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研究成果の概要（和文）：ワクチン抗原などの有用タンパク質の遺伝子を植物に後天的に導入し，一過的に発現
させる一過性遺伝子発現法は，迅速かつ安価に大量の有用タンパク質を生産できる方法として注目されている。
本研究では，一過性遺伝子発現法における葉の光合成ガス交換特性を詳細に解析するとともに，葉内有用タンパ
ク質含量の変動を非破壊・非接触でモニタリングする手法を開発することを目的とした。当初想定していたクロ
ロフィル蛍光パラメータを利用する方法では，定量的なモニタリングを可能とする条件を見出すことはできなか
った。他方，葉温の経日変化を計測することで，栽培気温によらず，葉の有用タンパク質含量が最大となる日を
推定しうることを示した。

研究成果の概要（英文）：Transient gene expression technology, in which a gene encoding high-value 
protein such as vaccine antigen is introduced into mature plants for transient expression, is 
attracting interest as a rapid mass production platform for biopharmaceutical proteins. In this 
study, we aimed at analyzing photosynthetic gas exchange characteristics in leaves and developing a 
technique for monitoring non-destructively changes in the target protein accumulation level in 
leaves. We could not find appropriate conditions for chlorophyll fluorescence measurements that 
enable quantitative monitoring. However, it was shown that, by measuring leaf temperature 
continuously, days post gene introduction at which time the amount of target protein reaches its 
maximum level can be estimated, irrespective of air temperature during plant growth. 

研究分野： 生物環境工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ワクチンや抗体などの有用タンパク質の

遺伝子を，植物感染性細菌（アグロバクテリ
ウム）や植物ウイルスの遺伝子導入・複製機
能を利用して植物に後天的に導入し，一過的
に発現させる一過性遺伝子発現法は，従来の
鶏卵や培養細胞を用いる方法や，遺伝子組換
え植物を用いる方法と比較して，迅速かつ安
価に大量の有用タンパク質を生産できる方
法として近年注目されている。 
一過性遺伝子発現法のうち，主要な方法の

1 つである magnifection 法（Gleba et al., 2007）
の工程の概略は次のとおりである。1）宿主
植物であるベンサミアナタバコ（Nicotiana 
benthamiana）を播種後 1 か月間程度栽培する。
2）植物体地上部をアグロバクテリウム懸濁
液に浸漬し，減圧・復圧することにより，懸
濁液を葉の細胞間隙に浸潤させ，アグロバク
テリウムを感染させる。3）アグロバクテリ
ウムは，有用タンパク質の遺伝子，および植
物ウイルス由来の RNA 複製酵素の遺伝子を
植物細胞の核内に挿入する。RNA 複製酵素の
作用により，有用タンパク質遺伝子が植物細
胞内で増幅し，有用タンパク質が合成される。 
一般に，magnifection 法における葉バイオ

マスあたり有用タンパク質含量は，遺伝子導
入後増加し，数日から十数日程度で最大値に
達した後，減少する。有用タンパク質含量が
最大となる遺伝子導入後日数は，生産する有
用タンパク質の種類によって異なるとされ
る。また，同じ有用タンパク質であっても，
有用タンパク質含量が最大となる遺伝子導
入後日数は，気温などの栽培環境に影響を受
けることがわかっている。高い有用タンパク
質収量を得るためには，有用タンパク質含量
が最大となるタイミングで収穫すべきこと
を考慮すると，有用タンパク質の種類や栽培
環境によらず，有用タンパク質含量が最大と
なる時期を見積もることが重要である。特に
実用的な観点からは，非破壊・非接触で計測
できることが望ましい。 
申請者らは，有用タンパク質にインフルエ

ンザワクチン抗原タンパク質であるヘマグ
ルチニン（HA）を用いたこれまでの研究で，
遺伝子導入後に葉内 HA 含量が増加するに伴
い，葉の純光合成速度が顕著に低下すること
を明らかにした。さらに，葉のクロロフィル
（Chl）蛍光計測によって求められる光化学系
（PS）II の実効量子収率（YII）が低下し，ま
た PSII の熱放散活性が上昇する傾向にある
ことを見出した。このことから，葉内有用タ
ンパク質含量の変動を，Chl 蛍光計測によっ
て非破壊・非接触で検出しうると着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では，上記の研究シーズにもとづき，

一過性遺伝子発現法における葉の光合成ガ
ス交換特性を詳細に解析するとともに，葉内
有用タンパク質含量の変動を非破壊・非接触
でモニタリングする手法を開発することを

目的とした。 
 
３．研究の方法 
一過性遺伝子発現のためのベクターには，

トバモウイルス由来のRNA依存性RNAポリ
メラーゼおよび movement protein の cDNA を
含むプラスミドベクター（magnICON；ドイ
ツ ICON Genetics 社製）を用いた。H1N1 亜型
インフルエンザウイルス A/California/07/2009
株由来の HA の cDNA をベクターにクローニ
ングし（以後，これを HA ベクターとする），
凍結融解法によりアグロバクテリウム
（Agrobacterium tumefaciens）GV3101::pMP90
株の細胞内に導入した。この組換えアグロバ
クテリウムを YEB 培地を用いて培養し，対
数増殖期に達したものを遠心分離した後，沈
殿した組換えアグロバクテリウムを MES 緩
衝液（pH5.5）に懸濁した。 
ベンサミアナタバコの種子をロックウー

ルマットに播種し，14 日間育苗した後，苗を
ロックウールブロックに移植し，人工光下で
栽培した。栽培中の環境要素を，明期 16 h d−1，
明期の光合成有効光量子束密度（PPFD）200 
µmol m−2 s−1，気温 25/20°C（明期/暗期）とし
た。栽培中には電気伝導度 0.18 S m−1，pH 6
の培養液（OAT ハウス A 処方）を底面給液に
より適宜供給した。播種後 35〜38 日目の株
を，培地ごと上下反転し，植物体地上部を上
述の組換えアグロバクテリウム懸濁液に浸
漬した。これを耐圧性容器内に入れ，エアポ
ンプを用いて容器内をゲージ圧−85 kPa まで
減圧し，1 分間静置した後，徐々に大気圧ま
で復圧することで，懸濁液を植物葉内の細胞
間隙に浸潤させた。この減圧・復圧操作を 2
回繰り返した。HA ベクターを有する組換え
アグロバクテリウムを用いて減圧浸潤処理
したものを HA ベクター区とした。対照区と
して，減圧浸潤に供しない株（以後，非減圧
浸潤区），および HA 遺伝子を含まないベクタ
ーを有するアグロバクテリウム懸濁液を用
いた減圧浸潤に供した株（以後，空ベクター
区）も用いた。 
遺伝子導入後の環境要素を，明期 16 h d−1，

PPFD 200 µmol m−2 s−1，気温 22±1°C とした。
一部の実験では，気温を 21，23，または 26°C
とした。 
葉の純光合成速度（Pn），蒸散速度（T），

および気孔コンダクタンス（gs）を，携帯型
光合成蒸散測定システム（LI-6400XT；米国
LI-COR 社製）を用いて計測した。計測時の
PPFDを 200 µmol m−2 s−1，外気 CO2濃度を 400 
µmol mol−1，気温を栽培時と同じ値とした。
一部の実験では，異なる PPFD および CO2濃
度での計測を行い，光合成特性を詳細に解析
した。 
葉の Chl 蛍光パラメータおよび P700 吸光

度を，Chl 蛍光・P700 吸光度測定システム
（DUAL-PAM/F；ドイツ WALZ 社製）を用い
て計測した。得られた計測値から，PSII の最
大量子収率（Fv/Fm），PSII・PSI の実効量子収



率（YII・YI），および PSII の熱放散活性（NPQ）
を算出した。 
葉温を，K 型熱電対（直径 0.1 mm）を葉面

に接触させて連続計測した。葉温および気温
の計測値から，明期の葉気温差（葉温 − 気
温）の日平均値の経日変化を求めた。 
葉の HA 含量を，サンドイッチ ELISA 法に

より定量した。 
 
４．研究成果 

HA ベクター区および空ベクター区では，
減圧浸潤後 2日目以降，Pnが徐々に低下した。
非減圧浸潤区では Pn の低下は認められなか
った。減圧浸潤後 4 および 5 日目には，HA
ベクター区の Pn が空ベクター区のそれより
有意に小となった。T および gs についても，
処理区間の差に同様の傾向が見られた。HA
ベクター区および空ベクター区ともに，gs の
低下がPnおよびTの低下の一因であると考え
られる。また，Pn，T および gsは植物ウイル
ス由来遺伝子の導入によって低下し，HA の
発現がそれらをさらに低下させるといえる。
HA ベクター区の葉の表皮をデジタルマイク
ロスコープで観察したところ，向軸側および
背軸側ともに気孔密度および孔辺細胞の形
態に異常は認められなかったことから，HA
ベクター区の gs の低下はおもに気孔開度の
低下によるものと推察される。 

HA ベクター区の減圧浸潤後 6 日目の Pnは，
測定時のPPFD（250および1,200 µmol m−2 s−1）
および外気 CO2濃度（100～1,200 µmol mol−1）
によらず，非減圧浸潤区の Pnより有意に低か
った。処理区間の gs の差の影響を除いて Pn

を評価するため，Pnを同じ葉内 CO2濃度あた
りで比較した場合でも，HA ベクター区の Pn

は非減圧浸潤区のそれより低かった。このこ
とから，HA ベクター区における Pnの低下は
gs の低下のみに起因するものではなく，葉緑
体レベルでの光合成能力の低下も生じてい
るものと考えられる。 
減圧浸潤後 1～10 日目の HA ベクター区で

は，非減圧浸潤区と比較して，Fv/Fm，YII，お
よび YIが小さくなり，NPQ が大きくなる傾向
にあった。しかし，それらの経日変化パター
ンと HA 含量の経日変化パターンとの間には
必ずしも高い相関は認められなかった。また，
HA ベクター区と空ベクター区との間にはこ
れらのパラメータに顕著な差は認められな
かった。したがって，遺伝子導入および HA
生産に伴って光合成電子伝達活性の低下お
よび熱放散活性の上昇は認められるものの，
葉内有用タンパク質含量の変動を実用に供
しうる程度の定量性をもって非破壊・非接触
でモニタリングしうる条件を，本研究では見
出すことはできなかった。 
ここで，有用タンパク質の合成に伴って T

および gsの低下が認められたことから，この
ことに起因して生じる葉温の上昇について
詳細に調べた。HA ベクター区の葉気温差は，
減圧浸潤後 2 日目から 4 日目にかけて上昇し

た。空ベクター区の葉気温差も，減圧浸潤後
2日目から3日目にかけてわずかに上昇した。
非減圧浸潤区の葉気温差は 2 日目から 8 日目
の間にほとんど変化しなかった。減圧浸潤後
6 日目から 8 日目の HA ベクター区および空
ベクター区の葉気温差は，非減圧浸潤区のそ
れよりそれぞれ 1.2°C および 0.4°C 高かった。
すなわち，HA ベクター区および空ベクター
区では，gs および T の低下の程度に応じて，
それぞれ葉温が上昇することが明らかとな
った。 
減圧浸潤後の栽培気温を 21，23，または

26°C とすると，HA ベクター区の葉内 HA 含
量は，21°C では 5 日目から 6 日目に増加し，
その後減少した。23°C では 4 日目から 5 日目
に増加し，5 および 6 日目に最大値に達し，
その後減少した。26°C では 3 日目から 4 日目
に増加し，4 日目から 6 日目にかけて著しく
減少した。このように，減圧浸潤後の気温が
高いほど，HA の蓄積がより早期に生じ，HA
含量が最大となる日が早かった。HA ベクタ
ー区の葉気温差は，気温によらず，減圧浸潤
後上昇し，最大値に達した後，低下した。葉
気温差が最大となるまでの日数は，気温 21，
23，および 26°C の条件で，それぞれ減圧浸
潤後 5，4，および 3–4 日目であった。他方，
非減圧浸潤区の葉気温差は，気温によらずほ
とんど変化しなかった。これらの結果から，
葉気温差が最大となる減圧浸潤後日数は，気
温が高いほど早くなり，また気温によらず
HA 含量が最大となる日数の 1–2 日前となる
ことが明らかとなった。 
以上より，magnifection 法において，ベク

ターの導入および HA タンパク質の発現が葉
の Pnおよび T を低下させること，またそれら
の低下の一因が gs の低下にあることを明ら
かにした。また，gs の低下のみならず，葉緑
体レベルでの光合成能力の低下も生じてい
ることがわかった。さらに，T の低下に伴っ
て葉温が上昇すること，またその葉温のピー
クを検出することで，HA 含量が最大となる
時期を，気温によらず推定できる可能性が示
された。葉温の計測は，放射温度計・サーモ
グラフィを活用することで非破壊・非接触で
行うことが可能である。したがって，本研究
の成果は，栽培施設内で気温が時空間的に異
なることによって，株ごとに HA 含量が最大
となる時期が異なる場合であっても，葉温計
測にもとづいて株ごとに収穫適期を定める
ことのできる可能性を示すものと考える。 
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