
(57)【要約】

【課題】　　　　　　本発明の目的はタクスス属種（タ

クスス・シネンシスを除く。）からタキソール及びタキ

サンを高収率で回収すること。

【解決手段】　　　　（ａ）タクスス属種（タクスス・

シネンシスを除く。）のカルスおよび／または懸濁培養

由来の細胞を培養する工程、ここで、前記培養細胞は、

培養細胞の迅速な成長のために独立して最適化された成

長条件におく；

（ｂ）前記培養条件を、独立して最適化され、かつ、タ

キソール及びタキサンの生合成に有利な生産物形成条件

に変えることによりタキソール及びタキサンの生合成を

刺激する工程、ここで、前記成長条件は前記生産物形成

条件と異なるものである；

（ｃ）生産されたタキソールおよびタキサンを前記細胞

および／または前記培地から回収する工程、

を含む方法により上記課題を解決する。

【選択図】　　　　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 タ ク ス ス 属 種 （ タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 除 く 。 ） の
細 胞 培 養 の 全 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 収 率 及 び 回 収 を 増 強 す る 方 法 ；
（ ａ ） タ ク ス ス 属 種 （ タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 除 く 。 ） の カ ル ス お よ び ／ ま た は 懸 濁 培 養
由 来 の 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 こ こ で 、 前 記 培 養 細 胞 は 、 培 養 細 胞 の 迅 速 な 成 長 の た め に 独
立 し て 最 適 化 さ れ た 成 長 条 件 に お く ；
（ ｂ ） 前 記 培 養 条 件 を 、 独 立 し て 最 適 化 さ れ 、 か つ 、 タ キ ソ ー ル 及 び タ キ サ ン の 生 合 成 に
有 利 な 生 産 物 形 成 条 件 に 変 え る こ と に よ り タ キ ソ ー ル 及 び タ キ サ ン の 生 合 成 を 刺 激 す る 工
程 、 こ こ で 、 前 記 成 長 条 件 は 前 記 生 産 物 形 成 条 件 と 異 な る も の で あ る ；
（ ｃ ） 生 産 さ れ た タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン を 前 記 細 胞 お よ び ／ ま た は 前 記 培 地 か ら 回 収
す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 タ ク ス ス 属 種 （ タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 除 く 。 ） の
細 胞 培 養 か ら 高 収 率 で タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン を 回 収 す る 方 法 ；
（ ａ ） タ ク ス ス 属 種 （ タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 除 く 。 ） 由 来 の 細 胞 を 、 １ つ 以 上 の 栄 養 培
地 で 、 タ キ ソ ー ル と タ キ サ ン と を 生 産 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 で あ っ て 、
（ ｉ ） タ ク ス ス （ タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 除 く 。 ） 細 胞 を 、 懸 濁 液 中 の 培 養 細 胞 の 迅 速 な
成 長 に 有 利 な 成 長 栄 養 培 地 に 植 菌 し て 植 菌 懸 濁 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｉ ｉ ） 前 記 工 程 （ ｉ ） の 植 菌 懸 濁 物 を 成 長 さ せ 、 バ イ オ マ ス を 増 殖 さ せ る 工 程 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 工 程 （ ｉ ｉ ） の 懸 濁 培 養 物 を タ キ ソ ー ル 及 び タ キ サ ン の 生 合 成 に 有 利 な 生
産 栄 養 培 地 に 継 代 培 養 し て 生 産 培 養 物 を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 、 前 記 生 産 栄 養 培 地 は 生 産
物 形 成 の た め に 独 立 し て 最 適 化 さ れ 、 前 記 成 長 栄 養 培 地 と 異 な る 、
（ ｉ Ｖ ） 前 記 工 程 （ ｉ ｉ ｉ ） の 生 産 培 養 物 を タ キ ソ ー ル 及 び タ キ サ ン を 形 成 す る た め の 条
件 下 で 培 養 す る 工 程 、
を 含 む 工 程 ； 及 び
（ ｂ ） 前 記 工 程 （ ｉ ｖ ） の 培 地 、 細 胞 、 ま た は 生 産 培 養 物 の 培 地 及 び 細 胞 か ら 前 記 タ キ ソ
ー ル お よ び タ キ サ ン を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 タ ク ス ス 属 種 が タ ク ス ス ・ ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア 、 タ ク ス ス ・ カ ナ デ ン シ ス 、 タ ク ス ス
・ カ ス ピ ダ ー タ 、 タ ク ス ス ・ バ ッ カ ー タ 、 タ ク ス ス ・ グ ロ ボ ー サ 、 タ ク ス ス ・ フ ロ リ タ ー
ナ 、 タ ク ス ス ・ ワ リ キ ア ー ナ 、 お よ び タ ク ス ス ・ メ デ ィ ア か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 か ら 生 産 さ れ た タ キ ソ ー ル 及 び そ の 他 の タ キ サ ン の 濃 度 を 高 め る 工 程 を さ ら に
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 効 果 的 な 抗 褐 変 剤 及 び 細 胞 懸 濁 培 養 の 連 続 し た 迅 速 な 成 長 の た め の プ ロ ト コ ル を 付 与 す
る 工 程 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 連 続 し た ま た は 断 続 し た 広 い バ ン ド ま た は 狭 い バ ン ド の 照 明 の 中 で 培 養 さ れ る 工 程 を さ
ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 成 長 栄 養 培 地 、 生 産 栄 養 培 地 、 ま た は 両 方 の い ず れ か の 前 記 最 適 化 条 件 が 栄 養 濃 度
、 光 、 培 地 交 換 、 及 び ／ ま た は エ リ シ タ ー の 操 作 の 結 果 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 収 率 が 細 胞 の 成 長 速 度 、 タ キ ソ ー ル 生 合 成 、 ま た は 容 量 生 産 性 に 従 っ て 測 定 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 前 記 成 長 条 件 が 前 記 培 地 中 に 使 用 さ れ る 成 長 調 整 物 質 の 量 ま た は 種 類 を 変 え る こ と に よ
り 最 適 化 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 成 長 調 整 物 質 が ホ ル モ ン 類 似 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 成 長 調 整 物 質 が ピ ク ロ ラ ム で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 培 地 が Ａ ｇ Ｎ Ｏ ３ を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 培 地 が マ ク ロ お よ び ミ ク ロ 塩 類 、 微 量 元 素 お よ び ／ ま た は ビ タ ミ ン お よ び そ の 他 の
有 機 補 充 物 質 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 培 地 が 植 物 ホ ル モ ン 、 ホ ル モ ン 代 替 物 お よ び 誘 導 体 、 ホ ル モ ン 阻 害 剤 お よ び ／ ま た
は 合 成 成 長 調 整 物 質 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 培 地 が 生 物 ま た は 非 生 物 エ リ シ タ ー を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 生 物 的 ま た は 非 生 物 的 エ リ シ タ ー が 表 １ ａ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 エ リ シ タ ー が グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン 、 リ ゲ ナ ン 、 フ ェ ル ラ 酸 お よ び 安 息 香 酸 か ら 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 エ リ シ タ ー が グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 培 地 が 生 合 成 前 駆 体 、 代 謝 お よ び 非 代 謝 阻 害 剤 、 お よ び ／ ま た は 刺 激 剤 お よ び ／ ま
た は ア ク チ ベ ー タ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 生 合 成 前 駆 体 、 代 謝 お よ び 非 代 謝 阻 害 剤 、 お よ び ／ ま た は 刺 激 剤 お よ び ／ ま た は ア
ク チ ベ ー タ が 表 １ ｂ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 刺 激 剤 及 び ／ ま た は ア ク チ ベ ー タ が メ チ ル ジ ャ ス モ ネ ー ト こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 前 記 培 養 の 生 産 段 階 で 存 在 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 培 地 が 抗 褐 変 剤 、 抗 酸 化 剤 、 安 定 化 剤 、 増 強 剤 、 ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー 、 調 整 剤
、 お よ び ／ ま た は 還 元 剤 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 培 地 が 細 胞 培 養 成 長 に 対 し て と タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン の 生 産 に 対 し て と で 異 な
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 定 期 的 な タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 除 去 の 工 程 を さ ら 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま
た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 成 長 お よ び 生 産 物 形 成 が 、 １ 段 階 ま た は ２ 段 階 の バ ッ チ プ ロ セ ス 、 ま た は フ ェ ッ ド － バ
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ッ チ プ ロ セ ス 、 ま た は 半 連 続 プ ロ セ ス 、 ま た は 連 続 プ ロ セ ス 、 ま た は そ れ ら の 変 形 を 用 い
て 達 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 １ つ 以 上 の 栄 養 培 地 が タ キ サ ン 前 駆 体 も 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 １ つ 以 上 の 栄 養 培 地 が 炭 素 源 と し て マ ル ト ー ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま
た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 １ つ 以 上 の 栄 養 培 地 が 炭 素 源 と し て ス ク ロ ー ス を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま
た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 １ つ 以 上 の 栄 養 培 地 が 炭 素 源 と し て グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ま た は そ れ ら の 混
合 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 １ つ 以 上 の タ キ サ ン の 生 産 が 前 記 栄 養 培 地 の 組 成 の 変 化 に よ り 誘 導 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 タ キ サ ン の 生 産 中 に 少 な く と も １ 回 栄 養 培 地 を 交 換 す る 工 程 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 培 養 工 程 中 に 少 な く と も １ 回 栄 養 培 地 を 交 換 す る 工 程 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 タ ク ス ス 属 種 細 胞 が フ ェ ッ ド － バ ッ チ プ ロ セ ス に よ り 培 養 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 タ キ ソ ー ル が 前 記 細 胞 培 養 物 の 前 記 細 胞 ま た は 前 記 培 地 ま た は そ れ ら 両 方 か ら 回 収 さ れ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は タ ク ス ス 属 種 （ Taxus species） の 細 胞 培 養 に よ る タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン
の 増 強 さ れ た 生 産 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ キ ソ ー ル 供 給 問 題 と 可 能 な 解 決 策
　 タ キ ソ ー ル は 最 初 は パ シ フ ィ ッ ク ・ イ ュ ー （ pacific yew ； 北 米 太 平 洋 岸 産 の イ チ イ 属
の 植 物 ） 、 す な わ ち タ ク ス ス ・ ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア （ Taxus brevifolia） （ 非 特 許 文 献 １ ）
の 樹 皮 か ら 単 離 さ れ た ジ テ ル ペ ノ イ ド ・ ア ル カ ロ イ ド で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ キ ソ ー ル に 関 心 が も た れ た の は 、 米 国 国 立 癌 研 究 所 （ NCI ） が 大 規 模 な ス ク リ ー ニ ン
グ ・ プ ロ グ ラ ム に お い て 粗 樹 皮 抽 出 物 が 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す こ と を 見 い だ し た と き が 始 め で
あ る 。 そ れ 以 来 、 臨 床 的 試 み で タ キ ソ ー ル は 難 治 の 卵 巣 癌 や 乳 癌 そ の 他 の 癌 に 対 し て 非 常
に 有 効 で あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 タ キ ソ ー ル は そ の 細 胞 毒 性 の 機 構 が 基 本 的 に 異 な る
た め 、 即 ち 、 微 小 管 （ microtubule ） の 脱 重 合 の 阻 止 に よ っ て い る た め 、 化 学 療 法 に お け
る 突 破 口 で あ る と さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 タ キ ソ ー ル 方 程 式 に お け る も っ と も 気 持 を 挫 け さ せ る 変 数 は こ れ ま で の と こ ろ 供 給 で あ
る 。 一 人 の 患 者 を 治 療 す る の に 樹 齢 100年 の パ シ フ ィ ッ ク ・ イ ュ ー を ３ 本 か ら ６ 本 必 要 と
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す る が 、 こ れ は タ キ ソ ー ル の 平 均 収 率 が 乾 燥 樹 皮 お よ び 針 葉 の 約 0.01％ と 低 い か ら で あ る
（ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 治 療 お よ び 検 査 に 必 要 な 量 の タ キ ソ ー ル を 生 産 す る に は 数 万 本 の イ チ
イ の 伐 採 を 必 要 と す る 。 こ れ ま で 世 界 の 供 給 の す べ て が 太 平 洋 北 西 岸 の 太 古 の 森 林 に 生 育
す る こ れ ら の ず ん ぐ り し た 成 長 の 遅 い 針 葉 樹 を 収 穫 す る こ と に よ り 得 ら れ て い る 。 不 運 な
こ と に 、 イ チ イ は 伐 採 搬 出 に よ り ほ ぼ 絶 滅 し か け て い る 。 保 存 論 者 は 、 危 険 に さ ら さ れ て
い る キ タ ブ チ フ ク ロ ウ （ Northern spotted owl） そ の 他 の 野 生 生 物 の 隠 れ 家 と な っ て い る
太 古 の 森 林 に 生 育 す る 樹 木 を 大 規 模 に 犠 牲 に す る こ と に 対 し て 成 功 裡 に 反 対 運 動 を 展 開 し
て い る 。 パ シ フ ィ ッ ク ・ イ ュ ー の 本 数 が 減 っ て い る の で 、 医 療 研 究 は 将 来 の タ キ ソ ー ル へ
の 希 望 を 新 し い 代 替 供 給 源 に か け て い る 。 こ れ ま で 考 慮 さ れ た ３ つ の 供 給 源 は 化 学 合 成 、
半 合 成 お よ び 植 物 細 胞 培 養 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 タ キ ソ ー ル は こ れ ま で 全 化 学 合 成 が で き な か っ た 大 き な 、 複 雑 な 構 造 を も つ 化 学 分 子 で
あ る 。 従 っ て 、 簡 単 な 入 手 可 能 な 薬 品 か ら 大 規 模 合 成 す る こ と は 来 る 二 、 三 年 間 に 実 行 し
え る オ プ シ ョ ン と な る こ と は あ り そ う に な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 大 規 模 生 産 の 可 能 な オ プ シ ョ ン と し て は 半 合 成 、 即 ち 、 農 業 的 に 生 産 さ れ た タ キ ソ ー ル
前 駆 体 、 バ ッ カ チ ン （ baccatin） 、 に 側 鎖 を 化 学 的 に 付 着 さ せ る こ と で あ る 。 こ の 側 鎖 の
合 成 に つ い て 顕 著 な 発 展 が な さ れ た （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 側 鎖 を バ ッ カ チ ン に 結 合 す る 方 法
も 開 発 さ れ た （ 特 許 文 献 １ ； 特 許 文 献 ２ ） 。 し か し な が ら 、 タ ク ス ス ・ プ ラ ン テ ー シ ョ ン
の 針 葉 か ら バ ッ カ チ ン を 農 業 的 に 供 給 す る こ と は 決 し て と る に 足 ら な い こ と で は な く 、 現
在 で は 先 の 報 告 （ 非 特 許 文 献 ５ 、 0.1 重 量 ％ ） は バ ッ カ チ ン 含 有 量 に つ い て 最 近 の 報 告 （
非 特 許 文 献 ３ 、 0.03重 量 ％ ） よ り も よ り 楽 観 的 で あ っ た こ と か ら 再 評 価 さ れ つ つ あ る 。 要
約 す る と 、 化 学 合 成 お よ び 半 合 成 の 世 界 的 な 化 学 療 法 用 途 に タ キ ソ ー ル を 供 給 す る 能 力 は
確 保 さ れ て い な い 。 代 替 生 産 手 段 を 探 求 開 発 す る 強 い 理 由 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は タ キ ソ ー ル や 他 の タ キ サ ン を 供 給 す る た め の 植 物 細 胞 培 養 に 基 づ く プ ロ セ ス の
開 発 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 植 物 由 来 の 薬 品 の 供 給 源 と し て の 組 織 培 養
　 種 々 の 異 な る 培 養 方 法 に お け る 植 物 細 胞 の 分 裂 、 成 長 お よ び 二 次 的 中 間 代 謝 物 を 生 産 す
る 能 力 は 多 数 の グ ル ー プ に よ っ て 十 分 に 証 明 さ れ て い る 。 現 在 、 ２ つ の 化 合 物 、 シ コ ニ ン
（ shikonin） （ 赤 色 染 料 お よ び 抗 炎 症 剤 ） と ギ ン セ ン ゴ シ ド （ ginsengoside） （ 東 洋 医 薬
の 強 壮 薬 ） が 日 本 で 組 織 培 養 プ ロ セ ス に よ り 生 産 さ れ て い る 。 他 の 多 く の プ ロ セ ス は 報 告
に よ る と 製 品 の 市 販 が 間 近 で あ り 、 こ れ ら に は ヴ ァ ニ リ ン （ vanillin） 、 ベ ル ベ リ ン （ be
rberine ） 、 ロ ス マ リ ン 酸 （ rosmarinic acid） が 含 ま れ る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 タ キ ソ ー ル に 対 す る 植 物 細 胞 培 養 プ ロ セ ス に は 多 く の 利 点 が あ る 。 (i) 細 胞 培 養 プ ロ セ
ス は 製 品 の 無 限 、 連 続 的 か つ 均 一 供 給 を 保 証 す る 。 (ii)細 胞 培 養 は 大 き な バ イ オ リ ア ク タ
ー 内 で 行 い 環 境 条 件 を 操 作 す る こ と に よ り タ キ ソ ー ル の 過 剰 生 産 を 誘 発 さ せ る こ と が で き
る 。 (iii) 細 胞 培 養 は 樹 皮 や 針 葉 に 比 べ て 生 産 す る 化 合 物 の ス ペ ク ト ル が よ り 単 純 で あ り
、 分 離 精 製 が か な り 単 純 化 す る 。 (iv)細 胞 培 養 プ ロ セ ス は 農 業 に 基 づ く プ ロ セ ス よ り も 需
要 の 急 速 な 変 化 に 迅 速 に 適 応 す る こ と が で き る 。 (v) タ キ ソ ー ル を 供 給 す る 以 外 に も 細 胞
培 養 プ ロ セ ス は タ キ ソ ー ル そ の 他 の 活 性 誘 導 体 に 半 合 成 的 に 転 換 す る こ と が で き る バ ッ カ
チ ン の よ う な タ キ サ ン 前 駆 体 を も 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 無 菌 大 規 模 植 物 細 胞 培 養 は 本 来 的 に 高 価 で あ り 、 細 胞 培 養 方 法 が 商 業 的 に 適 切 と な る の
は こ れ ら の コ ス ト が 迅 速 な 細 胞 成 長 と 高 い 中 間 代 謝 物 生 産 性 に よ っ て 相 殺 さ れ る 場 合 に 限
ら れ る 。 あ ら ゆ る 植 物 種 お よ び 標 的 中 間 代 謝 物 は 異 な っ て お り 、 異 な る ア プ ロ ー チ が 特 定
の 系 ご と に 必 要 と な る 。 本 発 明 は タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 生 産 の た め の 迅 速 に 成 長 し 生
産 性 の 高 い 植 物 細 胞 培 養 を 得 る た め の 創 造 的 か つ 熟 練 し た ア プ ロ ー チ に 焦 点 を 合 わ せ て い
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る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 木 本 植 物 お よ び 針 葉 樹 の 組 織 培 養 に 伴 う 問 題
　 文 献 を 歴 史 的 に 概 観 す る と 、 草 本 植 物 は 培 養 に お い て 比 較 的 容 易 に 操 作 さ れ て き た の に
対 し て 、 木 本 植 物 お よ び 針 葉 樹 の 培 養 を 達 成 す る の は 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 二 次 的 中 間 代 謝 物 生 産 裸 子 植 物 － お よ び 針 葉 樹 培 養 の 成 長 は 一 般 に 低 い 。 例 え ば 、 Thuj
a occidentalisの 培 養 が 18日 間 で 約 30％ だ け そ れ ら の バ イ オ マ ス を 増 加 さ せ た こ と を 見 い
出 し た （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 Callitris drummondiiの 懸 濁 培 養 に つ い て 21日 間 で バ イ オ マ ス
の 増 加 が 20-50 ％ で あ る こ と を 報 告 し た （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 裸 子 植 物 Cephalotaxus harri
ngtonia の 懸 濁 培 養 に つ い て 約 10日 の 倍 加 時 間 を 報 告 し た （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 非 特 許 文 献
１ ０ に よ り ま と め ら れ た よ う に 、 と う ひ 属 植 物 の 懸 濁 培 養 （ Picea abies ） 用 の 培 地 開 発
に 向 け て 非 常 に 多 く の 努 力 が な さ れ た 。 こ の 集 合 的 仕 事 に よ り 裸 子 植 物 の 懸 濁 培 養 は 実 際
に 迅 速 な 成 長 を す る こ と が で き る が 、 一 般 的 原 則 は 適 用 す る こ と が で き ず 、 異 な る 細 胞 系
統 に 対 す る 培 地 処 方 は 独 立 に 最 適 化 し な け れ ば な ら な い こ と が 実 証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 裸 子 植 物 培 養 の 二 次 的 中 間 代 謝 物 の 生 産 性 を 概 観 す る と こ れ も 草 本 種 に 比 べ て 迅 速 な 生
合 成 を 誘 発 す る の は 困 難 で あ る こ と を 示 し て い る 。 た と え ば 、 セ フ ァ ロ タ ク ス ス ・ ハ リ ン
ト ニ ア （ Cephalotaxus harringtonia） の 培 養 で は テ ル ペ ン ・ ア ル カ ロ イ ド を 親 植 物 で 見
ら れ る レ ベ ル の わ ず か １ ％ な い し ３ ％ の レ ベ ル で 生 産 し た （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 成 功 し た
エ リ シ テ ー シ ョ ン （ elicitation ） で さ え も 、 親 植 物 で 生 産 さ れ た レ ベ ル に 近 づ く こ と が
で き た だ け で あ る （ 約 0.04乾 燥 重 量 ％ 総 ア ル カ ロ イ ド ） （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。 針 葉 樹 Call
itris drummondiiの 懸 濁 培 養 を 誘 導 し て ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン （ podophyllotoxin ） を 生 産
さ せ る こ と が で き た が 、 針 葉 に よ り 生 産 さ れ る レ ベ ル の わ ず か 十 分 の 一 の レ ベ ル だ け で あ
っ た （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 Thuja occidentalisの 顕 著 な レ ベ ル の モ ノ テ ル ペ ン 類 （ 10-20mg/
L ） お よ び ジ テ ル ペ ノ イ ド ・ デ ヒ ド ロ フ ェ ル ギ ノ ー ル （ diterpenoid dehydroferruginol 
） （ 2-8mg/L ） を 生 産 す る 能 力 は 納 得 の ゆ く よ う に 実 証 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 し
か し な が ら 、 こ れ ら の 結 果 は 成 長 の 遅 い （ 18日 間 で バ イ オ マ ス が 30％ 増 加 ） 、 低 細 胞 密 度
（ １ リ ッ ト ル 当 り ５ な い し ７ グ ラ ム の 乾 燥 重 量 ） の 培 養 で 得 ら れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 エ ム ． シ ィ ー ． ワ ニ ， エ イ チ ． エ ル ． テ イ ラ ー ， エ ム ． イ ー ． ウ ォ ー ル
， ピ ー ． コ ゴ ン お よ び エ ム ． テ ィ ー ． マ ッ ク フ ェ イ ル ． 1971.　 植 物 性 抗 腫 瘍 剤 ． VI． タ
ク ス ス ・ ブ レ ビ フ ォ リ ア か ら の タ キ ソ ー ル 、 新 規 抗 白 血 病 剤 お よ び 抗 腫 瘍 剤 の 分 離 お よ び
構 造 ． J.Am.Chem.Soc., 93, 2325-2327.（ M.C.Wani, H.L.Taylor, M.E.Wall, P.Coggon a
nd M.T.McPhail. 1971. Plant Antitumor Agents. VI. Isolation and Structure of Tax
ol, a Novel Antileukemic and Antitumor Agent from Taxus brevitolia. J.Am.Chem.So
c.,93, 2325-2327.）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 イ ー ． ケ イ ． ロ ビ ン ス キ ー ． ， エ ル ． エ ー ． カ ゼ ナ ベ お よ び ア ー ル ． シ
ィ ー ． ド ネ ハ ゥ ワ ー ． 1990.　 タ キ ソ ー ル ： 新 規 な 検 査 的 抗 微 小 管 剤 ． J.Natl.Cancer Ins
t., 82, 1247-1259. （ E.K.Rowinsky, L.A.Cazenave and R.C.Donehower. 1990. Taxol: 
A Novel Investigational Antimicrotubule Agent. J.Natl.Cancer Inst., 82, 1247-125
9. ）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ケ イ ． エ ム ． ウ ィ ゼ ラ ッ プ ， エ ス ． エ ー ． ル ッ ク ， エ ム ． ダ ブ リ ュ ． ス
タ ス コ ， テ ィ ー ． ジ ェ イ ． ジ オ ル ジ お よ び ジ ィ ー ． エ ム ． ム シ ィ ク ． 1990.　 タ ク ス ス ・
ブ レ ビ フ ォ リ ア の 樹 皮 に 匹 敵 す る 量 の タ キ ソ ー ル を 含 む 針 葉 ： 分 析 お よ び 単 離 ． 1990.Jou
rnal of Natural Products. 53, 1249-1255.（ K.M.Witherup, S.A.Look, M.W.Srasko, T.
J.Ghiorzi, G.M.Muschik. 1990. Taxus spp. Neddles Contain Amounts of Taxol Compar
able to the Bark of Taxus brevifolia: Analysis and Isolation. Journal of Natural
 Products. 53, 1249-1255.）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ジ ェ イ ． エ ヌ ． デ ニ ス ， エ ー ． コ レ ア お よ び エ ー ． イ ー ． グ リ ー ン ． 19
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91.Ｓ － デ キ ス ト ロ フ ェ ニ ル グ リ シ ン か ら の タ キ ソ ー ル お よ び タ キ ソ テ レ 側 鎖 の 直 接 高 効
率 合 成 ． J.Org.Chem.,56,6939-6942.(J.N.Denis, A.Correa and A.E.Greene. 1991. Dire
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8. Highly Efficient Practical Approach to Natural Taxol. J.Am.Chem.Soc.,110,5917
-5919.）
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ch.（ G.F.Payne, V.Bringi, C.Prince and M.L.Shuler. 1991. Plant Cell and Tissue C
ulture in Liquid Systems, Hanser Publishers,Munich.）
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ジ ェ イ ． ベ ル リ ン お よ び エ ル ． ウ ィ ッ テ ． 1988.チ ュ ー ジ ャ  オ シ デ ン タ
リ ス の 培 養 さ れ た 細 胞 に よ る モ ノ お よ び ジ テ ル ペ ン 類 の 生 成 ． Phytochemistry. 27, 127-
132.（ J.Berlin and L.Witte. 1988. Formation of Mono- and Diterpenoids by Culture
d Cells of Thuja Occidentalis. Phytochemistry. 27,127-132.）
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ダ ブ リ ュ ． ヴ ァ ン 　 ウ ー デ ン ， エ ヌ ． プ ラ ス お よ び テ ィ ー ． エ ム ． マ リ
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a Plant Cell Cuiltures. Appl.Microbial Biotechn ol. 34, 798-803. ）
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stry. 16,1595-1598. （ N.E.Delfel and J.A.Rothfus. 1977. Antitumor Alkaloids in C
allus Cultures of Cephalotaxus harringtonia. Phytochemistry. 16,1595-1598. ）
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 ピ ー ． エ フ ． ハ イ ン ス タ イ ン ． 1985.　 植 物 細 胞 懸 濁 培 養 に お け る 二
次 天 然 生 産 物 生 成 へ の 未 来 の ア プ ロ 濁 チ ． Journal of Natural Products. 48, 1-9.(P.F.
Heinstein. 1985. Future Approaches to the Formation of Secondary Natural Product
s in Plant Cell Suspension Cultures. Journal of Natural Products. 48, 1-9.）
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 エ ム ． ジ ャ ジ リ ， ビ ー ． エ ム ． デ ィ ア ロ ， エ ム ． エ イ チ ． ヴ ァ ン ヘ ー
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ク ク ス 属 種 お よ び 組 織 培 養 に お け る タ キ ソ ー ル に 関 す る タ キ サ ン ジ テ ル ペ ン 類 の 検 出 お よ
び 半 定 量 的 同 定 の た め の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 剤 分 析 評 価 ． J.Pharm.Belg.,46, 93-99.（ M.Ja
ziri, B.M.Diallo, M.H.Vanhaelen, R.J.Vanhaelen-Fastre, A.Zhiri, A.G.Becu and J.H
omes. 1991. Enzyme-linked Immunosorbent Assay for the Detection and the Semi-Qua
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お よ び ケ イ ． ヨ ネ ダ ． 1986.　 サ ル ビ ア 属 ミ ル テ ィ オ リ ー ザ の 細 胞 懸 濁 培 養 に お け る フ ェ
ル ギ ノ ー ル お よ び ク リ プ ト タ ン シ ノ ン 生 合 成 の 調 節 ． Phytochemistry. 25, 637-640.（ H.
Miyasaka, M.Nasu, T.Yamamoto, Y.Endo and K.Yoneda. 1986.Regulation of Ferruginol
 and Cryptotanshinore Biosynthesis in Cell Suspension Culture s of Salvia Miltio
rrhiza. Phytochemistry. 25, 637-640.）
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 as a Source of Biochemicals'. E. J.Staba(ed),CRC Press,Boca Raton, Florida, pp.
123-141.）
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9-194.）
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 ケ イ ． エ ム ． ウ ィ ゼ ラ ッ プ ， エ ス ． エ ー ． ル ッ ク ， エ ム ． ダ ブ リ ュ ．
ス タ ス コ ， テ ィ ー ． ジ ィ ー ． マ ッ ク ク ロ ウ ド ， エ イ チ ． ジ ェ イ ． イ サ ッ ク お よ び ジ ィ ー ．
エ ム ． ム シ ィ ク ． 1989.　 タ ク ス ス ・ ブ レ ビ フ ォ リ ア か ら の タ キ ソ ー ル お よ び 関 連 化 合 物
の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 離 ． J.Liq.Chrom., 12, 2117-2132.（ K.M.Witherup, S.A.Look, M.W.Stasko
, T.G.McCloud, H.J.Issaq and G.M.Muschik. 1989. HPLC Separation of Taxol and Rel
ated Compounds from Taxus brevifolia. J.Liq.Chrom., 12, 2117-2132.）
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 エ ム ． デ ィ ー ． ビ ュ ー モ ン ト お よ び デ ィ ー ． ノ ル ． 1987.　 培 養 さ れ
た セ レ リ ー （ ア ピ ウ ム  グ ラ ベ オ レ ン ス ） 細 胞 の 生 存 率 に お け る 固 定 化 剤 お よ び 手 順 の 効
果 ． Biotechnol.Lett.9,377-382.（ M.D.Beaumont and D.Knorr. 1987. Effects of immob
ilizing agents and Procedures on Viability of Cultured Celery (Apium graveolens)
 Cells. Biotechnol.Lett.9,377-382. ）
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 4,924,011 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,015,744 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 5,019,504 号 明 細 書
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 タ キ ソ ー ル 生 産 用 細 胞 培 養 ： 従 前 の 努 力
　 裸 子 植 物 懸 濁 培 養 に お け る 迅 速 な 成 長 お よ び 高 生 産 性 を 達 成 す る こ と が 困 難 で あ る こ と
は タ キ ソ ー ル 生 産 に つ い て の こ れ ま で の ３ 編 の 報 告 に 反 映 さ れ て い る 。 最 近 タ ク ス ス ・ バ
ッ カ ー タ （ Taxus baccata） の カ ル ス 培 養 を 誘 導 し た が 、 彼 ら の 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ を 使 用
し て タ キ ソ ー ル を 検 出 す る こ と が で き な か っ た （ 非 特 許 文 献 １ ３ ） 。 タ ク ス ス ・ メ デ ィ ア
（ Taxus media） (cv. hicksii) の カ ル ス 培 養 中 に 0.009 ％ の 乾 燥 重 量 の タ キ ソ ー ル が 存
在 す る こ と を 報 告 し た が （ 非 特 許 文 献 １ ４ ） 、 倍 加 時 間 、 細 胞 密 度 、 報 告 さ れ た タ キ ソ ー
ル が 生 産 さ れ る 時 間 の 尺 度 は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 タ ク ス ス ・ ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア の 細 胞 培 養 に よ る タ キ サ ン お よ び タ キ サ ン 様 化 合 物 の 生 産
お よ び 回 収 を 記 載 し て い る （ 特 許 文 献 ３ ） 。 こ れ ら の 研 究 者 は ２ な い し ４ 週 間 の 時 間 枠 内
で １ な い し ３ mg/Lの レ ベ ル の タ キ ソ ー ル 生 産 を 報 告 し た 。 彼 ら は ま た 「 3-4 週 間 で ５ な い
し 10倍 」 の 細 胞 マ ス の 増 加 を 報 告 し た が 、 こ れ は 約 ７ な い し 12日 の 倍 加 時 間 に 相 当 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は タ キ ソ ー ル 、 タ キ ソ ー ル 様 化 合 物 ま た は タ キ サ ン は す べ て の タ ク ス ス 属 の
種 即 ち 、 ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア （ brevifolia） 、  カ ナ デ ン シ ス （ canadensis） 、  カ ス ピ ダ ー
タ （ cuspidata ） 、  バ ッ カ ー タ （ baccata ） 、  グ ロ ボ ー サ （ globosa ） 、  フ ロ リ ダ ー
ナ （ floridana ） 、  ワ リ キ ア ー ナ （ wallichiana ） 、  メ デ ィ ア （ media ） お よ び シ ネ ン
シ ス （ chinensis ） か ら 非 常 に 高 収 率 生 産 す る こ と が で き る こ と を 見 い 出 し た 。 特 に 、 本
発 明 者 ら は タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 種 は 迅 速 に 成 長 す る こ と が で き 、 非 常 に 高 い レ ベ ル の タ
キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン を 短 期 間 に 生 産 す る こ と が で き る こ と を 見 い 出 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 許 文 献 ３ に 記 載 の 発 明 を 改 良 し て 、 本 発 明 者 ら は こ こ に 異 な る タ ク ス ス 属 種 か ら の 細
胞 培 養 は 迅 速 か つ 効 率 的 に 誘 導 す る こ と が で き る と 共 に 、 人 工 栄 養 培 地 上 に う ま く 成 長 さ
せ る こ と が で き 、 し か も 無 傷 の 植 物 体 に お け る の と 同 じ 化 学 療 法 的 に 活 性 な タ キ サ ン ・ ア
ル カ ロ イ ド が 、 細 胞 培 養 中 に 生 産 さ れ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 従 前 に 報 告 さ れ た よ り も ず っ と 短 い 時 間 枠 内 で タ キ ソ ー ル
を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 種 で は 、 本 発 明 者 ら は 細 胞 を 操 作 し て 他
の タ ク ス ス 属 種 の 組 織 培 養 か ら 得 ら れ る 量 を は る か に 越 え る 量 の タ キ ソ ー ル を 生 産 す る こ
と が で き た 。 さ ら に 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 培 養 の 成 長 速 度 は 特 許 文 献 ３ に 記 載 の タ
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ク ス ス ・ ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア に 対 す る も の よ り も 顕 著 に 高 く 、 ３ な い し ６ 倍 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 は タ ク ス ス 属 の 種 々 の 種 （ ス ペ シ ー ズ ） か ら の 細 胞 培 養 を 迅 速 か つ 効 率 的
に 誘 導 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 迅 速 な 成 長 、 高 い 細 胞 密 度 お よ び 高 い 細 胞 生 存 率 を 促 す 特 別 の 環 境 条 件
を 形 成 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 で 達 成 さ れ た 成 長 特 性 は 重 要 な 因 子 に つ い て 従 前 の 結 果 を
上 回 っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 は (a) 栄 養 の 濃 度 の 注 意 深 い 操 作 （ 生 産 培 地 の 処 方 ） 、 (b) 光 の 使 用 、 (c
) 定 期 的 な 培 地 交 換 の プ ロ ト コ ル の 使 用 、 (d) エ リ シ タ ー (elicitors)の 使 用 に よ り タ キ
ソ ー ル と タ キ サ ン の 迅 速 か つ 長 期 間 の 生 合 成 お よ び 分 泌 を 誘 導 す る 能 力 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 培 地 処 方 と 環 境 条 件 を 変 え る こ と に よ り 生 産 さ れ る タ キ サ ン の プ ロ フ ィ
ー ル を 操 作 す る 能 力 を 含 む 。 特 に 、 細 胞 は 優 勢 な タ キ サ ン 生 産 物 と し て タ キ ソ ー ル を 生 産
す る よ う に 馴 ら さ れ た 。 さ ら に 、 副 産 物 で あ る セ フ ァ ロ マ ン ニ ン (cephalomannine)の 生 産
が 抑 制 さ れ 、 そ れ に よ り 高 価 か つ 重 要 な 下 流 の 分 離 精 製 問 題 に 対 す る エ レ ガ ン ト な 生 物 学
的 解 決 を 与 え て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は そ れ 自 体 薬 理 作 用 を 示 す か 、 あ る い は 薬 理 作 用 を 持 つ 化 合 物 に 修 飾 ま た
は 転 換 す る こ と が で き る タ キ ソ ー ル 以 外 の 種 々 の タ キ サ ン を 生 産 す る 能 力 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 細 胞 培 養 を 誘 導 し て 野 生 の 植 物 体 で 生 産 さ れ る
レ ベ ル （ 0.003 な い し 0.03％ 乾 燥 重 量 、 非 特 許 文 献 １ ５ ） を は る か に 越 え る レ ベ ル の タ キ
ソ ー ル （ 0.32％ 乾 燥 重 量 ） を 生 産 す る よ う に 誘 導 す る 能 力 を 含 む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 植 物 は 長 ら く 製 薬 お よ び 特 殊 薬 品 の 材 料 源 と な っ て き た 。 こ れ ら の 製 品 は 典 型 的 に は 収
穫 さ れ た 植 物 材 料 の 抽 出 ま た は 化 学 合 成 に よ り 得 ら れ た 。 タ キ ソ ー ル は 最 近 天 然 物 の ス ク
リ ー ニ ン グ か ら 出 現 し た も っ と も 重 要 で 可 能 性 の 高 い 抗 ガ ン 剤 の 一 つ と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ ソ ー ル 様 化 合 物 、 ま た は タ
キ サ ン と い う 用 語 は タ キ サ ン 環 を 有 す る 化 合 物 を 記 述 す る た め に 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 こ
れ ら の 化 合 物 は そ れ 自 体 抗 新 生 作 用 を 持 っ て い て も よ く 、 修 飾 さ れ て 生 物 活 性 化 合 物 を 生
じ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 カ ル ス 」 と い う 用 語 は 構 造 的 に 未 分 化 で あ り 固
体 培 地 上 に 培 養 さ れ る 培 養 さ れ た 植 物 細 胞 の 塊 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 に お
い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 懸 濁 培 養 」 と い う 用 語 は 液 体 栄 養 培 地 中 に 分 散 さ れ た 構 造 的 に
未 分 化 の 細 胞 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 懸 濁 培 養 は 種 々 の 段 階 の 集 合 状 態 に あ る 細 胞 を
含 む と 了 解 さ れ る 。 集 合 体 の サ イ ズ の 範 囲 は 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ て い る サ ス ペ ン ジ ョ
ン に お い て 出 会 う が 、 サ イ ズ は 直 径 数 十 ミ ク ロ ン （ 単 一 細 胞 ま た は 集 合 し た 数 個 の 細 胞 ）
か ら 数 千 個 の 細 胞 か ら な る 直 径 数 ミ リ メ ー ト ル の 集 合 体 ま で の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な 植 物 材 料 は 既 知 の す べ て の タ ク ス ス 属 の 種 即 ち 、 ブ レ ヴ ィ フ ォ リ
ア （ brevifolia)、 カ ナ デ ン シ ス （ canadensis） 、 カ ス ピ ダ ー タ （ cuspidata ） 、 バ ッ カ
ー タ （ baccata ） 、 グ ロ ボ ー サ （ globosa ） 、 フ ロ リ ダ ー ナ （ floridana ） 、 ワ リ キ ア ー
ナ （ wallichiana ） 、 メ デ ィ ア （ media ） お よ び シ ネ ン シ ス （ chinensis ） か ら 得 ら れ た
。 特 に 、 本 発 明 者 ら は タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス を 短 か い 培 養 時 間 で 顕 著 量 の タ キ ソ ー ル お よ
び タ キ サ ン を 生 産 し 、 所 望 の 化 合 物 を 培 地 中 に 連 続 的 に 分 泌 す る 能 力 を 有 す る も の と し て
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同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 者 ら の 見 出 し た と こ ろ に よ る と 、 特 定 の タ キ ソ ー ル の 含 有 量 は 植 物 種 に よ っ て 変
動 し 、 同 じ 種 内 で は 組 織 源 と 特 定 の 樹 木 個 体 に よ っ て 変 動 す る 。 高 収 率 の タ キ ソ ー ル 生 産
源 を 選 択 す る こ と は 治 療 用 途 の タ キ ソ ー ル を 十 分 量 提 供 す る た め の 重 要 な 第 一 の 工 程 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 タ ク ス ス 細 胞 系 統 の 誘 導
　 タ ク ス ス 植 物 材 料 は 全 北 米 か ら お よ び 他 の 大 陸 か ら も 集 め る こ と が で き る 。 培 養 は 適 当
な タ ク ス ス の 組 織 を 成 長 の た め に 選 択 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 こ の 植 物 の 樹 皮 、 形
成 層 、 針 葉 、 茎 、 種 子 、 き ゅ う 果 （ cone） お よ び 根 を 含 む 任 意 の 部 分 か ら の 組 織 を カ ル ス
を 誘 導 す る の に 選 択 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 タ キ ソ ー ル の 収 率 を 最 適 に す る た
め に は 、 針 葉 お よ び 植 物 部 分 の 分 裂 組 織 領 域 が 好 ま し い 。 最 も 好 ま し い の は 新 し く 成 長 し
た 針 葉 （ 例 え ば １ な い し ３ カ 月 令 ） で あ り 、 こ れ ら は 一 般 に 浅 緑 色 に よ り 同 定 す る こ と が
で き る 。 「 新 し く 成 長 し た 」 （ new growth） と い う 用 語 は 広 く そ の 年 の 成 長 シ ー ズ ン 内 の
植 物 の 針 葉 生 成 を 意 味 す る も の と し て 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 培 養 の 汚 染 を 防 止 す る た め に 、 組 織 は 培 地 に 導 入 す る に 先 立 っ て 表 面 滅 菌 し な け れ ば な
ら な い 。 任 意 の 従 来 の 滅 菌 技 術 例 え ば 「 ク ロ ロ ッ ク ス 」 （ Clorox） （ Clorox社 の 所 有 す る
漂 白 剤 の 商 標 ） 処 理 が 効 果 的 で あ ろ う 。 さ ら に 、 セ フ ォ キ シ チ ン （ cefoxitin） 、 ベ ン レ
ー ト （ benlate） 、 ク ロ キ サ シ リ ン （ cloxacillin） 、 ア ン ピ シ リ ン （ ampicillin） 、 ゲ ン
タ マ イ シ ン サ ル フ ェ ー ト （ gentamycin sulfate） 、 フ ォ ス フ ォ マ イ シ ン （ phosphomycin）
の よ う な 抗 微 生 物 剤 を 植 物 材 料 の 表 面 滅 菌 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 カ ル ス 成 長
　 培 養 は 典 型 的 に 成 長 形 態 、 生 産 性 、 生 産 物 プ ロ フ ィ ー ル そ の 他 の 特 徴 に お い て 変 異 性 を
示 す 。 個 々 の 細 胞 系 統 は 成 長 培 地 の 構 成 成 分 に 対 す る 好 み が 異 な る の で 、 多 く の 異 な る 成
長 培 地 を カ ル ス の 誘 導 お よ び 増 殖 に 使 用 す る こ と に な る か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 適 当 な 培 地 組 成 は 培 養 す る 種 に よ っ て 変 わ る 。 異 な る 種 に 対 す る 好 ま し い 培 地 は 第 ３ 表
に リ ス ト さ れ て い る 。 例 え ば 、 他 の も の も 使 用 す る こ と が で き る が 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ
ス 用 の ２ つ の 好 ま し い 成 長 栄 養 培 地 は Ａ と Ｄ で あ る 。 こ れ ら の 培 地 は 第 ２ 表 に リ ス ト さ れ
た 成 分 を 含 有 し て い る の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 培 地 Ａ を 使 用 す る と き は 、 成 長 ホ ル モ ン ま
た は 調 節 剤 が 培 地 中 に １ ppbな い し 10ppm、 好 ま し く は ２ ppbな い し １ ppm、 の 量 で 導 入 さ れ
る 。 培 地 Ｄ を 使 用 す る と き は 、 成 長 ホ ル モ ン ま た は 調 節 剤 が 培 地 中 に １ ppbな い し 10ppmの
レ ベ ル の 範 囲 、 好 ま し く は ２ ppbな い し ２ ppm、 で 導 入 さ れ る 。 他 の 培 地 成 分 の 量 は 第 ２ 表
に 示 さ れ て い る 濃 度 の 10分 の １ な い し ３ 倍 で あ る が 、 第 ２ 表 に 示 す レ ベ ル で 導 入 す る の が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 懸 濁 成 長
　 タ ク ス ス 懸 濁 培 養 は 他 の 植 物 細 胞 培 養 と 同 様 に 迅 速 な 成 長 速 度 お よ び 高 細 胞 密 度 の 能 力
を 有 す る 。 し か し な が ら 、 最 適 条 件 は 細 胞 系 統 ご と に 変 動 す る た め 、 与 え ら れ た 細 胞 系 統
に 対 す る 迅 速 な 最 適 化 に 導 く 方 法 を 考 慮 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 種 々 の タ ク ス ス 属 種 の 初 期 培 養 は 第 ３ 表 に リ ス ト さ れ て い る マ ク ロ お よ び ミ ク ロ 栄 養 、
有 機 塩 お よ び 成 長 ホ ル モ ン を 含 有 す る 培 地 に 移 す こ と に よ り 継 代 培 養 す る 。 量 は 一 般 に 次
の 範 囲 で あ る 。 す な わ ち 、 第 ２ 表 に 示 す 各 培 地 成 分 の 10分 の １ の 濃 度 か ら ３ 倍 の 濃 度 ま で
で あ る 。 好 ま し い レ ベ ル は 第 ２ 表 に リ ス ト さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 液 体 培 養 は 空 気 に 曝 さ れ 、 好 ま し く は 振 と う そ の 他 に よ り 穏 や か に 動 か し て 空 気 を 培 地
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に 導 入 す る か 、 あ る い は 管 を 通 し て 空 気 を 培 養 器 に 導 入 し て も よ い 。 培 養 は 適 当 な 成 長 条
件 下 20℃ な い し 26℃ に 維 持 さ れ る 。 pHは 約 ３ な い し ７ 、 好 ま し く は ４ な い し ６ で あ っ て も
よ い 。 培 養 は 完 全 な 暗 黒 か ら 種 々 の 期 間 の 完 全 な 明 光 （ 狭 い バ ン ド お よ び ／ ま た は 広 い ス
ペ ク ト ル ） の 間 の 範 囲 の 光 条 件 下 で 成 長 す る こ と が で き る 。 露 光 下 の 培 養 に お い て 総 タ キ
ソ ー ル 生 産 が 最 も 高 い の で 、 こ れ が 好 ま し い 。 典 型 的 な 光 強 度 条 件 は 約 100な い し 約 3,000
フ ー ト 燭 光 （ foot candle power ） の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 懸 濁 培 養 は 継 代 培 養 か ら １ な い し ８ 週 間 維 持 さ れ る が 、 そ の 後 培 養 の 成 長 は 減 少 す る 。
培 養 物 は 成 長 培 地 を 例 え ば 濾 過 に よ り 除 去 す る こ と に よ り 収 穫 さ れ る 。 収 穫 さ れ た 培 養 物
は 秤 量 し 、 例 え ば 凍 結 乾 燥 に よ り 乾 燥 し 、 微 粉 末 に 粉 砕 し 、 従 来 の 溶 媒 抽 出 技 術 を 使 用 し
て タ キ ソ ー ル を 抽 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 倍 加 時 間 は バ イ オ マ ス の 経 時 的 増 加 を モ ニ タ す る こ と に よ り 、 あ る い は 単 に 継 代 培 養 中
に 成 長 指 数 を モ ニ タ す る こ と に よ り 測 定 さ れ て い る 。 最 大 乾 燥 重 量 密 度 15-24グ ラ ム ／ リ
ッ ト ル が 達 成 さ れ た 。 種 々 の タ ク ス ス 属 種 懸 濁 培 養 の 成 長 特 性 が 実 施 例 ４ に 詳 述 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 分 析 方 法
　 細 胞 お よ び 培 地 か ら の タ キ ソ ー ル と タ キ サ ン の 抽 出 ・ 回 収 方 法 は 従 来 の 技 法 に 従 っ て 行
わ れ 、 実 施 例 ５ に 詳 細 に 述 べ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ （ ELISA） 技 法 は 主 に 市 販 キ ッ ト 中 の ハ
ワ イ ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 社 に よ り 供 給 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ た 。 強 力 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 法 は 実 施 例 ５ に 詳 述 す る よ う に 既 存 の プ ロ ト コ ル を 少 し 変 え た 。 本 発 明 に お い て
使 用 し た 条 件 下 で は 、 解 像 度 の よ い タ キ サ ン の ピ ー ク が 得 ら れ 、 精 確 な 検 出 と 定 量 が で き
た 。 非 タ キ サ ン 成 分 が 一 緒 に 溶 離 す る 可 能 性 が あ る た め 、 タ キ サ ン と 思 わ れ る ピ ー ク ご と
に ス ペ ク ト ル の 純 度 を ダ イ オ ー ド ア レ イ に よ り 検 査 し て か ら ピ ー ク 領 域 を 統 合 し た 。 タ キ
サ ン 標 準 品 の 滞 留 時 間 を 実 施 例 ５ に リ ス ト す る 、 サ ン プ ル ・ ク ロ マ ト グ ラ ム を 第 ４ 図 及 び
図 ５ に 含 め た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 生 産 培 地 条 件
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 栄 養 培 地 」 と い う 用 語 は 植 物 細 胞 カ ル ス お よ び
懸 濁 培 養 の 培 養 に 適 し た 培 地 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 「 栄 養 培 地 」 と い う 用 語 は 一 般
的 で あ り 「 成 長 培 地 」 と 「 生 産 培 地 」 の 双 方 を 含 む 。 「 成 長 培 地 」 と い う 用 語 は 培 養 細 胞
の 迅 速 な 成 長 に 有 利 な 栄 養 培 地 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 「 生 産 培 地 」 と い う 用 語 は 培
養 細 胞 の タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン の 生 合 成 に 有 利 な 栄 養 培 地 を 指 称 す る 。 成 長 は 生 産 培
地 で 起 き る こ と が あ り 得 る と と も に 、 生 産 が 成 長 培 地 で 起 き る こ と が あ り 得 る し 、 単 一 の
栄 養 培 地 中 で 最 適 の 成 長 と 生 産 が 起 き る こ と が あ り 得 る こ と が 了 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 栄 養 培 地 の 一 定 の ク ラ ス の 添 加 物 は 本 発 明 に お い て 特 殊 な 名 称 で 指 称 さ れ て お り 、 本 明
細 書 中 に 定 義 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 に お い て 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「 抗 褐 変 剤 」 （ an
ti-browning agents） と い う 用 語 は 細 胞 培 養 の 間 に 色 素 が 形 成 さ れ る の を 防 止 す る た め に
栄 養 培 地 に 添 加 さ れ る 成 分 を 指 称 す る 。 こ れ ら の 色 素 に は 一 般 に 細 胞 の 成 長 、 生 存 率 お よ
び 生 産 物 の 形 成 に 有 害 な 効 果 を 有 す る と 観 察 さ れ て い る フ ェ ノ ー ル 化 合 物 お よ び そ れ ら の
関 連 化 合 物 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「 生 合 成 前 駆 体 」 と い う 用
語 は 栄 養 培 地 へ 添 加 さ れ た 化 合 物 で あ っ て 細 胞 に よ り 代 謝 ・ 導 入 さ れ て タ キ ソ ー ル お よ び
タ キ サ ン に な る も の を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「
代 謝 阻 害 剤 」 （ metabolic inhibitor） と い う 用 語 は 栄 養 培 地 に 添 加 さ れ た 化 合 物 で あ っ
て 特 定 の 生 合 成 経 路 を 妨 害 す る も の を 指 称 す る 。 例 え ば 、 代 謝 阻 害 剤 は タ キ ソ ー ル と 初 期
の 生 合 成 前 駆 体 に つ い て 競 争 す る 異 な る 経 路 を 阻 止 す る こ と に よ り タ キ ソ ー ル 生 合 成 を 高
め る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 ス チ ム レ ー タ （
刺 激 剤 ） ま た は ア ク チ ベ ー タ （ 活 性 化 剤 ） と い う 用 語 は 栄 養 培 地 に 添 加 さ れ た 化 合 物 で あ
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っ て 特 定 の 生 合 成 経 路 、 例 え ば タ キ ソ ー ル 生 合 成 に 導 く 生 合 成 経 路 を 刺 激 ま た は 活 性 化 す
る も の を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 上 述 の 添 加 物 の 作 用 の 機 構 は 完 全 に は 分 か っ て い な い
こ と が 了 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 懸 濁 培 養 に お い て 二 次 的 中 間 代 謝 物 の 形 成 が 成 長 と 同 時 に 起 き る な ら ば 、 こ の 中 間 代 謝
物 は 成 長 関 連 と 呼 ば れ 、 単 一 の 培 地 処 方 で 良 好 な 成 長 と 高 レ ベ ル の 生 産 を 達 成 す る の に 十
分 で あ る こ と が あ る 。 他 の 多 く の 系 で は 、 迅 速 な 成 長 と 高 い 生 産 物 形 成 が 同 時 に は 起 き な
い こ と が 見 出 さ れ て い る 。 そ の よ う な 場 合 は 、 成 長 期 と 生 産 期 が 分 離 さ れ て お り 、 各 期 用
の 培 地 が 独 立 に 開 発 さ れ て い る （ Payneら に よ り 再 調 査 さ れ た 、 非 特 許 文 献 ６ ） 。 タ ク ス
ス ・ シ ネ ン シ ス に お け る タ キ ソ ー ル と タ キ サ ン の 生 産 の 場 合 、 成 長 と 迅 速 な 生 産 物 形 成 は
分 離 さ れ て お り 、 独 立 の 培 地 が そ れ ぞ れ に つ い て 開 発 さ れ て い た 。 し か し な が ら 、 単 一 の
成 長 ／ 生 産 培 地 を こ の 培 養 の た め に 処 方 し て も よ い こ と が 了 解 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 開
発 さ れ た 生 産 培 地 は 総 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 形 成 を 増 加 さ せ る だ け で な く 細 胞 生 合 成
を タ キ ソ ー ル 生 産 に 振 り 向 け る 。 さ ら に 、 セ フ ァ ロ マ ン ニ ン の よ う な 阻 害 的 副 産 物 の 生 産
が 樹 皮 組 織 と 比 べ て 最 小 限 で あ る 。 本 発 明 に お い て 開 発 さ れ た 生 産 培 地 は 、 ま た 、 細 胞 の
長 期 生 存 率 お よ び 生 合 成 を 促 進 し 、 さ ら に 高 レ ベ ル の 生 産 物 を 細 胞 外 培 地 中 に 分 泌 さ せ る
。 こ れ ら の 特 徴 は 効 率 的 な 商 業 規 模 の タ キ ソ ー ル 生 産 方 法 の 操 作 に 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の も の も 使 用 す る こ と が で き る が 、 種 々 の 種 に 対 す る 好 適 な 生 産 培 地 を 第 ５ 表 に 示 す
。 例 え ば 、 他 の も の を 使 用 す る こ と が で き る が 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 用 の 好 適 な 生 産 培
地 は Ｂ お よ び Ｃ で あ る 。 こ れ ら の 培 地 は 第 ２ 表 に リ ス ト さ れ た 成 分 を 含 有 し て い る の が 好
ま し い 。 こ れ ら の 培 地 は 主 要 お よ び 微 量 無 機 塩 類 、 有 機 物 お よ び 成 長 ホ ル モ ン も し く は 成
長 調 整 物 質 を 含 有 し て い る の が 好 ま し い 。 量 は 一 般 に 以 下 の 、 第 ２ 表 に 示 す 各 培 地 成 分 の
濃 度 の 10分 の １ な い し ３ 倍 の 範 囲 内 で あ る 。 し か し な が ら 、 好 適 な レ ベ ル は 第 ２ 表 に 示 す
も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 培 地 Ｂ を 使 用 す る 場 合 、 成 長 調 整 物 質 は 培 地 中 に 0.1ppmな い し 20ppm、 好 ま し く は １ ppm
な い し 10ppmの 量 で 導 入 さ れ る 。 培 地 Ｃ を 使 用 す る と き は 、 成 長 調 製 物 質 は 0.1ppmな い し
５ ppmの レ ベ ル の 範 囲 で 導 入 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 培 地 に 他 の 従 来 の 塩 組 成 物 （ 例 え ば 有 機 物 、 ビ タ ミ ン 、 ア ミ ノ 酸 、 前 駆 体 、 ア ク チ
ベ ー タ 、 お よ び 阻 害 剤 ） の 置 換 、 種 々 の 成 分 、 成 長 調 整 物 質 の 追 加 ま た は 削 除 、 あ る い は
割 合 の 変 更 の よ う な 修 飾 を す る こ と が で き る こ と が 了 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 非 揮 発 性 の 溶 解 さ れ た 栄 養 物 質 以 外 に 、 気 体 状 成 分 、 主 と し て 酸 素 、 二 酸 化 炭 素 、 エ チ
レ ン （ 植 物 ホ ル モ ン ） が 成 長 お よ び 生 産 物 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 ２ つ の パ ラ
メ ー タ が 重 要 で あ る 。 成 長 と タ キ ソ ー ル 形 成 に 有 利 な 溶 存 ガ ス 濃 度 は 明 ら か に 重 要 で あ る
。 そ れ は 該 濃 度 が リ ア ク タ の 操 作 条 件 を 規 定 し て い る か ら で あ る 。 さ ら に 、 消 費 ま た は 生
産 速 度 を リ ア ク タ 設 計 に 取 り 入 れ て 最 適 の 特 定 濃 度 が 維 持 で き る よ う に す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 呼 吸 に お け る 重 要 性 以 外 に 、 酸 素 は 二 次 的 生 合 成 速 度 に 劇 的 な 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き
る 。 二 次 的 生 合 成 経 路 の 酸 素 要 求 工 程 に 対 す る 高 飽 和 定 数 は 細 胞 が リ ア ク タ 内 で 高 酸 素 レ
ベ ル に 曝 さ れ る こ と を 要 求 す る こ と が あ る 。 高 成 長 速 度 を 維 持 す る 際 の CO２ 補 給 の 重 要 性
が 文 献 に 示 さ れ て い る 。 エ チ レ ン 、 植 物 ホ ル モ ン 、 は 二 次 的 代 謝 を 含 め て 植 物 成 長 お よ び
発 生 の す べ て の 局 面 に お い て 多 面 発 現 的 役 割 を 果 た す （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 エ リ シ タ ー
　 細 胞 培 養 中 の タ キ ソ ー ル お よ び 他 の 関 連 タ キ サ ン の 収 率 を 改 善 す る た め に 、 本 発 明 者 ら
は 数 多 く の ア プ ロ ー チ を 行 っ た 。 生 産 性 を 高 め る の に 使 用 さ れ た こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 一
つ は い わ ゆ る エ リ シ タ ー を 使 用 す る こ と で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 エ
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リ シ タ ー と い う 用 語 は 生 物 学 的 由 来 お よ び 非 生 物 由 来 の 化 合 物 で あ っ て 植 物 ま た は 植 物 細
胞 培 養 に 適 用 さ れ た と き に 二 次 的 中 間 代 謝 物 生 産 の 増 加 を 引 き 起 こ す も の に 対 し て 使 用 さ
れ る （ 非 特 許 文 献 １ ６ ; 非 特 許 文 献 １ ７ ; お よ び 非 特 許 文 献 １ ８ ） 。 多 く の 異 な る 化 合 物
が 由 来 の 特 質 と 細 胞 代 謝 へ の 作 用 の モ ー ド と に 応 じ て エ リ シ タ ー と し て 作 用 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 者 ら は ２ 種 類 の 主 要 な エ リ シ タ ー 類 ： 1)通 常 、 選 ば れ た
グ ル ー プ の 真 菌 、 バ ク テ リ ア 、 酵 母 か ら の 細 胞 壁 の 抽 出 物 ま た は 濾 過 物 並 び に そ れ ら の 精
製 フ ラ ク シ ョ ン を 含 む 生 物 エ リ シ タ ー 類 、 2)化 学 ス ト レ ス 剤 お よ び 生 物 由 来 の 若 干 の 化 合
物 を 含 む 非 生 物 エ リ シ タ ー 類 を 使 用 し た （ 第 １ 表 に リ ス ト し た エ リ シ タ ー 類 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 真 菌 の エ リ シ タ ー 類 の 使 用 お よ び タ ク ス ス ・ ブ レ ヴ ィ フ ォ リ ア の 懸 濁 に よ る タ キ ソ ー ル
の 生 産 の た め に 選 ば れ た 化 合 物 を 報 告 し て い る （ 特 許 文 献 ３ ） 。 し か し な が ら 、 エ リ シ タ
ー 処 理 に よ る タ キ ソ ー ル 蓄 積 の レ ベ ル の 増 加 は 特 に 記 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 般 に 、 エ リ シ テ ー シ ョ ン （ 細 胞 培 養 中 に タ キ サ ン が 蓄 積 す る こ と お よ び 培 地 中 へ そ れ
を 分 泌 す る こ と ） が 起 き る 程 度 は エ リ シ タ ー ご と に 、 か つ 種 ご と に 異 な る も の の 、 い ず れ
の 種 類 の エ リ シ タ ー 類 も と も に 有 効 で あ る 。 最 高 の 生 産 増 加 は グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン 、 リ
ケ ナ ン 、 フ ェ ル ラ 酸 お よ び 安 息 香 酸 を 用 い て 達 成 さ れ た 。 キ ト サ ン と リ ケ ナ ン は 微 生 物 の
細 胞 壁 由 来 の 複 合 多 糖 類 で あ る 。 キ ト サ ン は 単 独 で 使 用 す る と 培 地 に 不 溶 性 で あ り 、 毒 性
が あ り 永 久 的 な 細 胞 障 害 を 引 き 起 こ す 。 他 方 、 グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン は 培 地 に 容 易 に 溶 解
し 、 細 胞 の 生 存 率 に 影 響 し な い 。 フ ェ ル ラ 酸 と 安 息 香 酸 は 生 物 由 来 の 合 成 さ れ た 薬 品 で あ
り 、 一 般 に 生 物 学 的 系 に お い て 抗 酸 化 剤 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 エ リ シ タ ー 類 は 溶 存 ガ ス と 多 く の 仕 方 で 相 互 作 用 す る 。 酸 素 要 求 性 は エ リ シ テ ー シ ョ ン
を す る と 変 わ る こ と が あ る 。 負 傷 反 応 と し て の 呼 吸 速 度 の 増 加 は 植 物 細 胞 培 養 に お い て 普
通 に 観 察 さ れ る 。 重 要 な の は 、 エ リ シ タ ー 類 は エ チ レ ン を 介 し て そ れ ら の 作 用 を 媒 介 す る
。 そ の よ う な 場 合 、 微 生 物 エ リ シ タ ー 標 品 を エ チ レ ン と 置 き 換 え て 、 多 分 こ の エ リ シ タ ー
標 品 中 の 他 の 微 生 物 成 分 と 結 び つ い た 毒 性 を 予 防 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 エ リ シ タ ー お よ び 代 謝 ス ト レ ス 剤 は 、 本 発 明 に 従 い 、 エ リ シ タ ー 特 異 性 お よ び 濃 度 、 時
機 お よ び 継 続 時 間 を 培 養 時 間 と 培 地 成 分 の 関 数 と し て 算 定 す る こ と に よ り タ キ ソ ー ル の 生
産 お よ び 組 織 培 養 中 へ の 分 泌 を 最 大 に す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 生 産 性 を 向 上 さ せ る た め の 迅 速 な 培 地 交 換
　 実 施 例 7.3 に 記 載 し た よ う に 、 使 用 済 み 培 地 の 除 去 お よ び 新 し い 培 地 の 補 充 を ３ 日 お き
に 行 う と 総 タ キ サ ン お よ び タ キ ソ ー ル の 生 産 が 顕 著 に 向 上 す る の に 寄 与 す る と と も に 、 細
胞 外 生 産 物 の 量 の 増 加 に も 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 培 地 交 換 の 刺 激 効 果 は in situで の 生 産 物 の 除 去 に よ っ て い た こ と が 考 え ら れ 、 フ ィ ー
ド バ ッ ク 阻 害 お よ び 生 産 物 の 分 解 を 防 止 す る も の と 思 わ れ る 。 in situで の 生 産 物 の 除 去
に よ る 二 次 的 中 間 代 謝 物 の 生 産 お よ び 懸 濁 培 養 へ の 分 泌 に 対 す る そ の よ う な 積 極 的 効 果 は
、 就 中 、 非 特 許 文 献 １ ９ な ら び に 非 特 許 文 献 ２ ０ に よ り 報 告 さ れ て い る 。 使 用 済 み 培 地 を
定 期 的 に 除 去 す る と 上 述 の 利 点 が 取 り 入 れ ら れ 、 さ ら に 培 地 か ら 他 の 非 タ キ サ ン 系 阻 害 成
分 （ フ ェ ノ ー ル 化 合 物 の よ う な ） を 除 去 す る こ と に よ り 二 次 的 生 合 成 の 抑 制 解 除 に 役 立 つ
こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 新 し い 培 地 を 活 発 な 生 合 成 を 行 い つ つ あ る 細 胞 に 補 充 す る と 枯 渇 し た 必 須 栄 養 物 質 を 提
供 す る こ と に よ り 生 産 を 向 上 す る こ と も あ る 。 例 え ば 、 サ ル ヴ ィ ア ・ ミ ル チ オ リ ザ （ Salv
ia miltiorhiza） の 定 常 期 の 細 胞 を 刺 激 し て ジ テ ル ペ ン 中 間 代 謝 物 で あ る ク リ プ ト タ ン シ
ノ ン と フ ェ ル ギ ノ ー ル を 生 産 さ せ る こ と が で き た が （ 非 特 許 文 献 ２ １ ） 、 こ れ は 単 に 培 地
に ス ク ロ ー ス を 添 加 す る こ と に よ っ て 行 わ れ た 。 推 測 で は 、 定 常 期 に お け る 炭 素 の 制 限 に
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よ り 生 合 成 が 停 止 し た も の と 思 わ れ る 。 本 発 明 に お い て 使 用 す る 定 期 的 培 地 交 換 プ ロ ト コ
ル は 上 述 の フ ァ ク タ ー の 何 れ の 結 果 と し て も 有 益 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 交 換 さ れ る 培 地 の 量 、 交 換 の 頻 度 、 お よ び 補 充 さ れ る 培 地 の 組 成 は 変 え る こ と が で き る
も の と 了 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 定 期 的 培 地 交 換 に よ り 生 合 成 お よ び 分 泌 を 刺 激 す る こ と が で き る こ と は 連 続 、 半 連 続 ま
た は フ ェ ッ ド － バ ッ チ （ fed-batch） モ ー ド の 効 率 的 な 商 業 的 プ ロ セ ス の 設 計 お よ び 操 作
に 対 す る 重 要 な 示 唆 を 与 え る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 光
　 高 等 植 物 に と っ て 光 は 無 傷 の 植 物 お よ び 細 胞 培 養 の い ず れ に お い て も 二 次 的 代 謝 に お け
る 有 力 な フ ァ ク タ ー で あ る 。 光 の 強 度 と 波 長 は と も に 重 要 で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。 例
え ば 、 フ ラ ボ ノ イ ド お よ び ア ン ト シ ア ニ ン 生 合 成 は 通 常 高 強 度 連 続 光 に よ り 促 進 さ れ る が
、 暗 所 培 養 体 は 他 の 中 間 代 謝 物 に と っ て 好 ま し い こ と が あ る 。 培 養 さ れ た 細 胞 の 緑 化 ま た
は 光 合 成 能 力 の 向 上 も 生 産 物 形 成 ま た は 生 産 物 ス ペ ク ト ル を 増 加 さ せ る 。 本 発 明 者 ら の 研
究 は 広 い バ ン ド の 光 源 お よ び 特 定 の 狭 い バ ン ド の 光 源 の 使 用 を 含 む 。 実 施 例 7.3 に 示 す よ
う に 、 露 光 す る と タ キ ソ ー ル の 蓄 積 が 増 え る と と も に 培 地 中 へ の 分 泌 が 増 加 す る 。 タ キ ソ
ー ル 生 産 に 対 す る 光 の 刺 激 効 果 は タ キ サ ン の 生 合 成 に 対 す る 特 異 な 制 御 機 構 が 存 在 す る こ
と を 示 唆 す る 。 光 受 容 体 の 性 質 と 光 誘 導 促 進 の 成 果 学 的 特 徴 は 未 だ 明 ら か で な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 プ ロ セ ス 操 作 の モ ー ド
　 植 物 細 胞 培 養 プ ロ セ ス に 対 す る 操 作 の モ ー ド は 栄 養 物 質 、 細 胞 お よ び 生 産 物 が 時 間 に 関
し て 添 加 ま た は 除 去 さ れ る 仕 方 を い う （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 す べ て の 栄 養 物 質 が 最 初 に 供 給
さ れ 、 細 胞 と 生 産 物 を 含 む 培 養 内 容 物 が 培 養 期 間 末 に 収 穫 さ れ る と き は 操 作 の モ ー ド は 「
一 段 階 バ ッ チ プ ロ セ ス 」 と 呼 ば れ る 。 バ ッ チ 方 法 が ２ つ の 連 続 す る 期 、 成 長 期 と 生 産 期 、
に 分 割 さ れ こ れ ら ２ つ の 期 の 間 で 培 地 が 交 換 さ れ る と き は 、 操 作 の モ ー ド は 「 二 段 階 バ ッ
チ プ ロ セ ス 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 フ ェ ッ ド － バ ッ チ 」 操 作 で は 、 個 々 の 培 地 添 加 物 と 栄 養 物 質 は 一 段 階 ま た は 二 段 階 バ
ッ チ 培 養 の 間 中 、 定 期 的 ま た は 連 続 的 に 供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 バ ッ チ 培 養 の 内 容 物 の 全 部 で は な い が 実 質 的 部 分 が 収 穫 さ れ 、 連 続 的 細 胞 成 長 お よ び 生
産 の た め の 新 し い 培 地 が 添 加 さ れ る と 、 こ の プ ロ セ ス は 「 反 復 的 ド ロ ー ・ ア ン ド ・ フ ィ ル
（ 引 き 出 し お よ び 充 填 ） 操 作 」 に 似 る た め 「 半 連 続 的 プ ロ セ ス 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 新 し い 培 地 を 連 続 的 に 供 給 し 、 溢 れ た 培 地 を 連 続 的 に 除 去 す る と 、 こ の プ ロ セ ス は 「 連
続 的 」 と 呼 ば れ る 。 細 胞 が リ ア ク タ 内 に 保 持 さ れ る と 、 こ の プ ロ セ ス は 「 潅 流 モ ー ド 」 と
呼 ば れ る 。 細 胞 が 連 続 的 に 溢 れ た 培 地 と と も に 除 去 さ れ る と 、 こ の 連 続 的 プ ロ セ ス は 「 ケ
モ ス タ ッ ト 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ れ ら の 種 々 の プ ロ セ ス 操 作 の モ ー ド は 上 述 の タ キ ソ ー ル 生 産 系 と 適 合 性 を 有 す る も の
と 了 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 実 施 す る 上 で 用 い ら れ る 材 料 と 方 法 を さ ら に 記 載 し た も の で
あ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め の も の で あ っ て 、 い か な る 場 合 に お い て
も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 カ ル ス 誘 導
　 タ ク ス ス 属 植 物 材 料 の サ ン プ ル を 、 多 数 の 野 生 植 物 お よ び 培 養 植 物 か ら 採 取 し た 。 こ れ
ら の 試 料 を 研 究 室 に 到 着 し た 時 に 処 理 す る か 、 も し く は 使 用 す る ま で ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 最 初 に 材 料 を 希 釈 石 鹸 溶 液 で 洗 浄 し 、 水 で す す ぎ を 行 っ た 後 、 ク ロ ロ ッ ク ス （ Clorox）
溶 液 （ １ ％ 次 亜 塩 素 酸 塩 、 pH7） に 10分 間 浸 し て 表 面 の 滅 菌 を 行 っ た 。 滅 菌 条 件 下 、 材 料
を 滅 菌 水 を 用 い て ３ 回 す す い だ 。 次 に 、 100mg/L の ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む １ ％ ポ リ ビ ニ ル
ピ ロ リ ド ン （ PVP ） 溶 液 中 で 針 葉 （ needles ） を 切 断 し た 。 そ し て 、 切 断 端 と と も に 針 葉
を 培 地 Ｅ （ 第 ２ 表 参 照 ） に 置 い た 。 １ 枚 あ た り 30な い し 40の 外 植 片 （ explants） を 含 む 培
地 プ レ ー ト を 、 24±１ ℃ 、 暗 所 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト の 観 察 を 毎 日 実
施 し 、 微 生 物 に よ る 汚 染 が 生 じ て い る か ど う か を 調 べ た 。 汚 染 が 認 め ら れ た 場 合 、 汚 染 さ
れ て い な い 針 葉 を 新 し い 培 地 Ｅ の プ レ ー ト に 移 し か え た 。 培 養 20日 目 ま で に 実 質 的 な カ ル
ス 形 成 が 観 察 さ れ た 。 カ ル ス を 外 植 体 か ら 分 離 し 、 第 ３ 表 に 示 す 種 々 の カ ル ス 成 長 培 地 に
置 い た 。 例 え ば 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の カ ル ス は 培 地 Ｄ （ 第 ２ 表 参 照 ） に 移 し た 。 こ の
誘 導 方 法 は 、 た い へ ん 効 率 が 良 く 、 低 い 汚 染 率 で 高 頻 度 の カ ル ス 誘 導 が 得 ら れ 、 誘 導 処 理
し た 外 植 体 の う ち 90％ 以 上 に カ ル ス が 認 め ら れ た 。 同 様 の 方 法 を う ま く 用 い て 、 タ ク ス ス
・ ブ レ ビ フ ォ ー リ ア 、 タ ク ス ス ・ カ ナ デ ン シ ス 、 タ ク ス ス ・ カ ス ピ ダ ー タ 、 タ ク ス ス ・ バ
ッ カ ー タ 、 タ ク ス ス ・ グ ロ ボ ー サ 、 タ ク ス ス ・ フ ロ リ ダ ー ナ 、 タ ク ス ス ・ ワ リ チ ア ー ナ 、
タ ク ス ス ・ メ デ ィ ア 、 お よ び タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 培 養 を 誘 導 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 カ ル ス の 増 殖
　 カ ル ス を 外 植 片 か ら 除 去 す る と と も に 、 除 去 し た カ ル ス を 24±１ ℃ 、 暗 所 で 培 養 し た 。
10日 毎 に カ ル ス の 健 康 な 部 分 を 新 し い 培 地 に 移 し た 。 こ の 移 植 頻 度 は 、 褐 変 を 抑 え る こ と
お よ び カ ル ス の 維 持 期 間 を 延 ば す こ と に と っ て た い へ ん 重 要 で あ る こ と が わ か っ た 。 種 々
の カ ル ス に と っ て 好 ま し い 成 長 培 地 お よ び 維 持 培 地 を 第 ３ 表 に ま と め た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 懸 濁 培 養 の 誘 導
　 カ ル ス 材 料 の 生 重 量 1gを 、 各 種 に 適 当 な 液 体 培 地 （ 第 ３ 表 参 照 ） を 25ml含 む 125 mlの エ
ル レ ン マ イ ア ー フ ラ ス コ へ 無 菌 的 に 移 植 し た 。 例 え ば 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス に 対 し て は
培 地 Ｄ を 用 い た 。 フ ラ ス コ を シ リ コ ン フ ォ ー ム キ ャ ッ プ （ ベ ル コ 、 エ ヌ ジ ェ ー （ Bellco, 
NJ） ） で 塞 い だ 後 、 回 転 振 と う 機 に 置 き 、 暗 所 で 24±１ ℃ 、 120rpmの 条 件 で 振 と う し た 。
約 ３ な い し 10日 で 懸 濁 培 養 が 形 成 さ れ た 。 初 期 段 階 で は 、 ミ ラ ク ロ ス フ ィ ル タ （ カ ル バ イ
オ ケ ム （ Calbiochem） ） を 有 す る ブ フ ナ ー 漏 斗 に よ っ て フ ラ ス コ の 含 有 物 を 吸 引 濾 過 す る
こ と に よ り 、 培 地 の 交 換 を 行 っ た 。 細 胞 の 増 殖 段 階 で は 、 通 常 、 1 ～ 2g（ 生 重 量 ） の 細 胞
を 新 し い 培 地 が 25ml入 っ た 新 し い 125ml フ ラ ス コ へ 移 し 、 そ の 後 週 に 一 回 の 割 合 で 植 え 継
ぎ を 行 っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 懸 濁 細 胞 の 増 殖
　 代 表 的 な 種 の 懸 濁 培 養 に お け る 典 型 的 な 増 殖 速 度 お よ び 細 胞 密 度 を 第 ４ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 詳 細 な 例 と し て 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス K-1系 統 の バ イ オ マ ス （ 生 重 量 お よ び 乾 燥 重 量
） の 経 時 的 な 増 加 を 図 １ に 示 す 。 最 大 増 殖 速 度 は 、 増 殖 曲 線 で も っ と も 急 激 に バ イ オ マ ス
が 増 大 し た 点 で の 傾 斜 を と っ て 測 定 し た 。 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 細 胞 培 養 に お け る 増 殖
は 、 最 大 倍 加 時 間 が 2.5 日 で あ っ た 。 こ の 増 殖 速 度 は 、 タ ク ス ス 種 懸 濁 培 養 に 関 し て 以 前
に 報 告 さ れ て い た も の よ り も 著 し く 高 い 。 例 え ば 、 ク リ ス テ ン ら の 報 告 （ 特 許 文 献 ３ ） に
よ れ ば 、 培 養 ３ な い し ４ 週 間 後 で バ イ オ マ ス が 5 ～ 10倍 増 加 す る が 、 こ れ を タ ク ス ス ・ ブ
レ ビ フ ォ ー リ ア の 平 均 倍 加 時 間 と し て 換 算 す る と ７ な い し 12日 と な る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 高 密 度 で の 培 養 細 胞 の 能 力 は 、 細 胞 培 養 プ ロ セ ス の 容 積 生 産 性 （ volumetric productiv
ity） を 最 大 限 に す る 上 で 重 要 で あ る 。 タ ク ス ス ・ ブ レ ビ フ ォ ー リ ア の 培 養 に お い て 達 成
さ れ た 細 胞 密 度 が １ リ ッ ト ル あ た り の 乾 燥 重 量 で 1g以 下 で あ っ た の に 対 し （ 特 許 文 献 ３ で
発 表 さ れ た デ ー タ か ら 計 算 ） 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 懸 濁 培 養 で は 18日 間 の 増 殖 で 密 度
が １ リ ッ ト ル あ た り の 乾 燥 重 量 で ８ な い し 20gま で 達 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 細 胞 の 生 存 率 は 、 0.05％ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト を 含 む ア セ ト ン （ 非 特 許 文 献 ２ ３
） に よ っ て 細 胞 を 染 色 し 、 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡 （ オ リ ン パ ス  IMT-2、 日 本 ） で も っ て 青 色 光 励
起 に よ り 緑 色 の 蛍 光 を 発 す る 細 胞 の 数 を カ ウ ン ト す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 細 胞 生 存 率
は 、 増 殖 期 の 初 め か ら 終 わ り ま で 90％ 以 上 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 急 激 な 細 胞 増 殖 状 態 に あ っ て 高 生 存 率 を 維 持 し な が ら 高 細 胞 密 度 ま で 細 胞 を 培 養 す る た
め の 能 力 が 、 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ ソ ー ル 様 化 合 物 を 生 産 す る た め の 植 物 細 胞 培 養 プ ロ セ
ス の 経 済 的 操 作 に と っ て 重 要 な 前 提 必 要 条 件 で あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン の 分 析
 5.1. 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法
　 タ キ ソ ー ル （ ハ ワ イ 生 物 工 学 研 究 所 提 供 ） の 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 （ ELISA） に よ る 分 析
を 大 規 模 の 細 胞 系 統 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 。 こ の 方 法 は 高 感 度 （ 0.1ng/mL） で あ る が
、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い る た め 、 他 の タ キ サ ン と の ク ロ ス 反 応 性 が 観 察 さ れ る 。 分 画
コ レ ク シ ョ ン を 有 す る 予 備 的 な （ 分 析 規 模 の ） 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ HPLC） は 、 未
同 定 の タ キ サ ン と 同 様 に 、 10－ デ ア セ チ ル タ キ ソ ー ル 、 ７ キ シ ロ シ ル － 10－ デ ア セ チ ル タ
キ ソ ー ル 、 セ フ ァ ロ マ ン ニ ン 、 10－ デ ア セ チ ル － ７ － エ ピ タ キ ソ ー ル 、 ７ エ ピ タ キ ソ ー ル
と の 交 差 反 応 性 を 示 し た 。 そ の よ う な ク ロ ス 反 応 性 に も か か わ ら ず 、 こ の 方 法 は タ キ サ ン
生 産 物 の 検 出 の た め に 非 常 に 有 益 で あ る と 見 出 さ れ 、 多 数 の 細 胞 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と を 可 能 に し た 。 タ キ サ ン の 明 白 な 生 成 を 示 す 細 胞 抽 出 を そ の 後 、 以 下 に 概 要 を 示
す HPLC手 順 を 用 い て 詳 細 に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 5.2． タ キ ソ ー ル お よ び 関 連 す る タ キ サ ン の 抽 出
　 上 清 か ら の タ キ サ ン の 抽 出 を 、 培 地 中 の 濃 度 に 依 存 す る ２ つ の 方 法 に よ っ て 実 行 し た 。
液 体 培 地 中 に タ キ サ ン が 十 分 な 量 存 在 す る と き 、 サ ン プ ル を 非 常 に 手 早 く か つ 効 率 的 に 準
備 し た 。 培 地 （ 2mL） を 完 全 に （ 真 空 で ） 乾 燥 さ せ 、 計 量 し た 量 の メ タ ノ ー ル （ 0.5－ 2.0m
L） を 加 え た 。 サ ン プ ル の 完 全 な 溶 解 ま た は 分 散 を 達 成 す る ま で 、 こ の 混 合 物 を 超 音 波 的
に 撹 拌 し た 。 HPLC分 析 前 に 遠 心 分 離 に よ っ て 固 形 物 を 除 去 し た 。 検 出 レ ベ ル が 0.1mg/Lよ
り か な り 下 で 、 量 的 な 回 収 は 、 1mg/Lレ ベ ル で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 培 養 上 清 中 の タ キ サ ン 濃 度 が 低 い と き は 、 そ の 培 地 を 、 メ チ レ ン ク ロ ラ イ ド と イ ソ プ ロ
ピ ル ア ル コ ー ル （ IPA） と の 混 合 物 （ 体 積 比 で ９ ： １ ） で ３ 度 抽 出 し た 。 抽 出 ご と の 混 合
物 の 量 は 同 一 と し た 。 乾 燥 性 と な る ま で 有 機 層 を 減 少 し 、 計 量 し た 量 の メ タ ノ ー ル （ 50－
250mL） 中 に お い て 組 成 を 再 構 成 し た 。 マ ル チ 抽 出 で は 、 典 型 的 に タ キ ソ ー ル 、 セ フ ァ ロ
マ ン ニ ン お よ び バ ッ カ チ ン IIIの 90－ 95％ を 0.6mg/Lレ ベ ル で 回 収 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 細 胞 材 料 を 、 新 た に 採 取 し た 細 胞 を － ５ ℃ で 冷 凍 し 、 続 い て 真 空 乾 燥 し 、 50サ イ ク ル の
メ タ ノ ー ル ソ ッ ク ス レ ー に よ っ て 抽 出 を 行 っ た 。 タ キ サ ン の 70～ 80％ を 、 10－ 15％ 測 定 可
能 な 分 解 物 と し て 回 収 し た 。 固 形 培 地 お よ び カ ル ス の 抽 出 を 、 細 胞 の 抽 出 と 同 様 に 達 成 し
た が 、 最 終 的 な メ タ ノ ー ル 抽 出 物 の メ チ レ ン ク ロ ラ イ ド ／ IPA混 合 物 と 水 へ の 分 配 を 常 に
行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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　 5.3． 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法
　 分 析 的 な 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ HPLC） を 、 CM3500/CM3200 ポ ン プ 、 CM4100可 変 量
自 動 サ ン プ ラ お よ び 総 合 周 辺 486 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ に 連 結 し た SM50000 フ ォ ト ダ イ
オ ー ド ア レ イ 検 出 器 か ら な る LDC 分 析 二 値 勾 配 高 圧 混 合 シ ス テ ム を 備 え た 高 炭 素 ロ ー ド （
load） ジ フ ェ ニ ル カ ラ ム （ Supelco製 、 5mM、 4.6mm×25cm） で 行 っ た 。 カ ラ ム 温 度 を 、 Eld
ex CH150 カ ラ ム オ ー ブ ン で 35℃ に 調 整 し た 。 タ ク ス ス の 定 量 的 な HPLC分 析 を 、 次 の よ う
な 二 値 勾 配 溶 出 の 略 表 を 用 い て 達 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 　 　 時 間 　 　 　 ％ 溶 出 液 Ａ 　 　 　 ％ 溶 出 液 Ｂ 　 　 　 　 流 速
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ ｍ ｇ ／ 分 ）
　 　 　 ０ 　 　 　 　 　 ７ ５ 　 　 　 　 　 　 ２ ５ 　 　 　 　 　 　 １ 　
　 　 ４ ０ 　 　 　 　 　 ３ ５ 　 　 　 　 　 　 ６ ５ 　 　 　 　 　 　 １ 　
　 　 ４ ２ 　 　 　 　 　 ２ ５ 　 　 　 　 　 　 ７ ５ 　 　 　 　 　 　 １ 　
　 　 ４ ７ 　 　 　 　 　 ２ ５ 　 　 　 　 　 　 ７ ５ 　 　 　 　 　 　 １ 　
　 　 ５ ０ 　 　 　 　 　 ７ ５ 　 　 　 　 　 　 ２ ５ 　 　 　 　 　 　 １ 　

　 溶 出 液 Ａ は 、 0.015mM の KH２ PO４ を ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 で pH3.5に 調 製 し た も の で あ り 、
溶 出 液 Ｂ は ア セ ト ニ ト リ ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 と し て は 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 液 お よ び 長
い 勾 配 が 用 い ら れ て き た 以 外 は 幾 つ か の 公 知 の 方 法 （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） に 似 た 方 法 を 用 い
た 。 こ れ ら の 違 い は 、 混 合 物 か ら の タ キ ソ ー ル お よ び 他 の タ キ サ ン の 解 像 度 を 明 白 に 改 良
す る も の で あ る 。 タ キ サ ン に 関 し て 観 察 さ れ た 相 対 的 な 保 持 時 間 は 以 下 に 示 さ れ る 。 タ キ
ソ ー ル は 、 用 い ら れ る カ ラ ム お よ び ハ ー ド ウ エ ア に 依 存 し て 31分 と 33分 と の 間 に 溶 出 す る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 タ キ ソ ー ル 、 セ フ ァ ロ マ ン ニ ン お よ び バ ッ カ チ ン IIIの 保 持 時 間 を 、 国 立 ガ ン 研 究 所 か
ら 入 手 し た 真 正 サ ン プ ル を 用 い て 決 定 し た 。 上 記 に 掲 げ た 他 の タ キ サ ン の 保 持 時 間 を 、 ハ
ウ ザ ー 化 学 （ Hauser Chemical (Boulder CO))に よ っ て 提 供 さ れ た 分 析 用 標 準 品 の 保 持 時
間 と 比 較 し た 。 既 知 の タ キ サ ン の 同 定 は 、 保 持 時 間 お よ び 紫 外 線 ス ペ ク ト ル 比 較 を 基 礎 と
し た 。 タ キ ソ ー ル 、 セ フ ァ ロ マ ン ニ ン お よ び バ ッ カ チ ン IIIの 定 量 は 、 真 正 材 料 か ら 決 定
さ れ た 応 答 因 子 を 基 礎 と し た 。 10－ デ ア セ チ ル バ ッ カ チ ン IIIの 定 量 は 、 バ ッ カ チ ン IIIに
関 し て 決 定 さ れ た 応 答 因 子 を 用 い て 行 わ れ た 。 残 り の タ キ ソ ー ル 誘 導 体 の 定 量 は 、 タ キ ソ
ー ル に 関 し て 測 定 さ れ た 応 答 因 子 を 基 礎 と し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 各 標 準 品 （ 10mL） を 注 入 し （ 初 期 に 標 準 品 を 注 入 し た 後 に ３ ま た は ４ の サ ン プ ル を 注 入
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し ） 、 上 記 ３ 成 分 の 各 々 の 領 域 を 合 わ せ た 。 各 成 分 に 関 す る 応 答 因 子 は デ ー タ の 線 形 最 小
二 乗 分 析 に よ っ て 得 ら れ た 。 10mLの 各 サ ン プ ル を 注 入 し 、 注 入 ご と の 量 を 標 準 デ ー タ の 回
帰 曲 線 を 基 礎 と し て 算 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 を リ ッ タ ー 当 た り ま た は 乾 燥 重 量 ％ の 量 に 換
算 し た 。 第 ４ 図 及 び 第 ５ 図 は 、 上 清 サ ン プ ル の 典 型 的 な ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 5.4． タ キ ソ ー ル の MS/MS確 認
　 細 胞 培 養 の 上 清 中 の タ キ ソ ー ル の 同 定 を 、 MS/MS 法 （ 図 ７ ～ 図 １ ０ お い て 示 し た ） を 用
い て 確 認 し た 。 そ の 方 法 は 、 フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を イ オ ン ス プ レ イ 大 気 圧 で の 化 学 的
イ オ ン 化 に 組 み 合 わ せ る も の で あ る 。 図 ７ ～ 図 １ ０ に 掲 げ ら れ た デ ー タ を 得 る た め に 用 い
ら れ た 手 順 の 詳 細 は 次 の よ う で あ る 。 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ： 大 気 圧 イ オ ン 化 源 を 備 え た
Sciex API 3の ト リ プ ル 四 重 極 質 量 分 析 計 を 用 い た 。 窒 素 を カ ー テ ン ガ ス と し て 用 い 、 ア
ル ゴ ン を CID ス ペ ク ト ラ の た め の 衝 突 ガ ス と し て 用 い た 。 イ ン タ フ ェ ー ス ： イ オ ン 蒸 発 イ
オ ン 化 （ Ion Evaporation Ionization (Electrospray))に よ っ て イ オ ン を 生 産 す る イ オ ン
ス プ レ イ イ ン タ フ ェ ー ス を 用 い た 。 ゼ ロ エ ア （ Zero air） を 霧 吹 き ガ ス と し て 用 い た 。 LC
ポ ン プ ： ５ μ L/分 で 操 作 す る ABI 140Bの 二 重 シ リ ン ジ ポ ン プ を 用 い た 。 溶 媒 ： 2mM NH４ OA
c、 ＋ 0.1 ％ 蟻 酸 を 含 む 50/50 の ア セ ト ニ ト リ ル ／ H２ O を 用 い た 。 注 入 量 ： ５ μ L 。 フ ロ
ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分 析 に よ っ て と ら れ た 全 ス ペ ク ト ラ 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 培 養 サ ン プ ル
に お け る タ キ ソ ー ル の 存 在 の た め の 明 確 な 確 認 を 与 え 、 HPLCに よ る 結 果 と き わ め て よ く 一
致 す る 定 量 結 果 を 与 え た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 種 々 の 種 (species)に よ る タ キ ソ ー ル 生 産
　 種 々 の タ ク ス ス 属 種 の 細 胞 培 養 に よ っ て 生 産 さ れ た タ キ ソ ー ル は 第 ５ 表 に 要 約 さ れ て い
る 。 カ ル ス を 各 種 ご と に 特 定 の 固 体 培 地 上 に 置 き 、 20日 間 、 暗 所 で 培 養 し た 。 細 胞 お よ び
培 地 を 乾 燥 し 、 共 に メ タ ノ ー ル 抽 出 し 、 上 記 に 示 し た ELISAま た は HPLCの い ず れ か の 方 法
に よ っ て 検 定 し た 。 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス （ Taxus chinensis） 培 養 で 得 ら れ た 結 果 を 実
施 例 ７ お よ び ８ に さ ら に 詳 述 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 7.1． 成 長 培 地 中 で の 生 産
　 タ キ ソ ー ル お よ び 同 族 の タ キ サ ン の 生 産 は 、 成 長 培 地 Ａ 中 に 送 り 込 ま れ た 最 初 の ２ 日 間
の 内 に 始 ま っ た 。 観 察 さ れ た 最 大 タ キ ソ ー ル は 、 15日 目 の も の で 、 8.81μ g/フ ラ ス コ で あ
り 、 こ れ は 0.44mg／ Lの タ キ ソ ー ル に 相 当 す る も の で あ っ た 。 そ の 46.1％ は そ の 細 胞 外 の
培 地 中 に 存 在 し た 。 15日 目 に お い て 、 タ キ サ ン の 合 計 濃 度 は 、 72.87μ g/フ ラ ス コ ま た は 3
.6mg／ Lで あ り 、 そ の 58.6％ は そ の 細 胞 外 の 培 地 中 に 存 在 し た 。 細 胞 の 生 育 率 は 蛍 光 染 色
法 に よ る 測 定 で 常 に 90％ 以 上 で あ り （ 実 施 例 ４ ） 、 こ れ は 細 胞 外 の タ キ ソ ー ル お よ び タ キ
サ ン の 存 在 は 細 胞 溶 解 が 原 因 と い う よ り は む し ろ 分 泌 に よ る も の で あ っ た こ と を 示 唆 し て
い る 。 細 胞 が タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン を 分 泌 す る 能 力 は 、 連 続 運 転 の 重 要 な 局 面 と な る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 7.2． 生 産 性 促 進 の た め の 培 地 交 換
　 タ キ ソ ー ル お よ び 合 計 タ キ サ ン の 生 産 性 に お け る 大 幅 な 改 良 は 、 ９ 日 目 に お い て 成 長 培
地 Ａ を 無 菌 状 態 で 吸 い 出 し 、 新 し い 培 地 と 交 換 し て 、 12日 目 に こ の 手 順 を 繰 り 返 す こ と に
よ っ て 、 得 ら れ た も の で あ る 。 こ の 実 験 は 15日 目 に 中 止 し 、 そ の 結 果 は 図 ２ に 示 し た 。 培
地 交 換 に よ る 生 産 性 の 大 幅 な 増 加 は 、 第 ６ 表 に ま と め ら れ て い る 。 生 産 さ れ た タ キ ソ ー ル
お よ び タ キ サ ン の 合 計 量 は 、 培 地 の 交 換 を し た 場 合 で は 、 培 地 交 換 を し な い 場 合 に 比 較 し
て 、 約 4.6 倍 高 か っ た 。 重 要 な こ と に は 、 培 地 交 換 処 理 を し な い 場 合 に 比 較 し て 、 約 4.9 
倍 高 い タ キ ソ ー ル 、 お よ び 約 5.9倍 高 い 合 計 タ キ サ ン が 、 細 胞 外 培 地 内 に お い て 、 回 収 さ
れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 タ キ ソ ー ル お よ び 合 計 タ キ サ ン 生 産 性 を 大 幅 に 促 進 し 、 そ し て 、 さ ら に 細 胞 外 の 生 産 物
蓄 積 を 引 き 起 こ す 能 力 は 、 バ イ オ マ ス を 再 使 用 し 、 簡 略 化 さ れ た 下 流 側 の 精 製 (downstrea
m purification)を 含 む 効 果 的 な 連 続 プ ロ セ ス の 操 作 に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 7.3． 成 長 培 地 中 の タ キ サ ン 生 産 に お け る 光 の 効 果
　 光 は 、 光 合 成 に ば か り で な く 、 植 物 細 胞 培 養 物 内 で の 二 次 代 謝 の 様 々 な 局 面 に お い て も
、 重 要 な 役 割 を 果 た す も の と し て 、 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。 実 施 例 ４ 、 7.1 、
お よ び 7.2 に 記 載 さ れ た 実 験 は 、 暗 所 に て 処 理 さ れ た が 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 培 養 物 の
光 に 対 す る 反 応 を こ こ に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 系 統 K-1の ７ 日 経 過 後 の 細 胞 の 生 重 量 １ グ ラ ム を 、 125mlの エ ル レ
ン マ イ ア ー フ ラ ス コ 内 の 25ml成 長 培 地 Ａ （ 第 ２ 表 参 照 ） 中 に 接 種 し 、 回 転 数 120rpmの 回 転
振 と う 機 上 で 24±１ ℃ で 培 養 し た 。 同 じ 二 つ の フ ラ ス コ の 一 方 を 暗 所 に 置 き 、 他 方 を ３ フ
ィ ー ト の 距 離 に あ る 標 準 GroLuxラ ン プ の 点 灯 下 に 置 い た 。 こ の ラ ン プ の 特 性 は 図 ３ に 示 し
た 。 結 果 は 第 ７ 表 に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 培 養 物 を 光 に 曝 し て も 、 合 計 タ キ サ ン の レ ベ ル ま た は 細 胞 外 蓄 積 の 量 に 影 響 し な か っ た
。 し か し 、 タ キ サ ン の プ ロ フ ィ ー ル に は 、 前 記 の 二 つ の 処 理 フ ラ ス コ に お い て は か な り な
変 化 が あ っ た 。 例 え ば 、 光 の 中 で 培 養 し た 細 胞 は 、 暗 所 で 培 養 し た 細 胞 の よ り 2.8倍 高 い
タ キ ソ ー ル を 生 産 し た 。 ま た 、 細 胞 外 タ キ ソ ー ル の 割 合 は 、 暗 所 培 養 に お け る も の よ り 、
か な り 高 い も の で あ っ た （ 76％ 対 56％ ） 。 し た が っ て 、 光 を 用 い た 培 養 は 、 特 に 固 有 ス ペ
ク ト ル 特 性 で 、 タ キ ソ ー ル 生 産 の 細 胞 培 養 プ ロ セ ス に お い て 、 非 常 に 有 益 と な ろ う 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 エ リ シ タ ー （ elicitors）
　 エ リ シ タ ー と い う 用 語 は 、 植 物 細 胞 培 養 物 に 添 加 さ れ る と 二 次 代 謝 の 増 加 を も た ら す 、
生 物 学 的 な （ ま た は 生 物 の ） お よ び 非 生 物 学 的 な （ ま た は 非 生 物 の ） 由 来 （ origin） の 化
合 物 に 対 し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 数 多 く の エ リ シ タ ー が 有 益 で あ る と 判 明 し て い る が 、 こ こ で は 、 代 表 的 な 説 明 可 能 な 例
を 、 す な わ ち 、 グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン （ chitosan glutamate） を 詳 し く 説 明 す る 。 以 前 に
キ ト サ ン が い く つ か の 植 物 細 胞 培 養 物 シ ス テ ム に お け る エ リ シ タ ー と し て 試 み ら れ た が 、
褐 変 お よ び 生 存 率 の 低 下 な ど の 有 毒 反 応 が 同 時 に 生 じ て 、 そ の 実 用 を 不 可 能 に し て い る （
非 特 許 文 献 ２ ５ ） 。 実 に 、 こ の よ う な 毒 性 側 の 反 応 は 、 文 献 中 に 報 告 さ れ て い る 多 く の エ
リ シ タ ー の 一 般 的 な 欠 点 で あ る 。 毒 性 側 の 作 用 を 回 避 し な が ら 、 グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン な
ど の 化 学 修 飾 さ れ た キ ト サ ン を タ キ ソ ー ル お よ び タ ク ス ス の 生 合 成 を 誘 発 す る た め に 特 に
用 い る こ と は 、 新 規 な 研 究 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ７ か ら ８ 日 間 、 培 地 Ｄ の 中 で 成 長 し た タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス K-1系 統 の 懸 濁 液 を 、 ミ ラ
ク ロ ス （ Calbiochem社 ） フ ィ ル タ ー が 取 り 付 け ら れ た 殺 菌 さ れ た バ ッ ク ナ ー 漏 斗 を 無 菌 状
態 で 用 い て 、 吸 引 濾 過 し た 。 生 重 量 が 2gの 細 胞 を 無 菌 状 態 で 125mlの エ ル レ ン マ イ ア ー フ
ラ ス コ 内 の 25mlの 培 地 Ｃ （ 第 ２ 表 参 照 ） 中 に 転 送 し た 。 グ ル タ ミ ン 酸 キ ト サ ン の 0.05％ 溶
液 を 新 た に 調 製 し 、 0.22ミ ク ロ ン の カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 滅 菌 し た 。 こ の 溶
液 の 825 μ Lを 実 験 の 開 始 時 に 前 記 フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 こ の 溶 液 量 は 、 細 胞 の 乾 燥 重 量
１ グ ラ ム 当 た り 165mgの エ リ シ タ ー の レ ベ ル に 対 応 し て い る 。 こ の フ ラ ス コ を 暗 所 内 の 回
転 数 110rpmの 回 転 振 と う 機 上 で 24±１ ℃ で 培 養 し た 。 こ の フ ラ ス コ か ら 15日 目 に 破 壊 的 に
試 料 採 取 し 、 成 長 の 観 察 、 細 胞 と 培 地 の 色 お よ び 細 胞 の 生 存 率 を 記 録 し た 。 凍 結 乾 燥 試 料
を 、 実 施 例 ５ で 説 明 し た よ う に 、 タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン を 得 る た め に 、 メ タ ノ ー ル 抽
出 し 、 HPLCに よ り 分 析 し た 。 こ の 実 験 の 結 果 を 第 ８ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 エ リ シ タ ー 処 理 で は 、 非 処 理 の 場 合 よ り 細 胞 当 た り の 合 計 タ キ サ ン 生 産 に お い て 幾 分 か
の 改 善 が 得 ら れ た （ タ キ サ ン の 乾 燥 重 量 で 、 0.42％ に 対 し て 0.53％ ） 。 エ リ シ タ ー が 非 毒
性 で あ る こ と は 、 両 方 の 処 理 に お い て 観 察 さ れ た 高 い 生 存 率 （ 75～ 80％ ） か ら 明 ら か で あ
る 。 実 際 に 、 エ リ シ タ ー 処 理 な し の 場 合 に 比 べ た エ リ シ タ ー 処 理 で の 乾 燥 重 量 の 増 加 は 、
繰 り 返 し 観 察 さ れ た （ 乾 燥 重 量 で 、 10.1g/Lに 対 し て 14.2g/L） 。 よ り 高 い 細 胞 密 度 で は 、
合 計 タ キ サ ン の 力 価 で 、 例 え ば 、 エ リ シ タ ー 処 理 し な い 場 合 に お け る 42.4mg/Lに 対 し て 、
エ リ シ タ ー 処 理 で は 75.8mg/Lの よ う に 、 エ リ シ タ ー 処 理 の 場 合 の 方 が 、 1.8 倍 大 き い 結 果
と な っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 エ リ シ タ ー 処 理 で は 、 タ キ ソ ー ル の 生 合 成 に お い て は 、 細 胞 当 た り （ タ キ ソ ー ル の 乾 燥
重 量 で 、 0.054 ％ に 対 し て 0.098 ％ で 1.8 倍 の 増 加 ） お よ び 、 力 価 の 比 較 （ 5.4mg/Lに 対
し て 13.9mg/Lで 2.6 倍 の 増 加 ） の 両 方 と も 増 加 す る 結 果 と な っ た 。 分 泌 量 に つ い て は 、 エ
リ シ タ ー 処 理 し な い 場 合 に 比 べ て エ リ シ タ ー 処 理 の 方 が 高 か っ た （ 細 胞 外 生 産 で 、 72％ に
対 し て 85％ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ こ で 説 明 し た エ リ シ タ ー 処 理 で は 、 タ キ ソ ー ル 生 産 の 増 加 、 よ り 好 適 な 生 産 プ ロ フ ィ
ー ル 、 生 産 物 分 泌 の 促 進 お よ び 高 い 細 胞 生 存 率 の 維 持 が 、 得 ら れ る 結 果 と な っ た 。 こ れ ら
の 生 産 特 性 は 、 タ キ ソ ー ル 生 産 に お け る 細 胞 培 養 工 程 の 大 幅 な 改 良 が な さ れ た こ と を 、 表
し て い る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 生 産 培 地 の 開 発
　 実 施 例 ６ に 記 載 し た レ ベ ル を 越 え る よ う な タ キ ソ ー ル 生 産 性 の 増 大 を 得 る た め に 、 栄 養
レ ベ ル を 操 作 し て 特 別 な 「 生 産 培 地 （ production media） 」 を 処 方 し た 。 培 地 Dで 増 殖 す
る ７ な い し ８ 日 経 過 し た タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 系 統 K-1の 懸 濁 液 を ミ ラ ク ロ ス フ ィ ル
タ （ カ ル バ イ オ ケ ム （ Calbiochem） ） が 設 け ら れ た 滅 菌 ブ フ ナ ー 漏 斗 を 用 い て 無 菌 的 に 吸
引 濾 過 し た 。 生 重 量 が 500mgの 細 胞 を 無 菌 的 に 5mlの 生 産 培 地 Ｂ お よ び Ｃ （ 第 ２ 表 参 照 ） に
移 し た 。 容 器 を 、 暗 所 、 24±１ ℃ 、 110rpmの 条 件 で も っ て 回 転 振 と う 機 に よ り 18、 25、 お
よ び 42日 間 の い ろ い ろ な 期 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ の よ う な 処 理 を 施 し た も の に 対 し て 破 壊 的 サ ン プ リ ン グ を 実 施 し 、 増 殖 、 細 胞 お よ び
培 地 の 色 、 お よ び 細 胞 の 生 存 率 を 観 察 記 録 し た 。 凍 結 乾 燥 試 料 を 、 実 施 例 ５ に 記 載 し た よ
う に メ タ ノ ー ル 処 理 し て タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン の 抽 出 を 行 い 、 HPLCで も っ て 分 析 し た
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 9.1. 18日 間 培 養 の 結 果
　 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 培 養 は 、 顕 著 な レ ベ ル の タ キ サ ン お よ び タ キ ソ ー ル を 生 産 す
る こ と に よ っ て 修 正 培 地 組 成 物 に 反 応 し た 。 こ れ ら の デ ー タ を 第 ９ 表 に ま と め 、 ま た 試 料
の ク ロ マ ト グ ラ ム は 図 ４ 及 び 図 ５ に 示 し た 。 培 地 Ｂ で は 、 精 製 タ キ ソ ー ル 24.1mg/Lと と も
に 全 体 で 99.8mg/Lの タ キ サ ン が 生 産 さ れ た 。 培 地 Cで は 、 タ キ ソ ー ル 21.3mg/Lと と も に 合
計 で 110mg/リ ッ ト ル の タ キ サ ン が 生 産 さ れ た 。 乾 燥 重 量 に 換 算 す る と 、 細 胞 が 生 産 し た タ
キ ソ ー ル の 乾 燥 重 量 は 、 培 地 Ｂ で 0.18％ 、 ま た 培 地 Ｃ で 0.065%で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 9.2． 延 長 培 養
　 培 養 期 間 を 25お よ び 42日 間 と し て 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 （ K-1系 統 ） を 培 地 Cで 培
養 し た 場 合 の タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 生 産 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を 、 第 ５ 表 に ま と め た 。
以 下 の よ う な 重 要 な 観 察 値 を 要 約 す る こ と が で き る 。
(i)　 タ ク ス ス 懸 濁 培 養 に よ っ て 顕 著 な レ ベ ル の タ キ ソ ー ル お よ び 他 の タ キ サ ン が 生 産 可
能 で あ る 。 42日 目 で 、 乾 燥 重 量 で 0.32％ の タ キ ソ ー ル お よ び 0.62％ の 合 計 タ キ サ ン を 有 す
る 最 も 高 い 蓄 積 が 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 最 終 培 地 容 積 に 対 し て 153mg/Lタ キ ソ ー ル お よ び 295
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mg/L合 計 タ キ サ ン の 力 価 に 相 当 す る 。 図 ７ ～ 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 タ ン デ ム マ ス ス ペ ク ト
ロ メ ト リ ー に よ る こ の 試 料 の 分 析 に よ っ て タ キ ソ ー ル の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 MS/MS に よ る
定 量 は 、 HPLCと た い へ ん よ く 一 致 し た 。
(ii)　 25日 目 と 42日 目 と の あ い だ の 17日 間 に わ た る タ キ ソ ー ル 生 合 成 速 度 は 、 こ の 期 間 に
お い て 生 産 が 直 線 的 に 行 わ れ た と 仮 定 し た 場 合 、 約 7.6mgタ キ ソ ー ル ／ L／ 日 で あ っ た 。 こ
の 速 度 は 、 最 初 の 25日 間 の 生 産 速 度 に よ り も 顕 著 に 高 い 。 25日 目 と 42日 目 と の あ い だ に お
け る 全 タ キ サ ン 生 合 成 速 度 は 、 12.3mg／ L／ 日 で あ っ た 。
(iii)　 生 産 培 地 処 方 に よ っ て 、 実 施 例 ７ に 記 載 し た よ う な 急 増 殖 条 件 の 場 合 と 比 較 し て
、 特 定 の タ キ ソ ー ル 含 有 量 を 45倍 ま で 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
(iv)　 望 ま し く な い タ キ サ ン の 生 産 を 最 小 限 に し つ つ 、 生 合 成 が 要 求 最 終 産 物 タ キ ソ ー ル
に 集 中 す る よ う に 、 生 産 物 ス ペ ク ト ル を 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ キ ソ ー ル が タ
キ サ ン 全 体 の う ち た っ た の 12.2％ し か 占 め て い な い 成 長 培 地 （ 実 施 例 7.1参 照 ） と 比 較 し
て 、 タ キ ソ ー ル が タ キ サ ン 全 体 を 占 め る 割 合 が 25日 目 で は 28％ で あ り 、 42日 目 で は 52％ で
あ っ た 。 生 産 物 プ ロ フ ィ ー ル を 操 作 す る こ の よ う な 能 力 は 、 下 流 側 精 製 お よ び 生 産 物 純 度
に 関 連 し た 制 御 的 問 題 に 対 し て 重 大 な 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 。 例 え ば 、 タ キ サ ン の 副 産 物
で あ る セ フ ァ ロ マ ン ニ ン の 生 産 を 抑 制 す る 能 力 は 、 樹 皮 組 織 か ら の タ キ ソ ー ル 精 製 と 比 較
し て 下 流 側 の 精 製 を 大 い に 単 純 化 す る こ と が で き た 。
(v)　 大 量 の タ キ ソ ー ル （ 42日 目 で 87％ ） お よ び 他 の タ キ サ ン を 分 泌 す る た め に 、 タ ク ス
ス 細 胞 培 養 が 誘 導 さ れ て き た 。 細 胞 溶 解 に よ る よ り も む し ろ 分 泌 に よ る 細 胞 外 タ キ ソ ー ル
お よ び タ キ サ ン の 存 在 が い く つ か の 別 個 の 観 察 に よ っ て 確 証 さ れ る 。 す な わ ち 、 (a) 25目
か ら 45日 目 の 間 に 連 続 し た 生 合 成 が 起 こ る 。 こ の こ と は 細 胞 が 生 存 し 、 か つ 活 動 的 で あ る
こ と を 示 唆 し て い る 。 別 個 の 観 察 に よ れ ば 、 生 産 培 地 で の 培 養 18日 目 以 降 に 70％ を 上 回 る
生 存 率 が 認 め ら れ た 。 (b) 異 な る タ キ サ ン が 異 な る 比 率 で 分 泌 さ れ た 。 も し 、 細 胞 が 溶 解
し た 場 合 、 培 地 中 の 比 率 は 異 な る タ キ サ ン で 類 似 す る と 考 え ら れ る 。
(vi)　 増 殖 し 、 か つ タ キ ソ ー ル を 細 胞 外 環 境 へ 大 量 か つ 高 率 に 生 産 す る タ ク ス ス 細 胞 系 統
の 能 力 は 、 特 に 注 目 す べ き 価 値 が あ る 。
(vii)　 そ れ ら の 結 果 が 得 ら れ た タ ク ス ス 細 胞 系 統 は 、 高 密 度 に な る ま で 急 激 に 増 殖 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 急 増 殖 条 件 下 で 20世 代 後 に 報 告 さ れ た 生 産 能 を 発 現 す る 。 こ の
こ と は 、 そ れ の 安 定 性 お よ び 商 業 的 潜 在 能 力 を 証 明 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 願 に 記 載 し た 条 件 下 で タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 細 胞 系 統 に よ っ て 生 産 さ れ る タ キ ソ ー
ル お よ び タ キ サ ン の レ ベ ル は 、 以 前 報 告 さ れ た も の よ り も 高 く 、 35な い し 150倍 で あ る 。
例 え ば 、 ク リ ス テ ン ら （ 特 許 文 献 ３ ） は 、 培 養 ２ な い し ４ 週 間 後 の タ ク ス ス ・ ブ レ ビ フ ォ
ー リ ア の 懸 濁 培 養 に よ っ て 、 １ な い し ３ mg/Lの タ キ ソ ー ル が 生 産 さ れ る と 報 告 し て い る 。
ま た 、 Wickeramesinhe and Arteca(1991)は 、 タ ク ス ス ・ メ デ ィ ア の 細 胞 培 養 で 乾 燥 重 量 0
.009％ の タ キ ソ ー ル が 生 産 さ れ る こ と を 報 告 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 要 約 す る と 、 わ れ わ れ の デ ー タ は 、 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス の 培 養 を 注 意 深 く 誘 導 し 、 か
つ 選 択 す る こ と に よ っ て 、 ま た 成 長 培 地 を 特 別 に 処 方 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 を 高 密 度 に
達 す る ま で 急 激 に 増 殖 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う な 細 胞 を 生 産 培 地
条 件 に 移 し た 場 合 、 細 胞 は 高 生 存 率 を 維 持 す る 一 方 で 顕 著 な 濃 度 か ら な る タ キ ソ ー ル お よ
び 他 の タ キ サ ン を 期 間 を 延 ば し て 生 合 成 お よ び 分 泌 す る こ と が で き る 。 定 期 的 な 培 地 の 交
換 、 生 産 培 地 に 光 お よ び エ リ シ タ ー を 取 り 込 む こ と に よ っ て 、 相 乗 的 な 生 産 性 増 大 が 得 ら
れ る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 組 織 培 養 技 術 を 用 い た タ キ ソ ー ル お よ び タ キ サ ン 生 産 の た め の 効
率 的 な 商 業 的 プ ロ セ ス に と っ て 決 定 的 な 前 提 必 要 条 件 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 １ １ 】
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【 表 １ ３ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】

10

20

30

40

(33) JP 2004-285 A 2004.1.8



【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ９ 】
【 図 １ 】 培 地 Ａ に お け る 典 型 的 な バ ッ チ 成 長 サ イ ク ル に 対 す る タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 懸 濁
培 養 系 統 K-1の バ イ オ マ ス 増 加 を 示 す 。 誤 差 バ ー は ２ つ の フ ラ ス コ か ら 測 定 し た 標 準 偏 差
を 表 わ す 。
【 図 ２ 】 15日 間 の 実 験 に お い て 第 ９ 日 と 第 12日 に 行 う 培 地 交 換 の タ キ ソ ー ル (A)お よ び 総
タ キ サ ン (B)の 生 産 性 へ の 効 果 を 示 す 。 各 ボ ッ ク ス 内 の 数 字 は 生 産 物 が 生 産 さ れ る 時 間 間
隔 （ 日 数 ） を 表 す 。 セ ル 内 の ボ ッ ク ス の 塗 り つ ぶ し 部 分 は 実 験 開 始 時 の 細 胞 接 種 材 料 の 中
に 存 在 す る タ キ ソ ー ル ま た は 総 タ キ サ ン を 表 す 。 処 理 は す べ て 二 重 に 行 っ た 。 第 ２ 表 に 示
す よ う に タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 懸 濁 培 養 細 胞 系 統 K-1を 培 地 Ａ と と も に 使 用 し た 。
【 図 ３ 】 実 施 例 7.3 で 使 用 し た 標 準 グ ロ ー ラ ッ ク ス ラ ン プ （ GTE Sylvania, Danvers, MA 
） の ス ペ ク ト ル 特 性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 懸 濁 液 K-1に お け る タ キ サ ン 生 産 を 示 す 。 10分 な い し 4
0分 の ク ロ マ ト グ ラ ム の 部 分 を 示 す 。 選 択 さ れ た タ キ サ ン の ピ ー ク の ダ イ オ ー ド ・ ア レ イ
・ ス キ ャ ン は 特 徴 的 な タ キ サ ン の UV吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 し 、 ピ ー ク は 227nm で あ る 。
【 図 ５ 】 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 懸 濁 液 K-1に お け る タ キ サ ン 生 産 を 示 す 。 10分 な い し 4
0分 の ク ロ マ ト グ ラ ム の 部 分 を 示 す 。 選 択 さ れ た タ キ サ ン の ピ ー ク の ダ イ オ ー ド ・ ア レ イ
・ ス キ ャ ン は 特 徴 的 な タ キ サ ン の UV吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 し 、 ピ ー ク は 227nm で あ る 。
【 図 ６ 】 タ ク ス ス ・ シ ネ ン シ ス 細 胞 系 統 K-1を 培 地 Ｃ 中 で 長 期 間 培 養 し て 生 産 さ れ る タ キ
ソ ー ル と タ キ サ ン を 示 す 。 上 方 の パ ネ ル は 既 知 お よ び 未 知 の タ キ サ ン に つ い て の デ ー タ を
表 に し た も の で あ り 、 下 方 の パ ネ ル は 25日 な い し 42日 の 期 間 に お け る タ キ ソ ー ル お よ び タ
キ サ ン 生 産 の 増 加 量 を 表 し た も の で あ る 。
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【 図 ７ 】 細 胞 培 養 上 清 中 の タ キ ソ ー ル の MS/MS 確 認 を 示 す 。 パ ネ ル Ａ は 真 正 タ キ ソ ー ル の
イ オ ン ス プ レ ー APCIマ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ８ 】 細 胞 培 養 上 清 中 の タ キ ソ ー ル の MS/MS 確 認 を 示 す 。 パ ネ ル Ｂ は 親 ピ ー ク の 娘 イ オ
ン ス ペ ク ト ル を 示 す （ m/z871＝ タ キ ソ ー ル ＋ Ｎ Ｎ ４

+ ） 。
【 図 ９ 】 細 胞 培 養 上 清 中 の タ キ ソ ー ル の MS/MS 確 認 を 示 す 。 パ ネ ル Ｃ は 粗 細 胞 培 養 抽 出 物
か ら の イ オ ン ス プ レ ー APCIマ ス ス ペ ク ト ル を 表 し 、 タ キ ソ ー ル の m/z 854お よ び 871 特 徴
を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 細 胞 培 養 上 清 中 の タ キ ソ ー ル の MS/MS 確 認 を 示 す 。 パ ネ ル Ｄ は 対 応 す る 娘 ス ペ
ク ト ル m/z 871を 示 し 、 細 胞 培 養 上 清 中 に タ キ ソ ー ル が 存 在 す る こ と の 明 瞭 な 証 拠 を 提 示
し て い る 。 10
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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