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はじめに 

 
国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機構においては、被評価プロジェクト

ごとに当該技術の外部専門家、有識者等によって構成される研究評価分科会を研究評価委員

会によって設置し、同分科会にて被評価対象プロジェクトの研究評価を行い、評価報告書案

を策定の上、研究評価委員会において確定している。 

 
本書は、「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」の中間評価報告書であり、Ｎ

ＥＤＯ技術委員・技術委員会等規程第３２条に基づき、研究評価委員会において設置された

「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」（中間評価）研究評価分科会において評

価報告書案を策定し、第５７回研究評価委員会（平成３０年１２月１０日）に諮り、確定さ

れたものである。 

 
 
 

平成３０年１２月 
国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機構 

研究評価委員会 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



2 

 
 

審議経過 

 
● 分科会（平成３０年８月２９日） 

公開セッション 
１．開会、資料の確認 
２．分科会の設置について 
３．分科会の公開について 
４．評価の実施方法について 
５．プロジェクトの概要説明 

非公開セッション 
６．プロジェクトの詳細説明 
７．全体を通しての質疑 

公開セッション 
８．まとめ・講評 
９．今後の予定、その他、閉会 

 

● 現地調査会（平成３０年７月２６日） 

国立研究開発法人 産業技術総合研究所 北海道センター 

 
● 第５７回研究評価委員会（平成３０年１２月１０日） 
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「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」 
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会長 

代理 
後藤
ご と う

 雅宏
まさひろ

 
九州大学大学院 工学研究院 応用化学部門 教授 

／次世代経皮吸収研究センター長 

委員 

高木
た か ぎ

 昌
まさ

宏
ひろ

 
北陸先端科学技術大学院大学 先端科学技術研究科 

マテリアルサイエンス系 教授 

多田
た だ

 雄一
ゆういち

 東京工科大学 応用生物学部 応用生物学科 教授 

橋本
はしもと

 宗明
ひろあき

 日経 BP社 日経バイオテク 編集長 

宮野
み や の

 悟
さとる

 
東京大学 医科学研究所 ヒトゲノム解析センター長 

教授 

矢野
や の

 孝彦
たかひこ

 
大正製薬株式会社 医薬事業企画部 

グループマネージャー 

敬称略、五十音順 
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評価概要 

 
１．総合評価 
世界に負けないような日本独自のスマートセルインダストリーの構築を目指す本事業は、

我が国のバイオエコノミーを活性化させるためにも必須の取組である。多数の研究開発課題

で概ね目標を達成しプロジェクト内の連携も行われていることから、プロジェクトマネジメ

ントは適切であったと判断できる。本事業では開発に必要な幅広い要素技術をカバーしてお

り、それぞれの課題で顕著な研究成果が得られている点は評価できる。 
プロジェクト後半に向けては、これまで個別に目標を達成してきたテーマをどのように融

合させるのかを明確にすることが重要である。またスマートセルインダストリーを実現する

ためのプラットフォームを完成させていく段階では、より競争力のある技術への選択と集中

が必要であると考える。「バイオテクノロジー」と「デジタルテクノロジー」の融合は非常

に難しい課題であるが、国際的な競争力を獲得するためには人材育成も含め、これらの融合

技術を一層推進できるオールジャパン体制の構築が望まれる。 

 
２．各論 
２．１ 事業の位置付け・必要性について 
バイオエコノミーに対する国際的な取組の潮流や温暖化防止対策の必要性や持続可能な

開発目標（SDGs）の達成等を考えた場合に、バイオプロセスの技術革新と産業導入拡大は

必須であり、本事業は重点的に推進すべき事業である。中心コンセプトである「スマートセ

ルインダストリーの創生」は、国際競争力の状況を踏まえて強化すべき課題であり産業政策

上も適切である。このスマートセルインダストリー社会は情報科学分野とバイオテクノロジ

ー分野の融合が基軸となるが、その実現のためには民間活動の集積というよりは、より俯瞰

的な視野に立ったマネジメントが必要であり、NEDO 事業としてふさわしいと考えられる。 

 
２．２ 研究開発マネジメントについて 
研究開発課題が明確に示されており、それに基づき目標が具体的に設定されている。また、

国産ツールの開発も含み、目標設定は妥当と言える。研究開発の対象となる要素技術は汎用

技術から植物・微生物における物質生産に特異的な技術まで含まれており、適切である。特

に汎用技術は単独でも実用可能性が高いものが含まれており、他分野への波及効果も期待で

きる。プロジェクトリーダー、サブプロジェクトリーダー及びプロジェクトマネージャーの

下、多数の参画機関と研究課題が適切に管理されるとともに実施者の連携も積極的に行われ

ており、本事業の進捗管理は妥当である。 
一方、参画機関が相当数に上っており、今後は実施体制の見直しも必要と考える。進捗状

況を精査し予算規模に応じた選択と集中を行っていくことが望ましい。知的財産においては

国産技術に対するこだわりは理解できるが、国内外での技術利用に関する考え方を明示する

とともに、国際競争力が確保できる戦略を考える必要性がある。 
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２．３ 研究開発成果について 
研究開発テーマの多くは中間目標を達成または前倒しで達成しており評価できる。特に、

植物関連のテーマに関しては、オルガネラのゲノム編集技術や、栽培・生育環境による発現

制御技術等、設定された目標を越える技術成果があり、高く評価できる。微生物関連におい

てもハイスループット合成・分析・評価手法の開発では、長鎖 DNA 合成やメタボローム解

析システムに関して製品化の目途も付けた。成果の最終目標達成に向けては今後様々な困難

も考えられるが、達成可能性は十分にあり、一部については目標を超えるものも期待される。 
しかしながら、個別の目標達成に終わると、民間事業の寄せ集めとなってしまい、NEDO

事業の意義が半減する。本プロジェクトで目指すべきは、バイオデータベース、ゲノム編集、

人工知能の関与を明確にし、スマートセルインダストリー実現のお手本となり、そのシステ

ムを供給できる状態に到達することである。今後は植物及び微生物のテーマの融合に関して

も配慮が必要である。 
成果普及に関してはこれからの課題であるが、本プロジェクトの新規技術の普及に留まら

ず、「スマートセル」の概念が社会的に認知されるよう、各種アウトリーチ活動にも期待す

る。 

 
２．４ 成果の実用化・事業化に向けた取組及び見通しについて 
いずれの研究開発項目についても実用化に向けて十分に検討されている。特に、植物のほ

とんどのテーマでは、目的物質の生産性の向上など一定の成果が得られている。微生物のテ

ーマでは、実際に長鎖DNA合成装置やメタボローム解析システムの販売が計画されるなど、

具体的な取り組みも始まっている。また、バイオワークス型企業（高度なロボティクス技術、

データトラッキング技術等を活用したバイオ系開発受託型企業）の設立を検討するなど、事

業化に向けた意識の高さも感じられる。 
一方、アウトプットとして得られる製品が、医薬品原料や素材などの中間体であるため、

事業化の経済的効果が小さく見えがちであり、これが日本でこの分野に民間投資が活発化し

ない原因になっているものと思われる。本プロジェクトで開発したスマートセル設計システ

ムにおいて、情報解析ビジネスやライセンスビジネスをどのように大きく展開していくのか

具体的に示し、このプラットフォームから様々な製造ビジネスが立ち上がっていく可能性が

あることを、より積極的にアピールしていくべきだと思われる。 
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研究評価委員会委員名簿 

 
（平成３０年１２月現在） 

 氏 名 所属、役職 

委員長 小林
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 直人
な お と

 
早稲田大学 研究戦略センター 副所長・教授、 
研究院 副研究院長 

委員 

浅野
あ さ の

 浩志
ひ ろ し
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明
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ひで

雄
お

 東京農工大学 名誉教授／シニア教授 

五
ご

内川
ないかわ

拡史
ひ ろ し

 株式会社ユニファイ・リサーチ 代表取締役社長 

佐久間
さ く ま

一郎
いちろう

 
東京大学大学院 工学系研究科 附属医療福祉工学開発評

価研究センター センター長／教授 

宝田
たからだ

 恭之
たかゆき

 群馬大学 特任教授 

平尾
ひ ら お

 雅彦
まさひこ

 
東京大学大学院 工学系研究科 化学システム工学専攻 

教授 

松井
ま つ い

 俊
とし

浩
ひろ

 情報セキリティ大学院大学 情報セキリティ研究科 教授 

丸山
まるやま

 正明
まさあき

 技術ジャーナリスト／横浜市立大学大学院非常勤講師 

吉川
よしかわ

 典彦
のりひこ

 名古屋大学 名誉教授 

敬称略、五十音順 
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研究評価委員会コメント 

 
第５７回研究評価委員会（平成３０年１２月１０日開催）に諮り、以下のコメントを評価

報告書へ附記することで確定した。 
  

  

● バイオとＩＴを融合させた分野で、国際競争力を持ち、事業化に結び付く成果に向

け積極的に進めていただきたい。また後半を進めるにあたり、成果の事業化は様々

な形態が考えられるので、それを見据えて取組んでいただきたい。なお、ゲノム編

集技術については、倫理面に配慮し、進められたい。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 1章 評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この章では、分科会の総意である評価結果を枠内に掲載している。なお、枠の下の箇条

書きは、評価委員の主な指摘事項を、参考として掲載したものである。 
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１．総合評価 

世界に負けないような日本独自のスマートセルインダストリーの構築を目指す

本事業は、我が国のバイオエコノミーを活性化させるためにも必須の取組である。

多数の研究開発課題で概ね目標を達成しプロジェクト内の連携も行われているこ

とから、プロジェクトマネジメントは適切であったと判断できる。本事業では開発

に必要な幅広い要素技術をカバーしており、それぞれの課題で顕著な研究成果が

得られている点は評価できる。 
プロジェクト後半に向けては、これまで個別に目標を達成してきたテーマをど

のように融合させるのかを明確にすることが重要である。またスマートセルイン

ダストリーを実現するためのプラットフォームを完成させていく段階では、より

競争力のある技術への選択と集中が必要であると考える。「バイオテクノロジー」

と「デジタルテクノロジー」の融合は非常に難しい課題であるが、国際的な競争力

を獲得するためには人材育成も含め、これらの融合技術を一層推進できるオール

ジャパン体制の構築が望まれる。 

 
＜肯定的意見＞ 

・ スマートセルインダストリー開発に必要な幅広い要素技術をカバーしており、そ

れぞれの課題で顕著な研究成果が得られている点は評価できる。 
・ 世界に負けないような日本独自のスマートセルの構築は、我が国のバイオエコノ

ミーを活性化させるためにも必須の事業であり、そのためには今後も予算増大が

望まれる。 
・ 研究プロジェクトの個々の成果は、それぞれ優れた成果が上がっていると感じら

れた。一方で、他分野との融合でさらなる技術革新に期待したい。 
・ ネットワークの高度化、人工知能の発展、ゲノム編集技術の普及により、バイオテ

クノロジー分野でも、サイバー空間と現実空間の融合が飛躍的に進展する可能性

がある。本プロジェクトの根幹である「スマートセル」に関する基盤技術は、将来

のバイオテクノロジー発展のためには必須の技術であり、先端バイオテクノロジ

ー分野に於いて、日本が先導的役割を果たせるかは、このプロジェクトの成否に

かかっていると言っても過言では無い。中間評価の現時点においては、当初計画

通りの成果が得られており、また一部、計画以上の成果もあり、大いに評価でき

る。今後、開発したツールがプロジェクト内、そして国内外に普及し、さらにはバ

イオ情報、人工知能、ゲノム編集を融合させた基盤技術がより一層進めば、医療・

工業・エネルギー・農畜水産を網羅する「スマートセルインダストリー」の実現

も、夢では無い。 
・ 事業目的や NEDO 事業としての妥当性については世界的な動向や国内情勢から

みても適切であると評価できる。多数の課題で概ね目標を達成し、プロジェクト

内の連携（技術の流用）も行われつつあることからプロジェクトマネジメントも

適切と判断できる。 
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・ 中間目標はほとんどの課題で達成できている。汎用性のある新規技術が開発され

つつあり、プロジェクト内に加えて他分野への波及効果も期待できることから、

これまでに得られている成果は高く評価できる。 
・ ゲノム編集や長鎖 DNA 合成技術など、要素技術に関する基礎研究的なテーマと、

アウトプットとしての事業化を目指した助成事業が混在する中で、適切にプロジ

ェクトをマネジメントし、中間評価段階ではそれなりの成果を出していると評価

できる。微生物では助成事業がスタートするのはこれからだが、植物の助成事業

と併せて、数年後には事業化の成果が出ることが期待できる。また、長鎖 DNA 合

成装置やメタボローム解析システムなど、開発した要素技術の事業展開にも取り

組んでおり、NEDO プロジェクトとして事業化を視野に入れた適切な運営がなさ

れているように思う。 
・ 本事業は極めて重要な内容を含んでおり、国家戦略上強く推進すべきである。全

体としての進捗はよい状況である。目標より進んでいるところ、若干遅れている

ように見えるところ（遅れているわけではない）がある。プレゼンのしかただと理

解している。久原 PL のリーダーシップが大きく発揮されていると思う。 
・ 本事業は、非常に多岐にわたる、それぞれが独自ではできないチームを組んでこ

そ発揮できる事業が国際的な競争力をそれぞれが意識しながらゴールを目指して

いる。方向性としては非常に良いと思う。 
・ 個々のプロジェクトの中には競争力という点で課題が見受けられるものの、全体

の方向性としては日本独自の技術を生み出すために動いているそれぞれのプロジ

ェクトに可能性があると感じた。 
 
＜改善すべき点＞ 

・ ドライ技術とウェット技術の融合の難しさは理解できるが、人材育成も含めてこ

うした技術開発を一層進めるべきだと考える。 
・ スマートシステムとしていかに日本独自のプラットフォームを構築するかが、今

後の課題である。 
・ 実用化の出口が、やや予算規模が小さいように思える。バイオを利用した工業的

もの作りをターゲットとすれば、もうすこし新産業創出にインパクトの規模の大

きい出口は考えられないだろうか？ 
・ 単なる新規産物生産、収率増強のための新たな植物・微生物作成では、従来型バイ

オテクノロジーの域を脱する事はできない。その観点から、「スマートセル」とい

う言葉の意味を、実施者は、より強く、そして深く意識して欲しい。紹介された個

別の成功例の中に、どれほど「バイオ情報」「人工知能」「ゲノム編集」が関わって

いるかの視点で、再度、組織横断的に内容を整理し、今後は、「スマートセル」が、

バイオテクノロジーと AI の融合技術によって作成された細胞である点に、強く拘

る必要がある。現時点では、中間評価ではやむを得ないにせよ、個別の成果につい

て、上述の定義からした「スマートセル」に相当する成功例は、やはり不十分であ
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ると言わざるを得ない。 
・ 予算規模から考えて、中間目標の達成度に基づくテーマの絞り込みの検討も必要

であると考える。 
・ 研究開発項目③の有用性の検証で手掛けられているテーマの中には事業化の見通

しがまだ十分でないものもあるので、その原因がどこにあるのかを検討しながら

スマートセル設計システムの修正、改良を行い、より完成度の高いシステムにし

ていってもらいたい。また、微生物と植物以外の宿主を使った有用物質生産の研

究開発も国のプロジェクトとして複数行われており、スマートセル設計システム

はそれらの用途でも利用できないか検討がなされてもよいように思われる。 
・ 研究開発マネジメントの観点から、極めて多くの機関を利益相反の起こらないよ

うに、かつアカデミアと企業とのシナジー（アカデミアは基本的に論文のみに興

味があり、企業は営利に集中）を作り出すこと（日本版バイドール法では不十分）

が課題のように推察する。 
・ すべてのプロジェクトに同じようにお金をつぎ込んでいると進捗にはばらつきが

生じてしまう。今後何らかの濃淡をつけないと、進めなければならないテーマが

進まないこともあると感じる。 
 
＜今後に対する提言＞ 

・ 当該プロジェクト終了時、スマートセルインダストリーといえる実用化例が多数

輩出されることを期待する。 
・ NEDO プロジェクトとしては、今後、日本の科学産業の振興と活性化にいかに寄

与できるかという観点から、選択と集中を図り、より産業応用の出口に見込みの

あるプロジェクトに予算を集中すべきである。 
・ 従来型のバイオテクノロジー研究開発に、どれだけゲノム編集、バイオデータ、人

工知能が活かされ、新たな潮流（スマートセル、バイオワークス型企業）が生み出

されたかが、本プロジェクトの根幹である。その前提に立って、以下の提言をさせ

て頂きたい。 
・ (1)スマートセルの定義を明確にし、成否の判断基準とする：成果物が得られたか？

技術が開発されたか？の視点では、中間評価段階では、全く問題が無く、高く評価

ができる。しかし、今後、これらが「基盤技術やシステム」として、「スマートセ

ル」「スマートインダストリー」という名に値する成果へと発展できるかは、最終

目標に向けて重要な視点である。多くのプロジェクトを統合するのは、困難であ

ろうが、今一度、網羅的に、「バイオ情報」「ゲノム編集」「人工知能」がどうかか

わっているかを整理し、今後の戦略を立てて頂きたい。「スマートセル」の定義を

明確にし、「プロジェクトで得られた細胞は、果たしてスマートセルか？」の視点

で自己評価するステップは、重要である。 
・ (2)プロジェクト間の接点・融合を明確にする：「植物等の生物を用いた高機能品生

産技術の開発」という課題の下に、植物プロジェクト、微生物プロジェクト、技術
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開発プロジェクトの 3 プロジェクトが存在すると理解している。これまで、個別

に目標を達成してきたプロジェクトが、後半に向けてどのように融合し、「スマー

トセル」「スマートセルインダストリー」が実現されるのかは、実施者側からの明

確な提案が必要である。植物プロジェクトで扱う成果物を、微生物プロジェクト

でも生産し、収率を最適化する。そのプロセスで、開発した国産ゲノム編集技術や

情報処理技術が、プロジェクト内、そしてプロジェクト外、さらには国内、国外で

活かされている。これが「理想の姿」であり、実施者がこだわるべき方向性であ

る。 
・ (3)組織の再編を行う(AI 関連研究者のより積極的な関与)：今後については、進捗

状況に応じた再編（選択と集中、新規参入）は、必要であると考える。AI とバイ

オテクノロジーの間には、大きな壁が存在し、融合の妨げになっている側面は否

定できない。しかし、その壁を破り、融合を図るのが本プロジェクトの大目標であ

る。その点からも、情報科学関連のメンバーの新規参入を強く求めたい。 
・ (4)ロードマップに基づいた評価：本プロジェクトのロードマップは、ある意味、

明快である。つまり、スマートセル開発、商品化、事業化、ベンチャー設立、バイ

オワークス型企業、スマートセルインダストリー発展のプロセスへと、国内はも

ちろん、海外をも含めて、リーダー的地位を確保できるかであり、このロードマッ

プが評価の基準になる。「バイオワークス型企業の設立」となると、プロジェクト

期間内に達成するのは難しくとも、「バイオテクノロジー」と「デジタルテクノロ

ジー」の融合に関して国際競争が既に始まっているというべきで、「日本版バイオ

ワークス型企業」についての青写真程度は、提案されるべきであろう。 
・ 実用化支援や今後増加が予想される特許費用などの面で何らかの支援が望まれる。 
・ 生産性やコストの数値目標を達成しただけでは実用化は困難であると考えられる

ので、実用化・事業化のための他の課題も明らかにしたうえで対応方針を検討す

べきである。 
・ 成果の相互利用をより推進してほしい。 
・ 今回のプロジェクトは、日本企業が生物を用いた物質生産を事業化する際に利用

できるプラットフォームを、NEDO が支援して作り出そうというものだと理解し

た。プラットフォームを構成する要素技術は多岐にわたるが、その全てを「国産技

術」で構成しようとして、プラットフォーム全体の競争力を低下させるようなこ

とは避けるべきだろう。もちろん、当初は様々な要素技術に投資し、国産技術の育

成を図るので良いと思うが、プラットフォームを完成させていく段階ではより競

争力のある技術を選別し、国産技術に競争力が無ければ、海外技術の導入なども

検討していくべきだ。中間評価を機に、要素技術をある程度選別しつつ、プラット

フォームとしての完成度を高める方向に舵を切り、日本版のバイオワークス企業

の創出につなげていくことを期待している。 
・ トップダウン形式などをとって、産業創出を全面にだした発表形式にしてはどう

でしょうか。 
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・ 米国ではベンチャー企業だけでなく、半官半民の研究所が基盤技術の事業化を加

速化するのに貢献している。半官半民の研究所は日本にも過去にそのような取り

組みはあったと思う。過去の取り組みで良いところをレビューし、人材育成の観

点も鑑み、現在の取り組みにマッチしたオールジャパン体制を構築してはどうか。 
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２．各論 
２．１．事業の位置付け・必要性について 

バイオエコノミーに対する国際的な取組の潮流や温暖化防止対策の必要性や持続

可能な開発目標（SDGs）の達成等を考えた場合に、バイオプロセスの技術革新と産

業導入拡大は必須であり、本事業は重点的に推進すべき事業である。中心コンセプト

である「スマートセルインダストリーの創生」は、国際競争力の状況を踏まえて強化

すべき課題であり産業政策上も適切である。このスマートセルインダストリー社会は

情報科学分野とバイオテクノロジー分野の融合が基軸となるが、その実現のためには

民間活動の集積というよりは、より俯瞰的な視野に立ったマネジメントが必要であ

り、NEDO 事業としてふさわしいと考えられる。 

 
＜肯定的意見＞ 

・ 持続可能な産業化を目指す各種技術開発において国家主導のバイオテクノロジー

振興は必要であり、日本のバイオエコノミーを活性化する観点において重要な事

業である。中心コンセプトである「スマートセルインダストリーの創生」は、国際

競争力の状況を踏まえて強化すべき課題であり産業政策上も適切である。 
・ SDGs の中でも目標９（クリーン技術・環境に配慮した技術による技術革新の基

盤構築）の達成のためには、バイオプロセスの技術革新と産業導入拡大は、必須で

ある。その意味で、本事業は、特に重点的に推進すべき事業である。 
・ 日本のバイオエコノミー推進においては、本事業は特に重要であり、出口を工業

的なものづくりをターゲットとしている点でも NEDO の事業として大変ふさわ

しいと考えられる。 
・ 21 世紀のスマート社会とは、物質環境と情報環境が人工知能(AI)を通じて高度に

融合している社会を言い、様々な分野にその潮流は広がりつつある。バイオテク

ノロジー分野もその例外では無く、本プロジェクトは、AI 等の情報処理技術とゲ

ノム編集などの最先端バイオ技術の融合を通して、生物機能を活用した「スマー

トセルインダストリー」の創生を目指す先進的、意欲的試みであり、事業目的の妥

当性は明らかである。 
・ 上述したスマート社会の実現は、当然ながら個々の民間活動の集積というよりは、

より俯瞰的な視野に立ったマネジメントにより達成されるものであり、公共性が

極めて高い。さらに問題なのは、情報科学分野とバイオテクノロジー分野は、学術

面、産業面の両面から見ても、かなりかけ離れており、民間活動では両分野の融合

を基軸としたスマート社会実現へ向けた進展は期待できない。よって、NEDO 事

業として必要とされる事業である。 
・ バイオエコノミーに対する国際的な取り組みの潮流や温暖化防止対策の必要性や

SDGs の達成等を考えた場合に、バイオプロセス研究への重点的な予算配分は国

として必須と考えられ、本プロジェクトは、バイオエコノミーに対する日本の施

策にも合致している。このような国レベルで取り組むべき課題の中でも、特に物
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質生産を対象にした産業の育成や振興を図る場合には、当然のことながら経済産

業省系の予算による研究プロジェクトの実施が必要であり、NEDO が中心的な役

割を担うことは極めて妥当といえる。むしろ、より早期に、かつより大規模に取り

組むべき課題であったともいえるであろう。 
・ 微生物をはじめとする生物を、製造業などの工業的に利用しようという合成生物

学の発展や、欧米における環境意識の高まり、各国がバイオベースの産業を振興

するバイオエコノミー戦略を打ち出している状況などを勘案すると、NEDO が産

業振興策としてこのテーマに取り組むことは極めて妥当である。むしろ、パリ協

定や持続可能な開発目標を視野に入れると、より積極的に推進すべきとも考えら

れる。海外では既にこの分野へのベンチャー投資が活発化しており、5 年間で 86
億円という事業費で太刀打ちできるのか心配な面もあるが、まだ民間企業のこの

分野への投資マインドが高まっていない状況で、政府が資金を投じ、NEDO が関

与する形で研究開発を活発化させるのは妥当に思われる。既に事業化が視野に入

っているプロジェクトも幾つかあり、期待される効果は十分に得られると思われ

る。 
・ 人類の歴史においてエネルギー源の獲得が戦争を含む巨大な争いの中心となって

きたことは今も変わらない。ゲノム解析技術の超急速な発展を見越して、昔、米国

DOE は “Genome to Life”などのプロジェクトを実施しゲノム研究によりエネ

ルギー問題の解決に革新を起こそうとしてきた。このことからも NEDO における

本事業の位置付けは極めて妥当である。さらに発展して、これまで２０世紀の日

本を発展させてきた「化学」によるものづくりに加え、「生物」によるものづくり

が相対的に大きくなると予測されている。いわゆるバイオエコノミー市場が拡大

し、将来的には工業分野の約４割になると推定されている。ゲノム編集技術をは

じめ、国際競争が激化している中で、その中心となるものが、微生物を含む植物等

の生物を用いた高機能物質の生産技術開発である。これを我が国の知財となる形

で開発することを目的としたものが本事業であり、その必要性は論を待たない。

我が国独自の優位性をもった技術ポテンシャルは存在しており、国際市場を視野

において、民間とアカデミアが互いを補完する形でこれらを発展させて大きな経

済活動の火種をつくることは高い公共性を有している。本事業費は決して大きな

ものとはいえないが、費用に見合った効果は期待できる。 
・ 本事業は、スマートセルインダストリーの創生をゴールにおいたもので、限られ

た日本の資源を最大限活用することを目的としている点で妥当である。 
・ 基盤応用しようとするそれぞれの課題は民間活動のみでは実現し難く、NEDO が

関与することで前進が可能なテーマが多く取り組まれており、国力強化の基盤と

なり得るプロジェクトであると感じる。 
 
＜改善すべき点＞ 
・世界の現状に対して、日本独自のスマートセルインダストリーとは何か、どこに、
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日本の強みを発揮するのかを今一度考えて欲しい。 
・妥当性に問題は無い。しかし、改善点として「スマートセル」の概念を明確化し、

その普及により一層努める必要を感じている。果たして、「スマートセル」とはどの

ような細胞なのか？現状では、定義があいまいである。「先端バイオテクノロジー

技術と AI 技術の融合により作製された細胞」なのであろうが、その定義を明確に

する必要がある。少なくとも資料中に記載されている「かしこい細胞」では、あま

りにも稚拙である。「スマート○○」という言葉が氾濫している中で、学術的にも社

会的にも認められる用語として扱われる状況を基盤として、プロジェクトを準備・

運営する必要を感じます。「スマートセル」の概念は、本プロジェクトの基幹となる

目標であり、成果そのものである点、「スマートセル」を明確に定義するという事

は、極めて重要である。 
・投じた研究開発費は、充分に高額であり、有効に利用されるべきである。しかし、

実際には、参画する組織の数が極めて多く、結果的にそれぞれの運営者サイドから

すれば、配分後の金額は、それほど大きな額では無いと推察される。後述するが、

進捗状況に応じた組織の「選択、集中」あるいは、「新規参入」を視野に入れ、柔軟

に対処するべきだと判断した。特に、「バイオテクノロジー関連」と「情報科学関

連」に分けて考えると、バイオテクノロジー関連に偏っている印象がある。後半に

向けて、配慮を要する点である。 
・多数の機関が参画して、基礎研究から実用化に近い研究まで幅広い研究課題が実施

されているが、予算規模を考えた場合には、もう少し厳選してもよかったかもしれ

ない。しかし、この点は中間評価以降に反映されると期待される。 
・従来、NEDO や経産省で取り組んできた植物を活用したものづくり・物質生産関連

のプロジェクト、および微生物を利用した生産プロセス開発などのプロジェクトの

後継を意識したために、植物と微生物に限定したプロジェクトとなったが、昆虫や

魚類、哺乳類などにも適用し得る技術の開発にも取り組んでいるので、他の国家プ

ロジェクトとの関連や位置付けについて、より明確に示されるべきと思われる。そ

の意味でも、上位の施策として政府は国全体のバイオ戦略の策定を急ぐべきである。 
・ゲノム編集技術など極めて国際競争の激しい内容を含んでおり、仮に国際競争の中

で敗北する部分があったとしても、日本の産業界が大きく利する産業の仕組みを常

に探索して事業を実施すべきと考える。 
・将来のプロジェクトから波及を期待する経済効果を個々のプロジェクトの成果と照

らし合わせた時にギャップを感じる。 
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２．２．研究開発マネジメントについて 

研究開発課題が明確に示されており、それに基づき目標が具体的に設定されてい

る。また、国産ツールの開発も含み、目標設定は妥当と言える。研究開発の対象とな

る要素技術は汎用技術から植物・微生物における物質生産に特異的な技術まで含まれ

ており、適切である。特に汎用技術は単独でも実用可能性が高いものが含まれており、

他分野への波及効果も期待できる。プロジェクトリーダー、サブプロジェクトリーダ

ー及びプロジェクトマネージャーの下、多数の参画機関と研究課題が適切に管理され

るとともに実施者の連携も積極的に行われており、本事業の進捗管理は妥当である。 
一方、参画機関が相当数に上っており、今後は実施体制の見直しも必要と考える。

進捗状況を精査し予算規模に応じた選択と集中を行っていくことが望ましい。知的財

産においては国産技術に対するこだわりは理解できるが、国内外での技術利用に関す

る考え方を明示するとともに、国際競争力が確保できる戦略を考える必要性がある。 

 

＜肯定的意見＞ 

・ 生物情報技術（IT や AI）を駆使したスマートセルのデザインシステム、国産ゲノ

ム編集技術、ハイスループットの自動分析システムや DNA 合成技術の開発など、

植物及び微生物による有用物質生産に必要な要素技術が含まれており、研究開発

の実施体制並びに進捗管理も十分に行われている。 
・ それぞれのプロジェクトで必要な要素技術が明確となっており、またそれらに対

する具体的な達成目標が掲げられていることは評価できる。 
・ 量的、安定的、価格的課題が、明確に示されており、またその実現のための背景と

して、国産ツールの開発も視野に入れられており、研究開発目標の妥当性に関し

ては、充分であると判断できる。さらには目標達成のプロセスに於いて、例えば植

物の成長、分化に関する基礎的知見の蓄積も期待でき、基礎・応用両面に於いて目

標には妥当性があると考えている。 
・ 目標設定は数値化されており具体的である。研究開発の対象となる要素技術は汎

用技術から植物・微生物における物質生産に特異的な技術まで含まれており、概

ね適切である。特に汎用技術は単独でも実用可能性が高いものが含まれており、

他分野への波及効果も期待できる。ゲノム編集技術については、多様な技術開発

を行っており、オリジナルな技術の確立のめどがたっている。遺伝子発現制御、長

鎖 DNA 合成、メタボローム解析などについても汎用性のある新規技術が開発さ

れつつあり、プロジェクト内に加えて他分野への波及効果も期待できる。 
・ 助成研究も概ね目標通りに実施されている。 
・ 年度毎の計画が明確に示され、中間評価の段階での目標については、ほぼ全ての

項目が達成され、一部（オルガネラ特異的ゲノム編集、アルカロイド生産等）、期

待以上の成果も挙げられている。国産ゲノム編集ツールの開発、各種自動化技術

も、順調に進んでおり、計画の妥当性は明らかである。 
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・ 中間目標を設定し、また、ステージゲートを設けるなどしてプロジェクトの中間

段階で評価を行い、選択と集中に結び付けていく運営がなされている点は評価で

きる。 
・ 幾つかの例で、大学の基盤技術を企業への事業化に有効に活かす仕組みがすでに

構築されている。 
・ 参画している組織の数が、極めて多く、多分野に及んでいるにもかかわらず、プロ

ジェクト企画運営サイドの尽力により、統制が取られている。組織間の情報交換

も円滑に行われるように工夫がされており、実施体制は、妥当であると判断でき

る。 
・ 久原・松村の両リーダーシップの下、多くの研究機関をまとめられ、適切に本事業

は推進されていると評価できる。 
・ 参画組織と NEDO との情報交換が行われており、全体的に円滑にプロジェクトが

進んでいると判断できるので、進捗管理の妥当性に全く問題は無い。 
・ PL、SPL、PM、および各 NEDO 主査は、多数の参画機関と多数の研究課題を適

切に管理しているため大きな遅れや問題は発生していないと認識している。情報

交換や打ち合わせも随時、適切に行われている。事業者の連携（開発技術の流用）

も積極的に行われているが、今後更なる連携も期待したい。 
・ それぞれの研究開発目標、研究開発計画についてもおおむね妥当と考えられる。

委託や助成、再委託、共同実施を含めて、非常に数多くの機関が参加しているにも

かかわらず、PL、SPL、NEDO などによって、しっかりとマネジメントされてい

ると感じた。 
・ シンポジウムやイベントでの発表や、プロジェクト内外との連携など、研究開発

成果の普及・利用に向けた取り組みも早い時点から積極的に行われており、事業

化を強く意識したマネジメントがなされている。 
・ 2017 年度に AI 基盤開発の実施者を追加公募してプロジェクトに取り込むなど、

情勢の把握やそれへの対応も適切になされていると思われた。 
・ （１）研究開発目標の妥当性、（２）研究開発計画の妥当性、（３）研究開発の実施

体制の妥当性、（４）研究開発の進捗管理の妥当性、（５）知的財産等に関する戦略

の妥当性、中間評価の時点でこれら全てにおいて概ねよくマネジメントが行われ、

研究開発が促進されていると報告書及びヒヤリングからは受け取った。 
・ 非常にプロジェクト数が多く範囲が広い中で、プロジェクトリーダー、サブリー

ダーがそれぞれプロジェクトマネージャーとともに進捗管理ができている。 
・ 進捗を判定できるそれぞれのプロジェクトが目標を持ってタイムマネジメントも

意識ながら進めていることが伺えた。 
・ 知財管理も適切である。 
・ 積極的な知財確保が為されており、多くの特許申請が行われている。また、ベンチ

ャー企業設立の動きもある点で、評価できる。 
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・ 「海外技術の産業利用に莫大な特許実施料が必要」であるために、「国産技術の開

発が必要」としているが、海外技術であっても、当該プロジェクトで開発された技

術であっても、実用化される時点では適切な水準の特許実施料は得られてしかる

べきなので、「海外技術の産業利用に莫大な特許実施料が必要」と強調しすぎるこ

とには少し疑問を感じた。 
・ 国産技術に対するこだわりは、当然であり評価するが、国内外での技術利用に関

するルールが明確になっていない。また、国産技術の「国際競争力」「国際展開」

に関しても、知財を確保したから大丈夫だと安心せずに、より戦略的に考える必

要性がある。 
 
＜改善すべき点＞ 

・ 個別の案件とした場合には、目標は充分に妥当であるが、当初の課題である、「バ

イオ情報」「ゲノム編集」「人工知能(AI)」の融合という大目標との関連性について

は、改善が必要である。例えば、個別のプロジェクトに於いて、AI、そしてゲノ

ム編集が、どのように活用されたかという側面からも、充分にその期待に応えら

れる計画を考える必要がある。上述の改善が為されなければ、たとえ多くの成果

物が得られたとしても、それらは「従来型バイオテクノロジー研究」の範疇に入っ

てしまう懸念がある。また、国産ツールが開発されたならば、プロジェクト内の

「大規模 DNA 合成」「ゲノム編集」は、国産ツールで実施する「こだわり」もあ

って良いのではないだろうか？ 
・ バイオプロセス分野においては市場予測が困難であることは理解しているが、市

場予測については具体性が乏しく不明瞭な点が多い。 
・ 中間評価としては個々のプロジェクトの進捗を優先していたと思われるものの、

もっと他のプロジェクトのサポートを受けたほうが目指す目標への到達度が判断

できるのではないかと感じるプロジェクトがあった。 
・ 物質生産としての成果物は、もちろん重要である。その点で考えると、アルカロイ

ドは付加価値の高さを認めるが、ω-脂肪酸やセルラーゼに関しては、スマートセ

ルがその生産を目指す「希少有用物質」「非天然物」からは、かけ離れている。個々

の成果物よりも、さらに重要なのは「システム開発」である。システムの基幹的な

技術である、「ゲノム編集」と「AI」の関与については、さらに綿密に計画に盛り

込む必要がある。個別の成果物に対する目標達成を飛躍的に容易にするための「シ

ステム」を、「AI」との連携の中で、どのように開発するのか？について、もう少

し深く議論し、今後の研究開発の中で、強く意識してもらいたい。 
・ 参画機関が委託・再委託を含めると８４機関に上っており、中間評価を契機に進

捗状況を精査し予算も含め参画機関の選択を行っていくことが望ましい。 
・ 海外の状況は急速に進んでおり、海外の最新動向がプロジェクト内で定期的に情

報共有・議論され、それをプロジェクト内へ反映し、研究開発の進展に活かしてい

く仕組みがあったらいいのではないか。 
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・ 委託機関がかなりの数に上るため、そのマネジネントはかなり難しいと考えられ

るが、基盤となるプラットフォームが同じプロジェクトにおいては、他企業でも

積極的に横の繋がりを活かす仕組みがあってもいいのではないか？ただし、秘密

保持や知財の問題で、困難な場合も想定されるので、その点は工夫が必要である。 
・ 進捗状況に応じた組織の見直しは、為されるのであろうか？全体的には、順調に

進んでいても、今後に向けて問題点が無い訳ではない。評価会や報告書では、すべ

ての組織について達成度を把握するのは困難であったが、中間評価時点での目標

達成の程度に応じた実施体制、予算配分の見直しは、実施されるべきである。 
・ 進捗管理に際して、個別の目標とは別に、「スマートセル」の概念がどの程度、浸

透しているかを、マネジメントサイドは、判断基準として持つべきである。 
・ 多くの機関に委託・再委託されているが、提示される成果だけでなく、委託先の

「本気度」と「目的と合致したアクティビティ度」を数量的に評価できるとよい。

これは外部からではなかなか見えないものなので困難ではあると考えている。サ

イトビジットの実施によりある程度は把握できているとは思うが、新たな方法を

考えると良いだろう。 
・ プロジェクト実施者の自己評価のため、課題ごとの評点に対する達成に対するば

らつきを感じた。今後プロジェクトマネジメント側からの評価があってもよいの

ではないか。 
 
＜今後に対する提言＞ 

・ 微生物と植物のさらなる連携に期待する。積極的な異分野との融合による日本独

自のさらなる技術革新を期待したい。 
・ プロジェクト開始当初の組織に関しては問題ないが、後半に向けて、組織や予算

配分の見直しが行われるべきである。さらに、研究者がバイオテクノロジー分野

に偏っており、AIとの融合が、今後円滑に進められるのか疑問に思う部分がある。

情報科学分野、特に人工知能分野の学術界・産業界からの新規組織の参入などを

含めた、組織の再編を考える必要があるとの印象を持っている。 
・ 委託機関が、研究開発項目①（２４機関）、研究開発項目②（１８機関）、研究開発

項目③（４２機関）と大変多い一方、マネジメントチーム全体の人数や顔があまり

見えない。具体的にだれがどのようにマネージしているかがはっきりするとよい

（表や組織図のような形でマネジメントの責任の範囲がわかるとよい（これはあ

くまで評価者の立場であり、研究実施者の障害にならないようにすべき）。 
・ プロジェクトの中には NEDO に留まらず、厚労省や文科省との連携により加速化

されることが期待できるプロジェクトがあると感じた。 
・ 事業化は NEDO の役割の一つと考えるが応用範囲を考えるとオールジャパンの

視点を持ってプロジェクトを大所高所から進めていく大胆な施策・体制構築が望

まれる。 
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・ 中間評価の時点で、個別の目標は、充分に達成されている。今後にも大いに期待で

きる。反面、重要な目標である「バイオテクノロジーと AI の融合」については、

全体を網羅する基本的なフィロソフィーであるが、現時点では、個別の案件に浸

透しているとは言い難い。AI が関わっていてこその「スマートセル」であるなら

ば、「AI によって、従来型バイオテクノロジー研究から脱却しなくては、本プロジ

ェクトの意義は半減する。」つもりで、後半の戦略を立てて頂きたい。 
・ 研究テーマによっては、中間評価の段階で最終目標を上回る成果を出しているも

のもあるが、それらについては最終目標の引き上げや前倒しなど、適切に見直し

ていただきたい。 
・ 実用性が認められるテーマについては、予算の増額や他の助成制度等による実用

化の加速も考慮すべきと考える（特にゲノム編集、長鎖 DNA 合成、メタボローム

解析など）。 
・ 応用産業分野ごとに技術の実業化までのタイムラインが異なるため、ゴール設定

を実用化に置き、方向性については NEDO ならではの判断があってよいと思う。 
・ 国産ツールによって、国内のユーザーを保護する視点が強調されているが、その

保護方法については、より具体的な方策が提案されるべきである。さらに単に保

護するだけでは無く、国際的に競争力のある特許として、海外ユーザーを獲得で

きる知財へと発展させる長期的な視野が必要である。 
・ 今後、特にゲノム編集において多数の特許出願が予定されているが、出願費用と

審査・維持費用を誰がどのように負担するかについて、新たな予算措置も含めて

検討が必要ではないだろうか。また、他省庁の類似プロジェクトとの棲み分けや

協力についても考慮する必要があるのではないか。 
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２．３．研究開発成果について 

研究開発テーマの多くは中間目標を達成または前倒しで達成しており評価できる。

特に、植物関連のテーマに関しては、オルガネラのゲノム編集技術や、栽培・生育環

境による発現制御技術等、設定された目標を越える技術成果があり、高く評価できる。

微生物関連においてもハイスループット合成・分析・評価手法の開発では、長鎖 DNA
合成やメタボローム解析システムに関して製品化の目途も付けた。成果の最終目標達

成に向けては今後様々な困難も考えられるが、達成可能性は十分にあり、一部につい

ては目標を超えるものも期待される。 
しかしながら、個別の目標達成に終わると、民間事業の寄せ集めとなってしまい、

NEDO 事業の意義が半減する。本プロジェクトで目指すべきは、バイオデータベー

ス、ゲノム編集、人工知能の関与を明確にし、スマートセルインダストリー実現のお

手本となり、そのシステムを供給できる状態に到達することである。今後は植物及び

微生物のテーマの融合に関しても配慮が必要である。 
成果普及に関してはこれからの課題であるが、本プロジェクトの新規技術の普及に

留まらず、「スマートセル」の概念が社会的に認知されるよう、各種アウトリーチ活動

にも期待する。 

 

＜肯定的意見＞ 

・ 研究開発目標の多くは中間目標を達成または前倒しで達成しており、高く評価で

きる。 
・ 今回のオルガネラのゲノム編集技術、ノックアウト技術および遺伝子の発現制御

技術は、独創性が高く、植物の生産性制御に係る十分な共通基盤技術になり得る

だろう。 
・ クロマチンの構造変化による遺伝子発現ON/OFF制御ならびに遺伝子操作による

蓄積機構の制御技術に関して、日本独自の興味深い成果が得られている。 
・ DNA のメチル化•脱メチル化制御による代謝物の高生産技術においては、すべて

シトシンがメチル化されるという植物の特性を活かしており、特に脱メチル化の

技術に独創性が高いと評価される。 
・ 海外技術にまさるゲノム編集技術を植物での物質生産に関してパッケージとして

取得し、国産のゲノム編集技術を確立している点は、高く評価できる。特に、TiD
システムを用いたゲノム編集技術は、独創性が高く、世界的競争力のある技術と

なり得る。 
・ 開発したスマートセルシステムを利用した酵母の不飽和脂肪酸の合成やセルラー

ゼの機能増強は、基盤技術を実用的応用に活かした好例として、評価できる。 
・ 得られた成果については、中間評価の目標を達成している。その点は、疑問を挟む

余地は無い。特に、成果物に関しては、充分に意義のある成果が得られていると判

断できる。植物関連のプロジェクトに関しては、オルガネラのゲノム編集技術や、

栽培・生育環境による発現制御技術等、設定された目標を越える技術成果があり、
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高く評価できる。 
・ 概ね中間目標を達成している。特にゲノム編集、長鎖 DNA 合成、メタボローム解

析など汎用性が高くオリジナルな技術について目標を達成、または達成する見込

みが高い。 
・ 研究開発項目①：ゲノム編集技術、代謝系遺伝子発現制御技術、栽培・生育環境に

よる発現制御技術の 3 つのテーマで取り組み、論文や知財化を含めてそれぞれ一

定の成果を出している。ゲノム編集技術では、PPR 蛋白質を利用したゲノム編集

技術を確立するとともに、核酸ベースの TiD システムで特許出願を果たした。ゲ

ノム改変技術でも、オルガネラのゲノム編集技術など、ユニークな技術の開発で

成果を出している。代謝系遺伝子発現制御技術では、DNA メチル化誘導やクロマ

チン構造の変化により遺伝子発現を調整する技術を開発し、植物を用いた物質生

産を多様な手法を用いて成業できる可能性を示した。さらに、栽培・生育環境によ

る発現制御技術でも環境変化により代謝物などをコントロールする可能性を示し

た。これらの技術開発により、植物による物質生産が今後、産業として大きく発展

していくための要素技術がある程度取り揃えられつつあり、今後の産業応用に大

いに期待できると感じた。 
・ 研究開発項目②：植物を利用した医薬品中間体原料や機能性食品素材、ビタミン

などの製造で、事業化の可能性を十分に感じられる成果が得られている。 
・ 研究開発項目③：ハイスループット合成・分析・評価手法の開発、高生産性微生物

設計システムの開発、高生産性微生物叢性に資する情報解析システムの有用性の

検証のいずれも概ね中間目標を達成しており、成果が認められる。特にハイスル

ープット合成・分析・評価手法の開発では、長鎖 DNA 合成やメタボローム解析シ

ステムに関して製品化の目途も付けた。また、有用性の検証では、必ずしも全ての

テーマで目標を達成できているわけではないが、幾つかのテーマでは目標を上回

っており、2019 年度から始まる助成事業の方でも成果が得られることを期待した

い。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）：ゲノム編集技術の開発は、

海外のパテントに触れないかたちで、植物に対して有用と考えられる技術開発が

順調に進んでいる。これは植物が１００万種類程の化合物を合成するメカニズム

を有していることから考えて、世界に対して優位性を有した的確な研究開発方向

といえる。そしてすでに新規認識モジュールと切断酵素に関する特許を２件程度

出している。既存のパテント化されているゲノム編集技術と競合しない技術が開

発されつつあると認識した。代謝系遺伝子発現制御技術については、課題を明ら

かにしながら技術が開発されようとしていると認識した。栽培・生育環境による

ハウテン制御技術は、従来型の人海戦術によっているように受け取ったが確実な

成果が期待できると思う。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）：目標として設定したこと

は達成できていると考える。 
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・ ②植物により高機能品生産技術開発（助成）：要素技術の収集が目的と理解した。

「シソ」を材料に技術開発をしているところは特に問題ないが、シソでの生産技

術開発で得られた知見がシソに留まらず、他の植物について展開可能かどうかに

ついていっそう強い成果を期待したい。また、シソについての技術開発の進捗は

順調であると認識した。また、シソについての目標達成可能性はあると推察した。

シソで競争力がつくことが産業界にどんなメリットがあるかについて、壮大なメ

ッセージが必要と考える。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発（委託）：これまでの微生

物に関する合成生物学・システム生物学の自然な延長上で研究開発を行っており、

可もなく否もない。ハイスループット合成・分析・評価手法の開発においては、長

鎖 DNA 合成技術で一日の長があるように見受けられる。分析速度の向上につい

ても同様。 
・ プロジェクト全体の成果は競争力を持った技術を構築する目標には、大凡達して

いる。 
・ 目標よりも成果が拡大できるプロジェクトも生まれてくる可能性を感じた。 
・ 現状の進捗状況であれば、最終目標達成の可能性は充分にあり、一部、最終目標を

越える可能性すらある。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）：最終目標を達成するには、

今後様々な困難（他社に先をこされることを含む）があるだろうが、現時点でリグ

レッションをすれば達成可能性はある。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発（委託）：３年後にそのポ

ジションを維持できる保証については不明。中間目標は達成しているかのように

見える。高生産性微生物設計システムの開発は、世界がすでに先んじているなか、

目指している構想は合理性があり達成可能なものであるが（世界はすでにそのこ

とを実現しつつある）、それを構築するプロセス（工程表）があまり具体的でない

ため（コンセプトのみ）、本当に実現できるのか確信がもてないが、開発メンバー

は優れているのでなんとかなると考える。高生産性微生物創製に資する情報解析

システムの有効性検証は、現時点で利用可能なものに限定されているが、実施さ

れている。 
・ 論文、特許申請等についても、積極的な進展が認められ。評価できる。 
・ 論文発表や特許出願の数については、これまでは充分多いとは言えないが、今後

増加することが期待できる。必要に応じて出願せず、ノウハウとして蓄積する戦

略も理解できる。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）：成果の普及についても、

GMO 食品などへの抵抗などを解消し、またゲノム編集技術の社会実装を、スマホ

の普及と同じような感じでする必要があると考えている。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発（委託）：成果の普及につ

いては、それなりの活動を行っている。システム自身を知財化することを考えて
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いるのかもしれないが、模倣し改良したものはすぐに現れるので、本事業で開発

されるシステムの強みを、追随を許さないかたちで主張すべき。 
・ 知財確保は、もちろん、ベンチャー企業の設立に対しても、積極的な姿勢がうかが

える。 
・ ②植物により高機能品生産技術開発（助成）：知的財産権等の確保に向けた取組に

ついては、数的にはある。 
 
＜改善すべき点＞ 

・ 数 100 程度の少ないデータからシステムを構築する意義は十分理解できるが、実

際に構築したスマートセル設計システムが、従来のアントンなどの優れたシステ

ムに比べて、どのような使い方をするのか？疑問が残った。 
・ スタート物質からターゲット物質を作る場合、スマートセルを用いたバイオによ

るプロセスと有機合成によるプロセスとの比較が行えるようなシステムの構築は

可能か？ 
・ 成果物に関しては、問題ない。しかし、そのプロセスに関しては、「従来型バイオ

テクノロジー研究」の域を脱していない点がある。「バイオデータベース（BD）」

「ゲノム編集 (GE)」「人工知能(AI)」が、個別のプロジェクトに於いて、どのよう

に活かされているかについて、明確に示されなくては、得られた成果物の根幹を

為す「新しい細胞」が、「スマートセル」の定義に当てはまるのかは、疑問である。

また、植物に関するプロジェクトと微生物に関するプロジェクトの融合に関して

も、配慮が必要である。開始当初は、個別のプロジェクトであっても、どこかのタ

イミングで、植物・微生物の接点に相当する部分があってしかるべしである。 
・ ②植物による高機能品生産技術開発（助成）では、なにか革新的な発想を並行させ

るとよいかと思う（助成研究なので可能だと考える）。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発（委託）では、世界の追随

を許さないような事例がほしい。可能なことが可能になったような印象をプレゼ

ンからは受けた。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発（委託）では、ソフトウェ

アとしての成果の普及については、さらにアイディアが必要であろう。 
・ プロジェクト個々がうまくいっているのかについては、時間的な制約もあり成果

は把握できなかった。プロジェクトリーダー、サブリーダーとの議論をより深め

る場があってもよいと思う。 
・ 単に目的物質の生産が可能となった、あるいは、収量・収率が上昇したでは無く

て、その過程に於いて、上述の BD, GE, AI の関与について、明確に示す。つまり

目指すべきは、「スマートセル」実現のお手本であり、そのシステムを供給できる

状態に到達する事であり、それが本プロジェクトの最も重要な最終目標である。

個別の目標達成に終わると、民間事業の寄せ集めとなってしまい、NEDO 事業と

しての意義も半減する。 
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・ 今回発表がなかったテーマなどで予定通りの成果が上がっていない研究開発項目

がある場合には、PL、SPL、PM が適切に対応することが望まれる。 
・ 研究開発項目②：組換え植物では密閉型の植物工場での栽培が必要になり、採算

面の課題となる。ゲノム編集や代謝系遺伝子発現制御技術などをうまく活用すれ

ば、開放系で栽培できる目的の植物を作り出せる可能性もあるので、今後、具体的

な事業化を検討する際には当プロジェクトの他の研究テーマの成果も利用しなが

ら、より事業化しやすい方策を検討いただきたい。 
・ 研究開発項目③：スマートセル設計システムについて、大量データと宿主依存型

から脱却するというコンセプトは理解できるが、やはり大量データと AI による解

析が今後重要になってくると思われる。スマートセルインダストリーの基幹とな

るシステムなので、国産技術や日本での研究データのみにこだわらず、海外の技

術や海外機関とも連携しながらシステムとしての完成度を高めていただきたい。

スマートセル設計システムについては知財化せず、ノウハウとしていくとのこと

だったが、一方で、多くの研究者や企業が利用して成功事例を重ねることが重要

なので、研究者が利用しやすいシステムを目指して運用していただきたい。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）において、栽培・生育環境

によるハウテン制御技術は、欧米で革新的な方法が出てきたときにどうするか、

リスクヘッジをすべきと考える。逆に欧米の技術を積極的に導入して発展させる

というストーリーも考えておく必要があるのではと考える（企業サイド）。全体と

して、世界的競争の中で敗北したときの対応法が明確でなく（基盤技術が失敗し

たので全体プロジェクトが失敗したというシナリオはありえないので）、研究開発

のやり方をもっとロバストにすべきように思う（具体的にどうすればよいかはわ

からないが）。 
・ 論文や特許などの業績数が、急激に上昇する予測を作成されているプロジェクト

が多数見られたが、その達成に対して、やや根拠ならびに説得力に欠けた印象を

持った。 
・ 普及に関しては、これからの課題であるが、少なくとも例えば、「ゲノム編集技術」

「長鎖 DNA 合成技術」に関しては、プロジェクト内で積極的に開発された技術を

用いて欲しいと願います。本プロジェクトに関する新規技術の普及はもちろん、

社会に対するアウトリーチ活動についても、今後は、配慮する必要がある。その活

動を通して、「スマートセル」の概念が、社会的に認知される事を期待する。 
・ ①植物の生産性制御に係る共通基盤技術の開発（委託）において、成果の普及につ

いても、単なるメディアへのアウトリーチでは極めて不十分と考える。これはマ

ネジメントの範疇かもしれない。 
・ ②植物による高機能品生産技術開発（助成）では、成果の普及について、単なるメ

ディアへのアウトリーチでは極めて不十分と考える。「プロジェクト内の競争では

なく我が国の競争力を上げることを優先」とあるが、その方策がわからない。 
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・ 国内外の特許利用に関するルール、また、国際競争力に関しての戦略については、

具体性に欠ける面があったので、改善を願いたい。 
・ ゲノム編集技術については、本当にすべての実施課題が先行特許に抵触しないの

かどうかについて、調査結果を事業原簿に明示することが望ましい。開発中の技

術は、いずれも学術的な価値有しており、特許化も可能であるとは考えるが、先行

特許に抵触しない新たな技術開発を標榜しているのであるから、先行する基本特

許の利用特許とならないことを明確にすべきである。 
 
＜今後に対する提言＞ 

・ 国産ゲノム編集技術の開発に関しては、あくまで新機能を有する国産編集技術を

目指すのかどうか、既存技術の導入効率を上げる、正確性を上げるなどの改良的

課題設定があっても良いのかもしれない。 
・ TiD システムを用いたゲノム編集技術にどこまで汎用性を持たせることができる

か？この点は、日本独自の優位性を示せるので大いに期待したい。 
・ 日本の強いところあるいは弱いところを明確にし、さらには植物および微生物な

どの連携・融合によって、さらに日本独自のスマートセルプラットフォームが構

築されることを望む。 
・ 個別の成果物・基盤技術については、今後も研究開発が順調に進むと考えられる。

しかし、得られた成果物としてのそれぞれの細胞の背景に、「スマートセル」が根

付いているのかについては、疑問が残る。この点、実施者側からの積極的な提案が

求められる。より具体的には、例えば、個別の成果を列挙した場合に、成果横断的

に、その細胞の成り立ちに於いて、バイオデータベース(BD)、ゲノム編集(GE)、
人工知能(AI)がどのように関わっているかの視点で、整理する必要がある。「目的

の細胞が得られたか？」も重要であるが、それと同じくらい、「得られた細胞は、

スマートセルか？」の問いに答える事も重要である。その視点から考えると、成果

に対する「BD, GE, AI」の関与、つまりその成果物が「スマートセル」であるか

否か？については、本プロジェクトの評価者として、私がこだわる点である。 
・ 開発技術のプロジェクト内での利用をさらに促進するとともに、可能であればプ

ロジェクト外にも提供して、早期の実用化・普及を目指すべきである。 
・ 研究開発項目①：各要素技術を組み合わせた場合の生産性などの研究をぜひ実施

していただきたい。 
・ 研究開発項目①：一般論として、既に海外技術がデファクトスタンダードを確立

しつつある場合に、どこまで「国産の独自技術」に投資するべきか十分な検討が必

要である。特にゲノム編集の認識モジュールについては、海外技術がデファクト

を確立しつつある状況で、7 項目のテーマを採択して進めたが、その進め方で適切

だったか、特許戦略上、有意義なテーマを適切に採択していたか、十分に検証して

いただきたい。 
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・ 研究開発項目③：微生物を利用したものづくり、発酵工学は伝統的に日本が強い

分野だが、大量の実験データの取得や AI を用いた解析などの点で欧米企業が先行

し、スマートセルインダストリーのプロジェクトは欧米を後追いしている状況に

ある。微生物によるものづくりで再びリードできるよう、発酵分野の研究者や企

業をプロジェクトに巻き込みながら、ウェットとデジタルとの融合を深め、新し

い産業の創出に取り組んでいただきたい。また、2017 年度より AI 基盤開発の実

施者を追加公募し、研究開発を開始しているので、その成果により欧米企業との

差が縮んでいるのか否かを確認したいところである。スマートセル設計システム

は、今後、植物のプロジェクトでも活用していくということだったが、昆虫、哺乳

動物などへの展開も可能と思われるので、それらについても検討いただきたい。 
・ 植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発の中の短・中期の競争が激しいプロジ

ェクトでは、現在の目標達成に留まらないライフサイエンス全体において波及で

きる成果が望まれる。 
・ 研究開発項目②：いずれのテーマも中間目標は概ね達成できているようだが、事

業化に向けてはスケールアップや、植物の栽培システム全体のコスト削減などが

課題である。事業化を成功させ、植物を利用した物質生産事業の可能性を示して

いただきたい。 
・ 出願費用と審査・維持費用の確保が必要である。 
・ 本事業の中で開発されるソフトウェアの維持（メンテ）についての言及が必要で

ある。 
・ 特に基盤技術には競争力を高めるための知財化を支えるチームと応用を見据えた

アドバイスができる特別チームの編成など、内閣府が主導を取って進めるような

取り組みがあってもよいのではないか。 
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２．４．成果の実用化・事業化に向けた取組及び見通しについて 

いずれの研究開発項目についても実用化に向けて十分に検討されている。特に、植

物のほとんどのテーマでは、目的物質の生産性の向上など一定の成果が得られてい

る。微生物のテーマでは、実際に長鎖 DNA 合成装置やメタボローム解析システムの

販売が計画されるなど、具体的な取り組みも始まっている。また、バイオワークス型

企業（高度なロボティクス技術、データトラッキング技術等を活用したバイオ系開発

受託型企業）の設立を検討するなど、事業化に向けた意識の高さも感じられる。 
一方、アウトプットとして得られる製品が、医薬品原料や素材などの中間体である

ため、事業化の経済的効果が小さく見えがちであり、これが日本でこの分野に民間投

資が活発化しない原因になっているものと思われる。本プロジェクトで開発したスマ

ートセル設計システムにおいて、情報解析ビジネスやライセンスビジネスをどのよう

に大きく展開していくのか具体的に示し、このプラットフォームから様々な製造ビジ

ネスが立ち上がっていく可能性があることを、より積極的にアピールしていくべきだ

と思われる。 

 
＜肯定的意見＞ 

・ 植物におけるオルガネラゲノム編集技術、代謝系遺伝子発現制御技術、栽培・生育

環境による発現制御技術等では顕著な研究成果が得られている。国産ゲノム編集

技術の開発では技術群のパテントプールの形成が行われており評価できる。研究

開発項目①－③における実用化・事業化に向けた取り組みにも多くの進展が見ら

れる点は高く評価できる。 
・ ゲノム編集技術で物質生産の効率をあげる例として、ニチニチソウの形質転換の

例は、製薬業界からの高いニーズが見込まれ実用化が期待できる。 
・ 代謝遺伝子の操作ならびにストレス栽培の併用で、シソの収量を大幅にあげ、機

能性成分の高濃度化を達成できた事例は、成功例といえる。 
・ 世界レベルの価格と速さを有する長鎖 DNA 合成装置が、すでに実用化のレベル

にあることは、評価できる。 
・ メタボロームの高精度解析装置が、すでに島津製作所と共同で、世界初の自動化

解析システムとして販売に至る点は、実用化の面で高く評価できる。 
・ 全体的に見て、中間評価の段階で、実用化・事業化に向けた取り組みに関して評価

するのは、難しい。しかし、少なくとも実用化・事業化に資する充分な成果が得ら

れつつあると判断している。特に植物に関しては、実用化・事業化に関する可能性

は、大いにあると考えられた。国産ゲノム編集技術に関しても、根幹部分における

国際競争力に関しては疑問が残ったが、国内での実用化の可能性は充分にある。

一部、事業化、ベンチャー企業設立の動きもあり、期待できる。 
・ 研究開発項目①、③ではいくつかの研究課題で既に目標達成が見えている技術が

あり、高く評価できる。それらについては、より具体的な実用化への道筋を見せて

ほしい。特に、ゲノム編集、長鎖 DNA 合成、メタボローム解析など汎用性が高い
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技術については、実用化の加速のための施策も考慮すべきと考える。 
・ 研究開発項目②では、ほとんどのテーマで目的物質の生産性の向上など一定の成

果が得られている。 
・ 実用化については、特に助成事業ではニーズやコストを検討したうえで目標を設

定しているので適切と考えられるが、情勢変化の有無をモニタリングして変化に

適切に対応することも必要であると考える。 
・ 1.3 と重複する部分があるが、いずれの研究開発項目についても実用化に向けて十

分に検討されている。特に研究開発項目③では、実際に長鎖 DNA 合成装置や、メ

タボローム解析システムの販売が計画されるなど、具体的な取り組みも始まって

いる。また、バイオワークス型の企業の設立を検討するなど、事業化に向けた意識

の高さを感じた。研究開発項目②では、各企業はある程度具体的な事業化を視野

に入れて研究開発を行っているようで評価できる。 
・ 研究開発項目①と③において成果の実用化の戦略は、ある程度明確であり、その

妥当性についても説得力がある。想定する市場の規模・成長性等から、経済効果等

を期待できるものを含んでいる。また、実用化に向けて、課題及びマイルストーン

は勢いが増す形で検討されている。課題はその「実装方法」である。 
・ 研究開発項目②では、成果の実用化・事業化に向けた具体的取組及び成果の実用

化・事業化の見通しについて、公開情報以外でいろいろと構想があることが理解

できた。 
・ 多くのプロジェクトに実用化につながる可能性を感じた。今後の解決すべき課題

についても設定されており、プロジェクトリーダー、サブリーダー、プロジェクト

マネージャーが強く出口意識を持ちながら取り組まれている。 
 
＜改善すべき点＞ 

・ ②における植物での実用化のターゲットは、一部は医薬の原料とはなるものの低

分子化合物が多く、推定市場規模としては必ずしも大きくない。タンパク質や中

分子の医薬品生産も含めた有用化合物生産を考慮すべきではないか。 
・ ③高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発においては、設計システ

ムの有効性検証が重要である。勿論いくつかの検証課題で進展が見られるが、ス

マートセルによる有用物質生産であれば、更に多くの有効性が示されることが望

ましい。 
・ 植物による機能性成分の生産が、化学合成などの競合技術と比較して、コストや

機能性の面で総合的に優位性があるのかどうかの評価が必要である。 
・ 熱安定性を向上させたワクチン開発は、世界的にもインパクトの大きな成功事例

となり得るので、生産したワクチンの効果が確かに優れていることを検証して欲

しい。 
・ 本プロジェクトで開発したスマートセル設計システムにおいて、情報解析ビジネ

スやライセンスビジネスをどのように大きく展開していくのか？もう少しビジネ
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ス展開の具体性が欲しい。 
・ 実用化・事業化は、NEDO 事業としては、必須のステップである。まずは、プロ

ジェクト内での普及を目指すべきである。しかし、プロジェクト横断的な技術の

普及に関しては、中間評価会では、言及されなかった。例えば、ω-脂肪酸に関す

る長鎖 DNA は、プロジェクトで開発された技術や装置を使っているのだろうか？

今後行われる、プロジェクト内のゲノム編集は、全てプロジェクトで開発された

国産技術で行うのでしょうか？社会的な普及は、後半に向けての課題でしょうが、

まずは、プロジェクト内での普及に関しては、現時点でも実施例があるなら、紹介

をして頂きたかった。 
・ 中間目標の達成度に基づくテーマの絞り込みも必要であると考える。 
・ 研究開発項目①のゲノム編集技術で「要素技術のパッケージ化による提供」が検

討されているようだが、現時点ではどのような特色を持ったどのような技術を企

業などに提供していく可能性があるのかがよく分からなかった。もう少し方向性

を明確にしてもよいのではないか。また研究開発項目①の代謝系遺伝子発現制御

技術、栽培・生育環境による発現制御技術においても、様々な要素技術を組み合わ

せ、さらに生育環境の調整を含むコンサルティング的な事業に展開できる可能性

もあるので、プロジェクトをそうした観点で取りまとめていく方向について言及

されてもよかったように思う。事業化においてはスケールアップが課題となるの

で、スマートセル設計システムがスケールアップを視野に入れた提案なども行え

るものとなればより良いと思った。 
・ ３つのすべての課題について、多少、市場規模について疑問がある課題もある。新

たな市場をこのようにつくればよいという研究も含めてはどうだろうか（市場デ

ザイン）。市場が目に見える形で投資家に提示されねば、資本が動かず事業も発展

しない。もっともらしいものを並べても、同じことを考えている世界の競争相手

は無数にいるので、本事業のキャラがたたない。「シソ」でいくら技術主張をして

も、想定する製品・サービス等が見えてくるようには思えない。もっと、具体的に

市場・技術動向等の把握をすべきである。それが、結果として、顕著な波及効果

（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）につながる。 
・ 事業化を目指している点は評価できるものの、実用化・事業化を意識したアウト

プットが創出されるよう努めてほしい。 
 
＜今後に対する提言＞ 

・ 植物由来の遺伝子群を微生物で効率的に発現させるシステムや技術も重要だと思

われる。 
・ 個々の提案としては魅力ある内容が多々含まれるが、本スマートセルプロジェク

トが、日本の工業的ものづくりをバイオで牽引する技術であるというまでには至

っていない。もう少し生産規模の大きいターゲットあるいは今後の大きな伸びが

期待できるような工業的製品でインパクトのある出口を取り入れたほうがいいよ
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うに思える。 
・ NEDO 事業は、実用化・事業化・経済的社会的効果が無くてはならない。実施者

は、強く意識するべきである。その為には、特に中間評価の現段階では、広くプロ

ジェクト内での実施・普及のステップは、必須である。ベンチャー企業設立に関し

て紹介されていたが、本事業とベンチャー企業におけるビジネスモデルとの関連

性についても、言及されるべきである。単なるベンチャー企業設立ではなく、その

企業が、「バイオテクノロジー」と「デジタルテクノロジー」の融合に基づいた、

「バイオワークス型企業」であるかについても、重要視する必要がある。 
・ すでに開発した、あるいは開発のめどがたった技術の中には単独でも実用化・事

業化可能な技術が含まれるが、物質生産プロジェクトとして実施しているのであ

るから、実際の物質生産課題の中で積極的に最大限の活用をして成果に貢献して

ほしい。 
・ 助成事業については、技術的課題以外の助成先の社内の最終的な事業化の条件へ

の対応も検討することで、生産性の目標を達成したが事業化できないということ

がないように期待したい。 
・ 研究開発項目②や、研究開発項目③の有用性の検証で手掛けられているテーマも

恐らくそうだが、アウトプットとして得られる製品が、医薬品原料や素材、中間体

などであるため、事業化の経済的効果が小さく見えがちであり、これが日本でこ

の分野に民間投資が活発化しない原因になっているものと思われる。スマートセ

ル設計システムや、ゲノム編集や各種の遺伝子発現制御技術を適用した植物とそ

の栽培システムは、バイオエコノミーを形作る 1 つのプラットフォーム技術であ

り、このプラットフォームから様々な製造ビジネスが立ち上がっていく可能性が

あることをより積極的にアピールしていくべきだと思われる。また、政府も規制

的な手法も合わせつつ、バイオエコノミーの振興により積極的に取り組んでいた

だきたい。 
・ 本事業終了後の展開についていまひとつ強いメッセージがほしい。 
・ 知財化されたものについては早急に産業応用できるよう、サポート並びに各企業

が活用できる体制構築やグランドデザインを描けるプロジェクト・ファシリテー

ターが必要。 
 
  



1-25 

３．評点結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

評価項目 平均値 素点（注） 

１．事業の位置付け・必要性について 3.0 A A A A A A A 

２．研究開発マネジメントについて 2.4 A B A B A B B 

３．研究開発成果について 2.4 A B B A B A B 

４．成果の実用化・事業化に向けた取組 
及び見通しについて 

1.9 B C A B B B C 

（注）素点：各委員の評価。平均値は A=3、B=2、C=1、D=0 として事務局が 
数値に換算し算出。 

 

〈判定基準〉  

１．事業の位置付け・必要性について ３．研究開発成果について 

・非常に重要         →A 
・重要            →B 
・概ね妥当          →C 
・妥当性がない、又は失われた →D 

・非常によい         →A 
・よい            →B 
・概ね妥当          →C 
・妥当とはいえない      →D 

２．研究開発マネジメントについて 
 
４．成果の実用化・事業化に向けた 

取組及び見通しについて 

・非常によい         →A 
・よい            →B 
・概ね適切          →C 
・適切とはいえない      →D 

・明確            →A 
・妥当            →B 
・概ね妥当          →C 
・見通しが不明        →D 

 
 

1.9 

2.4 

2.4 

3.0 

0.0 1.0 2.0 3.0

４．成果の実用化・事業化に

向けた取組及び見通し

３．研究開発成果

２．研究開発マネジメント

１．事業の位置付け・必要性



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第２章 評価対象事業に係る資料 
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１．事業原簿 
次ページより、当該事業の事業原簿を示す。
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材料･ナノテクノロジー部 担当者 中井 岳（2016年 4月～2016年 7月） 

材料･ナノテクノロジー部 担当者 尾野 直紀（2016年 9月～2017年 3月） 

材料･ナノテクノロジー部 ＰＭ 林 智佳子（2016年 8月～現在） 

材料･ナノテクノロジー部 担当者 大竹 淳之（2016年 4月～現在） 

材料･ナノテクノロジー部 担当者 河辺 智康（2016年 5月～現在） 

材料･ナノテクノロジー部 担当者 齋藤 貴博（2017年 4月～現在） 

材料･ナノテクノロジー部 担当者 尾上 尚子（2017年 4月～現在） 

０．事業の概要 

本プロジェクトでは、植物等の生物が持つ物質生産能力を人工的に最大限引き

出した細胞“スマートセル”を構築し、化学合成では生産が難しい有用物質の創

製、又は従来法の生産性を凌駕することを目的に、必要となる基盤技術を開発す

るとともに、特定の生産物質における実用化技術を確立する。なお、物質生産に

係るコストや安全性の面から、本プロジェクトでは植物と微生物による生産技術

を対象とし、それぞれの特性を踏まえて技術開発を実施する。これにより、持続

可能な社会の構築に資するスマートセルによるものづくり“スマートセルインダ

ストリー”の実現を目指す。 

 研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」（委託） 

 研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」（助成） 

 研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」（委

託） 

 研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」（助成）（2019 年度開

始） 

１．事業の位置 

付け・必要性に

ついて 

バイオテクノロジーは、経済活動の様々な分野で利用される技術体系となって

おり、近年欧米を中心にバイオテクノロジーを用いた経済活動をバイオエコノ

ミーと称して政策提言に取り上げている。OECDでは 2030 年にはバイオエコノミー

市場が成長すると予想し、これまで中心であった健康・医療分野での利用から工

業利用の市場が拡大していくと見込んで、取組を先行している。一方で、2015 年

に国連本部が掲げた持続可能な開発目標（SDGs）が採択され、深刻化する環境課

題などへの解決に向けて世界的に持続可能な社会の構築を目指す必要がある。 

技術面では、次世代シークエンサーをはじめとした各種解析装置が急速に進化

しゲノム解読技術の進展・IT/AI 技術の進展・ゲノム編集技術等の最先端バイオ技

術の進展により、生物による高効率物質生産技術に基づく新たな市場拡大の期待

が高まっている。我が国としても同分野での競争力強化が急務である。現状は、

基礎学理が構築されコンセプト形成ができてきた段階で実用化に向けた課題が多

くあることから、国として生物機能を活用した高機能品生産技術の開発に取組む

ことが重要である。 

２．研究開発マネジメントについて 

  事業の目標 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」（委託） 

【中間目標】（2018年度末） 

(1)ゲノム編集技術 

・既存のゲノム編集技術では対応できない独自の新しい機能を有するゲノム編

集関連技術（対象領域、精密性、ゲノム設計、細胞毒性、導入効率等）の基

本技術を確立し、その新規性、有用性を検証する。 
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・開発した成果の産業利用に向けて、他国の動向も踏まえた知財戦略を策定す

る。 

(2)代謝系遺伝子発現制御技術 

・メチル化誘導、遺伝子発現制御因子解析等の基本技術を確立する。 

・目的代謝系遺伝子の発現を 2倍以上増強又は 1/5以下に抑制する。 

(3)栽培・生育環境による発現制御技術 

・栽培環境因子と代謝系主要遺伝子の半数の解析を終了させる。 

【最終目標】（2020年度末） 

(1)ゲノム編集技術 

・植物等による物質生産機能の制御・改変において、既存のゲノム編集では対

応できない新しい機能を有する国産のゲノム編集関連技術（対象領域、精密

性、ゲノム設計、細胞毒性、導入効率等）を確立する。 

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した新規の国産ゲノム

編集技術の有効性を示す。 

・ゲノム編集を産業利用するために必要な要素技術を戦略的に集約し、国産ゲ

ノム編集技術基盤を確立する。 

(2)代謝系遺伝子発現制御技術 

・目的代謝系遺伝子の発現を 5 倍程度増強又は 1/10 以下に抑制する技術を確立

する。 

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した遺伝子発現制御技

術の有効性を示す。 

(3)栽培・生育環境による発現制御技術 

・目的代謝系における主要遺伝子/産物の発現を 5 倍程度増強させる技術を確立

する。 

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、栽培・生育環境による発現

制御技術の有効性を示す。 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」（助成） 

【中間目標】（2018年度末） 

・対象とする実用植物の栽培、培養系の確立及び遺伝子組換え技術を確立す

る。 

・生産性向上に寄与する遺伝子を明らかにし、コスト、性能等の面で総合的に

競争力があるとの見通しを得る。 

【最終目標】（2020年度末） 

・化学合成等による競合品と比較して、コスト、性能等の面で総合的に競争力

があることを示す。 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」（委託） 

【中間目標】（2018年度末） 

(1)ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

・30kb 超の DNA合成時間を従来の 1/2に短縮する技術を確立する。 

・LC-MS のハイスループット化により、現状と比較して 10倍の分析速度を実現

する。 

・その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となる

ハイスループット評価技術を確立する。 

(2)高生産性微生物設計システムの開発 

・階層内、階層間の制御ネットワークを推定する階層縦断的な情報解析手法を

開発する。 

・上記解析手法や代謝流束推定、人工酵素設計技術等を統合し、特定物質の生

産性向上に資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計

システムを構築する。 

(3)高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証 
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 ・(1)(2)で開発したシステムを用いて、生産性の大幅な向上に資することを最

低 1 つのターゲットで実証する。 

 ・各国の類似事業・研究開発動向を調査し、我が国の優位性を生かした独自の

知財戦略及び事業化モデル（案）を策定する。 

【最終目標】（2020年度末） 

・(1)(2)で開発したシステムを用いることにより、従来育種と比較し、物質生

産株の開発期間を 1/10に短縮することを実証する。 

 ・(1)(2)で開発した要素技術、システムを維持・運営するための事業化モデル

を策定する。 

 

研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」（助成） 

（2019 年度開始予定） 

事業の計画内

容 

主な実施事項 2016fy 2017fy 2018fy 2019fy 2020fy  

研究開発項目①「植物
の生産性制御に係る共
通基盤技術開発」 

      

研究開発項目②「植物

による高機能品生産技

術開発」 
      

研究開発項目③「高生
産性微生物創製に資す
る情報解析システムの
開発」 

      

研究開発項目④「微生
物による高機能品生産
技術開発」 

      

事業費推移 

(単位 :百万

円) 

 

会計・勘定 2016fy 2017y 2018fy 2019fy 2020fy 総額 

一般会計 - - - - - - 

特別会計（需給） 1,613 2,007 2,286 - - 5,906 

総 NEDO負担額 1,613 2,007 2,286 - - 5,906 

（委託） 1,433 1,815 2,099 - - 5,347 

（助成） 
：助成率 2/3,1/2 180 192 187 - - 559 

開発体制 

経産省担当原課 商務情報政策局 生物化学産業課 

プロジェクト 

リーダー 

PL：国立大学法人九州大学 名誉教授 久原 哲 

SPL：国立研究開発法人産業技術総合研究所 生物プロ

セス研究部門 植物分子工学研究グループ長 松村 健 

 

委託先 

 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術

開発」 

(1)ゲノム編集技術 

【委託先】徳島大学、明治大学、理化学研究所、九州大

学、東京医科歯科大学、神戸大学、広島大学、東京大

学、(国研)産業技術総合研究所、エディットフォース

(株)、知的財産ネットワーク(株)、筑波大学 

【再委託】近畿大学 

(2)代謝系遺伝子発現制御技術 
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【委託先】(公財)かずさ DNA研究所、京都大学、(国研)

産業技術総合研究所、北海道大学、奈良先端科学技術院

大学院大学、横浜国立大学 

【再委託】東北大学 

(3)栽培・生育環境による発現制御技術 

【委託先】千葉大学、(公財)北海道科学技術総合振興セ

ンター 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」 

【助成先】竹中工務店(株)、キリン(株)、神戸天然物化

学(株)、味の素(株)、ホクサン(株)、北海道三井化学

(株)、(株)アミノアップ化学 

【共同実施】北海道医療大学、大阪府立大学、大阪大

学、神戸大学、京都大学、千葉大学、玉川大学、(国研)

産業技術総合研究所、(公財)北海道科学技術総合振興セ

ンター 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析

システムの開発」 

【委託先】神戸大学、(国研)産業技術総合研究所、 旭

化成ファーマ(株)、味の素(株)、江崎グリコ(株)、神戸

天然物化学(株)、JSR(株)、(株)島津製作所、長瀬産業

(株)、日本テクノサービス(株)、不二製油グループ本社

(株)、プレシジョン・システム・サイエンス(株)、三菱

ケミカル(株)、(公財)地球環境産業技術研究機構、(国

研)理化学研究所、石川県立大学、東北大学、長岡技術

科学大学、新潟薬科大学 

【委託先(2017年度～)】京都大学、九州大学、日立製作

所(株)、東京大学、Spiber(株)、筑波大学、(株)ニコン

インステック 

【再委託】岡山大学、千葉大学、慶應義塾大学、大阪大

学、(株)インテック(～2017年度)、 (株)バイオジェッ

ト、信州大学、鹿児島大学、九州大学、(一財)バイオイ

ンダストリー協会、花王(株)、 

【再委託(2017年度～)】東京大学、(独)製品評価技術基

盤機構、(国研)理化学研究所 

情勢変化への 

対応 

・調査事業等により、高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発は欧

米が先行、「学習（AI）」による高度な制御を取り込んだ工業プロセスは開発

段階であることを把握。これを受け、2017年度の追加公募で、AI基盤開発等の

実施者を新たに採択し研究体制を強化した。また、実施者に先行技術調査・解

析を精力的に進めるよう促し、現行実施体制の強み・弱みを明確にした上で開

発戦略を策定するよう働きかけた。 

・ゲノム編集技術に関して欧米の出願数増加、周辺技術である導入技術の出願数

増加を把握。国内外での特許成立状況の動向を把握。2017年度に新規ゲノム編

集技術、導入技術等の開発内容に予算を重点配分した。また、関連情報はプロ

ジェクト内事業者に速やかに情報共有されているかどうかを確認し、開発成果

の知財化方針変更の必要性について実施者に検討を促した。 

・2017年から総合科学技術・イノベーション会議の政策討議を受け、バイオテク

ノロジーによるイノベーションの推進に向けた政府の戦略（バイオ戦略）の検

討が開始された。政策サイドとの情報交換を密に行って状況を把握している。

他省庁事業との連携可能性による成果の最大化を意識して関係機関との調整を

随時行っている。 

4



 

 

中間評価結果 

への対応 

本プロジェクトは 2018 年度に中間評価の実施を予定しており、現時点において未

実施のため記載するべき事項は無い。 

評価に関する 

事項 

事前評価 2015年度実施 

中間評価 2018年度実施 

事後評価 2021年度実施（予定） 

３．研究開発成

果について 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」 

研究開発項目 目標 成果 
達成

度 

(1)ゲノム編集

技術 

・既存のゲノム編集技術

では対応できない独自の

新しい機能を有するゲノ

ム編集関連技術（対象領

域、精密性、ゲノム設

計、細胞毒性、導入効率

等）の基本技術を確立

し、その新規性、有用性

を検証する。 

・開発した成果の産業利

用に向けて、他国の動向

も踏まえた知財戦略を策

定する。 

新規認識モジュール、切

断酵素（特許 2件）、他 

○ 

(2)代謝系遺伝

子発現制御技

術 

・メチル化誘導、遺伝子

発現制御因子解析等の基

本技術を確立する。 

・目的代謝系遺伝子の発

現を2倍以上増強又は1/5

以下に抑制する。 

モデル実験系において、

目的代謝系遺伝子の発現

を 2 倍以上増強、および

1/5 以下への抑制が確認

できた 

○ 

(3)栽培・生育

環境による発

現制御技術 

・目的代謝系における主

要遺伝子/産物の発現を 5

倍程度増強させる技術を

確立する。 

・研究開発項目②で対象

とする実用植物におい

て、栽培・生育環境によ

る発現制御技術の有効性

を示す。 

設定した栽培環境因子の

半数以上において代謝系

主要遺伝子の発現変動解

析を終了した 

○ 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」 

研究開発項目 目標 成果 
達成

度 

植物による高

機能品生産技

術開発 

・対象とする実用植物の

栽培、培養系の確立及び

遺伝子組換え技術を確立

する。 

・生産性向上に寄与する

遺伝子を明らかにし、コ

スト、性能等の面で総合

的に競争力があるとの見

通しを得る。 

これまで報告例の少ない

実用目的植物種におい

て、一過性遺伝子発現

系、および比較的効率の

良い遺伝子組換え系の開

発に成功した。また、人

工環境下栽培技術、およ

び、細胞培養技術開発に

より、目的植物体および

○ 
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細胞の飛躍的増収が可能

になりつつある。 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

研究開発項目 目標 成果 
達成

度 

(1)ハイスルー

プット合成・

分析・評価手

法の開発 

・30kb 超の DNA 合成時間

を従来の 1/2 に短縮する

技術を確立する。 

・ LC-MS のハイスルー

プット化により、現状と

比較して 10 倍の分析速度

を実現する。 

・その他、高生産性微生

物設計システムを効率的

に運用するために必要と

なるハイスループット評

価技術を確立する。 

・自動 DNA 合成装置、プ

ラスミド自動構築装置に

より目標値は達成でき

た。 

・LC-MS の自動前処理装

置により目標値を達成で

きた。 
○ 

(2)高生産性微

生物設計シス

テムの開発 

・階層内、階層間の制御

ネットワークを推定する

階層縦断的な情報解析手

法を開発する。 

・上記解析手法や代謝流

束推定、人工酵素設計技

術等を統合し、特定物質

の生産性向上に資する重

要因子、改変すべき遺伝

子配列を提示する汎用的

な設計システムを構築す

る。 

・多数の情報解析手法を

搭載した遺伝子配列設計

システムの基盤を構築

し、有効性検証課題での

有効性を試した。 

○ 

(3)高生産性微

生物創製に資

する情報解析

システムの有

効性検証 

・(1)(2)で開発したシス

テムを用いて、生産性の

大幅な向上に資すること

を最低 1 つのターゲット

で実証する。 

・各国の類似事業・研究

開発動向を調査し、我が

国の優位性を生かした独

自の知財戦略及び事業化

モデル（案）を策定す

る。 

・少なくとも 2 つのター

ゲットでシステムの有効

性を検証できた。 

・知財戦略に基づく事業

化モデル（案）を作成し

た。 ○ 

 

投稿論文 

2016年度：査読付き 6件、その他 4件 

2017年度：査読付き 10件、その他 11件 

2018年度：査読付き 6件、その他 4件(2018年 6月末時点) 

特 許 

2016年度：国内出願 2件、外国出願 0件、PCT出願 0件 

2017年度：国内出願 6件、外国出願 0件、PCT出願 2件 

2018 年度：国内出願 7 件、外国出願 1 件、PCT 出願 0 件
(2018年 6月末時点) 

その他の外部発表 

（プレス発表等） 

2016年度：66件 

2017年度：183件 

2018年度：74件(2018年 6月末時点) 
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４.成果の実用

化・事業化に向

けた取組及び見

通しについて 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」（委託） 

個々の物質生産目的に特化したものではなく、植物を利用した有用化合物高効

率生産に資する共通・基盤技術の開発を行っており、個々の技術開発要素におい

て以下の取組を行っている。 

・基本的に特許等の知財化を前提に、技術の優位性、有効性を学会・シンポジ

ウム等々において広く周知する活動を実施していく。 

・上記の結果から、実用化・事業化を担う企業等との新たな連携・共同研究等

を開始、個々の事業目的物質において当該開発技術の有効利用を図る。 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」（助成） 

 各実施企業において、事業目的とする個々の物質生産目的に特化した技術開発

を行っており、個々の事業化目的有用化合物生産において以下の取組を行ってい

る。 

 ・基本的に特許等の知財化を前提に、公開がそぐわない場合は、企業のノウハ

ウとして蓄積する。 

 ・プロジェクト内基盤技術開発で有用な技術・知見があれば、積極的に活用し

ていく。必要に応じて、新規の共同研究・MTA締結による先行利用等々。 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

 先行技術調査とその分析により、D（Design）B（Build）T（Test）L（Learn）

の領域ごとに以下の方針で取組み、実用化の核とする。 

 ・DL領域：ノウハウとして保全し実用化レベルとする。 

 ・BT領域：本プロジェクトにおいても出願、公開化を積極的に推し進める。 

 

また、海外のベンチマーク企業 17社を公開情報等に基づき詳細に調査。一部の

企業については、国内においてキーマンインタビューと米国企業 5社を抽出して

現地訪問調査を実施。それらの知見に基づき、我が国の優位性を生かし得る複数

のビジネスモデルの抽出と分析を行い本研究開発項目の事業化を見据えて技術の

実用化を進める取組をしている。 

 

５．基本計画に 

関する事項 

作成時期 2016年 3月 制定 

変更履歴 

・2016年 8月、プロジェクトマネージャー交代 改訂 

・2018 年 3 月、研究開発項目③の細目順序入替え及び記

載表現の見直し等 改訂 
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植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発プロジェクト用語集  

 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」【委託】（ゲノム編集技

術）  

 

用語  説明  

オルガネラゲノム  

オルガネラであるミトコンドリアと葉緑体が有する環状のゲ

ノムを指す。それぞれのオルガネラには複数コピー存在して

いる。  

ジ ン ク フ ィ ン ガ ー

（ ZF）  

真核生物に広く存在する DNA 結合蛋白質。約 30 アミノ酸から

なるモチーフの繰り返し構造で構成される。１つのモチーフ

で３塩基を認識する。 DNA と結合するαヘリックス中の３つ

のアミノ酸（ -1、3、6 番目）が塩基識別に働くが，後述の TAL 

effector と異なり、アミノ酸の種類と結合塩基との間に明確

な認識コードはない。そのため、カスタム DNA 結合蛋白質の

構築には、酵母などでのスクリーニングが必要である。最初

のゲノム改変テクノロジーとして、1990 年代から実用化され

ている。  

ノックイン  

ゲノムの特定の領域に外来遺伝子を挿入する方法であり、広

義にはゲノム編集と定義される。外来遺伝子の両末端に標的

とするゲノム領域と相同の配列を付加することで、相同組換

えによって外来遺伝子を挿入することができる。高等植物の

核ゲノムでは、相同組換えはほとんど生じないため、ノック

インは非常に難しい技術となる。一方で、オルガネラでは外

来遺伝子を送達することができれば、ノックインが生じる。  

融合ペプチド  

カチオン性のペプチドに様々な細胞内局在シグナルを融合し

たペプチド。カチオン性のペプチドが核酸に結合し、融合し

た細胞内局在シグナルにより目的のオルガネラへ核酸を送達

する。例えば、ミトコンドリア局在シグナルを持つ融合ペプ

チドは、ミトコンドリアへ送達が可能となる。  

CRISPR/Cas9 

原核生物でファージやプラスミドに対する免疫機構として働

く。2012 年にゲノム編集への適用が確立した。ヌクレアーゼ

活性を持つ Cas9、ガイド RNA を導入することで、ガイド RNA

の配列に依存した低コストかつ簡便なゲノム編集ツールの構

築 が 可 能 で あ る 。 正 式 名 称 は Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR 

assoaiated protein。  
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用語  説明  

FokI 

ゲノム編集で DNA 切断酵素ドメインとしてよく利用されてい

る。本来は 5'-GGATG-3'を認識して切断する制限酵素だが、

N 末端側の DNA 結合ドメインと C 末端側の配列非特異的な

DNA 切断ドメインで構成される。ゲノム編集では C 末端側の

みを利用することで、 ZF、 TALE、 CRISPR などが認識する DNA

配列に依存した DNA の切断に用いることができる。  

PODiR システム  

細菌の抗生物質耐性機構の一つとして見いだされた自己ゲノ

ム編集機構であり、ある条件を満たす重なり合ったダイレク

トリピート配列で、特異的に配列が欠失する。このシステム

を利用して細菌は抗生物質耐性能を獲得している。 PODiR と

は、 Partly Overlapped Direct Repeat の略。  

PPR 

植物に豊富に存在する DNA または RNA 結合タンパク質。植物

ではミトコンドリアや葉緑体の遺伝子発現制御に働く。 35

アミノ酸の繰り返しで構成され、１つのモチーフで１塩基を

認識する。 35 アミノ酸のうち 3 つのアミノ酸（ 1,5,35 番

目）の組み合わせにより、結合塩基が決まるため、所望の

DNA または RNA 配列に結合する人工タンパク質の構築、ゲノ

ム編集等への利用が可能である。我が国独自の技術として知

財が成立している。  

Tal effector（ TALE） 

植物に感染する病原菌から発見された DNA 結合蛋白質。34 ア

ミノ酸からなるモチーフが約 17.5 回繰り返されており，１つ

のモチーフで１塩基を認識する。34 アミノ酸のうち２つのア

ミノ酸（ 12、 13 番目）の組み合わせにより、結合塩基が決ま

る。アミノ酸配列と対応する塩基配列は予測可能であり、2010

年に DNA 認識コードが発見された後、蛋白質工学の材料とし

て注目され、ゲノム改変技術として、TALEN、Precision TALs

という名称で実用化されている。  
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研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」【委託】(遺伝子制御・環境制御）

用語 説明

EYFP 黄色蛍光タンパク質の一種。

IPP イソペンテニル二リン酸。イソプレノイド（テルペノイド）の共通前駆体。

BY-2細胞 タバコ由来の培養細胞。倍加時間が早く、形質転換が容易である特徴を持つ。

PDS遺伝子
カロテノイド生合成遺伝子のひとつで、フィトエン不飽和化酵素（phytoene
desaturase）をコードする遺伝子。

アクチノマイシン 放線菌がつくるポリペプチド系抗生物質。

アグロインフィルトレー
ション

目的遺伝子を含むＴ-ベクターを組み込んだアグロバクテリウムの培養液を植物
組織に浸潤させることで感染させ，T-ベクター（内の目的遺伝子）を細胞内に
導入する技術。

アグロバクテリウム
土壌細菌の一種（リゾビウム属)の内、植物に対する病原性をもつものの総称。
感染時に遺伝子を植物細胞に導入する特性を持つため，植物遺伝子工学に用い
られる（それらの株は病原性遺伝子を除去してある）．

アゴニスト
生体内の受容体分子に働いて神経伝達物質やホルモンなどと同様の機能を示す
作動薬。

アプロチニン タンパク質分解阻害剤の一種。

アポプラスト
細胞膜の外を指す言葉で、植物では細胞壁及び細胞間隙などのスペースを指
す。

アンチセンス鎖 ある配列のDNAやRNAに対して相補的な配列をもつDNA断片やRNA断片を指す。

イソプレノイド

炭素数5のイソプレン単位であるイソペンテニル二リン酸，あるいはその異性体
であるジメチルアリル二リン酸を前駆体として生合成される天然化合物，また
は，それらを構造の一部として有する天然化合物．テルペノイドと呼ばれるこ
ともある．

ウイルスベクター
ウイルスに目的のDNA断片を挿入し、ウイルスの感染・複製系を利用して目的
DNA断片を細胞内に導入するベクターのこと。

エピジェネティック DNAの配列変化によらない遺伝子発現を制御・伝達するシステムのこと。

エピトープタグ 特定の抗体と特異的に結合する短いアミノ酸配列（抗原）のこと。
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カタルポール 地黄（ジオウ）の主要成分。

カナマイシン アミノグリコシド系抗生物質。

カルス
分化していない（未分化、脱分化）状態の植物細胞の塊のこと。通常、固形培
地上で培養されている状態のものを指す。

クロマチン
真核細胞の核内に存在する、DNAやヒストンタンパク質などで構成される複合体
のこと。

シコニン
ムラサキの根（紫根）から得られるナフトキノン系の赤色化合物。紫根の薬効
本体とされる。また、染料としてもつかわれる。

ジャスモン酸メチル 植物において傷害ストレス応答などを誘導する、植物ホルモンの一種。

テルペノイド イソプレノイドと同義．

テロメラーゼ 染色体末端部にテロメアの反復配列を追加する酵素。

トライコーム 植物の茎や葉に覆われている毛状突起のこと。

トランスクリプトーム
転写産物（ｍRNA)の全体像を把握することによって、目的の遺伝子発現の全体
像を判断する手法。

トランスポゾン
細胞内においてゲノム上の位置を転移 することのできる塩基配列のこと。薬剤
耐性決定遺伝子をもつものが多く見つかっている。

バイサルファイトシーケ
ンス法

バイサルファイト処理を施したDNAを次世代シークエンサーを用いて配列決定
し、シトシンのメチル化を検出する方法。

パクリタキセル
タイヘイヨウイチイなど、イチイ属樹木の樹皮から単離された物質で、商品名
「タキソール」として世界中で流通。抗ガン作用があり、種々の悪性腫瘍に対
して臨床の現場で使われる天然物。

プロトプラスト 植物細胞から細胞壁を取り除いた細胞のこと。

ホモログ
同一の祖先から派生した類似配列をもつ遺伝子、また類似の機能を持つ遺伝
子。広義では、類似性の高い組織や器官をさす。

モノクローナル抗体
単一の抗体産生細胞に由来するクローンから得られた抗体（免疫グロブリン）
分子のこと。

リファンピシン 抗生物質の一種。他の抗生物質に比べて自然耐性を持たれやすい特徴を持つ。
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根圏部
植物の根からの分泌物と土壌微生物とによって影響されている土壌の領域のこ
と。

白化 植物の葉中のクロロフィル濃度が低下し、葉が黄色から白色となっている状態。

耐性遺伝子 特定あるいは複数の薬剤に対する耐性を細菌や細胞に与える遺伝子。

腺鱗 トライコームの一形態で、植物の葉の表面に発達する器官。精油等を蓄積する。

野生型 生物において、野生の集団に最も多くみられる型のこと。
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用語 説明

10-deacetylbaccatin III

タキサン骨格を有するジテルペノイド化合物であり、paclitaxelよりも樹木中の
含有量が多いことからタキサン系抗がん剤を製造する際の中間体として利用
される。10-deacetylbaccatin IIIのC-13位に側鎖を人工的に付加するなどして
抗がん剤paclitaxelやdocetaxelが生産される。

10-DAB 10-deacetylbaccatin IIIの略称。

GUS

β-glucuronidaseの略称である。大腸菌由来の酵素で、5-ブロモ-4-クロロ-3-
インドリルβ-D-グルクロニド (X-Gluc)を含む発色反応液で処理することによ
りインジゴン色素生成・蓄積するため、GUS 遺伝子の導入・発現を確認でき
る。

paclitaxel

タキサン骨格を有するジテルペノイド化合物であり、含有量が多いとされるイ
チイ樹木の樹皮でさえ400ppm以下である。細胞分裂において、微小管を安
定化することによる微小管脱重合阻害作用を示すことから抗がん剤として用
いられている。複雑な構造を有することから化学合成による産業供給は困難
であり、10年にわたる栽培や細胞培養法により生産されている。

PTX paclitaxelの略称。

SDGs
Sustainable Developmental Goals 持続可能な開発目標の略。国連で採択さ
れた持続可能な開発のための2030アジェンダに盛り込まれた目標

VD3
本事業原簿（Ⅲ.2.2.1、Ⅳ.2.2.1）では、ビタミンＤ3（コレカルシフェロール）を
指す略語。血中のカルシウム濃度を調節するビタミンDの一種で、活性型ビタ
ミンD3生合成前の形態である。

ＶＤ3前駆体
植物体内のビタミンＤ3は、何段階もの化学反応（代謝）などを経て生合成さ
れる。こうしたビタミンＤ3に至るまでの植物体内有機化合物をビタミンＤ3前駆
体と総称する。

アグロインフィルトレーション
弱い減圧下で植物体を直接アグロバクテリウム菌液に浸し感染させる方法で
ある。感染させたアグロバクリム目的遺伝子の一過性発現等を可能にする方
法である。

イチイ

イチイ科イチイ属の常緑針葉樹。北海道、本州の日本海側の寒冷地に分布
し、生長が極めて遅い。1960年代に米国国立がん研究所が植物由来品の抗
腫瘍活性スクリーニングを行い、同属のタイヘイヨウイチイ樹皮よりタキソール
（一般名：paclitaxel）が見出され、二ホンイチイ(Taxus cuspidata )にも含まれる
ことが明らかとなっている。

イソプレノイド
イソプレン（化学式CH2=C(CH3)CH=CH2）を炭素骨格単位としてもつ有機化
合物の総称。

一過性発現、一過性抑制

物理的あるいは電気的方法により遺伝子を大量に細胞内に導入すると、細胞
内のRNA ポリメラーゼや転写因子が導入遺伝子のプロモーターに結合するこ
とにより一時的に急激な遺伝子発現が起こる。これにより導入した遺伝子の効
果を評価することが出来る。

遺伝子ノックアウト
ゲノム編集などの技術により、遺伝子コードを変更することで特定遺伝子の機
能を欠損させる遺伝子工学の技法。

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」【助成】

13



用語 説明

遺伝子ノックダウン
RNA干渉(RNAi)により配列特異的に遺伝子の発現を阻害し機能を抑制する
遺伝子工学の技法。

活性型ＶＤ3
本事業原簿（Ⅲ.2.2.1、Ⅳ.2.2.1）では、活性型ビタミンＤ3（カルシトリオール）
を指す略語。生体への活性を高めたビタミンD3の形態である。

カルス
分化した植物組織（外植片）の一部を適当な培地に移して培養すると、脱分
化が起こり、細胞分裂を繰り返して無定形の組織塊を生ずる。これをカルスと
いう。

脂質蓄積能
植物細胞中に存在する脂質には、脂溶性ビタミンが溶解して局所的に蓄積し
ていると予想される。こうした脂質によるビタミンなど成分蓄積能力を指す。

ジャガイモシストセンチュウ
（potato cyst nematode:
PCN)

ジャガイモの難防除病害虫。卵を内包するシストを形成し、このシストの薬剤
耐性が高いため、防除が困難である。

ジャガイモシロシストセン
チュウ

ジャガイモシストセンチュウと同じく、ジャガイモの難防除病害虫。これまで日
本では未発生だったが、平成27年8月に北海道で初めて発生が確認された。

ジャスモン酸メチル

植物の病害虫への防御反応や種子発芽、根の伸長、開花、果実の熟成、老
化といった種々の生理活性を有する植物ホルモンであり、またジャスミンの香
りの主成分であることから香料としても利用される。植物によるファイトアレキシ
ン、ニコチンなど様々な種類の防御化学物質の産生を誘導することが知られ
ている。

植物細胞培養技術

植物細胞を未分化の状態で無菌的に培養する技術。有用成分の高生産が
可能であるだけでなく、Ecology、Traceability、Sustainabilityの点でも優位性
がある。ムラサキ細胞培養によるシコニン生産、オタネニンジン細胞培養によ
るジンセノサイド含有エキス生産、ヤマブドウ細胞培養によるレスベラトロール
生産などの実用化例がある。

植物ステロール
植物細胞膜を構成する脂質の一種で、ビタミンＤ3生合成に関係する成分で
ある。

ストレス栽培

光、温度、栄養、水分等の条件を植物に対して不適な環境条件下（ストレス）
にして栽培し、植物が持つ環境適応能力を誘導する技術である。環境条件の
変化への適応に伴い植物の代謝経路が変動することを利用し、有用な物質
生産を意図する。

セージ
シソ科アキギリ属の多年草または常緑低木で、抗酸化作用を持つハーブとし
て食品、機能性素材に利用されている。

タキサン化合物 タキサン骨格を有するジテルペノイド化合物。

丹参（たんじん）
シソ科アキギリ属の多年草で、血流改善や抗酸化作用があり、生薬として日
本薬局方に収録されている。

土壌改良資材
地力増進法にて「植物の栽培に資するため土壌の性質に変化をもたらすこと
を目的として土地に施される物」

トリプル四重極LC/MSシステ
ム

質量分析計の1種で、2つの四重極質量分析計の間に衝突室を挟み、連結し
た構造の測定装置である。前処理装置として、液体クロマトグラフが連結され
ており、高精度な定量分析と同時に定性分析が可能である。
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用語 説明

バイオリアクター

生体触媒を用いて生化学反応を行う装置の総称。植物細胞の場合、細胞を
容器内で培養液中に浮遊させ、酸素を供給しながら無菌的に培養を行う。従
来からのステンレス製培養装置の他、近年ではポリエチレン製の袋型培養装
置が開発されている。

孵化促進物質
（hatching factors: HF)

シスト内の卵の孵化を促進させる物質

袋培養 数L程度の容量の袋内で、液体培地により大量組織培養を行う手法を指す。

不定芽 不定芽とはカルスや葉片など培養組織から分化した芽である。

マイクロチューバー
(microtuber: MT)

組織培養条件下で形成される小塊茎(ジャガイモ）

ムラサキ
ムラサキ科の多年草である。抗炎症作用、創傷治癒促進作用があり、生薬と
して日本薬局方に収録されている。
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研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」【委託】  

 

用語  説明  

スパイクイン  

未定量試料における特定の物質量に対して一定程度の定量性

を持たせるための高い精度で定量された物質を添加するこ

と。  

RPKM 

RNA-seq による発現頻度解析に用いられる用語で、遺伝子産

物鎖長を考慮した発現頻度の数値表記。 reads per kilobase 

of exon per million mapped の略。  

代謝フラックス  

細胞内の代謝の流れを、時間当たりの化学反応量としてあら

わすこと。各代謝反応へどれだけの代謝物が流れているかを

把握する事は、スマートセルをデザインする上で重要である

が、遺伝子発現量、タンパク質量、代謝物量だけでは間接的

な推定にとどまる。直接的に代謝フラックスを得るには、

13C flux 解析を用いた測定が必要となる。  

超臨界流体抽出

(SFE) 

超臨界流体の CO2 を媒体に用いた物質抽出方法。超臨界流体

の CO2 は脂溶性物質の溶解度が高く、細胞内の水溶性 /脂溶

性成分を効率よく分離することができる。また、超臨界流体

の CO2 の極めて高い拡散性により、破砕操作なしに細胞内の

代謝物を抽出できる。 CO2 の臨界温度が 31℃と低いことも、

生体物質の解析に対して有利な点である。  

トラップカラム  

SFE と LC をオンラインで連結する際に両者の間に配置し、

SFE からの抽出物を一旦保持する構成要素。 SFE と LC は移動

相の組成が全く異なるため、 SFE 条件下 (CO2/メタノール )で

は抽出物を保持し、 LC 条件下 (水 /アセトニトリル )では溶出

する性質を持つ新規充填剤を用いた。  

イオンペア剤  

逆相分配クロマトグラフィーにおいて、イオン性化合物の保

持を高めるために移動相へ添加する試薬。目的化合物イオン

とは異符号のイオン性試薬でイオン対を形成させることで目

的化合物イオンの電荷を中和・疎水性を高め、 ODS 等の逆相

系充填剤への保持を高める。  

13C flux 解析  

代謝フラックスを直接測定することができるほぼ唯一の解析

手法。 13C 同位体標識した炭素源を培地に添加し、各代謝物

に蓄積される 13C 量を、質量分析計を用いて測定する。これ

により、代謝経路上の代謝物量の流れ、分岐を解析すること

ができる。  
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用語  説明  

SFE-LC-MS/MS オンラ

インシステム  

SFE と LC-MS/M をオンラインで連結することにより、スルー

プットと操作性の向上を目指すシステム。 SFE の特徴として

煩雑な試料前処理が不要であり、 MS/MS 測定までを完全自動

化できる。さらに、全行程が遮蔽された流路内で完結する事

で酸化などによる代謝物の劣化が抑制され、確度の向上が見

込まれる。  

MRM アッセイメソッ

ド  

定量プロテオミクスでタンパク質毎に作成する定量用のメソ

ッド。三連四重極質量分析装置の多重反応モニタリング

（ Multiple Reaction Monitoring、 MRM）モードに由来す

る。  

定量プロテオミクス  

タンパク質を定量する方法の一つ。タンパク質をトリプシン

消化し、分解生成したペプチドを液体クロマトグラフで分離

し、三連四重極質量分析装置の多重反応モニタリング

（ Multiple Reaction Monitoring、 MRM）法で検出する。  

人工内部標準タンパ

ク質  

定量プロテオミクス用に設計された人工（非天然型）の内部

標準タンパク質。これを安定同位体標識したものを、内部標

準として同位体希釈法による定量を行う。  

xcp マシナリー  

細菌が細胞外にタンパク質を分泌するためのシステムの一つ

で、複数のタンパク質が会合した巨大な複合体（分子装置）

として細胞膜を貫通するように存在する。グラム陰性菌に 3

種類存在すると考えられており、 xcp マシナリーは Type II

型の分泌装置として知られている。  

ポイントオブケアテ

スティング  

Point of Care Testing。検査室の無いクリニックや診療所

内で、医療従事者が行う検査。検査時間が短縮でき、その場

での判断が期待できる。  

誘導発現プロモータ

ー、構成発現プロモ

ーター  

DNA から RNA の合成（転写）が開始される遺伝子上流にある

配列領域をプロモーターと呼ぶ。直下の遺伝子を特定の物質

の存在下や条件化でのみ転写するプロモーターを誘導発現プ

ロモーターといい、恒常的に転写するプロモーターを構成発

現プロモーターという。  

ORF 

オープンリーディングフレーム  (Open Reading Frame)。 DNA 

または RNA 配列で、アミノ酸（タンパク質）に翻訳される

可能性がある塩基配列。  

カラムクロマトグラ

フィー  

化合物の精製法のひとつ。例）イオン交換樹脂をつめた筒状

の容器 (カラム )に緩衝液に溶かした CEN 流し、 CEN とイオン

交換樹脂のイオン結合の差を利用して利用して分離を行う。  
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用語  説明  

ペリプラズム  

グラム陰性菌において、細胞膜と細胞外膜の間の空間。細胞

質内に物質を取り込んだり、排出したりするためのタンパク

質が存在する。  

P450 

シトクロム P450 は細菌から植物，哺乳動物に至るまでのほ

とんどすべての生物に存在する酸化還元酵素ファミリーに属

する酵素の総称である。様々な基質を酸化し、薬物代謝、ホ

ルモンの生合成、脂肪酸の代謝や植物の二次代謝など多くの

役割を果たしている。  

QConCAT 

タンパク質定量法の一種。測定したいタンパク質の定量ペプ

チドを複数つないだ人工タンパク質（ QConCAT タンパク質）

を設計する。 QconCAT タンパク質を発現する大腸菌を構築

し、安定同位体標識 QConCAT タンパク質を調製する。安定同

位体標識 QConCAT タンパク質と測定したいサンプルと混合し

た後、トリプシン消化により断片化して質量分析を行うこと

で、複数のタンパク質の濃度比を簡便に相対定量する方法。  

非可食バイオマス  

食料として利用できない生物由来の再利用可能資源。ここで

は植物由来で、分解することで糖類を生成し得るものを指

す。  

ホスホトランスフェ

ラーゼシステム  

ここではホスホエノールピルビン酸依存ホスホトランスフェ

ラーゼシステムを指しており、グルコースをグルコース -6

リン酸に変換して細胞内に取り込む際にグルコースと等モル

のホスホエノールピルビン酸をリン酸基供与体として消費す

る。  

湿菌体重量  
高密度菌体反応において回収、再懸濁した際の菌体の濃度

(g/100 ml)。  

フィードバック阻害   

ある酵素の反応産物もしくは代謝系で下流の反応産物が、そ

の酵素に作用し活性を抑制する現象。反応が進み産物が蓄積

すると反応がそれ以上進まないように阻害がかかる。  

オペロン   
2 つ以上の遺伝子が一度に転写される場合、それらの遺伝子

を一つにまとめた単位。  

コドン  
遺伝子を構成する 4 種の核酸の 3 つの順列によって定義され

るものであり、 1 つのアミノ酸と対応関係にある。  

azaphilone 骨格  
PubChem CID: 57384025。分子式 C21H22O7 で示される化合

物。紅麹色素はいずれもこの骨格を持つ。  

ドミナントネガティ

ブ法  

活性部位や相互作用部位を欠損した機能欠損変異体を高発現

することにより、野生型の遺伝子産物の機能をノックダウン

する方法。  
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用語  説明  

TATA-box 

真核生物のシス基本転写因子の一つ。 TATAA に類似するコン

センサス塩基配列で、真核生物に共通する TATA-Binding 

Protein (TBP)が結合することにより転写が開始される。  

プロトプラスト  

植物や糸状菌の持つ細胞壁を酵素等で分解し、細胞膜が露出

した状態の細胞をいう。球形で、浸透圧変化により破壊され

るが、外来遺伝子を導入することが可能になる。  

バイオリファイナリ

ー  
生物由来の資源を原料源とする物質生産技術  

オイルリファイナリ

ー  
化石資源を原料源とする物質生産技術  

複数遺伝子制御因子  

複数の糖質加水分解酵素遺伝子の発現を個別に制御するタン

パク質。既知の転写調節因子はセルラーゼ群やヘミセルラー

ゼ群の発現を一括で制御するのに対し、複数遺伝子制御因子

は一部の酵素の発現を個別に制御する。  

バイオマス糖化率  

バイオマス酵素糖化で完全分解された場合の単糖量を 100%

として、そのうちの何 %の単糖が得られたのかを示す指標。

酵素糖化反応が進行すると難分解性の部分が残存するため、

高い糖化率を達成するために必要な酵素量は飛躍的に増加す

る。  
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Ⅰ．事業の位置付け･必要性について  

 

1. 事業の背景  

バイオテクノロジーは、経済活動の様々な分野で利用される技術体系となっており、

近年欧米を中心にバイオテクノロジーを用いた経済活動をバイオエコノミーと称して

政策提言に取り上げている。 OECD では 2030 年にはバイオエコノミー市場が成長する

と予想し、これまで中心であった健康・医療分野での利用から工業利用の市場が拡大

していくと見込んで取組を先行している。一方で、2015 年に国連本部が掲げた持続可

能な開発目標（ SDGs）が採択され、深刻化する環境課題などへの解決に向けて世界的

に持続可能な社会の構築が求められ、サステナブルなものづくりを加速する技術等に

より、我が国のバイオエコノミー（図 1）を活性化させる必要がある。  

（図 1）我が国のバイオエコノミー俯瞰図  

（出所： 2016 年度 NEDO 委託調査「バイオエコノミーの現状分析とスマートセルが変える

未来像に関する調査」）  

 

このようなバイオエコノミー成長見込みの背景には、次世代シークエンサーをはじ

めとした各種解析装置が急速に進化し、遺伝子情報や生産物情報を正確かつ高速に入

手できるようになったこと、及び 2000 年代前半からゲノム上の遺伝子を能動的に組み

替える、いわゆるゲノム編集技術が開発されたことが挙げられる。これらの技術によ

り、例えば特定の物質の生産量が最大になる条件など、目的に適した遺伝子配列をコ

ンピュータ上で設計し、更にその設計に基づき、様々な生物の遺伝子を能動的に操作

することが可能になってきたことで、様々な物質生産への適用拡大に期待が高まって

いる。しかしながら、このような取り組みは欧米が先行しており、我が国としても同

分野での競争力強化が急務である。また、現状は基礎学理が構築され、コンセプトが

上がってきた段階であることから、国として生物を利用した高機能品生産に寄与する

ことを実証していくことが重要である。  
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2. 政策上の位置づけ  

2016 年 3 月に経済産業省産業構造審議会  商務流通情報分科会  バイオ小委員会で

「スマートセルインダストリーの可能性」について議論がなされ、同年 6 月に中間報

告書がまとめられた。バイオテクノロジーが生み出す新たな潮流としてスマートセル

インダストリーの実現を掲げており、取組の一つとして本事業は位置づけられている。 

また、 2017 年 6 月に閣議決定された「科学技術イノベーション総合戦略 2017」に

おいて、新たな経済社会としての「 Society 5.0」を実現するプラットフォームを支え

る基盤技術として「生物機能の高度活用による新たな有用物質の生産システムによる、

革新的なものづくり体系・バイオ産業を構築するため、技術基盤を構築する」と明記

されている。  

「未来投資戦略 2017」においても、「生物を活用した機能性物質生産のための産学

官による技術開発を推進するとともに、革新的なバイオ素材等による炭素循環型社会

や食による健康増進・未病社会の実現等に向け、本年度中を目途に我が国のバイオ産

業の新たな市場形成を目指した戦略を策定し、制度整備も含めた総合的な施策を推進

する」として当該分野について我が国が戦略を策定し総合的な取組を進める方向性が

示されている。  

そして、2018 年 6 月に閣議決定された「統合イノベーション戦略」において、革新

的新素材・製品の創出に向けて、「ゲノム情報等のビッグデータの解析をもとに機能を

デザインし、ゲノム編集技術、長鎖ＤＮＡ合成技術等により機能の発現を制御した「ス

マートセル」によって、化学合成が困難な新規の有用化合物等を工業生産するための

技術の開発」が主要な施策として位置づけられている。  

 

3. NEDO が関与することの意義  

 本プロジェクトで推進する生物機能を活用した高機能品生産技術の開発は、環境負

荷低減・ CO2 排出量の削減・炭素循環社会の構築等の地球規模の課題解決に貢献する

ものである。特に、工業（モノづくり）産業の競争力強化に貢献することを目指して

いるが、開発する基盤技術は医療・ヘルスケア分野、エネルギー分野、農林畜水産分

野へも展開が可能なことから汎用的な技術を創出する事業として国が取組む意義があ

る。そして、生物工学、化学工学、情報科学等の複数分野の融合が必要であり、課題

解 決 の た め の 様 々 な 要 素 技 術 を 実 用 シ ス テ ム と し て 機 能 さ せ る た め に 産 学 官 連 携    

体制でプラットフォーム化を進める必要があることがら一社単独での研究開発は困難

であり、ＮＥＤＯのこれまでの知識や実績を活かして推進すべき事業である。  

 

4. 実施の効果（費用対効果）  

 本プロジェクトは事業期間 5 年間、総事業規模約 86 億円の計画で開始している。化

合物を植物や微生物を用いて生産した場合、化学合成に比べて大幅なエネルギー使用

の合理化・二酸化炭素の排出削減が可能となることから、本プロジェクトの成果によ

り、化学プロセスから植物等による生産に代替されることで、 2030 年時に 85.8 万 kl

相当の原油削減に貢献することをアウトプット目標としている。また、OECD において、

2030 年にバイオテクノロジーを用いたものづくり等の工業関連市場は世界で 70 兆円
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に拡大すると予想されている。本プロジェクトでは開発する技術がその内 1 割となる

7 兆円の市場に貢献することを目標としている。  

 

5. 国内外の状況  

①我が国の状況  

  これまで経済産業省及び NEDO にて生物機能活用分野の事業に複数取り組んで

きた。植物機能の活用に関しては、「植物機能改変技術実用化開発（ 1999～ 2005

年度）」を契機に植物代謝工学が認知されるようになり、「植物の物質生産プロセ

ス制御基盤技術開発（ 2002～ 2009 年度）」では代謝系の一連の遺伝子群を制御す

る調節因子の探索や基幹代謝系改変植物の作出等の成果が得られている。また、

「植物機能を活用した高度モノ作り基盤技術開発／植物利用高付加価値物質製

造基盤技術開発（ 2006～ 2010 年度）」では、閉鎖型植物栽培施設を活用してタン

パク質を物質生産させる技術開発が行われた。その後、経済産業省で実施した「植

物機能を活用した高度モノ作り基盤技術開発（ 2011～ 2015 年度）」の成果により、

ホクサン株式会社が世界で初めて遺伝子組換え植物による医薬品原料生産の事

業化に成功するなど、組換え植物の栽培に必要な密閉型植物工場における生産技

術を大きく進展させてきた。  

一方、微生物機能の活用に関しては、「生物機能を活用した生産プロセスの基盤

技術開発（ミニマムゲノムファクトリー PJ） (2001-2005 年度 )」及び「微生物機

能を活用した高度製造基盤技術開発 (2006-2010 年度 )」を通じて、物質生産のた

めに不要な不要な遺伝子を削除し必要最小限（ミニマム）のゲノムを残すミニマ

ムゲノムファクトリー戦略を打ち立てて、物質生産のための宿主細胞創製技術等

を開発した。また、「革新的バイオマテリアル実現のための高機能化ゲノムデザイ

ン技術開発」において、目的に応じた最適な遺伝子配列デザインに資する解析、

合成手法等を開発し、要素技術を構築してきたところである。  

  しかし、前述のとおり、特定遺伝子の編集が容易なゲノム編集技術は米国に後

れを取っている状況であり、また、遺伝子情報やその発現情報、生産物情報を統

合的に解析する技術も未確立であることなど、多様な生物情報の活用や実用シス

テムとして機能させるための技術融合・プラットフォーム化の課題があると認識

している。  

   

②世界の取組状況  

米国では、遺伝子配列の設計、構築、評価、学習に係るサイクルを圧縮するツ

ール開発と、そのツールを用いて全く新しい物質の創製、既知物質の高効率生産

を狙った Living Foundries program を立ち上げ、 160 億円もの研究投資を行って

いる。また、 EU においても、 Horizon2020 の枠組み等を活用し、生物資源の持続

可能な活用による材料、化学薬品等の加工・生産に関する研究開発を産官学連携

で推進しているところである。加えて、英国では、生物学的デザインに係る研究

推進の場として 30 もの機関・企業が集まるセンターを設立し、最重要政策課題と

して本分野を推進している。  
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Ⅱ．研究開発マネジメントについて  

1. 事業の目標  

アウトプット目標  

本プロジェクトを通じて、化学合成では生産が難しい有用物質の創製、又は従来

法を凌駕する生産性の実現に資する基盤技術及び実用化技術の確立を目指す。  

 

 生物機能を活用した物質生産において、植物を活用する場合「ターゲット化合物の

生産量がごく微量」「植物体の生長時間が長いものや栽培技術が未確立のものがある」

「国内生物資源・供給量が不十分」「個々の代謝系の詳細が未解明」等の産業利用上の

課題がある。また、特定遺伝子の編集が容易なゲノム編集技術に関しては、海外技術

に席巻されていることから産業利用には莫大な特許実施料が必要となることが考えら

れる。また、微生物を活用する場合にもその育種において「試行錯誤の要素大」「開発

時間が長い」「コストが莫大」「生産できない物質がある」といった課題を抱えている

ことは事実である。  

 このことから、これらの課題解決に資する技術を開発するため、以下の研究開発項

目を設定し目標を設定している。  

 

研究開発項目毎の目標は以下の通り。  

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」  

【中間目標（ 2018 年度）】  

（１）  ゲノム編集技術  

・既存のゲノム編集技術では対応できない独自の新しい機能を有するゲノム編集関

連技術（対象領域、精密性、ゲノム設計、細胞毒性、導入効率等）の基本技術を

確立し、その新規性、有用性を検証する。  

・開発した成果の産業利用に向けて、他国の動向も踏まえた知財戦略を策定する。 

（２）代謝系遺伝子発現制御技術  

・メチル化誘導、遺伝子発現制御因子解析等の基本技術を確立する。  

・目的代謝系遺伝子の発現を 2 倍以上増強又は 1/5 以下に抑制する。  

（３）栽培・生育環境による発現制御技術  

・栽培環境因子と代謝系主要遺伝子の半数の解析を終了させる。  

 

【最終目標（ 2020 年度）】  

（１）  ゲノム編集技術  

・植物等による物質生産機能の制御・改変において、既存のゲノム編集では対応で

きない新しい機能を有する国産のゲノム編集関連技術（対象領域、精密性、ゲノ

ム設計、細胞毒性、導入効率等）を確立する。  

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した新規の国産ゲノム編集

技術の有効性を示す。  

・ゲノム編集を産業利用するために必要な要素技術を戦略的に集約し、国産ゲノム

編集技術基盤を確立する。  
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（２）  代謝系遺伝子発現制御技術  

・目的代謝系遺伝子の発現を 5 倍程度増強又は 1/10 以下に抑制する技術を確立す

る。  

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した遺伝子発現制御技術の

有効性を示す。  

（３）  栽培・生育環境による発現制御技術  

・目的代謝系における主要遺伝子 /産物の発現を 5 倍程度増強させる技術を確立す

る。  

・研究開発項目②で対象とする実用植物において、栽培・生育環境による発現制御

技術の有効性を示す。  

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」  

【中間目標（ 2018 年度）】  

・対象とする実用植物の栽培、培養系の確立及び遺伝子組換え技術を確立する。  

・生産性向上に寄与する遺伝子を明らかにし、コスト、性能等の面で総合的に競争

力があるとの見通しを得る。  

 

【最終目標（ 2020 年度）】  

・化学合成等による競合品と比較して、コスト、性能等の面で総合的に競争力があ

ることを示す。  

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」  

【中間目標（ 2018 年度）】  

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発  

・ 30kb 超の DNA 合成時間を従来の 1/2 に短縮する技術を確立する。  

・LC-MS のハイスループット化により、現状と比較して 10 倍の分析速度を実現する。  

・その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハイ

スループット評価技術を確立する。  

（２）高生産性微生物設計システムの開発  

・階層内、階層間の制御ネットワークを推定する階層縦断的な情報解析手法を開発

する。  

・上記解析手法や代謝流束推定、人工酵素設計技術等を統合し、特定物質の生産性

向上に資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計システム

を構築する。  

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証  

 ・（１）（２）で開発したシステムを用いて、生産性の大幅な向上に資することを最

低１つのターゲットで実証する。  

 ・各国の類似事業・研究開発動向を調査し、我が国の優位性を生かした独自の知財

戦略及び事業化モデル（案）を策定する。  
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【最終目標（ 2020 年度）】  

 ・（１）（２）で開発したシステムを用いることにより、従来育種と比較し、物質生

産株の開発期間を 1/10 に短縮することを実証する。  

 ・（１）（２）で開発した要素技術、システムを維持・運営するための事業化モデル

を策定する。  

 

研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」（ 2019 年度から開始）  

【最終目標（ 2020 年度）】  

・化学合成等による競合品と比較して、コスト、性能等の面で総合的に競争力があ

ることを示す。  

 

2. 事業の内容  

本プロジェクトでは以下 4 つの研究開発項目を実施する。  

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」  

（１）ゲノム編集技術  

   植物等による物質生産機能の制御・改変及びその産業化に向けて、既存のゲノ

ム編集では対応できない新規の国産のゲノム編集関連技術を開発し、生物を利用

した物質生産における我が国の産業競争力を向上させるための新たな技術基盤の

形成を目指す。また、研究開発項目②と連携し、開発した技術の有効性を検証す

る。研究開発と並行して、他国の特許動向等を調査し、開発した成果の実用化を

睨んだ知財戦略を策定する。  

（２）代謝系遺伝子発現制御技術  

生産効率の向上、コスト低減に向けて、目的遺伝子メチル化誘導技術や遺伝子

発現の抑制を効率的に複数の遺伝子で制御する技術、目的代謝産物の蓄積機構を

制御する技術等を開発する。また、研究開発項目②と連携し、開発した技術の有

効性を検証する。  

（３）栽培・生育環境による発現制御技術  

複数の栽培環境要因が代謝主要経路群に与える影響を各代謝系の主要遺伝子

の発現レベルで解析し、目的代謝産物の効率的生産に効果的な栽培環境条件を利

用可能にする技術を開発する。また、研究開発項目②と連携し、開発した技術の

有効性を検証する。  

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」  

特定の生産ターゲットを設定した上で、生産させる実用植物の栽培、培養系の確

立及び遺伝子組換え技術を開発するとともに、生産性向上に寄与する遺伝子の特

定・改変、環境条件の最適化を行い、実用に資する生産性を実現する。  

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」  

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発  

（２）において情報解析技術を用いて構築するシステムで提示される遺伝子配列
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の効率的な導入のために、DNA 断片の合成からプラスミドの構築、精製、長鎖 DNA

合成までをハイスループットで行う長鎖 DNA 合成技術を開発する。  

また、メタボロームを高速に取得するために、前処理や解析の自動化、分析装

置の改良等を行い、ハイスループット化した LC-MS を開発する。  

その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハ

イスループット評価技術を開発する。  

（２）高生産性微生物設計システムの開発  

同一サンプル、同一条件での各オミクス情報を体系的に取得・蓄積し、そのビ

ックデータから機械学習等の情報解析技術を用いて DNA、 mRNA、タンパク質、代

謝物の階層内、階層間の制御ネットワークを推定する手法（方法論、アルゴリズ

ム）を開発する。併せて、酸化還元バランス等も考慮した代謝流束推定手法や人

工酵素設計手法を開発する。これらの解析手法を統合し、特定物質の飛躍的な生

産性向上に資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計シス

テムを構築する。  

また、上記システム構築のために、測定データの規格化、体系化されたデータ

ベースの構築、公開データからの知識整理等も併せて実施する。  

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証  

  （１）（２）で開発したシステムを用いて、将来事業化を想定する対象物質を

設定の上、その大幅な生産性向上及び従来育種（例： 5 年）と比較して開発期間

の短縮化に資することを実証する。また、プロジェクト終了後も維持・運営する

ために必要となる知財戦略及び事業化モデルを検討する。  

 

研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」（ 2019 年度から開始）  

特定の生産ターゲットを設定したうえで、研究開発項目③で開発した高生産性

微生物設計システム等を用い、目的物質の生産性向上を狙うとともに、量産化を

見据え、宿主となる微生物の培養条件等を最適化する。  

 

3. 事業の計画  

全体の研究スケジュールは以下のとおり。  
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表 2-1 研究開発予算  

 

 

 

4. 事業の実施体制  

プロジェクトマネージャー（ PM）に NEDO 材料・ナノテクノロジー部  林  智佳子

主査を任命し、公募によって研究開発テーマ及び研究開発実施者を選定するととも

に、実施体制の構築、予算配分、プロジェクトの実施等、プロジェクトの進行全体

を企画・管理して、プロジェクトに求められる技術的成果及び政策的効果を最大化

させる。  

九州大学  名誉教授  久原  哲  氏をプロジェクトリーダー（ PL）、産業技術総合

研究所  生物プロセス研究部門  植物分子工学研究グループ長  松村  健  氏をサブ

プロジェクトリーダー（ SPL）とし、以下の体制で研究開発を実施。  
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5. 研究開発の運営管理  

①研究開発の進捗把握・管理  

ＰＭは、プロジェクトリーダーや研究開発実施者と緊密に連携し、研究開発の進

捗状況を把握する。また、外部有識者で構成する技術検討委員会を組織し、定期的

に海外の技術動向も踏まえた評価を受け、目標達成の見通しを常に把握するととも

に、必要に応じて研究開発の加速、中止を検討する。  

 

②技術分野における動向の把握・分析  

ＰＭは、プロジェクトで取り組む技術分野について、内外の技術開発動向、政策

動向、市場動向等について調査し、技術の普及方策を分析、検討する。なお、調査

の効率化の観点から、本プロジェクトにおいて委託事業として実施する。  

 

③研究開発テーマの評価  

研究開発を効率的に推進するため、研究開発項目①及び②を対象として、ステー

ジゲート方式を適用する。ＰＭは、外部有識者による審査を活用し、2019 年度以降

の研究開発テーマの継続是非を 2018 年 12 月に決定する。  

 

研究開発全体の管理・執行に責任を有する NEDO は、経済産業省及びプロジェクト

リーダーと密接な関係を維持しつつ、事業の目的及び目標、並びに本研究開発の目的

及び目標に照らして適切な運営管理を実施している。  

 

表 2-2 研究開発の進捗管理  
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6. 研究開発成果の実用化・事業化に向けたマネジメントの妥当性  

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」及び研究開発項目

③「高生産性微生物創成に資する情報解析システムの開発」は、共通基盤技術開発

に関する項目であり実用化を目指している。  

 

また、研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」については実用化技

術開発に取組み事業化を目指している。  

 

 上記のような考え方のもと、以下の取組を進めている。  

 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」（委託）  

個々の物質生産目的に特化したものではなく、植物を利用した有用化合物高効率

生産に資する共通・基盤技術の開発を行っており、個々の技術開発要素において以

下の取組を行っている。  

・基本的に特許等の知財化を前提に、技術の優位性、有効性を学会・シンポジウ

ム等々において広く周知する活動を実施していく。  

・上記の結果から、実用化・事業化を担う企業等との新たな連携・共同研究等を

開始、個々の事業目的物質において当該開発技術の有効利用を図る。  

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」（助成）  

  各実施企業において、事業目的とする個々の物質生産目的に特化した技術開発を

行っており、個々の事業化目的有用化合物生産において以下の取組を行っている。 

  ・基本的に特許等の知財化を前提に、公開がそぐわない場合は、企業のノウハウ

として蓄積する。  

  ・プロジェクト内基盤技術開発で有用な技術・知見があれば、積極的に活用して

いく。必要に応じて、新規の共同研究・ MTA 締結による先行利用等々。  

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」  

  先行技術調査とその分析により、 D（ Design） B（ Build） T（ Test） L（ Learn）の

領域ごとに以下の方針で取組み、実用化の核とする。  

  ・ DL 領域：ノウハウとして保全し実用化レベルとする。  

  ・ BT 領域：本プロジェクトにおいても出願、公開化を積極的に推し進める。  

また、海外のベンチマーク企業 17 社を公開情報等に基づき詳細に調査。一部の

企業については、国内においてキーマンインタビューと米国企業 5 社を抽出して現

「実用化・事業化」の考え方  

当該研究開発に係る商品、製品、サービス等の販売や利用により、企業活動（売り

上げ等）に貢献することをいう。  

「実用化」の考え方  

当該研究開発に係る新規手法、試作品、ツール等の社会的利用 (顧客への提供等 )

が開始されることをいう。  
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地訪問調査を実施。それらの知見に基づき、我が国の優位性を生かし得る複数のビ

ジネスモデルの抽出と分析を行い本研究開発項目の事業化を見据えて技術の実用

化を進める取組をしている。  

 

 本件に関して NEDO がマネジメントを行ったのは以下の点。  

 ・「 NEDO プロジェクトにおける知財マネジメント基本方針」に基づき、参画機関に

おいて「知財の取扱いに関する合意書」を策定させた。合意書では、知財運営員

会や知財の帰属、秘密の保持等、プロジェクトの出口戦略において、重要となる

知財ルールを整備。  

 ・研究開発項目③において独立行政法人  工業所有権情報・研修館の知財プロデュー

サ派遣事業を活用して知財マネジメント支援を強化した。  

 ・研究開発成果の普及・利用に向けた取組として、プロジェクト内での連携が促進

されるようテーマ連携会議を開催し関係者の情報交換・交流機会を設けた。また、

プロジェクトの取組内容の紹介・成果発信・マッチングを目的にイベントへの出

展やシンポジウムの開催を年に 1～ 2 回実施している（表 2-3）。  

 

表 2-3 研究開発成果の普及・利用に向けた取組  

 

 

7. 情勢変化への対応  

・調査事業等により、高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発は欧米が

先行、「学習（ AI）」による高度な制御を取り込んだ工業プロセスは開発段階である

ことを把握。これを受け、 2017 年度の追加公募で、 AI 基盤開発等の実施者を新た

に採択し研究体制を強化した。また、実施者に先行技術調査・解析を精力的に進め

るよう促し、現行実施体制の強み・弱みを明確にした上で開発戦略を策定するよう

働きかけた。  

・ゲノム編集技術に関して欧米の出願数増加、周辺技術である導入技術の出願数増加

を把握。国内外での特許成立状況の動向を把握。 2017 年度に新規ゲノム編集技術、

導入技術等の開発内容に予算を重点配分した。また、関連情報はプロジェクト内事

業者に速やかに情報共有されているかどうかを確認し、開発成果の知財化方針変更

の必要性について実施者に検討を促した。  

・ 2017 年から総合科学技術・イノベーション会議の政策討議を受け、バイオテクノロ

ジーによるイノベーションの推進に向けた政府の戦略（バイオ戦略）の検討が開始
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された。政策サイドとの情報交換を密に行って状況を把握している。他省庁事業と

の連携可能性による成果の最大化を意識して関係機関との調整を随時行っている。 

 

8. 中間評価結果への対応  

 本プロジェクトは 2018 年度に中間評価の実施を予定しており、現時点において未実

施のため記載するべき事項は無い。  

 

9. 評価に関する事項  

NEDO は（１）事業の位置付け・必要性、（２）研究開発マネジメント、（３）研究開

発成果、（４）実用化、事業化に向けた見通し及び取組の４つの評価項目について、外

部有識者によるプロジェクト評価を実施する。評価の時期は、中間評価として 2018

年度、事後評価を 2021 年度に実施する。  

なお、中間評価結果を踏まえ必要に応じて事業の加速・縮小・中止等の見直しを迅速

に行う。評価の時期については、当該研究開発に係る技術動向、政策動向や当該研究

開発の進捗状況等に応じて、事業実施を前倒しする等、適宜見直すものとする。  
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III. 研究開発成果について 

1. 事業全体の成果 

 
研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」 

研究開発項目 目標 成果 達成度 

(1)ゲノム編集技

術 

・既存のゲノム編集技術では

対応できない独自の新しい機

能を有するゲノム編集関連技

術（対象領域、精密性、ゲノ

ム設計、細胞毒性、導入効率

等）の基本技術を確立し、そ

の新規性、有用性を検証す

る。 

・開発した成果の産業利用に

向けて、他国の動向も踏まえ

た知財戦略を策定する。 

新規認識モジュール、切断酵

素（特許 2件）、他 

○ 

(2)代謝系遺伝子

発現制御技術 

・メチル化誘導、遺伝子発現

制御因子解析等の基本技術を

確立する。 

・目的代謝系遺伝子の発現を

2 倍以上増強又は 1/5 以下に

抑制する。 

モデル実験系において、目的

代謝系遺伝子の発現を 2 倍以

上増強、および 1/5 以下への

抑制が確認できた 
○ 

(3)栽培・生育環

境による発現制

御技術 

・目的代謝系における主要遺

伝子/産物の発現を 5 倍程度

増強させる技術を確立する。 

・研究開発項目②で対象とす

る実用植物において、栽培・

生育環境による発現制御技術

の有効性を示す。 

設定した栽培環境因子の半数

以上において代謝系主要遺伝

子の発現変動解析を終了した 

○ 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」 

研究開発項目 目標 成果 達成度 

植物による高機

能品生産技術開

発 

・対象とする実用植物の栽

培、培養系の確立及び遺伝子

組換え技術を確立する。 

・生産性向上に寄与する遺伝

子を明らかにし、コスト、性

能等の面で総合的に競争力が

あるとの見通しを得る。 

これまで報告例の少ない実用

目的植物種において、一過性

遺伝子発現系、および比較的

効率の良い遺伝子組換え系の

開発に成功した。また、人工

環境下栽培技術、および、細

胞培養技術開発により、目的

植物体および細胞の飛躍的増

収が可能になりつつある。 

○ 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

研究開発項目 目標 成果 達成度 

(1)ハイスルー

プット合成・分

析・評価手法の

開発 

・30kb超の DNA合成時間を従

来の 1/2 に短縮する技術を確

立する。 

・LC-MS のハイスループット

化により、現状と比較して10

倍の分析速度を実現する。 

・その他、高生産性微生物設

計システムを効率的に運用す

・自動 DNA 合成装置、プラス

ミド自動構築装置により目標

値は達成できた。 

・LC-MS の自動前処理装置に

より目標値を達成できた。 
○ 
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るために必要となるハイス

ループット評価技術を確立す

る。 

(2)高生産性微生

物設計システム

の開発 

・階層内、階層間の制御ネッ

トワークを推定する階層縦断

的な情報解析手法を開発す

る。 

・上記解析手法や代謝流束推

定、人工酵素設計技術等を統

合し、特定物質の生産性向上

に資する重要因子、改変すべ

き遺伝子配列を提示する汎用

的な設計システムを構築す

る。 

・多数の情報解析手法を搭載

した遺伝子配列設計システム

の基盤を構築し、有効性検証

課題での有効性を試した。 

○ 

(3)高生産性微生

物創製に資する

情報解析システ

ムの有効性検証 

・(1)(2)で開発したシステム

を用いて、生産性の大幅な向

上に資することを最低 1 つの

ターゲットで実証する。 

・各国の類似事業・研究開発

動向を調査し、我が国の優位

性を生かした独自の知財戦略

及び事業化モデル（案）を策

定する。 

・少なくとも２つのターゲッ

トでシステムの有効性を検証

できた。 

・知財戦略に基づく事業化モ

デル（案）を作成した。 ○ 
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2. 研究開発項目毎の成果 

2.1 研究開発項目① 植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発【委託】 

2.1.1 ゲノム編集技術 

(1) 背景と目的 

本事業で開発を目指す技術の全体像 

近年、革新的なDNA操作技術であるゲノム編集技術が確立し、様々な実用生物の精密なゲノム改変

が発表されている。ゲノム編集技術は遺伝子改変生物作出の期間を1/5程度に短縮する生産性革命技術

でもあり、本プロジェクトで目標とする「植物等の生物を用いた高機能品生産技術」を含む様々な生

物系産業での利用が開始されつつある。生物にゲノム編集技術を適用するための要素技術は以下の3つ

に大別できる。 

・ 数十億塩基対のゲノムから1つの遺伝子を選択的に認識する「A. DNA認識モジュール」。 

・ DNA認識モジュールと様々なエフェクターモジュール（酵素ドメイン）を融合させたゲノム編集

ツールを用いることによる様々な「B.ゲノム改変技術」。 

・ 目的の生物への「C.ゲノム編集ツールの導入技術」。 

プロジェクト開始時点での世界的な状況を鑑みるに、「A.DNA認識モジュール」に関してはZF、TAL

E、CRISPRなどの既存のゲノム編集の基本技術はほとんど全て海外で開発されている状況であり、我

が国での産業利用においては、その知的財産所有権の問題が顕在化していた。また、「B.ゲノム改変

技術」として用いられているのは、FokIを用いたDNA切断による遺伝子破壊が主流であった。DNA切断

によるゲノム編集の場合、DNAを切断したあとの修復過程は生物の内在機構に依存しており、生物種

ごとの効率の違い、および最終的なDNA配列を制御できないことなどから、高度なゲノム改変を可能

とする新たな酵素ドメインが開発されつつあった。また、植物でのゲノム編集の適用においては、効

率良くゲノム編集ツールを植物に送達する「C.デリバリー技術」が開発されておらず、大きな技術的

な障害になっていた。こうした世界的な動向の中、DNA認識モジュールとしてのdPPR、ゲノム改変技

術としてのdeaminaseや高効率ノックイン、導入技術としての膜透過ペプチド、などの、いくつか日

本独自の技術が開発されていた。 

ゲノム編集は今後の生物学および品種改良の基盤技術となると予想されており、我が国の生物系産

業の国際的な競争力を保つためには、海外の技術に抵触せずに産業利用が可能な我が国独自のゲノム

編集の技術体系の確立を戦略的に推し進める必要がある。 

そこで本事業では、すでに特許が成立している日本独自の技術であるdPPR技術の実用化、ガイドRNA

性の新たな認識モジュールの開発を試みることで、既存技術とは異なる認識モジュール（特に新規核

酸性ツール）を開発するとともに、切断による遺伝子破壊でなく、高度なゲノム改変を可能にする技

術群を開発している。また植物でのゲノム編集の技術的障壁となっている導入技術について新しい技

術を開発することで、海外技術に依存せずに産業利用できるゲノム編集技術群の開発を目的とした。

また、研究開発を加速させるための「D. インフォマティクスによる支援」により計算科学的なゲノム

編集モジュールの探索、およびゲノム編集生物の評価系の構築を進めている。研究開発と並行して競

合特許動向等を調査し、開発した成果の実用化を促進するための「E.知財戦略」を策定している。 

 

最終的な仕上がりイメージ 

「A.DNA認識モジュール」においては、我が国独自のシーズであるPPR技術の実用化に加えて、既存の

技術より優位な特性をもつ新規モジュール（特にCRISPRのような簡便かつ安価な運用が可能な核

酸性モジュール）を開発し、ゲノム編集における基幹技術を確立、拡充する。 

「B. ゲノム改変技術」においては、既存のゲノム編集では対応できない独自の新しい機能を有する改
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変技術（改変方法、精密性、ゲノム設計、対象領域）を開発する。 

「C.ゲノム編集ツールの導入技術」においては、既存のゲノム編集では対応できない独自の新しい機

能を有する導入技術（細胞毒性、導入効率）を開発する。 

「E.知財戦略」においては、上記A〜Cの要素技術について、競合特許調査を踏まえた効果的な知財化

を促進する。各機関知財管理部門と協力して、バックグラウンドIP、フォアグラウンドIPの仮想

的な集約を行い、産業化に即したライセンスアウトまでを含めた知財戦略を策定し、実効性のあ

る枠組みを構築するための必要要素の抽出を行う。 

さらに、本共同申請で推進するゲノム編集基盤技術の研究開発については、研究開発項目2等と連携

して実用植物での高機能品生産に適用することで、開発する技術の有用性を実証する。 

 

開発する技術の利用されるイメージ 

本プロジェクトで開発されるゲノム編集基盤技術群は、「E.知財戦略」の成果を基に構築するゲノム

編集技術基盤プラットフォームを介して企業へライセンスアウトを行うことで、我が国の生物系産業

の国際的な競争力の向上に貢献する。また、新たに開発されるゲノム改変関連技術をプラットフォー

ムに取り込み、関連技術の持続的な発展に貢献する。 

 

この目的のため、「ゲノム編集グループ」では、A. 認識モジュール、B. ゲノム改変技術、C. 導入

技術、D. インフォマティクスによる支援、E. 知財戦略の 5つの重点領域を設定し、13の個別開

発課題を推進している。 

 

A. 認識モジュール (数十億塩基対のゲノムから一箇所の配列を認識） 

A01. DNA結合型 PPRによるゲノム編集の実用化（エディットフォース株式会社） 

A02. 日本発新規ゲノム編集技術の研究開発（産総研、筑波大学） 

A03a. 計算科学的手法を利用した新規タンパク質性ゲノム編集モジュールの開発 

（東京医科歯科大） 

A03b. 進化工学と計算科学的手法を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発（神戸大） 

A03c. 核酸化学的手法を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発（産総研） 

A03d. 人工核酸および核酸触媒を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発（産総研） 

A04. 進化工学的および分子動力学的手法による新規ゲノム編集システムの創出 

（徳島大、理研、明治大、近畿大） 

 

B. ゲノム改変技術、の開発 (様々な酵素ドメインを付加することによるゲノムの改変；切断、

修飾など） 

B01〜03. 多様なゲノム改変技術の開発（神戸大・西田敬二） 

B04. 精密なゲノム設計技術の開発（医科歯科大） 

B05. DNA切断ドメインの改良、および１塩基置換基盤技術の開発（広島大） 

B06. オルガネラゲノムの編集技術の開発（理研） 

B07. RNA結合型 PPRによるゲノム機能編集技術の開発（九大） 
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C. 導入技術、の開発 

C01. 高効率かつ低毒性のゲノム編集モジュール導入技術の開発（産総研） 

 

D. インフォマティクスによる支援 

D01.インフォマティクスコア（東大；個別開発課題のサポートユニットとして対応） 

 

E. 知財戦略 

E01. 各要素技術の知財戦略およびパッケージ化（知的財産戦略ネットワーク株式会社） 

 

(2) 位置づけ、目標値 

 

位置づけ 

ゲノム編集の基幹技術である認識モジュールに関しては、海外で競合技術が開発され、著しい速度で

産業利用が展開されつつある。ゲノム編集技術はこれからの生物学および生物系産業の基盤技術にな

ると想定されている。また、産業利用には、莫大な特許実施料（数十〜数百億円）が要求される。我

が国の産業競争力確保のため、独自のゲノム編集関連要素技術を開発する必要がある。 

 ゲノム編集の運用には、ゲノム編集の運用には、認識モジュール、酵素ドメイン（エフェク

ター）、導入技術の全てが必須であるため、これらをパッケージ化することが重要である。 

 本事業では、開発したゲノム編集技術が植物等における高機能品の生産に有用な技術であることを

実証することを目的とする。 

 

目標値 

（中間目標） 

・既存のゲノム編集技術では対応できない独自の新しい機能を有するゲノム編集関連要素技術（対象

領域、精密性、ゲノム設計、細胞毒性、導入効率等）を開発しモデル植物で実証する。 

 

（最終目標） 

開発したゲノム編集技術が、種々の実用作物の植物体で比較的容易に応用可能であることを実証す

る。 

操作性、性能（精度等々）が CRISPR/Cas9と同程度かそれ以上で、特段の高度な技術・装置等を要し

ない技術を開発する。 
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(3) 全体計画 

ゲノム編集グループでは、A 認識モジュール、B.ゲノム改変技術、C.導入技術、D. インフォマティク

スによる支援、E. 知財戦略に大別して本事業を推進している。 

認識モジュールに 7課題；B.ゲノム改変技術に 7課題；C.導入技術、D.インフォマティクスによる支

援、E. 知財戦略にそれぞれ 1課題の計 17課題を設定している。 

研究開発は、①基礎原理の確立、②概念実証、③改良、④植物での適用、の順に進めるが、バックグ

ラウンド IPを保有する課題に関しては、②から開始している。すべての課題において、中間目標とし

て、概念実証の完了、植物での適用に着手、を進捗スケジュールとしている。 

 

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

・年一回の推進委員会の開催：外部有識者による研究進捗の確認、及び委員コメントを受けて次年度

計画に反映する。該当年度（2018年）にステージゲートを実施する。 

・年二回の実務者会議の開催：PM、PL、SPLによるテーマ・チーム単位での研究進捗の確認、研究計画

の軌道修正等を指示する。チーム内での情報共有、課題間連携の調整、などを行う 

・グループメールによる連絡網、クラウドを利用したファイル共有システム（書類、プロトコール

等） 

・知財運営委員会による組織的な知財戦略の実施（詳しくは 11. 知的財産権などの確保に向けた取り

組みで記述） 

・共通評価基盤の整備による開発した技術の標準化、および植物への適用の促進  

NEDO

実務者会議（年2回）：PM/PL/SPLによるテーマ／チーム単位での研究進捗確
認、研究計画の軌道修正指示等。チーム内での情報共有

知財運営委員会（随時）：知財の出願・管理、技術導出の支援
(九州大学・中村、徳島大学・刑部、産総研・間世田、IPSN、久原PL)

推進委員会(年1回)：外部有識者による研究進捗確認及び委員コメントを受けて
次年度計画に反映。

エディットフォース(株)
（八木）

九州大学（中村）

徳島大学（刑部）

産総研（加藤、
間世田、宮岸）

理研（吉積、岡田）

神戸大学（西田）

医科歯科大学（野村）

広島大学（山本）

東京大学（谷内江）

知的財産ネットワーク(株)
（秋元、宮岸）

共通評価基盤：植物細胞、個体でのゲノム編集実証試験の支援、技術の標準化
(九州大学・中村、徳島大学・刑部、神戸大学・西田)

クラウド情報共有：実施計画書、連絡事項、プロトコール等の情報の共有・管理
(九州大学・中村)

明治大学（矢野）

近畿大学（宮下）

筑波大学（鈴木）

【9大学、2国研、2企業】
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(6) 実施の効果 

ゲノム編集市場の市場規模は 2014年時点で 2千億円と報告されている。各技術の市場占有率は

CRISPR/Cas9 が 48%、TALEが 23%、ZFが 12%、その他アンチセンス等で 18%とされている。ゲノム編集

市場の市場規模は 2025年に 1兆円に達すると予想されており、本事業で開発する独自のゲノム編集技

術により 2033年（平成 45年）時点でのシェア 5％（500億円/年）獲得を目指す。本事業の経費（11

億円/5年）から鑑みるに、その費用対効果は著しく高い。 

また、本プロジェクト「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」全体での省エネルギー効果

は、2033年度（平成 45年度）の推定値として、85.8万キロリットル/年の原油削減、CO2削減効果は

227 万トン CO2/年と試算している。 

 
 

(7) 中間目標の達成度 

 

全ての課題において、計画通りに 2018年度中に中間目標が達成できる見込みであり、一部の課題では

計画を前倒しで進めている状況である。 

 

ゲノム編集市場

2014 (%) 2019 (%)
ZF 226 12 404 14
TALE 420 23 786 28
CRISPR 879 48 1,084 39
antisense 102 6 157 6
その他* 218 12 383 14
合計 1,845 2,814

*piggy bac, flip-in, jump-inなど

(百万ドル）

研究開発項目 中間目標 成果 達成度
今後の課題と解決

方針

A. 認識
ﾓｼﾞｭｰﾙ 既存のゲノム編集

技術では対応でき
ない独自の新しい
機能、または多くの
機能において上回

る性能を有するゲ
ノム編集関連要素
技術を開発しﾓﾃﾞﾙ
生物で実証する。

海外技術に依存

せずに産業利用が
可能なゲノム編集
要素技術を開発す
る。

・dPPR（基本特許有り）で
のPOC獲得。

・新規モジュールの知財出
願

・新規モジュール候補同定

○
(2018年度

中)
(一部前倒し)

競争の激しい領域であ
るため、継続的な特許
調査、開発計画への反
映が必須。

B. ゲノム改変
技術

・モデル植物細胞での実証
試験完了

○
(2018年度

中)
(一部前倒し)

課題間連携を密にする。
C. 導入技術 ・モデル植物細胞での実証

試験完了

○
(2018年度

中)

D. インフォ支援 ・新規モジュール探索完了
・編集生物評価系の確立

◎
(計画前倒し)

E. 知財戦略
・先行特許調査の実施、研
究開発計画への反映

・特許出願3件
・課題間連携の促進

○
(2018年度

中)
ライセンス活動を活発
化させる。
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(8) 研究開発の成果と意義 

・バイオ市場では、工業、農業分野での飛躍的な伸びが期待される。 

・ゲノム編集技術は、実用生物の遺伝子改変を可能にし、遺伝子改変生物作出の期間を 1/5に短縮で

きる生産性革命技術であり、中間コストの削減、これまでに作出し得なかった高度な品種改良が可

能である。 

・様々な産業分野での利用が可能なゲノム編集の基盤技術プラットフォームを形成する。 

・ゲノム編集市場 1兆円（2025 年予想）の 5％（500億円/年）のシェア獲得を目指す。 

 

テーマ間連携に向けた取り組み 

（ゲノム編集グループ内）ゲノム編集技術の植物への適用には、認識モジュール、酵素ドメイン、導

入、が必須であり、それらのパッケージ化を目的としているため、グループ内連携は当初計画か

ら盛り込んでいる。共通評価基盤（九大、徳島大、神戸大）を整備し、開発した各要素技術の植

物への適用、プロトコール等の整備、標準化、等を進めている。 

（プロジェクト内外）ゲノム編集 Gは有用形質に紐づく標的遺伝子を有しておらず、探索も計画して

しない。そのため、プロジェクト内外との連携も必須事項として計画に盛り込んでいる。 

 

 

(9) 最終目標の達成可能性 

プロジェクト開始時点より現在 2018年 6月までの特許動向調査を行ったところ、外的環境の変化に想

定外の動きはないため、当初計画通りに進める予定である。欧米、中国の組織的な取り組みが顕在化

してきており、さらなる加速の必要があると思慮する。現在、計画通りに進捗しており、最終目標も

達成できると考えている。植物での高機能品生産に資する我が国独自のゲノム編集技術プラット

フォームの形成を目指す。 

 

 

  

研究開発項目 現状 最終目標（２０２０年度末） 達成見通し

A. 認識ﾓｼﾞｭｰﾙ
PPRの実証試験完了、新
規モジュール候補の同定

開発した技術の有効性を、
１つ以上の植物体、もしく
は再分化能を有した培養
細胞系で実証する。かつ
操作性、性能等が先行技

術と同程度であることを示
す。

海外技術に依存せずに植
物等での高機能品生産に
関する産業利用が可能な
ゲノム編集技術基盤を開

発し、パテントプールを形
成する。

新規モジュール確保

植物での有用性実証

B. ゲノム改変技術
モデル生物での実証試
験完了

認識モジュールとの連
結、植物での有用性実
証、など

C. 導入技術
モデル生物での実証試
験完了

新規導入技術の確立

D. インファマティクス
新規モジュール候補同定、
評価系確立

新規モジュール確保、
ゲノム編集植物の評価

E. 知財戦略
先行知財調査、知財戦略
の第一次案策定

ゲノム編集関連技術特
許の取得
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 (10) 成果の普及 

 

(2018年 6月 30日時点) 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

ゲノム編集グループでは、知財戦略を専門に取り扱う課題（課題担当者：知的財産ネットワーク

株式会社）を設定し、先行技術調査 の実施、および研究開発計画へのフィードバックを行うととも

に、先行技術調査を踏まえた産業に有効かつ進歩性・新規性を有する特許出願支援を行っている。 

特許出願、情報開示等においては、知財運営委員会を設置している。プロジェクト内で特許出願

の可否を迅速に決定するとともに、国内および PCT出願費用を事業経費で支援する体制を構築してお

り、迅速かつ効果的な知財確保が可能である。 

また、各課題で開発される技術に関しての第三者による実施を介した技術およびプロトコールの

標準化およびデバック作業、開発した技術の植物への適用等を組織的に運用する体制を構築してい

る。 

 

(2018年 6月 30日時点) 
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2.1.1.1 「A. DNA認識ﾓｼﾞｭｰﾙの開発」 

 

A01「DNA結合型 PPRによるゲノム編集の実用化」（エディットフォース株式会社・八木祐介） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  日本発の DNA 結合モジュールである dPPR モチーフを用いて、

事業化に向けたゲノム編集技術の開発を行う。本技術を用いて実用植物への適用を行い、植物に

おける有用物質生産技術の実用化を目指す。 

技術的な重要性  ゲノム編集ツールは、TALEN、ZNF に代表されるタンパク質ベースと核酸・

タンパク質ハイブリッド型の CRISPR タイプ技術の２種類がある。現在、いずれのツールも海外

で開発・知財化・ビジネス化されており、日本において、タンパク質ベースのツールとしてゲノ

ム編集利用に必要な全ての要素を兼ね備えているシーズは他にない。我が国において、海外技術

に頼らない独自のゲノム編集技術の構築が課題となっている。そこで、本課題において、既存の

ゲノム編集技術の代替技術としての有効性を示し、産業利用に耐えうる技術へ昇華させる必要が

ある。 

実施概要（解決する手法）  植物に豊富に存在する PPR タンパク質遺伝子がゲノム編集の DNA

認識モジュールとして利用できることを見出し、特許化している。すでに、植物ゲノムにコード

されている PPR タンパク質遺伝子の中から、DNA に結合する PPR タンパク質の選抜が終了して

いるが、それらの配列特異性の解析及びそれらを用いて、任意の配列に特異的に結合する人工

DNA 結合タンパク質技術の構築が確立できていない。そこで本課題では、① 天然素材の解析と

そのモチーフを利用して、任意の配列に結合する dPPR 構築技術の確立すること、及び②標的ゲノ

ム DNA の効率的な切断技術の確立を行う。 

中間目標 ①高性能 dPPRモチーフを連結し、カスタム dPPR蛋白質を最低 3個作成する。正常構築確

率 10%を目標とする。②試作型 dPPRと FokIを融合し、dPPR-FokIの正常動作確率 2%を達成する。これ

により、dPPR-FokIによってゲノム編集が可能であることを立証する。 

 

最終目標  カスタム dPPR 蛋白質用いた、ゲノム編集効率１０％を達成する。最低 1品目の高機能品

産生株の作出を行う。 

  

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  PPR技術の産業利用への道筋は、弊社で進める。 

 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

研究開発項目(1)では、DNA結合型 PPR蛋白質によるゲノム編集の実用化を目指している。そのため

に、① dPPR モチーフの選抜及び任意の DNA配列に結合する dPPR蛋白質構築手法の確立、②dPPR蛋白

質を用いたゲノム編集技術の確立を行っている。生化学的手法を用いて dsDNAへのアフィニティー及

び特異性を有する天然型 dPPRのスクリーニングを行い、配列特異性を有する dPPR を複数得た（項目

①）。さらに、様々な dPPR モチーフ配列を用いて任意の配列に結合する dPPRの作製理論の構築を進

めている。また、HEK293Tにおいて、ゲノム編集イベント検出のための reporter assayを行い解析を

行ったところ、項目①で得られた天然型 dPPRでレポーターの活性化が認められた。また、切断配列の

確認のため次世代シークエンシングで配列を確認した結果、標的配列間で in-del が入っていることが

分かり、dPPRによるゲノム編集が実証できた（項目②）。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も

達成できると考えている。植物での実証試験のための有用遺伝子については選定できていないが、GFP

を挿入した植物を用いてまずは進めてみる予定である。 
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A02「日本発新規ゲノム編集技術の研究開発」（産総研・間世田英明、筑波大学・鈴木石根） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  正確なゲノム編集と国内に知財が存在する新しいゲノム編集ツー

ルの開発を行う。すなわち、編集後の配列をデザイン可能で、かつ、ヌクレアーゼユニットも必要と

しないゲノム編集ツールを開発し、実用植物に利用・適応していく。最終的に、編集ツールのキット

化を目指す。 

技術的な重要性  現在のゲノム編集のツールは、ターゲットサイトの認識因子（核酸 orタンパク

質）とヌクレアーゼユニットの二つから構成され、編集後の配列も予想できない。また、多くのゲノ

ム編集に関する知財が国外に存在する。ここで開発するゲノム編集法は、細菌の抗生物質耐性機構の

解析から見いださせた自己ゲノム編集機構（PODiRシステム）を利用するゲノム編集法(PODiR型 GE

法)であり、現時点では国外に未だライセンスされていない新規の手法となり得る。外来ヌクレアーゼ

を導入せずともゲノム編集可能であり、正確性に優れ（off-targetなし）、編集後の配列もデザイン

することが可能である。 

実施概要（解決する手法）  開発者らは、細菌の抗生物質耐性機構を解析している際に、遺伝子の

存在しないゲノム領域から遺伝子が生み出される現象を発見した。そして、この機構が微生物のみな

らず、動物細胞にも存在していることを突き止めた。そこで、2019年 3月までに、自己ゲノム編集機

構（PODiRシステム）が、広く植物（細胞）等に存在することを明らかにすべく、①ゲノム編集後に機

能型となる GFPを作成し、植物体および植物細胞に導入することで、アッセイ植物体およびアッセイ

植物細胞を作成する。さらに、②アッセイ藻類を作成するとともに、植物での③PODiRシステム稼働の

可否を確認する。さらに自己ゲノム編集機構を利用した新規のゲノム編集法（PODiR型 GE法）を植物

で利用可能なものとすべく、④種々のサイズ・量の核酸を導入し、その効率化を進めるとともに、

PODiRシステムをさらに応用し、⑤配列に依存しないゲノム編集法を構築する。最終的には PODiR型

GE 法の効率化と広範な利用を目指し、⑥PODiR因子の導入や⑦キット化を促していく。 

中間目標 ①PODiR型ゲノム編集（PODiR型 GE法）検証用植物体・藻類細胞の構築と検証； ②導入

核酸の最適サイズ、最適導入核酸種の決定・検討; ③PODiRシステム応用による配列に依存しないゲ

ノム編集法の検討  

 

最終目標  植物での PODiR システムによるゲノム編集法の確立と PODiRシステムを応用した配列に

依存しないゲノム編集法の構築；② PODiR因子の発現導入による PODiR型ゲノム編集法の効率化；③

PODiR型ゲノム編集キットの作成 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  PODiRシステムの産業化を目的としたベンチャー企業設

立に向け、VCとの面談および PODiRシステム関連知財の取得等を行っている。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

細菌の抗生物質耐性機構の解析から見いだした自己ゲノム編集機構 PODiRシステムを植物でのゲノム

編集に応用すべく、以下検討した。 

 

①  PODiR型ゲノム編集検証用植物体・藻類細胞の構築と検証：  

I. アッセイ植物の作成と検証 

 アグロバクテリウムを用いた感染実験を実施して植物体のゲノムに EGFPおよび PODiRもしくは任意

の配列（nonPODiR）を含む EGFP を導入するためのベクターを構築した。 

これらベクターをそれぞれ Agrobacterium tumefaciens GV2260に導入し、最終的にアッセイ用植物体

を作成した。この植物を栽培し、緑色を発する植物体のスクリーニングを行っている。なお GFPを導

入した植物体の蛍光の確認、および任意の配列 nonPODiR を導入した植物体の非蛍光の確認は終了して

いる。核酸の導入・発現によるゲノム編集の可否について検討を進めている。 
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II. アッセイ植物細胞の作成と検証 

(独)理化学研究所バイオリソースセンターから購入した T87細胞に、上記作成したベクターを導入し

た組換え T87アッセイ細胞を作成した。コントロールである EGFPを導入した細胞のみからのみ緑蛍光

を示す細胞魂を確認している。形質転換体から、ゲノム DNAを調製し、PCRにより目的遺伝子が導入さ

れていることを確認し、さらに塩基配列を決定することで、意図したアッセイ細胞が構築されている

ことを確認した。 

 

III. アッセイ藻類細胞の作成と検証 

i) P. carterae種でのアッセイ細胞の構築 

 P. carterae種に、藻類で発現可能なプロモーター、GFP遺伝子、ターミネーターからなる一連の

アッセイカセットを導入し、検証用組換え藻類を作成した。コントロールである EGFPを導入した藻類

のみ緑蛍光を示すことを確認した。形質転換体から、ゲノム DNAを調製し、PCRにより目的遺伝子が導

入されていることを確認し、さらに塩基配列を決定することで、意図したアッセイ細胞が構築されて

いることを確認した。アッセイ細胞で自己ゲノム編集機構が稼働し、GFPを発現し緑色蛍光を発色する

細胞を検出することに成功した。 GFPを発現し、緑色蛍光を発色する細胞の検出に成功した。 

 

IV. アッセイ藻類細胞の作成と検証 2 

上記同様に Tisochrysis lutea種を用いて、IIIと同様の検討を行ったが、ゲノムの不安定さが確認

されたことから、先の検討を断念した。 

 

②  導入核酸の最適サイズ、最適導入核酸種を決定・検討： 

 PODiRシステムでの導入核酸の最適サイズを決定するために、クロラムフェニコール耐性遺伝子を

PODiR配列（non-ODiR配列）を融合させ、フレームシフトによりゲノム編集が起きてはじめてクロラ

ムフェニコール耐性を示すアッセイカセットを作成した。そのアッセイカセットを大腸菌に導入し、

導入核酸の量および最適サイズを検討し、導入核酸の最適サイズを決定した。 

 

③  PODiRシステム応用による配列に依存しないゲノム編集法の構築 

PODiRシステム応用による配列に依存しないゲノム編集は、申請時、バクテリアにおいてのみ成功し

ていた。そこで、①同様に、アッセイカセット、アッセイ細胞・藻類を作成した。これから検証を行

うところである。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度中に中間目標値を達成すべく、PODiRシステムの植物の検証系を多数作成し、いままさに検

証を並行して行っている。予定以上の検証系を構築し、栽培時間がどうしても植物の場合はネックに

なるが、邁進して取り組んでいる。概ね計画通りに進捗しており、最終目標も達成できると考えてい

る。申請時点での計画では、2nの植物での実証は計画に入っていなかったが、検証に向け取り組んで

いる。 
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A03a「計算科学的手法を利用した新規タンパク質性ゲノム編集モジュールの開発」 

（東京医科歯科大学・野村渉） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  ゲノム中の任意の DNA配列を認識して操作改変するための新たな国

産 DNA認識モジュールを開発する。知財戦略に基づき、新たな要素技術を創出して我が国のバイオ産業

競争力の強化へ結びつける。 

技術的な重要性  幅広い産業ニーズに応えるためには、国産ゲノム編集技術として多様な編集手法

や配列デザイン性を有する技術群を提供して選択肢を広げることが必要である。 

実施概要（解決する手法）  計算科学的手法を用いて、タンパク質配列データベース（Pfam）を基

にした検索、あるいはメタゲノムからタンパク質一次配列への変換（ORF 予測シミュレーション）で得

られる配列情報と BLAST 検索を組み合わせて、繰り返し配列から構成される DNA 結合性タンパク質モ

チーフ候補を見出す。得られた候補について他のタンパク質データベースを参照して機能予測を行う。

候補タンパク質モチーフの DNA結合親和性、結合特異性を実験的に検証する。リピート構造のモジュー

ル性を利用し、所望の標的 DNA配列に結合する人工タンパク質を構築するとともに、ゲノム編集酵素と

しての実用性を検証する。 

中間目標  ①リピート性 DNA結合タンパク質のモジュール性の実証。リピート性モジュールで既存の

TALEと比較して分子量が 75%以下のタンパク質を見出す。②標的配列への DNA結合親和性で 1 (μM)以

下のモジュールを見出す。既存のタンパク質性のゲノム編集技術との性能比較を行う。 

 

最終目標  モデル実験系（動物培養細胞）での新規 DNA切断技術を確立する（反応効率 10%）。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  既存技術における問題点である分子量、融合タンパク

質構築における適用性においてより優れた技術シーズとなる。ヌクレアーゼのみでなくリコンビナー

ゼなど他のゲノム編集技術にも適用可能なため汎用的な DNA 結合ドメインが得られる。個別開発課題

(10)「知財戦略」のサポートを得て、特許性の優れた技術開発を推進して積極的に知財化する。 

 

(1)中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

タンパク質ドメインの配列がファミリーに分類されているデータベース Pfam から 3 回以上で繰り返し

配列が出現する 20-40アミノ酸の長さの配列を抽出し、それらを一次候補集団とした（各アミノ酸長で

抽出された配列の総計が約 720,000配列）。一次候補集団からの絞込みについて 2種類の方法を適用し

た。一つめの方法では、候補配列は属するファミリーに分類されていることから、各ファミリーで 100

以上の配列を含むものについてマルチプルアラインメントをとり、代表配列の抽出を行った。また、

核酸結合性能に関連するキーワードで機能分類を行い、標的配列候補を抽出した。二つめの方法では、

機械学習を配列抽出に適用した。機械学習では Pfam に収蔵されている配列情報について DNA 結合に関

連する配列群とそれ以外の配列群に分類し、配列の特徴からサポートベクターマシン（SVM）を作成し

た。ディープラーニングにおいてもディープニューラルネットワーク（DNN）を作成した。SVM におけ

る高いスコアと配列類似性の低さを基準に一次候補集団のフィルタリングを行い、繰り返し単位が 25-

30アミノ酸の配列について SVMスコアが高く、かつ類似性の低い候補を抽出し、絞込みを行い、5個に

絞込まれた。本成果は、既知の DNA結合モチーフとの類似性の低い配列候補を抽出し、かつ分子量につ

いてもより短い配列を対象とすることで低分子化が可能であるため、新規 DNA結合モチーフとして特許

を取得し、ゲノム編集技術における標的配列の認識という部分の既存の特許をクリアできる技術につ

ながると考えられる。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018 年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も

達成できると考えている。当初の想定と比較して多数の候補配列があることが判明したが、機械学習

に留まらずディープラーニング技術を活用することで比較的少数への絞込みに成功しており、目標達

成に障壁となる段階はクリアしたと考えられる。 
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A03b「進化工学と計算科学的手法を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発」 

（神戸大・西田敬二） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  既存の技術よりも優れた特性のある、知財性を有する新たな

ゲノム編集技術を開発し、産業応用化する。具体的には新規ガイド核酸性ゲノム編集モジュール

の開発を行い、その有用性を実証する。 

技術的な重要性  ガイド核酸性の DNA 配列認識機構はデザインしやすさから優位性がある。既

存の CRISPR は PAM 配列の制約や、サイズの大きさが課題であるため、これらの点においてより

優れたモジュールを開発する必要がある。 

実施概要（解決する手法）  自然界に存在するガイド核酸依存的に DNA に結合する分子機構の

中から優れた特性のあるものを候補とし、ゲノム編集技術としての利用可能性を実験的に検証し

つつ必要に応じて改変を加える。 

中間目標  新規モジュール候補の配列選択的な DNA結合性を実証する。 

 

最終目標  ゲノム編集効率としてオリジナルの 10倍ないし編集効率 1%以上 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  2016 年に設立したベンチャー企業、バイオパレッ

ト株式会社、を主に介して事業化を進める。 

 

 (1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

新規モジュール候補として分子量が従来の SpCas9よりも小さく、配列デザインの制約が小さいと予想

される分子を採用した。まずその機能性を評価するため、ガイド RNAおよび標的 DNAとの結合性を試

験管内について試験し、新たなゲノム編集モジュールとしての基本機能を確認できた。さらに、より

生理的な条件での動作と、遺伝子発現への作用を検証した。今後は細胞内での活性を検証するととも

に、エフェクター酵素活性を付与することによる DNA配列編集を実証する段階に進む。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

中間目標値はほぼ達成できており、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も達成できると考え

ている。 
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A03c「核酸化学的手法を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発」（産総研・加藤義雄） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  核酸塩基をタンパク質のポリペプチド鎖に直接導入する手法によ

り、核酸塩基を持つタンパク質を作り出し、新規のゲノム編集モジュールを構築する。 

技術的な重要性  ゲノム編集酵素には、DNA 認識ドメインと DNA 改変ドメインの融合分子が必要

であり、細胞への送達や酵素分子の改変や構築を考慮すると、できるだけ小さな融合分子の方が望ま

しいと考えられる。 

実施概要（解決する手法）  核酸塩基を側鎖として有する人工アミノ酸を取り込ませる独自の手法

により、極めて小さな認識ドメインを持つ融合分子を創製する。 

中間目標  4種類の核酸塩基（T,A,C,G）を持つアミノ酸を化学合成し、タンパク質配列上の任意の

箇所への導入効率を検証する。 

最終目標  核酸塩基を含むタンパク質を用いた新規のゲノム編集モジュール（CRISPRの半分以下の

分子量）を構築し、in vitro 及び in vivoでの適用を試みる。 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  プロジェクト開始前に出願した特許について、技術移

転を通して実用化を目指す。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

新規ゲノム編集モジュールを創製する上では、酵素タンパク質と共有結合等の強固な結合により DNA

認識ドメインが連結している必要があり、その最小構成要素として、酵素タンパク質と同一のポリペ

プチド鎖上に、DNA と塩基対を形成しうる核酸塩基を提示する手法を考案している。本年度までにお

いて、チミン塩基、アデニン塩基及びシトシン塩基を有する人工アミノ酸を合成し、タンパク質ポリ

ペプチド鎖の目的位置へと導入する手法を検証した。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗している。申請時点での当

初計画では、植物での検証についてプロジェクト内助成事業との連携を考えていたが、ゲノム編集基

盤技術の汎用性を考慮し、培養細胞での検証を見据えて研究開発を進めている。  
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A03d「人工核酸および核酸触媒を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発」（産総研・宮岸

真） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  人工核酸を利用した新たな核酸性ゲノム編集モジュール（配

列認識、および核酸触媒）の開発を行い、新たなゲノム編集技術のための基盤技術とする。 

技術的な重要性  核酸を利用したゲノム編集法はまだ、世界的に発展途上であり、開発の余地

がかなりある。今回開発するゲノム編集モジュールを利用することで、既存のゲノム編集法と組

み合わせも含め、様々な応用技術の開発が期待できる。 

実施概要（解決する手法）  開発ステップとしては①二本鎖 DNA を認識および解離する配列認

識モジュールと、②DNA を切断する核酸触媒モジュールを別個に開発しつつ、最終的に一つのシ

ステムとして高い機能性が発揮される仕組みを意識した設計とする。また修飾塩基や人工核酸に

ついて合成や設計の自由度が実用的なレベルになるように行い、in vitro から in vivo への移行を前

提として、連携課題として細胞内への導入および評価する実験系も構築して試験する。 

中間目標  ①配列認識モジュールの開発：トリプレット構造により二本鎖 DNAを認識して解離させ

ることができる人工核酸 PNA および LNA等の修飾核酸をベースに、より実用的であり、かつ核酸触媒

モジュールとの融合形態が可能な設計を行い、試験管内での機能性を試験し、候補となるデザインを

獲得する。核酸認識モジュールを細胞内に導入し、核酸モジュールが実際にゲノムを認識・解離して

いることを検証する。②核酸触媒モジュールの開発：核酸触媒として RNA/DNAをベースに修飾塩基な

いし補因子を利用して、細胞内と同様の生理的条件下で一本鎖 DNA切断能のある配列をスクリーニン

グによって獲得する。さらに修飾を施すことにより、細胞内で安定な核酸触媒モジュールに最適化す

る。２倍以上の活性を持ち、10倍以上の細胞内安定性を有する核酸触媒モジュールを取得する。 

 

最終目標  核酸認識モジュールと核酸触媒モジュールとの機能融合を評価細胞で検討し、有効なモ

ジュール複合体形態を得る。さらに標的となる実用植物種への導入とゲノム編集能を評価し、最適化

を図って実用化を進める。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  各モジュール技術に関して知財を取得し、ベンチャー

企業等へのライセンスにより、事業化を進める。ゲノム編集を促進する配列認識核酸モジュール、

DNA/RNA を切断する核酸触媒モジュールとして、各モジュールごとでの導出も進めて行きたい。 

 

 (1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

人工核酸および核酸触媒を利用した新規核酸性ゲノム編集モジュールの開発 

研究開発項目(2-d)では、核酸認識モジュール、核酸触媒モジュール、それぞれに対する実験系の構築

及び検証実験を行うことを目的としている。核酸認識モジュールの評価系として、ゲノム編集効率の

高感度測定のための細胞株の構築を行った。この評価系では、ドナーDNAの相同組換え効率を測定する

ことにより、核酸認識モジュールの動作効率を細胞レベルで調べることができる。核酸触媒モジュー

ルに関しては、in vitroでの触媒活性を検証した核酸触媒を基に、ランダム化ライブラリーを構築

し、スクリーニング系の検証を行った。スクリーニング効率の最適化後、反応性官能基を有する修飾

核酸を用いたライブラリーを構築し、効率の高い核酸触媒の取得を行う。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

配列認識モジュールに関しては、有効な配列認識モジュールのデザインを可能にするシステムの構築

を既に行い、現在、動物細胞での動作の確認を残すのみである。動作を示唆する類似研究の報告があ

るので、ゲノム編集効率の促進効果が得られる可能性は十分にあると考えている。核酸触媒モジュー

ルに関しては、現在、スクリーニングにより、高活性な核酸触媒モジュールの取得に取り組んでお

り、得られる公算はあると考えている。  
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A04「進化工学的および分子動力学的手法による新規ゲノム編集システムの創出」 

（徳島大学・刑部敬史、明治大学・矢野健太郎、理化学研究所・岡田康志、近畿大学・宮下尚之） 

 

プロジェクトにおける位置 ゲノム中の任意の DNA配列を認識して操作改変するための国内に知財を

有する、新たな標的認識モジュールからなるゲノム編集技術を開発する。さらに新規のゲノム編集技

術を産業応用化し、我が国のバイオ産業競争力の強化へ結びつける。 

 

技術的な重要性 微生物由来のゲノムからゲノム編集システムに利用できる新規機能ドメインを解析し、さらに

は見出したドメインを基にアミノ酸置換やドメイン置換などの進化工学的手法およびタンパク質構造学的な分子

動力学的解析をあわせて行い、従来には存在しない高活性型新規ヌクレアーゼシステムを創出すること、さら

に、植物細胞を利用したスクリーニングおよび評価を行って、最終的に植物における高活性型新規ゲノム編集

ツール基盤を構築する。 

 

実施概要（解決する手法） ① 微生物ゲノムからから探索した未同定の新規ゲノム編集ツール候補の

機能を明らかにし、植物細胞における変異導入を実証する。また新規ゲノム編集ツールを構成するタ

ンパク質のアミノ酸置換やドメイン置換などの進化工学的手法によりゲノム編集ツールの機能性を高

める。② 微生物由来のゲノムからゲノム編集システムに利用できる新規機能ドメインを解析し、広範

な知財権獲得の基盤を作る。③ 新規ゲノム編集ツールのタンパク質結晶構造学的および分子動力学的

解析を行い、タンパク質因子の改変を行い、高活性型新規ゲノム編集ツール基盤を構築する。 

 

中間目標 ① 未同定の新規ゲノム編集ツール候補を解析し、ゲノム編集ツールとして利用可能なこと

を実証する（植物細胞/個体での変異導入効率 10-20%）。② 新規ファミリーの探索。新規取得ゲノム

データからの DNA切断に関わる新規ドメインを探索する。 ③新規ゲノム編集ツールのタンパク質精

製、結晶構造解析を行う。また新規ゲノム編集ツールを構成するタンパク質の構造モデリングと分子

動力学的解析を実施する。 
 

最終目標 ① 植物細胞/個体を用いた変異導入における高活性型ヌクレーゼシステムの構築（個体レ

ベルにおける変異導入効率 70 - 100%）② 微生物由来のゲノムからゲノム編集システムに利用できる

新規機能ドメインを解析し、広範な知財権獲得の基盤を作る。③ タンパク質結晶構造学的および分子

動力学的解析をあわせて行い、従来には存在しない高活性型新規ゲノム編集ツール基盤を構築する。 
 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み 新規ゲノム編集システムとして知財を取得し、既存企業

（ベンチャー企業を含む）へのライセンスアウトにより、事業化を進める。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

① 進化工学的手法による新規ゲノム編集ツールの開発: 従来技術 ZFN、TALEN、および CRISPR/Cas9と

は異なる特徴を有する新規ゲノム編集システムを用いて、植物ゲノム上の標的遺伝子改変を検討し

た。その結果、新規ゲノム編集システムを用いることにより、植物ゲノム上の標的配列上において体

細胞変異を導入できることが明らかとなった（中間目標達成）。 

② in silico 解析による新規ゲノム編集機能ドメインの探索：H28年度に構築した新規ゲノム編集シ

ステムの検索システムを用いて、メタゲノム DNA配列データベースより、新たにゲノム編集ツールと

して新規に利用可能と考えられる候補遺伝子群を複数見い出した（中間目標達成）。 

48



 

③ 構造学的・分子動力学的解析による新規ヌクレアーゼシステムの改変技術確：H28年度に見出した

新規ゲノム編集ツールについて、タンパク質精製および結晶構造解析に着手した。また、分子動力学

的解析を実施するために、新規ゲノム編集ツールについてタンパク質モデリングを検討した（中間目

標達成;見込みを含む）。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

計画通りに進捗しており、中間目標値はほぼ達成できている。このことから最終目標も達成できる

と考えている。 
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2.1.1.2 「B. ゲノム改変技術の開発」 

B01、B02、B03 「多様なゲノム改変技術の開発」（神戸大学・西田敬二） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  既存の技術では対応できない、より高度で多様なニーズに対応で

きるゲノム改変技術群の確立、および実用植物への適用を行って産業応用を実現する。具体的には高

効率育種を実現する標的バリエーション変異ライブラリ技術の構築、植物での物質生産性を高める新

規ノックイン技術、多彩な生物材料を対象にできる多コピー改変技術、の開発を行う。 

技術的な重要性  ①ゲノムの特定領域にバリエーションを生み出す世界で初めての植物変異導入法

が確立できれば超高効率植物育種が実現できる（B01）。②高等植物での高効率ノックイン技術は物質

生産等において必須の技術であり、これまで適用が困難であった様々な有用植物での実現が求められ

ている（B02）。③葉緑体やミトコンドリアは物質生産の場としてあるいは雄性不稔に関わるため植物

育種上重要なターゲットであるが、幅広く適用できる有効な技術はまだ確立できておらず、特にその

多コピーオルガネラゲノムの純化が重要な課題である（B03）。 

実施概要（解決する手法）   

①微生物で実証された技術を植物に適用し、育種技術として確立する。②植物培養細胞への直接形質

転換法を確立し、概念実証を行いながら実用化に必要な改変を施す。③選抜マーカー、導入手法、ゲ

ノム編集技術等の要素技術を開発しながら組み合わせて実用的な技術として完成させる。 

中間目標  高効率育種を実現する標的バリエーション変異ライブラリ技術（Target-G）の構築に

よって 500塩基長変異導入 1%、植物での物質生産性を高める新規ノックイン技術として効率 0.5%、多

彩な生物材料を対象にできる多コピー改変技術として多コピー細胞 1%を目標とする。 

 

最終目標  ①Target-G によってモデル植物において標的遺伝子変異ライブラリ（500 塩基長変異率

5%以上）を構築する。実用植物において標的遺伝子に変異導入を実現して、高機能品生産への有用性

を実証する。②モデル植物において安定的なノックイン（従来の 10 倍以上、効率として数％）を確立

し、実用植物においてノックインを実現し、高機能品生産に適用する。③オルガネラホモ化装置を確

立して提供する(5%以上)。高倍数性実用植物のホモ化を実現する。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  2016年に設立したベンチャー企業、バイオパレット株

式会社、を主に介して事業化を進める。 

  

50



 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

① 植物でのゲノム特定領域バリエーション化 

ゲノムの配列を人為的に操作する技術として、様々なバリエーションを導入するようなことはこれま

で直接的には実現できなかった。我々は Target-G技術によって、任意のゲノム特定領域のバリエー

ション化に成功した。本プロジェクトではこの技術の植物細胞での適用可能性を検証すべく植物培養

細胞を用いて植物に最適化した Target-G発現コンストラクトを導入した。その結果、標的としたゲノ

ム領域周辺に様々な変異導入が確認された。これにより植物育種を超高効率化できるオンリーワンの

技術である特定遺伝子進化加速が実証でき、効率としても中間目標とする５００塩基長１％を達成し

ている見込みである。形質転換植物の作成を進めている。 

 

② 高等植物での高効率ノックイン技術 

遺伝子挿入は物質生産等において必須の技術である一方、特に高等植物においては効率が非常に低

く、多くの種では実質的にほぼ不可能であった。これに対して本プロジェクトでは植物細胞への導入

手法の開発とともにゲノムへの新奇なノックイン機構を採用することで解決を図る。植物細胞は DNA

等の分子の細胞内へのデリバリーが困難である。これまでは細胞壁を消化酵素によって除去したプロ

トプラストが用いられたが、その場合はその後の再分化効率が悪く、かつ適用できる種が限られるな

ど、実用性の面で問題があった。近年では電気穿孔法において複雑なパルスを操作するパラメーター

設定が可能になってきたこと、またリポソーム技術についても改良が進んでいることから、前処理が

容易でありかつ再分化可能な状態の植物細胞に直接導入する可能性を検討することとした。植物培養

細胞を用いて、GFP発現ベクターを導入すべく様々な条件を検討した結果、細胞壁を保持した状態での

植物細胞に高効率に直接導入できる条件を見出すことができた。これによって遺伝子導入効率が飛躍

的に高まり、中間目標としての 0.5％のノックイン効率も十分に実現可能となるとともに、さらには新

しいゲノム編集技術を迅速に評価する基盤としても活用できるものと期待される。 

 

③ 多コピーゲノム改変 

植物は種によってゲノム倍数性が高いものがあり、また一般に葉緑体やミトコンドリアといったオル

ガネラは多コピーのゲノムを有している。このため、遺伝的表現型の強化と安定性を得るには、すべ

ての遺伝子コピーが均一に改変されることが望ましいが、そのような技術はまだ確立されていない。

オルガネラゲノム改変においては、細胞内への送達からさらに二重膜を経てオルガネラ内に至る必要

があることがあるが、それに加えて、多コピーゲノム内で純化させるには、①導入オルガネラのみ生

存させる選抜マーカー、②非改変ゲノムの積極的排除が必要と考えられる。そのような中で、特定の

実験条件下で、葉緑体内において蛍光タンパク質の発現を確認することができた。また導入遺伝子を

保持したままの植物体も再生することができた。中間目標として多コピー改変技術として多コピー細

胞 1%については、モデルとしている大腸菌において多コピー遺伝子であるトランスポゾン遺伝子を点

変異ゲノム編集によって標的とすることで達成されており、これらの知見を併せて植物オルガネラへ

のゲノム編集技術の導入によって多コピーゲノムの純化手法の確立を達成できるものと考えている。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も

達成できると考えている。 
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B04 「精密なゲノム設計技術の開発」（医科歯科大学・野村渉） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  標的配列に高い特異性と精密性で機能する DNA組み換え酵素（リコ

ンビナーゼ）を利用したゲノム編集技術として植物細胞での実証試験も含めて、TALEN、CRISPR とは異

なる特長をもつ技術を開発する。DNA 結合モジュールは可変であるためプロジェクト内で実用化する

DNA 結合モジュールとの組み合わせで新規性を有する技術を開発する。 

技術的な重要性  組み換え反応に特有の巨大な遺伝子クラスターのゲノムへの組込みや広範囲にわ

たるゲノムの欠損などを生かすことでヌクレアーゼ型のゲノム編集技術とは一線を画す技術である。

また細胞の修復系を利用しないことから最終的な反応後のゲノム配列を理論的に設計可能であり、精

密な組み換え技術となる。 

実施概要（解決する手法）  動物培養細胞の系で開発を進めている ZFRを利用し、①酵母を利用した

高活性型酵素ドメインのスクリーニングと植物培養細胞への適用によって実用化に適した改良を施し、

さらに②新規 DNA結合モジュールと組み合わせた組換え酵素を開発することでより強力な技術体系を構

築し、知的財産化する。 

中間目標  ZFR について酵母での反応効率で 20%を達成する。植物培養細胞では 5%以上の反応効率を

達成する。他の DNA結合モジュールに移植可能な高活性酵素ドメインを 2種以上得る。 

 

最終目標  ZFR による植物培養細胞を利用した植物ゲノム組み換え反応で 20%以上の反応効率を達成

する。新規dPPRリコンビナーゼを利用した組み換え反応において、大腸菌／酵母を用いた実験系で10%

以上の反応効率を得る。プロジェクト内で標的となる実用植物でのリコンビナーゼ技術の有用性の実

証。dPPRリコンビナーゼについて実用植物での実証。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  既存技術における問題点である線状 DNAに最適化されて

いない組み換え酵素ドメインではなく、スクリーニングによって線状 DNAに対して高い反応性を有する

酵素ドメインが得られるため、より優れた技術シーズとなる。個別開発課題「E.知財戦略」のサポー

トを得ることで、特許性の優れた技術開発を推進して積極的に知財化、実用化に取り組む。 

 

 (1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

①酵母を利用した高活性型酵素ドメインのスクリーニング：リコンビナーゼは環状 DNAに対する活性に

比較して線状 DNAに対しては同じ標的配列に対しても活性が大きく低下することが課題であった。ゲノ

ム編集技術としてより活性の高いリコンビナーゼを開発するために必要なスクリーニング系の開発に

着手した。セレクションに用いる酵母は標的配列毎に作成する必要があるため、目的の酵母を効率よ

く取得するために薬剤で選抜できる系とした。DNA 結合ドメインにジンクフィンガーをもつリコンビ

ナーゼ ZFR の酵母用発現ベクターを構築し、ガラクトースで発現誘導／制御できる系とした。ZFR を発

現ベクターに搭載して組み換え活性の評価を行った。ZFR の発現誘導は HA タグを利用してウェスタン

ブロット法で確認し、ガラクトース濃度の最適化を行った。ZFR 発現ベクターを酵母にトランスフォー

ムし、得られたコロニーについて PCRで組み換え反応の検出を行った。その結果、すべてのコロニーで

100%ゲノムが組み換えられた酵母が得られていた。また、酵母ゲノムを抽出してシークエンス解析を

行ったところ予想された組み換え反応が起こり、正確に配列が生成されていることが確認された。最

大で 20%程度の効率で組み換え反応が起こることも確認された（中間目標の達成）。植物培養細胞にお

ける組み換え反応の評価についてはナズナゲノムから候補となる標的配列を探索してきた。2018 年度

中に類似性の高い配列から評価を実施する。上記の酵母での活性検出法を利用して組み換え反応を評

価し、活性の高い配列から植物細胞での評価を実施する。 

本成果は、リコンビナーゼの分子進化による高活性化のみだけでなく、定量的な評価系としても利用

でき、広汎な標的配列に対して活性の高い酵素ドメインを取得する方法論の確立として価値が高い。

また、薬剤選抜によって組み換え反応が起こった酵母が 100%得られるため、組み換え反応の検出系と

しても優れている。 

②新規 DNA結合モジュールと組み合わせた組換え酵素の開発：上記の酵母ゲノムにおける組み換え活性

の評価系が新規組み換え酵素の活性評価にも適用できるため、新規 DNA結合ドメインを利用したリコン

ビナーゼ遺伝子構築、発現ベクターへの搭載を行うとともに、標的配列を有する酵母の構築も行った。
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構築手法は①で示したとおりである。①で構築した酵母での評価系を利用することで組み換え活性の

有無の判定を迅速に行え、必要に応じて活性向上のための分子進化実験が行える。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018 年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も

達成できると考えている。特に申請時点での酵母を用いた評価系に工夫を加え、より優れた評価系を

構築できたことで分子進化による高活性化、新規組み換え酵素の評価、最適化を効率的に行えるよう

になった。そのため最終目標の達成も十分に見通せる成果を挙げていると考えられる。 
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B05 「DNA切断ドメインの改良、および１塩基置換基盤技術の開発」（広島大学・山本卓） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  代表的な DNA 切断エフェクタードメインである FokI をベースに、

配列特異性、高切断活性を付与するようなアミノ酸置換を半理論的に導入し、動物培養細胞で機能評

価を行う。さらに改良を進めるとともに、一塩基置換技術を植物細胞のモデル実験系で確立する。最

終目標として、実用植物への適用を行う。 

技術的な重要性  ZF や TALE をはじめ、Cas9 に至るまで、DNA 結合ドメインの開発は進んでいる

ものの、DNA 切断ドメインについては FokI 以外のツールがほとんど開発されていない。FokI よりも

高い機能性を有する新規ヌクレアーゼドメイン（ND）は、FokI に代わるスタンダードな技術となり得

る。 

実施概要（解決する手法）  動物培養細胞で確立した基盤技術（新規 ND）を植物細胞へ適用すると

ともに、実用化に適した改良を施す応用的利用例を拡大し、その有用性を示す。 

中間目標  ①FokIと DNA切断特性の異なる新規の DNA切断ドメイン 1種以上を獲得；②培養細胞で

の正常動作率（10%）。 

 

最終目標  植物モデル実験系（培養細胞）での新規 ND技術の確立。①培養細胞での正常動作率

（30%）；②モデル植物での一塩基特異的切断制御（既存技術の５倍以上の効率） 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  広島大が知財を有する Platinum TALEN のベンチャー設

立の構想があり、当該ベンチャーにて新規 NDを含むゲノム編集ツールの事業化に取り組む予定であ

る。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

ゲノム編集における DNA 切断エフェクタードメインについては、FokI 以外のツールがほとんど開発さ

れていない。そこで本研究開発項目では、FokI よりも高い機能性を有する新規ヌクレアーゼドメイン

（ND）の開発を進める。FokI とは異なる種に由来する 4 種の新規 ND（ND1～ND4）について機能性

検証を実施したところ、ND1 および ND2 において、切断活性や標的配列の選択性の面で FokI を上回る

特性を有することが明らかとなった。また、ヘテロダイマー化やキメラ化などの検証を通じて、これ

らの新規 ND が有する更なる優位性も示唆されている。これらの特徴から、本研究で見出された新規

ND は、FokI に代わるスタンダードな技術となり得るものと期待される。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

既に中間目標値を達成しており、計画通りに進捗しているため、最終目標も達成できると思われる。

なお申請時点での当初計画では、一塩基置換技術への展開を見据えていたが、確立した新規 ND技術

が、高い切断活性や高い柔軟性を有し、また温度特性の違いもみられていることから、これらの性質

を活用した植物ゲノム編集技術の確立を進める予定である。 
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B06 「オルガネラゲノムの編集技術の開発」（理研・吉積毅） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  植物を宿主とした物質生産を考えた場合、オルガネラ（葉緑体と

ミトコンドリア）ゲノムを編集（もしくは、組換え）することは多くの利点がある。本項目では、申

請者らが開発したオルガネラ局在型融合ペプチドを利用することで、葉緑体(Cp)のみならず、ミトコ

ンドリア(Mt)ゲノムを自在に編集する技術の開発を行い、両オルガネラの特性を生かした実用植物で

の高機能品生産に繋げる。 

技術的な重要性  既存の遺伝子導入法は汎用性が乏しく、また、高等生物では未だ Mt ゲノムを編集

することには成功していない。標的とするオルガネラゲノムのみを編集できる選択性の高い技術を開

発し、目標とする高機能品生産に資する基盤技術を整備する必要がある。 

実施概要（解決する手法）  融合ペプチドを利用することで、シロイヌナズナでは両オルガネラゲ

ノムの一過的な編集に成功している。他の植物種にもこの技術が適用可能か明らかにすると共に、安

定的なオルガネラゲノム編集植物体の作出に必要な技術を開発する。具体的には、(1)複数のモデル植

物種での一過的ゲノム編集の検証、(2)Mt ゲノム編集に必要な相同配列長の決定、(3)安定的なオルガ

ネラゲノム編集植物体の作出を中心に行う。 

 

中間目標  複数のモデル植物を用いて、Cp および Mt ゲノムを一過的かつ選択的に編集する技術の

確立と、モデル植物であるタバコを用いた Cp および Mt ゲノム編集植物体の作出。 

 

最終目標  本技術によるオルガネラゲノム編集が一過的に確認できた実用植物での安定的なオルガ

ネラゲノム（Cp もしくは Mt）編集植物体の作出、さらに、ゲノム編集植物体による高機能品生産向

上性の検証。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  個別開発課題「E.知財戦略」のサポートを得ること

で、特許性の優れた技術開発を推進して積極的に知財化、実用化に取り組む。 

 

 (1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

核酸運搬ペプチドを利用して、①選択的オルガネラゲノム編集技術の確立、②安定的オルガネラゲノ

ム編集実用植物の確立、を行うことを目的としている。これまでに項目①では、モデル植物であるシ

ロイヌナズナ、タバコ、そしてイネの葉緑体におけるゲノム編集（knock-in）を一過的な解析系で確

認した。さらにこれら植物のミトコンドリアゲノム編集に必要な最小相同配列長を同定した。項目②

ではタバコ葉緑体ゲノム編集を行い、編集が遺伝した次世代の安定的編集個体を得た。加えて、タバ

コミトコンドリアゲノム編集では、編集したカルスからの植物体再生を行っている。なお、この個体

における編集されたゲノムは PCRで確認した。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度内に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗していることから最終目標

も達成できると考えている。申請時点での当初計画では、プロジェクト内助成事業との連携を考えて

いたが、現在のところ実用植物での高機能品生産に関する計画はない。そのため、実用遺伝子として

細胞質雄性不稔遺伝子をタバコ Mtゲノムへ導入する研究を開始した。 
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B07 「RNA結合型 PPRによるゲノム機能編集技術の開発」（九州大学・中村崇裕） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  ゲノム編集技術の発展型として、世界初の汎用的な RNA 編集

を可能にする RNA 結合型 PPR（rPPR）の開発、および実用植物への適用を行う。特に生存に必須

な代謝系遺伝子の機能制御などに有用な技術を確立する。 

技術的な重要性  DNA を操作するゲノム編集と同程度の汎用的な RNA 操作技術は未だ確立し

ていない。rPPR を利用した RNA 編集技術は世界のスタンダードになる可能性を秘めている。応

用的利用例を拡大し、その有用性を示す必要がある。 

実施概要（解決する手法）  現在、動物培養細胞の系で開発を進めている rPPR を利用した①翻

訳活性化技術、②スプライシング制御技術、の植物での有用性を示しつつ、実用化に適した改良

を施す。 

中間目標  ①植物モデル実験系での翻訳効率を 2倍に向上、植物個体での検証；②植物モデル実験

系でのスプライシング制御 5%。 

 

最終目標  植物モデル実験系（培養細胞）での rPPR技術の確立（①翻訳効率を 10倍に向上；② ス

プライシング制御 20%）、および実用植物での rPPR技術の有用性の実証。  

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  PPR技術の産業化を目的に 2015年に設立したベン

チャー企業、エディットフォース株式会社、を介して、事業化を進める。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

① 翻訳制御技術：植物でゲノム編集ツールをコードした DNAを導入する効率は、動物等と比べて著し

く低い（動物培養細胞、80%以上；植物培養細胞 10%以下）。そこで、翻訳活性化技術の開発と並行し

て、本プロジェクトで開発するゲノム編集ツール等の評価および改良を高速かつ多検体で定量的に実

施できる植物培養細胞を利用した評価系の構築をシロイヌナズナ T87細胞を用いて行った。合わせ

て、動物培養細胞での発現、大腸菌での組み換えタンパク質発現、植物形質転換等のベクター構築を

統合的に行えるベクター構築システム、および植物用高感度レポータ遺伝子を整備した。本成果は、

開発したゲノム編集等ツールの迅速かつ定量的な評価や改良に利用できる。 

 植物における翻訳活性化技術の開発のため、植物で翻訳活性化に機能すると想定されるタンパク質

ドメイン十数種を RNA結合型 PPRの C末端側に融合したツールを作成した。PPRタンパク質の標的配列

を搭載したレポータ遺伝子とともに、上記の植物培養細胞実験系で検証したところ、2〜5倍のレポー

タ活性、すなわちタンパク質合成量、の向上を観察できた（中間目標値達成）。本成果は、任意の配

列を標的として、特定の植物内在遺伝子の翻訳（最終遺伝子産物量）を向上させるものであり、植物

での高機能品生産に利用することができる。実用植物個体での実証試験に着手している。 

 

② スプライシング制御技術：上記の翻訳制御技術と同様に、植物でスプライシングに機能すると

想定されるタンパク質ドメイン十数種を RNA結合型 PPR（rPPR）に融合したツールを作成した。当初計

画では、レポータ遺伝子を構築する予定であったが、実用植物の標的遺伝子への適用を先に進めるこ

ととした。現在、標的 mRNA に対応する rPPRの構築、生化学的な評価に着手している。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

2018年度中に中間目標値は達成できる見通しであり、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も

達成できると考えている。申請時点での当初計画では、プロジェクト内助成事業との連携を考えてい

たが、RNA制御のニーズが乏しく、実用植物での独自の Proof-of-Concept（概念実証）の獲得を進め

ている。 
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2.1.1.3 「C. 導入技術の開発」 

C01 「高効率かつ低毒性のゲノム編集モジュール導入技術の開発」（産総研・加藤義雄） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  ゲノム編集を植物で実施するためには、細胞壁を乗り越えて

核内まで酵素分子を送達する必要がある。タンパク質分子の物理化学的な性質をアミノ酸配列上

で制御し、植物細胞の処理条件の最適化を行った上で、タンパク質導入方法の最適化を行う。 

技術的な重要性  動物細胞においては、遺伝子発現ベクターと比較してタンパク質を導入した

場合に、オフターゲット等の副作用が少ないことを明らかにしてきた。しかし植物細胞の核内へ

タンパク質を導入する手法が確立されていない。 

実施概要（解決する手法）  動物培養細胞の系で開発を進めてきたタンパク質の直接導入法と

物理的な導入法の植物での有用性を示しつつ、実用化に適した改良を施す。 

中間目標  植物培養細胞において従来型のゲノム改変が 10%以上生じる条件を探索する。 

 

最終目標  発現ベクターを用いること無く、植物個体においてゲノム編集効率が 10%に達する条件を

見出す。 

 

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  細胞壁を持つ植物において効率的にタンパク質を導入

する手法について特許出願を進め、技術移転を通して実用化を目指す。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

ゲノム編集を植物で実施するためには、細胞壁を乗り越えて核内まで酵素分子を送達する必要が

ある。タンパク質分子の物理化学的な性質をアミノ酸配列上で制御し、植物細胞の処理条件の最

適化を行った上で、タンパク質導入方法の最適化を行う。動物細胞においては、遺伝子発現ベク

ターと比較してタンパク質を導入した場合に、オフターゲット等の副作用が少ないことを明らか

にしてきたが、植物細胞の核内へタンパク質を導入する手法が確立されていない。そこで、動物

培養細胞の系で開発を進めてきたタンパク質の直接導入法と物理的な導入法の植物での有用性を

示す。これまでの研究により、物理的な手法を用いることによって、植物細胞内への生体分子の

導入に成功した。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

中間目標値はすでに達成しており、概ね計画通りに進捗しているため、最終目標も達成できると考え

ている。国産のゲノム編集モジュールの開発状況に応じて、本課題との連携を進めていく。  
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2.1.1.4 「D. インフォマティクスによる支援」 

D01 「インフォマティクスコアの開発」（東大・谷内江望） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  新規の国産ゲノム編集モジュールの開発のために、大規模なゲノム、メタ

ゲノムリソースから高速でゲノム編集モジュール関連遺伝子候補群を高速で抽出するソフトウェアを開発し、

遺伝子候補のリストアップおよび評価実験を行った。 

技術的な重要性  現在実用化されているジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZNF）、TAL エフェクターヌクレ

アーゼ（TALEN）、CRISPR といったゲノム編集ツールは全て生物がコードしている周期的リピート配列に

由来している。例えば、ジンクフィンガーや TAL エフェクターは DNA に二本鎖に結合するための周期的

なアミノ酸リピート配列を有し、各リピートユニット内の一部のアミノ酸配列が特異的なDNA配列との結合様
式を定義している。また、原核生物の CRISPR システムにおける免疫獲得課程においても外来 DNA 由来
の配列が周期的なリピート配列に挟まれる形で経時的にゲノム上に獲得される。ゲノムプロジェクト以降現

在までに、リピート配列を評価するソフトウェアは多数開発されたが、汎用的に配列周期性を高速に評価す

るソフトウェアは開発されていない。この点に注目し、k-mer 評価によって周期的リピート配列を高速かつ教
師なしで大規模ゲノムリソースから抽出するソフトウェア SPADE（Search for Patterned DNA Elements）を開
発し、ゲノム編集モジュール候補遺伝子群を得て、それらのゲノム編集モジュールとしての性能を評価する

計画とした。 

実施概要（解決する手法）  周期的リピート配列を高速に捕捉するアルゴリズム SPADE を開発した。これ
らが既存のゲノム編集関連配列やその他の既知のタンパク質リピート配列を補足できるか検証した。またこ

れをソフトウェアとしてパッケージ化し、新規ゲノム編集モジュール候補遺伝子群を得た。今後、これらの

DNA結合性、DNA結合様式を評価する予定である。 

中間目標  ①周期的リピート配列を高速に捕捉するアルゴリズムの開発（達成）。②アルゴリズムの評価（達

成）。③ソフトウェアのパッケージ化（達成）。④NCBI から取得可能な原核生物ゲノムを SPADE で解析し、タン
パク質性の新規国産ゲノム編集モジュール候補遺伝子 20以上のスクリーニング（達成）。 
 
最終目標  国産ゲノム編集モジュール候補遺伝子として、これまでのゲノム編集モジュールよりも優位なものを

1以上得る。  
 
実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  エディットフォース株式会社、バイオパレット社を介して事業化を

進める。 
(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 
 
①周期的リピート配列を高速に捕捉できるアルゴリズムを開発した（達成）。 
 
②周期的リピート配列捕捉アルゴリズム評価のために、NCBI で公開されている原核生物ゲノムおよびヒトゲノム
を解析し、既知の CRISPR領域および TALエフェクター、ジンクフィンガーのアミノ酸リピート配列を高い精度で
捕捉できることを示した。DNA 性の周期的リピート配列として捕捉されたものの中には既知の CRISPR 領域、

tRNA オペロンなどが含まれた。これらの内、既存の CRIPSR 予測ソフトウェアである CRISPRFinder を参考に、
周期 58-81 bp およびスペーサー配列長 25-60 bp となるものを得た結果、これが CRISPRFinder および
CRISPRDetect と同等の精度で既知の CRISPR領域を再捕捉した。TALエフェクターおよびジンクフィンガーに
ついては TPR、ANK、WD40 などと含めて、リピート配列を教師なしで予測する他のソフトウェア XSTREAM お

よび TREKS と比較し、本アルゴリズムが最も高い精度を持つことを示した。また、他のソフトウェアと比較して
SPADEは正確にリピート周期を捕捉した。これをもって、ソフトウェアの精度評価とした（達成）。 
 
③本周期的リピート配列捕捉アルゴリズムをソフトウェア SPADE としてパッケージ化した（達成）。 
 
④SPADE をもちいて NCBI で公開されている全原核生物ゲノムをスクリーニングし、アミノ酸周期配列をもつ遺
伝子を得た。さらに配列クラスタリングによって、ここからアミノ酸周期配列クラスターを得ることで、新規国産ゲノ

ム編集モジュール候補を収集した。 
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⑤得られた新規ゲノム編集モジュール候補の検証パイプライを設計し、検証に着手した。 
 
(2) 最終目標の達成可能性 
2018 年度中に達成すべき中間目標は全て達成され、先行して新規タンパク質性ゲノム編集モジュール 128 候
補の検証実験を実施中であり、極めて順調に研究開発が進んでいる。また CRISPRのようなガイド RNA性のゲ
ノム編集ツールが現在世界的にもちいられているが、これまでに SPADE によって核酸性の周期的リピート配列
（7,006 原核生物ゲノム中に 2.3 万領域）も多く捕捉しており、これらの計算機的な分類と検証実験についても他
の実施課題テーマと連携して進める。 
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2.1.1.5 「E. 知財戦略」 

E01 「各要素技術の知財戦略およびパッケージ化」（知的財産ネットワーク株式会社・秋元浩） 

 

プロジェクトにおける位置づけ  競合他者の特許調査に基づき効果的な知財化を促進する。各機関

知財管理部門と協力して、バックグラウンド IP（BGIP）、フォアグラウンド IP（FGIP）の仮想的な集

約を行い、産業化に即したライセンスアウトまでを含む総合的な知財戦略を策定する。 

技術的な重要性 知財の各要素技術を共有し、その有効利用に向けた運用が可能なプラットフォーム

をプロジェクト内で構築する。これにより、知財戦略に基づく開発された知財のパッケージ化が可能

となる。 

実施概要（解決する手法）  ① 知財合意書に基づく開発基礎となる BGIPの共有と、知財運営委員会

による運用。②ゲノム編集技術に関する先行技術調査による研究や情報提供および開発への反映と

FGIP取得による知財化支援。③知財戦略策定及び推進の支援業務を行う。③ 企業へのライセンスアウ

トを試行する。 

中間目標  個別テーマについて先行技術調査を行い、暫定的な知財戦略を検討し、研究開発内容に

反映させる。継続的に知財支援業務を行う。 

最終目標  知財の仮想的な集約と知財戦略を策定、実効性のある枠組みを構築するための必要要素

の抽出し、ライセンスアウト・インまでを含めた産業に即した総合戦略を策定する。  

実用化・事業化に向けた具体的な取り組み  大学の知財部と連携して、成果の知財化を進め、実用

化・知財化を推進する。 

 

(1) 中間目標の達成度及び研究開発成果の意義 

①知財の集約： プロジェクト開始早期に A02,A04,A06の各研究機関と知財合意書を締結し、各研究

者の BGIPをグループ内で共有できる体制を構築した。これにより、各研究者の知財の内容を共有でき

る体制が可能となった。 

②先行技術調査： Cas9の登場によりゲノム編集関連技術の研究が加速的に拡大する中で、第一次

（H27）、第二次（H28）と先行技術調査を行い、プロジェクトの各研究の立ち位置を継続的に確認し

てきた。一方で各研究成果を早期に知財化する必要性が増していることも確認され、各研究者との面

談をより密にする必要が出てきている。 

③知財化支援： 知財運営委員会とそれに続く出願の支援により、円滑な知財化が可能な体制を構築

した。研究成果は FGIPとして、知財運営委員会の承認を得て NEDOの支援の下に機関からの出願とな

る。IPSNは、知財運営委員会前後の知財内容の確認、承認後の出願の各段階で支援を行ってきた。ま

た、知財運営委員会では知財合意書範囲外への情報開示、共同研究についても審議を行い、知財の有

効活用への道筋の把握も行う。今後、植物等での高機能品生産技術・制御へ繋がる知財の有用活動に

向けて、情報開示、共同研究等の増加が予想されるので、具体的ルールなどの整備の対応を行ってい

る。 

④知財戦略： 研究の各段階で暫定的な知財マップを作成し、それをもとにした知財戦略を立てるこ

とが有効と考えられる。PPR 蛋白質を始めとする各要素技術を組み合わせた知財価値の高いゲノム編集

ツールの開発、その植物への応用に結びつけるために、知財マップの作成をもとにした暫定的な知財

戦略の作成を通じて解決すべき課題の抽出を行った。 

 

(2) 最終目標の達成可能性 

競合他者を含む俯瞰的な知財戦略の策定及びゲノム編集グループ内外への情報共有プラットフォーム

の構築を行うことにより、最終目標の達成は充分に可能であると考えられる。 

  

60



 

添付資料 

●特許論文等リスト 

 

 

【特許】 

番

号 
出願者 出願番号 

国内

外国

PCT 

出願日 状態 名 称 発明者 

１ 
国立大学法

人徳島大学 
（非公開） 国内 

2017 年 8 月

21 日 

出

願 
（非公開） 

刑部敬史他 1

名 

２ 
国立大学法人

東京大学 
62663632 米国 

2018 年 4 月

27 日 

仮

出

願 

Fast and global 

detection of periodic 

sequence repeats in 

large genomic 

resources 

谷内江 望 , 

森 秀人 

（Patent Cooperation Treaty: 特許協力条約） 
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【論文】 

番

号 
発表者 所属 タイトル 

発表誌名、ページ

番号 
査読 発表年月 

1 

Nishida K, Arazoe T, 

Yachie N, Banno S, 

Kakimoto M, Tabata 

M, Mochizuki M, 

Miyabe A, Araki M, 

Hara KY, Shimatani Z 

& Kondo A  

神 戸

大、東

大 

Targeted 

nucleotide 

editing using 

hybrid 

prokaryotic and 

vertebrate 

adaptive immune 

systems. 

Science 353, 

aaf8729 
有 2016/09/16 

2 

山 本 - エ ヴ ァ ン ス 

楠、増山 七海 ＆ 谷

内江 望 (東京大学) 

東大 
バーコードフー

ジョン遺伝学 

医学のあゆみ 

259, No. 8, 

832-838 

無 2016/11/19 

3 八木祐介 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPR 技術を利用し

た新しい DNA／RNA

操作ツールの開発 

実験医学、All 

about ゲノム編

集 

無 2016/12/01 

4 

石黒 宗、森 秀人 & 

谷内江 望 (東京大

学) 

東大 

DNA バーコードに

よる生命科学実験

の限界突破 

実験医学増刊 

35, No.5 
無 2017/03/09 

5 

Zenpei Shimatani, 

Sachiko 

Kashojiya,Mariko 

Takayama, Rie 

Terada, Takayuki 

Arazoe, Hisaki 

Ishii, Hiroshi 

Teramura, Tsuyoshi 

Yamamoto, Hiroki 

Komatsu, Kenji 

Miura, Hiroshi 

Ezura, Keiji 

Nishida, Tohru 

Ariizumi and Akihiko 

Kondo.  

神 戸

大、東

大 

Targeted base 

editing in rice 

and tomato using 

a CRISPR-Cas9 

cytidine 

deaminase fusion 

Nature 

Biotechnology 

35, pages 441–

443 

有 2017/03/27 

6 

Yachie N, Robotic 

Biology Consortium & 

Natsume T 

東大 

Robotic crowd 

biology with 

Maholo LabDroids 

Nature 

Biotechnology 

35, 310-312 

有 2017/04/11 

7 
Ghanegolmohammadia 

F, Yoshida M, Ohnuki 
東大 

Systematic 

analysis of Ca2+ 

Molecular 

Biology of the 
有 2017/05/31 
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S, Sukegawa Y, Okada 

H, Obara K, Kihara 

A, Suzuki K, Kojima 

T, Yachie N, Hirata 

D & Ohya Y 

homoeostasis in 

Saccharomyces 

cerevisiae based 

on chemical-

genetic 

interaction 

profiles 

Cell 28, 3415-

3427 

8 

Jo M（共同筆頭著

者）, Chung AY（共同

筆頭著者）, Yachie N

（共同筆頭著者） , 

Seo M, Jeon H, Nam 

Y, Seo Y, Kim E, 

Zhong Q, Vidal M, 

Park HC, Roth FP & 

Suk K 

東大 

Yeast genetic 

interaction 

screen of human 

genes associated 

with amyotrophic 

lateral 

sclerosis: 

identification of 

MAP2K5 kinase as 

a potential drug 

target 

Genome 

Research 27, 

1487-1500 

有 2017/06/08 

9 田村泰造、中村崇裕 九大 
新規ゲノム編集

ツール 
化学同人 無 2017/07/14 

10 

Mitsunobu H, 

Teramoto J, Nishida 

K, Kondo A.  

神戸大 

Beyond Native 

Cas9: 

Manipulating 

Genomic 

Information and 

Function. 

Trends in 

Biotechnology 

35, 983-996 

有 2017/07/21 

11 
石黒 宗, 増山 七海 

& 谷内江 望 
東大 

オミクス科学にお

ける実験数の組合

せ爆発に挑む DNA

バーコード技術 

生化学 89, No 

4, 538‒545 
無 2017/08/25 

12 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

生体分子間相互作

用を基盤とする機

能分子の創製とケ

ミカルバイオロ

ジーへの展開 

Yakugaku 

Zasshi 
無 2017/10/01 

13 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

DNA メチル化制御

から精密エピゲノ

ム編集へ 

MEDCHEM NEWS 無 2017/11/01 

14 谷内江 望 東大 

長鎖 DNA 合成の

オートメーション

化による生命科学

の未来 

実験医学別冊 

あなたのラボに

AI×ロボットが

無 2017/12/05 
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や っ て く る , 

80-91 

15 
山本-エヴァンス 楠, 

谷内江 望 
東大 

AI・LabDroid と交

わす言葉をつくり

だす 

実験医学別冊あ

なたのラボに

AI×ロボットが

や っ て く る , 

124-129 

無 2017/12/05 

16 

Anne-Ruxandra 

Carvunis & Trey 

Ideker 翻訳：森 秀

人 & 谷内江 望 

東大 

Siri of the Cell—

生物学は iPhoneか

ら何を学べるだろ

うか 

実験医学別冊あ

なたのラボに

AI×ロボットが

や っ て く る , 

116-123 

無 2017/12/05 

17 

Banno S, Nishida K, 

Arazoe T, Mitsunobu 

H, Kondo A.  

神戸大 

Deaminase-

mediated 

multiplex genome 

editing in 

Escherichia coli. 

Nature 

Microbiology 

3, 423-429 

有 2018/02/05 

18 
T. Imai., Y. Yagi, 

T. Nakamura 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

Recent Progress 

Toward RNA 

Manipulation with 

Engineered 

Pentatricopeptide 

Repeat Proteins 

Applied RNA 

Bioscience 

151-160 

有 2018/04/11 

19 

Endo H, Hanawa Y, 

Araie H, Suzuki I 

and Shiraiwa Y* 

筑波大

学 ,関

東学院

大学 

Overexpression of 

Tisochrysis lutea 

Akd1 identifies a 

key cold-induced 

alkenone 

desaturase 

enzyme. 

Scientific 

Reports 8, 

11230. 

有 2018/07/25 
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【外部発表】 

(a) 学会発表・講演 

番

号 
発表者 所属 タイトル 会議名 発表年月 

1 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

DNA塩基変換反応を利用し

た点変異導入型ゲノム編集

技術 

新化学技術推進協

会 ライフサイエ

ンス技術部会・材

料分科会 講演会 

2016/08/17 

2 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

TALEおよび dCas9を利用

した化合物による標的遺伝

子特異的な転写活性制御技

術 

第 10 回バイオ関

連化学シンポジウ

ム 

2016/09/07 

3 

西田敬二、荒

添貴之、島谷

善平、坂野聡

美 

神戸大 切らないゲノム編集技術 

日本植物学会 第

80 回 大 会  P-

1515 

2016/09/16 

4 
野村 渉 

*招待講演 

東京医

科歯科

大 

生体分子間相互作用を基盤

とする機能分子の創製とケ

ミカルバイオロジーへの展

開 

第 60 回日本薬学

会関東支部大会 
2016/09/17 

5 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPR モチーフを利用した

DNA/RNA操作技術の開発 

日本植物学会 第

80 階大会 理事会

主催シンポジウ

ム：ゲノム編集〜

現状と未来 

2016/09/18 

6 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

オミクス計測限界の破壊－

超マルチプレクス化、

AI、ロボティクス 

第 5 回生命医薬情

報学連合大会, お

台場 

2016/09/30 

7 
八木祐介 

*招待講演 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

Beyond the genome 

editing 
BioJapan2016 2016/10/12 

8 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPRタンパク質を利用した

ゲノム編集技術の開発 

第 4 回 TR 推進合

同フォーラム・ラ

イフサイエンス技

術交流会 

2016/10/31 

9 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPR モチーフを利用した

DNA/RNA操作技術の開発 

第 9回 DNA鑑定学

会 
2016/11/11 

10 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

BARCODE FUSION 

GENETICS FACILITATES 

International 

Conference on 
2016/11/16 
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MEASURING THE 

DYNAMICS OF 

MOLECULAR NETWORKS 

Single Cell 

Research 2016, 

Tokyo 

11 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

化学誘導二量体形成法を応

用したゲノム編集ツールの

開発 

「細胞を創る」研

究会 9.0 
2016/11/21 

12 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

化合物による誘導が可能な

分割型人工ヌクレアーゼの

構築とその評価 

第 39 回日本分子

生物学会年会 
2016/12/01 

13 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

分割型メチル化酵素の会合

様式が与えるメチル化効率

への影響 

第 39 回日本分子

生物学会年会 
2016/12/02 

14 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPR モチーフを利用した

DNA/RNA操作技術の開発 

植物科学シンポジ

ウム 2016 植物科

学とイノベーショ

ン 

2016/12/07 

15 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

DNA バーコードによる分

子・細胞動態計測の拡張 

定量生物学の会 

第八回年会 
2017/01/08 

16 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

Improved split DNA 

methylase activity 

by optimization of 

assembly on target 

sites 

2017 Keystone 

Symposia 

Conference 

2017/01/09 

17 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

Chemical-inducible 

artificial 

transcription 

factors based on 

sequence-specificity 

of TALE and dCas9 

2017 Keystone 

Symposia 

Conference 

2017/01/10 

18 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

Genome editing by 

targeted deaminase 

PAG XXV- Plant 

& Animal 

Genome 

Conference. 

2017/01/15 

19 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

DNA barcode 

technologies for 

high-throughput 

measurements of 

molecular and 

cellular dynamics 

Physical 

Approaches for 

Growing and 

Evolving 

Populations, 

Tokyo 

2017/02/11 

20 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 第 4世代ゲノム編集技術 

次世代バイオ産業

創出研究会 
2017/02/13 
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21 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

切らないゲノム塩基編集の

多様な生物への応用 

第 60 回日本放線

菌学会学術講演会 
2017/03/10 

22 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

Development of 

synthetic cell 

systems to 

understand molecular 

and cellular 

dynamics 

Annual Meeting 

in Awaji for 

Systems and 

Synthetic E. 

coli Biology, 

Hyogo 

2017/03/15 

23 吉積毅 理研 
ペプチドを用いたゲノム編

集周辺技術の開発 

第 58 回植物生理

学会年会シンポジ

ウム「植物機能の

解明を目指すゲノ

ム編集技術」 

2017/03/17 

24 野村 渉 

東京医

科歯科

大 

分割型部位特異的ヌクレ

アーゼを利用した化合物誘

導型ゲノム編集技術の開発 

日本化学会 第 97

春季年会 
2017/03/19 

25 

西田敬二、荒

添貴之、坂野

聡美、近藤昭

彦 *招待講演 

神戸大 
塩基変換による切らないゲ

ノム編集 

日 本 農 芸 化 学

2017 年度大会 シ

ン ポ ジ ウ ム 

3SY05 ゲノム編

集技術の実用化へ

の期待と課題 

2017/03/19 

26 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

より精密なゲノムデザイン

改変を可能とする点変異ゲ

ノム編集 

第２回デザイン生

命工学研究会 
2017/03/21 

27 

Yachie N 

*Invited 

Talk 

東大 

Dissecting dynamic 

progression of 

heterogeneous cell 

populations using 

DNA barcode and 

genome editing 

technologies  

Canada, CIFAR 

Genetic 

Networks 

Workshop, 

Tokyo 

2017/04/27 

28 

Yachie N 

*Invited 

Talk 

東大 

DNA barcode 

technologies for 

high-throughput 

measurements of 

molecular and 

cellular dynamics 

50th Annual 

Meeting for 

the Japanese 

Society of 

Developmental 

Biologists, 

Tokyo 

2017/05/10 

29 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

生物学における様々な計測

限界の突破－分子バーコー

ド、ロボティクス、AI－ 

バイオインダスト

リー協会"未来へ

のバイオ技術"勉

2017/05/15 
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強会「生物学実験

における限界の破

壊と新素材革命の

加速」 

30 
西田敬二 

*招待講演 
九大 

DNA塩基を書き換えるゲノ

ム編集技術の開発 

第 58 回ヒューマ

ンサイエンス・バ

イ オ イ ン タ ー

フェース－バイオ

技術移転のための

交流の場－  

2017/05/23 

31 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

DNA、RNA の両方を操作す

る次世代型ゲノム編集技術

の開発 

第 58 回ヒューマ

ンサイエンス・バ

イ オ イ ン タ ー

フェース－バイオ

技術移転のための

交流の場－  

2017/05/23 

32 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

Development of a 

Targeted Nucleotide 

Editing Tool Target-

AID and its 

Applications 

第 17 回日本蛋白

質科学会年会 
2017/06/20 

33 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

細胞プログラミングと現実

世界プログラミング 

研究産業・産業技

術振興協会  
2017/06/29 

34 

今井崇喜、八

木祐介、中村

崇裕 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPRタンパク質の基質認識

機構の解明とそれを用いた

新規 DNA/RNA 操作技術へ

の応用 

日本ゲノム編集学

会第２回大会 
2017/06/29 

35 

森川萌音、高

野勇太、山岸

彩奈、加藤義

雄、中村史 

産総研 

ナノニードルアレイを用い

た Cas9 蛋白質の直接物理

的輸送 

日本ゲノム編集学

会第２回大会 
2017/06/29 

36 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

生物学者の現実世界プログ

ラミング 

ロボット・シェア

リング共同研究開

発キックオフシン

ポジウム「AI×ロ

ボットが切り拓く

ライフサイエンス

の未来」 

2017/07/06 

37 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

DNA塩基変換反応を利用し

た点変異導入型ゲノム編集

技術 

日経バイオテク 

プロフェッショナ

ルセミナー「ゲノ

2017/07/10 
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ム編集が生み出す

新ビジネス」 

38 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPR技術による物質生産か

ら創薬応用まで 

日経バイオテク 

プロフェッショナ

ルセミナー「ゲノ

ム編集が生み出す

新ビジネス」 

2017/07/10 

39 
八木祐介、中

村崇裕 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPR蛋白質を利用した RNA

操作技術の開発 

第１９回日本 RNA

学会 
2017/07/19 

40 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

Targeted base 

editing in plants by 

Target-AID, the 

CRISPR/Cas9 

deaminase fusion. 

XIX 

international 

Botanical 

Congress 

2017/07/25 

41 

青木 裕美・吉

積  毅・沼田 

圭司 

理研 

植物オルガネラゲノム編集

を可能にする DNA-ペプチ

ド複合体の創製 

第 27 回バイオ・

高分子シンポジウ

ム 

2017/07/27 

42 
吉積 毅・沼田 

圭司 
理研 

植物への導入を目的とした

巨大 DNA とカチオン性ペ

プチドから成る複合体の機

能解析 

第 27 回バイオ・

高分子シンポジウ

ム 

2017/07/27 

43 
谷内江 望 

*招待講演 
東大 

DNA バーコードによる分

子・細胞動態計測の加速 

日本プロテオーム

学会 2017 年大会

JHUPO 第 15 回大

会  

2017/07/27 

44 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

DNAを直接書き換えるゲノ

ム 編 集 技 術 「 Target-

AID」 

第 46 回植物バイ

テクシンポジウム 
2017/08/10 

45 

Wataru 

Nomura, 

Daisuke 

Matsumoto, 

Tsukasa 

Hashimoto, 

Taisuke 

Sugii, 

Hirokazu 

Tamamura 

東京医

科歯科

大 

Development of 

chemical-inducible 

artificial 

transcription 

factors based on 

sequence-specific 

DNA binders 

the 254th ACS 

National 

Meeting and 

Exposition 

2017/08/23 
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46 

青木 裕美・吉

積  毅・沼田 

圭司 

理研 

DNA-ペプチド複合体を用

いたミトコンドリアゲノム

への遺伝子導入 

第 35 回日本植物

細胞分子生物学会 
2017/08/28 

47 
吉積 毅・沼田 

圭司 
理研 

ペプチド法を用いて組換え

たシロイヌナズナ葉緑体の

in planta選抜 

第 35 回日本植物

細胞分子生物学会 
2017/08/28 

48 中村崇裕 九大 
DNA、RNA の両方を操作す

る第四世代ゲノム編集技術 

Innovation 

Japan 
2017/08/31 

49 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

点変異導入型のゲノム編集

技術 Target-AIDの開発 

第 83 回酵母研究

会講演会 
2017/09/05 

50 
野村 渉 

*招待講演 

東京医

科歯科

大 

生体分子間相互作用を制御

する機能性ペプチド／タン

パク質の設計と応用 

熊本大学先端科学

研究部セミナー 
2017/09/06 

51 
野村 渉 

*招待講演 

東京医

科歯科

大 

Development of 

genome editing and 

gene regulation 

systems utilizing 

specific DNA binding 

domains 

熊本大学  HIGO 

program 

seminar 

2017/09/07 

52 
八木祐介、中

村崇裕 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPRタンパク質の核酸認識

機 構 を 利 用 し た 新 規

DNA/RNA操作技術の開発 

第６９回生物工学

会 
2017/09/12 

53 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

Targeted nucleotide 

substitution by 

genome editing 

artificial enzyme  

IBS-Nature 

Conference on 

Frontiers in 

Genome 

Engineering 

2017/09/27 

54 八木祐介 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPRタンパク質を用いた新

しい核酸編集技術について

(ゲノムからトランスクリ

プトームまで) 

Bio Japan 2017/10/13 

55 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

Genome/Transcriptome 

Editing 

technologies, based 

on PPR protein 

engineering  

BioJapan 主催者

セミナー 
2017/10/13 

56 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

生命プログラムの書き換

え、ゲノム編集技術とその

応用 

CSJ化学フェスタ 2017/10/19 
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57 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

PPR motif as a New 

DNA/RNA Binding 

Module for 

Genome/Transcriptome 

Editing 

AFELiSA 2017/11/08 

58 
八木祐介、中

村崇裕 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

PPR蛋白質を応用した RNA

操作技術の開発 

第 40 回日本分子

生物学会年会 
2017/12/07 

59 

猪 股 梨 華 、

Jing Zhao, 

加藤義雄、宮

岸真 

産総研 

三重鎖人工核酸(TFO)によ

る二本鎖 DNA の認識とゲ

ノム編集応用への試み 

第 40 回日本分子

生物学会年会 
2017/12/08 

60 

Wataru 

Nomura, 

Daisuke 

Matsumoto, 

Taisuke 

Sugii, 

Takuya 

Kobayakawa, 

Hirokazu 

Tamamura 

東京医

科歯科

大 

Differential 

regulation of 

endogenous genes in 

an orthogonal manner 

by distinct 

chemically inducible 

systems 

International 

Conference on 

Epigenetics 

and 

Bioengineering 

2017/12/15 

61 
中村崇裕 

*招待講演 
九大 

国産ゲノム・RNA編集技術

の医療での展開 

シンポジウム「革

新的医薬・核酸医

薬の開発」 

2018/01/10 

62 
八木祐介 

*招待講演 

エ

ディッ

ト

フォー

ス 

日本発のゲノム・トランス

クリプトーム編集技術〜エ

ディットフォースの挑戦〜 

第 17回 IPSN講演

会 
2018/01/12 

63 
西田敬二 

*招待講演 
神戸大 

Genome Editing with 

Non-Nuclease Editors 

from Bacteria to 

Plants 

Keystone 

Symposia 
2018/01/27 

64 

木村光宏・吉

積毅・沼田圭

司（理研） 

理研 

ハイスループット解析を可

能にするペプチド-DNA 複

合体による遺伝子導入法の

開発：Centrifugation-

Assisted Peptide 

mediated plant 

園芸学会 平成 30

年度春季大会 
2018/03/25 
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Transformation 

（CAPT）法の簡便性と遺

伝子導入効率の評価 

65 
吉積 毅・沼田 

圭司（理研） 
理研 

融合ペプチドを用いたシロ

イヌナズナ葉緑体形質転換

体作出の試み 

第 59 回日本植物

生理学会年会 
2018/03/30 

 

 

(b)新聞・雑誌等への掲載  

番

号 
所属 タイトル 掲載誌名 発表年月 

1 九大 「ゲノム編集 日本出遅れ」 日本経済新聞 2017/04/07 

2 
エディットフォー

ス 
「九大発 VB3億円調達」 日本経済新聞 2017/04/12 

3 神戸大 「ゲノム編集 海外開拓」 日本経済新聞 2017/07/14 

4 
エディットフォー

ス 

「九州大学における産学官の

取り組み」 
飛翔 2017/07/15 

5 
エディットフォー

ス、九大 
「新バイオ技術始動」 読売新聞 2017/08/31 

6 
エディットフォー

ス 
「日本の未来企業」 日刊工業新聞 2017/11/20 

7 神戸大 
「ゲノム編集に新たに基礎技

術 ミチをひらく」 
朝日新聞 2017/12/07 

8 東京医科歯科大 
ゲノム編集技術に関する紹介

記事 
 日経産業新聞  2017/12/19 

9 神戸大 
「安全性高いゲノム編集技

術」 
日経産業新聞  2018/02/01 

10 
( エ デ ィ ッ ト

フォース) 

「ゲノム編集関連技術の近年

の動向」 

日本ゲノム編集

学会メルマガ第5

号  

2018/02/21 
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2.1.2 代謝系遺伝子発現制御技術 

2.1.2.1 「ゲノム編集技術および代謝系遺伝子発現制御技術の研究開発」（担当機関：かずさ DNA研

究所） 

 

(1) 背景と目的 

 遺伝子組換え作物を実用化する際の深刻な問題として、導入遺伝子の高発現は成長阻害をもたらす

現象や世代が進むにつれて導入した遺伝子発現が不安定化する現象が頻繁にみられることがよく知ら

れている（Stam et al,. 1997）（図2.1.2.1-1）。遺伝子組換え植物の商品化に際しては、多数の遺伝

子組換え系統を作製し、それらを

長期間にわたって検査し、安定な

系統を選抜する必要があるため

に、時間がかかり、かつ、膨大な

開発コストがかかることが主に問

題となっている。組換え遺伝子発

現の不安定化は、遺伝子導入部位

でのクロマチン構造のエピジェネ

ティックな修飾変化に起因すると

推定されているが、未だに不安定

化を防ぐ方法は確立されていな

い。また、従来の遺伝子組換え作

物においては、単独あるいは数種

類の遺伝子を組換えることに重点

が置かれていたが、合成生物学の

世界的な急展開を考えれば、代謝経路の全体を遺伝子導入するなど、数十の遺伝子セットを遺伝子導

入し、安定的に発現させる新たな技術の需要が高まっている。さらに、開発した遺伝子組換え系統を、

次のニーズに応じて、最小限の時間とコストで改変できることを可能とするために、「ゲノム編集」の

機能を持たせた染色体領域の開発も急務である。遺伝子の発現抑制・サイレント化は、酵母やショウ

ジョウバエ、哺乳動物では、詳細な解析がなされており、エピジェネティックなクロマチン構造変換

によることが知られている。一般的には、遺伝子からの転写はオープンなクロマチン構造の場合にON

になり、クローズなクロマチン構造（所謂ヘテロクロマチン構造）の場合には転写はOFF・サイレン

ト化される（図2.1.2.1-2）。植物でも、導入遺伝子のクロマチンの構造を人為的に操作可能になると、

前述の遺伝子組換え体における多くの問題も

解決可能になる。 

 本技術開発は、染色体工学/クロマチン操作

の手法と植物への長鎖 DNA導入技術を組み合

わせて、従来にはない独自の方法によって、

複数のイソプレノイド合成経路遺伝子を組換

え体植物内で安定に発現させる方法に関する

ものである。 

 

 

 

図 2.1.2.1-1 植物での遺伝子組換え体技術の課題 

図 2.1.2.1-2 課題解決へ向けての着想 
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(2) 位置づけ、目標値 

 本技術開発では、染色体工学の手法と植物への長鎖 DNA導入技術を駆使し、「遺伝子発現制御カ

セット」を植物ゲノム上で構築を進める（図 2.1.2.1-3）。これをベースに「ゲノム編集」を行う。こ

こに多重連結した合成経路遺伝子群を導入し、植物内で安定に発現させる方法を開発する。平成 30年

度までに、複数の代謝系遺伝子を含む長鎖の遺伝子コンストラクトを植物に遺伝子導入し、数世代に

わたって安定的に遺伝子を発現させる技術を確立する。その際、植物バイオテクノロジー分野での有

用性が高い代謝産物の多くがイソプレノイド経路で生合成されていることを鑑み、長鎖遺伝子コンス

トラクトにはイソプレノイド主要経路の 7個ないし 8個の遺伝子を発現制御可能な形で導入し、目的

代謝系遺伝子を５倍以上発現させることを目標にする。平成 32年度までの最終目標は、「ゲノム編

集」機能を有する染色体領域を確立し、目的代謝系遺伝子を２０倍以上発現させること、世代を超え

て遺伝子発現が安定的に維持されて

いることとする。具体的な中間目標

値と最終目標値を以下に示した。 

 

・中間目標値(H30 年度) 

①「遺伝子発現制御カセット」をタ

バコ BY-2細胞で 50系統、シロイヌ

ナズナ植物体で 5系統得る。レポー

ター遺伝子の発現量が 5倍以上増減

した BY-2細胞を 5系統得る。特許仮

出願する。②「遺伝子発現制御カ

セット」を「ゲノム編集」が可能に

なる構築に改変する。③ BY-2（5系

統）、シロイヌナズナ（5系統）のゲ

ノム挿入部位を決定し，シングルコ

ピーで生育・増殖に影響のない系統を選抜する。④「遺伝子発現制御カセット」ベクターに IPP生合

成経路全遺伝子を連結挿入し、シロイヌナズナ植物体および細胞株へ導入する。導入遺伝子の発現が 5

倍変動し、かつ、IPP（下流テルペノイド）量が 2倍上昇した系統を 3系統以上得る。 

 

・最終目標値（H32年度） 

①「遺伝子発現制御カセット」をタバコ BY-2細胞とシロイヌナズナ植物体で最適化し、レポーター遺

伝子の発現量が 20倍増減した系統をそれぞれ 5系統得る。②「遺伝子発現制御カセット」挿入部で

「ゲノム編集」可能であることを示す。③④「遺伝子発現制御カセット」に IPP生合成経路に加え異

種テルペノイド合成酵素遺伝子を連結挿入する。これを導入したシロイヌナズナ植物体および細胞株

を作製し、導入遺伝子の発現が 20倍変動し、かつ、IPP（下流テルペノイド）量が 5倍上昇した系統

を 5系統得る。2世代後のシロイヌナズナ形質転換体（T4世代）における mRNA発現誘導率が 20％以上

低下しない系統を得る。 

  

図 2.1.2.1-3 本プロジェクト全体の構想 
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 (3) 全体計画 

 

事業項目 ２８年度 ２９年度 ３０年度 ３１年度 ３２年度 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

①遺伝子発現制御カ

セットの構築 

 

 

 

 

 

 

②遺伝子発現制御カ

セット部位でのゲノム

編集 

 

 

 

 

 

③「ゲノム編集後の安

定性評価」 

 

 

 

 

④「イソプレノイド合

成経路遺伝子群の発現

制御技術の開発」（再

委託担当：東北大学） 

 

 

 

 

 

  

 

 

           

 

 

本計画では、① 遺伝子発現制御カセットをゲノムへ挿入するベクターの構築を進める。遺伝子発現制

御カセットをレポーター遺伝子と共にタバコ培養細胞 BY-2及びシロイヌナズナ植物個体へ遺伝子導入

する。共焦点レーザー蛍光顕微鏡などにより異所的部位でのクロマチンの構造変換とレポーター遺伝

子の発現を検出する。 

遺伝子発現制御カセット導入ベクターの構築 

IPP 合成経路遺伝子群の連結コンストラクトの作製 

植物染色体への組込 

遺伝子発現制御カセット導入部位の構築 

合成反復 DNA部位への IPP 合成経路遺伝子群の組込 

 

IPP 合成経路遺伝子産物の評価 

IPP 合成経路遺伝子群による物質生産の最適化 

 

植物細胞・個体のゲノム・エピゲノム情報収集 

ゲノム挿入部位の解明 

構築 

遺伝子発現制御可能な異所的部位のゲノム解析 

ゲノム編集後のゲノム解析 

構築 

ゲノム編集コンストラクトの構築 

遺伝子発現制御カセット部位ヘの挿入 

ゲノム編集部位の構築 

 

ゲノム編集の実績 

遺伝子発現制御カセット部位の最適化 

遺伝子発現制御カセット導入ベクターの改良 
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② 遺伝子発現制御カセット挿入部位でゲノム編集をする。複数の遺伝子セットを配置するための多重

遺伝子導入コンストラクトを作製する。100kb前後のゲノム DNA断片に複数の（代謝関連）遺伝子群を

挿入することが可能な設計とする。 

③ タバコ培養細胞と世代交代が早いシロイヌナズナを用いて導入遺伝子の発現を検討する。染色体構

造への影響を調べる目的で組換え体シロイヌナズナのゲノムを解析する。 

④「イソプレノイド合成経路遺伝子群の発現制御技術の開発」高機能高付加価値なイソプレノイドを

植物内で高生産させるために、全てのイソプレノイドの基本単位となるイソペンテニル二リン酸（IP

P）を高生産させるIPP生合成経路の全遺伝子を構成的プロモーターまたは誘導的プロモーターの制御

下で発現できるように連結したコンストラクトを構築する。植物には細胞質のMVA経路（7遺伝子で構

成される）と色素体内のMEP経路（8遺伝子で構成される）という二種類のIPP生合成経路があり、こ

れらは転写レベル，転写後レベルで非常に厳密な制御を受けているので、経路の一遺伝子の過剰発現

ではそれ以降の物質生産において十分な効果を得られないことが示されている。そこで、それぞれの

経路の全遺伝子を、多重遺伝子導入コンストラクトに組み込み、植物に遺伝子導入し、評価する。 

 

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

 3ヶ月に一度、進捗と研究推進に対する会議を開催している。一年に一度、外部有識者と実施者によ

る研究推進会議を開き、実施者による進捗報告を行い、有識者からの研究内容に対するコメントや今

後の進め方に対するご意見を伺っている。 

 

(6) 実施の効果 

 本技術開発では、一旦遺伝子発現制御カセット導入系統が作製できれば、数少ない遺伝子組換え系

統の作製のみで、かつ、短期間に商品化が行える点で優位性が高く、今後の植物バイオテクノロジー

分野で幅広くこの技術が利用されると期待できる。また、この基盤技術は、遺伝子組換えが容易な植

物種はもとより、遺伝子組換えが容易でないことから従来では商品化までのハードルが高かった植物

種でも、少ない組換え体系統の作製で商品化まで進めることが可能となる。植物を宿主とした合成生

物学的アプローチによる有用物質生産の実用化において、多重連結遺伝子の一斉導入と、世代を超え

て安定な発現制御の維持が課題となっている。本開発によりこれらの問題点が解消され、産業部門、

特に非可食性植物由来原料による化学品製造の本格的実用化が促進されるため、2030年時における大

きな省エネルギー効果、CO2削減効果が期待出来る。 
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(7) 中間目標の達成度 

 

 

(8) 研究開発の成果と意義 

 

①-（1）アグロバクテリウムバイナリーベクターpRIBACの作製 

 遺伝子発現制御カセットのマーカー遺

伝子には、薬剤選択マーカーである

NPTII遺伝子、顕微鏡を用いた蛍光観察

に適したEYFPタンパク質をコードする遺

伝子、植物における組織染色に適した

GUSタンパク質をコードする遺伝子の3つ

が配置されている（図2.1.2.1-4）。これらの遺伝子の上流

にはプロモーター、下流にはターミネーターが配置され

た、遺伝子発現カセットとなっている。各遺伝子発現カ

セットのうち、NPTIIとGUS遺伝子カセットはpRI-201-AN-

GUSベクター（TAKARA）を、EYFP遺伝子はpJETY3ベクター

（Ohzeki et al., 2012）を鋳型として、PCR法により作成

した。また、3つの遺伝子カセットは、それぞれ共通の対合

末端を持つNheIとSpeIサイトを利用したライゲーションに

より連結し、3つの遺伝子が連なったマーカー遺伝子カセッ

トを遺伝子発現制御カセット導入用アグロバクテリウムバ

イナリベクターpRIBAC（TACベクターを参考に改良： Liu 

et al., 1999; Shibata and Liu, 2000）のNheIとSpeIサイ

トへ挿入した（図2.1.2.1-5）。 

 次に、これらの大腸菌由来の遺伝子発現制御カセットベ

クタープラスミドをSpeIで切断し、パルスフィールドゲル

図 2.1.2.1-5 アグロバクテリウムバ

イナリーベクターpRIBAC の構築 

図 2.1.2.1-4 遺伝子発現制御カセット上のマーカー遺伝子 
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電気泳動（PFGE）でサイズを確認した（図2.1.2. 1-6A）。これらのプラスミドの泳動パターンには異

常は観察されなかった。プラスミドを大腸菌からアグロバクテリウムの細胞に導入し、T−DNAとして植

物ゲノムに組み込ませる必要がある。このため、アグロバクテリウム細胞株LBA4404（TAKARA）のエレ

クトロコンピテントセルを用いてプラスミドの導入を行った。プラスミドを導入したアグロバクテリ

ウム細胞を、カナマイシン（30μg/ml）を含んだLBプレートに撒き、コロニーを形成させた。シング

ルコロニーを複数個拾い培養し、ここからDNAを回収してFGE解析をした。アグロバクテリウムの持つ

プラスミドDNAは、大腸菌の場合と同様にアルカリ-SDS法で回収し、制限酵素NheIとXhoIで処理したの

ち、PFGEで解析した（図2.1.2.1-6B）。解析した半数以上の株で、導入したBACプラスミドと同じ泳動

度のバンドが確認され、アグロバクテリウム細胞内においても、構築プラスミドは安定に維持される

ことが確認できた。 

 

 

 

①-（2）遺伝子発

現制御カセット導

入タバコ培養細胞

BY-2の取得 

タバコ培養細胞

BY-2の培養 

 理化学研究所バ

イオリソース研究

センター実験植物

開発室から提供を受けた Nicotiana tabacumタバコ培養細胞 BY-2（RPC00001）を使用した。培養は、

細胞配布元の理化学研究所のプロトコールに従い以下の様に行った。培地は modified Linsmaier and 

Skoog (mLS)培地（Murashige and Skoog Plant Salt Mixture (和光純薬), 1 µg/ml Thiamine 

hydrochloride, 0.1 mg/ml myo-Inositol, 0.2 mg/ml KH2PO4, 30 mg/ml Sucrose, 0.2 µg/ml 2,4-

Dichlorophenoxyacetic acid, pH 5.8）を使用した。暗所 28℃ 130 rpmで振盪培養した。植え継ぎ後

７日目に 1 mlの培養液を 95 mlの mLS培地に植え継いだ。 

 

タバコ培養細胞 BY-2への遺伝子発現制御カセットの導入 

 遺伝子発現制御カセットの BY-2染色体への挿入を、以下に示すアグロバクテリウムを利用した方法

で行った。プラスミドを有するアグロバクテリウム LBA4404のコロニーを 10 mlの抗生物質入り LB培

地（50 µg/mlリファンピシン、25 µg/mlストレプトマイシン、25 µg/mlカナマイシン）に植菌し、

26℃、120 rpmで一晩振盪培養した。1 mlの LB培地で 3回洗浄した後、OD600が 1.0になるように LB

培地に懸濁した。mLS培地中で対数増殖期の BY-2細胞（植え継ぎ後 3日後の細胞）5 mlを 10 cm

シャーレに広げ、100 µlのアグロバクテリウム懸濁液を加え、24 µMアセトシリンゴン存在下で 2日

間 26℃で共培養を行った。細胞を回収し、10 mlの mLS培地（0.5 mg/mlセフォタックス入り）で４回

洗浄した。0.5 mg/mlセフォタックスと選択薬剤（100 µg/mlカナマイシン）を含む寒天培地で、28℃

で培養することでセレクションを行った。 

 

 

 

図 2.1.2.1-6 アグロバクテリウムバイナリーベクターpRIBAC の大腸菌での

構築（A）とアグロバクテリウムでの安定性確認(B) 
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EYFP 観察 

 EYFP蛍光顕微鏡観察には、共焦点レーザスキャン顕微鏡 LSM800（カールツァイス社）と Plan-

NEOFLUAR 5倍レンズまたは Plan-NEOFLUAR 20倍レンズを用いた。 

 

GUS 染色 

 BY-2細胞を GUS染色液（1 mM X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronide 

cyclohexylammonium salt), 50 mM Phosphate buffer pH7.2, 0.5 mM K3[Fe(CN)6], 0.5 mM 

K4[Fe(CN)6], 0.1% Triton X-100）に懸濁し、37℃で数時間インキュベートした。 

 

ゲノム DNAの精製 

 細胞約 45 mgを凍結破砕用 2 mlチューブ（安井器械）に回収し、液体窒素で凍結した。メタルコー

ンを加え、マルチビーズショッカーを用いて、2800 rpmで 15秒間細胞の破砕を行った。260 µlの

Cell Lysis buffer（Promega）、100 µlの Tail Lysis buffer（Promega）、20 µlの Proteinase K 

solution（Promega）、20 µlの RNase A solution（Promega）を加え懸濁した後、室温 14000 rpmで 2

分間遠心した。上清を Maxwell RSC Plant DNA kit（Promega）のカセットにアプライし、自動核酸精

製装置 Maxwell 16（Promega）にセットし、植物 DNA調製プロトコールを実行した。Qubit dsDNA HS 

assay kit（Thermo Fisher Scientific）を使用して DNAの定量を行った。 

 

qPCR 

 精製したゲノム DNAを CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad)、 SYBR Premix Ex TaqII (Takara 

Bio)、挿入 DNA増幅プライマーセットを用いて解析した。スタンダードサンプルとして精製した遺伝

子発現制御カセットベクタープラスミドを用いた。ノーマライズにはゲノム DNA定量値を用いた。 

 

図 2.1.2.1-7 遺伝子発現制御カセット導入タバコ BY-2 系統におけるマーカー遺伝子の発現

（EYFP蛍光顕微鏡観察） 
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 遺伝子発現制御カセットを、アグロバクテリウムを利用してタバコ培養細胞 BY-2に導入した。その

結果、28個の選択薬剤耐性カルスが形成された。さらに、0.5 mg/mlセフォタックスと選択薬剤（100 

µg/mlカナマイシン）を含む寒天培地で 28℃で植え継ぎを繰り返した。最終的に 19個のカルス（PF

株）について安定に培養維持することが出来た。 

遺伝子発現制御カセットには、NPTII（カナマイシン耐性）、EYFP（EYFP蛍光）、GUS（β-グルクロニ

ダーゼ）遺伝子の３種類のマーカー遺伝子が連結されている（図 2.1.2.1-4）。取得した 19株につい

て、遺伝子発現制御カセットの挿入

を確認するために、EYFP蛍光観察

(図 2.1.2.1-7,-8高倍率)、GUS染色

（図 2.1.2.1-9）を行った。その結

果、L5系統を除いたすべての系統で

EYFP遺伝子と GUS遺伝子の発現を確

認出来た（図 2.1.2.1-7,-8,-9）。 

さらに、遺伝子発現制御カセットの

挿入コピー数を確認するために、ゲ

ノム DNAを精製して qPCRによる定量

を行った（図 2.1.2.1-10）。その結

果、１コピーで含む株も 4株取得で

きていることが確認できた（図

2.1.2.1-7,-8,-10）。唯一 EYPF 蛍光

と GUS活性を示さなかった L5系統に

ついては、ゲノム当たりのコピー数が 0.5以下と見積もられたことから、DNA左側半分から NPTII（カ

ナマイシン耐性を示す）までの T-DNAしかゲノム挿入されていないと考えられる(図 2.1.2.1-7,-9,-

10)。残りの全ての系統で EYPF 蛍光強度、GUS活性、NPTII耐性は、コピー数計測結果と整合性があ

り、コピー数計測結果の信頼性の高さを示している。また、遺伝子発現制御カセット挿入系統ではコ

ピー数に依存して EYFP遺伝子からの発現量は増えるが、細胞ごとに非常に均一な発現を維持すること

が判明し、クロマチン構造の安定性が示唆された（図

2.1.2.1-8）。 

 

図 2.1.2.1-8 遺伝子発現制御カセット導入タバコ BY-

2 系統における EYFP遺伝子の発現（高倍率） 

 

図 2.1.2.1-9 遺伝子発現制御カセット

導入タバコ BY-2系統におけるマーカー

遺伝子の発現（GUS 染色） 

図 2.1.2.1-10 遺伝子発現制御カセット導入タバコ BY-

2 系統における qPCRによる導入 DNA のコピー数解析 
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①-（3）BY-2遺伝子発現制御カセット導入株のクロマチン免疫沈降（ChIP）によるクロマチン構造の

解析 

BY-2細胞からの粗核画分調製とクロマチンのクロスリンク 

 ムラシゲスクーグ培地（３％スクロース）で培養した BY-2細胞を細胞容積と等しい量の氷冷した

50mMリン酸カリウムバッファー（pH5.8）で２回洗い、等細胞容積の同バッファーで懸濁した。３ml

の懸濁液と 1mlの氷冷した 75％(w/v)グリセロールを混和し、専用メタルコーンをいれて予め氷冷した

50mlマルチビーズショッカー（安井機械）専用チュープに移し、1,000rpmで 1分の粉砕を 5回繰り返

した（各粉砕の合間に氷冷）。細胞粉砕液を４本のエッペンドルフチューブに分け、４℃で 400x g

（スイングローター）の遠心を２分行った。核を含む沈殿を氷冷した 1mlの PBSで懸濁し、同様の遠

心で２回洗った。沈殿（約 0.3ml x4チューブ）を３倍量の２％ホルムアルデヒドを含む PBSで懸濁

し、室温で 20分の反応でクロマチンをクロスリンクした。60μlの 2.5Mグリシンを含む PBSを混和

し、クロスリンク反応を止めた。４℃で 400x g（スイングローター）の遠心を２分行い、沈殿を氷冷

した 1mlの PBSで同様の遠心により２回洗った。さらに沈殿を氷冷した 1mlの TE（pH8.0）で同様の遠

心により洗って上清を取り除いた後-80℃に保存した。 

 

クロマチン免疫沈降(ChIP) 

 -80℃保存した粗核画分の沈殿（約 0.2ml、約 0.4gの細胞に由来）を 0.5mlのソニケーションバッ

ファー（20mMトリス塩酸 pH8.0、1mM EDTA、0.025％SDS、0.5mM DTT、1.5μMアプロチニン、20μMロ

イペプチン、40μM MG132）に懸濁し、ピコラプター（ダイアジェノード）の適当な条件で（例えば 30

秒 ON/30秒 OFFのサイクルを 15サイクル）核破壊とクロマチンの切断を行った。４℃で 20,000x g

（スイングローター）の遠心を 10分行い、上清をクロマチン画分として回収した。クロマチン画分の

容積が２〜５倍量の範囲でそのバッファー組成が 0.3M NaCl、20mMトリス塩酸 pH8.0、0.5mM EDTA、

5％グリセロール、0.05％SDS、1％TritonX-100、0.5mM DTT、1.5μMアプロチニン、20μMロイペプチ

ン、20μM MG132になるように整え、予め抗体を結合させた Protein G磁気ビーズ（Dynabeads, サー

モフィッシャー）を混合した。インプット DNAとして免疫沈降反応に使った 1/10 のクロマチン画分を

４℃に保持した。0.5mlの免疫沈降反応あたり 1μgのモノクローナル抗体と 5μlの Protein G磁気

ビーズを用いた。ローテーターで緩やかに攪拌しながら一晩４℃の反応をさせた後、ビーズを磁気で

集め、0.3mlの洗浄バッファー（0.55M NaCl、20mMトリス塩酸 pH8.0、1mM EDTA、5％グリセロール、

0.1％SDS、1％TritonX-100）で３回洗った。以後の処理はインプット DNAに対しても同様に行った。

磁気ビーズを 80μlの溶出バッファー（0.15M NaCl、50mM トリス塩酸 pH8.0、10mM EDTA、0.5％SDS、

0.1mg/ml RNase A）で懸濁して 37℃１時間以上の処理をした後、20μlの 0.2mg/ml Proteinase Kを

加え、50℃で 1時間以上蛋白質を消化した。その後 65℃で一晩加熱してクロスリンクを外した。磁気

でビーズを除いた溶液 0.1ml から、DNAを MinElute PCR Purification Kit（キアゲン）を用いて精製

し、50μlの TEで溶出した。溶出した DNAの 2.5μlを SYBR Green蛍光色素を用いたリアルタイム

PCR の鋳型に用いた。 

 

免疫沈降に用いた抗体 

normal mouse IgG (SantaCruz SC2025) 

anti-H3K9me2 (モノクローナル抗体研究所 MABI0307) 

anti-H3K27me3 (モノクローナル抗体研究所 1E7) 

anti-H3K36me3 (モノクローナル抗体研究所 MA333B) 

anti-H3K4me3 (モノクローナル抗体研究所 MA304B) 
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PCR に使用したプライマーセット 

Target 配列１（5’->3’）   配列２（5’->3’）  

TERT AGAGAGGTTGGGTTCATCTGT TGAGATCATCCAGCACACTCA 

NPTII GCGCCCGGTTCTTTTTGTCAA TTCCCGCTTCAGTGACAACGT 

EYFP AGATCCGCCACAACATCGAGG TCGTTGGGGTCTTTGCTCAGG 

GUS CGACGCTCACACCGATACCAT CTCTGCCGTTTCCAAATCGCC 

MITE TCACGAGGACTAGGTACCGA TACGCCATGAATCTCGACCA 

1-94 ACCTTGTTGACTTGGTTTGGT TGTTGGTGTGAAGAAATGAGAGT 

g31i TCGTTCGGAGGTGATTTGGT CCCGAGACCTCAACCAAACA 

 

PCR 条件 

2xSYBR premix ExTaq (Takara)   5 μl 

50μM プライマー１    0.1μl 

50μM プライマー２    0.1μl 

鋳型 DNA      2.5μl 

H2O   to final 10 μl 

95℃60秒の後、以下の３ステップを 40サイクル。 

95℃10秒 

62℃30秒 

72℃60秒 

インプット DNAの希釈系列で検量線を作成し、免疫沈降された DNA中のターゲットのインプット DNA

に対する相対量を算出した。 

 

 BY-2遺伝子発現制御カセット導入株を２ヶ月間、挿入遺伝子の発現の選択圧であるカナマイシンを

含まないムラシゲスクーグ培地で培養し、挿入領域である合成 DNA、カナマイシン耐性遺伝子 

(NPTII)、蛍光マーカー遺伝子 (EYFP)、酵素マーカー遺伝子 (GUS)、およびゲノム上の発現遺伝子と

してのテロメラーゼ遺伝子 (TERT)、ヘテロクロマチン化されている領域として３種のトランスポゾン 

(MITE, I-94, g31i) のヒストン修飾をクロマチン免疫沈降（ChIP）で評価した（図 2.1.2.1-11）。挿

入遺伝子は、いずれもオープンクロマチン型修飾であるヒストン H3の 36番目のリジンのトリメチル

化（H3K36me3）とヒストン H3の 4番目のリジンのトリメチル化（H3K4me3）のレベルは、共に必須遺

伝子 TERTよりも高いレベルである。一方、抑制型クロマチンであるトランスポゾン領域は、H3K36me3

や H3K4me3修飾はほぼ検出できないのに対して、クローズドクロマチン（ヘテロクロマチン）型修飾

であるヒストン H3の 27番目のリジンのトリメチル化（H3K27me3）とヒストン H3 の 9番目のリジンの

ジメチル化（H3K9me2）のレベルは非常に高いレベルで検出された。逆に、遺伝子発現制御カセット

は、抑制型の H3K27me3や H3K9me2修飾は殆ど検出されていない。これらの解析結果から、クロマチン

構造変換を誘導しない条件では、選択圧なしの長期間にわたって、遺伝子発現制御カセットは、オー

プンなクロマチン構造を安定に維持できることが判明した。 
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①-（4）遺伝子発現制御カセット１コピー導入株への ON/OFF制御因子の導入 

アグロバクテリウム LBA4404 のコロニーを 10 mlの抗生物質入り LB培地（50 µg/mlリファンピシン、

25 µg/mlストレプトマイシン、25 µg/mlカナマイシン）に植菌し、26℃、120 rpm で一晩振盪培養し

た。1 mlの LB培地で 3回洗浄した後、OD600が 1.0になるように LB培地に懸濁した。mLS培地中で対

数増殖期の BY-2細胞（植え継ぎ後 3日後の細胞）5 ml を 10 cmシャーレに広げ、100 µlのアグロバ

クテリウム懸濁液を加え、24 µMアセトシリンゴン存在下で 3日間 26℃で共培養を行った。細胞を回

収し、10 mlの mLS培地（0.5 mg/ml セフォタックス入り）で４回洗浄した。0.5 mg/mlセフォタック

スと選択薬剤（50 µg/mlハイグロマイシン）を含む寒天培地で、28℃で培養することでセレクション

を行った。 

 

EYFP 観察 

EYFP蛍光観察には、EYFP観察用ペンライト Handy Green Pro Plus for YFP (リライオン社)を用い

た。 

 

PCR 条件： 

2xSYBR premix ExTaq (Takara)   5 μl 

50μM プライマー１    0.1μl 

50μM プライマー２    0.1μl 

鋳型 DNA      1.0μl 

H2O   to final 10 μl 

図 2.1.2.1-11 遺伝子発現制御カセットを１コピーで持つタバコ BY-2系統の ChIP によるク

ロマチン構造の解析 
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95℃60秒の後、以下の３ステップを 40サイクル。 

95℃10秒 

62℃30秒 

72℃60秒 

 

 ON/OFF制御因子の効果の検証を行った。EYFP遺伝子と GUS遺伝子の発現を示し、１コピーで遺伝子

発現制御カセットを含む株 T4と T5に、OFF側抑制因子の導入を行った。その結果、T4株、T5株共

に、各制御因子について 200 程度の耐性カルスが生じた。選択培地にはテトラサイクリン系の薬剤は

含まれておらず、OFF側の効果が現れていることが期待できる。その可能性を検証するために、各因子

について 10個のカルスを

ランダムに選択し、挿入遺

伝子のセレクションなし、

かつ制御因子のセレクショ

ンありの状態（カナマイシ

ンなし、ハイグロマイシン

ありの寒天培地）で約 1ヶ

月継代を行い、EYFP蛍光の

観察を行った。その結果、

レスポンスの違いはあるも

のの、EYFPの蛍光が大幅に

低下したカルスが複数個観

察された（図 2.1.2.1-12: 

特に△印ではコントロールに比べ EYFP 蛍光量が 1/5以下に減少）。カセット DNAの定量の結果、1コ

ピーで維持されていることが判明した。これらの結果は、期待通りに ONから OFFへ変換されたことを

示している。これら EYFP発現が抑制されたカルスが複数得られたことは、遺伝子カセット全域が期待

通り OFF側へ転換された可能性を強く示唆している。制御因子を導入していないカルスについてはそ

の様な傾向は観察されなかった。 

 

①-（5）遺伝子発現制御カセットの導入シロイヌナズナの取得 

シロイヌナズナへの遺伝子発現制御カセットの導入 

遺伝子発現制御カセットのシロイヌナズナ染色体への挿入を、以下に示すアグロバクテリウムを利用

した方法で行った。プラスミドを有するアグロバクテリウム GV3101のコロニーを 20 mlの抗生物質入

り LB培地（50 µg/mlリファンピシン、25 µg/mlゲンタマイシン、25 µg/mlカナマイシン）に植菌

し、25℃、120 rpmで一晩培養した。5 mlのアグロバクテリウム培養液を 150 ml の抗生物質入り LB

培地（50 µg/mlリファンピシン、25 µg/mlゲンタマイシン、25 µg/mlカナマイシン）に加え、

25℃、120 rpmでさらに一晩培養した。150 mlのアグロバクテリウム培養液を遠心し、上澄みを除い

た後、アグロバクテリウムを 30 mlのインフィルトレーションバッファー（1/2濃度の Murashige and 

Skoog Plant Salt Mixture (和光純薬）, 5% Sucrose, Gamborg’s Vitamin Solution (Sigma), 0.01 

µg/ml 6-Benzylaminopurine, 0.02% Silwet L77）に懸濁した。種を蒔いて 16時間明期、8時間暗期の

周期で、22℃で 2ヶ月程度栽培したシロイヌナズナを懸濁液に 30秒間浸した。シロイヌナズナをラッ

プで包み横に寝かせ、一晩暗所に静置した。ラップを外し、16時間明期、8時間暗期の周期で、22℃

で育成し、採種した。0.5 mg/ml セフォタックスと選択薬剤（30 µg/mlカナマイシン）を含む寒天培

図 2.1.2.1-12  BY-2 遺伝子発現制御カセットの OFF側因子結合によ

る ON から OFFへの転換（EYFP蛍光観察） 
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地（Murashige and Skoog Plant Salt Mixture (和光純薬), 3% Sucrose, 2.3 mM MES, pH 5.7, 

Gamborg’s Vitamin Solution (Sigma), 0.8% Agar）に播種し、セレクションを行った。 

 

EYFP 観察 

EYFP蛍光観察には、EYFP

観察用モジュール付きの実

体顕微鏡（ライカ社）を用

いて行った。 

 

 遺伝子発現制御カセット

を、アグロバクテリウムを

利用してシロイヌナズナに

導入した。約 40000粒の種

について選択を行い、9粒

の種からカナマイシン耐性

系統を取得できた。さら

に、遺伝子発現制御カセッ

トの挿入を確認するため

に、マーカー遺伝子 EYFP

の発現を EYFP蛍光の観察

により行った。その結果、

その全てで EYFPの蛍光を

確認できた（図 2.1.2.1-13）。6系統については、主に根で EYFP蛍光が観察された。1系統について

は、植物体全体で強い EYFP 蛍光が観察された。この系統では、発現しやすいく且つ発生や生育への影

響の少ないゲノム領域にカセットが挿入された可能性がある。今後このようなカセット挿入系統をよ

り多く取得する必要がある。2系統については根などで EYFP蛍光が観察されたが、異常な形態を示し

た。発生や生育に影響を及ぼす領域にカセットが挿入されたと考えられる。これらの結果から、少な

くとも遺伝子発現制御カセットがシロイヌナズナのゲノムに挿入された系統も多数取得することも可

能であり、タバコ BY-2細胞同様遺伝子発現制御カセット上の EYFP遺伝子からの発現も安定に維持さ

れていることが判明した。 

 

② 遺伝子発現制御カセットの遺伝子それぞれを、他の任意の遺伝子や配列とカセット交換反応によ

り、別々に入れ替えることのできる「ゲノム編集」を行う。組換え反応実験に使う材料はすべて揃え

たので、今後は組換え反応の実例を示し、「ゲノム編集」カセット化を完成させる。 

 

③「多重遺伝子の安定性評価」 

 タバコ BY-2細胞とシロイヌナズナのゲノム解析を行った。これらを参照として今後は遺伝子発現制

御カセットのシングルコピー導入系統で導入部位の決定と安定性について調べる。 

 

 

 

 

図 2.1.2.1-13 遺伝子発現制御カセット導入シロイヌナズナにおける EYFP

蛍光観察の例 各系統上段が葉側からの観察 下段が根側から観察 
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④「イソプレノイド合成経路遺伝子群の発現制御技術の開発」（実施先：東北大学（再委託）） 

④-（1）MVA経路遺伝子の取得 

 IPP 生合成経路には、メバロン酸

（MVA 経路）と非メバロン酸経路（2-

C-メチル-D-エリトリトール 4-リン酸

経路、MEP経路）の2種類が存在する。

一般に、真核生物、古細菌は MVA 経路

を有しており、原核生物は MEP 経路を

有している。高等植物は、主にサイト

ゾルで機能する MVA 経路と色素体内の

MEP 経路を併せ持つ。また、原核生物

の中でも、一部の放線菌は MEP の他に

MVA 経路を有するものが存在する。そ

こで、異種生物由来 MVA 酸経路を植物

に導入し、その効果を検証することと

した（図 2.1.2.1-14）。 

 MVA経路は、3分子のアセチル CoAを

出発物質として、1 分子の IPP を生合成するまでに、Acetoacetyl-CoA thiolase (AACT)、 HMG-CoA 

synthase (HMGS)、HMG-CoA reductase (HMGR)、 Mevalonate-5-kinase (MK)、Phosphomevalonate 

kinase (PMK)、Mevalonate-5-pyrophosphate decarboxylase (PMD)の 6種類の酵素が必要となるが、本

研究ではさらに、IPP の異性体でありイソプレノイド生合成の初発段階で必須となるジメチルアリル二

リン酸（DMAPP）を合成する IPP isomerase（IDI）も加えた 7種類の酵素を植物に導入する。 

 各遺伝子は、バイオリソースセンターから入手、あるいは、ゲノムを鋳型とした PCR にて増幅し、

シークエンシングにて確認した。各遺伝子のコード配列を特異的に増幅する PCRプライマーに制限酵素

サイトを付加することで、開始コドン直上に Aat II 、ストップコドン直下に Sac Iサイトを導入した。 

 

④-（2）エストラジオール誘導型発現カセットの作製 

 遺伝子発現制御カセットに導入

する MVA 経路の各遺伝子は、エス

トラジオール発現誘導系で二重に

制御することとした（図 2.1.2.1-

15）。 

 この系では、各遺伝子は LexA-

CaMV35S ミニマルプロモーター

（OlexA TATA）制御下にあり、OlexA 

TATAに対し結合する人工転写因子

(XVE)を同時に発現させる。この

XVE は、LexA-VP16 人工転写因子

にヒトのエストロゲン受容体が融

合されており、植物細胞内で発現

させた場合、外部から添加されたエストロゲン依存的にコンフォメーション変化を起こし核内に移行

するため、エストロゲン誘導的に OlexA TATA 下流の遺伝子を発現させることが可能となる(Jianru et 

図 2.1.2.1-14 開発構想〜イソプレノイド高生産プラット
フォーム構築〜 

図 2.1.2.1-15  エストラジオール誘導型遺伝子発現システム 
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al., 2000) 。まず、MVA 経路の各酵素のコード配列を、エストラジオール誘導系の個別の発現カセッ

トに導入した。この発現カセットは、OlexA TATA、シロイヌナズナ由来ストレス応答遺伝子の 5’-UTR

配列（5’-UTR）、目的遺伝子コード配列、シロイヌナズナ由来ストレス応答遺伝子のターミネーター、

クロラムフェニコール耐性遺伝子より構成される。このカセットの OlexA TATA の 5’側末端には Spe I

が、また、ターミネーターの 3’側末端には Avr II、Not I の制限酵素認識配列が導入してある。Spe 

I-Not Iカセット断片を、先にベクターに導入されたカセットの 3’側の Avr II、Not Iサイトにライ

ゲーションすると、Spe I/Avr II の連結部位の制限酵素サイトがどちらの酵素でも認識できない配列

となるため、新たに導入されたカセットの 3’末端の Avr II、Not Iサイトに再び別の Spe I-Not I カ

セット断片を導入することが可能となる（図 2.1.2.1-16）。このエストラジオール誘導型発現カセッ

トを pBluscript II SK (+)に導入し、各目的コード配列がカセット内部のサイトに導入された基本プ

ラスミドを作製した。シロイヌナズナ由来 5’-UTRおよびターミネーターは、奈良先端大学の加藤晃博

士より分与された(Yamasaki et al., 2018) (Matsui et al., 2014)。また、OlexA TATAは、University 

of Zurichの Dr. Ueli Grossniklaus より分与された pLB12(Brand et al., 2006)に由来する。 

 

 

 

④-（3）エストラジオール誘導型発現のための転写因子発現コンストラクトの作製 

 ④-(2)で使用した pLB12 に由来する XVE に 5’-UTR、ターミネーターを連結し、CaMV35S プロモーター

制御下で植物内で構成的に XVEを発現させるバイナリーベクター（pRI-35S-XVE）を作製した。 

 

④-（4）エストラジオール誘導型発現カセットの多重連結 

 MVA 経路の 7 つの酵素遺伝子の発現カセットを連結するため、まず、一つめのカセットが導入された

pBluscript II SK (+)に対し、④-(2)に記述した様に、2番目、3番目、4番目の発現カセット（Spe I-

Not I 断片）を順次導入した。4つのカセットが連結された配列を Spe I-Not I で切り出し、制限酵素

サイトを改変した pBeloBAC11に導入した。また、pBluscript II SK (+)に 5番目のカセットのみが導

入されたプラスミドに、6 番目、7 番目のカセットを連結導入したのち、3 つのカセットが連結した断

図 2.1.2.1-16  エストラジオール誘導型発現カセットのデザインとその多重連結の流れ  
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片を、改変型 pBeloBAC11 に導

入された 4番目のカセットの下

流に導入した。ここで、カ

セットの連結順は、5’側か

ら、AACT、HMGS、HMGR、MK、

PMK、PMD、IDI である。PCR に

より隣接する 2つのカセット間

を増幅し、その産物のサイズ

を確認することで、7 つの発現

カセットが正しい向きに欠損

なく導入されていることが確

認された（図 2.1.2.1-17）。 

 

④-（5）MVA経路発現用バイナリーベクターの作製 

 MVA 経路の 7 つの酵素遺伝子の発現カセットを導入するバイ

ナリーベクターを作製するため、実施者（柴田）らがアグロ

バクテリウムを介して長鎖 DNAを植物に導入する目的で開発し

ていた TACベクター（pYLTAC7）(Liu et al., 1999)を改変し

た。pYLTAC7 に、2 種類の異種生物由来 MVA 経路の連結酵素カ

セット断片をライゲーションし作製した各バイナリーベク

ター(39,801 bpおよび 42,127 bp)は、パルスフィールド電気

泳動 (PFGE)でサイズを確認した（図 2.1.2.1-18）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④-（6）植物内におけるエストロゲン誘導的遺伝子発現系の動作確認 

 上記の④-(2)、(4)、(5)で作製された、エストロゲン誘導的遺伝子発現系の植物内での動作を簡便に

確認するため、pYLTAC7 由来のバイナリーベクターにレポーター遺伝子として mVenus を導入した

pYLTAC7-mVenusを作製し、ベンサミアナタバコ(Nicotiana benthamiana)へのアグロインフィルトレー

ションにより一過的に発現させた。植物宿主として使用するベンサミアナタバコは MS 寒天培地上で

25℃, 長日条件（16 時間明期）で約 2 週間育成させたのち、実生を培養土に移植しさらに二週間栽培

した。各バイナリーベクターを導入した Agrobacterium tumefaciens LBA4404 株を、 20 µM 

Acetosringone を含む LB 培地で培養したのち菌体を回収し、アグロバクテリウム懸濁溶液で 3 回洗浄

したのちに、OD600=0.05－0.2 の懸濁液を調整した。アグロバクテリウム懸濁液を針無しシリンジでベ

ンサミアナタバコの葉の裏側に注入することで表皮細胞に浸潤させ、25℃, 長日条件で育成させた。

図 2.1.2.1-18 PFGEによる泳動確認
St7v1: pYLTAC7-MVA7St (39801 bp) 
Pb7v1: pYLTAC7-MVA7Pb(42127 bp) 
M1, M2 : マーカー 

図 2.1.2.1-17 BAC 上で多重連結された MVA経路遺伝子発現カセット 

 

異種生物由来 MVA 経路 1 異種生物由来 MVA 経路 2 
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ここで、アグロインフィルトレー

ション直後、または 24時間後にβ

エストラジオール溶液を薬さじを

用いてアグロバクテリウム懸濁液

を注入した部分へ塗布した。 

 アグロインフィルトレーション

から 48時間後に、アグロバクテリ

ウム懸濁液注入部を蛍光顕微鏡で

観察した結果、pYLTAC-mVenus の

み 導 入 し た 系 統 や 、 pYLTAC-

mVenusと pRI-35S- XVEを導入した

サンプルにエストラジオール処理

をしなかった場合には有意な

mVenus に由来する蛍光が検出でき

なかったため、今回作製した発現

誘導系における制御の厳密性が示

された（図 2.1.2.1-19）。また、

エストラジオール処理後 24時間よ

りも 48時間経過したサンプルにお

ける発現が高いことが、蛍光強度

から示唆された。さらに、感染さ

せるアグロバクテリウムの菌体濁

度も、OD600=0.05よりも OD600=0.2に調整してインフィルトレーションさせたサンプルの方で蛍光強度が

高いことが示された。 

 次に、定量的な遺伝子発現解析を行った。上述のように、アグロインフィルトレーションし、それ

と同時に 50 µMのエストラジオール処理を施してから 24、48 h後に接種部位をサンプリングし、Total 

RNA を抽出したのち、Real-Time RT-PCR で mVenus のコピー数を定量した。その際に、遺伝子発現の変

動が少ないことが報告されている PP2A 遺伝子をハウスキーピング遺伝子として同様にコピー数を定量

し、PP2Aに対する mVenusのコピー数の相対値を算出した。結果として、mVenusの発現は、エストラジ

オール処理後 24 hから 48 h で約 16倍に上昇していた（図 2.1.2.1-20）。また、エストラジオール処

理後 48 h後のサンプルの mVenus発現量は、溶媒のみのコントロール（エストラジオール処理無）の 50

倍であった。蛍光観察の結果から、少なくともエストラジオール処理後 72 時間までは明確な蛍光が観

察されたため、発現の持続性が示された。 

図 2.1.2.1-19 エストラジオール処理による mVenus発現誘導 
20 倍対物レンズで観察。+: 数視野に 1-2個発現している、++: 
数視野に 1-2個発現している、+++: 一視野に 1個発現してい
る、++++: 一視野に数個発現している 
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④-（7）異種生物由来 MVA経路酵素の植物細胞内における局在性の確認及び局在改変 

 異種生物由来の MVA

経路の酵素タンパク質

の一次配列は真核生物

の酵素と異なる（同一

性は 16％〜36％）。ま

た、シロイヌナズナの

MVA 経路酵素の中で、

HMGR は ER 膜局在、

PMK、PMD はペルオキシ

ゾーム、IDI の一部は

ミトコンドリアに局在

性を示す（図 2.1.2.1-

21）が、異種生物由来

酵素を植物細胞内で発

現させた際の細胞内の挙動は未知であった。そこで、各 MVA経路の各酵素を蛍光タンパク質融合型とし

てベンサミサミアナタバコ内で発現させ、細胞内局在性を解析した。 

 PCRにより、各酵素の ORF 配列の 5’末端及び 3’末端にそれぞれ Nco Iサイト、Spe Iサイトを付加

した。pDOE13バイナリーベクター(Gookin and Assmann, 2014)（Arabidopsis Biological Resource 

Centerより入手）の Nco I-Spe Iサイトに導入することで、目的遺伝子の C末端に mTurquoise2 (mTq2) 

を融合させたタンパク質を発現するコンストラクトを作製した。このコンストラクトを A. 

tumefaciens GV3101(pMP90)に導入し、それを用いて、④-（6）と同様の手法でベンサミアナタバコの

葉で一過的に発現させた。感染後 48 時間生育させた植物の感染部位を回収し、可溶性および不溶性粗

タンパク質を得たのち、抗 GFP 抗体を用いた Western ブロッティングで発現タンパク質を解析した結

果、全ての放線菌由来 MVA経路酵素が蛍光タンパク質融合型として存在していることが確認された。そ

図 2.1.2.1-20 エストロゲン誘導的遺伝子発現の定量的解析 

図 2.1.2.1-21 MVA経路酵素の細胞内局在 
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こで、同様に感染させた植物の感染部位を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。その結果、多くの MVA

経路酵素がサイトゾルまたは核局在であることが明らかとなったが、一部の酵素はサイトゾル以外の

局在性を示したため、部位特異的変異導入によりサイトゾル局在型へ改変した。 

 

④-（8）植物内におけるエストロゲン誘導的な MVA経路遺伝子発現系の確認 

 上記の④-（5）で作製した、pYLTAC-MVA7St あるいは pYLTAC-MVA7Pb が導入されたアグロバクテリウ

ムと、pRI-35S- XVE が導入されたアグロバクテリウム株を混合し、④-（6）と同様の手法により、ベ

ンサミアナタバコの葉で一過的に発現させた。アグロインフィルトレーションと同時に 50 µMのエスト

ラジオール処理を施してから 24、48 h 後に接種部位をサンプリングし、Total RNA を抽出し、Real-

Time RT-PCR で各遺伝子のコピー数を定量した。発現量は同じサンプルの PP2A のコピー数に対する相

対値として算出した。 

 異種生物１の MVA経路遺伝子を導入したサンプルでは、発現レベルに違いはあるものの、全てエスト

ラジオール依存的に発現誘導されていた（図 2.1.2.1-22）。

また、発現レベルはエストラジオール処理時間に相関し上昇

していることがわかった。この際、エストラジオールによる

発現誘導率は、3.7 倍から 61 倍であった。一方で、異種生物

２の MVA経路の酵素遺伝子も異種生物 1の遺伝子とほぼ同様の

レベルで全て発現していたものの、エストラジオール未処理

のサンプルでも発現をしてしまっていることが示された。酵

素のコード配列以外の発現カセットの構成は異種生物１の MVA

経路のコンストラクトと同様であることから、異種生物２の

隣接した遺伝子配列が何らかの影響を与えていることが示唆

されたため、比較として異種生物２の HMGR の発現カセットの

みを導入したコンストラクトを作製し、エストラジオールに

よる発現誘導を試みたところ、エストラジオール未処理のサ

ンプルではほとんど発現していなかった（図 2.1.2.1-23）。

図 2.1.2.1-22 ベンサミアナタバコにおける MVA 経路酵素のエストラジオール誘導的一斉発現 

図 2.1.2.1-23 異種生物２由来
HMGRのベンサミアナタバコにおけ
るエストラジオール誘導的発現 
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これらの結果から、やはり異種生物２の MVA経路の発現カセットが多重連結の影響で XVE非依存的に発

現していることが示唆された。この現象が、ベンサミアナタバコに対するアグロインフィルトレー

ションによる一過的な発現の際にのみ見られる現象かを検証するため、今後、これらを導入したシロ

イヌナズナの T87培養細胞株を作製し、各遺伝子の発現誘導を解析する。 

 

④-（9）多重連結 MVA経路遺伝子カセットの遺伝子発現制御カセットへの導入 

 上記の④-（5）で作製した pYLTAC7をベースとしたバイナリーベクターが含まれるエストロゲン誘導

型 MVA 経路遺伝子発現カセット（異種生物１由来：19.6 kbp 異種生物２由来：17.3 kbp）を、遺伝子

発現制御カセットが導入されたバイナリーベクターに導入した。作製した各バイナリーベクターを制

限酵素で処理後に PFGE で泳動した結果、想定通りの約 90 kbp のバンドが検出され、長鎖の遺伝子カ

セットの導入に成功したことがわかった。今後、これらの MVA経路遺伝子が導入された遺伝子発現制御

カセットを含むバイナリーベクターを精製し、アグロバクテリウム感染法により植物培養細胞に導入

する。 

 

 (9) 最終目標の達成可能性 

 

 (10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

査読付き その他 
学会発表・ 

講演 

新聞・雑誌への

掲載 
その他 

2016 

〜 

2020 

(5) (3) 4 (10) 

5 

（関連） 

(2) 

3 

（関連受賞） 

（）内は今後の予定数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 本開発技術では、複数の遺伝子を導入し発現制御可能となるため、多様な遺伝子組換え技術に利用

されるので、特許ライセンスを通して製品化に反映される。助成事業者や民間企業などとのライセン

ス契約を結び、産業化に貢献する。（*現在、特許申請作業中） 

 

年度 
特許出願 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018（出願済みのもの） 

（）内は今後の予定数 

1 (1) (1) 

2020年度末までの 

累積の見通し 

(3) (3) (3) 
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特許・論文リスト 

(1) 特許 

番

号 

出願者 出願番号 国内外国

PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

 かずさ DNA

研究所 

(非公開) 国内 2018 年 8

月 10日 

 (非公開) 舛本寛、柴田大

輔、大関淳一郎、

岡崎孝映、久郷和

人、大竹興一郎 

 

(2) 論文 

なし 

 

(3) 外部発表 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 田部井仁美，山家史

大，大竹興一郎，和

氣駿之，舛本寛，柴

田大輔，中山亨，高

橋征司 

 

かずさ DNA

研究所、 

東北大学 

真核生物で異種発

現させた放線菌由

来メバロン酸経路

の機能解析 

日本生物工学会 

2017年度北日本

支部シンポジウ

ム、福島 

 

2017年 12月 25日 

2 大竹興一郎，山家史

大，田部井仁美，和

氣駿之，舛本寛，柴

田大輔，中山亨，高

橋征司  

 

かずさ DNA

研究所、 

東北大学 

異種生物由来メバ

ロン酸経路の移植

による高等植物に

おけるイソプレノ

イド高生産プラッ

トフォームの構築  

第59回日本植物

生理学会年会、

札幌 

 

2018年 3月 30日 

3 田部井仁美，山家史

大，大竹興一郎，和

氣駿之，舛本寛，柴

田大輔，中山亨，高

橋征司 

かずさ DNA

研究所、 

東北大学 

植物におけるイソ

プレノイド代謝工

学系構築に向けた

放線菌由来メバロ

ン酸経路酵素群の

機能解析 

第36回日本植物

細胞分子生物学

会年会、金沢 

 

2018年 8月 28日 

4 角掛陽、茂木大介、

菊池洋平、末永美

樹、和氣駿之、中山

亨，高橋征司 

東北大学 セイヨウトウキ由

来新奇非環式モノ

テルペノイド生合

成酵素AaTPS12の

機能解析 

第36回日本植物

細胞分子生物学

会年会、金沢 

 

2018年 8月 28日 
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(4) 新聞・雑誌等への掲載 

番

号 

所属 タイトル 掲載誌名 発表年月 

     

 

(5) その他 

 なし 
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 2.1.2.2 植物における代謝産物の蓄積機構の制御技術の開発（担当機関：京都大学） 

(1) 背景と目的 

 物質生産とは、目的物質に対する「生合成・代謝活性」と「蓄積能力」の積である。代謝酵素

が目的の化合物を作る発電機とすると、それを使えるように貯めておく「蓄電装置」が必要で、

その両方がきちんと制御されていてはじめて物質の「生産」が達成される。また、抗ガン剤とし

て広く臨床利用されている植物アルカロイドのビンクリスチンは、２０段階以上のステップを通

して生合成される過程で、初期反応は師部細胞、中期は表皮細胞、最終数段階は乳管細胞という

ように、前駆体化合物が異なった細胞タイプ間で輸送されながら生合成が進み最終産物となるこ

とも知られ、植物は極めて高次元の生合成制御メカニズムを駆使してこれら有用物質を生産して

いる。 

 近年の生物学の急速な進展から、生合成遺伝子を使った代謝工学や合成生物学による物質生産

の試みが 2000年頃以降特に活発になされてきた。しかしながら、酵母などのホストに生合成酵

素を必要なだけ導入発現させても、期待したような生産には繋がらないという「壁」に多くの研

究者が突き当たった。その過程で気づかれた事は、i) 遺伝子組換えにより高い生産性を獲得し

た細胞は、自らが初めて作る生理活性物質に対する抵抗性が無く、生産性の高い細胞ほど死滅し

易いという点： ii) ヘテロな生物種では遺伝子組換えで作らせようとした化合物は、合成する

端から分解されてしまい、安全に貯められない、という２点が少なからず高生産を阻む要因に

なっているという事である。生産させようとする化合物が生理活性物質である場合は特に、前者

のホスト細胞に対する「自家中毒の回避」という配慮が必要である。後者の場合は、ホスト細胞

がその物質を生体異物として分解しようとするメカニズムであり、この「化合物分解からの保

護」という観点が必要となる。 

 上述のビンクリスチンや、イチイ属樹木が生産するパクリタキセルのような抗ガン剤は強い細

胞分裂阻害活性を示すが故に有用であるが、こうした生理活性物質はそれを生産する植物細胞に

とっても潜在的には有害である。ところがそれらを生産する植物はこうした活性物質に対する耐

性機構を有するとともに、これら細胞毒性物質を大量に植物組織に蓄積する能力を有する。一方

で、代謝工学や合成生物学では、専ら代謝酵素遺伝子のみを対象にした研究を展開しており、結

果的に生産性は元の植物のレベルに追いつけない事が多い。それは、こうした生理活性物質を、

ホスト生物にとっても化合物自体にとっても安全に蓄積させる制御技術の視点が欠けている事が

一つの大きな要因と考える。 

 以上の背景から、植物細胞を有用物質の生産工場ととらえる本研究開発プロジェクトにおい

て、本技術開発では植物において物質を蓄積させる制御技術を共通基盤技術として開発する事を

目的とする。その方策として、大きく２つの戦略を打ち立てた。一つは、「蓄積の場」そのもの

を増やす事で、最終産物の植物当たり、または単位栽培面積当たりの生産量を向上させる戦略で

ある。もう一方は、細胞内のレベルで化合物の動きを制御する輸送コンプレックスである「輸送

カーゴ」マシナリーを利用した物質集積技術の開発である。  

 

(2) 位置づけ、目標値 

 植物における機能性物質の蓄積制御技術の開発を目指す本事業において、「蓄積の場」を増や

す技術と、「蓄積プロセス」そのものを制御する技術の２つに取り組む。 

実施項目１）腺鱗の分化制御による蓄積技術：前者の「蓄積の場」を増やす技術開発は、多くの

機能性成分が植物の組織表面に発達する「腺鱗」という生産と蓄積に特化した小さな組織のみに
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集約される事に着目し、転写因子とゲノム編集技術を用いるアプローチと、ケミカルを用いた汎

用性の高いアプローチの両方を計画している。 

実施項目２）輸送マシナリーによる蓄積機構の制御技術開発：後者の蓄積プロセスの制御に関し

ては、水溶性物質と脂溶性物質とで植物内での蓄積機構に大きな違いがある事に配慮し、特に医

薬品原料や機能性食品の有効成分とされる化合物がいずれも脂溶性である事に着目して、脂溶性

物質のアポプラスト蓄積を制御する技術を開発する。 

プロジェクト３年目の中間目標値(H30)： 

 実施項目１）に関しては、腺鱗／トライコームの発生を制御する転写因子遺伝子のノックアウ

トによる腺鱗分化促進手法の有効性をトマトにおいて検証するとともに、もし有効性が低かった

場合には、新規側方抑制関連遺伝子の同定へとつながる情報を得る。ケミカルライブラリから

は、腺鱗／トライコーム増加に活性を示す化合物をスクリーニングにより絞り込む。 

 実施項目２）に関しては、「輸送カーゴ」のメンバー候補に関して、細胞内局在解析やタンパ

ク質相互作用解析などの手法を用いて、分泌プロセスに関与すると考えられるタンパク質を見出

す。また、脂溶性物質の分泌に付随する膜脂質とマトリックス脂質分子を同定する。さらに脂溶

性物質の細胞外蓄積において重要と考えられる酵素遺伝子の解析を介し、プロジェクト成果の高

度化を図る。 

プロジェクト５年後の最終目標値（H32）： 

 実施項目１）に関しては、転写因子からのアプローチでは、実用植物の RNA-Seq 解析をし、

腺鱗分化促進に役立つ相同転写遺伝子のカタログ化を行い、遺伝子ノックアウトによる腺鱗分化

促進法を、形質転換が可能な植物に用いることのできる一般的な技術として確立する。また、ケ

ミカルライブラリを用いた腺鱗数分化誘導物質からのアプローチでは実用植物にもそれらを適用

し、その適用スペクトラムと利用可能な濃度範囲を決定し、一般的な腺鱗数分化誘導技術として

確立する。 

 実施項目２）に関しては、タバコなどの植物体を実例とし、輸送カーゴに必要な遺伝子を導入

した組換え体を作成する。その組換え体を用い、内在性脂溶性物質を指標として細胞外蓄積を評

価する。 

 これら以外に、研究実施項目②の「植物による高機能品生産技術開発」においてと複数の企業

と連携し、高付加価値物質の蓄積に関して、開発した技術の有効性を検証する。 
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(3) 全体計画 

 

事業項目 ２８年度 ２９年度 ３０年度 ３１年度 ３２年度 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

第 1 

四半

期 

第 2 

四半

期 

第 3 

四半

期 

第 4 

四半

期 

① 腺鱗の分化制御

による蓄積技術 

 

 

② 輸送マシナリー

による蓄積機構

の制御技術開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             

 

(4) 実施体制 

   体制図 

 

 【委託先】              

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

 本研究テーマの運営に当たっては、チーム内においては実施項目ごとに、２週間に１回、研究

員と実施内容の進捗の報告や問題点などについて、情報共有を定期的に行っている。また助成事

業に従事する研究員も含めて、半年に一度まとまった成果報告の機会を設けている。実施項目全

体（チーム全体）の会議は、半年に１回、あるいは研究推進上情報交換が必要と考えられる機会

にアドホックで開催している。チーム外の専門家や有識者からアドバイスを受けるミーティング

は、年に数回個別に行っている。これら以外に、年に１回開催の NEDO主催の技術推進委員会に出

席し、委員各位よりアドバイスを受け、研究開発の推進に役立てている。 

 

 

分泌関連酵素の解析 

国立大学法人京都大学 

矢崎一史（生存圏研究所）

代表 

青山卓史（化学研究所）分

担  

タンパク質相互作用解析 
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(6) 実施の効果 

 本研究提案で開拓する技術からは、１−１）遺伝子（転写因子）を用いた「蓄積の場」の制御技

術、１−２）ケミカルを用いた「蓄積の場」を増産する技術、２）脂溶性の生理活性物質に適した

輸送・蓄積技術が開発される事が見込まれる。１−１）からは実用植物の転写因子とその利用法か

らのライセンス、１−２）からは広く様々な植物種をケミカルで処理する事で「蓄積の場」を増成

するライセンス、２）からはこれまでメカニズムすら明らかでなかった脂溶性の生理活性物質の

細胞外蓄積を制御するライセンスが得られる事が予想される。ここから得られる収入に加え、国

内における機能性物質の生産に関わる雇用や、国民の健康維持に資する機能性物質の生産を通

じ、2000億円規模の経済効果が期待される。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 実施内容 中期目標値 達成度 
１）腺鱗の分化制御
による蓄積技術 

i. 転写因子を用いた
ゲノム編集による腺
鱗数の制御技術の開
発 

トマトの転写因子遺
伝子のノックアウト
による腺鱗分化促進
手法の有効性を検証
す る 。 有 効 性 が 低
かった場合には、新
規側方抑制関連遺伝
子の同定へとつなが
る情報を得る。 

○ 

ii. ケミカルライブ
ラリを用いた腺鱗数
増加物質の開拓  

腺鱗トライコーム増
加に活性を示す化合
物をスクリーニング
する。植物ホルモン
を比較対象として用
いる。 

○ 

２）輸送マシナリー
による蓄積機構の制
御技術開発 

i. 輸送カーゴによる
脂溶性物質の分泌機
構の要素化と応用 

「輸送カーゴ」のメ
ン バ ー 候 補 に 関 し
て、細胞内局在解析
や免疫沈降などの手
法を用いて、分泌プ
ロセスに関与すると
考えられるタンパク
質 を 絞 り 込 む 。 ま
た、脂溶性物質の分
泌に付随する膜脂質
とマトリックス脂質
分子を同定する。さ
らに脂溶性物質の細
胞外蓄積において重
要と考えられる酵素
遺 伝 子 の 解 析 を 介
し、プロジェクト成
果の高度化を図る。 

○ 

ii. 輸送コンプレッ
クスコンポーネント
の応用 

平成 31 年以降の実施
項目。 

平成 31 年以降の実施
項目。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

 

研究開発項目 実施内容 現状 最終目標 達成見通し 
１）腺鱗の分化
制御による蓄積
技術 

i. 転写因子を用
いたゲノム編集
による腺鱗数の
制御技術の開発 

 実用植物の RNA-
Seq 解析をし、
腺鱗分化促進に
役立つ相同転写
遺伝子のカタロ
グ化を行い、遺
伝子ノックアウ
トによる腺鱗分
化促進法を、形
質転換が可能な
植物に用いるこ
とのできる一般
的な技術として
確立する。 

H31〜H32 年度の
実施項目を行う
ことで達成は見
込まれる。 

ii. ケミカルラ
イブラリを用い
た腺鱗数増加物
質の開拓  

 シロイヌナズナ
のトライコーム
分化誘導活性が
高いと認められ
た化合物を使っ
て、実用植物に
適用し、その適
用スペクトラム
と利用可能な濃
度 範 囲 を 決 定
し、一般的な腺
鱗数分化誘導技
術として確立す
る。 

H31〜H32 年度の
実施項目を行う
ことで達成は見
込まれる。 

２）輸送マシナ
リーによる蓄積
機構の制御技術
開発 

i. 輸送カーゴに
よる脂溶性物質
の分泌機構の要
素化と応用 

「輸送カーゴ」
に存在する候補
遺伝子の細胞内
局在は解析を終
了し、現在相互
作 用 の 解 析 を
行っている。 
脂溶性物質とと
もに分泌される
脂質分子の同定
を終了した。 

タバコ植物体な
ど を ホ ス ト と
し、輸送カーゴ
に必要な遺伝子
を導入した組換
え 体 を 作 成 す
る。その組換え
体を用い、内在
性脂溶性物質を
指標として、細
胞外蓄積を評価
する。 

H31〜H32 年度の
実施項目を行う
ことで達成は見
込まれる。 

ii. 輸送コンプ
レ ッ ク ス コ ン
ポーネントの応
用 

平成 31 年以降の
実施項目。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 植物における機能性物質の蓄積制御技術の開発を目指す本事業において、「蓄積の場」を増や

す技術と、「蓄積プロセス」そのものを制御する技術の２つに取り組む。 

実施項目１） 腺鱗の分化制御による蓄積技術開発 

 植物機能性成分の多くが、植物の組織表面に発達するトライコームの一種である腺鱗という組

織で生産、蓄積されている（図１）。 
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図１. 腺鱗は有用物質生産の「スマートセル」 

 

  

そこで実施項目１） では、機能性成分を蓄積する「場所 (腺鱗) を増やす」ための技術確立を目

的とし、以下の２種のアプローチ、すなわち１−１）ゲノム編集による腺鱗分化促進技術の開発、

そして １−２）ケミカルライブラリスクリーニングによる腺鱗分化誘導化合物の探索、に取り組

む（図２）。 

 

図２. 腺鱗分化の制御技術のストラテジー 

 

１−１）ゲノム編集による腺鱗分化促進技術の開発 

 本実施内容においては、トライコームの発生を負に制御する転写因子遺伝子のホモログをトマ

ト (Solanum lycopersicum) において同定し、CRISPR/Cas9 系を用いたゲノム編集による遺伝子破

壊を行うことで腺鱗分化の促進を試みる（図３）。 
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図３. ゲノム編集ベクターと遺伝子導入法 

 

 これまでに同定された 2種類のトマト相同遺伝子に対する合計 8種類の CRISPR/Cas9 用コンス

トラクトの全てをアグロバクテリウム (Agrobacterium tumefaciens) を介してトマトのカルスへ

導入した。その後、それぞれのコンストラクトに対してカルスからの再生植物個体を複数得て、

そのゲノム遺伝子中の CRISPR/Cas9標的配列の変化を調べた。その結果、それぞれ２種の相同遺

伝子に対して機能的なタンパク質をコードしないような変異を、相同染色体対立遺伝子の一方に

有する個体を複数得ることができた。 

 これらの再生植物個体はヘテロ接合体であり劣性形質を示さないので、後代でホモ接合体を得

てトライコームにおける変異形質を観察する予定である。また、両遺伝子の二重変異体を得る目

的で、再生植物個体を用いた掛け合わせ実験を行なっている。 

 

１ー２）ケミカルライブラリスクリーニングによる腺鱗分化誘導化合物の探索 

 本実施内容においては、トライコームで強い活性を持つ GL2遺伝子プロモーター制御下に GFP-

GL2融合遺伝子を配置したレポーター遺伝子（GL2p-GFP-GL2）を gl2突然変異体に導入した形質転

換シロイヌナズナを用いて、トライコームの分化誘導を行う化合物を 5,000 種化合物からなるケ

ミカルライブラリに対するスクリーニングにより同定する（図４）。 

 これまでに、設定されたケミカルライブラリスクリーニングの条件に加えて、ハイスループッ

トスクリーニングのためにマイクロタイターウェル中でシロイヌナズナ植物体を発芽、生育させ

る方法を開発した（図４）。本手法に関しては、本学の知財部を通じて特許出願を完了した。 
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図４. High throughput screening系の確立 

 

 本実施項目においては、これまでに生理活性を持つ既存の薬物約 1,000種類を含むドラッグデ

ライブドライブラリに対してスクリーニングを行った。その結果、根表皮における GFP-GL2の蛍

光強度を変化させる化合物数種を同定している。今後、新たな生物学的観点によりフォーカスさ

れたケミカルライブラリに対して、この系を用いたスクリーニングを継続させる予定である。 

 

実施項目２） 輸送マシナリーによる蓄積機構の制御技術開発 

 医薬品原料や機能性食品の有効成分とされる

化合物には脂溶性が高いものが多い事に着目

し、脂溶性物質のアポプラスト蓄積を制御する

技術を開発する。実施項目２）では、２−１）

細胞内輸送カーゴによる脂溶性物質の分泌機構

の要素化と、２ー２）輸送コンプレックスコン

ポーネントの応用、に取り組む（図５）。平成

３０年度までは前者を実施する。 

 

 

 

 図５. 輸送マシナリーのモデル図   

 

 

２−１）細胞内輸送カーゴによる脂溶性物質の分泌機構の要素化 

 脂溶性物質の蓄積を担う「輸送カーゴ」のコンポーネントを明らかにするため、これまでに６

つの項目を推進した。 
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 １）鍵酵素の抗体作成と評価として、シコニン生合成の鍵酵素である膜結合型プレニル化酵素

LePGT1に GFPを付与した発現ベクターを作製し、Nicotiana benthamianaにアグロインフィルト

レーションにより導入発現させ、細胞内局在解析を行った。 

 ２）オミクスデータを組み合わせ、輸送カーゴ・メンバーの cDNAデータの整理を進めた。その

結果、シコニンの細胞外蓄積とリンクすることが示唆された遺伝子・蛋白質が 16個リストアップ

された。これらを輸送カーゴ要素の候補遺伝子として全長 cDNAを取得し、エントリークローンの

作製に進めた。 

 ベクターを構築していく過程で、データベース解析の結果、輸送因子ではないと判断されたも

の、細胞内の発現レベルが検出限界以下だったもの、発現解析から極めて発現レベルが低かった

もの、シコニン生産と遺伝子発現が相関していなかったものを除いた。それら 10遺伝子に関し

て、植物発現用のバイナリーベクターにサブクローンングし、Nicotiana benthamiana の一過的

発現系において細胞内局在を解析した。その結果、サイトゾル局在のもの、ドット状の構造を示

すもの、小胞体ネットワークに乗るもの、液胞膜に局在するものなどが認められた。これらのう

ち、液胞膜局在の２種は本研究開発の目的とは合致しないため、以降の解析からは除く事とし

た。 

 ３）輸送カーゴメンバーの抗体作成と評価を平成 28年度から検討してきたが、これまでに生合

成酵素以外にシコニンの分泌や蓄積に関係することが分かっている蛋白質に、114アミノ酸からな

る LeDI2がある。これに着目した。LeDI2は酵素とは考えられない小さな蛋白質分子であるが、そ

の発現はシコニン生産と緊密にリンクしており、antisense RNAでその発現を低下させると、シコ

ニン生産が顕著に低下する（Yazaki et al., Plant Physiol., 2001）。LeDI2 の抗体を入手し、

イムノブロットに供した。しかし、ムラサキの培養細胞ではバンドの出現が明確でなかったこと

から、LeDI2を GFPと融合し、LeDI2-GFPとして解析を進めることとした。 

 ４）免疫沈降とプロテオーム解析に関しては、平成 30度にかけて計画している実施項目であ

る。本研究開発で対象とする蛋白質は膜系に結合するものが多いため、ネイティブなポリクロー

ナル抗体の作成は現実的ではない。そこでタグを用いた融合蛋白質でこの項目を推進することと

した。最初にムラサキ毛状根における LeDI2-GFPの導入発現に着手した。現在毛状根が誘導され

てきている段階であり、今後遺伝子の発現確認に進む。 

 ５）分泌脂質の分析は、サイトゾルや培地など水系では針状結晶となるシコニンが、どのよう

に可溶状態のまま細胞外に分泌されるかを理解する上で重要である。平成 29 年度はシコニン誘導

体と共存する脂質を LC-MSによって分析し、シコニン生産時に明確に含量が増える膜脂質とマト

リックス脂質を見出した。これらの分子に関してさらに詳細な構造解析を行い、データを取りま

とめた。 

  ６）タンパク質間相互作用の検証を目的として実施予定である酵母 two hybrid アッセイの準

備に関して検討を行った。膜結合型蛋白質相互作用解析に適している Split-ubiquitin系を利用

する事を考えたが、上記の実施内容でエピトープタグをつけたタンパク質を作成している事を利

用すれば、共免疫沈降実験の方が効率的で本研究目的には適していると考え、酵母のアッセイに

変えて実施する予定にしている。 
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 ２ー２）輸送コンプレックスコンポーネントの応用 

 平成３１年度以降の実施項目である。 

 

上記委託事業以外に、スマートセルプロジェクトの助成研究として実施中である２つの研究課題

において、分担研究として 2企業と共同で研究開発を実施した。 

 

 これまでの研究開発より得られた成果は、従前手付かずであった高付加価値化合物の細胞外高

蓄積の基盤となる知見であり、広く物質生産へ応用されることが期待される。これらの成果に関

係し、受賞歴が１件ある（2016 年、第 34 回日本植物細胞分子生物学会学術賞受賞）。 

 

(10) 成果の普及 

年度 特許出願 論文 その他外部発表 

国内 外国 PCT出願 査 読 付

き 

その他 学 会 発

表 ・ 講

演 

新 聞 ・

雑 誌 へ

の掲載 

その他 

H28 〜

H30 

1 0 0 0 0 13 0 1 

 論文は、現在リバイズ中のものが１報ある。 

 学会発表は、８月 26日〜28日の日本植物細胞分子生物学会（金沢）の発表までを含めた。 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 特許区分等 特許の名称 

H30 出願国内 (非公開) 

 

 

 これ以外、成果の内容により、知財の出願とするのが適当か、あえて公開を避けノウハウ登録

とするかを検討しつつ研究開発を進める。 
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特許・論文リスト 

(1) 特許 

番

号 

出願者 出願番号 国内/外国

/PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

1 京都大学 (非公開) 国内 H30.06.26 出願 (非公開) 藤原 

青山 

矢崎 

 

(2) 論文 

 なし 

 

(3) 外部発表 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 矢崎一史 京都大学 脂溶性物質のアポ

プラスト集積に関

わる生物学的イベ

ント 

第３６回日本植物

細胞分子生物学会 

平成30年8月26日

〜28日 

2 市野 琢爾, 棟方

（齊田） 有桂、

巽 奏、矢崎一史 

京都大学 ムラサキにおける

脂溶性二次代謝産

物シコニンの分泌

機構の解明に向け

て 

第３６回日本植物

細胞分子生物学会 

平成30年8月26日

〜28日 

3 巽  奏 、 岡 咲 洋

三、佐藤繭子、豊

岡公徳、市野琢

爾、梶川昌孝、福

澤秀哉、斉藤和

季、矢崎一史 

京都大学 脂溶性二次代謝産

物シコニンの分泌

系におけるトリア

シルグリセロール

の役割 

第３６回日本植物

細胞分子生物学会 

平成30年8月26日

〜28日 

4 Kazufumi Yazaki, 

Kanade Tatsumi, 

Takuji Ichino, 

Hideaki 

Matsuoka, 

Fumihiko Sato, 

Mayuko Sato, Taku 

Tsuyama, 

Kiminori Toyooka 

Kyoto 

Universi

ty 

Shikonin 

production of 

Lithospermum 

erythrorhizon, a 

model system of 

secondary 

metabolic lipids 

in plants 

The 23rd 

International 

Symposium on 

Plant Lipids 

平成30年7月9日 
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5 Takuji Ichino, 

Yuka Saida-

Munakata, Kanade 

Tatsumi, 

Kazufumi Yazaki 

Kyoto 

Universi

ty 

Molecular basis 

for secretory 

trafficking of 

lipophilic 

metabolites 

shikonin 

derivatives in a 

medicinal plant 

Lithospermum 

erythrorhizon 

The 23rd 

International 

Symposium on 

Plant Lipids 

平成30年7月8日～

13日 

6 Hayato Ueoka, 

Kanako Sasaki, 

Tatsuya 

Miyawaki, Takuji 

Ichino, Kyoko 

Yamamoto, 

Kazuaki Ohara, 

Nozomu Sakurai, 

Hideyuki Suzuki, 

Daisuke Shibata, 

Kazufumi Yazaki 

Kyoto 

Universi

ty 

Characterization 

of cytosol-

localized 

geranyl 

diphosphate 

synthase in 

Lithospermum 

erythrorhizon  

The 23rd 

International 

Symposium on 

Plant Lipids 

平成30年7月8日～

13日 

7 Kanade Tatsumi, 

Yozo Okazaki, 

Masataka 

Kajikawa, Takuji 

Ichino, Mayuko 

Sato, Kiminori 

Toyooka, Kazuki 

Saito, Hideya 

Fukuzawa, 

Kazufumi Yazaki 

Kyoto 

Universi

ty 

Lipid molecules 

concomitantly 

secreted with 

shikonin, a 

lipophilic 

secondary 

metabolite, 

produced in 

Lithospermum 

erythrorhizon 

The 23rd 

International 

Symposium on 

Plant Lipids 

平成30年7月8日～

13日 

8 巽 奏、岡咲洋

三、梶川昌孝、市 

育代市野琢爾、斉

藤和季、福澤秀

哉、矢崎一史 

 

京都大学 

 

ムラサキ培養細胞

における脂質の細

胞外分泌とシコニ

ンとの関わり 

第59回日本植物生

理学会（札幌） 

平成30年3月28日

〜30日 

9 矢崎一史 京都大学 ムラサキのシコニ

ン生産誘導系を用

いたオミックス解

析 

日本農芸化学会

2017年度大会 

(シンポジウム講

演) 

平成 29 年 3 月 19

日 

109



 

10 Ueoka, H., 

Miyawaki, T., 

Sasaki, K., 

Ichino, T., 

Yamamoto, K., 

Ohara, K., 

Sakurai, N., 

Suzuki,H., 

Shibata, D., 

Yazaki, K. 

京都大学 

 

Functional 

analysis of 

geranyl 

diphosphate 

synthase 

localized in 

cytosol in 

Lithospermum 

erythrorhizon 

The 2nd Asia 

Resear 

ch Node 

Symposium on 

Humanosphere 

Science（京都） 

平成29年7月19日

～ 20日 

11 市野琢爾、藤原 

崇志、棟方有桂，

矢崎一史，青山卓

史 

京都大学 

 

植物における代謝

産物の蓄積機構の

制御技術の開発 

BioJapan2018（横

浜） 

平成29年10月11日

～13日 

12 Ueoka, H., 

Miyawaki, T., 

Sasaki, K., 

Ichino, T., 

Yamamoto, K., 

Ohara, K., 

Sakurai, N., 

Suzuki,H., 

Shibata, D., 

Yazaki, K. 

京都大学 

 

Characterization 

of geranyl 

diphosphate 

Synthase (GPPS) 

in Lithospermum 

erythrorhizon 

JSBBA KANSAI 4th 

Student Forum 

平成29年11月4日 

13 矢崎一史 京都大学 植物二次代謝の生

合成と輸送の統合

を目指して 

第34 回日本植物

細胞分子生物学会

学術賞受賞講演 

平成28年9 月2日 

 

(4) 新聞・雑誌等への掲載 

 なし 

 

(5) その他 

 なし 
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2.1.3  代謝系遺伝子発現制御技術／栽培・生育環境による発現制御技術 

「遺伝子発現制御および栽培環境制御の融合による代謝化合物高生産基盤技術開発」 

（担当機関：産業技術総合研究所、北海道大学、奈良先端技術大学院大学、横浜国立大学、千葉大学、

北海道科学技術総合振興センター） 

 

(1) 背景と目的 

 基本計画：研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」における 

①-（２）「代謝系遺伝子発現制御技術の研究開発」に関して以下の4つの個別研究開発テーマ、 

研究開発テーマ 2.1.3-1 

【CMVベクターとクロマチンリモデリングによる植物内在性遺伝子のメチル化制御技術開発】

（国立研究開発法人産業技術総合研究所） 

研究開発テーマ 2.1.3-2 

【目的遺伝子の特異的メチル化解除による発現制御技術開発】 

（国立大学法人北海道大学/国立研究開発法人産業技術総合研究所） 

研究開発テーマ 2.1.3-3 

【代謝系関連遺伝子の安定化技術開発】 

（国立大学法人奈良先端科学技術大学院大学） 

研究開発テーマ 2.1.3-4 

【転写・発現調節因子等による遺伝子発現制御技術】 

（国立大学法人横浜国立大学） 

 

①-（３）「栽培・生育環境による発現制御技術の研究開発」に関して2つの個別研究開発テーマ 

研究開発テーマ 2.1.3-5 

【環境ストレスを活用した植物の二次代謝系制御による高効率物質生産】 

（国立大学法人千葉大学） 

研究開発テーマ 2.1.3-6 

【人工環境・栽培技術における代謝系遺伝子変動解析を利用した化合物高効率生産技術開

発】（公益財団法人北海道科学技術総合振興センター） 

 

の共同提案から構成され、最終的に個々の技術開発要素を単独、もしくは、適宜組み合わせること

で、目的代謝化合物の高生産を可能にする基盤技術を開発するものである。 

  

 

以下に、各課題の詳細について記載する。 

    

2.1.3-1. CMVベクターとクロマチンリモデリングによる植物内在性遺伝子のメチル化制御技術開発 

（担当機関：国立研究開発法人産業技術総合研究所） 

植物は、他の生物種と異なり複雑・多様なメチル化・脱メチル化機構を有している。例えば、哺乳

類等の DNAメチル化は CGメチル化が基本であるが、植物の場合は CGメチル化のみならず、CHG、CHH(H

は、G 以外の塩基)のメチル化も行われ、これら塩基配列の変化を伴わないメチル化機構により遺伝子

の発現が制御されている。しかしながら、現在、植物の特定の内在性遺伝子に対して DNAメチル化を誘

導出来た例は数えるほどでしか無く、未だ効果的な手法は無い。そこで、本研究では、キュウリモザ
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イクウイルス（Cucumber mosaic virus：CMV）ベクター、および DNAのメチル化・脱メチル化過程にお

いて重要なクロマチン構造を遺伝子操作により改変する技術の両方を融合させることで、新規の効率

的な植物内在性遺伝子のメチル化誘導技術を開発するものである。 

 

2.1.3-2. 目的遺伝子の特異的メチル化解除による発現制御技術開発 

（担当機関：国立大学法人北海道大学） 

植物の遺伝子発現はエピジェネティクスによって DNAやヒストンのメチル化調節を受けている。植物

の機能性成分の蓄積レベルの調節もこのエピジェネティクスに依存している。DNA のメチル化や脱メチ

ル化を自在に操作することができれば、植物由来の機能性有用成分の生産に大いに貢献する。本研究

は DNA のメチル化を特異的に解除する技術開発であり、DNA メチル化を誘導する産総研の技術と対をな

す。 

 

2.1.3-3. 代謝系関連遺伝子の安定化技術開発 

（担当機関：国立大学法人奈良先端科学技術大学院大学） 

植物の二次代謝系遺伝子を強化／改変する上で、植物へ導入した遺伝子を高発現させる技術（高転

写：プロモーター、高翻訳：5’UTR）の幾つかは既に確立されている。しかし、導入した遺伝子由来

の mRNA 蓄積量が意図せず極めて低い場合がしばしば報告されている（mRNA の不安定性）。仮に多量の

mRNA が転写合成されても、不安定な場合は細胞内で速やかに分解され、残存する翻訳可能な mRNA 量が

少ないものとなる。その場合には、目的代謝系の強化は十分には達成できない。そこで、植物 mRNA の

どのような配列／構造が認識されて分解されているかをゲノムスケールでの解析とインフォマティッ

クス解析を駆使することで明らかにし、植物へ導入する外来遺伝子由来の mRNA の不安定要因を特定す

るとともに、細胞へ導入する目的遺伝子内に想定される不安定要因をあらかじめ排除し、安定化でき

る技術の開発を目指す。 

 

2.1.3-4. 転写・発現調節因子等による遺伝子発現制御技術 

（担当機関：国立大学法人横浜国立大学） 

 「転写・発現調節因子等による遺伝子発現制御技術」では実施者らがこれまでに取り組んできた発

光レポーターを用いた遺伝子発現制御モニタリング技術を中心として、各種遺伝子発現制御配列、転

写調節因子の活性評価技術、低分子化合物等の生理活性物質探索技術のノウハウに関する技術的蓄積

を活用・高度化し、 植物の二次代謝関連遺伝子等の高効率同時発現制御(抑制/向上)を目的とした研

究開発を行う。 

 

2.1.3-5. 環境ストレスを活用した植物の二次代謝系制御による高効率物質生産 

（担当機関：国立大学法人千葉大学） 

植物は環境変化に適応するための様々な能力を有している。この環境応答は、生育期間中の環境、

特に物理環境要因（光、温度、水分、気流など）および化学環境要因（空気中ガス、培養液など）の

変化で誘導され、要因によって応答する器官（葉、花、茎など）は異なる点が特徴である。そこで本

テーマでは複合的な環境ストレスを与えて二次代謝系の生合成の挙動を解明し、目的とする有用成分

の高発現を器官特異的に誘導する手法を確立し、植物工場で高効率物質生産を実証する。 

 

2.1.3-6. 人工環境・栽培技術における代謝系遺伝子変動解析を利用した化合物高効率生産技術開発 

（担当機関：公益財団法人北海道科学技術総合振興センター） 
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本テーマは、栽培環境や栽培技術をどのように変更すれば、目的とする二次代謝産物の生合成増加

が期待できるかの情報提示･示唆が可能になる技術開発を目的とする。 

一般的に、植物が生合成、蓄積する二次代謝産物は 20 万から 100 万種類に及ぶとも言われるが、気

候条件や外的ストレス等の外的要因、生長段階や植物ホルモンなどの内的要因によって、その成分含

量は大きく変化することが知られている。したがって、機能性を有する産業上有用な二次代謝産物を、

栽培環境や方法を変えることで高生産を試みた研究例は数多くあるが、植物種や目的産物がそれぞれ

異なり、当然関与する代謝系も異なっている。 

そこで、迅速に植物二次代謝産物高生産の実用化に直結する技術を開発することを主目的として研

究開発を実施する。 

 

(2) 位置づけ、目標値    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究項目（担当機関） 中間目標値(H30) 最終目標値（H32）
目標の見える化

の達成度

①-（２）代謝系遺伝子発現
制御技術の研究開発
（国立研究開発法人産業技術
総合研究所、国立大学法人北
海道大学、国立大学法人奈良
先端科学技術大学院大学、国
立大学法人横浜国立大学）

・メチル化誘導、遺伝子
発現制御因子解析等の基
本技術を確立する。
・目的代謝系遺伝子の発
現を2倍以上増強又は1／
5以下に抑制する技術の
確立。

・目的代謝系遺伝子の発
現を5倍程度増強又は1／
10以下に抑制する技術を
確立する。
・研究開発項目②で対象
とする実用植物におい
て、開発した遺伝子発現
制御技術の有効性を示
す。

最終目標を十分
に達成、又は最
終目標達成の見
込みが十分にあ
る。

①-（３）栽培・生育環境に
よる発現制御技術の研究開発
（国立大学法人千葉大学、公
益財団法人北海道科学技術総
合振興センター）

・栽培環境因子と代謝系
主要遺伝子の半数の解析
の完了。

・目的代謝系における主
要遺伝子／産物の発現を5
倍程度増強させる技術を
確立する。
・研究開発項目②で対象
とする実用植物におい
て、開発した栽培・生育
環境による発現制御技術
の有効性を示す。

最終目標を十分
に達成、又は最
終目標達成の見
込みが十分にあ
る。
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(3) 全体計画 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」 

 

 

  

第1

四半期

第2

四半期

第3

四半期

第4

四半期

第1

四半期

第2

四半期

第3

四半期

第4

四半期

第1

四半期

第2

四半期

第3

四半期

第4

四半期

①-（２）代謝系
遺伝子発現制御技
術の研究開発
（国立研究開発法
人産業技術総合研
究所、国立大学法
人北海道大学、国
立大学法人奈良先
端科学技術大学院
大学、国立大学法
人横浜国立大学）

①-（３）栽培・
生育環境による発
現制御技術の研究
開発
（国立大学法人千
葉大学、公益財団
法人北海道科学技
術総合振興セン
ター）

事業項目
平成２８年度 平成２９年度 平成３０年度 平成

３１年度

平成

３２年度
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(4) 実施体制 

  

 

 

  

研究統括 

国立研究開発法人産業技術総合研究所 

・研究実施場所：国立研究開発法人産業技術総合研究所  

北海道センター 

・研究開発項目：CMVベクターとクロマチンリモデリングによる植物内在性遺

伝子のメチル化制御技術開発 

国立大学法人北海道大学 

・研究実施場所：国立大学法人北海道大学大学院農学研究院 

・研究開発項目：目的遺伝子の特異的メチル化解除による 

発現制御技術開発 

国立大学法人奈良先端科学技術大学院大学 

・研究実施場所：国立大学法人奈良先端科学技術大学院大学 

先端科学技術研究科 

・研究開発項目：代謝系関連遺伝子の安定化技術開発 

国立大学法人横浜国立大学 

・研究実施場所：国立大学法人横浜国立大学大学院 

環境情報研究院 

・研究開発項目：転写・発現調節因子等による遺伝子発現 

制御技術 

国立大学法人千葉大学 

・研究実施場所：国立大学法人千葉大学大学院園芸学研究科 

・研究開発項目：環境ストレスを活用した植物の二次代謝系 

制御による高効率物質生産 

公益財団法人北海道科学技術総合振興センター 

・研究実施場所：公益財団法人北海道科学技術総合振興 

センター グリーンケミカル研究所 

・研究開発項目：人工環境・栽培技術における代謝系遺伝子変動解析を利用し

た化合物高効率生産技術開発 

研究開発責任者 

・所属  国立研究開発法人産業技術総合研究所 

・役職名 研究グループ長 

・氏名  松村 健 

「遺伝子発現制御および栽培環境制御の 
融合による代謝化合物高生産基盤技術開発」 

 

共
同
研
究 
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(5) 運営管理 

これまでに以下の会議を実施している。 

平成 28年 12月 20日 全体会議（横浜国立大学 みなとみらいキャンパス） 

平成 29年 6月 6日 全体会議（産業技術総合研究所 北海道センター） 

平成 29年 6月 7日 テレビ会議（参加機関：産総研、千葉大、ノーステック） 

平成 29年 6月 16日 テレビ会議（参加機関：産総研、千葉大、ノーステック） 

平成 29年 6月 26日 テレビ会議（参加機関：産総研、千葉大、ノーステック） 

平成 29年 8月 9日 会議（産総研、北大、奈良先、ノーステック） 

平成 29年 11月 24日 テレビ会議（参加機関：産総研、千葉大、ノーステック） 

平成 29年 12月 13日 全体会議（千葉大学 松戸キャンパス） 

平成 30年 1 月 9日 会議（産総研、千葉大、ノーステック） 

平成 30年 4月 18日 テレビ会議（参加機関：産総研、北大、奈良先） 

平成 30年 5月 11日 全体会議（北海道大学 農学部） 

平成 30年 5月 16日 テレビ会議（参加機関：産総研、北大） 

 ＊ノーステック：公益財団法人北海道科学技術総合振興センターの略称 

 

(6) 実施の効果 

 本課題（6課題）は、代謝系の新規遺伝子操作技術の開発・提供、および遺伝子操作を伴わない（対

象植物種個々の代謝系情報・遺伝子情報に依らず）生育・栽培環境改変による目的代謝産物生合成増

強を目指す基盤技術の開発である。 

 当該技術は、基本的に植物種・対象代謝産物を選ぶこと無く広範囲に応用・展開できるモノである

ため、当該技術の産業利用上の効果は非常に大きいと期待できる。 

 例えば、植物由来代謝産物利用産業の一つとして容易に考えられる薬用植物を利用した漢方薬国内

市場は、約 1,400億円強、健康食品等国内市場は、約 7,500億円、薬用入浴剤や化粧品等の市場は約 2

兆円規模である。 

 当然、当該研究成果がいきなりこれら広範囲の産業において利用されるとは言い難いが、一方、生

物由来（動物・植物）、合成による有用成分 50品目の 2016年実績は約 2,000億円超との報告もあ

り、産業上主要な特定の代謝産物数種類においてでも実用化されれば、その費用対効果は非常に大き

いと期待される。 

 

  

http://www.tsumura.co.jp/zaimu/business/bsn/pdf/business_of_tsumura.pdf?20170110 
https://www.yano.co.jp/press/press.php/001804 
柴田敏郎 (2011) 「薬用植物の特性と栽培・生産技術」より 

https://www.fuji-keizai.co.jp/market/17125.html 
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(7) 中間目標の達成度 

 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

 

  

成果

○

○
・栽培環境因子と代謝系主要遺伝子の半数の
解析を完了した。

研究項目
（担当機関）

中間目標の達成度

①-（２）代謝系遺伝子発現制御
技術の研究開発
（国立研究開発法人産業技術総
合研究所、国立大学法人北海道
大学、国立大学法人奈良先端科
学技術大学院大学、国立大学法
人横浜国立大学）

・メチル化誘導、遺伝子発現制御因子解析等
の基本技術を確立した。
・目的代謝系遺伝子の発現を3倍以上増強又
は1／5以下に抑制する技術を確立した。

①-（３）栽培・生育環境による
発現制御技術の研究開発
（国立大学法人千葉大学、公益
財団法人北海道科学技術総合振
興センター）

・栽培環境因子と代謝
系主要遺伝子の半数の
解析を完了し、また、
各種条件下における栽
培試験を実施中。

既に各種処理によ
る遺伝子変動解析
の系は確立できて
いるので、充分到
達可能である。

研究項目
（担当機関）

①-（２）代謝系遺伝子発
現制御技術の研究開発
（国立研究開発法人産業
技術総合研究所、国立大
学法人北海道大学、国立
大学法人奈良先端科学技
術大学院大学、国立大学
法人横浜国立大学）

①-（３）栽培・生育環境
による発現制御技術の研
究開発
（国立大学法人千葉大
学、公益財団法人北海道
科学技術総合振興セン
ター）

・メチル化誘導、遺伝
子発現制御因子解析等
の基本技術を確立し
た。
・目的代謝系遺伝子の
発現を3倍以上増強又は
1／5以下に抑制する技
術を確立した。

・目的代謝系遺伝子の発現
を5倍程度増強又は1／10以
下に抑制する技術を確立す
る。
・研究開発項目②で対象と
する実用植物において、開
発した遺伝子発現制御技術
の有効性を示す。

・目的代謝系における主要
遺伝子／産物の発現を5倍程
度増強させる技術を確立す
る。
・研究開発項目②で対象と
する実用植物において、開
発した栽培・生育環境によ
る発現制御技術の有効性を
示す。

現状 最終目標 達成見通し

各機関で開発され
る技術を融合させ
ることにより、十
分達成可能であ
る。
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(9) 研究開発の成果と意義 

2.1.3-1．CMV ベクターとクロマチンリモデリングによる植物内在性遺伝子のメチル化制御技術開

発 

（担当機関：国立研究開発法人産業技術総合研究所） 

 

植物では、塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御をすることで、育成環境変動に対応している

現象が多数報告されており、これらの発現制御には DNAのメチル化・脱メチル化が関与している。特に

植物は独自のメチル化制御機構を発達させており、哺乳類等で見られる CG 配列のシトシンメチル化の

みならず、CHG（H=C、A、T）、CHH を合わせた 3 種類のコンテクストにおいて別々の機構でメチル化を

制御することで遺伝子発現を制御することが大きな特徴である。 

植物では、導入した外来性遺伝子が高頻度にメチル化される例や、外来性遺伝子に人為的にメチル化

を誘導することで、容易に transcriptional gene silencing（TGS）が誘導可能な例が多数報告されて

いる。その一方で、植物内在性遺伝子に対する人為的な DNA 配列特異的メチル化･脱メチル化の誘導お

よび TGSの誘導は容易ではないとされている。そこで本研究では、植物内在性遺伝子に対して TGS誘導

を試みた際の標的遺伝子に関連する分子生物学的変動について知見を得るため、phytoene desaturase

（PDS）遺伝子のプロモーター配列をモデルとして、タバコの一種である Nicotiana benthamiana を用

いて TGS誘導試験を実施した（図 2.1.3-1-1）。 

 

図 2.1.3-1-1 PDS 遺伝子プロモーター領域の概略 

転写開始点の位置解析データ（図中 CAGE）は奈良先端大加藤晃先生から提供していただいた。

CAGE 5end=検出された一番上流の位置。CAGE major=最も多く検出された位置。 

 

i) モデル遺伝子プロモーター領域の機能解析 

本研究で用いる PDS 遺伝子は、発現抑制効果が表現型として判別しやすく、また容易に post 

transcriptional gene silencing（PTGS）を誘導しやすい一方で TGSの誘導が困難だとされている。そ

こで、N. benthamiana から PDS 遺伝子のプロモーター配列として、その翻訳領域上流配列を単離し、

その下流に β-グルクロニダーゼ（GUS）遺伝子を挿入したコンストラクトを T-DNA ベクター上に構築

した（pNbPDSb-GUS）。本ベクターを用いて N. benthamiana における GUS 遺伝子の一過性発現試験を

行った結果、GUS 染色試験により GUS 遺伝子の発現が認められたことから、単離した翻訳領域上流配列

はプロモーターとして機能することを確認した。 

 

ii) PDS遺伝子プロモーター領域に対する TGS誘導試験 

まずは従来法により PDS 遺伝子プロモーターに対する TGS を誘導するため、PDS 遺伝子プロモーター

領域の一部配列について逆反復配列を持つバイナリーベクター（p35S-pNbPDSbi）を構築した。p35S-

pNbPDSbi を用いて TGS が誘導可能かを確認するため、アグロインフィルトレーション法により p35S-
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pNbPDSbiを一過的に N. benthamiana に導入した。バイサルファイトシーケンス法（BS-Seq法）により

PDS 遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化状態を解析した結果、p35S-pNbPDSbi を植物体に導入した

組織において、DNA のメチル化が誘導されていることが明らかとなった（図 2.1.3-1-2）。PDS 遺伝子

の発現をリアルタイム PCR で解析した結果、ベクターコントロールである p35S-GUS 導入組織の 50%以

下へと低下していた（図 2.1.3-1-2）。また、DNAメチル化誘導に重要な 21,22,24nt small-RNAを解析

した結果、inducer配列特異的な small RNAの蓄積が認められた。 

 
図 2.1.3-1-2 インフィルトレーション 5日目における NbPDSb プロモーター領域の DNAメチル

化解析結果（左）と PDS 遺伝子発現解析結果（右） 

 

以上から本ベクターにより DNAメチル化が誘導可能なことを確認したので、アグロバクテリウム法によ

り N. benthamianaの組換え体の作出を進めた。これまでに作出した 129 系統の内、PDS遺伝子の発現

が抑制された系統は 50 系統であり、その抑制度合いは最大で約 40％程度であった（図 2.1.3-1-3）。

このように従来技術を用いた TGS 誘導では、最大約 40%程度の発現抑制にとどまるため、抑制度をさら

に向上させる技術の開発が必要であると考えられた。 

 

図 2.1.3-1-3 PDS 遺伝子抑制タバコ植物体の PDS遺伝子発現解析結果 

p35S-pNbPDSbi ベクターを用いた形質転換の結果得られた再分化個体について、リアルタイム

RT-PCRによる PDS遺伝子発現解析を行った。その結果の一部をここに示す。 

 

 

iii) ウイルスベクターによる植物内在性遺伝子抑制試験 

iii)-1. 標的領域特異的な DNAメチル化誘導系の構築 

従来技術より迅速・簡便で高効率な TGS誘導を可能にする技術を開発するため、キュウリモザイクウ

イルス（CMV）ベクターを用いて研究を進めた。プロモーターと同じ配列を有する CMV ベクターを N. 

benthamianaに感染させ、ウイルスの複製過程で生じる2本鎖RNAから大量のsiRNAを供給することで、

RNA directed DNA Methylation（RdDM）による DNAメチル化および転写抑制を試みた。通常植物の RdDM

機構では、まずポリメラーゼ IV（Pol IV）がメチル化される特定のゲノム領域を転写する。Pol IV転

写産物は RDR2 により 2 本鎖 RNA となり、DCL3 により 24 塩基の siRNA に切断される。siRNA は AGO4 に
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取り込まれ、siRNAと相補な配列を持つ scaffold RNA と複合体を形成する。Scaffold RNAは、クロマ

チンリモデリング因子 DRD1 などがゲノム DNA の 2 本鎖構造をほどいた領域において、ポリメラーゼ V

（PolV）により転写される。次に、RDM1 により AGO4 複合体に DNA メチル基転移酵素 DRM2 がリクルー

トされることで、標的領域特異的に DNAのメチル化が誘導されると考えられている。 

N.benthamiana は PDS 遺伝子を 2 コピー（NbPDSa、NbPDSb）持つため、両者を同時にターゲットでき

るように、保存配列を中心に標的配列（inducer）を設計した（図 2.1.3-1-4）。inducerはセンス鎖、

アンチセンス鎖の両方を比較検討した。また、対照としてウイルスベクターとして世界的に利用され

ているタバコ茎えそウイルス（TRV）ベクターを使用した。なお TRV は国内未発生ウイルスであり、植

物防疫法による輸入禁止措置がなされ、実用化には適さないことから、本研究では国産の CMVベクター

を軸として進めている。 

 

図 2.1.3-1-4 CMV・TRVベクターによる PDS遺伝子に対する TGS誘導についての概要 

 

mRNA の定量はリアルタイム PCR により NbPDSa と NbPDSb を同時に検出することで実施した。その結

果、ウイルス接種 21日後において mRNAは最大で約 37%（inducerが T3asの場合）までの減少が見られ

るものの、PDS 遺伝子の発現が大きく抑制された際に現れる組織の白色化は認められなかった（図

2.1.3-1-5）。またセンス鎖・アンチセンス鎖の間で顕著な違いは認められなかった。 

 

図 2.1.3-1-5 CMV・TRV ベクターを用いた TGS の誘導（A）CMV ベクターで TGS を誘導した際の

PDS 遺伝子 mRNA の定量結果（接種 21 日後）。ベクターコントロール（asGFP）に対する相対発

現量を記載した。（B）CMV・TRV ベクターで TGSを誘導した際の葉の表現型。 
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標的ゲノム DNA領域の DNAメチル化状態を明らかにするために、次世代シーケンサーを用いた BS-Seq

法により DNA のシトシンメチル化頻度を解析した。その結果、CMV・TRV ともに標的領域特異的なシト

シンメチル化が認められた（図 2.1.3-1-6A）。また、inducerとしてセンス・アンチセンスいずれを用

いた場合でも同程度誘導されていた。植物ゲノムのシトシンは CG、CHG、CHH（H=A,C,T）3 種類のコン

テクストについて別々の機構によりメチル化状態が制御されているが、CMV・TRV ベクターいずれも全

てのコンテクストでメチル化されており、メチル化頻度は CHG>CHH>CG の順で高かった。また、RdDM に

よる DNAメチル化には 21,22,24 ntの siRNAが関与するため、次世代シーケンサーを用いた Small RNA-

Seq 法で siRNAの蓄積状態を解析した結果、CMV・TRV感染個体では、標的配列に対する 21,22,24 ntい

ずれのサイズの siRNA も蓄積しており、両ベクター間で顕著な差異は認められなかった（図 2.1.3-1-

6B）。 

これまで植物ウイルスベクターを用いた TGS誘導について詳細な解析が行われた例はない。そこでま

ず、CMV ベクター接種後の DNA メチル化および mRNA 量の低下が生じるタイミングを明らかにするため

に、inducerとして T3sを挿入した CMVベクターを接種した後 4,6,10,14日における mRNA量および DNA

メチル化頻度を解析した。その結果、ウイルスが感染・移行した上位葉では、接種 4 日後に mRNA 量が

減少しはじめ、接種 10 日後で最も減少していた（約 49%; 図 2.1.3-1-6C）。一方、DNA メチル化は接

種 6 日後から誘導が認められ、接種 14日後までメチル化の割合が継続して上昇していた（図 2.1.3-1-

6D）。また、接種 14 日後までの間、TGS 誘導個体において PDS 遺伝子の発現が大きく低下した際に現

れる葉組織の白化は生じないものの、ベクターコントロールと比較して葉の退色が認められた（図

2.1.3-1-6E）。以上の結果より、PDS 遺伝子の DNA メチル化を接種 1 週間以内という非常に早い段階か

ら誘導可能なことが明らかとなった。 

 

 

図 2.1.3-1-6 T3s inducerを挿入した CMVベクターの接種 21日後における標的ゲノム領域周辺

の DNA メチル化状態（A）および siRNA 蓄積状態の解析結果（B）。（C-D）接種前（0dpi）およ

び接種 4、6、10、14 日後の PDS遺伝子 mRNAの定量（C）、DNAメチル化の割合（D）および表現

型（E）。Cでは 0dpiの発現量に対する相対発現量を記載した。dpi=接種後日数。 

 

次に、N.benthamianaは PDS遺伝子を 2コピー（NbPDSa、NbPDSb）持つため、NbPDSaと NbPDSbで TGS

の誘導程度に違いがあるかを検証した。上述の経時変化を解析したサンプルを用いて、NbPDSa と

NbPDSb を区別して real-time PCR により定量したところ、NbPDSb より NbPDSa の方が顕著に mRNA量が

減少しており、NbPDSaと NbPDSb の間で TGS誘導効果に違いがあることが判明した。 
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これまでの inducer は全て NbPDSb の配列をベースに作成したため、NbPDSa の配列との間に塩基のミス

マッチが存在する（図 2.1.3-1-1）。NbPDSa の方が NbPDSb より TGS 誘導効率が高いことが判明したた

め、NbPDSa の配列と 100%一致する inducer（NbPDSa-T30s）を用いることで、TGS 誘導効率の上昇が見

込めると推察した。その結果、NbPDSa 由来の inducer の方がより効率的な TGS の誘導が可能であり、

NbPDSa の発現量を 28%まで低下させることに成功した (図 2.1.3-1-7)。 

 

図 2.1.3-1-7 NbPDSa由来 inducerの T30sおよび NbPDSb由来の T3s発現個体のおける PDS遺伝

子 mRNA の定量結果（接種 12 日後）。ベクターコントロール（asGFP）に対する相対発現量を記

載した。 

 

 

iii)-2. 2b発現組換え体を用いた検討 

CMVがコードする 2b遺伝子は DNAのメチル化を抑制する報告がある一方で（参考文献 1,2）、メチル

化の促進を示唆する報告もある(参考文献 3)。そこで、我々が独自に保有している 2b 発現組換え体を

用いて、標的プロモーター領域のメチル化状態を解析した。2b 発現組換え体 2 系統（#28、#41）につ

いて解析した結果、非接種個体（inducer を発現させていない個体）において、野生型（WT）と比較し

て CG、CHG、CHH いずれのコンテクストにおいてもメチル化レベルの上昇が認められた（図 2.1.3-1-

8）。この結果は 2b 遺伝子の発現のみでメチル化が促進されることを示唆する。今後は 2b 発現組換え

体を素材候補として用い研究開発を進める。 

 

図 2.1.3-1-8 2b発現形質転換体（非接種個体）におけるシトシンメチル化状態 
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iv)  メチル化誘導目的の内在性遺伝子プロモーター配列を導入した組換え体の作出 

 内在性遺伝子と比較して外来性遺伝子に対する TGSの誘導は比較的容易である。これは外来性遺伝子

が組み込まれたゲノム領域ではクロマチン構造にゆがみが生じ、TGS を誘導した際に、初期 siRNA の大

量合成が効率よく進むことで、メチル化が誘導されやすい状態になったためだと推察される。我々は

この考えをもとに、内在性遺伝子と同一な配列を“外来性”配列として導入した後、この外来性配列

に対して TGSを誘導することで、初期 siRNAの大量合成を狙い、本来の標的である内在性遺伝子のメチ

ル化を誘導する戦略を立てた。 

そこでまずは前項 i)で構築した pNbPDSb-GUSを用いて形質転換した N.benthamianaを 132系統得た。

形質転換当代の葉組織について GUS 染色した結果、43 系統（32.6%）で GUS 発現を確認したが、植物体

を維持する過程で GUS 発現が減少・消失し、最終的に GUS 発現が確認された個体は 22 系統(16.7%)と

なった。得られた全 132 系統の組換え体において、PDS 遺伝子の発現抑制に起因する葉の白色化は認め

られなかったことから、外来性 PDSプロモーター配列のみに DNAメチル化が誘導された可能性が考えら

れた。現在、外来性と内在性配列を区別してメチル化状態の比較解析を進めている。 

 

v) クロマチンリモデリングを利用した発現制御技術 

上述の初期 siRNAの大量生成が成功した場合においても、クロマチン構造を緩めることで、より高効

率に RdDM 機構が働くのではないかと考えた。シロイヌナズナからクロマチンリモデリングファクター

（CRF）を 2 種類（CRF-A、CRF-B）単離し、植物発現用 T-DNA ベクターに導入した。これらの発現ベク

ターで N.benthamianaを形質転換し、サザンブロット解析により 1コピー挿入系統と判断した組換え体

を、CRF-Aは 56系統、CRF-B は 30系統得た。 

 

vi) クロマチンリモデリング因子を用いた TGS誘導効率の上昇 

CRF-A 過剰発現体（コンストラクト 2 種類 2 系統ずつ）, CRF-B 過剰発現体（2 種類 3 系統ずつ）に

inducer 配列を挿入した CMV（inducer=NbPDSa-T17s）、TRV ベクター（inducer=NbPDSb-T2s）を混合接

種した。その結果、NbPDSaの発現量について、野生型植物体でウイルス非接種個体の 40.2%まで発現量

が減少するのに対して、CRF-A 過剰発現体ではすべての系統でさらに減少し、最大で 17.5%までの減少

が認められた（図2.1.3-1-9）。また、CRF-Bに関しては、野生型植物体でウイルス非接種個体の41.7%

まで減少するのに対して、CRF-B 過剰発現体はすべての系統でさらに減少し、最大で 22.9%までの減少

が認められた（図 2.1.3-1-9）。以上の結果から、CRF-A または CRF-B 遺伝子を過剰発現することで、

TGS 誘導効率を顕著に上昇させることに成功した。 

 
図 2.1.3-1-9 CRF-A、CRF-B 過剰発現体において TGSを誘導した際の mRNA の減少程度（接種 21

日後）。各系統について非接種個体を 100%とした際の発現量を記載。35S、MMV、SV10 は CRF-A、

CRF-B の過剰発現に用いたプロモーターを示す。 
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2.1.3-2．目的遺伝子の特異的メチル化解除による発現制御技術開発 

（担当機関：国立大学法人北海道大学） 

 

本研究は、DNA のメチル化によって発現が抑制されている特定の配列に対して、特異的に脱メチル化を

誘導する技術開発である。機能性成分の蓄積に関与する遺伝子などに将来応用できれば、脱メチル化

の誘導によって、ターゲットとする代謝系遺伝子の発現を上昇させることが可能である。以下に現時

点まで得られた研究成果について報告する。 

 

i) ウィルスベクターにより発現する脱メチル化誘導配列によるメチル化解除 

本研究においては、脱メチル化誘導配列が効率よく、メチル化部位から合成される RNA（以下ター

ゲット RNAとする）をターゲットできることを利用して、ウィルスベクターから供給される脱メチル化

誘導配列によってプロモーター領域から生じるターゲット RNA をターゲットし、DNA のメチル化解除を

行う。この「メチル化解除に関して、メチル化部位で合成される RNA（ターゲット RNA）を消去する」

というアイディアは DNAメチル化のステップを阻害することによって脱メチル化を誘導するというもの

であり、すでに付加されたメチル基をはずすという常識的な考え方とは大きく異なる。この技術開発

の要点を以下に箇条書きにする。 

①DNAからの遺伝子発現はメチル化によって抑制される。 

②メチル化は P4 RNAや、Pol IV や Pol Vによって、メチル化部位から合成される RNAが起点となる。 

③本研究は、ウィルスベクターを感染させた植物でこの RNA を消去し、メチル化を抑制する。この RNA

をターゲットに脱メチル化誘導配列をウイルスから発現させる。脱メチル化誘導配列は RNAを配列特異

的にターゲットする 50〜60 塩基の RNAである。 

本研究ではまず、35S プロモーターなどのトランスジーンの脱メチル化誘導を試みるため、ウィルス

ベクターに 35S プロモーターの部分配列（転写開始点上流 208 塩基対）を導入し、GFP を発現するベン

タミアーナに接種してメチル化を誘導した。メチル化の誘導により transcriptional gene silencing

（TGS）を起こしたベンタミアーナの後代（図 2.1.3-2-1；対象区）において、構築した脱メチル化誘

導配列によるメチル化解除を試みた（図 2.1.3-2-1）。脱メチル化誘導配列は 35S プロモーター（－鎖）

の転写開始点上流 80 塩基あたりをターゲットするように設計され、ベンタミアーナ（対象区）にウィ

ルスベクターを接種した。脱メチル化誘導配列をいれたウィルスベクターを接種したベンタミアーナ

後代（図 2.1.3-2-1；脱メチル化誘導区）において、ターゲット部位周辺のメチル化レベルが対象区と

比較して減少し、GFP の発現も復帰していることが確認された（図 2.1.3-2-1; B と C の赤枠）。図

2.1.3-2-1B 及び C の赤枠領域の CG メチル化は下流の遺伝子の発現に極めて重要であることが過去の研

究から判明している。 
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図 2.1.3-2-1 ウィルスベクターによって脱メチル化誘導配列を発現させたベンタミアーナ後代

での 35S プロモーター領域のメチル化 

（A）バイサルファイトシーケンシングによって検出した 35S プロモーター領域での DNA メチル

化率。（B，C）（A）の結果を各メチル化部位を X 軸にして、35S プロモーター領域(＋鎖)での

DNA メチル化ピーク図を示したもの。赤枠は脱メチル化誘導配列によって顕著にメチル化が減少

した領域を示す。A に示す通り、いずれのメチル化率も減少している。特に CG でのメチル化で

顕著。 

 

また、35S プロモーター領域に生じる RNA 断片を次世代シーケンサーによるデグラドーム解析によって

検出したところ、メチル化部位から合成される RNAは、転写開始点上流約 100塩基までに集中して蓄積

していた。転写開始点から脱メチル化誘導配列によってターゲットされる部位までの領域に集中して

ターゲット RNAが蓄積していることから、脱メチル化誘導配列で生じたターゲット RNA断片を検出でき

ているものと判断される。ウィルスベクターによって脱メチル化誘導配列を発現させた植物では、こ

の領域の脱メチル化ターゲット RNAレベルが顕著に減少していた。さらに、全ゲノムバイサルファイト

シーケンスによって、35S プロモーターの＋鎖、－鎖のメチル化レベルを比較したところ、脱メチル化

誘導配列によってターゲットされた領域周辺のメチル化レベルが＋鎖と－鎖の両方で減少していた

（＋鎖の結果を図 2.1.3-2-2 に示す）。 

 

 
図 2.1.3-2-2 全ゲノムバイサルファイトシーケンスによる 35Sプロモーター領域のメチル化 

（A, B）対象区と脱メチル化誘導区の 35S プロモーター領域（+鎖）のメチル化。脱メチル化誘

導配列によるターゲット部位周辺でメチル化率が顕著に減少している。 

 

以上の結果から、ウィルスベクターによって発現した脱メチル化誘導配列により、ターゲット RNAの特

異的かつ効率的な消去と、標的のメチル化解除に成功したと判断する。 
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ii) トランスジーンにより発現する脱メチル化誘導配列によるメチル化解除 

本研究では 35Sプロモーター（+鎖）で生じる、メチル化部位から合成される RNAを標的とする脱メチ

ル化誘導配列を設計した。GFPを発現するアラビドプシスから TGSを起こす個体（2-NT-2, 5-NT-1）を

選抜し、トランスジーンによって脱メチル化誘導配列を発現させ、脱メチル化を誘導する系を構築し

た。脱メチル化誘導配列を形質転換したアラビドプシス（2-A2BC-1, 5-A2BC-1）において GFPの蛍光が

確認され、GFPの発現レベルの増加が確認された（図 2.1.3-2-3）。 

 
図 2.1.3-2-3 脱メチル化誘導配列発現アラビドプシスにおける GFP 発現量 

TGS を起こす個体（2-NT-2, 5-NT-1）と、脱メチル化誘導配列を形質転換したアラビドプシス

（2-A2BC-1, 5-A2BC-1）における GFP 発現量。テクニカルリピート（n=4）、エラーバーは標準

偏差を示し、スターは対象区と試験区の間に t-検定で有意差があることを示す。 

 

この GFP 蛍光が復帰してきた個体のメチル化レベルをバイサルファイトシーケンシングによって解析

したところ、35S 全域にわたってメチル化が減少している個体や転写開始点から上流 100 塩基あたりの

メチル化レベルが特に減少している個体が存在した。すべてのメチル化パターンで脱メチル化誘導配

列形質転換体では減少がみられた（図 2.1.3-2-4）。 

 
図 2.1.3-2-4 GFP蛍光が戻ってきた植物個体（5-A2BC-2c）から抽出した DNAのバイサルファイ

トシーケンシング 

全部のメチル化部位における合計比率。脱メチル化誘導配列発現個体では、トータルで 25%ほど

メチル化率が減少している。この個体では CHHメチル化の減少が顕著であった。 

 

以上の結果からトランスジーンからの脱メチル化誘導配列発現においても、標的のメチル化解除に成

功したと判断する。 
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2.1.3-3．代謝系関連遺伝子の安定化技術開発 

（担当機関：国立大学法人奈良先端科学技術大学院大学） 

 

本研究は、植物 mRNA のどのような配列／構造が認識されて分解されているかをゲノムスケールでの

解析とインフォマティックス解析を駆使することで明らかにし、細胞へ導入する目的遺伝子内に想定

される不安定要因をあらかじめ排除し、安定化できる技術を開発するものである。以下にこれまでに

実施した研究の概要を示す。 

 

i) Truncated RNA End sequencing (TREseq)法の確立 

 mRNA の分解機構は、ポリ A 鎖の短縮に依存する分解と内部配列の切断に依存する分解に大別するこ

とができる。ポリ A鎖の短縮依存的な分解は、酵母において詳細な解析が行われているが、内部配列の

切断に依存する分解機構に関しては、動植物を問わず不明な点が数多く存在している。また、共通の

プロモーター（5’UTR を含む）とターミネーターで目的遺伝子を発現させる場合は、特に目的遺伝子

の内部配列に依存した分解が問題となり、その切断に関わる配列的特徴を明らかにするためには、正

確な切断部位の情報と切断のされやすさ（切断率）を数値化する必要がある。これまでに、ゲノムワ

イドに切断部位を同定する手法が植物においても報告されており、シロイヌナズナやイネにおいて

mRNA の切断部位や miRNA のターゲットサイトが同定されている。しかし、これらの手法は、ポリ A 鎖

付き mRNA を濃縮しているため、検出される切断部位が mRNA の 3’側に偏りやすくなることや、同一

mRNA 上の複数の切断部位を正確に同定できていないことが問題として挙げられ、先行研究からの情報

を用いて切断率を正確に数値化することはできず、切断に関わる配列的特徴は不明であった。 

 そこで本研究開発では、これらの問題点を改善するために、キャップ構造を有する完全長の mRNA

（未分解の mRNA）の 5’末端配列を解析する手法である CAGE(cap analysis gene expression)解析を

改良して、キャップ構造を持たず分解された mRNA の 5’末端配列を 5’側から網羅的に解析できる

Truncated RNA End sequencing（TREseq）法を確立した（図 2.1.3-3-1）。具体的には、培養 3日目の

シロイヌナズナ培養細胞から調製した全 mRNA から、リボソーマル RNA 除去キットである Ribo-Zero に

よりリボソーム RNA を Cap trap によりキャップ構造が付加された mRNA をそれぞれ取り除き、その後

ランダムプライマーを用いてライブラリーを構築し、次世代シーケンサーにより解析した。Cap trap

を行うことで大部分のキャップ構造を持つ mRNA を取り除くことができるが、この処理は完全ではない。

そこで、キャップ構造が付加された mRNA についても同様に解析することで、両者に共通するリードを

後のステップでノイズとして取り除いた。これらの解析は生物学的な 2反復で行った。 

 
図 2.1.3-3-1 Truncated RNA end sequencing（TREseq）法の概念図 
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 今回の解析では、ランダムプライマーを用いてライブラリーを作製したが、比較用として先行研究

と同様にオリゴ dT プライマーを用いたライブラリーも別途作製した。両者での結果を比較すると、オ

リゴ dT プライマーを使用した場合と比較し、ランダムプライマーの場合、検出される切断部位が 3’

側に偏るバイアスを大きく軽減することができた（図 2.1.3-3-2）。 

 

図 2.1.3-3-2 遺伝子内における検出された切断部位の分布 

横軸の 0、１はそれぞれ相対的な遺伝子の 5’および 3’末端を示す。 

 

 次世代シークエンサーを用い配列情報を取得後、rRNA、クオリティが低いリードを除去しマッピン

グを行った。アノテーションに関しては Tair10 representative gene models を使用した。アノテー

ション後、tRNA / 偽遺伝子 / ミトコンドリア、葉緑体ゲノムに存在する遺伝子を解析から除外した。

今回の実験は 2 反復行っているため、2 反復で共通して検出された末端のみを解析対象とした。個別遺

伝子を対象とした結果の例を図 2.1.3-3-3に示す。上段は切断部位である Cap less mRNA、中段は mRNA

本来の末端である Cap mRNA、下段は oligo-dTを使用した場合の切断部位の結果である。上段には中段

の Cap mRNA に由来すると思われるリードが存在している（白抜き）。双方のデータを比較しそれらの

リードをノイズとして取り除いた。また、先行研究と同様な解析を行った下段を見ると、個別遺伝子

単位で見た場合においても、3’側に切断部位が偏る傾向が認められる。言い換えると、先行研究での

解析では、中央部分にも切断部位があるにも関わらず、3’末端側のみを検出していたこととなる。以

上のように、Cap less mRNA および Cap mRNA 双方のデータからノイズを取り除き、最終的な解析対象

は遺伝子数 13,908、切断部位数 1,556,580、リード数 12,737,082となった。 

 

図 2.1.3-3-3 個別遺伝子を対象とした解析結果の例 

上段：切断部位である Cap less mRNA、中段：mRNA 本来の末端である Cap mRNA、下段：oligo-

dT を使用した場合の切断部位 
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 次に、取得したデータを用いて切断に関わる配列的特徴の解析を行った。mRNA の切断に関わるトラ

ンス因子の一つとして、microRNA が想定される。そこで、まず PsRNA ターゲットを用いて microRNA の

ターゲットサイトを予測した結果、全切断部位の約 0.1％にあたる 1923 の切断部位が該当した。今回

の解析では、大部分を占める microRNA の非ターゲットサイトに着目した。また、各切断部位に対応す

るリード数（末端数）は、mRNA の蓄積量に依存する可能性がある。そのため、各切断部位の末端数を

mRNA の蓄積量で補正した値を Cleavage Score (CS)と定義し、遺伝子単位での切断のされやすさとし

て、各遺伝子の CS 値を合計した値を CS gene 値とした。これらの指標値を用いて、切断部位周辺の塩

基比率を解析した（図 2.1.3-3-4）。その結果、切断部位の周辺には G リッチな傾向が認められた（図

2.1.3-3-4左）。また、CS値の高い切断部位（より切断されやすい部位）において、より顕著な傾向が

観察され（図 2.1.3-3-4 中央）、CS 値の低い切断部位（切断されにくい部位）では認められなかった

ことから（図 2.1.3-3-4右）、Gリッチな配列が切断に関与していることが示唆された。 

 

図 2.1.3-3-4 切断部位周辺の塩基比率 

横軸の 1 は切断部位の 5’末端を示す。左：すべての切断部位、中央：CS 値の上位 0.1％の切断

部位、右：CS値の下位 0.1％の切断部位 

 

ii) mRNAの半減期データの取得 

 これまで mRNA の半減期の測定方法として、アクチノマイシン D などの転写阻害剤を用いる方法が主

に行われてきたが、細胞内環境に様々な悪影響を与えるなど、正確な mRNA の半減期を測定できていな

いことが指摘されていた。そこで本研究開発では、細胞に対する悪影響が少ない合成核酸アナログで

ある 5-Bromo-Uridine (BrU)を用いて mRNA半減期の測定を行った。具体的には、シロイヌナズナ T87培

養細胞の培養 2日目に BrUを培地に添加しラベリングを行い、培養 3日目にチェイス用の培地へと交換

し、その後 0ｈ、1ｈ、3ｈ、6ｈの 4点で細胞を回収した。解析は生物学的な 2反復で行った。BrUを用

いてラベリングを行うことで、BrU を含む mRNA が合成され、その後チェイス用の培地に交換すること

で、時間とともにラベリングされた mRNA の蓄積量が減少していくこととなる。各タイムポイントにお

ける mRNA 蓄積量を次世代シーケンサーにより定量することで、mRNA 半減期を算出することができる。

最終的に各タイムポイントにおいて少なくとも 2000 万リード以上がマッピングされ、以降の解析に十

分なリード数が確保できた。 

 CS gene値は各遺伝子の切断率を示しているため、その値が高ければ、切断、分解されやすいと考え

られる。そこで、CS gene値が高い順、低い順からそれぞれ 10％ずつ遺伝子を選抜し、半減期データと

CS gene 値を比較した（図 2.1.3-3-5）。統計検定を行ったところ、CS gene 値が高いほど、半減期が

短い傾向が示された。この結果は、CS gene 値が生体内における切断のされやすさ、分解のされやすさ

を反映した結果であると考えられる。また、このような正の相関関係は、従来の手法から得られた
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データセットでは認められなかったことから、今回の解析手法は、より正確に切断部位を同定できて

いると考えられる。 

 
図 2.1.3-3-5 mRNAの切断に関わる配列モチーフ 

 

iii) 他の植物種での mRNA分解産物の 5'末端解析 

 切断部位について、植物種間の共通性／特殊性の情報を得るという観点から、別の植物種であるイ

ネ培養細胞を対象としても、mRNAの分解産物の5’末端配列に関するデータの取得をシロイヌナズナで

の解析と同じく行った。 

 

iv) Prediction model of Cleavage Score (PCS)の構築 

 TREseq により得られたデータを活用して、各切断部位での切断のされやすさの指標値（CS 値）を分

解産物の切断部位周辺の配列情報（切断部位前後 50 塩基）から予測できるインフォマティックス予測

システム（Prediction model of Cleavage Score; PCS）のプロトタイプの構築を行った。予測システ

ムの構築には、複数のパラメータを説明変数（x）、目的の値を目的変数（y）として計算的に説明変

数の重み（目的変数に与える影響の大きさ）を評価する重回帰分析法の一つである Partial least 

squares (PLS) regression 法に、重要な特徴を選抜する forward stepwise selection法を組み合わせ

たものと、機械学習の一つである Random forest regression 法を用いた。それぞれ、10万のデータを

使ってシステムを構築し、145万 6580のデータを予測した。 

 

v) mRNA の分解に翻訳過程が関与する可能性 

 次に、各切断部位の遺伝子内での分布に着目した。その結果、開始コドンおよび終止コドン近傍に

非常に多くの切断部位が存在することが明らかとなった（図 2.1.3-3-6）。リボソームの翻訳伸長は開

始、終止コドンで停滞しやすいこと、また、リボソームの停滞により mRNA が切断されるという酵母で

の知見から、これら開始コドンおよび終止コドン近傍で検出される切断部位には、翻訳過程が関与し

ていることが考えられた。加えて、コード領域内で切断部位の 3塩基単位での周期性が確認されたこと

からも、翻訳過程、特にリボソームの停滞と mRNA の内部切断に何らかの関係があると思われる（図

2.1.3-3-6内）。  
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図 2.1.3-3-6 遺伝子内での切断部位の分布 

 

vi) リボソームプロファイリングによるリボソーム停止位置の解析 

 翻訳過程、特にリボソームの停滞と mRNA の内部切断に何らかの関係があることが明らかとなった。

そこで、mRNA 上でのリボソームの停止、停滞位置を推定できるリボソームプロファイリング解析を行

うこととした。培養 3 日目のシロイヌナズナ培養細胞から調製した全 mRNA を RNase で処理した後、ス

クロース密度勾配上に重層し超遠心を行うことで、リボソームが 1個ないし 2個結合した画分を分画し

た。その後、タンパク質を除去することで、リボソームによって保護された RNA断片を回収し、イルミ

ナのキットを用いてライブラリーを構築し、次世代シーケンサーにより解析した。 

 今後、翻訳阻害剤等を用いた解析から、翻訳に共役的、もしくはそれ以外の要因に場合分けを行っ

ていく。また、mRNA は tRNA によって運搬されるアミノ酸によりペプチド鎖を合成するため、コドンに

対応する tRNA量が多い最適コドンの割合が高い mRNA上では、リボソームの翻訳伸長速度は早く、その

一方で、最適コドンの割合が低い mRNA 上では、リボソームの翻訳伸長速度は遅いと考えられている。

リボソームが停止、停滞した場合、エンドヌクレアーゼにより mRNA が切断されるとすると、最適コド

ンが多く存在する mRNA は切断されにくく、安定的だと考えられる。この視点からも解析を行っていく

予定である。 

 

vii) 一過性発現実験による不安定要因の検証 

インフォマティックス予測システム（Prediction model of Cleavage Score; PCS）の構築によって抽

出された内部切断に関わる要因については、「一過性発現実験による同定／検証／最適化」により、

実際に不安定性に寄与するかを、各種レポーター遺伝子を用いた一過性発現実験により同定／検証す

る。具体的には、同一のプロモーターならびにターミネーターにレポーター遺伝子に対象領域を組み

込んだものを連結した発現カセットを構築し、PEG 法によりプロトプラストへ導入した後、レポーター

活性と蓄積 mRNA 量を指標にレポーターmRNA の安定性を評価する（図 2.1.3-3-7）。現時点では予備実

験が終了し、随時対象領域の検証を行っていく。また、現在までに取得した情報および技術の一部に

ついては、複数の企業への提供を行った。 
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図 2.1.3-3-7 一過性発現実験による検証の概念図 

 

 

 

2.1.3-4．転写・発現調節因子等による遺伝子発現制御技術 

（担当機関：国立大学法人横浜国立大学） 

 

i) 新規介在配列付加による多重遺伝子導入発現系の高性能化  

高等植物の二次代謝は、複数の遺伝子産物によって制御される。従って、遺伝子組換え技術を用い

て二次代謝産物の高効率な蓄積を達成するためには効率よい多重遺伝子導入発現技術が必要となる。

そこで、本研究ではこれまでの実績を活かした IRES、イントロン等を用いた高効率多重遺伝子発現系

研究開発に取り組んだ。先ず、96 穴プレートを用いたアグロインフィルトレーション法によりイント

ロン挿入型ルシフェラーゼ(iLUC)の発光モニタリングにより発現効率を評価する方法を用いて、RNA ウ

イルス由来のサイレンシングサプレッサー（RSS）を IRESで連結して発現させ、外来遺伝子の高効率発

現に使用可能なプラットフォーム植物としての応用について検討した。さらに、成葉を用いた方法に

より、その有効性について検証した。具体的には、各種 RSS を導入したタバコ葉にシリンジを用いて

iLUC を発現するアグロバクテリウムを注入し、経時的にその発現誘導活性を発光モニタリング法によ

り評価し、高効率発現系に有効であることを明らかにした（図 2.1.3-4-1）。 

 

図 2.1.3-4-1 アグロインフィルトレーション法による RSS 発現タバコ葉における発光レポー

ターの一過性発現 

左：導入直後および導入 144h 後の発光の様子。右：発光定量の経時的観察。 

 

一方、多重遺伝子発現評価に応用可能な新規レポーターアッセイ系として、共通した発光基質とし

てルシフェリンを用いるホタルルシフェラーゼ、緑色発光型および赤色発光型ヒカリコメツキルシ

フェラーゼ（Click beetle luciferase: CBGおよび CBR）の 3種類のルシフェラーゼに対する特異的発

光活性阻害剤の探索を実施し、優れた阻害活性を有する化合物を複数同定することが出来た。特に、
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比較的安価な既存の薬物を用いて、図 2.1.3-4-2に示すような新規レポーターアッセイ系の開発に成功

した。 

 
図 2.1.3-4-2 特異的阻害剤を用いたホタルルシフェリンを共通基質として用いた新規なデュア

ルアッセイ法 

 

ii) 導入遺伝子発現制御、目的物質の高発現に有効な生理活性物質・因子等の探索と利用  

生理活性物質等の添加や栽培環境により、二次代謝物質の蓄積量を人為的に制御することが可能で

あり、病害虫防御応答誘導性ジャスモン酸メチル（MeJA）処理でタキソール合成が増強される例など

が知られている。本研究では、これまでに実績がある防御応答系遺伝子発現制御を指標とした探索系

をフル活用することで、特に二次代謝物質合成と関連する防御応答系の新規生理活性物質・制御因子

等を見出すことを目的とした研究開発を実施した。特に、MeJA のアゴニストなどの探索を中心に、サ

リチル酸(SA)系防御応答遺伝子発現制御物質のスクリーニング系も用いて複数の生理活性物質を見出

した。これらのうち、YNU-001 と仮称する化合物については、極めて強力な二次代謝物資生産活性化能

を有することが供与先の研究により実証された(本研究プロジェクト内外の共同研究)。さらに、YNU-

001 の類似物質を新規に合成し、それらの生理活性についても検討し、同等以上の活性を有する新規化

合物の情報も得ることが出来た。また、MeJA のアゴニストについては、化合物ライブラリースクリー

ニングを進めたところ、低濃度で MeJA 誘導性遺伝子発現を誘導する新規化合物を新たに複数見出した

が、それらのうちの一つ（化合物 X と仮称）は、SA 系遺伝子発現にも誘導的に働くという、合成低分

子化合物としては新規な活性を有する可能性が示唆された（図 2.1.3-4-3）。 

 

図 2.1.3-4-3 新規化合物 X のサリチル酸誘導性（SA）およびエチレン・ジャスモン酸誘導性

（ET）系の各遺伝子発現誘導の経時観察結果 

 

一方、新規な高性能探索系の開発を確立する目的で、ジャスモン酸系の生理活性物質の探索・特徴

付けに有効な JAZタンパク質の融合タンパク質を用いたシステムを構築し、複数の JAZタンパク質を用

いることにより特異的応答性のモニタリングが可能であることを示した。また、新たにアブシシン酸
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応答性または解毒系の各種遺伝子プロモーターにルシフェラーゼを連結した発光レポーターを用いた、

ストレス応答性遺伝子発現を指標とした、生理活性物質の評価・探索系の構築も行った。 

iii) 人工転写因子等を用いた植物遺伝子転写制御の検討 

遺伝子編集に用いられる CAS9 タンパク質の DNA 切断能を欠失させた dCAS9 系を用いた新規な転写制

御因子評価方法を検討し、GAL4 系のシス制御配列である UAS をターゲットとする dCAS9 融合タンパク

質の転写制御能の一過性遺伝子発現による評価系を構築した。それを用いた転写活性化ドメインの探

索・評価を試みた結果、テッポウユリから単離された植物固有の転写因子である GRAS タンパク質の一

種である、LlSCL (Lilium longiflorum SCARECROW-LIKE)が有する N末端側の酸性アミノ酸に富む領域

が、dCAS9 系において VP16 等の既存の転写活性化因子を上回る強力な転写活性化能を示すことが明ら

かとなった（図 2.1.3-4-4）。さらに、LlSCL相同遺伝子の cDNAを、イネとタバコから単離し、それら

の N末端側の酸性アミノ酸に富む領域について転写活性化能を比較検討した結果、それらが LlSCLと同

等以上の転写活性化ドメインとして機能することを明らかにした(図 2.1.3-4-4)。これらの転写活性化

ドメインは、dCAS9 融合タンパク質系を用いた内在遺伝子の選択的活性化に有効利用可能であると考え

られる。 

 

図 2.1.3-4-4 LlSCL とイネおよびタバコ由来相同遺伝子の N 末端領域の転写活性化能の比較 

 

iV) 転写制御に有効な標的配列探索方法の開発 

内在プロモーターの標的配列を探索するのに先立ち、標的配列候補の要件について dCAS9融合タンパ

ク質の GAL4-UAS系による一過的発現系をもちいて検討した結果、Pam配列（CRISPR/Cas9システムにお

いて DNA二本鎖切断に必要な NGG 3塩基の配列）付加が切断効率のみでなく、転写活性化効率にも大き

く影響することが判明した。従って、内在プロモーターをターゲットとする場合においても、当該プ

ロモーターの Pam配列を有する領域を優先すべきである可能性が示唆された。 

 

 

2.1.3-5．環境ストレスを活用した植物の二次代謝系制御による高効率物質生産 

（担当機関：国立大学法人千葉大学） 

 

（１）はじめに 

 本研究では環境ストレス因子に光（紫外線と光質）、オゾンガス、低温、水分を選び、単独または

複合的なストレス環境を、生育ステージごとに、短期・長期の処理を付与する。対象植物にはトラン

スクリプトーム解析のできる実用植物としてタバコ(N. benthamiana）とセイヨウアブラナ（B. napus）

を用いる。複数のストレス要因を付加・除去しながら株全体または器官局所的に与えて、生合成が変

化する状態を人為的に作り、転写および生合成を解析する。葉のトランスクリプトーム解析（DNA マイ

クロアレイ解析）、遺伝子発現解析、代謝物測定を行った。この解析により、紫外線特異的な遺伝子
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発現、オゾンガス特異的な遺伝子発現、低培養液温特異的な遺伝子発現を明らかにした。ここではベ

ンタミアーナの結果を中心に記載する。 

 

（２）材料及び方法 

 供試植物はベンタミアーナとセイヨウアブラナとし、実験は人工気象室内で行った。播種後 20 日か

ら 25日目に、ストレス処理を開始して 3～5日間程度処理を行った。 

 

UV 照射 

UV-A と UV-B を照射する紫外線蛍光ランプと可視光 LED を組み合わせたハイブリッド光源を製作した。

PPFDは 200 µmol･m-2･s-1で一定として、異なる紫外線強度（UV-Aと Bの総照射強度が 0, 0.3, 0.6 W･

m-2）の照射条件を定めて葉への照射を行った。 

オゾン曝露 

オゾン濃度の制御には、自作のオゾン濃度制御システムを用いた。オゾンガスは中濃度（200 ppb）

と高濃度（400 ppb前後）の短期・中長期処理を行った。 

低培養液温 

水耕栽培の培養液を投げ込みクーラーで冷却し、5、10、15、20、22℃の試験区を設けた。気温は生

育適温の 22℃で一定であり、根圏部のみを冷却する点が特徴である。 

 

 生育調査の調査項目は、生体重、乾物重、葉面積および抗酸化能とした。抗酸化成分含有量の指標

として抗酸化能を用いた。抗酸化能は ORAC 法で、子葉から数えて第 2、3、4 葉を測定した。ORAC は水

溶性の H-ORAC と脂溶性の L-ORAC を測定し、これらを合計したものを総 ORAC とした。総フラボノイド

濃度は、カテキン当量で示した。DNA マイクロアレイ解析ではアジレント・テクノロジー社の

「Tabaccoオリゴ DNAマイクロアレイ」を用いた。 

 

（３）結果および考察 

i) ベンタミアーナ 試験 1：環境ストレスの単独処理が生育および抗酸化能に及ぼす影響 

環境ストレスが植物に付与されると、活性酸素（ROS）の増加により二次代謝物である抗酸化物質が

増加することが知られている。そこで、試験では生育を抑制せずに抗酸化能を高められるストレス条

件を明らかにするために、低培養液温、オゾン、高気温（掲載なし）の環境ストレスを単独で付与し、

ベンタミアーナの生育および抗酸化能を調査した。 

 

i)-1. オゾン曝露 

オゾン濃度および曝露期間によらず、葉乾物重は Cont.（対象区）よりも小となった。曝露期間によ

らず、200 ppb 区の各 ORAC は Cont.との有意差がなかった。400 ppb 区の 1 日処理で H-ORAC および総

ORACが Cont.より有意に大となった（図 2.1.3-5-1）。このことから、400 ppb 区で 200 ppb区より多

くのオゾンを葉内に吸収したことで ROSが増加し、これらの消去や生成抑制に関わる抗酸化物質の産生

が促進された可能性がある。以上より、400 ppbのオゾン曝露を 1日間行うことで、抗酸化能を高めら

れると結論した。 
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図 2.1.3-5-1 3日間のオゾン曝露がベンタミアーナの抗酸化能に及ぼす影響 

 

i)-2. 低培養液温 

低培養液温処理による地上部の顕著な生育抑制はみられなかった。10、15℃区の 3 日間で H-ORAC が

24℃区よりも大となる傾向がみられた（図 2.1.3-5-2）。以上より、10℃または15℃の低培養液温処理

を 3日間行うことで、地上部の生育を抑制せずに抗酸化能を高められた。 

 

図 2.1.3-5-2 3日間の低培養液温処理がベンタミアーナの抗酸化能に及ぼす影響 

 

ii) ベンタミアーナ 試験 2：環境ストレスの単独処理が二次代謝遺伝子発現に及ぼす影響 

試験 1の環境ストレスの単独処理が二次代謝遺伝子発現に及ぼす影響を網羅的に解析した。試験 1の

低培養液温処理 15℃区（1、2、3日目）、オゾン曝露 200 ppb 区（1日目）、400 ppb区（1、2日目）

とこれらの処理区と同じ日の Cont.について網羅的発現解析を行った。網羅的発現解析にはタバコオリ

ゴ DNA マイクロアレイを用い、各生合成経路の酵素遺伝子の増減を調査した。 

マイクロアレイの結果から、9 つの二次代謝物の生合成経路の内、変動の大きい 4 つの生合成経路に

ついて考察した。フェニルプロパノイド、フラボノイド、アスコルビン酸の３つの生合成経路では 400 

ppb区の1日目、イソプレノイドは200 ppb区の1日目で発現が増加した酵素遺伝子数が最大となった。

よって、これらのストレス処理および処理日数において、各生合成が促進されたことが示唆された。

次に各生合成経路の酵素遺伝子発現の増減について考察した。 
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図 2.1.3-5-3 低培養液温処理およびオゾン曝露により発現が増加した遺伝子数 

 

〔フェニルプロパノイド〕 

15℃区の 1日目で主に上流の酵素遺伝子の発現が増加し、400 ppb区の 1日目で上流および下流の酵

素遺伝子の発現が増加した。このことから、400 ppbのオゾン曝露ではフェニルプロパノイドの生合成

全体に影響を及ぼすことが示唆された。 

〔フラボノイド〕 

15℃区の 2日目で上流の酵素遺伝子の発現が増加し、400 ppb区の 1日目で変化がなかった。フラボ

ノイドの生合成はフェニルプロパノイドの上流の p－クマロイル CoA を起点に分岐しているため、低培

養液温処理ではフラボノイドへの分岐以降のフェニルプロパノイドよりもフラボノイドの生合成をよ

り促進していた可能性がある。 

〔イソプレノイド〕 

15℃区の 3日目で上流および下流の酵素遺伝子の発現が減少し、200 ppb区の 1日目で増加した。こ

のことから、さらに下流のテルペノイドの生合成は低培養液温処理で抑制され、200 ppb のオゾン曝露

によって促進された可能性がある。 

〔アスコルビン酸〕 

15℃区の 3 日目で上流の酵素遺伝子および AsA を酸化する酵素遺伝子（APX など）の発現が増加し、

400 ppb区の 1日目でも APX などの発現が増加した。したがって、低培養液温処理およびオゾン曝露で

AsA の酸化反応の促進により ROSの消去が活発に行われていた可能性がある。 

 

以上の結果をふまえ、各生合成経路のキー遺伝子としてフェニルプロパノイドの PAL1、C4H、フラボ

ノイドの CHS、イソプレノイドの HMGR1、アスコルビン酸の APX を選び、リアルタイム RT-PCR により

様々なストレス条件下で定量解析を行った（図 2.1.3-5-4）。 

PAL1 の発現は 15℃区の 2 日目、200 ppb 区の 1 日目で増加した。C4H の発現は 15℃区の 2 日目、

200ppb 区の 1、5 日目で増加した。また、400 ppb 区を除いて PAL1 と C4H は同じ処理区内で同じ挙動

を示した。CHS の発現は 15℃区の 3日目で増加した。HMGR1 の発現は 15℃区の 2、3日目、200 ppb区

の 1、3日目、400 ppb 区の 1、2日目で増加した。また、15℃区で経日的に増加し、200 ppb 区で減少

する傾向がみられた。しかし、マイクロアレイでは 15℃区の 3日目で HMGR 以外の酵素遺伝子の発現が

減少したことから、1 日間のオゾン曝露がイソプレノイドの生合成を促進することが示唆された。APX 

の発現は 200 ppb区の 1日目、400 ppb 区の 3日目で増加した。また、200 ppb 区で経日的に減少する

傾向がみられた。このことから、200 ppb区で APX によって ROSが消去されるのに伴って、APX の発現

が経日的に減少した可能性がある。以上より、15℃の低培養液温処理でフェニルプロパノイドおよび

フラボノイド、400 ppbのオゾン曝露でフェニルプロパノイド、200 ppbのオゾン曝露でイソプレノイ

ドの二次代謝遺伝子発現が増加し、各生合成が促進されることが示唆された。 
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図 2.1.3-5-4 低培養液温処理およびオゾン曝露が二次代謝遺伝子発現に及ぼす影響 

(A):低温培養液温処理 15℃、(B):オゾン曝露 200 ppb、(C):オゾン曝露 400 ppb。 

内部標準遺伝子は UBQ とし、対照区の発現量を１として相対発現量で示した。 

 

iii) セイヨウアブラナ 試験 1：環境ストレス下の二次代謝遺伝子発現の経日変化 

UV 照射およびオゾン曝露を行った際の遺伝子発現の経日変化をマイクロアレイ解析から求めた。二

次代謝系のうち、テルペノイド系とアルカロイド系の主要遺伝子の発現量の変化は小さかったので、

ここではフェニルプロパノイド系とフラボノイド系を示した(図 2.1.3-5-5、図 2.1.3-5-6)。 

フェニルプロバノイド系では、PAL は UV 照射で増加しなかったが、オゾン曝露では増加した。C4H

と F5H はいずれのストレス下でも増加した。UV 照射下では 5 日間ほぼ同程度の高い発現を示し、オゾ

ン曝露では経日的に増加する傾向を示した。 

 

図 2.1.3-5-5 UV処理とオゾン曝露におけるフェニルプロバノイド系の遺伝子発現の経日変化 

（左：UV 0.6 W･m-2 第 2葉、中央：UV 0.6 W･m-2 第 3葉、右：オゾン曝露 200 ppb） 

 

 

 

図 2.1.3-5-6 UV処理とオゾン曝露におけるフラボノイド系の遺伝子発現の経日変化 

（左：UV 0.6 W･m-2 第 2葉、中央：UV 0.6 W･m-2 第 3葉、右：オゾン曝露 200 ppb） 

 

フラボノイド系は、F3H、F3'H とも、UV照射で増加した。とくに F3'H は 5倍以上の増加を示した。

オゾン曝露では両遺伝子とも発現量は変化しなかった。 
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以上のことから、セイヨウアブラナでは、UV 照射でフェニルプロバノイド系とフラボノイド系の生

合成が促進される可能性が示された。現在は、様々なストレス条件を付与して、リアルタイム RT-PCR

でキー遺伝子の発現解析、および HPLC/MS/MSによる主要代謝物の定量解析を進めている。 

 

 

iv) セイヨウアブラナ 試験 2：複合的な環境ストレスが二次代謝物に及ぼす影響 

次に、UV 照射と低培養液温処理を組み合わせたストレス付与下でのフラボノイド量の定量を行った

（図 2.1.3-5-7）。その結果、0.3 W･m-2 の UV 照射と 10℃の低培養液温処理の複合処理は、単独処理

よりも効果が高いことが明らかになった。複合処理効果のメカニズムについては、様々な条件で試験

を行い、明らかにする予定である。 

  

図 2.1.3-5-7 UV処理とオゾン曝露の複合処理がフラボノイド量に及ぼす影響 

（NT：常温 25℃、LT：低温 10℃、-UV：UVなし、+0.3UV：0.3 W･m-2、+0.6UV：0.6 W･m-2） 

 

 

2.1.3-6．人工環境・栽培技術における代謝系遺伝子変動解析を利用した化合物高効率生産技術開発 

（担当機関：公益財団法人北海道科学技術総合振興センター） 

 

本研究の目的は、人工的に栽培環境ストレスを付与した場合における植物二次代謝系の変動を解析

し、その情報を利用することによって、多くの植物種において目的代謝産物生合成の増強を可能とす

ることである。そこで、栽培環境や栽培技術を変更したときに、主要代謝経路の中でも律速段階・代

謝反応分岐点を司るキーエンザイム遺伝子の発現がどのように変動するか解析し、インデックスを作

成することとした（図 2.1.3-6-1）。対象植物種としては、ゲノム情報が公開されており、他機関での

共同研究課題において共通に取り扱われている Nicotiana benthamiana を用いた。N. benthamiana は

気温･相対湿度、光強度等を一定に制御可能な人工環境下において水耕栽培し、栽培環境変動・ストレ

ス付与処理を行って real-time PCR による遺伝子発現や代表的な産物を解析した。さらに、得られたイ

ンデックスの実効性を検討するため、薬用植物ジオウにおける実証試験を開始した。 
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図 2.1.3-6-1 本研究開発テーマの目的 

 

i) 栽培・環境処理区における二次代謝経路主要遺伝子の発現解析 

遺伝子発現解析における処理栽培方法 

 本課題では、栽培・環境処理区として水耕養液に各種の薬剤を添加する栽培（薬剤処理栽培）と

異なる光波長下での栽培（光処理栽培）を行うこととした。N. benthamiana は水耕栽培し、播種後 19

日目に処理栽培を開始した。薬剤処理栽培は薬剤を添加した水耕養液に更新して行い、光処理栽培は

それぞれの光源下に移して行った。薬剤処理栽培は平成 29 年度までに計 26 種を実施し、平成 30 年度

には、さらに新規薬剤を追加して合計 30種類程度を検討する。光処理栽培は、3種類の LED光源で 3段

階の光強度を設定して行った。 

N. benthamianaにおける real-time PCR系の確立 

本課題では、二次代謝経路の中でも律速段階・代謝反応分岐点を司るキーエンザイム遺伝子につい

て real-time PCR 系を確立した。発現解析対象遺伝子は、テルペノイド系 10 遺伝子、アルカロイド系

7 遺伝子、フェニルプロパノイド系 3 遺伝子、フラボノイド系 2 遺伝子、アントシアニン系 2 遺伝子の

計 24遺伝子である。 

発現解析対象である 24遺伝子の配列情報は、Nicotiana benthamiana draft genome sequence v1.0.1

（https://solgenomics.net/organism/Nicotiana_benthamiana/ 

genome）より収集し、解析対象とする配列の real-time PCR 系の設計には Universal ProbeLibrary 

Assay Design Center（https://lifescience.roche.com/global_en 

/brands/universal-probe-library.html#assay-design-center）を利用した。 

 

N. benthamianaにおける二次代謝経路主要遺伝子の発現解析 

本年度までに、26 種類の薬剤処理栽培と 3 種類の光処理栽培を実施し、上記の real-time PCR 系に

よって二次代謝経路主要遺伝子の発現がどのように変動するか解析を行った。real-time PCRにより得

られた発現解析結果は、処理後 1 日目、3 日目の各タイミングでサンプリングした無処理区における発

現量を 1として相対値で評価し、インデックスを作成した。 

葉で発現している 20遺伝子においては、すべての遺伝子について mRNA発現量を 5倍以上に増加させ

る処理栽培法があることが明らかとなった。また、これらの遺伝子において、4遺伝子については mRNA
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発現量を 1/10以下に減少させる処理栽培法が明らかとなった。他の 16遺伝子については、少なくとも

mRNA発現量を 1/2～1/10まで減少させる処理栽培法が見つかった。 

根で発現している 24 遺伝子においては、17 遺伝子について mRNA 発現量を 5 倍以上に増加させる処

理栽培法が明らかとなり、6 遺伝子について mRNA 発現量を 2～5 倍まで増加させる処理栽培法が確認さ

れた。また、これらの遺伝子のうち、17 遺伝子については mRNA 発現量を 1/10 以下に減少させる処理

栽培法が明らかとなり、その他の 7 遺伝子については mRNA 発現量を 1/2～1/10 まで減少させる処理栽

培法が確認された。 

 

ii) 変動した主要遺伝子代謝経路延長上の代表的な二次代謝産物の解析 

real-time PCR 解析で得られた結果をもとに、キーエンザイム遺伝子の mRNA量の増加に伴って、代

謝経路の下流に位置する産物が期待通りに増加するか検証することを目的とした。現在までに、アル

カロイド系のニコチンとプトレシンの増減が関連するキーエンザイム遺伝子の mRNA 量を反映している

ことを示すことができた。 

 

二次代謝分析における処理栽培 

二次代謝産物分析のための処理栽培は播種後 28 日目に開始し、処理 3 日目のタイミングで葉と根を

サンプリングした。 

 

ニコチンの定量分析 

薬剤 Yで処理すると、根ではニコチン生合成に関わるアルカロイド系遺伝子群の発現量が著しく上昇

した。一方葉では、これらの遺伝子群が 2倍以上に上昇することはなかった。ニコチンは根で生成され

て葉に転流する特徴をもつことから、薬剤 Y処理によってニコチンの生合成量が増加することが期待さ

れた。そこで本試験では、発現解析結果から予測されるようにニコチン含量の変動がみられるか二次

代謝分析することとした。 

ニコチンは薄層クロマトグラフィー（TLC）による簡易定量分析、および液体クロマトグラフ／タン

デム四重極質量分析計（LC/MS/MS）による定量を行うこととした。 

TLC 分析の結果、発現解析結果から期待されたように薬剤 Y 処理により葉でも根でも明らかにニコチ

ン含量が増加していた。さらに増加量を正確に定量するため LC/MS/MS を行ったところ、薬剤 Y 処理に

よりニコチン含量が約 6 倍に上昇していることが示された。以上の結果から、ニコチンに関しては、

mRNA量の解析から代謝産物量の増減をある程度予測できることを明らかに出来た。 

 

プトレシンの定量分析 

薬剤 Yで処理すると、根ではプトレシン生合成酵素遺伝子の発現量が著しく上昇したが、葉では 2倍

以上に上昇することはなかった。これらの発現解析結果から、薬剤 Y処理により根ではプトレシンが増

加し、葉では増加しないことが期待された。 

遊離プトレシンの TLC 分析の結果、根では明らかに薬剤 Y 処理によってプトレシンの増加が認めら

れ、葉では顕著な量の差が認められなかった。発現解析結果から期待されたように、薬剤 Y処理により

プトレシン含量が変動することを確認した。 

 

iii) 薬用植物を用いた解析結果の実効性検討 

本課題では、薬剤処理・光処理した N. benthamiana の遺伝子発現変動インデックスを用いた実効性

検討を行う。実証モデル植物には薬用植物ジオウを用い、目的の二次代謝産物であるカタルポールが
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増加すると期待される処理栽培を選定する。選定した処理条件下でジオウの水耕栽培を行い、カタル

ポール含量が平成 30年度の中間目標である対照区の 2 倍以上になるのかを検証する。 

薬剤処理・光処理した N. benthamiana の遺伝子発現変動インデックスにおいて、薬剤 C を処理する

とカタルポール生合成の上流にある代謝経路を司る遺伝子群の発現が、葉では無処理区の 2倍以上に上

昇していた。さらに、薬剤 C処理は、その他の経路においても多くの二次代謝経路主要遺伝子の発現量

を上昇させた。以上より、薬剤 Cは、テルペノイド系二次代謝経路上のキーエンザイム遺伝子発現を促

進する作用を持ち、カタルポールの合成を促進する可能性が示唆される。 

現在までに、ジオウの水耕栽培技術と、ジオウにおけるカタルポールの TLC分析系、およびそれに関

連する合成酵素遺伝子の real-time PCR系を確立した。発現解析対象とした遺伝子はカタルポール生合

成経路上の遺伝子であり、N. benthamiana とも共通する 4 遺伝子とジオウに特有の 1 遺伝子を合わせ

た 5遺伝子である。なお、処理栽培として薬剤 Cをジオウに処理し、カタルポール含量が 2倍以上にな

るのかを TLCにより簡易定量分析した。 

 

 (10) 成果の普及 

 
()内は予定 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 

()内は予定 

※知的財産等に関する戦略 

本研究開発により得られる成果は、人工環境・栽培技術によって発現変動する遺伝子リスト、

ならびに増加する二次代謝産物の候補である。これらの情報は特許で公開されると容易に乱用さ

れやすいため、詳細情報を秘匿してノウハウ化する。 

査読付き その他
国内学会発
表/講演

国際学会発
表/講演

プレス
発表

その他

（２）代謝系遺
伝子発現制御技
術の研究開発

H28-30 2(4) 2 13(4) 4(2) 1 5

（３）栽培・生
育環境による発
現制御技術の研
究開発

H28-30 (2) 0 3(1) 5(1) 1(1) 0

研究項目 年度
論文 その他外部発表

国内 外国 PCT出願

（２）代謝系遺
伝子発現制御技
術の研究開発

H28-30 2(4) 0 0 0

（３）栽培・生
育環境による発
現制御技術の研
究開発

H28-30 0 0 0 ※

研究項目 年度
特許出願

ノウハウ化
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特許・論文リスト 

(1) 特許 

番

号 

出願者 出願番号 国内外

国 PCT 

出願日 状

態 

名称 発明者 

1 横浜国立

大学 

2017-

039903 

 2017 年 3

月 2日 

 ルシフェリン－ルシフェ

ラーゼ反応の阻害剤、阻

害方法、光識別方法、物 

質の検出方法、レポー

ターアッセイ方法及び

キット 

平塚和之、小倉

里江子、伊藤早

紀 

２ 北海道大

学、産業

技術総合

研究所 

 

（非公

開） 

 2018 年 7

月 25日 

 （非公開） 増田税、犬飼

剛、松永航、礒

田玲華、松村

健、厚見剛 

 

(2) 論文 

番

号 

発表者 所属 タイトル 発表誌名、ページ

番号 

査読 発表年月日 

1 加 藤 晃 、 

山 﨑 将 太

朗 

奈 良 先 端

科 学 技 術

大 学 院 大

学 

植物でのタンパク質の高

効率翻訳を可能にする数

理モデル 

バイオサイエンス

とインダストリー 

(2017) 75: 240-

241 

(解説) 

 

 

無 2017年 5月

10日 

2 平塚和之

  

横 浜 国 立

大学 

特異的阻害剤を用いた新

規なルシフェラーゼレ

ポーターアッセイ 

 

ケミカルエンジニ

ヤリング (2017) 

62: 646-651 

(解説) 

 

無 2017年 9月

1日 

3 山﨑将太

朗真田裕

司、今瀬

諒司、松

浦秀幸、

上野大

心、出村

拓、 

加藤晃 

奈 良 先 端

科 学 技 術

大 学 院 大

学 

Arabidopsis thaliana 

cold-regulated 47 gene 

5-untranslated region 

enables stable high-

level expression of 

transgenes. 

 

J. Biosci. 

Bioeng. (2018) 

125: 124-130 

有 2018年 1月 

143



 

4 上野大

心、山﨑

将太朗出

村拓、 

加藤晃 

奈 良 先 端

科 学 技 術

大 学 院 大

学 

Comprehensive analysis 

of mRNA internal 

cleavage sites in 

Arabidopsis thaliana. 

 

J. Biosci. 

Bioeng., 

(2018) in press 

有 2018年 

 

(3) 外部発表 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 加藤晃 奈良先端科

学技術大学

院大学 

Transgene 

expression system 

optimizing 

translation process 

PepTalk2017 (San 

Diego, USA) 

2017年 1月

11日 

2 後藤英司 千葉大学 Environment Control 

in Value-added 

Plant Production 

2017 International 

Symposium on 

Environment Control 

Technology for Value-

added Plant 

Production（Beijing, 

China） 

2017年4月

25日 

3 上野大心、山

崎将太朗、出

村拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

植物での転写開始点

の網羅的な同定と遺

伝子発現制御におけ

る転写開始点の重要

性 

NGS現場の会、第5回研究

会（仙台市） 

2017年 5月

22～24日 

4 山崎将太朗、

上野大心、出

村拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

mRNAの内部切断に関

わる配列的特徴の解

明（転写終結に関わ

るシス配列の同定） 

NGS現場の会、第5回研究

会（仙台市） 

2017年 5月

22～24日 

5 So-Ra Lee  

 

千葉大学 Low root-zone 

temperature 

enhances 

biosynthesis of 

phenolic compounds 

in Rape (Brassica 

napus L.)  

Annual Meeting of 

Korean Society for 

Horticultural Science  

2017年 5月

25日  

6 加藤晃 奈良先端科

学技術大学

院大学 

Transgene 

expression system 

in plants optimized 

translation 

process. 

The 2nd Japan-Korea-

China Trilateral 

JointSymposium on 

Plant Biotechnology 

(Oomiya, Japan) 

2017年 8月

29日 

144



 

 

7 

 

 

石田浩高、小

倉里江子、平

塚和之 

横浜国立大

学 

 

発光レポータータグ

を用いた JAZs分解を

指標とする JAアゴニ

スト探索 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

29日 

8 石田和希、坂

田拓也、小倉

里江子、平塚

和之 

横浜国立大

学 

 

アグロインフィルト

レーション法を用い

たハイスループット

評価系の改良 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

29日 

9 

 

山崎将太朗、

上野大心、出

村拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

導入した目的遺伝子

の配列に特化した翻

訳エンハンサーの選

抜システム 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

31日 

10 上野大心、山

崎将太朗、出

村拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

植物mRNAの内部切断

部位に関する解析 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

31日 

11 

 

阿部修人、小

倉里江子、平

塚和之 

横浜国立大

学 

 

植物細胞における

dCas9/sgRNA系を用い

た転写制御因子活性

評価について 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

31日 

12 松尾幸毅、厚

見剛、福澤徳

穂、松村健  

産業技術総

合研究所 

植物内在性遺伝子に

おける人為的な配列

特異的DNAメチル化誘

導機構の解析(１)  

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

31日  

13 厚見剛、福澤 

徳穂、松村健  

 

産業技術総

合研究所 

植物内在性遺伝子に

おける人為的な配列

特異的DNAメチル化誘

導機構の解析(２)  

 

第35回日本植物細胞分子

生物学会大会（さいたま

市） 

2017年 8月

31日  

14 井手みずき  

 

千葉大学 植物工場における 環

境ストレス付加によ

るセイヨウアブラナ

の 機能性成分の高含

有化 

日本生物環境工学会2017

年松山大会（松山市） 

2017年 8月

31日  

15 後藤英司  

 

千葉大学 植物の生産性制御に

よる高機能品生産技

術の開発  

第69回日本生物工学会大

会（東京） 

2017年 9月

13日  

16 山崎将太朗、

出村拓、加藤

晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

Mathematical 

approach to 

improvement of 

transgene 

The 1st Asian 

Conference for Plant 

Made Pharmaceuticals 

(Pohang, Korea) 

2017年 9月

22日 
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expression focus on 

efficiency of mRNA 

translation 

17 Ki-Ho Son  

 

千葉大学 Transcriptome 

analysis of 

secondary 

metabolite pathways 

in Brassica napus 

L. and Nicotiana 

benthamiana by 

environmental 

stress 

APHPF2017 2017年11月

24日 

18 末田香恵、南

谷健司、上田

一郎、田坂恭

嗣、松村健  

北海道科学

技術総合振

興セン

ター、産業

技術総合研

究所 

Nicotiana 

benthamianaにおける

二次代謝経路主要遺

伝子発現に対する薬

剤処理の影響解析  

 

園芸学会平成 30 年度春

季大会（奈良市）  

2018年 3月

25日  

19 阿部修人、千

葉さつき、石

田浩高、小倉

里江子、高谷

創、木内あゆ

み、平塚和之 

横浜国立大

学 

 

防御応答性遺伝子発

現におけるGRASタン

パク質の機能の解析 

平成30年度日本植物病理

学会大会（神戸市） 

2018年 3月

25日  

20 石田浩高、小

倉里江子、平

塚和之 

横浜国立大

学 

 

ルシフェラーゼ融合

タンパク質を用いた

病原接種時のJAZファ

ミリータンパク分解

パターンモニタリン

グ 

平成30年度日本植物病理

学会大会（神戸市） 

2018年 3月

25日  

21 石田和希、小

倉里江子、平

塚和之 

横浜国立大

学 

アグロインフィルト

レーション法を用い

た病害応答遺伝子発

現のハイスループッ

トモニタリング系に

ついて 

平成30年度日本植物病理

学会大会（神戸市） 

2018年 3月

26日  

22 Kouki Matsuo, 

Go Atsumi, 

Noriho 

Fukuzawa, 

Takeshi 

産業技術総

合研究所 

Comparative 

analysis of 

agrobacterium and 

plant virus vector 

in induction of 

3rd Conference of the 

International Society 

of Plant Molecular 

Farming（Helsinki, 

Finland） 

2018年 6月

11日  
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Matsumura 

 

targeted endogenous 

DNA methylation  

23 Wataru 

Matsunaga, 

Reika Isoda, 

Tsuyoshi 

Inukai, 

Takeshi 

Matsumura, 

Chikara 

Masuta 

北 海 道 大

学、産業技

術総合研究

所 

A technique to 

reduce DNA 

methylation in a 

sequence-specific 

manner by using a 

ribozyme-expressing 

cucumber mosaic 

virus vector 

 

International Congress 

of Plant Pathology 

2018 (Boston, USA) 

2018年 7月

29日～8月3

日  

24 Noriho 

Fukuzawa, 

Chikara 

Masuta, 

Takeshi 

Matsumura 

北 海 道 大

学、産業技

術総合研究

所 

Development of high 

expression system 

of a foreign gene 

replacing a coat 

protein region in 

the cucumber mosaic 

virus vector 

through 

agroinfection 

International Congress 

of Plant Pathology 

2018 (Boston, USA) 

2018年 7月

29日～8月3

日  

25 Hirotaka 

Ishida, Rieko 

Ogura, 

Kazuyuki 

Hiratsuka 

横浜国立大

学 

Development of a 

protein-luciferase-

based high-

throughput 

screening system to 

monitor degradation 

of Jasmonate ZIM-

domain family 

proteins  

International Congress 

of Plant Pathology 

2018 (Boston, USA) 

2018年 7月

29日～8月3

日  

26 Go Atsumi, 

Noriho 

Fukuzawa, 

Kouki Matsuo, 

Takeshi 

Matsumura 

産業技術総

合研究所 

Analysis of 

endogenous gene DNA 

methylation using 

plant RNA virus 

vectors 

12th Congress of the 

International Plant 

Molecular Biology

（Montpellier, 

France） 

2018年8月6

日 

27 末田香恵、南

谷健司、上田

一郎、平塚和

之、田坂恭

嗣、松村健 

北海道科学

技術総合振

興 セ ン

ター、横浜

国立大学、

産業技術総

Effects of chemical 

treatments on 

expression of genes 

involved in 

secondary 

metabolite of 

12th Congress of the 

International Plant 

Molecular Biology

（Montpellier, 

France） 

2018年8月7

日  
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合研究所 

 

Nicotiana 

benthamiana 

28 三上真希、上

野大心、山崎

将太朗、出村

拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

成長、発達、環境応

答などさまざまな条

件下でのmRNA内部切

断部位の解析 

第36回日本植物細胞分子

生物学会大会（金沢市） 

2018年 8月

27日 

29 仙﨑紗織、上

野大心、田部

記章、山﨑将

太朗、出村

拓、加藤晃 

奈良先端科

学技術大学

院大学 

植物ｍRNAの内部切断

に関わる配列的特徴

の解析 

第36回日本植物細胞分子

生物学会大会（金沢市） 

2018年 8月

27日 

30 阿部修人、千

葉さつき、石

田浩高、小倉

里江子、高谷

創、木内あゆ

み、平塚和之 

横浜国立大

学 

防御応答性遺伝子発

現制御に関連する

GRASタンパク質の機

能解析 

第36回日本植物細胞分子

生物学会大会（金沢市） 

2018年 8月

27日 

31 厚見剛、福澤

徳穂、松尾幸

毅、松村健  

 

産業技術総

合研究所 

植物内在性遺伝子に

対する人為的な配列

特異的 DNA メチル化

誘導機構の詳細解析 

第36回日本植物細胞分子

生物学会大会（金沢市） 

2018年 8月

28日 

32 石田和希、鵜

之沢敦志、石

田浩高、小倉

里江子、平塚

和之 

横浜国立大

学 

アグロインフィルト

レーション法を用い

た遺伝子発現制御の

ハイスループットモ

ニタリング系につい

て 

第36回日本植物細胞分子

生物学会大会（金沢市） 

2018年 8月

28日 

 

 

(4) 新聞・雑誌等への掲載 

番

号 

所属 タイトル 掲載誌名 発表年月 

     

 

 

(5) その他 

アグリテクノフェア in 北海道、2018 年 3月 13日（札幌市）   

松村健（産業技術総合研究所）「植物による高付加価値物質生産」 

 

バイオジャパン、2017 年 10 月 10日～13日（横浜市） 

産業技術総合研究所、北海道大学、奈良先端科学技術大学院大学、横浜国立大学、千葉大学、北海道

科学技術総合振興センター 
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イノベーション・ジャパン 2017、2017 年 8月 31～9 月 1 日 

奈良先端科学技術大学院大学 

「オーダーメイド、植物の外来遺伝子高発現システム」に関してポスター展示、  

 

プレス発表 

改良版蛍光タンパク遺伝子を導入した 「光るペチュニア」の開発に成功 ～フィルターなしでの鑑賞

を実現～  

2017 年 6月 27日 

奈良先端科学技術大学院大学、千葉大学（株式会社インプランタイノベーションズ、千葉大学との共

同） 
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2.2 研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」【助成】 

 

2.2.1 高機能組換え植物組織培養によるビタミン D3 高効率生産技術の開発（株式会社竹中工務店、

キリン株式会社、神戸天然物化学株式会社） 

 

(1)背景と目的 
ビタミン D3（VD3）は脂溶性ビタミンの一種であり、食物からの摂取または体内で生合成

された後、肝臓および腎臓で代謝され、活性型 VD3 へ変換される。活性型 VD3 は動物体内に

おいて主にカルシウムやリン等の吸収調節に関わっており、不足することにより骨軟化症や骨

粗鬆症の原因の一つになる。近年高齢化社会へと進むにしたがい、健康寿命の観点から骨粗鬆

症等が特に問題視されている。活性型 VD3 はこれら骨粗鬆症の治療薬として有効である。 

現在、これらの活性型 VD3 は化学合成によって市場に供給されている。それと並行して、

植物の研究により活性型 VD3 および VD3 が植物にも存在することが報告されている。しかし

ながら、植物体中の VD3 関連化合物の含有量は数～数十 ng/gFW レベルと極めて低く、その

利用は困難であった。しかし近年、植物分野における遺伝子組換え技術、ゲノム編集技術およ

び培養技術等が著しく発展し、植物細胞が持つ物質生産能力を最大限に引き出したスマートセ

ルの構築が可能になりつつある。 

そこで、本課題では①ゲノム編集、外来遺伝子等の導入を行った形質転換植物の作製、なら

びに生育環境制御を行うことによる VD3 および活性型 VD3 含有量向上技術の確立②植物の袋

培養等をもちいた大量栽培技術の開発と抽出・精製技術の構築を行い、VD3 関連化合物の事

業化に向けた基盤技術確立を目的とした。 

 

 (2)位置づけ、目標値 

市場調査資料によると、平成 32 年度の VD3 関連製品（医薬品、食品添加物および飼料添加

物）市場は 3000 億円に達するものと推定されている。そのうち活性型 VD3 市場規模は、平成

21 年の 420 億円に対して平成 26 年には 600 億円へ拡大しており、年率 7％の成長を示してい

る。VD3 は世界人口の大半が摂取不足とされており、VD3 関連商品の今後の需要拡大が期待

できる。現在、VD3 関連商品は主として化学合成によって供給されており、需要拡大に対応

する代替供給源として、形質転換植物の利用が期待されている。 

そこで、VD3 関連化合物の事業化に向けた基盤技術を確立することにより、形質転換植物

を供給源とした活性型 VD3 販売価格が、既製品と同等価格帯を達成する見込みをたてること

を目標とした。 

 

(3)全体計画 

基礎的な形質転換植物の作製および培養・抽出の研究開発を本事業期間に行ったのち、順次

作製した形質転換植物のさらなる改良、大量培養や工業スケールでの抽出・精製プロセスの検

討および形質転換植物の導入遺伝子の発現安定性などを検討していく事業化準備期間へ移行す

る計画としている。 
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(4)実施体制 

スマートセル作出から生産プロセス構築までに開発が必要な技術を抽出した。民間企業 3 社

と大学機関 4 者の計 7 機関で共同開発体制を構築し、各要素技術ごとに専門とする機関が主担

当として研究開発を進めている。研究開発成果は最終的に一つの生産プロセスに集約すること

が重要である。そこで民間企業 3 社で事業化検討グループを構成し、事業化の観点から定期的

な研究開発成果の評価を行うとともに、成果統合に向けたスケジュール調整などを実施して事

業の推進を図っている。 

 

(5)運営管理 

 プロジェクト全体は、大きく 4 つの方針で運営を行っている。 

1. 研究開発重点討議のための全体会議開催   （年 2 回） 

2. 研究開発に関係する外部有識者を招いた勉強会実施  （年 1～2 回） 

3. 関係者メーリングリストによる日常的な情報共有  （適宜） 

4. 開発技術知財化に向けた大学-企業間の知財取得体制構築 （研究進捗に応じて適宜） 

以上の取り組みに加え、民間企業 3 社間での事業化に向けた打合せの実施や、NEDO 事務局の

PL 巡回による研究開発指導を受審することで、研究開発推進を図っている。 

 

(6)実施の効果 

本研究開発は、1) 数多くの研究プロジェクトの中で培われたゲノム編集・遺伝子組換え技

術を軸とした高機能植物組織開発、2) 生産効率を飛躍的に高めて事業展開を行った実績を持

つ袋型培養槽を用いた大量組織培養法、3) 省エネルギー施設環境制御実績を応用した代謝促

進環境制御法 という独自技術を組み合わせることで、植物組織の有用物質生産機能を最大限

に引き出そうとするものである。これまで異なる分野で発展してきた各技術を、本プロジェク

トを契機に統合し、培われてきた技術の相乗効果により、産業としての展開、成果・知的財産

の創出を実現する。 

 

(7)中間目標の達成度 

中間目標として大きく 3 項目を設定した。1) 形質転換植物作製など要素技術の確立、2) 要

素技術統合の着手、3) 事業性試算による競争力把握 

1) 要素技術の確立については、VD3 前駆体増産形質転換植物の作製に成功するなど、一部

技術で当初計画以上の成果が得られている。また 2018 年 6 月段階で実施中の活性型 VD3 生合

成関連酵素遺伝子導入などのその他技術についても 2018 年度中に目標達成見込みが得られて

いる。 

2) 要素技術統合の着手については、形質転換植物に対して環境制御技術を適用するなど、

要素技術の統合をすでに開始している。 

3) 事業競争力把握については、これまでに得られた研究成果をもとに事業化見込みを確認

するとともに要素技術統合方針の確認を完了している。 

以上のように、本プロジェクト申請時に設定した中間目標に対して、一部課題で中間目標以

上の成果を得ることが出来た。また、それ以外の中間目標についても 2018 年度中に達成でき

る見込みが得られている。 
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(8)研究開発の成果と意義 

VD3 関連化合物の蓄積報告があり、かつ遺伝子等の配列情報の整備がされている植物を供

試植物に選定し、1) 形質転換植物の作製、2) 環境制御の検討、3) 開発対象植物の袋培養法の

検討、4) VD3 関連成分の抽出・精製法の検討の 4 課題について研究開発を行った。 

1)  VD3 前駆体までの上流代謝フラックス増強、不要代謝経路の遮断、VD3 高蓄積のための

植物体の脂質蓄積能増強および活性型 VD3 生合成関連遺伝子の導入した各形質転換植物組

織の作製をおこなった。 

上流代謝フラックス増強に関する研究開発では、イソプレノイド代謝上流の調節および

植物ステロール分岐に関わる各酵素をターゲットとして外来酵素遺伝子を導入した形質転

換植物を得た。なかでも内在遺伝子の過剰発現による転写後抑制のリスク低減のため、供

試植物とは系統分類上遠縁な植物から当該酵素と同様の機能を持つ遺伝子を発見すること

ができた。これは学術的なインパクトのある発見にとどまらず、今後の酵素活性増強につ

ながる有益な情報になりえる。 

また、ゲノム編集技術を利用し、不要代謝経路の遮断を行った形質転換植物組織では、

野生種に比べて VD3 前駆体の含有量が飛躍的に向上したことが確認できた。さらに同様の

技術を利用して、脂質蓄積能増強を確認した。これに加えて、化学処理による脂質蓄積能

増強についても知見が得られている。 

活性型 VD3 生合成に関する形質転換植物の作製では、動物または微生物由来の活性型

VD3 生合成関連酵素遺伝子を導入した形質転換植物組織を作製した。今後、植物体中での

遺伝子発現確認を行い、VD3 外部投与による機能評価試験を予定している。 

以上、要素技術の確立が進んでいることから、VD3 前駆体高蓄積形質転換体をベースに

各技術の統合を行っている。 

2)  モンテカルロ法レイトレーシングに基づき光環境制御時の袋内植物組織密度や照明照射方

向など最適な袋型培養槽光照射条件を検証するシミュレーションプログラムの作成をした。

並行して、実際の植物への照射条件の予備検討を進めている。VD3 前駆体高蓄積形質転換

植物組織に光環境制御を適用したところ、植物体内における VD3 への変換が確認できた。

今後、詳細な光環境条件の検討を行っていく。 

3)  袋培養法を用いた供試植物の高密度培養を実証できた。さらに、低コストの増殖に向け、

より安価な資材/設備を用い、スペースを有効活用した増殖システムの検討も開始した。諸

条件の検討の結果、大幅な設備簡素化の可能性が得られた。 

4)  植物体には VD3 関連化合物が微量にしか存在しないため、最初に ng オーダーの微量定量

分析法の開発を行った。次に VD3 関連化合物の標準品を用いた植物試料への添加回収試験

をおこない、抽出精製の基礎的知見をえた。今後は上記の研究成果として得られた VD3 関

連化合物が高蓄積した形質転換植物を用いて抽出精製の検討をおこなう。 

 

それぞれの分野で当初計画に沿った成果を 2018 年度中に得られる見込みが立った。本成果

は VD3 スマートセルインダストリー事業実施に向けた基盤技術となる。 
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(9)最終目標の達成可能性  

最終目標である形質転換植物を供給源とした活性型 VD3 販売価格の既製品同等価格帯達成

見込みをたてることについては、（8）研究開発の成果と意義に示した通り①ゲノム編集などに

より VD3 までの代謝増強見込みが得られたこと、②活性型 VD3 生合成関連遺伝子の植物体への導

入が完了し、2018 年度中に植物体を用いた酵素機能評価を行う予定であること、③袋型培養槽に

よる対象植物の培養および目的化合物の抽出・精製に関する基礎検討が出来たこと、以上の三

点から、最終目標達成に向けて当初計画通り研究開発を進めることが出来ていると判断できる。 

今後は、特に活性型 VD3 変換に関する研究開発進捗をグループ全体で重点フォローすると

ともに、研究成果統合スケジュールに則った生産プロセス基礎を確立を目指す。 

 

 (10)成果の普及 

研究開発および知財取得の進捗をみながら、順次成果を公表することを検討している。これ

までに行った成果普及活動の集計を表 2.2.1-1 に示した。 

表 2.2.1-1 成果普及活動集計 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞実

績 
査読 

付き 
その他 

学会発

表・講演 

新聞・

雑誌等

への掲

載 

展示会

への出

展 

その他 

2016 0 0 1 3 0 3 0 

2017 0 0 1 0 1 0 0 

２０１８(実施済みのもの） 

（ ）内は今後の予定数 

0 

（4） 

0 

（0） 

0 

（3） 

0 

（1） 

0 

（1） 

0 

（0） 

0 

（0） 

２０２０年度末までの累積

の見通し 
4 0 5 4 2 3 0 

 

 

 (11)知的財産権などの確保に向けた取り組み 

開発の成果については、開発技術の内容にしたがい知財化またはノウハウ化を検討した後、

担当の大学および企業で権利化を順次行っている。2017 年度に VD3 前駆体の蓄積に関する特

許出願を行った。2018 年度には脂質蓄積能増強に関する出願をおこなう予定である。 
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表 2.2.1-2 特許出願計画 

年度 
  

国内 外国 ＰＣＴ 

2016 0 0 0 

2017 1 0 0 

2018 (出願済みのもの） 

（ ）内は今後の予定数 

0 

（1） 

0 

（0） 

0 

（0） 

2020 年度末までの累積の見通し 3 0 0 
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特許・論文等リスト 

 

【特許】 

番

号 

出願者 出願番号 国 内

外 国

PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

1 神戸天然物

化学株式会

社、国立大

学法人神戸

大学 

特 願 2018-

32173 

国内 平

30.2.26 

出願 形質転換植物、

およびその利用 

水 谷 正

治、鈴木

宗典 

 

【外部発表（研究発表、講演）】 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 柳橋 邦生 株式会社竹中

工務店 

バイオ分野におけ

る建設会社のチャ

レンジ 骨粗鬆症

予防薬の原料を植

物でつくる 

NEDO スマートセル

プロジェクトキック

オフシンポジウム 

2016.11.14 

2 川島 哲文 株式会社竹中

工務店 

高機能品生産植物

の開発をはじめと

したバイオ医薬品

への取り組み 

JBA バイオエンジニ

アリング研究会公開

講演会 

2018.1.19 

 

【外部発表（新聞・展示会）】 

番

号 

公表機関 公表内容 会議名、媒体

名 

発表年月日 

1 株式会社竹中工務店 キ

リン株式会社 神戸天然

物化学株式会社 大阪大

学 大阪府立大学 神戸

大学 北海道医療大学 

活性型ビタミン D3 植物で

高効率生産 

日刊工業新聞 2016.09.30 

2 株式会社竹中工務店 キ

リン株式会社 神戸天然

物化学株式会社 大阪大

学 大阪府立大学 神戸

大学 北海道医療大学 

ビタミン D3 生産技術の開

発着手  

建設工業新聞 2016.09.30 
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3 株式会社竹中工務店 キ

リン株式会社 神戸天然

物化学株式会社 大阪大

学 大阪府立大学 神戸

大学 北海道医療大学 

骨粗鬆症予防へ研究 改

良植物から有効成分生産 

建設産業新聞 2016.09.30 

4 株式会社竹中工務店 キ

リン株式会社 神戸天然

物化学株式会社 大阪大

学 大阪府立大学 神戸

大学 北海道医療大学 

植物の代謝多段改変と高

効率培養による活性型ビ

タミン D3 生産システムの

開発 

BioJAPAN2017 2017.10.11 

 

156



 

 

 

2.2.2 医薬品中間体原料植物の代謝変換によるアルカロイド製造技術の開発（味の素株式会社） 

 

(1)背景と目的 

本研究開発においては、多くの生理活性物質を含むモノテルペンインドールアルカロイド(MIA)

の生産プラットホームとして、キョウチクトウ科に分類されるニチニチソウを定め、MIA 原体製造

のための高品質な植物原料を安定的、かつ持続的に製造するための技術開発を目指す。ニチニチソ

ウには、およそ 60 年前に見いだされ、現在もホジキン病などの悪性リンパ腫などの治療に使用さ

れるビンカアルカロイドが含まれる。ビンカアルカロイドは、化学的には MIA に分類され、その生

合成経路については、多くの知見が集積している(図 2.2.2-1)。本プロジェクトにおいては、この

ような基礎知見を活用し、ビンカアルカロイドの生合成にかかる代謝経路を改変する技術開発をお

こない、ビンカアルカロイドそのもの、および、その生合成中間体に由来しうる特定の MIA をニチ

ニチソウに蓄積させることを可能とすることを目指す。さらに、比較的小型の植物であるニチニチ

ソウを人工光型植物工場で有効に栽培生産することも可能とし、これらを組み合わせることで、

MIA の安定的で持続的な原料供給のため技術パッケージの開発を目的とする。 

 

 

図 2.2.2-1 ニチニチソウのビンカアルカロイド生合成経路の概略 

 

(2)位置づけ、目標値 

上記を実現するための技術戦略は、ニチニチソウのビンカアルカロイド合成の代謝フラックスを

増大させ、合成量のキャパシティーを増加させることを、プロジェクトの前半(3 年目まで)に実現

し、さらに、プロジェクトの後半(5 年目まで)に、そのようなバックグランドを有するニチニチソ

ウにゲノム編集を応用し、特定の代謝中間体の蓄積が可能であることも示す。また、合わせて、当
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該ニチニチソウの人工光型植物工場での栽培技術を確立し、安定的持続的な植物生産技術の開発も

おこなう。 

 

 (3)全体計画 

 上述のとおり、中間目標においては、ビンカアルカロイド生合成系への代謝フラックスを増大さ

せる遺伝子を特定し、実際に、それらの遺伝子が導入されたニチニチソウの形質転換体を作出する

ことが最大の目標である。特に、ニチニチソウの形質転換系は、再現性のある系の報告もなく、中

間目標までに、最も困難なチャンレンジとなる。さらに、当該形質転換体を人工光型植物工場で、

栽培評価をおこない、制御された環境でのアルカロイド蓄積量の評価、および、そのパフォーマン

スの安定性の評価をおこなう。 

最終目標においては、さらに、代謝フラックスが増加したニチニチソウの作出を目指しつつ、当

該植物にゲノム編集をおこない、特定の代謝中間体を蓄積するための技術開発目指す。 

 

(4)実施体制 

 事業実施にあたっては、京都大学生存圏研究所、千葉大学環境健康フィールド科学センター、お

よび、玉川大学農学部との共同研究を実施している。共同研究先が分担する具体的な課題は、京都

大学は遺伝子発現分析、および、輸送体遺伝子の単離、千葉大学はニチニチソウの形質転換系の開

発、玉川大学はニチニチソウの人工光型植物工場での栽培技術の開発、となる。 

 

(5)運営管理 

テーマ運営については、年に一度、主に年度の前半において、サブテーマリーダーが研究現場に

出向き、ヒアリングという形式で、テーマ進捗を報告し、技術的な課題について議論助言をいただ

く場が設けられている。また、年に一度、主に年度の後半において、外部有識者による技術推進委

員会が開催され、テーマの進捗、および、課題へのアプローチ法、さらに、実用化の見通しとその

課題等への議論と助言の場が設けられている。 

研究グループ間の連携は、上述のヒアリング、あるいは技術推進委員会の内容をレビューする目

的でのミーティングを開催する。また、テーマ代表者は、半年に一度の頻度(必要があれば、さら

に多くの頻度で)で、共同研究先を訪問し、個別に議論をおこなうことも実施している。また、大

きな進捗、あるいは、外部からの情報が得られた際は、電子メール等での情報共有を遅滞なくおこ

なっている。 

 

(6)実施の効果 

本技術開発が適用しうる市場は、例えば、先述の悪性白血病等の治療に用いられるビンカアルカ

ロイドであるビンブラスチン、ビンクリスチン等であれば、その世界市場は、年間 200-300 億円と

なる。 

 

(7)中間目標の達成度 

 中間目標については、ビンカアルカロイド合成を強化する遺伝子の特定、ニチニチソウの形質転

換系の確立、および、ニチニチソウの人工光型植物工場栽培条件の改良をおこない、概ね、目標は

達成されたと評価される。 
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(8)研究開発の成果と意義 

 アルカロイド合成経路を亢進する遺伝子群の特定と同時にニチニチソウの形質転換体作出に向け

た技術開発にも着手した。医療用タンパク質の製造等で、植物での一過性遺伝子発現技術は実用化

されているが、本テーマが目指す化合物のように、植物としての大量のバイオマスが必要な場合、

遺伝子組換え植物を利用する方が有利であることは想像に難くない。一方で、ニチニチソウにおい

ては、再現性の高い形質転換技術の報告はなく、本技術についても、自力で開発することとなっ

た。図 2.2.2-2 に、その概念図を記載する。 

 

 

 

図 2.2.2-2 ニチニチソウ形質転換体作出の概念図 

 

 プロジェクト内のテーマ間連携については、遺伝子発現誘導系の導入について、かずさ DNA 研究

所、ゲノム編集技術の導入について徳島大学、および、遺伝子発現量の改良について奈良先端科学

技術大学と協議を開始した。 

 

(9)最終目標の達成可能性 

 最終目標では、注目する生合成中間体を代謝する酵素、および、その遺伝子が特定されており、

中間評価までに開発された技術とゲノム編集技術を組合わせることにより、当該化合物を蓄積する

植物体を取得することが可能と見込んでいる。また、形質転換体の人工光型植物工場環境での栽培

技術を精緻化し、化合物の蓄積を最大化・安定化することも達成可能と見込んでいる。 
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 (10)成果の普及 

 成果の普及については、以下を予定している。 

 

 

(11)知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 特許出願については、以下が出願済み、および、見込みの件数となる。 
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特許・論文等リスト 

 

【特許】 

番

号 

出願者 出願番号 国内 

外国 

PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

1 味の素 

株式会社 

特願 

2018- 73800 

国内 平 30 

4.6 

出願 アルカロイドの 

製造方法 

木坂弘明 

三輪哲也 
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2.2.3 組換えナス科植物によるジャガイモシストセンチュウ孵化促進物質の生産（ホクサン株

式会社） 

 

(1)背景と目的 

本事業は、ジャガイモシストセンチュウ（以下、PCN と記載）防除剤の主成分となる PCN 孵化

促進物質（Hatching factor : HF、以後、PCN-HF）の大量生産系の開発を目指すものである。 

 PCN は、ジャガイモの根に寄生する農作物害虫のひとつで、発生圃場から根絶させることが困

難とされている。現状、北海道のジャガイモ圃場の少なくとも約 20％（11,000ha）において PCN

の発生が確認されている 1)。また、海外のほとんどのジャガイモ栽培地域においても、すでに甚

大な被害がもたらされているため、100 か国以上で植物検疫上の法規制（汚染土の移動制限等）

が執られている。欧州に限った PCN 被害額は、年間€300M（約 406 億円）と試算される 2)。この

ように、世界的に PCN の被害は、農業上甚大なものであるにも関わらず、現在、PCN 防除に効果

的な薬剤の開発は成功していない。 

 PCN は、図 2.2.3-1 に示す生活環を有し、薬剤

耐性の高いシストを形成する。卵は、ジャガイモ

の根から分泌される PCN-HF に反応して孵化する特

性を持つ。幼虫に効果のある農薬は開発されてい

るが、処理時期がジャガイモ作付け前の 1 回に制

限されているため、ジャガイモ作付け後に孵化す

る幼虫に対して有効な防除はできていない。 

一方、ジャガイモ作付け前の土壌に PCN-HF を施

用することにより、シスト中の PCN 卵を強制的に

孵化させ、シストから遊出した幼虫を餓死させる PCN 防除法が考えられるが、元々、植物体から

分泌される PCN-HF 量は少なく、合成であっても PCN-HF を量的、コスト的に産業上利用可能なま

でには生産することが不可能であったため、未だ実現はしていない。本事業では、この PCN-HF

の大量生産系の構築を目標とする。 

参考文献 
1) 農畜産業振興機構ホームページ2016年3月 

2) J.F. Moxnes and K. Hausken, Ecol. Model., 207, 339（2007） 

 

(2)位置づけ、目標値 

【対象市場・製品や競合技術との対比】 

PCN 防除に適用登録のある農薬は、先述の通り使用回数がジャガイモ作付け前の 1 回に制限さ

れており、防除効果が不十分である。また、開発予定品は既存の防除剤との併用で殺虫効果を高

めることも可能であることから、既存剤と共存し得る。一方、PCN-HF を有効成分とする PCN 防

除剤は、世界的にも同等品は存在しない。開発品予定品の想定単価と既知の PCN-HF の価格(10a

あたりの必要量より算出)を比較すると、試薬 A の市販価格は開発予定品の 830 倍、物質 B（市

販品なし）は桁違いに高価と試算される。 

 

 

図 2.2.3-1 PCN 生活環 
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【目標値】 

中間目標 

研究開発項目 研究開発目標 根拠 

組換えナス科植物による

ジャガイモシストセンチュ

ウ孵化促進物質の生産 

遺伝子導入による二次

代謝経路の制御と栽培

環境の最適化により、

最終的に、現状の 45

倍量の PCN-HF の生産

を目標とする。 

最終開発目標である現状の 100 倍量の

PCN-HF 生産の達成にあたり、中間目標で

は遺伝子導入による二次代謝変化の誘導

により現状の 15 倍量、栽培環境最適化

により現状の 3 倍量の PCN-HF の生産を

目標とする。 

最終目標 

研究開発項目 研究開発目標 根拠 

組換えナス科植物による

ジャガイモシストセンチュ

ウ孵化促進物質の生産 

最終的に現状の 100 倍

量の PCN-HF の生産を

目標とする。 

事業化に必要とされる年間 PCN-HF 生産

量から、最終開発目標を設定した。 

(3)全体計画   

          年度 

研究開発項目 
2016 年度 2017 年度 2018 年度 2019 年度 2020 年度 

組換えナス科植物による 

ジャガイモシストセンチュウ

孵化促進物質の生産 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)実施体制

 
(5)運営管理 

表 2.2.3-1 打合せ実績一覧 

内容 回数 開催日 

PL, sPL, NEDO への進捗状況報告 3 2016/12、2017/4、2017/11 

テーマ間連携に向けた打ち合わせ 3 2017/12、2018/1、2018/3 

進捗共有・試験検討 18 2016/8～2018/6（1 回/月程度） 

主要研究員による進捗状況確認、試験検討をほぼ毎月実施し、情報共有に努めている。 

 

NEDO 

ホクサン株式会社  

研究実施場所：ホクサン株式会社（北海道北広島）、産総研北海道センター（札幌）  

国立研究開発法人 産業技術総合研究所（産総研）  

研究実施場所：北海道センター（札幌） 

助成 

共同研究 

組換えナス科植物によるジャガイモシストセンチュウ孵化促進物質の生産 

遺伝子導入による二次代謝変化の誘導 

PCN 孵化試験の精度向上 

栽培環境の最適化 
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0.5

1

1.5

0

0.5

1

1.5

相
対

発
現

量

22% 18% 19% 7%

遺伝子a 遺伝子ｂ 遺伝子ｃ 遺伝子ｄ

Ａ．発現抑制個体におけるReal-time PCRを用いた葉のmRNA量の定量結果

 図 2.2.3-2 VIGS 法による標的代謝系遺伝子の一過的発現抑制 

 (6)実施の効果 

【予測市場】 販売開始 5 年後に国内の殺センチュウ防除剤の市場の 4％シェアを見込む。海外

市場への展開も想定し、年間 10.3 億円の売上を想定。 

 

 (7)中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達

成

度 

今後の 

課題と 

解決方針 

組換えナス科植

物によるジャガ

イモシストセン

チュウ孵化促進

物質の生産 

遺伝子導入に

よる二次代謝

経路の制御と

栽培環境の最

適化により、

最終的に、現

状の 45 倍量

の PCN-HF の

生産を目標と

する。 

・PCN シスト無菌化技術を特許出願。 

・標的代謝酵素遺伝子 4 種類について

発現抑制に成功、下流の目的外代謝物

量の減少を確認。 
・ジャガイモの組換え体における孵化

活性の増加を確認。 

・環境条件の最適化により、従来法と

比較して 1 株あたりから得られる PCN-

HF 量が飛躍的に増加。 

・上記結果より現状の 54 倍の PCN-HF

の生産を達成した。 

〇 

 

― 

 

(8)研究開発の成果と意義 

1)代謝系遺伝子発現制御検討 

 本研究では、PCN-HF 高生産植物

の開発を最終目的として、PCN-HF

代謝関連遺伝子の発現量を操作し、

代謝系の改変を行う。代謝操作戦

略の有効性を迅速に評価するた

めに、水耕栽培タバコと植物ウ

イルスベクターを用いた一過的

発現調節による評価系の構築を

進めた。これまでに同定した標

的代謝酵素遺伝子 a-d それぞれ

について virus induced gene 

silencing（VIGS）法による一過

的な発現抑制を試み、real-time 

PCR により各遺伝子の mRNA 量を評価した。 

その結果ウイルスベクター接種 15 日後の葉組織において、遺伝子 a-d の発現量を減少させる

ことに成功 (図 2.2.3-2A)、また、茎・根組織においても発現量を抑制することに成功した。さ

らに、代謝物量が変動しているかを確認するため、ガスクロマトグラフ質量分析計（GC/MS）を
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図 2.2.3-3 薬剤検討試験の様子 

用いて代謝物量を解析した結果、各標的酵素遺伝子の下流代謝物量の減少と上流代謝物量の増加

が認められた(図 2.2.3-2B)。   

 

2) PCN 孵化試験の精度向上 

PCN 孵化試験による評価には、安定的に同程度の孵化率を

示す PCN 卵の準備が必須である。現状の温室土壌等を用いた

PCN 増殖方法では、寄生菌による PCN 卵の汚染率が高く、孵

化率の変動要因のひとつとなっている。そこでこの要因を

排除するため、PCN 孵化幼虫の無菌化を検討した。まず、

PCN 幼虫表面に付着するカビを単離し、顕微鏡観察および ITS 領域配列解析を行ない、菌を同定

した。当該真菌に対する抗菌性試験及び PCN 幼虫の生存率より、表面殺菌に最適な薬剤とその処

理濃度を確定した（図 2.2.3-3）。当該薬剤を用いた無菌化処理にて得られたシストから抽出し

た PCN 卵は、無処理シストより抽出した PCN 卵と比較して汚染卵率が減少し、孵化率が上昇する

傾向となった。これらの PCN 幼虫の無菌化技術を特許出願した。 

 

3)目的物質高生産のための組換え体の作出 

1)の結果を踏まえて、PCN-HF 代謝関連遺伝子を

導入した組換え体を得た。得られたジャガイモ系

統を用いて孵化試験を実施した結果、非組換え体

と比較して 1.5 倍の孵化率をもつ系統が確認され

た（図 2.2.3-4）。 

 

4) 栽培条件の検討 

PCN-HF を効率的に生産するための栽培方法とし

て、複数の養液栽培法を比較検討した。回収した栽培養液中に含まれる PCN-HF 量をスコア化し、

1 株当たりからの PCN-HF 生産量を評価した結果、検討した養液栽培法の中のひとつは従来法と

比較して PCN-HF 回収量が 7 倍以上となった（図 2.2.3-5）。さらに、各栽培方法における 1 株

あたりに要する栽培面積を PCN-HF 生産量の評価に加味した結果、最終的に従来法より 54 倍の

PCN-HF の生産が可能と試算された。 

 

5) 回収方法の検討 

PCN-HF を効率的に精製・回収する方法を構築する

ため、PCN-HF 粗精製用の吸着担体､処理条件等の検討

を行なっている。本検討により得られた粗精製物に

ついて、PCN 孵化活性を確認し、PCN 汚染土壌への処

理を行った。その結果、対照区と比べ、有意に孵化

幼虫数の増加が認められ、回収した粗精製物の土壌

における有効性が確認された。 

 

 

図 2.2.3-5 PCN-HF 回収量スコア

の比較 

図 2.2.3-4 ジャガイモ栽培養液を

用いた孵化試験 
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テーマ間連携への取り組み  連携先：内容 

・研究開発項目①委託事業機関（国研）産業技術総合研究所：遺伝子発現抑制制御検討 
・研究開発項目①委託事業機関（公財）北海道科学技術総合振興センター：環境制御検討  
・研究開発項目③委託事業機関 国立大学法人京都大学大学院：遺伝子探索 

 

(9)最終目標の達成可能性 

研究開発項目 

（担当） 
現状 

最終目標 

(2020 年度末) 
達成見通し、根拠 

組換えナス科植物に

よるジャガイモシス

トセンチュウ孵化促

進物質の生産 

中間目標である現状の 45

倍以上の PCN-HF 生産を達

成した。 

現状の 100 倍

量の PCN-HF

の生産。 

遺伝子発現制御および栽培方

法の更なる進捗により、現状

の 2 倍量の PCN-HF 生産の達

成を見込む。 

  

(10)成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

査読

付き 
その他 

学会発表・ 

講演 

新聞・雑誌

の掲載 
その他 

2016 0 0 0 0 0 

2017 0 0 1 0 1 

2018（実施済みのもの） 

（ ）内は今後の予定数 

0 

（1） 
0 

0 

（1） 
0 

0 

（1） 

2020年度末までの 

累計の見通し 
2 0 4 0 4 

 

(11)知的財産権などの確保に向けた取り組み 

遺伝子組換え植物の栽培・生産技術の新規の技術は、技術流出のリスクがあるためノウハウ化

する。一方、PCN-HF孵化試験の精度向上に係る技術は知財化を進める。 

特許件数 

年度 国内 外国 PCT出願 

2016 0 0 0 

2017 1 0 0 

2018（実施済みのもの） 

（ ）今後の予定数 

0 

(1) 
0 

0 

(1) 

2020年度末までの 

累計の見通し 
2 0 2 
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特許・論文等リスト 

 

【特許】 

番

号 

出願者 出願番号 国 内

外 国

PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

1 ホクサン株

式会社 

特願 2018-

26286 

 

国内 平成30年

2 月 16 日 

出願 無菌化シスト

センチュウを

得る方法 

林琴美、 

宮代裕子、

鰐渕恭子、

小野貞子、

田林紀子 

 

【外部発表】 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 林琴美* 

宮代裕子・鰐

渕恭子・小野

貞子・田林紀

子 

ホクサン

株式会社 

 *発表者 

ジャガイモシストセ

ンチュウの in vitro 

増殖系の確立 

(Establishment in 

vitro reproductive 

system of potato 

cyst nematode.) 

平成 30 年度日本

植物病理学会大

会 

（口頭発表） 

2018年3月

27 日 

2 厚見 剛 1*、

一町田 紀子

2、加賀谷 羽

衣子 2、長谷

田 茜 2、林 

琴美 2、古田 

和義 2、田林 

紀子 2、松村 

健 1  

1)国立研

究開発法

人産業技

術総合研

究所 

2) ホクサ

ン株式会

社 

 *発表者 

Development of the 

VIGS system 

towards enhancing 

the production 

level of hatching 

factors for potato 

cyst nematode 

using Nicotiana 

benthamiana 

11th 

International 

Congress of 

Plant Pathology 

（ poster 

session） 

 

2018年7月

31 日 
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2.2.4 イチイ細胞培養技術を用いたタキサン系医薬中間体 10-DAB の効率生産法開発（北海道三井

化学株式会社） 

 

(1)背景と目的 

タキサン系抗がん剤である paclitaxel は微小管の脱重合阻害作用を有し、1990 年代では

イチイの樹皮より採取されていたが、含量が極めて低く、また樹皮を剥ぐことで樹木が枯死

することから代替え供給法の確立が必要とされていた。2000 年代に入るとイチイ細胞培養

法での paclitaxel 生産法が確立され、BMS 社は本法での生産供給を可能とした。しかしな

がら paclitaxel 特許は 2003 年に、抗腫瘍効果や溶解性が改良された docetaxel は 2010 年

に特許切れとなった現在では、これらの後発品に加えて、ヒト血清アルブミンに結合させ水

溶性を改善した abraxane が市場に投入されているものの、これらのほとんどはプランテー

ション或いは天然のイチイ樹木より供給されている。イチイは樹木の中でも生長が非常に遅

く、1 年で枝が 10cm 程度伸長するのみであり、また paclitaxel 等タキサン類の含有量を高

めるためには 10 年以上の生育期間が必要となる（10 年生のイチイ中 paclitaxel 含量:数

ppm～400ppm、総タキサン含量:最大 1000ppm）。国内で使用されているタキサン系抗がん剤

は原料の全てが海外からの輸入であり、この現状は重要な天然物医薬品の安定確保の観点か

ら問題である。タキサン系抗がん剤製造において、イチイ茎葉原料中には paclitaxel 以外

に多種タキサン化合物が含まれ、これらは医薬中間体 10-deacetylbaccatin III (10-DAB)

に一度戻してから paclitaxel などのタキサン系医薬原体へと再度合成されている。そこ

で、イチイ培養細胞の paclitaxel 生合成酵素の遺伝子をノックダウン(KD)またはノックア

ウト(KO)し、生産される多様なタキサン類を paclitaxel、docetaxel、cabazitaxel いずれ

もの合成中間体である 10-DAB に集約させ、またタキサン輸送に関わるトランスポータを特

定、制御することで、輸送・蓄積の最適化を行い 10-DAB の生産性を飛躍的に高めることを

目的とした。 

 

(2)位置づけ、目標値 

タキサン系抗がん剤は卵巣ガン、乳ガン、子宮頸ガン等に用いられ、Paclitaxel、

docetaxel については後発品も数多く出ているが、タキサン系抗ガン剤の市場規模は拡大を

続けている。現在、タキサン系抗がん剤は、①イチイ植物体からの抽出、精製、②10-DAB

からの半合成、③イチイ細胞培養法により生産されているが、供給の約 80%はイチイ植物体

を用いており、細胞培養法は 20%程度に過ぎず、イチイ細胞の増殖速度が遅いことから培養

設備拡大に対する投資が容易ではないことがその要因として考えられる。 

平成 30 年度の中間目標は、イチイ細胞への遺伝子組換え技術開発における導入法の確

立、タキサン系化合物生産性向上に資するアルカロイド輸送体の解明に向けた情報獲得、小

試験用バイオリアクターの開発、イチイ培養細胞の増殖試験の実施しスケールアップ試験用

データの獲得である。また、平成 32 年のプロジェクト最終目標は、10-DAB 生産性：

1g/L/28d の達成、2 m3レベルの袋培養技術確立である。 

 

 (3)全体計画 

1）イチイ細胞への遺伝子組換え技術開発 (担当：北海道三井化学) 
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当社の過去の検討より、アグロバクテリウム法を用いた結果、ストレスによりイチイ細

胞が生育阻害を起こすという結果を得ており、また一般的にアルカロイド生産性の培養細

胞は安定した形質転換が困難で且つイチイ培養細胞の増殖は極めて遅い。そのため形質転

換について難航が予想されることから、H30 年度末にイチイ細胞の形質転換法を確立す

る。 

2）10-DAB 高生産イチイ培養細胞株の作出 (担当：北海道三井化学) 

タキサン高生産イチイ培養細胞株を作出、合わせてノックダウン、ノックアウト用コン

ストラクトを作成し、1)で確立された形質転換法を用いて遺伝子を導入し、得られた株に

て 10-DAB 生産性評価を実施する。 

3）タキサン系化合物生産性向上に資する新規な膜輸送体の開拓 (担当：京都大学) 

アルカロイド輸送に関する遺伝子、高発現プロモータ取得のための高発現遺伝子特定の

ため、cDNA 配列解析を行い、得られた情報を基に cDNA クローン化及びコンストラクトを

作、イチイ培養細胞へ導入し評価する。 

4）バイオリアクター培養法開発 (担当：北海道三井化学) 

小試、中試用バイオリアクターの設計、試作検討を行う。バイオリアクターはカル

チャーバッグ部と外側支持部を当社で設計し作成を外注することで、安価に培養が可能な

系の作成を目指し、最終的に 1 m3又は 2 m3のバイオリアクターを試作する。 

    

(4)実施体制 

    

    

(5)運営管理 

   研究進捗については、月に一度の進捗ミーティングを開催して結果を共有した。共同研究先 

との連携については、共同研究者間での相互訪問や、学会等の機会を利用した研究打合せ、情 

報交換を平均 2 か月に 1 度のペースで実施した。その他、メールや月報でデータの共有やディ 

スカッションをタイムリーに実施した。 
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(6)実施の効果 

本テーマ開発により、現在は 100%海外に依存しているタキサン系抗がん剤を国内で安定生

産し原料を確保することが可能となる。加えて、広大な土地での栽培が現実的ではない日本

において、小さな土地面積で管理された培養技術を用い、高効率に有用成分を生産できれ

ば、イチイ樹木が生産するタキサン系抗ガン剤のみにとどまらず、他の植物細胞での有用物

質生産にも応用可能である。更に、細胞培養により 10-DAB を直接高生産することが可能とな

れば、溶剤の使用量を劇的に減らすことが可能となる。Green Chemistry in the 

Pharmaceutical Industry において半合成法と細胞培養法の使用溶剤の比較がなされてお

り、細胞培養法にすることで 10 種類の溶剤(toluene, isobutyl acetate, heptanes, 

acetone, methanol, tetrahydrofuran, methyl t-butyl ether, ethanol, ethyl acetate, 

glacial acetic acid)、5 年間で溶剤合計約 600kL の置き換えが可能であることが示されて

いる。 

 

(7)中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果(18 年 7 月現在) 達成度 今後の課題と解

決方針 

1）イチイ細胞への遺伝子組換え

技術開発 

形質転換法の確立、ノック

ダウンイチイ培養細胞の作

成を開始 

ウィスカー法、パーティクルボンバード

メント法などによるイチイ培養細胞への

遺伝子導入を GFP 蛍光により確認した。 

〇(2019年 3

月 達 成 予

定) 

ノックダウンイ

チイ培養細胞の

作成 

2）10-DAB 高生産イチイ培養細胞

株の作出 

タキサン系化合物生産株の

獲得、アセチルトランス

フェラーゼ、アシルトラン

スフェラーゼのリスト化、

KD、KO 用コンストラクト

の構築、Paclitaxel 局在

性の確認 

タキサン化合物生産株としてイチイ培養

細胞株 OJRD A6, B2, B7 および HM13 株を

獲得した。最もタキサン生産性が高かっ

た OJRD B7 株では、総タキサン生産量

478.6mg/L(21d)であった。RNA-seq 発現解

析を行いアセチルトランスフェラーゼ、

アシルトランスフェラーゼのリストを作

成した。ノックダウンに用いるコンスト

ラクト計 6 種を構築した。 

〇(2019年 3

月 達 成 予

定) 

生産性向上検討

および細胞固定

法検討による局

在性情報の取得 

3）タキサン系化合物生産性向上

に資する新規な膜輸送体の開拓 

イチイの RNA-seq 発現解析

及び輸送体遺伝子のリスト

化、細胞内局在性確認用コ

ンストラクトの構築及び局

在性の確認・paclitaxel、

10-DAB の輸送評価、イチ

イ細胞内在性輸送体遺伝子

のクローン化及び発現コン

ストラクトの構築 

RNA-seq 発現解析を行い輸送体遺伝子ファ

ミリーのリストを作成した。細胞内局在

確認及び輸送評価に用いるコンストラク

ト計 16 種の構築を完了した。解析結果で

強発現を示した遺伝子のプロモータ配列

を決定した。 

〇(2019年 3

月 達 成 予

定) 

プロモータ配列

の知財化 

4）バイオリアクター培養法開発 小試験用バイオリアクター 小試験用袋型バイオリアクターを設計試 〇(2019年 3 中試験(数十～
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での増殖試験実施及び留意

箇所のデータ獲得、中試験

用バイオリアクターの設計 

作し、イチイ培養細胞増殖試験を実施し

た。袋型バイオリアクターの改良等によ

り、既存ジャーファーメンターと同等の

細胞増殖倍率を達成した。 

月 達 成 予

定) 

数百 L)用バイオ

リアクターの試

作 

 

(8)研究開発の成果と意義 

   ・目標に対する達成状況 

1）イチイ細胞への遺伝子組換え技術開発 

 取得したイチイ培養細胞 5 株についてウィスカー法、パーティクルボンバードメント法

及びアグロバクテリウム法を用いて GFP 遺伝子を導入し、GFP の発現を確認した (図

2.2.4-1) 。 

 

 

 

 2）10-DAB 高生産イチイ培養細胞株の作出 

・タキサン高生産培養株の取得 

 タキサン高生産に資する培養株の取得を目指し、北海道三井化学構内の日本イチイ(T. 

cuspidata)21 個体より needle 部を採取し、N5MWP 寒天培地を用いて 15 個体から誘導した

カルスを取得した。得られたカルスより液体培養での安定継代増殖可能な株(OJRD A6, B2, 

B7 および HM13)を確立した(図 2.2.4-2)。 

 

 

図 2.2.4-1 パーティクルボンバードメント法での形質転換 

図 2.2.4-2 イチイ細胞の株化 
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 得られたイチイ細胞株をジャスモン酸メチルで処理し、最もタキサン系化合物生産性の

高かった OJRD B7 株では 478.6mg/L の総タキサン生産性であった。(表 2.2.4-1) 

 

 

 

 

 

 

3）タキサン系化合物生産性向上に資する新規な膜輸送体の開拓 

・10-DAB 生産 

 アルカロイド輸送に関する遺伝子、高発現プロモータ取得を目指し、ジャスモン酸メチ

ルでタキサン系化合物誘導、未誘導のイチイ培養細胞より RNA を抽出し cDNA 配列解析(de 

novo RNA-seq)を試みた。解析結果より遺伝子の発現変動比較を行い、ジャスモン酸メチル

誘導区で高い発現を示す Transporter 遺伝子ファミリーのリストを作成した (図 2.2.4-

3、表 2.2.4-2) 。 

   

 

 

 

また RNAseq 発現解析で強発現を示した遺伝子のプロモータ領域を TAIL-PCR で伸長し、

開始コドンより上流領域を単離し配列を決定した。 

 

・輸送体評価 

細胞内局在性確認及び paclitaxel、10-DAB の輸送評価を行うため、2 種のプロモータ、

C 末端 GFP タグ、及びタグ無しの 2 種と組み合わせた 4 種類の構成を JAT1、JAT2 及び DTX1

遺伝子について構築し計 12 種、加え N 末端に GFP タグを付加した JAT1、DTX1 遺伝子の計

4 種、合わせて 16 種のコンストラクトを構築した。 

 

4）バイオリアクター培養法開発 

・袋型バイオリアクター設計、細胞の袋培養最適化 

シングルユース小試験用バイオリアクターの基本設計を北海道三井化学で行い、袋型バ

イオリアクター試作品を作成した。イチイ細胞培養において、当初培養条件の不適合によ

図 2.2.4-3 ジャスモン酸メチル 

誘導区での発現変動比較 

表 2.2.4-2 輸送体遺伝子リスト 

表 2.2.4-1 タキサン系化合物生産性評価 
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るストレスでの細胞の赤褐色化が起こったが、バイオリアクターの改良、通気量の最適

化、細胞移植密度の検討により改善され、既存ジャーファーメンターと同等の細胞増殖倍

率となる条件を確立した。またイチイ以外の植物培養細胞（L 細胞、H 細胞）株を用いて細

胞増殖性を比較し、いずれの細胞株においても既存ジャーファーメンターと同等の細胞増

殖倍率を示し、イチイ細胞のみならず多種植物細胞株の培養に広く適用できることを確認

した。 

       (9)最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 最終目標(2020 年度末） 達成見通し 

1）イチイ細胞への遺伝子組

換え技術開発 

遺伝子導入法を確立、ノックダ

ウン用遺伝子の導入検討中 

導入法の確立及び 10-DAB 生産遺伝

子改変イチイ培養細胞の獲得 

2020 年度末までに

達成の見込み 

2）10-DAB 高生産イチイ培養

細胞株の作出 

タキサン系化合物生産イチイ培

養細胞の株化、導入コンストラ

クトの作成中 

10-DAB 生産株の生産性評価 2020 年度末までに

達成の見込み 

3）タキサン系化合物生産性

向上に資する新規な膜輸送体

の開拓 

アルカロイド輸送体評価系の確

立、アッセイの実施 

アルカロイド輸送体遺伝子の導入

及び局在性特定 

2020 年度末までに

達成の見込み 

4）バイオリアクター培養法

開発 

中試験(数十～数百 L)用バイオ

リアクターの設計、検討の開始 

 

本培養用バイオリアクターの試作

検討実施、スケールアップ検討時

の留意箇所データ獲得 

2020 年度末までに

達成の見込み 

 

 

 (10)成果の普及 

※2018 年 7 月現在 

 

(11)知的財産権などの確保に向けた取り組み 

特許計 6 件の出願を予定 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞実績 

査読付き その他 
学会発表

・講演 

新聞・雑

誌等への

掲載 

展示会へ

の出展 
その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 2 1 0 0 0 

2018(実施済みのもの） 

()内は今後の予定数 

0 

（ 1 ） 

0 

（ 0 ） 

2 

（ 2 ） 

0 

（ 1 ） 

0 

（ 1 ） 

0 

（ 0 ） 

0 

（ 0 ） 

2020 年度末までの累積

の見通し 
6 0 12 4 1 0 0 
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※2018 年 7 月現在 

 

年度 

特許出願 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018(出願済みのもの) 

()内は今後の予定数 

0 

( 2 ) 

0 

( 0 ) 

0 

( 2 ) 

2020 年度末までの累積の見通し 6 0 6 
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特許・論文等リスト 

 

【外部発表】 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 多葉田誉 北海道三井化

学株式会社 

植物培養で抗がん

剤原料 
化学工業日報 2017 年 10

月 13 日 

2 〇多葉田誉

1、南洋 1、

加藤嘉博 1、

草野博彰 2、

矢崎一史 2 

1 北海道三井

化 学 株 式会

社、2京都大学

生存圏研究所 

形質転換利用に向

けたイチイ培養細

胞株の評価（27PA-

am158） 

日本薬学会第 138 年

会 

2018年3月

27 日 

3 〇草野博彰

1、南洋 2、

多葉田誉 2、

矢崎一史 1 

1 京都大学生

存圏研究所、 

2 北海道三井

化学株式会社 

イチイ培養細胞に

おけるタキサン化

合物生合成の解析

(P-253) 

第 59 回日本植物生

理学会年会 

2018年3月

28-30 日 

4 〇南洋 1、草

野博彰 2、矢

崎一史 2、多

葉田誉 1 

1 北海道三井

化 学 株 式会

社、2京都大学

生存圏研究所 

Evaluation for 

transformation 

of yew-cultured 

cell line (PO-

97) 

The 23rd 

International 

Symposium on Plant 

Lipids 

(ISPL2018) 

2018年7月

8-13 日 

5 〇草野博彰

1、南洋 2、

多葉田誉 2、

矢崎一史 1 

1 京都大学生

存圏研究所、 

2 北海道三井

化学株式会社 

A Study for 

Taxoid 

Biosynthesis in 

Yew Suspension 

Cultured Cells 

(PO-28) 

The 23rd 

International 

Symposium on Plant 

Lipids 

(ISPL2018) 

2018年7月

8-13 日 
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2.2.5 シソ代謝系制御技術による健康機能性成分の高効率増産技術開発（株式会社アミノアッ

プ化学） 

 

 (1)背景と目的 

本事業は、健康成分として利用されるシソの機能性成分 A 及び機能性成分 B 群を飛躍

的に高生産する技術開発を目的とする。 

弊社の輸出用機能性素材（製品名：Benegut）は、機能性成分である機能性成分 A や

機能性成分 B 群含有量を規格化しており、2012 年に上市して以来、好評を博し、主にド

イツの代理店 VITAL SOLUTION を通し、ヨーロッパ、アジア、オセアニア地域への販売

を拡大している。 

原料の乾燥シソ葉は、露地栽培及び天日干しにより生産されている。乾燥シソ葉中の

機能性成分含有量は、天候等の自然環境や年次間差や地域間差に影響されるため、規格

を下回り、原料として不適なシソが多い。よって、現状の露地栽培及び栽培品種を用い

た不安定な原料生産では原料需要の伸びに対して、原料供給不足が予想され、販路・市

場拡大の妨げの主要因となる。これらを解決するために機能性成分を高効率かつ安定的

に生産できる技術開発が不可欠である。そこで、本研究開発では、遺伝子組換え技術に

より代謝系を制御し、さらに人工環境下における栽培技術を用いてシソの機能性成分 A

及び機能性成分 B 群を飛躍的に高生産する技術開発を行う。 

 (2)位置づけ、目標値 

表 2.2.5-1 中間目標と最終目標 

(2)全体計画 

表 2.2.5-2 事業全体計画 

 

目標値 根拠

中間
（平成30年度）

シソ乾燥葉1 g当り機能性成分A
含量を5倍に、機能性成分B群
含量を2倍へ増加させる。

遺伝子組換え技術：シソ科植物丹参において、機能性成分A合成の上流遺伝子を
過剰発現し、毛状根培養により最大600mg/L（培養液）に成功している。
栽培技術：セージやムラサキの培養細胞において、フェニルアラニン処理やUV-B
照射により機能性成分B群が4倍～5倍に増加することが報告されている。
上記報告から、各技術で中間目標値を達成可能と判断している。

最終
（平成32年度）

シソ乾燥葉1 g当り機能性成分A
含量を10倍に、機能性成分B群
含量を5倍に増加させる。

上記、遺伝子組換えとストレス栽培いずれかもしくは両技術の併用効果により、機
能性成分の高含有化により目標値を達成するものと考えられる。
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(4)実施体制 

 

図 2.2.5-1 実施体制図 

(5)運営管理 

研究開発全体の管理・執行に責任を有する

NEDO、プロジェクトリーダー及びサブプロ

ジェクトリーダーと密接な連絡を維持しつ

つ、本事業の目的及び進捗について運営管理

を実施した（プロジェクト会議）。また弊グ

ループ内において、研究進捗の打合せをその

都度実施した（グループ内会議）。開催実績

は表 2.2.5-3 の通りである。 

(6)実施の効果 

（1）本事業の技術開発による費用について 

平成 31、32 年度のプロジェクト継続となった場合、本事業計画では技術開発成果を

基に植物工場の建設、製造原料の安全性試験などを実施する。プロジェクト終了 5 年後

（平成 37 年度）から製品の上市を行い、事業終了後に掛かる設備投資を 5 年で回収する

計画である。 

（2）本事業の技術開発により温室効果ガスの削減見込み（機能性成分 A 換算） 

・本事業で計画中の植物工場で 1 年間生産可能と推定した機能性成分 A 量 74kg を基

準に、化学合成による生産と、人工環境下で生産した場合の CO2 排出量を求めた。 

表 2.2.5-3 打合せ実施一覧 

年度
プロジェクト

会議
グループ内

会議

2016年度 3 10

2017年度 5 24

2018年度 1 4

合計 9 38
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表 2.2.5-4 化学合成と人工栽培の CO2 ガス排出量比較 

 
※1 原油の CO2 排出係数（tCO2/kL）、※2 灯油の CO2 排出係数（tCO2/kL） 

(7)中間目標の達成度 

表 2.2.5-5 中間目標の達成度 

   

(8)研究開発の成果と意義 

本事業ではシソの遺伝子組換え技術及び栽培環境を制御したストレス栽培技術を併用

し、機能性成分 A 及び B 群の高生産方法を開発する。シソ遺伝子組換え技術による機能

性成分の高含有化においては、機能性成分 A や機能性成分 B 群の合成、代謝に関わる酵

素遺伝子を過剰発現もしくは発現抑制する。 

また、人工環境下において、栽培環境を制御するとともに各種薬剤処理や光波長処理

により、機能性成分 A や B 群を高含有化させるストレス栽培技術も開発する。同時に遺

伝子組換えやストレス栽培技術による機能性成分の変動を捉えるため、機能性成分及び

その前駆体物質、周辺物質の一斉分析法も開発する。遺伝子組換え技術及び栽培環境を

制御したストレス栽培技術を併用することで、従来の栽培法では不可能な高含有化を実

現し、機能性成分 A 及び B 群の含有量をそれぞれ 10 倍、5 倍にする。 

さらに本事業で作出された遺伝子組換えシソを原料とした機能性素材を開発し、海外

において原料及び最終製品の販売を計画している。そのため、遺伝子組換えシソを利用

した製品の海外販売に係る調査研究を実施し、販売に向けた情報収集を行う。 

課題 1 シソ機能性成分代謝系遺伝子の操作（担当 主：アミノアップ化学、副：産業技

術総合研究所） 

本課題では、機能性成分 A 及び B 群の高含有化を目的として機能性成分代謝系遺伝子

を組換えたシソを作出する。そのため、シソ代謝系遺伝子を単離し、その遺伝子が機能

性成分の高含有化にどの程度寄与しているのかを評価する。また同時にシソの形質転換

法を確立し、得られた成果を合わせて代謝系遺伝子組換えシソの作出を実施する。 

まず機能性成分 A 生合成系及び B 群の代謝に関与する遺伝子の単離を行った。両代謝

系遺伝子の内、既に単離済みであった 3 遺伝子（機能性成分 A 生合成系遺伝子、機能性

成分 B 群生合成系遺伝子 2 種）に加え、機能性成分 A 生合成系の 1 遺伝子、機能性成分

B 群代謝系の 1 遺伝子の単離を実施した。 

次に単離したシソ代謝系遺伝子をアグロインフィルトレーション法によりタバコ葉

（Nicotiana benthamiana）に一過性発現もしくは発現抑制を行い、機能性成分含有量

方法 CO2排出量 算出根拠

2,698トン 攪拌動力50 kW/m3×5 m3×16,000h → 原油1,030 kL×2.619 ※1

17,508トン 原油6,685 kL×2.619 
※1

人工栽培 112トン 灯油45kL×2.489 ※2

削減量 20,094トン （2,698トン＋17,508トン）－112トン

化学合成

研究開発項目 中間目標 成果 達成度
今後の課題
と解決方針

シソ代謝系制御技術に
よる健康機能性成分の
高効率増産技術開発

シソ乾燥葉1 g当り機能
性成分A含量を5倍に、
機能性成分B群含量を
2倍へ増加させる。

ストレス栽培により機能性
成分Aは13.8倍、機能性成
分B群は2.2倍となり、中間
目標値を達成した。

◎
（目的機能性成分の
中間目標値を達成）

━
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の変化量から高含有化に対して効果の高い遺伝子を評価した。代謝系の 5 つの遺伝子に

ついて解析した結果、機能性成分 B 群の合成に関わる 2 遺伝子がそれぞれ過剰発現した

タバコ葉において、B 群と推定される HPLC ピークの面積が増大していることから、両遺

伝子の過剰発現は機能性成分 B 群合成に効果があると考えられた。 

シソの遺伝子組換え実施例は世界的にも数例であり、モデル植物のような遺伝子組換

え方法は確立していない。まずシソの使用部位、カルス培養、遺伝子導入後の薬剤耐性

等の条件検討を実施した。その結果、カルス誘導率・不定芽誘導率を基準に最適な使用

部位と植物ホルモンの条件が明らかとなった。 

最適な条件を用いてマーカー遺伝子を用いた組換え試験を実施した。マーカータンパ

ク質が触媒する酵素-基質反応を

利用した染色法により、マー

カー遺伝子がシソ植物体に組込

まれていることが確認でき、シ

ソの形質転換法が確立された。

（図 2.2.5-2）。 

現在、目的とする代謝系 5 遺

伝子についてシソへの遺伝子組換えを実施している。抗生物質耐性を持つ不定芽が得ら

れているため、順次導入遺伝子の確認を実施する。 

課題 2 ストレス栽培技術によるシソ機能性成分の製造基盤技術（担当 主：産業技術総

合研究所、副：北海道科学技術総合振興センター） 

本事業では人工環境下でシソの高収量化技術及び機能性成分 A や B 群の高蓄積化技術

を開発する。 

高収量化については、シソの乾燥葉を高効率に生産することを目的とした人工環境下

における水耕栽培技術を開発した。具体的には、栽培環境では、光強度や光質を、栽培

方法では、栽植密度や養液組成をそれぞれ検討した。その結果、光強度は強光条件で収

量が高く、各 LED 光源下の収量には試験区間で大きな差が見られず、栽植密度は密植条

件で、養液処方の濃度は高濃度で、それぞれの収量が高かった。各環境および栽培条件

を好適化した中規模栽培の実証試験では、既存法と改良法で 4 週間栽培した。その結果、

改良法では、既存の水耕栽培より 2 倍以上の収量が得られ、高収量栽培法が確立された。 

機能性成分 A 及び B 群を高生産するストレス栽培技術の開発においては、代謝系酵素

の阻害剤や促進剤の添加あるいは特定光波長を照射し、効果的な条件を検討した。シソ

の水耕栽培養液に 11 種類の薬剤を添加し 3、5、7 日間栽培したところ、そのうち 1 種類

において機能性成分 A と B 群の両方濃度の増加が認められた。機能性成分 A の濃度は処

理前の 13.8 倍となり最終目標値を達成し、機能性成分 B 群の濃度は処理前の 2.2 倍とな

り中間目標値を達成した。一方で特定光波長 2 種を照射したシソ葉においても機能性成

分 A 濃度の増加が確認された。 

課題 3 シソ含有機能性成分のハイスループット解析技術の確立（担当 アミノアップ化

学） 

本課題では、栽培条件の最適化や生合成遺伝子の導入検討の効果を評価するため、機

能性成分 10 成分に加えて、その生合成に関わる前駆物質や周辺物質の含量を測定する

図 2.2.5-2 GUS 遺伝子組換えシソの GUS 活性測定 
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ことが必須である。そこでトリプル四重極 LC/MS システムを導入し、生合成経路にお

ける各成分を一度の分析で一斉解析することで開発技術の効果を評価する。 

機能性成分 A 合成経路及び機能性成分 B 群合成経路上の 35 化合物を対象として、ま

ず標準品を用いて分析条件を検討した。その結果、35 化合物中 31 化合物について、標

準品を用いた場合一斉分析が可能となった。次に凍結乾燥処理を行ったシソ葉をサンプ

ルとして、抽出溶媒、液体クロマトグラフィー分離条件、トリプル四重極 MS の検出条

件等を検討した。その結果、19 化合物について検出可能となり、18 化合物について定

量可能となった。 

課題 4 遺伝子組換え作物を用いた機能性素材の海外販売に係る調査研究（担当 アミノ

アップ化学） 

本事業で作出される遺伝子組換え植物由来の機能性素材の海外展開を計る場合、各国

の当該法規制に関して調査する必要がある。また販売候補国の担当機関等の現地調査が

必要である。 

平成 28 年度は遺伝子組換え作物に関わる法規制の概要、遺伝子組換え食品を流通さ

せるのに必要な試験データや担当機関等について、6 カ国及び 2 地域を対象とした調査

を実施した。調査内容：①遺伝子組換え作物を原料とした機能性素材の規制状況、②遺

伝子組換え作物を原料とした機能性素材販売に必要な手続き、製品情報、データ、③担

当規制当局、④関連法規、⑤規制状況 

平成 29 年度は平成 28 年度に調査した 6 カ国、2 地域から販売候補国 1 国を選定し、

当該国の遺伝子組換えを管轄する機関、機能性素材を管轄する機関、食品全般を管轄す

る機関及び現地 3 企業と面談した。 

テーマ間連携に向けた取り組み 

本事業では、遺伝子組換え技術の開発によりシソの代謝系を制御し、機能性成分を高

含有化することを目的としている。本プロジェクトでは、委託事業者においてゲノム編

集技術開発が進められており、その開発された技術と本事業の連携が可能と考えられる。

特に植物のゲノム編集に向けた新規ツール開発を実施している委託グループと連携し、

シソの代謝系遺伝子のノックアウト組換え体の作出を期待する。 

(9)最終目標の達成可能性 

表 2.2.5-6 最終目標の達成可能性 

 

 

 

 

 

 

 

研究開発項目 現状 最終目標（2020年度末） 達成見通し

シソ代謝系制御技
術による健康機能
性成分の高効率
増産技術開発

・代謝系遺伝子の組換えシソの作出を実施中である。
・人工環境下での高収量栽培条件を確立した。
・ストレス栽培により機能性成分A及び機能性成分B群
の含有量中間目標値を達成した。
・機能性成分のハイスループット分析技術を確立した。

シソ乾燥葉当りの機能性
成分Aを10倍、機能性成分
B群を5倍へと増加させる。

ストレス栽培技術により
既に中間目標値を達成
しており、作出中の遺伝
子組換えシソとの併用
により、最終目標を達成
できると考える。
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(10)成果の普及 

表 2.2.5-7 成果一覧 

 

(11)知的財産権などの確保に向けた取り組み 

表 2.2.5-8 特許出願一覧 

 

本プロジェクトで見出した新規性が高くかつ進歩性のある成果の一部について特許出

願する予定である。一方、栽培技術など模倣されやすい成果については秘匿してノウハ

ウ化する。 

受賞
査読付

き
その他

学会発
表・講演

新聞・雑
誌等への

展示会へ
の出展

その他 実績

2016 0 0 0 0 0 0 0
2017 0 0 2 0 0 1 0

２０１８(実施済みのもの）
（　）内は今後の予定数

0
(1)

0
(0)

0
(4)

0
(0)

0
(0)

0
(0)

0
(0)

２０２０年度末までの累積の見通し 1 0 6 0 0 1 0

年度
論文 その他外部発表

国内 外国 ＰＣＴ

2016 0 0 0

2017 1 0 0

2018 (出願済みのもの）
（　）内は今後の予定数

0
(1)

0
(0)

0
(0)

2020年度末までの累積見通し 2 0 0

年度
特許出願

181



特許・論文等リスト 

 

【特許】 

番

号 

出願者 出願番号 国 内

外 国

PCT 

出願日 状態 名称 発明者 

1 株式会社ア

ミノアップ

化学、 

国立研究開

発法人産業

技術総合研

究所 

特 願 2018-

002334 

国内 平成30年

1 月 11 日 

出願 植物の栽培方法

及び植物におけ

るロスマリン酸

含有量を増加さ

せる方法 

田 坂 恭

嗣、松村

健、阿部

圭馬、後

藤一法 

 

【外部発表】 

番

号 

発表者 所属 タイトル 会議名、媒体名 発表年月日 

1 田坂恭嗣 1、

阿部圭馬 2、

後藤一法 2、

松村健 1 

1国立研究開発

法人産業技術

総合研究所、2

株式会社アミ

ノアップ化学 

薬剤添加によりシ

ソのロスマリン酸

を増加させる水耕

栽培方法の開発 

園芸学会平成30年

度春季大会 

平成30年3

月 25 日 

2 南谷健司 1、

阿部圭馬 2、

後藤一法 2、

田坂恭嗣 3、

松村健 3 

1公益財団法人

北海道科学技

術総合振興セ

ンター、2株式

会社アミノア

ップ化学、3国

立研究開発法

人産業技術総

合研究所 

密植条件下におけ

る光環境がエゴマ

の生育および機能

性成分に及ぼす影

響 

園芸学会平成30年

度春季大会 

平成30年3

月 25 日 
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2.3 研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」【委託】 

 

(1) 背景と目的 

新規情報解析技術を開発することにより、微生物が持つ物質生産能力を人工的に最大限引き出

した細胞を短期間で構築し、従来法の生産性の凌駕、または生産が難しい有用物質の創製を目指

す。そのために必要となる基盤技術を開発するとともに、特定の生産物質における実用化技術を

開発する。 

具体的には、わが国の独自技術である長鎖 DNA 合成技術を超高速化することで、高度の多様性

を有する微生物を短時間で構築する技術を開発するとともに、情報解析に必要な生産性データお

よびオミクスデータを高精度かつ高スループットで取得する分析・評価技術、すなわち「ハイス

ループット合成・分析・評価技術」を開発する。 

次に、取得したデータを基に、有用物質の生産性を画期的に高め、従来と比較して圧倒的に現

実性を高めた代謝モデル、遺伝子発現制御モデル、統合モデル（これらをスマートセルモデルと

称する）を構築し、スマートセルモデルを具現化する遺伝子配列を設計するシステム、「高生産

性微生物設計システム」を開発する。 

本システムは、出芽酵母や大腸菌等の汎用宿主だけでなく、産業用微生物にも適用性を拡げ、

民間企業が標的とする特定の生産物質で有効性を検証するとともに実用化技術を開発する。さら

には、上記の基盤技術を集約した「スマートセル創出プラットフォーム」を構築し、微生物物質

生産における新規産業形態の創出を目指す。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

生体細胞を産業利用するためには、細胞の高次生命システムを理解し、細胞プロセスを制御す

ることが求められる。そのためには細胞構成物質群全体の挙動の観測が必要であり、次世代シー

クエンサー（NGS）や質量分析器（LC-MS）などの科学技術が進展してきた。さらに最近では、NGS

や LC-MS 等による DNA、mRNA、タンパク質、代謝物というそれぞれの階層の物質の細胞内全量測

定が積極的に実施され、ゲノム、トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボロームという各

種オミクス研究が盛んに行われている。今後は、これらオミクス情報を高精度かつ網羅的・体系

的に取得し、機械学習等の情報科学的な手法によって階層縦断的なオミクスデータ解析を実施す

る統合オミクス解析技術の確立が期待されている。これにより、例えば主要代謝経路上にない転

写因子間の相互作用、代謝物と転写因子との関係性など、従来の実験的知見では得られなかった

重要因子が特定され、革新的な生産性の向上、全く新規の物質創製に貢献すると考えられる。 

近年進展著しい情報解析技術が微生物の物質生産能を向上させることが期待されている。バイオ

生産に有用な情報を抽出することにより、特定の微生物で特定の物質を効率的に生産させるため

の代謝経路の設計、酵素および遺伝子の選択が可能になる。その結果、これまでの代謝改変戦略

の限界を超え、戦略の選択肢が拡大すると期待される。また、代謝改変戦略の立案に要していた

膨大な時間を短縮し、研究開発効率を向上させることができる。 

 

【中間目標（平成３０年度）】 

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

 30kb 超の DNA 合成時間を従来の 1/2 に短縮する技術を確立する。 
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 LC-MS のハイスループット化により、現状と比較して 10 倍の分析速度を実現する。 

 その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハイスルー

プット評価技術を確立する。 

 

（２）高生産性微生物設計システムの開発 

 階層内、階層間の制御ネットワークを推定する階層縦断的な情報解析手法を開発する。 

 上記解析手法や代謝流束推定、人工酵素設計技術等を統合し、特定物質の生産性向上に

資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計システムを構築する。 

 

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証 

 （１）、（２）で開発したシステム（スマートセル創出プラットフォーム）を用いて、生

産性の大幅な向上に資することを最低１つのターゲットで実証する。 

 各国の類似事業・研究開発動向を調査し、我が国の優位性を生かした独自の知財戦略及

び事業化モデル（案）を策定する。 

 

【最終目標（平成３２年度）】 

・ スマートセル創出プラットフォームを用いることにより、従来育種と比較し、物質生産株

の開発期間を１／１０に短縮することを実証する。 

・ 開発した要素技術、システムを維持・運営するための事業化モデルを策定する。 

 

(3) 全体計画 

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

（２）の情報解析技術を用いて構築するシステムで提示される遺伝子配列の効率的な導入のた

めに、DNA 断片の合成からプラスミドの構築、精製、長鎖 DNA 合成までをハイスループットで行

う長鎖 DNA 合成技術を開発する。また、メタボロームを高速に取得するために、前処理や解析の

自動化、分析装置の改良等を行い、ハイスループット化した LC-MS を開発する。その他、高生産

性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハイスループット評価技術を開発す

る。 

 

（２）高生産性微生物設計システムの開発 

同一サンプル、同一条件での各オミクス情報を体系的に取得・蓄積し、そのビックデータから

機械学習等の情報解析技術を用いて DNA、mRNA、タンパク質、代謝物の階層内、階層間の制御ネッ

トワークを推定する手法（方法論、アルゴリズム）を開発する。併せて、酸化還元バランス等も

考慮した代謝流束推定手法や人工酵素設計手法を開発する。これらの解析手法を統合し、特定物

質の飛躍的な生産性向上に資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計シス

テムを構築する。 

また、上記システム構築のために、測定データの規格化、体系化されたデータベースの構築、

公開データからの知識整理等も併せて実施する。 

 

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証 
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（１）（２）で開発したシステムを用いて、将来事業化を想定する対象物質を設定の上、その

大幅な生産性向上及び従来育種（例：５年）と比較して開発期間の短縮化に資することを実証す

る。また、プロジェクト終了後も維持・運営するために必要となる知財戦略及び事業化モデルを

検討する。 

 

(4) 実施体制 

運営組織として、事業化検討委員会、知財運営委員会、データベース委員会、事務局を設けた。

（運営組織：事業化検討委員会、知財運営委員会、データベース委員会の役割については、(5)運

営管理にて述べる） 

 

(5) 運営管理 

 １）テーマ独自に運営管理している会議体等を以下に示した。 

・拠点会議、全体会議 

研究進捗管理、技術共有、研究者育成のため定期開催（略半年に一度） 

・研究管理委員会 

プロジェクト運営検討（拠点会議、全体会議時に開催を基本とする） 

・事業化検討委員会 

事業環境分析、ベンチマーク企業分析を基にしたビジネスモデルの検討（随時開催） 

・知財運営委員会 

成果公開時の審議承認、知財合意書周知の為の会合、他（随時開催） 

・ＤＢ委員会 

実験データの集積、管理ルール・方法の策定（随時開催） 

・その他 

イベント企画（展示、公開セミナーへの参加・開催、出版） 

ワークショップ（技術共有ミーティング）など 

 

また、各課題検討の際には、例えば「有効性検証課題にＤｒｙ担当者が参画した会合」

など、課題ごとに定期的な会合（略１カ月ごと）を開催し、課題抽出、進捗管理の打合

せを行っている。 

 

２）会議体以外に、進捗管理や情報共有のための取組みとして、有効性検証における基盤技術

の活用促進、課題研究の進捗加速を目的として、基盤技術の開発状況、有効性検証の進捗状

況をプロジェクト全体で共有していく仕組み（基盤技術目録、ＤＢＴＬサイクル図・ワーク

フロー）を策定し、定期的に更新している。 

・基盤技術目録 

開発している基盤技術ごと、技術水準、強み（弱み）、実用性、知財観点から一覧

表とし、全機関が共有する仕組みを運用している。 

・ＤＢＴＬサイクル図・ワークフロー 
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有効性検証課題ごとの進捗を「ＤＢＴＬサイクル図」で表現し、サイクルがどのよ

うに回転しているか、定期的に更新している。また、対象の微生物、生産物ごと課

題解決に向けて活用した技術を組みこんだワークフローを策定している。 

基盤技術目録、ワークフローはプロジェクトの大きな成果物であり、将来的な実用化、事業

化検討の礎にする。 

これらの実施に際しては課題（１）～（３）の領域代表者（進捗、課題抽出など情報のとり

まとめ役）、およびそれぞれの要素技術（基盤技術）を開発する技術開発責任者を定め、取り

組んでいる。 

課題（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発：Ｂｕｉｌｄ、Ｔｅｓｔ領域 

課題（２）高生産性微生物設計システムの開発：Ｄｅｓｉｇｎ、Ｌｅａｒｎ領域 

課題（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証：有効性検証課題 

 

その他に、実験データの格納、会議資料の共有のため、グループウエアを立ち上げて運用し

ている。また、研究者目線での情報共有の為、事務局が情報収集し、月例レポートを発行し

ている。 

 

３）実用化・事業化に向けた取り組み 

（１）実用化に向けた戦略（目的と達成手段） 

①目的 

プロジェクトで開発した基盤技術を、企業等を含む産業微生物に適用して有効性（超高速育

種の実現、従来育種を超える生産性向上、新規の物質生産株の創出）を実証し、実用化技術

とする。 

 

②最終目標と達成手段 

（最終目標） 

本プロジェクトで得られた基盤技術を「有効性を実証した実用化技術」として確立し、事

業化に向け蓄積する。 

（達成手段） 

開発している基盤技術を企業等の産業微生物に適用し、実証データをフィードバックする

ことによって、基盤技術を実用化技術として確立する。 

 

（２）実用化に向けた具体的取り組み 

開発している基盤技術を複数の有効性検証課題に適用し、得られた実証データは基盤技術

開発にフィードバックされ、さらなる改良を進めている。 

戦略に沿った具体的取り組みの例として、「長鎖ＤＮＡ合成技術の開発」、「自動前処理

システムの開発」を示す。両者とも参画している企業とアカデミアが共同で開発をしてお

り、当初の実施計画を前倒しして、事業化に進める予定である。 

 

「長鎖ＤＮＡ合成技術の開発」 

（課題名（１）－４「ハイスループット長鎖ＤＮＡ合成技術の開発」） 
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当初実施計画では、2018 年度から実用化の検討を開始し、2021 年度に市販用装置の設

計を完了、生産開始としていた。 

現時点（2018 年 6 月）、試作装置の開発を進め、試作２号機で有効性検証課題に参画

している機関からの要請で合成し引き渡すことができた。同時多数本、短時間処理によ

って、低コスト化できることを実証できた。さらなる合成高精度化と低コスト化を目指

している（試作３号機）。この試作３号機には装置販売の引き合いが来ている。 

 

「自動前処理システムの開発」 

（課題名（１）－２「高速メタボローム解析技術」） 

当初実施計画では、2019 年度にプロトタイプ完成予定としていた。 

現時点（2018 年 6 月）、前処理部のプロトタイプ機を神戸大学に設置し、スループッ

ト・再現性の検証を進めている。また、培養サンプリング部の要素技術を確立し、前処

理部とのオンライン化設計を進めている。2018 年度中にプロトタイプ機の設置を予定し

ている。 

 

（３）事業化に向けた戦略（目的と達成手段） 

 ①目的 

 本プロジェクトの研究開発成果を、生物による物質生産「スマートセルインダストリー」

の領域で国際的な競争力を持つバイオファウンドリーの構築に繋げる。 

 

 ②最終目標と達成手段 

（最終目標） 

本プロジェクト開始後の 3 年間で、研究開発成果を維持・運営するための基本戦略とビジ

ネスモデルの検討を行い、プロジェクト終了後には事業化に向けた準備を完了する。 

（達成手段） 

研究管理委員会の統括のもと、神戸拠点、産総研拠点、知財運営委員会、事務局と連携を

とりながら、事業化検討委員会を中心にした検討を行う。 

 

（４）事業化に向けた具体的取り組み 

①事業化に向けた具体的検討取り組み（アプローチ） 

事業化検討委員会を立ち上げて以降、事業環境分析、ベンチマーク企業分析、ビジネス

モデルの検討等を進めてきた。 

 

②ベンチマーク企業の選定及び絞り込み 

公開情報や入手可能な調査報告書等を幅広く分析することを通じて、「スマートセルイ

ンダストリー」の領域に関する、事業環境分析を行った。さらに、同領域に関係する既存

企業の洗い出し（予備調査）を行った。事業環境を理解した上で、洗い出した企業群から、

ベンチマーク対象候補企業として約 40 の企業を選定し、更に詳しい分析を行い、事業内

容、企業規模等を考慮し、17 社に調査対象を絞り込んだ。その後、外部有識者や日本を訪
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問してきた欧米のバイオベンチャー関係者等との意見交換等も行い、特に参考にすべき米

国企業 5 社を選定し、現地調査を行った。 

 

③ビジネスモデルの検討 

ベンチマーク企業分析の結果から、本プロジェクトの研究開発成果を、生物による物質

生産「スマートセルインダストリー」の領域で国際的な競争力のある事業化につなげるた

めの、ビジネスモデルを検討し、「スマートセルインダストリー」のバリューチェーンの

中にける当該企業のポジショニング及び提供する機能（事業内容）、収益モデル等の複合

的な観点に基づいて、ビジネスモデルのパターン化を行った。 

 

（５）事業化の見通し（検討状況） 

随時更新される基盤技術目録、ＤＢＴＬサイクル図・ワークフローと、上述の取り組みか

ら導かれた複数のビジネスモデルとの関係性等を分析し、具体的な事業化モデルの検討を

開始している。 

例えば、基盤技術を集約した「スマートセル創出プラットフォーム」を活用する、バイオ

ワークス型企業立ち上げの具体的な検討に入っているなど、事業化モデルの実現に向けた

取り組みもすでに始まりつつある。 

 

４）知的財産管理 

先行技術調査を行った結果を基に知的財産化方針を定め、また知的財産合意書、知財運営

員会運営規則を全参画機関と策定し、運用している。また、成果の公表の事前承認を中心に

知財運営委員会を定常的に運営している。 

 

【基盤技術開発結果の知的財産化方針】 

外部調査機関（（独）工業所有権情報・研修館）を用い、先行技術調査（特許文献、

非特許文献）を行った結果を基に、領域ごと以下の方針で取組む。 

・Ｄｅｓｉｇｎ、Ｌｅａｒｎ領域は先行する企業の例と同じく、開発した技術の多く

はノウハウとして保全し、実用化レベルとする。 

・Ｂｕｉｌｄ、Ｔｅｓｔ領域は出願、公開化を積極的に推し進める。 

 

【知的財産合意書、知財運営委員会運営規則の策定】 

知的財産合意書、知財運営委員会運営規則を策定し（平成 28 年 12 月 14 日）、運用し

ている。 

 

【知財運営委員会の運用】 

メンバーは、全委託先、再委託先代表者で構成し、知財合意書の改廃、構成機関の追

加、成果公表時の事前承認について審議、決議を行っている 

 

(6) 実施の効果 
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本プロジェクトの達成目標を実現した場合、世界的な競争力をもった画期的な新製品（バイオ

医薬品や機能性食品、機能性化粧品、バイオ素材、バイオ燃料等々）の開発と新規事業の創造を

通じた雇用の創出、輸出やライセンス収入の拡大等が期待でき、国内のバイオ産業が 2015 年の約

3.1 兆円から、2030 年に 20 兆円へと約 7 倍拡大し、そのうちで工業分野の市場規模が 2015 年の

約 0.3 兆円から、2030 年には約 8 兆円へと約 26 倍まで大きく拡大すると予想される。 

 

(7) 研究開発成果 

次ページ以降参照。 
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2.3.1 ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

 

2.3.1.1 情報解析に適したゲノム・トランスクリプトーム解析技術の開発 

 

担当機関：産総研 

 

(1) 背景と目的 

 微生物を利用した物質生産においては、その生産性と遺伝子発現の関連性が考えられており、

例えば、生産対象物質の直接の代謝関連遺伝子の変動は、とりわけ、より下流側のものの発現変

動と生産性の関連性が高いと考えられる。実際、これまでに多くの生産系において、代謝経路の

遺伝子をプラスミド等で導入し過剰発現させることで、目的産物の生産性を高めることに成功し

ている例が認められる。他方、こうしたやり方には限界があることも確かであり、より詳細かつ

直接は関係していない代謝経路との関連性も踏まえた、大規模な遺伝子発現変動解析からのアプ

ローチが求められていた。こうした中、最近では、いわゆる次世代シーケンサにより大量の配列

情報がより短時間で取得可能な状況となっており、より大規模かつ包括的な遺伝子発現変動解析

が比較的小規模な研究室でも実施可能となってきている。さらに情報工学の発展により、大規模

データを機械学習等の手法により、より高速かつ高精度に各種シミュレーションが可能になりつ

つある。しかしながら、こうした手法を、いわゆる産業微生物に取り入れ、物質生産性の向上に

利用しようとする動きは世界的に見てもまだ始まったばかりであり、RNA 抽出手法の最適化、取

得された RNA の品質と RNA-seq データの相関、データ量と発現変動解析結果の相関性などトラン

スクリプトームデータの質及び量をきちんと管理する方法論が整っていないのが現状である。そ

こで、本研究開発項目においては、信頼性の高い RNA-seq 解析のためのスパイクインを含むプロ

トコルの策定を行い、特に、スパイクイン物質に関しては、PJ 内での頒布体制を確立し、平成

30 年度内に頒布を開始する。また、短時間で大量のデータを取得するために、ハイスループッ

ト化を進めることを目的として各種市販装置を活用して mRNA 抽出法の半自動化プロセスを構築

する。さらに、取得が難しいとされる長鎖 cDNA に関して、より完全長に近い cDNA を解析するた

めの技術開発を行う。これらの開発技術に関しては、PJ 内での共同研究体制の中で、産業微生

物に適用を進める。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

・中間目標値(H30) 

1 種類の信頼性の高い RNA-seq 解析のためのスパイクインを含むプロトコルの策定、1 件の情報

解析に適した mRNA 抽出法の半自動化プロセスの構築と最適化、1 件の完全長 cDNA 解析技術の開

発、及び 1 件の産業微生物のゲノム・トランスクリプトーム解析データの取得を行う。 

・最終目標値（H32） 

情報解析に適した mRNA 抽出の半自動化システムが産業微生物に適用可能であることを実証する。

また、スパイクインとして利用する核酸標準物質の開発・高度化・評価技術の整備、および PJ

内における 10 種類以上の二次標準物質の頒布体制を確立するなど、信頼性の高い RNA-seq 解析

のためのスパイクインを含むプロトコルの策定を行う。さらに、プロトコルの有効性に関する産

業微生物を利用した実証を行う。 
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(3) 全体計画 

事業項目 

２８年度 ２９年度 ３０年度 

３１年度 
３ ２ 年

度 

第 

１ 

四 

半 

期 

第

２

四

半

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

  

 

 

 

情報解析に適した 

ゲノム・ 

トランスクリプトーム 

解析技術の開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 実施体制 

 産総研北海道センター：課題統括、信頼性の高い RNA-seq 解析のためのスパイクインを含む

プロトコルの策定など 

 産総研つくばセンター：スパイクイン物質の開発および完全長 cDNA 解析技術の開発など 

 

(5) 運営管理 

 半年に一回程度の全体会議において PJ 全体の動向を把握するとともに、必要に応じて個別に

議論し、情報共有を行なった。また、個別課題の担当者は札幌とつくばに在籍することから、常

時メールにて情報共有や進捗管理を行うとともに、2 ヶ月に一回程度はセミナー形式での進捗報

告と研究推進に関する議論並びに関連情報共有を行なった。さらに、PJ 全体の研究の方向性等

との整合性を確認することも含め、およそ半年に一回、産総研拠点長も交えた進捗報告会を行

なった。 

 

信頼性の高い RNA-seq 解析のための

スパイクインを含むプロトコルの策
定 

情報解析に適し
た mRNA 抽出法
の半自動化プロ

セスの設計  

情報解析に適し
た mRNA 抽出の
半自動化プロセ

スの構築と最適
化 

標準化した解析プ

ロトコルの実用性
検証  

 

完全長 
cDNA 解析
技術の開発  

完全長 
cDNA 解析

技術の開発  

産業微生物のゲノム・トラン

スクリプトーム解析データの
取得  

産業微生物を利
用した検証実験  

原核微生物を対象
にした解析プロト
コルの標準化  

情報解析に適し
た mRNA 抽出
法の開発  

 

mRNA 抽出の半自動

化システムの適用
性の検証  

mRNA 抽出の半自動
化システムの適用

性の検証  

mRNA 抽出の半自動

化システムの適用
性の検証  

mRNA 抽出の半自動
化システムの適用
性の検証  
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(6) 実施の効果 

 スパイクイン物質の PJ 内での頒布体制が整い、頒布を開始した。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

信 頼 性 の 高 い

RNA-seq解析のた

めのスパイクイ

ンを含むプロト

コルの策定 

1種類の信頼性の

高い RNA-seq 解

析のためのスパ

イクインを含む

プロトコルの策

定 

市販キット等の

組み合わせによ

る RNA 抽出を行

い、最適条件を

決定した 

○ 

スパイクインを

使 用 し た 際 の

データ検証のた

めのデータ取得

拡充が必要。 

情報解析に適し

た mRNA 抽出法の

半自動化プロセ

スの構築と最適

化 

1件の情報解析に

適した mRNA 抽出

法の半自動化プ

ロセスの構築と

最適化 

市販キットの組

み 合 わ せ に 加

え、市販 RNA 自

動抽出装置の適

用を実施 

○ 

mRNA 抽出法につ

いては、原核生

物では概ね良好

なデータが出て

いるが、麹菌等

で最適化に至っ

ていない。 

完全長 cDNA 解析

技術の開発 

1 件 の 完 全 長

cDNA 解析技術の

開発 

従来法では不可

能であった 3kbp

以上の cDNA 合成

が可能 
○ 

特定の菌株で長

鎖 cDNA 取得が可

能に。適用範囲

の 拡 充 に 向 け

データ取得が必

要。 

産業微生物のゲ

ノム・トランス

クリプトーム解

析データの取得 

1件の産業微生物

のゲノム・トラ

ンスクリプトー

ム解析データの

取得 

PJ 参画企業の所

有する産業微生

物での解析を実

施 

○ 

複数実施済み。

産業株でのデー

タ拡充が必要。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

情 報 解 析 に 適 し た

mRNA 抽出の半自動化

システムが産業微生

物に適用可能である

ことを実証 

市販キット等の組み

合わせによる RNA抽出

を行い、最適条件を

決定した 

1 種類の信頼性の高い

RNA-seq 解析のための

スパイクインを含む

プロトコルの策定 

○ 

信頼性の高い RNA-seq

解析のためのスパイ

クインを含むプロト

コルの策定 

市販キットの組み合

わせに加え、市販 RNA

自動抽出装置の適用

を実施 

1 件の情報解析に適し

た mRNA 抽出法の半自

動化プロセスの構築

と最適化 

○ 

プロトコルの有効性

に関する産業微生物

を利用した実証 

従来法では不可能で

あった 3kbp 以上の

cDNA 合成が可能 

1 件の完全長 cDNA 解

析技術の開発 ○ 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 

■信頼性の高い RNA-seq 解析のためのスパイクインを含むプロトコルの策定 

 遺伝子発現情報を網羅的に取得する手法として RNA-seq の普及が著しいが、その際の RNA の取

得方法やその品質評価、得られたデータにおける発現頻度差の解釈などは経験的な感覚で行われ

ているケースが多いと考えられる。プロジェクト参画者は多様な業態からなり、原核生物から真

核生物まで、また、一般的な菌株から産業利用に特化した菌株まで幅広い種を利用して物質生産

を目指している。それぞれのケースにおいて、特に企業等で育種歴が長く利用実績が豊富にある

ケースでは菌体破砕法や RNA 抽出に関して独自のノウハウを築いていることもあるが、そうでな

い場合には多様なラインナップの揃う現在の RNA 抽出法などからいずれの手法を選択するべきか

の指針を見出すことは意外と難しいと考えられる。しかしながら、これら市販キット類を一律に

特定の菌株に適用し、その際の得られる RNA の品質や得られる RNA-seq データの再現性などを確

認することは困難である。また、そうしたデータの取得には多大な労力を要するため、実際には

いずれかのキットによる抽出を行い、十分な RNA が得られればそのまま実験を進めるケースが多

いと考えられる。実際、よほど特殊な菌株でない限りは通常必要とされる RNA を取得することは、

いずれのキットでも可能であり、通常はキット間での差異はあまり意識されていないものと考え

られる。こうした状況下にあって、「スマートセル」創出に求められる大規模データセットに基

づく機械学習等に提供するトランスクリプトームデータには、何らかの品質管理の目安を設け、

再現性を担保できる実験系の構築が求められる。そのため本課題では、まずはモデル微生物に関

して、各種細胞固定法や細胞破砕法と市販各種キット類の組合せによる RNA 抽出を行い、それぞ

れの場合に得られる収率やその品質についての評価を実施した。その際の大まかなスキームを図

に示す（図 2.3.1.1-1）。 
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図 2.3.1.1-1 培養から RNA-seq 解析までのスキーム 

 

スマートセル PJ 内での使用菌株を想定して、モデル微生物として、大腸菌（1 種）、放線菌

（計 4 種）を対象として、一連の評価を行った。得られた RNA については、まずは一般的に品質

管理指標として用いられている OD260/280、OD260/230 や濃度を基本データとして取得した。さ

らに、分解の程度の指標として用いられているバイオアナライザーによる RIN 値を取得した。

RNA-seq 受託解析では一般的に、OD260/280、OD260/230 のいずれもが 1.8 以上、16S/23S の値が

1.4 以上、かつ、RIN 値が 8.0 以上程度のものを基準として、これらを上回る試料に関して一定

の結果を担保しているケースが多い。今回の一連の実験結果から、いずれの方法においても概ね

これらの数値は確保されることがわかった。しかしながら、一部の産業微生物として用いられて

いる放線菌においては、いずれの方法であっても 4 程度の低い RIN 値しか得られないケースがあ

り、こうした試料についていかにして品質管理をするかが重要な課題として生じている。また、

今回実施した解析においては、いずれも RNA-seq 解析のためのライブラリ構築に十分な量の RNA

が回収できているが、収量は各群で大きな開きがあり、その傾向は大腸菌、放線菌とも類似した

ものであった（図 2.3.1.1-2）。また、ここでは示していないが、放線菌に関しては 2 属 4 種に

ついて検討を行ったが、いずれも図と同様の結果が得られている。特に産業微生物では、長時間

培養を経て、少なくなった菌体から RNA を抽出する必要があるケースもあることから、より収率

の高い手法を提案するための基本データが得られたものと考えられる。 

 

 

図 2.3.1.1-2 各種キット類を用いて大腸菌及び放線菌から RNA 抽出を行った際の収量の比較。

各手法につき n=3 でデータを取得し、その平均値と標準偏差を示した。 

 

RIN = 9.5

Quality

RNA-seq

RNA

RIN QC RNA-seq
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 次に、トランスクリプトーム解析データの品質向上を目的に、信頼性の高い RNA-seq 解析プロ

トコルの策定を行うための一環として、RNA 試料へのスパイクイン標準 RNA として利用する核酸

標準物質の開発・高度化・評価技術の整備を行った。具体的には 500nt から 2000nt 程度の人工

的な RNA 配列を設計・準備した。この設計された配列情報に基づき、RNA 発現用プラスミドを作

製し、in vitro 転写システムによりスパイクイン標準 RNA を大量に合成した。in vitro 合成し

たスパイクイン標準 RNA を所定の純度になるまで精製を繰り返して行った。得られたスパイクイ

ン標準 RNA の候補品を核酸低吸着チューブに分注して、プロジェクト内での頒布や利用に備えた

（図 2.3.1.1-3）。これまでに作製したスパイクイン標準 RNAの候補品は 500-1、500-2、500-3、

500-4、1000-1、1000-3、1000-4、2000-1、L1500-1、L2000-1 の 10 種類である。 

 

 

図 2.3.1.1-3 核酸低吸着チューブに分注されたスパイクイン標準 RNAL1500-1 

 

 作製したスパイクイン標準 RNA の候補品のうち 5 種類の配列を選択して、スパイクイン用 RNA

標準物質の混合溶液を作製した。すなわち、RNA 試料へスパイクイン標準 RNA を添加した際に 5

種類の配列の最終濃度が 10 倍ずつ異なるように濃度調整した混合溶液を作製した。この調整済

みスパイクイン用 RNA 標準物質混合溶液の作成標準プロトコルと RNA 試料への添加方法を示した

標準プロトコルを同時に整備した。RNA 試料へのスパイクイン用 RNA 標準物質の添加における課

題は最適な添加量を見いだすことと、Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Bacteria)等の rRNA 除去プ

ロセスにおいて特定の配列の RNA 標準物質が除去されてしまうなどのバイアスの有無を評価する

ことの二つである。実際に大腸菌等の微生物から抽出した RNA 試料に対してスパイクイン用 RNA

標準物質混合溶液の量を変えつつ添加することで、これらの課題を解決するための検討を行った。

添加量は抽出した total RNA に対して 0.001%、0.01%、0.1%、1%とした。スパイクイン用 RNA 標

準物質を添加し、rRNA 除去プロセスなどを行った後に、次世代シークエンサーで RNA-Seqを行っ

た。得られた結果について、添加したスパイクイン用 RNA 標準物質の量と RPKM の関係を解析し

た（図 2.3.1.1-4）。 
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図 2.3.1.1-4 添加したスパイクイン用 RNA 標準物質の量と RPKM の関係 

 

いずれの添加量においても 5 種類の RNA 標準物質の RPKM と初期添加量の間には直線性が認め

られた。この結果から、RNA-Seq の前処理プロセスの一つである rRNA 除去工程において、特定の

配列の RNA 標準物質だけが除去されるなどのバイアスが起こらないことがわかった。また、RNA

標準物質の添加量が total RNA に対して 0.01%であった時の、各遺伝子の発現量を RPKM で示した

ときのヒストグラムを図 2.3.1.1-5 に示す。図 2.3.1.1-5 中の上部にはこの時に添加した 5 種類

RNA 標準物質の RPKM 値をプロットした。この結果から今回用いた大腸菌由来の RNA 試料では発現

している遺伝子の RPKM は 0 から 1,050,000 の範囲に含まれていた。また、遺伝子の発現量の最

頻値は RPKM で 8 から 16 の間であった。添加した 5 種類 RNA 標準物質の RPKM 値は 4 から 30000 程

度の間に分散していた。ほとんどの遺伝子の発現量が RPKM で 10000 以下であったことから、RNA

標準物質の RPKM 値も 1 から 10000 程度を網羅するように濃度調整することが望ましいとわかっ

た。 
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図 2.3.1.1-5 添加したスパイクイン用 RNA 標準物質と大腸菌遺伝子の RPKM の比較 

 

 これまでにスパイクイン用 RNA 標準物質の種類を拡張し、RNA-Seq におけるデータ品質管理の

ための内部標準物質として利用可能なことを示した。また、頒布体制の整備のために、作製した

RNA 標準物質をすぐに利用できる形態で分注・保存し、同時に利用のための標準プロトコルを整

備した。 

 

■長鎖・完全長 cDNA 合成技術の開発 

 高付加価値な化合物の微生物生産を効率化するうえで、その生合成遺伝子群の発現実態を把握

することは極めて重要である。バクテリアの RNA の大半は複数の遺伝子からなるポリシストロン

転写単位（オペロン）として存在し、二次代謝産物生合成遺伝子群は一般に数 kb から数十 kb の

複数のオペロンから構成されることが知られる。しかし、既存の RNA-seq 解析で汎用されるイル

ミナ社の次世代シーケンサー（NGS）では、1 リード長が数百 bp と短いために、シーケンスデー

タの機能推定にはゲノム配列へのマッピングや de novo アセンブルが必要となり、数 kb を超え

る転写産物の全長をありのままに解析することが出来ない。すなわち、二次代謝産物生合成遺伝

子群における各ポリシストロニック mRNA の発現単位のばらつき（転写開始位置や転写終結位置

の不均一性）を、１分子レベルで捉えることは不可能であった。複雑な代謝経路の組立て等によ

り有用物質の高効率なバイオものづくりが実現可能な合成生物学の時代にあって、バクテリア宿

主に導入されたポリシストロニックな代謝遺伝子群がデザイン通りに発現しているかを迅速に評

価するためには、新たなトランスクリプトーム解析技術の開発が望まれる。 

本研究は、既存の RNA-seq と比較して、長鎖トランスクリプト情報の取得に優れた解析手法の

開発を目指す。開発技術の検証には、全ゲノムおよび転写開始位置の網羅的解析結果から各オペ

ロンの領域と長さが既に分かっており、数十の二次代謝産物合成遺伝子群を持つことが知られる、

モデル放線菌の Streptomyces coelicolor A3(2)株の菌体を用いた。この株は、二次代謝化合物
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の遺伝子が発現しているかどうかを培地の色によって推測することができ、多様な化合物の生産

誘導培地および抑制培地にて定常期初期まで培養した菌体を実験に使用した（図 2.3.1.1-6）。 

 

 

図 2.3.1.1-6 抗生物質生産のモデル放線菌株 S. coelicolor A3(2)の菌体培養の様子 

 

 まず、なるべく RNA を壊さずに細胞から抽出する必要があるため、酵素溶菌 （リゾチーム

法）、ケミカル、（Isogen によるフェノール・クロロホルム抽出）、物理破砕（ガラスビーズ

破砕法）といった異なる原理の RNA 抽出工程を検討した。それぞれ調製した RNA の品質を評価し

たところ、ガラスビーズ破砕法で唯一 rRNA の顕著な分解が見られず収率にも優れていたため、

こちらを採用することとした（図 2.3.1.1-7）。 

 

 

図 2.3.1.1-7 異なる手法で抽出した total RNA の Bioanalyzer（アジレント社）を用いた品質

比較 

 

 次に、真核生物 Iso-seq の cDNA 調製法をバクテリアに発展的に応用することで、通常手法と

比較して長鎖 cDNA 調製に優れる逆転写メソッドを開発した。具体的には、3’末端に polyA を人

工的に付与した mRNA を total RNA から調製し、オリゴ dT プライマーと SMARTScribe 逆転写酵素

の組み合わせによって、ターミナルトランスフェラーゼ活性を利用した完全長逆転写産物の選択

的調製を検討した（図 2.3.1.1-8）。試験菌株の 9 つの二次代謝産物生合成遺伝子群内の 15 オペ

ロンを対象に、調製 cDNA の長さを PCR 増幅により検証した結果、通常手法と比較して約 2kb 程

度長い cDNA を調製することに成功した。さらに、RNA の高次構造の形成解除や逆転写酵素の安定
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性向上に資する化合物を逆転写反応時に添加することで、取得 cDNA 長をさらに伸長させること

を確認しており、本開発技術へ発展的に応用する。 

 

 

図 2.3.1.1-8 長鎖・完全長 cDNA の調製方法のワークフロー 

 

 続けて、上記手法にて調製した cDNA をシーケンス原理の異なる NGS 機種で解析し、取得情報

の違いを比較することで、本研究の目的に合致する NGS 機種の選定を試みた（表 2.3.1.1-1）。

その結果、ナノポア社 MinION や PacBio を用いた解析によって 10kb を超えるトランスクリプト

を 1 リードとして検出することに成功した。一方で、イルミナ社の Hiseq や Miseq はデータ量に

優れるため遺伝子発現の定量的な評価には適するものの、1 リード長が短いために発現単位を

データから推測することは出来ないことが明らかとなった。MinION の解析結果より、興味深い

ことに、転写開始／終結位置は厳密に制御されておらず、試験菌株の二次代謝産物生合成遺伝子

群は多様なオペロンバリアントで構成されている可能性が示唆された。本解析技術の広範な適用

によって、真核生物 mRNA のスプライシングバリアントを想起させるこの不均一なバクテリアオ

ペロンの発現実態が、今後明らかになる可能性があり学術的に大きなインパクトが期待できる。 

 

 

表 2.3.1.1-1 次世代シーケンサの各機種の解析原理と解析長の違い 

 

以上より、これまでに、(1)RNA 抽出、(2)cDNA 調製、(3)cDNA 情報解析の各工程の検討と要素

技術の開発を完了し、微生物のトランスクリプトの発現単位を 1 分子レベルで解析することが可

能であることを示した。今後は、得られた知見を参考に各要素技術を組み合わせたプロトコルを

策定し、きたるスマートセル開発時代のニーズに即した新規評価技術として基盤構築を進める。

解析原理

機種名 Hiseq (Illumina) Miseq (Illumina)

1リード長 * 100 bp 300 bp

リード数 * 2000万リードペア 5000万リードペア

解析原理

機種名 PacBio Sequel (PacBio) MinION (Nanopore)

1リード長 * 平均10kb, 最大60kb 平均2-4kb, 最大100kb

リード数 * 36.5万リード 6-10万リード

＊メーカーウェブサイト情報を参考

Single Molecule Real-Time

Sequencing by Synthesis
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さらに、プロトコルの有効性に関する産業微生物を利用した実証を行い、有用物質の生産性向上

に資する新たな発現情報の提供を目指す。 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 2 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

1 

(1) 

2 

(3) 

0 

(0) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(?) 

2020 *2 3 2 7 ? 3 0 ? 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 1 1 1 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.1 ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

 

2.3.1.2 高精度メタボローム解析技術の開発（担当機関：神戸大学、株式会社島津製作所） 

 

(1) 背景と目的 

細胞に含まれる低分子化合物（代謝物質）の蓄積量を網羅的に定量するメタボローム解析は、

ゲノム情報である遺伝子の発現、翻訳産物であるタンパク質の生化学反応を経て形成される細胞

の表現型を特徴づけることができる。数十種類の代謝物質の蓄積量の増減を計測することによ

り、細胞の代謝状態を俯瞰することが可能であり、微生物が生産する高機能性化合物の生産性に

寄与するバイオマーカーの特定、バイオマーカーに基づく優良変異株の選抜と培養条件の最適化

が可能になる。神戸大学では、これまでに、キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分析計（CE-

TOFMS）や液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）を用いた微生物メタボローム

解析技術のプラットフォームを構築し、メタボローム解析結果に基づく微生物育種により、スト

レス耐性能の向上、細胞内酸化還元バランスの改良、細胞内代謝フラックスの改良に成功してき

た。また、メタボローム解析結果に基づく優良変異株の選抜や培養条件の改良にも成功し、有用

物質生産におけるメタボローム解析の有効性を示してきた実績がある（Hasunuma et al., 

(2011) Microb. Cell Fact., 10: 2、Morita et al., (2011) Anal. Chem., 83: 4023-4029、

Hasunuma et al., (2013) J. Exp. Bot., 64: 2943-2954、Ho et al., (2014) Biotechnol. 

Biofuels, 7: 97、Hasunuma et al., (2014) Biotechnol. Biofuels, 7: 493、Wan et al., 

(2015) Metallomics, 7: 322-332、Ho et al., (2015) Biotechnol. Biofuels, 8: 48、

Hasunuma et al., (2016) Appl. Microbiol. Biotechnol., 1027-1038）。 

しかしながら、多くの場合、バイオマーカーは実験研究者の深い知識や経験に基づいて同定さ

れ、それらなしには物質生産に有用な情報を抽出することが困難であった。そもそも、広範な代

謝経路の制御メカニズムの全貌を把握している研究者は稀有であり、実際には、生産性に寄与す

る代謝物質を見落とすことの方が多く、メタボローム解析で得られる多様で大規模なデータを十

分に活用できていたとは言えないのが現状である。加えて、人の目を介する有用情報の抽出に

は、文献検索等からはじまる情報の収集や整理、思考に膨大な時間を必要とする。つまり、従来

の研究手法では、育種戦略の導出に時間が必要となり、高速性が求められる世界的な微生物育種

競争に勝ち抜くことが困難になってきた。 

本プロジェクトでは、機械学習等の情報解析技術を用いて「高度な生産細胞モデル（スマート

セルモデル）」を構築し、育種戦略の導出と、戦略を具現化する遺伝子配列の設計の短期間での

実現を目指すわけであるが、スマートセルモデルを構築するためには、“再現性とスループット

の高い”メタボローム解析データが必須である。従来の技術では以下の課題があり、情報解析で

求められる精度とスループットを得ることが困難であった。 

(1) 前処理が煩雑で時間がかかる（スループットが低い）。 

(2) 夾雑物質（脂質、タンパク質）との分画が困難なため分析精度が不十分。 

(3) 全工程がマニュアル操作であるため、スループットや正確性に限界がある。 

本研究開発項目では、これらの課題を全て解決する高精度メタボローム解析システムを開発す

る(図 2.3.1.2-1)。 
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(1)に対して、① 代謝を瞬時に停止させるクエンチング手法と代謝物を溶媒抽出する手法を菌

株（酵母、大腸菌、放線菌等）に応じて開発し、細胞からの代謝物抽出工程を自動化する。 

(2)に対して、② 超臨界流体抽出(SFE)を用いて脂溶性化合物を除去して、高純度の親水性化

合物を回収する新規抽出システムを開発する。加えて、イオンペア剤を用いない LC-MS/MS 分

離・検出条件の検討と、LC-MS/MS のクロマトグラムから代謝物濃度を自動的に定量するシステ

ムの構築を行い、分析精度とスループットの向上を目指す。 

(3)に対して、③ SFE と LC-MS/MS をトラップカラムで連結することにより、ユーザーフレン

ドリーかつロバストなオンライン導入システムの検討を行う。抽出システムと分離・検出システ

ムの連結は試料の劣化、人為操作によるデータのばらつきを回避するために極めて重要である。 

最終的には、①～③を統合したトータルプロセスを開発する。 

 

 
 

(2) 位置づけ、目標値 

バイオテクノロジーを駆使し、CO2 排出や化石燃料枯渇といった問題に対処しつつ高効率に物

質生産を行う新たな産業構造の構築を目指す潮流を「バイオエコノミー」と呼ぶ。この分野にお

図 2.3.1.2-1 本研究で開発する高精度メタボローム解析技術 
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いて、低分子化合物である細胞内外の代謝物を網羅的に測定する事の重要性が急激に増してい

る。この領域は Triple stage LC-MS の有力な用途の１つであり、今後の市場拡大が期待される

(図 2.3.1.2-2)。 

 

 

 

本プロジェクトの中で、参画企業との共同研究を通して顧客・研究ニーズを把握し、ニーズに

フィットした製品をいち早く開発・商品化し、顧客の現場へ提供できる。 

 

（平成 30 年度目標） 

 前年度までに開発に着手した前処理プロセスをユニット化した自動前処理システムを構築す

る。（神戸大学） 

 前年度までに検討した抽出プロセスをユニット化した連続抽出システムを構築する。（島津

製作所） 

 オンライン導入システムを連続化するための課題を抽出する。（島津製作所） 

 既存のシステムと比較して 10 倍の速度でメタボロームを取得する技術を開発する。（神戸

大学） 

 

（平成 32 年度最終目標） 

 標的物質を生産する産業微生物での実証を行う。 

 スループット性に加え、100 以上の代謝化合物の一斉検出が可能で、既存のシステムより 10

倍以上感度（数 10 nM の定量下限）が高く、再現性の高い（相対標準偏差 10%以内）、高精

度メタボローム解析技術を開発する。 

 世界初のオンライン化と自動化により、ユーザーフレンドリーで安定性の高いメタボローム

解析システムを構築する。 

 

  

図 2.3.1.2-2 Triple stage LC-MS/MS の市場動向 
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(3) 全体計画 

平成 28 年 

(2016 年度) 

平成 29 年度 

(2017 年度) 

平成 30 年度 

(2018 年度) 

31 年度 

(2019 年

度) 

32 年度 

(2020 年

度) 

              

 

(4) 実施体制 

神戸大学が自動前処理システム、および LC-MS/MS 測定条件検討を中心に取り組む。 

島津製作所が SFE-LC-MS/MS オンラインシステムを中心に取り組む。 

 

(5) 運営管理 

月に 2 回以上の頻度で島津製作所と打ち合わせを行い、進捗状況の確認と研究開発方針の検討

を行っている。 

 

  

前処理条件
の検討 

自動前処理
のプロセス
検討 
新規の機
能、装置追
加 

自動前処理システムの開
発 

産業微生物での実
証とシステムの最
適化 

代謝物連続抽出
プロセスの開発 

代謝物連続抽
出システムの
開発 

標的代謝物の分
離・検出の検討 

超臨界流体抽出物
の分離・検出の評
価 

オンライン導入
システムの検討 

連続化の検討、トータル
プロセスの開発 

産業微生物での実
証とシステムの最
適化 

ＮＥＤＯ 

国立大学法人神戸大学 

株式会社島津製作所 

【委託先】 
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(6) 実施の効果 

バイオエコノミー分野は分析装置の有力な用途の１つであり、今後の市場拡大が期待される。

本プロジェクトの中で、参画企業との共同研究を通してバイオエコノミー分野における顧客・研

究ニーズを収集・分析し、ニーズにフィットした製品をいち早く開発・商品化し市場へ投入でき

る。現在、LCMS(TQ)の国内市場規模は約 9,000 百万円で島津製作所のシェアは 30.7%であり、プ

ロジェクト終了時にはシェア 40%を目指す。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

①自動前処理シ

ステムの開発 

菌株（酵母・大

腸菌・放線菌）

ごとに構築した

前 処 理 条 件 に

沿って、ユニッ

ト化した自動前

処理システムを

構築する。（神

戸大学） 

自動サンプリン

グ・自動抽出装

置に搭載する要

素技術の仕様を

決定し、要素技

術を連結した自

動化プロセスを

構築した。 

それらをユニッ

ト化した自動前

処理システムの

構 築 に 着 手 し

た。 

◎ 

（自動抽出ユ

ニットの設置、

自動サンプリン

グユニットの設

計を完了し

た。） 

各「要素技術」

の連結を最適化

する。 

構築したユニッ

トを連結し、自

動前処理システ

ムの開発を進め

る。 

②SFEを用いた高

効率代謝物回収

技術の開発 

[1]SFE プロセス

をユニット化し

た連続抽出シス

テ ム を 構 築 す

る。（島津製作

所） 

[2]既存のシステ

ムと比較して 10

倍の速度でメタ

ボロームデータ

を取得する技術

を 開 発 す る 。

（神戸大学） 

[1]クリーンアッ

プ工程を含むス

テップワイズ超

臨界流体抽出法

を構築し、細胞

からの抽出を実

施した。 

[2]イオンペア剤

を排除した分離

条件を確立し、

解析可能代謝物

を 99 成分から 14

7 成分へ拡張し

た。 

新たな Peak pic

king・データ可

○ 

(2018 年度末に

達成する予定) 

[1]定量精度・感

度を担保するた

めの、試料の粉

砕・充填方法お

よび適切な試料

量の詳細な検討

を行う。 

[2]有効性検証課

題からのニーズ

に応じて、特定

の重要化合物の

検出感度を向上

させる条件を検

討する。 

スループット性

を 上 げ る た め
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視化の半自動化

システムを構築

し、解析時間を

大 幅 に 短 縮 し

た。 

の、デュアルカ

ラムシステムの

検討を行う。 

③オンライン導

入システムの開

発 

オンライン導入

システムを連続

化するための課

題を抽出する。

（島津製作所） 

SFEによるステッ

プワイズ抽出法

を確立し、要素

技 術 を 検 討 し

た。 

各要素をオンラ

インでつなぐ流

路構築を完了し

た。実試料（乾

燥菌体）を用い

た抽出・分離確

認を行った。 

△ 

(解析可能代謝物

を拡張するため

の条件最適化を

2018 年度中に完

了する予定) 

測定可能代謝物

の拡張を行う。 

トラップカラム

等抽出・分離条

件の最適化を行

う。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

①自動前処理システ

ムの開発 

自動抽出ユニットの

設置を完了し、制御

ソフトウェアの最終

調整を行っている。 

自動サンプリングユ

ニットの設計を完了

し、実験機による要

素技術の検証を行っ

ている。 

・各ユニットを連結

し、システムとして最

適化する。 

・13C flux 解析に対応

したシステムを開発す

る。 

・産業微生物での実証

実験を行う。 

・安定的な運用を目指

しシステムを最適化す

る。 

達成できる。 

②SFE を用いた高効率

代謝物回収技術の開

発 

2 種類のカラムの組み

合わせにより、目的

代謝物 147種の一斉検

出に成功した。 

新たなデータ解析シ

ステムに依る大幅な

時 間 短 縮 に 成 功 し

た。 

 

・産業微生物での実証

実験を行う。 

・分析条件とデータ解

析方法の検討によりさ

らなるハイスループッ

ト化を検討する。 

・安定的な運用を目指

しシステムを最適化す

る。 

達成できる。 

③オンライン導入シ

ステムの開発 

トラップカラムの選

定が完了し、抽出か

ら検出までの全過程

を完全自動化した。 

細胞から、いくつか

の代謝物の検出に成

功した。 

・条件を最適化し、代

謝物の網羅性を拡張す

る。 

・自動サンプリングユ

ニットと連結する。 

・産業微生物での実証

実験を行う。 

・安定的な運用を目指

しシステムを最適化す

る。 

達成できる。 
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(9) 研究開発の成果と意義 

 

 

 

スマートセルの迅速な構築を目指す DBTL サイクルにおいて、スマートセルモデルを設計する

ために、以下の流れに沿って高精度メタボロームデータを活用する(図 2.3.1.2-3)。 

 

1. 公開ゲノム、各種 DB を元に「標準代謝モデル」を構築する。 

2. 標準代謝モデルへ外来の導入遺伝子や遺伝子破壊の情報を組み込んだ「拡張代謝モデル」を

構築する。 

3. 目的化合物を生産する株には遺伝子破壊株、遺伝子過剰発現株、育種株といった様々なもの

がある。それらの株から効率よく物質生産を行うには、温度、pH、炭素源の種類、溶存酸素

濃度など様々な培養条件の検討が必要である。これら様々な条件の「代謝全体を俯瞰したメ

タボロームデータ」を取得し、拡張代謝モデルへ加えることで、「個別代謝モデル」のプロ

トタイプを構築する。 

このステップは網羅性が高くハイスループットな「自動前処理システム」を用いる。 

4. 3 で得たデータから Key となる代謝経路を判定し、注目すべき代謝物をリストアップする。 

このリストを元に「重要代謝物の高精度定量データ」を所得し、さらに個別代謝モデルを高

図 2.3.1.2-3 DBTL に寄与するデータ取得フロー 

図 2.3.1.2-4 システムの全体の構成 
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精度化するために加える。 

このステップは「SFE-LC-MS/MS オンラインシステム」を用いる。 

5. 高精度化した個別代謝モデルを元に各種シミュレーションを行い、改変計画を立案、高生産

株を構築し、再びメタボロームデータを取得する。 

このデータをモデルへフィードバックするサイクルを回すことで、個別代謝モデルを高精度

化する。 

 

最終的なシステム構成は図 2.3.1.2-4 の通りである。現在、各ユニットが完成、もしくは設

計完了の段階にあり、今年度中のシステム稼働を目指す。 

以下、研究開発項目に沿って詳細を述べる。 

 

① 自動前処理システムの開発 

細胞の培養から LC-MS/MS 測定へ供するための代謝物を抽出するまでを「前処理」と称する。

従来、手技で行われる前処理は煩雑で実験操作には熟練を要し、操作の精度は熟練度に大きく依

存した。また、処理できるサンプル数は一人当たり 1 日二十数本が限界であり、本プロジェクト

で必要となる多様性に富んだデータセットの取得には全く不十分であった。前処理工程では多く

の段階を要するにも関わらず、サンプルとサンプル ID の紐づけは人間頼りであり、信頼性、ト

レーサビリティに問題があった。 

これらの課題を解決するためには、ロボティックスを駆使した自動前処理システムの開発が必

須であった。本システムは以下の 3 つのユニットから構成される(図 2.3.1.2-5、6)。 

1. 細胞培養から代謝反応停止までを行う「自動サンプリングユニット」 

2. 培養液から細胞を回収し、細胞から代謝物の抽出液を作製する「自動抽出ユニット」 

3. 抽出液を減圧乾固する「乾固ユニット」 

 

ここでは、多くの要素技術開発を要した 1 と 2 について述べる。 
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①-1 自動サンプリングユニット 

ジャーファーメンターを用いた細胞培養は、培養条件を自動制御できるため高い再現性が期待

できるが、煩雑な操作に加え高額の初期投資と運用コストが必要で、多検体の解析には不向きで

あった。 

フラスコ振盪による細胞培養は、簡便である事と引き換えに再現性が低く、サンプリング作業

を手技に頼るためスループットの向上も困難であった。フラスコ振盪培養の再現性が低い原因の

一つは溶存酸素濃度の制御が困難な点である。振盪速度、気相体積、容器形状、培地組成等々、

多くの要因が複雑に絡み、溶存酸素濃度の制御を困難にした。中でも、溶存酸素濃度を確保する

ためには十分な気相体積が必要であり、これは容器、ひいては装置の大型化を招き、多検体解析

の妨げとなった。 

本プロジェクトでは、溶存酸素濃度と温度の制御が可能で、手技による煩雑なサンプリング操

作を必要としない、多検体に対応した省スペースの自動培養装置の開発を行った。 

要素技術実験機での検証実験を経て策定した仕様の概略は以下となる(図 2.3.1.2-7)。本機は

繰り返し使用できるリアクター12 本の同時運転を行い、溶存酸素濃度と温度を自動制御する。

図 2.3.1.2-5 自動前処理システムの構成 

図 2.3.1.2-6 自動前処理システムの完成予想図 
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サンプリングはロボットアームではなく、ポンプと電磁バルブによって制御された配管によって

行う。培養液採取と同時に冷却アルコールを加え、代謝反応を停止させる(図 2.3.1.2-8)。サン

プリング間隔を短縮するために図 2.3.1.2-9 のような流路構成とすることで、ロボットアームの

移動が不要となり、15 秒というサンプリング間隔を実現する。これは従来の液体ハンドリング

ロボットではできなかった仕様である。この機構により、短いスパンでの細胞回収が必要な 13C 

flux 解析のための自動サンプリングが可能となり、本機の大きな特徴の一つとなっている(特許

出願予定)。溶存酸素濃度の制御に必要な容器体積を抑えることで省スペース、低価格な本体仕

様となり、また繰り返し使用するリアクターによって運用コストを低く抑えた。 

現在、培養ベッセル 3 本を運用できる実験機(図 2.3.1.2-10)により、実際の菌体培養実証実

験を行っている。 

 

 
 

①-2 自動抽出ユニット 

従来手技によって行ってきた培養細胞からの代謝物抽出過程には、図 2.3.1.2-11 に示す通

り、精度、スループット共に多くの課題があった。 

図 2.3.1.2-8 自動サンプリン
グユニットの構成 

図 2.3.1.2-7 自動サンプリン
グユニットの完成予想図 

図 2.3.1.2-10 実験機 図 2.3.1.2-9 サンプリング時
間間隔短縮のための流路構成 
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遠心後の上清をピペットで除去する際、どこまで吸い取るかは作業者の判断であり、残液量の

バラつきを招く。その際、細胞ペレットを吸ってしまう事は定量精度の低下に直結する。目視に

よる沈殿懸濁の確認が不十分な場合も、同様に定量精度の低下が懸念される。 

 

 

 

手技による前処理は一人当たり 1 日二十数本が限界であるため、多くの検体・条件を網羅的に

解析する必要がある本プロジェクトには対応できない。また、菌種によっては懸濁が非常に困難

な場合が存在する、有機溶媒を高温で扱う処理が含まれているなどの要素は、ハイスループット

化を困難にする。 

本プロジェクトでは、ロボティックスによる自動化と、手技では困難な処理を組み込むことに

より、相対標準偏差 5%以内、かつ手技の 10 倍以上のスループットを実現する自動抽出装置の開

発を目指している。 

汎用の液体ハンドリングロボットは数多く実用化されているが、専用の要素技術開発と複雑な

工程が必要なメタボローム解析試料作製専用機はこれまでに例が無い。本プロジェクトでは、汎

用機では実現不可能な精度、スループットを目指したシステム開発を行った。島津製作所には

尿・血液検体からの薬毒物サンプル調整を自動化する装置(ATLAS)の開発実績があり、メタボ

ローム解析試料作製専用機開発の十分が素地を有する。 

これまでの研究で、手技で行っていた抽出過程は自動化に不向きな工程を含んでいることが明

らかとなったので、代表的なモデル生物ごとに、自動化に向けた抽出プロトコールの最適化を

行った(図 2.3.1.2-12)。 

 

図 2.3.1.2-11 手技による前処理スキームと技術的な課題 
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各工程の装置を運搬ロボット・分注ロボットで連結し、完全自動化されたユニットを構成した

(図 2.3.1.2-13)。さらに、高温加熱したまま振とう撹拌を行うといった、人手では困難な処理

を組み込むことで、人の動きのトレースを超えた効率と精度を実現した(図 2.3.1.2-14、15)。

新たに開発した 4 つの要素技術について特許出願を予定している(図 2.3.1.2-16)。また、多数

のサンプルとデータを誤りなく紐づけするために、バーコードによる ID 管理システムを実装し

た。 

 

 

 

図 2.3.1.2-12 モデル生物の自動抽出工程 

図 2.3.1.2-13 自動抽出ユニット全景 
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② SFE を用いた高効率代謝物回収技術の開発 

SFE を用いて脂溶性化合物を除去して高純度の親水性化合物を回収する新規抽出システムを開

発した。さらに、イオンペア剤を用いない LC-MS/MS 分離・検出条件の検討と、LC-MS/MS のクロ

マトグラムから代謝物濃度を自動的に定量し可視化するデータ解析システムの構築を行った。 

 

②-1 SFE を用いた高効率代謝物回収技術 

スマートセルモデルの高精度化には、上述①の自動前処理システムを用いた網羅性の高いメタ

ボロームデータに加え、特に重要な代謝物の高精度定量メタボロームデータが必要である。本プ

ロジェクトでは、イソプレノイド生合成経路・メバロン酸経路・メチルエリスリトールリン酸経

路など、機能性成分の生合成経路へとつながるハブ代謝物(図 2.3.1.2-17)を一斉分析できる SFE

を用いた自動多段階抽出システムを開発した。 

図 2.3.1.2-14 自動抽出ユニット俯瞰図
と、組み込まれた要素装置 

図 2.3.1.2-16 自動抽出ユニットに組み込まれた要
素技術の優位性 

図 2.3.1.2-15 要素技術機と従来法(手技)の
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本システムは、③で後述するように、LC-MS/MS とオンライン接続することで、前処理から測

定までを自動で行えるシステムを構築することを最終目的としている。 

メソッド検討にあたり、重要代謝経路のうち、機能性成分の合成経路へとつながる代謝経路に

含まれる化合物を選択し、実サンプルには、大腸菌および酵母を使用した。 

今回ターゲットとした代謝物は、 modifier が 0-10%の条件下では抽出されず 20%以上の条件

下で抽出されることが確認された。これより、modifier 濃度を 0％と 20%にステップワイズに変

える多段階抽出法を採用した。リン酸化合物は金属吸着性であるため、SFE 抽出はできなかっ

た。 

多段階抽出により、特別な前処理を行うことなく、細胞からの代表的な代謝物の自動抽出を行

うことができた。また一段階目のクリーンアップ抽出により、MS 検出におけるバックグラウン

ドの低減を実現した。(図 2.3.1.2-18) 

 

 

②-2 イオンペア剤を排除した LC-MS/MS 測定条件 

従来、LC/MS を用いて親水性の高い代謝物を分離・検出する場合、逆相分配クロマトグラ

フィーにおいて、移動相にイオンペア剤を添加することで固定相への保持を強める方法が行われ

てきた。しかし、イオンペア剤の添加は、イオン化抑制による感度低下、およびバッククラウン

ドノイズによる S/N 比の低下を招き、精度の観点から深刻な課題を含んでいる。また、イオンペ

図 2.3.1.2-17 主な代謝経路 

図 2.3.1.2-18 SFE による一段階/多段階抽出手順 
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ア剤の使用はイオン源や検出器の汚染を招く事から、多検体の測定が必須である本プロジェクト

の運用形態には不適と言わざるを得ない。 

 

 

 

本プロジェクトではイオンペア剤を用いない分離・検出技術の開発を行った。その結果、PFPP

カラム、アミノシリカカラムを用いた手法が極めて有効である事を確認した(図 2.3.1.2-19)。

現在、標的とする 147 代謝物の測定条件を確立し(表 2.3.1.2-1)、各代謝物の定量範囲を確認し

た。この 147 代謝物は、本プロジェクト参加者へのヒアリングにより、スマートセルモデルの高

精度化に必要と思われるものを選抜した結果である。 

 

 

 

②-3 データ解析システムの高速化 

図 2.3.1.2-19 従来の、イオンペア剤を用いた逆相クロマトグラフィー 

表 2.3.1.2-1 2 種類のカラムで測定可能な代謝物 
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LC-MS/MS 測定によって得られるデータは各代謝物のクロマトグラムである。各代謝物の存在

量(メタボロームデータ)を得るためには、この波形データから目的代謝物のピークを同定し、そ

の面積を求める Peak picking という作業を行う。従来、LC-MS/MS 装置付属の解析ソフトウェア

を用いて Peak picking を行った場合、測定可能な 147 代謝物に対し、20 検体/Day の作業時間を

要していた。これは代謝物抽出と LC-MS/MS 測定を合わせた作業時間に匹敵する長さであり、ス

ループットの大きな律速であった。 

本プロジェクトでは、あらたなアルゴリズムを実装したクロマトグラム解析ソフトウェア

「TraverseMS(Reifics 社)」をベースに、高速 Peak picking システムを構築した。このソフト

ウェアは優れたピーク同定機能と結果の視認性を有しており、Peak picking 作業が半自動化さ

れた(図 2.3.1.2-20)。その結果、測定可能な 147 代謝物に対し、従来 20 検体/Day を要した作業

が 100 検体/Day で処理可能となり、大幅な省力化に成功した。 

 

 

 

本プロジェクトにおけるメタボローム解析の意義の第一は、スマートセルモデルの高精度化に

資する事にある。メタボロームデータを人間が理解できる形に加工し(可視化)、代謝の変化を目

視で検討することは十分に意味がある。従来、汎用的な表計算・作図ソフトウェア(Excel、

PowerPoint 等)を用いた手作業での可視化が行われてきたが、多くの手間と時間がかかり、測定

可能代謝物全てを可視化する事は現実的ではなかった。 

本プロジェクトでは、オミックスデータ解析のためのオープンプラットフォームである

「GARUDA」と、GARUDA 上で島津製作所製 LC-MS/MS からのデータを解析するためのツール

「Shimadzu Multi-omics Analysis Gadget Pack(島津製作所)」を用い、メタボロームデータを

簡便に代謝マップ上へ反映させる方法を確立した（図 2.3.1.2-21）。これにより、多検体の全

代謝物のメタボロームデータを、1 時間以内で可視化できるようになった。また、この方法をあ

図 2.3.1.2-20 TraversMS に
よるピーク同定結果の例 
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らかじめ共有する事で、連携先(味の素、長瀬産業、三菱ケミカル、RITE、新潟薬科大学、AIST)

とのデータ共有の簡便化を実現した。 

 

 

③ SFE-LC-MS/MS オンラインシステム 

SFE を用いた高効率代謝物回収技術のスループット、作業性を向上させるためには、SFE と

LC-MS/MS をオンラインで接続するシステムを開発する必要がある。本プロジェクトでは、SFE と

LC-MS/MS の間をトラップカラムで連結する事でオンライン化した。両者をオンライン化したシ

ステムは世界初の試みである。完全自動化に加え、遮蔽流路内で全行程が完了することで代謝物

の酸化などの劣化が抑制され、確度の向上が見込まれる。 

SFE と LC では移動相条件が異なることから、SFE 抽出物を LC カラムに導入する前に、一旦ト

ラップカラムに捕集し移動相の置換を行う必要がある。SFE 条件下（CO2／メタノール）では高い

保持力を示し、LC 条件下（水／アセトニトリル）では化合物を速やかに溶出するカラムとし

て、新規に開発したポリマー系トラップカラムを使用した。（図 2.3.1.2-22） 

オンライン SFE-LC-MS/MS の構成・測定の流れを図 2.3.1.2-23、24 に示す。 

オンライン SFE-LC-MS/MS による実サンプルの測定では、大腸菌および酵母（培養液を遠心

し、回収した細胞を水で洗浄したもの）を用いた。特別な前処理を施すことなく、実サンプルか

らいくつかの代謝物を検出することができた(図 2.3.1.2-25)。オンライン化技術について特許

出願を予定している。 

後は SFE 抽出における回収率・再現性の検証とメソッド最適化と、オンライン SFE-LC-MS/MS

の測定可能対象成分の拡張、それに伴うメソッド改良を実施する。 

 

図 2.3.1.2-21 大腸菌 Phenyllactic Acid 高生産株のメタボローム経時測定結果 
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図 2.3.1.2-22 代表的な代謝物の、SFE 条件下と LC 条件下での溶出挙動 

図 2.3.1.2-23 オンライン SFE-LC-MS/MS の流路 
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[まとめ］ 

自動前処理システム 

前処理のスループットが、手技と比較し、10 倍以上向上できる目途が立った。 

煩雑な操作の自動化により精度が向上した。 

サンプル ID 管理システムにより、データの信頼性と可用性を大幅に向上できる。 

LC-MS/MS 測定条件の検討 

イオンペア剤を排除する事で、10 倍の感度向上を達成した。 

図 2.3.1.2-24 オンライン SFE-LC-MS/MS 測定の流れ 

図 2.3.1.2-25 大腸菌および酵母のオンライン SFE-LC-MS/MS 測定結果 
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2 種類のカラムで、147 代謝物の定量測定を実現した。 

高速データ解析システム 

TraversMS をベースとした解析システムの構築により、5 倍以上の解析スループット向上を実

現した。 

GARUDA をベースとした解析システムの構築により、簡便なデータ可視化環境とデータ共有環

境を実現した。 

 

上記の効果が作業全体のスループットにどの程度影響を及ぼすかを見積もるため、本プロジェ

クト開発開始当初と新規ワークフローを比較した(図 2.3.1.2-26)。自動化が進んだ新方法で

は、自動前処理システムにおいて、逐次並列処理と終夜運転を駆使する事で 10 倍以上のスルー

プット向上が見込まれる。LC-MS/MS 測定とデータ解析においても大幅なスループット向上を実

現した。今後、条件の最適化や自動化など、自動前処理システムの性能に見合う更なるスルー

プット向上の余地は十分にあると考えられる。 

 

 

 

参画機関との連携 

システム開発と並行して、連携機関からの要請に応じたメタボロームデータの提供は既に頻繁

に行っており、スマートセルの設計に貢献している(図 2.3.1.2-27)。 

 

図 2.3.1.2-26 システムの効果 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付

き 
その他 

学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等へ

の掲載 

展示会

への出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 1 9 0 1 0 1 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

1 

(5) 

8 

(8) 

1 

(0) 

4 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 2 21 18 4 6 1 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

  

表 2.3.1.2-27 参画機関との連携状況 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 8 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.1.3 高精度定量ターゲットプロテオーム解析技術の開発 

 

担当機関：大阪大学（再委託） 

 

(1) 背景と目的 

有用物質生産微生物の分子育種では代謝経路の合理的な改変が求められる。代謝経路の改変と

は、宿主微生物のゲノムを人為的に書き換え、(1)新規酵素タンパク質を発現させて、細胞内に

新たな代謝経路を構築する、(2)遺伝子破壊で不要な経路を除く、(3)酵素タンパク質量を増減さ

せて、各反応の触媒活性を調節する、作業であるといえる。 

近年の代謝設計技術の進展により、目的物生産に最適な代謝経路の設計が可能となり、それを

実現するためのゲノム編集技術や長鎖 DNA 合成技術が実用化されつつある。また、設計通りにス

マートセルを構築できたのか評価する手法として、発酵試験による目的物生産収率、比速度の測

定に加えて、メタボローム解析による細胞内代謝中間体含量の一斉定量などが広く用いられてき

た。このように、酵素タンパク質の細胞内存在量の測定は、スマートセルの評価に重要な役割を

果たすと期待される。 

 そこで本研究では、スマートセルの評価に最適なタンパク質定量法である定量プロテオミクス

法に注目し、定量プロテオミクス法の高感度、確実性を生かしつつ、技術的な課題となっている

網羅性、スループットを向上する技術開発を行うことで、多数の酵素発現量を高精度に一斉定量

可能な測定技術を開発することを目標とする。これにより、高生産微生物のタンパク質発現量が

設計図通りに調節できたのか確認することを可能とする。さらに、新規代謝経路の設計、代謝モ

デル構築に資するデータを取得することを可能とする。そのために必要な項目を 4 つ挙げ、研究

開発項目として設定した。 

１． 高速 MRM アッセイメソッド構築法の開発課題 

課題：MRM アッセイメソッド構築に時間がかかる。 

 定量プロテオミクス法では、測定タンパク質毎に質量分析装置の設定を最適化した MRM アッセ

イメソッドを構築する必要がある。5 タンパク／日程度のスループットしかなく、100 種以上の

酵素を測定するメソッドの作成には不十分だった。そこで、20 タンパク／日までスループット

を向上することを目指した技術開発を行う。 

２． MRM アッセイメソッド構築 

課題：宿主微生物毎に MRM アッセイメソッドの構築が必要 

定量プロテオミクス法で用いる、MRM アッセイメソッドは測定タンパク質の配列に依存する。

このため、同じ反応を触媒する酵素であっても、生物種ごとに MRM アッセイメソッドを作成しな

おす必要がある。開始時は、酵母、シアノバクテリアの中心炭素代謝経路にかかわる酵素につい

て MRM アッセイメソッドの構築が完了していた。そこで、本プロジェクト実用化課題、神戸大学

で取り扱う大腸菌、酵母、糸状菌などの宿主微生物について、ターゲット代謝経路の関わる酵素

200 種の MRM アッセイ法を構築することを目指す。 

３． 定量の高精度化 

課題；定量精度が低い 

 プロジェクト開始時の定量プロテオミクス法では、異なるスマートセル株間でのタンパク質発

現量の相対比較が可能である。しかしながら、同じスマートセル内で 2 種類のタンパク質を発現
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した時、この 2 種の発現量を比較することができず、代謝モデル構築には精度が不足していた。

そこで、人工内部標準タンパク質を用いた高精度な定量法を確立し、代謝設計へと活用する技術

を開発する。 

４． 試料調整法の効率化 

課題：サンプル調製のスループットが低い 

定量プロテオミクス法では、スマートセルからの粗酵素液の抽出、タンパク質定量、還元アル

キル化、トリプシン消化、脱塩にいたるサンプル調整作業を手作業で行っているため、大量サン

プルの取り扱いに必要なスループットが欠けていた。そこで、作業の効率化により 1.5 倍のハイ

スループット化を目座す。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

これまでも様々なタンパク質定量法が開発されてきたが、スマートセルの評価には、定量プロ

テオミクス法が最適である。ウェスタンブロッティングは古典的なタンパク質存在量の測定法と

して、現在でも広く用いられている。目的タンパク存在量を高感度に評価できるが、抗体作成の

必要性、網羅性、スループットなどの課題も多い。また、プロテオミクス分野では２次元電気泳

動法の感度、網羅性、再現性などの課題を解決すべく、発見型プロテオミクス法が開発された。

粗タンパク質抽出物から調製したトリプシン消化ペプチド混合物を、液体クロマトグラフ―タン

デム型質量分析装置 (LC-MS/MS) に供し、自動取得したプロダクトイオンスキャンスペクトル

データをもとにペプチド同定を行い、サンプル中に含まれるタンパク質の網羅的なカタログ化を

目指している。一方、スマートセルの評価では、あらかじめ決定した測定対象タンパク質の存在

量を定量したい。そこで、LC-MS/MS の検出器を、より定量性に優れたトリプル四重極型質量分

析装置に変更すれば、選択反応モニタリングモード (MRM) を用いることで、数十種のタンパク

質をより確実に高感度で一斉定量することが可能となる。このターゲット（定量）プロテオミク

ス法が、スマートセルの評価に最適であることに注目し、筆者らは島津製作所と共同で純国産

ターゲットプロテオミクス分析システムの開発を進めてきた。 

 

表 2.3.1.3-1 他技術との比較 
 

感度 網羅性 スループット 確実性 

ウェスタンブロッティング ◎ × × ◎ 

二次元電気泳動 △ △ × △ 

発見型プロテオミクス ○ ◎ ○ △ 

定量プロテオミクス ◎ △ ○ ◎ 
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中間目標値(H30)と最終目標値（H32） 

研究開発項目 開始時 

(H26) 

中間目標値(H30) 最終目標値（H32） 

①高速 MRMアッセイメ

ソッド構築法の開発 

5 タンパク／日 

 

20 タンパク／日 20 タンパク／日 

 

②MRM アッセイメソッ

ド構築 

酵母、光合成微生物

の酵素 200 種の MRM 

アッセイ法 

汎用宿主微生物につ

いて 3種以上の物質生

産ターゲット代謝経

路の関わる酵素につ

いて、 500 種以上の

MRM アッセイ法の構

築を進める。 

 

物質生産ターゲット

代謝経路の 100種以上

の酵素発現量を高精

度に一斉定量可能 

③定量の高精度化 タンパク／タンパク

間の相対定量不可 

タンパク／タンパク

間の相対定量可能と

する。高精度に定量

可能なターゲット酵

素タンパク質数を 50

種に拡大する。 

 

本プロジェクト内の

他機関との連携研究

を 10 件以上行い、年

間 300検体以上から酵

素発現量データの取

得を行い、配列設計

の評価、検証を可能

とする。 

 

④試料調整法の効率

化 

5－10 検体／日 酵素触媒酵素発現量

データの取得スルー

プットを 1.5倍以上向

上させる。 

神戸大学拠点との連

携研究を行い、年間

100 検体以上から酵素

発現量データの取得

を行い、プロテオー

ムデータを用いた代

謝設計技術の開発を

行う。 

 

 

(3) 全体計画 

 本研究では、まず、①高速 MRM アッセイメソッド構築法の開発に着手し、これをもとに②MRM

アッセイメソッド構築を進め、技術的な課題となっている網羅性、スループットを向上する技術

開発を行う。さらに平成 29 年度からは、④神戸大拠点と連携したデータ取得を開始し、さらに、

③定量高精度化技術の開発に着手して、平成 30 年度までに基礎的な技術開発にめどをつける。

平成 31 年度以降は、高程度に定量可能な範囲の拡大、本プロジェクト実用化課題との連携、神
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戸大拠点と連携した新規代謝経路の設計、代謝モデル構築に資するデータの取得へと展開する。

特に、 

 平成 30 年度までに構築した要素技術を組み合わせ、超高精度なターゲットプロテオーム測

定技術へと発展させる。酵素発現量の測定に必要な人工内部標準タンパク質遺伝子のデザイ

ンと発現を他機関と連携して進め、高精度に定量可能な酵素を拡充する。 

 本プロジェクト内の「(3)新規情報解析システムの有効性検証」「(1)-5.ハイスループット

微生物構築・評価技術の開発」で作成される改変微生物について酵素触媒酵素発現量データ

の取得をすすめ、代謝系酵素発現向上の評価、検証を可能とする。 

 神戸大学拠点で実施される「(2)-1. 代謝系を設計する情報解析技術遺伝子配列設計システ

ムの開発」と連携し、代謝系の設計および検証に必要な酵素触媒酵素発現量データを取得す

る。 

 

  

227



 

 

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

 小規模なグループであるが、内部では 2 回／週のグループ内進捗確認ミーティングを実施して

いる。連携研究期間とは、1－2 回／週程度の頻度で情報交換を行い、研究開発の進捗管理と情

報共有を行っている。 

 

(6) 実施の効果 

 受託分析の競合はいまのところ存在しない。また、微生物をターゲットに定量プロテオーム解

析の技術開発を行っている機関は国内に存在しない。きわめて独自性の高いデータをプロジェク

トに提供し、研究開発を加速する横串技術として実施の効果がある。 

 

  

大阪大：高精度定量
ターゲットプロテオー
ム解析技術の開発

神戸大拠点長

プロジェクトリーダー

神戸大拠点 産総研拠点

（3）‐3 カルボンの生

産性向上による代謝
解析・酵素設計技術
の有効性検証

（1）‐4 ハイスループ
ット長鎖DNA合成技
術の開発

（3）‐10 微生物を用いたア

ルカロイド等の新規生産法
の有効性検証

（3）‐2 糸状菌を用いた有用

タンパク質同時生産制御に
よる有効性検証

（3）‐9 ω‐３系多価不飽和脂

肪酸含有油脂の生産性向
上による有効性検証

横串技術として目標達成を加速

基盤技術の構築・
MRMアッセイメソッ
ドの作成

現在協働企画中のテーマ
今後増加予定

リーダーシップ

産総研拠点長
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

①高速 MRM アッ

セイメソッド構

築法の開発 

20 タンパク／日 20 タンパク／日 ○ ノウハウ化とソ

フトウェア開発

を行う。 

②MRMアッセイメ

ソッド構築 

汎用宿主微生物

について 3 種以

上 の 物 質 生 産

ターゲット代謝

経路の関わる酵

素について、500

種 以 上 の MRM 

アッセイ法の構

築を進める。 

 

汎用宿主微生物

について 3 種以

上 の 物 質 生 産

ターゲット代謝

経路の関わる酵

素について、400

種 以 上 の MRM 

アッセイ法の構

築を進める。 

 

△ 

（2018 年 10 月達

成予定） 

MRM アッセイメ

ソ ッ ド デ ー タ

ベース開発を行

う。 

③定量の高精度

化 

タンパク／タン

パク間の相対定

量可能とする。

高精度に定量可

能なターゲット

酵素タンパク質

数を 50 種に拡大

する。 

 

タンパク／タン

パク間の相対定

量可能とした。

高精度に定量可

能なターゲット

酵素タンパク質

数を 8 種に拡大

した。 

 

△ 

（ターゲット数

は連携実用化グ

ループのニーズ

による） 

実用化課題との

連携を拡大する 

④試料調整法の

効率化 

酵素触媒酵素発

現量データの取

得スループット

を 1.5 倍以上向

上させる。 

試料調整法のノ

ウハウ化を行っ

た。条件検討に

着手 

△ 

（2019 年 3 月達

成予定） 

省略可能な工程

を同定する。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

①高速 MRMアッセイメ

ソッド構築法の開発 

20 タンパク／日 20 タンパク／日 

 

達成済み。ノウハウ

化とソフトウェア開

発を行う。 

②MRM アッセイメソッ

ド構築 

汎用宿主微生物につ

いて 3種以上の物質生

産ターゲット代謝経

路の関わる酵素につ

いて、 400 種以上の

MRM アッセイ法の構

築を進める。 

 

物質生産ターゲット

代謝経路の 100種以上

の酵素発現量を高精

度に一斉定量可能 

今 年 度 中 に 達 成 可

能。成果を踏まえて

MRM アッセイメソッド

データベース開発を

行う。 

③定量の高精度化 タンパク／タンパク

間の相対定量可能と

した。高精度に定量

可能なターゲット酵

素タンパク質数を 8種

に拡大した。これを

用いて本プロジェク

ト内の他機関との連

携 研 究 を ５ 件 行 っ

た。 

 

高精度定量技術等を

用い、本プロジェク

ト内の他機関との連

携研究を 10 件以上行

い、年間 300検体以上

から酵素発現量デー

タの取得を行い、配

列設計の評価、検証

を可能とする。 

 

プ ロ ジ ェ ク ト リ ー

ダーのリーダシップ

のもと、実用化課題

と の 連 携 を 拡 大 す

る。 

④試料調整法の効率

化 

ハイスループット化

に向け、省略可能な

工程の同定に着手し

た。また、神戸大学

拠点との連携研究を

行い、５検体から酵

素発現量データの取

得を行った。 

ハイスループット試

料 調 製 技 術 等 を 用

い、神戸大学拠点と

の連携研究を行い、

年間 100検体以上から

酵素発現量データの

取得を行い、プロテ

オームデータを用い

た代謝設計技術の開

発を行う。 

 

ノウハウ化とソフト

ウェア開発を行う。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

1. 高速 MRM アッセイメソッド構築法の開発 
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1-1. 目的 

定量プロテオーム解析では、定量対象タンパク質をトリプシン消化し、得られたペプチドから

LC-MS で最も効率よくイオン化し、高感度に検出可能な定量ペプチドを事前に選抜する必要があ

る（図 2.3.1.3-1）。また、定量ペプチドを他のペプチドと区別して選択的に検出するために、

トリプル四重極質量分析装置の多重反応モニタリング（MRM）法で検出を行うが、これも事前に

最適な定量断片（フラグメント）を選抜する必要がある。事前の検討で設定した、定量ペプチド

と定量断片の組み合わせを MRM アッセイメソッドと呼ぶ。１つの対象タンパクについて MRM アッ

セイメソッドを作成するには、すべての定量ペプチドと定量断片の組み合わせで実測したデータ

から、最適なものを選抜する必要がある。これには総計 500-1000 程度の組み合わせを網羅する

必要があり、トリプル四重極質量分析装置を 6 時間程度使用してデータを取得する必要がある。

そこで、本研究課題では、作業時間を 1.5－3h に減らすことを目標として１．定量ペプチドの候

補を減らず技術の開発、２．定量断片候補を事前に減らす技術の開発、の 2 つの項目について検

討を行った。 

 

 

図 2.3.1.3-1 高速 MRM アッセイメソッド構築法の開発の概要 

 

1-2. 定量ペプチド候補を減らず技術の開発 

CONSeQuence や PeptideRank などの既存の技術はペプチドのアミノ酸配列から、有望な定量

ペプチドの予測が試みられてきた（Methods 61: 287-298, 2013）。しかしながら、本来定量ペ

プチドとするべきものを、誤って有望ではないと判定する偽陰性が多いという課題があった。そ

こで、本研究では発想を逆転し、測定対象になりそうにない有望ではない (Hopeless) ペプチド

を予測し、定量ペプチド候補を減らずことを目指した。 

そこで、ペプチド配列からシグナル強度を予測する回帰式の作成を試みた。研究開発項目 2．

MRMアッセイメソッド構築では、大腸菌の中心代謝酵素 203種からトリプシン消化ペプチドの LC-

MS 分析でのシグナル強度を測定していた。機械学習技術を用いて、10 万件超のデータを用いて、

二種類のペプチド A,B の配列から、シグナル強度比を予測する式を作成した。本式では、比較的

高精度に相対強度値を予測することが可能となった。 

検討項目１ 定量ペプチドの選択

トリプシ
ン消化

トリプシン消化
ペプチド

定量ターゲット
タンパク質 MRM（多重反応モニタリング）法

定量ペプチドのみ通過 開裂 定量断片のみ通過

トリプル四重極質量分析装置

LCMS
分析

従来法

検討項目２ 定量断片（フラグメント）の選択

定量ペプチド候補

イオン化

候補MRM数定量断片候補

定量
ペプチド

10-20種 約50種 500-1000種

改良法 7-14種 約30種 210～420種

予測法の開発※ ノウハウの確立

6h

作業時間

1.5-3h

作業時間の半減を達成
候補MRM自動生成プログラムの作成
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そこで本式を用いて、大腸菌中心代謝酵素 203 種のトリプシン消化ペプチド全 3856 ペプチド

の予測を行ったところ、1275 個（33%）を期待できないペプチドと判定された。このうち、本来

定量ペプチドとするべきペプチドを誤って、期待できないとした誤りは３％と許容できるレベル

だった。以上の検討から定量ペプチド候補を事前に 3 割削減可能な技術を開発できた。 

 

1-3. 定量断片候補を減らず技術の開発 

ついで、定量断片候補を減らず技術の開発を試みた。トリプル四重極質量分析装置の多重反応

モニタリング（MRM）法は、途中でペプチドイオンの断片化を行う。生成しやすい定量断片（フ

ラグメント）の予測モデルの作成が試みられているが、有効なモデルの作成は困難なことが知ら

れている。本研究においても、研究開発項目 2．MRM アッセイメソッド構築で取得した定量断片

の定量データを用いた予測モデルの開発を試みているが、有用な結果は得られていない。 

そこで、これまでの経験から、定量断片候補を減らずノウハウの確立を試みた。トリプシン消

化ペプチドは、LC-MS 分析のイオン化時に、プロトンが２つ付加した２価イオンと、プロトンが

３つ付加した３価イオンが生成することが知られている。前述の「1-2 定量ペプチド候補を減ら

ず技術の開発」で作成した予測モデルとその検証結果から、主に２価イオンが生成し、側鎖にポ

ジティブチャージがあるアミノ酸を持つペプチドで、３価イオンが主要に生成する傾向があるこ

とが明らかとなった。そこで、これまでは全ペプチドで２価イオンと３価イオンを候補に加えて

いたが、このノウハウをもとに、特定の条件でのみ３価イオンを候補とするルールを作成した。

さらに、定量断片についても、ｂシリーズと呼ばれるタイプの定量断片がある特定の条件で高頻

度に生成することに注目し、特定の条件でのみｂシリーズの断片を候補とするルールを作成した。

これらのノウハウを組み合わせると、定量断片候補を 40%程度削減できた。 

 

1-4. 支援プログラムの作成 

「1-2 定量ペプチド候補を減らず技術の開発」と「1-3 定量断片候補を減らず技術の開発」を

組み合わせると 1 定量対象タンパク質の MRM アッセイメソッドを作成するために必要な時間を

1.5h 以下にすることが可能になった。さらに、作成した技術・ノウハウを集約した支援プログ

ラムを作成して作業効率を向上させ、目標値である 20 タンパク質／日の作成効率を可能とした。 

 

2．MRM アッセイメソッド構築 

2-1. MRM アッセイメソッド構築 

 これまでに、神戸大拠点と連携し、大腸菌中心代謝、アミノ酸、核酸代謝に関わる酵素タンパ

ク質 203 種の MRM アッセイメソッドを構築した。さらに「糸状菌を用いた有用タンパク質同時生

産制御による有効性検証に関する実用化」グループと連携して、ターゲットタンパクの MRM アッ

セイメソッド構築を完了させ、「ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性

検証に関する実用化」グループと連携して油性酵母の MRM アッセイメソッド構築を進めている。 

  

2-2. MRM アッセイメソッドデータベースの構築 

いったん作成した MRM アッセイメソッドは、トリプル四重極質量分析装置のメーカー、機種に

依存せず利用可能なことが知られている。また、非常に多数の MRM アッセイメソッドを作成して

いるため、データの管理、閲覧、改訂履歴の確認、活用の手間が煩瑣となった。そこで、サー
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バー―クライアント形式の MRM アッセイメソッドデータベースを構築し、ウェブブラウザを用い

て MRM アッセイメソッドデータベースの閲覧、データ改訂を可能とした。これまで本研究及び、

他プロジェクトで作成した、大腸菌、枯草菌、シアノバクテリア等の MRM アッセイメソッドを収

集したデータベースを構築した（図 2.3.1.3-2）。 

 

 

図 2.3.1.3-2 MRM アッセイメソッドデータベース 

 

４．試料調整法の効率化 

4-1. 試料調整法のノウハウ化 

ターゲットプロテオミクス法で用いる前処理法（タンパク質抽出、定量、還元アルキル化、ト

リプシン消化、脱塩）について、本課題の実施を通じて得た知見をノウハウ化し文書化した。こ

れを連携研究機関と共有開始し、また、前処理法の技術移転のための講習を実施した（図

2.3.1.3-4）。 

 

 

図 2.3.1.3-4 前処理法の技術移転のための講習（2017.12.20@大阪大学） 

 

  

出芽酵母 Pgi1pタンパク
の定量ペプチド、優先順
位、保持時間データ

出芽酵母 Pgi1pタンパクの定量
ペプチド、TFTTAETITNANTAK

のMRMアッセイメソッド法の
データ
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 1 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(1) 

○○ 

(○○) 

○○ 

(○○) 

○○ 

(○○) 

1 

(0) 

2020 *2 3 0 3 0 0 0 1 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 1 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.1.4 ハイスループット長鎖 DNA 合成技術の開発 

 

担当機関：神戸大学、日本テクノサービス株式会社、プレシジョン・システム・サイエンス、慶

應義塾大学 

 

(1) 背景と目的 

 近年の合成生物学の進展に伴い、長鎖 DNA に対する需要が高まっている。例えば、新規の代謝

経路を構築するためには多数の遺伝子を導入する必要があるが、これらの遺伝子を一括して導入

可能な長鎖 DNA は、生産株の開発期間短縮のために必須である。また、「スマートセル設計シス

テム」の出力として、超高速に実物の長鎖 DNA に変換する技術を開発することは、目的の微生物

を短時間に構築することを実現するのに重要である。しかしながら、世界的にみても、10kb を

超える長鎖 DNA の合成を引き受ける受託合成会社は多くなく、しかも合成に１～２か月かかる場

合もあり、さらに価格も１塩基当たり 20 円という高価格がネックとなりなかなか長鎖 DNA を気

軽に試せる状況ではなかった。 

 神戸大学の有する、第二世代 OGAB 法と呼ぶ枯草菌のプラスミド形質転換系を利用した高効率

な長鎖 DNA 合成技術は、世界最多となる５０個以上の DNA 断片を一度に連結可能で、これにより

長鎖 DNA を構築することが可能となった。しかしながら５０個以上の長鎖 DNA の材料を準備する

ことは、一部の合成困難な DNA の合成を受託会社が受注しなかったり、あるいは、人手で大量の

サンプルを短期間に取り扱うことは困難であり、30kb 超の長鎖 DNA の合成に 2 か月以上の時間

を要していて、より短期間に、低コストで、ハイスループットに長鎖 DNA を合成する方法が望ま

れていた。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

＜目的＞ 

「スマートセルモデル」を具現化する「スマートセル設計システム」によりデザインされる配

列を、超高速に実物の長鎖 DNA に変換する技術を開発することにより、目的の微生物を短時間に

構築することを実現する。 

 

中間目標値(H30) 

新規 DNA 化学合成機の開発と遺伝子集積のハイスループット化により、OGAB 法による 30 kb

超の長鎖 DNA 合成時間を従来の 2 ヶ月から 1/2 程度に短縮する技術を確立する。 

 

最終目標値（H32） 

 新規 DNA 化学合成機の開発と遺伝子集積のハイスループット化により、OGAB 法による 30 kb

超の長鎖 DNA 合成時間を従来の 2 ヶ月から 10 日程度に短縮する技術を確立する。 

 

＜達成手段＞ 

 新規 DNA 化学合成装置を開発し、20 時間以内に 200 塩基以上の化学合成 DNA を材料コスト 3

円以下／塩基で 96 種類同時合成可能な DNA 化学合成システムを構築する。 
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 液体分注ロボットを用いて OGAB 法による長鎖 DNA の一回に合成に必要な 48 個のプラスミド

のセットを４日程度で行う手法を構築する。 

 OGAB 法において必要な 48 断片以上の DNA 断片を、新規磁性ビーズおよび反応プロトコルの

改良を行いハイスループットに自動回収する技術を確立する。 

 100kbp 以上の酵母染色体の再構成を題材に、合成した長鎖 DNA の有用性を実証する 

 

(3) 全体計画 

事業項目 

２８年度 ２９年度 ３０年度 

３１年度 ３２年度 

第

１

四

半

期 

第

２

四

半

期 

第

３

四

半

期 

第

４

四

半

期 

第

１

四

半

期 

第

２

四

半

期 

第

３

四

半

期 

第

４

四

半

期 

第

１

四

半

期 

第

２

四

半

期 

第

３

四

半

期 

第

４

四

半

期 

 

 (1)-4.  ハ イ ス ル ー

プット長鎖 DNA

合成技術の開発 

(1)-4-1.  ハ イ ス

ループット

DNA 化学合

成技術の開

発 

 

 

(1)-4-2.  プ ラ ス ミ

ド自動構築

技術の開発 

 

 

 

 

 

 

 

(1)-4-3.  磁 性 ビ ー

ズを用いた

配列特異的

DNA 断片除

去法の開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

現行機種の 24 本
同時合成機への改

良 

分注機型送液
機構の開発  

96 サンプル同
時合成可能な試

作２号機の作成  

 

96well フォー
マットに対応し

た試作３号機開
発 

プログラム改良
によるコストダ

ウン  

化学合成
DNA アセン

ブル法開発  

ハイスルー
プットプラス

ミド構築法の
開発  

ハイスルー

プット高純度
プラスミド精
製法開発か開

発 
変異 DNA 校

正法開発か開
発 

統合プラスミ
ド自動構築シ

ステムの開発  

課題抽出によ
るさらなるハ

イスループッ
ト化  

レセプ

ター分子
の設計  

レセプター結

合磁性粒子調
製法開発  

DNA 断片除

去プロトコー
ル自動化  

磁性粒子およ

び反応プロト
コール改良  

OGAB 法による
ドミノクローン

の構築と連結  

 

ドミノ法によ
る酵母染色体

再構成  

酵母染色体ス
ワッピング検

証 

量産試
作 

機開発  
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(1)-4-4. 100 kb超長鎖DN

A合成技術の酵母染色体へ

の適応 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.3.1.4-1 全体計画線図 

 

 

(4) 実施体制 

神戸大学が全体の調整を図りながら、長鎖 DNA 合成の上流から、日本テクノサービス、神戸大学、

プレシジョン・システム・サイエンス、慶應義塾大学の順で連携して行っている（図 

2.3.1.4.2）。 

 

 

図 2.3.1.4-2 実施体制図 

 

(5) 運営管理 

 神戸大学を拠点として、３か月に１回程度の会議を開催している。また、半年に一度全体会議

開催などの際にも会議を行い、月に１回程度の高い頻度で連絡を取り合っている。 

 

(6) 実施の効果 

 2017 年度の世界の 5 kb 以上の DNA 合成の市場規模は、24 百万 US＄（26 億円）であり、この

５年間に約 1.7 倍の勢いで成長している。仮に 2030 年の世界市場の長鎖 DNA 合成市場の規模が
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今までと同じ成長率で進んだ場合、100 億円程度になる予想である。このうちの 20%の市場を確

保できるのであるとすれば 20 億円となり、本研究開発の対費用効果は大きい。さらに、合成さ

れた長鎖 DNA を用いたスマートセルインダストリーによる、CO2 削減、省エネルギー化を含めた

波及効果は計り知れない。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

ハイスループッ

ト DNA 化学合成

技術の開発 

 （日本テクノ

サービス） 

20 時 間 以 内 に

200 塩基までの

化 学 合 成 DNA

を、材料コスト

約 3 円／塩基で

96 種類同時合成

可能な試作 3 号

機を製作する。 

20 時 間 以 内 に

200 塩基までの

化 学 合 成 DNA

を、材料コスト

約 3 円／塩基で

96 種類同時合成

可能な試作 3 号

機を製作する。 

△目標時間、コ

ストを達成する

送液プログラム

は構築済。現在

装置製作中にて

2018 年 7 月中完

成予定。 

 

さらなるコスト

ダウン、合成精

度上昇(変異率減

少)の為の送液プ

ログラムを構築

する。 

 

 

プラスミド自動

構築技術の開発 

（神戸大学） 

36 kb の長鎖 DNA

の合成に必要な

48 個のプラスミ

ド DNA の 構 築

し、高純度にプ

ラスミドを精製

する工程を、４

日程度で行う、

統合プラスミド

自動構築システ

ムを構築する。 

液体分注ロボッ

トのプログラム

策背により１６

サンプル×３回

の分割により４

８個のプラスミ

ド構築を達成し

た。 

◎ 

（既に達成して

いる） 

 

さらなるハイス

ループット化、

試薬の低コスト

化を目指す。 

磁性ビーズを用

いた配列特異的

DNA 断片除去法

の開発 

（ プ レ シ ジ ョ

ン・システム・

サイエンス） 

ベクター DNA と

レセプター固定

化磁性粒子が特

異的に結合する

反応条件を見出

し最適化する。 

複 数 種 の タ ー

ゲット（オリゴ

DNA、PCR 産物、

pUC19 ベ ク

タ ー ） を 用 い

て、磁性粒子に

よる配列特異的

回収試験を実施

し 、 長 い タ ー

ゲットに対して

の条件検討がま

だ必要であるこ

△ 

（現手法ではな

い配列特異的回

収試験も平行し

て実施している

こと、方法論が

確立できればシ

ステムはできて

い る た め 、 H30

年度中には目標

を達成できる見

込み） 

回収法の条件見

直しと、方法の

変更により課題

を達成する。 
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とを見出した。 

100 kb 超長鎖Ｄ

ＮＡ合成技術の

酵母染色体への

適応 

 （慶應義塾大

学） 

100kbp 以上の酵

母染色体を枯草

菌ゲノムから切

り出し、酵母に

導入することに

より目的とする

野 生 型 の 酵 母

III 番染色体と

の間でスワッピ

ングが可能であ

ることを実証す

る。 

 

酵母 III 番染色

体 を 完 全 に カ

バーするドミノ

を設計し完全に

カバーするドミ

ノ セ ッ ト を 得

た。現在ドミノ

法で枯草菌に組

み 込 み 中 で あ

る。 50 kb の領

域を大腸菌から

酵母へ接合伝達

法 で 導 入 で き

た。 

〇 

（２０１９年３

月達成予定） 

100kb 以上の酵

母染色体が構築

でき次第、酵母

に接合伝達によ

り導入し、染色

体 分 断 後 、 ス

ワッピングを試

みる。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2022 年度末） 

達成見通し 

ハイスループット DNA

化学合成技術の開発 

 （日本テクノサー

ビス） 

20 時間以内に 200 塩

基の化学合成 DNA を

材料コスト約 3 円／

塩基で 96 種類同時合

成可能な DNA 化学合

成システムを構築。 

20 時間以内に 200 塩

基以上の化学合成 DNA

を材料コスト 3 円以

下／塩基で 96 種類同

時合成可能な DNA 化

学合成システムを構

築する。 

おおむね達成してお

り、さらなるコスト

ダウン、合成精度上

昇 (変異率減少 )の為

の送液プログラムを

構築する。 

プラスミド自動構築

技術の開発 

（神戸大学） 

36 kb の長鎖 DNA の合

成に必要な 48 個のプ

ラスミド DNA の構築

し、高純度にプラス

ミドを精製する工程

を 、 ４ 日 程 度 で 行

う、統合プラスミド

自動構築システムを

構築する。 

36 kb の長鎖 DNA の合

成に必要な 96 個のプ

ラスミド DNA の構築

し、高純度にプラス

ミドを精製する工程

を 、 ４ 日 程 度 で 行

う、統合プラスミド

自動構築システムを

構築する。 

達成する見込み 

磁性ビーズを用いた

配列特異的 DNA 断片

除去法の開発 

（プレシジョン・シ

オ リ ゴ DNA を タ ー

ゲットにした配列特

異的回収法は開発で

きたが、ベクターを

磁性ビーズおよび反

応プロトコルの改良

を行い、48 断片以上

のベクターDNA 断片を

方法の開発にかなり

時間を要すると思わ

れるが、体制の変更

も行い、達成する見
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ス テ ム ・ サ イ エ ン

ス） 

ターゲットとした場

合は非特異的に磁性

ビーズがベクターお

よびインサートに吸

着してしまうため条

件の見直しが必要と

なっている。 

ハイスループットに

自動回収する技術を

完成させる。 

 

込み 

100 kb 超長鎖ＤＮＡ

合成技術の酵母染色

体への適応 

 （慶應義塾大学） 

酵母 III 番染色体を

完全にカバーするド

ミノを設計し完全に

カ バ ー す る ド ミ ノ

セットを得た。現在

ドミノ法で枯草菌に

組み込み中である。

50 kb の領域を大腸菌

から酵母へ接合伝達

法で導入できた。 

100kbp 以上の酵母染

色体を枯草菌ゲノム

から切り出し、酵母

に導入することによ

り目的とする野生型

の酵母 III 番染色体

との間でスワッピン

グが可能であること

を実証する。 

 

達成する見込み 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 

１．ハイスループット DNA 化学合成技術の開発（日本テクノサービス） 

 

平成２８年度に開発した 24 本型試作 1 号機を基に、96 本同時合成可能な試作 2 号機の開発

を行った。試作 2 号機では、200 塩基の比較的長い DNA を 20 時間以内に合成することが可

能であるが、合成のコストが 8.2 円/塩基と目標よりも高く、また、合成された DNA の正確

性に問題がある場合もあった。そこで、試作３号機用に、低コスト化に向けて、高速ス

イッチングバルブにて微量送液制御が可能な多チャンネル型送液機構の試作開発を行った。

その結果、合成された DNA の変異出現率が、0.2%（500 塩基に１塩基）に減少し、十分に実

用的なレベルの合成が可能となった。これにより従来外注していた DNA 配列を内製で調達

することが可能となった。 
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図 2.3.1.4-3 DNAA 化学合成装置試作機開発の進捗 

 

２．プラスミド自動構築装置の開発（神戸大学） 

 

 

図 2.3.1.4-4 新規二本鎖 DNA 合成法 

 

液体分注ロボットを用いて化学合成 DNA を自動的にアセンブルするシステムを開発した。

本システムでは、まず、１つの OGAB ブロック（750～1,000 bp）を構築する６本の DNA を

図 2.3.1.4.4 のように隣り合う２本の DNA を３個に分けて、それぞれを PCR により伸長し

（第一段階）、その後、その３つの溶液と両末端に設計したプライマーの１つの容器に統
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合後、オーバーラップエクステンション PCR を行う（第二２段階）ことで目的とする DNA

断片を調達する２段階 PCR 法である。どちらの PCR の反応条件も同じであるが、特に、PCR

のアニーリングのステップが多段化になっていることを大きな特徴としている。 

 

 

図 2.3.1.4-5 ロボットによる二本鎖 DNA 合成 

 

本システムにより図 2.3.1.4-5 に示すように DNA 受託合成会社から合成を拒否された難

易度の高い DNA６１個を同時合成したところ、全ての DNA が問題なく合成することに成功し

た。ここで得られた二本鎖 DNA を大腸菌のプラスミドベクターに連結し、形質転換するプ

ロセス、及び、得られた形質転換体からハイスループットに高純度のプラスミド DNA を精

製するプロセスも同じ液体分注ロボットにより構築した。これにより 48 個のプラスミドを

同時構築し、96 個のプラスミドを同時精製するハイスループットシステムを完成した。ま

た、化学合成 DNA に由来する変異導入率を 1/10 程度に減少する変異 DNA 校正方法を確立し

た。参画研究機関からの要請のあった多数の長鎖 DNA を構築した。 

 

３．磁性ビーズを用いた配列特異的 DNA 断片除去法の開発 (プレシジョン・システム・サ

イエンス) 

レセプター分子を磁性粒子に固定化する方法として SA 磁性粒子を使用した方法を検討し、

ベクターDNA とレセプター固定化磁性粒子が配列特異的に結合する反応条件を検討した。プ

ラスミド DNA のベクター配列を配列特異的にキャプチャーして除去する方法として、光ク

ロスリンク能を有する光応答性人工ヌクレオチドを利用した。光応答性人口ヌクレオシド

は、CNVK をオリゴヌクレオシドに組み込んだ場合、366nm の光照射により、相補鎖のチミ

ン塩基、シトシン塩基と共有結合での架橋が誘導され、強固な結合となる。この光応答性

人口ヌクレオシドをベクター配列キャプチャー用 Probe として利用し、キャプチャー用

Probe に付加したラベルを介して磁性ビーズによるベクターの回収を試みた。 
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図 2.3.1.4-6 配列特異的 DNA 断片回収法の概要 

 

 

図 2.3.1.4-7 配列特異的 DNA 回収の結果 

 

Probe 1 と完全相補な配列である合成オリゴヌクレオシド（ Probe-1 comp）に対し、

CNVK 組み込み Biotin ラベル各 Probe を反応させ回収試験を実施した（図 2.3.1.4-7 A）。

結果、磁性ビーズ分離後の上清に合成オリゴヌクレオシドが含まれていなかったのは、完

全相補な配列である Probe 1 のみであった。また、 Biotin ラベルされていない Probe-1 

comp は、磁性ビーズ分離後の上清に Probe- 1 comp が存在し、磁性ビーズによる配列特異

的な回収が示された。 
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OGAB ブロックの回収評価として、制限酵素で処理した pUC19 ベクターおよび Insert に

対し、CNVK 組み込み Biotin ラベル各 Probe を反応させ回収試験を実施した（図 2.3.1.4-7 

B）。結果、Biotin 化ラベルしていない Insert も回収されている様子があり、Beads が非

特異的に Insert に吸着していることが示された。 

 

４．100 kb 超長鎖 DNA 合成技術の酵母染色体への適応 

 

 

図 2.3.1.4-8 枯草菌による酵母染色体の合成と導入 

 

酵母第 III 染色体全長（315 kb）をカバーするドミノが必要である（図 2.3.1.4-8）。

必要なドミノを再設計し、Long PCR 法により全ての染色体領域をカバーする 22 個のドミノ

クローンの構築に成功した（図 2.3.1.4-9）。枯草菌へのドミノ法による組み込みにより、

最大で 80 kb の連続した領域の構築に成功した。現在、鋭意組み込みを継続中である。特

に cenIII 配列を含む 50 kb のクローンを大腸菌の接合伝達プラスミドに連結し、サッカロ

酵母に接合伝達法での導入に成功した。 

 

 

図 2.3.1.4-9 酵母 III 番染色体のドミノクローンの準備状況 
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(10) 成果の普及 

日本テクノサービス株式会社：2018 年度内、開発機構を搭載した装置を製品化。プレスリ

リースを予定している。 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 1 1 0 1 0 

2017 0 0 0 0 1 0 0 

2018 

*1 

0 

(2) 

1 

(1) 

0 

(4) 

0 

(2) 

0 

(2) 

3 

(3) 

0 

(0) 

2020 

*2 
5 2 11 4 4 4 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
1 

(1) 

0 

(1) 

0 

(0) 

2020 *2 0 0 2 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

日本テクノサービス株式会社： 30 年度（2018）試作 3 号機にて、送液機構に基づく送液プロ

グラムについてノウハウ化を検討している。 
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2.3.1.5 ハイスループット微生物構築・評価技術の開発 

 

担当機関：神戸大学 千葉大学 

 

(1) 背景と目的 

有用物質を高生産する微生物開発のための従来の方法では、①論文等の生物学的知見に基づく

改変ターゲット（酵素、タンパク質、代謝経路）の設定、②ターゲット遺伝子の構築、③形質転

換による菌株の作出、④生産性の評価、というスキームをトライ＆エラーで行い、このスキーム

を何十回・何百回と繰り返すため、～十数年という長い開発期間を要してきた。しかしながら、

激化する微生物での有用物質生産における世界との競争に打ち勝っていくためには、微生物の育

種開発期間を短縮することが一つの重要な課題となっており、Design-Build-Test-Learn（DBTL）

サイクルに代表される効率的かつ効果的な微生物ゲノムの設計技術とともにゲノム改変微生物を

高速に構築・評価できる技術が必須となりつつある。 

本事業では、情報解析技術を利用して有用物質の高生産微生物（スマートセル）を短期間で作

出するための技術開発を主たる目的としており、公開データを含む既知情報のみならず、公開情

報からは得られないデータをインハウスで独自に取得してモデルに反映することで、導出される

デザインの精度や正答率を向上させていけるかどうかが成否の鍵を握る。具体的には、① 多様

な菌株（DNA 形質転換株など）を多数構築し、② 生産性評価や高精度オーミクス解析によりモ

デル高度化に必要となるデータを取得し、③ 取得したデータと情報解析を用いて代謝モデル等

を高精度化していくことが重要な課題となる。 

そこで本研究開発項目では、モデル高度化に必要となる多様なデータを取得していくために、

形質転換体を高速に構築してその生産性を評価するためのハイスループットな微生物構築・評価

技術を開発する。本項目で開発する基盤技術は、モデル高度化に資するインハウスのデータを多

数取得するだけでなく、モデルから導出された設計を反映した改変微生物の構築・評価にも利用

できるため、モデルの有効性を検証することにも活用することができる。また、部分的に作業を

自動化（オートメーション）するシステムを構築していくことで、膨大な数の形質転換体の構築

や評価が可能となるため、モデル高度化に必要なデータを取得していく過程で、高生産微生物開

発に有用な発現遺伝子や破壊遺伝子も同時に選定することができる。このように、有用物質の高

生産微生物を作出する上でも極めて有効な情報を得ることが可能となることから、研究開発全体

を大きく加速して微生物の育種開発期間を大幅に短縮することに繋がることが期待される。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

従来の微生物育種方法では、数百株程度の菌株を構築して評価するだけでも相当の労力と時間

が必要となる。例えば、ケミカル法やエレクトロポレーション法による形質転換が一般的に行わ

れているが、操作の確実性は高いものの処理できる速度や検体数に限りがあり、通常では一度に

数株〜数十株程度を処理するのが限界である（表 2.3.1.5-1）。一方で、自動分注装置等を用い

たオートメーション法による形質転換法を確立できれば、一度に数百〜数千程度の形質転換体を

作出することが可能となる（表 2.3.1.5-1）。さらに作出された莫大な数の形質転換体について

生産性や生育等の性能を評価することが可能となれば、遺伝型との関連性や予測不能な有用因子

などの有益な情報を多数得ることができる。 
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Amyris や Ginkgo Bioworks などの微生物の菌株開発に特化したベンチャーのように自社で利

用できるオートメーションシステムをインハウスで構築している企業も複数存在しているが、そ

の技術の詳細やプロトコルについてはノウハウとしてオープンにされていない部分がほとんどで

ある。そのため、厳密な比較は難しいものの、本研究開発項目で開発するハイスループットな微

生物構築・評価技術は、情報解析やモデル高度化に必須となる莫大な数の形質転換体や生産性

データを独自の観点で選定して取得したり、高生産微生物開発に有用な発現遺伝子や破壊遺伝子

を選定するための国産技術として不可欠な技術となりうる。また、本事業内の長鎖 DNA 構築技術

や高精度なメタボローム・プロテオーム解析などの基盤技術と組み合わせることで、より独自性

の高いデータ取得も可能となってくる。本事業では、様々な標的化合物に対応していく必要があ

ることとコストパフォーマンスを重視して、完全にスキームを固定したフルオートメーションで

はなく、フレキシブルな対応が可能なセミオートメーション形質転換法とハイスループットな生

産性評価が可能な技術を開発することを目標とする。 

 

表 2.3.1.5-1  他技術との比較 

 処理速度 検体数 コスト 確実性 

ケミカル法 ◯ △ ◯ ◎ 

エレクトロポレーション法 △ × △ ◯ 

オートメーション法 ◎ ◎ ◯ ◯ 

 

中間目標値(H30) 

・ 微生物を自動で形質転換するために、自動分注機による 96 穴プレートに対応可能な自動

形質転換プログラムを確立する。 

・ 一度に〜数千株の評価が可能な生育もしくは吸光・呈色評価系と、200 サンプル/日程度

の分析を可能とするターゲット限定超高速定量分析メソッドを開発する。 

・ 生産性評価をさらにハイスループット化するために、目的の代謝産物（メタボライト）を

特異的に検知して遺伝子発現を引き起こす“メタボライトセンサ”を開発する。 

 

最終目標値（H32） 

情報解析システムを高度化することを目的として、ハイスループット自動形質転換・分析評

価法の運用とシステムの改良・拡張を行うことでインハウスのデータを多数取得する。 

 

(3) 全体計画 

本研究開発項目では、最低でも数百以上の菌株を一度に自動で構築できるハイスループット微

生物構築技術を開発する（神戸大学）。微生物を自動で形質転換するための自動分注機のプログ

ラムは一般に公開されていないことから、遺伝子組換え技術が確立されており、宿主微生物とし

ても広く使用されているモデル微生物を開発対象とする。具体的には、大腸菌と出芽酵母を宿主

として、96 穴プレートに対応可能なセミオートメーションによる自動形質転換プログラムを確

立する。 
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また、得られた形質転換体を高速かつ大量に評価できるハイスループット生産性評価技術も併

せて開発する（神戸大学）。スループットの高い評価系として、一度に数千株以上の評価が可能

な生育評価系もしくは吸光・呈色評価系の構築を行う。また、クロマトグラフや質量分析装置に

よる分析系として、200 サンプル/日程度の測定が可能な、標的代謝物を限定したハイスルー

プット分析システムを開発する。 

さらに、生産性評価技術のさらなるハイスループット化を目指すため、目的の代謝産物（メタ

ボライト）を特異的に検知して遺伝子発現を引き起こす“メタボライトセンサ”の開発を行う

（千葉大学）。これまで開発してきた独自の超高速遺伝子選抜系を駆使して、有価化合物への連

結点となる主要前駆体物質に対するセンサを開発することを目指す。 

 

表 2.3.1.5-2  全体計画 

事業項目 

28年度 29年度 30年度 

31年度 32年度 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

ハイスループット

微生物構築・評価

技術の開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ハイスループッ
ト微生物構築・

評価技術の運用
によるデータ取
得とシステムの

改良・拡張  

簡略化した形質

転換プロトコル
の開発 

自動分注プログラ

ムと長鎖 DNA 用形
質転換プロトコル

の開発  

再現性の高い形質転
換体培養技術と菌

株・データ管理法の
開発 

生育評価または

吸光・呈色評価
法の開発 

測定する代謝物の

リストアップと
ターゲットイオン

の測定  

ハイスルー

プット分析シ
ステムの開発  

代謝物セン

サの試作と
機能評価 

代謝物センサ

の進化工学的
改良技術の開

発 

改良型の代謝物
センサの開発  
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(4) 実施体制 

 

図 2.3.1.5-1 実施体制図 

 

(5) 運営管理 

半年に一度程度の頻度で全体会議および拠点会議（神戸拠点）をそれぞれ実施しており、各研

究テーマとの連携や互いの要望について議論を行なっている。また、神戸大内部では 2-3 ヶ月に

一度程度の頻度で報告会を実施しており、基盤技術間の連携を議論したり進捗を共有している。

研究テーマ内部では随時、進捗確認とミーティングを実施している。また、他機関を含む連携研

究機関とも、必要に応じてメールや TV 会議も活用しながら、1 回/週〜1 回/2 ヶ月程度の頻度で

情報交換や進捗確認を行っている。 

 

(6) 実施の効果 

本研究開発項目で開発するハイスループットな微生物構築・評価技術は、情報解析やモデル高

度化に必須となる莫大な数の形質転換体や生産性データを独自の観点で選定して取得できる国産

技術として重要な技術となる。また、長鎖 DNA 構築技術や高精度なメタボローム・プロテオーム

解析などの基盤技術と組み合わせることで本プロジェクト独自のデータを取得していく予定であ

るが、たとえば数千以上の候補菌株の中からより詳細に解析する特徴的な菌株をハイスループッ

トに選定する上でも必須の技術となる。本技術は、完全にスキームを固定したフルオートメー

ションではなくセミオートメーションシステムとしているため、コストパフォーマンスが高く、

様々な標的化合物に対してフレキシブルな対応が可能な技術となっている。さらに、情報解析や

モデル高度化に必要なのデータだけでなく、事業化を見据えた菌株開発における有用な発現遺伝

子や破壊遺伝子の選定においても膨大な数の形質転換体を評価できる極めて有効な手段となるこ

とから、研究開発全体を大きく加速することができる。 

 

(1)-5  微生物構築・評価

神戸大学（石井）
千葉大学（梅野）

(1)-4  長鎖DNA合成

神戸大学（柘植）、PSS、
日本テクノサービス、慶応大学

長鎖DNA 合成DNA

(2)  モデル構築・情報解析

神戸大学（荒木）、理研（白井）
産総研（油谷、亀田）

(1)-1  ゲノム・トランスクリプトーム解析

産総研（三谷）

(1)-2  メタボローム解析

神戸大学（蓮沼）、島津製作所

(1)-3  プロテオーム解析

大阪大学（松田）菌株

データデザイン

(3)  有効性検証

各企業

データ
技術運用
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

ハイスループッ

ト自動形質転換

技術の開発 

（神戸大学） 

微生物を自動で

形質転換するた

めに、自動分注

機による 96 穴プ

レートに対応可

能な自動形質転

換プログラムを

確立する。 

自動分注機によ

る 96 穴プレート

に対応可能な自

動形質転換プロ

グ ラ ム を 確 立

し、微生物をセ

ミ オ ー ト メ ー

ションで形質転

換できる技術を

開発した。 

◎ 

（前倒しで目標

を達成したた

め、大幅達成と

評価） 

ハイスループッ

ト自動形質転換

技術の運用によ

るデータ取得と

シ ス テ ム の 改

良・拡張 

ハイスループッ

ト評価技術の開

発 

（神戸大学） 

一度に〜数千株

の評価が可能な

生育もしくは吸

光・呈色評価系

と、 200 サンプ

ル/日程度の分析

を 可 能 と す る

ターゲット限定

超高速定量分析

メソッドを開発

する。 

一度に〜数千株

の評価が可能な

吸光・呈色評価

系および 96 穴

ベースでの生育

評価系と、100〜

200 サンプル/日

の分析が可能な

標的代謝物を限

定 し た ハ イ ス

ループット分析

メソッドを開発

した。 

○ 

（2019 年 1 月達

成予定） 

ハイスループッ

ト評価技術の運

用によるデータ

取得と、新たな

標的化合物に対

するメソッド拡

張・改良 

メタボライトセ

ンサの開発 

（千葉大学） 

生産性評価をさ

らにハイスルー

プット化するた

めに、目的の代

謝産物（メタボ

ライト）を特異

的に検知して遺

伝子発現を引き

起こす“メタボ

ライトセンサ”

を開発する。 

目的の代謝産物

（ メ タ ボ ラ イ

ト）を特異的に

検知して遺伝子

発現を引き起こ

すことで生産性

評価をさらにハ

イスループット

化することが可

能な“メタボラ

イトセンサ”を

開発した。 

○ 

（2019 年 1 月達

成予定） 

メタボライトセ

ンサの運用によ

る デ ー タ 取 得

と、新たな標的

化合物に対する

センサの拡張・

改良 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

ハイスループット微

生物構築・評価技術

の開発 

ハイスループット自

動形質転換とメタボ

ライトセンサを含む

分析評価の基盤とな

る技術を確立し、こ

れらの運用が可能な

体 制 を 整 え つ つ あ

る。 

情報解析システムを

高度化することを目

的 と し て 、 ハ イ ス

ループット自動形質

転換・分析評価法の

運用とシステムの改

良・拡張を行うこと

でインハウスのデー

タを多数取得する。 

ハイスループット自

動形質転換とメタボ

ライトセンサを含む

分析評価の基盤とな

る技術を確立してお

り、これらの本格運

用を開始することで

インハウスのデータ

取 得 を 行 う と と も

に 、 シ ス テ ム を 改

良・拡張するための

ノウハウを蓄積でき

る見込み。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

本委託事業では、情報解析やモデル高度化に必須となる莫大な数の形質転換体や生産性データ

を取得することのできるハイスループット微生物構築・評価のための基盤技術を確立することを

目的といて、1.ハイスループット自動形質転換技術の開発、2.ハイスループット評価技術の開発、

3.メタボライトセンサの開発に取り組んだ。以下に研究開発の詳細を記す。 

 

1. ハイスループット自動形質転換技術の開発（神戸大学） 

情報解析やモデル高度化には莫大な数の形質転換体を評価してデータを取得することが重要で

ある。また、事業化を見据えた菌株開発においては、膨大な数の形質転換体を作出・評価して有

用な発現遺伝子や破壊遺伝子を選抜することも極めて重要な開発要素となる。そこで、本委託事

業では最低でも数百以上の菌株を一度に自動で構築できるハイスループット微生物構築技術を開

発することを目指した。微生物を自動で形質転換するための自動分注機のプログラムは一般に公

開されていないため、遺伝子組換え技術が確立されており、宿主微生物としても広く使用されて

いる大腸菌と出芽酵母を宿主として、96 穴プレートに対応可能なセミオートメーションによる

自動形質転換プログラムを確立することを目標とした。 

セミオートメーションによる自動形質転換プログラムを確立するために、図 2.3.1.5-1 に示す

自動分注装置（EDR-384 SX：バイオテック社）を使用した。出芽酵母と大腸菌において、それぞ

れケミカルコンピテントセル調製法を改変した形質転換方法を開発し、96 穴フォーマットで形

質転換体を取得可能なセミオートメーションによる自動分注プログラムを構築した（図

2.3.1.5-2）。 

これらのハイスループット自動形質転換のためのセミオートメーションによる基盤技術を確立

したことにより、一度に数百〜数千以上の酵母・大腸菌の形質転換体を作出することが可能とな

り、情報解析やモデル高度化に必要な膨大な数の形質転換体を準備できる体制が整った。 
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図 2.3.1.5-1 セミオートメーションによる自動形質転換プログラム構築に用いた自動分注装置 

 

図 2.3.1.5-2 自動形質転換プログラムを用いた 96 穴フォーマットでの酵母（左：β-カロテン

生産プラスミド）と大腸菌（右：GFP 発現プラスミド）の形質転換体の作出 

 

2. ハイスループット評価技術の開発（神戸大学） 

上記のハイスループット自動形質転換技術を用いて得られる形質転換体は、一度の作業で数百

〜数千以上の数になるため、これらを高速かつ大量に評価できるハイスループット生産性評価技

術が必要となる。特にスループットの高い系として、付加価値および市場ニーズともに比較的高

い化合物としてカロテノイド色素を標的とした評価系を構築することにした。スキャナによる形

質転換体の画像取得と画像解析ソフトを利用したカラー値解析により色素生産量を間接的に見積

もることのできる呈色評価系を開発し、数千株以上の評価が可能なシステムを構築した（図

2.3.1.5-3）。また、菌体を 96 穴ベースで破砕する方法を検討することで吸光による色素生産量

の間接評価系と、同様に 96 穴ベースで生育速度をモニタできる評価系も併せて構築した。さら

に、クロマトグラフ/質量分析装置のカラムや分析メソッドを検討して、いくつかの特定の標的

代謝物を対象に 100〜200 サンプル/日の定量が可能なハイスループット分析メソッドも構築した。 
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開発したハイスループット評価技術と前述のハイスループット自動形質転換技術を合わせるこ

とで、本プロジェクトで標的としている主要な化合物について大量の形質転換体の生産性データ

を取得できる準備もほぼ整いつつあり、今後のデータ取得に向けて順調に研究が進捗している。 

 

図 2.3.1.5-3 画像解析によるカロテノイド色素生産量の呈色評価系 

 

特許準備中のため秘匿 

 

3. メタボライトセンサの開発（千葉大学） 

上述のハイスループット評価技術では、本プロジェクトで事業化を目指す化合物を主な分析対

象としており、現時点において直ちに活用することを前提とした現実的な路線でのハイスルー

プット分析手法の開発を進めている。一方で、より汎用性が高く、生産性評価のさらなるハイス

ループット化が期待できる将来を見据えた技術として、目的の代謝産物を特異的に検知して遺伝

子発現を引き起こす“メタボライトセンサ”の開発も並行して進めた。 

自然界には，さまざまな代謝物に応答する転写因子が知られている。これらの制御下に GFP や

ルシフェラーゼなどの遺伝子を挿入することによって，細胞内部の代謝物濃度を蛍光・発光など

の強度として読み出すことができる「バイオセンサ」が構築できる。これらは，代謝工学や微生

物育種において不可欠なスクリーニングツールとして非常に重要である。しかし，すべての重要

な代謝物についてこのような系が構築できるわけではない。本研究では，この転写因子型バイオ

センサの標的代謝物の拡張を実現するために，新規な２つのバイオセンサ構築技術の開発，応用

を試みた。 

 

[1] 見るための生合成経路の設計による代謝物センサのラインナップ拡大 

多くの代謝物は，それを直接のリガンドとする転写因子を持たないが，その一方で，標的とな

る分子が幾つかの酵素ステップを踏めば，転写因子の標的分子として知られる化合物に変換でき

ることもある。この酵素変換を実現する「人工経路」さえ敷設してしまえば，天然の転写因子/

レポータ遺伝子を用いて，間接的に標的化合物をハイスループット検知・定量できる（図

2.3.1.5-8） 

スキャナによる画像取得

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1.45 1.48 1.47 1.47 1.44 1.06 1.47 1.52 1.45 1.48 1.35 1.47 

B 1.27 1.52 1.37 1.49 1.49 1.32 1.52 1.37 1.49 1.41 1.45 1.45 

C 1.46 1.50 1.48 1.51 1.56 1.49 1.49 1.52 1.45 1.45 1.44 1.42 

D 1.48 1.45 1.36 1.54 1.50 1.47 1.40 1.51 1.45 1.42 1.50 1.44 

E 1.51 1.46 1.47 1.26 1.35 1.56 1.42 1.41 1.44 1.47 1.44 1.36 

F 1.52 1.54 1.54 1.49 1.47 1.55 1.46 1.48 1.43 1.43 1.51 1.46 

G 1.54 1.50 1.49 1.49 1.47 1.50 1.43 1.41 1.48 1.39 1.47 1.39 

H 1.47 1.46 1.42 1.50 1.09 1.48 1.39 1.42 1.44 1.38 1.35 1.39 

数値化・データ化
＋

416-blue 426-blue
m in m ax m in m ax

1 140 255 194 255
2 139 255 198 255
3 141 255 190 255
4 143 255 195 255

5 140 255 202 255
6 138 255 185 255
7 143 255 154 255
8 141 255 189 255
9 140 255 196 255

10 143 255 173 255
11 138 255 203 255
12 138 255 185 255
13 145 255 177 255

14 143 255 165 255
15 146 255 184 255
16 145 255 193 255
17 145 255 185 255

18 139 255 190 255
19 143 255 182 255
20 145 255 169 255
21 144 255 178 255
22 146 255 174 255
23 147 255 177 255
24 143 255 165 255
25 145 255 193 255
26 145 255 197 255
27 147 255 190 255
28 146 255 203 255
29 144 255 195 255
30 147 255 203 255

31 148 255 190 255
32 144 255 200 255
33 146 255 195 255
34 143 255 197 255
35 145 255 197 255
36 144 255 174 255
37 144 255 181 255
38 146 255 204 255
39 145 255 203 255
40 143 255 199 255
41 145 255 205 255
42 144 255 176 255

43 144 255 189 255
44 141 255 182 255
45 143 255 187 255
46 141 255 186 255

47 148 255 163 255
48 139 255 191 255
49 146 255 181 255
50 144 255 201 255

51 140 255 138 255
52 147 255 202 255
53 148 255 181 255
54 144 255 195 255

55 143 255 200 255
56 140 255 188 255
57 142 255 170 255
58 142 255 205 255
59 146 255 199 255

60 141 255 193 255
61 144 255 182 255
62 143 255 199 255
63 145 255 180 255

64 146 255 187 255
65 140 255 196 255
66 146 255 174 255
67 148 255 189 255
68 146 255 179 255
69 147 255 188 255
70 144 255 208 255
71 143 255 207 255
72 139 255 197 255
73 140 255 194 255
74 142 255 191 255
75 144 255 195 255
76 145 255 166 255
77 144 255 191 255
78 147 255 180 255
79 146 255 188 255

80 146 255 183 255
81 145 255 181 255
82 147 255 179 255
83 144 255 151 255

84 143 255 166 255
85 140 255 189 255
86 140 255 190 255
87 142 255 192 255
88 144 255 198 255

89 137 255 203 255
90 141 255 196 255
91 139 255 202 255
92 144 255 191 255

93 143 255 183 255
94 145 255 172 255
95 144 255 168 255
96 137 255 193 255

ave. 143.3854 187.3333
stdev 2.720944 13.03175

画像解析によるカラー値評価
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図 2.3.1.5-8 見るための生合成経路の設計による代謝物センサの概念図 

 

世界中で「みることのできる代謝物」のラインナップの拡張が目指されているが，多くのプロ

ジェクトでは，転写因子のリガンド結合ドメインの再構築による，新規センサタンパク質の創出

が試みられている。これらの研究は，基本的に天然の標的分子に似た化合物にしか適用できない

のみならず，得られたセンサの標的特異性が低いことがしばしば問題となる。これに対して，上

記「みるための生合成経路」設計による標的代謝物の拡張では，天然の特異性高いセンサをその

まま使う利点がある。転写因子型センサの標的となることが知られている化合物・代謝物の

Comprehensive なリストが整備できれば，M-path をはじめとする経路予測ツールなどを駆使して，

蛍光/一細胞モニタリングできる代謝物の数は飛躍的に拡大することができると期待される。 

 

特許準備中のため秘匿 

 

[2] センサの新しい創出原理を用いた代謝物センサの高速開発 

多くの代謝物は，それを直接のリガンドとする転写因子を持たないが，代謝物である以上，そ

れに特異的に結合して下流の代謝物に転化する酵素は知られていることが殆どである。もしこれ

らをセンサの「素子」として流用する普遍的技術が確立できれば，もはや「天然のセンサの不在

問題」は解消し、殆ど任意の代謝物を「見える化」（蛍光出力などでハイスループット検出/定

量）できるに違いない。再委託先の千葉大学がごく最近開発した技術では，レセプタタンパク質

と標的分子との結合を，ほかのタンパク質の機能の有無として読み出すことができる（図

2.3.1.5-11）。 

 

図 2.3.1.5-11 センサの新しい創出原理を用いた代謝物センサの高速開発のイメージ図 

 

この検出原理は，結合による安定化効果の可視化に基づくものであり，酵素と基質の「結合イ

ベント」も読み出せることが期待される。つまり，他の方法では標的化が困難であった代謝物で
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も，それを基質とする酵素さえあれば，それを素子とした迅速なセンサの設計・試作が可能とな

る。そこで，本プロジェクトで事業化を目指す化合物群に対するセンサの加速的供出のため，

2018 年 7 月から，約 1 年間の年限を打って，本技術を転用したメタボライトセンサの開発研究

を実施することにした。実際，加速期間をまたずして，幾つかの酵素を素子としたセンサが完成

しており，本技術は酵素をもセンサ素子として用いることが可能であることが明らかとなってい

る。これから，芳香族アミノ酸，そしてイソプレノイド前駆体を直接標的とするセンサの開発を

実施してゆく予定である。最終的な目標として，本プロジェクトで事業化を目指す代謝物の前駆

体レベルをひとつの出力フォーマット（蛍光など）でハイスループットにスコア化・レポートす

るバイオセンサの開発とラインナップ化を行い，その増産効果をもたらす遺伝子や変異体，宿主

の探索取得を可能とすることである。 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付

き 
その他 

学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等へ

の掲載 

展示会

への出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(2) 

1 

(1) 

0 

(0) 

2020 *2 4 0 6 1 2 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(2) 

2020 *2 6 1 3 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.1.6 長鎖 DNA、ゲノム合成技術と自動化システムの開発 

 

担当機関：東京大学、Spiber 株式会社 

 

(1) 背景と目的 

本研究開発課題では微生物による有用物質生産のために、高リピート配列を含む DNA を高効率か

つ安価にアセンブリ・選抜する技術を開発し「高速にデザインされた全ゲノムや遺伝子群を全自

動で合成する」システムの開発に貢献する。NEDO プロジェクト「植物等の生物を用いた高機能

品生産技術の開発」の研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」

における遺伝子合成関連研究開発プロジェクトと連携し、相乗効果的な研究開発成果を挙げると

ともにその有用性を実証する。 

 

現在、長鎖 DNA 合成とクローニングは、いずれも短鎖 DNA のアセンブリ反応からはじまる。一方

で、アセンブリ反応効率自体が必ずしも高くないために、反応産物から目的産物をクローン化す

る必要がある。通常はアセンブリ反応産物によって微生物細胞の形質転換を行い、細胞クローン

を無作為かつ大量に単離、正しいアセンブリ産物を持つ細胞クローンを同定し、そこから目的の

DNA を回収する。しかしながら、長鎖 DNA やリピート配列を含む DNA のアセンブリ効率は必ずし

も高くなく、大量の細胞クローンの単離とそれらがもつ DNA の同定を必要とすることが長鎖 DNA

合成におけるボトルネックである。自動化技術においても同様の課題がその拡張性のハードルと

なる。本事業では Spiber 株式会社が無細胞系によって高効率に DNA をアセンブリする技術およ

び高リピート配列を高精度でアセンブリする技術を開発し、東京大学が DNA 分子バーコード技術

と長鎖 DNA シークエンシング技術によって、大量かつ無作為な細胞クローンの単離と同定を必要

とせずに、高効率に目的のアセンブリ反応産物のみをクローニングする技術を開発する。これら

の技術群を組み合わせることによって長鎖 DNA 合成技術の底上げを図る。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

有用微生物ゲノムや人工遺伝子のデザイン、合成とそれらの機能の試験サイクルを素早く繰り返

すことで高機能物質生産を行う際、DNA 合成がそのプロセスのボトルネックであってはならない。

現時点では特に、全ゲノムレベルの DNA 断片の全自動合成とその並列化技術の開発が喫緊の課題

である。人工的に設計された長鎖 DNA を合成するためには、化学合成された DNA 断片のアセンブ

リとその評価が不可欠である。長鎖 DNA アセンブリ法として有効なものには出芽酵母細胞を用い

た Gap Repair Cloning 法や枯草菌を用いた OGAB 法が知られているが、長鎖 DNA アセンブリ及び

その自動化をさらに効率化するためには、これらの技術に利用する DNA 断片をある程度の長さに

し、安価かつより単純な手法でアセンブルでき、従来技術では困難である高リピート配列を含む

DNA 断片も合成可能な技術が必要である。 

 

本研究開発課題では、Spiber 社がさらに高効率・低コストの DNA アセンブリ技術を樹立させる。

特に細胞を用いずに酵素反応のみによって 100 程度の化学合成された DNA 断片をアセンブルする

技術、高リピート配列を高効率でアセンブルする技術を確立する。また現在の DNA クローニング

技術では、 アセンブリ反応産物から正しくアセンブルされた DNA 分子を単離するために、これ
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らを細胞クローンの形で複数（場合によっては大量に）分取、それぞれを DNA シークエンシング

によって評価し、正しくアセンブルされた DNA 分子を含む細胞クローンを同定する必要がある。

東京大学は DNA アセンブリをこのようなプロセスから解放するために、DNA アセンブリ反応産物

の全ての分子を DNA バーコードで標識し、ナノポアシークエンシングなどの長鎖 DNA シークエン

シング技術を利用して夾雑物の含まれるアセンブリ反応産物を DNA バーコードとともに高速に評

価することで、目的の DNA バーコード（と目的のアセンブリ反応産物）を保持する細胞クローン

を蛍光ラベル化して単離できる手法を開発する。 

 

最終目標（H30 年度） 

①無細胞系で高効率且つ安定的に数十断片以上を連結する技術の開発（Spiber 株式会社） 

試験管内で高効率且つ安定的に数十断片以上を連結するの汎用性実証試験、改良研究開発を進め

る。2,000 塩基程度 50 種類以上の DNA について、化学合成された短鎖 DNA オリゴマー（50〜100

塩基程度）から無細胞系酵素反応によって高効率な DNA アセンブリが可能であることを実証する。 

 

②リピート配列を持つ長鎖 DNA の安定的な DNA アセンブリ技術の開発（Spiber 株式会社） 

高リピート配列を含む 10,000 塩基程度の遺伝子について、5 つの DNA 断片の高効率アセンブリ

反応を 3 回階層的に繰り返し、計 125 断片のアセンブリによって技術実証を行う。また、プロセ

ス全自動化のために DNA サイズセレクションを必要としない階層的 DNA アセンブリ技術を達成す

る。 

 

③細胞クローンの高速スキャニング技術（東京大学） 

DNA バーコード化されたアセンブリ反応産物 1,000 クローン混合した試料から Clone Select 法 1

回によって任意の DNA バーコードを持つクローンを感度 50%以上、特異度 80%以上で単離する反

応系を確立する。これによって、DNA アセンブリ反応後、個別のアセンブリ反応産物クローンの

単離とシークエンシングによる評価プロセスを排除し、これを長鎖 DNA シークエンシング法によ

るアセンブリ反応産物の一斉評価と目的のアセンブリ反応産物に紐付いた DNA バーコードを持つ

細胞クローンを単離するというプロセスに切り替えるための基礎技術とする。 

(3) 全体計画 

研究開発項目 

 

第 1 年度 

(H29 年度) 

第 2 年度 

(H30 年度) 

  前 後 前 後 

① 無細胞系で高効率且つ安定的に数十断片以上を連結する技術の

開発 

（Spiber 株式会社） 

    

② リピート配列を持つ長鎖 DNA の安定的な DNA アセンブリ技術の

開発（Spiber 株式会社） 

    

③ 細胞クローンの高速スキャニング技術（東京大学） 
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(4) 実施体制 

 

 

 

 

 

                   

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

年 4 回研究進捗報告会を開催することで進捗状況の共有と研究戦略の改訂を行っている。 

 

(6) 実施の効果 

1 遺伝子アセンブリの現状コストを合成コスト＋評価コスト（500 円/クローン×平均 100 クロー

ン）とした場合、月産 1,000 遺伝子を前提とするパイプラインにおいては、アセンブリの効率化

による必要なクローン評価数の低減と超並列クローン評価パイプラインの樹立によって、評価コ

ストを 1/1,000 とすることを期待できる（月 5,000 万円のコスト削減）。  

 

  

ＮＥＤＯ  
研究開発責任者 

・東京大学 

・准教授 

・谷内江 望 

指示・協

議 

東京大学（准教授・谷内江 望） 

・実施場所：先端科学技術研究センター（東京都目黒区） 

・研究課題： ③細胞クローンの高速スキャニング技術 

Spiber 株式会社（取締役兼執行役・菅原 潤一） 

・実施場所：本社研究棟（山形県鶴岡市）  

・研究課題：  ①無細胞系で高効率且つ安定的に数十断片以上を連結す

る技術の開発 

   ②リピート配列を持つ長鎖 DNA の安定的な DNA アセンブリ

技術の開発 

委託 
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(7)、(8) 最終目標の達成可能性 

 

 研究開発項目 最終目標 現状 達成見通し 

① 無細胞で高効率且つ安

定的に数十断片以上を

連結する技術の開発 

（Spiber 株式会社） 

2,000 塩基程度 50

種類以上の DNA アセ

ンブリによって技術

の汎用性デモンスト

レーションを達成す

る。 

10 種類の DNA アセン

ブリについて汎用的

にアセンブリ可能な

反応条件の最適化が

完了した。 

50%。アセンブリ反

応自体は順調に進ん

でいるが、10 種類

の DNA アセンブリを

進め、本手法と既存

の PCR 法による最適

化を進めるなかで、

本手法の進歩性が認

められない可能性が

出てきた。 

② リピート配列を持つ長

鎖 DNA の安定的な DNA

アセンブリ技術の開発

（Spiber 株式会社） 

高リピート配列を含

む 10,000 塩基の遺

伝子を 5×5×5 断片

の階層的アセンブリ

によって合成する。 

25 種の 5 断片アセン

ブリが完了し、2 階層

目のアセンブリを開

始した。 

75%。順調にアセン

ブリ作業が進んでお

り、2 階層目のアセ

ンブリまでは完了す

る 見 込 み 。 10,000

塩基の DNA 産物を得

る 3 階層目のアセン

ブリはクローニング

の観点からも挑戦的

なものとなる。 

③ 細胞クローンの高速ス

キャニング技術 

（東京大学） 

1,000 クローン混合

試料から任意の DNA

バーコードを持つク

ローンを感度 50%以

上、特異度 80%以上

で単離する。 

哺乳動物で目的の DNA

バーコードを単離で

きることを示し、酵

母細胞においても目

的の DNA バーコード

をもつ細胞を特異的

に蛍光ラベリングで

きることを示した。 

90%。哺乳動物細胞

における実験におい

ても 100 クローン混

合サンプルから目的

のクローンを単離す

ることに成功し、酵

母での同様の結果が

得られる見込みがあ

るが、複雑性の高い

集団から目的の感度

と特異度で単離でき

るかが課題である。 
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(9) 研究開発の成果と意義 

研究開発の成果 

①無細胞で高効率且つ安定的に数十断片以上を連結する技術の開発（Spiber 株式会社） 

無細胞系において 80 断片程度の短鎖 DNA をアセンブリすることによって 3,000 塩基程度の大腸

菌プラスミド DNA を試験管内で構築できることを示した（図 1）。本研究開発項目ではこれまで

に本技術の汎用化を目指し、2,000 塩基程度の DNA アセンブリを 10 例程度実施した。最終目標

である 50 例実施の達成については問題がない一方で、反応を最適化する課程において汎用的な

観点から本手法が従来の PCR 法を用いた短鎖 DNA アセンブリと比較して進歩性が大きい訳ではな

い可能性が出てきた。本技術については開発の停止も視野に入れつつさらに検討を進めることと

している。 

 

 

図 1 無細胞系における 80 断片の DNA アセンブリ。a) 20 断片毎にアセンブリしたものを 4 断片

得る。b) 得られた 4 断片はさらに PCR 反応によって 2 段階の連結を得て、全て連結される。 

 

②リピート配列を持つ長鎖 DNA の安定的な DNA アセンブリ技術の開発（Spiber 株式会社） 

開発手法によって、計画通り順調に 5 断片のアセンブリ計 25 種類を達成した。さらに 5 断片ア

センブリ産物の 2 階層目のアセンブリを実施している。また Golden Gate 法と並列に同アセンブ

リを実施した結果、Golden Gate 法よりも高効率のリピート配列アセンブリが観察された。 

 

③細胞クローンの高速スキャニング技術（東京大学） 

はじめに哺乳動物細胞をもちいた原理証明実験によって、開発中の特定の DNA バーコードを保持

する細胞を単離する手法が高い感度と特異性をもった技術であることを示した。約 100 種類の異

なる DNA バーコードをレンチウィルスによって HEK293Ta 細胞に導入後、目的の DNA バーコード

を保持する細胞クローンを蛍光ラベル化（EGFP 発現）し、蛍光ラベル化された細胞をフローサ

イトメトリーセルソーティングによって単離する実験を 16 の DNA バーコードについて 繰り返し

た。その結果、15 回において目的の DNA バーコードが最も濃縮された DNA バーコードとして得

られた。さらに出芽酵母においても同様の手法の実装を進めた。3 種類のバーコードを保持する

出芽酵母細胞を準備し、特定の DNA バーコードがラベル化される条件化で 3 種類全ての細胞のラ

ベル化を試みた場合、目的の DNA バーコードのみが特異的にラベル化されることを示した。出芽

酵母においては、哺乳動物細胞より高い感度と選択性が期待されることから、1000 クローン程

度の混合から目的の DNA バーコードを保持する出芽酵母細胞を効率良く単離する技術（最終目標）

が達成できる可能性が高い。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2017 1 3 7 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(未定) 

0 

(未定) 

10 

(未定) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

3 件（準備中） 
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2.3.1.7 細胞の反射光・自家蛍光を用いたハイスループット評価技術の研究開発  

 

担当機関：筑波大学、ニコンインステック  

 

(1) 背景と目的  

物質生産性などの代謝変化を一細胞レベルで分析・評価出来る技術を開発すること

で、革新的ハイスループット一細胞分析・評価システムの基盤構築を行う。これまで、

目的物質高生産菌の取得には、育種（形質転換等）を施した形質転換体を単離し９６

穴プレートなどで培養し、代謝産物を定量分析するため、煩雑な機器（操作）と多く

の時間がかかっている。そのためにハイスループットスクリーニング（ HTS）が米国を

中心に発展してきた。現在、ロボット工学を取り入れた HTS 自動化システムかが主流

になっている。しかし、それらは培養・代謝物解析などの一連の流れを小型化・自動

化したにすぎない。つまり、HTS の中からヒットする細胞（およびその細胞が産生する

代謝物）を選択するには培養を介さざるをえないのが現状である。  

本課題では、目的物質高生産による細胞内の代謝の変化を非破壊で一細胞を評価す

ることを目指す。よって、培養を介さずあるいは細胞が混合のまま高生産菌を確認す

ることが出来、飛躍的時間短縮のみならず、一細胞で評価が可能となることから、こ

れまでの HTS から次元の異なる革新的次世代ハイスループット評価技術の基盤となる

ことが期待される。  

さらに、本事業の成果は、得られた細胞ごとの自家蛍光プロファイルのでータベー

ス化（リファレンスとして利用）につながる。つまり、微生物自家蛍光でータのでー

タベース構築のための国際規格策定に資することが期待される。  

以上、本課題のゴールイメージは、培養を介さず一細胞レベルで有用株を見出す非

破壊評価系を構築することで、革新的次世代ハイスループット細胞評価技術の基盤創

製を行うことである。  

 

(2) 位置付け、目標値  

自家蛍光パターンを目印として異なる代謝などの性質をもった細胞を見分ける新

しい手法「 Meta-Spectral Imaging 法」（特願 2016-249896）を利用して、物質生産性

などの代謝変化を一細胞レベルで分析・評価出来る技術を開発することで、革新的ハ

イスループット一細胞分析・評価システムの基盤構築を行う。細胞内のタンパクや代

謝産物は様々な種類・強弱の自家蛍光を発しており、それらを総合した各細胞の自家

蛍光パターン（面）が細胞の代謝を表現する“指紋”として機能することを見いだし

ており、よって、一細胞ごとの非破壊評価が可能となる。通常の蛍光イメージングで

は、細胞内の様々な物質から発せられる蛍光を分離することができず、これらが混合

した光の強弱だけを測定しており、結果として、細胞内の特徴となる蛍光波長のパタ

ーンを捉えることが出来なかった。  

これに対して、本技術では蛍光を色（波長）ごとに分離することで、個々の物質に

由来する蛍光を検出し、さらにその励起波長を少しずつ変えながら行うことで、一細

胞から発せられる様々な種類の蛍光を網羅的にスキャンできるのが特色である。その
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結果、細胞内のタンパクや代謝産物を総合した自家蛍光パターンを面として捉えるこ

とが出来、細胞の物質生産の強弱の判定が細胞を殺さずに培養を介さず行う事が可能

となった。本研究では、この手法を有用微生物のハイスループットスクリーニングに

応用するための基盤を創製する。具体的には、微生物変異株を用いたシステム評価系

の構築、３次元画像処理評価系の構築、多点選択的スキャン制御の開発を行うことで、

「 Meta-Spectral Imaging 法」の高速化と高感度化を図り、ハイスループット一細胞

分析・評価システムの基盤構築を行う。  

 

①微生物変異株を用いたシステム評価系構築のための情報収集とマーカー開発（担

当：筑波大学）  

システムの有効性を検証するために、すでに本「植物等の生物を用いた高機能品生

産技術の開発」（以下、「スマートセル PJ」と略す）で使用されている微生物を使用し

研究を進める。具体的には、酵母において脂質生産性が変化した変異株と、大腸菌に

おいてアミノ酸生産性が変化した変異株を用いる。１年目には、生産性が大幅に異な

るもの、すなわち非生産株と過剰生産株を用いる。生産性が大幅に異なるものを用い

て、自家蛍光パターンに現れる有用物質生産性の特徴を把握する。  

３次元空間中に分布する細胞一つ一つの自家蛍光パターンを観測して記録する。こ

れは共焦点顕微鏡を用いて特殊なスキャン（断層撮影）をして得る。具体的には自家

蛍光パターンを観測するために、複数の励起波長で順番に細胞を照明し、それぞれの

励起波長について戻ってきた蛍光の強さと波長つまりスペクトルを記録する。特別に

作成した顕微鏡制御アルゴリズムを用いて、この際に同時に共焦点反射顕微鏡法を用

いて細胞の位置情報も記録する。  

２年目には、各種有用物質の生産能が段階的に異なる変異株群について進める。  

その他、本事業はスマートセル PJ の既存の各開発テーマにおける発現制御技術開発な

どの細胞育種に柔軟に対応したい。  

 

（平成３０年度目標）  

  各種有用物質の生産能が段階的に異なる変異株群を用いて、生産性のより微妙な

違いが自家蛍光パターンに与える影響を検証し、現状のシステムで達成可能な判

別解像度を明らかにする。  

 

②３次元画像処理評価系の構築（担当：筑波大学）  

顕微鏡制御ソフトウェアの評価のために、３次元共焦点画像データから自家蛍光を

一細胞レベルで取得して機械学習で解析する画像処理評価系を構築する。具体的には

まず共焦点反射顕微鏡法を用いて得られた細胞の位置情報を利用して、個々の細胞の

内部から発せられた蛍光のスペクトルを抽出し、細胞ごとに発している蛍光を網羅的

にカタログ化する。このプロセスは顕微鏡撮影の後に画像解析として行う。識別を行

うためには、機械学習モデルを訓練するフェイズ（学習フェイズ）では、予めカテゴ

リ分けされた自家蛍光パターン（教師データ）を与えて訓練する。判別フェイズでは、

与えられた未知の一細胞自家蛍光パターンがどのカテゴリに属するかを識別させる。
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また上記①で有用物質生産性の変異株群を用いて、顕微鏡制御ソフトウェアの実用性

を検証し、チューニングを進め完成させる。  

 

（平成３０年度目標）  

  ３次元空間中に分布する細胞一つ一つの自家蛍光パターンを再構築する。  

 

③多点選択的スキャン制御の開発（担当：株式会社ニコンインステック）  

Nikon で iPSC で実績のある早期識別ソフトウェア CLQ をベースに対象微生物向けに

機械学習を実施することにより、視野内の細胞の９０％から自家蛍光と形態の情報を

抽出することを目指す。  

 

(3) 全体計画  

事業項目  平成 29 年度  平成 30 年度  

第 1 

四 半

期  

第 2 

四 半

期  

第 3 

四 半

期  

第 4 

四 半

期  

第 1 

四 半

期  

第 2 

四 半

期  

第 3 

四 半

期  

第 4 

四 半

期  

① 微 生 物 変 異 株

を 用 い た シ ス テ

ム評価系の構築   

 

 

 

② 3次 元 画 像 処 理

評価系の構築  

 

 

 

③ 多 点 選 択 的 ス

キ ャ ン 制 御 の 開

発  

 

 

   

 

 

① -1 

① -2 

 

 

 

 

② -1 

 

 

 

 

③ -1 

③ -2 

 

    

 

 

 

① -3 

 

 

 

 

② -2 

 

 

 

 

 

 

③ -3 

 

 

①の実施内容  

システムの有効性を検証するために、すでに本 NEDO プロジェクトで使用されている油

脂酵母あるいは大腸菌などを使用し、各種自家蛍光パターンを共焦点顕微鏡を用いた

特殊なスキャン (断層撮影 )をして得る。 2 年目は、さらに生産性のより微妙な違いが
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自家蛍光パターンに与える影響を検証する。  

平成 29 年度目標  

①−１  酵母において脂質生産性が変化した変異株を用いて、自家蛍光パターンに現れ

る有用物質生産性のマーカーを把握する。  

①−２  大腸菌においてアミノ酸生産性が変化した変異株を用いて、自家蛍光パターン

に現れる有用物質生産性のマーカーを把握する。  

平成 30 年度目標  

① -３  各種有用物質の生産能が段階的に異なる変異株群を用いて、生産性のより微妙

な違いが自家蛍光パターンに与える影響を検証する。  

 

②の実施内容  

顕微鏡制御ソフトウェアの評価のために、３次元共焦点画像データから自家蛍光を一

細胞レベルで取得して機械学習で解析する画像処理評価系を構築する。  

平成 29 年度目標  

②−１  3 次元空間中に分布する細胞一つ一つの蛍光スペクトルを取得する。   

平成 30 年度目標  

②−２  3 次元空間中に分布する細胞一つ一つの自家蛍光パターンを再構築する。   

 

③の実施内容（担当：株式会社ニコンインステック）  

 選択的範囲に特化した励起を可能にする制御系の開発と、微生物の形態・スペクト

ラム・微生物間のデータベース構築の関連ソフトウェア開発を行う。  

H29 目標  

③−１  機械学習のソフトウェアを用いることにより、視野内網羅率 99%（現状 30%）

を目指す。  

③−２  プロジェクター技術を用いて時間分解能の向上を目指す。  

H30 目標  

③−３  液体レンズを用いて高速 3 次元制御系を実現し時間分解能を更に向上させる。 
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(4) 実施体制  

 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理  

半年に一度程度の頻度で全体会議および拠点会議（神戸拠点）をそれぞれ実施して

おり、各研究テーマとの連携や互いの要望について議論を行なっている。また、筑波

大学‐ニコンインステックでは 1 ヶ月に 1 回程度の頻度で報告会を実施しており、進

捗を共有している。  

 

 

(6) 実施の効果  

 微生物は、健康・食・油脂酵母・環境などさまざまシーンで活躍できる潜在力を秘

めており、科学的に Biomicroを人類が活用して得られる対価は計り知れない。それら

全ての分野において、生の (微生物 )サンプルをマーカーレスで非破壊・非侵襲でその

ままで、同定・機能の差別化出来ることが強く望まれている。しかし、現状ではそれ

は不可能と考えられている。よって、現時点では市場が形成されておらず本製品によ

り市場が新規に創造される。  

 

(7) 中間目標の達成度  

本年度が最終年度のため、中間目標はなし。「 (8) 最終目標の達成可能性」を参照。  

 

  

ＮＥＤＯ  

筑波大学  

・研究実施場所：筑波大学  

・研究項目：  

①  微生物変異株を用いたシステム評価系構築のた

めの情報収集とマーカー開発  

②  ３次元画像処理評価系の構築  

株式会社ニコンインステック  

・研究実施場所：株式会社ニコンインステック  

・研究項目：  

③  多点選択的スキャン制御の開発  

 

委託  
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(8) 最終目標の達成可能性  

研究開発項目  現状  

（ 2018 年 6 月）  

最終目標  

（ 2020 年度末）  

達成見通し  

①微生物変異株を

用いたシステム評

価系構築のための

情報収集とマーカ

ー開発  

まずは、特徴的な酵

母 に お い て 脂 質 生

産 性 が 変 化 し た 変

異株を用いて、自家

蛍 光 パ タ ー ン に 現

れ る 有 用 物 質 生 産

性 の 自 家 蛍 光 シ グ

ネ チ ャ ー （ マ ー カ

ー）を把握した。  

酵母・カビの変異株

を用いて、自家蛍光

パ タ ー ン に 現 れ る

代 謝 変 化 マ ー カ ー

を把握する。  

現時点までに、基盤

の構築に成功したこ

とから順調に進展す

ることが見込める。  

② 3次 元 画 像 処 理

評価系の構築  

3次元空間中に分布

す る 細 胞 一 つ 一 つ

の 蛍 光 ス ペ ク ト ル

を 取 得 す る 事 に 成

功した。  

３ 次 元 空 間 中 に 分

布 す る 細 胞 一 つ 一

つ の 蛍 光 ス ペ ク ト

ルを取得する。  

鍵となる 3 次元空間

中の細胞の蛍光スペ

クトルに成功したこ

とから順調に進展す

ることが見込める。  

③多点選択的スキ

ャン制御の開発  

細 胞 領 域 の 認 識 精

度 向 上 の 概 念 実 証

に成功した。  

機 械 学 習 の ソ フ ト

ウ エ ア を 用 い る こ

とにより、視野内網

羅率６０ %を達成す

る。  

細胞領域の認識精度

向上に成功したこと

より、順調に進展す

ることが見込める。  

 

 

(9) 研究開発の成果と意義  

①微生物変異株を用いたシステム評価系構築のための情報収集とマーカー開発（担

当：筑波大学）  

 酵母において脂質生産性が変化した変異株を用いて、自家蛍光パターンに現れる有

用物質生産性の自家蛍光シグネチャー（マーカー）を把握した。微生物変異株を用い

たシステム評価系構築のための主要ステップの一つをクリアした。  

 

②３次元画像処理評価系の構築（担当：筑波大学）  

 ニコン製共焦点顕微鏡システムを用いて 3 次元空間中に分布する細胞一つ一つの蛍

光スペクトルを取得する事に成功した。３次元画像処理評価系の入口部分のコンポー

ネントが作成された。  

 

③多点選択的スキャン制御の開発（担当：株式会社ニコンインステック）  

 細胞領域の認識精度向上の概念実証が成功した。  
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(10) 成果の普及  

年度  

論文  その他外部発表  

受賞  

実績  査 読 付

き  
その他  

学 会 発

表 ･ 講

演  

新 聞 ･

雑 誌 等

へ の 掲

載  

展 示 会

へ の 出

展  

その他  

2016 - - - - - - - 

2017 0 0 3(YY) 0 0 0 0 

2018 

*1 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(3) 

0 

(0) 

0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 

*2 
2 0 3 0 0 0 0 

*1： 2018 年 6 月時点での実施済み件数、 ( )内は 2018 年度末の予定件数  

*2： 2020 年度末までに予定している累積件数  

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み  

年度  
特許出願件数  

国内  外国  PCT 

2016 - - - 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 0 0 0 

*1： 2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数  

*2： 2020 年度末までに予定している累積件数  

３次元解析については特許出願はせずノウハウとして保有する。  
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2.3.2 高生産性微生物設計システムの開発 

 

2.3.2.1 新規代謝経路の設計・最適化手法の開発 

 

担当；神戸大学、産総研、石川県立大学、江崎グリコ㈱、NITE（再委託）、㈱島津製作所、理研 

 

(1) 背景と目的 

スマートセル設計システムの構築を目指して、目的の化合物を最高の理論収率で生産する微生

物の細胞内代謝経路を最適化することは必須の課題である。しかし、高機能化合物として挙げら

れる二次代謝産物などについては代謝経路が知られていない、または限られた情報しかないとい

うのがしばしばある。そのため、現行の代謝経路設計基盤（M-path）では予測できない新規反応

の予測アルゴリズムの開発が必要となる。酵素反応データのキュレーション・新規酵素反応予測

手法を開発する必要があるのと同時に、ゲノム・トランスクリプトームデータを考慮したモデル

微生物における代謝経路設計技術の開発が望まれる。また、二次代謝反応について、微生宿主に

導入する遺伝子は植物由来であることが多く、大腸菌や酵母等での発現量や活性が低いことも問

題となる。そこで、新規な非天然反応を設計し、他のバイパス経路を導入することによりボトル

ネックの解消を行うことで目的化合物の高生産化を目指す。同時に NBRC 株を用いた微生物由来

の遺伝子のスクリーニングを行うことで有用で独自の情報を整備し、目的化合物の高生産化を目

指す。また、酵素反応情報からそれを保有する微生物の情報およびアイソザイムの検索、有用文

献や特許情報の取得など、現状は全てを手作業で行っておりこの部分がロースループットである。

したがって、目的の情報（化合物や微生物名、抽出された遺伝子情報など）に文献や特許情報か

ら自動的にアクセスできる情報マイニングツールを開発する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

本研究項目が対象とする新規代謝経路の設計・最適化技術の位置づけは、DBTL サイクルの設

計(Design)部分における目的化合物を効率良く生産する宿主及び遺伝子情報の迅速な提案である。

これまでも、様々な微生物で有用な二次代謝化合物が生産されてはいるが、それらの反応経路や

酵素反応情報はごく限られたものであり、しばしば特定の酵素反応がボトルネックとなってきた

という問題がある。これに対し、本研究項目では、対象をスマートセル開発に特化し、目的の化

合物を高生産する宿主開発のための代謝設計の提案、またはボトルネックの解除を行うための提

案を行うことでこれまでの技術や知見との差別化を行う。 

研究開発項目としては、①新規酵素反応の予測アルゴリズムの開発と二次代謝系を含む新規代

謝経路設計、②NBRC 株を用いたスクリーニング技術の開発と有用遺伝子の整備と情報提供に大

別する。①では酵素反応データのキュレーション・新規酵素反応予測手法ならびにこれらを利用

した新規代謝経路設計アルゴリズムの開発とカロテノイドおよびアルカロイドといった二次代謝

系を含む新規代謝経路の設計を行い、②ではカロテノイドおよびアルカロイドを合成する微生物

をゲノム情報や文献・特許情報より絞り込み、NBRC 株を用いて実際にスクリーニングを行うこ

とにより、生産性の高い酵素反応を持つ遺伝子情報を整備する。また文献・特許情報の絞り込み

検索を行う情報マイニングツールを開発する。 
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表-2.3.2.1-1 研究開発項目と目標 

研究開発項目 中間目標 

（平成 30 年度末） 

最終目標 

（平成 32 年度末） 

根拠 

① 新規酵素反応の予

測アルゴリズムの

開発と二次代謝系

（カロテノイドと

アルカロイド）を

含む新規代謝経路

の設計 

 

 

 

新規酵素反応予測技術

の開発と各目的化合物

への新規代謝経路設計

の適用 

 

二次代謝系を含む新規

代謝設計の適用拡大 

プロジェクト全体へ

の 展 開 お よ び プ ロ

ジェクト以外への利

活用を視野に入れ設

定。限定された情報

だけを利用した有用

化合物の生産性にお

いて、それを向上さ

せる新規代謝経路の

設 計 が 可 能 に な れ

ば、新規の産業宿主

や目的化合物に対し

て幅広い展開が望め

る。 

② NBRC 株を用いたス

クリーニング技術

の開発と有用遺伝

子の整備と情報提

供 

NBRC 株スクリーニン

グによる遺伝子の有効

性検証および情報処理

ツールの拡大・検証 

H30 年度で終了予定 

 

(3) 全体計画 

 平成 28 年度に、酵素反応データのキュレーション・新規酵素反応予測手法ならびにこれらを

利用した新規代謝経路設計アルゴリズムの開発を行った。ゲノム・トランスクリプトーム情報を

利用し、生合成に関与する酵素反応データの取得を行った。 

平成 29 年度に、ハブ化合物・各企業の目的化合物を中心に新規代謝経路設計を行い、実験検

証を行うことにより、新規代謝経路設計アルゴリズムの高精度化を実施した。カロテノイドとア

ルカロイドを中心に取得される反応データをもとに酵素反応データベースの構築を行うとともに、

新規代謝経路設計と実験検証を行った。また、カロテノイドおよびアルカロイドを合成する微生

物をゲノム情報や文献・特許情報より絞り込み、生産性の高い酵素反応を持つ遺伝子情報を整備

した。さらに目的の情報（化合物や微生物名、抽出された遺伝子情報など）に文献や特許情報か

ら自動的にアクセスできるテキストマイニングツールの開発を行った。 

平成 30 年度は、実験による検証データをもとに、二次代謝系を含む反応データベースの品質

向上と拡充を行う。これを代謝経路設計に実装し、プロジェクト内における新たな目的化合物の

新規代謝経路設計と原料（ハブ）化合物の特定を行う。また、NBRC(Nite Biological Resource 

Center)株のスクリーニングによって抽出された遺伝子情報の有効性を検証し、代謝モデル構築

や OGAB 設計のための基盤情報とする。さらに 29 年度に実装したテキストマイニングツールを他

グループにも提供し、より汎用性の高いツールとすべく使用結果の高精度化を目指す。 
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平成 31 年度以降は、新規代謝経路設計の適用を拡大し、プロジェクト内外の目的化合物に対

して網羅的に代謝経路設計を実施する。得られる新規代謝経路についてデータベース化し、情報

提供を行っていく。 

 

(4) 実施体制 

 研究の実施体制としては、酵素反応や遺伝子情報データベースを利用した新規反応の予測アル

ゴリズムの開発については神戸大学が中心となり、石川県立大学、江崎グリコ㈱の個別の目的化

合物について情報を共有し研究を進める。また宿主微生物のゲノム解析やトランスクリプトーム

データの取得については産総研が中心になる。具体的な目的化合物として、アルカロイドおよび

カロテノイドを合成する新規代謝経路については、神戸大および理研が中心となり提案を行う。

その情報をもとに神戸大学の再委託先である NITE が NBRC 株を用いて有用な遺伝子情報を取得し、

検証実験を進める。また、目的の情報（化合物や微生物名、抽出された遺伝子情報など）に文献

や特許情報から自動的にアクセスできる情報マイニングツールの開発については島津製作所が主

に開発し、NITE で行われている情報検索のノウハウを導入する。これらの体制は、短期的には

現行のスマートセルの設計、特に情報の限定された二次代謝化合物の生産に関して、開発期間の

短縮と省力化を支援するツールの開発を支援し、長期的には様々な新規有用化合物の生産を対象

とした有効なツールの開発に向けて適用・拡大を目指していく。 
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(5) 運営管理 

テーマの運営に関しては、研究開発項目①の担当機関（神戸大学、理研、産総研、石川県立大

学、江崎グリコ）と、研究開発項目②を担当する各機関（神戸大学、理研、産総研、島津製作所、

NITE（再委託））との間で、１カ月に一度を目安に連絡会議を実施し、開発進捗を共有している。

また、更に、四半期に一度全体の情報を共有化し、各課題の進捗を共有している。研究開発項目

②で得られた知見を随時フィードバックすることで、①で開発中の新規酵素反応の予測アルゴリ

ズムの高精度化を図る。 

 

(7) 中間目標の達成度 

 秘密情報を含むため秘匿。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

 秘密情報を含むため秘匿。 

（二次代謝化合物合成経路

に関する有用遺伝子情報の

提供について再委託） 

（アルカロイドおよびカロテノ

イドの新規代謝経路の構築につ

いて共同実施） 

独立行政法人 

製品評価技術基盤機構 

神戸大学 

 

国立研究開発法人 

理化学研究所 

株式会社 

島津製作所 

国立研究開発法人 

産業技術総合研究所 

石川県立大学 

江崎グリコ 

株式会社 

（情報マインニング

ツールの開発） 

（ゲノム解析およびトランスク

リプトーム解析による情報提

供） 

目的化合物・宿主・ 

合成経路などの 

情報を提供 

目的化合物・宿主・ 

合成経路などの 

情報を提供 
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(6) 実施の効果 

本研究項目が対象とする二次代謝化合物に関する新規知識代謝経路の設計技術の開発は、特定

の宿主・生産物に依らず、植物への展開など微生物の枠組を超えて、スマートセルが対象とする

事業全般において開発を効率化するための技術であり、多分野での適用が期待される。特にアル

カロイドやカロテノイドを目的化合物とする新規代謝経路の設計が成功し、ボトルネックの解除

ができれば、この手法を有用なハブ化合物やそこから派生する機能性化合物にも応用でき、ス

マートセル設計システムの有効なツールとなりうる。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

① 新規酵素反応の予測アルゴリズムの開発と二次代謝系（カロテノイドとアルカロイド）を含

む新規代謝経路の設計 

 平成 28 年度に、酵素反応データのキュレーション・新規酵素反応予測手法ならびにこれらを

利用した新規代謝経路設計アルゴリズムのプロトタイプ開発を行った。新規酵素反応予測手法と

しては、機械学習的アプローチを利用し、酵素配列のみならず、基質・生成物といった化学構造

を考慮して、学習データをもとに酵素反応の判別を行った。 

 平成 29年度には、M-path・BioProV といった代謝経路設計ツールでは予測できない、未知の酵

素反応予測と代謝経路設計を目的とした技術開発を中心に実施した。 

 

② NBRC 株を用いたスクリーニング技術の開発と有用遺伝子の整備と情報提供 

 平成 29 年度に、現行の代謝経路設計基盤（M-path）および理研で開発中の BioProV を利用し

て、カロテノイドとアルカロイドを中心に新規代謝経路設計を行った。 

また、候補となる微生物のゲノム情報や文献・特許情報より絞り込み、生産性の高い酵素反応

を持つ遺伝子情報を整備した。さらに目的の情報（化合物や微生物名、抽出された遺伝子情報な

ど）に文献や特許情報から自動的にアクセスできるテキストマイニングツールの開発を行った。 

 

(10) 成果の普及 

表-2.3.2.1-5 論文、外部発表等の件数 （平成 30 年 8 月現在） 

 区分 論文 その他外部発表 

展示会 受賞 

フォー

ラム等

※ 

年度 

 

査読付

き 
その他 

学会・

発表・

講演 

新聞・

雑誌等

への掲

載 

プレス

発表 
その他 

H28 0 0 3 0 0 0 0 0 0 

H29   7    2  1 

H30 0 0 7 0 0 0 0 0 0 

合計 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

※実施者が主体的に開催するイベント（フォーラム、シンポジウム等） 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

知財戦略に関しては、新規代謝経路の設計・提案だけでは権限性が乏しく、特許網の構築困難

なため、新規代謝反応を触媒する有用遺伝子のスクリーニングおよび有効性の検証を持って知財

とする。具体的には、アルカロイド合成に関するハブ化合物に至る新規代謝経路について、候補

となる遺伝子を産業微生物である大腸菌で発現し、目的の反応の活性を検証することで知財化を

行う。また、NITE の遺伝子情報の絞り込みなどのノウハウを導入した情報マインニングツール

に関しては、ノウハウとして蓄積するか知財化を行うかを検討する。 

 

表-2.3.2.10-4 特許件数 (平成 30 年度 8 月現在) 

 区分 特許出願 

年度  国内 外国 PCT 出願 

H28 0 0 0 

H29 0 0 0 

H30 0 0 0 

合計 0 0 0 
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2.3.2.2 代謝モデル構築・解析技術の開発と実用微生物への技術展開 

 

担当機関：神戸大学、理研、味の素㈱、長瀬産業㈱、三菱ケミカル㈱、JSR㈱、地球環境産業技

術機構 

 

(1) 背景と目的 

 代謝モデルを用いた物質生産改善のためのシミュレーション・解析の有用性はこれまで多く示

されてきた。モデル微生物(大腸菌・酵母)など一部微生物については代謝モデルとしてゲノムス

ケールモデル(GSM)が提供されているが、このモデルも物質生産への応用面からは不完全である。

また、GSM が提供されていない非モデル微生物や産業宿主(放線菌、コリネ菌など)については、

新たに公開データや配列・測定データから得られる情報により代謝モデルを構築する必要がある。

そのため、公開データおよび配列・測定データなどから汎用的かつ高速に代謝モデルを構築する

技術開発が必要である。また、物質生産のための代謝経路の設計には M-path および HyMep を利

用し、これらにより予測された代謝経路を宿主の代謝モデルに追加・統合することで、目的化合

物に応じた物質生産のための代謝モデルへの効率的な拡張が可能となる。一方で、より効率的な

物質生産株の開発・構築には遺伝子改変候補・収率などの高い予測精度をもつ高精度な代謝モデ

ルが必要である。したがって、公開データ・測定データなどから汎用的かつ高速に宿主・目的化

合物毎の代謝モデルを構築する手法および種々のデータにより予測精度の高い代謝モデルへと高

精度化・最適化する手法を開発する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

本研究項目が対象とする代謝モデル構築・解析技術の開発と実用微生物への技術展開は、研究

項目としては、代謝モデル構築とシャーシ株構築の二つに大別される。代謝モデル構築の位置づ

けは、DBTL サイクルの設計(Design)部分における目的化合物を効率良く生産する宿主及びその

生産改変方策の迅速な提案である。これまでにも、代謝モデルを用いた目的化合物の生産改善の

有用性は多く示されており、代謝モデルの構築ツール、代謝シミュレーションツール、オミクス

データ反映ツールなど様々なツール・手法が現在も提案され続けている。代謝シミュレーション

ツールは比較的よく使用されているようではあるが、一方で、代謝モデルの構築ツールの使用は

まだ一部にとどまっており、2017 年に発表された論文でもデータベース情報を利用しつつも人

の手によるところが多いような状況である。また、オミクスデータの反映ツールについては、遺

伝子発現データは比較的長い期間にわたって、利用・研究がなされていたが、メタボロームデー

タの反映については、我々の知る限り、最近発表された論文があるくらいの状況である。そのた

め、本研究項目では、本プロジェクトで同一宿主に対して取得される様々なオミクスデータなど

の測定データをモデルに反映する高精度化の部分で差別化を行う。 

シャーシ株構築については、対象となるシャーシ株が用意されてさえいれば、任意の設計に基

づく代謝経路を人工ゲノムで構成し、ゲノムスワッピングにより宿主シャーシ株へと導入するこ

とにより様々なバリエーションの菌株を短期間で構築できる。そのため、本プロジェクトでは、

シャーシ株の構築とその化合物生産に対する有効性を検証することを目標とする。 

研究開発項目として、代謝モデル構築では公開データ、配列・測定データを利用した汎用的で

かつ高速な代謝モデル構築手法、代謝シミュレーションによる収率予測・目的化合物生産の改善
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のために改変すべき遺伝子の探索・提案方法、測定データの反映によるモデルの高精度化・最適

化手法を開発する。シャーシ株構築ではモデル微生物である大腸菌、酵母のシャーシ株を構築し、

その目的化合物生産についての有効性検証を実施する。 

 

表 2.3.2.2-1 研究開発目標と根拠 

研究開発項目 中間目標 

(平成 30 年度末) 

最終目標 

(平成 32 年度末) 

根拠 

代謝モデル構築 モデル微生物 (大腸

菌、酵母)および産業

(放線菌、コリネ菌 )

宿主の個別・最適代

謝モデルの構築 

 

モデル微生物及び産

業宿主の最適代謝モ

デル構築技術の確立 

 

新たな知見など情報

の更新による代謝モ

デルの再構築や産業

宿主を含む非モデル

生物での物質生産の

予測などに必要。 

    

(3) 全体計画 

 平成 28 年度に、代謝モデル構築については、モデル微生物に関する代謝モデルの構築として、

大腸菌を対象に既知の公開データをもとに代謝ゲノムスケールモデル(GSM)の再構築を行った。

代謝 GSM の提供されていない産業宿主については、モデル微生物の代謝モデルをベースとして、

新たに公開・測定ゲノムデータから得られる情報によりモデルを更新することで、代謝 GSM の構

築を行った。得られる代謝モデルをもとに、代謝流束バランス解析による収率予測の基盤構築を

行った。 

平成 29 年度に、モデル微生物および産業宿主の拡張代謝モデルの構築においては、標準代謝

モデルをもとに目的化合物に応じて、新規代謝経路設計・HyMep による代謝経路拡張を行った。

また、測定データ（ゲノム・トランスクリプトームなど）を拡張代謝モデルに反映させていくこ

とで、目的化合物・宿主毎の個別代謝モデルを構築し、データベース化してきた。得られる代謝

モデルをもとに、代謝流束バランス解析による収率予測と改変すべき遺伝子の提示を行うシステ

ムを構築した。 

平成 30 年度は、個別代謝モデルをもとに、代謝流束バランス解析・代謝感度解析・収率予測

等を行うことで、目的化合物・宿主毎に最適な代謝経路を見出し、目的化合物・宿主毎の最適代

謝モデルを構築していく。 

平成 31 年度以降は、様々な目的化合物・宿主に対応できる最適代謝モデルを迅速に構築する

ためのワークフロー及びシステムを開発する。腸菌・酵母シャーシ株を利用して、プロジェクト

内の目的化合物を生産する株の構築を行う。新たな目的・ハブ化合物の設定とこれに付随して設

計される一連の代謝経路の人工ゲノムを OGAB 法により構築し、それぞれのシャーシ株に導入し、

生産性の評価を行う。この評価に基づいて新たな人工ゲノムを設計し、シャーシ株に導入するサ

イクル繰り返すことで、従来５年程度必要とした有用物質高生産株を６か月という短期間で構築

可能であることを実証する。 
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表 2.3.2.2-2 全体計画 

事業項目 平成 28 年度 平成 29 年度 平成 30 年度 

平成 31

年度 

平成 32

年度 

 第

1

四

半

期 

第

2

四

半

期 

第

3

四

半

期 

第

4

四

半

期 

第

1

四

半

期 

第

2

四

半

期 

第

3

四

半

期 

第

4

四

半

期 

第

1

四

半

期 

第

2

四

半

期 

第

3

四

半

期 

第

4

四

半

期 

2.3.2.2   代謝モデ

ル 

構築・解析技術開発

と 

実用微生物への技術

展開 

 

代謝モデル構築 

 

 

 

 

シャーシ株構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 実施体制 

 研究の実施体制としては、公開データベースなどを利用した代謝モデルの構築およびそのアル

ゴリズムの開発、目的化合物の生産改善のための代謝系デザインなどの提案については、神戸大

学および理化学研究所が中心となり行う。また、代謝モデルの測定データ反映による高精度化・

個別最適化についても、神戸大学、理化学研究所が中心となり、三菱ケミカル㈱、長瀬産業㈱、

味の素㈱、地球環境産業技術機構(RITE)、JSR の個別の目的化合物について情報を共有し研究を

進める。シャーシ株については神戸大学が構築・開発する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

産業微生物で検証  

ゲノムス

ケール標準
代謝モデル
構築  

拡張・個別代謝
モデルの構築  

個別・最適代謝

モデルの構築  

最適代謝モデル
構築技術の確立  

大腸菌・酵
母シャーシ

株構築  

 

大腸菌・酵母

シャーシ株構
築と実証  

大腸菌・酵母

シャーシ株の
有効性実証  

大腸菌・酵
母シャーシ
株構築  
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(5) 運営管理 

 テーマの運営に関しては、神戸大学および理研と有効性検証担当機関(三菱ケミカル、長瀬産

業㈱、味の素㈱、RITE、JSR 株)との間で、１カ月に一度を目安に連絡会議を実施し、開発進捗

を共有している。また、更に、四半期に一度全体の情報を共有化し、各課題の進捗を共有してい

る。これまでに代謝モデルによるシミュレーションから得られた予測を各機関で検証し、得られ

た知見をフィードバックすることで代謝モデルの高精度化が図られつつある。 

 

(6) 実施の効果 

 本研究項目における代謝モデルやシャーシ株構築を用いた高生産性微生物の構築は、本プロ

ジェクトにおいて、目的化合物生産のための菌株開発を効率化するための技術である。これらの

技術の適用により、開発期間が短縮されれば、従来の開発期間に生じていた開発コスト(費用、

地球環境産業技術機構 

(RITE) 

JSR 

味の素株式会社 

(代謝モデル構築・高精度化

およびシャーシ株構築) (代謝モデル構築・高精度化) 

(各宿主による個別目的 

化合物生産の検証実験) 

神戸大学 
国立研究開発法人 

理化学研究所 

 

 

三菱ケミカル株式会社 

長瀬産業株式会社 
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CO2 の排出量やエネルギー消費量など)の削減にも大いに寄与すると考えられる。また、これらの

技術は汎用性が高いため、本プロジェクト以外でもその適用が期待できる。 

 

(7) 中間目標の達成度 

代謝モデル構築については、以下の表のとおり。シャーシ株構築については、中間目標である

大腸菌を利用したシャーシ株構築を達成しているが、酵母については実施検討中である。 

 

研究開発項目 中間目標 

(2018 年度末) 

達成度* 

(2018 年 6 月) 

今後の課題と解決方針 

代謝モデル構築 モデル微生物(大腸菌、酵

母)および産業(放線菌、コ

リネ菌)宿主の個別・最適

代謝モデルの構築 

△ 現在遺伝子改変とデータ測

定結果の代謝モデルへの反

映に力点をおいており、代

謝モデルを高精度化するに

は、どのようなデータをど

のように反映させるかが課

題。この方法部分の改善に

より達成できる見通し。 

 

    

(8) 最終目標の達成可能性 

代謝モデル構築については、以下の表のとおり。シャーシ株構築についても達成見込みである。 

 

研究開発項目 現状 

(2018 年 6 月) 

最終目標 

(2020 年度末) 

達成見通し 

代謝モデル構築 大腸菌、放線菌、コリネ

菌のベースとなる代謝モ

デルを構築し、目的化合

物毎の拡張が完了。測定

データの反映によるモデ

ルの高精度化手法を開発

中で、代謝モデルによる

予測精度の向上を目指し

ている。 

モデル微生物および産業

宿主の最適代謝モデル構

築技術の確立 

〇達成見込み 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 代謝モデル構築 

平成 28 年度にモデル微生物である大腸菌の代謝モデルを公開データなどを利用し再構築した。

代謝モデルの再構築には開発中のツールである GSM generator を使用した(図 2.3.2.2-1)。この

ツールは公開データ(KEGG などのデータベースを含む)を用い指定した菌株について代謝フラッ
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クスバランス解析によるシミュレーションが可能な代謝モデルを出力することを目指している。

しかしながら、シミュレーションに供するには、反応の追加・削除、修正などが必要であった。

そこで大腸菌の代謝モデルをシミュレーションに供するために施した修正方策から得られたノウ

ハウを用い、産業宿主(放線菌、コリネ菌)についての代謝モデルを構築した。平成 29 年度には

本プロジェクト構築した代謝モデルの妥当性検証を実施した。平成 30 年度はこれまでに構築し

た代謝モデルとそれらに基づく予測の検証実験の結果(オミクスデータを含む)などからモデルの

高精度化を図り、目的化合物・宿主毎の最適代謝モデルを構築していく。 

 

図 2.3.2.2-1 代謝モデル構築ツール GSM generator によるモデル構築フロー 

 

 

(10) 成果の普及 

 区分 論文 その他外部発表 

受賞 

実績 

 

 

年度 

 

査読付き その他 
学 会 発

表・講演 

新 聞 ・ 雑

誌 等 へ の

掲載 

展示会へ

の出展 
その他 

2016 2 0 8 0 0 0 0 

2017 0 0 5 0 1 0 0 

2018 *1 0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 8 0 32 0 1 0 0 

*1: 2018 年 6 月時点での件数、()内は 2018 年度末の予定件数 

*2: 2020 年度末までに予定している累積件数 

•Input： Host’s name or genome sequence

•Output: Host’s metabolic model

Genome sequence

Genome 
Auto Annotation

Reaction 
Meta Data

KEGG/BRENDA

Reaction 
Server

GSM
Generator

Model 
Server

Genome Scale 
Model Server

SBML.org

Public Data

Metabolic model

Flux Balance 
Analysis(FBA)

*Corrector

BLAST, RASTORF identification

Glimmer2, CRITICA, ORF Finder

Genome sequence without annotation

*Corrector: 出力される代謝モデルをそのまま
シミ ュレーショ ンに供するのに必要な処置を施す部分。
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 情報解析技術・ツールなどの基盤的技術は特許化しにくいという背景のもと、各種技術・ツー

ル・データベースに関しては論文投稿による技術優位性のアピールを行うとともに、ユーザへの

インターフェイスとしてはノウハウ蓄積(秘匿化)、オープンクローズ戦略を使い分けることで競

争的優位性を維持していく。 

 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 0 0 1 

*1: 2018 年 6 月時点での出願済み件数、()内は 2018 年度末の予定件数 

*2: 2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.3 反応機構推定に基づく酵素選択・機能改変 

 

担当；神戸大学、産総研、神戸天然物化学㈱、味の素㈱ 

 

(1) 背景と目的 

新規代謝経路の最適化には、設計された新規代謝経路における適切な酵素候補の選択とその改

変が重要なテーマの一つである。また、酵素選択に関しては、基質特異性（promiscuity）など

を考慮した上で、多様な遺伝子リソースから候補を選択していく必要がある。このため本研究で

は、論文・酵素反応データベース・測定データから網羅的に酵素反応・化合物データを抽出し、

酵素（配列）と基質（化学構造）の相関について機械学習を実施し、酵素・基質ペアと酵素反応

の特徴選択・パターン抽出を行う。また、ハイスループット微生物構築・評価技術を活用して、

酵素への変異導入やスクリーニングなどの実験も行うことで、実測データも追加する。これによ

り、設計された新規代謝経路に対応した適切な酵素・基質ペアと酵素反応候補の推定を実施して

いく。さらに、高精度な酵素候補の推定・選択が必要なケースについては、分子動力学（MD）計

算等による構造計算により検証も実施していく。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

新規代謝経路における適切な酵素候補の選択とその改変については、これまで配列解析を中心

に類似配列の選択の観点から行われているが、新規代謝経路の実装には、異種由来の配列を宿主

で発現させる場合が多く、遺伝子発現・機能発現の点からも、必ずしも類似配列の選択が有用で

ないケースも多い。ここでは、酵素（配列）と基質（化学構造）の相関について機械学習を実施

し、酵素・基質ペアと酵素反応の特徴選択・パターン抽出を行う点に優位性がある。また、ドッ

キングと MD とを組み合わせた研究はほとんど報告されておらず、本項目で実施する MD シミュ

レーションによる酵素機能の改変技術の開発についても、先端的な技術開発である。 

研究開発項目としては、①酵素選択手法の開発、②構造計算・スクリーニングによる酵素設計

技術の適用に大別する。①では酵素（配列）と基質（化学構造）の酵素反応データ学習による新

規酵素反応予測手法の開発を行い、プロジェクト内テーマにて検証を行い、②ではプロジェクト

内テーマについて、分子動力学（MD）計算等による構造計算により酵素設計技術の開発を実施す

る。 
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研究開発項目 中間目標 

（平成 30 年度末） 

最終目標 

（平成 32 年度末） 

根拠 

① 酵素選択手法の開

発 

 

 

酵素反応データ学習によ

る酵素選択手法の開発 

 

酵素選択技術のワークフ

ロー構築 

プロジェクト全体

への展開およびプ

ロジェクト以外へ

の利活用を視野に

入れ設定 

② 構 造 計 算 ・ ス ク

リーニングによる

酵素設計技術の適

用 

MD シミュレーションに

基づいた人工酵素設計と

実験による検証 

 

酵素改変技術のワークフ

ロー構築 

 

(3) 全体計画 

 平成 28 年度に、①論文・酵素反応データベースから網羅的に酵素反応・化合物データを抽出

し、酵素（配列）と基質（化学構造）の相関について機械学習を実施し、酵素・基質ペアと酵素

反応の特徴選択・パターン抽出を行った。②酸化反応等をモデルとして、酵素機能評価系及び分

析系などの実験系の構築を行い MDシミュレーションに供する P450等の選定を行った。選定酵素

を題材として、X 線結晶解析やホモロジーモデリングにより酵素の初期構造を作成し、MD シミュ

レーションを行うことで、酵素の活性部位近傍のアミノ酸側鎖配置の動き・構造揺らぎなど動的

な性質も含めた立体構造を詳細に調査し、選定した P450 の改変に向けて活性部位近傍のアミノ

酸改変提案を行った。 

平成 29 年度に、①酵素反応データ学習による酵素・基質ペアと酵素反応の特徴選択・パター

ン抽出により、酵素の位置選択性や基質特異性などの評価法を開発した。②触媒活性及び、生成

物選択性の向上のために、MD シミュレーションにより提案された活性部位周辺にあるアミノ酸

の改変を行った。アミノ酸改変酵素の設計・MD シミュレーションを行い、実験での実証を繰り

返すことで、選択性・反応性の高い酵素を創出した。 

平成 30 年度は、①酵素反応データの高精度化とともに様々な学習方法について検討を実施す

る。②触媒活性・生成物選択性向上だけでなく、様々な基質に対しても位置特異的に修飾出来る

ように酵素改変手法を改良する。以上の手法に基づき、基質・位置特異的修飾酵素を 3 個以上創

出する。 

平成 31 年度以降は、新規代謝経路の開発プロセスにおいて、酵素反応データ学習をもとに改

変酵素候補を選択し、構造計算・スクリーニングによる酵素設計技術を適用することで、一連の

ワークフローを構築し、人工酵素として改変できる汎用的なシステムを開発する。 
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(4) 実施体制 

 研究の実施体制としては、①神戸大学を中心に論文・酵素反応データベース・測定データから

網羅的に酵素反応・化合物データを抽出し、酵素（配列）と基質（化学構造）の相関について機

械学習を実施し、酵素・基質ペアと酵素反応の特徴選択・パターン抽出を行う。また、P450

データについては、神戸天然物化学㈱を中心にデータ抽出を行う。②産業技術総合研究所を中心

に、MD シミュレーションによる酵素機能の改変技術の開発を行い、神戸天然物化学㈱、味の素

㈱にて検証を実施する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

事業項目 

２８年度 ２９年度 ３０年度 

３１年度 ３２年度 

第

１

四

半

期 

第

２

四

半

期 

第

３

四

半

期 

第

４

四

半

期 

第

１

四

半

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

 

2.3.2.1 新規代謝経路の

設計・最適化手法の

開発 

 

 

① 酵素選択手法の開発 

 

 

 

② 構造計算・スクリー

ニングによる酵素設計技

術の適用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

神戸大学 

 

国立研究開発法人 

産業技術総合研究所 

神戸天然物化学㈱ 

味の素㈱ 

（MD シミュレーション） 

酵素反応デー
タ学習法の開

発 

酵素基質特

性評価法の
開発  

酵素選択手
法の開発  

構造計算によ
る酵素変異シ
ミュレーショ

ン 

構造計算に
よる酵素改
変手法の開

発 

構造計算・スク
リーニングによる

酵素設計技術の適
用 

酵素選択・
改変技術の
ワークフ

ロー構築  

（酵素反応学習） 

（酵素反応データ抽出、測定） 
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(5) 運営管理 

テーマの運営に関しては、①酵素選択手法の開発は神戸大学を中心に推進しつつ、P450 デー

タについては、産業技術総合研究所、神戸天然物化学㈱の各機関よりデータ集積について適時情

報共有を行い、②構造計算・スクリーニングによる酵素設計技術の適用では、産業技術総合研究

所を中心に技術開発を行い、神戸天然物化学㈱、味の素㈱と１カ月に一度を目安に連絡会議を実

施し、開発進捗を共有している。いずれの項目も、更に、四半期に一度全体の情報を共有化し、

各課題の進捗を共有している。 

 

(6) 実施の効果 

本研究項目は、スマートセル設計に不可欠とされる、新規代謝経路設計における適切な酵素候

補の選択とその改変を対象としており、プロジェクト全体への展開およびプロジェクト以外への

利活用を視野に入れ設定しており、スマートセル設計システムの有効なツールとなりうる。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 

(2018 年度末) 

達 成

度※ 

達成に向けた状況 

① 構 造 計 算 ・ ス ク

リーニングによる

酵素設計技術の適

用 

MD シミュレーションに基づいた

人工酵素設計と実験による検証 

 

〇 

 

酵素・基質複合体の MD シ

ミュレーションに基づき、

効果的と考えられる変異体

を 提 案 す る 手 法 を 提 案 し

た。実験により、変異体が

高活性を持つことを確認し

た。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

 

① 構造計算・スク

リーニングによる

酵素設計技術の適

用 

酵素・基質複合体の MD

シミュレーションに基

づき、効果的と考えら

れる変異体を提案する

手法を開発した。 

酵素改変技術のワーク

フロー構築 

○達成見込み 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

② 構造計算・スクリーニングによる酵素設計技術の適用 

 平成 28 年度に、酸化反応等をモデルとして、酵素機能評価系及び分析系などの実験系の構築

を行い MDシミュレーションに供する P450等の選定を行った。当初は、基質選択性の高い真核生

物由来の P450 を用いる予定であったが、立体構造が分かっているものが少なく、ホモロジーモ

デリングでの作成も困難であった。そこで、立体構造が分かっている微生物由来の P450 を用い
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ることにした。微生物由来の P450 は活性が高いものの、副産物を多く生成してしまうという欠

点があったため、活性を保ちつつ、副産物生成を減らす変異体作成を試みることにした。 

選定酵素を題材として、MD シミュレーションを行うことで、酵素の活性部位近傍のアミノ酸

側鎖配置の動き・構造揺らぎなど動的な性質も含めた立体構造を詳細に調査したところ、P450

の活性部位であるヘム周辺の側鎖の配置は多様であり、非常に長時間のシミュレーションを行わ

なければ調査が難しいことが分かった。そこで、構造サンプリングを高速に行うことができる

ALSD 法を用いることで、ヘム周辺および基質の構造配置を詳細に調べることを可能とした。 

平成 29 年度に、昨年度までに作成した計算プロトコールに基づき、P450 活性部位周辺に基質

を配置した系に対して、シミュレーションを行い、基質の特定箇所を酸化するために重要と思わ

れるアミノ酸を特定した。その結果を元に、1 アミノ酸変異体を複数選出し、神戸天然物化学が

微生物での酵素生産及び活性を調べたところ、反応量、及びターゲットとなる生成物の比率が向

上する変異体を発見した。反応量は最大 3.5 倍、生成物比率は最大 2 倍向上させることに成功し

た。本手法について、特許取得及び論文発表に向けて準備を進めている。 

平成 30 年度は、これまで得られた結果に加え、さらに変異箇所を増やした変異体に対するシ

ミュレーションを行い、さらに性能の良い変異体選出を目指している。また、異なる反応生成物

に対する変異体選出を行っている。 

 

 

図-2.3.2.3-3 P450 の反応生成物 WT と変異体の比較 
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(10) 成果の普及 

 区分 論文 その他外部発表 

展示会 受賞 

フォー

ラム等

※ 

年度 

 

査読付

き 
その他 

学会・

発表・

講演 

新聞・

雑誌等

への掲

載 

プレス

発表 
その他 

H28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

H29 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

H30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

合計 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

※実施者が主体的に開催するイベント（フォーラム、シンポジウム等） 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

情報解析技術・ツールなどの基盤的技術は特許化しにくいという背景のもと、各種技術・ツー

ル・データベースに関しては論文投稿による技術優位性のアピールを行うとともに、ユーザへの

インターフェイスとしてはノウハウ蓄積(秘匿化)、オープンクローズ戦略を使い分けることで競

争的優位性を維持していく。 

 

 区分 特許出願 

年度  国内 外国 PCT 出願 

H28 0 0 0 

H29 0 0 0 

H30 0 0 0 

合計 0 0 0 
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2.3.2.4 代謝設計に資する支援ツールの開発 

 

担当；神戸大学、産総研 

 

(1) 背景と目的 

スマートセル設計システムの開発には、DBTL の各項目の要素技術の組み合せを検討しつつ、

様々な目的物質ならびに宿主に対応したワークフロー開発が必要である。このためには、各要素

技術について明確なインプットとアウトプットが明示されたプロトコル・ツール開発が必要であ

る。特に情報処理に関しては、代謝設計・解析・学習といった各プロセスについて、単に情報処

理技術者に依存するだけではなく、情報サイドから各種ツールを提供することで、スマートセル

開発者に広く利用を促していくことが重要である。このために、本項目では、2.3.2.1 新規代謝

経路の設計・最適化手法の開発、2.3.2.2 代謝モデル構築・解析技術開発と実用微生物への技術

展開、2.3.2.3 反応機構推定に基づく酵素選択・機能改変で開発する各要素技術を実用展開して

いくためのツール開発を目的とする。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

スマートセル開発においては、DBTL に分類される各要素技術群から、目的物質と宿主に応じ

て適切な技術選択を行い、それらを連結していくことが重要である。本研究項目の位置づけは、

スマートセル設計システムの一部として利用可能な独自ツールの開発であり、これにより各情報

解析技術の利用促進と二次利用可能性を拡げていく。 

 研究開発項目としては、①代謝設計基盤のインターフェース開発、②代謝モデルのデータ集

積・構造化、③酵素反応データ集積・構造化、④測定データのデータ集積・構造化、に大別する。

①では新規代謝経路設計のアルゴリズム開発により得られるプログラムをユーザが利用しやすい

形式に実装したインターフェース開発、②ではモデル微生物および産業宿主の代謝モデルを集

積・構造化、③では論文・酵素反応データベース・測定データからの酵素反応データおよび酵素

反応学習・構造計算などにより得られるデータを集積・構造化、④では各種測定データを集積・

構造化、を目標とする。 
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研究開発項目 中間目標 

（平成 30 年度末） 

最終目標 

（平成 32 年度末） 

根拠 

① 代 謝 設 計 基 盤 の イ ン

ターフェイス開発 

 

開発アルゴリズムを利

用したインターフェイ

スを開発する。 

 

代謝設計基盤の公開と

運用を行う。 

スマートセル

設計システム

への組込みを

想定し、プロ

ジェクト全体

への展開およ

びプロジェク

ト以外への利

活用を視野に

入れ設定。 

② 代謝モデルのデータ集

積・構造化 

拡張・最適代謝モデル

の 集 積 ・ 構 造 化 を 行

う。 

 

代謝モデルデータベー

ス の 構 築 と 運 用 を 行

う。 

③ 酵素反応データ集積・

構造化 

酵素反応データ集積・

構造化とデータベース

開発を行う。 

酵素反応データベース

の構築と運用を行う。 

④ 測定データのデータ集

積・構造化 

測定データの集積と構

造化を行う。 

測 定 デ ー タ の デ ー タ

ベース構築を行う。 

 

(3) 全体計画 

 平成 28 年度に、①新規代謝経路設計のアルゴリズム開発（レトロ合成基盤）により得られる

プログラムをユーザが利用しやすい形式に実装したインターフェイスのプロトタイプを構築した。

②モデル微生物（大腸菌）および産業宿主（放線菌、コリネ菌）の標準代謝モデルを SBML 形式

で集積した。③論文・酵素反応データベースからの酵素反応データおよび酵素反応学習・構造計

算により得られるデータを集積した。④各企業・大学のテーマで測定する（オーミクス）データ

について、集積を開始した。 

平成 29 年度に、①ユーザビリティの高い新規代謝経路設計のユーザインターフェースを構築

した。②目的化合物、モデル微生物（大腸菌）および産業宿主（放線菌、コリネ菌）に対応した

拡張・個別代謝モデルを SBML 形式で集積した。③キュレーションされた酵素反応データおよび

学習・構造計算により予測される酵素反応データについてデータ標準化を行った。④各企業・大

学のテーマで測定する（オーミクス）データについて、情報解析に必要なデータ整理・標準化を

行う。 

平成 30 年度は、①新規代謝経路設計のユーザインターフェースをプロジェクト内テーマにて

運用する。②目的化合物とモデル・産業宿主に対応した最適代謝モデルを SBML 形式で集積し、

宿主・代謝経路の情報による検索・情報抽出が可能なデータ要件を整理する。③酵素遺伝子・改
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変候補を提示する酵素反応データベースの構築を行う。④各企業・大学のテーマで測定する

（オーミクス）データについて、情報解析に必要なデータベース構築を行う。 

平成 31 年度以降は、①新規代謝経路設計の適用を拡大し、プロジェクト内外の目的化合物に

対して網羅的に代謝経路設計を実施する。得られる新規代謝経路についてデータベース化し、情

報提供を行っていく。②目的化合物とモデル・産業宿主に対応した代謝モデルのケーススタディ

を拡張するとともに、代謝モデルデータベースの運用を開始する。③酵素反応データベースの

アップデートと高精度化をはかり、データベースを運用する。④各企業・大学のテーマで測定す

る（オーミクス）データを集積拡大し、データベースを構築する。 

 

  

事業項目 

２８年度 ２９年度 ３０年度 

３１年度 ３２年度 

第

１

四

半

期 

第

２

四

半

期 

第

３

四

半

期 

第

４

四

半

期 

第

１

四

半

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

 

2.3.2.4  新規代謝経路の

設計・最適化手法の

開発 

 

 

① 代 謝 設 計 基 盤 の イ ン

ターフェース開発 

 

② 代謝モデルのデータ集

積・構造化 

 

③ 酵素反応データ集積・

構造化 

 

④ 測定データのデータ集

積・構造化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

代謝設計基盤

のプロトタイ
プ開発  

代謝設計基盤の
インターフェイ

ス構築  

代謝設計基盤の
インターフェイ

ス運用  

標準代謝モデル
のデータ集積・
構造化  

拡張・個別代謝
モデルのデータ
集積・構造化  

積・構築化  

最適代謝モデル

のデータ集積・
構築化  

酵素反応デー

タ集積・構造
化 

酵素反応デー
タのデータ標
準化  

酵素反応デー
タベースの構
築 

測定データの
データ集積・構

造化  

測定データ
のデータ標

準化  

測定データの
データベース
構築  

各データベー
ス・インター

フェイスの適用
拡大  
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(4) 実施体制 

 研究の実施体制としては、①代謝設計基盤のインターフェイス開発、②代謝モデルのデータ集

積・構造化、は神戸大学が中心となり、理化学研究所と情報を共有し研究を進める。また、③酵

素反応データ集積・構造化、④測定データのデータ集積・構造化については神戸大学と産業技術

総合研究所が連携して進める。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

テーマの運営に関しては、①代謝設計基盤のインターフェイス開発、②代謝モデルのデータ集

積・構造化、③酵素反応データ集積・構造化、④測定データのデータ集積・構造化のいずれにお

いても、神戸大学を中心に進め、理化学研究所、産業技術総合研究所との間で、１カ月に一度を

目安に連絡会議を実施し、開発進捗を共有している。また、更に、四半期に一度全体の情報を共

有化し、各課題の進捗を共有している。 

 

(6) 実施の効果 

本研究項目は、スマートセル設計システムへの組込みを想定し、プロジェクト全体への展開お

よびプロジェクト以外への利活用を視野に入れ設定しており、スマートセル設計システムの有効

なツールとなりうる。 

 

  

（代謝経路設計・代謝モデル

開発について再委託） 

神戸大学 

 

国立研究開発法人 

理化学研究所 

国立研究開発法人 

産業技術総合研究所 

（酵素反応データ、測定

データについて連携） 

（代謝経路設計・代謝モ

デル開発・測定データ） 
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 

(2018 年度末) 

達 成

度※ 

達成に向けた状況 

① 代謝設計基盤のイ

ンターフェイス開

発 

開発アルゴリズムを利用した

インターフェイスを開発す

る。 

 

○ 開 発 ア ル ゴ リ ズ ム （ M-

path, BioProV, レ ト ロ 合

成, SVM 予測など）のイン

ターフェイス実装済みであ

り、高機能化について検討

中。 

② 代謝モデルのデー

タ集積・構造化 

拡張・最適代謝モデルの集

積・構造化を行う。 

 

△ 

 

目的化合物とモデル・産業

宿主に対応した最適代謝モ

デルを集積済みであり、

データベース化に向けた要

件について検討中。 

③ 酵素反応データ集

積・構造化 

酵素反応データ集積・構造化

とデータベース開発を行う。 

○ キュレーションされた酵素

反応データおよび学習・構

造計算により予測される酵

素反応データについてデー

タ集積とデータベース化を

実施。 

④ 測定データのデー

タ集積・構造化 

測定データの集積と構造化を

行う。 

△ 測定データの集積について

は、各企業・大学に散逸し

たデータ集積の枠組み構築

とデータベース構築に向け

て実施中であり、達成でき

る見込み。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

 

① 代謝設計基盤

の イ ン タ ー

フェイス開発 

M-path, BioProV, レトロ

合成基盤などの代謝設計基

盤のインターフェースの公

開、運用展開について検討

中である。 

 

代謝設計基盤の公開と運用

を行う。 

〇達成見込み 

② 代謝モデルの

データ集積・

構造化 

目的化合物とモデル・産業

宿主に対応した最適代謝モ

デルを集積済みであり、

データベース化に向けた要

件を整理すると共に、代謝

モデルのケーススタディ拡

張を検討中である。 

代謝モデルデータベースの

構築を行う。 

〇達成見込み 

③ 酵素反応デー

タ集積・構造

化 

酵素反応データベースのプ

ロトタイプを構築し、酵素

遺伝子・改変候補を提示す

る酵素反応データベースの

構築中である。 

酵素反応データベースの構

築と運用を行う。 

〇達成見込み 

④ 測定データの

データ集積・

構造化 

各企業・大学のテーマで測

定する（オーミクス）デー

タを集積し、情報解析に必

要なデータベース構築を

行っている状況である。 

測定データのデータベース

構築を行う。 

〇達成見込み 
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(9) 研究開発の成果と意義 

 本項目に関する各種ツール開発の概要を図 2.3.2.4-1 に示す。 

 

 

図-2.3.2.4-1 代謝設計支援ツールの概要 

 

① 代謝設計基盤のインターフェイス開発 

 平成 28年度に、代謝経路設計アルゴリズム（レトロ合成設計基盤、SVM予測）を開発し、平成

29 年度にはインターフェイスを実装した（図 2.3.2.4-2, 3）。代謝経路設計アルゴリズム（M-

path, BioProV, レトロ合成, SVM 予測）の各ツールの高機能化と公開・運用については検討中で

ある。 

 

 

図-2.3.2.4-2 レトロ合成設計基盤 

 

新規代謝経路設計

M-path、BioProV
新規反応予測（SVM）

レトロ合成

標準代謝モデル構築

Model	Generator
HyMep

拡張代謝モデル

Flux	Balance	Analysis
設計指針・改変提案

データ測定

目的物質・中間体
遺伝子発現
培養条件

酵素反応データ

酵素遺伝子・改変候補

スタート化合物 候補化合物

化合物選択 経路出力
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図-2.3.2.4-3 SVM 予測基盤 

 

② 代謝モデルのデータ集積・構造化 

 平成 28 年度に、代謝モデルの再構築には開発中のツールである GSM generator を利用して、

モデル微生物（大腸菌）および産業宿主（放線菌、コリネ菌）の標準代謝モデルを SBML 形式で

集積した。平成 29 年度には、モデル微生物（大腸菌）および産業宿主（放線菌、コリネ菌）の

標準代謝モデルを目的物質の代謝経路を導入した拡張代謝モデルへと展開、集積するとともに、

GSM generator、フラックスバランス解析（FBA）、HyMep の各ツールの整備を行った。平成 30 年

度はこれまでに構築した代謝モデルとそれらに基づく予測の検証実験の結果(オミクスデータを

含む)などからモデルの高精度化を図り、目的化合物・宿主毎の最適代謝モデルを構築し、デー

タベース化に向けた要件整理を行うとともに、各解析ツールのインターフェイスを開発する。 

 

③ 酵素反応データ集積・構造化 

 平成 28 年度に、論文・酵素反応データベースからの酵素反応データおよび酵素反応学習・構

造計算により得られるデータを集積した。平成 29 年度には、酵素反応データのキュレーション

および学習・構造計算により予測される酵素反応データについてデータ集積と一部データについ

てインターフェイスを開発した（図-2.3.2.4-4）。平成 30 年度は、酵素遺伝子・改変候補を提

示する酵素反応データベースの構築を行う。 

 

入力情報 出力結果
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図-2.3.2.4-4 酵素反応データベース 

 

④ 測定データのデータ集積・構造化 

 平成 28 年度に、各企業・大学のテーマで測定する（オーミクス）データについて、集積を開

始した。平成 29 年度には、各企業・大学のテーマで測定する（オーミクス）データについて、

情報解析に必要なデータ整理・標準化を行った。平成 30 年度は、各企業・大学のテーマで測定

する（オーミクス）データについて、情報解析に必要なデータベース構築を行う。 

 

(10) 成果の普及 

 区分 論文 その他外部発表 

展示会 受賞 

フォー

ラム等

※ 

年度 

 

査読付

き 
その他 

学会・

発表・

講演 

新聞・

雑誌等

への掲

載 

プレス

発表 
その他 

H28 0 0 3 0 0 0 0 0 0 

H29 0 0 6 0 0 0 2 0 1 

H30 0 0 6 0 0 0 1 0 0 

合計 0 0 15 0 0 0 3 0 1 

※実施者が主体的に開催するイベント（フォーラム、シンポジウム等） 

 

  

生物種 活性基質･生成物EC番号 ‥･
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

情報解析技術・ツールなどの基盤的技術は特許化しにくいという背景のもと、各種技術・ツー

ル・データベースに関しては論文投稿による技術優位性のアピールを行うとともに、ユーザへの

インターフェイスとしてはノウハウ蓄積(秘匿化)、オープンクローズ戦略を使い分けることで競

争的優位性を維持していく。 

 

 区分 特許出願 

年度  国内 外国 PCT 出願 

H28 0 0 0 

H29 0 0 0 

H30 0 0 0 

合計 0 0 0 
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2.3.2.5 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子の探索 

 

担当機関：産業技術総合研究所 旭化成ファーマ㈱、長岡技術科学大学、花王㈱（再委託）、バ

イオインダストリー協会（再委託）、九州大学（再委託） 

 

(1) 背景と目的 

微生物による効率的物質生産を実現するためには、物質生産時に微生物細胞内で起こっている

現象をメカニズムとして理解し、それを一つの稼働システムとして制御することが求められる。

ターゲットとする生産物質がタンパク質の場合も化合物等の代謝産物である場合も、細胞を制御

するために実際に行われる人為的操作は、遺伝子導入や破壊等の遺伝子改変が中心となる。そこ

で、ターゲット物質の生産性に寄与するために必要な改変候補遺伝子を提示するためには、遺伝

子レベルで細胞内で行われている制御システムをネットワークグラフとしてモデル化する事が有

効であると考えられる。 

 

本研究開発項目の目的は、遺伝子の操作による収量向上を行うため、遺伝子発現データから遺

伝子相互間の制御関係を明らかにし最適な操作を提示する数理科学的手法を開発することである。 

ここでは、限られた量の実験観測データを解析し、収量向上のために改変すべき遺伝子を提示

するシステマティックな手法を開発する。これは、遺伝子相互間の発現制御関係のネットワーク

構造をデータから同定または推定する（ネットワーク推定）手法を核として、その前段階となる

ネットワークに組み入れるべき遺伝子のリストアップを行う（遺伝子抽出）手法、その後段階と

なるネットワーク構造からの制御因子探索手法からなる。遺伝子抽出を適切に行うことにより、

発現制御関係ネットワーク構造の推定に必要となるデータの量を低減することができ、物質生産

時に生体細胞内で起こっている現象をより高精度にネットワークモデルとして表現することが可

能になる。さらにはネットワーク構造をもとに。ターゲット遺伝子の発現量を最大化もしくは最

小化するために必要な制御因子をシステマティックに探索する手法を開発することにより、収量

向上のプロセスを大幅に加速することが可能になる。上記目的を達成するため、本研究開発項目

では下記 3 つの技術を技術開発項目として設定する。 

1) ターゲット物質生産性に寄与する可能性のある遺伝子群の推定技術（遺伝子選択技術） 

2) 推定した遺伝子間の制御構造をネットワークグラフとしてモデル化する技術（ネット

ワーク構造推定技術） 

3) 推定したネットワーク構造からターゲット遺伝子発現量の最適制御因子を探索する技

術（制御因子探索技術） 

それぞれの技術について詳細を下記に記載する。 

 

1) 物質生産性に寄与する可能性のある遺伝子群の推定技術 

生体細胞において、物質生産等の細胞内現象に必要な遺伝子は約 10％～20％と推定されてい

る。しかしながら、現在、物質生産時に実際に貢献している遺伝子の多くは未同定である。そこ

で、本研究課題では、遺伝子発現データや変異株ゲノムデータ等のオーミクスデータから、効率

よくかつ高精度に物質生産に寄与している遺伝子群を同定する情報技術を開発する。遺伝子選択

を適切に行わないと、次のネットワーク構造推定において数値データから計算した遺伝子間の制
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御構造が結局なんの意味も持たない、ただの数値遊びに終わってしまう。遺伝子選択を高精度に

行うことで、この後に行うネットワーク構造推定でモデル化したものが、生体細胞内でおこって

いる現象をモデル化したものとなる。 

 

2) 遺伝子間の制御構造をネットワークグラフとしてモデル化する技術 

ターゲット物質生産性が、細胞内における多数の因子の影響に起因すると仮定すると、ター

ゲット物質生産量を結果変数とし、細胞内因子を説明変数とした確率モデルとして表現可能にな

る。ターゲット物質の生産性を効率的に強化するためには、係数が最大値である説明変数を同定

し、それを改変候補として提案すべきである。そこで、まずはこれらの説明変数群と目的変数間

の関係性を明らかにするために、多変量解析を基盤とした統計モデルによるネットワーク構造推

定手法を開発し、適用する。具体的には、1．で推定された遺伝子群についてベイジアンネット

ワークや共分散構造解析を基盤としたネットワーク構造推定手法の改良を行うとともに、実験結

果から得られた情報を反映した改良型ネットワークグラフ再推定手法を開発する。 

 

3) ネットワーク構造からターゲット遺伝子発現量の最適制御因子を探索する技術 

 1．2.の技術によって、ターゲット物質の生産量に直結するターゲット因子をノードとして包

含した遺伝子間の制御構造がネットワークグラフとして推定される。ここで推定されるネット

ワークグラフの構造は往々にて単純な階層構造にとどまらず、場合によっては再帰的構造を包含

した複雑な構造を有する。そのため、ネットワークグラフに存在するどのノード（遺伝子）が

ターゲット因子の量を調節する上で効率的な制御因子となりうるかについて推定・検証する技術

が必要である。そこで、再帰的構造を含め、ネットワークグラフの構造およびエッジの係数から

ターゲット因子の量を調節（最大化・最小化）するために必要な制御因子を探索する技術を開発

する。 

 

上記、3 つの技術開発を行うために、以下 2 つの研究課題を設定し、それぞれ 2.3.3.1（コレス

テロールエステラーゼの生産性向上による有効性検証）、2.3.3.2（糸状菌を用いた有用タンパ

ク質同時生産制御による有効性検証）の実証課題と連携しながら技術の開発を実施する。 

 

研究課題① 単一標的タンパク質生産を制御するネットワーク推定手法の開発（2.3.3.1 と連携） 

研究課題② 複数標的タンパク質生産を制御する最適制御法の開発（2.3.3.2 と連携） 

 

(2) 位置づけ、目標値 

微生物を利用した物質生産の効率化は、古くは「醗酵」に始まり、最近では「合成生物学」を

利用した効率化が求められている。その中で、欧米ではいち早く「情報解析技術」を微生物生産

技術向上に組み込んだ取り組みが行われており、バイオエタノール等でいくつかの成功を収めて

いる。欧米型の取り組みにおいて一番の特徴は機械学習を基盤とした大量データからの特徴量抽

出であり、データ数に応じて、物質生産の指針となる育種方針の提案精度は向上する。しかしな

がら、このような手法の短所として、高精度な結果を得るためには、ターゲット物質毎に偏向し

ていないデータを大量に取得する必要があり、高コストであることが挙げられる。 
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 本課題では、上記のように先行している欧米の微生物物質生産分野に対抗するため、欧米型の

短所である「ターゲット物質毎に大量データを必要とする」部分を最小限にするための情報解析

技術としてシステム生物学的アプローチを基盤とした技術開発を行っている。本手法により、①

より少量のデータで（低コスト）、②より正確に（細胞内メカニズムを基本とする）、③汎用的

に（数理モデル構築）の 3 つが可能になると考えている。 

 
 

中間目標値（H28） 最終目標値（H32） 

1. 遺伝子選択技術の開

発 

・システマティックな実験デザ

イン技術の開発 

・物質生産関連遺伝子群の同定

技術の開発 

・各株（ Burkholderia および 

Trichoderma）にて物質生産に

寄与する遺伝子を選択する手法

の確立 

・各実証課題の検証結果を反映し

た、遺伝子再選択手法の改良 

 

2. 遺伝子間のネット

ワーク構造推定手法の

開発 

・物質生産に寄与すると考えら

れた遺伝子群において、少数の

データから制御構造を推定する

技術の開発と適用 

・遺伝子ネットワークモデル構

築と高精度化 

・産業微生物で改変ターゲット

遺伝子選定技術の有効性を実証 

・発現ダイナミクスの解析シミュ

レーションによって、最大収量実

現にむけた有効性の実証 

・恣意的に選択された遺伝子を入

れたネットワーク構造推定手法へ

の改良と一般化 

3. 推定したネットワー

ク構造からの制御因子

探索技術の開発 

・改変ターゲット遺伝子選択技

術の確立 

 

・ネットワーク構造上のすべての

遺伝子について、ターゲット因子

への影響力を数値化する技術の開

発 
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(3) 全体計画 

 

図 2.3.2.5-1 設定した技術課題と年次計画 

 

本研究開発項目は以下 3 つの技術開発を実施する。1) 遺伝子選択技術の開発、2）ネットワー

クモデル構築技術の開発、3) 制御因子探索技術の開発。当初は実データをもとに 1)の技術開発

を行い、ある程度技術が開発できたところで、2)の技術開発を実施する。1)については、実証課

題における検証結果をもとに改良等を行いつつ、2)で開発した技術を実データへ適用する。実

データから 2)による結果が得られたところで、3)の技術開発を実施する。1),2),3)は並行して

実施するのではなく、シークエンシャルに技術開発、実データへの適用、適用結果からの改良を

実施する。 

初年度はデータ蓄積が多い 2.3.3.2 の実データを利用し、特に 1)の遺伝子選択技術の開発に注

力する。また、既存の手法によるネットワークモデル構築を実施することで、既存手法における

課題を洗い出す。 

平成 29 年度までに第 1 弾のネットワークモデル構築を実施し、2.3.3.2 課題に改変候補遺伝子

を提案する。その実証実験を行っている間に、平成 28 年度に実施した遺伝子選択手法での課題

を再検討し、遺伝子選択手法の改良を実施する。また、2.3.3.1 課題についても平成 29年度に各

種オーミクスデータが取得され始めることを受けて、開発・改良した遺伝子選択手法の適用、遺

伝子ネットワークモデル構築技術の適用を実施する。計算結果は各実証課題に適宜フィードバッ

クし、手法の精度について検証してもらう。平成 29 年度中に 1～2 回、各実証課題についてネッ

トワーク構築を実施し、ネットワークモデル構築上の課題等を洗い出す。平成 30 年度は前年度

までに洗い出された課題について解決法を検討するとともに、技術課題 3)について開発を実施

する。課題 3)は、実際のネットワークモデルが構築されないと、アルゴリズム開発を実施する

ことができないことから、平成 30 年度からの開始とする。 
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(4) 実施体制 

 

 

図 2.3.2.5-2 本研究開発項目の実施体制 

 

 本研究開発項目は、2.3.3.1 および 2.3.3.2 の実証課題と連携しながら技術開発を実施してい

る。情報解析技術は産総研臨海センターがすべて実施している。本情報解析技術を開発する上で

必要なゲノム、トランスクリプトーム等の各種オーミクスデータ、およびターゲット物質の生産

量データ、また遺伝子発現ネットワークモデルで推定された制御因子の正誤判定等の検証実験等

については、2.3.3.1 および 2.3.3.2 の各参画機関が実施している。各参画機関で実施された検

証結果を元に技術の改良を実施している。 

 

(5) 運営管理 

・情報解析技術の開発と適用については、中心機関である産総研臨海センターにて実施機関で週

1 度以上の研究打ち合わせ、および研究内容についての打ち合わせを行い、研究の方向性を確認

しながら本課題を実施した。 

・実証課題関係者とは、研究実施者レベルでは適宜月 1 度～複数回の研究打ち合わせを行った。 

・2～3 カ月に 1 度程度、課題関係者全員が集まり、NEDO、PL を含めた進捗報告会と研究方針に

ついての会議を実施した。 

 

(6) 実施の効果 

 本研究開発項目の実施により、従来法では発見が難しい改変候補遺伝子を探索することが可能

になる。具体的な成果は後述するが、事実、従来育種では発見することが困難と予想される複数

の制御因子の同定を実現してきた。従来法によって、これらの制御因子を同定するためには、長
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期間におよぶ育種および大量の変異株作成が必要と予想されることから、少なくとも育種期間の

短縮(1/2～1/3)、さらに変異株作成コスト削減（1/2 程度）の効果が期待される。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

1. 遺伝子選択技

術の開発 

・ シ ス テ マ

ティックな実験

デザイン技術の

開発 

・物質生産関連

遺伝子群の同定

技術の開発 

・ 各 株

（ Burkholderia

お よ び 

Trichoderma）に

て物質生産に寄

与する遺伝子を

選択する手法の

確立 

・遺伝子選択に

必要な実験条件

検討を実施し、

実証課題にて実

行した。 

・遺伝子同定技

術を開発し、さ

らに実証結果を

考慮した手法の

改 良 を 実 施 し

た。 

・各実証課題に

おいて遺伝子選

択 技 術 を 適 用

し、遺伝子選択

を実施した。 

◎ 

（予定していた

論理演算による

遺伝子選択や相

関解析による遺

伝子選択手法に

加 え 、 ネ ッ ト

ワーク構造推定

手法を組み合わ

せた新規遺伝子

選択手法を確立

した。また、実

証実験の結果を

うけて、遺伝子

選択手法の第 1

段階目の改良を

実施した。） 

・今後の課題と

して、開発手法

の 一 般 化 が 必

要。 

解決方針として

は、取得されえ

いるデータから

適切な遺伝子選

択手法をシステ

マティックに決

定するフローを

開発する。 

2. 遺伝子間の

ネットワーク構

造推定手法の開

発 

・物質生産に寄

与すると考えら

れた遺伝子群に

おいて、少数の

データから制御

構造を推定する

技術の開発と適

用 

・遺伝子ネット

ワークモデル構

築と高精度化 

・産業微生物で

改変ターゲット

遺伝子選定技術

の有効性を実証

する 

・ ベ イ ジ ア ン

ネットワークモ

デルと構造方程

式モデルを基盤

と し た ネ ッ ト

ワーク構造推定

手法を開発/改良

し、少数データ

か ら の ネ ッ ト

ワーク構造推定

を実現した。 

・実証課題につ

いて遺伝子ネッ

トワークモデル

構築と高精度化

を実施した。 

◎ 

（中間評価時ま

でに一度ネット

ワークモデルか

ら の 改 変 タ ー

ゲット遺伝子選

択 を 行 う 予 定

だったが、全般

的に前倒しで実

施することがで

き、遺伝子ネッ

トワーク構築を

複 数 回 実 施 し

た。） 

・実証課題から

の検証結果を受

け、オーミクス

データの追加を

必要としないで

ネットワークモ

デルを高精度化

する手法の開発

が必要。 

303



 

・産業微生物で

改変ターゲット

遺伝子選定技術

の有効性の実証

研究を実施中で

ある。 

 

3. 推定したネッ

トワーク構造か

らの制御因子探

索技術の開発 

・改変ターゲッ

ト遺伝子選択技

術の確立 

 

・推定したネッ

トワーク構造か

ら、グラフ上の

係数値を利用し

た改変ターゲッ

ト遺伝子の選定

手法を開発し、

適用した。 

 

〇 

（2019 年 1 月完

成予定） 

 

・複数ターゲッ

トを同時制御す

るためにはもっ

と シ ス テ マ

ティックに制御

因子を探索する

技術が必要。解

決 法 と し て 、

ネットワーク構

造上のすべての

遺 伝 子 に つ い

て、ターゲット

因子への影響力

を数値化する手

法を開発する。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

1. 遺伝子選択技術の

開発 

・遺伝子選択に必要

な実験条件検討済。 

・遺伝子同定技術を

開発済。 

・各実証課題におい

て遺伝子選択技術を

適用し、遺伝子選択

を実施済。 

・各実証課題の検証

結果を反映した、遺

伝子再選択手法の改

良 

 

達成可能 

・実証課題からの検

証結果を受けた遺伝

子再選択手法につい

ては、方針が決まっ

て い る の で 達 成 可

能。 

 

2. 遺伝子間のネット

ワーク構造推定手法

の開発 

・ベイジアンネット

ワ ー ク モ デ ル を 実

データへ適用可能。 

・構造方程式モデル

を基盤としたネット

ワーク構造推定手法

を開発済。 

・改変候補遺伝子を

実証課題に提案し、

産業微生物での検証

実験を実施中。 

・発現ダイナミクス

の 解 析 シ ミ ュ レ ー

ションによって、最

大収量実現にむけた

有効性の実証 

・恣意的に選択され

た 遺 伝 子 を 入 れ た

ネットワーク構造推

定手法への改良と一

般化 

達成可能 

・ダイナミクスにつ

いては、ブーリアン

モデルによる解析は

試行済のため達成可

能。 

・恣意的に選択され

た遺伝子を導入した

ネットワーク構造推

定手法については、

ほぼ方針が決まって

いるので達成可能。 

3. 推定したネット

ワーク構造からの制

御因子探索技術の開

発 

・ 推 定 し た ネ ッ ト

ワーク構造から、グ

ラフ上の係数値を利

用した改変ターゲッ

ト遺伝子の選定手法

を 開 発 し 、 適 用 し

た。 

 

・ネットワーク構造

上のすべての遺伝子

について、ターゲッ

ト因子への影響力を

数値化する技術の開

発 

 

達成可能 

・ネットワーク構造

上すべての遺伝子の

影響力を数値化する

手法については、2 項

関係から逆算する方

法で開発中であり、

達成可能。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

本課題において、ターゲット物質は単一ターゲット・複数ターゲット共にタンパク質である。

そのため、ターゲットタンパク質をコードしている 1 つの遺伝子または複数の遺伝子群をター

ゲット遺伝子として、これらターゲット遺伝子の遺伝子発現量を調節するために必要な改変候補

遺伝子探索のための情報解析技術の開発を行った。 

 

1) 物質生産性に寄与する可能性のある遺伝子群の推定技術の開発（平成 28年度～平成 29年度） 
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・システマティックな実験デザイン技術の開発 

生産量の違いが生じる複数の実験条件についての各種知見をもとに、ターゲット物質の生産量

に寄与する遺伝子群を選択するうえで、最適な実験条件の選択手法を開発した。情報解析を実施

する場合、物質生産に寄与する遺伝子同定のためにはポジティブデータのみならずネガティブ

データも必要である。本開発では、ターゲット物質生産性という特徴を抽出するための寄与する

実験条件の組み合わせ選定の定式化を行った。データの実験条件を可能な限りカテゴリ化するこ

とでデータの層別をシステマティック行った。具体的には、培地条件、培養時間、株の種類、変

異状態などの条件を洗い出し、必要なネガティブデータ取得のための条件組み合わせを推定する

フローを開発した。その結果を参画機関に提示し、追加で必要な実験条件を提示した。 

 

・物質生産関連遺伝子群の同定技術の開発 

生産量によって実験データを複数のクラスに分類し、多群検定によって発現に変化が見られた

遺伝子群を物質生産関連遺伝子として抽出した。特に、各クラス内において、生産量の推移と遺

伝子発現量の推移に相関がみられる遺伝子群を、物質生産量に寄与する遺伝子として絞り込む手

法の開発を実施した。具体的には、生産量に対応して変動している遺伝子群の抽出に必要な数値

パラメータの算出方法を開発した。データの正規化手法を含め、各サンプルからの積集合から発

現変動している遺伝子群を判断し、関連遺伝子候補として推定する手法として下記 4 つの遺伝子

選択技術の開発を行った。 

① 統計検定に基づく遺伝子選択技術 

② 相関解析による遺伝子選択技術 

③ 論理演算を組み合わせた遺伝子選択技術 

④ ベイズ推定を組み合わせた遺伝子選択技術 

 

① 統計検定に基づく遺伝子選択技術 

データ群を着目している遺伝子の高発現のサンプル群と低発現のサンプル群に分類し、それぞ

れの群で分布に差がある遺伝子を検定により抽出する方法を開発した。検定手法は Welch の t 検

定、 Wilcoxon 検定、Brunner-Munzel 検定の 3 種類を候補とし、実験観測データに適用して検討

を実施した。検定手法を実証課題のデータに適用した結果、有意水準 5%で Bonferroni の補正を

適用した場合、有意となる遺伝子数は 

Welch の t 検定 < Wilcoxon 検定 < Brunner-Munzel 検定 

という結果となった。Wilcoxon 検定で有意となった遺伝子数は、Welch の t 検定の 3-5 倍、

Brunner-Munzel 検定で有意となった遺伝子数は、Welch の t 検定の 10-20 倍であった。 

発現データでは高発現群と低発現群で分散が大きく異なったことから、Wilcoxon 検定では擬

陽性が増えたと考えられた。等分散性の検定である F 検定によって確認をしたところ、遺伝子に

よって等分散性は成り立っていない場合が多々あることが明らかになった。一方、Brunner-

Munzel 検定の傾向として Wilcoxon 検定よりも P 値が低くなっていることから、擬陽性がさらに

増えていると判断し、検定手法として採用しないこととした。 

Welch の t 検定は、高発現のサンプル群と低発現のサンプル群で、母集団の平均が等しいとい

う帰無仮説 H0を検定するものである。このため、着目している遺伝子と同様の発現挙動を示す遺
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伝子、逆の発現挙動を示す遺伝子の両者が同時に検定できる。挙動が逆になる場合、検定統計量

の符号で判断することにした。 

② 相関解析による遺伝子選択技術 

実験データが少ない状態から、ターゲット物質の生産量に寄与している遺伝子選択手法として

相関解析による遺伝子選択技術を開発した。具体的には、ターゲット物質（タンパク質）をコー

ドしている遺伝子の発現パターンと同様のバターンを持つ遺伝子群を全遺伝子から選択するため、

下記プロセジャーを確立した。 

 

 

図 2.3.2.5-4 相関解析による遺伝子選択フロー 

 

③ 論理演算を組み合わせた遺伝子選択技術 

複数のターゲット遺伝子を同時制御するためには、どのような制御を求めるかによって選択す

べき遺伝子が異なることが予想される。そこで、これまでに開発した統計検定による遺伝子選択

手法および相関係数を利用した遺伝子選択手法相当に、論理演算を組み合わせた下記の遺伝子選

択手法を開発した。 

 

 

図 2.3.2.5-3 論理演算を組み合わせた遺伝子選択フロー 
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④ ベイズ推定を組み合わせた遺伝子選択技術 

これまでに開発してきた遺伝子選択手法を実証課題に適用したところ、実際に選択される遺伝

子数は 100 個以上になる場合が多く、遺伝子ネットワークとしてベイジアンモデルのみが適用可

能であった。そこで、より高精度な遺伝子選択を実施するため、①～③のいずれかの手法で選択

された遺伝子群について制約ベースのアルゴリズムを適用したベイジアンネットワークを構築し、

ターゲット遺伝子と直接相互作用を有する遺伝子群を選択する手法を開発した。 

 

 

図 2.3.2.5-4 ベイズ推定を組み合わせた遺伝子選択フロー 

 

・各株（Burkholderia および Trichoderma）にて物質生産に寄与する遺伝子を選択する手法の

確立 

これまでに開発した物質生産に関係する遺伝子選択技術を実証課題 2.3.3.1, 2.3.3.2 の

Burkholderia および Trichoderma の各産業微生物に適用した。各種パラメータの最適値を求め、

実際に物質生産に寄与している遺伝子群の数について、全遺伝子の 1％以下にまで絞り込みを

行った。 
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図 2.3.2.5-5 Burkholderia における遺伝子選択結果 

 

 

図 2.3.2.5-6 Trichoderma における遺伝子選択結果 

 

2) 遺伝子間の制御構造をネットワークグラフとしてモデル化する技術の開発（平成 29 年度～

平成 30 年度） 

・物質生産に寄与すると考えられた遺伝子群において、少数のデータから制御構造を推定する技

術の開発と適用 

遺伝子選定技術により選定された遺伝子群にターゲット遺伝子を加えた遺伝子群の発現データ

を元に、それらの遺伝子間の制御構造をモデル化した。まずは少数の実験データからモデル化す

るため、簡便なブーリアンネットワークと偏相関を基盤とした数理モデル手法を適用した。 

開発した手法は以下の通りである。 

(1)時系列データから kmeans クラスタリングを利用し、バイナリー (0/1) 状態のデータを作

成。 

(2)バイナリーの時系列データを入力して確率ブーリアンネットワークによる構造推定を実施。 

(3)構造推定結果のオブジェクト内容の出力。 

(4)20 ステップのシミュレーション。 

(5)各ステップの状態を時系列で可視化。 
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図 2.3.2.5-7 Trichoderma におけるブーリアンネットワーク結果 

 

推定されたブーリアンネットワークの構造を、図 2.3.2.5-7 に示した。菌株、実験条件により

ネットワークの形は異なっているが、始点、終点となる node は共通していた。また、確率ブー

リアンネットワークとして推定されているため、一つの node に多数の arc が接続される結果と

なり、制御構造を明らかにするうえで構造が煩雑になることが明らかになった。 

偏相関に基づいたネットワーク構造については、遺伝子選択の段階でターゲット遺伝子と発現

データの相関性が高い遺伝子を選択しているため、各遺伝子の発現データベクトルの類似性が高

く、逆相関を計算することが難しいことから、現段階で使用するのは不適切であると判断した。 

 

・遺伝子ネットワークモデル構築あるいは解析の高度化 

ベイジアンネットワーク、構造方程式モデルなどの手法を少数の取得データ数でも適用でき

るように改良を行った。さらに、上記の複数の手法で構築した複数のネットワークモデル中に

存在する共通の遺伝子—遺伝子間制御関係を抽出し、制御ネットワークモデルの再構築を行っ

た。検討したベイジアンネットワークモデルは以下の通りである。 

 

表 2.3.2.5-1 ベイジアンネットワークモデルの検証アルゴリズム一覧 

 

 

上記アルゴリズムによるネットワーク構造推定を可能にするために、以下の技術を開発し構造

推定プログラムを構築した。 

1）制約ベースの推定手法において、無向 arc を順番に抽出し、巡回エラーにならない場合は

強制的に方向を設定するロジックを追加 
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2）スコアとして BIC (Bayesian Information Criterion)、 AIC (Akaike Information 

Criterion) を算出 

3）実験観測データによるパラメータ学習による線形回帰係数の算出 

4）条件付き独立の検定に基づき、arc の強度として P 値算出 

 

・産業微生物で改変ターゲット遺伝子選定技術の有効性を実証する 

開発した手法を実証課題データに適用し、実データからの遺伝子ネットワーク構築を行った。

2.3.3.1 課題については、遺伝子選択によって 13個の転写因子が選択された。これらの遺伝子群

についてまずは構造方程式モデリングによるネットワーク推定を行った。 

 

 

図 2.3.2.5-8 Burkholderia における遺伝子ネットワーク推定結果 

 

2.3.3.2 課題については第一段階の遺伝子選択によって 15個の遺伝子が選択された。これらの

遺伝子群についてベイジアンネットワークと構造方程式モデリングによるネットワーク推定を

行った。 

 

 

図 2.3.2.5-9 Trichoderma における遺伝子ネットワーク推定結果 
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ここから得られた改変候補遺伝子の結果を、2.3.3.1 および 2.3.3.2 参画機関にフィードバック

し、ネットワーク構造の精度についての検証実験を行った。その結果を受け、ネットワーク構造

の高精度化を行った。各課題における最新のネットワーク構造を以下に示す。 

 

図 2.3.2.5-10 産業微生物における改良型遺伝子ネットワーク推定結果] 

 

図 2.3.2.5-10 で示した改良ネットワーク構造は、第一弾で推定したネットワーク構造と比較

し、測定データとの適合度はすべての指標において高く、より高精度なモデル構築を実現した。 

 

3) ネットワーク構造からターゲット遺伝子発現量の最適制御因子を探索する技術（平成 30 年度

以降） 

・改変ターゲット遺伝子の選定技術の確立 

構築した高精度のネットワークモデルから各宿主の生産性を増強するために、操作する遺伝子の

選定技術を開発した。具体的には、推定したネットワークモデルからターゲット遺伝子の上流構

造だけから構成されるサブグラフを抽出し、測定データが時系列データである場合いはブーリア

ンモデルを適用し改変候補遺伝子を推定する技術を開発した。 

 

 

図 2.3.2.5-11 ブーリアンモデルによる改変候補遺伝子推定結果 
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 次に複数のターゲット遺伝子毎に上流構造をサブグラフとして抽出し、それらサブグラフから

ターゲット遺伝子の発現調節を行う可能性の高い制御因子候補を選択する技術を開発した。 

 

 
図 2.3.2.5-12 サブグラフ抽出による改変候補遺伝子推定結果 

 

現在、各種検証実験を行っているところではあるが、特に 2.3.3.2 については、上記改変候補遺

伝子のうち、ターゲット遺伝子群を調節する遺伝子の発見に成功した。 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 1 0 5 0 1 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(1) 

6 

(10) 

0 

(0) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 2 15 2 2 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 1 0 0 

2018 *1 
2 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 5 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.6. タンパク質発現・機能制御のための遺伝子配列設計 

 

担当機関：産業技術総合研究所、神戸大学、東北大学、岡山大学（再委託） 

 

(1) 背景と目的 

酵素や機能性タンパク質を産業利用するには、生産量増大のための高発現化や、高機能化が重

要となる。また、代謝経路を作成するためには、その経路内にある、生合成酵素、転写制御因子

等に対応する遺伝子を導入する必要があるが、そのタンパク質の発現量を調節することによって、

代謝経路の流量（化学反応量）を考慮した改変が可能になる。本項目では、配列改変によるタン

パク質発現・機能制御法の開発を行う。 

 

(2) 位置づけ、目標値 
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(3) 全体計画 

  H28 H29 H30 H31 H32 

課題① 配列設計法

の構築 

     

企業所有宿

主での実証 

     

課題② 高機能化法

の構築 

     

企業所有酵

素での実証 

     

 

（平成 28 年度実施内容） 

課題①：翻訳に関する最新研究の妥当性・他宿主への適用性を、産総研独自データに基づいて検

証し、得られた結果に基づき新規遺伝子改変法を開発する。これまで、遺伝子改変手法では特徴

量としてコドン頻度を用いてきたが、最新の研究で翻訳に関与すると示唆されている、遺伝子の

mRNA 量、mRNA の二次構造形成度、翻訳に使われる tRNA の種類、SD 配列が ORF 内に出現する頻

度、ヒストンとの結合安定性、人工イントロン導入なども考慮した遺伝子改変による発現量制御

法の開発を行う。その際、産総研・田村らが独自に行ってきた蛋白質生産実験に関するデータも

用いて、手法を開発する。遺伝子改変法が出来次第、原核生物、真核生物を用いた、蛋白質発現

による検証実験を開始し効果を検証する。 

 

課題②：MD シミュレーションを用いた機能性蛋白質高機能化法の開発を行い変異体の予測を行

う。具体的には、機能性蛋白質の熱安定性を予測するための MD シミュレーションを用いた手法

を開発する。高温での MD による熱安定性の測定だけでなく、蛋白質に外力を加えることで変性

しやすくする計算系の開発など、多角的な検討を加える。機能性蛋白質としては、家畜用ワクチ

ンなどを用い、X線結晶解析やホモロジーモデリングにより MD計算の初期構造を作成する。計算

系構築後、変異体の熱安定性予測を行う。耐熱性向上のための配列改変としては、(a) 蛋白質内

部の疎水性向上、(b) SS 結合、塩橋、水素結合の導入、(c) 変性構造の不安定化、などが考えら

れるが、まずはいずれか一つを導入した改変を行う。また、高機能化の検証実験を開始する。具

体的には、アミノ酸改変体の発現・熱安定性測定を行う。 

 

（平成 29 年度実施内容） 

課題①：前年度行った蛋白質生産実験データを元に、遺伝子改変による蛋白質発現量調節法をさ

らに改良する。データ数が増えた時点で、機械学習などの人工知能に関する手法を導入した、新

規遺伝子改変法の開発も検討する。また、本年度に開発した手法の検証も継続して行う。さらに、

蛋白質の発現量が増加するにつれて、アミノ酸の枯渇による他蛋白質の発現量低下、凝集体形成

などにより、酵母が死滅するなどの悪影響を生じることが予想される。そこで、蛋白質の発現量

に応じて、酵母内にどのような現象・影響が及ぼされるのか簡便に調査する手法を開発する。 
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課題②：前年度の結果を元に、機能性蛋白質の熱安定性予測法の改良を行う。それに基づいたア

ミノ酸改変体の設計を行い、熱安定性予測を行う（産総研）。また、アミノ酸変異体の検証実験

（発現・安定性測定）を継続する。 

 

（平成 30 年度実施内容） 

課題①：これまでに開発した新規遺伝子改変法を用いた蛋白質生産実験データを元に、遺伝子改

変法をさらに改良・検証実験を継続して行い、原核生物、真核生物を宿主とした生産に対して手

法を確立する。本年度終了までに、高発現化に関しては改変前の発現量比 3 倍以上、低発現時は

1/3 倍の達成を目標とする。また、蛋白質の発現量に応じて、酵母内にどのような現象・影響が

及ぼされるのか簡便に調査する手法を確立し、少なくとも 5 遺伝子以上について調査を行うこと

を目標とする。 

課題②：これまでの結果を元に、機能性蛋白質の熱安定性を予測する手法の改良・アミノ酸改変

体の設計・検証実験を継続して行い、高機能化法を確立させる。本年度終了までに耐熱性向上に

関しては改変前の変性温度を 10 度以上向上することを目標とする。 

 

(4) 実施体制 

  

 

(5) 運営管理 

 各課題とも、概ね月に１度報告会を行い、研究進捗に関して確認を行っている。また、年に 1

度程度、全体でのミーティングを開催している。 
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(6) 実施の効果 

実験による 100~1000 のオーダーでの変異体作成による検証をすることなく、計算・シミュ

レーションによる予測に基づき、100 以下の変異体作成による実験で高発現・高機能化などの成

果を得ることができる。それにより、消耗品・設備に関する費用、人件費などを大きく削減する

ことができる。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

原核生物に対す

る配列設計法の

開発 

改変前の発現量

比 3 倍以上、低

発現時は 1/3 倍

の達成 

放 線 菌 （ ロ ド

コッカス）に対

して、ほとんど

発現が確認され

ない遺伝子の発

現量を 100%向上

させる配列設計

法を確立した。

また、その量も

大幅に向上する

こ と を 確 認 し

た。 

◎ 

（倍率が定義で

きないくらい大

幅に発現量を向

上できたため、

◎と評価） 

 

真核生物に対す

る配列設計法の

開発 

改変前の発現量

比 3 倍以上、低

発現時は 1/3 倍

の達成 

酵母に対して、

プロモータ改変

による手法、質

量分析データに

基づくコドン最

適化による手法

で 3 倍以上向上

できることを確

認した。麹菌に

関しては、プロ

モータ改変等を

組み合わせた手

法で、発現量を

最大 2.8 倍向上

した 

△ 

（酵母について

は目標値（3倍）

を達成したが、

麹菌について、

最大 2.8 倍と目

標値を超えてい

な い た め 。 た

だ、目標値まで

あと少しである

ため、H30年度末

には目標値を達

成すると思われ

る） 

原核生物宿主向

けの配列設計法

を、真核生物に

も適用し、これ

までに試した方

法と組み合わせ

ることで、目標

値 達 成 を 目 指

す。 

MD シ ミ ュ レ ー

ションを用いた

機能性蛋白質高

耐熱性向上に関

して、変性温度

10 度以上向上 

複数の蛋白質に

対する変異体を

大量に計算機上

◎ 

変性温度が目標

値の 10℃よりも
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機能化法の確立 に作成し、それ

に対する MD シ

ミュレーション

を行い、耐熱性

が向上すると予

想される変異体

について、実験

で確認したとこ

ろ、変性温度が

10 度以上向上し

た 例 が 見 ら れ

た。 

大きく改善した

変異体を取得す

ることに成功し

た。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

原核生物に対する配

列設計法の開発 

放線菌（ロドコッカ

ス属）について、75%

の 確 率 で 発 現 量 増

大。発現量がかなり

低い状態からだと、

100％の確率で増大。

ほとんど発現量がな

いところから、大幅

に蛋白質発現量を増

やすことができてお

り、目標値（3 倍）を

達成。 

高発現化に関して、

改変前の発現量比 3倍

以上を目標とする。

また、科学研究では

あまり用いられない

企業所有の宿主・蛋

白質に対しても、本

方法が有効であるこ

とを確認し、実際の

生産に生かす。 

コリネバクテリウム

についても発現量が

増大することをすで

に確認しており、す

でに最終目標は達成

したと考えている。

現在、放線菌（スト

レプトマイセス属）

などについても実証

中。 

真核生物に対する配

列設計法の開発 

酵母については目標

値（3 倍）を達成、麹

菌 に つ い て は 未 達

（最大 2.8 倍） 

高発現化に関して、

改変前の発現量比 3倍

以上を目標とする。

また、科学研究では

あまり用いられない

企業所有の宿主・蛋

白質に対しても、本

方法が有効であるこ

とを確認し、実際の

生産に生かす。 

麹菌での目標値達成

まであと少しである

ため、原核生物で用

いた設計法も組み合

わせることで、目標

値達成を目指す。完

成した方法を、トリ

コデルマ（長岡技科

大）、油脂酵母（新

潟薬科大）などの産

業用宿主に適用し、

実証する。 

MD シミュレーション

を用いた機能性蛋白

質高機能化法の確立 

MD シミュレーション

結果に基づいて熱耐

性を予測できること

を 3蛋白質について実

証終了。計算結果に

基づき、熱耐性が向

上することも確認し

ており、手法は確立

したと考えられ、現

在特許取得に向けて

手続き中。 

確立された蛋白質高

機能化法を、企業所

有蛋白質の高機能化

に適用し実証を続け

る。 

新たに NEDO に参画す

る企業が所有する酵

素に対して、本手法

を適用し、その有効

性を再確認する。 
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(9) 研究開発の成果と意義 

課題①・原核生物向けの手法として、最新の翻訳制御研究に基づいた、遺伝子改変による新規

高発現化手法の開発を行った。近年、良く用いられるコドン利用頻度に加え、遺伝子の mRNA 量、

mRNA の二次構造形成度、翻訳に使われる tRNA の種類、SD 配列が ORF 内に出現する頻度、ヒスト

ンとの結合安定性なども翻訳量に寄与することが分かってきた（Boel G etal.; 2016 Nature, 

529,358-363）。本研究では、これらの最新研究の妥当性・他宿主への適用性を、独自データに

基づいて検証した。具体的には、産総研・田村らが所有している放線菌などを宿主とするタンパ

ク質生産を数多く行った際の、遺伝子配列、タンパク質生産量情報に関するデータに基づき最新

の翻訳研究の検証を行った。すると、mRNA の二次構造形成傾向が蛋白質発現量と最もよく相関

し、コドン使用頻度も比較的相関することが分かった。そこで、まず、mRNA 二次構造形成を減

らすよう、遺伝子配列を設計し、10 以上の遺伝子に対して蛋白質発現を試みたところ、平均で

50％の確率で発現量を向上させることに成功した。さらに、コドン使用頻度も取り込んだ設計法

を開発し、実証したところ、平均で 75％の確率で発現量が向上した。特に、ほとんど発現しな

かった遺伝子に対しては、100%の確率で発現量が向上した。また、その際には発現量が大幅に向

上しており、目標値の 3 倍を大きく超えている。今後も配列設計法をさらに改良しているが、現

時点ですでに目標値を達成したと考えられる。 

また、学術研究ではあまり用いられない企業所有宿主への適用も始めており、すでにコリネバ

クテリウムでの蛋白質生産量の大幅向上に成功している。今後は、さらにさまざまな宿主への適

用を行っていく。 

 

課題②・真核生物向けの手法として、ヒストンとの結合安定性を考慮した配列設計法を開発し

た。これは、遺伝子中のプロモータ配列とヒストンとの結合能を下げることで、mRNA 転写量を

増やし、結果蛋白質発現量を増やすことを狙ったものである。この設計法を酵母（3 遺伝子）・

麹菌（2 遺伝子）で、実証したところ、酵母に関しては目標値を達成したが（発現量 3 倍以上）、

麹菌については最大 1.5 倍までしか向上しなかった。現在、酵母について知られている他の特徴

量も導入することで改善を図っているが、最大で 2.8 倍と目標値は達成できていない。今後は原

核生物向け手法も組み合わせることで、目標値達成を目指す。 

 

 

図 2.3.2.6-１ 課題①原核生物向け配列設計法：発現量がほとんどない遺伝子（WT）、本手法

で設計（H1-3）。H1-3 は明確なバンドが確認でき、発現量が大幅に向上したことが分かる 
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また、課題①・真核生物向けの手法として、出芽酵母での細胞内タンパク質発現について、従来

知られている限界を超えた機能発現を可能にする配列設計技術の構築を行う。これまでに岡山

大・守屋らは、g-TOW法により、出芽酵母の 6000種類すべてのタンパク質の発現限界を調査して

酵母細胞における一般的なタンパク質の発現限界（タンパク質発現キャパシティ）を評価するこ

とに成功した。一方、キャパシティの限界まで発現できるタンパク質はもともと高発現の解糖系

の酵素に限られること、発現できない理由は、コドンの使用頻度・細胞内局在・酵素活性などに

起因していることを見出している。特に解糖系の酵素のコドンは、他の大半のタンパク質に比べ

て高度に最適化（超最適化）されており、それがタンパク質発現の障害となっていた。 

そこで、まず、酵母解糖系以外の酵素を標的としたコドンの超最適化を行い、タンパク質発現を

評価した。具体的には、発現が困難とされる膜蛋白質や酵素約 10 種について超最適化を行った。

次に、タンパク質発現量が酵母の代謝に与える影響や細胞内局在の異常、凝集体を形成する事を

簡便に評価する系を構築し、評価したところ、最大に全蛋白質の 2%程度まで発現させることに

成功した。現在、発現が困難である企業所有酵素についての超発現化・毒性評価による発現限界

量の測定にも取り組んでいる。 

 

 

図 2.3.2.6-2 課題①真核生物向け配列設計法：g-TOW 法超最適化及び簡便な毒性評価による蛋

白質発現：限界量の測定 
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課題②として、MD シミュレーションを援用した配列設計による、タンパク質高機能化法の開発

を行う。様々な高機能化のうち、本研究では耐熱性向上を取り上げた。というのは、機能性タン

パク質をワクチンなどして利用する際に、そのタンパク質の熱安定性が低いために実用化が妨げ

られることがあるためである。これまで、タンパク質を高機能化するための手法として、ファー

ジディスプレイ法などの人工進化系を用いたタンパク質改変や、X 線結晶解析・NMR 解析によっ

て得られた立体構造に基づくアミノ酸置換を行う試みがなされてきた。しかし、人工進化系によ

る高機能化には、時間を要するために、結果として、人手・コストがかかってしまうという問題

がある。また、立体構造に基づく高機能化では、酵素反応に伴う立体構造の動きを考慮できない

ために、高温下でタンパク質が変性する過程を考慮した高機能化ができない、などの問題がある。

そこで、タンパク質構造の動きに関する情報を短時間で得られる手法として知られている、MD

シミュレーションを利用した、タンパク質高機能化に期待が集まっていたが、計算機性能の面か

らその利用は阻まれてきた。しかし、最近になって、MD シミュレーションを用いたタンパク質

の高機能化に成功したという報告例が出始めている（ Domani SC etal., 2016, Nature 

Chemistry; Wijma HJ etal., Angew. Chem., 2015）。 

そこで、MD シミュレーションを援用した配列設計によるタンパク質機能制御法の開発に取り組

んだ。 

耐熱性向上のための配列改変としては、(a) タンパク質内部の疎水性向上、(b) SS 結合、塩

橋、水素結合の導入、(c) 変性構造の不安定化、などが考えられるが、実験に基づく手法ではそ

のような設計に基づいたタンパク質を実際に生産し・熱安定性測定を行い、効果を確認する必要

があるが、時間・コスト・人手の問題から、試すことができるタンパク質の数は限られてしまう。

そこで、様々なアミノ酸配列改変を行ったタンパク質を計算機上に大量に作成し、高温条件下で

それらの MD シミュレーションを行う。MD 計算後、立体構造が崩れなかったタンパク質を、耐熱

性が向上した改変候補として絞り込み、実験での確認を行う。これにより、大量の配列改変候補

を安価に高速に絞り込むことが可能となる。以上の手順で、MD を用いた配列設計法を確立させ

る。 

これまでに、３つのワクチン蛋白質に対して、高温での網羅的な MD シミュレーションを行い、

耐熱性が向上すると思われる変異体について、その変性温度、ワクチン蛋白質・ターゲット物質

間の結合能を測定しているが、数十度以上の変性温度の向上、98℃での熱処理後の活性の残存率

が 100％近い変異体の取得に成功している。 
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図 2.3.2.6-3 課題②MD シミュレーションを用いた蛋白質高機能化法の開発：研究 protocol 

 

 

図 2.3.2.6-4 課題②MD シミュレーションを用いた蛋白質高機能化法の開発：ワクチン 400 変異

体を高温で MD シミュレーションした際の構造破壊度の分布。このうち、熱安定と予想された変

異体を実験で検証したところ、実際に熱耐性が向上した 2 変異体の取得に成功した。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 1 0 1 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(4) 

0 

(0) 

0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 0 10 0 7 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(1) 

2020 *2 1 0 1 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.7 Combi-OGAB 法と機械学習による迅速なＤＮＡ配列因子組み合わせの探索技術の開発 

 

担当機関：神戸大学、東北大学、東京大学、鹿児島大学 

 

(1) 背景と目的 

本研究項目では、Combi-OGAB 法を用いた微生物ライブラリーの構築と機械学習を繰り返すこ

とにより、微生物による物質生産量を上げていくためのプラットフォームを開発する。Combi-

OGAB 法では、いくつかの DNA をバラバラにして再構成することにより、多様なバリエーション

を持つ DNA を一度に生成することができる（図１左）。作成された多様な DNA はプラスミドにク

ローン化された状態で得られるため、容易に微生物に導入することが可能である（以下、Combi-

OGAB 法により作成したプラスミドを導入することで得られる微生物群を“微生物ライブラリー”

と記述する）。得られた微生物ライブラリーに含まれる細胞の物質生産量とプラスミド DNA 配列

のデータを多数取得し、機械学習により分析する（図１右）。機械学習により物質生産を向上さ

せる DNA 配列因子を予測し、この予測に基づき次に探索すべき DNA 配列を設計する。このサイク

ルを繰り返すことにより、微生物による物質生産量を上げていく。 

 

 

図 1 本項目の研究開発の流れ 

 

プロジェクト期間中に、3 つの具体的な個別課題に対してこのサイクルを回すことにより、こ

のサイクルを効率よく回すために必要な要素技術を開発する。個別課題①「代謝経路最適化技術

の開発」では、代謝経路の最適化において、有効な遺伝子改変の組み合わせを探索する技術を開

発する。個別課題②「タンパク質コード領域の探索技術の開発」では、目的タンパク質の発現量

を最適化するために必要なタンパク質コード領域断片の組み合わせを探索する技術を開発する。

個別課題③「タンパク質高生産菌の作成」においては、目的タンパク質の発現量を最大化するこ

…

多様なDNA配列因子の組み合わせ

微生物ライブラリー

機械学習

元々の
DNA

断片化したDNA

物質生産量と
配列データ

Combi-OGAB
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とを目的として、必要な遺伝子情報の組み合わせを探索する技術を開発する。個別課題①を神戸

大学、②を東京大学、③を東北大学と鹿児島大学が中心となり実施する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

 ライブラリー作成と機械学習の組み合わせという観点では、競合研究として Sympromics 社

（英国）の事業があげられる。同社は、遺伝子治療用の組織特異的プロモーター配列を創出し、

100 億円もの資金を獲得している。転写因子結合部位を含む DNA 断片を組み合わせることで多様

なプロモーター配列を作成し、これを細胞に導入する。それら細胞から得られる配列と発現量の

データを人工知能により分析するとされているが、その詳細は非公開である。図 2 に

Sympromics 社によるプロモーター開発法のイメージを記す。本研究項目で用いる Combi-OGAB 法

は、既存技術よりも多数の DNA 断片を組み合わせることが可能である。具体的には、既存手法で

は困難な 15 以上の DNA 断片を組み合わせることも可能である。断片数に制約の少ない Combi-

OGAB 法は、得られるデータの自由度が高いという点で機械学習との相性が良いと言える。 

 

 

図 2 Sympromics 社のプロモーター開発 

 

(3) 全体計画 

 図 3 に全体計画を示す。中間評価までは本プラットフォームを実施するための要素技術の開発

に注力する。中間評価以降は、本プラットフォームの有効性検証および適用拡大を実施する。ま

た個別課題①～③を実施するのと並行し、仮想的なデータを利用した機械学習の予備実験などを

行い、実データの解析のための機械学習環境を整備する。 
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図３ 全体計画 

 

(4) 実施体制 

 図 4 に本研究項目の実施体制を示す。機械学習を中心とした情報解析を東京大学で担当し、

Combi-OGAB 法を用いた微生物ライブラリーの作成を神戸大学が担当する。この体制の元で、3 つ

の個別課題を実施する。本研究項目で作成された情報解析技術は、研究項目 2.3.2.8（遺伝子発

現制御に資する支援ツールの開発）に提供する。また、個別課題②で得られた知見は、研究項目

2.3.2.6(タンパク質発現・機能制御のための遺伝子配列設計)の岡山大学グループと共有しなが

ら進める。また、Combi-OGAB ライブラリーの作成とその評価においては、2.3.1.4（ハイスルー

プット長鎖 DNA 合成技術の開発）と 2.3.1.5（ハイスループット微生物構築・評価技術の開発）

とそれぞれ連携して行う。また、本研究項目で開発したプラットフォームの全部あるいは一部を、

有効性検証課題である 2.3.3.1-10 に必要に応じて提供する。 

 

事業項目

２８年度 ２９年度 ３０年度

３１年度 ３２年度第１

四半

期

第２

四半

期

第３

四半

期

第４

四半

期

第１

四半

期

第２

四半

期

第３

四半

期

第４

四半

期

第１

四半

期

第２

四半

期

第３

四半

期

第４

四半

期

①代謝経路最適化技術の開発

②タンパク質コード領域の探索
的最適化法の開発

③目的タンパク質を大量生産す
る微生物株の作成

基盤技術の開発
・機械学習環境の整備

1000株以上の
発現変化量の
データ蓄積

可溶性画分への
タンパク質発現量
を10倍向上

目的タンパク質
を10 mg/培地L
生産

目的タンパク質
を1 g/培地L生
産

コドン変異体ラ
イブラリー構築
手法の開発

網羅的な発現量
測定系の構築

機械学習を使っ
た逐次改善方法
の開発

適用範囲の拡大
（産業微生物、有用
タンパク質への適
用）

発現抑制クラス
ターのOGAB法
による構築

強発現と抑制型
ク ラ ス タ ー の
Combi-OGAB

Combi-OGAB
法と機械学習に
よる代謝経路最
適化実証

Combi-OGAB法と
機械学習による最
適化手法拡張

仮想的なデータを
用いた予備実験

実データを用いた
解析および改良
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図 4 研究実施体制 

 

(5) 運営管理 

 本研究項目の参加者による全体会議を年に１～２回の頻度で実施し、進捗報告と研究方針に関

する打ち合わせを行っている。個別の研究に関する日常的な打ち合わせは、担当者間による電子

メールあるいは電話にて実施している。より密な議論が必要な場合には、Polycom や Skype など

によるテレビ会議を活用している。直接顔を合わせる機会よりも、頻繁に連絡を取り合うことを

重視して研究を進めている。 

 

(6) 実施の効果 

 本研究項目を実施することにより作成されるプラットフォームは、代謝バランスの調整による

目的化合物の高生産や、タンパク質コード領域などの遺伝子情報の最適化による目的タンパク質

の高生産を効率よく実現させるものである。具体的な費用対効果の見積もりは、目的物質の価格

にも依存するため計算が難しいが、高生産株の作成コストを大きく削減するものと考えられる。

また個別課題③を実施することにより創出される目的タンパク質高生産株は、タンパク質の大量

生産に直接利用できる可能性がある。 

 

  

代謝経路最適
化技術の開発
神戸大学

神戸大学

Combi-OGABライブラリーの作成

東京大学

機械学習によるDNA配列探索

2.3.3.1-10
各テーマ

個別課題

2.3.2.8

2.3.1.5

2.3.1.4

知見の提供

2.3.2.6

ツール提供

他の項目
との関係

ⅰ

目的タンパク質
高生産菌の作製
東北大、 鹿児島大

iii
タンパク質コード領域
探索的最適化法の開発

東京大学

ii
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

代謝経路最適化

技術の開発 

代謝系遺伝子の

過剰発現や破壊

ライブラリーを

構築し、生産量

の向上した株を

得る。それら株

の配列情報を取

得する。 

多重遺伝子破壊

の有効性を示す

計 算 機 シ ミ ュ

レーションを実

施した。 

△ 

 

多重遺伝子破壊

の効率が低い場

合には、プラス

ミドベクターの

変更などを迅速

に検討する。 

タンパク質コー

ド領域の探索的 

最適化法の開発 

多様なタンパク

質コード領域を

持つ微生物ライ

ブラリーを作成

し、その配列と

発現量のデータ

を収集する。 

緑色タンパク質

（GFP）を対象と

したモデルケー

スにおいて、実

際に微生物ライ

ブラリーを作成

し、 100 株以上

のデータを収集

した。 

○ 

 

100 株 程 度 の

データ量でも最

適化の指針を得

ることは可能で

あるが、さらに

高精度な指針を

得るため、次世

代シーケンサー

を利用した大規

模データの取得

を検討する。 

タンパク質を大

量生産する微生

物株の作製 

タンパク質を大

量生産する微生

物株の作製（目

標値：培地 L あ

たり 10 mg 以上

の生産） 

10 種以上のタン

パ ク 質 に つ い

て、精製後の収

量 換 算 で 5 ～

18mg/L 培地を達

成している。 

○ 

 

今後は高生産株

の持つ遺伝子配

列を決定し、改

善の指針を得る

ことが重要であ

る。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

代謝経路最適化技術

の開発 

代謝経路を最適化す

るために必要な、多

重遺伝子破壊法の有

効 性 を 検 証 中 で あ

る。 

Combi-OGAB ライブラ

リーを構築し、本手

法による遺伝子発現

バランスの最適化が 3

～6 か月の短期間に行

え る こ と を 実 証 す

る。 

検証中の多重遺伝子

破 壊 法 が 確 立 す れ

ば、その後のステッ

プには大きな技術的

課題はなく予定通り

に 進 む と 想 定 で き

る。 

タンパク質コード領

域の探索的 

最適化法の開発 

緑 色 タ ン パ ク 質

（GFP）を対象とした

モデルケースにおい

て、探索的最適化の

実施に必要な、遺伝

子配列と発現量に関

する効率の良いデー

タ取得法を確立させ

た。 

探 索 的 な タ ン パ ク

コード領域の設計方

法の適用範囲を拡大

する。 

中間までに、技術的

な大きなハードルで

あった多様性（コド

ンと発現量の両方）

の創出に成功してい

る。来年度からは適

用拡大に取り組むこ

とが出来る。 

タンパク質を大量生

産する微生物株の作

製 

厳選した遺伝子配列

を導入することによ

り、タンパク質の生

産量が向上すること

を確認した。 

高密度培養条件でタ

ンパク質を培地 L あ

たり 1 g 以上生産す

る微生物の作製（目

標値：高密度培養条

件で培地 L あたり 1 g

以上のタンパク質の

生産） 

予定通りに生産量が

上 昇 し て い る う え

に、微生物ライブラ

リーの探索もさらに

拡大できる余地があ

る。したがって、目

標値を十分に達成可

能である。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 本研究項目では、プロジェクト期間中に３つの研究テーマ（個別課題）を設定し、それぞれに

対して Combi-OGAB 法による微生物ライブラリー作成と有用な DNA 因子の組み合わせ抽出を行う。

これにより、幅広い対象に対するプラットフォームを構築するとともに、その有効性を実証する。

本プラットフォームの完成により、目的の性質を持つスマートセルを短期間に作成できるように

なることが期待される。また、本研究項目を実施する過程で得られた高生産株は、有用物質の工

業生産に直接利用できる可能性がある。以下では、個別課題ごとに研究成果を報告する。 

 

① 代謝経路最適化技術の開発 

長鎖 DNA 合成技術の発展により、異種由来の代謝経路を丸ごと微生物に導入することが可能と

なりつつある。新たな代謝経路を導入された微生物は、その代謝経路による物質生産に最適化さ
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れているはずはない。したがって、導入した代謝経路による物質生産を最大化するためには、宿

主となる微生物の内在性の代謝経路を最適化する必要がある。そこで、本個別課題では、微生物

の内在性代謝経路を効率よく最適化するプラットフォームを開発する。具体的には、Combi-OGAB

法を利用して、複数の内在性遺伝子を過剰発現あるいは破壊した微生物ライブラリーを作成する。

そして、作成した微生物の物質生産量と改変した遺伝子の関係を分析することにより、各遺伝子

の過剰発現、あるいは破壊といった改変の方向性を機械学習により予測し、これを反映した新た

な微生物ライブラリーを構築する。この繰り返しにより、さらに物質生産性を向上させることを

目指す。 

 

・多重遺伝子破壊の有効性に関する計算機シミュレーションの実施 

 多重遺伝子破壊を用いた目的物質の高生産の有効性を評価するため、Flux Balance Analysis

を利用した計算機シミュレーションを実施した。一例として、カロテノイドを大腸菌に生産させ

た場合のシミュレーション結果を示す。図 6 は、破壊した遺伝子数と、カロテノイドの最大生産

量の関係を示したものである。ここで、2 個以下の遺伝子破壊においてはすべての可能な組み合

わせで遺伝子を破壊して最大生産量を計算した。3 個以上の遺伝子破壊においては、1 遺伝子破

壊でカロテノイド生産が変動する遺伝子群からランダムに選択して破壊を行った。図で示されて

いるように、1 遺伝子破壊と比較して 6 遺伝子破壊では 5 倍以上の生産量向上が観測された。 

 

 

図 6 破壊する遺伝子数とカロテノイド生産量に関する計算機実験 

 

② タンパク質コード領域の探索的最適化法の開発 

タンパクコード領域の塩基配列、つまりはコドンの最適化は異種タンパク質発現における重要

な要素の一つである。しかしながらコドンが発現量に影響を与える分子メカニズムは完全には解

明されておらず、また既存のコドン最適化法がうまくいくとは限らない。特に、組換え体の作成

に手間のかかる真核生物においては、コドンと発現量の関係を調べることが難しく、両者の関係

にはいまだに不明な点が非常に多い。 

本個別課題では、Combi-OGAB 法による微生物ライブラリーの作成と機械学習を利用して、タ

ンパク質コード領域の塩基配列を最適化する技術を開発する。まずは真核生物のモデル生物であ

り産業利用も進んでいる出芽酵母を対象として技術開発を行っている。本個別課題で実施する研

破壊した遺伝子数

最
大
生
産
量 m

m
ol

/g
D

CW
.h
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究の流れを図 7 に記載する。以下、この図に従ってこれまでの研究成果を記述する。まず、同じ

GFP をコードするが異なるコドンを持つ ORF を複数設計し（図 7❶）、これを断片化したものを

Combi-OGAB 法で再構成することによりキメラ GFP（❷）を作成した。これを出芽酵母に導入した

後、得られた酵母株に対する GFP の蛍光強度の測定と、キメラ GFP の配列決定を行った（❸）。

現在、得られた配列情報と GFP 発現量の関係を分析中である。 

 

図 7 GFP に対するタンパク質コード領域の探索的最適化の実施手順 

 

 

③ タンパク質を大量生産する微生物株の作製 

本個別課題では、タンパク質を高生産させる微生物を開発する。そのためのアプローチとして、

タンパク質発現に関与する遺伝子配列を微生物へ複数導入する。複数の遺伝子配列を導入した場

合、それら遺伝子配列がどのように影響し合ってタンパク質の生産量がどのように変化するかは

わからない。そこで、導入する複数の遺伝子配列の組み合わせを変えたベクターライブラリーを

combi-OGAB で作製し、微生物を形質転換させた。そして、1000 株以上をクローン化し、それら

微生物ライブラリーから得られるタンパク質生産量を迅速に測定するため、ELISA を用いて 96

株のタンパク質生産量を並列に測定する実験系を構築した。この系を用いれば、1 か月に 1000

株程度のタンパク質生産量を測定することが可能である。この系を用いて現在までにタンパク質

の生産量を向上させる遺伝子配列の組み合わせを数種類同定することに成功している。 

 

 

  

…

Combi-OGAB

❶種ORF
（同じGFP
をコード）

❷キメラGFP

Strain Genotype Yield

#1 …ATGA… 10
#2 …GGCC… 23
#3 …TGAG… 1230
#4 …ATAA… 11
#5 …CTGG… 64
#6 …GGTC… 33
・・・ ・・・ ・・・

プラスミド
導入

配列設計

❸ GFP蛍光強度と
キメラGFPの配列決定

333



 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2017 0 0 1 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

1 

(3) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 0 6 0 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 本研究項目を実施する過程で作成された高生産株を順次、特許化する。情報解析部分について

は特許出願せずにノウハウとして保有するが、情報解析の結果見出された有用な法則については、

個別の検証実験を行ったうえで特許化を行う。 

 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 0 3 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.8 遺伝子発現制御に資する支援ツールの開発 

 

担当機関：産業技術総合研究所 

 

(1) 背景と目的 

微生物による効率的物質生産の実用化を実現するためには、適切な改変候補遺伝子を如何に早

く同定し、高機能な微生物細胞を人為的に作成するかが重要である。適切な改変候補遺伝子を提

案する一つのアプローチとして、情報解析技術を利用することが求められているが、現段階では

情報解析の研究者が個々の課題について情報解析手法を適用するにとどまっている。 

 本研究開発項目は、本プロジェクトにおいて開発された遺伝子発現制御に関わる各情報解析技

術をツール化し、実際に産業微生物にて物質生産を行っている新規課題についても、開発してき

た技術が適用できるよう情報解析システムとして整備することを目的としている。具体的には以

下 2 つの支援ツールの構築を行う。 

 

支援ツール 1）遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子探索を実行するツールの

開発 

支援ツール 2) 適切な導入配列を設計するための遺伝子配列設計ツールの開発 

各ツールの詳細については、下記に記載する。 

 

1) 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子探索を実行するツールの開発 

計算する上で基盤となるデータとして遺伝子発現データを想定する。実験条件やターゲット物

質の生産量情報が紐づけされた遺伝子発現データを入力として、そこから自動的にターゲット物

質生産に関連する遺伝子群を推定し、推定した遺伝子群間で制御構造を推定するためのネット

ワーク構造推定を行い、推定されたネットワーク構造を出力するシステムを構築する。実際の

データ解析の現場では、実験研究者によって測定された生データが、数段階の処理を経たのちに

情報解析担当者によって解析されることが多い。そこで、この生データからの処理フローをでき

るだけシステマティックに行うために必要なデータ共有環境を整備する。共有環境を構築するこ

とで、データやり取りの際に生じるヒューマンエラーを最小限にするとともに、数段階におよぶ

データ処理・解析フローにおけるボトルネックの明確化を実現する。ネットワーク構造推定につ

いては、2.3.2.5 で開発する情報解析基盤技術を一般化し、宿主微生物種や実験条件に依存しな

い形でのネットワーク構造推定を実現する。 

 

2) 適切な導入配列を設計するための遺伝子配列設計ツールの開発 

物質生産現場において必要な情報は、「どの遺伝子」を「どのように改変」すればよいかとい

う情報である。本ツールは、ターゲット物質生産性を向上するために必要な導入遺伝子について、

最適な配列を設計する支援ツールを構築する。最適配列を決定するための情報技術基盤は、

2.3.2.6 および 2.3.2.7 で開発する。平成 30 年度までは、基盤となる情報解析技術の開発を行

う。平成 31 年度以降にそれまでに開発した技術のうち、一般化できる技術の選定を行い、ツー

ル開発を実施する。 
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上記、2 つの支援ツール開発を実現するため、以下 3 つのシステム開発項目を設定した。 

システム開発項目① 遺伝子発現データの共有環境構築（2.3.2.5 と連携） 

システム開発項目② 遺伝子発現に関するデータ解析ツールの構築（2.3.2.5 と連携） 

システム開発項目③ 遺伝子配列設計システムの構築（2.3.2.6 および 2.3.2.7 と連携） 

システム開発項目①と②は 2.3.2.5（遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子

の探索）、システム開発項目③は 2.3.2.6（タンパク質発現・機能制御のための遺伝子配列設計）

および 2.3.2.7（Combi-OGAB 法と機械学習による迅速な DNA 研究所配列因子組み合わせの探索技

術の開発）と連携する。特に、平成 30 年度までは 2.3.2.5 で開発した技術を中心に支援ツール

構築を実施する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

微生物を利用した物質生産の効率化のためには、「情報解析技術」を「どのように」微生物生

産現場へ適用するかが一つの課題となっている。欧米では、形式化されたデータを大量に取得し、

特定のデータ形式に適した形のビッグデータ解析技術が適用されている。しかし実際の生産現場

では、ターゲット物質、宿主微生物の種類もしくは実験技術の違いなどによって画一的な形式を

有したデータが取得されることは難しく、ある程度の汎用性を有した支援ツールの開発が必要で

ある。本プロジェクトでは先行している欧米の微生物物質生産分野に対抗するため、システム生

物学的アプローチを基盤とした技術開発を行っている。 

本課題では、開発した情報解析の基盤技術に汎用性をもたせ支援ツールとして構築することで、

開発技術の実用化をめざしている。本支援ツールの利用によって、データ解析にかかる人的費用

および時間的コストの削減が期待できる。 

 
 

中間目標値（H28） 最終目標値（H32） 

支援ツール 1)  

遺伝子発現制御ネット

ワークモデルの構築と

標的遺伝子探索を実行

するツールの開発 

・遺伝子発現に関する取得デー

タを格納するデータベース構築 

・遺伝子発現に関する取得デー

タ格納インターフェース構築 

・DB 内部拡充とインターフェー

スの改良 

・開発した遺伝子発現制御ネッ

トワーク推定手法のツール化 

・インタラクティブなグラフ表示

を可能としたインターフェースを

包含した DB システム構築と運用 

 

支援ツール 2)  

適 切 な 導 入 配 列 設 計

ツールの開発 

・配列設計のための基盤技術と

して細胞内における遺伝子発現

量、タンパク質発現、機能制御

に影響を与える配列上の特徴を

検出する技術の開発 

（2.3.2.6, 2.3.2.7 で実施） 

 

・開発した技術のツール化 
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(3) 全体計画 

 

 

図 2.3.2.8-1 設定したシステム開発項目と年次計画 

 

本研究開発項目では大きくは以下 2 つのツールの開発を実施する。1)遺伝子発現制御ネット

ワークモデルの構築と標的遺伝子探索を実行するツールの開発、2）適切な導入配列設計ツール

の開発。当初 3年間は情報解析技術としての開発が先行している 1)のツール化を実現する。2)の

ツールに関しては、基盤となる情報解析技術自体の開発を 2.3.2.6 および 2.3.2.7 で実施し、後

半の 2 年間で開発した技術の一般化を通じてツール構築を実現する。 

初年度は支援ツール 1）を構築する上で重要となる課題①「遺伝子発現データの共有環境構築」

を中心的に実施する。2.3.1.6 で標準化データベースを構築しているが、特にマイクロアレイで

測定された遺伝子発現データはプロジェクト開始時に百サンプルを超えるデータが存在し、それ

ぞれについて必要な情報解析を実施する必要がある。そのため、情報解析研究者と実験研究者間

でデータを共有できるシステムが早急に必要である。 

平成 29年度以降は、支援ツール 1）のうち課題②「遺伝子発現に関するデータ解析ツールの構

築」に注力する。ここでは研究課題 2.3.2.5 で開発する遺伝子発現制御ネットワークモデル構築

技術とそれに付随する各種データ解析技術のツール化を実施する。 

支援ツール 2）の課題③「遺伝子配列設計システムの構築」は平成 31年度以降に支援ツールと

しての構築を開始する。平成 30 年度末までは遺伝子配列設計に必要となる、遺伝子発現量やタ

ンパク質量・機能改変に必要な配列上の特徴量を検出する技術の開発を実施し、平成 31 年度以

降にそれまでに開発した基盤技術をツールとしてシステム化していく。 
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(4) 実施体制 

 

 

図 2.3.2.5-2 本研究開発項目の実施体制 

 

 本研究開発項目は、2.3.2.5、2.3.2.6 および 2.3.3.7連携しながら、開発した基盤技術を支援

ツールとして提供するためのシステム構築を実施している。システム構築については産総研臨海

センターが行っている。 

 

(5) 運営管理 

支援ツール構築について、2.3.2.5 の情報解析基盤技術の開発を実施している研究実施者間で

産総研臨海センターにて週 1 度以上の研究打ち合わせ、および進捗報告、作成したプロトタイプ

ツールの検証を行いながら本課題を実施した。 

 

(6) 実施の効果 

本研究開発項目の実施により、開発した情報解析の基盤技術が支援ツールとして利用可能にな

る。これにより、データ解析にかかる人的費用（1/10）および時間的コスト（1/10 以下）の削

減が期待できる。 
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

1. 遺伝子発現制

御ネットワーク

モデルの構築と

標的遺伝子探索

を実行するツー

ルの開発 

・遺伝子発現に

関する取得デー

タ を 格 納 す る

データベース構

築 

・遺伝子発現に

関する取得デー

タ格納インター

フェース構築 

・DB 内部拡充と

インターフェー

スの改良 

・開発した遺伝

子発現制御ネッ

トワーク推定手

法のツール化 

・遺伝子発現の

データベースを

構築した 

・取得データ格

納 イ ン タ ー

フェースを構築

した 

・ イ ン タ ー

フェースとして

簡単な統計解析

機能を付加し、

改良した。 

・遺伝子発現制

御ネットワーク

推定をツールと

して実行可能に

なした。 

〇 

（2019 年 2 月に

は標準化データ

ベースと連結作

業が終了予定） 

・今後の課題と

して、特にネッ

トワークモデル

のグラフィカル

インターフェー

スの整備が挙げ

られる。インタ

ラクティブなイ

ンターフェース

は技術的に可能

だが、グラフの

最適配置やイン

タラクティブに

することよって

生じる計算量負

荷を考慮したシ

ステム構築を行

う必要がある。 

 

2. 適切な導入配

列設計ツールの

開発 

・配列設計のた

めの基盤技術と

して細胞内にお

ける遺伝子発現

量、タンパク質

発現、機能制御

に影響を与える

配列上の特徴を

検出する技術の

開発 

(2.3.2.6, 

2.3.2.7で実施） 

 

・基盤技術の開

発を実施し、適

宜各実証課題と

連携して開発し

た技術の検証を

実施中。 

(2.3.2.6, 

2.3.2.7で実施） 

〇 

（複数の配列上

の 特 徴 量 を 同

定） 

・今後は、開発

した技術につい

てツール化可能

な部分の選定が

必要。解決法と

しては、開発技

術のうち一般化

できる技術を選

定し、ツールと

して開発してい

く予定。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

1. 遺伝子発現制御

ネットワークモデル

の構築と標的遺伝子

探索を実行するツー

ルの開発 

・遺伝子発現データ

ベースを構築・実装

済 

・データ格納および

解析インターフェー

ス構築・実装済。 

・ 遺 伝 子 発 現 制 御

ネ ッ ト ワ ー ク 推 定

ツ ー ル 開 発 ・ 実 装

済。 

・インタラクティブ

なグラフ表示を可能

と し た イ ン タ ー

フェースを包含した

DB システム構築と運

用 

達成可能 

・実証課題からの検

証結果を受けた遺伝

子再選択手法につい

ては、方針が決まっ

て い る の で 達 成 可

能。 

 

2. 適切な導入配列設

計ツールの開発 

・基盤技術の開発を

実施中。 

(2.3.2.6, 2.3.2.7 で

実施） 

・ 開 発 し た 技 術 の

ツール化 

 

達成可能 

・ダイナミクスにつ

いては、ブーリアン

モデルによる解析は

試行済のため達成可

能。 

・恣意的に選択され

た遺伝子を導入した

ネットワーク構造推

定手法については、

ほぼ方針が決まって

いるので達成可能。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

平成 30 年度までは支援ツール 1)の構築を行った。 

 

1) 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子探索を実行するツールの開発（平成

28 年度～平成 30 年度） 

・遺伝子発現に関する取得データを格納するデータベース構築 

マイクロアレイデータを一定の形式で蓄積することによって、データ解析担当者による必要な

マイクロアレイデータ取得を可能にし、実験担当者が実験条件・実験結果等のデータを格納し、

さらにデータのバージョン管理が可能なデータストレージシステムを構築した。第一にマイクロ

アレイによって測定された遺伝子発現データが百サンプル以上存在することから、これらの既存

の遺伝子発現データについてデータフォーマットおよび実験条件等の情報を実験担当者から収集

した（測定データ項目、実施機関、株名、培地、反復数、培養時間等）。そのうえで、データ

フォーマットに基づく要素の確定と確定した要素で構成する DB 構造設計を行った。具体的には、

解析のための複数サンプル間を参照するインターナル ID として遺伝子のシステマティックな名
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称を設定した。同条件での測定データが複数回存在することから、サンプル識別子としては登録

時に自動的に割り振る ID が有効であると判断した。将来的に各企業の公開レベルに対応するた

め、登録データのアクセス権に制限をつけた形で構造設計を行い、WEB アプリケーションとして

実装した。 

 

 

図 2.3.2.5-3 Web アプリケーションとしてのシステム概要 

 

・遺伝子発現に関する取得データ格納インターフェース構築 

構築した DB の内部構造に自動的にフィットした形でデータを格納するためのインターフェー

スの構築を行った。具体的には、マイクロアレイデータ投入するためのユーザインターフェース

とバックエンドの機能と、投入されたデータを閲覧するためのユーザインターフェースからなる

環境を構築した。本システムは以下に示す機能を有する。 

① 直感的に操作手順が分かる WEB ブラウザベースのユーザインターフェース 

② 複数の異なる課題実施機関による利用を可能にするユーザ/グループ管理機能（自分たち

が投入したデータを自分たちのみで閲覧できるようにする機能） 

③ 暗号化通信（SSL 等）によるセキュリティの確保 
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図 2.3.2.5-4 ユーザ管理とデータアップロードのインターフェース 

 

・DB 内部拡充とインターフェースの改良 

上記プロトタイプを実際にプロジェクト参画者に使用してもらい、使用者からの不具合、改良

点等の情報の収集を行った。その結果、定型化された遺伝子発現データについては、投入された

遺伝子発現データの統計値を整理・可視化する機能を統合した。また、投入された複数の実験に

対して、実験条件をテーブル形式で整理することや、どのような実験条件が多いかをグラフで可

視化する機能、個々の発現プロファイルデータにおける発現値の度数分布等をグラフで可視化す

る機能を追加した。 

 

 

図 2.3.2.5-4 データ可視化インターフェース 

 

・開発した遺伝子発現制御ネットワーク推定手法のツール化 

2.3.2.5 で開発した遺伝子発現制御ネットワーク推定手法について、まずは開発した手法を

ウェブツールとして整備した。ブーリアンモデル、ベイジアンネットワークおよび構造方程式に

よるネットワークモデリング技術についてツールとしての公開を実施し、グラフ構造の表示まで

をシステムとして整備した。 
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遺伝子発現制御ネットワークのモデリングにおいて、その前段階となる遺伝子選択の解析ジョ

ブは時間がかかる場合があり、抽出される遺伝子数が多くなると遺伝子ネットワーク構造推定も

相応の時間がかかることになる。そこで、ユーザが投入したデータ、解析結果を保護し、後から

でも識別可能となるように、ユーザ認証機能を追加した。さらに、ジョブ選択画面を設置するこ

とで、遺伝子選択を実行するか、遺伝子ネットワーク構造推定を実行するかを選択可能にした。 

 

 

図 2.3.2.5-5 遺伝子発現制御ネットワーク推定ツールのインターフェース（遺伝子選択） 

 

 

図 2.3.2.5-6 遺伝子発現制御ネットワーク推定ツール（構造方程式モデリング） 
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図 2.3.2.5-7 遺伝子発現制御ネットワーク推定ツール（ベイジアンネットワーク） 

 

時系列データに対するネットワーク構造推定実行機能を解析パイプラインに組み込み WEB イン

ターフェースから使用できるようにした。その際、システムユーザが、時系列データであること

を指定し、ブーリアンモデルによるネットワーク構造推定機能を使用するための入力フォームを

WEB インターフェースに組み込んだ。 
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図 2.3.2.5-8 遺伝子発現制御ネットワーク推定ツール (ブーリアンモデル） 

 

・ツール化したネットワーク推定手法と DB システムへの組み込み 

これまでに開発したネットワーク推定手法について、標準化 DB への組み込みを行った。ツー

ル開発は Web インターフェースの開発もあったことから、すでに公開されている産総研所有サー

バ上にて実施していたが、データベースシステムの概要が整備されたことをうけて、すべてのシ

ステムを本プロジェクトで運用するサーバ内へ移設した。これにより、サーバ内の格納データか

ら遺伝子発現制御ネットワークモデル構築までを一気に実施可能ツールとして運用が可能になっ

た。 

DB 内におけるデータストレージ部分から、計算に必要なデータを選択し、解析ツールへ流す

システムについては現在構築中である。 

 

・DB システムに組みこんだネットワーク推定手法に適したインターフェースの開発 

DB システムへの組み込みとともに、DB 上で動作させるために必要なシステム構築を行ってい

る。また、実際の動作確認を実施しており、必要なグラフィカルインターフェースについて検討

を行っている。 

 

2) 遺伝子間の制御構造をネットワークグラフとしてモデル化する技術の開発（平成 31 年度～） 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 0 0 0 0 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.9 統合オーミクス解析技術の開発 

 

担当機関：産業技術総合研究所 不二製油㈱、新潟薬科大学、長岡技術科学大学、九州大学（再

委託）、江崎グリコ㈱、㈱バイオジェット（再委託） 

 

(1) 背景と目的 

代謝経路設計や最適代謝経路の探索、遺伝子制御ネットワークは、実際にはひとつである生命

システムをそれぞれの視点から解釈したものである。それぞれの技術によって、各視点から収量

改善のための指針を得ることはできるが、実際にターゲット物質の生産量を実用化レベルにまで

引き上げるためには、複数の視点からの情報を統合し、細胞システムの制御をより高精度に行う

ことが必要となる。生命現象においては、セントラルドグマに従う遺伝子（ゲノム）からタンパ

ク質（プロテオーム）、その機能発現へという情報の流れがあるが、微生物等による物質生産時

には、生合成された化合物やタンパク質がセントラルドグマの各階層の各要素にフィードバック

的に影響を与えることが多々行われている。これらの多階層にわたる制御構造を理解することに

よって、より本質的な改変指針を提案することが可能になる。 

物質生産時に発生している、生体内での多階層の制御構造を明らかにするためには、オーミク

スの各階層において行われている現象、特に物質生産を連続した化学反応で制御している代謝経

路/生合成経路の調節と、それを行うプレーヤーである酵素タンパク質の発現を制御している遺

伝子制御系を連結した統合的な解析手法が求められる。特に、微生物による物質生産という目標

に特化した場合、現実的な規模の観測データで構築される各階層のモデルを統合した統合モデル

の開発が必要である。 

本研究開発項目の目的は、オーミクス階層ごとに確立される数理科学的手法を統合することで

微生物の挙動を生命システムとして包括的に解析する手法を開発し、収量向上ために微生物に加

えるべき改変と培養における最適な制御などを提示する手法を確立することである。 

微生物による物質生産における収量向上を最大化するためには、ターゲット物質の生合成経路

を制御し、改良するための遺伝子改変候補を効率的に探索する技術が必要である。本研究開発項

目によって開発する統合オーミクス解析技術によって、物質生産時における遺伝子発現制御から

生合成経路の調節までの制御システムをモデルとして表現することが可能になり、生合成経路の

調節のために①複数の関連酵素タンパク質の生産量を制御し、②生合成経路全体のバランス調整

を実現するために必要な実験的改変候補の提案が可能になる。上記目的を達成するため、本研究

開発項目では、下記 2 つを開発項目として設定する。 

1) 代謝モデルと遺伝子発現制御ネットワークの連結技術の開発 

2) 統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発 

それぞれの技術について詳細を下記に記載する。 

 

1）代謝モデルと遺伝子発現制御ネットワークの連結技術の開発 

最適化された代謝モデルを遺伝子発現制御ネットワークモデルと連結する数理的手法を開発し、

複数のタンパク質生産の制御を可能にするアルゴリズムとして整備する。代謝モデルと遺伝子発

現制御ネットワークモデルを連結する上での課題として以下が考えられる。代謝モデルと遺伝子

発現制御ネットワークモデルはヘテロ構造を有する異なったグラフ構造であり、かつ各グラフ構
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造においてノードの定義が異なる。遺伝子発現制御ネットワークモデル上では遺伝子がグラフ上

のノードであるのに対し、代謝モデルではグラフ上のノードは化合物であり、遺伝子がコードす

るタンパク質はエッジとして記載される。そのため、単純に階層毎に構築されたグラフ構造同士

のノードを連結する事は難しい。最終目的はターゲット化合物の収量の最大化、つまり代謝モデ

ル上の特定のノードの数値を最大化することであることから、始点としては代謝モデルを設定し、

第一に代謝モデル上で必要な酵素バランスを算出し、そのエッジバランスを実現するために必要

な人為操作を遺伝子発現制御ネットワークモデル上から探索することで上記課題の解決を目指す。  

 

2）統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発 

1）で開発した複数のタンパク質生産制御を可能にするアルゴリズムとゲノム情報からの生合

成経路探索アルゴリズムを情報ツールとして供与する。特に、本プロジェクトで得られた実験

データを、必要な計算に使用しながらも、その結果については特定のユーザーのみが見ることが

できるようなデータ管理と連動したインターフェース構築も行う。具体的には、ユーザーが標的

株の発現データ、ゲノムデータ、メタボロームデータを入力とし、標的となる高生産物質を指定

することで、推定されたネットワーク構造と、制御候補遺伝子を出力するシステムを開発する。

このシステムは次のような年次展開により段階的に開発する。平成 30 年度にモデル生物に基づ

いた統合モデルによる情報ツールを開発する。開発したツールはプロジェクト参加企業に公開す

る。平成 30 年度以降、プロジェクト参加企業データの解析に使用することで拡張すべき点を明

確にし、必要なアルゴリズムの開発と実装を行う。プロジェクト終了時には本統合オーミクス解

析に基づいた高生産システムをスマートセルインダストリーの根幹を構成するツールとして、プ

ロジェクト参加企業のみならず、広く利用が可能なツールとして公開する。 

 

上記、2 つの技術開発を行うために、以下 4 つの研究課題を設定し、それぞれ 2.3.3.9（ω-3 系

多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性検証）、2.3.3.7（紅麹菌を用いた色素生

産制御による有効性検証）、2.3.3.10（微生物を用いたアルカロイド等の新規生産法の有効性検

証）の実証課題と連携しながら技術の開発を実施する。 

 

研究課題① 単一代謝産物の生産量制御技術の開発（2.3.3.9 と連携） 

研究課題② 複数の代謝産物の生産量同時制御技術の開発（2.3.3.7 と連携） 

研究課題③ ゲノム情報と発現情報からの統合モデル構築（2.3.3.10 と連携） 

研究課題④ 統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発 

 

 (2) 位置づけ、目標値 

微生物を利用した物質生産の効率化は、古くは「醗酵」に始まり、最近では「合成生物学」を

利用した効率化が求められている。その中で、欧米ではいち早く「情報解析技術」を微生物生産

技術向上に組み込んだ取り組みが行われており、バイオエタノール等でいくつかの成功を収めて

いる。欧米型の取り組みにおいて一番の特徴は機械学習を基盤とした大量データからの特徴量抽

出であり、データ数に応じて、物質生産の指針となる育種方針の提案精度は向上する。しかしな

がら、このような手法の短所として、高精度な結果を得るためには、ターゲット物質毎に偏向し

ていないデータを大量に取得する必要があり、高コストであることが挙げられる。 
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 本課題では、上記のように先行している欧米の微生物物質生産分野に対抗するため、欧米型の

短所である「ターゲット物質毎に大量データを必要とする」部分を最小限にするための情報解析

技術としてシステム生物学的アプローチを基盤とした技術開発を行っている。本手法により、①

より少量のデータで（低コスト）、②より正確に（細胞内メカニズムがベース）、③汎用的に

（数理モデル構築）の 3 つが可能になると考えている。 

 
 

中間目標値（H28） 最終目標値（H32） 

1. 代謝モデルと遺伝

子発現制御ネットワー

クの連結技術の開発 

・ゲノム情報から生物種特有の

代謝経路再構築技術の開発 

・ゲノム情報と遺伝子発現情報

を統合し、活性化生合成経路を

探索する技術の開発 

・活性化している経路を制御す

るための遺伝子発現ネットワー

クモデル構築手法の開発 

・油脂生産モデルと複数色素生

産モデルにこれまでに開発した

モデル構築技術を適用 

・開発した様々なタイプの統合モ

デルの検証および高度化 

・階層内、階層間の制御ネット

ワークを推定する階層縦断的な情

報解析手法を開発 

2. 統合モデルによる

高生産システム設計支

援ツールの開発 

・ゲノム情報から生物種固有の

代謝経路を探索するためのイン

ターフェース開発 

・ゲノム情報からの自動計算シ

ステムの構築 

・代謝経路上で DB 内実験デー

タを表示するためのインター

フェース開発 

・遺伝子発現ネットワークのグ

ラフ構造と特定代謝経路の連結 

・実用株のゲノム情報＋発現情報

等から代謝経路上で活性化すべき

経路の出力と改変すべき遺伝子名

を提案するシステムの構築 

・特定物質の生産性向上に資する

重要因子、改変すべき遺伝子配列

を提示する汎用的な情報解析シス

テムを構築 
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(3) 全体計画 

 

 

図 2.3.2.9-1 設定した研究課題と年次計画 

 

本研究開発項目は以下 2 つを実施する。1) 代謝モデルと遺伝子発現制御ネットワークの連結

技術の開発、2）統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発。特に項目 1）につい

ては、課題①～③の 3 つの実課題を設定し、アルゴリズムの開発や実データへの適用を実施する。

1)で開発・適用された技術を 2)で支援ツールとして整備する。1)については、開発した情報解

析技術を実データ的に適用し、適宜実証課題へフィードバックすることで検証実験を行ってもら

う。検証実験で得られた情報解析による推定の正誤判定を元に、1）の技術の改良を重ね、高精

度化を実現する 

初年度はデータ蓄積が多い 2.3.3.9 の実データを利用し、代謝経路上の酵素遺伝子のうち、改

変候補となる遺伝子の探索および既存の手法によるネットワークモデル構築を実施する。 

平成 29 年度から平成 30 年度にかけて、各課題において遺伝子発現データが取得されること受

けて、それぞれの課題に第 1 弾のネットワークモデル構築を実施し、各実証課題に改変候補遺伝

子を提案する。具体的には、多層オーミクス解析技術を開発するため、モデル生物である大腸菌

を扱っている 2.3.3.10 の実データから、ゲノム情報と遺伝子発現データから活性化経路探索技

術の開発を実施する。また、2.3.3.7 ではゲノム情報からのターゲット物質生合成経路の推定お

よび遺伝子発現データからの改変候補遺伝子推定のためのネットワーク構築を実施する。その実

証実験を行っている間に、酵素タンパク質量バランスの最適化計算手法を開発する。計算結果は

各実証課題に適宜フィードバックし、手法の精度について検証してもらう。 
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(4) 実施体制 

 

 

図 2.3.2.9-2 本研究開発項目の実施体制 

 

 本研究開発項目において、1) 代謝モデルと遺伝子発現制御ネットワークの連結技術の開発に

ついては、2.3.3.9（ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性検証）、

2.3.3.7（紅麹菌を用いた色素生産制御による有効性検証）、2.3.3.10（微生物を用いたアルカ

ロイド等の新規生産法の有効性検証）の実証課題と連携しながら技術開発を実施している。また、

2) 統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発については、理化学研究所や京都大

学とも連携し、情報交換を積極的に実施している。 

実証課題における情報解析技術は産総研臨海センターが中心となり、最適代謝経路探索につい

ては、理化学研究所、および適宜京都大学とも連携して実施している。本情報解析技術を開発す

る上で必要なゲノム、トランスクリプトーム等の各種オーミクスデータ、およびターゲット物質

の生産量データ、また開発した技術によって推定された遺伝子改変指針の正誤判定等の検証実験

等については、2.3.3.7、2.3.3.9、2.3.3.10 の実証課題における各参画機関が実施している。 

 

(5) 運営管理 

・情報解析技術の開発と実証課題への適用については、中心機関である産総研臨海センターにて

週 1 度以上の研究打ち合わせ、および研究内容についての打ち合わせを行い、研究の方向性を確

認しながら本課題を実施した。 

・情報解析技術開発において、代謝モデルとの連結については、京都大学および理化学研究所の

課題担当者と月に 1 度程度の打ち合わせを行い、方向性の確認や進捗の報告を行った。 

・実証課題関係者とは、研究実施者レベルでは適宜月 1 度～複数回の研究打ち合わせを行った。 

・2～3カ月に 1度程度、課題関係者全員が集まり、NEDO、プロジェクトリーダーを含めた進捗報

告会と研究方針についての会議を実施した。 
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(6) 実施の効果 

 本研究開発項目の実施により、従来法育種では探索に時間がかかっていた改変遺伝子探索の時

間が大幅に短縮可能になる。また、理論値ではあるが生合成経路を最適化するための酵素量バラ

ンスの提案や、それを実現するために必要な遺伝子改変の提案も行うことが可能になり、結果的

に化合物生産量に必要とするコスト削減効果が期待される。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

1. 代謝モデルと

遺伝子発現制御

ネットワークの

連結技術の開発 

・代謝経路デー

タの取得とゲノ

ム情報から生物

種特有の代謝経

路再構築技術の

開発 

・ゲノム情報と

遺伝子発現情報

を統合し、活性

化生合成経路を

探索する技術の

開発 

・活性化してい

る経路を制御す

るための遺伝子

発現ネットワー

クモデル構築手

法の開発 

・油脂生産モデ

ルと複数色素生

産モデルにこれ

までに開発した

モデル構築技術

を適用 

・ゲノム情報か

ら生物種特有の

代謝経路再構築

可能になった。 

・ゲノム情報と

遺伝子発現情報

から物質生産時

に活性化してい

る生合成経路が

同定可能になっ

た。 

・複数の酵素タ

ンパク質量を調

節するための遺

伝子発現ネット

ワークモデル構

築を実現した。 

・油脂生産モデ

ルと複数色素生

産モデルにおい

て、ネットワー

クモデル構築を

行い、実証課題

による検証段階

に至った。 

〇 

（2019 年 2 月完

成予定） 

・ゲノム情報か

らの推定した代

謝経路と GSM モ

デルや拡張代謝

モデルの整合性

が課題。解決方

針としては、す

でに GSM モデル

や拡張代謝モデ

ルが構築されて

いる生物種につ

いては、そちら

を優先して生合

成経路を探索す

る方法を考えて

いる。 

・複数酵素の同

時制御を遺伝子

ネットワークモ

デルに落とし込

むためには、遺

伝子選択に使う

論理演算を精緻

化が必要。現行

の論理演算式を

できるだけ定式

化する予定。 

2. 統合モデルに

よる高生産シス

テ ム 設 計 支 援

・ゲノム情報か

ら生物種固有の

代謝経路を探索

・ゲノム情報か

ら生物種固有の

代謝経路を探索

△ 

（データベース

上のデータ登録

・データベース

上のデータをど

のように表示す
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ツールの開発 するためのイン

ターフェース開

発 

・ゲノム情報か

らの自動計算シ

ステムの構築 

・代謝経路上で

DB 内実験データ

を表示するため

の イ ン タ ー

フェース開発 

・ 遺 伝 子 発 現

ネットワークの

グラフ構造と特

定代謝経路の連

結 

し、表示するイ

ンターフェース

を構築した。 

・ゲノム情報か

らの自動計算シ

ステムについて

はシステムとし

て開発済。 

・DB 内実験デー

タを表示し、簡

単な統計データ

を出力するシス

テムは構築済。 

・ 遺 伝 子 発 現

ネットワークの

グラフ構造と特

定代謝経路の連

結は開発中。 

が少なく、また

化合物のメタボ

ロデータ数が予

定より少ないも

あり、代謝経路

の最適化タンパ

ク質量バランス

計算のツール化

が遅れている。

ただし、情報技

術自体は開発済

であり実装だけ

なので、H30年度

中 に イ ン タ ー

フェースとして

整 備 予 定 で あ

る。） 

るか、グラフィ

カ ル イ ン タ ー

フェースをどの

程度まで作りこ

むかが課題。解

決法としては、

できるだけ早く

にプロトタイプ

を構築し、実際

に実験研究者に

使用してもらう

ことで課題点を

洗いだし、適宜

改良していくこ

とで支援ツール

として使いやす

いものを作るよ

うにすることを

検討中。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

1. 代謝モデルと遺伝

子 発 現 制 御 ネ ッ ト

ワークの連結技術の

開発 

・ゲノム情報から代

謝 経 路 の 再 構 築 可

能。 

・ゲノム情報と遺伝

子発現情報から物質

生産時に活性化して

いる生合成経路が同

定可能。 

・複数の酵素タンパ

ク質量を調節するた

めの遺伝子発現ネッ

トワークモデル構築

可能。 

・油脂生産モデルと

複数色素生産モデル

に お い て 、 ネ ッ ト

・開発した様々なタ

イプの統合モデルの

検証および高度化 

・階層内、階層間の

制御ネットワークを

推定する階層縦断的

な情報解析手法を開

発 

達成可能 

・統合モデルの検証

と 高 度 化 に つ い え

は、各実証課題に開

発した手法を用いた

改変指針の検証結果

を受けて、課題の洗

い 直 し を 行 っ て い

る。特にゲノム情報

からの活性化経路探

索については、方法

論の改良を実施する

予定。 

・階層縦断的な情報

解析手法を開発につ

いては、モデル生物
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ワークモデル構築を

行い、実証課題によ

る検証中。 

 

において一次代謝経

路上のハブ化合物生

産量増加に必要なタ

ンパク質量バランス

計算と遺伝子発現量

からのタンパク質量

推定モデルを構築中

であり、これらを組

み合わせることで階

層縦断的な解析手法

を開発可能。 

2. 統合モデルによる

高生産システム設計

支援ツールの開発 

・ゲノム情報から生

物種固有の代謝経路

を探索し、表示する

インターフェースを

構築した。 

・ゲノム情報からの

自動計算システムに

ついてはシステムと

して開発済。 

・DB 内実験データを

表示し、簡単な統計

データを出力するシ

ステムは構築済。 

・遺伝子発現ネット

ワークのグラフ構造

と特定代謝経路の連

結は開発中。 

・実用株のゲノム情

報＋発現情報等から

代謝経路上で活性化

すべき経路の出力と

改変すべき遺伝子名

を提案するシステム

の構築 

・特定物質の生産性

向上に資する重要因

子、改変すべき遺伝

子配列を提示する汎

用的な情報解析シス

テムを構築 

達成可能 

・ゲノム情報と発現

情報から活性化経路

を推定し、必要酵素

遺伝子を出力するこ

とは可能。ただし、

酵素バランスまでを

計算するモデルにつ

いては自動化するの

は今の段階では難し

い。 

・遺伝子配列の設計

については、ある程

度の自動化は可能で

あり、改変すべき遺

伝子配列を提供する

シ ス テ ム は 構 築 可

能。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

1）代謝モデルと遺伝子発現制御ネットワークの連結技術の開発 

・代謝経路データの取得とゲノム情報から生物種特有の代謝経路再構築技術の開発 

統合モデルで重要になる代謝経路についての情報を網羅的に取得した。具体的には有償 KEGG

データや BRENDA、UniProt を利用し、酵素反応情報の取得を行った。次に、宿主微生物のゲノム

情報から遺伝子領域を推定し、推定した遺伝子領域から全遺伝子について機能アノテーションを

実施した。推定した遺伝子機能から、宿主微生物ゲノム中に存在する全酵素の同定を行った。こ

れら全酵素情報と、上記で取得した酵素反応情報から、その株において可能な酵素反応のみを抽

出した。 
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図 2.3.2.9-3 ゲノム情報からの代謝経路再構築プロシージャ― 

 

・ゲノム情報と遺伝子発現情報を統合し、活性化生合成経路を探索する技術の開発 

先に開発した技術によって、ゲノム配列が決定された産業微生物それぞれについて、そのゲノ

ム情報からの生物種特有の代謝経路を構築した。そのうえで、本プロジェクトで取得された宿主

微生物の遺伝子発現データと物質生産量の双方を代謝経路情報に反映した。具体的には、代謝経

路上の酵素遺伝子群の発現データについて GSEA 解析を適用し、ターゲット物質生産時に有意に

変動している代謝サブグラフを検出する技術を開発した。ブートストラップ法を適用し、各代謝

サブグラフの活性化指標を P 値として算出した。 

 

 

図 2.3.2.9-4 ゲノム情報と遺伝子発現データからの活性化経路検出手法 

 

・活性化している経路を制御するための遺伝子発現ネットワークモデル構築手法の開発 

ゲノム情報と代謝経路情報、さらに遺伝子発現情報までを統合した結果得られた知見から、活

性化している経路を調節し、さらに高生産性を実現するための改変遺伝子候補を推定する技術を

開発した。具体的には、2.3.2.5 で開発した遺伝子発現制御ネットワークモデル構築手法を基盤

とし、これまでに開発した統合モデルから抽出した生合成経路構成遺伝子群と先に選択した遺伝

子群による遺伝子発現制御ネットワークモデルを構築した。特に課題③「ゲノム情報と発現情報
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からの統合モデル構築」として 2.3.3.10 課題と連携し、ターゲット物質生産時における活性化

経路の同定と、これを制御するための改変候補遺伝子の同定を行った。 

 

 

図 2.3.2.9-5 2.3.3.10 課題における活性化経路検出と改変候補遺伝子推定 

 

開発した手法を実データに適用し、2.3.3.10 実証課題での改変候補として 3 遺伝子を提案し

た。検証実験の結果、予測していた成果は得られなかったことから、下記問題点が挙げられた。 

1.宿主微生物がプラスミド導入株である事に由来する生物学的な問題 

2.活性化経路推定技術の高精度化 

そこで、2.についてターゲット物質の生合成経路を調節し、さらに高生産性を実現するための

改変酵素遺伝子を推定する技術の開発を行った。開発した技術フローを以下に示す。 

 

 

図 2.3.2.9-6 生合成経路における調節候補酵素遺伝子推定フロー 

 

調節すべき酵素を同定する方法としては、微分方程式を利用した動的モデルを適用した。各代謝

反応について常微分方程式を定義し、代謝経路を常微分方程式で表すことで、シミュレーション

を実施した。 
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図 2.3.2.9-7 動的モデルによる化合物量シミュレーション例 

 

・油脂生産モデルと複数色素生産モデルにこれまでに開発したモデル構築技術を適用 

開発したすべての技術を、課題①「単一代謝産物の生産量制御技術の開発」として 2.3.3.9 の

ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性検証、課題②「複数の代謝産物の

生産量同時制御技術の開発」として 2.3.3.7 の紅麹菌を用いた色素生産制御による有効性検証の

それぞれに適用し、目的とする代謝産物量を実現するために必要な遺伝子改変の提案を行った。 

課題①では、同一条件での発現データとメタボライト量データから、前項目で開発した動的モ

デルを適用し、生合成経路をさらに活性化するための遺伝子を検出し提案した。 

 

 

図 2.3.2.9-8 油脂生産モデルでの解析結果 

 

色素生産モデルでは、ゲノム情報かターゲット物質の生合成経路を予測し、そのゲノム上の位

置から生合成クラスタの推定を行った。推定した生合成クラスタと遺伝子発現データを組み合わ

せ、ターゲットとする遺伝子を決定したのち、複数のターゲット遺伝子量を同時に調節するネッ

トワークモデルを構築した。 
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図 2.3.2.9-9 色素生産モデルでの解析結果 

 

それぞれの実証課題において、検証実験を実施中である。 

 

2）統合モデルによる高生産システム設計支援ツールの開発 

・ゲノム情報から生物種固有の代謝経路を探索するためのインターフェース開発 

様々な実用株では、ゲノム情報を取得し、ゲノム情報を元にそのゲノム中に存在する酵素を特

定し、上記で取得した全酵素反応情報から、その株において可能な酵素反応のみを抽出するツー

ルの開発を行った。本システムでは、酵母や大腸菌等はすでに KEGG 等で同様のツールがあるこ

とから、使用できる場合はその情報を使用するようにした。しかし、企業案件のような実証株に

ついては、ゲノム情報からの代謝経路探索を実施する必要がある。ゲノム情報の入力と、代謝経

路の出力を備えたインターフェースの開発を行った。 
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図 2.3.2.9-10 ゲノム情報からの代謝経路探索インターフェース 

 

・ゲノム情報からの自動計算システムの構築 

ゲノム情報から遺伝子部位を自動手計算するシステムを構築した。さらに、各遺伝子の遺伝子

発現情報と、生物種特有の代謝経路情報を自動的に表示するシステムを開発した。 

 

 

図 2.3.2.9-11 ゲノム情報からの自動計算システム 

 

・代謝経路上で DB 内実験データを表示するためのインターフェース開発 

ある条件下で活性化・不活性化している代謝経路を明示的に表示するシステムの開発を行った。

システムとして開発済であるが、データベース内データ整備が整い次第インターフェースを整備

する。データベース内に拡充している各種代謝経路、酵素タンパク質に関するデータについては、

紐づけされている DB 内各種データから、ユーザーが必要とするデータの種類を表示できるイン

ターフェースの開発を行った。 
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図 2.3.2.9-12 DB 内データの表示インターフェース 

 

・遺伝子発現ネットワークのグラフ構造と特定代謝経路の連結 

生物種特有の代謝経路情報から、経路上に存在する特定の酵素を選択した場合に、その酵素が

遺伝子ネットワーク上でどの位置に存在するかを示す技術の開発を実施中である。具体的な課題

としては、代謝経路上で選択した酵素が、遺伝子発現データでは特異的な発現変動を行っていな

いことから、遺伝子発現ネットワークグラフ上はノードとして存在しないことが考えられる。そ

こで、2.3.2.5 の遺伝子発現制御ネットワークモデル構築技術において、恣意的な遺伝子導入モ

デルの構築手法を開発し、その場合には先に計算によって選択された他遺伝子群に、酵素遺伝子

を加えてネットワークモデルを構築する技術を開発中である。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 ○○ 0 0 0 0 0 

2017 0 0 9 0 1 0 0 

2018 

*1 

1 

(1) 

0 

(1) 

0 

(6) 

0 

(0) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 

*2 
3 2 15 2 2 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 2 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.1.6 測定データのクオリティコントロール、標準化データベースの構築  

 

担当機関：産業技術総合研究所、神戸大学  

 

(1) 背景と目的  

 高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発には、高生産性微生物設計シ

ステムが重要な基盤技術となる。設計のためには既知の知識や、本プロジェクトの標

的生物に特化した新規の知識が必要である。新規の知識については、本プロジェクト

内で測定された実験結果を活用するが、高品質の実験結果であるほど、設計システム

に用いられる予測計算の精度が向上すると期待できるため、測定データの品質管理を

行いつつ、一定の品質基準を満たす測定データによって標準化されたデータベースを

構築し、本プロジェクトの測定データを一元化し、高生産性微生物設計システムの開

発に活用する。  

 

(2) 位置づけ、目標値  

・位置づけ  

 一定の品質基準に基づき、基準を満たした測定データのみでデータベース化すると

いう理想的なデータベースは、公共データベースでは実現困難である。本プロジェク

トの実証課題で用いられる標的生物は、それぞれ独自の研究によって得た測定データ

が不可欠であるが、これらの独自データを集積することによって、データベースとし

て世界的にみても独自性の高い位置を占めることになる。実証課題で用いられる標的

生物の有用性が高ければ高いほど、本データベースの価値も高くなる。  

 

・中間目標値 (H30) 

 情報システムとしてのデータベースは、データベースとしての基本機能の実装を

H30 年度までに完了する。基本機能は大別して次の 2 つの機能である：測定データの

登録機能、品質検査機能。測定データの登録機能とは、ファイルのアップロード機能、

ファイルの検疫機能（ウィルス検査）、基本的なメタデータ（実験付随情報）の構造、

データ閲覧機能、データ検索機能、情報ツール連携インタフェースである。連携イン

タフェースとは、高生産性微生物設計システムと本データベースが人間を介さず、両

者のプログラムが連携して動作できるように設ける通信手段である。品質検査機能と

は、 RNA-Seq データの品質検査機能である。  

 

・最終目標値 (H32) 

 本プロジェクト内で測定されたデータの収容を H32 年度までに完了する。本プロジ

ェクト内の測定データは、次世代シークエンサーによるものや質量分析装置によるも

の、マイクロアレイによるものなど、多岐にわたるが、これらの多様な測定データを

単一のデータベース内で収容できるよう、特にメタデータの拡張および改訂を H31 年

度から H32 年度の間で実施する。  
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(3) 全体計画  

 

 

(4) 実施体制  

項目  担当  

データベース開発の監督  産総研  

データベースの開発  産総研  

産総研側実証課題参画企業からの測定データ集積  産総研  

神戸大側実証課題参画企業からの測定データ集積  神戸大  

高生産性微生物設計システムとの連携  産総研  

 

(5) 運営管理  

・拠点会議  半年 1 回  

・全体会議  年 1 回  

 

(6) 実施の効果  

 大規模データベースへの統合等を NEDO、 METI と検討中。  

 

(7) 中間目標の達成度  

中項目  小項目  達成度  

測定データのクオリティコントロール  品質検査機能  ○  

標準化データベースの構築  データ登録機能  ○  

メタデータ構造  ○  

データ登録作業  ○  

 

  

中項目 小項目 H 28 H 29 H 30 H 31 H 32

測定データのクオリ

ティコントロール
品質検査機能

データ登録機能

メタデータ構造

データ登録作業

標準化データベース

の構築
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(8) 最終目標の達成可能性  

中項目  小項目  現状  最終目標  達成見通し  

測 定 デ ー タ の

ク オ リ テ ィ コ

ントロール  

品質検査機能  H30 年度までに

開 発 完 了 の 見

込み。  

H30 年度までに

完了。  

問題なし。  

標 準 化 デ ー タ

ベースの構築  

デ ー タ 登 録 機

能  

H30 年度までに

開 発 完 了 の 見

込み。  

H30 年度までに

完了。  

問題なし。  

メ タ デ ー タ 構

造  

H30 年度までに

RNA-Seq に関す

る メ タ デ ー タ

構 造 作 成 完 了

の見込み。  

質 量 分 析 装 置

か ら の 測 定 デ

ー タ に つ い て

メ タ デ ー タ 構

造作成完了。  

十 分 な 開 発 期

間 が 見 込 め る

ことから、大き

な問題なし。  

デ ー タ 登 録 作

業  

登 録 要 請 の 基

づ き 随 時 実 施

中。  

H32 年度までに

デ ー タ 登 録 完

了。  

随 時 実 施 中 で

大 き な 問 題 な

し。  

 

(9) 研究開発の成果と意義  

 本課題における主たる成果物はデータベースのものである。本データベースは、プ

ロジェクト終了後も引き続き、高生産性微生物の設計システムの一部として活用され

ることが期待されている。  

 

(10) 成果の普及  

 書籍「スマートセルインダストリー  ―微生物細胞を用いた物質生産の展望―」第 4

章測定データのクオリティコントロール、標準化データベースの構築（光山統泰） 監

修：久原  哲  シーエムシー出版  

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み  

 特許出願はせずノウハウとして保有する。  
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2.3.2.10 遺伝子配列設計システム（情報解析技術）のうち、文献情報等の公開データからの知

識整理を補完するためのデータ処理・AI 基盤技術の研究開発 

 

担当機関：京都大学、九州大学、神戸大学、株式会社日立製作所、理化学研究所（再委託）、 

大阪大学（協力） 

 

(1) 背景と目的 

スマートセルの開発における各種データ・モデルの解釈と、それをもとにした設計指針・仮説

提案の多くは、現状は開発者個人の知識背景と人手による文献調査・データベース検索に依存し

ている。その結果、検索・調査という知識獲得プロセスが律速であるとともに、体系的な知識蓄

積と知識再利用が困難であるなど、技術的に解決すべき大きな課題となっている。こうした

DBTL サイクルの学習(Learn)部分については、世界でも方法論が模索されている状況であり、

データの解釈・学習を経て、次の設計指針に対して意思決定を支援する技術あるいはシステムの

開発が望まれている状況である。 

こうした背景のもと、本研究項目では、スマートセル開発に特化した文献データ・公開データ

等からの情報抽出および知識ベース構築を行う AI 基盤技術の開発と、スマートセル開発の一連

のプロセスに応じたデータ処理・学習技術の開発を行う。これにより、オミクス測定データや代

謝モデルの解釈の迅速化、代謝経路設計・酵素反応選択の意思決定支援、更には遺伝子・代謝物

に関する新たな知識発見と獲得を目指す。更には、有効性検証と連動した知識ベース拡充と AI

基盤技術高度化を進め、本プロジェクトが対象とする宿主・生産物への適用拡大を狙う。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

本研究項目が対象とする知識ベースおよびデータ処理・AI 基盤技術の位置づけは、DBTL サイ

クルの学習(Learn)部分におけるデータ解釈・意思決定の迅速化である。これまでも、文献等か

らの情報抽出により、酵素反応・代謝パスウェイ・遺伝子制御ネットワーク等に関するデータ

ベース・知識ベースが数多く構築されてきているが、その多くは生物機能の解明といった、人間

のバイオ研究者向けに情報を整理する目的で構築されてきた。そのため、スマートセル開発に資

する知識の抽出には、依然として人手による検索・整理に依存している状況である。これに対し、

本研究項目では、対象をスマートセル開発に特化し、知識の抽出と整理に AI 技術を活用するこ

とで差別化を狙う。 

研究開発項目としては、①文献データ・公開データ等からの知識ベース構築と②知識ベースの

有効性検証と AI 基盤構築に大別する。①では文献・公開データベース等からのデータ抽出・処

理技術から汎用的な知識ベース構築技術の開発を主として設定し、②では各機関と共同で各種ス

マートセル開発課題（サブテーマ）を実施することで、データ解釈・学習システムの開発とそれ

に伴う①の知識ベース拡充を行う仕組みとした。それぞれの目標値は、プロジェクト全体への展

開およびプロジェクト以外への利活用を視野に入れ、DBT 技術開発を行う機関・企業が将来要望

する工数レベルから算出し設定した。 
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(3) 全体計画 

平成 29 年度に、②において各サブテーマと連携して知識ベース構築のワークフロー開発を進

めるとともに、①知識ベース基盤のプロトタイプの構築および AI 基盤技術の方法論の確立を

行った。平成 30 年度は、構築した知識ベース基盤のプロトタイプへ AI 基盤技術を組み込み、各

サブテーマに順次展開することで、各サブテーマにおける知識ベースの構築を進める。また、必

要に応じて知識ベース基盤の機能拡張を行う。平成 31 年度以降はサブテーマで取集した実験

データと照らし合わせ、知識ベースの有効性を検証する。更には、現行プロジェクト含めてサブ

テーマを拡充し、実運用を見据えた有効性の検証を実施する。 

  

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

テーマの運営に関しては、主として研究開発項目①を担当する機関（京都大学・日立製作所）

と、研究開発項目②を担当する各機関（神戸大学、九州大学、理化学研究所（再委託））との間

で、１カ月に一度を目安に連絡会議を実施し、開発進捗を共有している。また、更に、四半期に

一度全体会議を開催し、サブテーマを含めた研究開発項目全体の進捗を共有している。研究開発

項目②で得られた知見を随時フィードバックすることで、データ処理・AI 技術基盤の開発およ

び知識ベース基盤の概念設計を促進できた。 

 

(6) 実施の効果 

本研究項目が対象とする知識ベースおよびデータ処理・AI 技術は、特定の宿主・生産物に依

らず、スマートセルが対象とする事業全般において開発の効率化する技術であり、多分野での適

用が期待される。本プロジェクトにおいて、各テーマへの展開と有効性検証により工数削減の見

通しを立て、具体的な費用対効果を算出する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

神戸大学 

研究開発項目：②-1-a、②-1-b、②-3 

大阪大学 

研究開発項目：① 

 

協力 

九州大学 

研究開発項目：②-1-c、②-2 

理化学研究所 

研究開発項目：②-1-a 

 

 

日立製作所 

研究開発項目：①、② 

再委託 

【共同実施】 
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(7) 中間目標の達成度 

 研究開発項目①「文献データ・公開データ等からの知識ベース構築」において、知識ベース構

築ワークフロー開発（①-1）については、これまでに知識ベース基盤のプロトタイプの構築と、

各サブテーマにおけるワークフローの策定を完了し、中間目標を達成した。また、知識ベース基

盤に必要なデータ抽出・処理技術（①-2-a、①-2-b）については、知識抽出の方法論の確立した。

今後、知識ベース基盤プロトタイプへ統合するとともに、ユースケースに特化したデータセット

の収集と改良を実施することで、2019 年 3 月に中間目標を達成する見込みである。 

研究開発項目②「知識ベースの有効性検証と AI 基盤構築」については、これまでに、策定し

たワークフローに応じたデータ・文献収集、推定モデルの設計、インタフェースの設計を完了し

た。今後、知識ベースの構築を進め、2019 年 3 月に中間目標を達成する見込みである。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

最終年度までに、知識ベース基盤の運用とプロジェクト全体へのテーマ展開、 および知識ベー

スによるスマートセル設計工数短縮効果の確認を実施する。現状、中間目標として、各サブテー

マにおけるワークフローの概念設計を完了しており、今後テーマに応じた対応ユースケースの拡

充と、データ処理・AI 技術のアルゴリズムカスタム化を進めることで、最終目標の達成が見込

まれる。 
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(9) 研究開発の成果と意義 

①-１．知識ベース構築ワークフロー開発（担当機関：京都大学、日立製作所、大阪大学（協

力）） 

平成 29 年度は、スマートセル開発ワークフローに沿って知識を蓄積するために、知識抽出部、

知識提示部、および制約条件設定部からなる知識ベース基盤の基本処理構造を設計した（図-

2.3.2.10-1）。設計した基本処理構造に基づき、知識ベース基盤プロトタイプを、項目②-１-ｂ

をテストケースとして、計算サーバ上に構築した。 

具体的には、知識抽出部として、(1) スマートセル開発に関連する公開データ・文献を大量に

収集する文献・データ収集機能、(2) 機械学習・自然言語処理でデータの特徴を抽出したり、関

係性を解析する抽出・解析機能、(3) スマートセル開発で横断利用できる知識形態(マップ・

ネットワーク)で蓄積する知識蓄積機能を備えた処理構造を設計した。また、知識提示部として、

蓄積された知識を探索・提示する Web インタフェースの設計、および開発課題ごとの制約条件や、

知識抽出に使用する文献情報を整理・蓄積する Web インタフェースを設計した。設計した基本処

理構造に基づいて、項目②-１-ｂに沿って収集した文献情報を用いて、オミクス情報の共起関係

の抽出結果を、ネットワーク図として提示するプロトタイプを計算サーバ上に構築し、フローの

妥当性を確認した。 

平成 30 年度は、開発した知識ベース基盤プロトタイプのテーマ展開を見据え、オミクス数理

特徴量抽出技術（項目①-2-a）を統合と、抽出・解析機能の拡充に取り組んでいる。並行して、

サブテーマにおいて策定した知識ベース構築ワークフローを統合し、サブテーマにおける有効性

検証に着手する。 

 

 

図-2.3.2.10-1 構築した知識ベース基盤プロトタイプの基本処理構造 

 

①-２-ａ．文献・公開データからのオミクス数理特徴量抽出技術の開発（担当機関：日立製作所） 

人の知見によらない新規代謝・合成経路設計の実現を目指し、平成 29 年度は、低分子化合物

および酵素反応予測を対象に数理特徴量抽出技術の方法論を確立した。 

 

①-２-ｂ．文献横断オミクスデータ解読支援技術の開発（担当機関：京都大学、日立製作所、大

阪大学（協力）） 

公開バイオDB 文献データベース 実験データ

自動・手動収集

特徴量DB 共起DB 関係性DB

文献セットバイオデータセット

Webインタフェース

知識横断探索/可視化

特徴量抽出
(①-2-a)

関係性解析
(①-2-b)

開発課題ごとに
知識を整理・蓄積

プロトタイプWebインタフェース

(1) 

(2) 

(3) 

知
識
抽
出
部

知
識
提
示
部
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文献・DB に散在した物質生産に資するオミクスデータ因果関係の解読と整理を目的に、平成

29 年度は、公開文献を収集し、物質生産関連のオミクス情報の共起関係を抽出し可視化する

ワークフローを構築した。また、Saccharomyces Genome Database（SGD）に公開される情報を起

点に文献情報を収集し、フローの検証を行った。 

 

②-１-ａ．知識ベースを利用した最適な代謝設計の提案技術の開発（担当機関：理化学研究所

（再委託）、神戸大学、日立製作所、京都大学） 

平成 29 年度から 30 年度にかけて、目的化合物と遺伝子改変候補の相関を推定する遺伝子改変

情報推定モデルを設計し、妥当性の検証を完了した。また、設計代謝経路を入力として、推定モ

デルを用いて遺伝子改変候補を提案する知識ベースの概念設計、およびワークフローの構築を完

了した。 

また、本推定モデルを用いて遺伝子改変候補を提案する知識ベースの概念設計を行い、インタ

フェースを設計した（図-2.3.2.10-6）。本インタフェースは、導入・削除といった遺伝子改変

候補の提案と共に、その提案の根拠となった文献を提示する。同時に、実験結果等の開発者の

フィードバックを入力できるようにしたことで、遺伝子改変に関する知見の収集を行い、知識と

しての蓄積と、推定モデルの改良に活用する。これらの設計に基づき、知識ベース基盤プロトタ

イプへ統合作業を先行着手し、知識ベースとして運用する枠組みを概念設計に取り組んでいる。

また、有用大腸菌構築方法の確立に向けた知識抽出方法およびデータベース化のモデルケースに

加えて、対象宿主ならびに代謝パスウェイの知識拡張を行う。 

 

図-2.3.2.10-6 設計した代謝設計提案知識ベースインタフェース 

 

②-１-ｂ．菌株設計に資する遺伝子-表現型関係情報取得技術の開発（担当機関：神戸大学、日

立製作所、京都大学） 

平成 29 年度から平成 30 年度にかけて、微生物によるカロテノイド、アルカロイド生産に関す

る文献の調査・収集を完了した。収集した論文をもとに、オミクスデータの共起関係を抽出し、

ネットワーク情報として可視化するインタフェースを設計した（図-2.3.2.10-7）。 

本項目は、基盤技術として開発する項目①-2-b の直接的な実用展開例として、プロジェクト

のニーズに応じた、表現型などスマートセル開発に特化した共起・関係性の解析インタフェース

導入遺伝子・由来生物 根拠文献

導入代謝系の酵素反応

文献重要度に基づくスコア

実験結果
(フィードバック)
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の拡張に取り組んでいる。並行してサブテーマ展開を通じて知識ベースとして運用する枠組みの

構築を進める。 

 

 

図-2.3.2.10-7 設計した共起関係可視化インタフェース 

 

②-１-ｃ．シアノバクテリアによる物質生産に関する代謝および生産条件に関する知識ベースの

構築（担当機関：九州大学、日立製作所、京都大学） 

平成 29 年度は、PubMed central を中心とした文献データベースから、遺伝子組換えシアノバ

クテリアを用いた物質生産に関する論文 100 報弱を選別し、導入した遺伝子、培養条件などを含

む、物質生産に重要な項目のデータを抽出した。抽出した重要項目に基づいて、データを格納、

整理する物質生産情報データベースを設計した。また、選別した文献情報から一つの文献を選び、

その文献情報に基づいて、物質生産するシアノバクテリアを構築し、生産実験を行った。 

 

②-２．アミノ酸配列情報から酵素活性を推定する知識ベースの有効性検証（担当機関：九州大

学、日立製作所、京都大学） 

平成 29 年度から平成 30 年度にかけては、文献データを整理するデータベースの設計と、塩基

配列情報を解析する基本的な予測モデル設計の検討を行った。 

 

②-３．長鎖 DNA のデザインを対象とした論文データの知識ベース化有効性検証（担当機関：神

戸大学、日立製作所、京都大学） 

平成 29 年度から平成 30 年度にかけて、長鎖 DNA の設計を自動化する目的で、文献・公開デー

タベースから DNA 配列情報を収集し、支援情報として提示するワークフローを設計した。設計し

たワークフローの一部を自動化し、フローの妥当性を検証した。また、自動抽出した知識を基と

した長鎖 DNA デザイン設計支援知識提示手法および知識ベース概念設計を完了した。 

また、構築した知識ベースより長鎖 DNA 構築可能性の判断を支援する、クエリと結果の可視化

インタフェースを設計した。同インターフェースの表示画面を図-2.3.2.10-11 に示す。具体的

には、設計したい代謝経路関連遺伝子のアミノ酸配列をクエリとして入力し、出力として長鎖

DNA を構成する塩基配列を FASTA 形式で提示するものである。各クエリおよび長鎖 DNA デザイン

の提示結果を事例として蓄積し、異なる代謝経路の導入時などに設計知識として再利用できる形

注目ノード
関連文献

遺伝子・酵素・化合物・表現型を
ノードとして文献から抽出された
関係性をネットワークとして表示
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とした。今後は、知識抽出において項目①-2-a,b 技術の応用や推定ツール技術を検討し、一連

のフローの完全自動化を目指すと同時に、長鎖 DNA デザイン設計支援知識提示手法の確立をめざ

す。 

 

 

図-2.3.2.10-11 設計した長鎖 DNA デザイン知識ベースの配列提示インタフェース 

 

②-４．知識ベースを利用した化合物産生可能性判定の検証（担当機関：日立製作所） 

平成 29 年度から 30 年度にかけて、オミクス数理特徴量（項目①-2-a）を利用した化合物賛成

可能性判定のワークフロー構築を完了した。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016        

2017 0 0 3 2 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(3) 

0 

(0) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 5 0 9 4 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

知財戦略に関しては、データ処理・AI 基盤技術などの情報基盤的技術は権限性が乏しく、特

許網の構築困難なため、オープンクローズ戦略の使い分けで競争優位性を維持する方針としてい

る。具体的には、各種データ処理・AI 基盤技術・ツール・データベースに関しては、論文投

稿・学会発表で技術優位性アピール、知識ベース基盤やそのユーザインターフェイスの開発に関

しては詳細を秘匿化し、ノウハウとして各機関に蓄積する。 

 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016    

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 1 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.2.12 排出ボトルネック解消に向けた化合物排出輸送体探索プラットフォームの構築 

 

担当機関：東北大学、産業技術総合研究所 

 

(1) 背景と目的 

 微生物を利用した物質生産において、細胞内の代謝系の改変が広く行われている。しかしなが

ら、膜透過性の低い化合物や新規の化合物の生産においては、細胞内代謝の強化により生産物が

細胞内に蓄積し、負のフィードバックにより生産反応を阻害する。そこで、本研究では生産物を

細胞外に排出する輸送体の機能を強化することにより細胞内の生産反応の効率化をめざす。膜輸

送体は通常の可溶性酵素と比較して研究の推進が困難であるため、現在までのところ膜輸送体の

機能について、信頼できるデータベースは存在していない。そこで、本研究では、目的化合物の

生産を効率化するための排出輸送体の探索技術の開発を実施する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

研究開発項目 位置づけ 目標値（2018 年度末） 

① 生産において排出が生産

のボトルネックになる化合物

に関する調査（東北大・産総

研） 

化合物の生産において、排出

がボトルネックとなっている

化合物の調査を実施する。 

排出がボトルネックとなって

いる化合物（３化合物以上）

を選定する。 

② 輸送体ハイスループット解析に資する候補遺伝子群の探索技術の開発（産総研） 

輸送体ハイスループット解析

に資する候補遺伝子群の探索

技術の開発 

・目的化合物産生微生物群の

ゲノム情報からの化合物輸送

体候補遺伝子群リストの作成 

・公開されている微生物ゲノ

ム情報からの網羅的輸送体候

補遺伝子群リストの作成 

・輸送体候補遺伝子群探索技

術のツール化 

 

オミクスデータからの輸送体

候補遺伝子のスコアリング技

術の開発 

・遺伝子発現データを用いた

有用化合物排出輸送体候補遺

伝子群のスコアリング技術の

開発 

・質量分析データからの化合

物特性と輸送体遺伝子の配列

特徴量の検出技術の開発 

 

③ 標的化合物排出輸送体探索技術の研究開発（東北大） 

標的化合物排出輸送体候補遺

伝子発現微生物ライブラリの

構築 

標的化合物（３化合物）の排

出に関与すると推定される輸

送体遺伝子のライブラリを構

各標的化合物につき１０遺伝

子以上 
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築する。 

輸送体発現ライブラリへの標

的化合物代謝系の導入 

 

標的化合物生産遺伝子（群）

を PCR により増幅し、輸送体

探索に使用する宿主で発現が

可能なプラスミドベクター等

にクローニングし、生合成系

遺伝子の導入を実施する。 

各標的化合物につき１遺伝子

以上 

標的化合物排出輸送体の同定 質量分析装置等を用いて標的

化合物排出輸送体候補から有

効な標的化合物排出輸送体を

選抜する。 

各標的化合物につき１遺伝子

以上 

④ 標的化合物排出輸送体導

入による化合物生産の効率化

検証（東北大） 

③において、同定した標的化

合物排出輸送体を用いて、生

産実証試験を実施する。 

各標的化合物につき１遺伝子

以上、輸送体非導入株に対し

て、1.3-3 倍の増産 
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(3) 全体計画 

 

 

 

  

事業項目 ２９年度 ３０年度 

 

第 3 

四半期 

第 4 

四半期 

第 1 

四半期 

第 2 

四半期 

第 3 

四半期 

第 4 

四半期 

(1) 生産において排
出 が 生 産 の ボ ト ル
ネックになる化合物
に関する調査 

 

(2) 輸 送 体 ハ イ ス
ループット解析に資
する候補遺伝子群の
探索技術の開発 

(2)-1. ゲノム情 報
からの輸送体候補遺
伝子群リストの作成
と既知情報の整理 

 

(2)-2. オ ミ ク ス
データからの輸送体
候補遺伝子のスコア
リング技術の開発 

 
(3) 標的化合物排出
輸送体探索技術の研
究開発 
 
(3)-1. 標的化合 物
排出輸送体候補遺伝
子発現微生物ライブ
ラリの構築 
 
 
 
(3)-2. 輸送体発 現
ライブラリへの標的
化合物代謝系の導入 
 
 
 
(3)-3. 培養液分 析
による標的化合物排
出輸送体の同定 
 
 
 
(4) 標的化合物排出
輸送体導入による化
合物生産の効率化検
証 
 

      

化合物 

(1) 化合物 

(2) 化合物 

(3) 
化合物 

(1) 化合物 

(2) 化合物 

(3) 

化合物 

(1) 化合物 

(2) 化合物 

(3) 

化合物 (1) - 

(3) 
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(4) 実施体制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

   研究グループ（東北大）において月１回の研究進捗会議を実施、研究グループ間（東北大

-産総研）では、適宜、スカイプ等での会議を実施し、連携を図っている。半年に一度、全体会

議を実施し、進捗及び方向性について重点的に議論している。 

 

(6) 実施の効果 

 連携している企業において売上等の効果がある。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

①  生産におい

て排出が生産の

ボトルネックに

なる化合物に関

する調査 

３件程度の候補

を選定 

 

東北大独自化合

物として３件、

連携しているプ

ロジェクト参画

者との連携化合

◎ 

（目標とする件

数 を 超 え た た

め、大幅達成と

評価） 

引き続き排出が

ボトルネックと

なる化合物に関

する調査を実施

し、本開発技術

NEDO 

国立大学東北大学・大学院農学研究科 

(1) 生産において排出が生産のボトルネックになる化合物に関する調査  

(3) 標的化合物排出輸送体探索技術の研究開発 

(4) 標的化合物排出輸送体導入による化合物生産の効率化検証  

国立研究開発法人産業技術総合研究所 

(1) 生産において排出が生産のボトルネックになる化合物に関する調査  

(2) 輸送体ハイスループット解析に資する候補遺伝子群の探索技術の

開発 

委託 

スマートセル事業実施者 

連携 

連携 
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（東北大・産総

研） 

物として２件、

計５件の化合物

を選定した。 

の波及効果拡大

に努める。 

② 輸送体ハイスループット解析に資する候補遺伝子群の探索技術の開発（産総研） 

輸 送 体 ハ イ ス

ループット解析

に資する候補遺

伝子群の探索技

術の開発 

.目的化合物産生

微生物群のゲノ

ム情報からの化

合物輸送体候補

遺伝子群リスト

の作成 

・公開されてい

る微生物ゲノム

情報からの網羅

的輸送体候補遺

伝子群リストの

作成 

・輸送体候補遺

伝子群探索技術

のツール化 

・ A.oryze 情 報

および遺伝子発

現情報から輸送

体候補遺伝子群

リスを作成した 

・公開されてい

る微生物ゲノム

情報からの網羅

的輸送体候補遺

伝子群を抽出す

る手法を開発。 

 

〇 

（2019 年 2 月完

成予定） 

 

今後の課題とし

ては、本情報を

多種の宿主微生

物群について整

備する必要があ

る。解決方針と

しては、ゲノム

情報や公的デー

タベースで物質

生産の遺伝子発

現データが存在

する宿主につい

ては、これまで

に開発した手法

を適用すること

が可能であると

考えている。 

オミクスデータ

からの輸送体候

補遺伝子のスコ

アリング技術の

開発 

 

・ 遺 伝 子 発 現

データを用いた

有用化合物排出

輸送体候補遺伝

子群のスコアリ

ング技術の開発 

・質量分析デー

タからの化合物

特性と輸送体遺

伝子の配列特徴

量の検出技術の

開発 

・ 遺 伝 子 発 現

データから有用

化合物排出輸送

体候補遺伝子群

のスコアリング

を実施した。 

・質量分析デー

タからの化合物

特性と輸送体遺

伝子の配列特徴

量の検出技術を

開発中 

〇 

（2019 年 2 月完

成予定） 

 

・今後の課題と

して、現在開発

中 の 質 量 分 析

データからの化

合物特性と輸送

体遺伝子の配列

特徴量の検出技

術の検証が必要

である。解決法

としては、実験

を担当する東北

大に何度か提案

を実施し、その

実 験 結 果 を

フィードバック

することで、手

法の高精度化を

実現する。 
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③ 標的化合物排出輸送体探索技術の研究開発（東北大） 

標的化合物排出

輸送体候補遺伝

子発現微生物ラ

イブラリの構築 

標的化合物（３

化合物）の排出

に関与すると推

定される輸送体

遺伝子のライブ

ラ リ を 構 築 す

る。（2018 年 6

月までの目標：

２標的化合物） 

５つの標的化合

物の内、３化合

物についてはラ

イブラリの構築

を終了した。 

◎ 

（2019 年 2 月完

成予定） 

 

目標とした２標

的化合物を超え

る３化合物に関

してライブラリ

の 構 築 を 終 え

た。残りの２化

合 物 に つ い て

も、ライブラリ

の構築を進め、

探 索 を 実 施 す

る。 

輸送体発現ライ

ブラリへの標的

化合物代謝系の

導入 

標的化合物生産

遺伝子（群）を

PCR により増幅

し、輸送体探索

に使用する宿主

で発現が可能な

プラスミドベク

ター等にクロー

ニングし、生合

成系遺伝子の導

入を実施する。

（2018 年 6 月ま

での目標：１標

的化合物） 

５つの標的化合

物の内、１化合

物については生

合成系遺伝子の

導 入 を 終 了 し

た。 

〇 

（2019 年 2 月完

成予定） 

 

残りの標的化合

物についても、

生合成系遺伝子

のクローニング

と遺伝子導入を

進める。 

標的化合物排出

輸送体の同定 

質量分析装置等

を用いて標的化

合物排出輸送体

候補から有効な

標的化合物排出

輸送体を選抜す

る。（2018 年 6

月以降実施の予

定） 

１化合物につい

て、輸送体の探

索を実施し、新

規排出輸送体の

同 定 に 成 功 し

た。 

◎ 

（2019 年 2 月完

成予定） 

 

ライブラリの構

築が終了した化

合物から、排出

輸送体の探索を

実施する。 

④ 標的化合物排

出輸送体導入に

よる化合物生産

の 効 率 化 検 証

③において、同

定した標的化合

物排出輸送体を

用いて、生産実

2018 年 10 月以

降、実施の予定 

― 

（2019 年 2 月完

成予定） 
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（東北大） 証試験を実施す

る。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2018 年度末） 

達成見通し 

①  生産において排

出 が 生 産 の ボ ト ル

ネックになる化合物

に関する調査（東北

大・産総研） 

化合物の生産におい

て 、 排 出 が ボ ト ル

ネックとなっている

化合物の調査を実施

した。東北大独自の

標的化合物として、

３化合物、連携して

いるプロジェクト参

画者との連携化合物

２ 化 合 物 を 選 定 し

た。 

排出がボトルネック

となっている化合物

（３化合物以上）を

選定する。 

達成済み 

② 輸送体ハイスループット解析に資する候補遺伝子群の探索技術の開発（産総研） 

輸 送 体 ハ イ ス ル ー

プット解析に資する

候補遺伝子群の探索

技術の開発 

ゲノム情報と文献情

報を組み合わせ、輸

送体候補遺伝子群リ

ストを作成する技術

は開発済。 

 

 

達成可能 

オミクスデータから

の輸送体候補遺伝子

のスコアリング技術

の開発 

・遺伝子発現データ

を用いた有用化合物

排出輸送体候補遺伝

子群のスコアリング

技術は開発済。 

 達成可能 

③ 標的化合物排出輸送体探索技術の研究開発（東北大） 

標的化合物排出輸送

体候補遺伝子発現微

生物ライブラリの構

築 

５つの標的化合物の

内、３化合物につい

てはライブラリの構

築を終了した。 

３つ以上の標的化合

物について、排出輸

送体ライブラリを構

築する。 

達成済み 

輸送体発現ライブラ

リへの標的化合物代

謝系の導入 

 

1 つの標的化合物につ

いて、生合成系遺伝

子のクローニングと

遺伝子導入に成功し

た。 

３つ以上の標的化合

物について、生合成

系遺伝子の導入を実

施する。 

達成可能 

標的化合物排出輸送 １つの標的化合物に ３つ以上の標的化合 達成可能 
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体の同定 つ い て 探 索 を 実 施

し、新規排出輸送体

の同定に成功した。 

物について、排出輸

送体の探索を実施す

る。 

④ 標的化合物排出輸

送体導入による化合

物生産の効率化検証

（東北大） 

③において、同定し

た標的化合物排出輸

送体をモデル微生物

に導入し、生産実証

試験を実施する。 

2018 年 10 月以降、新

規輸送体の探索を終

了した化合物から、

順次生産試験を実施

の予定 

達成可能 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 

(9).1 生産において排出が生産のボトルネックになる化合物に関する調査 

微生物を用いた化合物生産において、細胞内代謝系の強化や改変を施しても生産を効率化でき

ない化合物がある。そのような化合物は、生産菌の菌体内からの生産化合物の排出が律速となっ

ている可能性があり、本研究の標的化合物となりえる。本研究開発では、プロジェクト参画者を

含め、企業が生産技術の開発を進めている化合物の中から、化合物の排出がボトルネックとなり

生産の効率化が達成されていない化合物を探索し、本技術開発でモデルとして輸送体の探索と有

効性の検証を行うための標的化合物の調査を実施した。 

 

(9).1-1 アラニン 

 化合物生産における排出輸送体の有効性検証を目的として、これまでに細胞内代謝に関する研

究がある程度進んでおり、排出輸送体に関する知見もある L-アラニンを標的化合物とした。L-

アラニンは、タンパク質を構成するアミノ酸（２０種）の一つで、甘味を有するアミノ酸である。

L-アラニンは、生体内で糖新生や脂肪酸合成などに利用される重要なアミノ酸である。飼料用添

加物、食品添加物、低栄養状態などにおけるアミノ酸補給等を目的として、ヒト用医薬品として

用いられている。本研究開発においては、輸送体ライブラリ発現大腸菌に対して L-Ala-L-Ala ジ

ペプチドをもちいたペプチドフィーディング法による新規の排出輸送体の探索を実施することと

した。 

 

(9).1-2 コウジ酸 

コウジ酸は, チロシナーゼの活性化に必要な銅イオンをキレートすることでその活性を阻害し, 

メラニンの生成を抑制することから, 化粧品の成分などに利用されている麹菌が生産する有用二

次代謝化合物である。コウジ酸生合成に関しては, すでにコウジ酸の生合成に関わる酸化還元酵

素 KojA, 生産されたコウジ酸の細胞外排出に関わると予想される輸送体 KojT とそれらの遺伝子

の発現制御を司る転写因子 KojR の 3 遺伝子がクラスターを構成していることが明らかとなって

いる。KojA 高発現に加えて輸送体 KojT を高発現した株を作製したところ, KojA 単独高発現株に

比べてコウジ酸生産量の顕著な増加を認めた一方で, KojT 破壊株でも量は少ないもののコウジ

酸は細胞外に生産されており, 他にもコウジ酸を排出できる輸送体の存在が示唆されている

（Zhang et al. 2017 JBB）。そこで, 麹菌ゲノム情報等からコウジ酸の排出能を有する新規輸

送体を探索し,コウジ酸排出をし得る新規輸送体の探索を実施することとした。 
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(9).2. 輸送体ハイスループット解析に資する候補遺伝子群の探索技術の開発 

(9).2.1. 目的化合物産生微生物群のゲノム情報からの化合物輸送体候補遺伝子群リストの作成 

目的化合物産生微生物のゲノム情報から膜輸送体に関連する遺伝子群の抽出をおこなった。麹

菌 Aspergillus oryzae のゲノム情報から GO による機能アノテーションを実施し、目的化合物

であるコウジ酸の輸送に関わる可能性がある輸送体関連遺伝子群の抽出を行った。さらに、推定

された遺伝子群のそれぞれについて、KEGG, ChEBI, TransportDB および TCDB などの文献情報や

データベース情報を用いて化合物に関連する情報を収集し、推定した輸送体候補遺伝子群の付加

情報として蓄積、整備をおこない、候補遺伝子群のリストを作成した。 

 

(9).2.2.  オミクスデータからの輸送体候補遺伝子のスコアリング技術の開発 

産生微生物の遺伝子発データをもとに、ターゲット化合物生合成関連遺伝子群の発現プロファ

イルや、関連すると考えられる各種細胞内応答と相関が高い遺伝子発現プロファイルを有する輸

送体候補遺伝子群の同定を行った。具体的には、麹菌 A. oryzae で測定された 150 条件以上の遺

伝子発現データを利用し、遺伝子配列情報から輸送体候補と推定された候補遺伝子群と、ター

ゲット化合物であるコウジ酸生合成遺伝子群の多対多の全組み合わせにて相関解析を実施した。

ここで、コウジ酸生合成遺伝子群と有意に相関が高いと判断された遺伝子群について、上記で付

加された文献情報棟を元に、輸送体候補遺伝子群のリストについて、順位付けを実施した。 

 

(9).3 標的化合物排出輸送体探索技術の研究開発 

 

(9).3.1 標的化合物排出輸送体候補遺伝子発現微生物ライブラリの構築 

(9).3.1-1 アラニン 

 アラニン排出輸送体の探索には、東北大学が保有する新規排出輸送体ライブラリに、さらに新

規排出輸送体を追加した排出輸送体ライブラリを構築し探索に用いた。新規の排出輸送体候補遺

伝子を大腸菌発現用ベクターにクローニングし、L-Ala-L-Ala 感受性大腸菌を形質転換し、排出

輸送体候補遺伝子発現微生物ライブラリを構築した。 

 

(9).3.1-2 コウジ酸 

産総研油谷グループにおいて、コウジ酸排出輸送体候補として抽出された１０遺伝子を麹菌ゲ

ノムをテンプレートとした PCR により増幅した。増幅断片を麹菌用高発現プロモーター（amyB

プロモーター）下流にクローニングした。探索で用いる麹菌㈱（kojA を過剰発現する kojT 遺伝

子破壊株）の形質転換を実施している。 

 

(9).3.2 輸送体発現ライブラリへの標的化合物代謝系の導入 

(9).3.2-1 アラニン 

 ピルビン酸の還元的アミノ化反応を行う Ala 脱水素酵素遺伝子をクローニングしたプラスミド

を大腸菌 Ala 排出輸送体欠損株を形質転換し宿主として用いた。 

 

(9).3.2-2 コウジ酸 
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 麹菌におけるコウジ酸の生成には、少なくともコウジ酸の生合成に関わる酸化還元酵素 KojA、

生産されたコウジ酸の細胞外排出に関わると予想される輸送体 KojT とそれらの遺伝子の発現制

御を司る転写因子 KojR をコードする 3 遺伝子が必要であることが明らかとなっている

（Terabayashi, 2010）。Zhang らの研究により、コウジ酸の排出には KojT 以外の輸送体の関与

が示唆されており(Zhang, 2017)、酵母発現系を利用したコウジ酸排出輸送体の迅速な探索系の

構築を試みた。KojA-3HA および KojT-GFP をコードする遺伝子を酵母高発現プロモーターである

グリセルアルデヒド-3 リン酸脱水素酵素（GAPDH）プロモーター下流に連結したプラスミドを構

築した。これらプラスミドを導入した酵母において、ウェスタンブロット法にて、KojA-3HA タ

ンパク質および KojT-GFP タンパク質の発現を確認した。さらに、蛍光顕微鏡観察により、KojT-

GFP タンパク質は原形質膜上に局在することを明らかにした。この株を培養した後、10%グル

コース溶液に懸濁し、コウジ酸の生成を試みた。しかし、コウジ酸による鉄イオンのキレートで

生じる暗赤色の呈色は見られなかった。従って、グルコースからのコウジ酸生成に必要な KojA

以外の酵素が存在する可能性が考えられた。そこで、現時点では異種宿主を用いたコウジ酸排出

輸送体の探索は困難であると考えられたため、コウジ酸生産能が確実に発現する麹菌を宿主とし

てコウジ酸排出輸送体の探索を行うこととした。酵母宿主系に比較して探索速度は落ちるという

欠点はあるが、コウジ酸高生産株の構築にスムースに移行できる利点がある。 

 

(9).3.3 培養液分析による標的化合物排出輸送体の同定 

(9).3.3-1 アラニン 

 本研究開発において、L-アラニンの排出輸送体の探索は、L-アラニンの細胞内代謝系をすべて

欠損し、同定されている排出輸送体を欠損した大腸菌を宿主として、L-Ala-L-Ala ジペプチドを

用いたペプチドフィーディング法により実施した。本株はジペプチド Ala-Ala 存在下で生育が阻

害される。これは、取込んだ Ala-Ala 由来の L-アラニンを菌体外に排出できず、細胞内で過剰

蓄積するためである。この株を用いて、排出輸送体ライブラリから Ala 排出能を有する輸送体候

補遺伝子を探索した結果、複数の候補遺伝子が同定された。 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

1 

(1) 

0 

(3) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 
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2.3.3 新規情報解析システムの有効性検証 

 

2.3.3.1 コレステロールエステラーゼの生産性向上による有効性検証（担当機関：産業技術総合研究

所、旭化成ファーマ株式会社） 

 

(1) 背景と目的 

旭化成ファーマ株式会社ではグラム陰性桿菌 Burkholderia stabilis (図 1)を培養し、培養液からエ

ステル型コレステロールをコレステロールと脂肪酸に加水分解する酵素、コレステロールエステラー

ゼ (CEN)を抽出精製し販売している。 

 

 

図 1. Burkholderia stabilisの電子顕微鏡写真 

 

この CENの製造には 2つの課題がある;  

i)複雑な発現制御と分泌機構：  

i-1)オイルを使用する発現誘導: CENは B. stabilisの培養液にオイルを添加することで発現・分泌が

誘導されるタンパク質である。水溶性が低いオイルを含む培養液は乳化により白濁しており(図 2)、そ

のままではカラムクロマトグラフィーを用いた精製等に適さないため、CEN の製造は極めて困難である。 

 

 

図 2. オイルを含む誘導培地による CEN生産 

 

i-2)CEN分泌機構：CENの組換え体生産は、以下に示すように発現・分泌機構が複雑であるために、困

難である。まず不活性体として細胞内に発現した CENは分泌シグナルによりペリプラズムに輸送され

る。不活性体 CENは、内膜を通過するときに分泌シグナルが切断され、内膜を貫通している foldase

の作用によりペリプラズムで活性化し、xcp マシナリーで細胞外へ分泌されると考えられている(図 3)。 
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図 3. CENの活性発現機構(Rosenau et al. 2004 chembiochem) 

 

ii) 育種の限界: 上記の理由により、旭化成ファーマ株式会社では生産性を改善するために、B. 

stabilisの育種と選抜を繰り返してきた。B. stabilis野生株の CEN生産性は約 7 U/mLである。しか

し、育種と選抜を 7回繰り返した結果 CEN活性は約 17 U/mLまで上昇したものの、生産性の向上はほ

ぼ限界に達していると考えられる(図 4)。 

 

 

図 3. 育種と選抜の回数と CEN活性の関係 

 

そこで我々は精製が容易な培養条件(例えばオイルを必要としない条件)で CENを高発現する細胞株を

開発することを本有効性検証の目的とした。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

 

 

 

 

 

 

図 4. コレステロールエステラーゼ (CEN)の作用 

 

図 4にコレステロールエステラーゼ (CEN)の作用を示した。CENは、血清または血漿中のコレステ

ロールを測定するためのポイントオブケアテスティング(POCT)試薬の原料の一つである。2016年の米

CE
N
活
性
 (
U/
mL
) 

育種と選抜の回数 

限界に達した 

コレステロールエステル コレステロール 
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国コレステロール POCT市場は$ 145,000,000であり、2009年から 2019年迄の growth rateは 6.9〜

7.6%と報告されている(FROST & SULLIVAN 2013年調べ)。そして、POCT市場のうち原料である CENが

占める割合は 0.5〜1%と推定している。 

 

中間目標値(H30) 

 高活性型 CEN変異体作成 

 CEN発現に寄与する遺伝子や配列領域を多重導入した B. stabilis変異株の作成 

 遺伝子ネットワークを構築し、CEN発現に寄与する標的遺伝子を見出す 

 

最終目標値（H32） 

CEN の誘導又は恒性発現、分泌発現、及び活性化に関わるシステムが最適化できる条件を明らかにし、

培養力価が 35 U/mL以上 (350 mg/L以上)の CEN生産株(スマートセル)を得る。 

 

(3) 全体計画 

事業項目 

２８年度 ２９年度 ３０年度 

３１年度 ３２年度 
第１

四半

期 

第２

四半

期 

第３

四半

期 

第４

四半

期 

第１

四半

期 

第２

四半

期 

第３

四半

期 

第４

四半

期 

第１

四半

期 

第２

四半

期 

第３

四半

期 

第４

四半

期 

 

(3) 新規情報解析システムの

有効性検証 

(3)-1. コレステロールエス

テラーゼの生産性向

上による有効性検証 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

変異株の取得と選択 NGS マルチプレッ
クス解析 

アセンブリ ゲノムシーケンス 

CEN の構造の推定
または決定 

変異体創出 

多重変異株作成と

変異の効果の確認 

RNAseq 解析 

遺伝発現ネット
ワーク解析と標的
遺伝子の探索 

多重変異株作成と
変異の効果の確認 

遺伝発現ネット
ワーク解析と標的

遺伝子の探索、変
異体の作成 

発現ベクターの構築（産総研） 
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（平成 28年度目標） 

 B. stabilis 野生株のゲノムシーケンス 

 B. stabilis 変異株の取得と選択（目標値：約 50株） 

 発現ベクターの構築 

 

（平成 28年度実施内容） 

 B. stabilis 野生株のゲノムシーケンス 

ゲノム解析を開始し、NGSより得られたリードを解析しアセンブリする（産総研、旭化成ファーマ）。 

 B. stabilis変異株の取得と選択（目標値：約 50株） 

変異株は、B. stabilis 野生株を親株として、Survival rate 0.001%以下の突然変異導入によって得

る（目標値 3000株）。1回の変異処理により得られた培地中の CEN活性が低下、未変化、もしくは向

上した B. stabilis変異株の中から約 50株を選択し（旭化成ファーマ）、ゲノム精製の後 NGSでマル

チプレックス解析する（産総研）。 

 発現ベクターの構築 

B. stabilisを宿主とした発現系構築のため、B. stabilis内で自律増殖可能なベクターの構築を開始

する（産総研）。 

 

（平成 29年度目標） 

 B. stabilis 野生株のゲノム解析完了 

 B. stabilis変異株の取得と選択（目標値：約 50株） 

 発現ベクターの構築 

 高活性型 CEN変異体作成 

 

（平成 29年度実施内容） 

 B. stabilis 野生株のゲノムシーケンス 

各 ORFの同定とアノテーションを予想し、ゲノム解析を完了する（産総研、旭化成ファーマ）。 

 B. stabilis変異株の取得と選択（目標値：約 50株） 

B. stabilis変異株取得を継続して約 50株選択し（旭化成ファーマ）、ゲノム精製後マルチプレック

ス解析する（産総研）。前項①で得られた野生株のゲノム上に約 100変異株由来の変異点をマッピン

グし、CEN発現の下方制御、無変化、あるいは上方制御する変異点を分類し、制御に関与する遺伝子や

配列領域を予測する。予測部位は複数に及ぶと考えられることから、それぞれについて相同組換え技

術を用いて野生株に導入し CENの発現量を比較する（産総研、旭化成ファーマ）。 

 発現ベクターの構築 

CEN 発現誘導剤添加の有無で遺伝子発現解析(RNAseq解析)を行い、添加剤で大きく変動するプロモー

ターと、添加剤非依存的に高い転写活性を示すプロモーターを同定し、3から 4種のプロモーターを発

現ベクターへ導入し CEN発現量を比較する（産総研）。 

 高活性型 CEN変異体作成 

CEN の構造を相同タンパク質より推定、あるいは決定し（産総研）、酵素活性の高機能化が期待できる

アミノ酸残に変異を入れた変異体を創出する(旭化成ファーマ）。 

 

（平成 30年度目標） 

 高活性型 CEN変異体作成 
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 CEN発現に寄与する遺伝子や配列領域を多重導入した B. stabilis変異株の作成 

 遺伝子ネットワークを構築し、CEN発現に寄与する標的遺伝子を見出す 

 

（平成 30年度実施内容） 

 高活性型 CEN変異体作成 

引き続き、推定あるいは決定した CENの構造から、酵素活性の高機能化が期待できるアミノ酸残を推

定し（産総研）、変異体を作成する(旭化成ファーマ)。 

 B. stabilis変異株作成 

「B. stabilis変異株の取得と選択（目標値：約 50株）」で得られたデータをもとに、CEN発現制御

に関与する遺伝子や配列領域を野生株に導入する。確認された各変異点を順次追加し多重変異株を作

成し、それぞれ活性比較を行うことで導入の効果を確認する(旭化成ファーマ)。 

 遺伝子ネットワークの構築 

B. stabilis 野生株に対し、培養条件を変えることで細胞内の遺伝子発現変動を誘導し、10～20の異

なる条件下で培養・回収した細胞より RNAを抽出して RNAseq解析を行い RNAの発現データを獲得する

（産総研）。それらのデータは変異株②のデータと合わせて(2)-2-1の課題と連携して遺伝発現ネット

ワークの解析と CEN発現に寄与する標的遺伝子の探索を行う（産総研、旭化成ファーマ）。 

 

（平成 32年度最終目標） 

CEN の誘導又は恒性発現、分泌発現、及び活性化に関わるシステムが最適化できる条件を明らかにし、

培養力価が 35 U/mL以上 (350 mg/L以上)の CEN生産株(スマートセル)を得る。 

 

（平成 31、32年度想定実施内容） 

引き続き「B. stabilis変異株の取得と選択（目標値：約 50株）」で得られたデータをもとに、CEN

発現制御に関与する遺伝子や配列領域を順次追加し多重変異株を作成する。そして、これらの多重変

異と、継続する RNAseq解析で得た RNAの発現データ、さらに (2)-2-1の課題と連携して遺伝発現ネッ

トワークの解析と CEN発現に寄与する標的遺伝子の探索を行う。また、酵素活性の高機能化が期待で

きるアミノ酸残基に変異を入れた変異体の作成も続行する。 
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(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

下記実績の通り、四半期に 1 回以上、班会議を実施している。また、平成 30年からはスカイプによる

会議も実施している。 

平成 28年 11月 21日 産総研臨海副都心センター 産総研拠点会議 

平成 29年 1月 31日 NEDO    技術推進委員会 

平成 29年 2月 24日 産総研北海道センター   

平成 29年 3月 30〜31日 神戸大学   全体会議 

平成 29年 4月 25日 産総研北海道センター 

平成 29年 5月 31日 産総研臨海副都心センター 産総研拠点会議 

平成 29年 8月 24日 産総研北海道センター 

平成 29年 11月 21日 旭化成株式会社本社   

平成 29年 11月 29〜1日 産総研つくばセンター  全体会議 

平成 30年 1月 18日 旭化成ファーマ株式会社大仁支社  

平成 30年 1月 30〜31日 NEDO    技術推進委員会 

平成 30年 4月 5日 スカイプ会議    

平成 30年 5月 14日 スカイプ会議    

平成 30年 5月 29〜30日 産総研北海道センター 

平成 30年 6月 11〜13日 神戸大学   全体会議 

 

(6) 実施の効果 

オイルを使用しない培地となることによる精製コスト、および生産量の向上による製造コストの削減

により、利益率が上昇する。 
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(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018年 6月） 

今後の課題と解決

方針 

コレステロール

エ ス テ ラ ー ゼ

(CEN)の生産性向

上による有効性

検証 

高活性型 CEN 変異

体作成 

CEN の高分解能 X

線結晶構造解析を

行い、CEN の三次

元構造を明らかに

した。これにより

類似構造を持つホ

モログ（リパー

ゼ）との詳細な構

造比較、さらには

基質である脂肪酸

コレステロールエ

ステルとのドッキ

ングシュミレー

ションが可能と

なった。これらの

結果により、CEN

の高活性化に有効

と考えられる変異

点を明らかにし

た。 

○（2018年 8月

達成予定） 

候補変異点の総変

異体を取得する。

野生型酵素と各変

異体について比活

性 を 測 定 ・ 比 較

し、高活性化に向

けた構造モデルの

有 効 性 を 検 証 す

る。 

コレステロール

エステラーゼの

生産性向上によ

る有効性検証 

CEN 発現に寄与す

る遺伝子や配列領

域を多重導入した

Burkholdeira 

stabilis 変異株

の作成 

B. stabilis 実用

株についても全ゲ

ノム解析を行い、

野生株ゲノムとの

比較を行った。そ

の結果、全 6895

遺伝子のうち、

199 遺伝子に塩基

変異が入ってお

り、そのうち 128

遺伝子にアミノ酸

置換があることを

見出した。また、

野生株に変異原を

使用した変異導入

を行い、約 4000

株の変異体を作製

した。そのうち、

野生株に対して活

○ 

（2020年 3月達

成予定） 

変異株 72 株の変異

点解析を行い、野

生株に対して活性

低下や活性上昇す

る原因を情報解析

により絞り込む。

特定の変異が抽出

できれば、野生株

に変異を導入後活

性測定等を実施し

有 効 性 を 検 証 す

る。 
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性の低下・上昇し

た株 72 株につい

てマルチプレック

スゲノムシーケン

スを実施中であ

る。 

 (2.2.1 との連

携)。 

コレステロール

エステラーゼの

生産性向上によ

る有効性検証 

遺伝子発現ネット

ワークモデルを構

築し、CEN 発現に

寄与する標的遺伝

子の探索 

遺伝子発現プロ

ファイルを取得す

るため、CEN 誘導

条件として誘導化

剤 5 条件におけ

る、CEN 誘導前後

の 8 時点（計 40

条件）での、遺伝

子発現変動を、

RNAseq 解析によ

り解析した。各条

件で遺伝子総数と

同等の 6875 遺伝

子の発現量(FPKM

値)が算出される

ため、得られた

FPKM 値のデータ

は 28 万データで

あった。このデー

タを用いて遺伝子

発現制御ネット

ワークを解析し、

1 ラウンド目とし

て転写因子を標的

とし、2 ラウンド

目として転写因子

に限定しないモデ

ルをそれぞれ構築

した。 

また、上記 28 万

データを情報解析

に供し比較検討す

ることで、オイル

添加を含む培養条

○ 

（2020年 3月達

成予定） 

 

得られた遺伝子発

現制御ネットワー

クモデルから、CEN

高発現に寄与する

候補遺伝子につい

て、過剰発現株や

遺伝子破壊株を作

製し、CEN 生産性を

比較検討し情報解

析の有効性を検証

する。 
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件によって変動し

ない構成発現プロ

モーター候補を複

数抽出した。得ら

れたプロモーター

候補について実証

実験を行ったとこ

ろ、CEN 生産に有

用な構成型プロ

モーターであるこ

とが実証でき、特

許出願を行った

( 特 願 2018-

103382)。 

 (2.2.1 と の 連

携)。 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018年 6月） 

最終目標 

（2020年度末） 

達成見通し 

コレステロールエス

テラーゼの生産性向

上による有効性検証 

CEN の構成発現が達成

できた。分泌発現、及

び活性化に関わるシス

テムの最適化候補遺伝

子が明らかになった。

実用株と同等の培養力

価の構成発現 CEN 生産

株を得た。 

CEN の誘導または構成

発現、分泌発現、及び

活性化に関わるシステ

ムが最適化できる条件

を明らかにし、培養力

価が 35 U/mL 以上(350 

mg/L 以上)の CEN 生産

株を得る。 

2020年度末 達成予定 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 

・B. stabilisの野生株と CEN生産に利用している実用株の両株についてゲノムシーケンスを行い、全

ゲノムを解読した。この成果により、以降の変異点解析や RNAseq解析と CEN生産性の関連性を検討す

ることが可能となった。 

 

・異なる培養条件で解析した大量の RNAseq解析データをもとに情報解析を行った結果、培養条件にか

かわらず安定に発現可能な新規恒性型プロモーターを見出した。この恒性型プロモーターを使用する

ことでオイル誘導しない CEN 発現を実現した。 

 

・CENの高分解能 X線結晶構造解析を行い、CENの三次元構造を明らかにした。この成果により、構造

類似性が高いものの基質特異性が異なるリパーゼとの構造比較が可能になり、CEN の基質特異性や高活

性化に有効と考えられるアミノ酸残基を明らかにした。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付き その他 
学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等への

掲載 

展示会へ

の出展 
その他 

2016 0報 0  0  0  0  0  0  

2017 1報 0  0  0  0  0  0  

2018 *1 
0報 

(2報) 

0 0 

(2) 

0  0  0  0  

2020 *2 5報 0  5  1  0  0  1  

*1：2018年 6月時点での実施済み件数、( )内は 2018年度末の予定件数 

*2：2020年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
1件 

(2件) 
0 0 

2020 *2 5件 1件 1件 

*1：2018年 6月時点での出願済み件数､( )内は 2018年度末の予定件数 

*2：2020年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.2 糸状菌を用いた有用タンパク質同時生産制御による有効性検証 

 

担当機関：長岡技術科学大学、バイオインダストリー協会、花王株式会社、九州大学、産業総合

研究所 

 

(1) 背景と目的 

 現在、化石資源に代わる新たなエネルギー源・原料源として食糧と競合しないセルロース系バ

イオマスが注目されている。セルロース系バイオマスは、植物細胞の主要な構成成分として地球

上に最も多く存在するバイオマスであり、その分解によって生じた二酸化炭素は、植物生育時に

光合成により大気中から固定された二酸化炭素であるため、大気中の二酸化炭素量の増加を引き

起こすことがなく、再生可能でカーボンニュートラルな資源である。また、セルロース系バイオ

マスの分解により生じるグルコースなどの糖は食品産業で広く利用できるほか、化成品やファイ

ンケミカルの原料、エタノールなど様々なものに変換することができる。そのためセルロース系

バイオマスからのバイオリファイナリーは化石燃料からのオイルリファイナリーに替わる新たな

物質生産技術として非常に期待されている。セルロース系バイオマスは、セルロース、ヘミセル

ロースおよびリグニンから構成されている。主成分であるセルロースはグルコースが直鎖状にβ

-1,4 結合した高分子ホモ多糖である。セルロースはそれぞれのセルロース鎖間で水素結合を形

成することで強固な結晶構造をとるため、化学処理によってグルコースまで分解することは極め

て困難である。細胞壁成分の中でセルロースに次ぐ含有量であるヘミセルロースはヘテロ多糖で

あり、その構成成分によりキシラン、グルコマンナン、キシログルカンおよびアラビノガラクタ

ンなどに分けられる。リグニンは、フェノール性の高分子性化合物であり、セルロースとヘミセ

ルロースや細胞同士を接着している。セルロースおよびヘミセルロースは、それぞれグルコース

およびキシロースなどの単糖へと分解することが可能である。しかし、セルロースはその強固な

結晶構造から容易に糖化できず、かつては硫酸を用いた化学的な分解処理による糖化が行われて

きた。しかし、化学的処理は環境負荷が大きいため、微生物が産生する糖質加水分解酵素である

セルラーゼおよびヘミセルラーゼを用いた環境低負荷な酵素処理による糖化技術が研究されてい

る 。 セ ル ラ ー ゼ は セ ル ロ ー ス の β -1,4 結 合 を 加 水 分 解 す る 酵 素 の 総 称 で あ り 、

Endoglucanase(EG)、Cellobiohydrolase (CBH)、β-glucosidase (BGL)、の 3 種類に分類される。

EG はセルロース鎖内部のβ-1,4結合を無作為に加水分解するエンド酵素であり、CBHはセルロー

ス鎖末端からセロビオース単位に加水分解するエキソ酵素である。また、Xylanase (XYN)はヘミ

セルロースの主要成分であるキシランを加水分解する酵素である。BGL はセロビオースまたはセ

ロオリゴ糖を非還元末端からグルコース単位に加水分解する酵素である。セルロースには結晶領

域と非結晶領域が存在し、分解過程ではまず EG がセルロースの非結晶領域を分解することで多

数の末端を作り、この末端を CBH が順にセロビオース単位に分解する。そして最後に BGL が遊離

されたセロビオースをグルコースに分解する。このように 3 種類のセルラーゼの相乗作用により

セルロースは効率よく分解される（図 2.3.3.2-1）。そのため、セルロースの分解効率を高める

には、3 種のセルラーゼが適切な割合で存在することが重要である。糖質加水分解酵素群を生産

する生物は、原生生物、細菌、真菌、植物、動物と多岐にわたる。その中でも糸状菌

Trichoderma reesei は、セルロース系バイオマスの分解に必要とされている全ての糖質加水分解

酵素を大量に分泌生産することから、産業的な糖質加水分解酵素源として広く研究が進められて
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きた。これまでに、T. reesei の野生株である QM6a 株を唯一の起源とするセルラーゼ生産性向上

株群が世界中で開発されてきた。 

 

 

図 2.3.3.2-1 セルロース系バイオマスの構造と加水分解酵素  

 

 我が国においては、「新燃料油開発技術研究組合（RAPAD）」が第二次オイルショック後の昭

和 55 年に設立され、石油 9 社、発酵 4 社、プラント 7 社、化学 2 社の計 22 社が 7 ヵ年計画のバ

イオマス利活用研究を目的とした大型国家プロジェクトを推進した。この中で T. reesei の世界

的標準株 QM9414 株を起源とした菌株改良が行われ、工業酵素開発ベース株である高生産変異株

PC-3-7 株が獲得されてきた。T. reesei PC-3-7 株の酵素生産性、酵素遺伝子発現制御メカニズ

ムに関して長岡技術科学大学において 30 年にわたり研究が進められ、2008 年〜2017 年に実施さ

れた NEDO プロジェクトにおいて、世界最高レベルのバイオマス糖化能を示すセルラーゼ生産菌

株の造成に成功している（図 2.3.3.2-2）。 

 

 

図 2.3.3.2-2 日本で開発されている T. reesei セルラーゼ高生産変異株 
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 バイオマス酵素糖化において、セルロース・ヘミセルロースを被覆しているリグニンが反応を

阻害する。そのため、酸・アルカリ・機械的処理を用いた前処理によってリグニンを除いた前処

理済みバイオマスを使用することで、効率的な酵素糖化が可能となる。しかしながら、前処理済

みバイオマスの多糖成分の組成は用いるバイオマスの由来や前処理の手法によって異なる。その

ため、より効率的なバイオマス糖化には各バイオマスに応じた酵素成分で構成される糖化酵素が

必要である。これまでの T. reesei 菌株開発方針は、特定のバイオマスを糖化ターゲットに定め、

これまでの T. reesei 研究で得られた知見を活かして進めてきた。例として、セルラーゼ遺伝子

群全体をコントロールする既知転写抑制因子の破壊、T. reesei の各種セルラーゼ遺伝子のプロ

モーター解析の結果から、遺伝子発現に最適なプロモーターを選択して目的の酵素を発現させる、

といったことが挙げられる（図 2.3.3.2-3）。しかしながら、菌株の開発に長時間を必要とし、

ある特定のバイオマスにしか効力を最大限に発揮できないという問題を抱えていた。また、これ

までに特定のセルラーゼやヘミセルラーゼのみを制御する調節因子は見いだされていないため、

糖質加水分解酵素群の生産比率制御は、比率を変更したい酵素遺伝子を多コピーで導入する必要

があり、ゲノム上の組込み位置をコントロールすることが困難であること、多コピーで導入され

ても想定した発現量を発揮しないなど、安定した菌株を得ることが困難であった。そのため、数

種類の酵素を個別に制御する因子「複数遺伝子制御因子」の発現量操作を介して簡便に酵素の生

産比率を操作する手法の確立が必要である。しかし、複数遺伝子制御因子の同定は研究者の経験

や直感に頼ったこれまでの研究手法では新規制御因子を見出すことは困難である。そこで、本研

究開発では大量のオーミクスデータを活用しバイオインフォマティクス手法によりセルラーゼ遺

伝子群とそれらの発現を制御する因子のネットワークモデルを推定し、実際の菌株を用いてその

ネットワークモデルの検証、高精度化を行うことによって複数の特定セルラーゼ遺伝子を同時に

制御することができる新規因子の同定およびその活用を目的とする（図 2.3.3.2-4）。最終的に

は、複数の酵素遺伝子を制御するネットワークならびにターゲット遺伝子の発現量制御のモデル

構築し、日本で開発された T. reesei の工業用酵素生産菌株のベース株（PC-3-7 株）およびその

派生株を用いて、任意の酵素の発現量を同時制御できる技術の開発を行う。 

 

 

図 2.3.3.2-3 機能・形質に基づいた従来の菌株開発 
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図 2.3.3.2-4 本 PJ で行うデータ駆動型菌株開発 

 

(2) 位置づけ、目標値 

 位置づけ：世界有数の酵素メーカーが提供しているバイオマス糖化酵素は依然として製造コス

トが高く、糖化性能が不十分と思われる。本研究開発を実施し、酵素組成を自由に制御できる技

術が確立できれば、バイオマスリファイナリーを目指した企業へコストパフォーマンスの高い酵

素を提供できる。本研究開発の成果を活用することで、広くユーザーのニーズを取り入れ、その

プロセスに適した酵素（テーラーメード酵素）を開発可能となり、優位に展開可能と思われる。 

 中間目標値：バイオインフォマティクス手法と実際の菌株を用いた解析の連携より得られた酵

素遺伝子群コントロール因子についての知見を活用することで、高効率糖化酵素生産菌株の構築

を行う。開発株において、糖化性能については特定のバイオマスの 80%糖化に必要な酵素量を 5-

10％低減、酵素比率については全分泌酵素の 10%以上の範囲にて組成改変されていることを目標

とする。 

 最終目標値：全分泌酵素の 20%以上の範囲での組成改変を実現する。任意の組成比での生産に

より、特定のバイオマスの 80%糖化に必要な酵素量を 10-30％低減させた高効率バイオマス糖化

酵素生産菌株を開発する。 

 

(3) 全体計画 

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

2016 年

度 

2017 年

度 

2018 年

度 

2019 年

度 

2020 年

度 

高効率バイオマス糖化酵素生産菌の開発 

T. reesei オーミクスデータベース構築 

新規変異株の創製・解析 

遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子探

索 酵素生産比率改変株の創製 
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 工業用酵素生産ベース株である PC-3-7 株を中心としてその派生株や T. reesei 日本型系統樹

変異株のオーミクスデータ（トランスクリプトーム、ゲノム、プロテオーム）を整備する。得ら

れたトランスクリプトームデータを基にバイオインフォマティクス手法により酵素遺伝子発現制

御ネットワークモデルを構築する。ネットワークモデルから予測された発現制御因子について

PC-3-7 株をベースとして検証し、その結果をフィードバックすることによってネットワークモ

デルの高精度化を図る。また、セルラーゼ生産性が変化した変異株を作出し、そのオーミクス

データもネットワークモデル構築のために活用する。その効果が明らかとなった酵素遺伝子発現

制御因子を活用し、工業用酵素の生産菌株において酵素発現比率の改変および高効率バイオマス

糖化酵素生産菌の開発を行う。 

 

(4) 実施体制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

 半年に一度、本テーマに関与する機関が一同に介して進捗報告会を行い、それぞれの期間にお

ける研究開発の進捗を報告するとともに今後の研究開発は方針についての会議を開催している。

また、2 ヶ月に 1〜2 回のペースで実務者レベルでのミーティングを開催している。 

 

 【共同実施先】 

 

（・T. reesei オーミクスデータベース構築 

・新規変異株の創製と解析 

・酵素生産比率改変株の創製 

・高効率バイオマス糖化酵素生産の開発 

を再委託） 

花王株式会社 

九州大学（国立大学法人） 

長岡技術科学大学 

（国立大学法人） 

国立研究開発法人 

産業技術総合研究所 

一般財団法人 

バイオインダストリー協会 

（・新規変異株の創製と解析 

・遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築 

を再委託） 

（・新規変異株の創製と解析 

・酵素生産比率改変株の創製 

・高効率バイオマス糖化酵素生産の開発 

を再委託） 

（・T. reesei オーミクスデータベース構築 

・新規変異株の創製と解析 

・遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築 

・酵素生産比率改変株の創製 

・高効率バイオマス糖化酵素生産の開発 

について共同実施） 
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(6) 実施の効果 

 競合他社のバイオマス糖化酵素は依然として、コストおよび糖化性能が不十分。本 PJ にて、

酵素組成を自由に制御できる技術が確立することで、バイオマスリファイナリーを目指した企業

へコストパフォーマンスの高い酵素を提供できる。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

T. reesei オー

ミ ク ス デ ー タ

ベースの構築 

表現型データ基

盤の整備 

・高生産系統樹

株 8 株 

・単一酵素欠損

株 13 株 

・ターゲット遺

伝子群の発現コ

ントロール因子

の検証 5因子以

上 

高生産系統樹株 8

株、単一酵素欠

損株 13 株の表現

型データを整備

し た 。 ま た 、

ネットワーク予

測因子は 4 因子

の表現型データ

を整備した。 

○（2019 年 1 月

達成予定） 

 

遺伝子発現ネッ

トワークモデル

の構築 

ターゲット遺伝

子の発現コント

ロール因子を 5

因子以上予測 

ターゲット遺伝

子の発現コント

ロール因子を 14

因子以上予測 

◎（目標値以上

の因子を予測で

きたため、大幅

達成と評価） 

 

新規変異株の創

製 

変異株の創製 15

株、解析 15 株、

オーミクス解析

15 株、比較ゲノ

ム解析 15 株 

変異株の創製 41

株、解析 41 株、

オーミクス解析 3

株 

○（2019 年 3 月

までに比較ゲノ

ム解析終了） 

 

酵素生産比率改

変株の創製 

酵素比率を 10%以

上改変 

PC-3-7 株にて達

成 

◎（目標値を超

えて達成できた

ので大幅達成と

評価） 

 

高効率バイオマ

ス糖化酵素生産

株の開発 

バイオマスの 80%

糖化に使用する

酵素量を親株に

対して 5〜10%低

減 

アルカリ処理エ

リアンサスの 50%

糖化に使用する

酵素量の 10%低減

に成功 

○（2019 年 3 月

までに達成見込

み） 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

酵素生産比率改変株

の創製 

T. reesei が生産する

酵素比率を 10%以上改

変 

T. reesei が生産する

酵素比率を 20%以上改

変 

複数酵素遺伝子の制

御因子の解析が加速

しており、現状の成

果と今後得られる成

果を組み合わせるこ

とで達成可能 

高効率バイオマス糖

化酵素生産株の開発 

アルカリ処理エリア

ンサスの 50%糖化に使

用する酵素量を親株

に対して 10%低減 

バイオマスの 80%糖化

に使用する酵素量を

10〜30%低減 

ネットワークモデル

の高精度化に伴う複

数酵素遺伝子の制御

因子を活用した菌株

開発および種々のバ

イオマスに対する糖

化試験を進めること

で達成可能 

 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

 遺伝子発現ネットワークモデルの構築 

 酵素生産性改変株の創製 

 高効率バイオマス糖化酵素生産菌株の開発 

 T. reesei において、遺伝子発現制御ネットワークを構築する上で全遺伝子の発現

量データ（トランスクリプトームデータ）を取得する必要がある。プロジェクト開始

時点までに、T. reesei 日本型変異系統樹株のうち世界的標準株である QM9414 株およ

びセルラーゼ高生産変異株である PC-3-7株についてセルラーゼ生産条件下および非生

産条件下でのを取得していたため（QM9414 株：117 条件、PC-3-7 株：72 条件）、これ

らのトランスクリプトームデータを活用してネットワークモデルの構築を課題

2.3.2.5「遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子の探索」と共同し

て行った。T. reesei のすべての遺伝子（約 9174 遺伝子）を用いたネットワークモデ

ル構築には計算機の能力の観点から困難であり、実際的には取得不可能な極めて膨大

な量のトランスクリプトームデータが必要である。そこで、計算機の負荷を軽減し、

取得済みのトランスクリプトームデータを最大限に活用するためには、ネットワーク

モデルの構築に用いる遺伝子を抽出する必要がある。そこで、図 2.3.3.2-4 のスキー

ムに基づき、セルラーゼ遺伝子である cbh1に着目してネットワークモデル構築のため

の遺伝子を 15 個抽出した（図 2.3.3.2-5）。これら遺伝子について、全トランスクリ

プトームデータを用いて Structural Equation Modelling によって緩やかな相関関係

を推定し、ネットワークモデル（プロトタイプ）とした（図 2.3.3.2-6）。ここで、

因子 1、2 および 3 がその下流の酵素遺伝子の発現に影響を与えると推測されたため、
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PC-3-7 株を宿主として因子 1〜3 の破壊株をそれぞれ構築し、酵素遺伝子の発現、酵

素タンパク質の生産性を評価するとともに、因子 1〜3の破壊株のトランスクリプトー

ムデータを取得してネットワーク解析にフィードバックすることでネットワークモデ

ルの高精度化を図る。 

 ネットワークモデル構築に必要な遺伝子を抽出する手法について、種々のコンセプ

トを実施する必要がある。そこで、エンド型酵素、エキソ型酵素遺伝子の同時発現制

御、エンド型酵素、エキソ型酵素遺伝子の発現を別々に制御、個々の酵素遺伝子を個

別に制御というコンセプトで遺伝子抽出を行い、ネットワークモデル（プロトタイプ）

をそれぞれ構築した。それぞれのネットワークモデル（プロトタイプ）から推定され

た制御因子と PC-3-7 株における制御因子の破壊解析の結果を表 2.3.3.2-1 にまとめ

た。この中で、特に良好な結果を示した因子１および因子２の成果について以下に示

す。 

 

 

図 2.3.3.2-5 ネットワーク構築に用いる遺伝子抽出法  

（セルラーゼ遺伝子 cbh1 に着目） 

 

 

図 2.3.3.2-6 構築したネットワークモデル（プロトタイプ）  
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表 2.3.3.2-1 ネットワークモデルから推測された酵素遺伝子発現制御因子の T. 

reesei 菌株における検証結果 

 

 

 因子 1 をコードする遺伝子をターゲットとした遺伝子破壊用 DNA 断片を構築し、相

同組換えによって PC-3-7 株の因子１遺伝子を破壊した。因子 1 破壊株（PC∆因子 1）

をセルラーゼ生産条件で培養を行い、培養液中に分泌されたタンパク質を解析したと

ころ、親株よりも高いタンパク質の生産量を示すことが明らかとなった（図 2.3.3.2-

7）。本研究開発の目的は生産される酵素の組成比率改変であり、タンパク質の生産

性向上は副次的な結果である。しかしながら、工業用酵素の生産コスト削減という観

点からは非常に有用な効果であったため、工業用酵素生産株のタンパク質生産性を向

上させる因子として特許出願準備中である。タンパク質の生産性向上と連動して、

PC∆因子 1株の培養上清中のセルラーゼ活性およびキシラナーゼ活性は親株よりも大き

く上回っていた（図 2.3.3.2-8）。生産された酵素を 2 次元電気泳動にて解析し、糖

質加水分解酵素群の組成比率を親株と比較すると、大きく異なっていることが明らか

となった（図 2.3.3.2-9）。以上のことから、因子 1 の破壊はタンパク質生産性を向

上させ、なおかつ生産される酵素組成比率を変化させることができることが明らかと

なった。 
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図 2.3.3.2-7 因子 1 破壊が PC-3-7 のタンパク質生産性に与える影響 A: 培養上清中

のタンパク質濃度 B: 培養上清の SDS-PAGE 

 

 

図 2.3.3.2-8 因子 1 破壊株が生産する酵素の活性 

 

 

図 2.3.3.2-9 因子１破壊株が生産する酵素組成比率（PC-3-7 に対する相対値） 
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 因子 2 をコードする遺伝子を相同組換えによって破壊した。因子 2 破壊株（PC∆因子

2）をセルラーゼ生産条件で培養を行った結果、当初の予想に反して親株よりも低い

タンパク質の生産量を示した（図 2.3.3.2-10）。さらに、培養上清中の酵素活性も親

株に比べて低下していた（図 2.3.3.2-11）。以上のことから、因子 2 は破壊が酵素生

産性に影響を与えることから、酵素遺伝子群の生産を活性化する働きを持つことが示

唆された。生産された酵素の組成比率を親株と比較すると大きく異なっており、特に

バイオマスの糖化に重要な酵素成分である BGL1 の生産比率が向上していた（図

2.3.3.2-12）。PC-3-7 株と PC∆因子 2 の分泌タンパク質 100 mg あたりの酵素の量を２

次元電気泳動にて解析し、それぞれの株の酵素の生産比率を比較したところ、全体で

27 mg の変動が観察された（図 2.3.3.2-13）。すなわち 27%の酵素の発現比率を変動

させることに成功した。今後は、目的の複数酵素の発現をコントロールするためにさ

らなる解析を行う必要がある。 

 

 

図 2.3.3.2-10 因子 2 破壊が PC-3-7 のタンパク質生産性に与える影響 A: 培養上清

中のタンパク質濃度 B: 培養上清の SDS-PAGE 

 

 

 

図 2.3.3.2-11 因子 2 破壊株が生産する酵素の活性 
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図 2.3.3.2-12 因子 2 破壊株が生産する酵素組成比率（PC-3-7 に対する相対値） 

 

 

図 2.3.3.2-13 因子２破壊株が生産する酵素組成の変動量 

 

 因子 1 および因子 2 の破壊株から得られた酵素生産比率が変化した酵素標品を用い、

植物バイオマスの糖化を行った。用いたバイオマスは、アルカリ処理にてリグニンを

除いたエリアンサスである。バイオマス 1 g あたり 3 mg の酵素タンパク質を添加し、

50˚C で反応させた。その結果、PC∆因子 1 の酵素を用いた場合には、親株に比べて糖

化率の向上は観察されなかったが、PC∆因子 2の酵素では糖化率が向上しており、セル

ロースの 50%糖化に必要な酵素タンパク質量を約 10％低減できた。さらに、工業用糖

化酵素生産菌株を想定し、糖化反応系に糖化促進効果のある BGLを添加した場合、PC∆

因子 2 の糖化率が親株よりも高くセルロースの 80%糖化を達成した。このことから、

BGL ではない他の酵素の比率が変更したことで糖化率が向上していることが示唆され

た（図 2.3.3.2-14）。 

 以上のことから、因子 1 の破壊は酵素生産性を向上させ、生産される酵素の組成比

率を改変できること、因子 2 の破壊はアルカリ処理エリアンサスの糖化能を向上させ

る酵素組成比率を達成できることが明らかとなった。この知見は、複数の酵素の発現

を制御し、各種バイオマスの糖化に最適な酵素比率で生産させるという目的を達成す
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る上で大きな意義がある。従来法では見出すことができなかったネットワーク（プロ

トタイプ）から予測された因子（図 2.3.3.2-15）の検証を通して、T. reesei の糖質

加水分解酵素遺伝子の発現制御メカニズムについて新たな側面を見出すために、本研

究開発で行ったバイオインフォマティクス手法というアプローチが強力であることが

示された。 

 

 

図 2.3.3.2-14 因子 1 破壊株および因子 2 破壊株の培養上清を用いたバイオマス糖化

試験 

 

 
図 2.3.3.2-15 ネットワーク解析で明らかとなりつつある T. reesei の糖質加水分解酵

素遺伝子の発現制御メカニズム 

 

 新規変異株の創製 

 酵素タンパク質生産性が変化している株のオーミクス解析（トランスクリプトーム、

ゲノム、プロテオーム）を行うことによって複数の酵素タンパク質の発現を制御して

いる因子の情報が得られると考えられる。しかしながら、これまでの突然変異による

菌株開発は酵素生産性の増加が第一目標であり、生産される酵素の組成比率の観点か

ら菌株開発は行われてこなかった。そこで、バイオインフォマティクスによるネット
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ワーク解析に投入するデータとして、炭素源異化抑制解除株、タンパク質非生産株、

タンパク質生産性強化株を突然変異によって作出し、そのオーミクス解析を行うこと

とした。セルラーゼ遺伝子のプロモーター支配下にレポーター酵素であるβ-グルク

ロニダーゼ（GUS）の遺伝子を連結した株に紫外線照射によって変異導入を行った。

その後、セルラーゼ生産条件、非生産条件下で GUS の発現をモニタリングし、その発

現挙動が変化した株を取得した（レポーターアッセイ）。並行して、培地中のセル

ロースが分解されることで培地が透明になることを利用した変異株スクリーニングを

行った（ハローアッセイ）（図 2.3.3.2-16）。 

 

 

図 2.3.3.2-16 新規変異株のスクリーニング（セルラーゼ生産性低下株の例）  

 

 スクリーニングの結果、約 4300コロニーをレポーターアッセイに供した場合に酵素

低生産株が 14 株、高活性株が 3 株得られた。また約 6700 コロニーのハローアッセイ

の結果低活性株が 15 株、高活性株が 1 株、生産パターン変化株が 8 株得られている。

これら変異株のうち、特徴的な表現系を示した株についてオーミクスデータを取得し、

ネットワーク解析のためのデータセットとして活用する。 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 1  1     

2017 1  14    1 

2018 *1 (2) 
 

 

1 

(10) 
1    

2020 *2 6  50 2   1 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016    

2017    

2018 *1 
0 

(1) 

  

 
 

2020 *2 2   

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.3 カルボンの生産性向上による代謝解析・酵素設計技術の有効性検証 

 

担当機関：味の素株式会社、神戸天然物化学株式会社 

 

(1) 背景と目的 

微生物を用いた発酵生産においては、近年、アミノ酸、糖類、脂肪酸等の一次代謝産物だけで

なく、二次代謝産物の重要性が増している。特にテルペン（イソプレノイド）化合物は、医薬品

原料やフレーバー・フレグランスに加えて、米国を中心にバイオ燃料としても注目を集め微生物

による発酵生産が検討されている。食品用香料（フレーバー）としては、天然香料が望まれてい

るが、一般的には植物由来の精油から単離する必要があり、高価であると同時に植物原料によっ

ては大量生産が難しいことが障壁となっている。 

テルペンの化合物である(R)-カルボンはスペアミントに主として含まれる光学活性体であり、

リモネンからカルベオールを経て生産される。リモネンからカルベオールの反応はシトクロム

P450（以下 P450 と略す）に触媒される水酸化反応で、一般的には位置選択性並びに活性も低い

ことから、これらを向上させることがカルボン生産性を上げる重要な鍵となる。 

本研究の目的は、テルペン系のフレーバーであるカルボン（carvone）をモデル化合物として、

代謝設計や酵素設計など情報解析を駆使したスマートセル設計に資する基盤技術を開発する。そ

こで培った基盤技術と生産技術を他の化合物に展開し、市場ニーズを探るマーケティングに係る

技術開発期間を短縮する事と、P450 に触媒される水酸化反応を使いこなすことにより、より付

加価値の高いターゲット化合物の開発を狙うことである。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

(R)-カルボンはスペアミントに主として含まれる光学活性体であり、スペアミント様のフレー

バーとしてチューインガム、歯磨き粉や医薬原料としての用途があり、世界市場規模は 2400 ト

ン／年で、売り上げは 120 億円以上と推定される。その生産はスペアミントからの抽出あるいは、

比較的安価に入手可能なリモネンからの化学合成が主な方法となっている。一般的に植物原料か

ら抽出されるフレーバーは、その供給の不安定性から高価となる傾向にあり、そのために安価な

合成品が使用されることが多い。近年の消費者のナチュラル志向の高まりにより、フレーバーに

も糖原料からの微生物による直接発酵や天然原料からの微生物変換といったナチュラルな製法が

求められているが、未だ直接発酵による製法は開発されていない。我々は酵素設計及び代謝設計

などの情報解析を駆使し、従来よりも効率的に、且つ早期にカルボン等のテルペン系フレーバー

等を高品質で安価なナチュラル製品として供給することにより、需要の伸びにも対応可能な安定

供給を実現することを目標とする。 

 

（平成 30 年度目標） 

 リモネン水酸化酵素における触媒反応の位置選択性等を向上させる 

 20 種以上の変異株からのプロセス開発用のリモネン合成酵素とカルボン生合成経路を集積し

たプロトタイプカルボン生産菌を選択し、カルボン生成能を確認する 
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（平成 32 年度最終目標） 

 リモネン蓄積量及び P450 触媒反応の位置選択性の向上により、更なるカルボン蓄積向上を

達成する。 

 

(3) 全体計画 

本研究は二つの課題を各研究機関で分担して開発を行う。課題１のシトクロム P450 の選択と

人工酵素の設計は神戸天然物化学（KNC）㈱と産総研が担当する。課題２のカルボン生産菌構築

と代謝経路の最適化は味の素㈱と神戸大が担当する（図 2.3.3.3-1）。 

 

 

図 2.3.3.3-1 カルボン技術開発の全体計画１  

  

また、開発のスケジュールは、1 年目に実験系の構築や分析系の立ち上げを行い、2 年目から

酵素設計及び代謝設計などの情報解析を駆使し、有効因子の探索及び変異体の構築評価を本格的

に行う。3 年目の H30 年度末までにモデル生産菌を構築し、製法の基本方針を策定する。また、

新たな課題の克服などを検討しながら最後の 2 年間で、基本プロセスの構築と P450 の特異性の

向上及び他品目への技術展開を行う予定である（図 2.3.3.3-2）。 
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図 2.3.3.3-2 カルボン技術開発の全体計画２ （実施スケジュール） 

 

(4) 実施体制 

課題１のシトクロム P450 の選択と人工酵素の設計は神戸天然物化学㈱を中心に産総研と協力

して実施。課題２のカルボン生産菌構築と代謝経路の最適化は味の素㈱を中心に神戸大と協力し

て実施。また、各技術開発における研究協力先は表 2.3.3.3-1 の通りである。 

 

 

図 2.3.3.3-3 カルボン技術開発の実施体制 

 

表 2.3.3.3-1 各技術開発における研究協力先一覧表 

（１）ＨＴＰ合成・分析・評価手法の開発 

高精度メタボローム解析技術 神戸大学 

高精度定量ターゲットプロテオーム解析技術 大阪大学 

ＨＴＰ長鎖ＤＮＡ合成技術 神戸大学 

ＨＴＰ微生物構築・評価技術 神戸大学 
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（２）スマートセル設計システムの開発 

代謝系情報解析  

代謝モデル構築と解析 神戸大学 

反応機構推定に基づく酵素選択、機能改変 
産業技術総合

研究所 

発現制御系情報解析  

Combi-OGAB 法と機械学習による迅速な DNA 配

列因子組み合わせ探索技術 
東京大学 

排出ボトルネック解消に向けた化合物排出輸

送体探索 
東北大学 

 

(5) 運営管理 

全体会議を半年に 1 度、拠点会議は年１回、個別会議は必要に応じて行い、相互訪問会議の他、

Web 会議システムも活用し、2016 年度は 21 回、2017 年度は 39 回行い、情報共有を行っている。

2018 年度からは研究進捗会議を 3 か月に一回行い、また個別会議は 6 月末現在 10 回行い、プロ

ジェクト内で情報共有化を行っている。 

 

(6) 実施の効果 

 本プロジェクトで基盤技術を構築した後、各社でカルボンや他のテルペン系フレーバーの工

業化に向けた開発を継続して実施する。これによりカルボンや他のテルペン系フレーバーのナ

チュラル製品市場の数％を本プロジェクトで開発した発酵生産品に置き換える。 

 

  

412



 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

シトクロム P450

の選択と人工酵

素の設計 

（神戸天然物化

学㈱、産総研） 

変異体の作製と

評価 

微生物変換にお

ける有効因子の

改良により生産

性の向上 

微生物由来 P450

の シ ン グ ル

ミュータントに

おいて 6 位選択

性が向上 

カルベオール変

換量がカルボン

中間目標量相当

量以上 

〇 

6位選択性向上の

改変酵素が得ら

れた 

カルベオール変

換量向上 

変異個所を増や

すことにより、

選択性の向上 

輸送体関連の技

術を利用し変換

量のさらなる向

上を検討 

カルボン生産菌

構築と代謝経路

の最適化 

（味の素㈱と神

戸大と神戸天然

物化学㈱） 

モデル菌株にて

カルボン生成能

を確認する。リ

モネン生産株ラ

イブラリー作製

と評価を行い、

基準株の 100 倍

のリモネン生産

株を構築する。 

定量プロテオー

ム 解 析 QconCAT

法の立ち上げと

効率的なカルボ

ン生成のための

カルボン変換酵

素発現量比率を

確認した。 

リモネン生産量

を基準株の 16 倍

に向上した。 

△ 

カルボン変換酵

素の最適比率を

実現する生産菌

を構築すれば達

成予定。 

2回目のライブラ

リーでリモネン

生産性を 10 倍以

上向上させる予

定。 

カルボン変換酵

素の最適比率で

発現する株の構

築。 

リモネン生産株

の大幅な生産量

向上のため、強

プロモーターの

使 用 を 検 討 す

る。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

課題１ 

シトクロム P450 の選

択と人工酵素設計 

位置選択性等の向上 

 

P450 触媒反応の位置

選択性等 

選択性向上等につい

ては、変異個所を増

やすことによってさ

らなる向上の見込み 

課題２ 

カルボン生産菌構築

と代謝経路の最適化 

カルボン変換酵素に

よる変換反応でカル

ボン生産を確認。リ

モネン生産菌は基準

株の 16 倍量のリモネ

ンを生産。 

リモネン蓄積量を更

に向上させ、カルボ

ン蓄積向上を達成す

る。 

 

 

機械学習とオーミク

ス解析データの結果

より現在より 10 倍リ

モ ネ ン 生 産 量 を 上

げ、適正酵素発現量

比を実現でき、且つ

課題１の結果を反映

したカルボン生産菌

を構築し、プロセス

開発も同時に行うこ

とで達成可能と考え

ている。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

9-1 分子動力学計算(MD)による P450 の改変 

 P450 を利用するにあたって酸化反応の位置選択性と低い反応性が問題になることがある。モ

デル化合物の香料原料の(R)-カルボン生産を念頭に置くと、低い位置選択性による不純物の増加

は最終製品の香調変化の原因となり、低い反応性は生産コストの増大原因となりえる。本有効性

検証では特に前者の位置選択性に着目し、MD シミュレーションによる位置選択性の制御、すな

わち選択性向上及び変更を目指した酵素改変を産総研とともに実施することとした。 

 従来、酵素改変手法としては PCR 法を利用して無作為に変異を導入する方法が広く用いられて

いる。しかし、この手法は数千以上の変異体の作製・評価を行う必要があるため、目的の改変酵

素を得るのに多大な時間と労力が必要となる。ハイスループットな酵素改変の手法を確立させる

ためには、変異を導入するべき残基を絞り込み、実際に作製・評価する改変酵素数を低減させる

必要がある。本課題では酵素の反応ポケット内部のリモネンの立体構造を in silico 上で探索し、

ドッキングに関与する残基を予測することで、変異を導入するべき残基の絞り込みを行った。 

P450 とリモネンの酵素反応は、酸化反応位置の異なる複数の生成物を生じることから、複数

のドッキング構造が存在すると考えられる。最も一般的なドッキング構造予測法であるドッキン

グシミュレーションは、高速な構造探索を可能とする反面、酵素を剛体として扱うため、酵素ポ

ケット内部の構造変化を考慮することができない。モデル P450（アポ体）の結晶構造のポケッ

ト内部には、リモネンが活性部位に接触するのを妨げるように残基側鎖が突出しているため、

ドッキング構造を網羅的に探索するためには、P450 ポケット内部の構造変化を考慮できる手法
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が必須である。そこで、酵素、基質、またそれらを取り囲む水分子などの溶媒を構成する各原子

が相互作用しながら運動を行う MD シミュレーションによる構造探索を行うこととした。 

 最初に、文献情報及び KNC P450 ライブラリーからリモネンを基質として、カルボン前駆体

のカルベオールへ酸化する植物及び微生物由来の 2 つの P450 を改変候補とした。植物由来の

P450 のホモロジーモデルを用いて一定温度における MD シミュレーションをおこなった。その結

果、結晶構造が決定されている微生物由来の P450 と比較して植物由来の P450 のホモロジーモデ

ルは主鎖構造が大きく構造変化してしまうことが観測された。よって、ホモロジーモデルの立体

構造は不安定でありリモネンとヘムの安定したドッキング構造を推定することが困難であること

から、微生物由来の P450 をもとに実験を進めることにした。次に、MD シミュレーションが実験

結果を正しく再現できるのかを確認するため、モデル P450 のポケットにリモネンの光学異性体

である S 体と R 体を配置した２つの MD シミュレーションをそれぞれ実行し、計算結果と実験の

比較を行った。リモネンの S 体と R 体の両光学異性体それぞれをモデル P450 導入大腸菌にて微

生物変換を行い、生成物を GC-MS を用いて分析すると、リモネンの 2、3，6，9 位が単独または

複数個所が酸化された化合物が検出される。これらの酸化物でも最も特徴的なのは３位酸化物で、

S 体では 6％なのに対して R 体では 37％検出される。MD シミュレーションで R 体と S 体のリモネ

ンの酸化部位と P450 の活性部位であるヘム酵素のコンタクト率について解析を行うと、実験と

同様に R 体の３位コンタクト率が S 体に比べ有意に高い値をとることが示される。以上の結果に

より、MD シミュレーションがリモネンの光学異性体の違いによる反応性の違いを正しく判別で

きる精度を持つことが確認された。 

次に、P450 酸化反応の位置選択性を向上させるため、野生型 P450 の MD シミュレーション結果

を用いて以下のような解析をおこなった。まず、MD シミュレーションから得られた全立体構造

集団から、目的反応物（カルベオール）の酸化位置に相当するリモネン６位水素とヘム酸素がコ

ンタクトしているドッキング構造集団（６位構造群）を抽出し、各反応副生成物についても同様

に構造群の抽出をおこなった。目的反応物のドッキング構造を維持しつつ、反応副生成物のドッ

キング構造を不安定化させるため、６位構造群中ではリモネンとコンタクトせず、その他の構造

群中ではコンタクトする P450 のアミノ酸残基を推定した。推定したアミノ酸残基 3 か所を置換

候補とし、それぞれに野生型と異なるアミノ酸を変異導入した改変酵素を作製および機能評価し

た。その結果、野生型ではカルベオールの生成比率が改変酵素では向上した。得られた改変酵素

に対して MD シミュレーションを行い、コンタクト率解析をおこなったところ 6 位酸化に対応す

る水素コンタクト率の増加が確認できた。しかし、実験において主成分を占めた 1,2 エポキシ体

に対応するコンタクト率が減少するという実験との不一致も見られた。今後、変異体酵素の実験

結果を再現するシミュレーション方法の一般則を確立するため、産総研と共同で計算方法や解析

法を検討していく予定である。 

並びに、P450 発現大腸菌の宿主改良を行っている。カルボンを生産する過程で律速と想定さ

れるのは、リモネンからカルベオールを生産する P450 を利用した酸化反応である。P450 は一般

的に活性が非常に低いことが知られている。原因として、P450 は、活性部位に結合するヘムや

P450 レダクターゼからの電子供給、空気中からの酸素分子の供給など複雑なメカニズムにより

反応が進行するため、宿主細胞内環境からの影響を非常に受けやすいことが報告されている。そ

こで、本課題では、P450 反応メカニズムに基づき、カルベオール生産性向上に寄与する有効因

子の探索及び、情報解析技術を利用した有効因子の改善を検討した。 
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まず、リモネンは揮発性物質のため、揮発性物質に適した微生物変換系の構築を行った。反応

条件の最適化により、カルベオール生産量を初期条件と比較して約 60 倍向上させた。さらに、

P450 反応メカニズムに基づき有効因子の探索を行い、カルベオール生産性向上に寄与する因子

を見出すとともに、生産検討を行いカルベオールの生産量をカルボン中間目標生産量まで引き上

げることに成功した。見出した因子の中で、ヘムの細胞質内蓄積とリモネンの細胞内外輸送の 2

つを有効性の高い因子として特定した。ヘムは細胞内にて生合成された後、そのほとんどが細胞

外へ排出されるため、細胞質内で発現した P450 との結合率が低く、活性の低下を引き起こす。

一方で、リモネンは水溶性が極めて低く、細胞内への取り込みが制限されることに加え、細胞外

へ排出されやすいため P450 との反応性は非常に低い。そのため、ヘム及びリモネンの排出に関

与する輸送体を欠損させることで、細胞質内高蓄積が可能となり、P450 の反応性が飛躍的に向

上することが期待される。現在、東北大学と連携して内膜輸送体の探索及びその欠損株の作製を

行い、カルベオール生産性向上について検討を行っている。 

 

9-2 カルボン生産菌構築 

カルボンはリモネンを出発物質とした P450、CPR (Cytochrome P450 reductase)及び CDH 

(Carveol dehydrogenase)による変換反応で生成される。我々は植物由来のリモネン 6 位水酸化

P450、CPR 及び CDH の 3 種の遺伝子を発現するプラスミドを導入した大腸菌株を用いた検討で、

カルボンが生成されることを確認した。しかし、副生物の生成が確認され、カルボンの蓄積量が

予想より低いことが判明した。また、P450、CPR 及び CDH 発現量の確認を行ったが、P450 の発現

量は SDS-PAGE で検出できないレベルであったため、P450, CPR, CDH の最適発現比を定量的に求

めることが出来ない事も開発上の重要な課題であった。そこで発現量比率検討のため、変換酵素

を簡便に相対的定量ができる定量プロテオーム解析 QConCAT 法の構築を大阪大学と共同で行った

（図 2.3.3.3-4）。QConCAT 法の構築は測定したい 5 種のタンパク質（P450: 1 種、CPR: 1 種、

CPR 複合型 P450: 1 種、CDH: 2 種）の各々単独強発現株のサンプルより、プロテオーム解析で

ターゲットとするペプチドの選定を行い、選定した測定ペプチドをつなぎ合わせた人工タンパク

質 QConCAT を 2 種デザインした。大腸菌で人工タンパク質を発現精製して得た QConCAT タンパク

質は、トリプシン分解の後 LC-MS/MS 分析により目的のペプチドを検出できることを確認した。

次に、13C ラベルした QConCAT タンパク質を発現精製し、約 150 回分の解析が実施できる収量を

得た。 

 

416



 

 
図 2.3.3.3-4 カルボン変換酵素発現株を用いた変換反応と副生物の生成の概略図 

 

P450、CPR 及び CDH の発現量比率の検討には、P450 及び CPR を発現するプラスミドと CDH を単

独で発現するプラスミドを用いた。両プラスミドを導入した株で P450、CPR 及び CDH の発現量を

QConCAT 法で確認したところ、初めて P450 の発現量を確認することができた。今後はこれらの酵

素の最適発現比を求めることにより、カルボン蓄積量向上を試みる予定である。 

 

9-3 リモネン生産菌構築 

カルボン生産における重要な中間体であるリモネンの生産菌の高発現株を取得するために、

我々は①リモネン生合成経路の最適化、②代謝モデルによる宿主代謝の最適化を最初に行い、そ

の結果を解析した後、③個別酵素遺伝子の改変を行う予定である。①のリモネン生合成経路の最

適化には、神戸大((1)-4)が構築したシャーシ株（E. coli 内の MEP 酸経路の遺伝子を欠損させた

株)から、OGAB 法（長鎖 DNA 合成技術）を用いて MEP 酸経路の遺伝子を発現するオペロンと、リ

モネン生産経路の２遺伝子（植物由来リモネン合成酵素と微生物由来の GPP 合成酵素）を発現さ

せるオペロンが挿入された合計 11 遺伝子を導入した株を構築し、これを基準株とした（図

2.3.3.3-5）。また、リモネンは揮発性が高く、通常の条件で培養を行うと生成したリモネンは

細胞毒性を示すとともに揮発してしまうので、ミリスチン酸イソプロピル（IPM）のようなリモ

ネンが溶けやすい溶媒を培地に添加する培養系を構築した。 

 

 

図 2.3.3.3-5 グルコースからのリモネン生産菌構築の概念図 
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最初に基準株のリモネンの生産性及び解析条件を検討した。リモネンの生産性は、IPM 添加太

試験管培養でリモネン生産を確認し、リモネンの光学純度は目的の(S)-リモネン 100%であった。

オーミクス解析用の IPM 添加フラスコ培養でも同等のリモネン生産を確認した。メタボローム解

析については神戸大のサンプル前処理プロトコールに従い、サンプリング時間の検討を行い、10

時間及び糖枯渇前の 26 時間が解析に適切であると判断した。プロテオーム解析については大阪

大にて分析メソッドを構築し、基準株の解析を行い各遺伝子の発現量の確認を行った。また、煩

雑なサンプル前処理法の労力軽減及びサンプル調製の均一化のために、味の素㈱で保有する双腕

ロボット“まほろ”で前処理検討も現在行っている。 

 次に、神戸大にて OGAB 法によるリモネン生産菌ライブラリーの構築を行った。初めのライブ

ラリーでは恒常発現型の Strong プロモーター、Medium プロモーター、プロモーターなしの 3 種

類が適宜組み合わさった、Strong-11、Strong-2、Medium-11の 3種類を、神戸大の技術により構

築した。しかし、Strong-11 は遺伝子過剰発現による負荷が大きく、一部の遺伝子パーツの脱落

が起こる現象が確認された。以降は Strong-2 と Medium-11 を対象に実験を進めた。また、

Strong-2 は構築できたが生育が極めて遅く、菌体に相当なストレスがかかっていることが示唆

された。Medium-11 は問題なく生育し、菌体への過剰なストレスは確認されなかった。これら 2

種類の菌体の配列情報を参考にして新たにライブラリーを構築し、96 株のクローンを得た。こ

のリモネン生産菌ライブラリー株（96 株）の太試験管培養評価を行ったところ、リモネンを明

確に生産した株は 32 株で、最大リモネン生産量は基準株の 13 倍であった。一方、リモネン生産

が確認できなかった株を数株解析したところ、目的通りのプラスミドを保持していないことが判

明した。現在、神戸大でこのライブラリー株のプロモーター配列を解析中である。 

また、東京大学に模擬データを用いた機械学習シミュレーションを依頼し、ライブラリー株に

関する基本的な情報提供を行った。現在 MEP 経路の反応順番を加味したモデルの使用を新たに検

討中である。 

続いて以下の 2 種類のデザインに基づいて新たなライブラリーを構築した。デザイン 1 はリモ

ネン生産能が高い傾向の株に共通して見られたプロモーター配列のパターンより、3 種の遺伝子

のプロモーターを固定した。デザイン 2 ではデザイン１と同様にすべてのプロモーター配列の組

み合わせを維持するように設計した。このうち、デザイン 1 のライブラリー株より 100 株の太試

験管培養評価を実施した結果、最大リモネン生産量は基準株の 16 倍で、このライブラリーの 9

割以上は明確なリモネン生産能を示したため、このライブラリーのプロモーター配列を解析する

ことで機械学習に十分な量のデータを収集することが出来ると考えている。 

また、オーミクス解析に関しては、最初のライブラリー株より 10 株を選抜し、メタボローム

解析のためのサンプル調製（78 サンプル）を行い、神戸大へ送付し解析中である。プロテオー

ム解析に関しては、同様に最初のライブラリー株よりメタボローム解析と同じ 10 株を培養し、

サンプル調製を実施中である。また、得られた 10 株分のオーミクスデータは神戸大へ提供し、

代謝モデルを用いた解析に供する予定である。 

 

 

 

 

 

418



 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 ０ ０ 講演１ ０ ０ ０ ０ 

2017 ０ ０ ０ 雑誌１ ０ ０ ０ 

2018 

*1 

０ 

(０) 

０ 

(０) 

０ 

(１) 

０ 

(０) 

０ 

 (０) 

書籍１ 

(０) 

０ 

 (０) 

2020 

*2 
２ ０ ５ １ ０ １ ０ 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

P450 改変技術とカルボン生産菌構築で各 1 件特許出願予定。 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 ０ ０ ０ 

2017 ０ ０ ０ 

2018 *1 
０ 

(０) 

０ 

(０) 

０ 

(０) 

2020 *2 ２ ０ ２ 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.4 機能性アミノ酸の生産性向上による代謝モデルの有効性検証 

 

担当：長瀬産業㈱、神戸大学 

 

(1) 背景と目的 

ストレプトマイセス属細菌は主として土壌中に存在する放線菌の一群で、古くからストレプト

マイシン等の抗生物質生産菌として産業利用されている。また、食品産業で大量に使われている

トランスグルタミナーゼやグルコースイソメラーゼ等の汎用酵素も本細菌由来である。産業上極

めて有用な微生物であるにも関わらず、多くのストレプトマイセス属細菌関連研究はそれらの生

産する新規化合物の発見とその生合成機序解析に重点が置かれ、遺伝子工学技術や分子生物学的

知見は、大腸菌や酵母のそれらに比べて遅れを取っている状況と言える。長瀬産業㈱は、放線菌

の物質生産能力と多種多様な酵素に着目し、長い年月をかけて「ものづくり」のための基盤技術

を磨いてきた。この技術を新規バイオ事業創出のための核と位置付け、既に N-STePP®という名

称で商標登録も行い、基盤技術をさらに高度化するとともに、有用酵素や有用化学品の実用化を

目指している。既に、グループ会社のナガセケムテックス株式会社では、ストレプトマイセス属

細菌を宿主として各種酵素を発酵生産し、酵素製品を多数販売している。一方、有用化学品の生

産技術については、ストレプトマイセス属細菌の改変技術、酵素に関する知識、培養ノウハウ等

の活用が可能と考え、鋭意研究開発を進めている状況にある。 

長瀬産業㈱では、新規バイオ事業創出を見込める素材として、現在市場で注目を浴び始めてい

る希少アミノ酸の一種、エルゴチオネイン（以下 EGT）に着目した。EGT はビタミンＥの 7,000

倍といわれる強い抗酸化活性により老化防止や免疫力向上が期待されるだけでなく、摂取するこ

とで脳へと運ばれ神経の再生を誘導するなど、他の抗酸化剤にはない特徴的な機能が論文等で報

告されている。こういった機能をもつことから、健康食品や化粧品素材として既に配合されてい

る他、医薬品や医療材料への用途も提案されている。一方、EGT の市場価格は純品換算で１キロ

当たり 1,000 万円を超えるものも多く、優れた機能が認知されながらも安価な製造方法が開発さ

れていないゆえに普及していない。そこで長瀬産業㈱では、ストレプトマイセス属細菌が EGT を

生合成する数少ない微生物であることに着目し、発酵法による EGT の安価な製造プロセスの開発

を目指した。これまでの予備検討において、同菌の EGT 合成遺伝子の発現強化により、発酵法に

よる EGT 生産が可能であることを確認しており、今後は事業化へ向けた生産性向上が課題となっ

ている。糖を主な原料とする場合、生産性向上には EGT 生合成の３つの前駆アミノ酸、L-システ

イン、L-グルタミン酸、L-ヒスチジンの効率的な供給が必要である（図 2.3.3.4-1）が、これら

３つのアミノ酸すべての供給量を、細胞に負荷（毒性、生育不良等）をかけずに増加させること

は容易ではない。しかも、ストレプトマイセス属細菌については、上述の通り学術的知見に乏し

いため、大腸菌や酵母のようにコンピュータ上で代謝をデザインして最適宿主を構築することが

現時点では不可能である。そのため、本事業を活用して各種オミックスデータの取得及び解析を

行い、代謝モデルを構築し、有効性を検証して、目的とする物質（＝EGT）の生産量を効率良く

増加させる技術の開発を行うことが必須である。ある目的物質を増産するには、従来行われてき

た紫外線や化学物質を用いた突然変異の誘発による高生産株取得の方が効果的とする見方もあろ

う。しかし、冒頭述べたように、長瀬産業㈱では N-STePP®を新規バイオ事業創出のための核と

420



 

位置付けているため、近い将来に開発を計画している他の有用化学品を早期に実用化するために

は、代謝モデルの構築は早期に実施しておかねばならない最重要研究課題の一つである。 

 

 

 

 

図 2.3.3.4-1 Streptomyces lividans によるエルゴチオネイン生合成経路 

 

(2) 位置づけ、目標値 

現在の EGTの市場価格（100％品として換算）は、弊社が把握しているもので 1 kgあたり 1,000

万円以上と非常に高価である。また、EGT の微生物生産方法開発は世界中で活発化しており、い

ち早く安価な供給を実現する、すなわちどこよりも単位当たりの生産量を大きくすることが事業

化およびその後のプライスリーダーとなるための最低限の条件である。また、これまでは主要前

駆体である L-ヒスチジンを出発原料としたバイオコンバージョン法の開発に関する報告のみで

あるが、弊社ではより安価な糖からの直接発酵法の開発を目指すことで、製造コストの削減を目

指す。しかし、微生物を用いて、糖から複数のアミノ酸を効率よく供給することは非常に困難で

あり、育種に長い年月を必要とする。そこで本委託事業では、代謝モデルによる in silico 解析

を活用することで、原料となるアミノ酸や補酵素等の供給を最適化し、EGT 発酵生産菌の開発を

高速化する。発酵生産による最終製品の価格を既存製法よりも劇的に下げることが可能な生産量

として、最終目標値（H32）◆◆ g/L を設定した。また、生産量の中間目標値(H30)は◆◆ g/L

とした。 

  

(3) 全体計画 

 本委託事業の全体計画を以下の表 2.3.3.4-1 に示す。 
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表 2.3.3.4-1 全体計画（５年間） 

事業項目 

28年度 29年度 30年度 

31年度 32年度 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

第 

１ 

四 

半 

期 

第 

２ 

四 

半 

期 

第 

３ 

四 

半 

期 

第 

４ 

四 

半 

期 

機能性アミノ酸の

生産性向上による

代謝モデルの有効

性検証 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 28 年度は主要な代謝副産物を明らかにすることを目的として、長瀬産業㈱が独自に保有

している菌株および物質生産用プロモーターを利用して、プロモーターの違い、宿主の違い、生

育ステージの違い等を考慮して、4 つ以上の異なる条件でメタボローム解析を実施する。特に、

メタボローム解析が容易な合成培地とは大きく組成が異なる生産用培地（目的物を実際に生産す

る際に使用）でのデータ取得を可能とするサンプル調製方法および分析方法を確立する。上記メ

タボローム解析実施の結果、炭素源がどのような代謝副産物へと浪費されているかを明らかにす

ることにより、放線菌の主要代謝ルート（解糖系、ペントースリン酸経路など）を推定する。さ

らに得られたデータを代謝モデルへフィードバックし、放線菌の生育に必須および不要な代謝

ルートを明らかにする。 

平成 29 年度は、前年度に引き続き 10 以上の異なる条件でメタボローム解析を実施するととも

に、上記同様長瀬産業㈱が独自に保有している菌株および物質生産用プロモーターを利用して、

10 以上の異なる条件でトランスクリプトーム解析を実施する。これらのデータから遺伝子発現

の変化と代謝の変化を明らかにし、主要代謝経路に関与すると考えられている複数の候補遺伝子

から実際の代謝機能に関与する（実際に代謝反応を触媒している）“本物”の遺伝子と実際の代

謝機能には関与していない（実際にはデータベース上でのアノテーションとは異なる）“偽物”

の遺伝子を割り出す。そして、“本物”遺伝子の発現と代謝副産物の関連を明らかにする。得ら

代謝デザインに
基づく宿主改良

と生産性検討に
よる代謝モデル
の検証 

生産用培地での
メタボローム解

析用サンプル調
製方法及び分析
方法の確立  

生産用培地でのメタボロー

ム解析による代謝副産物の
同定 

トランスクリプ
トーム解析によ

る実働遺伝子の
同定 

炭素フラックス
解析による主要

代謝経路の解明  

目的物生産量を最
大化する代謝ルー
トのデザイン  

デザインに基づ
く宿主改良とデ
ザインの有効性

検証  

不要な遺伝子を削
除した株の構築  
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れたデータを代謝モデルへフィードバックするとともに、放線菌代謝モデルに基づき、不要な遺

伝子を削除した放線菌株を 5 株以上育種する。 

平成 30 年度は、上述のメタボローム解析、トランスクリプトーム解析の結果をサポートする

ため、これらに加えて炭素フラックスを解析することで、放線菌の炭素源代謝（主としてグル

コースを想定）の主要ルートを解明する。そのために、長瀬産業㈱がこれまでに改良を重ねてき

た宿主菌株および目的物生産遺伝子を導入した生産菌株を利用して、6 つ以上の異なる条件で炭

素フラックス解析を実施する。この炭素フラックス解析によって目的物生産量を最大化する代謝

ルートや次点ルートをデザインする。このデザインに従って放線菌に改良を加え、収率の向上を

図ると同時にデザインの有効性を検証するデータを取得する。得られたデータを代謝モデルへ

フィードバックするとともに、代謝プロファイル、遺伝子発現プロファイルと合わせて、別の目

的物を効率良く生産することができる宿主を今後の研究開発のために複数個デザインする。 

平成 31、32 年度は、デザインに基づいて宿主を改良し、その生産性に与える効果を検証する。

この繰り返しにより、放線菌代謝モデルの確立と機能性アミノ酸を高生産する放線菌株を開発す

る。 

 

(4) 実施体制 

 本委託事業の実施体制を図 2.3.3.4-2 に示す。長瀬産業㈱は EGT 生産に用いる宿主株、および

EGT 生産を阻害する要因を解除した突然変異株について全ゲノム解析を担当している。ストレプ

トマイセス属放線菌のトランスクリプトーム解析(RNA-seq)については、解析方法の構築も含め

て産総研の木村・三谷グループの協力を得ている。そしてメタボローム解析については、解析方

法の構築も含めて蓮沼グループの協力を得て研究を進めている。 

 

図 2.3.3.4-2 実施体制図 
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(5) 運営管理 

 長瀬産業㈱・ナガセ R&D センターから神戸大学の六甲台キャンパス（灘区）、統合研究拠点

（ポートアイランド）までは、車でわずか 40分程度の距離である。そのため、Eメールや電話で

の頻繁な情報交換の他に、３か月に１回以上の頻度で関係者が集まって研究に関する進捗報告お

よび議論を重ねている。また、RNA-seq に関しても、E メールや電話での頻繁な情報交換の他に、

研究員を産総研に派遣して実験方法の習得を図った他、機会を見つけては互いの研究室を訪れて、

実験データの解析方法および解析結果、研究の方向性等について積極的に議論を重ねている。 

 

(6) 実施の効果 

 長瀬産業㈱では、本委託事業開始前に物質生産の宿主として用いる重要な株に関して本格的な

RNA-seq 解析を行っていなかったため、効率的な RNA 抽出方法の開発から結果の解析までの一連

の研究開発に関して、種々の細菌からの RNA 抽出等の取り扱い経験が豊富でその分野の専門家で

ある産総研の木村・三谷グループの協力を得られて進められていることによって、生産株が物質

生産を行う際の網羅的な遺伝子発現情報を得ることが可能となった。また、メタボローム解析に

ついても、先駆的研究を続けている神戸大・蓮沼グループの協力を得ており、RNA-seq 同様に、

主要な代謝マップおよび代謝産物についてもまだ未解明である当社株の主要な代謝経路の化合物

を定量することが可能となり、情報解析に必要なデータを取得することが可能となった。さらに、

後述する代謝モデルの構築により、目的物質生産を最大化するために改変すべき遺伝子候補のリ

ストを得ることができた。これらは我々の知識だけでは得られなかった結果である。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

(3)-4 機能性ア

ミノ酸の生産性

向上による代謝

モデルの有効性

検証 

◆◆ g/L ◆◆ g/L ○ 

（中間目標値◆

◆ g/L を上回っ

たため） 

最終目標値◆◆ 

g/Lを達成するた

めの代謝モデル

に基づいた菌株

改良 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

(3)-4 機能性アミノ

酸の生産性向上によ

る代謝モデルの有効

性検証 

◆◆ g/L ◆◆ g/L △ 

EGT ◆◆ g/L に相当

する前駆体ヒスチジ

ンを◆◆ g/L 生産済

み 
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(9) 研究開発の成果と意義 

本委託事業では、ストレプトマイセス属放線菌用のメタボローム解析手法の確立に取り組んだ

（平成 28 年度）。長瀬産業㈱の目的物質である EGT を大量生産するためには、実生産用の培地

を使用した際の宿主細胞の代謝および代謝産物を把握する必要がある。また、代謝モデルを構築

する上でも、細胞内外の代謝産物量は重要かつ必須のデータである。しかしながら、栄養源およ

び塩類を高濃度に含む実生産用培地からメタボローム解析に適したサンプルを調整可能かどうか

は未知であった。そこで、神戸大・蓮沼グループと協力しながら、塩類の影響、細胞洗浄工程の

省略可否、サンプルの希釈倍率等、一つ一つの工程を着実に確認しながら検討を進め、実生産用

の培地使用時でも信頼度の高い解析結果を得ることに成功した（図 2.3.3.4-3）。EGT の主要前

駆体であるヒスチジンの高生産株（HA 株）を親株として、ペントースリン酸経路上のトランス

ケトラーゼ遺伝子を破壊することで、改変の目的通り、同反応の上流代謝物リボース-5 リン酸、

リブロース-5 リン酸などが有意に増加するとともに、ヒスチジン合成経路上の代謝物の増加が

確認された。 

 

 

図 2.3.3.4-3 S. lividans TK64 株のメタボローム解析結果 

 

次に、産総研の木村・三谷グループと協力し、ストレプトマイセス属放線菌のトランスクリプ

トーム解析(RNA-seq)方法を新たに開発した（H29 年度）。その理由は二つあり、一つ目は、本

属細菌は対数増殖期（培養開始から約 1-2 日間）には物質を生産する機能が活発に働かず、定常

期（培養開始から約 2 日後）になると急激に物質生産を開始するため、通常の RNA-seq 用サンプ

ル（対数増殖期の RNA）では、物質生産に関与する遺伝子ではなく、生育に深く関与する遺伝子

の挙動を主に検出する可能性が高いからである。二つ目は、定常期の細胞から抽出した RNA は分

解されていることが多く、RNA-seq には適さないことが知られていたため、このような RNA でも

解析可能な条件（RIN 値、電気泳動パターンなど）を新たに決定する必要があったからである。 
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図 2.3.3.4-4 RNA-seq 用サンプルの解析結果 

 

EGT 生産菌を培養して定常期に入った培養液から菌体を分離し、RNA を抽出したところ、図

2.3.3.4-4に示す通り、低分子 RNAがかなりの量で存在していることを確認した。この低分子 RNA

の混入により、RNA の品質を示す指標である RIN 値も、RNA-seq に適するとされる値（7.0 以上）

に比べかなり低い 3.5～5.0 程度であった。しかし、16S rRNA、23S rRNA ともに、それらのピー

ク自体は非常にシャープで分解されている様子は見られないことから、HA 株の培養 48、96 時間

目（定常期）のサンプルで RNA-seq が可能かどうかの検討を実施した。得られたトランスクリプ

トームデータのうち、ハウスキーピング遺伝子に着目した。各サンプルの RIN 値に対する、4 種

のハウスキーピング遺伝子の発現量（TPM 値）をプロットし、RIN 値と TPM に相関関係があるか

を調べた（2.3.3.4-5）。その結果、TPMと RIN値に相関関係は認められず、確認された低分子量

RNA は mRNA 等の分解物ではないことが示唆された。また、ヒスチジンを高生産する HA 株では、

細胞内の鉄などの金属の枯渇応答に関連する遺伝子が 17 種類誘導されていた。この転写応答は

His を蓄積させた他の微生物でも報告されており、ヒスチジンがもつ強いキレート効果によるも

のと考えられた。このように、既知の知見とも合致する転写変動を捉えられていることから、信

頼し得る RNA-seq データを取得可能な放線菌用の RNA 抽出法が開発できたと考えられた。また、

放線菌の RNA 抽出サンプルのクオリティ評価の指標として、RIN 値に代わるものが必要であると

いう課題も明らかとなった。 
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図 2.3.3.4-5 RNA-seq 用サンプルの解析結果 

 

 上述のように、弊社放線菌用のメタボローム解析法およびトランスクリプトーム解析法を開発

し、メタボローム解析とトランスクリプトーム解析で取得したデータについては、本プロジェク

トの目的である生物情報蓄積のために既に提供しており、のちのちのモデル高度化に活用される

ことを期待している。これらオミックス解析と並行して、長瀬産業㈱では、神戸大・荒木グルー

プと共同で代謝モデルを活用した EGT 生産菌の育種についても検討を行った。EGT 生産用宿主と

して用いている S. lividans TK64 株の代謝モデルが存在しないため、まずは S. lividans と分

類上は同種である S. coelicolor A3(2)株の公開ゲノムスケールモデル（GSM）でフラックスバラ

ンス解析を実施した。これにより、EGT 生産株の最適な育種法のシミュレーションを行い、改変

候補遺伝子リストを取得した。現在、予測された改変の有効性を検証中であるが、一部の改変で

予測通り有意に生産性が向上することが確認できている。 

また、弊社使用の S. lividans TK64 株の代謝モデル構築にも取り組んでいる。具体的には、

神戸大荒木グループが開発している、ゲノム情報から代謝モデルを生成可能なソフトウェアであ

る GSM generator を、弊社で取得した S. lividans TK64 のゲノム情報に適用した。現在は得ら

れた TK64 モデルのキュレーション、及ぶ動作確認を実施中である。 
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(10) 成果の普及 

  年度 

論文 その他外部発表 
受賞 

実績 

*4 

査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

*3 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 1   0 

2018 *1 
0 

(0) 

1 

(1) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(1)  

2020 *2 0 1 3 0 0 5 1 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

*3：顧客へのサンプル提供 

*4：2018 年度生物工学会トピックスに選定 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016  *1 1 0 0 

2017  *1 0 0 1 

2018 *2 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(1) 

2020 *3 2 0 2 

*1：本委託事業開始前の出願 

*2：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*3：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.5 有用イソプレノイドの生産性向上による代謝解析技術の有効性検証 

 

担当機関：神戸大学、担当機関Ａ、担当機関Ｂ 

 

(1) 背景と目的 

イソプレノイドとは 2-メチル-1,3-ブタジエン骨格を基本構造単位として生合成される天然物

の総称であり、これらには生体内において代謝、構造形成、及び、情報伝達などの重要な機能を

有する分子が少なくなく、医薬品、化粧品、または、栄養補助食品としての実用化が期待されて

いる。また、現状の産業において高分子化合物の原料となっている天然資源の枯渇やそれらの使

用による環境悪化といったリスクを回避するため、高分子化合物の原料や燃料としての活用が期

待されるイソプレノイドも存在する。しかしながら、こうした化合物は少なからず複雑な構造を

とるがゆえに天然資源からの抽出や化学合成は容易ではない、または、天然資源を用いる既存の

物質や技術を代替できるほどの性能や生産レベルに達していない、という理由から実用化される

例は限られている。我々は産業上有用な各種イソプレノイドの高効率かつロバストな生産に利用

可能な共通プラットフォームとなる微生物菌株の構築を目指しており、本経路の重要中間体であ

るイソペンテニルピロリン酸（IPP）及びジメチルアリルピロリン酸（DMAPP）を効率よく生産し

うる代謝経路を合成生物学的手法により構築することを目的として研究に取り組んでいる。しか

しながら、これらの中間体の蓄積は細胞内で厳密に制御されていることから、IPP 及び DMAPP を

生産する代謝経路の構築とそのポテンシャル評価は容易ではないと考えられる。このため、本研

究を進めるにあたり、標的とするイソプレノイドとして、産業上の有用性があり、IPP または

DMAPP の蓄積を回避するためのカーボンシンクになりえる化合物を検討して、標的イソプレノイ

ドを決定し、その対原料重量収率をもって生産能力の指標とすることとした。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

 

 目標 根拠 

中間目標 原料から標的イソプレノイドへの変換収

率が理論値の 10%以上となる微生物菌株

を構築する。 

代表的なイソプレノイドの製造

コストに関する文献に記載の発

酵成績の 1/3 以上の性能を有す

る菌株 

最終目標 原料から標的イソプレノイドへの変換収

率が理論値の 30%以上となる微生物菌株

を開発する。発酵・精製の各プロセス、

及び、その後の誘導体化プロセスへの適

用について、実験室レベルでその実施が

可能であることを示す 

標的イソプレノイドの製造コス

トに関する文献に記載の発酵成

績を上回る性能を有する菌株 
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(3) 全体計画 

 

 

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

・全体会議開催（２回／年）：全テーマについて、進捗、課題、及び、今後の予定を共有し、基

盤技術の開発状況やその有用性、及び、有効性検証テーマにおける基盤技術の活用効果や課題

について共有・意見交換する。 
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・テーマ進捗会議（１回／月）：本テーマの進捗及び課題をテーマ関係者で共有し、技術課題に

対する各種基盤技術の活用可能性などを踏まえ、その後の計画を議論する。 

 

(6) 実施の効果 

発酵生産したイソプレノイドを原料とする高機能誘導体が実用化された場合、2030 年ごろに

はイソプレノイド生産量が大きく増加し、テーマ実施者は当該市場にて主要なポジションを占め

ると期待される。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

有用イソプレノ

イドの生産性向

上による代謝解

析技術の有効性

検証 

原料から標的イ

ソプレノイドへ

の変換収率が理

論値の 10%以上

となる微生物菌

株を構築する。 

原料から標的イ

ソプレノイドへ

の変換収率が理

論値の 1.6%であ

る微生物菌株を

取得した。 

△（律速反応の

酵素を現行より

触媒活性の高い

酵素に置き換え

ようとしてい

る。これを改善

できれば、目標

達成が見込め

る。） 

イソプレノイド

経路上の律速反

応を解消するこ

とで目標達成を

見込めると考え

る。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

   研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

有用イソプレノイド

の生産性向上による

代謝解析技術の有効

性検証 

原料から標的イソプ

レノイドへの変換収

率は理論値の 1.6%で

ある微生物菌株を取

得した。 

原料から標的イソプ

レノイドへの変換収

率が理論値の 30%以上

となる微生物を開発

する。 

こ れ ま で の 検 討 結

果、及び、先行技術

文献の情報から、イ

ソプレノイド経路の

流束、及び、一部の

酵素活性について目

標を達成するための

キャパシティーは十

分と考える。 

有用イソプレノイド

の生産性向上による

代謝解析技術の有効

性検証 

発酵槽におけるイソ

プノイド生産条件の

検討を実施した。 

発酵・精製の各プロ

セス、及び、誘導体

化プロセスへの適用

について、実験室レ

ベルでその実施が可

能 で あ る こ と を 示

す。 

菌 株 開 発 を 進 め つ

つ、発酵及び誘導体

化の基礎条件検討を

進める計画である。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

①高速な菌株育種技術の開発 

ⅰ）代謝経路設計（神戸大学、担当機関Ａ） 

標的イソプレノイド発酵生産の代謝経路をデザインするため、既報の反応を組み合わせた代謝

経路で収率を最大化する代謝流束バランスのデザインを行い、次いで、新規反応を盛り込むこと

でより高効率な代謝経路のデザインに取り組んでいる。 

a)既存反応の組み合わせによる代謝経路の設計 

代謝経路をデザインするため、公開されている代謝モデルを用いて Flux Balance Analysis

（FBA）を行い、標的イソプレノイドを最大収率で生産する代謝流束分布、及び、そのときの収

率を予測した。このとき、代謝モデルにおけるイソプレノイド経路を構成する各反応について、

反応式の妥当性を論文情報に照らして確認したところ、3 つの反応について反応式を修正または

モデルから削除を行うことが必要であった。なお、イソプレノイド合成経路として、メバロン酸

経路（MVA 経路）、または、非メバロン酸経路（MEP 経路）、あるいは、その両方を活用する

ケースに分け、それぞれについて制約条件を詳細に変化させることによる代謝流束バランスの変

化を解析した。 

b)新規反応を取り込んだ代謝経路の設計検討 

嫌気条件におけるイソプレノイド合成の効率よい代謝経路をデザインするため、主要代謝経路中

間体のうち新規反応も含めた数段の反応経路にて標的イソプレノイドへの高い収率及び高いエネ

ルギー収支のバランスが期待できる化合物とその経路を M-Path にて予測し、その反応経路を成

立させるための酵素候補を探索している。 
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ⅱ）高速菌株作製（神戸大学、担当機関Ａ） 

各種の代謝改良株の作製において、一部の代謝改良についてはゲノム組込みを活用する。この

ため、効率よいゲノム上の遺伝子加工方法としてゲノム編集方法を試験している。具体的にはゲ

ノム編集方法を活用して 2 種類の遺伝子を一度に破壊できることを確認した。 

 

ⅲ）高速評価系の構築（神戸大学、担当機関Ａ） 

標的イソプレノイド高蓄積菌株を効率よく構築するため、各種遺伝子の発現量や代謝産物の蓄

積量などのマルチモーダルなデータを効率よく取得し菌株の性能を高速に評価・解析する手法の

構築に取り組んでいる。まず、実験室における標的イソプレノイドの測定にはガスクロマトグラ

フィーを利用することとして分析条件を構築した。しかしながら、当初、イソプレノイド定量の

スループットは高くなかったため、分析条件を抜本的に見直したところ、分析時間を約 1/6 に短

縮することが可能になり大幅にスループットが改善した。また、標的イソプレノイド以外の代謝

産物の蓄積を把握するためのメタボローム解析にも取り組んでいる。現状はキャピラリ電気泳動

飛行時間型質量分析計（CE-TOFMS）を用いたターゲットメタボロームにより多種類の化合物を一

斉に分析することが可能となっている。しかしながら、分析のスループットは高くない。この理

由は、主に、サンプルの前処理に時間を要することと、マニュアルでのピーク検出を行っている

ことによると考えられる。このため、現在、神戸大学で取り組んでいる LC-MS の自動前処理装置

導入やピーク自動検出技術の実装がスループット改善に貢献することが期待される。 

 

②イソプレノイド発酵・精製・誘導体化技術開発 

ⅰ）発酵技術開発（担当機関Ａ、神戸大学） 

本テーマで用いる微生物菌株は標的イソプレノイドの合成に必要な酵素遺伝子を持っていない

ので、異種由来の酵素遺伝子を導入した菌株（X01 株）を作製し、目的とするイソプレノイドの

蓄積を確認した。その後、本株を元にイソプレノイド合成経路を構成する各種酵素の発現を強化

した菌株を作製し、それらのイソプレノイド蓄積量等を解析した。その結果、異種由来遺伝子に

加え、当該微生物菌株内在の 2 種類の遺伝子を発現強化した菌株（X02 株）でイソプレノイド蓄

積量が X01 株の約 20 倍に増加する結果を得た。この X02 株について、イソプレノイド合成経路

及びその他の経路に特化したメタボロームを測定したところ、代謝の分岐にあたる部分が律速反

応である可能性があることを見出した。そこで、その分岐においてイソプレノイド生産に流束が

増加する育種を行いつつ、合わせてイソプレノイド合成経路の酵素遺伝子を一部発現強化した菌

株を取得した。この菌株は X01 株の約 26 倍高い標的イソプレノイド蓄積量を示し、理論値の

1.6%の収率にて標的イソプレノイドを蓄積していた。今後これらの株のメタボロームを取得し解

析を進め、各反応において触媒活性の高い異種由来酵素や変異体の遺伝子を発現強化することに

より標的イソプレノイド及び各種代謝物の蓄積量を測定したのち、計算的に律速反応や最も効率

の良いイソプレノイド合成経路をデザインできるか確認する予定である。 

 

ⅱ）精製技術開発（担当機関Ａ、神戸大学） 
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今年度後半に発酵槽で標的イソプレノイドを試作し、そのイソプレノイドを担当機関Ｂにて評

価する計画である。現在は、先行技術文献等でその精製方法を調査しており、実際の検討は発酵

槽での試作に合わせて実施する計画である。 

 

ⅲ）誘導体化技術開発（担当機関Ｂ） 

まずは、今年度後半に計画している発酵槽で試作する標的イソプレノイドを用いて誘導体化の

反応性を確認する計画である。その後は標的イソプレノイドから誘導体化した化合物の物性を確

認した上で、標的イソプレノイドの品質及び誘導体化の条件によるイソプレノイド誘導体の品質

への影響を踏まえ、ラボレベルでの誘導体化の基礎条件を確立する計画である。 

 

(10) 成果の普及（2018 年 7 月 11 日現在） 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付

き 
その他 

学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等へ

の掲載 

展示会

への出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 0 0 0 0 0 0 0 

2020 *2 0 0 1 0 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み（2018 年 7 月 11 日現在） 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 0 (1) 0 (0) 0(0) 

2020 *2 2 0 2 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.6 コリネ菌を用いた有用芳香族化合物の生産性向上による代謝解析技術の有効性検証 

 

担当；地球環境産業技術研究機構、神戸大学 

 

(1) 背景と目的 

現在ほとんどの芳香族化合物は原油等の化石資源を原料とした化学法によって生産されている

が、再生可能な非可食バイオマスを原料としたバイオ法による生産に転換することで環境負荷の

低減、CO2 排出量の削減が可能になる。しかし芳香族化合物の多くは高い細胞毒性を示すことや、

生合成経路の反応ステップ数が多いことから、菌体増殖を伴う通常の発酵法では生産性は極めて

困難であると予想されてきた。今回ターゲットとして選定した芳香族化合物の生産においても、

通常の増殖依存型の発酵法ではその細胞毒性により高い生産性は実現できておらず、実用化レベ

ルにはない。 

一方で、我々地球環境産業技術研究機構(以下、RITE)が用いるコリネ菌は非可食バイオマス由

来の原料を用いる場合に発生する発酵阻害物質（フルフラールや有機酸）に耐性であるだけでな

く、様々な芳香族化合物に耐性を示すことがわかっている。実際、溶媒耐性菌とされる

Pseudomonas putida S12 株などと比較してコリネ菌は様々な芳香族化合物に対して耐性が強い

ことを我々独自の検討により見出している。また、コリネ菌は培養槽に高密度充填し増殖を停止

させた状態でも細胞が溶菌しにくく代謝活性を維持することがわかっている。我々はこの特徴を

活かして高密度菌体反応技術（RITE Bioprocess®）を開発した。この技術を応用することでこれ

までにアルコール類、有機酸類、アミノ酸類の超高生産を達成している。また、一部の芳香族化

合物生産にもこの技術は応用可能で、すでに複数の論文等でその実績を公開済みである。このよ

うに芳香族化合物耐性に優れたコリネ菌を宿主として用いることは、目的とする芳香族化合物を

高生産するには大きなメリットになる。 

本研究開発項目では、コリネ菌の代謝モデルの構築を目指すとともに、この代謝モデル解析を

通じて産業上価値の高い化合物の高生産株の開発を行う。糖を原料として目的の芳香族化合物を

生産する場合、まず「解糖系」と「ペントースリン酸経路」の 2 つの代謝経路を利用する。続い

て「シキミ酸経路」を経由した後、数ステップの酵素反応を利用した経路が、生産経路候補とし

て挙げられる。このような従来の生産株構築手法に加え、代謝モデル解析等から提案される代謝

経路をさらに反映させることで高生産株の開発を目指す。従来法とは異なるアプローチで育種を

進めることでこれまでの生産レベルを大きく超えられると期待できる。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

(位置づけ) 

本研究開発では市場規模が大きいにもかかわらず、通常の発酵法では生産が困難な有用芳香族

化合物をターゲット化合物として選択した。この化合物は医薬品、香料等の原料、ポリマー原料

等、非常に幅広い用途がある。事業化後の販売先は、化学メーカー、医薬品メーカー、香料メー

カー、ゴムメーカー、食品メーカー等を予定している。 

 

(目標値) 

中間目標値(H30) 
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・ 芳香族化合物耐性に関連する変異を集積し、高耐性株を獲得する 

・ 代謝モデル解析システムから得られた生合成経路（2 経路以上）を反映させた生産株を構築、

生産性の検証(5 g/L 以上)とオーミクス解析データのフィードバックを繰り返すことによりさら

に高精度な解析システムを開発する 

最終目標値(H32) 

・ コリネ菌に特化した代謝モデル解析システムを確立し、生産性向上による代謝解析技術の有

効性を検証する 

・ 目的芳香族化合物を 10 g/L 以上生産可能な高生産株を育種する 
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(3) 全体計画 

 

表 2.3.3.6-1 全体計画 

  2016 年度 2017 年度 2018 年度 2019 年度 2020 年度 

2.3.3.6.1 
代 謝 モ デ
ル と 耐 性
変 異 を 反
映 し た 高
生 産 株 の
育種 
 

発現強化・
遺伝子破壊
による生産
基本株の育
種 
(RITE) 

代謝経路設
計と最適な
遺伝子ソー
スの抽出 

発現強化・
遺伝子破壊
による生産
基本株の育
種 
 

芳香族化合
物生産基本
株の生産性
検証 
 

各項目の有
効戦略を統
合した高生
産 株 の 育
種・生産検
討 
 

各項目の有
効戦略を統
合した高生
産 株 の 育
種・生産検
討 

全ゲノム解
析による耐
性に関連す
る変異点の
特定 
(RITE) 

ミューテー
ター 
高速育種法
による高耐
性株取得 

全ゲノム解
析による耐
性に関連す
る変異点の
特定 
 

耐性関連変
異の集積に
よる高耐性
株の育種 
 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 

2.3.3.6.2 
コ リ ネ 菌
に 特 化 し
た 代 謝 モ
デ ル 解 析
シ ス テ ム
の 確 立 と
有 効 性 検
証 

オーミクス
解析データ
の取得と提
供、代謝モ
デル開発 
(RITE・神戸
大) 

オーミクス
解析データ
の取得条件
決定 
 

オーミクス
解析サンプ
ル提供・分
析 
 

オーミクス
解析サンプ
ル提供・分
析 
 

代謝モデル 
解析データ 
フ ィ ー ド
バック 
 

代謝モデル 
解析データ 
フ ィ ー ド
バック 
 

代謝モデル
の有効性検
証 
(RITE・神戸
大) 

 代謝改変の
提案、検討
株の構築 
 

代謝改変の
提案、検討
株の構築 
モデルの有
効性検証 
 

検討株の構
築 
モデルの有
効性検証 
 

検討株の構
築 
モデルの有
効性検証 
 

2.3.3.6.3 
遺 伝 子 配
列 改 変 に
よ る 蛋 白
質 発 現 量
調 節 法 の
確立 
 

蛋白質高発
現遺伝子配
列の設計 
(産総研) 

  ゲノム配列
から代謝関
連遺伝子の
発現量予測 
 
低発現して
いる蛋白質
を高発現さ
せるための
配列設計 
 

  

遺伝子配列
改変の有効
性検証 
(RITE) 

  コリネ菌で
の蛋白質発
現量確認 
 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 
 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 
 

2.3.3.6.4 
C5 排出輸
送体探索 
 

大腸菌を用
いた、コリ
ネ菌の排出
体探索 
(東北大) 

  排出体ライ
ブラリを用
いて排出体
の特定 
 

  

コリネ菌の
排出体探索
と有効性検
証 
(RITE) 

 目的物質の
前 駆 体 を
ターゲット
として選定 
 

生産株構築
情報提供、
コリネ菌生
産株での有
効性検証 
 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 

生産基本株
等へ反映さ
せ生産性検
討 

 

(注)プロジェクト開始当初は 2 つの大開発項目だったが、2018 年度から新たに産総研、東北大

とも連携を開始したため、大開発項目を追加した。 
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(4) 実施体制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.3.3.6-1 体制図 

 

 

  

公益財団法人地球環境産業技術研究機構 

国立大学法人神戸大学 

【共同実施】  

理化学研究所 
(国立研究開発法人) 

産業技術総合研究所 
(国立研究開発法人) 

【共同実施】  

東北大学 
(国立大学法人) 

【共同実施】  

(代謝系情報解析・
代謝モデル構築と
解析について共同
実施) 

(ゲノム・トランスクリプ
トーム解析技術、発
現制御系情報解析  
発現制御ネットワーク
解析・遺伝子配列設
計について共同実施) 

(排出体探索につい
て共同実施) 
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(5) 運営管理 

開発テーマの進捗管理のためこれまでに以下の会議・個別打合せを行った。 

 

表 2.3.3.6-2 運営管理に関わる会議・打合せ 

開催日 場所 会議 

H28 年 10 月 24 日 神戸大 知財合意書等についての説明・検討会 

H28 年 12 月 12 日 神戸大 統合研究拠点 神戸拠点会議 

H29 年 1 月 10 日 神戸大 六甲台 メタボローム解析条件についての個別打合せ 

H29 年 1 月 30 日 神戸大 統合研究拠点 代謝モデル構築についての個別打合せ 

H29 年 1 月 31 日 川崎 技術推進委員会 

H29 年 6 月 21 日 Web 会議 進捗状況報告 

H29 年 7 月 19 日 神戸大 統合研究拠点 神戸拠点会議 

H29 年 7 月 31 日 Web 会議 メタボローム解析条件についての個別打合せ 

H29 年 8 月 9 日 産総研 つくば トランスクリプトーム解析条件について個別打

合せ 

H29 年 8 月 28 日 神戸大 統合研究拠点 プロジェクトにて開発中のツールの技術説明会 

H29 年 10 月 12 日 横浜 パシフィコ横浜 バイオジャパン 

H29 年 10 月 16 日 神戸大 統合研究拠点 神戸拠点会議 

H29 年 10 月 20 日 大阪御堂橋 知的財産化説明会 

H29 年 11 月 27 日 Web 会議 モデルの有効性検証について個別打合せ 

H29 年 11 月 29 日 産総研 つくば 微生物全体会議 

H29 年 12 月 27 日 神戸大 六甲台 研究進捗ヒアリング 

H30 年 1 月 12 日 Web 会議 C05 連携について個別打合せ 

H30 年 1 月 26 日 京大 神宮丸太町 オーミクスデータ解析について個別打合せ 

H30 年 1 月 30 日 川崎 技術推進委員会 

H30 年 3 月 28 日 Web 会議 C05 連携について個別打合せ 

H30 年 4 月 17 日 神戸大 六甲台 研究進捗と今後の進め方について打合せ 

H30 年 5 月 2 日 RITE 配列設計技術について個別打合せ 

H30 年 5 月 10 日 Web 会議 モデルの有効性検証について個別打合せ 

H30 年 6 月 12 日 神戸大 統合研究拠点 微生物全体会議 

H30 年 6 月 13 日 神戸大 統合研究拠点 C05 連携の進捗について個別打合せ 

H30 年 6 月 25 日 九州大 プロジェクトリーダーとの意見交換 

 

(6) 実施の効果 

本研究開発により、高精度化された代謝モデルから理想的な代謝経路を設計できるため、ター

ゲット化合物を高収率で高生産可能となる。その結果、原単位やエネルギーコスト、濃縮・精製

等のダウンストリームコスト、生産時間等が低減され、安価な製品を提供可能となる。また、化

石資源を原料として用いたエネルギー消費型の化学的製造法とは異なり、バイオ法は常温常圧条

件下で環境負荷を低く抑えた生産が可能となる。さらに再生可能な非可食バイオマスを原料とし
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て用いることを目指すため、CO2 排出量の大幅な削減を可能とする。本研究開発で芳香族化合物

の生産性を飛躍的に高めることができれば、製品競争力が高まり、市場拡大、利用用途拡大が期

待できる。また、日本発のグリーン化学品として消費者や社会にアピールでき、販売や使用する

企業のイメージ向上にも役立つ。 

 

(7) 中間目標の達成度 

 

表 2.3.3.6-3 中間目標の達成状況 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

全ゲノム解析に

よる耐性に関連

する変異点の特

定 

芳香族化合物耐

性に関連する変

異を集積し、高

耐性株を獲得す

る 

耐性株を取得し

て全ゲノム解析

を行い、耐性向

上に関わる変異

点を特定した 

◎ 

(高耐性株を得た

ため、大幅達成

と評価） 

別の耐性関連遺

伝子を追加で見

出し、より高耐

性株を育種する 

発現強化・遺伝

子破壊による生

産基本株の育種 

代謝モデルの有

効性検証 

代謝モデル解析

システムから得

られた生合成経

路 （ 2 経 路 以

上）を反映させ

た 生 産 株 を 構

築、生産性の検

証(5 g/L 以上) 

複数の提案に対

して検討を進め

ており、生産濃

度上昇等の有効

性を示すデータ

を得ている 

◎ 

(代謝モデルの有

効性を示すこと

ができたため大

幅達成と評価) 

個別の有効組換

えを統合し、よ

り高濃度に生産

可能な生産株を

育種する 

オーミクス解析

データの取得と

提供代謝モデル

開発 

オーミクス解析

データのフィー

ドバックを繰り

返すことにより

さらに高精度な

解析システムを

開発する 

オーミクス解析

データの取得と

提供を終えてお

り代謝モデル開

発の段階である 

△ 

(2018 年 12 月達

成予定 代謝モデ

ルの構築と提案

を受け次第、次

のサイクルに入

る) 

新規代謝モデル

を高精度化する

ため実データの

取得を継続する 
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(8) 最終目標の達成可能性 

 

表 2.3.3.6-4 最終目標の達成見通し 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

オーミクス解析デー

タの取得と提供代謝

モデル開発 

オーミクス解析デー

タの取得と提供を終

えており代謝モデル

開発の段階である 

コリネ菌に特化した

代謝モデル解析シス

テムを確立する 

既にオーミクス解析

データの取得と提供

を終えており、達成

できる見通しである 

代謝モデルの有効性

検証 

複数の提案に対して

検討を進めており、

有効性を示すデータ

を得ている 

生産性向上による代

謝解析技術の有効性

を検証する 

既 に 有 効 性 を 示 す

データが得られてお

り、達成できる見通

しである 

発現強化・遺伝子破

壊による生産基本株

の育種 

全ゲノム解析による

耐性に関連する変異

点の特定 

 

10 ヶ所以上の組換え

を施すことで生産基

本 株 の 育 種 を 行 っ

た。また、耐性株を

取得して全ゲノム解

析を行い、耐性向上

に関わる変異点を特

定した 

目的芳香族化合物を

10 g/L 以上生産可能

な高生産株を育種す

る 

既に目標値の直前ま

で到達しており、さ

らに代謝モデルから

の提案を統合するこ

とで達成できる見通

しである。また、耐

性向上に関わる変異

点を特定済みである 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

<具体的な研究成果>    

・ターゲット芳香族化合物を 7 g/L 以上の濃度で生産した。これは世界最高水準の生産濃度であ

る。 

・ターゲット芳香族化合物の新規な分解経路を見出した。 

・芳香族化合物耐性を向上させる遺伝子変異を見出した。 

・代謝モデルを用いた計算結果からの提案により、ターゲット芳香族化合物の生産性が向上した。 

・コリネ菌に特化した代謝モデル構築のためのオーミクスデータを取得、提供した。 

・ゲノム情報を元にした mRNA の二次構造予測およびコドン使用頻度解析結果からの提案により、

生産経路上の蛋白質発現量が向上した。 

・ターゲット芳香族化合物の細胞外排出促進および前駆体の排出抑制を目指し、排出輸送体の探

索を開始した。 

 

2.3.3.6.1 代謝モデルと耐性変異を反映した高生産株の育種 

2.3.3.6.1.1 発現強化・遺伝子破壊による生産基本株の育種 (RITE) 

発現強化・遺伝子破壊による生産基本株の育種については、5 g/L 以上の生産濃度を示したた

め、順調に進んでいる。 
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グルコースからターゲット芳香族化合物までの代謝経路は複数考えられる。最も生産効率の良

い経路を判断するため、神戸大が FBA (Flux Balance Analysis) による代謝予測を行った。そ

の結果、複数の候補から最も高い収率予測を示した経路を採用し、RITE が遺伝子組み換えを施

した。コリネ菌の野生株に対し乳酸生産遺伝子の破壊、中間代謝物およびターゲット化合物の分

解遺伝子の破壊をまず行った。次にペントースリン酸経路遺伝子の発現強化とシキミ酸経路上の

一部の遺伝子の発現強化を行った。これにより代謝経路上で合計 10 ヶ所以上の遺伝子発現強

化・破壊を施した。さらにターゲット芳香族化合物の生産遺伝子を高発現させることで生産基本

株を育種した。この株を湿菌体重量 5%の細胞濃度でジャーファーメンターに充填し、温度、pH、

溶存酸素濃度の制御下で 24 時間流加培養を行った。その結果、5 g/L を超える濃度でターゲッ

ト芳香族化合物が培養液中に蓄積することを確認した(図 2.3.3.6-2)。 

 

図 2.3.3.6-2 生産基本株の育種と生産結果 

 

さらに、生産時に蓄積し未同定だった複数の副生物の特定に成功した。副生反応を推定し、複

数の候補遺伝子について破壊および高発現させた株を育種し検討を行った。これによりターゲッ

ト芳香族化合物の新たな代謝分解経路とその前駆体の他の副生物への変換に関わる内在酵素遺伝

子を実験的に突き止めることに成功した。得られた知見はターゲット芳香族化合物生産性の向上

を目指した菌株育種に大きく寄与するものと期待できる。 

 

2.3.3.6.1.2 全ゲノム解析による耐性に関連する変異点の特定 (RITE) 

全ゲノム解析による耐性に関連する変異点の特定については、全ゲノム解析情報から耐性関連

変異の抽出に成功しており、順調に進んでいる。 

ターゲット芳香族化合物は微生物に対して強い毒性を示す。コリネ菌は発酵生産に用いられる

他の微生物と比べて高い耐性を芳香族化合物全般に対して示すが、より高い耐性を生産菌に付与

することでターゲット芳香族化合物の生産濃度の向上を図る。この目的のため、ターゲット芳香

族化合物に対する耐性株を複数取得し、全ゲノム解析を行うことで耐性に関わる遺伝子を特定す

る戦略を取った。耐性菌を得るために 2 種類の変異導入法を用いた。従来から行われてきた変異

剤による方法と、ミューテーター高速育種法を用いた。ミューテーター高速育種法とは細胞分裂

の度に一定の確率でゲノムに変異を入れることができ、選択圧を与えながら耐性株を選抜可能な

技術である。これらの手法により変異を導入した株群から、耐性向上を確認できた株を 60 株得

た。その内 10 株について全ゲノム解析を行いそれぞれが持つ変異の抽出、比較を行った。変異

の影響の大きさと、複数の株に共通して同じ遺伝子に変異が入ったかという点を指標として検討
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候補を選び、野生株に改めて変異導入を行った。その結果、3 つの株で耐性の向上が確認できた。

次にターゲット化合物の生産株に今回見出した変異をそれぞれ導入して生産検討を行った。しか

し今回は生産濃度の向上は見られなかった。今後、耐性が確認できた別の株についても全ゲノム

解析を進め、別の耐性変異点が生産性向上に寄与するか確認する予定である。 

 

2.3.3.6.2 コリネ菌に特化した代謝モデル解析システムの確立と有効性検証 

2.3.3.6.2.1 オーミクス解析データの取得と提供、代謝モデル開発 (RITE・神戸大) 

オーミクス解析データの取得と提供、代謝モデル開発については、データの取得と提供が済ん

でおり、順調に進んでいる。 

ターゲット芳香族化合物を生産させる際の重要な中間代謝物であるシキミ酸をハブ化合物とし

て定め、ハブ化合物生産株を育種して代謝モデル開発のためのオーミクスデータを取得した。シ

キミ酸高生産株を育種する過程の株として、乳酸生産遺伝子破壊、シキミ酸代謝遺伝子破壊、シ

キミ酸経路上の遺伝子の発現強化をそれぞれ順次重ねた株を育種した。これに野生株を加えた計

4 株について同じ条件でシキミ酸生産検討を行い生産条件下で経時的に 3 点ずつサンプリングす

ることで培地中に蓄積した代謝物の濃度測定を行った。培養上清を分析したところ野生株では乳

酸が蓄積し、シキミ酸は検出されなかった。乳酸生産遺伝子を破壊した株では乳酸の蓄積が検出

されなくなった。さらにシキミ酸代謝遺伝子を破壊した株ではシキミ酸を検出でき、加えてシキ

ミ酸経路遺伝子の発現強化株ではさらに高濃度にシキミ酸が蓄積した。これらの挙動は全て株の

設計通りであった。このサンプリングの際に菌体の一部を分け、total RNA の抽出と全代謝物の

抽出にそれぞれ供した。total RNA サンプルは産総研に提供し、トランスクリプトーム解析に使

用した。その際コリネ菌からの total RNA 抽出法について検討を行い、汎用法とコリネ菌に特化

した方法を比較した。結果、コリネ菌用に作成したプロトコルを用いた場合に汎用法と比較して

約 10 倍量の total RNA を得ることができ、さらに RIN 値も 9 以上と解析に十分な値だった。細

胞抽出液は神戸大にてメタボローム解析に使用した。その際も内部標準濃度の調整など抽出法の

検討も行った。解析が終了した 2 種のオーミクスデータセット(4 株 × 3 サンプリングポイン

ト)は神戸大に提供済みである。これらのデータを反映させたコリネ菌の代謝モデルから得られ

る新規な代謝設計が提示され次第、2 サイクル目の計画を立て生産株の育種とデータ取得を進め

る。 

 

2.3.3.6.2.2 代謝モデルの有効性検証 (RITE・神戸大) 

代謝モデルの有効性検証については、代謝モデルからの提案を生産株で再現することでター

ゲット芳香族化合物の生産濃度の向上が認められており、順調に進んでいる。 

神戸大からは FBA の結果から生産性向上が期待できる遺伝子組換えの提案を受けた。菌体増殖

速度を最大にする条件での計算と、ターゲット芳香族化合物の細胞外排出速度を最大にする計算

をそれぞれ行い、各酵素反応の速度比を求めた。これにより、生産時に発現を強化すべき遺伝子、

抑制すべき遺伝子、破壊しても構わない遺伝子をそれぞれ優先度と共に提案された。このうち遺

伝子組換えの効果が比較的明確に判別できる、遺伝子破壊についてまず検討を進めた。候補遺伝

子を破壊した株をそれぞれ構築し、ターゲット芳香族化合物の生産経路をさらに組み込むことで

検討株を複数育種した。育種できた検討株から順次生産検討を行ったところ、対照と比較して約
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1.4 倍の生産濃度を示す遺伝子破壊株を見出した(図 2.3.3.6-3)。今後は未検討の残りの遺伝子

組換え株についても生産検討を進め、有効な遺伝子組換えの探索を継続する。 

 

 

図 2.3.3.6-3 FBA からの提案の、生産検討による有効性検証 

 

神戸大・理研からは FBA と HyMeP の計算から生産性向上が期待できる遺伝子組換えの提案を受

けた。具体的には① グルコースの取り込み経路をホスホトランスフェラーゼシステム(PTS)から

グルコーストランスポーターに変更、② NADH 消費を伴う生産経路の追加であった。コリネ菌は

通常 PTS を利用してグルコースをリン酸化しつつ細胞内に取り込む。その際ホスホエノールピル

ビン酸(PEP)をリン酸供与体として利用するためグルコースと等モル消費する。一方で PEP はシ

キミ酸経路に入る反応の基質であるため消費を抑える必要があった。この問題を解決するため

PTS を構成する遺伝子を破壊し、グルコーストランスポーター遺伝子とヘキソキナーゼ遺伝子の

導入を行った(提案①)。次に、解糖系で生じる NADH は解糖系の酵素へ強いフィードバック阻害

を示す。今回用いている生産株は前述のように乳酸生産遺伝子を破壊しているため、嫌気的に

NADH を酸化することは難しい。酸素を過剰に利用して NADH を再酸化した場合は CO2 が発生し収

率の低下が懸念される。そこで NADH を酸化する反応を新たに生産経路に追加することでこの問

題の解決を図った(提案②)。これらの提案を受け、まず NADH を利用する酵素の探索を行い、さ

らに提案を反映した遺伝子組換えを施した株を育種して生産検討を行った。その結果、対照株と

比較してこちらも約 1.4 倍の生産濃度向上を示す生産株を見出した(図 2.3.3.6-4)。 

図 2.3.3.6-4 FBA と HyMeP からの提案の、生産検討による有効性検証 

 

以上のように、代謝モデルを利用した情報解析技術を生産株育種に取り入れることで生産性が

大幅に向上した実例を複数示すことができた。従来法とは異なるアプローチで育種を進めたこと
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でこのようなブレークスルーが得られたと考えられる。今後は開発項目 2.3.3.6.1.1 で育種した

生産基本株に有効性の見られた遺伝子組換えを反映させ、さらなる生産性の向上を目指す。 

 

 

 

2.3.3.6.3 遺伝子配列改変による蛋白質発現量調節法の確立 

2.3.3.6.3.1 蛋白質高発現遺伝子配列の設計 (産総研) 

蛋白質高発現遺伝子配列の設計については、蛋白質発現量が低いと予測できる酵素の抽出とそ

の発現量向上のための遺伝子配列改変を複数提案しており、順調に進んでいる。ゲノム上にコー

ドされる全遺伝子について N 末 11 残基分の 33 塩基の特徴量を抽出し、発現量予測を実施した。

特徴量として mRNA の二次構造形成能に着目し、より安定な構造を形成し得るものほど翻訳効率

が低く、結果として蛋白質発現量が低いと予測した。本予測により、発現量が全遺伝子の下位

20%に含まれる遺伝子のうち、ターゲット芳香族化合物の生合成経路上に位置する二つの酵素遺

伝子 A、B を選択し、発現量向上が期待される配列改変を計算により算出した。具体的には上記

33 塩基の二次構造形成能が小さくなるように、かつ、コドン使用頻度が高いものが極力含まれ

るように同義置換によるコドン改変パターンを計算した。二つの酵素遺伝子はゲノム上で 3’末

端、5’末端が重複するオペロンを形成する。先頭の遺伝子は同じフレーム内に位置した二つの

開始コドンそれぞれ(A1、A2 と命名)について計算を実施し、各 2 パターンの改変候補を提案し

た。下流の遺伝子 B については単独で発現させた場合(2 パターン)およびオペロン A1B もしくは

A2B で発現させた場合それぞれについて計算を実施、後者についてはオペロン内の重複領域を固

定して計算を実施し、1 パターンを提案した。さらに、生合成経路を構築するうえで導入した外

来遺伝子 C についても同様に配列改変を 2 パターン提案した。 

 

2.3.3.6.3.2 遺伝子配列改変の有効性検証 (RITE) 

遺伝子配列改変の有効性検証については、蛋白質発現量の向上が確認できており、順調に進ん

でいる。各遺伝子の野生型、改変型およびオペロン構造を考慮した計 24 種の発現プラスミドを

構築した。発現量への効果は各プラスミド導入株の細胞抽出液の SDS-PAGE 解析により評価した。

単独発現時には二つの酵素遺伝子はどちらも改変により発現量が 1.5 倍から 3 倍程度まで上昇し

た。一方、外来遺伝子 C については発現量向上効果が見られなかった。オペロンからの発現につ

いては先頭遺伝子 A の改変により両遺伝子の発現量が単独発現時と同様に上昇した。一方、下流

の遺伝子 B への改変は発現量抑制効果がみられた。このように計算により得た配列改変を施すこ

とで複数の遺伝子について転写量を変えることなく蛋白質の発現量を増加させることに成功し、

本手法の有効性を実証した。今後、効果が見られたオペロン先頭遺伝子への改変を生産株へ導入

し生産性への効果を評価する予定である。図には単独発現時の効果を示す。野生型を WT、提案

された 2 つの改変を V1、V2 で示す。NC, PC はそれぞれネガティブ、ポジティブコントロールを

示す(図 2.3.3.6-5)。 
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図 2.3.3.6-5 配列改変提案の SDS-PAGE 解析による有効性検証 

 

2.3.3.6.4 排出輸送体探索 

排出輸送体探索については、2017 年度から協議を開始し 2018 年度から検討を始めた。RITE の

ターゲット芳香族化合物の排出輸送体と、その前駆体である化合物について、排出体の特定を目

指す。東北大は大腸菌を宿主とし、排出体ライブラリを用いて排出体の特定を行う。RITE は

ターゲット化合物の生産株構築情報提供、コリネ菌生産株での有効性検証を行う予定である。 

2.3.3.6.4.1 大腸菌を用いた、コリネ菌の排出体探索 (東北大) 

2.3.3.6.4.2 コリネ菌の排出体探索と有効性検証 (RITE) 

 

(10) 成果の普及 

 

表 2.3.3.6-5 外部成果発表のまとめ 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 2 0 1 0 0 

2017 0 0 8 0 2 1 0 

2018 

*1 

0 

(1) 

0 

(1) 

8 

(11) 

0 

(2) 

2 

(3) 

1 

(2) 

0 

(0) 

2020 

*2 
4 3 17 4 5 4 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

得られた技術については特許出願し、その後学会、論文等で発表する。必要であればノウハウ

として保有する。 

 

表 2.3.3.6-6 知的財産権のまとめ 

年度 特許出願件数 

 
国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
1 

(2) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 2 2 2 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.7 紅麹菌を用いた色素生産制御による有効性検証 

 

担当機関：江崎グリコ株式会社、株式会社バイオジェット（再委託）、産業技術総合研究所 

 

(1) 背景と目的 

 紅麹菌 Monascus purpureus の生産する紅麹色素は、日本国内の食用色素の年間需要の約 1/6

を占める代表的な天然色素である。本色素は，様々な色の調合に必要な基本色の一つであること，

中性域で自然な赤色を呈することなどから，恒常的な需要がある。近年、グローバル食品企業が，

合成色素を天然系色素に切り替える方針転換を示しており，世界的に天然系色素へのニーズが高

まっている。また、紅麹色素は食品色素以外の用途として、医薬品・化粧品・健康食品・サプリ

メント・工業用化学品などへの用途拡大も期待されるが、それには生産性の飛躍的拡大をもたら

す新規技術の開発が必要である。 

紅麹色素生産菌は、共通の azaphilone 骨格を持つ赤色色素、橙色色素、黄色色素を同時に生

産する。これらは紅麹菌の二次代謝物であり Acetyl-CoA 及び Malonyl-CoA 代謝経路を利用して

作られる。代謝経路の途中までは共通であることは分かっているが、個々の成分色素合成経路や

関連する酵素の一部は明らかにされておらず、商業上利用価値の高い橙色・赤色色素の成分比率

を高めることも実用上の課題の一つである。また、紅麹色素生産菌は色素生産と同時に、少量の

シトリニン（カビ毒の一種）を生産する。紅麹色素中のシトリニン含量は 0.2 ppm 以下と定めら

れており（第 9 版食品添加物工程書）、精製等によるシトリニン除去を必要としないシトリニン

含量の少ない紅麹菌・色素生産プロセス技術の開発は、色素生産性向上とともに重要かつ必要不

可欠な課題の一つとなっている。 

このように、紅麹菌は、食経験もある微生物の一種で、すでに商業利用されてもいるが、紅麹

色素生産技術は四半世紀以上も前に確立されたものである。従来技術では目標を達成することそ

のものが困難であり、時間・労力もかかる。一方で、これまで紅麹色素の生産性向上に関する研

究は少なく、紅麹色素の生産性は大幅な改良の余地があると考えられる。そこで、本研究開発課

題では、紅麹色素の実生産菌株を用いて、「紅麹色素の生産性向上」と「シトリニンの生産性低

下」という 2 つの指標を同時に達成しうる、「生合成モデルと遺伝子発現制御ネットワークモデ

ルの連結技術により構築する統合数理モデル」の有効性の検証を行う。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

中間目標 紅麹色素生産性を対基準株比で 2 倍以上、シトリニン含量を対基準株比で

1/2 以下を達成する。 

最終目標 紅麹色素生産性を対基準株比で 3 倍以上、シトリニン含量を対基準株比で

1/3 以下を達成する。 

  

(3) 全体計画 

開 発 項

目 

開発小項目（実施内容） 28

年 

29

年 

30

年 

31

年 

32

年 

① 紅 麹 i. 基準株の選定：グリコ社が保有する紅麹生産菌株      
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色 素 生

産 性 向

上 基 盤

技 術 開

発 

 

の中から、安定して高い生産を示す基準株を選定す

る。 

ii. 基準株ゲノム・遺伝子情報の取得：紅麹色素生産

基準株の高精度ゲノム・遺伝子情報を整備する。 

     

iii. 生産性バリエーション株の取得：ネットワーク

モデル構築に適したデータを提供するために、生産性

バリエーションを示す菌株を 6 株以上取得する。 

     

iv. 生産性が異なる培養条件の取得：ネットワークモ

デル構築に適したデータを提供するために、生産性バ

リエーションを示す培養条件等を 3 以上取得する。 

     

② 統 合

オ ー ミ

ク ス モ

デ ル の

有 効 性

検証 

 

i. 紅麹色素生合成モデルの構築：取得した紅麹菌ゲ

ノム情報より、Acetyl-CoA から紅麹色素・シトリニ生

合成に関連する遺伝子検索を行い、ターゲット遺伝子

候補の抽出及び生合成モデルを構築する。 

     

ii. 有用遺伝子情報取得：選別したバリエーション

株・培養条件において、RNA-seq 法によりトランスク

リプトームデータをそれぞれ 9 件以上取得し、数理モ

デル構築に提供する。 

     

iii. 紅麹菌遺伝子組換え技術の開発：紅麹菌の形質

転換技術を確立する。 

     

iv. 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築：取得

したトランスクリプトームデータから紅麹色素生合成

に関する遺伝子発現制御ネットワークモデルを構築す

る。 

     

v. 統合オーミクスモデルの構築と遺伝子改変方法の

提案：②-i, ②-iv を統合した新しい統合数理モデル

を構築し、紅麹色素生産性向上に資する転写因子、酵

素遺伝子等の導入・破壊方法を提案する。 

     

vi. 数理モデル予測に基づく遺伝子組換え紅麹菌の作

成：ii.を用いて統合オーミクスモデルの結果に基づ

いて遺伝子組換え菌を作成する。 

     

vii. 統合オーミクスモデル予測精度の検証：iii.で

開発した菌株のラボレベル、実製造スケールにおける

生産性を検証し、情報解析チームへフィードバックす

る。 

     

viii. パイロット試験装置を用いた実用化検討：開発

した新規紅麹生産菌の性能評価を行い、色素生産性 3

倍、シトリニン 1/3 を達成できるかどうか 3t パイロッ

ト試験装置を用いて実用化の検証を行う。 

     

449



 

(4) 実施体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 運営管理 

 半年に一度の全体会議、一年に一度の外部有識者による技術推進委員会に参加し、進捗状況を

発表するとともに、テーマの推進に有益な助言等を他の参画メンバー及び推進委員より受けた。

チームの運営に関しては、江崎グリコ社が主体となって、約 3 か月に 1 度（年 4 回程度）、各参

画機関の当該期間における実施サブテーマについて、進捗状況の報告・情報共有を行うため、数

理モデルチームメンバーとともにチームミーティングを開催した。本研究テーマでは、江崎グリ

コ社の保有する実用生産菌株の一つである GB-01 株を用いて複数機関で一体として実施するため、

基準株、変異体、遺伝子組換え体等の研究成果物を参画機関内で迅速に共有し、相互に利用でき

るようにするために、MTA/NDA 契約を締結した。また、江崎グリコ社の研究所（実験場所）及び

実際に実験を行う手順等を実地体験する機会を設ける等、本プロジェクトで得られた成果や技術

（ノウハウを含む）を、本テーマに参画する各機関が共有できるような運営を行った。知財戦略

については、本研究開発プロジェクトで使用する菌株は江崎グリコ社の GB-01（基準株）である

ため、その派生物についても江崎グリコ社が権利を保有する。変異体に関する情報及び新規情報

解析技術によってもたらされる色素生産性向上やカビ毒低減に資する遺伝子改変方法等について

は、産総研・江崎グリコ社・バイオジェット社と協議の上、しかるべき知的財産権の確保に努め

る。 

 

(6) 実施の効果 

 商業用紅麹色素生産菌改良株が完成後、色素生産性が現在より約 3 倍に上昇することで、色素

製造コストは飛躍的に下がることが期待でき、アジアを中心とした新興国企業に対し、圧倒的な

コスト競争力を生み出すことができる。これにより 2022年度国内シェア 30％（海外 7％）、2030

年度国内シェア 60％（海外 50％）を見込む。 

 

  

株式会社バイオジェット 

江崎グリコ株式会社 

（①-ii、①-iv, ②-ii、②-vii を再委託） 

国立研究開発法人 

産業技術総合研究所 

（臨海副都心センター、つくばセンター） 

MTA/NDA 

再委託契約（MTA/NDA を含む） 
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(7) 中間目標の達成度 

 

  

研究開発項目 
達 成

度 
成果 

①紅麹

色素生

産性向

上基盤

技術開

発 

i. 基準株の選定(H28) 〇 

目標とする安定した生産を示し、かつ高い生産

性を示す株を基準株として選定。さらに、基準

株を用いることで、評価のための標準培養法・

標準測定法を整備した。 

ii. 基準株ゲノム・遺伝

子情報の取得(H28-H29) 
〇 

以後の研究開発に必要な紅麹色素生産基準株ド

ラフトゲノムを構築した。現在、ver.2.1。 

iii. 生 産 性 バ リ エ ー

シ ョ ン 株 の 取 得 (H28-

H30) 

〇 
異なる色素/カビ毒生産を示す菌株を up株 3株、

down 株 3 株取得済み。 

iv. 生産性が異なる培養

条件の取得(H29-H30) 
〇 

色素生産性が大きく異なる培養条件 3 条件につ

いて再現性と 5 L ミニジャーにおけるスケール

アップ時の安定性を確認済み。 

②統合

オーミ

クスモ

デルの

有効性

検証 

 

i. 紅麹色素生合成モデ

ルの構築(H29-H32) 
〇 

類縁種との比較解析により、紅麹菌における色

素合成遺伝子クラスターを同定した。また、同

定した遺伝子クラスターから、生合成経路モデ

ルを推定した。 

ii. 有用遺伝子情報取得

(H29-H32) 
◎ 

基準株・変異株と培養条件を組み合わせること

で、異なる色素生産条件において予定を大幅に

上回る 84 件（H30/6 現在）の RNA-seq.データを

取得した。 

iii. 紅麹菌遺伝子組換

え技術の開発(H29-H30) 
△ 

紅麹菌の遺伝子組換えプロトコル、外来遺伝子

発現ベクターを確立した。遺伝子破壊は現時点

では未達成のため、ドミナントネガティブ法に

よりノックダウン法を確立する予定。 

iv. 遺伝子発現制御ネッ

トワークモデルの構築

(H29-H32) 

◎ 

②-ii でこれまで取得した RNA-seq.データを元

に、色素生産、カビ毒生産を制御する pigR1/2, 

citR を制御するネットワーク構造の推定を行

い、4 候補遺伝子を見出した（H30/06 現在）。 

中間目標：色素生産性 2

倍、カビ毒 1/2 
△ 

H30年 6月現在、本プロジェックトで得られてい

る株の細胞あたりの色素生産性は 1.6 倍。(8)に

記載の通り、現在、②-vii において数理モデル

の予測精度検証を行っているところ。  
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(8) 最終目標の達成可能性 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

①紅麹色素生産性向上基盤技術開発 

i. 基準株の選定（H28、江崎グリコ） 

グリコ社内育種で分離された紅麹色素実生産兄株の中から、培養後期（7～9 日）で安定

した生産性を示す菌株を基準株として選定することを試みた。まず、Monascus purpureus の培養

研究開発項目 成果 達成見通し 

②統合

オーミ

クスモ

デルの

有効性

検証 

（続） 

v. 統合オーミクス

モデルの構築と遺伝

子改変方法の提案

(H30-H32) 

色素生合成モデル、遺伝子発

現制御ネットワークモデルを

統合した新規統合数理モデル

を開発した結果、新たに 4候補

遺伝子を見出した（H30/06 現

在）。 

すでに新規統合オーミクスモ

デル（数理モデル）は構築済

みであるが、評価結果を踏ま

えてさらなる精度向上等が見

込まれる。 

vi 数理モデル予測

に基づく遺伝子組換

え 紅 麹 菌 の 作 成 

(H30-H32) 

すでにプラスミド法は確立

済。現在、②-iv及び②-vで得

られた提案を元に遺伝子組換

え紅麹菌を作成中。 

GB-01 株は、予想より形質転

換効率が低いため、ノックア

ウト株の作成は困難。そのた

め、削減候補 4 遺伝子につい

てはドミナントネガティブ法

により目的遺伝子発現量の削

減を図る。 

vii. 統合オーミク

スモデル予測精度の

検証(H30-H32) 

②-vi による遺伝子組換え体の

作成待ち。 

②-vi 株の色素生産性・カビ

毒低減については、数理モデ

ルの予測が正しければ目標を

達成できる見込み。 

viii. パイロット試

験装置を用いた実用

化検討(H31-H32) 

※平成 31 年度より実施予定 

②-viiの結果を、江崎グリコ

社が保有するパイロット試験

装置において生産性・経済性

評価を行い、実用化の検討を

行う。 

最終目標：色素生産

性３培、カビ毒 1/3 
 

現在、基準株比 1.6 倍の色素

生産性 up 株をベースに、本

スマートセル技術を用いるこ

とにより、細胞あたりの色素

生産性を 1.8 倍上げることは

可能と考えられる。また、カ

ビ毒についても、シトリニン

合成遺伝子の制御により同様

に低減可能と考えられる。 
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に一般的に使用される培地組成で 500 mL フラスコを使用して培養し、培養産物の分析方法、評

価方法の標準化を行った。そのうえで、図 2.3.3.7-(1)に示す菌株のうち、最も色素生産性の高

いグリコ B 株を選定した。本菌株を N=5 にて同条件で培養し、図 2.3.3.7-(2)に示す通り培養後

期で色素生産性にばらつきのない安定した菌株であることを確認し、これを基準株として選定し

た。 

 

 

図 2.3.3.7-(1) 実生産兄弟株の色素生産性 

 

 

図 2.3.3.7-(2) グリコ B 株の色素生産安定性 

 

ii. 基準株ゲノム・遺伝子情報の取得（H28-29、産総研、バイオジェット） 

本プロジェクトで使用する基準株 GB-01 よりゲノム DNA を抽出し、ゲノムアセンブルは、ゲノ

ム DNA の PacBio RSII long read library および Illumina short read library を用いて行っ

た。複数の long read アセンブラおよび hybrid assembler を検討した。最終的に Canu 1.4 およ

び MaSuRCa 3.2 による出力を採用した（図 2.3.3.7-(3)）。それらをマージおよびフィルタリン

グした結果 150 コンティグ、総延長 24.4 Mb のドラフトゲノム配列を得た。ドラフトゲノム配

列に対し RNA-Seq の結果を用いて exon 構造を同定し、また、ab initio 遺伝子予測ソフトウェア

の予測結果と併せて 8,402 個の遺伝子（コーディングシーケンス）を取得した。得られた遺伝

子・アミノ酸配列の機能解析を行い、麹菌 Aspergillus oryzae RIB40 ゲノムと比較したところ、

多くの遺伝子は共通するが糖代謝関係、細胞壁、二次代謝関係の遺伝子が少ないことが判明した。 
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図 2.3.3.7-(3) 紅麹菌ゲノムアセンブリフロー 

 

iii. 生産性バリエーション株の取得（H28-30、江崎グリコ） 

異なる紅麹色素生産性を示す菌株（バリエーション株）を、異なった条件で培養すること

で、より多くのトランスクリプトーム情報を得ることができる。 

ⅰで選定した基準菌株に対し、UV 照射により自然変異を生じさせ、さまざまな色素生産性を示

すバリエーション株の取得を試みた。得られた自然変異菌株を、100 mL フラスコスケールにて液

体培養し、色素の生産性を調べた。その結果、基準菌株と比較して、最大で色素生産性が 1.6 倍

に上昇した菌株（Up株）、1/8 倍に色素生産性が低下した菌株（Down 株）、それらの間に位置す

るさまざまなバリエーション株が得られた（図 2.3.3.7-(4)、結果の一部を掲載）。 

 これらバリエーション株の中から、500 mL フラスコ培養、あるいは 5 L ミニジャーで安定して

Up あるいは Down の形質を維持するものを探索することで、Up 株 3 株、Down 株 3 株、計 6 菌株の

バリエーション株を得たことを確認した（図 2.3.3.7-(5)）。 
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図 2.3.3.7-(4) 色素生産性バリエーション株の取得 

 

 
図 2.3.3.7-(5) ミニジャーによる Up 株、Down 株の色素生産性 

 

iv. 生産性が異なる培養条件の取得（H29-30 江崎グリコ、バイオジェット、産総研） 

紅麹色素生産性に寄与する遺伝子群を推定するために、同一株でも色素生産性が大きく異なる

培養条件を見出し、それぞれの条件下での RNA-Seq. データを取得する必要がある。そのため、

まずは基準株について、培地成分、通気、攪拌、温度、添加剤などさまざまな培養条件を変化さ

せて色素生産性を比較した。その結果、色素生産性の大きく異なる条件として、 

(1) 培地の種類 

(2) 培地中の炭素源/窒素源の比率（C/N 比） 

(3) 炭素源の添加タイミング 

(4) 菌糸分散剤の種類 

を変化させることで、大きく色素生産性あるいはシトリニン生産性が異なることを見出した。具

体的には、(1)に関しては、グルコースをメインの C 源とした紅麹菌標準培地に対し、組成を変

えた培地 2、培地 3 において、5 L ミニジャーを用いた評価系で最大約 3 倍の色素生産性に違い

があることを確認した。(2)に関しては、グルコース/ペプトン比を変えることで最大 9 倍の色素

生産性に違いがあること（図 2.3.3.7-(6)）、(3)に関しては、培養スタート時のグルコース濃

度を変え、培養中に枯渇した時点でグルコースを添加することでシトリニンの生産性が大きく異

なること（図 2.3.3.7-7)）を見出した。(4)については、培養開始時に培地中に添加する菌糸分

散剤の種類によって、色素生産性が大きく異なることを見出した（図 2.3.3.7-(8)）。 
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図 2.3.3.7-(6) 培地中の C 源/N 源比率変化時の色素生産性の比較 

 

 

図 2.3.3.7-(7) C 源添加タイミングとシトリニン生産量の比較 

↑はグルコースが枯渇したためスタート時と同じ濃度のグルコースを添加したことを示す。 

 

 

図 2.3.3.7-(8) 分散剤の種類による色素生産性の比較。 

 

②統合オーミクスモデルの有効性検証 

i.紅麹色素生合成モデルの構築(H29-H32、産総研)  

①-ii で予測された全遺伝子から、色素合成に関与する二次代謝クラスターの予測を行った。

既知の遺伝子クラスターとの相同性検索を実施し、20 遺伝子からなる色素生合成遺伝子クラス

ターおよび、13 遺伝子からなるシトリニン生合成遺伝子クラスターを同定した。同定したクラ

スターを構成する遺伝子群の機能アノテーションを実施し、色素生合成モデルを構築した。予測
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された色素生合成遺伝子クラスターと、近縁種である Monascus pilousus の公開されているゲノ

ム情報との比較を行った結果、クラスター内の遺伝子の多くに高い相同性がみられた（図

2.3.3.7-(9)、一部のみ抜粋）。 

 

 

図 2.3.3.7-(9) 紅麹菌ゲノム情報からの色素合成経路の同定 

 

ii. 有用遺伝子情報取得(H29-H32、産総研、バイオジェット)  

  次世代シーケンサーを用いた紅麹菌基準株 GB-01 の Whole genome analysis によってドラフ

トゲノムを構築した（②-i）。また、次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子発現情報解析

（RNA-seq.）を行うために、紅麹菌基準株と up株/down 株、さらに異なる培養条件を組み合わせ

て異なる色素生産性条件を作り出した（①-iv）。これらの培養条件下で培養を行い、培養日数

ごとにサンプリングを行い total RNA を抽出した。紅麹菌菌体から RNA-seq.グレードの高品質の

total RNA 調製は、他のモデル微生物等に比べると著しく困難であると予想されたため、(1)-1

チームと連携しつつ、紅麹菌に特化したプロトコルの開発を行ったところ、通常の培養法であれ

ば RIN値＝6程度の品質の total RNAを安定して取得することが可能になった。当初の目標では、

採取する RNA-seq.データポイント数を 9／年としていたが、表 2.2.2.7-(1)に示すように目標を

大幅に超える 84 点の RNA-seq.データを取得した。また、異なる次世代シーケンスプラット

フォーム（HiSeq, MiSeq, IonProton）を駆使して RNA-seq.データを取得したが、プラット

フォーム間でのバイアスは認められなかった（データ非掲載）。 
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表 2.3.3.7-(1) RNA-seq.サンプルの一覧 

Exp.No. 株 条件 NGS Sampling 

time (days) 

Replication No. of data 

H28-3 GB01 0 MiSeq 4 1 1 

H28-4 GB01 99 MiSeq 4 1 1 

H29-2 GB01 0 Hiseq 3/5/7/9 3 12 

H29-3 GB01 0 IonProton 3/5/7/9 3 12 

H29-4 GB01/変異株 4

種 

0 IonProton 3/7 1 10 

H29-5 GB01/変異株 1

種 

1 IonProton 2/3/5/7/9 1 10 

H29-6 変異株 5 種 1 IonProton 3/7 1 10 

H29-7 GB01/変異株 1

種 

5 IonProton 3/7 1 12 

H29-8 GB01/変異株 1

種 

4 MiSeq 3/7 1 4 

H30-1 GB01/変異株 2

種 

5 IonProton 3/7 1 12 

TOTAL 
     

84 

 

iii. 紅麹菌遺伝子組換え技術の開発（H29-30、産総研、江崎グリコ） 

 紅麹菌の遺伝子組換え技術は文献上で数例あるのみで、これまでほとんど検討されてこなかっ

た。また、今回使用する菌株は江崎グリコ社の実用生産菌株であり、分譲機関株とは性状が大き

く異なることも分かっていた（データ非掲載）。統合数理モデルによって提案される遺伝子改変

法は、大きく分けて２つに分類できる。一つは、遺伝子過剰発現であり、もう一つは遺伝子破壊

である。シトリニンの低減には、②-i で明らかになった、GB-01 株のシトリニンクラスター遺伝

子のうち、重要な役割を果たす遺伝子を破壊することによってシトリニン非生産株を作ることは

容易に想像できる。しかし、少なくとも一部の生合成経路を色素合成とシトリニン合成で共有す

ることから、シトリニン合成遺伝子を破壊することによって色素生産性が影響を受ける可能性も

考えられる。したがって、シトリニン合成遺伝子の破壊の場合には、色素生産性を低減させない

遺伝子を統合数理モデルによって導き出す必要がある。 

遺伝子組換えに必要な要素技術として、紅麹菌内で任意の外来遺伝子（遺伝子破壊のための抗

生物質耐性遺伝子も含む）を必要なタイミングで必要な量を発現させることが第一の課題である。

①-ii により、GB-01 株のゲノム配列が明らかになり、約 8400 の Gene model 情報と紅麹菌全遺

伝子と標準状態における RNA-seq.による遺伝子発現データを合わせることで、すべての紅麹菌

遺伝子プロモーターのランキングを行い、紅麹菌で作動すると考えられるプロモータープロファ

イルを取得した。強い遺伝子発現が可能なものとして表 2.3.3.7-(2)に示す 13種を、また、培養

日数に応じて変化の少ない安定した発現が期待でき、かつ様々な強さのプロモーターとして表

2.3.3.7-(3)に示す 9 種を選抜した。pKEF 番号は、構築したプラスミド番号、Contig No.は、ド
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ラフトゲノムで当該遺伝子プロモーターの存在する contig 番号、Length はプロモーターの塩基

配列長（bp）、TATA-box はコアプロモーターとして TATA-box binding protein の結合する予測

される部位、3～9 の数字は各培養日数とそのときの相対発現量（緑：低～黄：中～赤：高）を

ヒートマップで、Expression は平均発現量を示す。また、実際に、当該配列をゲノム DNA から

PCR により取得した。ターミネーターは Ashybia gossipii の Elongation factor 1-alpha (TEF)

ターミネーターを用いることとした。これらのプロモーターに対し、目的とする遺伝子をこの間

に挿入する Basic ベクターラインナップを構築した。 

 

表 2.3.3.7-(2) 紅麹菌遺伝子組換えに利用可能なプロモーター（強） 

pKEF 
Contig 

No. 

Length 

(bp) 
TATA box (bp) 3 5 7 9  

Expression  

(Mean±SD) 

120 2 1185 -164         5334.4±529.4 

121 3 651 ND         2979.9±821.1 

103 6 808 ND         2428.6±305.6 

104 6 981 -609         2357±460.1 

105 9 319 -216         2270.4±412.3 

106 4 416 -37         1781.6±367.5 

107 2 383 ND         2182.5±381.8 

108 8 608 -67         4814.1±2734.9 

109 6 1246 -698         11570.8±12385.4 

110 3 1071 -189         6815.5±6212.1 

111 8 482 -93         3049±1369 

112 3 1013 -132         3005.9±1084.5 

113 4 1289 -103         1871.1±2403.1 

 

表 2.3.3.7-(3) 紅麹菌遺伝子組換えに利用可能なプロモーター（安定） 

pKEF 
Contig 

No. 

Length 

(bp) 
TATA box (bp) 3 5 7 9  

Expression  

(Mean±SD) 

114 5 606 ND         395.7±36.3 

102 1 415 -124         206±20.5 

116 2 554 -536         176.4±16.3 

117 1 381 ND         141.4±13.6 

118 3 390 ND         88.6±7.5 

119 6 417 ND         60.3±4.8 

101 3 344 -209         30.7±6 

122 17 892 ND         9.6±0.4 

123 4 287 -125         0.5±0 
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iv. 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築（H29-32、産総研） 

 これまでに測定された異なる色素生産量を示す Up 株/Down 株・培養条件におけるトランスクリ

プトームデータから、紅麹色素生合成に重要な役割を果たすと予測される転写因子及び酵素遺伝

子の絞り込みを行い、2.3.2.9 で開発した技術を適用し、遺伝子発現制御ネットワークモデルの

構築を行った。 

対象とする生合成クラスターを制御するために必要な転写因子をターゲット遺伝子とし、遺伝子

制御ネットワークモデル構築するための遺伝子選択を実施した。具体的には、糸状菌の転写因子

に共通する PFam ID, Superfamily ID を調査し、紅麹ゲノム中の全転写因子候補 423 個のセット

を作成した。次に、72 条件の RNA-Seq.による発現解析結果を元に、色素生合成クラスター内転

写制御因子および、シトリニン生合成クラスター内転写制御因子との発現相関関係を計算した。

そのうえで、両クラスター内転写制御因子のいずれかと高い相関を持つ遺伝子を幾つかの条件で、

ネットワークを構成する転写制御因子からのサブセットおよび、全遺伝子からのサブセットを合

計 9 セット作成した（図 2.3.3.7-(10)）。 

作成したセットの中から特に Criteria1 を用いて、第一弾のネットワークモデルを構築し、色

素生産性を向上させる 2 つの過剰発現候補遺伝子、2 つの破壊候補遺伝子を提案した（図

2.3.3.7-(11)）。このうちの 1 つの候補は、色素生産性を向上させると同時に、シトリニンを低

減させる可能性があるものであった。 

 

 

図 2.3.3.7-(10) 紅麹菌色素合成量に関係する遺伝子選択フロー 
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図 2.3.3.7-(11) 紅麹菌色素合成量調節のための遺伝子ネットワーク 

 

v. 統合オーミクスモデルの構築と遺伝子改変方法の提案（H30-32、産総研） 

 色素生合成経路モデル、遺伝子発現制御ネットワークモデルを統合し、生合成経路遺伝子を原

因変数、各種色素を結果変数とする統合数理モデルの構築を行った。具体的には、先に推定した

色素生合成クラスターを構成する遺伝子群の発現量制御を実現するため、クラスター内に存在す

る転写因子を誘導ターゲット遺伝子と設定するとともに、抑制すべきシトリニン合成クラスター

内の転写因子を抑制ターゲット遺伝子と設定した。第一段階で推定した遺伝子ネットワークモデ

ルを高精度化するため、先に選択した 9 セットについて遺伝子ネットワークを構築した結果、特

に Criteria 7 と Criteria 8 のセットにおいてネットワーク精度が高いことが予測された。そこ

で、新たに構築した 2 つの遺伝子ネットワークモデルについて、構築したネットワークモデル構

造から、特に係数が高いエッジ（制御関係）のみで構築したサブグラフを抽出し、サブグラフ上

でそれぞれのターゲット遺伝子の上流にある遺伝子を、改変候補遺伝子として提案した（図

2.3.3.7-(12)）。 

 

 

図 2.3.3.7-(12) 複数のターゲット遺伝子調節のための改良型遺伝子ネットワーク 
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vi. 数理モデル予測に基づく遺伝子組換え紅麹菌の作成（H30-32、産総研） 

 遺伝子組換え紅麹菌の作成技術は、上述のように未確立であるため、プロトプラスト形質転換

法の検討から行った。同じ糸状菌であっても、Aspergillus 属の手法は全く適用できなかったた

め、2.3.3.2 長岡技大の協力を得て、Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei)の手法を参考に

紅麹菌形質転換のためのプロトプラスト調製法を確立した。上記②-iv 及び②-v の数理モデルに

よって提案された合計 8 遺伝子のうち 4 つの遺伝子破壊候補及びシトリニンクラスター内の生合

成経路においてより下流に位置する（色素生産には影響しにくい）と考えられる 5 遺伝子につい

て、15 回ノックアウトを試みたが、GB-01 は形質転換効率が著しく低く、いずれも形質転換体は

得られなかった。そこで、プラスミド法を試したところ、pAUR316 (TakaraBio)を用いた形質転

換に成功した。また、このプラスミドベクターは Aureobasidin A 存在下であれば、胞子形成を

経てもプラスミドの脱落が無いことを確認した。プラスミド法では、標的遺伝子の破壊は困難で

ある。提案された候補遺伝子は基本的に転写調節因子であるため、ドミナントネガティブ法によ

るノックダウンが適用可能であると考え、現在、新しい数理モデルにより示唆された 8 候補遺伝

子に関してプラスミド法による形質転換体の作成を行っているところである。 

 

vii. 統合オーミクスモデル予測精度の検証（H30-32、産総研、江崎グリコ、バイオジェット） 

 ②-vi 及び本項は H32 年度までに行う予定の項目であるが、②-vi で形質転換体を作成してい

るところであり、取得次第、フラスコスケール及び 5 L ミニジャースケールでの色素生産性評価

を行うとともに、得られた形質転換体では、どのように遺伝子発現が変化したかを RNA-seq.に

より網羅的遺伝子発現データを取得し、色素生産性と併せて数理モデルへフィードバックし、有

効性評価を行う予定。 

 

viii. パイロット試験装置を用いた実用化検討（江崎グリコ、産総研） 

 本項は、H31 年度から実施予定。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
 0 

(2) 

1 

(1) 

0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 5 1 4 0 0 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み  

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(1) 

2020 *2 2 10 2 

知財戦略については、(5)運営管理に記載の通り。 
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2.3.3.8 微生物を用いたパプリカ由来カロテノイドの新規生産法の有効性検証 

 

担当機関：江崎グリコ株式会社、石川県立大学、神戸大学、産業技術総合研究所 

 

(1) 背景と目的 

食品用色素には天然色素と合成色素が存在するが、近年、天然色素のニーズが急激に上昇して

いる。現在、天然色素の原料となる植物の調達に関しては、その大半を中国に依存しているのが

現状である。原料を植物に頼らず微生物において色素生産が実現できれば、原料調達の問題が回

避でき、日本企業が世界をリードできると考えられる。一方、カロテノイド色素は、可視光、紫

外線の吸収機能、活性酸素の消去機能、完全な共役電子系、などの特徴を有する機能材料であり、

色素としての利用以外に、生理機能素材としての健康食品、化粧品への利用が世界的に進むと考

えられている。これまでの研究で、パプリカ中には、アスタキサンチンを上回る非常に高い抗酸

化活性を有するカロテノイドが多く存在することが確認されており、パプリカ由来カロテノイド

は生理機能素材として食品、化粧品、医薬部外品で事業化が期待できる。しかし、パプリカ植物

中のカロテノイド含有量は非常に低く、パプリカ植物からの抽出によってカロテノイドを大量生

産するには実用化に問題がある。 

本研究では、パプリカ由来カロテノイドの微生物生産実現のため、カロテノイド代謝工学技術、

酵母による物質生産技術、及び代謝を設計するための情報解析技術、など、ドライ技術とウエッ

ト技術を組み合わせ、実用的な生産系を構築することで、世界に先駆けて国際競争力のあるカロ

テノイド生産系を構築し、事業活用する。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

中間目標 ・代謝酵素候補遺伝子導入株の改良（目標値：改良株の構築２株以上） 

・大型発酵装置等での生産性の検証（目標値：パプリカ由来希少カロテノ

イドの生産性 0.3 g/L 以上） 

・構築微生物等におけるトランスクリプトーム解析（目標値：２株以上） 

最終目標 ・パプリカ由来カロテノイドのより高効率な生産（1 g/L 以上）が可能な

微生物を構築する 

 

(3) 全体計画 

開発項目 開発内容 28

年 

29

年 

30

年 

31

年 

32

年 

①カロテノイ

ド A 生産微生

物の構築と実

生産スケール

での検証 

i. 未同定酵素の予測：ドライ技術で候補遺伝子

を予測する。 

     

ii. 検証用微生物の構築：大腸菌、酵母を宿主

微生物として生産菌株を構築する。 

     

iii. 候補遺伝子の導入・評価：大腸菌、酵母、

植物に導入して生産性の評価を行う。 

     

iv. 微生物の構築、解析、改良：構築した組換      
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え大腸菌、酵母での生産条件検討、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ

解析を実施する。 

v. 生産性検証(ラボ機、実機）：構築、改良さ

れた組換え大腸菌、酵母のカロテノイド生産性

をミニジャーあるいは大型発酵槽を用いて検証

する。 

     

②カロテノイ

ド B 生産微生

物の構築と実

生産スケール

での検証 

iv. 微生物の構築、解析、改良：構築した組換

え大腸菌、酵母での生産条件検討、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ

解析を実施する。 

     

v. 生産性検証(ラボ機、実機）：構築、改良さ

れた組換え大腸菌、酵母のカロテノイド生産性

をミニジャーあるいは大型発酵槽を用いて検証

する。 

     

③カロテノイ

ド D、カロテ

ノイド E 生産

微生物の構築

と 実 生 産 ス

ケールでの検

証 

iv. 微生物の構築、解析、改良：構築した組換

え大腸菌、酵母での生産条件検討、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ

解析を実施する。 

     

v. 生産性検証(ラボ機、実機）：構築、改良さ

れた組換え大腸菌、酵母のカロテノイド生産性

をミニジャーあるいは大型発酵槽を用いて検証

する。 

     

 

(4) 実施体制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（5） 運営管理 

半年に一度の全体会議、一年に一度の外部有識者による技術推進委員会に参加し、進捗状況を

発表するとともに、テーマの推進に有益な助言等を他の参画メンバー及び推進委員より受けた。

チームの運営に関しては、江崎グリコ株式会社が主体となって、約 3 か月に 1 度（年 4 回程度）、

各参画機関の当該期間における実施サブテーマについて、進捗状況の報告・情報共有を行うため、

（① -i, ii, iii, ②-iv, v, ③- 

iv, v について共同実施） 

江崎グリコ株式会社 

国立研究開発法人 

産業技術研究所 

 【共同実施先】 

 

神戸大学 
 【共同実施先】 

 

（①-i について共同実施） 

 【共同実施先】 

 

石川県立大学 （①-iii, ②-iv, ③-v に

ついて共同実施） 
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ドライチームメンバーとともにチームミーティングを開催した。本研究テーマでは、石川県立大

学で開発されたカロテノイド合成遺伝子/プラスミドベクター系を基本に、そのパプリカ由来各

種カロテノイド合成遺伝子を付加したディリバティブを複数機関で活用する。そのため、遺伝子

情報、遺伝子組換え体等の研究成果物を参画機関内で迅速に共有し、相互に利用できるよう

MTA/NDA 契約を締結した。 

 

(6) 実施の効果 

 商業用カロテノイド生産菌改良株が完成すれば、植物抽出に頼るアジアを中心とした新興国企

業に対し、圧倒的なコスト競争力を生み出すことができると考えられる。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達 成

度 

今後の課題と解決方針 

①カロテノイド A

生産微生物の構築

と実生産スケール

での検証 

i. 未同定酵素

の予測を行う 

ドライ技術で候補遺

伝子を 26 種類予測

し、ウェットチーム

に提供した。 

〇 
 

ii. 検証用微

生物の構築を

行う 

i の候補遺伝子を合成

し、大腸菌、酵母を

宿主微生物として生

産 菌 株 を 構 築 で き

た。 

〇 
 

iii. 候補遺伝

子の導入・評

価を行う 

大腸菌、酵母、植物

に導入して生産性の

評価を行った。 

〇 
 

iv. 微生物の

構築、解析、

改良を行う 

構築完了は確認でき

たが、大腸菌、酵母

での生産には至って

いない。 

× 26 個の遺伝子を同時発

現させる検討実施中。

ネガティブな結果なら

本 開 発 項 目 は 終 了 予

定。 

v. 生産性検証

( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

× 

②カロテノイド B

生産微生物の構築

と実生産スケール

での検証 

iv. 微生物の

構築、解析、

改良を行う 

カロテノイド B合成用

微生物（大腸菌なら

び に 酵 母 ） を 構 築

し、カロテノイド Bの

直前の物質（中間体

a）までの生産性を確

認できた。 

△ キー遺伝子産物の酵素

と基質との反応局在性

を解明し、物質生産を

実現し、生産条件の最

適化を行う。 

v. 生産性検証 iv で構築した微生物 △ 
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( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

の中間体 a生産性をミ

ニジャーで検証でき

た。 

③カロテノイド

D、カロテノイド

E 生産微生物の構

築と実生産スケー

ルでの検証 

iv. 微生物の

構築、解析、

改良を行う 

2 種類の微生物（大腸

菌、ならびに酵母）

におけるカロテノイ

ド D生産菌株を構築で

きた。 

 

〇 生産性改良のための課

題抽出と情報取得のた

め、構築微生物のトラ

ンスクリプトーム解析

を実施予定。 

 

v. 生産性検証

( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

× 

 

(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

①カロテ

ノイド A

生産微生

物の構築

と実生産

スケール

での検証 

i. 未同定酵素

の予測を行う 

ドライ技術で候補

遺伝子を 26 種類予

測 し 、 ウ ェ ッ ト

チ ー ム に 提 供 し

た。 

パプリカ由来カロ

テノイドのより高

効率な生産（1 g/L

以上）が可能な微

生物を構築する 

現在進行中の、26 個

の遺伝子を同時発現

さ せ る 検 討 に お い

て、大腸菌ならびに

酵母両方につて良い

結果が得られない場

合は、最終目標達成

は困難と思われる。 

ii. 検証用微生

物の構築を行う 

i の候補遺伝子を

合成し、大腸菌、

酵母を宿主微生物

として生産菌株を

構築できた。 

iii. 候補遺伝

子の導入・評価

を行う 

大腸菌、酵母、植

物に導入して生産

性 の 評 価 を 行 っ

た。 

iv. 微生物の構

築、解析、改良

を行う 

構築完了は確認で

きたが、大腸菌、

酵母での生産には

至っていない。 

v. 生産性検証

( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

同上 

②カロテ

ノイド B

生産微生

物の構築

と実生産

iv. 微生物の構

築、解析、改良

を行う 

カロテノイド B 合

成用微生物（大腸

菌ならびに酵母）

を構築し、カロテ

ノイド B の直前の

パプリカ由来カロ

テノイドのより高

効率な生産（1 g/L

以上）が可能な微

生物を構築する 

今後「トランスクリ

プトーム解析で得ら

れた情報に基づく代

謝経路の最適化」と

「構築した大腸菌あ
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スケール

での検証 

物質（中間体 a）

までの生産性を確

認できた。 

る い は 酵 母 株 の 改

良・評価」のサイク

ルを回すことで、最

終目標である高効率

な希少カロテノイド

生産（1 g/L 以上）の

生産菌株構築、なら

びに実機での検証が

できる見込み。 

v. 生産性検証

( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

iv で構築した微生

物の中間体 a 生産

性をミニジャーで

検証できた。 

③カロテ

ノ イ ド

D 、 カ ロ

テノイド

E 生産微

生物の構

築と実生

産スケー

ルでの検

証 

iv. 微生物の構

築、解析、改良

を行う 

2 種 類 の 微 生 物

（大腸菌、ならび

に酵母）における

カロテノイド D 生

産菌株を構築でき

た。 

パプリカ由来カロ

テノイドのより高

効率な生産（1 g/L

以上）が可能な微

生物を構築する 

v. 生産性検証

( ラ ボ 機 、 実

機）を行う 

同上 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

① カロテノイド A 生産微生物の構築と実生産スケールでの検証 

i. 未同定酵素の予測：ドライ技術で候補遺伝子を予測する。（H28-30、神戸大、江崎グリコ、

産総研） 

2.3.2 代謝系を設計する情報解析技術の開発のうち、2.3.2.1 新規代謝経路の設計・最適化手

法の開発において、機械学習による新規酵素反応予測手法の開発に資する適用例として、カロテ

ノイド A の生合成遺伝子（EnzX）配列の予測を実施した。具体的には、１）機械学習による酵素

遺伝子の判別器を利用した予測、２）マルチプルアラインメントをもとにした配列解析との比較

検証、を実施した。研究開発の成果は以下の通り。 

１）機械学習による酵素反応判別 

機械学習による新規酵素反応予測手法は、酵素配列のみならず、基質・生成物といった化学構

造を考慮して、学習データをもとに酵素反応の判別を行う。この際、酵素配列・化学構造を特徴

ベクトル化し、学習データ（正例・負例）データをもとに、サポートベクターマシン（SVM）に

よって判別器を作成する。正例としては、予測する酵素反応に関して既知の EC 番号に分類され

る酵素反応情報（配列・化学構造）を利用し、負例はそれ以外の EC 番号に分類される酵素反応

情報、または酵素配列と化学構造情報を任意に組み合わせた情報を利用する。学習データとして

は、与えられた課題を考慮して、正例・負例の組合せを数種準備し、複数の学習判別器を生成し、

各結果を平準化することで、学習そのものの偏りを軽減することとした。テストデータとしては、

トウガラシの成熟フェーズにおいて、顕著に発現のみられる遺伝子発現データを利用して、遺伝

子配列候補を抽出し、これらを判別器で予測した。 

 

２）配列解析との比較検証 
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配列解析では、当該代謝パスウェイ上の酵素遺伝子と予測に利用した遺伝子発現データ由来の

酵素遺伝子の各配列情報を利用し、クラスタリングを実施したところ、配列解析のみでは類似と

判定されない酵素遺伝子配列であっても、機械学習においてスコアが高いケースもあることが示

され、酵素遺伝子候補の提示という観点から、多様性を有する配列を提示することができた。 

 

ii. 検証用微生物の構築：大腸菌、酵母を宿主微生物として生産菌株を構築する。（H28-30、江

崎グリコ、産総研） 

１）検証用大腸菌の構築 

カロテノイド産生細菌 Pantoea ananatisは、大腸菌（Escherichia coli）と同じクラス（綱）

であるγ-Proteobacteria に属することもあり、P. ananatis 由来のカロテノイド生合成遺伝子

群は大腸菌で容易に機能発現し、大腸菌に、リコペン（リコピン）、β-カロテン、ゼアキサン

チン生産能を与える（図 2.2.3.8-1）。 

 

 
図 2.3.3.8-1 微生物のゼアキサンチン生合成系 

 

大腸菌を用いてカロテノイド A 生産微生物を構築するため、ゼアキサンチン合成に必要な P. 

ananatis の crt 遺伝子群を含むプラスミド pACHP-Zea を導入したゼアキサンチン合成大腸菌株に

ターゲット遺伝子を導入し、カロテノイド A 合成の中間産物である中間体 b の合成を試みた。過

去に、藻類由来のターゲット遺伝子が大腸菌では機能しないことが分かっていたため、様々な植

物由来のターゲット遺伝子の大腸菌での機能評価を試みた。Capsicum annuum、Arabidopsis 

thaliana、Zea mays、Ipomoea nil、Prunus armeniaca 各由来のターゲット遺伝子を導入した結

Phytoene

Lycopene

β-Carotene

Zeaxanthin

FPP

GGPP

CrtB

CrtE

Crt I

CrtY

CrtZ

(CrtYB)

(CrtYB)
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果、C. annuum 由来ターゲット遺伝子が大腸菌で良く機能することが分かり、中間体 b および中

間体 a 合成株を作出することができた。 

大腸菌には様々な株が存在するため、P. ananatis 由来のリコペン生合成遺伝子群などを利用

して、カロテノイド生産能、生産の安定性、できるだけ変異の数が少ないこと等を指標に、種々

の大腸菌株の評価を行った。その結果、最適なカロテノイド生産用宿主株として、JM101 (DE3)、

BL21(DE3) の２株を選出した。さらに、これら２株について全ゲノム配列を解読した。 

これまでに構築したカロテノイド生産大腸菌は、プラスミド導入により獲得しており、今後の

安定的かつ経済的な生産のためには、プラスミドではなく大腸菌ゲノムに直接カロテノイド生合

成遺伝子を挿入することが望ましい。そこで、相同組換えにより大腸菌ゲノムにカロテノイド生

合成遺伝子を挿入する試みを行った。その結果、すでに相同組換えが報告されている大腸菌株で

の予備実験を経て、実際に生産に使用する予定の BL21(DE3)、JM101(DE3)で IPP isomerase を

コードする idi 遺伝子（イソプレノイド合成の鍵遺伝子）をゲノムに挿入した相同組換え株を獲

得することができた。相同組換えを繰り返すことにより、idi 遺伝子以降の遺伝子をゲノムに挿

入し、カロテノイド安定生産株を構築する。 

２）検証用酵母株の構築 

酵母におけるカロテノイド生産に関わる研究は、これまで様々な研究結果が報告されているが、

その多くが本来カロテノイドの生産能を有する酵母 Xanthophyllomyces dendrorhous などにおけ

る生産性の改善や、また、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae などのカロテノイド非生産酵母

でのリコペン、β-カロテン、アスタキサンチンなどの生産に関わるものである。本課題のター

ゲットであるカロテノイド A やカロテノイド B・カロテノイド C は、前駆体として中間体 b から

の生合成が示唆されており、そのため、ドライ技術によって予測される候補遺伝子の検証のため

には、中間体 b 生合成酵母株が必須である。しかしながら、酵母におけるこれらカロテノイドの

生産の報告は、これまでほとんどなされていない。 

そこで初めに、本課題における検証用酵母株の構築に適した酵母株を選抜するため、カロテノ

イド生産性が比較的高く、複数種類の遺伝子の同時保持のため、多数の選択マーカー遺伝子が使

用可能な酵母株の選抜を行った。用いた酵母株は、これまでの研究において出芽酵母におけるタ

ンパク質生産において比較的高い生産性を有する株として、 INVSc1 株（ Thermo Fisher 

Scientific 社）、内在性プロテアーゼを欠損させた BY4743 株、および YPH500 株を用いた。 

酵母でのカロテノイド生産において主に利用されているカロテノイド生合成遺伝子群としては、

Pantoea ananatis 由来 crtE（以後 PaCrtE と記載）、crtI（以後 PaCrtI と記載）、crtB（以後

PaCrtB と記載）、 crtY（以後 PaCrtY と記載）、または、カロテノイド生産酵母である

Xanthophyllomyces dendrorhous 由来 CrtE（以後 XdCrtE と記載）、CrtI（以後 XdCrtI と記載）、

CrtYB （ 以 後 XdCrtYB と 記 載 ） が 利 用 さ れ て お り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 セ ッ ト

（PaCrtE/PaCrtI/PaCrtB/PaCrtY、または XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB）を導入することで、出芽酵

母においてもβ-カロテンの生産が報告されている。そのため、これらの遺伝子セットを用いた

発現プラスミドを構築し、それぞれ３種類の宿主酵母株へ導入した。その結果、いずれの宿主酵

母株においても、P. ananatis 由来遺伝子セット（PaCrtE/PaCrtI/PaCrtB/PaCrtY）を導入した株

よりも、X. dendrorhous 由来遺伝子セット（XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB）を導入した株において、

主にβ-カロテンの蓄積による比較的強い酵母細胞の着色（橙色）が観察され、酵母細胞におけ

るカロテノイド生産において X. dendrorhous 由来遺伝子セットが適していることが示唆され、
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以後の実験では主に本遺伝子セット（XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB）を用いて行なった。また、宿主

酵母株として用いた３株において、INVSc1 株は酵母細胞の着色が弱く、カロテノイド生産には

適していないことが明らかとなった。一方、BY4743 株および YPH500 株は、いずれも酵母細胞の

強い着色が観察され、特に YPH500 株は高いカロテノイド生産性が示唆されたことから、以後の

実験では、本酵母株を用いて行なった。 

次に、中間体 b の前駆体の生合成のため、XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB 遺伝子セットに加え、P. 

ananatis 由来 crtZ（以後 PaCrtZ と記載）を用いた発現プラスミドを作製した。本プラスミドを

YPH500 株に導入した結果、β-カロテンは中間代謝産物として残存してはいるが、ゼアキサンチ

ンの生産が確認でき、中間体 b の前駆体生産株を構築することができた。 

次に、パプリカが有するターゲット遺伝子を用いた発現プラスミドを構築し、ゼアキサンチン

生合成遺伝子セット（XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB/PaCrtZ）を用いた発現プラスミドと合わせて

YPH500 株に導入した株を作製した。これらの酵母株における中間体 b・中間体 a の生産について、

HPLC によるカロテノイド組成分析を行なった結果、少量ではあったがその生産に成功した。以

上の実験結果から、カロテノイド A の前駆体と考えられる中間体生合成株の構築に成功し、検証

用微生物の構築を完了した。 

 

iii. 候補遺伝子の導入・評価：大腸菌、酵母、植物に導入して生産性の評価を行う。（H28-30、

江崎グリコ、石川県立大、産総研） 

１）大腸菌における候補遺伝子の評価 

i の項で予測された EnzX 候補遺伝子を大腸菌中間体 b/中間体 a 合成株に導入し、カロテノイ

ド A の蓄積の有無で EnzX の in vivo 活性を評価した。まず、タンパク質構造予測のスコアの高

い 7 候補遺伝子について検証を行ったが、カロテノイド A の蓄積は見られなかった。そこで、新

たに異なる観点（登熟期の遺伝子発現パターン、局所予測、既知のカロテノイド酵素群とのアミ

ノ酸配列の相同性）から絞り込まれた 19 遺伝子について検証を行ったが、カロテノイド A の蓄

積は見られなかった。 

２）酵母における候補遺伝子の評価 

カロテノイド A の生合成に関わる未知遺伝子について、ドライ解析によって予測された候補遺

伝子の評価のため、各候補遺伝子と改変型候補遺伝子を用いた各種発現プラスミドを構築し、検

証用酵母株への導入と発現による検証を現在進めている（図 2.3.3.8-2）。構築株の一次スク

リーニングとして、カロテノイド A の生合成による酵母細胞の着色の変化が予測されたが、現在、

着色の変化が観察された構築株は得られていない。引き続き検証を進め、本年度中に完了予定で

ある。 
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図 2.3.3.8-2 予測された候補遺伝子導入株の検証（一部） 

 

３）植物を用いた候補遺伝子の評価 

これまでに、植物形質転換用ベクターpZH2B にユリ由来のターゲット遺伝子を挿入したプラス

ミドを、アヤメ科のクロコスミア（Crocosmia ×crocosmiiflora）、ヒルガオ科のサツマイモ

（Ipomoea batatas）、タバコ科のタバコ（Nicotiana tabacum）にアグロバクテリウム感染法に

よって導入する実験を行った。その結果、クロコスミアやサツマイモでは赤色をしたカルスが得

られ（特にクロコスミアの赤色が濃かった）、ターゲット遺伝子の導入を確認し、カロテノイド

C の生産を検出した（図 2.2.3.8-3）。また、タバコにおいても、赤色かかった根やメシベ等が

得られ、ターゲット遺伝子の機能発現が示唆された。なお、候補遺伝子の機能を評価するにあた

り、最も生育速度が早いタバコ植物を利用することにした。そのためにまず、植物形質転換用ベ

クターpZH2B にそれぞれの候補遺伝子を挿入した。次に、これらの候補遺伝子ベクターを、アグ

ロバクテリウム感染法を用いてタバコを形質転換した。これまでに、およそ半数の遺伝子の形質

転換を行い、抗生物質耐性カルスが得られつつある。また、未知反応に関わる遺伝子が複数で

あった場合を想定して、長鎖 DNA を利用して一連の候補遺伝子を同時に導入することも検討中で

ある。 

 

02 03 04 05

06 07 08
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図 2.2.3.8-3 ユリ由来ターゲット遺伝子導入植物体 

(A) ユリ由来 ターゲット遺伝子導入用プラスミド 

(B) ユリ由来 ターゲット遺伝子導入クロコスミアカルス（矢印で示す赤いカルス） 

(C) ユリ由来 ターゲット遺伝子導入サツマイモカルス（矢印で示す赤いカルス） 

(D) 形質転換サツマイモカルスから抽出したカロテノイドの HPLC クロマトグラム（インセット

はカロテノイド C と思われるピークの吸収曲線を示す） 

(E) カロテノイド C 標品の HPLC クロマトグラム（インセットはカロテノイド C の吸収曲線を示

す） 

 

② カロテノイド B 生産微生物の構築と実生産スケールでの検証 

iv. 微生物の構築、解析、改良：構築した組換え大腸菌、酵母での生産条件検討、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟ

ﾄｰﾑ解析を実施する。（H28-30、江崎グリコ、石川県立大、産総研）   

１）大腸菌におけるカロテノイド B の生産株の構築 

①-ii で作成された中間体 a 合成大腸菌株に対し、ターゲット遺伝子を導入し、カロテノイド

C 合成を試みた。カロテノイド C およびカロテノイド B を蓄積することが分かっている Capsicum 

annuum および Lilium lancifolium 由来のターゲット遺伝子と、これらターゲット遺伝子と相同

性が高い Citrus sinensis 由来遺伝子を導入したが、カロテノイド C およびカロテノイド B の蓄

積は認められなかった。しかし、リコペン合成株にこれらターゲット遺伝子を導入すると、副活

性である lycopene β-cyclase 活性が認められ、in vivo でターゲット遺伝子は活性型で存在す

ることが分かった。ターゲット遺伝子産物及びその他のカロテノイド合成関連酵素の局在性予測

結果から、ターゲット遺伝子産物と疎水性の高いカロテノイド基質との局在性の不一致が原因の

一つと予想し、膜輸送シグナル構造が知られている crtZ 遺伝子のシグナル領域をターゲット遺

ターゲット 

遺伝子 
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伝子に結合することを試みたが、ターゲット遺伝子産物は機能しなかった。また、CrtZ や ZEP な

どの局在性が既知でターゲット遺伝子産物より代謝の上流で機能しているタンパク質とターゲッ

ト遺伝子産物の融合タンパク質化を試みたが、in vivo でのターゲット遺伝子産物活性は確認で

きなかった。 

２）酵母におけるカロテノイド B 生産株の構築 

カロテノイド C およびカロテノイド B の前駆体は、それぞれ、中間体 b および中間体 a であ

り、また、カロテノイド C・カロテノイド B の中間体 b・中間体 a からの変換は、カロテノイド

B・カロテノイド C 合成酵素（ターゲット酵素）が触媒することが報告されている。そのため、

前述の検証用酵母株に用いた中間体 a 生合成遺伝子セットに加えて、ターゲット酵素遺伝子を有

する植物であるパプリカおよびオニユリ由来のターゲット酵素遺伝子を用いて、酵母におけるカ

ロテノイド C・カロテノイド B 生産株の構築を試みた。 

パプリカ由来ターゲット酵素遺伝子の発現プラスミドを構築し、中間体 a 生合成遺伝子セット

を含む発現プラスミドを用いて形質転換株を作製した。また、ターゲット酵素は、植物体内では

色素体に局在していることが知られており、その N-末端には葉緑体（色素体）への移行シグナ

ルが含まれている。そのため、本移行シグナルが出芽酵母細胞内において、その触媒活性等に影

響を及ぼすことも考慮し、全長型ターゲット酵素、および葉緑体移行シグナルを除いた成熟型

ターゲット酵素を導入した酵母株をそれぞれ作製した。これらの酵母株において、カロテノイド

C・カロテノイド B の生産について検証を試みたがそれらの生合成は確認できなかった。 

これらの構築株においてカロテノイド C・カロテノイド B の生合成が確認できなかったことか

ら、宿主酵母細胞内におけるターゲット酵素遺伝子発現が困難であることが示唆された。そのた

め、宿主酵母細胞内においてターゲット酵素タンパク質の発現を確認するため、ターゲット酵素

タンパク質の過剰発現を試みた。本実験では、低温条件下において目的タンパク質を高度に発

現・蓄積させることが可能である出芽酵母低温誘導発現系を用いて行なった。本発現実験の結果、

ターゲット酵素タンパク質は可溶性画分にはその発現が確認できなかったが、全細胞タンパク質

サンプルにおいてターゲット酵素の発現・蓄積を確認できた。さらに、構築株における導入カロ

テノイド生合成遺伝子についてのターゲットプロテオーム解析（(1)-3.高精度定量ターゲットプ

ロテオーム解析技術の開発との連携による依頼分析）を試みた結果、1 遺伝子産物以外の遺伝子

産物の発現を可溶性画分に確認することができた。以上の結果から、これらの遺伝子産物が出芽

酵母細胞内においてタンパク質として発現に成功していることが示唆された。 

ターゲット酵素は、中間体 b・中間体 a からカロテノイド C・カロテノイド B への変換だけで

なく、副反応として、リコペンからβ-カロテンへの反応を触媒することが知られている。その

ため、リコペン生合成遺伝子セット（PaCrtE/PaCrtI/PaCrtB）を導入した発現プラスミドを構築

し、ターゲット酵素発現プラスミドと合わせて、YPH500 株に導入した形質転換株を構築した。

本形質転換株のカロテノイド組成分析の結果、僅かではあるがβ-カロテンの生合成を確認でき

た。このことから、出芽酵母細胞内においてターゲット酵素タンパク質は少なくとも副反応を触

媒できる形で発現できていることが示唆された。 

また、オニユリが有するターゲット酵素遺伝子の発現も試みた。ターゲット酵素遺伝子の発現

同様、完全長ターゲット酵素および葉緑体移行シグナルを除いた成熟型ターゲット酵素遺伝子を

用いて発現プラスミドを構築し、中間体 a 生合成遺伝子セットを含む発現プラスミドと共に用い
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て、形質転換株を作製した。本構築株の HPLC によるカロテノイド組成分析の結果、カロテノイ

ド C・カロテノイド B の生産は、現在のところ確認できていない。 

以上の結果から、ターゲット酵素タンパク質の発現によるカロテノイド C・カロテノイド B 生

産酵母株の構築は、ターゲット酵素タンパク質の酵母細胞内での発現はできているものの、主反

応である中間体 b・中間体 a からカロテノイド C・カロテノイド B への触媒反応が困難であるこ

とが示唆された。本年度も引き続きカロテノイド B 生産酵母株の構築のため、さらなる改変を進

める予定である。 

 

v. 生産性検証(ラボ機、実機）：構築、改良された組換え大腸菌、酵母のカロテノイド生産性を

ミニジャーあるいは大型発酵槽を用いて検証する。（H28-32、江崎グリコ、産総研） 

中間産物である中間体 a の大腸菌での生産について、ミニジャー（３L）を用いて培養条件を

検討した。大腸菌 JM109 株に pACHP-Zea および pUC18-CaZEP を導入した組換え大腸菌中間体 a 合

成株を用いた。2xYT 培地 2.0L を調製し、培地の pH および溶存酸素濃度を経時的に測定しながら

条件①200rpm・通気無し、条件②200rpm・通気あり、条件③400rpm・通気あり、の 3条件で 25℃

で培養した。その結果、①と②は大腸菌の対数増殖期以降に溶存酸素が枯渇した環境となり、③

では一定の溶存酸素濃度を維持した環境となった。pH に大きな違いは見られなかった。培養開

始後 40 時間後および 63 時間後にサンプリングを行い、大腸菌からカロテノイドを抽出し、HPLC

を用いてカロテノイド組成を調べた結果、溶存酸素濃度の高い③の条件で中間体 a が多く合成さ

れることが確認された（図 2.3.3.8-4）。この結果は、中間体 b および中間体 a 合成反応におい

て、エポキシド形成のために酸素が必要であることが関連していると思われる。 

           

 

図 2.3.3.8-4 培養条件によるカロテノイド組成の変化 

 

③ カロテノイド D、カロテノイド E 生産微生物の構築と実生産スケールでの検証 

iv. 微生物の構築、解析、改良：構築した組換え大腸菌、酵母での生産条件検討、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟ

ﾄｰﾑ解析を実施する。（H29-30、江崎グリコ、産総研） 

１）大腸菌におけるカロテノイド D 生産株の構築 

カロテノイド D は分子の両端のβ環の一方に水酸基が付加された構造をもち、両端のβ環の両

方に水酸基が付加されるとゼアキサンチンとなる。この反応を触媒する酵素は CrtZ（微生物）
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もしくはβ-carotene hydroxylase（βCH, 植物）と呼ばれ、両端のβ環に作用する。そのため、

中間産物であるカロテノイド D までで反応を止めるのは難しいと考えられてきた。カロテノイド

D 合成株を構築するため、リコペン合成株（石川県立大学にて構築）に lycopene β-cyclase 遺

伝子およびβCH 遺伝子を導入した。温州ミカン（Citrus unshiu）で多くのカロテノイド D を蓄

積することが分かっていることから、C.unshiu 由来βCH 遺伝子を用いた。βCH と同じ反応を触

媒する細菌由来の CrtZ をコードする遺伝子を導入した場合と比較して、ゼアキサンチンの生成

量が抑えられることが分かったが、ゼアキサンチンの蓄積を完全に抑えることはできていない。

そのため、カロテノイド D の合成に最適な遺伝子の予測をドライチームに依頼し、候補遺伝子の

検証を行う予定である。 

２）大腸菌におけるカロテノイド E 生産株の構築 

カロテノイド E を生産するために、フィトエン生産大腸菌にゼニゴケ由来の LCYb, LCYe 遺伝

子、ならびにゼニゴケ由来の BHY, CYP97C 遺伝子を導入した大腸菌を構築した（図 2.2.3.8-5）。

この大腸菌は、カロテノイド E を主生産物として蓄積し、中間産物であるザイノキサンチン（ゼ

イノキサンチン）およびα-カロテンも蓄積していた。石川県立大学は、カロテノイド E 合成の

ための独自遺伝子を用いた製法を特許化済み (特許 5965932)である。 

これまで我々は、大腸菌にパスウェイエンジニアリングを施すことで、3 円/g と安価なアセト酢

酸エチルエステル 

 

 

図 2.3.3.8-5 カロテノイド E の生合成系 

 

（EAA）を基質としてテルペン類を合成する取り組みを行ってきた。メバロン酸（Mev）経路酵素

群、アセト酢酸 CoA リガーゼ、およびパラニトロベンジルエステラーゼ等をコードする一連の遺

伝子を大腸菌に導入し、EAA からテルペンの構成単位となるイソペンテニル二リン酸（IPP）を

合成する経路を新たに付与することができた。さらに、大腸菌株によっては、フルクトース等の

糖を培地に添加することによって、大腸菌の増殖とテルペン生産が促進されることを見出してい

る。そこで、EAA とフルクトースの添加を特徴とする組換え大腸菌の培養により、カロテノイド

E 生産を試みることにした。 

カロテノイドE

476



 

用いたプラスミドは以下の 4 種、すなわち１）pAC-Mev/Aacl/pnbA、２）pRK-Hpidi/crtEBI、

３）pET-MpLCYb4/e2、４）pRSF-MpCYP97C/BHY7 である。１）は EAA から Mev 経路経由で IPP を合

成、２）は IPP からジメチルアリル二リン酸（DMAPP）の合成と、ファルネシル二リン酸（FPP）

からリコペンを合成、３）はリコペンからα-カロテン、４）はα-カロテンからカロテノイド E

を合成するそれぞれの酵素遺伝子を有する。これらのプラスミドを導入した大腸菌 JM101(DE3)、

および BL21(DE3)を、2 ml LB 培地を用いて培養した結果を以下のグラフに示した。なお、LB 培

養には、糖無添加、フルクトース 1%添加、グルコース 1%添加の 3 種類を使用した。また、導入

遺伝子発現のための IPTG 添加は、本培養開始後 24 hr(1d)または同 48 hr(2d)に行い、トータル

の培養時間はいずれも 72 hr とした。 

 

 

図 2.3.3.8-6 大腸菌におけるカロテノイド E の生合成 

 

図 2.3.3.8-6 のようにクローン間のばらつきが非常に大きかったが、傾向としては

JM101(DE3)株をフルクトース入り培地で培養時、カロテノイド生産性が高かった。その際、

IPTG を 48 hr で添加したものが 24 hr で添加したものより生産性が高く、大腸菌生重量に対

する全カロテノイド生産量は 13.22 µg/g FW、培地 1 L 当たりでは 3185.4 µg/L となった。

一方、カロテノイド E の生産量は 0.74 µg/g FW、178.8 µg/L となった。今後、培養条件、

RBS 改変、アミノ酸置換等の検討により、カロテノイド E 生産量の向上を目指したい。 

３）酵母におけるカロテノイド D・カロテノイド E 生産株の構築 

前述の出芽酵母における研究結果において、カロテノイド D は、ゼアキサンチン生合成遺伝子

セット（XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB/PaCrtZ）を用いることで、中間代謝産物として生産が可能であ

ることがわかった。しかしながら、PaCrtZ 遺伝子を用いた場合、ゼアキサンチン含量が比較的高

く、その前駆体であるカロテノイド D の含量が低いことも明らかになった。そのため、PaCrtZ に

代わる酵素として、温州ミカン由来β-カロテン水酸化酵素（以後、CuCHX2 と記載）を利用する

ことで、カロテノイド D の含量の改善を試みた。 

CuCHX2 遺伝子、および改変型 CuCHX2 遺伝子を用いた発現プラスミドを構築し、β-カロテン生

合成遺伝子セット（XdCrtE/XdCrtI/XdCrtYB）を含む発現プラスミドを合わせて YPH500 株に導入
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JM101(DE3)

Lutein Zeinoxanthin Lycopene a-carotene

ピーク
面積

w/o：糖なし
F：fructose
G:glucose

IPTG添加
1d：本培養開始24hr後
2d：48hr後

カロテノイドE カロテノイドE
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した株を構築した。これらの構築株の HPLC によるカロテノイド組成分析の結果、PaCrtZ 遺伝子

を用いた場合と比較して、CuCHX2 遺伝子を用いることで、ゼアキサンチン含量を低下させること

ができ、また、改変型 CuCHX2 遺伝子を用いることで、ゼアキサンチン含量の増加は伴うが、カ

ロテノイド D の含量をある程度増加させることにも成功した（図 2.2.3.8-7）。また、これらの

遺伝子セットを、メバロン酸経路を強化した宿主酵母株のゲノムに導入したカロテノイド D 生産

酵母株の構築を一部完了しており（図 2.3.3.8-7）、本年度中にこれら構築株の生産性の評価と、

引き続き、生産性向上のための改良を進める予定である。 

 

   

図 2.3.3.8-7.カロテノイド D 生産酵母株の改良（左図）および構築したカロテノイド D 生産酵母

株（ゲノム導入株、右図） 

 

また、カロテノイド E の酵母での生産は報告がほとんどなく、未だ実現されていない。本実験

に お け る カ ロ テ ノ イ ド E 生 産 酵 母 株 の 構 築 は 、 リ コ ペ ン 生 合 成 遺 伝 子 セ ッ ト

（XdCrtE/XdCrtI/PaCrtB）、およびリコペンからカロテノイド E に至る生合成経路は、ゼニゴケ

由来の遺伝子群を用いることで、カロテノイド E 生産酵母株の構築を現在進めており、幾つかの

構築株についてその生産について評価を行っている。本年度中に構築を完了する予定である。 

 

v. 生産性検証(ラボ機、実機）：構築、改良された組換え大腸菌、酵母のカロテノイド生産性を

ミニジャーあるいは大型発酵槽を用いて検証する。（H30-32、江崎グリコ、産総研） 

     組換え安全委員会に答申後、H30 年度 8 月頃に検証開始予定。 

 

  

←
カ
ロ
テ
ノ
イ
ド
D
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査 読 付

き 
その他 

学 会 発

表･講演 

新聞･雑

誌 等 へ

の掲載 

展 示 会

へ の 出

展 

その他 

2016 0 0 0 0 0 0 0 

2017 0 0 0 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(3) 

0 

(1) 

0 

(6) 

2 

(1) 

0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 6 3 14 3 3 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 0 0 0 

2018 *1 
0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 4 0 6 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

 

479



 

2.3.3.9 ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性検証 

 

担当機関：新潟薬科大学、不二製油グループ本社株式会社、長岡技術科学大学、産業総合技術研

究所、九州大学、神戸大学 

 

(1) 背景と目的 

 多価不飽和脂肪酸のω-3 系及びω-6 系脂肪酸は、人間の生体内では合成できないため、必須

脂肪酸として知られている。ω-6 系脂肪酸は成長、生殖生理を保つのに必須であり、ω-3 系脂

肪酸は、脳・網膜の働きを保つのに必須である。ω-6 系脂肪酸は様々な食材に多く含まれてい

るが、ω-3 系脂肪酸を多く含む食材は一部の植物油や魚油に限られるため、意識して摂取しな

ければ、ω-6/ω-3 が上昇して生体内の必須脂肪酸バランスが崩れる。また、ω-3 系脂肪酸のα

-リノレン酸は、人体内で動脈硬化予防効果を有するエイコサペンタエン酸(EPA)や認知症予防効

果を有するドコサヘキサエン酸(DHA)へ変換されることもあり、世界各国で摂取目安量が決めら

れ、積極的に摂取することが求められている(図 2.3.3.9-1)。ω-3 系脂肪酸の世界市場は急成長

しており、新興国を中心に更なる需要が期待できる。その一方でω-3 系脂肪酸の原料である魚

油は、乱獲により供給量が減少続けており、需要を賄うだけの供給量を将来確保できない可能性

がある。海外では、微細藻類(従属栄養)による商業生産が行われ始めているが、生産効率が悪

く、価格が魚油由来に比べ数倍と割高であり、市場に十分供給できるものではない。このような

状況を考慮して、本研究では、油脂酵母によるω-3 系脂肪酸含有油脂の高生産技術開発を行

う。油脂酵母は、細胞内に脂肪球という形で油脂を高蓄積できる酵母で、その中には乾燥菌体重

量の 60％以上も細胞内に油脂を蓄積する酵母も存在し、他の油糧微生物と比較してもその油脂

蓄積能は高い。本研究では、乾燥菌体重量の 70％以上の油脂蓄積能をもつ Lipomyces starkeyi を

中心に開発を進める。実用化、事業化へ向けての課題として、①油脂生産性の向上（油脂量、対

糖収率）、②脂肪酸組成の改変（ω-3 系脂肪酸含有率）があげられる。油脂生産性向上におい

ては、油脂蓄積変異株を取得し、オーミクス解析を行うことで得られるデータを活用した

2.3.2.3 統合オーミクス解析技術開発の有効性を検証しながら、油脂生産性向上に寄与する遺伝

子の同定及び活用を目指す。脂肪酸組成の改変においては、ω-3 系脂肪酸のα-リノレン酸から

EPA や DHA への合成経路を構築し、EPA, DHA の含有率を向上させる酵素選択、改変を行う。 

α-リノレン酸	

ω-3系多価不飽和脂肪酸	

γ-リノレン酸	リノール酸	 アラキドン酸	

エイコサペンタエン酸 
(EPA)	

ドコサヘキサエン酸 
(DHA)	

C18:3	 C20:5	 C22:6	

ω-6系多価不飽和脂肪酸	

C18:2	 C18:3	 C20:4	

生理活性物質	

生理活性物質	

動脈硬化性疾患	

行動変化（うつ病）	

癌	

アレルギー過敏症	

促進	

抑制	
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図 2.3.3.9-1 ω-3 系及びω-6 系多価不飽和脂肪酸の種類とその機能 

 

(2) 位置づけ、目標値 

   中間目標値(H30)と最終目標値（H32） 

項目 中間目標値(H30) 最終目標値（H32） 

油脂生産

性の向上 

油脂蓄積変異株及び脂肪

酸組成変異株の取得及び

その表現型、油脂特性解

析 

30 株 ― 

油脂生産性向上及び脂肪

酸組成改変に関与する遺

伝子の同定 

10 種類 ― 

油脂生産性 Xg/L/Ydays Xg/L/Ydays 

対糖油脂収率 X% X% 

油脂の脂

肪酸組成

改変 

ω-3 系多価不飽和脂肪酸

生産性 

Xg/L/Ydays 

 

Xg/L/Ydays 

 

 

(3) 全体計画 

 

 

  

遺伝子選択技術の
開発	
（産総研、九州大）	

遺伝子発現ネットワークモ
デル構築	
（産総研、九州大）	

	
	 活性化代謝経路推定技術の開発	

（産総研、九州大）	

遺伝子発現制御—代謝経路統合ネットワークモデルから推測された油脂生産性向上及び脂肪
酸組成改変提案情報の実証（不二製油、新潟薬大、長岡技大、産総研、九州大、神戸大）	

遺伝子発現-代謝経路統合モデル構築	
（産総研、九州大）	

油脂生産性向上、脂肪酸組成改変に重要な因子を抽出	
（新潟薬大、長岡技大、産総研）	

油脂生産性、脂肪酸組成改変株の創製	
（不二製油、新潟薬大、長岡技大、産総研、神戸大）	

ω -3系多価不飽和脂肪酸含有油脂
酵母の開発（不二製油、新潟薬大、
長岡技大、産総研、神戸大）	

	

油脂生産性向上、油脂の脂肪酸組成改変に関与する遺伝子（15
種類以上）の同定   （新潟薬大、長岡技大、産総研）	
	

H28年度	 H31年度	 H32年度	H29年度	 H30年度	

油脂蓄積変異株及び油脂の脂肪酸組成改変株の取得と変異株の表現型、油脂特性、オーミクス解析	
（不二製油、新潟薬大、長岡技大、産総研、神戸大）	

	

表現型、オーミクスデータ	 重要遺伝子情報	

Wet	

Dry	

実証と成果	

遺伝子発現-代謝経路統合ネットワークモデルの構築	

Dry&Wet	

油脂生産性の向上、	
油脂の脂肪酸組成
改変	

遺伝子発現-代謝経路統合ネットワークモデルの構築	

油脂生産性の向上、油脂の脂肪酸組成改変	

(2)-2 、（2）‐3との連携	

(1)-2, (1)-3, (1)-4, (2)-1との連携	

481



 

(4) 実施体制 

 

 

(5) 運営管理 

(5).1 テーマ全体会議・・・本テーマ全参画機関（新潟薬大、不二製油、長岡技大、産総研、

神戸大、九大、みずほ総研、三菱総研、大阪大、京都大）、NEDO、久原 PL が参加し、半年に一

度開催 

H28.9.5（新潟）、H28.12.4（神戸）、H29.6.28（新潟）、H30.2.22（新潟） 

 

(5).2 Wet 会議・・・本テーマの油脂蓄積変異株取得と解析、オーミクス解析、油脂生産性向

上、脂肪酸改変に関する Wet 研究者の会議。 

H29.2.2（長岡）、H29.2.17（大阪）、H29.6.27（新潟）、H29.6.30（九州）、H29.8.2（つく

ば）、H29.10.26（九州）、H29.12.14（新潟）、H29.12.15（神戸）、H30.2.21（新潟）、

H30.5.18（長岡） 

 

(5).3 Dry 会議・・・産総研、神戸大、京都大、みずほ総研、三菱総研の Dry 研究者と新潟薬

大、産総研の Wet 研究者の Dry 解析技術の油脂酵母を利用した有効性検証に関する会議 

H28.11.4（お台場）、H29.1.18（お台場）、H29.4.20（お台場）、H29.9.29（新潟）、H30.2.9 

（長岡）、H30.4.18（神戸）、H30.5.11（お台場）、H30.5.31（長岡） 

 

以上のようにテーマ関連の会議を 20 回以上開催し、綿密に情報共有を行っている。 

また、Wet 実験で得られたオーミクスデータは情報共有システムにアップロードし、Dry 研究者

が活用できる体制が整っている。 

 

・	

再委託	

不二製油グループ本社	

・	研究実施場所：　	

NEDO 

NEDOプロジェクトリーダー 

九州大学　名誉教授　久原　哲 

研究開発責任者 

神戸大学　教授　蓮沼　誠久	

協議	 技術推進委員会　　　　　　　　　

外部有識者	

委託	 委託	

産業技術総合研究所	

・	・	研究実施場所：	

研究開発項目：	

長岡科学技術大学	

委託	 委託	

課題②-ii　油脂の脂肪酸組成改変	

課題①-i　油脂酵母の油脂蓄
積変異株及び遺伝子改変株の
取得及び解析とその活用	

・	・	研究実施場所：　臨海センター	

研究開発項目：	

（東京）	

課題③-i　遺伝子発現-代謝経路
統合ネットワークモデルの構築	

つくばセンター	
（つくば）	

つくば研究開発センター	
（つくば）	

研究開発項目：	

課題②-i 油脂の特性解析	

研究実施場所：	

研究開発項目：	

課題①-i　油脂酵母の油脂蓄積
変異株及び遺伝子改変株の取
得及び解析とその活用	

工学部生物棟	
（長岡）	

新潟薬科大学	

研究実施場所：	

研究開発項目：	

課題①-i　油脂酵母の油脂蓄積
変異株及び遺伝子改変株の取
得及び解析とその活用	

応用生命科学部
研究棟（新潟）	

神戸大学	

・	・	研究実施場所：	

研究開発項目：	

課題①-i　油脂酵母の油脂蓄積
変異株及び遺伝子改変株の取
得及び解析とその活用	

総合研究拠点	
（神戸）	

委託	

九州大学	

・	・	研究実施場所：	

研究開発項目：	

農学部（福岡）	

課題③-i　遺伝子発現-代謝経路
統合ネットワークモデルの構築	

Dry	

Wet	

課題②-ii　油脂の脂肪酸組成改変	

(2)-2 発現制御系情報解析（産総研）	
（2）-3　統合オーミクス解析技術（産総研）	
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　との連携	

(1)-2　高精度メタボローム解析技術　（神戸大）　	

(1)-3　定量プロテオーム解析技術　（大阪大）	

(1)-4　ＨＴＰ長鎖ＤＮＡ合成技術　（神戸大）	

(2)-1　酵素選択・機能改変　（京都大、神戸大）	

との連携	

課題②-ii　油脂の脂肪酸組成
改変	
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(6) 実施の効果 

2030 年度にはω-3 系多価不飽和脂肪酸市場は現状の X 倍に拡大していることが予測され、事業

化目標品質のω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂を生産し、売上げ X 円/年以上を目指す。 

 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018 年 6 月） 

今後の課題と解

決方針 

油脂生産性の向

上（油脂蓄積変

異株及び脂肪酸

組成変異株の取

得及びその表現

型、油脂特性解

析） 

30 株 ・油脂蓄積変異株

180 株、脂肪酸組

成改変株 28 株を取

得。 

・油脂蓄積変異株

の表現型（油脂生

産性）評価 67 株 

・ 油 脂 蓄 積 変 異

株、脂肪酸改変株

の油脂特性解析 43

株 

・トランスクリプ

トーム解析 17 株

（136 サンプル） 

・メタボローム解

析 3 株（24 サンプ

ル） 

・ゲノム比較解析

15 株 

◎ 

（効率的な油脂蓄

積変異株取得法の

開発により目的よ

り多数の変異株が

取得できた。さら

に、24 株について

は、詳細な表現型

解析を実施した。

また、トランスク

リプトーム解析、

メタボローム解

析、ゲノム比較解

析を行い、情報解

析の有効検証に有

効な大量のデータ

を獲得できたた

め、大幅達成と評

価） 

油脂蓄積変異株

は 十 分 有 る の

で、有効性検証

に必要な場合に

のみオーミクス

解 析 を 実 施 す

る。脂肪酸改変

株においては、

ω-3 系多価不飽

和脂肪酸含有率

向上のための酵

素選択、導入を

行い、油脂特性

解 析 を 継 続 す

る。 

油脂生産性の向

上（油脂生産性

向上及び脂肪酸

組成改変に関与

する遺伝子の同

定） 

10 種類 ・油脂生産性向上

に関与する遺伝子

7 種類同定 

・脂肪酸組成改変

に関与する遺伝子

11 種類同定 

◎ 

（18 種類の遺伝子

同定の他、脂肪酸

組成改変では、そ

れぞれの同定遺伝

子の組み合わせ効

果まで検討したた

め、大幅達成と評

価） 

脂肪酸改変株に

おいて、ω-3 系

多価不飽和脂肪

酸含有率向上の

た め の 酵 素 選

択 、 導 入 を 行

い、効果の大き

い遺伝子を同定

する。 

油脂生産性の向

上 （ 油 脂 生 産

性） 

Xg/L/Ydays ・油脂生産性向上

の研究で同定され

た変異型遺伝子を

導入した組換え株

◎ 

（新たに同定した

油脂生産性を向上

させる遺伝子の導

他の油脂生産性

向上に寄与する

同定遺伝子の導

入による相乗効
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による油脂生産性

は、Xg/L/Ydays 

入株において油脂

生産性目標を大幅

に達成と評価） 

果を検討し、更

なる生産性向上

を目指す。 

油脂生産性の向

上（対糖油脂収

率） 

X% ・油脂生産性向上

の研究で同定され

た変異型遺伝子を

導入した組換え株

の対糖油脂収率は

X% 

・油脂超高蓄積変

異株 E15-25 の対糖

油脂収率は 21.4% 

◎ 

（新たに同定した

油脂生産性を向上

させる遺伝子の導

入株において対糖

油脂収率目標を達

成し、さらに高収

率の変異株を取得

したため、大幅達

成と評価） 

宿主として、油

脂生産性向上に

寄与する上記同

定遺伝子の導入

株及び油脂超高

蓄積変異株の活

用により、更な

る対糖油脂収率

向上を目指す。 

油脂の脂肪酸組

成改変（ω-3 系

多価不飽和脂肪

酸生産性） 

Xg/L/Ydays 

 

・ω-3 系多価不飽

和脂肪酸含有率 X% 

・EPA 含有率 X% 

○ 

（ω-3 系多価不飽

和脂肪酸含有率は

目標値を超えた

が、高付加価値化

のため EPA の含有

率をさらに向上さ

せる） 

脂肪酸改変株に

おいて、ω-3 系

多価不飽和脂肪

酸含有率向上の

た め の 酵 素 選

択 、 導 入 を 行

う。 

遺伝子発現 -代

謝経路統合ネッ

トワークモデル

の構築 

油 脂 生 産 モ

デ ル に こ れ

ま で に 開 発

し た モ デ ル

構 築 技 術 を

適用する 

油脂生産モデルに

お い て 、 ネ ッ ト

ワークモデル構築

を行い、実証課題

による検証段階に

至った。 

〇 

（2019 年 2 月完成

予定） 

動的モデルから

の酵素量の最適

バランス算出の

精緻化が必要。

プ ロ テ オ ー ム

データ等が測定

されれば、精緻

化は可能。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018 年 6 月） 

最終目標 

（2020 年度末） 

達成見通し 

油脂生産性の向上 ・油脂生産性

Xg/L/Ydays 

・対糖油脂収率 

油脂生産性向上の研

究で同定された変異

型遺伝子を導入した

組換え株の対糖油脂

収率は X%、油脂超高

蓄積変異株 E15-25 の

対糖油脂収率は 21.4% 

・油脂生産性

Xg/L/Ydays 

・対糖油脂収率 

X% 

油脂を発酵生産する

宿主として、油脂生

産性向上に寄与する

同定遺伝子の導入株

及び油脂超高蓄積変

異株の活用により達

成可能。 

油脂の脂肪酸組成改

変 

・ω-3 系多価不飽和

脂肪酸含有率 X% 

・EPA 含有率 X% 

Xg/L/Ydays 

 

ω-3 系多価不飽和脂

肪酸の合成に利用す

る効果の高い伸長酵

素及び不飽和化酵素

の選択、導入により

達成可能。 

遺伝子発現-代謝経路

統合ネットワークモ

デルの構築 

・油脂生産モデルに

おいて、ネットワー

クモデル構築を行

い、実証課題による

検証中。 

 

・開発した様々なタ

イプの統合モデルの

検証および高度化 

・階層内、階層間の

制御ネットワークを

推定する階層縦断的

な情報解析手法を開

発 

達成可能 

・改変指針の検証結

果を受けて、課題の

洗い直しを行い、モ

デルの高度化を実現

する予定。 

・代謝経路上の酵素

タンパク質量バラン

ス計算と遺伝子発現

量からのタンパク質

量推定モデルを構築

中であり、これらを

組み合わせることで

階層縦断的な解析手

法を開発可能。 

 

   研究開発項目に対して、現状と最終目標、達成見通しを表に記入してください。 

(9) 研究開発の成果と意義 

(9).1 油脂生産性の向上 

(9).1.1 油脂蓄積変異株の取得 
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油脂蓄積変異株取得のための効率的な油脂蓄積変異株取得法（Percoll 密度勾配遠心分離法）

を考案した。油脂と水の密度の違いより、油脂高蓄積細胞と油脂低蓄積細胞の密度も同様に異な

る。この密度の違いを利用することにより、油脂高蓄積細胞と油脂低蓄積細胞の分離が可能であ

り、油脂高蓄積株画分及び油脂低蓄積画分の効率的な濃縮法を確立した。この手法を利用して油

脂酵母 Lipomyces starkeyi 油脂超高蓄積変異株 96 株、油脂高蓄積変異株 27 株、油脂低蓄積変

異株 46 株を取得、さらに油脂酵母 Rhodosporidium toruloides 油脂高蓄積変異株 8 株、油脂低

蓄積変異株 3 株を取得し、合計 180 株の油脂蓄積変異株を取得した。 

 

図 2.3.3.9-2 油脂酵母 L. starkeyi 野生株及び油脂蓄積変異株の顕微鏡写真による油脂生産性比

較（矢印は脂肪球を示す） 

(9).1.2 油脂蓄積変異株の表現型解析 

上記獲得油脂蓄積変異株 180 株の油脂生産性を脂肪球の大きさを指標にして、顕微鏡で観察し

た。さらに L. starkeyi 油脂超高蓄積変異株 24 株、油脂高蓄積変異株 27 株、油脂低蓄積変異株

7 株、R. toruloides 油脂高蓄積変異株 8 株、油脂低蓄積変異株 3 株、合計 67 株の油脂蓄積変異

株の油脂量を定量して、その油脂生産性を評価した。また、L. starkeyi 野生株、油脂超高蓄積

変異株 E15-11, E15-15, E15-25、L. starkeyi 油脂高蓄積変異株 E15, E47, A35, A42, A60, 

K13, K14、L. starkeyi 油脂低蓄積変異株 m45, m47, s5, s27, sr5, sr17, sr22、R. 

toruloides 野生株、油脂高蓄積変異株 E1-11, E2-32、R. toruloides 油脂低蓄積変異 E2L3, 

E2L8, E2L33 の合計 24 株においては、経時的（day0-7）に細胞数、濁度、平均粒子径、乾燥菌

体重量、油脂(TAG)量、糖消費量を測定後、細胞あたりの油脂量、培地あたりの油脂量、対糖油

脂収率、油脂含有率を算出し、それぞれの油脂蓄積変異株

野生株 油脂超高蓄積変異株E15-11 油脂高蓄積変異株E15 油脂低蓄積変異株sr22

10 µm 10 µm 10 µm 10 µm
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図 2.3.3.9-3 油脂酵母 L. starkeyi 野生株及び油脂蓄積変異株の油脂生産性比較 

の油脂生産性を詳細に評価した。油脂超高蓄積変異株 E15-25 の培地あたりの TAG 量、細胞あた

りの TAG 量、対糖 TAG 収率、TAG 含有率は、野生株の 3.7 倍、5 倍、2 倍、2 倍に上昇していた。

また、油脂高蓄積変異株 E15 の培地あたりの TAG 量、細胞あたりの TAG 量、対糖 TAG 収率、TAG

含有率は、超高蓄積変異株ほどではないが、野生株の 1.7 倍、2.1 倍、1.4 倍、1.4 倍に上昇し

ていた。油脂低蓄積変異株 sr22 の培地あたりの TAG 量、細胞あたりの TAG 量、対糖 TAG 収率、

TAG 含有率は、野生株の 0.12 倍、0.14 倍、0.21 倍、0.31 倍しかなかった。このように油脂生産

性がそれぞれ大きく異なる油脂蓄積変異株 24 株の詳細な表現型データを取得し、情報解析シス

テムの有効性を検証するためのオーミクス解析を実施した。 

 

(9).1.3 油脂蓄積変異株のゲノム比較解析 

 L. starkeyi CBS1807 基準株(WT)、油脂低蓄積変異株 m45、m47、sr5、sr17、sr22、高蓄積変

異株 A42、K13、K14、E15、E47、および超高蓄積変異株 E15-11、E15-15、E15-25 について、

Illumina Miseq ショートリードシークエンサーを用いたゲノムシークエンシングを行なった。

公開されている基準株ドラフトゲノム配列をリファレンスとして各株に生じた変異を比較するこ

とによって原因遺伝子を探索した結果、低蓄積株 m45 および m47 に共通する遺伝子 X の変異、

sr5 および sr17 に共通する遺伝子 X の変異、高蓄積株 A42 および E15 に共通する遺伝子 X の変

異、K13 および K14 に共通する遺伝子 X の変異を見出した。超高蓄積株 E15-11、E15-15 および

E15-25 は、遺伝子 X に変異を持っていた。上記遺伝子の油脂低蓄積変異株における遺伝子相補

実験、また遺伝子破壊株及び遺伝子過剰発現株を作製し、それらの油脂生産性の比較検討を行

い、油脂生産性の向上に関与する遺伝子として同定した。特に遺伝子 X を導入した組換え株は野
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生株の 2 倍以上の油脂生産性を示し、油脂生産性向上において大きく貢献できる遺伝子としての

同定に成功した。 

(9).1.4 油脂蓄積変異株のメタボローム解析（2.3.1.2 高精度メタボローム解析技術の実用化

と共同） 

L. starkeyi CBS1807 基準株(WT)、高蓄積変異株 E15、K14 の経時的な培養(day0-7)を実施し、

図 2.3.3.9-4 に示す解糖系、ペントースリン酸系、TCA 回路、アシル CoA 合成系の代謝産物（赤

字）のメタボローム解析を実施した。TCA サイクルで生じたクエン酸はミトコンドリアから細胞

質に放出され、一般的な微生物には存在せず、油脂酵母や哺乳類特有の酵素である ATP クエン酸

シンターゼ(ACL1, 2)によりオキサロ酢酸とアセチル CoA に変換される。オキサロ酢酸はその後

リンゴ酸を経てリンゴ酸酵素によりピルビン酸に変換される。この時にピルビン酸と同時に生産

される NADPH は、脂肪酸合成ために脂肪酸合成酵素複合体に利用される。アシル CoA 合成系で

は、主にクエン酸から生じたアセチル CoA がアセチル CoA カルボキシラーゼ(ACC1)によりマロニ

ル CoA に変換される。その後、脂肪酸合成酵素複合体により炭素数が 16 又は 18 の飽和脂肪酸が

合成され、アシル CoA が生じる(図 2.3.3.9-4)。野生株と油脂高蓄積変異株の代謝産物比較の結

果、野生株と比較して油脂高蓄積変異株のアシル CoA 合成経路における細胞あたりのクエン酸量

は低下し、アセチル CoA、マロニル CoA 量は増加していた。また、リアルタイム PCR による発現

解析の結果も油脂高蓄積変異株において、アシル CoA 合成経路に関与する遺伝子が野生株と比較

して高発現していたことからも油脂生産性の向上とアシル CoA 合成経路の活性化の関係が明らか

となった。さらに、油脂高蓄積変異株のペントースリン酸経路は野生株と比較して活性化されて

おり、脂肪酸の合成に必要な NADPH の供給は、リンゴ酸酵素よりむしろペントースリン酸経路が

主要となっていることが示唆された。そこで油脂酵母野生株に上記遺伝子 ACL1, ACL2, ACC1 を

導入し、高発現させたところ、それぞれの遺伝子の高発現株において油脂生産性が向上したが、

特に 3 つの遺伝子を同時に高発現させた組換え株において、野生株の約 1.9 倍の油脂生産性を示

した。すなわち、油脂生産性向上に関与する 3 種類の遺伝子の同定に至った。 
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図 2.3.3.9-4 油脂酵母の油脂合成・分解経路の代謝マップ  

 

 

図 2.3.3.9-5 油脂酵母における ACL1, ACL2, ACC1 の同時高発現の油脂生産性向上 

(9).1.5 油脂蓄積変異株のトランスクリプトーム解析（2.3.2.5 遺伝子発現制御ネットワーク

モデルの構築と標的遺伝子の探索に関する実用化と共同） 
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 L. starkeyi CBS1807 基準株(WT)、油脂低蓄積変異株 m45、m47、sr5、sr17、sr22、高蓄積変

異株 A42、K13、K14、E15、E47、および超高蓄積変異株 E15-11、E15-15、E15-25 について、DNA

マイクロアレイを用いて各々培養日数 0-7 または 1-8 の時系列 8 点からなる遺伝子発現解析を

行った。これらの発現解析データを活用して、図 2.3.3.9-6 の TAG 合成と分解に直接関与してい

る DGA1, TGL3, TGL4 の発現制御に関する遺伝子 5 種類を推定後、遺伝子破壊株を作製し、油脂

生産性を検討したが、関連性は見いだせなかった。次に(9).1.4 で見出された油脂生産性の向上

に大きく関与している ACL1, ACL2, ACC1 及び TAG 合成に関与している SCT1, SLC1, PAH1, DGA1

に注目し、遺伝子発現制御ネットワークを推定構築し、13 種類の制御に関与する遺伝子を推定

した。現在、それぞれの遺伝子の過剰発現株及び欠失株を作製し、油脂生産性を解析し、遺伝子

発現制御ネットワークモデルの有効性を検証中である。 

 

(9).2 油脂の脂肪酸組成改変（2.3.1.4 ハイスループット長鎖 DNA 合成技術の実用化、

2.3.2.3 反応機構推定に基づく酵素選択・機能改変の実用化と共同） 

油脂酵母 L. starkeyi はモデル酵母である Saccharomyces cerevisiae とは異なり、リノール酸

（C18:2）や-リノレン酸（C18:3）などの多価不飽和脂肪酸を僅かながら蓄積する。培養条件

と脂肪酸組成の解析から、L starkeyi は低温（20℃）においてより多価不飽和脂肪酸を蓄積す

ることが明らかになった（表 2.3.3.9-1）。 

 

表 2.3.3.9-1 L. starkeyi の低温培養時における不飽和脂肪酸の組成 

 脂肪酸組成 

 オレイン酸 

（C18:1） 

リノール酸 

（C18:2） 

-リノレン酸 

（C18:3） 

30℃培養 36% 15% 0.2% 

20℃培養 33% 23% 13% 

 

L. starkeyi がリノール酸や-リノレン酸などの多価不飽和脂肪酸を蓄積することは、本油脂

酵母が脂質中のオレイン酸（C18:1）をリノール酸に変換するΔ12 脂肪酸不飽和化酵素及びリ

ノール酸を-リノレン酸に変換するΔ15 脂肪酸不飽和化酵素をコードする遺伝子を有すること

を示唆している。この L. starkeyi が有するΔ12 及びΔ15 脂肪酸不飽和化酵素をコードする遺

伝子の同定と発現強化は L. starkeyi においてω-3 多価不飽和脂肪酸を生産するための根幹と

なる。 

既知のΔ12 脂肪酸不飽和化酵素との相同性検索の結果、L. starkeyi においてΔ12 脂肪酸不飽

和化酵素をコードしている可能性のある２つの遺伝子（D12d-1 及び D12d-2）の推定に成功し

た。L. starkeyi の D12d-1 及び D12d-2 は Fusariumu verticillioides 由来Δ12 脂肪酸不飽和化

酵素とそれぞれ約 50%及び 44%の同一性を示した。次に、これらの遺伝子がΔ12 脂肪酸不飽和化

酵素をコードしているかを明らかにするために、モデル酵母 S. cerevisiae 及び油脂酵母 L. 

starkeyi において両遺伝子の過剰発現を試みた。L. starkeyi 由来 D12d-1 を過剰発現した S. 

cerevisiae（S. cerevisiae + D12d-1）ではオレイン酸がリノール酸に変換されていたのに対

し、D12d-2 を過剰発現した株（S. cerevisiae + D12d-2）ではリノール酸だけでなく-リノレ

ン酸の蓄積も観察された。また同様に、D12d-1 及び D12d-2 を過剰発現した L. starkeyi（L 
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starkeyi + D12d-1 及び L starkeyi + D12d-2）ではそれぞれリノール酸と-リノレン酸の蓄積

が観察された（表 2.3.3.9-2）。 

 

表 2.3.3.9-2  D12d-1 及び D12d-2 過剰発現株の脂肪酸組成解析 

 脂肪酸組成 

 オレイン酸 リノール酸 -リノレン酸 

S. cerevisiae 親株 28% 0% 0% 

S. cerevisiae + D12d-1 21% 9.1% 0% 

S. cerevisiae + D12d-2 29% 0.4% 1.3% 

L. starkeyi 親株 36% 15% 0.2% 

L. starkeyi + D12d-1 20% 35% 1.1% 

L. starkeyi + D12d-2 28% 20% 8.8% 

 

次に、D12d-1 及び D12d-2 をコードする遺伝子の破壊と、その破壊株の脂肪酸組成の解析を

行った。低温培養条件において蓄積していたリノール酸及び-リノレン酸は D12d-1 破壊株にお

いて劇的に低下した。また、D12d-2 破壊株ではリノール酸の含量は低下しなかったが、-リノ

レン酸の蓄積が全く見られなくなった（表 2.3.3.9-3）。 

 

表 2.3.3.9-3  低温培養時における D12d-1 破壊株及び D12d-2 破壊株の脂肪酸組成 

 脂肪酸組成 

 オレイン酸 リノール酸 -リノレン酸 

L. starkeyi 親株 33% 23% 13% 

D12d-1 破壊株 64% 0.5% 1.5% 

D12d-2 破壊株 28% 44% 0% 

 

以上の結果から、L. starkeyi 由来 D12d-1 はΔ12 脂肪酸不飽和化酵素であること、また、

D12d-2 はΔ12/Δ15 不飽和化酵素であることが明らかになった。L. starkeyi の多価不飽和脂肪

酸生産に重要な脂肪酸不飽和酵素を発見とその発現強化によってω-3 多価不飽和脂肪酸合成の

上流物質であるリノール酸及び-リノレン酸を高生産する L. starkeyi の作製に成功した。 

 

L. starkeyi の内在性遺伝子の強化により、L. starkeyi においてリノール酸などの効率的な生

産が可能になった。次に、より高付加価値な EPA などのω-3 多価不飽和脂肪酸の合成ため、図

2.3.3.9-6 に記載した L.starkeyi の新規 EPA 合成経路を設計し、Δ9 脂肪酸伸長酵素やΔ8 脂肪

酸不飽和化酵素、Δ5 脂肪酸不飽和化酵素、Δ17 脂肪酸不飽和化酵素の酵素遺伝子の導入を試み

た（図 2.3.3.9-6）。 
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図 2.3.3.9-6 EPA 生産に必要な脂肪酸関連酵素 

白い四角で囲った脂肪酸は L. starkeyi に含まれる脂肪酸、グレーは L. starkeyi が有していない

脂肪酸及び脂肪酸関連酵素を示す。また、高付加価値ω-3 多価不飽和脂肪酸（EPA）は黒い四角で

囲っている。 

 

L. starkeyi において EPA を生産するためのコンストラクトは、一度に 4 つの酵素遺伝子を導

入するため、長鎖 DNA 合成技術を利用して作製した(図 2.3.3.9-7)。また、L. starkeyi の 18S

リボソーム DNA 領域に相同組換えによって多コピー挿入することが可能であることから、相同組

換え領域は 18S リボソーム DNA 領域とし、各遺伝子は恒常的に高発現すると期待されるプロモー

ターの制御下で発現を試みた。 

 

 

Palmitic acid
[C16:0]

Stearic acid
[C18:0]

Oleic acid
[C18:1]

C16/C18 elongase

∆9 desaturase

Linoleic acid
[C18:2 (LA)]

α-Linolenic acid
[C18:3 (ALA)]

Eicosadienoic acid
[C20:2 (EDA)]

Eicosatrienoic acid
[C20:3 (ETrA)]

Dihomo-γ-linolenic acid
[C20:3 (DGLA)]

Eicosatetraenoic acid
[C20:4 (ETA)]

Arachidonic acid
[C20:4 (ARA)]

Eicosapentaenoic acid
[C20:5 (EPA)]

∆12 desaturase

∆5 desaturase

∆17 desaturase

∆15 desaturase

∆9 elongase

∆8 desaturase

∆9 elongase

∆8 desaturase

∆5 desaturase

∆17 desaturase

∆17 desaturase
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図 2.3.3.9-7 EPA 生産に資する長鎖 DNA の合成 

 

本コンストラクトを D12d-1 などの内在性の発現を強化した L. starkeyi に導入したところ、約

1%の EPA の生産が確認された。このことから、長鎖 DNA を利用することにより多段階反応を一度

に油脂酵母に導入し、高付加価値ω-3 多価不飽和脂肪酸の生産が可能であることが明らかに

なった。 

 

 

(9).3 遺伝子発現-代謝経路統合ネットワークモデルの構築 

ターゲット物質である油脂生合成経路を調節し、さらに高生産性を実現するための改変酵素遺

伝子を推定する技術の開発を行った。開発した技術フローを図 2.3.3.9-8 に示す。 

 

図 2.3.3.9-8 生合成経路における調節候補酵素遺伝子推定フロー 

 

調節すべき酵素を同定する方法としては、微分方程式を利用した動的モデルを適用した。各代謝

反応について常微分方程式を定義し、代謝経路を常微分方程式で表すことで、シミュレーション

を実施した（図 2.3.3.9-9）。 

 

図 2.3.3.9-9 動的モデルによる化合物量シミュレーション概要 
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開発したすべての技術を、油脂生産モデルに適用した。同一条件での発現データとメタボライ

ト量データから、前項目で開発した動的モデルを適用し、生合成経路をさらに活性化するための

遺伝子 10 個以上を検出し提案した。 

 

図 2.3.3.9-10 油脂生産モデルにおける動的モデル構築 

 

図 2.3.3.9-11 油脂生産経路上の化合物量のシミュレーション 
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図 2.3.2.9-12 油脂生産モデルでの解析結果 

 

 

(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付

き 
その他 

学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等へ

の掲載 

展示会

への出

展 

その他 

2016 1 1 6 0 0 0 0 

2017 0 1 9 0 0 0 0 

2018 *1 
0 

(2) 

0 

(0) 

0 

(6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 7 3 30 1 1 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での実施済み件数、( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 

 

  

油脂生産に関与していると予測された遺伝子

調節すべき酵素遺伝子
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

 特許戦略について記載。特許出願はせずノウハウとして保有するなど。 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 0 0 0 

2017 1 0 0 

2018 *1 
0 

(1) 

0 

(0) 

0 

(0) 

2020 *2 3 0 0 

*1：2018 年 6 月時点での出願済み件数､( )内は 2018 年度末の予定件数 

*2：2020 年度末までに予定している累積件数 
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2.3.3.10 微生物を用いたアルカロイド等の新規生産法の有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：石川県立大学 

 

(1) 背景と目的 

背景 

植物アルカロイドは様々な生理活性を有しており、新規高機能品のシーズとして有効だが、

植物における含有量は低く、製品化されていない。そのほとんどが、生薬、漢方として利用さ

れている。 

生合成工学の進展により、植物アルカロイドの生合成経路を微生物内に構築し、生産するこ

とが可能となっている。しかしながら、そのほとんどが植物の生合成経路の再構成であり、微

生物内において効率的な経路となっていない。必要となる生合成経路の反応は 10～20段階に

およぶため、最適な経路の構築は行われておらず、実用レベルの生産には成功していない。そ

のため、実用生産には、微生物宿主に適応した新規生合成経路を構築する必要がある。 

目的 

情報解析技術開発により、新規代謝経路の設計・最適化手法の共同開発ならびに有効性の検

証を行う。これにより、植物アルカロイド等の二次代謝産物の新規生合成経路を実現させ、微

生物による実用生産を目的とする。 

 

(2) 位置づけ、目標値 

位置づけ 

 

中間目標値(H30) 
 新規代謝経路の設計による前駆物質生産システムの構築 

目標：ゲノム挿入型チロシン、ドーパミン生産システムの構築 
 実用生産に適した菌株の作製 

目標：ゲノム挿入型レチクリン生産システムの構築 
最終目標値（H32） 
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 メタボローム解析による高効率な培養条件の確立 
目標：生産量をもとにした最適な代謝経路の確立 

 実用生産システムを確立し、下記化合物に対して目標生産量を達成する。 
レチクリン：1 g/L 
マグノフロリン、新規アルカロイド：0.5 g/L 

 植物由来生理活性物質および新規化合物の生産 
各々の生理活性（5 種類程度を想定）に対して最も有効な値を示した化合物の実用

生産システム構築（生産目標値：0.5 g/L） 
 

(3) 全体計画 

 

 

(4) 実施体制 

   体制図 

 

 

498



 

(5) 運営管理 

３ヶ月を目安に、連携グループでの進捗および情報共有のための会議を開催。 
 

(6) 実施の効果 

漢方薬、生薬の市場規模は年々増加しており、２０１３年度は１３６１億円である。微生物

発酵法によるアルカロイドの安価な生産により、漢方薬やそれらを利用した健康食品関連の市

場規模の拡大が期待できる。また、生活習慣病等の予防・健康サービスの市場規模は年間 4 兆

円と試算されており、本研究成果を生産現場へ導入することによる経済効果は非常に高いもの

と考えられる。 
 

(7) 中間目標の達成度 

研究開発項目 中間目標 成果 達成度 

（2018年 6月） 

今後の課題と解決

方針 

i.化合物の構造変

換からの経路推定

（神戸大学、石川

県立大学） 

チロシンから 3,4-
DHPAA までの生

合成経路に対する

複数候補の新規生

合成経路の選定、

および各生合成遺

伝子の大腸菌発現

株構築と生産シス

テムへの導入。 
 

M-path お よ び

BioProV により、

５種類の新規生合

成経路を選定済

み。さらに、微生

物遺伝子機能検索

デ ー タ ベ ー ス

（MiFuP）による

各生合成遺伝子候

補の選定を行い、

２種類の経路につ

いては発現株を構

築済み。ケト酸脱

炭酸経路について

は、生合成経路を

構築し、有効性を

実証。 

○ 

（2019 年 3 月達

成予定） 

新規生合成経路の

選定を引き続き行

い、順次大腸菌プ

ラットフォームに

導入することで有

効性を検証し、最

も効率的な新規経

路を決定する。 
 

ii.ゲノム情報から

の経路推定 
（産総研、石川県

立大学） 

ゲノム情報からの

代謝経路の再構

築、およびトラン

スクリプトーム解

析によるアルカロ

イド生産時におけ

る活性化経路の探

索。代謝改変によ

る大腸菌プラット

フォームの改良。 
 

代謝経路の再構築

およびトランスク

リプトーム解析に

よる活性化経路は

探索済み。トラン

スクリプトーム解

析からの代謝経路

改変と大腸菌プ

ラットフォームへ

の導入を行った

が、生産効率は改

○ 

（2019 年 3 月達

成予定） 
 

安定的なゲノム挿

入型レチクリン生

産システムに対し

て解析を行うこと

で、より精度よく

代謝経路改変と大

腸 菌 プ ラ ッ ト

フォームへの導入

を行う。さらに、

レチクリン以降の

アルカロイド生産
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善されなかった。 株に対しても解析

を行う。 

iii.ゲノム挿入型生

産システムの構築 
（石川県立大学） 

チロシンからレチ

クリンまでの生合

成酵素をチロシン

高生産大腸菌ゲノ

ムに挿入し、より

安定なレチクリン

生産システムを構

築する。 

これまでのプラス

ミド型よりも高効

率なゲノム挿入型

チロシンおよび

ドーパミン高生産

大腸菌を作製済

み。 
また、プラスミド

併用型レチクリン

高生産大腸菌株の

作製にも成功。 

△ 

順次、プラスミド

併用型からゲノム

挿入型へと移行予

定。各々の生合成

遺伝子のゲノム挿

入における活性は

確認済みのため、

ゲノム挿入を安定

的に行えれば、そ

の構築に問題はな

いと考えている。 

ドーパミンからレ

チクリンまでの生

合成酵素をドーパ

ミン高生産大腸菌

ゲノムに挿入し、

ゲノム挿入型レチ

クリン生産システ

ムを構築する。 

iv.生合成遺伝子ラ

イブラリの構築

（石川県立大学） 

二次代謝産物を産

生する生物種から

の  cDNA ライブ

ラリーを生産シス

テムに導入し、そ

の生産物を解析す

ることで、新規生

合成遺伝子の単離

を行う。 
また、微生物遺伝

子機能検索データ

ベース（MiFuP）
により生合成酵素

を探索する。 
 

アルカロイド分解

性 微 生 物

(Pseudomonas 

putida ) か ら の

cDNA ライブラ

リーを構築済み。 
MiFuP により、チ

ロシン水酸化酵

素、モノアミン酸

化酵素に対して、

同様の機能を持つ

酵素を選定し遺伝

子を取得済み。大

腸菌発現株の構築

および大腸菌プ

ラットフォームへ

の導入を行い、代

替酵素として生産

効率改善に有効で

あることを実証。 

○ 

（2019 年 3 月達

成予定） 
 

構築したライブラ

リーからの生合成

遺伝子の単離を引

き続き行う。千葉

大学梅野グループ

（ハイスループッ

ト微生物構築・評

価技術の実用化）

と連携し、アルカ

ロイドに対する微

生物センサを開発

することで、効率

的なスクリーニン

グ技術を構築す

る。 
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(8) 最終目標の達成可能性 

研究開発項目 現状 

（2018年 6月） 

最終目標 

（2020年度末） 

達成見通し 

i.化合物の構造変換か

らの経路推定（神戸大

学、石川県立大学） 

チ ロ シ ン か ら 3,4-
DHPAA までの５種類

の新規生合成経路を選

定済み。さらに、各生

合成経路における候補

遺伝子の選定を行い、

２種類の経路について

は発現株を構築し、レ

チクリン生産の確認を

行った。 

５種類の新規生合成経

路に対して、レチクリ

ン生合成経路を構築

し、レチクリン生産量

を比較することで情報

解析システムの有効性

を実証する。さらに、

複数の経路を組み合わ

せた生産システムを構

築することで、最も効

率的なアルカロイド生

産システムを構築す

る。 

各生合成経路の構築に

対して、候補遺伝子の

組み合わが数多くあ

り、その構築が律速と

なっている。神戸大学

石井グループ（ハイス

ループット微生物構

築・評価技術の実用

化）と連携すること

で、経路構築の効率化

を図り、最終目標を達

成予定である。 

ii.ゲノム情報からの経

路推定（産総研、石川

県立大学） 

プラスミド型のレチク

リン生産株に対して、

代謝経路の再構築およ

びトランスクリプトー

ム解析による活性化経

路は探索済み。トラン

スクリプトーム解析か

らの代謝経路改変と大

腸菌プラットフォーム

への導入は現在検討

中。 

ゲノム挿入型レチクリ

ン生産システムに対し

て解析を行い、代謝経

路改変と大腸菌プラッ

トフォームへの導入を

行う。さらに、レチク

リン以降のアルカロイ

ド（テバイン、モルヒ

ネを予定）生産株に対

しても同様の解析を行

う。 

プラスミド型の生産株

では不安定であり、ト

ランスクリプトーム解

析が十分に行えなかっ

た。安定的なゲノム挿

入型生産株に対して解

析を行うことで、活性

化経路の探索を精度よ

く行い、代謝経路改変

と 大 腸 菌 プ ラ ッ ト

フォームへの導入を行

う予定である。 

iii.ゲノム挿入型生産シ

ステムの構築 
（石川県立大学） 

ゲノム挿入型ドーパミ

ン高生産大腸菌を作製

済み。また、ドーパミ

ンからレチクリンまで

の生合成酵素のゲノム

挿入における活性は確

認済み。 

ゲノム挿入型レチクリ

ン生産システムを構築

する。さらに、ゲノム

挿入型レチクリン高生

産大腸菌にモルヒネま

での生合成遺伝子を導

入し、オピオイド実用

生産システムを確立す

る。 

これまでの研究によ

り、大腸菌ゲノムへの

生合成遺伝子の多段階

のゲノム挿入の技術は

確立済み。我々独自の

本技術を用いること

で、ゲノム挿入型アル

カロイド生産株の構築

が可能である。 

iv.生合成遺伝子ライブ

ラリの構築 
（石川県立大学） 

アルカロイド分解性微

生 物 (Pseudomonas 

putida )からの cDNA ラ

イブラリーを構築済

二次代謝産物を産生す

る生物種からの cDNA
ライブラリーからの生

合成遺伝子の単離を行

これまでに実績のある

MiFuP を引き続き活用

することで、新規生合

成遺伝子の単離の効率
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み。 
MiFuP により、チロシ

ン水酸化酵素、モノア

ミン酸化酵素に対する

代替酵素を単離し、大

腸菌プラットフォーム

への導入を行い、レチ

クリンの生産効率を改

善した。 

う。さらに、MiFuP を

活用することで、新規

生合成遺伝子の単離を

行い、人工的に生合成

経路を構築し、新規化

合物（非天然型アルカ

ロイド、もしくは他二

次代謝産物との融合型

アルカロイド）生産を

行う。 

化を図る。さらに、微

生物センサを用いるこ

とで、これまでは LC-
MS を用いて網羅的に

行っていたアルカロイ

ド解析を特異的に行

う。 

 

(9) 研究開発の成果と意義 

京都大学荒木グループおよび理研白井グループとの連携による情報解析（M-Path および

BioProV）により、チロシンから 3,4-DHPAA までの 5 種類の新規代謝経路の設計を行った。さ

らに、NITE の MiFup を用いて、それらの生合成遺伝子群を選定した。実際に選定された

Kulyveromyces marxianus 由来フェニルピルビン酸デカルボキシラーゼを用いた生産システムで

は、従来の経路よりも 2 倍のレチクリン生産量を示した（図１）。さらに、レチクリン生産に

おいて律速反応であったチロシンからドーパへの変換反応を触媒する酵素、tyrosinase に対し

て、MiFup を用いて代替酵素を予測した結果、4 種類の生物種、ショウジョウバエ（Drosophila 

meranogaster）、うずら（Phasianidae sp.）、うなぎ（Anguilla anguilla）、ラット（Rattus 

norvegicus）由来のチロシン水酸化酵素が選抜された。チロシン水酸化酵素は、その反応にテト

ラヒドロビオプテリン（BH4）を補酵素として必要とする。そこで、BH4 生産に必要な 3 種類

の生合成酵素、guanosine triphosphate cyclohydrolase I (MtrA)、6-pyruvoyltetrahydropterin synthase 
(PTPS)、sepiapterin reductase (SPR)とともに、4 種類のチロシン水酸化酵素をそれぞれ生合成経

路に導入し比較した結果、ショウジョウバエ由来のチロシン水酸化酵素が生産効率の改善に有

効であることが明らかとなった。 
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産総研油谷、矢追グループおよび木村グループとの連携により、大腸菌ゲノム情報からの代

謝経路の再構築および遺伝子発現データからアルカロイド生産時に活性化している経路を推定

した結果、KEGG 上に登録されている 436 の代謝経路のうち、16 の代謝経路が活性化していた

（図２）。アルカロイド生産時にピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合遺伝子（aceEF）の発現量

低下によるアセチル CoA の枯渇、7-carboxy-7-deazaguanine synthase（queE）による BH4 生成阻

害の可能性が示唆された。aceEF のリプレッサーである pdhR の破壊による生産能向上、およ

び queE 破壊による生産能向上を検討したが、レチクリン増産は達成できなかった。しかし、

ゲノム情報からの経路推定の有効性は実証できたため、安定的なゲノム挿入型レチクリン生産

株において同様の解析を行うことで、活性化経路の探索の精度を向上させ代謝経路改変と大腸

菌プラットフォームへの導入を行う予定である。 
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また、実用生産システム確立のために、ゲノム挿入型チロシン、ドーパミン高生産大腸菌株

をそれぞれ作製した。ゲノム挿入型チロシン生産株では 24 mM (4.4 g/L)、プラスミド株のおよ

そ 5 倍のチロシンを生産した（図３）。 
 

 
 

アルカロイド生合成経路には P450 酵素が関与していることが多く、大腸菌における効率的

な発現システムの構築が不可欠となっている。P450 酵素の機能的な発現には補酵素としてヘム

が必要であり、通常はヘム前駆体である５-アミノレブリン酸（5ALA）を培地に添加してい
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る。しかしながら、5ALA は非常に高価なため、実用生産での使用には不向きである。そこ

で、ヘム過剰生産系（ヘムの共発現系）の導入により、大腸菌における効率的な真核生物由来

P450 酵素の発現システムを確立した。その結果、5ALA 添加依存的な CYP719A1 において、2
倍以上の効果があった（図４）。さらにこれを利用し、グルコースからのコリツベリン発酵生

産に成功した。ヘム共発現系導入により、P450 の機能的な発現を必要とする物質生産を安価に

行うことが可能となった。 

 

 

 

メチオニンはレチクリン生産においてメチル基の供給源として重要であり、安価なため培地

に添加することが可能である。そこで、培地へのメチオニン添加の影響を検討した結果、すで

に確立済みのプラスミド型レチクリン高生産株（Jar を用いた Batch 培養で 165.9 mg/L の生産

量）において、三角フラスコを用いた培養条件において 213 mg/L の生産に成功した（図５）。

レチクリン高生産株ではメチル基の供給が律速であり、培地へのメチオニン添加によって律速

が改善されることが明らかとなった。 
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(10) 成果の普及 

年度 

論文 その他外部発表 

受賞 

実績 査読付き その他 
学会発

表･講演 

新聞･雑

誌等への

掲載 

展示会へ

の出展 
その他 

2016 ０ ０ ２ ０ ０ ０ ０ 

2017 ０ ０ ３ ０ １ ０ ０ 

2018 *1 
１ 

(３) 

０ 

(０) 

０ 

(３) 

０ 

(１) 

０ 

(０) 

０ 

(０) 

０ 

(０) 

2020 *2 ９ ２ １４ ３ ３ ０ ０ 

*1：2018年 6月時点での実施済み件数、( )内は 2018年度末の予定件数 

*2：2020年度末までに予定している累積件数 
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(11) 知的財産権などの確保に向けた取り組み 

年度 
特許出願件数 

国内 外国 PCT 

2016 ０ ０ ０ 

2017 ０ ０ ０ 

2018 *1 
０ 

(２) 

０ 

(０) 

０ 

(０) 

2020 *2 ５ １ ２ 

*1：2018年 6月時点での出願済み件数､( )内は 2018年度末の予定件数 

*2：2020年度末までに予定している累積件数 
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成果リスト  

 

(1) 研究発表・講演（口頭発表も含む）  

(1)-1 論文  

1.  Yoshifumi Oguro, Harutake Yamazaki, Satoshi Ara, Yosuke Shida, Wataru 

Ogasawara, Masamichi Takagi and Hiroaki Takaku: Efficient gene targeting 

in non-homologous end-joining-deficient Lipomyces starkeyi strains; 

Curr. Genet. (2017) First Online 20 Febrary 

2.  Daisuke Tominaga, Hideo Kawaguchi, Yoshimi Hori, Tomohisa Hasunuma, 

Chiaki Ogino, Sachiyo Aburatani, "Analyses of metabolic system dynamics 

for time series data of small samples", Bioinformatics and Biology 

Insights (in press) 

3.  Vavricka, C.J., Muto, C., Hasunuma, T., Kimura, Y., Araki, M., Wu, Y., 

Gao, G.F., Ohrui, H., Izumi, M., Kiyota, H. (2017) Synthesis of sulfo-

sialic acid analogues: potent neuraminidase inhibitors in regards to 

anomeric functionality, Scientific Reports 7 (1): 8239 

4.  Fumio Matsuda, Atsumi Tomita, Hiroshi Shimizu. (2017) Prediction of 

hopeless peptides unlikely to be selected for targeted proteome 

analysis. Mass Spectrometry (Tokyo) 2017; 6(1): A0056 

5.  Konishi Kenji, Kumagai Toshitaka, Shin-ich Sakasegawa, Tomohiro Tamura. 

(2017) Complete Genome Sequence of Burkholderia stabilis FERM P-21014. 

Genome announcements Jul 20;5(29). pii: e00636-17. 

6.  Matsumura E., Nakagawa A., Tomabechi Y., Ikushiro S., Sakaki T., 

Katayama T., Yamamoto K., Kumagai H., Sato F. and Minami H. Microbial 

production of novel sulphated alkaloids for drug discovery Scientific 

Reports 8, 7980 (2018) 

7.  Daisuke Tominaga, Hideo Kawaguchi, Yoshimi Hori, Tomohisa Hasunuma, 

Chiaki Ogino, Sachiyo Aburatani: Mathematical Model for Small Size Time 

Series Data of Bacterial Secondary Metabolic Pathways; Bioinformatics 

and Biology Insights, 12:1-7 (2018) 

8.  石黒  宗 , 増山  七海  & 谷内江  望  (2017) オミクス科学における実験数の組合せ

爆発に挑む DNA バーコード技術 . 生化学  89, No 4, 538‒545 

 

(1)-2 総説  

1.  Yosuke Shida, Takanori Furukawa, Wataru Ogasawara: Deciphering the 

molecular mechanisms behind cellulase production in Trichoderma reesei, 

the hyper-cellulolytic filamentous fungus; Biosci. Biotechnol. Biochem., 

80(9), 1712-1729 (2016) 

2.  高久  洋暁 , 山崎  晴丈 : 油脂酵母 Lipomyces starkeyi における遺伝子組換えシ

ステムの構築とその応用 ; オレオサイエンス , 17(3), 107-116 (2017) 
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3.  小林直也，木村尚弥，新井亮一 : バイナリーパターン配列デザインによるデノボ

蛋白質の創出と蛋白質ナノブロックによる超分子複合体の創生 ; 生物工学会誌，

94(8), 485-488 (2016). 

4.  Naoya Kobayashi, Ryoichi Arai: Design and construction of self-

assembling supramolecular protein complexes using artificial and fusion 

proteins as nanoscale building blocks; Curr. Opin. Biotech. 46, 57-65 

(2017). 

5.  蓮沼誠久 , バイオリファイナリー実現を加速する先端バイオ技術と情報技術の融

合 , アグリバイオ , 11 月号 , vol.1(12), 24-29（ 2017）  

6.  Fumio Matsuda, Yoshihiro Toya and Hiroshi Shimizu. (2018) Learning from 

quantitative data to understand central carbon metabolism. Biotechnology 

Advances 35(8):971-980 

7.  柘植謙爾・石井純・荒木通啓・近藤昭彦 , ゲノム合成の潮流のインパクト  微生

物による物質生産 , 現代化学 , 562, 36-41 (2018) 

8.  梅野太輔，「生物をつくる  新薬を生み出すスーパー酵母を創る」，バイオベン

チャーの冒険者たち  世界をアップデートする６人のバイオ研究者，千葉大学ベ

ンチャービジネスラボラトリー編，幻冬舎（ 2018 年 3 月 20 日発行） ISBN 978-4-

344-91602-9 C0045 

9.  蓮沼誠久 , バイオリファイナリー実現を加速する先端バイオ技術と情報技術の融

合 , アグリバイオ , 11 月号 , vol.1(12), 24-29（ 2017/11）  

10.  松田史生：微生物によるモノづくりのためのトランスオミクスデータ解読をめぐ

って； AI 導入によるバイオテクノロジーの発展、監修植田允美、 pp149-156 

(2018). 

11.  石黒  宗  & 谷内江  望  (2018) 全ゲノム合成時代における長鎖 DNA 合成の考え方 . 

スマートセルインダストリー—微生物細胞を用いた物質生産の展望—, 32-38 

12.  谷内江  望  (2017) 長鎖 DNA 合成のオートメーション化による生命科学の未来 . 実

験医学  別冊あなたのラボに AI×ロボットがやってくる , 80-91 

13.  山本 -ｴｳﾞｧﾝｽ 楠  & 谷内江  望  (2017) AI･LabDroid と交わす言葉をつくりだす . 

実験医学  別冊あなたのラボに AI×ロボットがやってくる , 124-129 

14.  Anne-Ruxandra Carvunis & Trey Ideker 翻訳 :森  秀人  & 谷内江  望  (2017) Siri 

of the Cell—生物学は iPhone から何を学べるだろうか . 実験医学  別冊あなたの

ラボに AI×ロボットがやってくる , 116-123 

 

(1)-3 口頭発表およびポスター発表  

1.  石井純「酵母でのモノづくり細胞のエンジニアリング」第 11 回日本ゲノム微生

物学会（慶應義塾大学  湘南藤沢キャンパス），平成 29 年 3 月  

2.  荒木通啓「代謝経路デザインの限界」第 11 回日本ゲノム微生物学会（慶應義塾

大学  湘南藤沢キャンパス），平成 29 年 3 月  
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3.  蓮沼誠久「日本独自の超高速微生物育種プラットフォーム“スマートセルファウ

ンドリ”の開発」 NEDO「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」キック

オフシンポジウム（東京），平成 28 年 11 月  

4.  蓮沼誠久「バイオリファイナリーの構築に資する微生物細胞工場の創製」第 21

回  関西大学  先端科学技術シンポジウム「地域資源の高度利用を図るバイオリ

ファナリーの基盤形成とその実用化（関西大学），平成 29 年 1 月  

5.  富永大介 , 川口秀夫 , 堀良美 , 蓮沼誠久 , 油谷幸代 , "時系列データと代謝マッ

プからの実反応経路の推定 ", 化学工学会第 82 年会 , 東京 , 2017 年 3 月  (口頭 ) 

6.  臼田佳弘：「生物機能を活用したものづくりにおける味の素（株）の取組とプロ

ジェクトへの期待」；植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発プロジェク

ト  キックオフシンポジウム , 平成 28 年 11 月  

7.  Takeshi Kubota: Challenges to the production of high value-added 

chemicals: aromatic compounds；  BioJapan 2016（パシフィコ横浜） , 平成 28

年 10 月  

8.  乾  将行 : バイオリファイナリー社会の実現を目指したバイオ燃料・グリーン化

学品生産； RITE 革新的環境技術シンポジウム 2016～エネルギー・環境技術のイ

ノベーションによるゼロエミッション社会の構築～（東京大学伊藤謝恩ホー

ル） , 平成 28 年 12 月  

9.  南博道：微生物発酵法による植物アルカロイド生産と生薬生理活性物質の創製；

日本農芸化学会 2017 年度大会（京都女子大学） , 平成 29 年 3 月  

10.  中川明 , 佐藤文彦 , 南博道：創薬研究を目指した大腸菌を用いたベンジルイソキ

ノリンアルカロイド生産系の構築；日本薬学会第 137 年会（東北大学） , 平成

29 年 3 月  

11.  小笠原  渉：微生物がかかわる生活（環境・食料・健康など）；第 6 回緑水工業

水環境フォーラム「水に映す未来。」（ホテルニューオータニ長岡  NC ホー

ル） , 2016 年 10 月  

12.  Nguyen Le Quynh Anh, 藤原  南帆 , 南郷  修司 , 大隅  正子 , 志田  洋介 , 小

笠原  渉：糸状菌 Trichoderma reesei の形態学的解析；第 1 回高専生サミット  

on Bioinspired Chemistry （鶴岡工業高等専門学校）  2016 年 9 月  

13.  平沢  大樹 , 志田  洋介 , 田代  康介 , 久原  哲 , 小笠原  渉：有用糸状菌

Trichoderma reesei 日本型変異株の網羅的表現型解析；第 68 回日本生物工学会

大会（富山国際会議場）  2016 年 9 月  

14.  Dung Pham Khanh, Atsushi Miyata, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuo 

Masaki, Kazuki Mori, Kosuke Tashiro, Satoru Kuhara, Hiroaki Takaku, 

Wataru Ogasawara: Analysis of light response mechanisms in carotenoid 

synthesis of the yeast Rhodosporidium toruloides; 第 68 回日本生物工学会

大会（富山国際会議場） , 2016 年 9 月  

15.  Hiroki Hirasawa, Yosuke Shida, Kosuke Tashiro, Satoru Kuhara, Wataru 

Ogasawara: Identification of the novel pH-responsive cellulase 

regulating factor in filamentous fungus Trichoderma reesei; The 5 t h 
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International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年

10 月  

16.  Ayana Nakamura, Machiko Takahashi, Tomohiko Matsuzawa, Yosuke Shida, 

Katsuro Yaoi, Wataru Ogasawara: The physiological role of BGLII in 

Trichoderma reesei; The 5th International GIGAKU Conference in Nagaoka

（長岡技術科学大学） , 2016 年 10 月  

17.  Atsushi Miyata, Pham Khanh Dung, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuo 

Masaki, Kazuki Mori, Satoru Kuhara, Hiroaki Takaku, Wataru Ogasawara: 

ANALYSIS OF RELATIONSHIP BETWEEN LIGHT RESPONSE AND LIPID PRODUCTION IN 

THE OLEAGINOUS YEAST Rhodosporidium toruloides; The 5 t h International 

GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年 10 月  

18.  Nayani D. Daranagama, Hiroki Hirasawa, Koki Shioya, Haruna Sato, 

Yoshiyuki Suzuki, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: Transcriptional 

regulation mechanism of proteases in Trichoderma reesei; The 5 t h 

International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年

10 月  

19.  Kazumasa Yoshizawa, Hiroki Taniguchi, Takanori Furukawa, Yosuke Shida, 

Wataru Ogasawara: Functional analysis of C terminal-tail of putative 

trancepter CRT1 involved in lignocellulase production in Trichoderma 

reesei; The 5 t h International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学

大学） , 2016 年 10 月  

20.  Minaho Fujiwara, Shingo Tahara, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: 

FUNCTIONAL ANAIYSIS of CHITIN SYNTHASES in Trichoderma reesei; The 5 t h 

International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年

10 月  

21.  Dung Pham Khanh, Atsushi Miyata, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuo 

Masaki, Kazuki Mori, Satoru Kuhara, Hiroaki Takaku, Wataru Ogasawara: 

ANALYSIS OF LIPID PRODUCTION IN THE OLEAGINOUS YEAST Rhodosporidium 

toruloides; The 5 t h International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術

科学大学） , 2016 年 10 月  

22.  Nguyen Le Quynh Anh, Minaho Fujiwara, Nobuhito Nango, Yosuke Shida, 

Wataru Ogasawara: Visualization of nuclei in Trichoderma reesei; The 5 t h 

International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年

10 月  

23.  Keitaro Takahashi, Hiroki Aita, Hiroki Hirasawa, Yosuke Shida, Wataru 

Ogasawara: Elucidation of cellobiose-responsive cellulase production 

mechanism in Trichoderma reesei; The 5 t h International GIGAKU Conference 

in Nagaoka（長岡技術科学大学） , 2016 年 10 月  
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24.  平沢  大樹 , 志田  洋介 , 小笠原  渉：糸状菌  Trichoderma reesei における新

規  pH 依存的セルラーゼ生産制御因子の解析；第 16 回糸状菌分子生物学コンフ

ァレンス（京都大学） , 2016 年 11 月  

25.  吉澤  和将 , 谷口  大樹 , 古川  隆紀 , 志田  洋介 , 小笠原  渉： Trichoderma 

reesei における推定トランセプター  CRT1 の  C 末端テール領域の解析；第 16

回糸状菌分子生物学コンファレンス（京都大学） , 2016 年 11 月  

26.  藤原  南帆 , 志田  洋介 , 小笠原  渉：ガラクトース異性化酵素遺伝子 gal10 の

機能から見る Trichoderma reesei が生産する繊維状物質の特性解明；第 39 回日

本分子生物学会年会（パシフィコ横浜） , 2016 年 11 月  

27.  宮田  淳史 , 志田  洋介 , 山崎  晴丈 , 正木  和夫 , 森  一樹 , 田代  康介 , 久

原  哲 , 高久  洋暁 , 小笠原  渉：油脂生産酵母  Rhodosporium toruloides の

突然変異導入による油脂生産向上因子の同定；第 39 回日本分子生物学会年会

（パシフィコ横浜） , 2016 年 11 月  

28.  北原  雪菜 , 吉澤  和将 , 谷口  大樹 , 古川  隆紀 , 志田  洋介 , 小笠原  渉：

Trichoderma reesei における推定トランセプター CRT1 のシグナル伝達機構；第

11 回日本ゲノム微生物学会年会（慶応大学・藤沢） , 2017 年 3 月  

29.  岩本  孝信 , 宮田  淳史 , Pham Khanh Dung, 志田  洋介 , 山崎  晴丈 , 正木  

和雄 , 森  一樹 , 久原  哲 , 高久  洋暁 , 小笠原  渉：油脂生産酵母

Rhodosporidium toruloides の油脂およびカロテノイド生産の相関解析；第 11

回日本ゲノム微生物学会年会（慶応大学・藤沢） , 2017 年 3 月  

30.  Pham Khanh Dung, Atsushi Miyata, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuo 

Masaki, Hiroaki Takaku, Wataru Ogasawara： Lipid production in the 

oleaginous yeast Rhodosporidium toruloides；地域活性に関する国際会議

（ ISLife2017）（鹿児島県出水郡長島町） , 2017 年 3 月  

31.  Ebina, S., Abe, S., Yamazaki H. and Takaku H.: Isolation of Industrial 

Oleaginous yeast Lipomyces starkeyi Mutants Accumulating a High Level of 

Lipid; International Conference on Food for Health in Niigata 2016 （日

本・新潟）平成 28 年 11 月  

32.  Kobayashi S., Yamazaki H. and Takaku H.: Expression profile of genes 

responsible for lipid production in oleaginous yeast Lipomyces starkeyi 

mutant K13 exhibiting high lipid accumulation; International Conference 

on Food for Health in Niigata 2016 （日本・新潟）平成 28 年 11 月  

33.  Sano M., Yamazaki H. and Takaku H.: Metabolic engineering of oleaginous 

yeast Lipomyces starkeyi for over production and secretion of fatty 

acids from glucose; International Conference on Food for Health in 

Niigata 2016 （日本・新潟）平成 28 年 11 月  

34.  小林  鈴花 , 海老名  沙也佳 , 阿部  史歩 , 山崎  晴丈 , 志田  洋介 , 小笠原  渉 , 高

久  洋暁 : 油脂酵母  Lipomyces starkeyi の油脂高蓄積変異株の取得と油脂合

成・分解関連重要遺伝子の同定 ; 日本農芸化学会 2017 年度大会（京都女子大

学）平成 29 年 3 月  
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35.  海老名  沙也佳 , 春日  琴葉 , 志田  洋介 , 小笠原  渉 , 山崎  晴丈 , 高久  洋暁 : 油

脂酵母  Lipomyces starkeyi における油脂高蓄積変異株の育種 ; 日本農芸化学会

2017 年度大会（京都女子大学）平成 29 年 3 月  

36.  佐野  真那理 , 志田  洋介 , 小笠原  渉 , 山崎  晴丈 , 高久  洋暁 : 油脂酵母

Lipomyces starkeyi における脂肪酸の分泌発酵生産 ; 日本農芸化学会 2017 年度

大会（京都女子大学）平成 29 年 3 月  

37.  木村尚弥，小林直也，新井亮一 : 超安定化二量体新規人工蛋白質 Super WA20 

(SUWA)の創出と自己組織化蛋白質ナノブロック複合体構築 ; 日本生物工学会

2016 年度大会（富山国際会議場） , 2016 年 9 月  

38.  Naoya Kobayashi, Naoya Kimura, Ryoichi Arai: Self-assembling 

supramolecular nano-architectures created from de novo protein nano-

building blocks; 日本生物工学会 2016 年度大会（富山国際会議場） , 2016 年 9

月  

39.  Ryoichi Arai, Naoya Kobayashi, Naoya Kimura, Michael H. Hecht: De Novo 

Protein Nano-Building Block Approach for "Synthetic Structural Biology" 

to Create Artificial Supramolecular Protein Complexes; The 42nd Naito 

Conference（シャトレーゼ  ガトーキングダム  サッポロ） , 2016 年 10 月  

40.  Naoya Kobayashi, Naoya Kimura, Ryoichi Arai: Design and construction of 

supramolecular nanostructures by using de novo protein nanobuilding 

blocks; 第 54 回日本生物物理学会大会（つくば国際会議場） , 2016 年 11 月  

41.  木村尚弥，小林直也，新井亮一 : 蛋白質ナノブロック用超安定化人工蛋白質

SUWA (Super WA20)の特性解析及び構造解析 ; 第 39 回日本分子生物学会年会（パ

シフィコ横浜） , 2016 年 12 月  

42.  小林直也，木村尚弥，新井亮一 : 人工蛋白質ナノブロックによる多様な自己組織

化超分子ナノ構造複合体：ネオバイオ超分子の創生を目指して ; 第 39 回日本分

子生物学会年会（パシフィコ横浜） , 2016 年 12 月  

43.  新井亮一 : 信州発！微生物によるナノバイオものづくりイノベーションに向け

て：人工タンパク質ナノブロック開発による自己組織化超分子複合体の創出 ; 菌

類・微生物ダイナミズム創発研究センター  キックオフシンポジウム（信州大

学） , 2016 年 12 月  

44.  Naoya Kimura, Naoya Kobayashi, Ryoichi Arai: Dynamical Ordering 

Nanostructures Constructed from Protein Nanobuilding Blocks; The 5 t h 

International Symposium of Dynamical Ordering of Biomolecular Symstems 

for Creation of Integrated Functions（東京大学） , 2017 年 1 月  

45.  Ryoichi Arai: Self-assembling supramolecular nanostructures created from 

de novo protein nanobuilding blocks; The 11 t h Annual Symposium on 

Nanobiotechnology（川崎市産業振興会館） , 2017 年 2 月  

46.  木村尚弥，小林直也，新井亮一 : タンパク質ナノブロックによる動的秩序構造形

成，日本化学会第 97 春季年会（慶応大学） , 2017 年 3 月  
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47.  Naoya Kimura, Naoya Kobayashi, Ryoichi Arai: Self-assembling 

supramolecular nanostructures created from de novo protein nanobuilding 

blocks; Okazaki Conference 2017 on Grand Challenges in Small-angle 

Scattering（岡崎コンファレンスセンター） , 2017 年 3 月  

48.  菅野学 , 三谷恭雄 , 野田尚宏 , 木村信忠 , 田村具博：バクテリアのポリシストロ

ニックオペロンの発現実態の解明を目指した長鎖 cDNA 調整手法の開発；第 17 回

LS-BT 合同発表会（つくば） , 2018 年 2 月  

49.  菅野学 , 三谷恭雄 , 野田尚宏 , 木村信忠 , 田村具博：放線菌の長鎖 mRNA の発現

情報取得の新規アプローチ  ~二次代謝産物生合成遺伝子群の発現をありのまま捉

える ~；日本農芸化学会 2018 年大会（名古屋） , 2018 年 3 月  

50.  齋藤裕、北川航、田村具博、亀田倫史 ; コドン最適化による放線菌蛋白質発現

量の調節 ; 2017 年度生命科学系学会合同年次大会（ ConBio2017）；神戸ポート

アイランド、 2017 年 12 月  

51.  亀田倫史： MD シミュレーションを用いた機能性タンパク質の高機能化法の開

発；日本農芸化学会 2018 年大会（名古屋） , 2018 年 3 月  

52.  Sachiyo Aburatani, “ Network Inference by Structural Equation Modeling 

for systems biology” , Escherichia coli biology workshop, Awaji 

Yumebutai, Hyogo, Japan, Mar. 2018 

53.  Sachiyo Aburatani, Tomohiro Tamura, “ Statistical Inference of Gene 

Regulatory Network from Gene Expression Profiles” , ISPROF2017, Lisbon, 

Portugal, Sep.2017 

54.  富永大介 , 川口秀夫 , 堀良美 , 蓮沼誠久 , 荻野千秋 , 油谷幸代 , "酵素反応の速

度モデリングにおける補酵素やエネルギー分子の影響 ", LS-BT 合同発表会 , つ

くば市  (2018). 

55.  Wong Pui Shan, Sachiyo Aburatani, “ Elucidation of the sequential 

transcriptional activity in Escherichia coli using time-series RNA-seq 

data” , Metabolomics & Systems Biology, Prague, Czech Republic, Aug. 

2018 

56.  Wong Pui Shan, Sachiyo Aburatani, “ Elucidation of the sequential 

transcriptional activity in Escherichia coli using time-series RNA-seq 

data” , 第 17 回 LS-BT 合同発表会（つくば） , 2018 年 2 月  

57.  松沢智彦、前原智子、神坂泰、荒学志、高久洋暁、矢追克郎：油脂酵母

Lipomyces starkeyi の delta 12-fatty acid desaturase の機能解析；日本農芸

化学会 2018 年大会（名古屋） , 2018 年 3 月  

58.  蓮沼誠久，スマートセルインダストリーの創出に資する微生物育種プラットフォ

ームの開発，新化学技術推進協会（ JACI）ライフサイエンス技術部会・反応分科

会講演会講演会「スマートセルインダストリーに関する研究開発動向」，東京，

2018.2.26 

59.  蓮沼誠久，藻類オイル生産の実用化に向けた代謝メカニズム解析の重要性，微細

藻燃料開発推進協議会（ JMAF）開催  シンポジウム，東京， 2018.1.29 
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60.  Tomohisa Hasunuma, Production of highly functional biomaterials using 

“Smart Cells” , iBioS-2017, Singapore, 2017.12.20 

61.  Tomohisa Hasunuma, Development of dynamic metabolomics and its 

application to metabolic engineering in the “ Smart Cell”  project, The 

8th Kobe University Brussels European Centre Symposium, Brussels, 

2017.11.21 

62.  蓮沼誠久，動的メタボロミクスの開発とスマートセル・インダストリーへの展

開，第 11 回メタボロームシンポジウム，大阪， 2017.11.14 

63.  蓮沼誠久， Engineering Biology によるバイオリファイナリーの構築とスマート

セルインダストリーへの展開 , 静岡大学グリーン科学研究所  第 4 回シンポジウ

ム，浜松， 2017.11.9 

64.  蓮沼誠久，スマートセルを創出する合成バイオプラットフォームの開発，

BioJapan，横浜， 2017.10.12 

65.  蓮沼誠久，代謝工学的手法による海洋性ラン藻でのアスタキサンチン生産，第

31 回カロテノイド研究談話会，京都， 2017.9.16 

66.  蓮沼誠久，スマートセルを創出する合成バイオプラットフォームの開発と応用へ

の挑戦， iBioK 第 7 回  合成生物工学シンポジウム，神戸， 2017.8.3 

67.  Tomohisa Hasunuma, Cell surface engineering of Saccharomyces cerevisiae 

for biomass breakdown, SB7.0 (The seventh international meeting on 

synthetic biology), Singapore, 2017.6.13-16 

68.  蓮沼誠久，進化した細胞表層工学によるバイオマス変換プロセスの開発と機能性

物質生産への新展開，新化学技術推進協会（ JACI）エネルギー・資源技術部会  

バイオマス分科会  講演会「バイオマス資源変換触媒の研究動向」，東京，

2017.4.2 

69.  高橋俊介，柘植謙爾，近藤昭彦，第二世代 OGAB 法に適した，新規二本鎖 DNA 調

達方法の開発， 2017 年度生命科学系学会合同年次大会（ ConBio2017），神戸，

2017 年 12 月 7 日  

70.  志田洋介 , 小笠原渉 : 糸状菌  Trichoderma reesei におけるセルロース認識メカ

ニズム ; セルラーゼ研究会第 31 回大会  (佐久平プラザ 21), 2017 年 7 月  

71.  Nayani D. Daranagama, Hiroki Hirasawa, Koki Shioya, Haruna Sato, 

Yoshiyuki Suzuki, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: The proposed mechanism 

of Trichodermapepsin induction in Trichoderma reesei ; セルラーゼ研究会

第 31 回大会  (佐久平プラザ 21), 2017 年 7 月  

72.  平沢大樹 , 高橋圭太郎 , 会田広樹 , 志田洋介 , 小笠原渉 : 糸状菌  Trichoderma 

reesei  におけるセロビオース応答性セルラーゼ生産制御 ; セルラーゼ研究会第

31 回大会  (佐久平プラザ 21), 2017 年 7 月  

73.  大川欣英 , 平沢大樹 , 志田洋介 , 小笠原渉 : Trichoderma reesei  におけるキ

シラナーゼ生産に関わるプロテインキナーゼの同定 ; セルラーゼ研究会第 31 回

大会  (佐久平プラザ 21), 2017 年 7 月  
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74.  北原雪菜 , 吉澤和将 , 谷口大樹 , 古川隆紀 , 志田洋介 , 小笠原渉 : 糸状菌

Trichoderma reesei  における膜タンパク質 Crt1 によるセルラーゼ誘導機構 ; 

第 12 回トランスポーター研究会年会   (東北大学片平キャンパスさくらホール ), 

2017 年 7 月  

75.  北原雪菜 , 吉澤和将 , 谷口大樹 , 藤原南帆 , 田原伸悟 , 古川隆紀 , 志田洋介 , 小

笠原渉 : 糸状菌  Trichoderma reesei の生き様への理解 ; 第 2 回高専サミット  

(沖縄高専 ), 2017 年 9 月  

76.  Hiroki Hirasawa, Keitaro Takahashi, Hiroki Aita, Yosuke Shida, Wataru 

Ogasawara: Cellobiose-dependent Cellulase Production Mechanism in 

Filamentous Fungi Trichoderma reesei; The 6th International GIGAKU 

Conference in Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

77.  Nayani D. Daranagama, Hiroki Hirasawa, Koki Shioya, Haruna Sato, 

Yoshiyuki Suzuki, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: Contribution of 

Transcription Factors to Protease Regulation in Trichoderma reesei; The 

6th International GIGAKU Conference in Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017

年 10 月  

78.  Yoshihide Ohkawa, Hiroki Hirasawa, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: 

Identification of the Protein Kinase Contributes to Xylanase Production 

in Trichoderma reesei; The 6th International GIGAKU Conference in 

Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

79.  Daichi Okayama, Hiroki Hirasawa, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: 

Analysis of the nitrogen-responsive transcription factor in filamentous 

fungus Trichoderma reesei; The 6th International GIGAKU Conference in 

Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

80.  Nguyen Le Quynh Anh, Minaho Fujiwara, Nobuhito Nango, Yosuke Shida, 

Masako Osumi, Wataru Ogasawara: The nuclear dynamics in cellulolytic 

filamentous fungus Trichoderma reesei; The 6th International GIGAKU 

Conference in Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

81.  Kazuya Otani, Yukina Kitahara, Yosuke Shida, and Wataru Ogasawara: 

Analysis of Putative Sugar Transporter Tr67752 by Global Analysis of 

Transporter in Trichoderma reesei; The 6th International GIGAKU 

Conference in Nagaoka (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

82.  Nguyen Le Quynh Anh, Minaho Fujiwara, Nobuhito Nango, Yosuke Shida, 

Masako Osumi, Wataru Ogasawara: Education of the relationship between 

nuclear dynamics and cellulose productivity in filamentous fungus 

Trichoderma reesei; 2017 2nd STI-Gigaku  (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10

月  

83.  Nayani D. Daranagama, Hiroki Hirasawa, Koki Shioya, Haruna Sato, 

Yoshiyuki Suzuki, Yosuke Shida, Wataru Ogasawara: The involvement of 
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transcription factors for protease induction in Trichoderma reesei; 2017 

2nd STI-Gigaku (長岡技術科学大学 ), 2017 年 10 月  

84.  Yukina Kitahara, Kazumasa Yoshizawa, Hiroki Taniguchi, Takanori 

Furukawa, Yoshuke Shida, Wataru Ogasawara: Functional analysis of C -

terminal tail of putative transcepter Crt1 involved in lignocellulase 

production in Trichoderma reesei; 2017 2nd STI-Gigaku  (長岡技術科学大

学 ), 2017 年 10 月  

85.  大谷和也 : Trichoderma reesei におけるによる二糖トランスポーターの網羅的

解析 ; 第 10 回北陸合同バイオシンポジウム  (富山県立大学 ), 2017 年 11 月  

86.  鈴木義之， Nayani Daranagama，志田洋介，森一樹，油谷幸代、小笠原渉 : 糸状

菌 Trichoderma reesei における分泌プロテアーゼの生産応答機構の解析 ; 第 17

回糸状菌分子生物学コンファレンス   (佐賀市立東与賀文化ホール ), 2017 年 11

月  

87.  佐藤直美 , 鈴木義之 , 志田洋介  小笠原渉 : 比較ゲノム解析のための

Trichoderma reesei のセルラーゼ生産性変異株の取得と解析 ; 第 17 回糸状菌分

子生物学コンファレンス   (佐賀市立東与賀文化ホール ), 2017 年 11 月  

88.  NGUYEN LE QUYNH ANH，藤原南帆，志田洋介，小笠原渉 : Trichoderma reesei に

おける核挙動とセルラーゼ生産性との相関の解明 ; 第 17 回糸状菌分子生物学コ

ンファレンス   (佐賀市立東与賀文化ホール ), 2017 年 11 月  

89.  志田洋介，北原雪菜，森一樹，油谷幸代，小笠原渉：糸状菌  Trichoderma 

reesei におけるトランセプター  CRT1 の機能解析 ; 第 17 回糸状菌分子生物学コ

ンファレンス  (佐賀市立東与賀文化ホール ), 2017 年 11 月  

90.  乾将行：未利用バイオマスから 100%グリーンジェット燃料の生産；第 4 回 GOJO

大学（五條市中央公民館）， 2017 年 6 月  

91.  乾将行：低炭素社会の実現を目指したバイオ燃料・グリーン化学品生産技術の開

発；第 93 回バイオマス利用研究会（京都高度技術研究所）， 2017 年 7 月  

92.  乾将行：グリーン化学品・バイオ燃料の生産技術開発と実用化；第 5 回奈良まほ

ろば産学官連携懇話会（奈良先端科学技術大学院大学）， 2017 年 9 月  

93.  乾将行：低炭素社会の実現を目指したバイオリファイナリー生産技術の開発；高

分子学会 17-2 エコマテリアル研究会（京都工芸繊維大学）， 2017 年 10 月  

94.  乾将行，平賀和三，須田雅子，豊田晃一，久保田健：コリネ菌を用いた有用芳香

族化合物の生産性向上による代謝解析技術の有効性検証； BioJapan 2017（パシ

フィコ横浜）， 2017 年 10 月  

95.  乾将行：低炭素社会の実現を目指したバイオリファイナリー生産技術の開発；

RITE 革新的環境技術シンポジウム 2017（東京大学）， 2017 年 12 月  

96.  中川明、佐藤文彦、片山高嶺、南博道  「創薬研究を目指したベンジルイソキノ

リンアルカロイドの大腸菌を用いた生産系の構築」日本生物工学会 2017 年度大

会（早稲田大学、東京）、 2017 年 9 月  
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97.  Akira Nakagawa. Alkaloid production using an engineered Escherichia 

coli. 19th Japanese-German Workshop on Enzyme Technology,（ Rostock, 

Germany） 2017 年 9 月  

98.  南博道  「微生物発酵法による生薬生理活性物質生産」 BioJapan2017（パシフィ

コ横浜、横浜）、 2017 年 10 月  

99.  中川明、松村栄太郎、小柳喬、片山高嶺、山本憲二、佐藤文彦、南博道  「大腸

菌を用いた単純な炭素源からのモルヒネ発酵生産系の構築」日本分子生物学会

2017 年度大会（神戸ポートアイランド、神戸） 2017 年 12 月  

100.  石井純 , 森田啓介 , 伊田賢吾 , 加藤寛子 , 木下翔平 , 旗谷章子 , 清水浩 , 近藤

昭彦 , 松田史生「出芽酵母における代謝経路デザインと高級アルコール生産」第

3 回デザイン生命工学研究会， 2018 年 3 月 9-10 日，今帰仁村コミュニティセン

ター  

101.  Daisuke Umeno, Directed evolution of carotenoid and terpenoid 

biosynthetic pathways., The 9 t h US-Japan Seminar on the Biosynthesis of 

Natural Products, 2017 年 5 月 30 日〜 6 月 4 日， Lake Arrowhead, CA 

102.  梅野太輔「カロテノイド生合成経路の進化能の探索」，第 81 回植物学会シン

ポジウム， 2017 年 9 月 8 日，東京理科大学  

103.  梅野太輔「テルペノイド生合成経路の兵站体系を再検討する」，第 69 回生物

工学会シンポジウム， 2017 年 9 月 13 日  

104.  李伶，古林真衣子，河合繁子，眞岡孝至，斎藤恭一，梅野太輔「カロテノイド

生合成におけるリコペルセン経路の構築」，カロテノイド研究談話会， 2017 年 9

月 17 日，京都薬科大  

105.  Daisuke Umeno, Directed evolution of carotenoid and terpenoid 

biosynthetic pathways., The 1 s t Chiba-Japan Symposium on Natural Product 

Biosynthesis, 2017 年 10 月 2 日〜 3 日，上海日航ホテル  

106.  佐伯和哉，湯本達也，小林一幾，木村友紀，梅野太輔，「遺伝子制御ネットワ

ークのコンパクト化技術」，細菌の構造と代謝の根幹解析研究会， 2017 年 10 月

20 日，三島遺伝学研究所  

107.  Shigeko Kawai-Noma, Kazuya Saeki, Tatsuya Umoto, Kyoichi Saito, and 

Daisuke Umeno, “ Identification and assembly of genes that boost the 

genomic incorporation of mutagenic nucleoside for the development of 

highly-efficient negative selection platform” , 2 n d Symposium of Chiral 

Molecular Science and Technology, 2018 年 1 月 11-12 日，千葉大学  

108.  梅野太輔，センサーと制御ネットワークの進化デザイン，第 3 回産学連携・分

子組織シンポジウム， 2018 年 1 月 20 日，九州大学医学系キャンパス  

109.  木村友紀，湯本達也，栗原健人，渡邉荘爾，小林一幾，佐伯和哉，梅野太輔，

「情報処理機能の実験室内「創発」」，生命の起源および進化学会第 43 回学術

講演会， 2018 年 3 月 15〜 17 日，埼玉大学  

110.  梅野太輔，非天然トリテルペノイド生合成の進化合成生物学，日本農芸化学会

2018 年大会シンポジウム，名城大学  
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111.  寺井悟朗、高橋俊介、中村朋美、柘植謙爾、石井純、浅井潔； Combi-OGAB 法

を利用した最適コドンの探索；日本農芸化学会 2018 年度大会；名城大学  天白キ

ャンパス、 2018 年 3 月  

112.  風間春香，岡由佳，小林鈴花，荒学志，山崎晴丈，志田洋介，小笠原渉，矢追

克郎，森一樹，油谷幸代，荒木秀雄，高久洋暁：赤色油脂酵母 Rhodosporidium 

toruloides の油脂高蓄積変異株の取得及びその油脂蓄積性の解析；日本農芸化

学会 2018 年度大会（名城大学）平成 30 年 3 月  

113.  春日琴葉，海老名紗也佳，荒学志，山崎晴丈，志田洋介，小笠原渉，矢追克

郎，森一樹，油谷幸代，荒木秀雄，高久洋暁：油脂酵母  Lipomyces starkeyi の

油脂超高蓄積変異株の取得及び油脂蓄積重要遺伝子の同定；日本農芸化学会

2018 年度大会（名城大学）平成 30 年 3 月  

114.  Khanh Pham Dung, Atsushi Miyata, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, 

Kazuo Masaki, Kazuki Mori, Kosuke Tashiro, Satoru Kuhara, Wataru 

Ogasawara: Analysis of carotenoid production in the yeast Rhodosporidium 

toruloides by light response; The 6th International GIGAKU Conference in 

Nagaoka（長岡技術科学大学）平成 29 年 10 月  

115.  Kota Oshiro, Takanobu Iwamoto, Takeru Takamizawa,Yoshiyuki Suzuki, 

Harutake Yamazaki Hiroaki Takaku, Yosuke Shida, and Wataru Ogasawara: 

Comparison of Transformation Method in Rhodosporidium toruloides; The 

6th International GIGAKU Conference in Nagaoka（長岡技術科学大学）平成

29 年 10 月  

116.  KhanhPham Dung, Atsushi Miyata,Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuo 

Masaki,Kazuki Mori, Kosuke Tashiro, Satoru Kuhara, Wataru Ogasawara: 

Analysis of light response mechanisms in carotenoid synthesis of the 

yeast Rhodosporidium toruloides; 第 69 回日本生物工学会大会（早稲田大学）

平成 29 年 9 月  

117.  Khanh Dung Pham, Yosuke Shida, Harutake Yamazaki, Kazuki Mori, Sachiyo 

Aburatani, Kasuke Tashiro, Satoru Kuhara, Hiroaki Takaku, Wataru 

Ogasawara: Study of the expression of carotenoid biosynthesis genes in 

wild type and hyper carotenoid strains of the yeast Rhodosporidium 

toruloides; 第 12 回日本ゲノム微生物学会年会（京都大学）平成 30 年 3 月  

118.  酒井里佳子，荒学志，山崎晴丈，志田洋介，小笠原渉，矢追克郎，荒木秀雄，

高久洋暁：油脂酵母 Lipomyces starkeyi の油脂低蓄積変異株の取得及びその油

脂蓄積性の解析；日本農芸化学会 2018 年度大会（名城大学）平成 30 年 3 月  

119.  宮島温美，荒学志，山崎晴丈，志田洋介，小笠原渉，矢追克郎，荒木秀雄，高

久洋暁：脂質工学への展開を視野に入れた油脂酵母  Lipomyces starkeyi の簡易

的形質転換系の開発；日本農芸化学会 2018 年度大会（名城大学）平成 30 年 3 月  

120.  厨祐喜 , 大山彰 , 荒木通啓：大腸菌による有用物質生産の改善のためのコアモ

デル；第 69 回日本生物工学大会（早稲田大学西早稲田キャンパス） , 2017 年 9

月（ポスター）  
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121.  石井純（神戸大学）、「長鎖 DNA 合成技術による高機能遺伝子デザインの可能

性」第 69 回日本生物工学会大会（ランチョンセミナー）， 2017 年 9 月 11-14

日，早稲田大学  西早稲田キャンパス  

122.  Yuki Kuriya, Akira Ohyama, Michihiro Araki.： Construction of metabolic 

model using genomic sequence and reaction database for improving 

valuable chemical productions by microorganisms；  IIBMP2017（北海道大学

札幌キャンパス） , 2017 年 9 月（ポスター）  

123.  村田昌浩 , 藤花佐依子 , 小川哲平 , 荒木通啓：新規代謝経路の設計・最適化手

法の開発  / 反応機構推定に基づく酵素選択； BioJapen2017（パシフィコ横浜） , 

2017 年 10 月（展示：ポスター）  

124.  厨祐喜 , 大山彰 , 荒木通啓：代謝モデル構築・解析技術の開発と実用微生物へ

の技術展開； BioJapen2017（パシフィコ横浜） , 2017 年 10 月  (展示：ポスタ

ー ) 

125.  厨祐喜 , 大山彰 , 荒木通啓：ゲノム配列および反応データベースを用いた有用

物質生産の主要バクテリア宿主の代謝モデル構築；第 12 回日本ゲノム微生物学

会年会（京都大学桂キャンパス） , 2018 年 3 月（口頭）  

126.  厨祐喜 , 大山彰 , 荒木通啓：微生物による有用物質生産の改善に資する代謝モ

デルの反応データベースおよび配列データからの自動構築；日本農芸化学会

2018 年度大会（名城大学天白キャンパス） , 2018 年 3 月（口頭）  

127.  三谷  恭雄、野田  尚宏、菅野  学：スマートセルプロジェクト〜情報解析に

適したゲノム・トランスクリプトーム解析技術の開発〜；モノづくり日本会議

（ TKP ガーデンシティ PREMIUM 神保町） 2018 年 7 月  

128.  菅野  学、三谷  恭雄、野田  尚宏、木村  信忠、田村  具博：ロングリード

RNA-seq が明らかとするバクテリアオペロンの発現実態〜二次代謝産物生合成遺

伝子群のオペロンバリアントを捉える〜；第 70 回日本生物工学会大会（関西大

学千里山キャンパス） 2018 年 9 月  

129.  蓮沼誠久、スマートセル創出プラットフォームに資する微生物構築・評価技術

の開発、モノづくり日本会議  第 20 回新産業促進技術検討会，東京， 2018.7.19 

130.  蓮沼誠久、動的メタボロミクスの開発とスマートセル・インダストリーへの展

開、第 13 回アジレントセミナー，東京， 2018.7.25 

131.  蓮沼誠久，スマートセルインダストリーの創出に資する微生物育種プラットフ

ォームの開発，新化学技術推進協会（ JACI）ライフサイエンス技術部会・反応分

科会講演会講演会「スマートセルインダストリーに関する研究開発動向」，東

京， 2018.2.26 

132.  蓮沼誠久， Engineering Biology によるバイオリファイナリーの構築とスマー

トセルインダストリーへの展開 , 静岡大学グリーン科学研究所  第 4 回シンポジ

ウム，浜松， 2017.11.9 

133.  蓮沼誠久，スマートセルを創出する合成バイオプラットフォームの開発と応用

への挑戦， iBioK 第 7 回  合成生物工学シンポジウム，神戸， 2017.8.3 
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134.  蓮沼誠久，進化した細胞表層工学によるバイオマス変換プロセスの開発と機能

性物質生産への新展開，新化学技術推進協会（ JACI）エネルギー・資源技術部会  

バイオマス分科会  講演会「バイオマス資源変換触媒の研究動向」，東京，

2017.4.21 

135.  鈴木  義之 , 佐藤  直美 , 志田  洋介 , 小笠原  渉 , 内山  拓 , 尾崎  克也 ,小林  良

則 , 掛下  大視 , 五十嵐  一暁 , 田代  康介 , 森  一樹 , 油谷  幸代 : Trichoderma 

reesei の新規糖質加水分解酵素発現制御因子の同定 ;  セルラーゼ研究会第 31

回大会  (佐久平プラザ 21), 2018 年 7 月  

136.  富永大介、森一樹、油谷幸代「スマートセル創成のための遺伝子発現解析とネ

ットワーク・ダイナミクス解析」モノづくり日本会議第２０回新産業技術促進検

討会（東京都千代田区）、平成 30 年 7 月  

137.  高久洋暁：機能性油脂生産へ向けた油脂酵母の改良；第 20 回新産業技術促進検

討会（東京）， 2018 年 7 月  

138.  荒 木 通 啓： 代 謝パ スウ ェ イ 設計 ・ 解析 にお け る AI 活用 , 発 酵 と 代 謝研 究 会  

平 成 29 年 度第 １ 回勉 強 会 （バ イ オイ ンダ ス ト リー 協 会） ， 2017 年 10 月  

139.  武 田 志 津：バ イ オ とデ ジ タ ルの 融 合に よる ス マ ート セ ル創 製プ ラ ッ トフ ォ ー

ム の 構 築， BioJapan2017 NEDO セ ミ ナ ー（ パ シ フィ コ 横浜 ）， 2017 年 10 月  

140.  武 田 志 津：バ イ オ ×デ ジ タ ルが 拓 く未 来，NoMaps 札 幌 パ ネルデ ィ ス カッ シ ョ

ン （ 札 幌） ， 2017 年 10 月  

141.  伊 藤 潔 人： バ イオ ×デ ジ タ ル融 合 に向 けた AI 技 術 とス マ ート セ ル 創製 に 向

け た 取 組み 、 日本 農芸 化 学会 2018 年 度 大 会 シ ンポ ジ ウム （名 城 大 学） ， 2018

年 3 月  

142.  谷内江  望  (2018/6/28) 生命現象を記録する人工メモリデバイスとしての DNA. 

BIO tech 2018, 東京  

143.  谷内江  望  (2018/6/19) Chasing cellular and molecular dynamics using DNA 

barcodes and genome editing. 日本ゲノム編集学会第 3 回大会  

144.  Yachie N (2018/6/2) A genetic trick to isolate and analyze a same cell 

clone from different heterogeneous cell population samples. CIFA R Genetic 

Networks Workshop, Toronto, Canada 

145.  Yachie N (2018/5/28) Chasing molecular and cellular dynamics using 

synthetic DNA memory devices. University of British Columbia, Vancouver, 

Canada 

146.  Yachie N (2018/5/23) Chasing cell lineages and hunting cell clon es using 

DNA barcodes and genome editing. University of Toronto, Toronto, Canada 

147.  Yachie N (2018/5/18) Chasing Molecular and Cellular Dynamics Using DNA 

Barcodes (PLENARY TALK). PROTEO 18th Annual Symposium, Quebec City, Canada 

148.  Yachie N (2018/5/16) Outils d'édition de génome pour disséquer des 

populations cellulaires hétérogènes. Club d'édition génomique de 

l'Université Laval, Quebec City, Canada 

149.  谷内江  望  (2018/5/11) DNA バーコードによる分子・細胞動態計測 . 日本医科
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大学 , 東京  

150.  Yachie N (2018/4/18) Chasing molecular and cellular dynamics u sing DNA 

barcodes. Osaka University IPR Seminar: BioNetworks in Health and 

Diseases, Osaka, Japan 

151.  谷内江  望  (2018/4/26) DNA data memory devices and robotics to accelerate 

biology and medicine. 新経営研究会異業種・独自企業研究会 , 東京  

152.  谷内江  望  (2018/3/12) DNA プログラミングとロボットによる生命科学実験の

加速 . 技術同友会 , 東京  

153.  谷内江  望  (2018/3/23) DNA バーコードとゲノム編集をもちいた分子・細胞動

態計測の加速 . 第 17 回日本再生医療学会総会 , 横浜  

154.  Yachie N (2018/3/20) Chasing cell clones using DNA barcode and genome 

editing. Annual Meeting for Systems and Synthetic E. coli Biology, Awaji, 

Japan 

155.  谷内江  望  (2018/3/5) DNA バーコードによる分子・細胞動態計測 . 基礎生物学

研究所基生研セミナー , 岡崎  

156.  谷内江  望  (2017/12/6) DNA バーコードを用いたタンパク質インタラクトーム

と細胞系譜計測 . 生命科学系学会合同年次大会  (ConBio2017) シンポジウム  シ

ン・バイオ—分野を超えるインパクト—, 神戸  

157.  谷内江  望  (2017/10/20) 大規模な分子、細胞動態を計測する DNA バーコード技

術 . 「細胞を創る」研究会 10.0, 京都  

158.  谷内江  望  (2017/9/20) DNA バーコードを用いたタンパク質インタラクトーム

と細胞系譜計測 . 京都大ウイルス・再生医科学研究所学第１回個体の中の細胞社

会学セミナー , 京都  

159.  八幡穣「 Microfluidics and Robotics for Ecological Studies of Marine 

Microbes」第 33 回国際生物学賞記念シンポジウム、平成 29 年 12 月  

160.  八幡穣「 Robotics と AI を用いたビブリオ生態の研究技術」第 51 回ビブリオシ

ンポジウム、平成 29 年 10 月  

 

(2) 特許等  

1.  出願日： 2018 年 2 月 15 日、出願番号：特願 2018-025394、名称：組換え宿主細

胞及びＤ－ブタントリオールの新規製造方法、出願人：神戸大学  

2.  出願日： 2018 年 2 月 28 日、出願番号：特願 2018-034748、名称：油脂高蓄積

株、油脂高蓄積株を製造する方法、油脂高蓄積株を用いて油脂を製造する方法、

及び、油脂高蓄積株の抽出物、出願人：新潟薬科大学、不二製油グループ本社株

式会社  

3.  出願日： 2018 年年 5 月 1 日、出願番号：特願 2018-088424、名称：コリネ型細菌

の形質転換体およびそれを用いる有用化合物の製造方法、出願人：公益財団法人

地球環境産業技術研究機構  

4.  出願日： 2018 年 5 月 14 日、出願番号：特願 2018-93024、名称：二本鎖 DNA 合成

方法、出願人：神戸大学  

522



 

5.  出願日： 2018 年  5 月 30 日、出願番号：特願 2018-103382、名称：新規プロモー

ター、および同プロモーターを用いたタンパク質の製造方法、出願人：国立研究

開発法人産業技術総合研究所、旭化成ファーマ株式会社  

6.  出願日： 2018 年 7 月 17 日、出願番号：特願 2018-134169、名称：サンプリング

装置、  出願人：国立大学法人神戸大学、株式会社島津製作所  

7.  出願日： 2018 年 7 月 17 日、出願番号：特願 2018-134171、名称：キャップ着脱

装置、並びに、これを備えたサンプリング装置及び前処理装置、出願人：神戸大

学、島津製作所  

8.  出願日： 2018 年 7 月 17 日、出願番号：特願 2018-134174、名称：攪拌装置及び

前処理装置、出願人：国立大学法人神戸大学、株式会社島津製作所  

9.  出願日： 2018 年 7 月 17 日、出願番号：特願 2018-134177、名称：攪拌装置及び

前処理装置、出願人：国立大学法人神戸大学、株式会社島津製作所  

10.  出願日 2018 年 7 月 17 日、出願番号：特願 2018-134179、名称：固液界面検出装

置及びこれを備えた前処理装置、出願人：国立大学法人神戸大学、株式会社島津

製作所  

 

(3) 受賞実績  

1.  長岡技術科学大学研究・産学官連携活動表彰  (2016) 

2.  第 39 回日本分子生物学会年会優秀ポスター賞 , 木村尚弥 : 蛋白質ナノブロック

用超安定化人工蛋白質 SUWA (Super WA20) の特性解析及び構造解析（パシフィコ

横浜） , 2016 年 12 月  

3.  蓮沼誠久，神戸大学第９回学長表彰  

4.  長岡技術科学大学研究・産学官連携活動表彰  (2017) 

5.  セルラーゼ研究会第 31 回大会  ポスター賞３等 , Nayani D. Daranagama, Hiroki 

Hirasawa, Koki Shioya, Haruna Sato, Yoshiyuki Suzuki, Yosuke Shida, 

Wataru Ogasawara : The proposed mechanism of Trichodermapepsin induction 

in Trichoderma reesei ; (佐久平プラザ 21), 2017 年 7 月  

6.  2018 年度  日本質量分析学会奨励賞  松田史生（ 2018 年 5 月）  

 

3. その他特記事項  

(1) 成果普及の努力（プレス発表等）  

・プレスリリース  

1.  プレシジョン・システム・サイエンス (株 )； 2016.9.15、「 NEDO プロジェクト

(植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発 ) の参画について」  

2.  長岡技術科学大学； 2018 年 5 月 28 日、「長岡技術科学大学のグローバルトップ

技術とは , 『脱石油社会を目指した非可食バイオマスからの安価な「糖」を生

産する技術』」 ; 日刊工業新聞

（ https://www.nikkan.co.jp/articles/view/00472179）  

3.  神戸大学、島津製作所； 2018.5.24、「細胞の代謝物をハイスループット分析可

能な解析技術を開発  ―多種類・高感度・自動化により、スマートセルインダス
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トリーの実現に貢献―」；新聞・雑誌掲載（日本経済新聞、産経新聞、京都新

聞、日刊工業新聞、化学工業日報、日経バイオテク、ＴＶ放映（ＫＢＳ京

都））  

・出版  

1.  微生物専門書「スマートセルインダストリー」  2018.6.20 －微生物細胞を用

いた物質生産の展望－  （シーエムシー出版）  

・成果報告会開催  

1.  日刊工業新聞社主催「モノづくり日本会議  第２０回新産業技術促進検討会」

テーマ「バイオで切り拓くモノづくりの新潮流」～スマートセル創出プラット

フォームの構築と実証～ 2018.7.19 

 

(2) その他  

1.  蓮沼誠久「研究者が語る  今、バイオテクノロジーの現場で起こっているこ

と」 METI Journal 経済産業ジャーナル ; 2016 年 12・ 1 月号  

2.  HP トピックスに NEDO 事業参画のお知らせを掲載（神戸天然物化学 (株 ); URL; 

http://www.kncweb.co.jp/ ）  

3.  日経バイオテク 2017 年 8 月 28 日号「合成生物学の最前線  ゲノムの合成技術

を武器に、日本から国際プロに参加へ」（神戸大学）  

4.  BioJapan2017（ 2017.10.11-13）ポスター展示（プロジェクトブース）、ハイス

ループット DNA 合成機試作 1 号機実機を展示した。（日本テクノサービス）  

5.  日経バイオテク 2017 年 12 月 4 日号「微生物を利用した物質生産  合成生物学

で米国はビジネス活況、 AI で微生物株の開発期間 10 分の 1 へ」（神戸大学、味

の素）  

6.  RITE Today Annual Report 2017 Vol.12（地球環境産業技術研究機構）  

7.  臼田佳弘（味の素株式会社）、「微生物を利用した物質生産  合成生物学で米

国はビジネス活況、 AI で微生物株の開発期間 10 分の 1 へ」、日経バイオテク特

集記事インタビュー（ 2017 年 12 月 4 日）  

8.  「 日 立 神戸 ラ ボの 取り 組 み 」（ 神 戸新 聞  2017 年 11 月 16 日）  

9.  「 微 生 物を 利 用し た物 質 生 産」 （ 日経 バイ オ テク 2017 年 12 月 4 日 号）  
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IV. 成果の実用化・事業化に向けた取組及び見通しについて 

1. 事業全体の取組及び見通し 
研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」（委託） 

個々の物質生産目的に特化したものではなく、植物を利用した有用化合物高効率生産に資する共通・

基盤技術の開発を行っており、個々の技術開発要素において以下の取組を行っている。 

・基本的に特許等の知財化を前提に、技術の優位性、有効性を学会・シンポジウム等々において広く

周知する活動を実施していく。 

・上記の結果から、実用化・事業化を担う企業等との新たな連携・共同研究等を開始、個々の事業目

的物質において当該開発技術の有効利用を図る。 

 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」（助成） 

各実施企業において、事業目的とする個々の物質生産目的に特化した技術開発を行っており、個々の

事業化目的有用化合物生産において以下の取組を行っている。 

・基本的に特許等の知財化を前提に、公開がそぐわない場合は、企業のノウハウとして蓄積する。 

・プロジェクト内基盤技術開発で有用な技術・知見があれば、積極的に活用していく。必要に応じ

て、新規の共同研究・MTA締結による先行利用等々。 

 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

先行技術調査とその分析により、D（Design）B（Build）T（Test）L（Learn）の領域ごとに以下の方

針で取組み、実用化の核とする。 

・DL領域：ノウハウとして保全し実用化レベルとする。 

・BT領域：本プロジェクトにおいても出願、公開化を積極的に推し進める。 

 

また、海外のベンチマーク企業 17社を公開情報等に基づき詳細に調査。一部の企業については、国

内においてキーマンインタビューと米国企業 5社を抽出して現地訪問調査を実施。それらの知見に基

づき、我が国の優位性を生かし得る複数のビジネスモデルの抽出と分析を行い本研究開発項目の事業

化を見据えて技術の実用化を進める取組をしている。 
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2.  研究開発項目毎の取組及び見通し 

 

2.1 研究開発項目① 植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発【委託】実用化に向け

た取組及び見通し 

 

2.1.1 ゲノム編集技術 

 

2.1.1.1 個別テーマ 

(1)成果の実用化・事業化に向けた戦略 

先行技術調査に基づき、以下の戦略のもとに研究開発を推進する。 

１．ゲノム編集の要素技術の一つである「A. 認識モジュール」に関しては、海外技術に席巻されてい

るのが現状である。そこで、我が国独自の技術シーズである dPPR技術を中核として、既存技術と

は異なる認識モジュールを開発する。 

２．ゲノム編集の要素技術の一つである「B. ゲノム改変技術」に関しては、現在主流となっている

FokIを利用した DNA切断による遺伝子破壊（切断後は細胞の機能に依存）でなく、高度なゲノム

改変を可能にする技術群を開発する。 

３．ゲノム編集ツールの効率の良い「C. 導入技術」が開発されておらず、植物改変の技術的な障害に

なっている。そこで、我が国独自の技術シーズを基盤として、新規の導入技術を開発する。 

 

上記の 3項目を重点領域とすることで、海外技術に依存せずに、植物等での物質生産に利用できる

ゲノム編集要素技術を開発する。さらにゲノム編集適用に必須な要素技術をパッケージ化して、パテ

ントプールを形成することで、実用化・事業化を促進させる枠組みを構築する。 

 

(2)成果の実用化・事業化に向けた具体的取り組み 

ゲノム編集技術開発グループ全体として以下の取組を行っている。 

2016年：知財運営委員会発足。知財合意書の締結（BG-IP、FG-IPの取扱を決定）。 

2017年：先行知財調査、研究課題ヒアリング。 

2018年：関連知財のパッケージ化、カタログ作成、ライセンス活動開始。 

（予定）2019年〜：実効的な体制構築のための検討事項の抽出。 

実用化に向けた 4件の情報開示、1件の実施許諾検討を行った。 

 

また、ゲノム編集技術開発グループ構成員の一部は、バックグラウンド IPをコア技術としたベン

チャー企業を設立し、事業化検討をすでに開始している。 

・九大発ベンチャー・エディットフォース社、2015年 5月、設立 

（コア技術： PPRを利用した DNA/RNA編集） 

・神戸大発ベンチャー・バイオパレット社、2017年 2月、設立 

（コア技術：deaminase, glycosylaseを利用した切らないゲノム編集） 

 

ゲノム編集の適用には複数の技術要素（DNA認識、酵素による改変、導入技術、等）が必要であ

る。そのため、プロジェクト終了後は、ゲノム編集関連技術群のツールボックスの整備、窓口として

の機能を担う枠組みの構築に着手することで、成果の実用化・事業化を促進させる計画である。 
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また、それぞれ個別の技術シーズをもとにビジネスモデルの構築、資金や経営人材の確保が可能で

ある場合にはベンチャー設立も検討している。その際には先行するベンチャー企業と情報交換を行う

ことで事業化を支援することが可能であり、本プロジェクトにおけるゲノム編集技術開発の成果の実

用化、事業化の道筋は整いつつあると思慮する。 
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 (3)成果の実用化・事業化の見通し 

ゲノム編集技術は、精密かつ理論的な実用生物の遺伝子改変を可能にし、かつ作出期間を 1/5程度

に短縮できる生産性革命技術である。中間コストの削減、これまでに作出し得なかった高度な品種改

良が可能である 。ゲノム編集技術は本プロジェクトで目的とする物質生産以外にも、医療や農業での

応用も期待されている。そのため、様々な産業分野での利用が可能なゲノム編集の基盤技術プラット

フォームを形成することで、ゲノム編集市場 1兆円（2025年予想）の 5％のシェア獲得（500億円/

年）を目指す。 
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2.1.2 代謝系遺伝子発現制御技術 

2.1.2.1 ゲノム編集技術および代謝系遺伝子発現制御技術の研究開発 

 
(1)成果の実用化・事業化に向けた戦略： 

 本研究開発技術では、複数の遺伝子を導入し発現制御可能となるため、多様な遺伝子組換え技術に

利用されるので、特許ライセンスを通して製品化に反映される。かずさ DNA研究所受託事業を通して

助成事業者や民間企業などとのライセンス契約を結び、産業化に貢献する。 

 

(2)成果の実用化・事業化に向けた具体的取り組み： 

 本研究開発で達成する遺伝子組換え体植物での遺伝子発現安定化技術は、国内外において類を見な

い新規性、独創性のある技術である。通常の遺伝子組換え体を産業化する際に、導入遺伝子の安定性

をチェックするために、多くの系統の作製が必要となり膨大なコスト負担があるが、本技術を用いる

ことによって、優良系統を迅速に得ることができ大幅なコストダウンが可能になるので、従来技術に

比べて優位性が高い。  

 国際アグリバイオ事業団の報告によると、遺伝子組換え作物は、1996年から 2009年にかけて、経

済効果は 650億 USドル(約 5.67兆円)に達し、2010年、遺伝子組換えの種だけでも世界的価値は 112

億 USドル(約 9,800億円)と見積もられ、遺伝子組換えトウモロコシ、大豆、ワタの市場規模は年間約

1,500億 USドル(約 13.1兆円)と見積もられている。日本たばこ産業が開発した穀物の遺伝子組換え

技術ライセンスはこのような世界の遺伝子組換え作物の作製に多く使われており、多くの収益が我が

国にもたらされている。本技術開発の成果をライセンスすることによって、同様な効果が期待でき

る。 

 

(3)成果の実用化・事業化の見通し： 
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2.1.2.2 植物における代謝産物の蓄積機構の制御技術の開発 

 

(1)成果の実用化・事業化に向けた戦略 

本プロジェクトで得られた開発技術に関しては、本学の知的財産部を通して特許出願を行う、ある

いは内容により知財としてノウハウ登録を行い、ここで開発する物質の蓄積制御技術を実用植物で

の高機能品生産に結びつける戦略をとる。 

(2)成果の実用化・事業化に向けた具体的取り組み 

本プロジェクトの助成事業に参画している複数の企業との共同研究開発を推進し、得られた開発技

術に関して、実用化の模索を行う。 

(3)成果の実用化・事業化の見通し 

本プロジェクトから得られた開発技術に関して、企業との連携に向けた開発技術周辺の動向調査の

実施、調査に基づく知財戦略の策定をおこなう。具体的に、本プロジェクト内の助成事業に参画し

ている複数の企業と連携を行い、実用化に向けた技術の利用を模索する。 
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2.1.3 代謝系遺伝子発現制御技術／栽培・生育環境による発現制御技術 

 

 (1)成果の実用化に向けた戦略 

本技術開発の実用化への取り組みについては、所属機関の知財ポリシーに従い、取得した特許をも

とに技術のライセンス契約を主眼に実施される。従って、基本的には本研究で開発した技術について

世界スタンダードとなる特許の取得を目指すとともに、技術およびノウハウを代謝関連遺伝子に限ら

ず、遺伝子組換え技術を活用した植物バイオテクノロジーの実用化を目指す企業等に広く提供する。  

また、横浜国立大学で取り組んでいる、新規にスクリーニングされた化合物等においては、特許取

得後に大学または大学発ベンチャー企業等（横浜バイオテクノロジー株式会社または新規設立会社）

を通じて、有体物供与、ライセンス契約、受託生産、ノウハウ提供、受託研究等により提供し、当該

企業等の生産性効率化に貢献する。 

栽培環境関係課題については、環境変動による遺伝子変動情報自体を特許等で公開した場合、容易

にその情報だけを利用され、特許侵害を証明することも困難と予想されるため、特許取得の戦略は執

らず、ノウハウ化を目標とする。基本戦略としては、一部インデックスの有用性を示す実験的な成果

のみを公表し、実施に必要な詳細情報はノウハウとして秘匿する。本成果情報に興味を有する企業と

の秘密保持もしくは共同研究契約後に、情報もしくは実施に必要な技術を供与することで実用化を図

る。成果概略情報の対外的発信や利用先企業の探索には、北海道科学技術総合振興センターのネット

ワーク活動や学会、シンポジウム、講演会なども活用していく。将来的に各企業への技術供与の結果、

ある特定目的化合物の増産や事業化の目処が成立した段階で、個別に特許出願していく。 

 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

本技術を積極的に使用してもらえるように、研究期間終了後には特許技術のフォロー・強化に努め、

学会発表はもとより、企業への技術紹介に関わるチャンスやルートも活用して、特許の宣伝を積極的

に行い、国内外の企業にライセンス契約による実用化を働きかける。場合によっては、企業との個別

共同研究等を立ち上げることによって、事業化への取り組みを開始する。また、大学発ベンチャー企

業として活動を始めている横浜バイオテクノロジー株式会社を通じた技術提供・受託研究等について

も有効に活用する（横浜国立大学）。また、北海道科学技術総合振興センターにおいては、様々な企

業の事業支援や研究開発支援を実施するクラスター事業部・研究開発支援部・産学連携支援部がある。

これらの部署と連携して、成果概略情報の対外的発信や企業との情報交換等を行う、もしくは、北海

道科学技術総合振興センターが有する事業化の支援体制などを活用していく。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 本実施課題は、既に本プロジェクト成果の進捗において、プロジェクト内外の企業において、コン

タクトが執られつつある。 

今後、プロジェクトの進行に伴い成熟化していく技術・情報においても積極的に学会等およびマッチ

ングイベントへ参加し、当該開発技術を広く周知する。 

例えば、奈良先端科学技術大学院大学においては、すでに複数の学会およびイノベーション

JAPAN2017等に参加し情報発信を行うことで、7社から問い合わせを受け、内 5社とは共同研究を立ち

上げており、横浜国立大学においては、発光レポーターを用いた技術サービスに関しては既に一部は

提供開始している。 

上記のような、特許化、ライセンスによる実用化戦略において、産総研、奈良先端科学技術大学院

大学、横浜国大等においては、過去の研究成果において実際に実用化へ向けた取り組みを実施してき

た経緯も有する。 

また、産総研においては、開発した技術成果を基に、世界初となる遺伝子組換え植物を利用した医

薬品製造に関して、共同研究先企業において事業化に成功した実績も有し、これらの経験も生かせる

ことから、開発技術の実用化は期待できる。 

一方、ノウハウ化による実用化を目指す課題においては、個々の詳細情報は秘匿するものの、何

が、どういうことが当該インデックスで実現できるかの実証例を学会、一般公開シンポジウム等で広

く周知することに加え、実用化するのに特段の施設設備や技術等が不要なことから、普及化のハード

ルは高くないと想定している。 
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2.2 研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」【助成】 

 

2.2.1 高機能組換え植物組織培養によるビタミン D3 高効率生産技術の開発（株式会社竹中工務店、

キリン株式会社、神戸天然物化学株式会社） 

 

(1)成果の事業化に向けた戦略 

【市場動向】 

VD3 関連の世界市場規模は約 3000 億円と推定されている。なかでも活性型 VD3 は、生体カ

ルシウム・リン代謝を調節する成分として骨粗鬆症、運動機能低下の予防・治療、慢性腎不全、

副甲状腺機能低下症などへの原薬として市場がある。先発製剤（カルシトリオール）の世界市

場は約 100 億円（2012 年）であるが、高齢化社会へ向けた市場の拡大が期待される。 

 

【研究成果概略及びそれを活用した事業体制例】 

今後の研究開発成果及び製品群等を踏まえた事業形態の具体化過程において、個々の製品に

おける投資・収益からみた費用対効果、独立行政法人医薬品医療機器総合機構（PMDA）やク

ライアントとなる企業との協議やニーズの中で事業体制や事業化の可能性を評価していく。 

 

(2)成果の事業化に向けた具体的取り組み 

【事業化ステップ】 

今後の研究開発の進行を鑑みて、成果に基づく研究開発の継続・事業化への可能性の判断を

行う予定である。本研究開発に参加している民間企業による事業化の推進決定がなされた後は、

事業化に向けた各社の役割と具体的な対応に関する体制を整える。 

 

(3)成果の事業化の見通し 

 【競合製品との比較・競争力の確保】 

製品候補の一例として現在市販されている活性型 VD3 製剤の薬価（2017 年度薬価 7.6 円

/0.25μg、約 3,000 万円/g）を参考として開発製品の目標販売価格を設定し、価格競争力が確保

できるように研究開発および事業体制構築を推進する。 

 

【波及効果】 

本事業は、ゲノム編集などによる“多段の代謝改変を行ったスマートセル開発”と、高密度植

物組織培養や高効率抽出精製を中心とした“生産プロセス構築”という、今後の植物スマートセ

ルを活用した高機能物質生産事業の二本柱とし研究開発を並行して進めている。 

これらの研究開発で得られた知見は、本事業の目標物質である活性型 VD3 の生産事業だけ

でなく、ほかの植物スマートセル高機能物質生産事業にも展開できる基礎技術となることが期

待できる。目標達成に向けた研究開発を進めると同時に、基盤技術関係の知財化やノウハウ集

積を図ることで、スマートセルインダストリー構想の推進に寄与していくことを目指す。 
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2.2.2 医薬品中間体原料植物の代謝変換によるアルカロイド製造技術の開発（味の素株式会社） 

 

(1)成果の事業化に向けた戦略 

本プロジェクトで開発された医薬品中間体原料植物は、当社グループの医薬品中間体事業での活用を

意図する。 

植物系の医薬品中間体は、原料植物に、品質の安定性(広義の Safety)、供給の安定性(Stability)、

および、供給の持続性(Sustainability)の課題のあることが多い。すなわち、野外での採集によるとき

はもちろん、栽培される場合でも、天候の影響等を受け、成分の含量、あるいは、不純物の含量、さら

に、収量の変動もおこる。また、化合物の需要が増加した場合、その需要に見合う原料植物を調達する

と、野外採集であれば、当該植物種が絶滅する、あるいは、栽培の場合も農地の開拓による環境負荷が

増大し、供給の持続性を担保することの大きな障害となる。 

このような原料植物の課題を一挙に解決する手段が人工光型植物工場での栽培である。ニチニチソウ

は、比較的小型の植物であり、人工光型植物工場での栽培は可能である。ビンカアルカロイド、およ

び、その生合成中間体の原料植物にニチニチソウをエンジニアできれば、高品質・安定的・持続的な原

料調達手段として、当社グループのポートフォリオの範囲で十分に活用されることが期待される。 

 

(2)成果の事業化に向けた具体的取り組み 

 成果の事業化に向けた取組みは、本プロジェクトで得られる基本技術を活用し、比較的小規模の植物

工場モジュールで最適化を達成し、そのモジュールを増設することで、スケールアップを実現すること

を意図している。抽出・取上げは、基本的には既存・現行技術でカバーされる。順調であれば、2022 年

から、サンプル提供が可能となる見込みである。 

 

(3)成果の事業化の見通し 

上述のとおり、本技術開発は、すでに存在する事業スキームへの取込みであるため、基本的に事

業化が前提となっている。また、市場・ユーザーのニーズは、高品質原料の安定的・持続的供給で

あるので、本技術開発は、そもそもその実現を目指している。さらに、生態系の保全につながる技

術でもあり、SDGs 達成の観点からもアピールしうる技術と見られる。 

したがって、事業化の実現のリスクのうち、最も重大なものはコストである。現在の試算では、

実用化・商業化されている人工光型植物工場のパフォーマンスがニチニチソウで実現すれば、コス

トは事業化の障害にならないと考えられるが、上記のパフォーマンスが実際に実現するかは、必ず

しも確かではない。この点をクリアにするため、プロジェクトの残り期間では、ある程度の規模の

人工光型植物工場で、実際にニチニチソウの栽培をおこない、上記の要件、すなわち、実用化・商

業化されている人工光型植物工場のパフォーマンスに近づけるかを実証する予定である。ニチニチ

ソウの光要求性は、決して大きいものではなく、光合成有効光量子束密度が 100-150μmole/m2/s

で正常に生育可能であることを勘案すると、相当程度のパフォーマンスが得られることが期待され

るところである。 
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2.2.3 組換えナス科植物によるジャガイモシストセンチュウ孵化促進物質の生産（ホクサン株

式会社） 

 

(1)成果の事業化に向けた戦略 

本開発予定品は、農薬あるいは土壌改良資材（農業資材の一種）として開発・販売を行う予定

である。開発予定品は、殺菌・殺虫効果等を持たないため農薬の定義から外れているが、土壌改

良資材の定義には合致すると考えられる。一般的に農業資材の開発には、農薬開発と比較して開

発期間の短期化やコスト低減が可能である。ただし、本開発予定品は過去に前例のない PCN 防除

剤であるため、許認可の対象の選定や審査自体に時間を要する可能性がある。そこで、農水省担

当部署へのヒアリング継続し、適切な手続きが進められるよう情報収集を行っている。 

【市場動向】 

本予定品は、PCN-HF を有効成分とする PCN 防除剤であり、世界的にも同等品は存在しない。

加えて、国内未発生であったジャガイモシロシストセンチュウの確認が 2015 年に報じられ大き

な問題となっていることから、PCN 防除剤の需要は更に拡大すると見込まれる｡また、ジャガイ

モは世界的にも主要な作物で、そのほとんどの地域で PCN は蔓延している。PCN 防除に効果的な

薬剤が存在しないことから、世界でも PCN 防除剤の需要は、さらに拡大すると見込まれる。 

【売上損益見通し】 

事業期間内に目標値に到達できた場合、農薬は 2025 年から販売を開始できる見込みである。

販売初年度は、北海道内のジャガイモ圃場の約 2％への処理に相当する数量の販売を目指す。次

年度以降は、実施者が通常利用する販売ネットワークまで拡大活用し、販売数の増加を見込む。

さらに、海外展開を販売開始 3 年目から実施、販売数を増加させる見込みである。 

  

(2)成果の事業化に向けた具体的取り組み 

表 2.2.3-1 農薬として事業化する場合の具体的取り組み 

年度 2021 年度 2022 年度 2023 年度 2024 年度 2025 年度 

段階 製品開発段階 登録審査段階 市場段階 

製剤化検討 

大量製造法検討 

登録申請・審査関係 

製造・販売 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【事業化に向けた課題と解決方針】 

 本開発予定品は過去に前例のない PCN 防除剤であるため、許認可の対象の選定や審査自体に時

間を要する可能性がある。そこで、実際の審査に先駆け、開発段階毎に関係省庁への相談等を随

時行っていく予定である。 

  

(3)成果の事業化の見通し 

【市場ニーズ・ユーザーニーズに合致しているか、競合する技術・事業との比較】 

PCN-HF を有効成分とする PCN 防除剤は、原料コストが高額であることから、世界的に同等品

は存在しない。また、既存の防除剤は開発予定品との併用、つまり、シスト内の卵を開発予定品
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により孵化促進し、シストから遊出した幼虫を既存の PCN 防除剤で殺虫する使用方法が考えられ

るため、競合品とは言えない。開発予定品は安全性と防除効果の高い新規センチュウ防除剤とし

て期待される。 

 

【量産技術への見通しの観点】 

実施者の主たる事業は農薬の製造販売であり、以下の経験・知識を持つことから、確度高く、

量産化・製品化が可能となる見込みである。 

① 農薬等の登録審査に関する豊富な実績｡ 

② 独自の処方技術により製剤設計・検討を行い、製品化開発を実施。 

③ 農薬及び農業資材等の開発特許、剤化特許及びノウハウと経験を持つ｡ 

④ 農薬事業の基礎研究から事業化までの一貫したノウハウの蓄積。 

⑤ 殺センチュウ剤の開発および評価系を有する（土壌中のシストの検出手法と PCN 殺虫評

価系及び、PCN 卵の孵化活性測定試験系など）。 

⑥ 遺伝子組換え植物体を用いた医薬品の生産･事業化に成功し、事業を継続。 

 

【技術確立、事業化による波及効果】 

現在、国内未発生であったジャガイモシロシストセンチュウが 2015 年 8 月に確認され、大き

な問題となっている｡汚染調査の結果、ジャガイモシロシストセンチュウ確認圃場は 682ha に拡

がっていた(農林水産省対策検討会議:平成 29 年報告)。急ぎ、まん延防止対策を執る必要があり、

緊急防除に関する省令（平成 28 年 9 月 23 日農林水産省令第六十一号）が発令された。このよう

な状況において、開発予定品は、ジャガイモシロシストセンチュウ防除および他圃場への拡散防

止の有効な手段として期待される。開発予定品の普及は、国内外の農作物の安定供給に貢献する

ことが可能となる。 
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2.2.4 イチイ細胞培養技術を用いたタキサン系医薬中間体 10-DAB の効率生産法開発（北海道三井

化学株式会社） 

(1)成果の事業化に向けた戦略  

Paclitaxel の市場調査レポートより、直近 5 年間

で生産能力が年 10%程度の割合で拡大し、それに伴っ

て生産量も年 13-16%の伸びを示している。生産能力

に対して 85%程度の実生産量が示されていることに加

え、cabazitaxel 等の新規タキサン系抗がん剤が市場

拡大を更に押し広げていることから、10-DAB の安定

需要はさらに高まると推測される。paclitaxel の単

価に対しプランテーションについては栽培面積の拡大

による供給量増が主たる製品確保の方法であるが、長期栽培のリスク改善にはつながらないた

め価格の低下は少ないものと予想される。その一方で収穫に影響が出た場合にはおそらく単価

の急激な高騰につながるものと考えられる。また、イチイの茎葉に含まれるタキサン化合物含

有量が低いため、溶剤を用いて大量の茎葉から抽出を行う必要がある。10-DAB の含量が高まれ

ば再結晶等で容易に高純度の 10-DAB を生産できる可能性がある。 

 

(2)成果の事業化に向けた具体的取り組み 

・事業化に向けたマイルストーン 

 

・事業化に向けた課題、及び解決方針 

 想定している事業は、医薬中間体である 10-DAB を高効率で安定的に取得するための原料を

供給するものであり、プランテーションにより収穫されたイチイ植物と同等の位置づけにあ

たる。従って、販売先は 10-DAB を原料として PTX などのタキサン化合物を生産する企業にな

るが、原料レベルでの求められる純度が現時点では不明である。本品は Paclitaxel 生合成遺

伝子を不活化することで多種タキサン化合物を 10-DAB に留めることが可能と考えており、イ

10-DAB グローバル市場規模（想定） 

平成 36 年度 339,800 百万円 

平成 37 年度 356,800 百万円 

平成 38 年度 374,600 百万円 

平成 39 年度 393,300 百万円 

平成 40 年度 413,000 百万円 
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チイ植物抽出物に含まれるタキサン化合物の多様性に比べ、培養生産の場合は 10-DAB の純度

が遥かに高いものになることが期待される。 

 

(3)成果の事業化の見通し 

   現在の流通単価と比べて製造コストが流通価格の 1/2 以下となる試算結果であり、最終目標 

が達成できれば、現行と同等あるいはそれ以下の価格で安定した原料供給が可能になるものと

考えられる。また、10-DAB の純度が高いことで、以降の抽出精製工程での収率向上の観点で

も細胞培養生産品が有利になるとも考えられる。最終目標達成に向け、ほぼ計画通りに進捗し

ている状況である。  
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2.2.5 シソ代謝系制御技術による健康機能性成分の高効率増産技術開発（株式会社アミノアッ

プ化学） 

 

 (1)成果の事業化に向けた戦略 

事業化を目指す製品のターゲットとしては「整腸作用」と「アレルギー症状緩和」が

中心となるが、機能性成分 A や B 群の機能性から「抗酸化」「メタボ対策」「ダイエッ

ト」「脳機能改善」といった分野も対象となる。2015 年 健康・機能性食品素材市場規

模は 1,009 億円となっている（株式会社 矢野経済研究所）。「整腸作用」「アレル

ギー症状緩和」に加え、「抗酸化」「メタボ対策」「ダイエット」「脳機能改善」の市

場規模は全体の 7 割程度の大きさと考えられ、当社としても非常に魅力的な市場であり

是が非でも上市・販売したいと考えている。 

海外の市場に関しては、国内同様、海外の機能性食品市場においてもプロバイオティ

クスが脚光を浴びはじめている。世界規模でのプロバイオティクス市場は、2016 年には

市場規模 426 億ドル（約 4.3 兆円）に達するとされている（リサーチステーション合同

会社）。また、「アレルギー性鼻炎治療」の世界市場は、2014 年に 113 億ドル（約 1.2

兆円）に達し、2024 年にかけてさらに拡大すると予想されている（リサーチステーショ

ン合同会社）。国内・海外あわせて 5 兆円以上の市場規模があり、大きなビジネスチャ

ンスと考えている。弊社の経営計画上、海外売上を全体の 50 %まで伸ばすことを掲げて

いるため、既存ルートを含めて海外市場へも販売を拡大する予定である。 

本事業では、「遺伝子組換え技術の国民的理解に関する調査研究」（2）によると

オーストラリアのように遺伝子組換えを国として積極的に取り入れ、国民理解の高い国

もある。そこで本事業では、遺伝子組換えに対して比較的受容度がありかつ遺伝子組換

え製品の輸出販売に係る法規制が整備された国において、開発した遺伝子組換えシソを

原料とした機能性素材の販売を計画している。本事業では、課題 4「遺伝子組換え作物

を用いた機能性素材の海外販売に係る調査研究」を設定し、調査を実施した。平成 28

年は 6 カ国 2 地域について、遺伝子組換え製品に関する輸出、販売に係る窓口機関や手

続き方法などの調査を実施した。平成 29 年度は前年度の調査結果より、販売候補国を

選定し、現地調査を実施した（Ⅲ．2.2 研究開発項目毎の成果を参照）。 

引用文 

1. 遺伝子組換え作物・食品に関するシンポジウム（平成 24 年 9 月 8 日）配布資料 

2. 平成 20 年度・平成 21 年度科学技術振興調整費「重要政策課題への機動的対応の

推進」プログラム 

 (2)成果の事業化に向けた具体的取り組み 

事業化スケジュールは平成 32 年度に製品設計行い、平成 34 年度までに各種安全性試

験、産業利用第 2 種申請を実施する。さらに平成 37 年度の上市に向けて、生産量の検

討や生産設備を用いた試験製造検討、製品の安定性試験を実施する予定である。 

実用化・事業化の中断や延期など、実用化・事業化全体の計画変更を考慮する必要が

ある重大なポイントは、遺伝子組換えの安全申請（厚生労働省）の承認の可否によるが、

まずは現在使用している完全密閉型植物工場において「遺伝子組換え生物等の使用等の

規制による生物の多様性の確保に関する法律（平成 15 年法律第 97 号）」に基づき第 2
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種使用に係る申請として、独立行政法人製品評価技術基盤機構への事前審査、経済産業

省へ本申請を行う。 

(3)成果の事業化の見通し 

本事業における技術開発は、露地栽培による生産の問題点を克服し、また弊社製品の

販売拡大に対して十分なシソ乾燥葉の生産を達成するものである。提案時には、建設予

定の栽培面積 1,500m2 の植物工場を用いた場合、3.2 トンのシソ乾燥葉を生産すると試

算した。本事業の成果において、人工環境下の高収量栽培条件及びストレス栽培技術の

それぞれに最適条件が明らかになりつつある。最適条件が併用可能な場合においては、

必要なシソ乾燥葉を生産する栽培面積 1,500m2 から半分程度まで減らせる試算である。

そのため、量産化に向けた事業化のハードルが下がると考えられる。 
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2.3 研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」【委託】実用化

に向けた取組及び見通し 

 

2.3.1 ハイスループット合成・分析・評価手法の実用化 

 

2.3.1.1 情報解析に適したゲノム・トランスクリプトーム解析技術の実用化 

 

担当機関：産業技術総合研究所 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 ユーザーの利用形態やニーズなども踏まえ、トランスクリプトームデータの質保証に貢献する

核酸標準物質の普及基盤整備を進め、ISO/TC276 バイオテクノロジーのような横断的技術の標準

化を担う標準化の舞台において開発した標準化技術の国際化を見据えた検討を進める。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 実際の多様な用途に応じるため、標準物質の数を拡充するとともに、RNA-seq への適用可能性

を検証しているところ。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 すでに 5 種類の物質については絶対定量による評価技術を確立し、その頒布体制も整っており、

本 PJ の成果についても同じスキームで実用化が可能と考えられる。なお、一部の二次標準物質に

関しては、PJ 内限定で頒布を開始している。 

 

2.3.1.2 高精度メタボローム解析技術の実用化 

 

担当機関：神戸大学、島津製作所 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

プロジェクトの中で、参画企業との共同研究を通してバイオエコノミー分野における国内外の

情勢や動向を把握する。そこから得られた研究ニーズにフィットした技術・製品をいち早く開発

し、研究現場へ提供する。そうすることで参画企業から更なる研究ニーズが入手可能となり、技

術・製品の完成度を効率よく向上させていく。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

スループットを向上させる自動前処理システム、定量精度を向上させる超臨界流体連続抽出技

術、スループットと再現性を高めるオンライン導入システムを開発するとともに、これらを統合

した新規メタボローム解析技術を開発する。これら技術・製品を課題（３）有効性検証に適用し

て標的物質を生産する産業微生物での実証を行うことにより実用化技術とする。 

 

(3)成果の実用化の見通し 
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プロジェクト中にプロトタイプシステムは完成していると想定している。更に、参画企業との

検証実験を通して必要な改良を行うなどして実用化技術として確立し、事業化の準備に取り組む。 

 

2.3.1.3 高精度定量ターゲットプロテオーム解析技術の実用化 

 

担当機関：大阪大学 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

本プロジェクトで構築したスマートセルについて、設計通りに細胞内代謝酵素発現量を増減でき

たか評価するため、酵素発現量を高精度に一斉定量可能な方法を開発する。それに最適な液体ク

ロマトグラフ三連四重極質量分析装置を用い、各酵素を高感度に定量するための MRM アッセイ法

を開発する。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取組 

機械学習法を用いた MRM アッセイ法構築作業の高速化技術を開発した。本プロジェクトで利用す

る大腸菌、出芽酵母について 100 種以上の酵素の MRM アッセイ法を構築した。複数の酵素発現量

の比較を可能とする人工内部標準タンパク質の開発を行った。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

作成した MRM アッセイ法をデータベース化し、メソッドパッケージとして活用可能とする。また、

本プロジェクト内の「(3)新規情報解析システムの有効性検証」「(1)-5.ハイスループット微生物

構築・評価技術の開発」で作成される改変微生物について酵素発現量データの取得をすすめ、代

謝系酵素発現向上の評価、検証を可能とする。 

 

2.3.1.4 ハイスループット長鎖 DNA 合成技術の実用化 

 

担当機関：神戸大学、日本テクノサービス株式会社、プレシジョン・システム・サイエンス、慶

應義塾大学 

 

(1)成果の実用化向けた戦略／(2)成果の実用化向けた具体的取組／(3)成果の実用化の見通し 

 長鎖 DNA 合成の材料の合成に特化した DNA 化学合成機、即ち従来の合成機で合成される DNA(～

１００塩基)よりも長い DNA をハイスループット(９６サンプル同時)合成する DNA 化学合成機は、

試作３号機まで試作を繰り返し、合成パラメーターの調節により実用的なレベルにまで改良され

た。近々販売の予定である。本合成機で合成された DNA を二本鎖 DNA に変換する工程は、実用レ

ベルであり既に特許を出願している。両者により、長鎖 DNA 合成の受託事業に道筋がついた。 

 

2.3.1.5 ハイスループット微生物構築・評価技術の実用化 

 

担当機関：神戸大学・千葉大学 
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(1)成果の実用化向けた戦略 

本基盤技術は基本的にインハウスでの多数のデータ取得に活用していく。一部必要なものがあ

れば基盤技術を特許で保護する戦略も視野に入れているが、基本的にはインハウスでの利用を進

める中でノウハウを蓄積していくことで、独自性を磨いていくとともに、より広範な宿主や化合

物に対する拡張性を持たせていく。逆に、本技術により見出した有用な遺伝子等について特許化

を推進していくことで、事業化に向けた高生産株開発やライセンス収入を狙う。各種バイオセン

サは，それぞれ，開発者が単独で特許化して保護してゆくが，その使用許諾（ライセンシング）

においては，プロジェクト内の団体・企業を優先する。最終的には，プロジェクト外の企業・団

体へも広く展開し，ライセンス収入の獲得を狙う。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

自動形質転換技術やハイスループット評価技術を利用して、すでにインハウスでのデータ取得

を開始している。今後、評価するターゲット化合物やライブラリの種類をさらに増やしていくこ

とでさらなるデータ蓄積と有用な遺伝子等の特許化を推進する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

自動形質転換技術やハイスループット評価技術についてはインハウスでの利用を想定している

が、将来的に外部機関からの要請に応じて本技術を利用した共同研究実施や委託業務が可能な体

制を構築する予定である。また、得られたデータは情報解析用のデータベースに登録していくと

ともに、有用遺伝子に関する情報は特許化による保護を行いつつ、実用化株の開発を進める。 

 

2.3.1.6 長鎖 DNA、ゲノム合成技術と自動化システムの実用化 

 

担当機関：東京大学、Spiber 株式会社 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

様々な長鎖 DNA アセンブリに汎用的に対応できる技術に精緻化するために、数十例の遺伝子アセ

ンブリについて条件検討実験を進めている。また実用化においては遺伝子合成の超並列自動化シ

ステムの樹立が必須であるが、各プロセスについて人間の介入を必要としない自動化専用のプロ

トコルを開発している。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

最終的な遺伝子合成自動化装置の設計を進め、各プロセスおよびコストパフォーマンスの検討を

行い、本研究開発の上流にあるオリゴ合成の低価格化などについてオリゴ合成企業や本 PJ 内の研

究機関と議論を進めている。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

既にこれまでの遺伝子企業のもつパイプラインと比較して優れた要素技術が生まれつつあり、実

用化に資するものになりつつあるが、具体的にどのような企業連携、体制において実用化を実施

するかについては議論を重ねる必要がある。 
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2.3.1.7 細胞の反射光・自家蛍光を用いたハイスループット評価技術の実用化 

 

担当機関：筑波大学、ニコンインステック 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 ・実用化に向けた課題や課題解決 

⇒微弱シグナルサンプルの場合は、高感度検出器の開発が必要 

・既存・競合技術と比較し、性能面、コスト面等の優位性 

⇒非侵襲での観察は、応用範囲が爆発的に増加する。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み／(3)成果の実用化の見通し 

 

 

2.3.2 高生産性微生物設計システムの実用化 

 

2.3.2.1 新規代謝経路の設計・最適化手法の実用化 

 

担当機関：神戸大学、産総研、石川県立大学、江崎グリコ㈱、NITE、㈱島津製作所、理研 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

新規代謝経路設計ツールに関しては、すでに担当機関にて個別テーマに対し実装を行い、提案

された代謝設計をもとに検証を実施している。こうした取り組みを POC として、新規代謝設計の

質的・量的な拡張を実施していくと共に、他テーマにも展開していくことで、実用化を目指す。

目的の情報(化合物や微生物名、抽出された遺伝子情報など)に文献や特許情報から自動的にアク
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セスできる情報マイニングツールについては、高精度化を目指し、より汎用性の高いツールにし

た上で各参画機関に提供を行う。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 新規代謝設計技術の汎用的な活用を目指して、設計における検証実験を実施し、また微生物ス

クリーニングによる新規データ取得をもとに設計ツールの高精度化を行う。情報マインニングツ

ールについては、アルカロイド化合物をターゲットにし、目的の情報を得るべく精度向上を目指

している。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

新規代謝設計ツールについては、目的化合物を合成する新規代謝経路を提案できる状態にあり、

すでに個別テーマにおいて実用化済みである。情報マインニングツールに関しては、煩雑な手作

業を自動化し、有効性についての検証実験を効率良く行えることが新規であり、完成したツール

を顧客への提供を開始すべく調整中である。 

 

2.3.2.2 代謝モデル構築・解析技術開発と実用微生物への技術展開に関する実用化 

 

担当機関：神戸大学、理研、味の素㈱、長瀬産業㈱、三菱ケミカル㈱、JSR㈱、地球環境産業技術

機構 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 代謝モデル構築に関しては、すでに担当機関にてモデル微生物ならびに産業微生物の標準代謝

モデルの構築フローを開発し、代謝設計提案をもとに検証を実施している。こうした取り組みを

POC として、代謝モデル・代謝設計の質的・量的な拡張を実施していくと共に、他テーマにも展

開していくことで、実用化を目指す。シャーシ株については、ハブ化合物生産株を構築し、テー

マ展開のためのベース株として供給していく。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 代謝モデルの汎用的な活用を目指して、標準代謝モデルの構築フローを開発し、代謝設計に至

る部分のワークフローを開発するとともに、設計提案の検証から得られる測定データを利用した

設計高度化を行う。シャーシ株については、IPP 経路・シキミ酸生産の株開発を実施する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 現時点の代謝モデルにおいても一定の代謝設計提案が可能であり、検証による成果も見られて

いる。シャーシ株についても、計画通りに株構築を達成できる見通しである。このことから、他

テーマへの展開、実用化についても見通しは良好である。 

 

2.3.2.3 反応機構推定に基づく酵素選択・機能改変の実用化 

 

担当機関：神戸大学、産総研、神戸天然物化学㈱、味の素㈱ 
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(1)成果の実用化向けた戦略 

 酵素反応データ学習に関しては、酵素反応データの集積・データベース開発に加えて、酵素反

応データ学習に関するツール開発を行い、データベース・ツールを検証しつつ、質的・量的な改

良と拡張を行うことで、他テーマにも展開していくことで、実用化を目指す。構造計算では、現

在基質との結合様式を調べるために計算機資源を削減する手法を開発し、各企業でも計算できる

ようにすることで実用化することを目指している。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

 酵素反応データ学習に関しては、酵素反応データの集積・データベース開発に加えて、酵素反

応データ学習に関するツール開発を行う。構造計算では、通常の分子動力学計算ではなく、構造

探索を高速に行うことができる、ALSD 法を用いて計算を行っている。この手法よりもさらに計算

時間を短縮する手法を開発している。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 すでに、酵素反応データの集積・データベースに加えて、酵素反応データ学習に関するツール

などのプロトタイプは完成しており、他テーマへの展開、実用化についても見通しは良好である。

構造計算に関して、現在用いている ALSD 法を用いることで、通常の手法と比べて少なくとも、計

算効率は数倍向上しており、現在様々な企業テーマに対して適用することが可能となっている。

現在、さらに計算時間を短縮する手法を開発している。 

 

2.3.2.4 代謝設計に資する支援ツールの実用化 

 

担当機関：神戸大学、産総研 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 代謝設計に資する支援ツールに関しては、代謝設計基盤のインターフェース開発、代謝モデル

のデータ集積・構造化、酵素反応データ集積・構造化、測定データのデータ集積・構造化の各項

目で開発するツールを試行しつつ、質的・量的な改良と拡張を行うことで、他テーマにも展開し

ていくことで、実用化を目指す。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 代謝設計基盤のインターフェース開発、代謝モデルのデータ集積・構造化、酵素反応データ集

積・構造化、測定データのデータ集積・構造化の各項目において、インターフェイス・ウェブサ

ーバ構築を行う。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 すでに、新規代謝経路設計、代謝モデルを利用した代謝設計提案、酵素反応データベース・予

測ツール、測定データベースなどのプロトタイプは完成しており、他テーマへの展開、実用化に

ついても見通しは良好である。 
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2.3.2.5 遺伝子発現制御ネットワークモデルの構築と標的遺伝子の探索に関する実用化  

 

担当機関：産業技術総合研究所 旭化成ファーマ㈱、長岡技術科学大学、花王㈱、バイオインダ

ストリー協会、九州大学 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 本課題における実用化は、モデル生物はもちろん、産業利用されている宿主微生物においても

適用可能な汎用的な情報解析手法を開発する事を目的としている。これにより、実際に産業界で

利用されている多種多様な宿主微生物においても情報解析による改変遺伝子候補の提案が可能に

なり、情報解析技術としての実用化を実現する。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 上記に記載しているように、産業利用されている宿主微生物への適用を実現するため、「2.3.3 

高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証」において、ターゲット物質が本課

題開発に適している「2.3.3.1 コレステロールエステラーゼの生産性向上による有効性検証」

「2.3.3.2 糸状菌を用いた有用タンパク質同時生産制御による有効性検証」の 2 課題と協力して

いる。上記 2 課題にて実際に測定されたオーミクスデータ等を利用し、従来のモデル生物へ適用

してきた情報解析技術を基盤としながらも、新規宿主微生物において必要な情報解析技術の改良

を行い、技術の汎用性を高めている。また、実際に開発した技術によって得られた改変遺伝子候

補等の成果は、協力課題において実用化を実現する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 プロジェクト終了時には汎用化できた技術すべての実用化を実現可能である。本課題で開発し

た技術は、すでに「2.3.2.8 遺伝子発現制御に資する支援ツールの実用化」にてツール化を実施

しており、プロジェクト終了時は一般公開できる部分は公開するなどの方法にて実用化を実現す

る。 

 

2.3.2.6. タンパク質発現・機能制御のための遺伝子配列設計 

 

担当機関：産業技術総合研究所、神戸大学、東北大学、岡山大学(再委託) 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

 本項目で開発した設計手法を用いて、遺伝子配列(DNA 配列)を改変し、微生物宿主に導入する

ことで、産業用酵素・抗体などのバイオ医薬品のタンパク質発現量を大幅に向上させることがで

きることを示した。また、遺伝子配列(アミノ酸配列)を改変し、産業用酵素・バイオ医薬品の熱

耐性を向上させるシステムの構築も行った。現在、これらの設計システムを、より高速に実行で

きるようにし、企業が容易に利用できるようにすることで、実用化することを目指している。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 
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 現在、計算の高速化に取り組んでおり、並列化で行うことで、当初 1 週間程度かかっていた計

算を数日で行えるようにするなどの成果を上げている。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 現時点でも、設計を短時間で行える体制はできている。今後は、コンピューターに慣れていな

い企業ユーザーでも、web に入力することで計算することができるなどの実用化を目指している。 

 

2.3.2.7 Combi-OGAB 法と機械学習による迅速なＤＮＡ配列因子組み合わせの探索技術の実用化 

 

担当機関：神戸大学、東北大学、東京大学、鹿児島大学 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

 本研究項目を実施することにより作成される高生産株の産業利用を見据え、その知財を確保す

る。また、本項目で作成される組み合わせ探索技術は、ノウハウとして保持する部分と公開する

部分に切り分け、優位性を確保しつつ普及に努める。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

 高発現株の具体的な産業利用方法を模索している。また、本項目で開発する要素技術を、有効

性検証課題である 2.3.3.1-10 において活用する方法を検討している。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 本項目により作成される高発現株は、有用物質の大量生産に直接利用できる可能性がある。ま

た、作成する情報技術は、ゲノム編集技術などと組み合わせることで、スマートセル創出に貢献

できる。 

 

2.3.2.8 遺伝子発現制御に資する支援ツールの実用化 

 

担当機関：江崎グリコ株式会社、神戸大学、石川県立大学、産業技術総合研究所 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

江崎グリコ社傘下のグリコ栄養食品(株)では、カロテノイド色素の製造・販売の実績を持つ。

また、食品添加物分野における遺伝子組み換え技術利用に関するノウハウを有している。これら

知見と実績を有効に活用して、本プロジェクトの成果を実用化につなげていく。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

本プロジェクトで取得した遺伝子組換えカロテノイド生産菌株について、遺伝子組換え対応パ

イロット発酵漕(江崎グリコ社保有 3,000 L)における生産性検証を行う。また必要に応じて商業

利用に耐えうるよう菌株に改良を施す。遺伝子組換え体を用いたカロテノイド生産の速やかな商

業利用のために、各種安全性試験、国内外の各種法令への対応(スマートセルにより生産した高純

度カロテノイド色素の食品添加物としての妥当性確認)について準備を進める。 
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(3)成果の実用化の見通し 

 生産性検証により採算ベースに乗ることが確認でき次第、工場導入の検討に入る(～2022 年度)。

その上で、経済性試算及び競争他社に対する優位性を確認した後、工場へ導入し、世界市場展開

を図る(2028 年～)。 

 

2.3.2.9 統合オーミクス解析技術の実用化 

 

担当機関：産業技術総合研究所 不二製油㈱、新潟薬科大学、長岡技術科学大学、九州大学、江

崎グリコ㈱、㈱バイオジェット 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 本課題では、代謝経路上の物質量調整を推定する情報解析技術と、それを実現するための改変

遺伝子候補選定技術を連結させ、産業利用されている宿主微生物において適用可能な基盤技術を

開発するとともに、データベースと連結させたツールとして公開を目指している。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 本課題では、代謝経路上の物質量調整を推定する情報解析技術と、それを実現するための改変

遺伝子候補選定技術を連結させるため、「2.3.3 高生産性微生物創製に資する情報解析システム

の有効性検証」において、ターゲット物質が本課題開発に適している「2.3.3.7 紅麹菌を用いた

色素生産制御による有効性検証」「2.3.3.9 ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上に

よる有効性検証」「2.3.3.10 微生物を用いたアルカロイド等の新規生産法の有効性検証」の 3

課題と協力している。上記 3 課題にて実際に測定されたオーミクスデータ等を利用し、生体内代

謝経路推定技術の開発、化合物量推定技術の開発、ターゲット酵素量の同時制御技術の開発等の

情報解析技術の開発を実施し、開発した技術のツール化を実施している。実際に開発した技術に

よって得られた改変遺伝子候補等の成果は、協力課題において実用化を実現する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 プロジェクト終了時までにゲノム情報からの代謝経路推定推定技術や、オーミクスデータから

の活性化経路推定技術は実装可能である。化合物量推定技術については、オンデマンドな解析が

必要であるため、実用化に重要なハブ化合物量の推定技術を開発し、その結果をデータベース内

に組み込むことでプロジェクト終了時にはツールとして利用可能にする。 

 

2.3.2.10 測定データのクオリティコントロール、標準化データベースの構築に関する実用化 

 

担当機関：産業技術総合研究所 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 本課題の成果はクオリティコントロールされた測定データが蓄積された標準化データベースと

いう再利用可能な情報資源そのものであり、実態としては情報システムとして随時利用可能な実
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用品である。一方、この情報資源の有用性は、これを用いて構築される情報ツール群の有用性に

よって評価されることとなる。また、データベースに収容される情報の質や量は、本プロジェク

トの実証課題等からの蓄積によるものである。すなわち、本課題の価値は他の課題に大きく依存

している。他の課題に依存しない部分は、データの品質検査と、情報システムとしてのデータベ

ースの基本機能である登録、検索機能である。特に重要な部分はメタデータを効果的に整理・格

納するためのデータベーススキーマである。一般的にデータベーススキーマの設計は容易ではな

いことから、よく設計されたスキーマを実現することは、データベースの実用性に大きく貢献す

る。スキーマの設計は具体的なデータに沿ったものである必要があるため、十分練られたスキー

マを設計するためには多数のデータを集積する必要がある。本プロジェクトでは多様なデータが

データベースに登録されることから、これを利用してスキーマ設計を充実させることができると

考えている。本プロジェクトで測定されるデータは、概ね定型のオーミクスデータであることか

ら、基本的なメタデータは既存のオーミクスデータベースのスキーマを再利用することが可能で

ある。定型以外の測定データについては独自に設計が必要である。独自設計に際しては、測定者

によるスキーマのレビューを実施してフィードバックを働かせることで、実用的なスキーマ設計

が可能になるよう対策を講じる。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 データベースはプロジェクト早期に稼動して運用されることが求められている。最初から完成

品を準備することは難しいため、最小限の構成から運用を開始し、徐々に充実させる方法が有効

である。本課題の実施そのものが実用化へ向けた取り組みそのものであり、先に述べた具体的な

戦略に沿って開発を進めている。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 情報システムとしてのデータベースは既に稼動しており、データの蓄積とともに成熟してくと

考えている。そのため実用化そのものには問題は無いと見ている。一方、その価値はデータの蓄

積に比例するものと考えている。 

 

2.3.2.11 遺伝子配列設計システム(情報解析技術)のうち、文献情報等の公開データからの知識

整理を補完するためのデータ処理・AI 基盤技術の実用化 

 

担当機関：京都大学、九州大学、神戸大学、株式会社日立製作所、理化学研究所、大阪大学 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 本研究開発項目の成果の実用化形態としては、知識ベースおよびデータ処理・学習技術単独を

ツール化し、パッケージもしくはサービスとして提供する他、スマートセル開発のための統合プ

ラットフォームとしてのソリューション提供も念頭に入れる。特に、本研究開発の成果は、本プ

ロジェクトで開発する遺伝子配列設計システム他成果およびハイスループット合成・分析・評価

手法を補完するものとして位置づけられ、これらと統合したプラットフォームとして構成するこ

とで、ソリューションとしての差別化を図る。 
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(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

 2018 年度以降に計画するテーマと連動した有効性検証の中で、ユーザーとの議論を通じて実用

化に向けた課題の整理を行う。具体的には、各テーマへの適用に必要なワークフローのカスタム

化並びに知識ベースの高度化を実施する。最終的に、本研究開発成果による工数短縮効果を確認

し、実用化を判断する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 文献・実験データの解釈から設計指針の導出までの期間短縮は、スマートセル開発における主

要課題の一つであり、本研究開発成果実用化へのニーズは非常に大きい。従って、プロジェクト

期間の中で、本研究開発成果による工数短縮効果を具体的に示すことで、実用化への道筋をつけ

る。 

 

2.3.2.12 排出ボトルネック解消に向けた化合物排出輸送体探索プラットフォームの実用化 

 

担当機関：東北大学、産総研 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

 本プロジェクトにおいて参画企業と連携して実施した研究の成果は、知財化後、知財合意に基

づいた知財権の移転または実施手続きを取った上で、連携先企業に技術移転し、連携先企業等に

おける標的化合物の生産に貢献する。東北大学独自の探索化合物についても可能な限り知財化し、

連携先企業が決まり次第、すみやかに連携先に技術移転できる体制を整える。 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

 本プロジェクト内で新たに探索した輸送体については、標的化合物の生産を効率化する技術と

してすみやかに知財化できる体制を整えている。また、連携先企業とは権利化に関する相談を進

め、すみやかに知財の移転あるいは実施ができる体制を整えている。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 本プロジェクトでは、連携先企業において実用化を目指す化合物を主軸に輸送体の探索を進め

ており、研究開発の成果が実用化につながる見通しは高いと考えている。 

 

2.3.3 高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証に関する実用化 

 

2.3.3.1 コレステロールエステラーゼの生産性向上による有効性検証に関する実用化  

 

担当機関：旭化成ファーマ、産総研 

 

(1)成果の実用化向けた戦略 

 コレステロールエステラーゼ(CEN)を高発現するスマートセルの開発の続行と同時に、実用化に

向けた以下の戦略を遂行する。 
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① カルタヘナ法に基づく第二種使用等拡散防止措置確認申請 

② CEN 高発現 Burkholderia stabilis の培養方法と CEN 精製方法の確立とスケールアップ 

③ 品質管理基準などの設定 

 

(2)成果の実用化向けた具体的取り組み 

① CEN 高発現スマートセルは、B.stabilis 宿主にプロモーターと CEN を発現カセットとしてゲ

ノムに挿入するセルフクローニングを目指しているが、B.stabilis 組換え体製造の可能性も

想定される。B.stabilis の使用区分がカテゴリー１に該当する場合、大臣確認申請のための

設備投資を計画する。 

② 至適培養条件(培地組成、温度、pH、回転数、通気など)を決定し、現在の 10 mL 培養スケー

ルを段階的にスケールアップする。工場設備で対応可能な精製方法をラボスケールで確立し、

スケールアップする。 

③ ②で試作したサンプルの顧客評価を通じて社内・対外規格を設定する。設定した規格を満た

す精製工程管理基準および品質管理基準と管理方法を決定する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

※2021 年中の製品化提案および販売開始を見通している。 

① 2018 年度中に計画する。必要に応じて 2019 年度予算化する。 

② 2019 年度中に実用スケール培養を実施し、パイロットスケール精製する。2020 年度中に実用

スケール精製のプロセスバリデーションを実施する。 

③ 2020 年度の実用スケール精製のプロセスバリデーションまでに決定する。 

 

2.3.3.2 糸状菌を用いた有用タンパク質同時生産制御による有効性検証に関する実用化  

 

(1)成果の実用化向けた戦略／(2)成果の実用化向けた具体的取組／(3)成果の実用化の見通し 

本 PJ で開発する糸状菌における複数のバイオマス糖化酵素の同時生産制御技術によって、H32

最終目標としている生産される酵素組成比率が全体の 20％以上改変されること、特定のバイオマ

スの酵素糖化において 80%糖化に必要な酵素量を 10〜30％削減できることを確認する。 

H33 年以降は実用化を目指し、本技術をこれまでの NEDO PJ で開発してきた工業用酵素高生産

菌株、タンパク質高生産大規模培養法と組み合わせ、テーラーメード酵素生産のスケールアップ

試験を実施する。並行して様々な基質に適した酵素の提案・生産を行い、酵素性能の評価を行う。

H35 年度以降、実生産を目指す。 

 

2.3.3.3 カルボンの生産性向上による代謝解析・酵素設計技術の有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：味の素㈱、神戸天然物化学㈱ 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 事業化可能なレベルまで生産性を向上及び生産コストの低減を行う。 
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(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 本プロジェクトで基盤技術を構築し、各社でカルボンや他のテルペン系フレーバーの工業化に

向けた開発を継続して実施する。事業環境(知財を含む)調査と分析を行い、事業計画を策定する。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

カルボンや他のテルペン系フレーバー製品市場の数％を本プロジェクトで開発した発酵生産品

に置き換える。 

 

2.3.3.4 機能性アミノ酸の生産性向上による代謝モデルの有効性検証に関する実用化  

 

担当機関：長瀬産業株式会社 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

 生産菌の改良、培養法の検討により、当初の予定通りの目標生産性を達成した。また、培養液

からのエルゴチオネインの単離・精製については、各種検討によって高度精製グレードサンプル

を安定取得可能な精製法の開発にも成功している。今後は、生産菌のさらなる生産性向上だけで

なく、工業スケールでの生産に向けた培養工程、精製工程の検討についても進めていく。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

 得られたサンプルは、その生理的機能を社内で検討する一方、エルゴチオネインに興味を持つ

企業に既に提供してその評価が行われている状況にある。今後増えることが予想されるサンプル

請求に対し、より大きな製造設備(100-300 L タンクおよび付随する精製設備)の必要性が高まっ

ており、導入を検討中である。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 グループ会社に培養から精製までの一連の設備を有しているため、生産量が目標に到達してか

ら 1-2 年後の実用化を見込んでいる。 

 

2.3.3.5 有用イソプレノイドの生産性向上による代謝解析技術の有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：神戸大学、三菱ケミカル、JSR 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

発酵生産した有用イソプレノイドについて、いち早く想定ユーザーにてテストを実施し、実用に

足るという評価を得る。そのために、生産性向上の検討、および品質の確認を進める。また、速

やかなユーザテスト実施を可能にするため、ユーザテストへ向けた体制の構築を事業期間中に進

める。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 
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本年度は有用イソプレノイドの試作を行い、その品質を確認する。本事業後半で有用イソプレノ

イドの発酵生産性や品質向上に努め、ラボレベルでの発酵等のプロセス基礎情報を獲得するとと

もに、ユーザテストの体制を構築する。本事業終了後、発酵生産したイソプレノイド等のユーザ

テストを進め、パイロットスケールのプロセス設計を行う。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

有用イソプレノイド発酵生産の技術開発が進んで生産性及び品質が高まれば、実用化の可能性が

高まる。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

技術開発が進んでバイオイソプレンやポリイソプレンの生産性及び品質が高まれば、実用化の可

能性も高まる。 

 

2.3.3.6 コリネ菌を用いた有用芳香族化合物の生産性向上による代謝解析技術の有効性検証に

関する実用化 

 

担当機関：地球環境産業技術研究機構、神戸大学 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

2020 年度末までに基盤技術を活用してターゲット芳香族化合物の生産性を実用化レベルまで向

上させる。加えて知財戦略に基づき必要な特許等の確保を進める。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

代謝モデルや遺伝子配列設計技術からの改善提案を実生産株で検討し、生産性向上に寄与する結

果を複数得ている。今後も提案の検討を継続し、最終的に有効な提案を統合することで高生産株

の作製を目指す。生産性の中間目標値は既に超えており最終目標値も達成できる見通しであるが、

実用化を見据えて更なる生産性の向上を目指す。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

上述のように順調に進んでおり、実用化できる見通しである。 

 

2.3.3.7 紅麹菌を用いた色素生産制御による有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：江崎グリコ株式会社、株式会社バイオジェット、産業技術総合研究所 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

江崎グリコ社傘下のグリコ栄養食品（株）では、紅麹色素の製造・販売の実績を持つ。また、

食品添加物分野における遺伝子組み換え技術利用に関するノウハウを有している。これら知見と

実績を有効に活用して、本プロジェクトの成果を実用化につなげていく。 
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(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

本プロジェクトで取得した遺伝子組換え紅麹菌株について、遺伝子組換え対応パイロット発酵

漕における生産性検証を行う。また必要に応じて商業利用に耐えうるよう菌株に改良を施す。遺

伝子組換え体を用いた紅麹色素生産の速やかな商業利用のために、各種安全性試験、国内外の各

種法令への対応（スマートセルにより生産した高純度紅麹色素の食品添加物としての妥当性確認）

について準備を進める。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 生産性検証により採算ベースに乗ることが確認でき次第、工場導入の検討に入る（～2022 年度）。

その上で、経済性試算及び競争他社に対する優位性を確認した後、工場へ導入し、世界市場展開

を図る（2028 年～）。 

 

2.3.3.8 微生物を用いたパプリカ由来カロテノイドの新規生産法の有効性検証 

 

担当機関：江崎グリコ株式会社、神戸大学、石川県立大学、産業技術総合研究所 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

江崎グリコ社傘下のグリコ栄養食品（株）では、カロテノイド色素の製造・販売の実績を持つ。

また、食品添加物分野における遺伝子組み換え技術利用に関するノウハウを有している。これら

知見と実績を有効に活用して、本プロジェクトの成果を実用化につなげていく。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

本プロジェクトで取得した遺伝子組換えカロテノイド生産菌株について、遺伝子組換え対応パ

イロット発酵漕における生産性検証を行う。また必要に応じて商業利用に耐えうるよう菌株に改

良を施す。遺伝子組換え体を用いたカロテノイド生産の速やかな商業利用のために、各種安全性

試験、国内外の各種法令への対応（スマートセルにより生産した高純度カロテノイド色素の食品

添加物としての妥当性確認）について準備を進める。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

 生産性検証により採算ベースに乗ることが確認でき次第、工場導入の検討に入る（～2022 年度）。

その上で、経済性試算及び競争他社に対する優位性を確認した後、工場へ導入し、世界市場展開

を図る（2028 年～）。  

 

2.3.3.9 ω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂の生産性向上による有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：長岡技術科学大学、バイオインダストリー協会、花王株式会社、九州大学、産業総合

研究所 

 

(1)成果の実用化向けた戦略／(2)成果の実用化向けた具体的取組／(3)成果の実用化の見通し 
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油脂酵母によるω-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂生産は、H32 最終目標としている培養時間 X

時間、ω-3 系多価不飽和脂肪酸生産性 X g/L、対糖油脂収率 X%以上の達成。H33 年以降は実用化

を目指し、最適培養条件下で、培養時間 X 時間、ω-3 系多価不飽和脂肪酸生産性 X g/L、対糖油

脂収率 X%以上を達成すべく、スケールアップ試験を実施する。H36 年度以降、事業化へ向けたω

-3 系多価不飽和脂肪酸含有油脂を製造し、市場での評価を行う。 

 

2.3.3.10 微生物を用いたアルカロイド等の新規生産法の有効性検証に関する実用化 

 

担当機関：石川県立大学 

 

(1)成果の実用化に向けた戦略 

最適化の難しい多段階のアルカロイドの代謝経路に対して、情報解析システムによる複数の新

規経路構築を行い、実効性の高い代謝経路を効率的に設計する計画である。 

アルカロイドの中でも最も医薬品原料として需要のあるオピオイド(テバイン、コデイン、モル

ヒネ)に対して実用生産システムを確立する。生合成工学研究が進展しているアメリカにおいて、

オピオイドの販路を有する製薬メーカーに対して技術供与を行うことで、微生物発酵法によるア

ルカロイド生産の有効性をアピールする。 

 

(2)成果の実用化に向けた具体的取り組み 

M-path および BioProV による新規代謝経路の構築と同時に、実用生産に適したゲノム挿入型ア

ルカロイド生産株の構築を行っている。また、アルカロイドは植物における含有量の低さから生

理活性の不明なものが多く、ほとんどが製品化されていない。そのため、ゼブラフィッシュやマ

ウスを用いた生理活性評価についても検討しており、実用生産システム確立とともにアルカロイ

ドの具体的な利用方法の提案が可能である。 

 

(3)成果の実用化の見通し 

今年度中に、アルカロイド中間体であるレチクリンのゲノム挿入型生産システムが完成予定で

ある。レチクリンをハブ化合物とすることで、様々なアルカロイドの実用生産が可能となる。 

また、ゼブラフィッシュ等を用いた生理活性評価系によって、実際にレチクリンに対する新た

な生理活性も解明済みである。そのため、オピオイド以外の生理活性が不明な希少アルカロイド

に対しても製品化が期待できる。 
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（添付資料 1）プロジェクト基本計画  

 

（添付資料 2）事前評価書、ＮＥＤＯ  ＰＯＳＴ結果  

 

（添付資料 3） TSC Foresight 生物機能を利用した物質生産分野の技術戦略

策定に向けて  
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Ｐ１６００９ 

 

「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」基本計画 

 

材料・ナノテクノロジー部 

 

１．研究開発の目的・目標・内容 

（１）研究開発の目的 

①政策的な重要性 

バイオテクノロジーは、経済活動の様々な分野で利用される技術体系となっており、近

年欧米や米国を中心に、バイオテクノロジーを用いた経済活動を“Bioeconomy”と称し

て政策提言に取り上げられている。OECD では 2009 年に「The Bioeconomy to 2030: 

Designing a policy Agenda」というレポートを取りまとめ、2030年にはこの“Bioeconomy”

が OECD 諸国の GDP の 2.7％（約 192 兆円）に成長すると予想し、中でもこれまで中

心であった健康・医療分野での利用から、物質生産などの工業利用の市場が拡大していく

と見込んでいる。 

このような“Bioeconomy”の成長見込みの背景には、次世代シークエンサーをはじめ

とした各種解析装置が急速に進化し、遺伝子情報や生産物情報を正確かつ高速に入手で

きるようになったこと、及び2000年代前半からゲノム上の遺伝子を能動的に組み替える、

いわゆるゲノム編集技術が開発されたことが挙げられる。これらの技術により、例えば特

定の物質の生産量が最大になる条件など、目的に適した遺伝子配列をコンピュータ上で

設計し、更にその設計に基づき、様々な生物の遺伝子を能動的に操作することが可能にな

ってきたことで、様々な物質生産への適用拡大に期待が高まっている。 

しかしながら、このような取り組みは欧米が先行しており、我が国としても同分野での

競争力強化が急務である。また、現状は基礎学理が構築され、コンセプトが上がってきた

段階であることから、国として生物を利用した高機能品生産に寄与することを実証して

いくことも重要である。 

 

②世界の取り組み状況 

米国では、遺伝子配列の設計、構築、評価、学習に係るサイクルを圧縮するツール開発

と、そのツールを用いて全く新しい物質の創製、既知物質の高効率生産を狙った Living 

Foundries programを立ち上げ、160億円もの研究投資を行っている。 

また、EUにおいても、Horizon2020の枠組み等を活用し、生物資源の持続可能な活用

による材料、化学薬品等の加工・生産に関する研究開発を産官学連携で推進しているとこ

ろである。加えて、英国では、生物学的デザインに係る研究推進の場として 30もの機関・

企業が集まるセンターを設立し、最重要政策課題として本分野を推進している。 



 

 

③我が国の状況 

  2010年度まで経済産業省で実施した「植物機能を活用した高度モノ作り基盤技術開発」

の成果により、ホクサン株式会社が世界で初めて遺伝子組換え植物による医薬品原料生

産の事業化に成功するなど、組換え植物の栽培に必要な密閉型植物工場における生産技

術を大きく進展させてきた。また、2012 年度から開始した経済産業省の「革新的バイオ

マテリアル実現のための高機能化ゲノムデザイン技術開発」において、目的に応じた最適

な遺伝子配列デザインに資する解析、合成手法等を開発し、要素技術を構築してきたとこ

ろである。 

  しかし、前述のとおり、特定遺伝子の編集が容易なゲノム編集技術は米国に後れを取っ

ている状況であり、また、遺伝子情報やその発現情報、生産物情報を統合的に解析する技

術も未確立であることなど、実用化に向けた課題は多い。 

 

④本事業の狙い 

  本プロジェクトでは、植物等の生物が持つ物質生産能力を人工的に最大限引き出した

細胞“スマートセル”を構築し、化学合成では生産が難しい有用物質の創製、又は従来

法の生産性を凌駕することを目的に、必要となる基盤技術を開発するとともに、特定の

生産物質における実用化技術を確立する。なお、物質生産に係るコストや安全性の面か

ら、本プロジェクトでは植物と微生物による生産技術を対象とし、それぞれの特性を踏

まえて以下の技術開発を実施する。 

植物については、植物自身が有する豊富な代謝系を最大限活用することを前提に、生

産性向上に資するゲノム編集技術等の基盤技術の開発、代謝系遺伝子発現制御の基盤技

術、及び人工栽培環境による代謝系の効率化技術開発を行うとともに、実用植物におけ

る高機能品生産の実用化技術を開発する。 

微生物については、動物や植物に比べてゲノムサイズが小さく、実験的に全細胞レベ

ルの観察が可能である。これらの特徴を活かして特定物質を生産する細胞プロセスをコ

ンピュータ上で解析し、最適なプロセス設計を可能とする統合オミクス解析等の情報解

析技術を開発する。また、細胞における物質生産プロセス解明のために必要なオミクス

情報の取得に資する分析・評価手法や、解析結果に基づく遺伝子改変を効率的に行う長

鎖 DNA合成関連技術も並行して開発する。これら技術を複合的に活用する仕組みを構

築し、具体的な高機能品生産の実用化技術を開発する。 

以上の研究開発により、持続可能な社会の構築に資するスマートセルによるものづく

り“スマートセルインダストリー”の実現を狙う。 

 

 

 



 

（２）研究開発の目標 

①アウトプット目標 

本プロジェクトを通じて、化学合成では生産が難しい有用物質の創製、又は従来法を凌

駕する生産性の実現に資する基盤技術及び実用化技術の確立を目指す。 

研究開発項目ごとの目標については、別紙１にて定める。 

 

②アウトカム目標 

本プロジェクトの成果により、化学プロセスから植物等による生産に代替されること

で、2030年時に 85.8万 kl相当の原油削減に資する。また、OECDにおいて、2030年に

バイオテクノロジーを用いたものづくり等の工業関連市場は世界で 70兆円に拡大すると

予想されており、その内 1割となる 7兆円市場の獲得に資する。 

 

③アウトカム目標達成に向けての取組 

  研究開発と並行して、海外の知財動向やビジネス動向を調査し、開発成果の円滑な実用

化・事業化に資する知財戦略及び事業化モデルを検討する。加えて、本プロジェクトで開

発した成果を広く社会に普及させるために、ワークショップ等を通じた成果発信も積極

的に行う。 

 

（３）研究開発の内容 

上記目標を達成するために、以下の項目について、別紙の研究開発計画に基づき研究開

発を実施するとともに、国内外の関連情報の収集及び調査等を行う。研究開発事項は以下

の通り設定する。 

 

 研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」 

 研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」 

 研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

 研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」 

 

研究開発項目①、③については、実用化まで長時間を要するハイリスクな基盤的技術に

対して、産学官の複数事業者が互いのノウハウ等を持ちより協調して実施する事業であ

るため、委託事業として実施する。 

研究開発項目②、④については、実用化に向けて企業の積極的な関与により推進される

べき研究開発であり、助成事業として実施する（ＮＥＤＯ負担率：大企業１／２助成、中

堅・中小・ベンチャー企業２／３助成）。 

 

 



 

２．研究開発の実施方式 

（１）研究開発の実施体制 

プロジェクトマネージャー（ＰＭ）にＮＥＤＯ 材料・ナノテクノロジー部 林 智佳子

を任命して、プロジェクトの進行全体を企画・管理や、そのプロジェクトに求められる技

術的成果及び政策的効果を最大化させる。 

本プロジェクトは、ＮＥＤＯが単独ないし複数の企業、大学等の研究機関（原則、国内

に研究開発拠点を有していること。ただし、国外企業の特別の研究開発能力、研究施設等

の活用あるいは国際標準獲得の観点から国外企業との連携が必要な部分はこの限りでは

ない。）から、原則公募によって実施者を選定し実施する。 

なお、各実施者の研究開発能力を最大限に活用し、効率的かつ効果的に研究開発を推進

する観点から、ＮＥＤＯは研究開発責任者（プロジェクトリーダー）を選定し、各実施者

はプロジェクトリーダーの下で研究開発を実施する。 

 

（２）研究開発の運営管理 

ＮＥＤＯは、研究開発全体の管理及び執行に責任を負い、研究開発の進捗のほか、外

部環境の変化等を適切に把握し、必要な措置を講じるものとする。運営管理は、効率的

かつ効果的な方法を取り入れることとし、次に掲げる事項を実施する。  

 

①研究開発の進捗把握・管理 

ＰＭは、プロジェクトリーダーや研究開発実施者と緊密に連携し、研究開発の進捗状

況を把握する。また、外部有識者で構成する技術検討委員会を組織し、定期的に海外の

技術動向も踏まえた評価を受け、目標達成の見通しを常に把握するとともに、必要に応

じて研究開発の加速、中止を検討する。 

 

②技術分野における動向の把握・分析 

ＰＭは、プロジェクトで取り組む技術分野について、内外の技術開発動向、政策動

向、市場動向等について調査し、技術の普及方策を分析、検討する。なお、調査の効率

化の観点から、本プロジェクトにおいて委託事業として実施する。 

 

③研究開発テーマの評価 

研究開発を効率的に推進するため、研究開発項目①及び②を対象として、ステージゲ

ート方式を適用する。ＰＭは、外部有識者による審査を活用し、平成３１年度以降の研

究開発テーマの継続是非を平成３０年１２月に決定する。 

 

研究開発全体の管理・執行に責任を有するＮＥＤＯは、経済産業省及びプロジェクトリ

ーダーと密接な関係を維持しつつ、事業の目的及び目標、並びに本研究開発の目的及び目



 

標に照らして適切な運営管理を実施する。具体的には、必要に応じて、技術検討委員会等

における外部有識者の意見を運営管理に反映させる他、適宜プロジェクトリーダーとと

もに事業の進捗について報告を受けること等により進捗の確認及び管理をものとする。 

また、必要に応じて、ユーザーとの連携を促す等、成果の早期達成が可能になるよう努

める。早期実用化が可能と認められた研究開発については、期間内であっても研究を完了

させ、実用化へ向けた実質的な研究成果の確保と普及に努める。 

 

３．研究開発の実施期間 

研究開発項目①～③については、平成２８年度から平成３２年度までの最長５年間とす

る。 

研究開発項目④については、平成３１年度から平成３２年度までの最長２年間とする。 

 

４．評価に関する事項 

ＮＥＤＯは技術評価実施規程に基づき、技術的及び政策的観点から研究開発の意義、目

標達成度、成果の技術的意義並びに将来の産業への波及効果等について、プロジェクト評

価を実施する。 

評価の時期は中間評価を平成３０年度、事後評価を平成３３年度とし、当該研究開発に

係る技術動向、政策動向や当該研究開発の進捗状況等に応じて、前倒しする等、適宜見直

すものとする。  

また、中間評価結果を踏まえ、必要に応じて事業の加速・縮小・中止等、見直しを迅速

に行う。 

 

５．その他の重要事項 

（１）研究開発成果の取扱い 

①成果の普及 

研究開発実施者は、研究成果を広範に普及するよう努めるものとする。ＮＥＤＯは、研

究開発実施者による研究成果の広範な普及を促進する。 

 

②研究開発項目間の連携 

研究開発成果のうち研究開発項目①及び③の共通基盤技術に係るものについては、研

究開発項目を超えてプロジェクト内で共有し、継続的に相互利用の可能性を検討するこ

と。また、研究開発項目①と②並びに③と④については、①及び③で開発する共通基盤技

術の有効性検証のために、必要に応じて秘密保持契約や共同研究契約を締結し、密接に産

学官で連携すること。連携の枠組みはＰＭとＰＬが主導して構築する。 

 

 



 

③標準化等との連携 

得られた研究開発成果は、標準化等との連携を図るため、標準化に向けた評価手法の提

案、データの提供等を必要に応じて実施する。 

 

④知的財産権の帰属 

研究開発成果に関わる知的財産権については、「国立研究開発法人新エネルギー・産業

技術総合開発機構 新エネルギー・産業技術業務方法書」第２５条の規定等に基づき、原

則として、全て委託先に帰属させることとする。なお、プロジェクトの初期段階から、事

業化を見据えた知財戦略を構築し、適切な知財管理を実施する。 

 

⑤知財マネジメントに係る運用 

  「ＮＥＤＯプロジェクトにおける知財マネジメント基本方針」を適用する。 

 

（２）基本計画の変更 

ＮＥＤＯは、研究開発内容の妥当性を確保するため、社会・経済的状況、国内外の研究

開発動向、政策動向、第三者の視点からの評価結果、研究開発費の確保状況、当該研究開

発の進捗状況等を総合的に勘案し、達成目標、実施期間、研究開発体制等、基本計画の見

直しを弾力的に行うものとする。 

 

（３）根拠法 

  本事業は、国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機構法第十五条第 

一号ニ及び第三号、第九号に基づき実施する。 

 

６．基本計画の改訂履歴 

（１）平成２８年３月、制定。 

（２）平成２８年８月、プロジェクトマネージャー交代に伴う改訂 

（３）平成３０年３月、研究開発項目③の細目順序入替え及び記載表現の見直し等 

  



 

（別紙１）研究開発計画 

 

研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発」 

１．研究開発の必要性 

 これまで医薬品原料や機能性食品、各種化学品などの有用物質が植物を利用して生産さ

れ、品種改良等により生産性向上が図られてきた。しかし、大きな機能改変は難しく、かつ、

開発に相当の時間がかかることから、その効果は限定的であった。また、従来の遺伝子組換

え技術も同様の課題を克服できているとは言えない。 

 このような状況下、特定の遺伝子を認識し、その遺伝子を能動的に操作可能なゲノム編集

と呼ばれる技術が 2000 年代前半の ZFN 登場以降、TALEN、そして CRISPR と次々と開

発されてきた。中でも 2013 年に開発された CRISPR は、扱いの簡便さや効率の良さなど

から様々な分野の研究者がゲノム編集技術を活用するきっかけともなり、例えば 2013 年

以降のゲノム編集関連論文数の伸びは目覚ましい。 

これらゲノム編集技術は米国が主導権を握っており、我が国の技術開発は後塵を拝して

いる状況である。しかし、CRISPR は、狙った遺伝子以外を編集してしまう Off-target の

問題や分子の大きさから導入細胞がある程度限定されることなど、技術的な課題が残って

いる段階であることから、我が国技術が追い上げる余地も十分あるものと考えられる。 

また、植物による生産性を高める上では、遺伝子ノックアウトを誘導するゲノム編集だけ

ではなく、遺伝子ノックダウンを目的としたゲノムへの化学修飾を制御するエピゲノム編

集技術や転写された RNA の機能を制御する技術、逆に代謝系遺伝子の発現を向上させる技

術等も組み合わせて遺伝子発現を制御していくことが重要となる。加えて、これまで栽培環

境、特にストレス付与が植物の二次代謝系を大きく変動させることが一部のストレス源と

植物種では知られている。近年の人工環境栽培技術の進歩に伴い、遺伝子制御だけではなく、

環境制御による生産効率向上技術の開発も期待されるところである。 

そこで、これらの遺伝子制御技術及び環境制御による変動誘因技術を融合させた新たな

有用化合物の効率的生産技術確立が求められているところである。 

 

２．研究開発の具体的な内容 

（１） ゲノム編集技術 

 植物等による物質生産機能の制御・改変及びその産業化に向けて、既存のゲノム編集では

対応できない新規の国産のゲノム編集関連技術を開発し、生物を利用した物質生産におけ

る我が国の産業競争力を向上させるための新たな技術基盤の形成を目指す。また、研究開発

項目②と連携し、開発した技術の有効性を検証する。 

 研究開発と並行して、他国の特許動向等を調査し、開発した成果の実用化を睨んだ知財戦

略を策定する。 

 



 

（２） 代謝系遺伝子発現制御技術 

 生産効率の向上、コスト低減に向けて、目的遺伝子メチル化誘導技術や遺伝子発現の抑制

を効率的に複数の遺伝子で制御する技術、目的代謝産物の蓄積機構を制御する技術等を開

発する。また、研究開発項目②と連携し、開発した技術の有効性を検証する。 

 

（３） 栽培・生育環境による発現制御技術 

 複数の栽培環境要因が代謝主要経路群に与える影響を各代謝系の主要遺伝子の発現レベ

ルで解析し、目的代謝産物の効率的生産に効果的な栽培環境条件を利用可能にする技術を

開発する。また、研究開発項目②と連携し、開発した技術の有効性を検証する。 

 

３．達成目標 

【最終目標（平成３２年度）】 

（１） ゲノム編集技術 

・ 植物等による物質生産機能の制御・改変において、既存のゲノム編集では対応できな

い新しい機能を有する国産のゲノム編集関連技術（対象領域、精密性、ゲノム設計、

細胞毒性、導入効率等）を確立する。 

・ 研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した新規の国産ゲノム編集技術

の有効性を示す。 

・ ゲノム編集を産業利用するために必要な要素技術を戦略的に集約し、国産ゲノム編集

技術基盤を確立する。 

 

（２） 代謝系遺伝子発現制御技術 

・ 目的代謝系遺伝子の発現を５倍程度増強又は１／１０以下に抑制する技術を確立す

る。 

・ 研究開発項目②で対象とする実用植物において、開発した遺伝子発現制御技術の有効

性を示す。 

 

（３） 栽培・生育環境による発現制御技術 

・ 目的代謝系における主要遺伝子/産物の発現を５倍程度増強させる技術を確立する。 

・ 研究開発項目②で対象とする実用植物において、栽培・生育環境による発現制御技術

の有効性を示す。 

 

【中間目標（平成３０年度）】 

（１） ゲノム編集技術 

・ 既存のゲノム編集技術では対応できない独自の新しい機能を有するゲノム編集関連

技術（対象領域、精密性、ゲノム設計、細胞毒性、導入効率等）の基本技術を確立し、



 

その新規性、有用性を検証する。 

・ 開発した成果の産業利用に向けて、他国の動向も踏まえた知財戦略を策定する。 

 

（２）代謝系遺伝子発現制御技術 

・ メチル化誘導、遺伝子発現制御因子解析等の基本技術を確立する。 

・ 目的代謝系遺伝子の発現を２倍以上増強又は１／５以下に抑制する。 

 

（３）栽培・生育環境による発現制御技術 

・ 栽培環境因子と代謝系主要遺伝子の半数の解析を終了させる。 

 

  



 

研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」 

１．研究開発の必要性 

これまで次世代シークエンサーや質量分析器を用いて、生物個々の遺伝子配列や代謝経

路が解読され、特にモデル植物におけるトランスクリプトームやメタボローム解析の進捗

に伴い、近年それら情報を基にした遺伝子発現制御により、代謝産物の生産制御が植物で可

能となってきた。また、植物の栽培環境が代謝系に影響を与えることを利用し、栽培環境を

自在に制御可能な密閉型植物工場を活用して、生産効率を向上させるノウハウも蓄積して

きている。 

 しかし、実際には、植物内の代謝経路は複雑に絡み合っており、標的遺伝子を改変し、特

定の代謝経路の促進・抑制を誘起したとしても、様々な因子が関連した副反応により、予想

通りの結果が得られるとは限らない。また、植物によっては栽培方法が異なり、さらには現

状ではモデル植物以外に遺伝子組換え手法が確立されていないものが多いといった課題が

あり、実用植物において遺伝子組換え技術を適用し、生産性を向上させるためには、植物に

応じた栽培及び遺伝子組換え技術を開発する必要があるなど、実用化に向けては技術的な

ハードルが高い。 

従って、本分野の産業応用を促進するためには、個々の実用植物種における特定物質の生

産実用化技術を個別に開発・実証する必要がある。 

 

２．研究開発の具体的な内容 

 特定の生産ターゲットを設定した上で、生産させる実用植物の栽培、培養系の確立及び遺

伝子組換え技術を開発するとともに、生産性向上に寄与する遺伝子の特定・改変、環境条件

の最適化を行い、実用に資する生産性を実現する。 

 

３．達成目標 

【最終目標（平成３２年度）】 

・化学合成等による競合品と比較して、コスト、性能等の面で総合的に競争力があることを

示す。 

 

【中間目標（平成３０年度）】 

・対象とする実用植物の栽培、培養系の確立及び遺伝子組換え技術を確立する。 

・生産性向上に寄与する遺伝子を明らかにし、コスト、性能等の面で総合的に競争力がある

との見通しを得る。 

 

  



 

研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」 

１．研究開発の必要性 

細胞は DNA、RNA、タンパク質、代謝物など多様な化学物質で構成されている。これま

での研究では、この細胞構成物質を明らかにすることを主目的にしており、過去にはゲノム

プロジェクトやターゲットタンパクプログラムなどによって、多くの生体化学物質の存在

やその構造を明らかにしてきた。しかし、これは生体細胞内におけるプレーヤーを明らかに

したに過ぎない。生体細胞を産業的に利用するためには、細胞の高次生命システムを理解し、

細胞プロセスを制御することが求められる。高次生命システムの理解とは、細胞内で起こる

現象のメカニズム解明に他ならず、同一階層又は異なった階層の細胞構成物質間の相互作

用ネットワークを明らかにすることである。そのためには先の様々なプロジェクトによっ

て明らかになった細胞構成物質群全体の挙動の観測が必要であり、事実これらの要望に呼

応する形で、次世代シークエンサー（NGS）や質量分析器（LC-MS）などの科学技術が急

激に進展してきた。最近では、NGSや LC-MS等による DNA、mRNA、タンパク質、代謝

物というそれぞれの階層の物質の細胞内全量測定が積極的に実施され、ゲノム、トランスク

リプトーム、プロテオーム、メタボロームという各種オミクス研究が盛んに行われている。 

今後は、これらオミクス情報を高精度かつ網羅的・体系的に取得し、機械学習等の情報科

学的な手法によって階層縦断的なオミクスデータ解析を実施する統合オミクス解析技術の

確立が期待されている。これにより、例えば主要代謝経路上にない転写因子間の相互作用、

代謝物と転写因子との関係性など、従来の実験的知見では得られなかった重要因子が特定

され、革新的な生産性の向上、全く新規の物質創製に貢献すると考えられる。 

本研究開発項目では、これら統合オミクス解析を基盤とする情報解析技術を開発すると

ともに、オミクス情報の網羅的に取得に資する分析・評価手法の開発、解析結果に基づく遺

伝子改変を効率的に行う長鎖 DNA合成関連技術の開発を行い、高生産性微生物創出のため

のプラットフォームを構築する。並行して、開発した各要素技術及びシステムを維持・運営

するための知財戦略及び事業化モデルの検討を行う。 

 

２．研究開発の具体的な内容 

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

（２）において情報解析技術を用いて構築するシステムで提示される遺伝子配列の

効率的な導入のために、DNA 断片の合成からプラスミドの構築、精製、長鎖 DNA 合

成までをハイスループットで行う長鎖 DNA 合成技術を開発する。 

また、メタボロームを高速に取得するために、前処理や解析の自動化、分析装置の改

良等を行い、ハイスループット化した LC-MSを開発する。 

その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハイス

ループット評価技術を開発する。 

 



 

（２）高生産性微生物設計システムの開発 

   同一サンプル、同一条件での各オミクス情報を体系的に取得・蓄積し、そのビックデ

ータから機械学習等の情報解析技術を用いて DNA、mRNA、タンパク質、代謝物の階

層内、階層間の制御ネットワークを推定する手法（方法論、アルゴリズム）を開発する。

併せて、酸化還元バランス等も考慮した代謝流束推定手法や人工酵素設計手法を開発

する。これらの解析手法を統合し、特定物質の飛躍的な生産性向上に資する重要因子、

改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計システムを構築する。 

また、上記システム構築のために、測定データの規格化、体系化されたデータベース

の構築、公開データからの知識整理等も併せて実施する。 

 

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証 

   （１）（２）で開発したシステムを用いて、将来事業化を想定する対象物質を設定の

上、その大幅な生産性向上及び従来育種（例：５年）と比較して開発期間の短縮化に資

することを実証する。また、プロジェクト終了後も維持・運営するために必要となる知

財戦略及び事業化モデルを検討する。 

 

３．達成目標 

【最終目標（平成３２年度）】 

 ・（１）（２）で開発したシステムを用いることにより、従来育種と比較し、物質生産株の

開発期間を１／１０に短縮することを実証する。 

 ・（１）（２）で開発した要素技術、システムを維持・運営するための事業化モデルを策定

する。 

 

【中間目標（平成３０年度）】 

（１）ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

・30kb超の DNA合成時間を従来の 1/2に短縮する技術を確立する。 

・LC-MSのハイスループット化により、現状と比較して 10倍の分析速度を実現する。 

・その他、高生産性微生物設計システムを効率的に運用するために必要となるハイスルー

プット評価技術を確立する。 

 

（２）高生産性微生物設計システムの開発 

・階層内、階層間の制御ネットワークを推定する階層縦断的な情報解析手法を開発する。 

・上記解析手法や代謝流束推定、人工酵素設計技術等を統合し、特定物質の生産性向上に

資する重要因子、改変すべき遺伝子配列を提示する汎用的な設計システムを構築する。 

 

 



 

（３）高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証 

 ・（１）（２）で開発したシステムを用いて、生産性の大幅な向上に資することを最低１つ

のターゲットで実証する。 

 ・各国の類似事業・研究開発動向を調査し、我が国の優位性を生かした独自の知財戦略

及び事業化モデル（案）を策定する。  



 

研究開発項目④「微生物による高機能品生産技術開発」 

１．研究開発の必要性 

 微生物は、植物に比べて産出する代謝物は多くないものの、その単純さゆえに、大幅なゲ

ノム改変を行い、目的とする遺伝子配列を人工的に設計することが容易である。また、一般

的に培養時間も短く、コスト的に優位である。そのため、研究開発項目③で開発したシステ

ムを用い、最適な遺伝子配列を設計し、微生物の細胞に導入することで、従来法と比べて圧

倒的な生産性の実現、又は全く新しい機能を有する物質創製の実現に寄与する可能性があ

り、ものづくりの核となる技術として期待される。 

 

２．研究開発の具体的な内容 

 特定の生産ターゲットを設定したうえで、研究開発項目③で開発した高生産性微生物設

計システム等を用い、目的物質の生産性向上を狙うとともに、量産化を見据え、宿主となる

微生物の培養条件等を最適化する。 

 

３．達成目標 

【最終目標（平成３２年度）】 

・化学合成等による競合品と比較して、コスト、性能等の面で総合的に競争力があること

を示す。 

 

  



 

（別紙２）研究開発スケジュール 

 

 

 平成 28年度 平成 29年度 平成 30年度 平成 31年度 平成 32年度 平成 33年度 

研究開発項目①「植物

の生産性制御に係る

共通基盤技術開発」

（委託） 

      

研究開発項目②「植物

による高機能品生産

技術開発」（助成） 

      

研究開発項目③「高生

産性微生物創製に資

する情報解析システ

ムの開発」（委託） 

      

研究開発項目④「微生

物による高機能品生

産技術開発」（助成） 

      

 

栽培環境条件の最適化 

生産性の実証 

 

国産ゲノム編集技術の開発 

実用植物への適合性の検証及

び技術改良 

代謝経路、鍵遺伝子の特定 

形質転換技術の開発 

システム活用による実用ターゲ

ット開発 

 

開発システムの改良及びパッケ

ージ化 

高生産性微生物設計システムの開発 

ハイスループット合成・分析・評価手法

の開発 

 

 

有効性

検証 

代謝系遺伝子発現制御技術の開発 

栽培・生育環境による発現制御技術の開発 

ス
テ
ー
ジ
ゲ
ー
ト 

事後評価 中間評価 



点
検
・
改
善
結
果

点検結果

契約時や確定検査時に点検を行うとともに、事業者へのヒアリングや研究開発に係る有識者委員会、研究開発進捗報告会（年２回開催
予定）での議論を聴取することにより、出先、使途の把握・状況確認を行い、また、適性かつ効率的な予算使用がなされていることを確認
する。また、中間目標に対して実績がどうであったかを中間年度に評価し、事業の見直し等も実施することで、より効率的な事業の推進に
努める。

改善の
方向性

関
連
事
業

関連する事業がある場合、他部局・他府省等と適切な役割分担を行っているか。（役
割分担の具体的な内容を各事業の右に記載）

所管府省・部局名 事業番号 事業名

事
業
の
有
効
性

成果実績は成果目標に見合ったものとなっているか 平成２８年度新規実施事業のため、実績なし

事業実施に当たって他の手段・方法等が考えられる場合、それと比較してより効果
的あるいは低コストで実施できているか。

費目・使途が事業目的に即し真に必要なものに限定されているか。

不用率が大きい場合、その理由は妥当か。（理由を右に記載）

事
業
の
効
率
性

活動実績は見込みに見合ったものであるか。

整備された施設や成果物は十分に活用されているか。

その他コスト削減や効率化に向けた工夫は行われているか

単位当たりコスト等の水準は妥当か。

資金の流れの中間段階での支出は合理的なものとなっているか。

本事業の遂行には遺伝子工学、化学、薬学等の各種
分野融合が必要不可欠であり、企業や地方自治体で実
現することは難しい。

政策目的の達成手段として必要かつ適切な事業か。政策体系の中で優先度の高い
事業か。

○
省エネルギーな高機能品の生産技術を実現する上で
も、経済産業省が積極的に進めるべき事業である。

競争性が確保されているなど支出先の選定は妥当か。　 ‐ 平成２８年度新規実施事業のため、実績なし

受益者との負担関係は妥当であるか。

事業所管部局（推進課、主管課）による自己点検・改善状況

項　　目 評　価 評価に関する説明

国
費
投
入
の
必
要
性

事業の目的は国民や社会のニーズを的確に反映しているか。 ○
省エネ型の次世代ものづくり産業基盤の構築に資する
技術開発であり社会のニーズを反映している。

地方自治体、民間等に委ねることができない事業なのか。 ○

活動指標
（アウトプット）

活動指標 単位 28年度活動見込

高機能品生産細胞の開発数 当初見込み 件 1

成果目標
（アウトカム）

成果指標 単位
目標最終年度

42年度

原油使用の削減量 目標値 万kl 85.8 万kl

事業の目的
　本事業は、大規模な遺伝子組換え技術と情報技術を利用した合理的な遺伝子設計技術とを融合させることで、植物、微生物等による物
質生産機能を制御・改変し、省エネルギー・低コストな高機能品（試薬・香料・化粧品など）の生産技術を開発する。

事業概要 別紙記載のとおり。

平成28年度
概算要求額

2150 （百万円）

事業開始年度 平成２８年度
事業終了

（予定）年度
平成３２年度 主管課室名 生物化学産業課

平成27年度行政レビューシート事業番号

　　　　　　研究開発事業に係る技術評価書（事前評価） （経済産業省）

事業名
遺伝子組み換え植物等の生物を用いた高機能品生産

技術の開発
推進課室名 生物化学産業課

新28-0029



外部有識者（産業構造審議会評価ＷＧ）の所見　【技術評価】

・この事業はベンチャーへの転換がロードマップ上に示されており、ゴールがはっきりしているが、戦略的に技術組合でやっていることを全部引き継いでビジ
ネスになるかどうかを精査しつつ、それをブラッシュアップする仕組みつくりに取り組むこと。（微生物等）

・本事業の狙いが、植物工場でしかできない新しいことをやるのか、省エネなのか、又、植物を作るプロセスなのか、バイオメカニズムなのか等について、実
施体制を含めて整理し、明確化すること。（植物）
・全体のプロジェクトの構成、整合性及び個々のテーマと企業の関係等を十分詰めて進めること。そのことを中間評価で確認することとする。（植物）

外部有識者（産業構造審議会評価ＷＧ）の所見を踏まえた改善点等

・事業成果のうち産業技術基盤に関するテーマについてはベンチャー企業として事業化することを前提にしつつも、知財戦略やマーケティング等に関して充
分に精査して進める。また、個別要素技術の開発成果については、参画企業が責任を持って事業化を進める。（微生物等）

・本事業の狙いは、ゲノム編集などの新育種技術を利用して植物の物質生産機能を制御・改変することにより、高機能品の生産技術を開発・実証することで
ある。（植物）
・本事業により、高機能品の生産方法を「化学合成」から「遺伝子組換え植物を利用した生物合成」に転換することで、生産工程の省エネルギー・低コスト化
が見込まれる。そのためには、組換え植物の物質生産技術の実証、及び生産量を増加させるための栽培環境の制御を行う密閉型植物工場が必要不可欠と
なる。（植物）
・また、幅広い高機能品の生産に適用するためにはこれまで利用されてきたモデル植物（シロイヌナズナ、トマトなど）以外の植物を対象とした遺伝子組換え
技術の確立とゲノム編集技術が必須となることから、これらの開発も併せて進める。プロジェクト管理は（独）新エネルギー・産業技術総合開発機構が行い、
事業者を公募して進める予定である。（植物）
・全体のプロジェクトの構成としては、企業を中心とした実証開発のグループと、実証開発へ適用することを前提とした基盤研究を行う研究グループとで進め
る予定である。プロジェクトの構成、整合性及び個々のテーマと企業との連携等に関しては中間評価で確認する。（植物）
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「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発プロジェクト基本計画（案）」に対するパブリックコメント募集の結果について 
 

平成２８年３月２４日 

NEDO 

電子・材料・ナノテクノロジー部 

 

NEDO POSTにおいて標記基本計画（案）に対するパブリックコメントの募集を行いました結果をご報告いたします。 

お寄せいただきましたご意見を検討し、別添の基本計画に反映させていただきました。 

貴重なご意見を頂き、ありがとうございました。  

 

１．パブリックコメント募集期間 

平成２８年２月２５日～平成２８年３月９日 

２．パブリックコメント投稿数＜有効のもの＞ 

計９件 

３．パブリックコメントの内容とそれに対する考え方 

ご意見の概要 ご意見に対する考え方 基本計画・技術開発課題への反映 

 全体について   

 [意見1]（６件） 

植物に関する本プロジェクトは、日本における植物バイオテク

ノロジーと植物工場研究の実績を事業化へ繋げるために必要な施

策であると考えられる。 

国内における植物組織培養技術、遺伝子組換え技術、植物工場

等での栽培技術等、物質生産における個々の要素技術には特筆す

べき研究成果も認められる。それらをパッケージ化できれば、海

外にキャッチアップすることも十分に可能と思われ、本プロジェ

クトがそのようなハブ機能を発揮することを期待する。 

化学合成では合成できない機能性成分を植物で効率的に生産で

きる技術が開発されると、省エネルギー社会へ向けたブレークス

ルーになると思われる。本プロジェクトの産学官連携研究で新し

いゲノム編集技術や形質転換技術等の学術基盤が形成されるとと

もに、植物や微生物を用いた機能性成分の効率的生産が実用化さ

れることを期待する。 

[考え方と対応] 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

本プロジェクトを通じて、当該分野におけ

る我が国の産業競争力強化に努めて参りま

す。 

[反映の有無と反映内容] 

特になし。 
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 [意見2]（１件） 

植物と微生物を活用した物質生産であるが、微生物を「等」に

含めることに違和感を覚える。植物、微生物以外も含めるのであ

れば、植物・微生物等とするのが自然ではないか。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

ご指摘の通りプロジェクト名では「植物

等」と記載しておりますが、基本計画中には

植物及び微生物を宿主の対象とすることを

明記しております。 

 特になし。 

 [意見3]（１件） 

 バイオテクノロジーを塗り替えようとするゲノム編集やシステ

ム生物学に基づく物質生産（合成生物学）の関連技術に遅れをと

る中、追随型のプロジェクトで一発逆転が狙えるものか。既に技

術的に先行する欧米が予算規模も桁の違う中でさらに加速し、多

くのバイオベンチャーも発足する中、今から国産技術を育てまし

ょうというシナリオで勝ち目はあるか。現状認識や論文・知財調

査などは適切に行われているか。 

研究者のアイデアで逆転を狙うのであれば、提案公募型も含め

たプロジェクト体制がふさわしいと思われるが如何か。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

本プロジェクトにて扱う技術分野につい

て、現状認識を含む技術戦略を別途策定して

おり、当該戦略に基づいてプロジェクトを推

進して参ります。 

また、継続的に海外における技術動向等を

調査し、その分析結果に応じて柔軟に運営管

理して参ります。 

公募にあたっては、基本計画に記載の課題

に沿った提案を広く受け付けます。 

 特になし。 

 [意見4]（１件） 

本プロジェクトが目指す生産技術の基盤として、「植物などの生

物が持つ物質生産能力を人工的に最大限引き出した細胞（スマー

トセル）」を挙げているが、植物などの遺伝子を発現させるのに適

したモデル細胞の開発は、今後当該研究を推進するにあたり非常

に有用なツールになると予想され、このような独創的な構想はも

っとアピールすべきと考える。例えば、１（１）④「本事業の狙

い」でこの構想の意義を強調する、「研究開発計画」項目①②にス

マートセルに関する記述を盛り込むことを提案する。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

スマートセルの意義は「本事業の狙い」と

してしっかりと記載しておりますので、現状

案の通りとさせて頂きます。 

 特になし。 

 1. 研究開発の目的 

 (1)研究開発の目標 
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 [意見1]（１件） 

目標設定においては、既存生産系に対する品質面やコスト面で

の優位性を想定した設定とすることが求められる。一方で、生産

物質は既存生産系で確立された物質よりも、植物や微生物による

生産系ならではの独自の機能性や品質、製品などをターゲットと

したほうが、より競争力の高い技術や製品が成果として期待でき

るものと考えられる。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

頂いた視点を踏まえ、本プロジェクトにお

ける生産対象物質を検討して参ります。 

 

 特になし。 

 [意見2]（３件） 

研究開発項目①（２）及び（３）について、発現濃度のみの目

標値を設定している点に疑問を感じる。 

 植物においてはリニアな代謝制御だけではなく、生合成経路へ

の原料物質の供給、あるいは、生成物の貯蔵部位への輸送など、

３次元的な広義の代謝制御を念頭に置く必要があり、発現濃度の

みでは最終的な物質生産性が明確とならない場面も想定される。 

従って、発現量変化の目標値は、想定した作用メカニズムで異

なると思われ、目標物質やテーマ設定などに応じて柔軟に目標設

定やプロジェクトの運営管理を行っていくことも検討すべき。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

最終的な目的物質の生産性は、研究開発項

目②にて実用植物を用いて個別に検証いた

します。 

研究開発項目①では基盤技術として遺伝

子発現制御技術を確立することを目的とし

ており、当該項目では発現変化を目標として

設定しております。 

 特になし。 

 (2)研究開発の内容   

 [意見1]（１件） 

研究開発項目①（３）では環境ストレスの付与が前提となって

いるようだが、一般的には環境ストレスによって植物の生育量自

体は低下する傾向にあり、最終的な物質生産にも影響を及ぼす場

合がある。従って、ストレス処理に限らず、発現制御に有効な環

境調節や環境制御技術を探索してもよいのではないかと考える。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

本プロジェクトではストレス処理に限ら

ず、環境制御技術全般を対象として考慮して

おります。 

 研究開発項目①２．研究開発

の具体的な内容における文章に

おいて、「ストレス」の文言を、

「栽培環境」に置き換えました。 

 [意見2]（１件） 

研究開発項目②２．研究開発の具体的な内容の中で「生産させ

る実用植物の栽培及び遺伝子組換え技術を開発するとともに」と

あるが、植物を用いたターゲット物質生産は、栽培のみならず培

養によるアプローチも生産性向上に効果的である。従って、「生産

させる実用植物の栽培、培養系の確立及び遺伝子組み換え技術を

開発するとともに」のように培養生産アプローチも含まれる形で

記載すると栽培に限定されないことが明確に解ると思う。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

ご指摘の通り、「生産させる実用植物の栽

培、培養系の確立及び遺伝子組換え技術を開

発するとともに」とすることで検討いたしま

す。 

研究開発項目②２．研究開発

の具体的な内容及び中間目標に

おいて、「培養系の確立」を追記

しました。 
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 [意見3]（１件） 

 植物など生物は生合成した物質を、生合成の場であるオルガネ

ラや細胞から別の場所へ輸送したり蓄積したりするための輸送体

をもっているが、有用物質生産遺伝子（代謝酵素）と一緒に、輸

送体遺伝子をモデル細胞に導入・発現できれば、抽出・精製工程

を簡略化でき、実用化に近づくと考える。 

この実現のためには輸送・蓄積機構を理解する必要があり、代

謝系遺伝子にとどまらず、輸送遺伝子や蓄積機構の解明まで網羅

することを提案する。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

研究開発項目①（２）の研究開発内容に記

載の通り、本プロジェクトでは輸送・蓄積機

構を制御する技術の開発も考慮しておりま

す。 

 特になし。 

 2. 研究開発の実施方式 

 (1)研究開発の運営管理 

  

 [意見1]（1件） 

研究開発項目①と②だけがステージゲート方式の対象になって

いるのは何故か。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

研究開発項目①②については、委託・助成

先事業者が個別の研究開発を進める中で、中

間時点で有望案件を精査し、4年目以降は集

中的投資の下に実用化に向けた研究開発を

進めることがマネジメント上重要と判断し、

ステージゲートを設定しております。 

一方、研究開発項目③は、委託先事業者が

一体的に一つの統合システムを開発するも

のであり、途中で一つでも要素技術が欠ける

ことは不適切として、ステージゲートは設定

しておりません。また、④は平成３１年度か

ら開始することを予定しておりますので、ス

テージゲートの予定はありません。 

 特になし。 

 その他   
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 [意見1]（1件） 

研究開発項目①（２）の説明文に「蓄積機構を制御する技術等」

とあり、研究開発項目①の目指す具体的な方向性が示されている

と思うが、「１. 研究開発の必要性」にも同様の文言を加えては如

何か。例えば「代謝・輸送系遺伝子」もしくは「有用物質の高蓄

積をデザインする」という文言を入れるとさらに具体性と統合感

が加えられ、実用化に資する基盤技術開発にふさわしいと感じる。 

同様に、達成目標の項目（２）にも補足して「目的代謝・輸送

系遺伝子の発現を」とするのは如何か。 

ご意見を頂きまして、ありがとうございま

す。 

 本項目では輸送・蓄積に関与する遺伝子も

考慮しており、代謝系遺伝子に包含しており

ます。 

 特になし。 

 

以上 
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生物機能を利用した物質生産分野の技術戦略策定に向けて
技術戦略研究センターレポート

　生物の機能を利用した技術（バイオテクノロジー）は、健

康・医療（新治療法や診断法など）、一次生産（食料、飼

料、繊維など）、工業（酵素、バイオ燃料、バイオプラスチッ

クなど）といった幅広い分野で使われている（図1）。また、

公衆衛生の向上、省エネルギー、地域社会の発展など、

1 生物機能を利用した
物質生産技術の概要章

1 -1
バイオエコノミーと工業用途の
拡大予測

幅広い社会課題の解決にも貢献が期待され、米国や欧

州などでは、OECD の「The Bioeconomy to 2030： 

Designing a Policy Agenda」（2009年）以降、バイオ

テクノロジーと経済活動を一体化させた「バイオエコノ

ミー」という概念に基づく総合的な戦略を発表している。

　上述のOECDのレポートによると、バイオエコノミー市場

は、2030年にはOECD諸国のGDPの2.7%（約1.6兆ドル、

約192兆円）に成長し、特に、酵素やバイオ燃料、バイオプ

ラスチックといった物質生産等の工業用途が、全体の39%

に達すると予測されている。

※1	 NEDO技術戦略研究センターにて翻訳。

図1　バイオテクノロジーの関係図※1

出所：	OECD『The	Bioeconomy	to	2030:	Designing	a	Policy	Agenda』（2009）
DO I：10.1787/9789264056886-en
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生物機能を利用した物質生産分野の技術戦略策定に向けて
技術戦略研究センターレポート

　我が国には、微生物を用いた物質生産（特に発酵）に

関する長年の蓄積があり、この分野の研究開発では広い

裾野を持つ。また2015年の大村智先生のノーベル賞受賞

に代表されるように、バイオテクノロジーの基礎研究も盛ん

に行われてきている。

　さらに、近年の次世代シーケンサー等分析装置の急速

な進歩により、各種オミクスデータ（遺伝子やその発現系に

関わる生物情報）が蓄積されつつあり、これらの情報を基

にターゲット物質の品質や生産性を向上させる遺伝子改変

の設計が現実味を帯びてきた。また、新しいタイプの遺伝

子改変技術であるゲノム編集技術（表1）の登場によって、

高確率で意図したとおりの遺伝子改変を行うことや、これま

で遺伝子改変のために多大な手間と費用を必要としてい

た倍数体生物（植物等）の改変を効率的に行える可能性

が広がってきた。このような背景により、「細胞内プロセスの

設計」、「設計に基づいた遺伝子改変」、「生物を利用した

1 -2
我が国におけるバイオエコノミーへの
対応と物質生産分野への期待

物質生産の最適化」というサイクル（図2）を構築し、ターゲッ

ト物質を計画的に高効率・高品質で生産することが可能

になってきたと言える。

　米国国防高等研究計画局（DARPA）における「Living 

Foundries」プログラム（2011年～）においても、「設計

（design）⇒構築（built）⇒試験（test）⇒学習（learn）」

という同様の物質生産サイクルが提唱され、ロボットと多数

のDNAシーケンサーを用い、試行数を増やすことで有用

な改変を多く獲得するアプローチが採られている。

　一方、資金や人員が限られる我が国では、複雑なオミク

ス情報全体をあらかじめ総合的に計算した上で緻密な設

計を行うアプローチで、より複雑で高度な物質生産を高効

率に行えるトータルシステムを開発することを狙って、ビッグ

データや人工知能等の情報処理技術と最先端のバイオ技

術を融合させ、より高度に機能をデザインした生物細胞“ス

マートセル“を活用した産業を「スマートセルインダストリー」

と定義し、その構築に向けた取組を始めている。

細胞内
プロセスの設計

生物を利用した
物質生産の
最適化

設計に基づいた
遺伝子改変

今後の目指すべきサイクルイメージ

※2			ZFN（Zinc	Finger	Nuclease）、TALEN（Transcription	Activator-
Like	Effector	Nucleases）、CRISPR	/	Cas9（clustered	regularly	
interspaced	short	palindromic	repeats	/	CRISPR	associated	
proteins）、RNAi（RNA	interference）

遺
伝
子
改
変
技
術

主な種類

突然変異導入

遺伝子組換え

ゲノム編集

発現制御

発現場所制御 オルガネラ改変

RNAi、
エピゲノム

ZEN、
TALEN、
CRISPR/Cas9

化学変異原曝露、
放射線放射、
重イオンビーム

主要な方法

遺
伝
子
制
御
技
術

は従来技術
出所：	NEDO技術戦略研究センター作成（2016）

表1　主な遺伝子改変・制御技術の種類※2

図2　生物を利用した物質生産の課題解決サイクルイメージ
出所：	NEDO技術戦略研究センター作成（2016）
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生物機能を利用した物質生産分野の技術戦略策定に向けて
技術戦略研究センターレポート

　我が国のバイオ産業の市場規模は2015年に約3兆円

で、そのうち工業分野は11％である（図3）。一方、米国で

は、約38兆円超※3の市場規模があり、工業分野の割合は

32％超に達している（図4）※4。米国のバイオテクノロジー

収益の推移（図5）からは、工業分野の成長率が2000年

代初頭から約10％、2008年頃からは約20％と加速的に拡

大していることがわかる。

2 生物機能を利用した
物質生産技術の置かれた状況章

2 -1 市場規模（国内・海外）

※3	 3240億ドル超を1ドル=117円で換算。
※4	積み上げている個々の製品・サービスは日本国内と米国では

異なる。

図3　国内バイオ産業の市場内訳（2015年）
出所：	日経バイオ年鑑2016（日経BP社）を基にNEDO技術戦略研究セ

ンター作成（2016）

図4　�2012年の米国バイオテクノロジー業界の収益（3240億ドル超）。（A）総収益に対するサブセクター毎の貢献�（B）工業分野
の内訳

出所：	NATURE	BIOTECHNOLOGY	VOLUME	34	NUMBER	3	MARCH	2016
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図5　1980年～ 2012年の米国バイオテクノロジー業界の収益推移（推計値）
出所：	NATURE	BIOTECHNOLOGY	VOLUME	34	NUMBER	3	MARCH	2016
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※5	出願人国籍は、最先の優先権主張国で代用。

（1）ゲノム編集技術の特許
　遺伝子改変技術のうち、ゲノム編集技術では、TALEN

（2010年）やCRISPR/Cas9（2012年）が開発されて以

2 -2 個別技術の研究開発動向

順位 出願人 出願件数

Sangamo BioSciences, Inc.（米国） 

Harvard College（米国） 

Massachusetts Institute of Technology（米国） 

Dow AgroSciences LLC（米国） 

DuPont（米国） 

Cellectis（フランス）

University of California（米国） 

Sigma-Aldrich Co. （米国） 

University of Texas System（米国） 

BASF（ドイツ） 

General Hospital Corporation（米国）

86

64

61

30

28

26

25

23

21

16

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

降、出願数が加速的に増加している。また、出願人を見る

と、米国籍が非常に多く、ランキング上位もほぼ米国が独占

している（図6）。

図6　ゲノム編集技術に関する特許出願件数とランキング（2005�～�2014年）
出所：平成28年度NEDO委託調査「バイオエコノミーの現状分析とスマートセルが変える未来像に関する調査」（委託先：三菱化学テクノリサーチ、2016）
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（2）ゲノム編集技術の論文
　ゲノム編集技術に関する研究は、2012年以降、急激に

発表論文数が増加している分野であることがわかる。特許

出願人に比べて米国籍の割合は低いが、ランキングの1位

から6位までが全て米国で占められている（図7）。

　なおランキングの大半は大学が占めているが、特許件数

で1位であった米国企業のSangamo BioSciencesがラン

キングされていることは注目に値する。同社はゲノム編集技

術の医療応用に取り組んでいる。

順位 研究機関・企業 論文件数

Harvard Medical School（米国） 

University of California, Berkeley（米国） 

Massachusetts Institute of Technology（米国） 

Massachusetts General Hospital（米国） 

Sangamo BioSciences, Inc.（米国） 

Broad Institute（米国） 

中国科学院（中国） 

京都大学 

広島大学 

Institut Pasteur, Paris（フランス）

163

100

88

80

78

71

63

60

1

2

3

4

5

6

7

8

図7　ゲノム編集技術に関する論文発表件数とランキング（2005�～ 2015年）
出所：	平成28年度NEDO委託調査「バイオエコノミーの現状分析とスマートセルが変える未来像に関する調査」（委託先：三菱化学テクノリサーチ、2016）
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　1章に記載したように、OECD のレポートを契機に各国

でバイオエコノミーに関するレポートが発表されるようになっ

た。近年の各国における主なバイオエコノミー関連政策は

以下のとおりである。

（１）欧州連合（EU）
　EU は、2012年 に バ イオ エ コノミー 戦 略 で あ

る「Innova t i o n f o r Su s t a i n ab l e G r owth：A 

Bioeconomy for Europe」（European Commission, 

2012）を発表、7年間で約5,180億円を投資し、2030年ま

でに石油由来製品の30％、輸送燃料の約25％を生物由

来に置換するとした。また、2014年にはHorizon 2020に

おいて、EU はICT 等とともにバイオを重要課題に位置付

け、社会的な課題解決に向けて、「食糧安全保障」、「持

続可能な農業及びバイオエコノミー」、「安全かつクリーン

で、効率的なエネルギー」、「気候への対処、資源効率及

び原材料」等を取り上げた。

（２）英国
　 英 国 では、2015年 にバイオエコノミー 指 針 であ

る「Build ing a High value bioeconomy」（HM 

Government, 2015)を発 表、合 成 生 物 学 の 実 用 化

を加速してバイオエコノミーを推進する戦略として、目

標 値を明 確 化した。2016 年には、バイオエコノミー

戦 略 とし て、「Biodesign for the Bioeconomy UK 

SyntheticBiology Strategic Plan」 (Synthetic 

Biology Leadership Council, 2016)が発表され、「合成

生物学は、設計・構築・試験・分析のサイクルを加速させ

て生物をデザイン（BIO-DESIGN）する方法に進化し、経

済的、社会的ベネフィットを与える」としている。また、バイオ

エコノミーを達成するツールとして合成生物学を位置付け、

社会実装の段階に入りつつあると宣言している。

2 -3
各国のバイオエコノミー関連政策と
研究開発投資

（３）ドイツ
　ドイツでは、2010年にハイテク戦略2020（Hightech-

Strategie 2020）が発表され（2006年に発表されたハイ

テク戦略の更新）、石油依存の製造プロセスを見直し、

2013年にバイオエコノミー国家戦略、2014年に行動計

画を打ち出すことが示された。また、この年に発表された

「National Research Strategy BioEconomy 2030」

（FederalMinistry of Education and Research） で

は、知識ベースのバイオエコノミーが創出するチャンスを活

かし、バイオベースの製品の成長を加速することで、ドイツ

が主要なイノベーションセンターとなって国際競争力を強化

することが示された。2015年には、世界での主導的役割を

目指し、第１回グローバルバイオエコノミーサミット（バイオエ

コノミー会議）をベルリンで開催した。

（４）米国
　 米 国 で は、2012 年 に「National Bioeconomy 

Blueprint」（The White House）が発表された。さらに、

Biomass Research and Development（R&D）Board

による「Billion Ton Bioeconomy Vision」や2016年

の「Federal Activities Report on the Bioeconomy」

（Federal Agencies, 2016）には、2030年に10億トンの

バイオマスを用い、化石由来燃料25％を代替、約2,300万

トンのバイオ由来製品と850kWhの電力供給を目指すとと

もに、110万人の雇用と約28兆円の市場の創出といった目

標も記載されている。

　

　他にも、フィンランドやマレーシア等でもバイオエコノミーに

関する政策が近年発表されており、バイオエコノミーに関す

る様 な々取組が世界各国で行われ始めている状況にある。

また、我が国を含む各国では、バイオテクノロジー関連研

究への投資も進められている（表2）。
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欧
州
連
合

英
国

ド
イ
ツ

米
国

プロジェクト名
（団体名） 研究開発費 支援母体 主な実施者 プロジェクト概要

Bio-Based Industries Joint 
Undertaking

（2015～）

化石燃料ベースの素材を代替するバイオ
素材に関する研究から、不毛な耕作限界
地で育てられたカルドン等の油料作物や
バイオ潤滑剤、化粧品、バイオプラスチッ
クへの変換を狙った工業規模の検証等、
合計10プロジェクトが始動。

約96億円 EU、
産業界

－

Industry Biotechnology 
Catalyst

（2010～2015）

生 物 資 源 の 持 続 可 能 な 活 用 による材
料、化学薬品、バイオエネルギーの加
工・生産に関する研究開発支援を目的と
したプログラム。セルロース化合物から
バイオポリエステルの生産、海草からの
嫌気性消化によるバイオメタン燃料の
生産等、20以上のテーマを実施。

約92億円 Innovate UK, 
BBSR,
EPSRC

SynbiCITE
（2013～）

合成生物学での産学両セクターの研究を
融合し、研究の事業化推進を目的とした
センターを設立。拠点はImperial College 
London。英国国内の17の大学・学術機関
の研究資源と研究者、及び13の企業（マ
イクロソフト、シェル、グラクソ・スミスクラ
イン等）が参加。

Imperial College 
London, Microsoft, 
FUJIFILM Diosynth, 
Cambridge 
University,
Oxford University 等

Biome Technologies, 
Algaecytes Ltd, Palm 
Paper Ltd, Institute of 
Food Research 等

Advanced Tools and 
Capabilities for 
Generalizable Platforms 
(ATCG)

（2011～2013）

生物学的なデザイン、構築、評価、学習
のサイクルに係る時間とコストを10分の
1にし、新素材、燃料、医薬品等の開発の
効率化を狙う。

約35億円 DARPA MIT、
J. Craig Venter 
Institute等

1000 Molecules Program
（2013～）

ATCGで開発したツールを活用し、従来
の石油系原料を使用して作成することが
不可能な物質の創製、既知物質の高効
率 生 産 、新 規 物 質 の 開 発 の た め の 、
1,000分子もの原料化合物の合成を目
指す。

約129億円 DARPA MIT、
Harvard University等

約14億円 EPSR, 
BBSR, 
TSB

BioSC NRWは欧州の主導的なバイオエコノ
ミー拠点を目指すため、ユーリッヒ研究
センター 、アー ヘン 工 科 大 学 、ボン・
デュッセルドルフ総合大学を中心に、統
合的なバイオエコノミーの基盤開発に向
け た バ イオ エコノミー 科 学 センター

（BioSC）を設立。「バイオポリマー/機能化
表面及び材料」、「バイオ燃料」、「バイオ
医薬品、診断及び診断技術」の3つの重点
プロジェクトを実施。

ノルトライン・
ヴェストファー
レン（NRW）州
イノベーション
科学研究省

約71億円 －

（7,800万ユー
ロを 1 ユ ー ロ
＝123円で換
算）

（7,500万ユー
ロを 1 ユ ー ロ
＝123円で換
算）

（1,000万ポン
ドを1ポンド＝
142円で換算）

（5,800万ユー
ロを 1 ユ ー ロ
＝123円で換
算）

（3,000万ドル
を1ドル＝117
円で換算）

（1.1億ドルを
1ドル＝117円
で換算）

国
・
地域

表2　バイオテクノロジー関連研究への投資
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国
・
地域

日
本

プロジェクト名
（団体名） 研究開発費 支援母体 主な実施者 プロジェクト概要

革新的バイオマテリアル
実現のための高機能化ゲ
ノムデザイン技術開発
（2012～2016）

大規模なゲノム情報を基盤とした遺伝子
設計技術と長鎖DNA合成技術の融合に
より、新たに設計された遺伝子クラス
ターを組み込んだ微生物を作製する。こ
れにより、従来は合成が困難であった物
質の生産、有用物質生産効率の大幅な向
上、環境負荷の低減及びこれら微生物に
よる生産プロセスの開発効率を飛躍的に
向上させる技術の開発を目指す。

約25億円 経済産業省

密閉型植物工場を活用し
た遺伝子組換え植物もの
づくり実証研究開発
（2011～2015）

密閉型遺伝子組換え植物工場において、
ワクチン・機能性食品等の高付加価値な
有用物質を高効率に生産するための基
盤技術開発及び実証研究事業。

産総研、
神戸大など

高機能遺伝子デザイン
技術研究組合
（TRAHED）など

産総研など約5億円 経済産業省

植物等の生物を用いた高
機能品生産技術の開発
（2016～2020）

情報技術を利用した合理的な遺伝子設
計と、大規模な遺伝子組換えの融合によ
る物質生産を目指す。

経済産業省、
NEDO

約17億円
（28年度）

農研機構、
筑波大、
東京大、
森林総合研究所、
水産総合研究センター
など

SIP「次世代農林水産業創
造技術（アグリイノベーショ
ン創出）」
（2014～2018）

ロボット、ICT、ゲノム等の先端技術による
超省力・高生産な日本型スマート農業モ
デルを確立し、知財化・標準化によって海
外展開を狙う。育種技術関係では、ゲノム
編集技術、放射線育種技術、オミクス解析
技術等を利用して、これまで長い年月を
要した品種開発の期間を短縮する技術
を確立し、国内外の多様なニーズに対応
した作物の開発を目指す。

内閣府、
農研機構

約30億円
（26年度）

東京大、
北里大、
東京工業大など

新学術領域「生物合成系
の再設計による複雑骨格
機能分子の革新的創成科
学」（2016～2020）

生合成システムの合理的な再構築による
効率的、実用的な物質生産系を構築し、
希少有用物質の安定供給や、天然物を凌
ぐ新規有用物質の創出等を目指す。

文部科学省、
日本学術振興会

理化学研究所、
慶應義塾大、
スパイバーなど

ImPACT
「超高機能構造タンパク質
による素材産業革命」
（2014～2018）

生物由来の構造タンパク質の異次元性
能発現メカニズムの解明と基盤技術群を
確立し、超高機能なタンパク質をつくる
遺伝子を微生物に組み込んで人工的に
大量生産し、産業用素材として活用する
ことを目指す。

内閣府、
科学技術振興
機構

－

－

出所：	各種資料を基にNEDO技術戦略研究センター作成（2016）
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　我が国のバイオエコノミー、とりわけ物質生産分野を発

展させるためには、1章で示した図2の課題解決サイクルを

構成する「細胞内プロセスの設計」、「設計に基づいた遺

伝子改変」、「生物を利用した物質生産の最適化」の各

技術についての迅速な研究開発が必要である。以下にそ

れぞれの課題を記す。

3 生物機能を利用した
物質生産分野の技術課題章

　近年、シーケンス技術の向上や低コスト化などにより、大

量のゲノム情報が蓄積されつつある（図8）。また、その他

の各種オミクス情報に関する基礎研究も盛んに行われてい

る。しかし、これらのオミクス情報を統合した細胞内プロセ

スの完全な再構築には至っていない。

3 -1 細胞内プロセスの設計

図8　日米欧の塩基配列データベースの推移
出所：DDBJ（DNA	Data	Bank		of	Japan）ホームページを基にNEDO	技術戦略研究センター作成（2016）
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　今後は、これらのオミクス情報を高精度かつ体系的に取

得し、機械学習等の情報科学・統計学的な手法によって

統合的に解析する技術の確立が必要である。すなわち、

多階層のオミクス情報を互いに紐付けするためのマルチオ

ミクス計測技術（同一検体の各種オミクスデータの連続し

た変化を取得する技術）と、各階層で情報形式が異なるオ

ミクスデータを統合的に扱うための新規理論・情報処理技

術の開発が課題となる。

　これらの技術の確立は細胞による物質生産の、よりシステ

マティックな制御を可能とし、高性能な生産生物の作出の

試行錯誤に要していた時間コストやエネルギーコストの大幅

な削減が期待される。また、細胞が本来持っている代謝経

路の利用だけでなく、新たな代謝経路の導入・制御により、

細胞の生産能力を最大限に活用することも期待できる。

　1章で述べたとおり、近年、ZFN、TALEN、CRISPR/

Cas9といったゲノム編集技術が次 と々登場したことにより、

高度な正確性をもって遺伝子改変を行えるようになっただけ

でなく、これまで遺伝子改変が困難であった生物における

改変の成功確率も上がってきた。しかし、これらのゲノム編

集技術にも、以下のような課題がある。

①ZFN
　最初に開発されたゲノム編集技術であり、広く産業利用さ

れているが、標的遺伝子の認識部位に制限が多く、設計と

合成に時間と費用がかかる。また、編集の際には二量体の

形成が必要であり、1回の操作で編集できるのは1遺伝子の

み、標的DNAの立体構造（クロマチン構造やメチル化）に

よって改変効率に影響を受ける、といった課題があるほか、

免疫応答などによる細胞毒性の問題が起こりやすい。

②TALEN
　標的遺伝子の認識の正確性は比較的高いが、認識部

位の作成はZFNよりは簡便であるものの、やはり時間がか

3 -2 設計に基づいた遺伝子改変

かる。またZFNと同様、二量体の形成が必要であり、1回

の操作で編集できるのは1遺伝子のみ、標的DNAの立体

構造による影響を受ける、といった課題があるほか、細胞

毒性の問題が起こりやすい。

③CRISPR/Cas9
　標的遺伝子の認識にRNAを使うため、タンパク質を使う

ZFNやTALENに比べて、デザインした認識部位の配列

の導入が簡便である。また、一度に複数の遺伝子の編集

ができる。ただし、オフターゲット（目的以外の部位で編集が

起こること）の影響が指摘されている。

　

　また、物質生産の効率を高めるためには、ゲノム編集技

術だけでなく、化学修飾を制御するエピゲノム編集技術や、

転写後遺伝子サイレンシング等も組み合わせて遺伝子発現

を制御していかなければならない。

（1）�生物を利用した物質生産における生物種ごと
の特徴

　生物を利用した物質生産においては、利用する生物種

によって、生産できる物質や生産速度・開発速度、製造コ

スト等に違いがあるため、目的の物質生産に合った生物を

選択する必要がある。一般的に、微生物での生産は開発

速度が早いが、生産できる物質が限られる。動物細胞や

昆虫は、医薬品原料などの有用な物質の生産が可能だ

が、製造コストが高くなりやすい。植物個体での生産は、製

造コストが比較的安く、環境安全性も高いと言えるが、植

物個体の成長に時間がかかるため、開発速度は遅くなる。

植物細胞を用いると植物個体より開発速度は上がるが、製

造コストは多くの場合、上がってしまう。

3 -3 生物を利用した物質生産の最適化
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（2）植物と微生物の課題
　（1）で示した物質生産に利用する生物種から、工業用

途として植物と微生物を選択し、以下に各課題を述べる。

①植物
　植物は、栽培環境が二次代謝系を大きく変動させること

が知られており、近年の人工環境栽培技術の進歩に伴い、

遺伝子制御に加えて、環境制御による生産効率向上技術

の開発が期待されている。密閉型の植物工場では、環境

制御による生産効率を向上させるノウハウが蓄積されてき

ているが、個々の植物に特定の物質を生産させるために

は、その植物ごとの最適化が必要であることが多い。従っ

て、新たな有用化合物を効率的に生産するためには、遺

伝子制御技術に加えて環境制御による変動誘因技術の研

究開発が重要である。

②微生物
　微生物は、ゲノムが小さく単純であるため、長鎖DNA

の導入など大幅な遺伝子改変が可能であり、設計図さえ

決めれば、目的の改変生物をつくることが比較的容易であ

る。また、増殖期間が短いため、開発速度を上げることが

可能である。

　一方、微生物は植物のように多様な代謝物を作ることが

できないため、工業利用においては、量産化のための培養

条件等の最適化を行うとともに、優れた細胞内プロセスの

設計を行うことが重要となる。

　

　「細胞内プロセスの設計」、「設計に基づいた遺伝子

改変」、「生物を利用した物質生産の最適化」のサイクル

に基づく効率的な物質生産システムの構築により、生産

効率の著しい増加が期待できるだけでなく、これまで安定

的な生産が困難であった物質や高機能（高付加価値）

物質の生産も可能になることが期待される。

　さらには、これまで化学合成でしか生産されなかった新

規物質（有機モノマー・ポリマー等）を、生物を利用して

生産できるようになる可能性もある。このような、化学合成

プロセスから生物合成プロセスへの置き換えが実現すれ

ば、複雑な合成過程が必要であった物質を1ステップで

簡便・低コストに生産できるのみならず、省エネルギー・

CO2排出削減の面からも画期的な物質生産システムにな

ると期待される。

4 おわりに章
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２．分科会公開資料 
次ページより、プロジェクト推進部署・実施者が、分科会においてプロジェクトを説明す

る際に使用した資料を示す。 
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参考資料１ 分科会議事録 



研究評価委員会 

「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」（中間評価）分科会 

議事録 

日 時：平成30年8月29日（水）9：30～17：30 

場 所：大手町サンスカイルーム A室（朝日生命大手町ビル27階） 

出席者（敬称略、順不同） 

＜分科会委員＞ 

分科会長 伊藤 伸哉 富山県立大学 工学部 生物工学科 教授 

分科会長代理 後藤 雅宏 九州大学大学院 工学研究院 応用化学部門 教授 

／次世代経皮吸収研究センター長 

委員 高木 昌宏 北陸先端科学技術大学院大学 先端科学技術研究科 

マテリアルサイエンス系 教授 

委員 多田 雄一 東京工科大学 応用生物学部 応用生物学科 教授 

委員 橋本 宗明 日経BP社 日経バイオテク 編集長 

委員 宮野 悟  東京大学 医科学研究所 ヒトゲノム解析センター長 教授 

委員 矢野 孝彦 大正製薬株式会社 医薬事業企画部 グループマネージャー 

＜推進部署＞ 

吉木 政行 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 部長 

杉江 渉 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 統括主幹 

林 智佳子(PM) NEDO 材料・ナノテクノロジー部 主査 

尾上 尚子 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 主査 

河辺 智康 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 主査 

大竹 淳之 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 主査 

齋藤 貴博 NEDO 材料・ナノテクノロジー部 主査 

＜実施者＞ 

久原 哲(PL) 九州大学 名誉教授 

松村 健(SPL) 産業技術総合研究所 生物プロセス研究部門 植物分子工学研究グループ グループリーダー 

中村 崇裕 九州大学 農学研究院 植物分子機能学 准教授 

山本 卓 広島大学大学院 理学研究科 教授 

刑部 敬史 徳島大学 生物資源産業学部 教授 

三輪 哲也 味の素株式会社 イノベーション研究所 植物研究グループ グループ長 

蓮沼 誠久 神戸大学大学院 科学技術イノベーション研究科 教授 

油谷 幸代 産業技術総合研究所 薬基盤研究部門 最先端バイオ技術探求グループ 主任研究委員 

荒木 通啓 京都大学大学院 医学研究科 特定教授 

高久 洋暁 新潟薬科大学 応用生命科学部 応用生命科学科 教授 

小笠原 渉 長岡科学技術大学 大学院工学研究科 技術科学イノベーション専攻 教授 

＜評価事務局＞ 
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保坂 尚子 NEDO 評価部 部長 

塩入 さやか NEDO 評価部 主査 

福永 稔 NEDO 評価部 主査 
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議事次第 

（公開セッション） 

１．開会、資料の確認 

２．分科会の設置について 

３．分科会の公開について 

４．評価の実施方法について 

５．プロジェクトの概要説明 

5.1 事業の位置付け・必要性、研究開発マネジメント 

5.2 研究開発成果、成果の実用化・事業化 に向けた取組及び見通し 

5.2.1 研究開発項目① 

5.2.2 研究開発項目② 

5.2.3 研究開発項目③ 

5.3 質疑応答 

（非公開セッション） 

６．プロジェクトの詳細説明 

6.1 研究開発項目① 植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発 

6.1.1 ゲノム編集技術 

6.1.2 代謝系遺伝子発現制御技術、栽培・生育環境による発現制御技術 

6.2 研究開発項目② 植物による高機能品生産技術開発 

6.3 研究開発項目③ 高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発 

6.3.1高生産性微生物設計システムの開発、ハイスループット合成・分析・評価手法の開発 

6.3.2高生産性微生物創製に資する情報解析システムの有効性検証、実用化の見通し 

７．全体を通しての質疑 

（公開セッション） 

８．まとめ・講評 

９．今後の予定 

１０．閉会 
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議事内容 

（公開セッション） 

１．開会、資料の確認 

・開会宣言（評価事務局）

・配布資料確認（評価事務局）

２．分科会の設置について 

・研究評価委員会分科会の設置について、資料1に基づき評価事務局より説明。 

・出席者の紹介（評価事務局、推進部署） 

３．分科会の公開について 

評価事務局より資料2及び3に基づき説明し、議題6.「プロジェクトの詳細説明」、議題7.「全体を通

しての質疑」を非公開とした。 

４．評価の実施方法について 

評価の手順を評価事務局より資料4-1～4-5に基づき説明した。 

５．プロジェクトの概要説明 

（１）事業の位置付け・必要性、研究開発マネジメント

推進部署より資料 5に基づき説明が行われ、その内容に対し質疑応答が行われた。 

（２）研究開発成果、成果の実用化・事業化に向けた取組及び見通し

実施者より資料5に基づき説明が行われ、その内容に対し質疑応答が行われた。 

【伊藤分科会長】 ありがとうございました。技術の詳細につきましては、議題 6 で扱いますので、ここで

は主に事業の位置付け・必要性、それから、マネジメントについて議論をいたします。 

ただいまの御説明に対しまして、御意見、御質問等をお願いいたします。時間は十分ございますので、

委員の先生方、何かございますか。 

【伊藤分科会長】 最初に林PMが述べられたアウトカムが、2030年に7兆円規模というのはちょっと多過

ぎるのではないかと思いますが、橋本委員、何か御意見ございますか。 

【橋本委員】 概念的に 7 兆円という数字が出てくるのは理解できます。アウトプットとしての事業スケー

ルがもうひとつよく見えません。幾つかの例が事業、開発の進捗状況の中で紹介されていますが、それ

が果たしてどれぐらいの事業規模になるのか御説明いただきたかった。 

スケールが大きくなれば、周りの投資もどんどん集まってくると思いますが、もう少し発表の中で見

せていただけた方がよかったと思いました。 

【林PM】 今コメントを頂きました点について、公開セッションですので、回答できる範囲で答えさせてい

ただきます。 

まず、7兆円と設定したのは、冒頭御説明しましたOECDのレポートの中に、当該分野が180兆円

規模に拡大するだろうという予測がございました。そこで、約 4 割程度が工業分野ということを考え

ますと、掛け算して70兆円ぐらいが世界の市場になりそうです。その中で、1割ぐらいを日本で貢献

していけないだろうかという少し野心的な目標として、7兆円というのをプロジェクト全体で設定して

おります。 

しかし、プロジェクトの中で実際に開発に取り組んでいる実施者が狙っている市場を見渡してみま

すと、2030年ごろには例えば数億円から数十億円といったような規模を狙っているものもありますし、

積み上げていきますと、今、プロジェクトで実施しているものに限ると、10年後には4～5千億円ぐら

いの市場獲得になるのではと考えています。 
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実際、2014 年時点の情報になりますが、化学工業分野の出荷額としましては 28 兆円ございます。

その中で、今回開発している技術が適用できるような分野、あるいは、業界といったものを検討してみ

たところ、置き換えられないところもありますが、例えば10％、あるいは、20％置き換えが可能にな

ってくると、7兆円ぐらいに到達するのではないかという予測をしています。 

実際には予測額に到達できるように、開発している技術をより広く使っていただく、あるいは、これ

を契機にこの分野に参入していただく方々を増やす、B to B の相手になるユーザー企業というのをど

んどん増やしていくということを我々も積極的に遂行していきたいと考えております。 

【伊藤分科会長】 こうしたバイオプロセスでは、最近の例だと、アルテミシニンみたいな医薬品が成功例と

してありますが、ここで狙っているようなアウトカムプロダクトというのは多分、どちらかというと、

そういう植物も含めて、低分子の化合物が今のところは多いような感じを受けます。大きなマーケッ

トというのは、例えば生分解性のプラスチックだとか、ジェット燃料などが対象かなという気がしま

す。 

市場規模 7兆円というのはそのOECDの予測値のうち 10％ぐらい日本が取れるのではないかとい

うのと、このプロジェクトで個々の積み上げをしていくと、うまくすれば、4～5 千億円ぐらいという

ことというふうに認識をされているということですね。 

【橋本委員】 ゲノム編集技術のところのお話で、海外に知財を押さえられているので国産ゲノム編集技術

を作ろうということですが、その国産にこだわるのが少し理解できません。国産技術で作った結果、国

内企業が使うときにはライセンス料を下げるけれど海外企業には高くするとかの何かそういう国内と

国外の違いを意識されていますか。 

【久原PL】 基本的にはそういう考え方があります。今、遺伝子改変ツールCRISPR/Cas9が一番有名では

ありますけれども、産業応用するときに、数十億円から数百億円のライセンス料が掛かってくる可能

性が非常に高いという様に、今、懸念をしております。それよりは、国産でゲノム編集技術を開発する

ことによって、そのライセンス料をかなり抑えることができるのではないかと考えると、国産技術で

産業応用を行う必要性が非常に高いのではないかと思います。 

製薬企業とか、非常に大きな企業であれば、ライセンス料を払っても利益が非常に多くなるかもしれ

ません。しかし、例えば農業分野などであれば、多額のロイヤリティを払うということに関しては、産

業上、かなり負担が大きいと考え、国産ゲノム編集技術によりライセンス料を現行のものよりも低額で

日本企業に使っていただくということは可能ではないかという考え方はしております。 

【橋本委員】 農業分野のユーザーの方がどう考えるか次第だと思います。一番良い技術に対して、それより

もちょっと落ちるけれども、国産のロイヤリティが低いという技術があっても、本当にどこまで必要

なのかというのはやはり考えていく必要があるのかなと思います。 

【久原PL】 そこは、CRISPR/Cas9に対してどういうメリットがあるのかによります。例えばガイドが非

常に長いとか、オフターゲットが少ないとかという、どこかで CRISPR/Cas9 と違うところ、あるい

は、既存の技術よりも優位なところ、進歩性や新規性で上を行かないといけませんので、そういうとこ

ろを開発の目的としています。したがって、完全に負けているという訳ではなく、いくつかのところで

は勝っている技術を作って、それを、代替技術として使うというようなことを考えています。 

【橋本委員】 用途によっては、その特徴を生かしてというところで目指しているということですか。 

【久原PL】 はい。 

【多田委員】 関連して、このプロジェクトで開発したゲノム編集技術のライセンスについて、開発された事

業者との間で、今おっしゃっているような安くライセンスするというような協議はしていますか。 

【久原PL】 いいえ。 

【多田委員】 NEDOのほかのプロジェクトでもいいのですが、実際に国産技術を開発して、具体的に安価 

参考資料1-5



で、国内企業が高い海外特許のロイヤリティを払わずに済んだ例というのはこれまであるのでしょう

か。 

【林PM】 まず、前の質問ですが、基本的に国費を投じて取得した知財に関して、委託の場合ですと、日本

版バイドールが適用されますので、基本的には事業者の考え、事業者の手元に権利があって、事業者の

考えに基づいてライセンスということをやっていただくことになります。ただ、日本版バイドールの

思想としましては、我が国産業の活性化ということを必ず優先していただくということになっており

ます。例えば他の技術ではできないことを解決できる技術であるから、少しライセンス料が高くても

使いたいですという人がいる場合には、個々のやりとりの中でそういうことも成立するかと考えてお

ります。ただ、同じようなレベルの技術なのに、むやみに高くしておいて使われないということがない

ように、きちんと使える形で普及して、我が国の産業活性化に貢献するような活用を考えてください

ということを、大前提として実施者に約束していただいている内容になります。それは契約で約定し

ております。 

次に、実際にその国費を投じて取得されたもので何かそういった成果があるかどうかということで

すが、プロジェクトで開発したもの、あるいは、国産のツールということに対する企業のニーズという

のは事前に把握しております。どのプロジェクトでもそうですが、是非こういう技術があるなら使いた

いという企業のニーズがあるということを考えながら実施していますので、実際には国内で、こういう

プロジェクトで開発した技術によって、産業の活性化につながっている例はあると考えております。 

【伊藤分科会長】 知財についてですが、植物の方でゲノム編集技術についてはパテントプールを形成して

いるというのがあって、私は、これは非常にいい手法だと思いますが、これについてもう少し説明を頂

ければありがたい。 

【久原PL】 パテントプールについて概略を少しだけ説明しますと、どこに、どういうパテントプールを作

るかがポイントです。ゲノム編集技術には認識・改変・導入という 3 つのカテゴリーがありますが、

そのカテゴリーのどこを狙っていけば、パテントプールが完成するかということを含めて、全体像を

見ながら、どういう戦略を練るかということは、知財のポートフォリオを作るということで、午後の非

公開セッションで、少し詳しく説明させていただきます。 

【高木委員】 従来、育種とか、あるいは、組換え細胞とか、そういった学術用語がある中で、スマートセル

という言葉のスマートという言葉は一般的な形容詞です。あえて私なりの考えですと、やはりAIや IT

の技術を使った何かというのがスマートサムシングだと思います。今までの事例の中で、AIがどのよ

うな形で利用されているのか、御説明いただきたいと思います。 

【久原PL】 正確な意味でのAIというのは、着手したばかりです。IBMのワトソンみたいなシステムが、

この中で作られているのかと言われると、今のところはまだそこまでは行っていません。AI利用のた

めには、このプロジェクトが物質生産に特化しているため、どういうデータが必要か、あるいは、デー

タを文献からピックアップしていく際に、どういう仕方が一番効率的なのか、また、AIのデータ収集

方法はどうあるべきかなどについて、現在、検討しています。このあと、収集したデータをAIに入れ

て、どうデザインしていくかという段階に入るところだと私は認識をしております。 

ただ、中で幾つかの個々の課題についてはAIを使っております。例えば、午後の非公開セッション

の中で少し出てきますけれども、画像処理を一部取り入れているところがあります。画像を用いて、1

細胞からのデータの抽出をやっています。そこでは画像処理のAIを使っております。 

微生物育種に関するAI技術を、本プロジェクトで使っているかというと、まだ始まったばかりとい

うことで、十分使っているというところではないということです。ただ、画像処理に関しては、微生物

の形と、それから、微生物の中から出てくる蛍光データを取得していますが、かなり膨大なデータがワ

ンショットで出てきますので、それについては画像処理、あるいは、パターン認識のAIを使っている
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ところはあります。 

【矢野委員】 遺伝子制御等の技術、産業応用に関する質問で、それぞれ微生物と植物についての質問・コメ

ントさせていただきます。 

植物を栽培する際に、まず遺伝子制御というのも結局大きくフィールドの環境によって変わってく

るのではないかと思っています。例えば実際のフィールドの場であれば、通常の土壌中には単なるミネ

ラルだけではなくて、いろんな根圏微生物等が存在し、それらも大きく環境的には影響してくると考え

られます。それらが産業応用するに当たって影響がどのようにあるのかということは、今回の場合はモ

デルとして検証されているのでしょうが、最終的なゴールを見据えたときには、予めどこかの段階では

見ていかなければならないと考えます。もしそれらの影響を排除したいのであれば、そういった、必ず

これはもう工場で作るものであるというような何かしらの制限がかかった環境で産業応用化する必要

があると思います。 

同様に、微生物も、産業応用するといったときは、小スケールから産業応用レベルにいきなり持って

いくことはできないかもしれません。産業応用するに当たって培養時の酸素濃度であったり、いわゆる

セル・セルコンタクトが起きるようなバイオ密度であったり、それが本当に生産レベルに達しているよ

うな環境下で実施した条件でないと、生産性の再現は困難であると考えます。従って現在検討した小ス

ケールの条件から直接スケールアップすると、結局今作ったモデルというものも全てまた一からやり

直しということがあるのではないかという様に考えます。やはり、応用というゴールを最初に見据え、

ブレイクダウンするステップでどういった条件でそれぞれ検証するかということを検討すると良いの

ではないかと思いました。 

【後藤分科会長代理】 プレゼンテーションの後半は微生物のスマートセルの解析システムのお話でしたけ

ど、そのシステムを前半の例えば植物を高機能化するということに対する応用の可能性というのはど

うでしょうか。 

【久原PL】 システム自体は非常に汎用性が高いので、微生物で作られ、今、微生物で実証実験をしていま

すけれども、それを植物で使うということは可能であると思っております。 

ただ、幾つかの制約条件があります。例えば葉で特異的な発現があるもの、あるいは、茎、あるいは、

根で違うもの、葉でも場所によってはそれぞれ違う、あるいは、コンパートメントが違うので、植物に

なると、少し難しいところも出てくるとは思います。それでは、そこの一部分を取り出してそのシステ

ムに掛けて、また、制御する部分はここですという可能性、候補を出すことは可能であると思っており

ますので、植物へ応用することは可能だと思っていますし、それを応用すべきだと思っております。 

それから、私が非常に面白いなと思っているのは、環境条件を網羅的に調べて、この場合、二次代謝

ですけど、二次代謝の関連の遺伝子の発現を松村SPLのグループで作られています。それを、環境要

因やストレス要因はこういうふうになりますという条件だけではなくて、それを全部集めて実施した

ら、ストレス条件と、例えば光の条件と、それから、CO2の条件みたいなものを2つ組み合わせると、

どれだけ生産性が上がるかという予測がシステム上で出てくると思いますので、そういう組み合わせ

を自由に行い、どれぐらいの生産性が向上できるかという推測ができます。それを実際試してみて、ど

う実現できるか、あるいは、実現できなれば、どう修正をすればいいかというような組み合わせをいろ

いろ実施する、モデルを立てて実際に実験して合っているか、合っていないかということを実施すると

いうことは可能になってきていますので、今作っているシステムを植物サイドへ速やかに応用してい

くというプランを今、立てております。 

【松村 SPL】 簡単に補足します。一つのテストケースとしまして、今、微生物のチームのいわゆるデザイ

ンするところと、それから、植物の助成事業サイド、実際企業が中心でやっているある特定の植物種に

おける物質において、代謝経路が全く不明なものがありまして、それを早い段階からマッチングして、
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お話ししていただいて実施しているところです。 

ただ、実際に実施してみて、意外と難しいなというところもあります。同じ生物種でありながら、微

生物と植物では若干言語が違っていたり、微生物では分かっているのが常識というのに対し、植物にお

いては分かってないのが常識だったりするところもありまして、そこをまず共通認識として持つとこ

ろから話を始めなければいけないと分かったところですけれど、現在、それも進行しておりますので、

これが一つの突破口になればというふうには考えております。 

【伊藤分科会長】 関連して、私は植物というのは遺伝資源、ソースの宝庫だと思っているのですが、そこを

作るパスウエーだとか代謝系の酵素を、微生物に持ってくると、うまく張りつかない、フォールディン

グがうまくいかなくて、機能しなくて、ものが作れないというような事例は結構たくさんあると思い

ます。企業でもそういうところを狙っているところは多分おありだと思いますが、委託企業の中にあ

るのかどうか分かりません。そういう様な方向性というか、そういう様な研究開発事例みたいなもの

はこの中にありますでしょうか。 

【久原PL】 実際にあります。正直なことを言いますと、伊藤分科会長が言われているように、植物の遺伝

子をレセプトに入れたときに、うまく発現しない、あるいは発現はするけど、フォールディングやその

他の問題でうまくいかないこともあります。 

ただ、幾つかトライはしております。フォールディングの部分は、フォールディングをサポートする

ようなたんぱくを入れてフォールディングをうまくやろう、やらせようというような取組を 1 つやっ

ております。 

それから、一番問題になるのは、やはり微生物の場合にはローカライゼーションがほとんどないので

すが、植物の場合にはかなりローカライゼーションがあって、どこへ移動するかによって、微生物の中

でちゃんと関連の遺伝子群が同じところに存在している可能性がない場合もあります。そういう場合

は、シグナルの部分を取り出して、細胞質へ出ていくというようなトライも幾つか実施しております。

実際に、有効性検証の課題で、微生物に対して植物の酵素を入れて代謝経路を作って、トライをしてい

る部分が幾つかあります。 

【伊藤分科会長】 マネジメントの部分で気がついたのですが、委託、再委託、共同実施の機関数が非常に多

いのです。84機関ぐらいあるのでしょうかね。これらのマネジメントは相当難しい。それぞれPMと

かPL、SPLが一所懸命頑張っておられるのだと思いますが、この辺りのところは大丈夫でしょうか。 

【林PM】 まず、NEDO側の体制としましては、私を含めまして5名体制で、全てのテーマに行き届く形

で担当を張りつけております。 

一方で、実施者の方でも、テーマごとに一定程度の固まりで研究代表者という方を設定しまして、全

部で15名ほどになりますが、それぞれの固まり、チームの中できちんとマネジメントをしていただく

ようにしました。PL、SPL、NEDOとテーマ代表者との関係性、テーマ代表者は御自身が一緒に実施

しているチームとの関係性という形で、日ごろのやりとりの中で必要に応じての情報の出し方、あるい

は、マネジメントの仕方というのを、実施者の方ともうまく組み立てながら、この大所帯を取りまとめ

ている状況です。 

【矢野委員】 遺伝子編集のところの知財戦略についてお聞きします。2020年までに目指す知財の取得対象

は、植物のところの応用に関したところと、基礎的なところの特許に限るもので、そのほかのところと

いうのは、予定には入っていないという理解でよろしいでしょうか。 

【久原PL】 詳しくは非公開の部分で御説明する予定です。基本は、矢野委員が言われたような形になって

おります。 

ただ、現在、ナショプロで走っているゲノム編集のプロジェクト自体が5つぐらいありまして、そこ

で、いろいろ切り分け等々がございます。このプロジェクトだけじゃなくて、その5つのプロジェクト

参考資料1-8



を、どういうふうに遂行していくかということで、ゲノム編集の連絡会議というのをこのプロジェクト

の外側に1つ持っております。 

そこで、ゲノム編集のポートフォリオ、知財のポートフォリオを含めて、1つ上のレベルで大きな知

財戦略の部分も考えております。その中には、本プロジェクトの中のチームが1つ入っております。 

【矢野委員】 今の説明で分かりました。非常に重要な一つの強みとして、この国の強みとしてやっていきた

いのであれば、やっぱりオールジャパンでやられている体制が重要だと思いましたし、強化すべきポ

イントだと思いました。 

【杉江統括主幹】 知財の点についてですけれども、内容によって、やはり植物だけにとどまらない技術と判

断できれば、動物や微生物にも派生できるように留意してやっていきたいと考えております。 

また、先ほど矢野委員からご指摘のあった、微生物の場合に大量培養になったときにどうかというこ

とについては、8月に公開されました先導研究の採択案件で、微生物のロバスト性の問題や、複数の微

生物群で実施したときに、どのような変化があるかといった調査研究などを進めていますので、本プロ

ジェクトに補完できればと考えています。 

【伊藤分科会長】 ありがとうございました。ほかにも御意見、御質問等があろうかと思われますけれども、

一応、予定の時間が参りましたので、次の議題に移ります。事務局から説明します。 

【福永主査】 ここからの議題6、7は、知的財産権の保護などの観点から非公開になります。一般傍聴の方

は御退室をお願いいたします。なお、議題8から再度公開いたします。 

（非公開セッション） 

６. プロジェクトの詳細説明 

省略 

７．全体を通しての質疑 

  省略 

（公開セッション） 

８．まとめ・講評 

【伊藤分科会長】 それでは、議題 8まとめ・講評です。 

【矢野委員】 非常に多岐にわたる、それぞれが独自ではなかなかできない、チームを組んでこそできる、い

ろいろのそれぞれの事業というものがやはり必要であると思います。国際的な競争力というのをそれ

ぞれが意識しながら、ゴールを目指して進められているという点では、その方向性としては今のとこ

ろ非常によいのではないかと思いました。 

その中で、各プロジェクトの小さいところに行ってしまうと、どうしても競争力というところにはま

だ課題が残っている場合も見受けられましたが、全体の方向性としては、日本独自の技術を生み出すた

めに動いておられるそれぞれのプロジェクトというものに可能性を感じました。 

ただし、全てに同じように予算をつけていると、それぞれに進捗の差というのはありまして、やはり

何らかの濃淡はつけないと、今後本当に進めるべきプロジェクトが進まないということもあるのでは

ないかと感じました。 

【宮野委員】 久原PLがずっと思いを込めてこられたことが、こういうプロジェクトで現在進行して、そし

て、事業化へ向かっているということは私としては大変すばらしいことだと、本日、改めて感じまし

た。 

ウエットの部分とドライの部分が融合しているこういったプロジェクトが、日本の将来の当たり前

参考資料1-9



の姿になってほしいなというふうに思いました。それがこの中間評価という時点において、どの程度で

きているのかというのを見るのが本日の分科会だったと思いますが、見たところでは、おおむね順調に

進んでおり、かつ、先に一歩進んでいるところ、もうちょっと頑張ってほしいなと思うところなどが見

えました。 

今後、事業化へ向けて、どういうふうに絞り込んでいくか、もしくは、ある部分を広げていくのかと

いうことが、久原PLはじめ、推進をしていく方々のミッションなのだという様に認識しました。 

【橋本委員】 非常にたくさんの機関が参加されて、技術課題も非常に広範なものがありましたが、非常にう

まくマネジメントされながら、事業化につながりそうなものの話題を幾つも今日、聞くことができま

して、これからの展開が非常に期待できるという様に感じているところです。 

多分、これからスケールアップをいずれのテーマもやって行く必要があり、そこで大きな課題に直面

することになるとは思います。そのスケールアップの段階でも、色々なホストの違いにも応じて、共通

する部分とか課題があると思いますので、そのスケールアップのところのシステムの中に取り込んで

いくことで、さらに次の展開というか事業化みたいなものを見据えたときに、もっとブラッシュアップ

できるものになっていくのかなと思います。 

最終的に、このプロジェクト全体で事業化というか産業創出を考えたときに、技術の取捨選択みたい

な話がありました。要素技術の中には競争力に少し欠けるなというものもあった場合に、やはり国産技

術みたいなところにこだわり過ぎて、そこのてこ入れをするばかりに全体の足がとまってしまうよう

なことになってはもったいないと思います。ある程度、外からでも取り込んでやっていくとかというぐ

らいの気持ちで、事業のアウトプットを出していく方向にぐっと踏み込んでいくステージに来ている

のかなということを感じたので、そこら辺も含めて頑張っていただきたいと思います。 

【多田委員】 最初に御説明いただいたように、国際的なバイオエコノミーの潮流とか、低炭素社会の実現、

あるいは、SDGs（国連の持続可能な開発目標）の実現ということを考えたときに、このプロジェクト

というのはまさにそれに適合しているなと思います。特に日本で、物質生産ですから、どこが実施する

かといったら、やっぱりNEDOでしょうというところで、非常に事業の位置付け、必要性というとこ

ろついてはもう論を待たないという様に考えられると思いました。 

松村SPLに伺ったところでは、久原PL含めて、日本中、飛び回って、マネジメントに奔走してい

るということで、NEDOの担当の方も含めて、非常によくたくさんの参画機関をマネジメントされて

いるのではないかという様に感じました。 

内容についても、本日発表していただいた分については非常に成果が出ていて、問題ないのかなとい

う様な印象を持ちました。ただ、テーマがたくさんあるので、今日聞けなかった部分についてはちょっ

と分からないところもあるというのが正直な感想です。 

それで、今後については、当然、連携が進むと期待しておりますけれども、これまでの研究開発の中

心が、どちらかというと、ゲノム編集とか、長鎖のDNA合成とか、メタボロームとかという、汎用性

はあって、非常に大変必要な技術ではあるのですが、本プロジェクトの特徴がちょっと出ていないとい

う気がしていまして、そういったものを組み合わせて、実際のものづくりという色が出てくるのだと思

います。そこのところを是非、途中でもお話があったと思いますけれども、幾つかの要素技術、一つじ

ゃなくて、幾つか、実際に使って、よりいいものを作っていただきたいなという様に思いました。 

【高木委員】 いかなる分野であっても、恐らくAIを制する者が勝利者になるのではないかなという時代に

なってきて、そのときにおいて、バイオにおいては特にゲノム編集というすごい技術がほぼ同時に脚

光を浴びるようになってきました。本プロジェクトはそういう意味では本当にもう日の丸が揚げられ

るかどうかという瀬戸際になっているような状態の中で、非常にいろいろな成果が出ており、よい勉

強はさせていただきました。 

参考資料1-10



あえて今後ということなのですけれども、基盤技術という言葉と成果物という言葉というのは、玉虫

色というか、カメレオン的というか、ころころと変わってしまうようなところがありまして、私としま

しては、やはり植物にせよ、微生物にしろ、希少有用物質、あるいは、非天然物に対して、この技術を

応用できるかどうかというのは極めて今後、重要な部分になってくるだろうと思います。残念ながら、

幾つかの成果物は非常に一般的なものであって、それをモデルだからという形で逃げないで、真っ向勝

負していただきたいなと思っております。 

【後藤分科会長代理】 皆さんの御意見とほぼ一緒ですけども、簡単に3つまとめました。 

まず、本日御発表いただいた個々の課題というのは十分いろいろな新規性、あるいは、基盤技術とし

て非常に汎用性の高いすぐれた成果が報告されたと思います。ただ、日本の独自の考え方として、個々

のデータはいいのですが、それをシステムとして一つにまとめるというところを今後どう進めていく

かというのが大きなポイントだと思っています。それは微生物と植物の融合もありますでしょうし、そ

こが個々ではなくて、融合して初めて起こるようなことが何か出ればと思った次第です。 

2点目は、やはり欧米でかなり進んでいるこの状況の中で、日本がそれに伍して、いかに日本独自の

ところを出していくかというところが一番重要かなと思います。それにはやはり今後、選択と集中が必

要かなと思いました。最後はNEDOのプロジェクトですので、文科省や学術振興会と違って、産業応

用の可能性を追求してほしいというのは個人的な意見です。科学産業応用に資してというところが

NEDO事業としてはふさわしいと思いますので、そういう点を重視していただきたいと思います。 

3点目は、プロジェクトの出口を見ると、私もずっとバイオを利用したものづくりをやってきた中で、

そのもので1兆円に貢献するとなると、なかなか難しいところがあると思います。その議論の中には、

バイオ医薬品だとか、付加価値の高いターゲットを選定した方がいいのかなという気が個人的にして

います。 

【伊藤分科会長】 いわゆるバイオテクノロジーによるものづくりという観点というのは日本のバイオ戦略

としては、私自身も非常に重要だという様に認識をしています。本日御紹介いただいた植物も、それか

ら、微生物もそうですけれども、それぞれの要素技術としては、もちろん発表しているということもあ

るのでしょうけれども、成功例が多くて、マネジメントも含めて、おおむね成功しているというふうに

認識はしています。 

ただ、今回の話を聞かせていただいて、微生物系はやはりドライとウエットの融合というのは非常に

重要になってくると思いますので、やはり出口としては、バイオワークス型の企業がこのNEDOプロ

グラムから出てくるのが望ましいのかなと思います。 

それから、もっと成功例がたくさんここに出てきて良いのではないだろうかと思います。この様に

色々なものができましたというような例がもっと欲しいというのが私の感想です。 

【福永主査】 委員の皆様、ありがとうございました。推進部長、及び、PLからお一言あれば、頂きたいと

思います。 

【吉木部長】 今日 1 日、ありがとうございました。これから事業化の方というか、産業化の方に進めてい

かないといけないということで、ドライとウエットの融合とか、MIの推進は、この分野だけでなくて、

材料全般にも言えることだと思いますし、それがなかなか難しいというのは感じているところでござ

います。やはり何かと言語も違ったりしていて、そこがうまくつながるような形で、我々としてもマネ

ジメントさせていただければなと思います。よろしくお願いいたします。 

【久原PL】 どうも本日はありがとうございました。貴重な御意見いただきまして、今後の4年目、5年目

に向かって、こちらでも資源の集中、あるいは、研究の集中をしたいと思います。取捨選択をして、良

いものを伸ばしていく、製品化を、産業化を興していくということを念頭に、皆さんが言われたような

御意見を少し参考にして、システム全体をリファインメントしていきたいという様に思っています。 
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伊藤分科会長が言われたように、成功例をもっと出す必要があるというのは非常に心にとめて、もう

少しサイクルを早く回して、成功例という、産業に結びつくようなものをできるだけ作っていきたいと

いう様に考えております。 

ドライとウエットは、宮野委員も先ほどおっしゃられましたけど、2000年前後から、バイオとデジ

タルといいますか、バイオのドライとウエットの融合というのはずっと言われてきたのですけれども、

なかなかうまくいかなくて、やっとその両方で少し言葉が通じるようになりつつあるかなと思います。 

先ほど高木委員も言われましたけど、データが少ないというわりにはデータをたくさん取るという

矛盾した話に受け取れる部分がありましたように、データの大きさの程度もバイオの方が考えている

「非常に多い」ということと、情報処理の方が考えている「十分のデータ」というのが、ここの差が1

桁、2桁、3桁ぐらい違っていてなかなか通用しないところもありました。だんだん相互にコミュニケ

ーションがとれるようになり、100サンプル、200サンプルのデータを取りましょうというような確認

を相互にとれる状況になりつつありますので、今後、その融合をより強く実施していきたいと思ってお

ります。今後とも御支援のほど、よろしくお願いいたします。 

【伊藤分科会長】  どうもありがとうございました。以上で議題8を終了します。 

９．今後の予定 

１０．閉会 
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配布資料 

資料1 研究評価委員会分科会の設置について 

資料2 研究評価委員会分科会の公開について 

資料3 研究評価委員会分科会における秘密情報の守秘と非公開資料の取り扱いについて 

資料4-1 NEDOにおける研究評価について 

資料4-2 評価項目・評価基準 

資料4-3 評点法の実施について 

資料4-4 評価コメント及び評点票 

資料4-5 評価報告書の構成について 

資料5 プロジェクトの概要説明資料（公開） 

資料6 プロジェクトの詳細説明資料（非公開） 

資料7-1 事業原簿（公開） 

資料7-2 事業原簿（非公開） 

資料8 今後の予定 

以上 
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参考資料２ 評価の実施方法 



本評価は、「技術評価実施規程」（平成 15 年 10 月制定）に基づいて実施する。 

国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機構（NEDO）における研究評価では、

以下のように被評価プロジェクトごとに分科会を設置し、同分科会にて研究評価を行い、評

価報告書（案）を策定の上、研究評価委員会において確定している。

● 「NEDO 技術委員・技術委員会等規程」に基づき研究評価委員会を設置

● 研究評価委員会はその下に分科会を設置

N E D O 

評価報告書(案)確定

理 事 長 

報告

国 民 

評価結果公開

分科会Ａ

研究評価委員会

評価結果の事業等への反映
推 進 部 署 

評 価 部 

分科会 B 

評価報告書（案）作成

分科会 C 

分科会 D 

推 進 部 署 

実 施 者 

事 務 局 

プロジェクトの説明 
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１．評価の目的

評価の目的は「技術評価実施規程」において

● 業務の高度化等の自己改革を促進する

● 社会に対する説明責任を履行するとともに、経済・社会ニーズを取り込む

● 評価結果を資源配分に反映させ、資源の重点化及び業務の効率化を促進する

としている。

本評価においては、この趣旨を踏まえ、本事業の意義、研究開発目標・計画の妥当性、計

画を比較した達成度、成果の意義、成果の実用化の可能性等について検討・評価した。

２．評価者

技術評価実施規程に基づき、事業の目的や態様に即した外部の専門家、有識者からなる委

員会方式により評価を行う。分科会委員は、以下のような観点から選定する。

● 科学技術全般に知見のある専門家、有識者

● 当該研究開発の分野の知見を有する専門家

● 研究開発マネジメントの専門家、経済学、環境問題、国際標準、その他社会的ニー

ズ関連の専門家、有識者

● 産業界の専門家、有識者

また、評価に対する中立性確保の観点から事業の推進側関係者を選任対象から除外し、ま

た、事前評価の妥当性を判断するとの側面にかんがみ、事前評価に関与していない者を主体

とする。

これらに基づき、委員を分科会委員名簿の通り選任した。

なお、本分科会の事務局については、国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発

機構評価部が担当した。

３．評価対象

「植物等の生物を用いた高機能品生産技術開発」を評価対象とした。

なお、分科会においては、当該事業の推進部署から提出された事業原簿、プロジェクトの

内容、成果に関する資料をもって評価した。
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４．評価方法

分科会においては、当該事業の推進部署及び実施者からのヒアリング及び実施者側等との

議論を行った。それを踏まえた分科会委員による評価コメント作成、評点法による評価によ

り評価作業を進めた。

なお、評価の透明性確保の観点から、知的財産保護の上で支障が生じると認められる場合

等を除き、原則として分科会は公開とし、実施者と意見を交換する形で審議を行うこととし

た。

５．評価項目・評価基準

分科会においては、次に掲げる「評価項目・評価基準」で評価を行った。これは、NEDO
が定める「標準的評価項目・評価基準」をもとに、当該事業の特性を踏まえ、評価事務局が

カスタマイズしたものである。

評価対象プロジェクトについて、主に事業の目的、計画、運営、達成度、成果の意義、実

用化に向けての取組や見通し等を評価した。
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「植物等の生物を用いた高機能品生産技術の開発」に係る 

評価項目・評価基準 

１．事業の位置付け・必要性について 

(1)事業目的の妥当性

 内外の技術動向、国際競争力の状況、エネルギー需給動向、市場動向、政策動向、国際

貢献可能性等の観点から、事業の目的は妥当か。

 上位の施策・制度の目標達成のために寄与しているか。

(2)ＮＥＤＯの事業としての妥当性

 民間活動のみでは改善できないものであること又は公共性が高いことにより、NEDOの

関与が必要とされる事業か。

 当該事業を実施することによりもたらされると期待される効果は、投じた研究開発費

との比較において十分であるか。

２．研究開発マネジメントについて 

(1)研究開発目標の妥当性

 内外の技術動向、市場動向等を踏まえて、戦略的な目標を設定しているか。

 達成度を判定できる明確な目標を設定しているか。

(2) 研究開発計画の妥当性

 目標達成のために妥当なスケジュール及び研究開発費（研究開発項目の配分を含む）

となっているか。

 目標達成に必要な要素技術の開発は網羅されているか。

 計画における要素技術間の関係、順序は適切か。

(3) 研究開発の実施体制の妥当性

 技術力及び事業化能力を有する実施者を選定しているか。

 指揮命令系統及び責任体制は明確であり、かつ機能しているか。

 成果の実用化・事業化の戦略に基づき、実用化・事業化の担い手又はユーザーが関与

する体制を構築しているか。

 目標達成及び効率的実施のために実施者間の連携が必要な場合、実施者間の連携関係

は明確であり、かつ機能しているか。

 大学または公的研究機関が企業の開発を支援する体制となっている場合、その体制は

企業の取組に貢献しているか。

(4) 研究開発の進捗管理の妥当性

 研究開発の進捗状況を常に把握し、遅れが生じた場合に適切に対応しているか。

 社会・経済の情勢変化、政策・技術の動向等を常に把握し、それらの影響を検討し、必

要に応じて適切に対応しているか。

(5)知的財産等に関する戦略の妥当性
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 知的財産に関する戦略は、明確かつ妥当か。

 知的財産や研究開発データに関する取扱についてのルールを整備し、かつ適切に運用

しているか。

３．研究開発成果について 

(1)研究開発目標の達成度及び研究開発成果の意義

 成果は、中間目標を達成しているか。

 中間目標未達成の場合、達成できなかった原因を明らかにして、解決の方針を明確に

しているか。

 成果は、競合技術と比較して優位性があるか。

 世界初、世界最高水準、新たな技術領域の開拓、汎用性等の顕著な成果がある場合、積

極的に評価する。

 設定された目標以外の技術成果がある場合、積極的に評価する。

(2)成果の最終目標の達成可能性

 最終目標を達成できる見通しはあるか。

 最終目標に向けて、課題とその解決の道筋は明確かつ妥当か。

(3)成果の普及

 論文等の対外的な発表を、実用化・事業化の戦略に沿って適切に行っているか。

 成果の活用・実用化の担い手・ユーザーに向けて、成果を普及させる取組を実用化・事

業化の戦略に沿って適切に行っているか。

 一般に向けて、情報を発信しているか。

(4)知的財産権等の確保に向けた取組

知的財産権の出願・審査請求・登録等を、実用化・事業化の戦略に沿って国内外で適切に

行っているか。 

４．成果の実用化に向けた取組及び見通しについて 

【研究開発項目①「植物の生産性制御に係る共通基盤技術開発 

研究開発項目③「高生産性微生物創成に資する情報解析システムの開発」】 

(1)成果の実用化に向けた戦略

 成果の実用化の戦略は、明確かつ妥当か。

(2)成果の実用化に向けた具体的取組

 実用化に向けて、課題及びマイルストーンの検討は進んでいるか。

「実用化」の考え方 

当該研究開発に係る新規手法、試作品、ツール等の社会的利用(顧客への提供等)が開

始されることをいう。 
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(3)成果の実用化の見通し

 想定する製品・サービス等に基づき、市場・技術動向等の把握は進んでいるか。

 顕著な波及効果（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）を期待できる場合、積極

的に評価する。

【研究開発項目②「植物による高機能品生産技術開発」】 

(1) 成果の実用化・事業化に向けた戦略

 成果の実用化・事業化の戦略は、明確かつ妥当か。

 想定する市場の規模・成長性等から、経済効果等を期待できるか。

(2) 成果の実用化・事業化に向けた具体的取組

 実用化・事業化に取り組む者について検討は進んでいるか。

 実用化・事業化の計画及びマイルストーンの検討は進んでいるか。

(3) 成果の実用化・事業化の見通し

 実用化・事業化に向けての課題とその解決方針は明確か。

 想定する製品・サービス等は、市場ニーズ・ユーザーニーズに合致する見通しがある

か。

 競合する製品・サービス等と比較して性能面・コスト面等で優位を確保する見通しは

あるか。

 顕著な波及効果（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）を期待できる場合、積極

的に評価する。

「実用化・事業化」の考え方 

当該研究開発に係る商品、製品、サービス等の販売や利用により、企業活動（売り上

げ等）に貢献することをいう。 
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「プロジェクト」の中間評価に係る標準的評価項目・基準 

 

 

「実用化・事業化」の定義を「プロジェクト」毎に定める。以下に例示する。 

「実用化・事業化」の考え方 

当該研究開発に係る試作品、サービス等の社会的利用(顧客への提供等)が開始されることで

あり、さらに、当該研究開発に係る商品、製品、サービス等の販売や利用により、企業活動(売

り上げ等)に貢献することをいう。 

 

なお、「プロジェクト」が基礎的・基盤的研究開発に該当する場合は、以下のとおりとする。 

 ・「実用化・事業化」を「実用化」に変更する。 

 ・「4. 成果の実用化に向けた取組及び見通しについて」は該当するものを選択する。 

 ・「実用化」の定義を「プロジェクト」毎に定める。以下に例示する。 

「実用化」の考え方 

当該研究開発に係る試作品、サービス等の社会的利用(顧客への提供等)が開始されることを

いう。 

 

1. 事業の位置付け・必要性について 

(1)  事業の目的の妥当性 

 ・内外の技術動向、国際競争力の状況、エネルギー需給動向、市場動向、政策動向、国際貢献可能性等

の観点から、事業の目的は妥当か。 

 ・上位の施策・制度の目標達成のために寄与しているか。 

(2) NEDO の事業としての妥当性 

 ・民間活動のみでは改善できないものであること又は公共性が高いことにより、NEDO の関与が必要とさ

れる事業か。 

 ・当該事業を実施することによりもたらされると期待される効果は、投じた研究開発費との比較において

十分であるか。 

 

2. 研究開発マネジメントについて 

(1) 研究開発目標の妥当性 

 ・内外の技術動向、市場動向等を踏まえて、戦略的な目標を設定しているか。 

 ・達成度を判定できる明確な目標を設定しているか。 

(2) 研究開発計画の妥当性 

 ・目標達成のために妥当なスケジュール及び研究開発費（研究開発項目の配分を含む）となっているか。 

 ・目標達成に必要な要素技術の開発は網羅されているか。 

 ・計画における要素技術間の関係、順序は適切か。 

 ・継続または長期の「プロジェクト」の場合、技術蓄積を、実用化の観点から絞り込んで活用を図っている

※「プロジェクト」の特徴に応じて、評価基準を見直すことができる。 
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か。【該当しない場合、この条項を削除】 

(3) 研究開発の実施体制の妥当性 

 ・技術力及び事業化能力を有する実施者を選定しているか。 

 ・指揮命令系統及び責任体制は明確であり、かつ機能しているか。 

 ・成果の実用化・事業化の戦略に基づき、実用化・事業化の担い手又はユーザーが関与する体制を構築

しているか。 

 ・目標達成及び効率的実施のために実施者間の連携が必要な場合、実施者間の連携関係は明確であり、

かつ機能しているか。【該当しない場合、この条項を削除】 

 ・目標達成及び効率的実施のために実施者間の競争が必要な場合、競争の仕組みがあり、かつ機能し

ているか。【該当しない場合、この条項を削除】 

 ・大学または公的研究機関が企業の開発を支援する体制となっている場合、その体制は企業の取組に

貢献しているか。【該当しない場合、この条項を削除】 

(4) 研究開発の進捗管理の妥当性 

 ・研究開発の進捗状況を常に把握し、遅れが生じた場合に適切に対応しているか。 

 ・社会・経済の情勢変化、政策・技術の動向等を常に把握し、それらの影響を検討し、必要に応じて適切

に対応しているか。 

(5) 知的財産等に関する戦略の妥当性 

 ・知的財産に関する戦略は、明確かつ妥当か。 

 ・知的財産に関する取扱（実施者間の情報管理、秘密保持及び出願・活用ルールを含む）を整備し、かつ

適切に運用しているか。 

 ・国際標準化に関する事項を計画している場合、その戦略及び計画は妥当か。【該当しない場合、この条

項を削除】 

  

3. 研究開発成果について 

(1) 研究開発目標の達成度及び研究開発成果の意義 

 ・成果は、中間目標を達成しているか。 

 ・中間目標未達成の場合、達成できなかった原因を明らかにして、解決の方針を明確にしているか。 

 ・成果は、競合技術と比較して優位性があるか。 

 ・世界初、世界最高水準、新たな技術領域の開拓、汎用性等の顕著な成果がある場合、積極的に評価す

る。 

 ・設定された目標以外の技術成果がある場合、積極的に評価する。 

(2) 成果の最終目標の達成可能性 

 ・最終目標を達成できる見通しはあるか。 

 ・最終目標に向けて、課題とその解決の道筋は明確かつ妥当か。 

(3) 成果の普及 

 ・論文等の対外的な発表を、実用化・事業化の戦略に沿って適切に行っているか。 

 ・成果の活用・実用化の担い手・ユーザーに向けて、成果を普及させる取組を実用化・事業化の戦略に沿

って適切に行っているか。 
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 ・一般に向けて、情報を発信しているか。 

(4) 知的財産権等の確保に向けた取組 

 ・知的財産権の出願・審査請求・登録等を、実用化・事業化の戦略に沿って国内外に適切に行っているか。 

 ・国際標準化に関する事項を計画している場合、その計画は順調に進捗しているか。【該当しない場合、

この条項を削除】 

 

4. 成果の実用化・事業化に向けた取組及び見通しについて 【基礎的・基盤的研究開発の場合を除く】 

(1) 成果の実用化・事業化に向けた戦略 

 ・成果の実用化・事業化の戦略は、明確かつ妥当か。 

 ・想定する市場の規模・成長性等から、経済効果等を期待できるか。 

(2) 成果の実用化・事業化に向けた具体的取組 

 ・実用化・事業化に取り組む者について検討は進んでいるか。 

 ・実用化・事業化の計画及びマイルストーンの検討は進んでいるか。 

(3) 成果の実用化・事業化の見通し 

 ・実用化・事業化に向けての課題とその解決方針は明確か。 

 ・想定する製品・サービス等は、市場ニーズ・ユーザーニーズに合致する見通しがあるか。 

 ・競合する製品・サービス等と比較して性能面・コスト面等で優位を確保する見通しはあるか。 

 ・顕著な波及効果（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）を期待できる場合、積極的に評価する。 

 

4. 成果の実用化に向けた取組及び見通しについて  【基礎的・基盤的研究開発の場合】 

(1) 成果の実用化に向けた戦略 

 ・成果の実用化の戦略は、明確かつ妥当か。 

(2) 成果の実用化に向けた具体的取組 

 ・実用化に向けて、課題及びマイルストーンの検討は進んでいるか。 

(3) 成果の実用化の見通し 

 ・想定する製品・サービス等に基づき、市場・技術動向等の把握は進んでいるか。 

 ・顕著な波及効果（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）を期待できる場合、積極的に評価する。 

 

  【基礎的・基盤的研究開発の場合のうち、知的基盤・標準整備等を目標としている場合】 

(1) 成果の実用化に向けた戦略 

 ・知的基盤・標準の整備及び活用の計画は、明確かつ妥当か。 

(2) 成果の実用化に向けた具体的取組 

 ・知的基盤・標準を供給・維持するための体制の検討は進んでいるか。 

(3) 成果の実用化の見通し 

 ・整備する知的基盤・標準について、利用の見通しはあるか。 

 ・顕著な波及効果（技術的・経済的・社会的効果、人材育成等）を期待できる場合、積極的に評価する。 
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参考資料３ 評価結果の反映について 



評価のポイント 反映（対処方針）のポイント

【1】参画機関が相当数に上っており、今後は実施体制の見直しも必

要と考える。進捗状況を精査し予算規模に応じた選択と集中を行っ

ていくことが望ましい。

【2】知的財産においては国産技術に対するこだわりは理解できる

が、国内外での技術利用に関する考え方を明示するとともに、国際

競争力が確保できる戦略を考える必要がある。

【3】今後は植物及び微生物のテーマの融合に関しても配慮が必要で

ある。

【4】情報解析ビジネスやライセンスビジネスをどのように大きく展

開していくのか具体的に示し、このプラットフォームから様々な製

造ビジネスが立ち上がっていく可能性があることを、より積極的に

アピールしていくべきだと思われる。

【1】プロジェクト前半では、個々の要素技術開発が中心であったが、

後半は実用化の可能性が高い技術への集中やテーマの集約を行い実

施計画と実施体制の見直しを図った。

【2】プロジェクトで国産技術開発に取組みつつも、海外の有力な技

術の利用も考慮しながら実用化・事業化の検討を行う。また、内外の

政策、技術開発、市場動向等について必要に応じて調査し、技術の普

及方策を検討する。

【3】事業者間での連携を通じて開発技術の相互利用を促進し、実用

面での有効性検証や汎用性向上の観点での取り組みを強化する。

【4】事業者が検討している将来的な実用化・事業化の方向性を確認

しながら、プロジェクト終了後に向けた共通基盤技術プラットフォ

ーム活用の仕組みを構築しユーザーとなる企業等にアピールしてい

く。
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本研究評価委員会報告は、国立研究開発法人新エネルギー・産業技

術総合開発機構（NEDO）評価部が委員会の事務局として編集して

います。 
 
 

NEDO 評価部 

部長 保坂 尚子 

担当 福永  稔 

 

 

＊研究評価委員会に関する情報はNEDOのホームページに掲載しています。 

（https://www.nedo.go.jp/introducing/iinkai/kenkyuu_index.html） 

 

 

〒212-8554 神奈川県川崎市幸区大宮町1310番地 

      ミューザ川崎セントラルタワー20F 

TEL 044-520-5160 FAX 044-520-5162 
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