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論 文

ジ ャーファーメ ンターによるメキシコイ トスギ細胞培養 と

ヒノキチオール生産★

山 田 順 子**,***,藤 田 弘 毅**,坂 井 克 己**

抄 録

メキシコイ トスギ の培養細胞は酵母抽出物などのエリシタ

ーの刺激によって高い生産性で細胞内外にヒノキチオールを生産することが報告されて

いる.培 養細胞を用いた植物二次代謝成分生産の実用化に適 した液体懸濁培養条件を検

討 し,大 規模化 ・自動化の可能性を検討するためにジャーファーメンターによる細胞培

養とヒノキチオール生産を試みた.

三角フラスコを用いた小規模な液体懸濁培養系では,GamborgのB5培 地 を基本にし

た培地で良好な細胞成長とヒノキチオール生産がみられた.ス ケールアップのため同じ

培地組成で撹拝式ジャーファーメンターとエアリフト式ジャーファーメンターを用いて

培養を行った.エ アリフト式では良好な成長率が得 られたが,撹 拝式では成長率は低か

った.ヒ ノキチオール生産量もエアリフト式ジャーファーメンターではフラスコ振 とう

培養による系と同等であったが,撹 拝式ジャーファーメンターでは低くかった.細 胞培

養では機械的ス トレスの量と質が細胞成長と二次代謝物生産の両方に影響しているもの

と思われる.

キーワード:ジ ャーファーメンター,細 胞培養,メ キシコイトスギ,

ノキチオール,植 物二次代謝物tanica,  I

 (Cupressus lusitanica)

Cupressus lusi

1.は じ め に

ヒノキチ オール はβ一thujaplicinと も呼 ばれ,い くつ かの ヒノキ科植 物の特 徴的 な心 材成

分 として強 い抗 菌性 を もち,ヒ ノキ科 木材 の耐久性 に寄与 してい る とされる(DeBellet

al.,1997;Dev,1989).こ の 物 質は,整 髪料 や歯磨 き剤等 へ利用 されてお り,近 年は食 品
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添加物 と しての認 可 も得 られ,他 の用途へ の注 目も集 めてい る.現 在 の主 な供給 源は青森

地方 に産す る ヒバ の鋸屑 であ るが,そ の含量 は心材 木粉重 量あ

た り0.02%と 低 い(岡 部 ら,1990).よ っ て,ヒ ノキチ オールの需 要が増大 した場合の ため,

森 林保護 と安定供給 を目的 としてい くつ かの生産方法 が研 究 され てお り,そ の一 つに,植

物培養細胞 を用 いた生産が挙 げ られる

植物培養細 胞 を用 いた有用物 質の生産 はす で に化粧 品素材 と

しての シ コニ ンな ど化 学合成が難 しい化合物 につい てはい くつかの成功例 があ る他,色 素

や食品原料 の生産が研 究 されている(駒 峰,1990).

我 々 はメキ シコイ トス ギ の培養細 胞がエ リシ ターの添加 によ

って効 率 よ くヒノキチ オール を生産 す る ことを小 ス ケ ールの実験 系 です でに示 してい る

また,そ の培 養物 の酢酸 エ

チル粗抽 出物 は従来 よ り知 られていた抗菌性 に加 えてチ ロシナーゼ阻害活性,抗 酸化性 が

あ るこ とを示 した そ こで,い わゆるバイ オテ クノロジー利 用

に よる ヒノキ チオ ール生 産の ため に生合成経 路 の解 明 も行 われ てい るが(Fujitaetα1.,

2000),今 回 は実 用 的な大量 生産方法 の一つ と して細 胞培養 とヒノキチ オール生 産の 自動

化 ・大型化 が可 能で ある ことを示す ため に,ベ ンチ トップスケールの ジ ャー ファーメ ンタ

ー を用い てメキ シコイ トスギ細 胞の培養 とヒノキチ オール生産 を試 みた
.

2.実 験 方 法

2.1細 胞 系列 の維持 と液 体 けん濁培養 の開始

の カルス細 胞 を4週 毎 に植 え継 いで維持 した.培 地 としてpH5.5に 調 整 し

た20g/ρ の シ ョ糖,0.01μMのBAP,10μMのNAA,2.7g/QのGel-riteを 含 むGamborgB5培

地 を用い た.カ ルス をけん濁 培養へ移行 させ るため に,鉄 成分 を

10分 の1に 減 らし,Gel-riteを 含 まない液体改変GamborgB5培 地(IS-1培 地,Itoseetα1.,

1997)に カ ルス を移 し,25℃,暗 所,振 とう速度70rpmで イ ンキ ュベ ー トした.種 々の条

件検討 には この けん濁培養法 を用 いた.

2.2ジ ャ ーフ ァーメ ンターによ る細胞培養 とヒノ キチオール生産

最大培 地量2ρ の羽撹 拝式 ジ ャー フ ァーメ ンター(東 京理化 器械㈱製MBF-250PE型)と

最大培 地量2Qの エ ア リフ ト式 ジャー フ ァー メ ンター(東 京理化器 械㈱ 製MBRP-181J型)

を用 いて,そ れぞ れ成長試験 とヒノキチ オール生 産試験 を行 った.そ れぞれの培養器 に所

定の液体培 地 を入 れ,オ ー トクレープ を用いて121℃ で60分 間 滅菌 を行 った.培 養 は室温,

暗 所で行 った.培 養 中はエ アポ ンプか ら滅菌 フ ィル ターを通 して常 時空気 を送 り込ん だ.

2.3細 胞 成長率 ・ヒノキチオール生産量 の測定

細胞生重 量は培養 液 を でろ過

して細胞 を回収す る ことで測定 した.成 長率 はW/Wo(Wo;培 養 開始時 の生重量,W;培

養 後の生重 量)で 示 した.

ヒ ノキチ オー ル生 産 を開始 させ るには,鉄 成分 を0.25mM ,多 量 無機 成分 を10分 の1と

(Thujopsis  dolabrata)

1998; Sanada et al., 2000).

(Sakai et al. , 1994, Fujii et al., 1995; Ono et al.,

(Cupressus lusitanica)

(Inada et al., 1993, Sakai et al. , 1994, Yamada et al., 1999) .

C. lusitanica

(Yamaguchi et al. , 1999) .

(Gamborg et al., 1968)

Miracloth (CalbiochemNovabiochem Corporation CA, USA)
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した改変B5培 地(IS-2培 地,Itoseetal.,1997)に 細 胞 を移 し,粗 精 製 した市 販酵母抽 出

物 をエ リシター と して加 えた.所 定期 間培養後,細 胞 を乳鉢で破砕 し培養 液 とともに酢酸

エチ ルで抽 出 した.酢 酸エ チル層 を脱水 乾固後,バ ニ リ ンを内部標 準 として遠藤 らの方

法(Endoetα1.,1988)に 従 って定量 した.

3.結 果 と考 察

予 備検討 として,培 地 中の りん酸塩,硝 酸態窒素,ア ンモ ニア態 窒素濃度 の細胞成長 と

ヒノキ チオール生 産 に及ぼ す影響 につい て,50m熔 三 角 フ ラス コに培地10mρ の スケ ール

で検 討 を行 った.最 もよい成長速度が得 られ た組成 は,B5培 地 に組成が近 いIS-1培 地 で あ

った。 この細 胞系 は カルスの状態 でB5培 地 を用 いて10年 以上継代 されて きた もの なので,

B5培 地 に適 した細 胞 の選抜 や馴化 が行 われ て きた もの と思 われ る.ま た,ヒ ノキチ オー

ル生産 に対 してア ンモ ニア態窒素が 阻害 的 に働 くこ とが示 されたが(datanotshown),今

回 の ジャーフ ァー メン ターの検討 は過去 の小ス ケールでの結果 と比 較す るために,以 前 と

同 じ生育培地IS-1と 生 産培地IS-2を 用 いて試み た.

この培地組成 を用 いて羽撹拝式 ジ ャー ファー メンター とエ ア リフ ト式 ジャー ファー メン

ターで細胞培養 を行 った.羽 撹拝式で は,培 養開始時 の細 胞密度100g/培 地 ρ,培 地量1.5Q,

撹拌速度約75rpm,通 気 量200me/min,消 泡 剤 と してジメチルポ リシ ロキサ ン100ppmの 培

養 条件で28日 間培養 を行 った ところ,生 重量比で2倍 の成長 を示 した(表1).こ れ に対 し,

エ アー リフ ト式の ジ ャーフ ァー メ ンターでは培 養 開始 時の細胞 密度100g/a,生 育 培地1.5Q

と消 泡剤(ジ メチ ルポ リシロキサ ン)100ppm,25℃ ・暗所 ・通 気量100mQ/minで25日 間 培

養 した結果,11倍 の 成 長率 を示 した(表1).撹 拝 型培養槽 は強い剪断 ス トレスが かか ると

されてい る(駒 嶺,1990;p.15).エ ア リフ ト式 での成長率が 羽撹 拝式 よりも高か ったのは,

こ の機械 的 なス トレスの違 いが主 な原 因 と考 え られ る.一 方,50mρ 容 三角 フ ラス コ を用

いた振 とう培養 での成長 率は25日 で25倍 で あ り,エ ア リフ ト式 もこれ よ り低 い成 長率 を示

した.振 とう培養 で は培養25日 目には対数増殖期 を終 え,培 地中の糖 も殆 ど消費 されてい

たが,表1に 示 す ようにエ ア リフ ト式バ イオ リア クターで は糖 消費量 が フラス コ振 とう

培養 よ りも少 な く,か な りの糖 が培地 中に残存 していた.こ の こ とか ら今 回のサ ンプ リン

グ時点 にお いてはバ イオ リア クターで は細胞 は対 数増殖期 の途中 にある と考 え られる.す

なわち,フ ラス コ振 とう培養 とバイ オ リアク ターでは成長 曲線 が異 なるのか もしれ ない。

ヒノキチ オール生産 実験 はIS-2培 地 を用い て行 った.羽 撹拝式 で は,培 地量2e,撹 絆

速 度70～80rpmの 条 件 で培 養 を開始 し,エ リシ ター添加後1週 間で10mg/培 地 ρを蓄積 し

表1各 種培養法でのσ12rsitanicα 培 養細胞 の生長率 と糖消費量

Table 1 Cell growth and sugar consumption rates of C. lusitanica cultured cell on fermentors.

羽撹拝式ジ ャー ファー メンター

エアリフト式ジャーファーメンター

フラス コ振 とう培養

*n.d.:未 測 定
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表2　 各種培養法でのσlzesZtαnicα培 養細胞 の ヒノキチオール生産量

Table 2  {3thujaplicin production of C. lusitanica cultured cell on fermentors.

羽撹拝式 ジ ャーフ ァーメンター

エアリフト式 ジャーファーメンター

フラスコ しん とう培養

たのに対 して,エ アリフ ト型では94mg/培 地ρであった.こ の生産量はフラスコ振 とう培

養 を行った小スケールでの実験結果 と同等であった(表2>.ヒ ノキチオールの生産は酵

母抽出物エリシターの存在下で行われてお り,い わゆる の過程が進

んでいると思われる また,ヒ ノキチオール生産に必要なインキュベ

ー ト時間も最大1週 間程度 と短い これらの理由から
,外 的要因であ

る機械的ス トレスの影響を比較的受けにくいのかもしれない.

以上のことから,メ キシコイ トスギ培養細胞の成長 とヒノキチオール生産 というプロセ

スがジャーファーメンターを用いて可能であることが示 され,そ の ときに培養器の形式が

重要な影響を及ぼすことが示 された.特 に,今 回の検討では不適当な形式(羽 撹拝式)の

バイオリアクターでは細胞の成長が著 しく阻害され,ヒ ノキチオール生産量 も10倍程度の

違いがみ られた.実 用上の視点から,必 要な細胞量を確保するよう大規模化 ・自動化のた

めに大型ジャーファーメンターを導入する場合 には,撹 拝方式,通 気方法等についてより

詳細な条件最適化が必要と思われる.ヒ ノキチオール生産についてはエアリフ ト式バイオ

リアクターにおいてフラスコ振 とう培養による小スケール系と同等の生産性 を示 したが,

さらなるの向上のためには,細 胞固定化技術の適用が考えられる.
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                       Summary 

   Suspension cultures of Cupressus lusitanica cells on two kinds of jar fermentors were 

 studied. The types of jar fermentors significantly affected cell growth rates. The growth rates of 

cells on the wingstirring type fermentor and the airlifted type fermentor slowed down to one 

tenth and a half of the rate in flaskcultured cells, respectively. QThujaplicin production on the 

airlifted type fermentor showed the same level of flaskcultured, but it was inhibited on the 

wingstirring type fermentor. Mechanical stress would be the most possible factor to be consid

ered for the optimal growth and high j9thujaplicin production in large-scale cultivation of C. 

lusitanica cells. 

Key words : jar farmentor, cell culture, Mexican cypress, Cupressus lusitanica, 19-thu

japlicin, plant secondary metabolites


