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研究成果の概要（和文）： 

 パラゴムノキのラテックスより生産される天然ゴムは、合成ゴムでは未だに到達できない優
れた物性を示しタイヤ等のゴム工業製品に不可欠な天然材料である。遺伝子工学的手法による
天然ゴム生合成能の増強のためには、ラテックス内遺伝子発現システムの構築が必須である。
本研究では、ラテックス特異的高発現遺伝子の発現調節に関わるプロモーター領域の遺伝子配
列を単離するとともに、ラテックス特異的に発現する転写調節因子タンパク質を単離すること
に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Natural rubber obtained from latex in Hevea brasiliensis has the excellent physical 

properties, especially required for tire manufacturing. To meet the continuously increasing 

demand for natural rubber, metabolic engineering of H. brasiliensis is required to improve 

natural rubber production, achieved by a latex-specific overexpression of genes involved in 

the natural rubber biosynthesis. In this study, we have succeeded in discovering of 

latex-specific genes and cloning of 5’-upstream regions of these latex specific genes. 

Furthermore, we also identified several latex-specific transcription factors, expected to 

participate in the regulation of the latex-specific gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

  現在、産業的に生産されている天然ゴム
の大部分は、熱帯地域で栽培されるパラゴム
ノキ（Hevea brasiliensis）のラテックスか

ら生産されている。ラテックスは、樹皮付近
の乳管細胞と呼ばれる細胞に由来する細胞
質成分であり、パラゴムノキラテックスには
約 30％の天然ゴムが含まれる。天然ゴムは、
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タイヤをはじめとするゴム工業製品に不可
欠な天然材料である。天然ゴムの需要が年々
伸び続けている一方で、その生産は熱帯諸国
のプランテーションによる伝統的農法に依
存しているのが現状であるため、遺伝子工学
的手法を用いた天然ゴム生合成能の増強が
期待されている。これを達成するためには、
(A)天然ゴム生合成酵素の解明と、(B)ラテッ
クス内における効率的な遺伝子発現制御系
の開発が必須である。 

 上記(A)に関して申請者らは、世界に先駆け、
天然ゴムの炭素骨格生合成における鍵酵素
であるシス型プレニル鎖延長酵素 HRT2 を
同定することに成功した。天然ゴムは、イソ
ペンテニル二リン酸（IPP）の重合体を基本
骨格とするイソプレノイドの一種であるが、
パラゴムノキラテックスの遠心分離画分を
用いた in vitro の反応系に HRT2 を加えたと
ころ、IPP を基質として天然ゴムに相当する
分子サイズのポリイソプレンが生合成され
た。パラゴムノキにおける HRT2 発現レベル
の増強により天然ゴムの生産性向上が期待
できるが、IPP を基本単位として生合成され
る他のイソプレノイドには、カロテノイド、
クロロフィル、植物ホルモンなど、植物の生
理応答に重要な役割を担うものが多いため、
HRT2の全身的過剰発現は植物の生育に悪影
響を及ぼす可能性が高い。そこで上記 (B)の
開発が重要となるが、これまでにラテックス
特異的な遺伝子発現制御機構の解明に成功
した例はなかった。そこで申請者らは、まず、
ラテックスという特殊な環境下における遺
伝子発現を俯瞰するため、パラゴムノキのラ
テックス中で発現する約 5,000 遺伝子を網羅
的に解析し EST 化した。興味深いことに、
ラテックス発現遺伝子には大きな偏りがみ
られ、Rubber Elongation Factor (REF)や
Small Rubber Particle Protein (SRPP)（い
ずれも機能未知）などの重複数の多い 10 種
の遺伝子で、全解析遺伝子の約 30％を占める
ことがわかった。また、REF の発現レベルは
HRT2 に比べ約 80 倍高いことも明らかとな
った。以上の研究より申請者は、ラテックス
内における高発現が予想される遺伝子群の
発現組織特異性を詳細に解析し、それらの遺
伝子のプロモーター領域より発現制御に関
与するシス配列を同定することで、HRT2 な
どの天然ゴム生合成関連遺伝子をラテック
ス特異的に高発現させるシステムを構築で
きると考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題においては、パラゴムノキのラ
テックス特異的な遺伝子発現制御機構の解
明と、それを用いた発現システム構築を目的
とし、大きく分けて以下の 3 項目について明
らかにすることを目指す； 

（1）ラテックス特異的高発現遺伝子の同定 

（2）ラテックス特異的高発現遺伝子のプロ
モーター領域の単離 

（3）ラテックス特異的発現に関与する転写
調節タンパク質の同定 

 

３．研究の方法 

(1) ラテックス特異的高発現遺伝子の同定 
 パラゴムノキ EST解析において、特に重複
数の多かった 10種の遺伝子をラテックス内
高発現遺伝子の候補とする。これらの実際の
発現レベル及び組織別発現特異性を明らか
にするため、パラゴムノキの各組織における
各遺伝子の発現量を Real-Time PCR 法により
解析し、その発現パターンを比較する。 
(2) -① ラテックス特異的高発現遺伝子の 5’
上流配列の単離 
 計画(1)で絞り込んだ遺伝子群の 5’上流領
域を、パラゴムノキのゲノムを鋳型にした
DNA-Walking 法または Inverse-PCR法により
増幅し、その配列を解析する。 
(2)-② ラテックス特異的高発現に関与する
シス配列候補の探索 
 計画(2)-1 で同定されたラテックス特異的
高発現遺伝子群の 5’上流配列に共通に見出
される配列モチーフを、オンライン予測アル
ゴリズムで検索する。 
(2)-③ シス配列候補のレポーターアッセイ 
 計画(2)-②で絞り込まれた配列モチーフ
候補に対し、実際の遺伝子発現制御機構に対
する関与を明らかにするため、β-グルクロ
ニダーゼ遺伝子（GUS）を用いたレポーター
アッセイを行う。ラテックスが乳管細胞に由
来する細胞内成分であり、実際にラテックス
から RNA が調製可能であることから、ラテッ
クスには基本的な転写のコンポーネントが
含まれている。従って、ラテックスを用いた
簡便な一過的遺伝子発現系を構築可能であ
る。具体的には、新鮮ラテックスより天然ゴ
ムなどを除いた遠心分離画分に、GUS遺伝子
を連結させた候補遺伝子の 5’上流領域配列
を加え、レポーターの強度からその転写調節
活性を測定する。連結させる 5’上流領域配
列は、シス配列候補などを欠損あるいは塩基
置換させたシリーズを作製し、転写活性に重
要な配列を絞り込む。 
(3) シス配列に結合する転写調節タンパク
質の単離 
 ラテックスの mRNAより酵母 One-hybrid 
Screening 用のライブラリーを作製し、計画
(2)-③で同定されたシス配列に結合し得る
転写調節タンパク質を探索する。また、ラテ
ックス EST解析において単離された転写調節
タンパク質候補の発現パターンを計画(1)と
同様に解析し、ラテックス特異的な発現パタ
ーンを示すものを探索するとともに、計画
(2)-2 で予測された、配列モチーフと結合が



 

 

予想される転写調節タンパク質のファミリ
ーとの関連から、解析候補を絞り込む。この
転写調節タンパク質候補と配列モチーフと
の相互作用を酵母 One-hybrid System で解析
する。 
 
４．研究成果 
(1) ラテックス特異的高発現遺伝子の同定 
 ラテックスで組織特異的に高発現してい
る遺伝子を同定するために、EST 数が多い
Unigene配列上位 5 種類に（Rubber Elongation 

Factor (REF)、Small Rubber Particle Protein 

(SRPP) 、 Protease Inhibitor Protein (PI) 、
Unknown Protein 1 (UP1)、Unknown Protein 2 

(UP2)について、パラゴムノキのラテックス、
葉、茎（葉柄）における発現レベルを定量 PCR
法により解析した。その結果、いずれの遺伝
子も、ラテックスにおける発現レベルが、葉
における発現レベルと比べて 100～2000 倍、
茎（葉柄）における発現レベルと比べて 10
～80 倍高いことが明らかとなった（図 1）。
したがって、これらの遺伝子をラテックス特
異的高発現遺伝子とした。また、天然ゴムの
基本骨格生合成に関与することが推定され
ている 2種類のシス型プレニル鎖延長酵素遺
伝子 HRT1、HRT2 についても同様に組織別の
発現レベルを調べた。その結果、いずれの遺
伝子もラテックス特異的に高発現している
ことが明らかとなった。特に、HRT1 はラテ

ックス以外の組織での発現が確認されなか
った。ラテックス特異的高発現遺伝子と
HRT1、HRT2 のラテックスにおける発現レベ
ルを比較した結果、ラテックス特異的高発現
遺伝子の方が高発現している(REF について
は約 80倍)ことがわかった。したがって、REF
に代表されるラテックス特異的高発現遺伝
子のプロモーターの制御下で HRT1や HRT2を
過剰発現させることで、ラテックス特異的な
天然ゴム生合成反応の増強が期待できる。 
(2) -① ラテックス特異的高発現遺伝子の 5’
上流配列の単離 
 ラテックス特異的な遺伝子高発現を実現
するプロモーターとして利用するために、
REF、SRPP、PI、HRT1 のプロモーター領域を
Inverse-PCRにより単離した。REFは 3292 bp、
SRPPは 2129 bp、PIは 924 bp、HRT1は 1087 
bp のプロモーター領域（翻訳開始点より 5’
側の領域をプロモーター領域と定義）を取得
することができた。 
(2)-② ラテックス特異的高発現に関与する
シス配列候補の探索 
 4 種類のプロモーター領域に共通して存在
する配列を探索したところ、エチレンに制御
される遺伝子発現、アブシジン酸に制御され
る遺伝子発現、病原菌感染に応答した遺伝子
発現などに関連する既知の cis-elementと配
列類似性が高い複数のモチーフが見出され
た。さらに、ラテックスにおける発現レベル
が特に高い REF・SRPP・PIの 3種類の遺伝子
のプロモーター領域のみに共通して存在す
るモチーフとして、維管束組織特異的な遺伝
子発現、ジャスモン酸に制御される遺伝子発
現、オーキシンに制御される遺伝子発現、細
胞内スクロース濃度に制御される遺伝子発
現などに関連する既知 cis-elementと配列類
似性が高いものが見出された。 
(2)-③ シス配列候補のレポーターアッセイ 
 H. brasiliensis のラテックスを採取し，
遠心分画することで得られた C-serumを回収
し， REF，PI のプロモーター領域を GUSに連
結したコンストラクトを加えることで in 
vitro 転写・翻訳反応を行った。その後、遠
心分離を行うことでゴム画分および沈殿画
分を分離した後，可溶性画分を 4-メチルウン
ベリフェリル-β-D-グルクロニド（4-MUG）
を基質としたβ-グルクロニダーゼアッセイ
に供し、生成した 4-MU の蛍光を蛍光分光器
により検出した。その結果，いずれのサンプ
ルにおいてもポジティブコントロールとネ
ガティブコントロールで有意な GUS活性の差
を検出することができなかったため、本手法
においては更なる条件検討が必要であるこ
とが分かった。 
(3) シス配列に結合する転写調節タンパク
質の単離 
 計画(2)-③において有効なアッセイ方法図 1 ラテックス高発現遺伝子の組織別発現

レベル 



 

 

が確立出来なかったため、EST に含まれる転
写因子候補の組織別発現特性を解析した。そ
の結果、EST において重複して単離された転
写因子候補のいずれもラテックスにおける
発現レベルがほかの組織における発現レベ
ルよりも高いことが明らかとなった。特に、
シロイヌナズナの MYB 型転写因子である
AtMYB17 と配列類似性が高い遺伝子は高いラ
テックス特異性を示した｡ラテックス特異的
遺伝子群のプロモーターのモチーフ解析で
見出されたものの中には、MYB 型転写因子が
結合して維管束組織特異的な遺伝子発現を
制御するシスエレメントと配列類似性の高
いモチーフが存在することから、AtMYB17 相
同タンパク質がラテックス特異的な遺伝子
発現を制御する転写因子として機能してい
る可能性が考えられる。 
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