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研究成果の概要（和文）：本研究では、メチル水銀、カドミウム等の重金属を植物に高蓄積させ

るための新規バイオエンジニアリングを施すことにより、汚染地域の浄化と重金属のリサイクル

を目指した次世代型低負荷環境修復技術を確立することを目的とした。細菌由来のMerCは無機
水銀・カドミウムのトランスポーター、MerEおよびMerFはメチル水銀・無機水銀のトランスポ
ーターである。また、シロイヌナズナ由来のSNAREファミリーのAtVAM3は液胞膜に、SYP121
は細胞膜にそれぞれ特異的に局在する一回膜貫通型の膜タンパク質である。本研究では、MerE
を細胞膜へ効率的に輸送させるために、輸送制御タグとしてSYP121を融合したmerE-SYP121融合
遺伝子を作成し、植物ベクターpMAT137に組換え、常法に従いシロイヌナズナに形質転換した
。次に作成した遺伝子組換え植物を用いて、ゲノムPCRにより目的遺伝子のゲノムへの組換え、
RT-PCRにより目的遺伝子の発現をmRNAレベルでそれぞれ確認した。また、各産物が葉におい
て発現していることを免疫染色法にて示した。遺伝子組換え植物体の水銀耐性および蓄積性につ

いて検討した結果、merE遺伝子組換えシロイヌナズナ、merE-SYP121遺伝子組換えシロイヌナズ
ナそれぞれにおいて、メチル水銀耐性は野生株とほぼ同程度であったが、メチル水銀蓄積性は野

生株に比べそれぞれ有意に上昇した。以上の結果より、merEおよびmerE-SYP121遺伝子組換え植
物体はそれぞれ、メチル水銀耐性を低下することなくメチル水銀高蓄積性を示し、メチル水銀浄

化に適していると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：This study evaluated the feasibility of transgenic Arabidopsis engineered 
to express the bacterial heavy metal transporter MerC for the phytoremediation of mercury 
pollution. MerC, MerC-SYP121, or MerC-AtVAM3 proteins were found to be expressed in leaf 
segments of transgenic plants using an anti-MerC antibody immunostaining method. Transgenic 
Arabidopsis plants expressing merC, merC-SYP121, and merC-AtVAM3 were more resistant to 
mercury and accumulated significantly more of this metal compared with wild-type Arabidopsis. 
These results demonstrated that the expression of the bacterial heavy metal transporter MerC can 
promote the transport and accumulation of mercury in transgenic Arabidopsis, which represents a 
method of improving plants for the phytoremediation of mercury pollution. 
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１．	
 研究開始当初の背景 
	
 水銀による環境汚染はブラジル、ロシ

ア、中国など 27ヶ国以上で確認され、ヒ
トへの健康影響が懸念される。わが国は、

メチル水銀による水俣病、カドミウムに

よるイタイイタイ病等の公害を経験した

が、今でも狭い国土に重金属が残留して

おり、微量汚染を含めると汚染地域は 32
万ヶ所あると推定される。2003 年に土壌
対策基本法が施行され、浄化ビジネスの

社会的ニーズは増加しており、有害重金

属の安全かつ有効な除去法の開発は急務

の課題である。 
	
 筆者は重金属のバイオレメディエーシ

ョンの開発を目指し、水銀耐性菌

Pseudomonas K-62 の水銀輸送遺伝子
merT-merPに Klebsiella由来のポリリン酸
キナ－ゼ遺伝子 ppkを組換えた水銀浄化遺
伝子を構築した。本遺伝子組換え微生物

は、廃水中の水銀、カドミウムをポリリ

ン酸のキレート体として菌体内に高蓄積

させ、廃液を浄化した【Kiyono M. et al., 
FEMS Microbiol. Lett. 207:159 (2002); 
Kiyono M. et al., Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 62:274 (2003); Kiyono M. et al., 
J Environ. Biotechnol. 2:95 (2003); 清野正
子他、ファルマシア 39:841 (2003); 清野
正子他、特願 2003-159080 (2003); 研究業
績参照 臨床環境医学 (2005); J Health Sci. 
(2006)】。 
	
 しかし本系は廃水に対して有用である

が、土壌汚染の浄化には利用し難いとい

う技術的な限界があった。そこで筆者は、

重金属蓄積能力を付与したトランスジェ

ニック植物を作出すれば土壌中の重金属

浄化が達成できると考えた。先の ppk 遺
伝子を組換えたタバコは、水銀高蓄積性

及び水銀浄化活性を示した【清野正子他、

特願 2003-282367 (2003); 研究業績参照 
Appl Microbiol Biotechnol. (2006); Biol. 
Pharm. Bull. (2006)】。 
	
 筆者は平成 19-20 年度科研費基盤研究
C の助成により、植物に重金属高蓄積機
能の向上を目指し、MerCを細胞膜や液胞
膜などのターゲット器官にソーティング

するエンジニアを行った。GFP-MerCは植

物培養細胞の小胞体やゴルジ体に局在し

たが、MerC と植物 SNARE, SYP121, 
AtVAM3 の融合により、 GFP–MerC- 
SYP121 が植物細胞膜に、GFP-MerC- 
AtVAM3 が植物液胞膜にそれぞれソーテ
ィングされた。 
 
 

２．研究の目的 
	
 植物における膜タンパク質の細胞内標

的小器官への輸送・装填機構については

現在でも不明な点が多い。しかし近年の

研究によりその詳細が徐々に解明されて

いる。その一例としてシンタキシンファ

ミリーの一つである SYP121 が植物細胞
膜に、AtVAM3 が植物液胞膜にそれぞれ
特異的に局在することが見出された

（Uemura T, et al., Cell Struct Funct. 29, 49, 
2004）。筆者はこれらの分子を細胞内膜輸
送シグナル因子として用いることで、微

生物由来の水銀トランスポーターMerE
を細胞膜及び液胞膜へ標的化できるので

はないかと考えた。 
	
 微生物由来の水銀トランスポーター

MerC と同属に分類される因子としては
MerE, MerF, MerTが存在するが、このう
ちの MerE の局在、機能は不明であった
（Barkay T, et al., FEMS Microbiol Rev. 27, 
355, 2003）。筆者は MerEの機能解析を行
い、無機水銀のみならずメチル水銀を細

胞外から細胞内へ輸送する細胞膜局在型

トランスポーターであることを初めて明

らかにした（Kiyono M, et al., FEBS lett. 
583, 1127-1131, 2009）。原核・真核生物を
問わず、メチル水銀のトランスポーター

はこれまで同定されていなかった。本

MerEを新たに利用することは、メチル水
銀のファイトレメディエーションの起爆

剤になると考えた。 
	
 本研究では、MerEおよび SNAREを用
いて、メチル水銀、カドミウム等の重金

属を植物に高蓄積させるための新規バイ

オエンジニアリングを施すことにより、

汚染地域の浄化と重金属のリサイクルを

目指した次世代型低負荷環境修復技術を

確立することを目的とした。 



 

 

 
 
３．研究の方法 
	
 微生物由来の重金属トランスポーター 
(MerE, MerF) と細胞膜輸送シグナル因子 
(SYP121, AtVAM3) を融合発現させたト
ランスジェニックシロイヌナズナを常法

に従い作出した。トランスジェニックシ

ロイヌナズナのゲノムへの標的遺伝子の

組換えはゲノム PCR 法により確認した。
また、植物体での各融合トランスポータ

ーの mRNAの発現は RT-PCRにより、標
的蛋白質は Western Blot によりそれぞれ
検出した。 
	
 目的遺伝子の植物ゲノムへの組換え：	
 

標的融合タンパク質をコードする遺伝子 
(MerE-SYP121, MerE-AtVAM3, 
MerF-SYP121, MerF-AtVAM3)をそれぞれ
植物ベクターpMAT137 へ遺伝子組換え
た。融合タンパク質をコードする遺伝子

を組換えたバイナリーベクターを常法に

従ってアグロバクテリウムへ形質導入し、

さらにシロイヌナズナへ感染させた。遺

伝子組換えシロイヌナズナは抗生物質耐

性を利用して選抜し、T1, T2, T3種子を採

取した。T3 種子から育成した植物（葉）

ゲノム中に各融合タンパク質をコードす

る遺伝子が挿入されていることはゲノム

PCR 法及びサザンブロット法により確認
した。 
	
 融合タンパク質の植物内での発現：	
 

作出した植物（葉）から totalRNAを調製
し、RT-PCR法により融合遺伝子のmRNA
の発現を調べる。融合タンパク質の発現

は、各トランスポーターをカイコの発現

系大量生産および精製し、これを抗原と

してポリクローナル抗体を作製し、作出

した植物（葉）から粗タンパク質抽出液

を調製し、Western Blot法に従って検討し
た。 
	
 トランスジェニック植物の重金属耐性

および浄化活性の評価：	
 作出した植物

のメチル水銀、無機水銀、カドミウム等

の重金属耐性を調べた。重金属浄化能は

液体培地中に残存する重金属量および植

物内に蓄積した重金属量をそれぞれ定量

することで評価した。 
 
 

４．研究成果	
 

	
 平成２１年度は、微生物由来の重金属

トランスポーター (MerE, MerF) と細胞
膜輸送シグナル因子 (SYP121, AtVAM3) 
と融合発現させたトランスジェニックシ

ロイヌナズナを作出した。トランスジェ

ニックシロイヌナズナのゲノムへの標的

遺伝子の組換えはゲノム PCR法により確
認した。また、植物体での各融合トラン

スポーターの発現は RT-PCR により標的
mRNA を、ウエスタンブロッティングに
より標的蛋白質をそれぞれ検出した。 
	
 平成２２~２３年度は、平成２１年度に
選抜したトランスジェニックシロイヌナ

ズナにおいて、標的トランスポーターが

細胞膜及び液胞膜に発現すること、また、

液胞内に重金属が蓄積することを証明し

た。トランスジェニック植物の重金属吸

収・蓄積量が、非組換え植物に比べて、

有意に上昇するとともに、その結果とし

て、液体培地中あるいは土壌中に残存す

る重金属量が減少し、重金属浄化への利

用性を明らかにした。 
	
 遺伝子組換え植物体の水銀耐性および

蓄積性について検討した結果、merE遺伝
子組換えシロイヌナズナ、merE-SYP121
遺伝子組換えシロイヌナズナそれぞれに

おいて、メチル水銀耐性は野生株とほぼ

同程度であったが、メチル水銀蓄積性は

野生株に比べそれぞれ有意に上昇した。

以 上 の 結 果 よ り 、 merE お よ び

merE-SYP121 遺伝子組換え植物体はそれ
ぞれ、メチル水銀耐性を低下することな

くメチル水銀高蓄積性を示し、メチル水

銀浄化に適していると考えられた。 
	
 ファイトレメディエーション技術の開

発においては、現在さまざまな取り組み

がなされているが、本研究の輸送制御マ

ーカーとして SNARE 分子を用い、MerE
に融合させたタンパク質をエンジニアリ

ングすることによって、重金属高蓄積植

物を作出するという今回の試みは新規の

ものである。本研究により得られた知見

が、より効率的な水銀浄化のためのファ

イトレメディエーションの開発に繋がる

と考えている。将来的には、重金属汚染

土壌の浄化に適用され、環境修復に貢献

する技術として実用化されることを期待

する。 
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