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研究成果の概要（和文）：一過性遺伝子発現法を用いた植物利用型有用タンパク質生産における，遺伝子導入前
後の栽培環境条件の影響，および遺伝子導入後の気温が有用タンパク質生産量に及ぼす影響のメカニズムを明ら
かにすることを目的とした。遺伝子導入後の高PPFDおよび高CO2濃度がヘマグルチニン（HA）生産に必ずしも効
果的ではないこと，および遺伝子導入前のPPFDおよび気温制御が遺伝子導入後のHA生産にとって重要であること
が明らかとなった。また，遺伝子導入後に特定の気温条件で観察される葉のネクロシスに小胞体ストレスが関与
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Effects of environmental conditions before and after gene transfer and the 
mechanism underlying the effects in plant-based protein production with transient gene expression 
system were investigated. It was found that high light intensity and high CO2 concentration after 
gene transfer were not necessarily effective in hemagglutinin (HA) prodution and that PPFD and 
temperature control before gene transfer is important for HA production after gene transfer. It was 
also suggested that ER stress can be involved in leaf necrosis observed after gene transfer under a 
specific temperature condition. 

研究分野： 生物環境工学

キーワード： 環境制御　バイオ医薬品　植物工場　一過性遺伝子発現　ベンサミアナタバコ　インフルエンザワクチ
ン　ヘマグルチニン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一過性遺伝子発現法を用いた植物利用型有用タンパク質生産において，遺伝子導入前後の環境制御の効果と，そ
の効果の合理的解釈に関する知見が得られた。また，遺伝子発現の定量解析により，環境制御の効果をもたらす
生理的メカニズムの一端が明らかになった。いずれも，実用的な植物利用型有用タンパク質生産において有用な
知見となりうると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ワクチンなどの有用タンパク質の遺伝子を，微生物（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指数関数的に増幅し，感染後 1 週間程度で有用タンパク質が生産され
る。 

既往の一過性遺伝子発現法に関する研究の多くは，生産する有用タンパク質の性質や薬効に
関する生化学的・薬学的研究，および遺伝子発現効率向上のための遺伝子工学的研究であり，栽
培環境に着目した研究はほとんどなかった。研究代表者らは，遺伝子導入前後の適切な環境調節
が有用タンパク質生産量増大にとって重要であるとの考えにもとづき，研究を進めてきた。特に，
遺伝子導入前には，植物の持つタンパク質生産のための資源をあらかじめ富化し，またタンパク
質生産に適した形態を有する植物を準備することが重要であり，遺伝子導入後には，減圧浸潤や
ウイルス遺伝子などに起因するストレスを緩和し，植物をタンパク質生産に適した生理状態に
保つことが重要であるとの仮説を検証してきた。その結果，（1）遺伝子導入前の高窒素濃度の液
肥施用により，葉の窒素化合物含量および有用タンパク質含量が増加すること（Fujiuchi et al. 
2014），（2）減圧浸潤によって細胞間隙に浸潤した水分を，低相対湿度下での蒸散促進によって
速やかに除去することで，有用タンパク質含量が増加すること（Fujiuchi et al. 2016），（3）遺伝
子導入後の気温を成育適温に近い 25°C とすると，葉にネクロシス（壊死）が生じ，有用タンパ
ク質含量が減少するため，20°C 程度に低下させることが望ましいこと（Matsuda et al. 2012）な
どを示し，仮説の一部を実証してきた。 
このように，いくつかの環境要素については，それらを適当なタイミングで適切なレベルに制

御することが，一過性遺伝子発現法における有用タンパク質生産量の増大に有効であることが
わかってきた。今後は，遺伝子導入前から導入後にわたる総合的な環境調節の確立に向けて，こ
れまで検討されてこなかった環境要素についても最適化を図る必要がある。 
また，環境要素が有用タンパク質生産量に影響を及ぼす生理的メカニズムについては，これま

での研究ではブラックボックスとして扱われることが多かったといえる。これを明らかにする
ことは，学術的な観点から重要であるのみならず，メカニズムにもとづく合理的な環境調節法を
確立する上でも有用である。 
 
２．研究の目的 
本研究では，一過性遺伝子発現法を用いた植物利用型有用タンパク質生産において，遺伝子導

入前後の環境要素の未解明の影響を明らかにすることを目的とした。また，遺伝子導入後の気温
が有用タンパク質生産量に及ぼす影響のメカニズムの一端を，qPCR による遺伝子発現解析によ
って解明することも目的とした。インフルエンザワクチンタンパク質であるヘマグルチニン（HA）
をモデルタンパク質として用いた。 
まず，遺伝子導入後の CO2濃度および光合成有効光量子束密度（PPFD）の影響を調べた（1）。

既往の研究で，遺伝子導入後の光照射の有無は重要であるが，PPFD の影響はさほど大きくない
ことが示されている（Matsuda et al. 2012）。他方，遺伝子導入後には気孔コンダクタンスが著し
く低下することも示されている。本研究では，高 PPFD を，高 CO2濃度と組み合わせることで，
遺伝子導入後のバイオマス生産量の増大，および株あたりの HA 生産量の増大に寄与する可能
性を検討した。 
次に，遺伝子導入前の PPFD，気温，および CO2濃度の影響を調べた（2）。遺伝子導入に際し，

どのような植物体を準備するのが適当かについての知見を得ることを目指した。また，（2）の結
果を受けて，遺伝子導入前栽培を，PPFD および気温をおおよそ一定に制御可能なグロースチャ
ンバと，それらの環境要素レベルが日・季節変化する温室とでそれぞれ行なった場合の，HA 生
産量への影響を調べた（3）。 
さらに，遺伝子導入後の気温が各種遺伝子の転写産物量に及ぼす影響を調べた（4）。特に，25°C

程度で特異的に観察される葉のネクロシスに，小胞体ストレスあるいは過敏感反応が関与する
という仮説を検証した。 
 
３．研究の方法 
（1）遺伝子導入後の CO2濃度および PPFD が HA 生産量に及ぼす影響 
播種後 35 日目のベンサミアナタバコ（Nicotiana benthamiana）に遺伝子を導入した。遺伝子導

入には，magnICON システム（Gleba et al. 2007）を用いた。magnICON プラスミドベクターを有
する組換えアグロバクテリウムを，減圧浸潤法によって葉内に導入した。導入後の CO2 濃度を



400 または 1,000 µmol mol−1，植被面 PPFD を 200 または 400 µmol m−2 s−1とする，計 4 処理区を
設けた。遺伝子導入後 6 日目の葉の乾物重，可溶性タンパク質（TSP）含量，および HA 含量を
測定した。TSP 含量は Bradford 法により，HA 含量はサンドイッチ ELISA 法により，それぞれ
定量した。 
 
（2）遺伝子導入前の PPFD，気温，および CO2濃度が HA 生産量に及ぼす影響 
播種後 23 日目のベンサミアナタバコの苗を処理に供した。実験 1，2，および 3 において，そ

れぞれ PPFD，気温，および CO2 濃度の影響を調べた。処理期間を前半（播種後 23～29 日目）
と後半（同 30～36 日目）に分けた。実験 1 では，前半-後半の PPFD を，それぞれ 100-100 µmol 
m−2 s−1（P100-100 区），200-100 µmol m−2 s−1（P200-100 区），200-200 µmol m−2 s−1（P200-200 区），
200-400 µmol m−2 s−1（P200-400 区），および 400-400 µmol m−2 s−1（P400-400 区）とした 5 区を設
けた。実験 2 では，前半-後半の明期気温を，それぞれ 20-20°C（T20-20 区），25-20°C（T25-20
区），25-25°C（T25-25 区），25-30°C（T25-30 区），および 30-30°C（T30-30 区）とした 5 区を設
けた。実験 3 では，前半-後半の CO2濃度を，それぞれ 400-400 µmol mol−1（C400-400 区），400-
600 µmol mol−1（C400-600 区），400-800 µmol mol−1（C400-800 区），600-800 µmol mol−1（C600-800
区），および 800-800 µmol mol−1（C800-800 区）とした 5 区を設けた。播種後 36 日目に，減圧浸
潤法に供した。遺伝子導入後は，いずれの実験および処理区でも，PPFD 200 µmol m−2 s−1，気温
21°C，CO2濃度 400 µmol mol−1とした。遺伝子導入後 6 日目の葉の生体重および HA 含量を測定
した。 
 
（3）遺伝子導入前栽培をグロースチャンバまたは温室で行なった場合の HA 生産量への影響 

2018 年 7 月から 2019 年 7 月にかけて，実験を 8 回実施した。定植（播種後 14 日目）から遺
伝子導入（同 35 日目）まで，グロースチャンバまたは温室でベンサミアナタバコを栽培した。
グロースチャンバではすべての栽培で PPFD 400 µmol m−2 s−1，明暗周期 16 h d−1，気温 25/20°C
（明期/暗期）に制御した。温室では，補光光源および空調設備により，日平均 PPFD は 300～500 
µmol m−2 s−1の範囲内，日平均気温は 22～25°C の範囲内に制御され，その範囲内で時間的に変動
した。遺伝子導入後 7 日目の葉乾物重および HA 含量を測定した。 
 
（4）遺伝子導入後の気温が HA 遺伝子および葉のネクロシスに関わるマーカー遺伝子の発現量

に及ぼす影響 
播種後 35 日目のベンサミアナタバコに遺伝子を導入した。導入後の気温を 21 または 26°C と

した。導入後 5 日目まで 24 h ごとに，HA 遺伝子，小胞体ストレスマーカー遺伝子である BiP，
PDI，および bZIP60 遺伝子，および過敏感反応のストレスマーカー遺伝子である PR1a 遺伝子の
転写産物量を qPCR 法により測定した。小胞体ストレス，過敏感反応は，いずれも magnICON を
用いた一過性遺伝子発現法において葉のネクロシスを引き起こすトリガーとして示唆されてい
るものである（Hamorsky et al. 2015）。また，外観からネクロシスの程度を判定した。 
 
４．研究成果 
（1）遺伝子導入後の CO2濃度および光合成有効光量子束密度 PPFD が HA 生産量に及ぼす影響 
遺伝子導入後 6 日目の葉乾物重は，PPFD 200 µmol m−2 s−1よりも 400 µmol m−2 s−1において，

大きい傾向にあった。高 CO2濃度の影響は，反復した実験ごとに異なり，高 CO2濃度と高 PPFD
を組み合わせた場合にのみ葉乾物重が若干大きくなる場合と，差の認められない場合とがあっ
た。他方，葉乾物重あたり TSP 含量および HA 含量は，CO2濃度 1,000 µmol mol−1および PPFD 
400 µmol m−2 s−1 の処理区で他の 3 区より若干小さい場合と，処理区間でほぼ同程度の場合とが
あった。個体あたり HA 含量には，いずれの実験でも 4 処理区間で有意差は認められなかった。
これらのことから，遺伝子導入後の CO2 濃度・PPFD 制御によるバイオマス生産の促進効果は，
ほとんどないか，あってもわずかであり，また HA 生産量の増大をもたらすものではないことが
わかった。遺伝子導入後の環境制御の考え方としては，バイオマス生産量の増大よりも，有用タ
ンパク質生産の促進，あるいはその分解の抑制を主眼とするのが望ましいと考えられる。 
 
（2）遺伝子導入前の PPFD，気温，および CO2濃度が HA 生産量に及ぼす影響 
実験 1 では，P200-400 区および P400-400 区の葉生体重は，P100-100 区および P200-100 区の

それより有意に大きかった。葉生体重あたり HA 含量は，P400-400 区において P100-100 区およ
び P200-100 区より有意に大きく，また処理期間中の平均 PPFDが高いほど大きい傾向にあった。
この結果は，高栽植密度条件，すなわち株あたりの受光量が小さい条件で，葉生体重あたり HA
含量が小さかったとした Fujiuchi et al. (2017) の結果と同様であった。葉生体重と葉生体重あた
り HA 含量の積である株あたり HA 集積量は，P200-400 区および P400-400 区において，P100-
100 区および P200-100 区より有意に大きかった。すなわち，遺伝子導入前の高 PPFD は，葉の生
体重を大きくすることのみならず，葉生体重あたり HA 含量をも大きくすることにより，株あた
り HA 集積量を大きくしたといえる。 
実験 2 では，T25-25 区および T25-30 区の葉生体重あたり HA 含量は，T20-20 区のそれより有

意に大きかった。また，株あたり HA 集積量は，T25-25 区および T25-30 区において，T20-20 区
および T25-20 区より有意に大きかった。これらの結果から，HA 生産量を高める上では，遺伝



子導入前気温 25～30°C の方が 20°C より適するといえる。本研究と同じ材料を用いた場合，遺
伝子導入後の適温は 20～22°C 程度であり，25°C 以上では遺伝子導入後 6 日目の葉の HA 含量が
著しく小さくなる（Matsuda et al., 2012, 2017a, b）ことから，遺伝子導入前後の栽培適温が異なる
ことが確認された。 
実験 3 では，いずれの測定項目においても，CO2濃度の異なる処理区間に有意差は認められな

かった。この一因は，ベンサミアナタバコの光合成およびバイオマス生産能力が低く，いずれの
CO2濃度の栽培条件でも，おおむねポテンシャルに近い生長速度となっていることにあると推察
された。 
以上の結果から，遺伝子導入前の PPFD および気温は HA 生産量に影響を及ぼすこと，および

調べた範囲内では，それぞれ 400 µmol m−2 s−1および 25～30°C が HA 生産量を高める上で適当で
あることがわかった。 
 
（3）遺伝子導入前の PPFD および気温の時間変動が HA 生産量に及ぼす影響 
葉乾物重は，全体を通してグロースチャンバーの方で大きかった。他方，乾物重あたり HA 含

量では，グロースチャンバと温室間での差は大きくなく，温室における遺伝子導入前の栽培環境
の変動が HA 生産量のばらつきに及ぼす影響は必ずしも明瞭ではなかった。今回用いたような，
内部の PPFD および気温を一定の範囲内に制御可能な温室を用いれば，遺伝子導入前の栽培環境
の変動が HA 生産量のばらつきに及ぼす影響は大きくないものと考えられる。 
 
（4）遺伝子導入後の気温が HA 遺伝子および葉のネクロシスに関わるマーカー遺伝子の発現量

に及ぼす影響 
気温 26°C では，遺伝子導入後 4 日目以降，葉のネクロシスが観察された。他方，21°C では，

明瞭なネクロシスは観察されなかった。これらの傾向は，Matsuda et al. (2017a) で報告されたも
のと同様である。26°C では，21°C と比較して，遺伝子導入後 3 日目の BiP および bZIP60 遺伝
子の転写産物量が多い傾向にあった。PR1a 遺伝子の転写産物量には気温間で差は認められなか
った。これらのことから，26°C で特異的に観察される葉のネクロシスに，小胞体ストレスが関
与する可能性が高いと考えられる。他方，HA遺伝子の転写産物量の経日変化パターンは，反復
した実験ごとに幾分異なり，研究期間内には明確な結論が得られなかった。気温 21°C と 26°C で
は，HA タンパク質含量の経日変化パターンが異なることがわかっているが（Matsuda et al. 2017a），
このタンパク質レベルでの差は，遺伝子の転写レベルでの差だけで説明できるものではなく，翻
訳，翻訳後修飾，あるいは分解の差も影響している可能性がある。今後は，追加実験により，栽
培バッチごとの差をもたらす因子を明らかにする必要があると考える。 
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