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研究成果の概要（和文）：本研究は、葉緑体の形質転換に使用可能な自律複製型プラスミドベクターの開発を目
的とした。そのため、タバコ葉緑体ゲノム全長の96%をカバーする種々の葉緑体DNA断片を大腸菌のプラスミドベ
クターへクローニングした後、これらのプラスミドをパーティクルボンバードメント法でタバコの葉に撃ち込ん
だ。その結果,14種類の異なるプラスミドで形質転換体が得られ、これらの葉緑体DNA断片が導入プラスミドに葉
緑体内での自律複製能を付与することがわかった。プラスミドの一つを用いて葉緑体へgfp遺伝子の導入を試み
たところ、GFPを発現する個体が得られたので、本研究で目的とするプラスミドベクターが作成できたと結論し
た。

研究成果の概要（英文）：This research aims at developing the autonomously-replicating chloroplast 
transformation vector.  Various DNA fragments covering 96% of tobacco chloroplast genome were cloned
 into E. coli's plasmid vector, and they were delivered into tobacco leaves by particle bombardment 
method.  The 14 different plasmids yielded tobacco transformants, indicating chloroplast DNA 
fragments cloned in these 14 plasmids gave the autonomous-replicating ability in the chloroplast to 
a plasmid.  The gfp gene could be delivered into chloroplast by one of the plasmids tested.  We 
concluded that autonomously-replicating chloroplast transformation vectors were successfully 
constructed in a series of experiment.

研究分野： 植物分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
葉緑体の遺伝子組換えは、導入遺伝子が母性遺伝するため花粉を通じて環境中へ拡散する恐れがないこと、導入
遺伝子のコピー数が多く産物が大量に得られることなど、組換え作物の作出方法として利点がある。しかし通
常、葉緑体ゲノムに遺伝子を導入するためには、偶然生じる相同組換えによるため、効率が高いとは言えない。
そこで本研究では葉緑体DNA断片を利用して、葉緑体の中で自律複製する新たな形質転換ベクターを開発し、外
来遺伝子（gfp）を葉緑体へ導入することに成功した。将来このベクターは、葉緑体の組換え作物を効率良く作
出することに貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体の遺伝子組換えにより、ストレスに強い植物を育成することを目的に、タバコをモデル
植物としてアスコルビン酸ペルオキシターゼの遺伝子（apx）を葉緑体に導入する実験を行った。
目的とする組換体は３系統得られたが、そのうち２系統に予期せぬ斑入りが観察された。斑入り
の原因を探るため、これら斑入り系統の葉緑体ゲノムを次世代シークエンスなどにより解析し
たところ、斑入り系統の葉緑体に小さな環状 DNA分子（以後ミニサークルと呼ぶ）が存在する
ことが分かった。このミニサークルは、組換え型の葉緑体ゲノムからループアウトにより生じた
全長 22kbの分子であることが示されるとともに、葉緑体ゲノムと比べてコピー数が多いことか
ら、この分子は葉緑体内で自律複製していることが示唆された。また、ミニサークルに由来する
３種類の葉緑体 DNA断片を、抗生物質（スペクチノマイシン）耐性遺伝子(aadA)を持つ大腸菌
のプラスミドベクターにクローニングし、パーティクルガン法でタバコの葉に導入したところ、
形質転換タバコが複数個体得られた。これらの形質転換タバコから調製した全 DNAを大腸菌に
形質転換したところ、コロニーが形成され、これらの大腸菌から植物へ導入されたプラスミドを
回収することができた。一連の実験を通じ、ミニサークルに由来する葉緑体 DNAを持つプラス
ミドは形質転換体の葉緑体内で自律複製し、維持されうることがわかっていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
先行研究の結果を受け、本研究では、葉緑体内で自律複製する形質転換ベクターを開発するこ
とを第一の目的とした。一方、ミニサークルに由来する３種類の葉緑体 DNA断片が、いずれも
導入プラスミドの自律複製を可能にしたという予想外の結果が得られたことから、本研究では
まず、葉緑体ゲノム上にこのような断片がミニサークルのもの以外にもないか、体系的に調べる
実験を行い、最も複製能力の高い葉緑体 DNA断片を特定しようとした。続いて、特定した葉緑
体 DNA 断片を用いて自律複製型のプラスミドベクターを構築し、このベクターで外来遺伝子
（gfp遺伝子）を葉緑体に導入可能か検討した。 
 
 
 
３．研究の方法 
精製したタバコの葉緑体 DNA を制限酵素処理して得た断片、あるいは PCR 増幅して得た断片
を、aadA を持つ大腸菌のプラスミドベクター（pBluescriptII）へクローニングした。クローニ
ングに成功したプラスミドの DNA を３種類ずつ混合し、パーティクルガン法を用いてタバコの
葉へ撃ち込み、抗生物質耐性を示す個体を選抜した。得られた抗生物質耐性個体から全 DNA を抽
出し、導入したプラスミドが植物体内に維持されているか、PCRおよびプラスミドレスキューに
より調べた。植物内に維持されていたプラスミドについては、それらが持つ葉緑体 DNA 断片の由
来をシークエンシングにより特定した。 
 
 
 
４．研究成果 
１）本研究では、葉緑体ゲノム全長の 96％に相当する
配列を持つ、77種類のプラスミドコンストラクトを作
製することができた（図１）。 
２）これらのコンストラクトの DNA を 3種類ずつ混合
し、パーティクルボンバードメント法でタバコの葉へ
導入した。その結果、抗生物質耐性を示すタバコが 74
個体得られた。 
３）これらの個体について、葉から抽出した全 DNA を
鋳型に PCR 解析を行い、撃ち込んだプラスミドが維持
されているかを調査した。 
４）その結果、これらの 74個体には、①プラスミドが
環状で維持されている個体、②プラスミド由来の aadA
のみを有する個体、③aadA及びプラスミドベクターの
配列を有する個体、及び④エスケープ個体の 4 つのク
ラスが含まれていた。 

図１．クローニングした葉緑体 DNA 断片の 
種類とタバコ葉緑体ゲノム上の位置 

  



５）これらの植物から調製した全 DNA を、大腸菌へ
形質転換したところ、20個体の全 DNA でコロニーが
形成された。形成されたコロニーからプラスミド
DNA を抽出し、シークエンシングによりインサート
配列を決定した結果、18個体について、撃ち込んだ
プラスミドがそのまま維持されていることが証明
された。また、プラスミドの種類は合計 14種類にの
ぼることもわかった。これら 14 種類のプラスミド
が持つ葉緑体 DNA 断片は、導入されたプラスミドに
葉緑体内で自律複製能を与えることが示唆された
(図２、図３)。 
 
 
 

図２．導入プラスミドに葉緑体内での自律複製能 
を与えた 14種類の葉緑体 DNA 断片     

 
６）上記 14種類のコンストラクトが持つ葉緑体 DNA
断片の中から SX20という断片を選び、これを用いて
葉緑体で自律複製する新規形質転換ベクターを作製
し、外来遺伝子(gfp)を導入することが可能か検討し
た。SX20に、葉緑体で働くプロモーターとターミネ
ーターを連結した gfp 遺伝子を組み込み、新しいコ
ンストラクト（pKNShuttle-SX20_GFP と命名）を作成
した。このコンストラクトをタバコの葉に導入した
結果、10個体の抗生物質耐性個体（a〜j）を得るこ
とができた。 
７）これらの個体のうち、最も生育の早かった個体、
(pKNShuttle-SX20_GFP)-eについて、このコンストラ
クトが植物に維持されているかを PCR で、また葉緑
体へ導入された gfp 遺伝子が発現しているかを蛍光
顕微鏡で、それぞれ調査した。 
 

図３．14種類の葉緑体 DNA 断片の   
葉緑体ゲノム上での位置    

 
８）PCR の結果から、この個体には撃ち込んだコンストラクトがそのまま維持されていることが
わかり、蛍光顕微鏡観察から、GFP タンパク質が葉緑体に局在していることがわかった。したが
って、本研究では、当初の目的とした葉緑体内で自律複製する形質転換ベクターを開発すること
に成功したと結論した。 
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