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研究成果の概要（和文）：本研究では、高等植物での有効性がすでに報告されている各種プロモ
ーターを用いて、各種草本系および木本系植物から得た単細胞（プロトプラスト）でのレポー
ター遺伝子の発現を比較評価する実験系を構築する事により、各植物種と各プロモーター活性
の対応を明らかにすることを目指した。本研究では、既にプロトプラスト単離条件を明らかに
した草本・木本植物 7種類に加えて、新たに Avicennia 属、Sonneratia 属の 4種のマングロー
ブ樹木についてプロトプラスト単離条件を明らかにした。また、カラマツおよびロッカクヒル
ギのプロトプラストへの一過的遺伝子導入における改変型 35S（El2Ω）プロモーターやトウモ
ロコシ・ユビキチンプロモーターの有効性を明らかにした。既存プロモーターの転写誘導活性
の評価を行うため、qRT-PCR を用いた評価システムの構築を行った。さらに、高発現プロモー
ターを用いた細胞内小器官を可視化するベクターの構築を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： The transient expression of GFP gene, which regulated by known 
constitutive promoter in plant, was examined with protoplasts in order to compare the 
promoter activity in each of protoplast derived from several plant tissues. It was aimed 
to clarify the efficient promoter in woody plant transformation. For the electroporation 
study, isolation condition of protoplast was newly clarified in four kinds of mangrove 
including Avicennia and Sonneratia genus in addition to the previously clarified seven 
plants. The protoplast of Larix (conifer) showed strong GFP expression by modified 35S 
(El2Ω) and maize ubiquitin promoter, but not 35S promoter. El2Ω promoter were also 
available for Bruguiera (mangrove). To compare the promoter activity at the mRNA level, 
qRT-PCR-based evaluation system was developed, and the plasmid vector for bio-imaging 
of woody plant was constructed with EL2Ω promoter.    
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１． 研究開始当初の背景 
 植物の形質転換技術はモデル植物におい
て一般的な技術として認知されている。現在、
形質転換植物の多くはカリフラワーモザイ
クウイルス（CaMV）から単離された 35S プロ
モーターを用いて遺伝子発現が行われてい
るが、単子葉植物であるイネを例にとると、
β-グルクロニダーゼ活性を指標としたイネ
における 35Sプロモーターの遺伝子誘導活性
はタバコのそれと比較して 1/100以下と非常
に低い。これは、遺伝子導入のターゲットと
して用いた植物細胞自身の生体活性（遺伝子
発現誘導活性の差）によるものと考えられる。
しかしながら、遺伝子導入には、様々な植物
種や細胞器官に由来する脱分化細胞（カル
ス）をターゲットとするため、常に生体活性
の高い細胞を遺伝子導入に使用し続けるこ
とは困難であり、遺伝子導入条件の最適化に
は強力な遺伝子誘導活性を示すプロモータ
ーの利用が重要と考える。 

また、樹木の形質転換を例にとると、目的
遺伝子の上流に 35S プロモーターを 2つタン
デムにつなげた場合や”35S－目的遺伝子
-nosT”の発現カセットを導入ベクター内に
タンデムに挿入している場合が多く見られ
る。その理由としては、樹木細胞では通常の
35S プロモーターでは目的遺伝子の発現誘導
が低いことが挙げられる。このように、従来
のプロモーターでは目的遺伝子の発現誘導
が低いとされる植物種の形質転換を考える
際には、複数のプロモーターから目的遺伝子
の発現誘導活性の高いものを選抜する必要
がある。 

このような背景から、さまざまな植物種で
強い活性を示すプロモーターの探索とその
活性に関する基礎研究情報の集積が重要で
あると考え本研究に取り組んだ。 

 
 

２． 研究の目的 
本研究では、高等植物での有効性がすでに

報告されている各種プロモーターを用いて、
各種草本系および木本系植物から得た単細
胞（プロトプラスト）でのレポーター遺伝子
の発現を比較評価する実験系を構築する事
により、各植物種と各プロモーター活性の対
応を明らかにすることを目指した。それによ
り、従来の植物プロモーターでは遺伝子発現
誘導活性が低いとされる樹木などの遺伝子
導入系開発を成功へ導くための基礎的知見
を得ることを目的とした。 

 
 

３． 研究の方法 
プロモーター活性評価に用いるエレクト

ロポレーション法には植物の細胞壁を分解
したプロトプラストと呼ばれる単細胞が必

要となる。そこで、プロトプラストを効率的
に回収する事を目的とし 
て、プロトプラスト単離の酵素および浸透圧
条件の検討を行った。条件検討には、24穴の
多穴シャーレを用いてハイスループットに
最適化する方法を利用した。本法により、こ
れまで使用したタバコ、イネ、ポプラ、シラ
カンバ、カンキツ、カラマツ、ロッカクヒル
ギに加えて、新たに Avicennia属、Sonneratia
属を含む 4種の植物からのプロトプラスト単
離条件を検討した。供試植物材料からの無菌
プロトプラスト単離に用いる細胞壁分解酵
素 に は 、 Cellulase Onozuka RS (Yakult 
Co.,Ltd.) 、 Cellulase Onozuka  R-10 
(Yakult Honsha Co.,Ltd.) 、Driselase 20 
(Kyowa Chemical Co.,Ltd.) 、 Pectolyase 
Y-23 （ Kyowa Chemical Co.,Ltd. ） 、
Macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co.,Ltd.)、 
Hemicellulase （ H-2125, Sigma Chemical 
Co.,Ltd.）の 6 種類を組み合わせて、計24 通
りを作成した。すなわち、0.4 M または 0.6 M 
マンニトールに溶解した。酵素液を図１に示
したように作成後、図 1 に示すように 100 μ
l ずつ分注し、最終的に全量 400 μl の酵素
反応液を作成した。浸透圧条件についても酵
素条件の決定後に、24 穴シャーレを用いて検
討した。 

次に、回収したプロトプラストをマンニト
ール溶液で洗浄後、エレクトロポレーション
法による GFP遺伝子導入条件の検討を行った。
GFP 発現の観察は、エレクトロポレーション
後、プロトプラストを 96穴シャーレに移植、
培養後 24 時間のプロトプラストを倒立型蛍
光顕微鏡により観察した。 
 さらに、mRNA の転写に特化してプロモータ
ー活性の比較を行うため、内部標準を用いた
プロモーター評価系の構築を目指した。すな
わち、内部標準となるプロモーター制御下に
GFP を連結し、評価対象のプロモーターの制
御下で RFPを発現するベクターの構築に取り
組んだ。また、これらベクターをプロトプラ



 

 

ストへ共導入し、mRNA 量の定量的 RT-PCR に
よりプロモーター強度を比較する実験系の
構築を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）各種高等植物からのプロトプラスト単

離条の検討 
エレクトロポレーションに供試するプロト

プラストを単離するために、既報のタバコ、
イネ、ポプラ、シラカンバ、カンキツ、カラ
マツ、ロッカクヒルギに加えて、新たに検討
したマングローブ樹木を含む（Avicennia属、
Sonneratia属を含む4種）のプロトプラスト化
の条件について明らかにし、学会発表した（学
会発表①、②）。 

 
（２）樹木プロトプラストを利用した一過的

GFP遺伝子発現系による遺伝子導入 
 これまで、タバコBY-2、イネ、ポプラでの
CaMV35Sプロモーター制御下でのGFP遺伝子発
現の報告がなされているが、カラマツ不定胚
形成細胞由来のプロトプラストでの35Sプロ
モーターの遺伝子発現誘導活性は非常に低く、
蛍光顕微鏡下での検出が困難であった。そこ
で、改変型35SプロモーターであるEl2Ωプロ
モーターおよびトウモロコシ由来ユビキチン
プロモーター制御下にGFP遺伝子を連結した
ベクターを構築し、エレクトロポレーション
法（図2）によりプロトプラストへ一過的遺伝
子導入した。 

  
その結果、通常の35Sプロモーターを用いた

場合では自家蛍光によりGFP蛍光の検出が困
難であったが、El2Ωプロモーターおよびトウ
モロコシ・ユビキチンプロモーターを用いた
場合ではGFP蛍光が明瞭に観察された（図3）。
これより、針葉樹の形質転換における高発現
プロモーターの有効性が示された。 

 
 さらに、マングローブ樹木の一種であるロ
ッカクヒルギプロトプラストへのGFP遺伝子
導入についても新たに検討した。ロッカクヒ
ルギへのエレクトロポレーションにおいては、
プロトプラスト5ｘ105個当たり60μgのプラ
スミドDNA（El2Ωプロモーター制御下でGFP
を発現）を使用し、2mm幅の平行電極を用いた
際、2.0kV/cm, 99 μsでGFP発現が蛍光顕微鏡
下で観察された。以上の結果より、樹木プロ
トプラストでの遺伝子発現の効率化に対して、
高効率プロモーターの利用が有効であること
が明らかにし、学会発表した（学会発表③）。 
 
 
（３）qRT-PCRを用いたプロモーター評価系の

構築 
先の実験により、高効率プロモーターの樹

木形質転換への有効性が示された。しかしな
がら、GFPを用いたプロモーター活性評価には
課題点も残る。具体的には、GFPの半減期が長
いため、観察される蛍光はタンパク質翻訳量
の積算値となるため、実際のGFP mRNAの転写
量を測定していない点である。この問題を克
服するために、mRNAの転写に特化してプロモ
ーター活性の比較を行う実験系の構築に取り
組んだ。すなわち、内部標準となるプロモー
ター制御下にGFPを連結し、評価対象のプロモ
ーターの制御下でRFPを発現するベクターの
構築に取り組んだ。この発現評価ベクターは、
単一のベクター内にGFPとRFPを共存させたも
のと、別々のベクターに分けたものを作成し
た。本ベクターの有効性について、現在検討
を行っている。 
当初目標とした草本系・木本系プロトプラ

ストにおける遺伝子発現効率の相対比較は、
今回作製したベクターを用いることで可能に
なると考えられる。本研究については、今後
の課題として進める予定である。 
 
（４）高発現プロモーターを利用した樹木細

胞内小器官の可視化に関する検討 
 樹木細胞においてアクチンおよびチュー
ブリンなどの細胞内構造物やミトコンドリ
アや色素体などの細胞内小器官を非破壊的
に観察する実験系の構築を目指し、細胞内小
器官可視化ベクターの構築に取り組んだ。す
でに、35S プロモーター制御下におけるミト
コンドリア、アクチン、チューブリン可視化
ベクターの構築は終了し、タバコ BY-2 での
導入確認は終了している。本研究において有
効性の認められた El2Ωプロモーターを用い
て可視化ベクターの構築は進めたが、樹木細
胞での遺伝子導入と局在性の確認には至ら
なかった。本目的の技術的な問題点は全てク
リアされており、今後の検証実験もスムーズ
に実施できると考えている。 
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