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研究成果の概要（和文）：植物体生育後、タンパク質性医薬品等の有用物質生産を開始する ｢光スイッチ｣ を開発した
。加えて、｢乾燥スイッチ｣ も開発も試みた。シロイヌナズナ葉緑体ゲノムにコードされるPSI反応中心タンパク質遺伝
子 (psaA) の選択的転写抑制を活用した。｢光スイッチ｣ としての最適光波長は、700 nmであることを見いだした。Chr
oma-Glo Luciferase (Promega) のCBRluc (赤色) とCBG68luc (緑色) をレポーター遺伝子として用い、一過性発現に
よるアッセイ系を構築した。これにより、転写抑制を遺伝子発現促進に置き換えるRNAiの活用を評価した。

研究成果の概要（英文）：Costs for production of therapeutic proteins in animal cells decline down to 
1/100 when they are made in plants. However, such exogenous proteins frequently interfere with the growth 
of plants. Therefore, "light-switch" for turning on the expression of foreign genes is needed after 
plants have grown. “Drought-switch” was also tried to develop. The selectable suppression of 
transcription of psaA, Arabidopsis chloroplast genome-encoded gene for photosystem (PS) I reaction center 
protein, was applied to establishment of "light-switch". The optimal light wavelength was determined at 
700 nm. Reporter genes, CBRluc for red color luminescence and CBG68luc for green one as provided as 
Chroma-Glo Luciferase (Promega) were employed. An evaluation protocol on the basis of transient 
expression was established. A system for turning on the gene expression by light exposure was designed 
with RNAi, as the psaA regulation was negative.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 本研究代表者が見いだした葉緑体遺伝子
発現の ｢光｣ 制御は、選択的に光化学系 (PS) 
I 反応中心タンパク質遺伝子 (psaA) を支配
下に置くものである (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 107, 10760-10764, 2010)。昨年、米国農
務省 (USDA) は、植物由来のみの遺伝子で作
製された除草剤耐性遺伝子組換えシバを遺
伝子組換え規制外とする判断を下した 
(Nature, 475, 265-266, 2011; Nature, 475, 
274-275, 2011)。これに先立ち、本研究代表者
は、すべて植物由来の遺伝子を用い、フラボ
ノイド類含量が約３倍に増大したシロイヌ
ナ ズ ナ を 作 製 し た  (Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 73, 936-938, 2009)。また，本課題研
究に必要な技術として、植物由来の葉緑体形
質転換維持マーカーを確立した  (Plant 
Physiol., 147, 1976-1983, 2008)。さらに、植物
機能性成分増強のための発光ダイオード 
(LED) 照 射 技 術 を 開 発 し た  ( 特 願
2007-087278, 特 願 2008-089093, 特 願
2008-089111)。この照射技術も本 ｢光スイッ
チ｣ において活用された。 
 
２．研究の目的	
 
	
 医療目的の高付加価値タンパク質あるい
は代謝産物は、植物体に産生させることによ
り、培養や化学合成に比べ大幅にコストを削
減できる。しかしながら、この種のタンパク
質あるいは代謝産物は、植物にとって異物で
あり、植物の生育を阻害することが少なくな
い。したがって、植物体の生育後に、これら
外来遺伝子の発現を誘導し、目的物を生産す
る植物工学の開発が望まれる。そこで、(1) 
｢光｣ による外来遺伝子の発現誘導に着目す
る。本研究代表者は、光を感知した葉緑体遺
伝子発現の制御系を見いだしている (Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 107, 10760-10764, 2010)。
一方、通常の栽培植物では、(2) 葉緑体ゲノ
ム上の遺伝子は花粉に取り込まれず、したが
って、外来遺伝子の生態系への拡散を回避で
きる。さらに、(3) 葉緑体は物質蓄積に適し
た細胞内小器官である。本研究代表者は、葉
緑体形質転換系を開発している  (Plant 
Physiol., 147, 1976-1983, 2008)。これらの実績
を活用し、植物遺伝子発現の葉緑体 ｢光スイ
ッチ｣ 系を樹立する。 
 
３．研究の方法	
 
(1) 植物材料：シロイヌナズナ (Arabidopsis 
thaliana) Columbia (Col-0) を用いた。シロイ
ヌナズナ遺伝子欠失変異系統 (knockout, KO)
は、 Arabidopsis Biological Resource Center 
(ABRC) から入手した。ホウレンソウ 
(Spinacia oleracea) を実験に供した。 
 
(2) 電子伝達系阻害剤処理：電子伝達系阻害
剤 3-(3’,4’-dichlorophenyl)-1,1’-dimethyl urea 
(DCMU) あるいは 2,5-dibromo-3-methyl-6- 
isopropyl-p-benzoquinone (DBMIB) への暴露

下、また 700 nm の波長特性を有する発光ダ
イオード (LED) の照射下における psaA転写
産物の変動を定量した。 
 
(3) DNAコンストラクトの作製：葉緑体形質
転換ベクター pLD26 の PpsbA の制御下にレ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 Chroma-Glo Luciferase 
(Promega) の CBRluc (赤色発光) あるいは
CBG68luc (緑色発光) を In-Fusion HD Cloning 
Kit (Clontech) によりそれぞれ連結した。 
 
(4) パーティクルガン：DNAコンストラクト
を Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery 
System (Bio-Rad) により葉緑体内に導入後、
ルシフェラーゼ･アッセイに供した。 
 
(5) アクティベーション･タギング遺伝子探
索法：アクティベーション･タギング法（ゲ
ノムDNAにエンハンサーを含んだ T-DNAを
ランダムに挿入し、エンハンサー近傍の遺伝
子を活性化させた変異体を作製する方法）を
用いて、形質転換カルスを作出した。その中
から、200 mM (海水の約半分の濃度）の培地
でも生育可能な形質転換カルスを選抜した。
得られた耐塩性カルスから DNA を抽出し、
導入された T-DNA のコピー数をサザン解析
によって、さらに、その導入部位を TAIL 
(thermal asymmetric interlaced)-PCR によって
調べた。また、その近傍にある遺伝子をデー
タベースで検索した。 
 
４．研究成果	
 
(1) ｢光スイッチ｣ としての最適光波長の特
定：PS I - PS II差スペクトルから推定される
効果が見込める波長のうち、700-nm光が最適
であることが判明した (図１)。 
 
(2) 700-nm光制御遺伝子プロモーター PpsaA 
(PS I 反応中心タンパク質遺伝子プロモータ
ー) の作動評価：葉緑体における遺伝子発現
モニター系を開発する目的で、CBRluc (赤色
発光) と CBG68luc (緑色発光) のそれぞれの
酵素タンパク質コード領域を 700-nm 光非制
御遺伝子プロモーター PpsbA (PS II反応中心
タンパク質遺伝子プロモーター) の制御下に
置いた。これらの遺伝子 DNA には、大腸菌
中で高頻度に欠失が生じたため、経代を最小
限に留めると共に低温で培養した。PpsaA の
発現の 700-nm光制御は ｢抑制｣ に働くため、
CBG68luc のアンチセンス DNA を PpsaA の
制御下に置くコンストラクトを完全化学合
成した。これらのコンストラクトをパーティ
クルガンで植物葉に打ち込み、700-nm光照射
による遺伝子発現を評価した (図２)。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１	
 ｢光スイッチ｣ に適した光波長 
	
 発芽 10 日目のシロイヌナズナ実生を各種
波長の LED光 (80 µmol m-2 s-1) にて 2日間照
射した。 
縦軸: 転写産物量 
psaA: PS I反応中心タンパク質遺伝子 
psbA: PS II反応中心タンパク質遺伝子 
psbA/psaA: 大ほど最適 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２	
 ｢光スイッチ｣ の実験デザイン 
	
 白色光下では、CBG68luc の発現はアンチ
センス-CBG68luc RNA により抑制されてい
る。これが 700-nm光下では解除される。 
 
(2) ｢光スイッチ｣ に介在する機構の解明：光
化学系レドックス環境に影響を与えると考
えられる機能タンパク質として、 state 
transition 7 (STN7)、proton gradient regulation 5 
(PRG5)、および chloroplast sensor kinase (CSK) 
に注目し、これらの KOあるいは突然変異系
統を実験に供した。阻害剤処理や 700-nm LED
照射によりプラストキノン (PQ) の酸化還元
電位を変化させた際の psaA 転写産物を定量
した。その結果、本制御への CSKの関与が明
らかになった (図３)。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 
	
 σ 因子 SIG1 のリン酸化を介した葉緑体遺
伝子の選択的発現制御 (模式図) 
 
(4) ｢乾燥スイッチ｣ の開発： 700-nm光と同
様に、乾燥ストレスは圃場における適用が簡
便である。植物にとって乾燥ストレスは、水
を吸収しにくいという観点において塩スト
レスと類似する。シロイヌナズナを用い網羅
的なアクティベーション･タギング遺伝子探
索法を構築し、これを塩応答機構に介在する
遺伝子の同定に活用した。62,000の形質転換
カルスから、150 mM NaClに対して耐性を示
す 18の salt tolerant callus (stc) 変異候補系統
を得た。ゲノム中での T-DNA 挿入位置を決
定するために、TAIL-PCR (thermal asymmetric 
interlaced-PCR) 法を行った (図４)。stc1変異
系統については、ミオ-イノシトール-1-P-生成
酵素遺伝子  (MIPS1, At4g39800) の近傍に
T-DNAが挿入されていた。含塩カルス誘導培
地 (CIM) における stc1変異系統 MIPS1遺伝
子の発現は、野生系統に対して 260倍であっ
た。これらの知見を｢乾燥スイッチ｣ に応用
する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４	
 アクティベーション･タギング遺伝子
探索法により見いだした stc 遺伝子群の遺伝
子座 
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