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研究成果の概要： 高等植物の二次代謝能の活性化にかかわる細胞内情報伝達系構成因子のうち、

GTP 結合タンパク質をコードする遺伝子を単離し器官特異的に過剰発現させて、物質生産への

応用の可能性を検討した。ヘテロ三量体 G タンパクのサブユニット遺伝子は刺激に対して殆

んど応答しなかったが、単量体 GTPase 遺伝子の一部は転写レベルが上昇し、これを根組織で

発現させた組み換え植物の分泌活性が顕著に上昇することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 

様々な外来遺伝子を植物細胞に導入・発現
させることで有用化合物の生産能に人為的
な改変を加える「メタボリックエンジニアリ
ング」の試みは、これまでにも数多くなされ
てきた。しかしながら、植物細胞内の有用物
質生合成の場が、ある特定部位にそれぞれ限
定されているにもかかわらず、植物個体の特
定器官でのみ目的遺伝子を発現させること
は、現時点では技術的に極めて困難である。
その結果、いわゆる遺伝子組み換え植物にお
いてはコードしたタンパクがあらゆる器官

で過剰に生産されることとなり、外来遺伝子
の導入・発現が充分な効果を挙げないケース
が多い。その結果、実用化されている組み換
え植物の事例は、殺草剤耐性の付与など植物
個体全体での発現が望まれるものに限定さ
れているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、高等植物細胞への外来遺伝子の

導入にあたって、その発現部位を制御するこ
とにより遺伝子の過剰発現による負の効果
を緩和・低減し、組み換え植物への形質付与



の効果を飛躍的に向上させることを目的と
したものである。また、代表者は理化学研究
所のグループから毛状根を形成しながら外
来遺伝子の発現を促すベクターを恵与され、
これがシロイヌナズナやイネなどのモデル
植物にとどまらず一般の薬用植物にも広く
応用可能であることを示している。今回の研
究では、器官特異的に外来遺伝子を発現させ
るシステムを用いて、標的遺伝子をホスト植
物内の特定器官でのみ選択的に発現させ、外
来遺伝子の導入・発現に伴う負の効果を抑制
することを目指している。今回の研究では
GTP 結合タンパク質をコードした遺伝子を
導入することとし、形質転換の効果を「器官
選択的な発現」によって高い精度で制御する
こととした。これらの新規な手法を用いるこ
とにより、高品位の薬用植物群を作製するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ニンジン(Daucus carota)あるいは Scoparia 

dulcisから調製したRNAから逆転写反応によ

って cDNA を調整し、既知の GTP 結合タン

パク遺伝子の塩基配列から設計したプライ

マーを用いてコア構造を得た。その塩基配列

をもとに、RACE 法によって heterotrimer 型 G
タンパクサブユニット遺伝子と単量体 G タ

ンパク遺伝子、すなわち ADP-ribosylation 
factor (ARF)遺伝子ならびに Rac/Rop GTPase
遺伝子、の全長の配列を決定した。クローニ

ングした遺伝子について、ゲノミックサザン

ブロット法によるコピー数の確認、RT-PCR
法による細胞内での発現特性の解析、更には、

一部のものについては大腸菌で過剰発現さ

せたタンパクについて生化学的諸性質の検

討を行った。また ARF 遺伝子については、こ

れを rol cluster を含む発現ベクターに導入し、

Agrobacterium 法によってベラドンナ (Atropa 
belladonna) 葉組織の形質転換を行なった。ベ

ラドンナ組み換え体の cell line を毛状根と

して確立し、その細胞生物学的諸性質を検討

した。 
 
４．研究成果 
(1) GTP 結合タンパク遺伝子のクローニング 

高等植物の heterotrimer 型 GTP 結合タンパ

ク質が二次代謝能発現に寄与する可能性を

検討する目的で、このタンパク複合体のサ
ブユニットをコードしている遺伝子のクロ

ーニングを試みた。ニンジンおよび S. dulcis
の幼植物体より調整した RNA から逆転写に

よって得た cDNA を鋳型として、RACE 法に

よって G遺伝子（GenBank Accession No., 
EF095216, EU489474）をそれぞれクローニン

グした。この遺伝子がコードするタンパクの

アミノ酸配列は、他の植物や動物、微生物な

どのheterotrimer型Gタンパクのサブユニ

ットと高い相同性を示した。しかしながらこ

れらがコードするタンパクは、コレラ毒素に

対する結合サイトを有するものの、百日咳毒

素との結合部位を持たないことが示された。 
続いて、G遺伝子の場合と同様に、RACE

法によってニンジン幼植物体より 2 種類の

ARF 遺 伝 子 (GenBank Accession No., 
AY874441, DQ222228)を単離しその全長の塩

基配列を決定した。ORF 部分のアミノ酸配列

を他の生物由来のものと比較すると、よく保

存された3箇所のGTP結合サイトを含むもの

のその近傍の相同性は必ずしも高くないこ

とが明らかとなった。この遺伝子を大腸菌で

過剰発現させて得られた組み換えタンパク

は GTPase に対して加水分解活性を示し、ま

たその結合活性は GTP に特異的であった。 
更に、S. dulcis の幼植物体を材料として

RACE 法により 2 種類の Rac/Rop 型 GTPase
遺伝子 (Sdrac-1 並びに Sdrac-2、GenBank 
Accession No., FJ159428, FJ1550362)をクロー

ニングし、その全長の配列を決定した。これ

らがコードするアミノ酸配列を解析した結

果、両者とも様々な植物由来の Rac/Rop 
GTPase との相同性が極めて高いことが確認

された。 
 (2)サザンブロット法による解析 
ニンジン、あるいは S. dulcis のゲノム DNA

を制限酵素処理したサンプルについて、今回

クローニングした遺伝子のそれぞれの ORF
部分をプローブとしてサザンハイブリダイ

ゼーション解析を行った。 
GTP 結合タンパクサブユニットにおいて

は、ニンジンゲノムの解析では Gが 2 つの

類似した遺伝子によって構成されている可

能性が示されたのに対し、S. dulcis の Gは
シングルコピー遺伝子として存在している

ことが明らかとなった。また、ARF において

は数種類のサイズのバンドが観察され、この

遺伝子群が multigene family を形成している

ことが示唆された。更に、多くの植物で

multigene family としてゲノム中に存在する

とされている Rac/Rop 型 GTPase 遺伝子では

いずれの場合も一つのメインシグナルと共

に 2－3 個の弱くハイブリダイズするシグナ

ルが検出されたことから、この G タンパクは

複数の遺伝子から構成されるものの、その構

成遺伝子数は他の植物と比較して少ないこ

とが示唆された。 

(3) 発現特性の解析 
今回クローニングした GTP 結合タンパク

遺伝子の発現特性を RT-PCR によって半定量



的に解析した。 
ニンジンおよび S. dulcis 由来の G遺伝子

について RT-PCR 解析を行なった結果、ニン

ジン Gは高温処理や長期間にわたる塩スト

レスに対してネガティブな反応を示すもの

の、ほとんどの外部刺激に対して、これらの

G遺伝子は転写レベルでの応答をしないこ

とが明らかとなった。他の真核生物と同様に、

植物の heterotrimer 型 G タンパク質も多くの

細胞内シグナル伝達系に関与していること

が示されている。しかしながら、今回得られ

た結果、すなわち G遺伝子のコピー数が極

めて少ないこと、および外部刺激に対する転

写レベルでの応答性が希薄なこと を考慮す

ると、高等植物の情報伝達系ではこのタイプ

のGタンパクは特異性の低いmediatorあるい

は amplifier として機能しており、標的となる

エフェクターや最終的な細胞内イベントを

決定する役割を担っているのは、カスケード

下流にある monomer 型 G タンパクやキナー

ゼ類などである可能性が示唆された。 
また、ニンジンからクローニングした二つ

の ARF 遺伝子について同様に解析をおこな

ったところ、一方は低温、糸状菌菌糸壁、エ

チレンなどの刺激に対して反応しないが、も

う一方はエチレンに特異的に応答すること

が明らかとなった。これらのことより、本研

究でクローニングした2種類のARF遺伝子の

ひとつは constitutive に発現しているものの、

もう一方の遺伝子はエチレンに特異的に反

応し、両者が異なった役割を果たしているこ

とが示唆された。 

 
続いて様々な外部刺激に対する Sdrac-1、

Sdrac-2の発現変化をRT-PCRによって解析し

たところ、どちらの遺伝子も methyl jasmonate 
(MJ) やエチレン刺激 (2-CEPA) に対して顕

著な転写活性の増加が見られたのに対し、Ca
イオノフォア A23187 処理には応答しないこ

とが示された(図１)。これらの結果から、S. 
dulcis の細胞内伝達カスケードの中で Sdrac-1、
Sdrac-2 がコードする Rac/Rop 型 GTPase は、

プライマリーな外部刺激物質の受容と二次

メッセンジャーである Ca レベルの上昇との

間にある何らかの細胞内プロセスにおいて

転写活性の上昇を伴って機能している可能

性が示唆された。 
(4) 組み換え植物の作成とその諸性質 

本研究でクローニングした 2 種類の ARF
遺伝子のうち、エチレンに応答するものにつ

いてこれをカリフラワーモザイクウィルス

由来の 35S プロモーターの下流に配置し、根

形成活性を有する rol cluster とともに共発現

させることによって形質転換体を毛状根と

して得ることを試みた。発現ベクターとして

pBCR82にARF遺伝子を導入したものを構築

し、コントロール用の空ベクターとしては

pBCR90 を用いることとした。これらを

electroporation によって市販の Agrobacterium 
tumefaciens に導入した。ホスト植物としては

Atropa belladonna を選び、無菌発芽させた葉

組織に A. tumefaciens を感染させた。得られた

毛状根を cephotaxime 含有培地で継代培養し

て除菌を行ない、Murashige-Skoog 液体培地中

へ移行した(図 2)。安定して継代培養が可能に

なったところで、ARF 遺伝子の過剰発現によ 
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図3．ベラドンナ形質転換体でのARF遺伝子

の発現とタンパクの生成 

ARF 
gene 

図1. RT-PCRによるSdrac1, Sdrac-2
の発現解析 



る形質転換体の生化学的、細胞生物学的変化

を比較・検討した。 
空ベクターを導入して毛状根形成を誘導し

たものと ARF 遺伝子を導入したものについ

てそれぞれ 2 種類ずつ cell line を確立し、

RT-PCR による ARF 遺伝子の発現を確認した

うえで市販の ARF 抗体による Western blot 解
析を行なった。その結果、pBCR82-ARF で形

質転換を行なったものに選択的に ARF 遺伝

子の発現とそのタンパクの生成・蓄積が検出

された(図 3)。次いで、これらの培養の細胞外

タンパク量の変化をBradford法によって経時

的に測定したところ、pBCR82-ARF を導入し

た形質転換体において、細胞外へのタンパク

分泌活性が著しく上昇していることが確認

された(図 4)。 

 
 
近年、微生物や昆虫細胞などへの外来遺伝

子の導入によっては充分な生産量が確保で

きないサイトカインやワクチンあるいは抗

原タンパクなどを、高等植物細胞を利用して

生産させる試みが広く行なわれている。今回

の研究では、ARF タンパクをコードする 600 
bp 程度の遺伝子を発現ベクター中に挿入し

目的遺伝子と共発現させ毛状根の cell line を

作成することによって、目的遺伝子の

translate を効率よく培地中に分泌させうる可

能性が示唆された。本研究によって、高等植

物細胞を外来タンパク生産のチャンバーと

して利用する際に目的物質の回収性を向上

させるための一つの方法論が示されたと考

えられる。 
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