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研究成果の概要（和文）：本研究は、3 つのタイプの植物細胞を用いた培養系で、糖の種類が糖

代謝速度に与える影響を評価することにある。赤外分光法により培地中の糖を同時計測（HPLC
と同等の精度）して細胞の糖の取込み速度を算出できる手法を確立した。糖の取込み速度は糖

の種類に大きく依存したが、細胞増殖を基準とした糖代謝には大きく影響しなかった。バイオ

マス由来の様々な糖と混合状態の糖を用いた際の細胞の挙動が把握できた。以上の成果は、バ

イオマス由来の糖を有効利用するための植物細胞利用（混合状態の糖化液を用いる際の培養特

性の予測や糖成分をコントロールすることによる細胞増殖速度調整など）ならびに赤外分光法

によるバイオプロセス計測制御法の進展に寄与すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：The objective of this work was to study the influence of sugar spices 
in the culture media on the kinetic sugar uptake phenomena for three types of plant cell 
cultivation. We developed the measurement method of sugar content in culture media 
suspended plant cells using the FT-IR/ATR method, and the sugar uptake rate of the 
suspension plant cells were calculated. The sugar uptake rate of the plant cell was different 
greatly on the kind of sugar, however, characteristic of sugar metabolism based on cell 
growth period was stable. Characteristic of metabolism of various sugars and sugar 
mixture (that is biomass degradation product) for three types of plant cells were obtained. 
These results will contribute to the development of a plant cell cultivation process planning 
and bioprocess monitoring by IR method to utilize the sugar derived from biomass 
materials. 
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１．研究開始当初の背景 

植物細胞培養では、「炭素源はスクロース」

という固定概念が確立しており、スクロース

以外の糖を用いた場合の植物細胞の培養例

は皆無に等しい。しかし、バイオ新素材や薬

品などの物質生産や食料生産などのバイオ

マス有効利用につながる。一方で、単なる炭

素源と思われていた糖が、細胞内外で様々な

情報伝達に関わっていることがわかりつつ

ある。申請者らは、他に先がけて様々な種類

の糖を用いたタバコ細胞の培養研究を行い、

赤外分光法で培養液中の糖を定量計測し、植

物細胞が糖を取り込み増殖する過程を定量

的に評価する手法を開発している。本申請課

題では、懸濁植物細胞培養系の代表的な 3 種

の植物細胞に関する糖代謝挙動の解析法を

開発する。後の遺伝解析や培養プロセス管理

法の開発、再資源化された糖の有効利用など、

基礎研究から応用まで幅広い展開が期待で

きる先進的な研究課題となりうる。 
 
２．研究の目的 

バイオマス・廃棄物の有効利用が叫ばれる中、

様々な糖化プロセスが開発され、近い将来廃

棄物から多種多様な糖が生産される状況に

ある。これらの糖は、微生物によるバイオマ

スエネルギーや有用物質生産のための炭素

源として用いられる。一方で、植物細胞培養

においては、一般的な炭素源であるスクロー

ス以外の糖を用いた培養例の報告はほとん

どない。しかし、植物細胞培養系は、微生物

培養系に勝るとも劣らない可能性を秘めて

おり、有用物質や優良植物体・食品生産プロ

セスへの応用が期待できる。そこで本研究で

は、植物細胞の培養における炭素源としての

糖に着目し、代表的な３種の細胞培養系（タ

バコ、イネ、アラビドプシス）を選んで、以

下の検討を行う。 
 
①様々な糖を用いて培養した場合の植物

細胞の糖代謝挙動把握 
②赤外・近赤外分光法を用いた糖代謝挙動

の計測手法の開発 
③糖化プロセス由来の糖を用いる植物細

胞培養の可能性 

 
３．研究の方法 

代表的な植物細胞培養系であるタバコ、イ

ネおよびアラビドプシス細胞を用いる。また、

単糖類としてグルコース、フルクトース、マ

ンノースおよびガラクトースを、二糖類とし

てスクロースとマルトースを炭素源に用い

て培養を行った（図１）。培養液中の糖濃度

を赤外・近赤外分光法で経時的に計測するた

めに、糖水溶液や培養液の赤外分光スペクト

ルを測定し、HPLCにて測定した結果を用いて

検量線を作成し、糖濃度測定のための検量式

を構築する。得られた検量式に基づいて、培

養中の糖濃度変化を計測する。細胞量につ

いては、乾燥重量法により直接乾燥重量を

測定する方法と、濁度法および電気伝導度

による乾燥細胞重量推定法を試験して測定

を行った。得られた測定データを用いて、

細胞増殖と糖消費を速度論的に把握するた

めの方法を考案し、時間軸を無次元化するこ

とによって両者の関係を把握し、炭素源の違

いと植物細胞種の違いが、糖代謝挙動に与え

る影響の把握を試みた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 培養から計測までの実験手順 

 

４．研究成果 

4.1 培養液の赤外分光スペクトル変化 

図１にアラビドプシス細胞で培養を行った際

の、培養液スペクトルの経日変化の例を示す．一

般的な炭素源であるスクロースを用いて培養を

行ったところ，培養日数が経過するにつれて吸光

度は小さくなり，スペクトルパターンに若干の変

化が認められた（図2a）．スクロースがグルコー

スとフルクトースに分解され，比較的早く細胞に

取込まれていると考えられる．単糖類を用いた培

養では，スペクトルパターンはほとんど変化しな
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った（図 2b, c）．マンノースを用いた培養では，

細胞は増殖しなかった．また，グルコースとフル

クトースの混合糖を用いた培養では，スクロース

培養よりスペクトルパターンの変化は大きく，細

胞がグルコースとフルクトースを取込むタイミ

ングは異なると考えられる．試しに、スクロース

の構成糖であるグルコースとフルクトースを混

合して培養（バイオマス由来糖のモデル系のひと

つ）したところ、やはりスペクトルパターンの変

化を伴って吸光度が減少した（図2d）。赤外分光

スペクトルの変化を観察することで、単糖、二糖、

混合糖のそれぞれで植物細胞が糖を認識して消

費する様子は大きく異なることが示唆された。こ

れらの現象を定量的に把握するためには、培地中

の糖濃度を計測するための検量式の作成が必要

である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
図２ アラビドプシス細胞培養における培養液の 

赤外分光スペクトルの変化 

 

 

4.2 細胞濃度と糖濃度計測手法の開発 

タバコ BY-2 細胞については、乾燥重量法

による細胞濃度と濁度（OD600）との関係が定

式化可能であった。両者の関係に直線性は見

られなかったが、OD600で 3程度までは非線形

の式でフィティングが可能であり、一般的な

タバコ細胞培養系の範囲では、希釈すること

なく測定が可能な（オンライン化に適した）

検量式が得られた。アラビドプシス細胞とイ

ネ細胞については、凝集・沈殿しやすい性質

から電気伝導度による推定が有効であった。 

 次に、赤外・近赤外分光法を用いた糖の定量法

を検討した。赤外分光スペクトルで、糖の構造（官

能基の結合）に由来する情報をもとに、それぞれ

の糖で特徴的な吸収波数を用いて検量線を作成

した。具体的には、スペクトルの加成性を考慮し

て、式１のような行列式で混合状態のそれぞれの

糖を定量した。スクロース、グルコースおよびフ

ルクトースが混在した培養液の例では、1055、

1036および1065 cm-1における吸光度のデータを

用いて計算している。また、酸素などが不足して

エタノール発酵を行う場合が見られたため、エタ

ノール（1045 cm-1）を含んだ式も作成した。 

 

 

                    （1） 
 

 ここで、C, A, ac はそれぞれ糖濃度、吸光度、

a は検量線の傾きであり、b は培地成分に由来す

る検量線の切片である。図３に計測結果の一例を

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図３ スクロースで培養したアラビドプシス細胞の細胞

濃度と糖濃度の経時変化 

 

4.3 糖代謝挙動の速度論的解析 

 計測した細胞濃度と糖濃度の経時変化をもとに、

細胞増殖と糖消費をロジスティック関数（式2）

でフィッティングした。これを微分して細胞増殖

速度と糖消費速度を算出した。 
 
                    （2） 
 

 ここで、Ciniは初期濃度、Cfinは最終濃度、tと

wは時間と時間刻みである。 

 図 4 にフィッティング結果を示す。また、

図５に単糖、二糖および混合糖による培養結

果から算出した糖の比消費速度を示す。 
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図４ 細胞増殖と糖消費量のフィッティング  

   結果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 単糖、二糖および混合糖で培養したアラビ

ドプシス細胞の比消費速度 

 

 スクロースを用いて培養した場合、二糖で

あるスクロースは細胞が算出するインベル

ターゼによって単糖のグルコースとフルク

トースに分解されたのち、比較的早くかつほ

ぼ同時に細胞によって取り込まれていると

考えられる（図 5a）。 

 一方、グルコースまたはフルクトース単糖

で与えた場合、スクロース培養より代謝する

のに時間がかかった。フルクトースで数日、

グルコースでは 14 日近く遅くなった。ガラ

クトース単糖では、糖代謝を始めるのに 60

日近くを要した（図 5b）。混合状態の糖（バ

イオマス由来の糖は複数の糖が混在する）で

培養した結果、グルコース＋フルクトース混

合糖では、グルコースがフルクトースよりも

先に取り込まれ、その消費のタイミングはス

クロース培養とグルコース単糖での培養の

中間であった（図 5c）。また、グルコース＋

ガラクトースの混合糖で培養した場合、60日

近くを要したガラクトースは比較的早い培

養日数で取り込まれた（図 5d）。 

この培養系では、グルコースの存在がそれ自

身と他の糖の代謝に大きく影響しているこ

とが示唆された。バイオマス由来の混合糖を

用いる場合や糖の成分を変えて糖代謝を制

御することを考えた場合、グルコースの特徴

的な性質を把握することが重要であると考

えられる。 

 

4.4 糖代謝挙動の速度論的解析 

 さまざまな糖を用いた培養を行い、さらにアラビド

プシス細胞以外のタバコ BY-2細胞とイネ細胞につ

いても同様の実験を行い、解析を試みた。図６にア

ラビドプシス細胞とタバコBY-2細胞を比較した例を

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ アラビドプシス細胞とタバコ BY-2 細胞の

糖代謝挙動の比較 

 

 植物種によって各糖の取込み挙動に違い

が見られた。特にトレハロースはアラビドプ

シス細胞で取込みが遅く、しかしタバコ BY-2

細胞では比較的早く消費された。また、アラ

ビドプシス細胞に見られたグルコース培養

に特徴的な挙動は、タバコ BY-2 細胞ではそ

れほど顕著に観察されなかった。BY-2は増殖

の際細胞塊になりにくい（比較的微生物に近

い増殖形態）ことから、小さな細胞塊を形成

して増殖するアラビドプシス細胞とは糖に

対する代謝挙動が異なっている可能性があ

る。しかし、図 6各糖で培養した際の細胞増

殖速度は糖の種類と細胞種（増殖形態）に依
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存する結果となった。そこで、培養時間軸を

無次元化することによって、細胞増殖ステー

ジを基準にした糖代謝挙動の把握を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 細胞増殖曲線を規格化して時間軸を無次元化  

    したアラビドプシス細胞の糖代謝挙動 

 

 時間軸を無次元化した結果、アラビドプシ

ス細胞においては、実時間上では様々な糖で

糖代謝速度が大きく異なったが、細胞増殖ス

テージを規格化した糖代謝挙動はほぼ一致

している（糖を取り込んでから細胞増殖が始

まり、そのタイミングは糖の種類によらな

い）ことがわかった。そこで、同様の解析を

タバコとイネ細胞にも適用し、アラビドプシ

ス細胞と比較した（図 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ 無次元化時間軸での細胞種の違いによる糖代 

    謝挙動の違いの把握  

 

比較的増殖が速い（細胞塊を形成しにくい）

タバコ細胞 BY-2では、細胞増殖のピーク（図

8 中の縦の点線＝無次元時間軸ゼロ）と糖の

比消費速度のピークはほぼ同じ時間となり、

糖の取込み後比較的早く細胞が増殖してい

ることが示唆された。また、イネ細胞におい

ては、無次元時間ゼロ野前後でピークが観察

され、細胞塊の状態で増殖するイネ細胞の糖

代謝挙動は他の植物種と異なることが示唆

された。 

 モデル糖化液（バイオマス由来の再資源化

糖を想定）を用いた検討においても 

 

 

4.５ 解析結果の総括 

 バイオマス由来の再資源化糖（様々な糖お

よびその混合糖）を利用した培養系を構築す

る際、糖の種類によって糖代謝速度は異なる

点に注意が必要である。モデル糖化液（バイ

オマス由来の再資源化糖を想定）を用いた検

討においても、アラビドプシス細胞において

はグルコースの存在が糖代謝挙動に与える

影響が大きいことが示唆された。加えて、細

胞種の違いによる糖代謝挙動の違いにも注

意が必要である。一方で、今回の解析で明ら

かになった知見として、糖の種類によって代

謝速度が大きく異なるにもかかわらず、細胞

増殖ステージを規格化して糖代謝挙動を比

較するとほぼ同じタイミングで糖消費と細

胞増殖が観察された。糖代謝速度の変化を定

量的に把握することで、バイオマス由来の

様々な糖およびその混合糖を有効利用する

ための培養系を構築できると考えられる。ま

た、これらの知見は、培地中の糖の種類を変

えることで、生物として自然な条件（遺伝子

組み換えやプロモータコントロールなどが

不要）で細胞増殖のコントロールが可能であ

ることも意味し、バイオマス由来の糖を利用

する以外にも培養工学的に有用な知見が得

られたと考えられる。さらに、本研究で開発

した赤外・近赤外分光法による混合糖の同時

定量・消費速度・糖代謝解析法は、植物細胞

以外にも様々な培養の解析や培養プロセス

の計測制御にも応用可能な基礎技術になり

うる。 

 今後の課題としては、それぞれの糖で馴化

した細胞の遺伝子発現との関係や、混合状態

の糖で培養した際のより詳細な解析、混合糖

による五炭糖資化の可能性、バイオマス由来

の糖を用いるための培養プロセスの設計指

針（増殖が糖の種類または混合糖によって影

響を受ける度合いの評価）とその際の増殖コ

ントロールなどについて検討することが望
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まれる。本研究によって開発した計測・解析

技術と得られた知見に基づいて、今後の課題

および将来的な計測制御系の確立への展開

が期待できることから、本研究の当初の目的

はほぼ達成できたと思われる。 
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