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研究成果の概要（和文）：新規な発光レポーター系を開発し、高速・高密度な遺伝子発現モニタ

リング系を確立し、それらを導入したシロイヌナズナに変異導入を行い、キャップ非依存的な

翻訳活性に変動が見られる変異体を単離して、その原因遺伝子の同定を試みた。また、マルチ

ウェルプレート中のシロイヌナズナ芽生えに対して化合物を処理する方法で、新規化合物を選

抜する手法を開発し、化合物ライブラリー等のスクリーニングに応用可能であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：A rapid and high-density gene expression monitoring system was 
established by developing a novel bioluminescence reporter system. We identified mutated 
genes responsible for altered translation activity by isolating mutants from Arabidopsis 
plants harboring the reporter gene system. To identify novel compounds that regulate 
CAP-independent gene expression, we also developed a method applicable for screening of 
chemical libraries by using Arabidopsis seedlings grown in multi-well plates 
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１．研究開始当初の背景 
 レポーター遺伝子としての発光レポータ
ーは広く活用され、高等植物においても転
写制御研究等に応用されてきた。しかし、
発光レポーターの技術的な改良は 1980 年
代から大きな進展は無く、GFP 等の蛍光タ
ンパクレポーターと比較して活用範囲が限
定されてきた。一方、高等植物細胞におい
て外来遺伝子を高発現させる試みは、遺伝
子組換え植物の応用において最も重要な技
術的改良点であるが、導入遺伝子の不活性
化の問題等があり、計画的に複数の外来遺
伝子を発現させる技術は確立されていなか
った。その原因は遺伝子発現制御に関する
学術的基盤の不足にあり、遺伝子の共抑制、
mRNA の分解、翻訳制御等に関しては不明
な点が多く残されていた。特に CAP 非依
存的翻訳を司る RNA 構造である Internal 
ribosome entry site (IRES)を用いる方法
は、複数の外来遺伝子を導入発現させる方
法として期待が持たれるが、その機能制御
に関与する因子に関しては未詳であった。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子発現制御研究の有力な高速・高密度
な手法としての発光レポーター遺伝子を見
直し、その高性能化を図る。そのシステムを
植物体に導入して in vivo の IRES 依存的翻
訳効率のモニタリング系を確立し、変異遺伝
子の探索等に応用する。 
 
３．研究の方法 
（１）高等植物細胞における新規発光レポー
ター系の開発 
 哺乳動物用に開発された緑色発光タンパ
ク質（CBG）と赤色発光タンパク質（CBR）を
用いて、それらが植物組織において機能する
か検討し、アッセイ条件の最適化等により、
植物個体を用いた in vivo アッセイへの応用
を図る。 

 
（２）遺伝子銃を用いた一過性発現系による

解析 
 連続観察可能な発光レポーター系と、簡便
な遺伝子導入実験が実施可能な一過性発現
系を用いて、転写・翻訳あるいは RNA の安定
性に関与する因子群の特徴付けを試みる。 
 
（３）シロイヌナズナを用いたハイスループ
ット系による大規模スクリーニング手法の
開発 
 シロイヌナズナに導入した発光レポータ

ー系を用いた遺伝子発現モニタリングによ
り、ターゲットとする遺伝子発現量を連続的
に定量する手法で、転写・翻訳活性を評価す
ることが可能となる。その実験系を最適化し、
変異体の単離や、生理活性物質の同定に活用
可能なシステムを構築する。 
  
４．研究成果 
（１）新規な発光レポーター系の開発 
 多色発光レポーターを用いたデュアルカ
ラーアッセイ法を確立し、植物細胞および植
物個体において非破壊的に２種類の遺伝子
発現を同時にモニタリングする系を開発す
ることができた。さらに、遺伝子銃を用いた
一過性発現実験においては、多色ルシフェラ
ーゼに加えて、ウミシイタケルシフェラーゼ
を併用することで、３種類の遺伝子発現を同
時に定量することが可能な実験系を確立す
ることができた。３種類の遺伝子発現を同時
に定量可能な新規アッセイ系が確立された
ので、IRES 活性評価をより厳密に実施可能と
なった。具体的には、これまでのデュアルア
ッセイでは相対活性として IRES 活性を評価
していたが、３レポーターの同時測定によっ
て、キャップ依存的な翻訳活性と、IRES 依存
的なそれとを定量的に比較可能となり、遺伝
子発現活性を詳細に検討することが出来る
ようになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．多色ルシフェラーゼアッセイとデュア
ルルシフェラーゼアッセイを組み合わせた
３レポーター同時定量系による IRES 活性評
価の例 

 
（２）遺伝子銃を用いた一過性発現系による

解析 
 タバコ BY-2 細胞あるいは葉への遺伝子銃
による共発現により、RNA サイレンシングサ
プレッサー（RSS）などの特徴付けが可能で
あることが示された。キュウリモザイクウイ
ルスの 2b タンパク質と Peanut clump virus
由来の p15 タンパク質では、変異を導入した
ものを共導入した場合との比較で、明瞭な活
性の差異が観察できたことから、この実験系



 

 

が期待通りに RSSの活性モニタリングに活用
できることが示された（図２）。アミノ酸置
換を有する病原性変異株の 2b との活性比較
から、病原性と RSS 活性との関係が示唆され
る結果も得られた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．変異導入したキュウリモザイクウイル
スの 2bタンパク質（A,B）および Peanut clump 
virus P15(C,D)の RSS 活性を一過性発現系で
野生型と比較した結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．病原性が異なるキュウリモザイクウイ
ルスの 2b タンパク質の RSS 活性を一過性発
現系で比較した結果 
 
 さらに、IRES 配列と相互作用することが予
想されるタンパク質として、翻訳開始因子が
想定されるが、それらの共発現が IRES 活性
に及ぼす影響を観察する目的で、一過性発現
系を用いた実験を行った。その結果、シロイ
ヌナズナ由来の eIF4E または eIF(iso)4E の
共発現で、BY-2 細胞における crTMV-CP 由来
の IRES 活性が有意に上昇することが明らか
となった（図４）。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．シロイヌナズナ翻訳開始因子の共発現
が IRES 活性に及ぼす影響 
 
（３）シロイヌナズナを用いたハイスループ
ット系による大規模スクリーニング手法の
開発 
  
 多色ルシフェラーゼを導入したシロイヌ
ナズナを用いて in planta アッセイの実施可
能性について検討した。具体的には、CBG と
CBR を導入したトランスジェニックシロイヌ
ナズナを作成して、それらの発光波長帯につ
いて調べ、発光検出に分光フィルターを用い
ることによって同時に検出定量可能である
ことを確認した。さらに、crTMV-IRES で連結
した CBR と CBG を有するコンストラクトを導
入し、IRES 活性のモニタリングが可能である
ことを示した(図５)。この系を用いることに
より、変異源としてエチルメタンスルホン酸
（EMS）を処理して得られた M2 世代のシロイ
ヌナズナ種子の芽生えをスクリーニングし
て、IRES 活性変異体候補を得ることが出来た。
今後は他の IRES を挿入した植物も利用する
ことにより、この系を用いて CAP 非依存的
翻訳に関与する多くの遺伝子変異が同定可
能になることが期待される。また、IRES
活性が低下した変異体は、CAP 非依存的翻
訳を行う RNA ウイルスの遺伝子発現にも
影響を与える可能性が考えられるので、こ
の方法で得られる変異体の原因遺伝子から
ウイルス感受性に関連する変異遺伝子が得
られる可能性も考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．多色ルシフェラーゼによる in planta



 

 

スクリーニングの概念図 
 一方、マルチウェルプレートを用いた実験
系についても検討を加え、白色 96 穴プレー
トのウェル中で上記のシロイヌナズナ種子
を発芽させ、それに化合物を添加することに
よって、IRES 活性に影響を与える化合物を探
索可能なスクリーニング系を確立すること
が出来た（図６）。今後は、化合物ライブラ
リーを用いて探索を実施することにより、興
味深い活性を示す化合物が多く得られるこ
とが期待される。また、384 穴プレートを用
いることなどにより、一層のハイスループッ
ト化を実施できる余地も残されており、これ
までにない大規模な化合物ライブラリース
クリーニングにより、CAP 非依存的翻訳に
関与する、多くの新規化合物が見出される可
能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．多色ルシフェラーゼレポーター導入シ
ロイヌナズナを用いた化合物ライブラリー
のハイスループットスクリーニングシステ
ム 
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