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研究成果の概要（和文）：植物ミトコンドリアゲノム形質転換は細胞質雄性不稔の付加や有用物質の大量生産な
ど様々な活用法が期待されるが、従来の植物形質転換法では報告例がない。申請者の研究室では融合ペプチドを
用いて、ミトコンドリアへの一過的遺伝子導入に成功している。しかし、ミトコンドリアゲノム形質転換植物体
は未だ作出できておらず、その原因の一つはミトコンドリアへの低い遺伝子導入効率にあると考えている。本研
究では、ペプチド法によるミトコンドリアへの遺伝子導入効率を向上させる化合物の選抜を約20,000種類の化合
物を用いて行った。結果、遺伝子導入効率は個体差が大きく、有効な化合物を同定することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Plant mitochondrial genome transformation may be utilized for the 
introduction of cytoplasmic male sterility and the production of useful proteins and metabolites. 
However, the mitochondrial genome transformation has not been reported by conventional 
transformation methods. We developed a peptide-mediated gene transfer system to plant mitochondria, 
but transmitochondrial plants have not yet been produced. The major reason has suggested that the 
system is insufficient for gene transfer efficiency to plant mitochondria. In this study, we 
screened for chemicals that improve the efficiency of gene transfer to mitochondria. As a result, no
 chemical was identified because the gene transfer efficiency to mitochondria varies widely among 
individuals.

研究分野： 園芸科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
葉緑体ゲノム形質転換は、葉緑体ゲノムが多コピー存在するため、外来タンパク質を大量に発現させられること
や、母性遺伝のため、花粉飛散による外来遺伝子の拡散が起こりにくいことなど、核ゲノム形質転換にはない利
点がある。ミトコンドリアゲノム形質転換にも同様の利点があると考えられるが、未だ、安定的な形質転換技術
は確立されていない。本研究によりミトコンドリアへの遺伝子導入効率が向上することができれば、オルガネラ
形質転換のさらなる応用可能性が高まることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（1）作物の品種改良には形質転換技術が応用されており、海外では既に商業栽培されている。
形質転換作物の利用は農産物の生産性向上に有効であるため、食料問題や環境問題の解決にお
いて重要な技術である。また、交配育種では付加できない他の生物種に特異的な形質を持つ作物
の開発も可能である。これまでに報告されている核ゲノムを対象とした形質転換技術だけでな
く、近年、オルガネラゲノムを対象とした形質転換技術についても報告が増えている。核ゲノム
に比べ、オルガネラゲノムを対象とした形質転換植物体は、（a）植物細胞当たりのオルガネラゲ
ノムは核ゲノムよりも多いため、植物体あたりの外来遺伝子の発現量が高くなること、（b）細胞
質では有害なタンパク質でも蓄積可能であること（c）相同組換えによる遺伝子導入が可能なた
め、外来遺伝子の位置効果が無いこと、（d）ポリシストロン性 mRNA のため、複数の外来遺伝子
を同時に発現させられること、（e）オルガネラの母性遺伝により、外来遺伝子が環境にエスケー
プする可能性が低いことなど、多くの利点が挙げられる。これらのことから、オルガネラ形質転
換は外来タンパク質や有用物質の大量合成に有用であると考えられており、これまでに葉緑体
ゲノム形質転換植物体の作出が多くの植物種で報告されている [1]。しかし、パーティクルボン
バード法やポリエチレングリコール法など葉緑体ゲノム形質転換に用いられてきた従来法では、
ミトコンドリアゲノムにおける安定的形質転換植物体の作出のみならず、ミトコンドリアへの
一過的遺伝子導入すら報告されていなかった。 
 
（2）申請者の研究室ではミトコンドリア移行ペプチドと DNA 結合ペプチドを融合したペプチド
を開発しており、ペプチド-DNA 複合体を用いたミトコンドリアへの一過的遺伝子導入に成功し
ている [2, 3]。しかし、この方法を用いたミトコンドリアゲノムにおける安定的な形質転換に
ついては未だ成功していない。形質転換植物体を安定的に作出するためには人工ペプチドの改
良や選抜マーカー遺伝子を開発するだけでなく、ミトコンドリアへの遺伝子導入効率の向上が
重要であると考えている。以前の報告で、アグロバクテリウム LBA4404 系統によるタバコ核への
遺伝子導入効率は約 90％、形質転換効率は約 20%であるのに対し [4]、申請者が行ったペプチド
法によるタバコミトコンドリアへの遺伝子導入効率は PCR を用いた高感度の検出法で 10％以下
であった（Kimura et al., in preparation）。ミトコンドリアへの遺伝子導入効率が低い原因に
は、（1）ペプチド-DNA 複合体が細胞壁や細胞膜を通過しにくいため、細胞内への取込み効率が
低いこと、（2）ペプチド－DNA 複合体がミトコンドリアの脂質二重膜を通過しにくいため、ミト
コンドリアへの取込み効率が低いこと、さらに、（3）外来遺伝子のミトコンドリアゲノムへの相
同組換え効率が低いことなどが考えられる。これらの原因を回避し、遺伝子導入効率を向上させ
るための技術革新がミトコンドリアゲノム形質転換植物体を安定的かつ効率的に作出するため
には必須であると考えた。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究では、ペプチド法によるミトコンドリアへの遺伝子導入効率を向上させる化合物を
化合物ライブラリーから同定し、効率的なミトコンドリア遺伝子導入法を開発することを研究
の目的とした。申請者らは近年、形質転換が難しいマメ科のモデル植物、ミヤコグサ MG-20 系統
を用いて、アグロバクテリウムによる遺伝子導入効率を向上させる化合物の探索を約 3,600 種
類 の 生 物 活 性 を 持 つ 化 合 物 か ら 構 成 さ れ る LATCA 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー
（http://cutlerlab.blogspot.jp/2008/05/latca.html）を用いて行った。その結果、アグロバ
クテリウムによる遺伝子導入を活性化することが報告されているフェノール化合物、アセトシ
リンゴン [5]よりも、遺伝子導入効率をさらに向上させるニトリル系除草剤、クロロキシニルを
同定した [6]。この化合物はミヤコグサの他、イネやアズキの遺伝子導入、複数のアグロバクテ
リウム系統を用いた遺伝子導入にも効果を示したことから、多くの植物種の遺伝子導入に応用
可能であると期待している。 
 
（2）本研究は現在、唯一のミトコンドリア遺伝子導入法であるペプチド法の技術革新に申請者
の研究経験が活かされることを期待して取り組む研究である。本研究の成果は、植物細胞内の全
てのオルガネラゲノムを自由に改変する技術に繋がるため、農業分野や医療分野においても革
命的な進展が見込まれる。 
 
３．研究の方法 
（1）植物材料には Brassica campestris（cv.京都伏見寒咲花菜、タキイ種苗、京都）、ペプチド
にはミトコンドリア移行ペプチドおよび DNA 結合ペプチドを持つ cytocox-(KH)9 [2]、DNA には
ミトコンドリアでのみ機能する rrn18 プロモーター [7]の下流に NanoLuc マーカー遺伝子



（Promega Co. USA）を融合したプラスミド DNA を作成して用いた。また、化合物ライブラリー
には東京大学創薬機構および、名古屋大学トランスフォーマティブ生命分子研究所がそれぞれ
保有する約 10,000 種類の化合物からなる化合物ライブラリーを独立に用いた。 
 
（2）播種後 7日目の B. campestris 子葉断片をそれぞれ 1mM の化合物およびペプチド-DNA 複合
体を添加した滅菌水に入れ、申請者らが開発した Centrifugation-Assisted Peptide-mediated 
gene Transfer (CAPT)法 [8]により化合物およびペプチド－DNA 複合体を同時に細胞内に浸潤
させて、30℃、連続明条件下で静置培養した。一晩培養後、各試料から抽出した粗タンパク質か
ら LUC 活性を測定し、ミトコンドリアへの遺伝子導入効率が向上する化合物の選抜を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）人工ペプチドを用いたミトコンドリアへの遺伝子導入効率を向上させる化合物の選抜 
それぞれの化合物ライブラリーを用いて遺伝子導入効率を解析した結果、1次選抜では東大化

合物ライブラリーから 18種類（T1～18）、名大化合物ライブラリーから 15種類（N1～15）の化
合物の添加によりコントロールに比べて、高い遺伝子導入効率を示した。これらの化合物につい
て個別に購入し、追試験を行った。しかし、選抜した全ての化合物で有意な結果を得ることはで
きなかった（図 1）。また、東大化合物ライブラリーから選抜された 1 化合物は市販されていな
いため、再現性を確認することができなかった。 
 

図 1 人工ペプチドを用いたミトコンドリアへの遺伝子導入効率を向上させる化合物の選抜 
（A）東大化合物ライブラリー（T1～T17）、（B）名大化合物ライブラリー（N1～N15）から選抜し
た化合物を処理し、遺伝子導入を行った B. campestris の LUC 活性。C: DMSO 処理し、遺伝子導
入を行った B. campestris の LUC 活性 
 
（2）まとめ 
CAPT 法によるミトコンドリアへの遺伝子導入効率には個体差が大きく、人工ペプチドを用い

たミトコンドリアへの遺伝子導入効率を向上させる化合物を選抜するには至らなかった。その
要因の一つとして、本研究で用いた人工ペプチドはミトコンドリア移行ペプチドと DNA 結合ペ
プチドを融合しているが、細胞膜透過性を有するペプチドは融合されていないため、ペプチド－
DNA 複合体が細胞膜を透過する効率が安定していないことが考えられる。申請者らのグループが
開発した Particle Bombardment-assisted Peptide-mediated gene Transfer（PBPT）法は、パ
ーティクルボンバード法により安定的にペプチド－DNA 複合体を細胞内に送達することができ
るため [9]、PBPT 法と化合物を組み合わせた効率的なミトコンドリアへの遺伝子導入法を今後、
試みたい。 
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