活性化され る，我 々 は フ ラス コ 培養から

培養液量 3t の フ ァ
ー

メ ン タ
ー

を用 い て 高密度培養 の ス

ク
ー

ル ア
ッ

プ を試み た，BY −2 の 培養で は高密度に なる

と撹拌 され に くくなる．粘性が高い 細胞に お い て も撹拌

が行われ る Maxblend −type の フ
ァ
ー

メ ン タ ーを用い る培

養を試み た ．本フ
ァ
ーメ ン タ

ー
は撹拌板が大きい こ とか

ら ， お お よ そ培養槽が細胞に よ っ て 埋 め 尽 くされ る まで

撹拌は行われ た ．し か し，さらに 細胞が増殖され ると撹

拌板が回転しな くな っ た．こ の こ とは流加培養に よ っ て

細胞 が増殖で きる隙間がない ほ ど密に な る ま で培養で き

る こ とを意味して い る．

　遺伝子発現誘導と ほ ぼ同時に 細胞 の 増殖が急激 に 低 く

なる こ とが分か っ た ．調べ て み る と，何らか の 増殖阻害

代謝物質が生産され て い る こ とが 明らか と な っ た ．こ れ

を解決するため に，阻害物質を フ ィ ル ターで糟外へ 除去

する培養を行 っ た．こ の 結果，細胞増殖お よび遺伝子産

物 の 生産量は ，流加培養 の 1．3倍お よ び 1．5倍に増加 し

た，B）

　最終到達細胞密度は カ ル ス の 方 が毛状根に 比 べ て高

い ．こ れ は 毛状根は ひ と続ぎの 器官で あるた め ，細胞 で

は埋 め られな い 根と根の 空間が で きる こ とに 起因する と

考え られ る．い ずれ に して も，流加培養を基本とした方

法で 培養液の 体積まで ，ぎっ し り高密度に 培養する こ と

が可能である．

　シ ミ ュ レーシ ョ ン を用い た培養環境制御　　シ ミ ュ

レ ーシ
ョ

ン の利用は ， 製造工場や生産現場 で は広 く用 い

られ て い る方法で あ る。大規模培養 の よ うに 数多 くの

デ
ー

タ の 蓄積が 難 しい 場合などに ， 試験管や フ ラ ス コ な

どの 小規模ま た は簡便な装置を用い て データを蓄積 した

後 ，
シ ミ ュ レ ーシ

。
ソ を行い培養状態を推定する こ とに

用い られ る．また ，培養中に は実測 が 不可能なパ ラ メ
ー

タ
ー

を シ ミ ＝レ ーシ
ョ

ン を用い て 推i定 しなが ら， 培養環

境を制御する の に も利用で きる．こ こ で は ア ジ ュ ガ 毛状

根か ら昆虫脱皮ホ ル モ ン （20一ヒ ドロ キ シ エ ク ダイ ソ ソ）

を 生産させ た 具体例をあげて シ ミ n レ
ー

シ ョ ン 利用 の 有

効性を考え て み る，

　増殖段階と二 次代謝産物の 生産段階 の 2 段階に 分け て

プ P セ ス を考える必要があ る．増殖段階に お い て ， 毛状

根の 生長点を増加さ せ る に は オーキ シ ン を 添加す る こ と

が有効で ある こ とを見い だ した
9）（Fig．4）．しか し，オー

キ シ ン は R的生産物 の 生産に は 阻害的で あるた め 二 次代

謝産物 の 生産段階で は枯渇させ る．二 次代謝産物の 生産

段階に 培養を移行さ せ る に は ，細胞を 生 か した状態で増

殖を止 め れば よい ，我々 は培養途中に細胞内リ ン酸濃度

を低 く保つ こ とに よ っ て ， 昆虫脱皮ホ ル モ ン が細胞内｝こ

蓄積され ， 細胞増殖は ほ ぼ停止する こ とを確認 した．も

し細胞内 リソ 酸濃度を測定する こ とが で きれ ば ，培養液

に添加する細胞外 リソ 酸濃度を制御 して 目的生産物であ

る昆虫脱皮 ホ ル モ ソ を効率よく多量 に蓄積させ る こ とが

可能で あ る．

　 とこ ろが ， 毛状根を フ
ァ
ーメ ン タ ーで培養する際に ，

細胞の サ ソ プ リソ グと リン 酸含有量 の 測定 は 以下 の 理 由

か ら非常に難い ，1）サ ソ プ リ ン グ を行 うために は 小 さ

な操作 口 か ら，絡 み 合 い ひ とつ づ きに伸び て い る毛状根

を何らか の 方法 で 切断して 取 り出さなければならない 。

2）通気や運転を停止する時間は 限られて お り，雑菌汚

染を考慮して操作をする こ とは困難．3）細胞内の リ ン

酸濃度 （含有量）を測定する こ とは手間が掛か り，時間

　 　 　 　 　 　 　 　 　10mm 　 　 　 　 　 　 　 IOmm
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ■ ■ 騨 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Fig．生，　 Scanning　electron 　micrographs 　of 　horseradish　hairy
　　 root 　cultured 　in　MS 　medium 　at　6　d （A 　and 　B）and 　photo−

　　graphs　of 　the　 same 　in且ask 　 cultures 　 at　15d （C　and 　D），

　　Auxin 　concentration ： no 　addition 　of 　NAA （A 　and 　C）and

　　lmg 〃 NAA （B　and 　D ）．
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制約の ある中で 迅速か つ 簡単に濃度を測定する こ とは 不

可能．

　そ こ で最初に毛状根の 増殖パ タ
ー

ン，リン 酸濃度と二

次代謝生産物 の 蓄積 の デ ー
タ か ら kinetic・model を搆築

した ．構築した モ デル 式 と， 添加 した各種栄養成分，細

胞量 の実測値 （電気伝導度）か ら，
シ ミ＝レ ーシ

ョ
ン に

て細胞内の リ ン 酸濃度 （含有量）を推定し て，リ ン 酸量

を最適濃度に なるように添加 し細胞内の リ ン 酸濃度を制

御 して，昆虫脱皮ホ ル モ ソ を効率的 に 生産す るこ とを行

っ た ．シ ミ ュ レ ーシ
ョ

ン の値と実測値は ほ ぼ
一

致し ， 培

養途中で は実測不可能なパ ラ メ
ーター

を予備実験か らの

シ ミ ュレーシ
ョ

ン に て 推定し ， 培養の 最適化 ， 合理的な

フ ァ
ー

メ ソ タ
ー

を用 い た植物培養が可能 とな っ た鋤

（Fig．5）・

2． ク ロ
ー

ン植物の大量増産方法の確立

ク ロ
ー

ン 動物が昨今話題 とな っ て い るが，植物 の ク

ロ
ーγ 増殖は挿 し木 に 代表で きるよ うに 古 くか ら行われ

て い る技術で ある．これは植物の 分化全能性，すなわち

植物は
一

つ の 細胞か らで も完全な植物体に 再生する こ と

が で きる とい う性質を利用した もの である．地球の 温暖

化に よ り生態学的植生の 変動が予想され ， 急速な砂漠化

お よ び中期的観点か ら食糧不足が危惧され て い る．こ の

ような状況に迅速に 対応で きる優秀な品種の 配給 シ ス テ

ム の 構築は ， 産業的な必要性に とどまらない ．しか し，

種子繁殖を前提とした従来の 育種法で は 優良植物 の 作出

と遺伝的固定 に 10年単位の年月が必要であるた め ， 迅速

な育種法お よび優良植物の 大量繁殖法の 確立が急務であ

る．1980年頃か ら人 工種子 とい う概念に もとづ き，ク P 一

ン 増殖で得られた小植物体を内封物として 高分子 ゲ ル に

よ り包括 し ， 疑似種子 とし て市場に 供給 しよ うとい う研

究が報告され て きた ．人工 種子を含め た種苗生産は ，こ

の 問題点を克服 し将来的な地球規模の急激な人 口 増加に

対応 した食糧増産，および社会 の ニ ーズ に対応 した新 し

い品種 の 迅速な大量繁殖を可能に し，直接社会に成果を

還元する こ とが で きる重要性が 高 い 技術 とな りうる．内

封する植物体と して は ，

一
般に カ ル ス か ら誘導される不

定胚が用 い られて い る．

　不定胚の連続生産　　不定胚形成段階に お い て セ ロ リ

カ ル ス をア ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル に よ り包括 し ，
ゲ ル

か ら遊離する植物組織は不定胚 の ように 再分化活性 の 高

い 組織である こ と を見い だ した ．こ れは ，活発な植物塊

は ゲ ル の 包埋を振 り切 っ て培地中に遊離する であろ うと

い う発想に 基づい て い る．実際 緑化しか けた細胞塊 （不

定胚）が ゲ ル か ら漏出 し，未分化細胞の 漏出は抑えられ

予想通 りの 結果を示 した （Fig．6），しか し ， 培養が進む

に つ れ て ゲ ル 架橋物質の カ ル シ ウ ム が ゲ ル か ら溶けだ し

ゲ ル の 崩壊が お きる こ とが問題とな っ た．そ こ で ゲ ル の

形状を長期に維持する た め に 10　mM 　CaC12の 添加を行

い 18回以上 の サ ン プ リ ン グ （1 週間毎 1回）が可能で あ

る こ とを実証 した．11）さらに 回収 に最適な培養槽を試作

して 不定胚を同調的か つ 連続的に 生産させ た．12・1s）

　再分化組織の形態計測技術　　形態変化を含む不定胚

生産の 計測と培養環境の制御方法は再分化植物の 利用 に

は必要不可欠 で ある．不定胚 の 形成過程は ， 不定胚形成

能を持 っ た細胞 の 誘導期と胚 として 形態が分化 ・発達す

る過程 に 大別で きる，後者は ，細胞分裂が盛ん に 行われ

て 球状型胚を形成する段階 ， 外見的変化が顕著 に み られ

る心臓型胚か ら魚雷型胚 へ と発達す る段階 成熟 して発

芽 して い く段階に分け る こ とがで き る．不定胚生産は，

分化能力を維持した カ ル ス の 増殖 カ ル ス か ら不定胚を
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　 Subculture　of　　　　　　　　 First
　　 SOmatiC 　　　　　　　　　regeneratiOn

embryogenic 　callus 　　　　　stage

　　　18d 　　　　　Repeated　batch　culture

　 Second
regeneration

　 stage

　 14d

　 　 　 Callus　　　　 Immobilized　cal【us 　　　　Plant｝et

　　　　
’

　　　　　
Fig．6．　Culture　procedure　and 　sche 皿 atic　diagrarn　of 　embryo

　　and 　plantlet　regeneration 　f士om 　immobilized　callus ．

経て健全な植物体に 分化さ せ る形態制御の複合培養か ら

成 り立 っ て い る．

　不定胚誘導で はすべ て の カ ル ス が分化する の で は な く

そ の
一

部が分化 して 不定胚が得られ る．したが っ て ，不

定胚誘導培地 中に は 不定胚 の 他 に未分化 の 細胞や死 んだ

細胞など多種多様なもの が浮遊す る ．発芽体を得るた め

に 不定胚以外 の 不純物まで も発芽体誘導培地 へ 移すの で

は培地量あた りの 発芽体の 生産性は低下する．そ こ で不

定胚 と不純物の混合状態か ら不定胚だけを選び出して発

芽体誘導倍地 へ 移す必要があるが ， 人間が
一

つ
一

つ 物体

をすべ て 判別す るの で は時間がかか り効率が悪い ．さら

に 人間の 感覚は 人 に よ っ て 異な り，同 じ人 で もその 時 に

よ っ て異な る，そ して人間は 正確に 不 定胚を見分ける ま

で に ある程度の 期間の 訓練を要する た め に安定した 品質

の 発芽体を得る こ とは難 しい ，人間の 優れ て い るが数値

化 し難い 視覚と認識を代替す る認識方策を開発す る必要

に迫られ て い る．

　画像処理技術の 課題の
一つ は，三次元 の 形を二 次元 の

画像で どの よ うに 判別するか で ある．対象の 回転に 対応

で きる ニ
ュ
ーラル ネ ッ トワ ーク を組み合せ た 不定胚の 分

化度評価の 方法に つ い て検討 した．画像処理 は 非破壊で

生体情報を測定する こ とが で きる点で際だ っ た利点を持

っ て い る．こ の シ ス テ ム は ，オ リ ジ ナ ル 画像を コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

に取 り込み，二 値化， トリ ミ ソ グな どの 処理を行 っ

た後，計測 した パ ラ メ ータ ーを ニ
ュ
ーラ ル ネ ッ トワ ーク

に 入力し不定胚の分化程度を識別する．我 々 が用い た ニ

ュ

ー
ラ ル ネ ッ

ト ワ
ー

ク は
一

般的な入力層，中間層，出力

層，の 3層構造で結合させたもの を用 い た．セ ロ リ不定

胚 の 識別 に は 入力パ ラ メ
ー

タ
ー

を面積，縦横比，真円度

の 3 つ を用 い た場合 に 90％近 くの 同じ高い 認識率が得 ら

れた ． 3 つ の 入力 パ ラ メ
ー

タ
ー

に ， 6 つ の 中間層， 4 つ

の 出力層を持つ ＝
ユ

ー
ラ ル ネ ッ

ト ワ
ー

ク を用 い て 認識実

験を行っ た とこ ろ，こ の ニ ュー
ラ ル ネ ッ トワ

ー
クは 人間

Originalimage
Binalization
measurement

o量areatrimminMeaSUrement

　of　　　 NeuraI
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ReCO　nition
　 arameterS 　 　 　 　 network

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　飃
F量9．7．　Irnage　 analysis 　process　for　recognit 孟on 　 of　embryo −

　　genic　callUS ．

団　 　 　 　  

蜘
　  

糶

と比較して 不定胚とそ の 他の 浮遊物を95％以上 の 認識率

で判別した （Fig．7）．また球状型胚，心臓型胚 （中間体）

と魚雷型胚 の 3 種類へ の 分別 に つ い て は 80％以上 の 確率

で 正 しく判別 された
14）（Table　3）。

　次に ，＝ ユー
ラ ル ネ ッ トワ

ークに よ っ て認識された不

定胚がその 後の 発芽体形成に つ なが っ て い るか を調べ る

た め に ， 認識実験を行 っ た試料を発芽体誘導 し，誘導さ

れた発芽体数と推定 した不定胚数を比較した．不定胚総

数と収穫総数は ほ ぼ同 じ値とな っ て お り，そ の 内訳に お

い て も球状胚数 と非正常の 発芽体数，中間体と魚雷胚 の

合計数と正常な発芽体数もほ ぼ同 じ値を示 した ，したが

っ て ニ
ュ
ーラル ネ ッ ト ワ

ーク の 認識結果を用い て ， その

後の 発芽体生産数を予測で ぎた ．画像処理 シ ス テ ム を用

い る こ とに よ り人間の認識の代替が可能とな る こ とを示

した．

　毛状根の種苗生産プ ロ セ ス　　上述した よ うに 不定胚

は 育種分野 の 研究者を中心 に 最適な誘導方法が開発さ れ

て い る，しか し，最大の問題点は再分化能をもつ カ ル ス

（embryogcnic 　caUus ）の長期維持の 困難さで ある，セ ロ リ

の 場合に は カル ス 誘導後か ら最長で も 2年 ， イネ カ ル ス

で は 2 ヵ 月で 再分化能は失われ る．再分化能が失われた

ら，植物体の 葉等 の 組織からカ ル ス を誘導 しなければな

らない ．こ れ は 矛盾である．15）つ ま り，カ ル ス の 誘導に

は 遺伝固定を して種子が取れて い る こ とが前提とな りそ

れな らば ク ロ ーソ 増殖の必要は な い．不定胚増殖法の研

究は続けられて い る が ， 再分化 カ ル ス を安定に培養また

は供給する方法が確立 しない 限 り本来の種子の 必要性 か

らは逃れ られない ．

　我々 は不定胚 に よらない 方法として毛状根を利用する

こ とを提案 した ．い くつ か の 毛状根は再分化する こ とが

分か っ て い た ．研究室で は 6年間以上 に わ た り西洋わさ

び，ア ジ ュ ガ の 毛状根を維持して きた が再分化効率は 安

定 して い た．そ の ため ク ロ
ーソ 増殖に適用 で きる植物細

胞と して有望である、こ の すぐれた性質は根とい う器官
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Table　3．　Classi且cation 　e伍ciency 　by　neural 　network 　with 　three　parameters−area ，　circularity ，　and

　　rat 三〇 〇flength　to　width ．

Humana 　 Neural　Networkb　　Correctc

　（A ）　　　　　　　（B）　　　　　　　（〔〕）

Accuracy（％）

（〕／A C／B

EmbryoGlobularHeartTorpedoNonembryo248759083431 226777673453 21471746942986，394
．782
．283
，199
．5

94．792
，297
．494
，594
．7

　
aNumber

　of 　all 　embryos （globular，　heart，　 and 　torl）edo ）or 　nonembryos 　recognized 　by　 a　human
expert ・

　
bNumber

　Qf 　all　embryos （globular，　heart，　and 　torpedo ）or　nonembryos 　recognized 　by　a　trained

neural 　 network ，

　
匸 Number 　ef 　embryos 　or 　nonembryos 　correctly 　classi 丘ed 　as 　globul乱 r

−，heart−，　or　torpedo −embryo
，
　or

nonembryQ 　by　both　a　human 　expert 　and 　a　neural 　network ．

に分化 して遺伝的変異し難い 状態に免れ て い るた め で は

ない か と予想して い る が，理由に つ い て は 明らか で は な

い ．毛状根は形質転換されて お り， 通常の 植物と比較し

て 二 次代謝産物な どの有用物質が多 く含まれ て い る もの

を選別 で きる．また ， 再分化 した 植物体は矮化 ， 頂芽優

勢の 消失，旺盛な根 の増殖などの 農業上す ぐれ た性質を

もつ ．さらに 毛状根を誘導す る際，Ri プ ラ ス ミ ドに外

来遺伝子を挿入 す る操作 に よ り，抗菌性，抗ウ イル ス 性 ，

また植物本体へ の分化 ・成長を促進する性質などを遺伝

子 レ ベ ル で付与 した新 しい機能を 持つ 植物を育種す る こ

とが容易 で あ る。以上 の よ うなす ぐれ た特徴を もつ 毛状

根を種苗生産プ ロ セ ス に 応用した報告例はなか っ た ．先

に も述べ た よ うに ，遺伝子組換え野菜を食べ る時代が到

来し ， 今後は ますます遺伝子組換え植物 は
一

般 に な っ て

い くであろう。ま た ，目的生産物が緑化 した葉の よ うな

分化 した地上部の 細胞 に 含量が高い 場合は，植物体に 生

長 させ て か ら目的生産物を回収する方法と して も利用で

ぎる．

　毛状根は ひ と続ぎの 根で あるため，種苗 として 用 い る

に は断片化操作が必須 とな る．根の 断片，ヱ6＞不 定芽原

薪
Light

　　　　　　 （3＞P【antlet　　　　　　　　　　　　　　
Plan量

Fig．8．　 Three　routes 　for　encapsulation 　from　hairy　root ，

　　　＼

  一 灘
／

必

基 17＞ま た は 不定芽 tS・19＞を種苗 として用 い るの が ふ さわ

し い と考え，断片化を行 う時期を決定し た （Fig．8）．3

種類の組織体を効率よ く獲得する た め に 各 々 の 培養条件

と小植物体形成効率の 促進を西洋わさび毛状根を用 い て

検討 した．そ の 中 で も，植物体へ の 再分化効率が ほ ぼ

100％で ある不定芽 の 効率性産方法を主 に検討し た ．再

分化 しやすい 毛状根の箇所を調べ たと こ ろ分枝を含む断

片か らは高頻度で芽が 出る こ とがわか っ た．分枝数を毛

状根上 に増やすに は生長点を増やす こ とと同 じこ とで あ

る．先 に書い た よ うに オーキ シ ン 添加に よ っ て分枝を増

大 させ た．次 に こ の 毛状根を人 の 手に依らな い で断片化

するた め に ， ブ レ ン ダー
に よ り機械的に断片化する方法

を試み ，省力化，機械化へ の 方策を提案した．機械的 に

断片化 した毛状根をサ イ トカ イ ニ ン 存在下かつ 光照射す

る こ とで効率的に再分化し小植物は植物へ 再生 した．β
一

glucuronidase（GUS ）遺伝子を導入 した ア ジ ュ ガ毛状根

に つ い て も本 プ ロ セ ス を試 した とこ ろ有効に 機能した 20）

（Fig．　9）．再分化培養に は撹拌板の な い培養槽が望まれ

る．候補培養槽 の
一つ とし て vesscl 型 フ ァ

ーメ ン タ ーを

用い て フ ラ ス コ に おける小ス ケ
ー

ル と同等の 効率 で 2−

4mm の 小植物体の 生産が可能で あ る こ とを示 した．21）

　不定胚や苗条原基 の 再分化で は しば しば発根し ない こ

とが問題 とな る．毛状根を用 い た 再分化 で は発根に つ い

て は問題ない ．遺伝的安定性，物理的強度，扱い易さの

点で ， 再分化能を保持す る カ ル ス と比 べ て 毛状根は有効

な植物細胞 である ．本検討に よ り再分化能をもつ 毛状根

の 再生植物の 有効性 と植物体大量繁殖プ ロ セ ス そ して 毛

状根の 新 しい 利用法を示す こ とが で きた．4，22−25）

お　 わ　 り　 に

こ の 研究を始め る前 は ，バ イ オ リ ア ク タ ーで植物細胞
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Fig，9．　Regeneration 　of 　A ブug α 　hairy　root 　having　GUS 　activity （B＞，ε皿 d　Without　the　GUS 　gene　as　a　contro1 （A），

を高密度に 培養する こ とは た やす い こ と と私は 考え て い

た．とこ ろが ， 理論に 基づ い て さ らに ア イ デ ア を加えて

実行 しな けれ ば 日的は達成され な い こ とをす ぐに実感さ

せ られた ．ま た ， 100個に 1個の 効率で しか 再分化 しな

い もの を 100個に 90個以上 の 効率に す る に は さまざまな

工夫が い るとい う当た り前の こ とが分か っ た．常に 実験

の 再現性を念頭 に 置ぎ，い わゆる工 学 へ の 昇華を 目標 に

研究者全員で仕事を した ．一方で は ，カ ル ス ，不定胚 ，

毛状根などさまざまな植物組織を相手に植物生理学研究

者が行わ ない こ とを繰 り返 し実験する こ とで ，教科書に

は書か れ て い な い 特殊性と
一一
般 性を見 い だす こ ともあ っ

た．植物細胞 の 増殖や分化を工 学 とい う視点で研究する

こ とで ，目的に応 じた再現性 の 高い 物質生産が可能 に な

っ て い く．巷 の 植物細胞工学な る雑誌などの 中身が工 学

とは ほ ど遠い こ とが しば しばある．工学とい う言葉を使

う限 りは ， 名実ともに 工学 とな り，本分野が正 しく認識

され ， ますます発展する こ とを期待 して い る．

　 本稿は 名古屋大 学大学 院工 学研究科 で行わ れ た研究を ま とめ た

もの で ある．本研究を進め る に あた り，終始 ご指導い た だ い た 小

林 猛教授に 深 く御 礼申 し上げます．同時に ，本研究 の 膨大 なデ
ー

タ の 作成に 関わ られた 教官，卒業生，共 同研究者の 皆様に 厚く御

礼申し上げま す．今回，本研究成果に著者 が代表 してそ の 栄誉を

与 えて い た だ い た もの と考えて お ります．心 よ り御礼 申 し上 げま

す．
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