
 

 

植物に作らせた⽣理活性タンパク質が⼼臓再⽣医療を加速 

−植物発現システムによるサイトカインの安全な⽣産技術を開発− 

概要                                   
 

理化学研究所（理研）⽣命機能科学研究センター⽼化分⼦⽣物学研究チーム
（研究当時）の村⽥梢研究員（研究当時、臨床橋渡しプログラム[1]・升本研究室
研究員（研究当時）、現京都⼤学医学部附属病院⼼臓⾎管外科特定講師）、升本英
利上級研究員（研究当時、同升本研究室研究リーダー（研究当時）、現京都⼤学
医学部附属病院⼼臓⾎管外科特定教授）らの研究チームは、iPS 細胞[2]を⼼臓や
⾎管の細胞に分化させるために必要な⽣理活性タンパク質（サイトカイン[3]）を、
植物による⼀過性の遺伝⼦発現系を⽤いて⽣産する⼿法の開発に成功しました。 

本研究成果は、低コストで安定的にサイトカインを供給する新たな可能性を
⽰し、⼼⾎管再⽣医療の発展・普及に貢献することが期待されます。 

サイトカインの⼀種である⾎管内⽪細胞増殖因⼦（VEGF）[4]やアクチビン A
（Activin A）[5]は、ヒト iPS 細胞から⾎管内⽪細胞や⼼筋細胞への分化を誘導す
る際に不可⽋な、培養液に添加される因⼦です。しかし、現在製品化されている
サイトカインは、タンパク質合成系として⼤腸菌や哺乳類細胞を⽤いて⽣産さ
れるため、免疫原性[6]やウイルス汚染のリスクが伴うという課題があります。 

研究チームは、タバコ[7]属植物（ベンサミアナタバコ）の葉にヒトのサイトカ
インを発現させる⼿法を開発し、この⼿法で⽣産した VEGF および Activin A が
従来法による製品と同等の⽣理活性を持つことを実証しました。これにより、⼼
⾎管再⽣医療に⽤いる VEGF および Activin A の新たな⽣産⼿法として、植物の
発現システムが有望であることが⽰唆されました。 

本研究成果は、科学雑誌『Stem Cell Research & Therapy』オンライン版（6
⽉ 25 ⽇付：⽇本時間 6 ⽉ 25 ⽇）に掲載されました。 
 

 
 

 
植物発現システムを⽤いた VEGF、Activin A の⽣産と、iPS 細胞分化・再⽣医療への応⽤ 

  



 

 

背景                                   
 

⼼筋梗塞や⼼不全などの深刻な⼼⾎管疾患に対して、iPS 細胞などの幹細胞か
ら分化させた⼼臓組織を移植する再⽣医療の実現が期待されています。幹細胞
を⼼筋細胞や⾎管内⽪細胞へと効率的に分化させる際には、細胞培養液に添加
する⽣理活性タンパク質（サイトカイン）が不可⽋です。特に、VEGF および
Activin A は、幹細胞の分化プロセスにおいて中⼼的な役割を担います。従来こ
のようなサイトカインは、⼤腸菌や哺乳類細胞にヒトのサイトカイン遺伝⼦を
導⼊し、タンパク質を発現させることで⽣産・製品化されてきました。しかしこ
れらの⼿法は、免疫原性やウイルス汚染のリスクがあり、安定供給や医療応⽤に
は課題が残されていました。 

この問題を解決するため、研究チームは植物の持つ安全性の⾼さ、低コスト、
⼤量⽣産の容易さに着⽬しました。本研究では、タバコ属植物を⽤いた⼀過性の
遺伝⼦発現系を構築し、VEGF と Activin A を効率的に⽣産する⽅法を開発しま
した。さらに、得られたサイトカインの⽣理活性をヒト iPS 細胞から⼼筋細胞
および⾎管内⽪細胞を分化誘導する系で検証することで、本⼿法が実際に再⽣
医療に向けた⽣産に適応可能か検討しました。 
 
研究⼿法と成果                              
 

本研究では、タバコ属植物ベンサミアナタバコ（Nicotiana benthamiana）の
葉の細胞にサイトカイン遺伝⼦を導⼊し、サイトカインを⽣産する⼿法の開発
を⾏いました（図 1）。まず、ヒト VEGF 遺伝⼦およびヒト Activin A 遺伝⼦を、
植物でより発現しやすい配列に改変しました。これらの改変遺伝⼦を、植物への
遺伝⼦導⼊の際に⼀般的に⽤いられるアグロインフィルトレーション法[8]によ
りタバコ葉で発現誘導し、6 ⽇後に葉を収穫しました。抽出・精製した VEGF お
よび Activin A の⽣理活性を、培養細胞を⽤いたアッセイ（分析・評価）系で確
認したところ、従来の⼤腸菌および哺乳類細胞で発現させた対象製品と同等で
あることが確認されました。 

 



 

 

 
 

図 1 本研究で開発した植物発現系の概略図 

①発現ベクター（運び屋）の設計。ヒトの VEGF 遺伝⼦や pro-Activin A 遺伝⼦が、植物細胞内で効率よく
発現するためのプロモーター（遺伝⼦を発現させる機能を持つ塩基配列）領域や、合成されたタンパク
質が細胞内に蓄積されるためのアミノ酸配列であるシグナルペプチド（SP）を付加するなどの改変を施
した。このベクターを、植物に感染するバクテリア（アグロバクテリウム AGL1）に遺伝⼦導⼊した。 

②アグロバクテリウムがタバコに感染すると、⽬的配列を含む特定の配列領域が切り出されて植物細胞の
染⾊体に挿⼊され、⽬的のタンパク質が発現する。 

③感染から 6 ⽇後に葉を収穫し、⽬的のタンパク質（VEGF や Activin A）を抽出・精製した。 

 
次に、植物細胞で発現させた VEGF および Activin A が、iPS 細胞から⼼筋細

胞および⾎管内⽪細胞への分化を誘導できるかを評価しました。評価法として、
升本研究室での⼼筋細胞および⾎管内⽪細胞を同時に分化誘導する実験⼿順に
おいて、従来品と⽐較して分化誘導効率に違いがあるかを検討しました。⼼筋細
胞と⾎管内⽪細胞を同時に分化させるにはある程度の VEGF を添加する必要が
あります。培養液に添加する VEGF の濃度を 0.625〜200 ナノグラム（ng、1ng
は 10億分の 1 グラム）/ml の濃度範囲で評価を⾏い、⼤腸菌で発現した VEGF
と⽐較しました。 
その結果、各濃度での⼼筋細胞の分化において同等の分化誘導効率を⽰しま



 

 

した（図 2 上左）。また、本検討では VEGF の濃度が⾼くなるにつれ、⼼筋細胞
よりも⾎管内⽪細胞が優位に分化されてくるという傾向が、発現系の違いにか
かわらず現れることが⽰されました（図 2 上右）。⼀⽅、各濃度間の全細胞数に
有意な差はなく、発現系の違いは細胞の⽣存率に影響を与えないことが⽰され
ました（図 2下）。分化誘導された⼼筋細胞を、⼼筋細胞マーカーである⼼筋ト
ロポニン T（cTnT）に対する抗体で免疫染⾊し、その形態を⽐較したところ、
成熟度の指標になる核の多核化や縦横⽐に顕著な差は認められませんでした
（図 3）。 
 

 
 

図 2 植物発現 VEGF および⼤腸菌発現 VEGF を⽤いた⼼筋細胞分化誘導効率の⽐較 

（上左）各宿主由来 VEGF の添加濃度を 0ng/ml（コントロール）から 200ng/ml まで変化させたときの⼼
筋細胞の分化誘導効率を、⼼筋細胞マーカータンパク質（cTnT）の陽性率で⽐較した。 
（上右）同条件における⾎管内⽪細胞の分化誘導効率を⾎管内⽪細胞マーカータンパク質（CD144）の陽
性率で⽐較した。 
（下）同条件における分化誘導後の細胞数を⽐較した。 
いずれの発現系においても、VEGF を添加したときのみ、iPS 細胞からの⼼筋細胞と⾎管内⽪細胞の同時
分化が達成された。棒グラフはそれぞれの条件での平均を表し、点はサンプル数（3〜6）を⽰す。同じ濃
度条件での⼼筋細胞分化誘導効率および全細胞数に、発現系の違いによる顕著な差は認められなかった。
なお、⾎管内⽪細胞の分化については、⾼濃度（200ng/ml）において⼤腸菌発現系の⽅がやや⾼い誘導効
率を⽰した。「**」は P＜0.01 の有意差。ns は「not significant」の略で「有意差なし」を⽰す。 

 



 

 

 
 

図 3 植物発現 VEGF および⼤腸菌発現 VEGF で分化誘導した⼼筋細胞の成熟度の⽐較 

⼤腸菌発現系と植物発現系それぞれの VEGF を濃度 12.5ng/ml 添加し、⼼筋細胞を分化誘導した後、⼼筋
細胞マーカータンパク質（cTnT）に対する抗体で蛍光免疫染⾊を⾏った。成熟度の指標になる核の多核化
や細胞の縦横⽐に、発現系の違いによる顕著な差は認められなかった。⻘⾊：蛍光⾊素の⼀種 DAPI（核）、
緑⾊：cTnT。スケールバーは 50 マイクロメートル（μm、1μm は 1000 分の 1 ミリメートル）。 
 
次に、⾎管内⽪細胞を特異的に分化誘導する⽅法を⽤いて、植物発現 VEGF の
効果を検証しました。⾎管内⽪細胞を特異的に分化誘導する実験⼿順において、
添加濃度 100〜1,600ng/ml の範囲で評価したところ、⾼濃度域において⼤腸菌
発現 VEGF と同等の効率で分化誘導できることが⽰されました（図 4）。 
 

 
 

図 4 植物発現 VEGF および⼤腸菌発現 VEGF を⽤いた内⽪細胞分化誘導効率の⽐較 

⼤腸菌発現系と植物発現系それぞれの VEGF の添加濃度を 0ng/ml（コントロール）から 1,600ng/ml まで
変化させたときの⾎管内⽪細胞の分化誘導効率を、⾎管内⽪細胞マーカータンパク質（CD144）の陽性率
で⽐較した。棒グラフはそれぞれの条件での平均を表し、点はサンプル数（3〜6）を⽰す。分化誘導効率
および全細胞数に、発現系の違いによる顕著な差は認められなかった。 
 

さらに、植物発現 Activin A についても、iPS 細胞の⼼筋細胞への分化誘導能
を評価しました。Activin A 10〜500ng/ml の濃度範囲で、哺乳類細胞で発現させ



 

 

た Activin A と⽐較したところ、⾼濃度域では同等の効率で分化を誘導し、細胞
の⽣存率にも影響を与えないことが確認されました（図 5）。 

 

 
 

図 5 植物発現 Activin A および哺乳類細胞発現 Activin A を⽤いた⼼筋細胞分化誘導効率の⽐較 

哺乳類細胞発現系と植物発現系それぞれの Activin A の添加濃度を 0ng/ml（コントロール）から 500ng/ml
まで変化させたときの細胞の⼼筋細胞分化誘導効率を⼼筋細胞マーカータンパク質（cTnT）の陽性率で⽐
較した。棒グラフはそれぞれの条件での平均を表し、点はサンプル数（4）を⽰す。分化誘導効率および全
細胞数に、発現系の違いによる顕著な差は認められなかった。 
 
今後の期待                                
 

植物に動物由来のタンパク質などを⽣産させる⽅法は Molecular Farming（分
⼦農場）と呼ばれ、安価な栽培コストで⽣産の⼤規模化が容易であり、安全性の
⾯からもバイオ医薬品への応⽤が進められています。 

本研究は、植物発現系を⽤いた VEGF および Activin A の⽣産が、低コストか
つ安全な代替⼿段となる可能性を⽰しました。従来の⼤腸菌や哺乳類細胞によ
る⽣産では、免疫原性、ウイルス汚染、エンドトキシン[9]の混⼊リスクが課題と
されてきましたが、植物で発現させたサイトカインはこれらを回避、または低減
できる可能性が⾼いと考えられます。この技術が実⽤化されれば、iPS 細胞を⽤
いた⼼筋再⽣治療に必要な成⻑因⼦を安価に⼤量供給でき、再⽣医療の普及を
加速する可能性があると考えられます。 
今後、植物を⽤いた⾼効率な⽣産系の開発や、他の成⻑因⼦などへの⽣産応⽤

が進めば、再⽣医療の分野においてさらなるブレークスルーが期待されます。 
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補⾜説明                                 
 
[1] 臨床橋渡しプログラム 

理研⽣命機能科学研究センター独⾃の研究プログラム。臨床医としての知識・経験を
有する研究リーダーが、⽣命機能科学研究センターでの最先端研究と臨床現場でのニ
ーズの融合から、疾病の理解や再⽣医療への実⽤化を⽬指す。 

 
[2] iPS 細胞 

⼈⼯多能性幹細胞。⽪膚や⾎液などから採取した細胞に少数の遺伝⼦などを導⼊して
作製された多能性幹細胞。さまざまな組織や臓器の細胞に分化する能⼒を持つ。iPS
は induced pluripotent stem の略。 

 
[3] サイトカイン 

免疫細胞をはじめとするさまざまな細胞から分泌される⼩さなタンパク質で、細胞間
の情報伝達を担い、免疫応答、炎症、細胞の成⻑や分化などの⽣体機能を調節する重
要な⽣理活性物質。 

 
[4] ⾎管内⽪細胞増殖因⼦（VEGF） 

⾎管新⽣を促進するサイトカインの⼀種で、⾎管内⽪細胞の増殖・遊⾛を強⼒に誘導
し、組織の酸素供給を改善することで再⽣医療における組織再構築の重要な制御因⼦
として機能する。なお本研究では、ヒト VEGF遺伝⼦からスプライシングによって⽣
成される多様な mRNA から翻訳されるタンパク質のうち主要なものとされる、165
アミノ酸残基の VEGF165 タンパク質を⽤いた。VEGF は vascular endothelial growth 
factor の略。 

 
[5] アクチビン A（Activin A） 

TGF-β スーパーファミリーに属するサイトカインの⼀種で、幹細胞の分化制御や組
織の発⽣・再⽣において重要な役割を果たす細胞間シグナル伝達分⼦。 

 
[6] 免疫原性 

物質や細胞が⽣体内で免疫応答を引き起こす能⼒のことで、特に再⽣医療における移



 

 

植⽚や医療材料の設計において、望ましくない免疫反応を避けるために考慮すべき重
要な特性の⼀つ。 

 
[7] タバコ 

トマトやジャガイモと同じナス科に属し、喫煙材料として世界で多量に⽣産されてい
る園芸作物である⼀⽅、植物組織培養や植物遺伝⼦操作⼿法が開発された重要な研究
材料であり、現在でも多くの基礎研究において使⽤されている。 

 
[8] アグロインフィルトレーション法 
⼟壌細菌の⼀種で植物に感染するアグロバクテリウムを⽤いて、⼀時的に植物細胞に
⽬的の遺伝⼦を導⼊する⼿法で、有⽤タンパク質の⼀過性発現に広く⽤いられる実験
技術。 

 
[9] エンドトキシン 

グラム陰性細菌の細胞壁外膜に存在するリポポリサッカライド（LPS）を主成分とす
る毒素で、極めて微量でも発熱や炎症反応を引き起こすため、再⽣医療製品や医療機
器の品質管理において厳密な管理が必要な物質。 
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＜発表者のコメント＞ 
本研究では、⼼⾎管再⽣医療に不可⽋なサイトカインを、植物を⽤いて安全に⽣産する
新たな⼿法を確⽴しました。これまで VEGF や Activin A といったサイトカインは、哺
乳類細胞などで製造されており、製造コストの⾼さやウイルスなどの汚染リスクが課題
となっていました。植物を使った発現系は、これらのリスクを回避しながら、⽣理活性
を損なわずに有⽤タンパク質を⼤量に得ることが可能です。再⽣医療の臨床応⽤におい
て、コストや安全性は⼤きな壁ですが、今回の成果はその克服に向けた重要な⼀歩とい
えます。今後は、さらに多様なサイトカインへの応⽤や、実臨床での検証が期待されま
す。（升本） 
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