
様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

平成 25 年 6 月 20 日現在

研究成果の概要（和文）：環境中のホルムアルデヒド（HCHO）を吸収・同化する能力を植物

に付与することにすでに成功しているが、本研究では実用化をめざして、この能力のさら

なる増強のための導入遺伝子の改良を行い、HCHO の毒性発現機構の一部を解明し、シロ

イヌナズナ、タバコに加えてイネにもこの能力を付与することに成功した。将来メタンの

資化能を植物に付与するための次のステップとしてメタノールの資化能を付与する試みを

行った。

研究成果の概要（英文）：Previously we succeeded in conferring an ability of absorbing and 
assimilating formaldehyde to plants by genetic engineering. In order to put this 
invention to practical use, (1) the improvements were made on the gene constructs to 
be expressed, (2) the molecular mechanism of toxicity of formaldehyde was partly 
elucidated, and (3) the applicability of this invention to a horticultural plant and a 
monocot plant, rice, was also demonstrated. As a step toward development of plants 
with an ability to assimilate methane, further introduction of the gene for methanol 
oxidase was also initiated.  
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１．研究開始当初の背景
先に我々はシックハウス症候群の代表的な
原因物であるホルムアルデヒド(HCHO)を吸
収・同化する植物を作出することに成功し、
このような植物は HCHO によって汚染され

た室内空気の浄化に役立つ可能性を示した。
本研究のもともとのねらいは、大部分の植物
においては光合成的炭酸同化はリブロース
ビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナー
ゼ（RubisCO）によって行われるが、この
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酵素の効率がよくないため、この酵素による
反応段階をバイパスさせるための代謝経路
を導入して光合成能を増強することであっ
た。下図は導入した酵素系を示す。これら

の酵素の遺伝子（それぞれ rmpA および
rmpB）はメタノール資化性細菌から単離
されたものである。
さらに、HCHO の植物に対する毒性発揮の
機構は明らかではないため、一定の湿度を保
ちつつ一定濃度の HCHO に植物を曝露する
ための装置を作製し、HCHO への曝露によっ
てその発現が変動する遺伝子の網羅的解析
研究に着手した。これらの研究はわれわれ独
自のものである。

２．研究の目的
 本研究において目指すことを以下に記す。
(1) すでに始めていた遺伝子の網羅的解析を

さらに詳細にすすめ、HCHO の野生型お
よび組換え体植物への影響を明らかにす
るとともにその作用機構について手がか
りを得る。

(2) 将来メタン資化能をイネや牧草に付与す
ることによって強力な地球温暖化ガスで
あるメタンを低減させることを目標に、
そのプラットホームとなる HCHO 資化
能を付与したイネの作出をおこなう。

(3) 観葉植物に遺伝子を導入して室内空気の
浄化に役立てることを目指す。

(4) 植物の HCHO に対する応答をより詳し
く解析するために、Arabidopsis の培養
細胞株の T87 を用いて、形質転換株を作
出し、野生株とともに HCHO 処理を行
い、酸化ストレスによる ROS（Reactive 
Oxygen Species）の発生の有無を調べる。

(5) (2)に引き続きメタノール（MeOH）を
HCHO に酸化するためにメタノールオ
キシダーゼの遺伝子をさらに導入し、
MeOH 資化能を付与したイネを作出す
る。

３．研究の方法
(1)  以前に作出した Arabidopsis thaliana

の組換え体（rmpA および rmpB 遺伝

  子をそれぞれトマトの RbcS 遺伝子のプ
ロモーターと葉緑体へのトランシット
ペプチドの下流につないだものを導入）
と野生株を、HCHO 濃度を 1-2 ppm お
よび 15-16 ppm に保ったチャンバー内
で 2.5 時間曝露し、曝露後 RNA を抽出
し、DNA マイクロアレイ法によってｍ
RNA の網羅的解析をおこない、解析を
行った（理化学研究所の榊原教授のご協
力による）。

(2) イネにおける高発現を実現するため、ベ
クターの改良を行う。イネの RbcS 遺伝
子プロモーターとトランシットペプチ
ドの下流に 2 種類の酵素の融合体を合成
させるための融合遺伝子（RmpAB）を
つないで高活性酵素の導入を一度の形
質転換で達成する。さらにコドンをイネ
に最適化するため、融合遺伝子は完全に
合成 DNA を調製して用いた。

(3) 双子葉植物での発現に最適化した融合遺
伝子を用い、さらに市販の高発現ベクタ
ー（pRI 101-AN DNA タカラバイオ）
に導入したものを用いて、シクラメンに
導入した（北興化学の寺川輝彦氏の協力
を得て形質転換をおこなった）

(4)  T87 細胞を③のプラスミドで形質転換
し、HCHO の資化能および HCHO 耐性
を確認したのち、細胞懸濁液を用いて、
HCHO 添加による ROS の発生の有無を

  化学発光試薬である MCLA をもちいて
ルミノメーターにより測定した（測定器
は東京理科大学の朽津教授のお世話に
なった）。

(5) MeOH オキシダーゼ遺伝子は、Candida
boidini 由来のものを京都大学阪井教授
より供給していただき、これにカボチャ
のグリオキシソーム局在化シグナル配
列を C 末端側に付加したものを
pRI101-AN ベクターに導入し、さらに
このベクターにRmpAB遺伝子の転写単
位を導入したものを構築し、イネへの導
入を行った。

４．研究成果 
(1) HCHO への曝露によってその発現レベ

ルが変動する遺伝子数。2.5 時間の曝露
によって非常に多数の遺伝子の mRNA
のレベルが変動した。4 倍以上または 4
分の 1 以下になったものの数は下表に示
す。
1 ppm の低濃度では、抑制された遺伝子
の数は形質転換株では野生株の 38%に
低下し、遺伝子導入によって HCHO に
よるストレスが緩和されたことが示唆
された。これに対して誘導された遺伝子
の数は、逆に 1.9 倍に増加した。これは
防御的に誘導される遺伝子の発現が



HCHO による阻害を受ける程度が減少
したためと考えられる。

HCHO の曝
露濃度 

試供植物

応答した遺伝子
数 

4 倍以

上 

の誘導 

1/4 以

下 

の抑制 

Low 
（1ppm） 

野生株 96 248 

形質転換
株 

181 95 

High 
（15ppm）

野生株 759 669 

形質転換
株 

993 698 

  高濃度の HCHO に曝露したときには、
野生株と形質転換株の間での違いはほ
とんどなく、導入遺伝子によるストレス
緩和の能力を超えているためと推測さ
れた。 
葉酸の関与する HCHO の代謝系酵素の
発現は glutathione S-transferase 以外
はほとんど変化しなかった。
Gene Ontology 解析では、biotic および
abiotic stress 関連の遺伝子の発現が顕
著に変化した。とくに種々の熱ショック
タンパク質（HSP）の変動が著しかった。

  データが膨大であるためここでは割愛
するが、MapMan 解析などで、光合成電
子伝達系やタンパク合成系の遺伝子な
どで顕著な変化をみせたものが数あり、
これらは、HCHO が酸化ストレスを惹き
起こしていることを示唆するものであ
った。

(2) イネへの RmpAB 遺伝子の導入に成功し
た。Gateway system を用いて構築され
たプラスミドであったが、翻訳開始直前
の Kozak 配列の部位にくる AttB1 配列
を除去することによって一層高レベル
の発現を得ることができた。

  組換え体イネは HCHO 吸収能を示し、
HCHO に対する耐性も増強されていた。

   下図は 0.2 mM の HCHO に浸漬し光
照射下 11 日振とう後の葉の様子を示す。

   左が野生型、右が組換え体イネの葉を
示す。

(3) 観葉植物や室内花卉植物へ RmpAB 遺伝
子を導入し、室内空気の浄化に役立てる
ことを数年にわたって試みてきたがポ
トスやベゴニアについて形質転換がで
きなかった。24 年度には、北興化学の寺
川氏の協力を得て、シクラメンの形質転
換に成功した。現在、得られた植物体の
HCHO の吸収・固定能を測定中である。

(4)  T87 細胞株に RmpAB 遺伝子を導入す
ることに成功し、強力な発現が得られる
ようになった。用いたプラスミドのコン
ストラクトは下図のとおりである。

この組み換え体を用いて、HCHO の
添加によって酸化ストレスが生じて
ROS の発生がおこるか否かを検討した。
その結果、下図の結果が得られ、HCHO
（FAL と記載）が１ｍM 以上で ROS の
発生がみられ、２ｍM では顕著に ROS
発生量が増大するが、組換え体では有意
に抑制されることが明らかとなった。こ
の知見は HCHO によるストレスが ROS
発生を介して伝達されることを強く示
唆するものである。

(5) イネに HCHO の固定・同化能を付与し、
らにメタノールを HCHO に転換する酵
素を導入する試み。プラスミドを構築し
イネの形質転換を行っているが、問題が



生じて研究の進行が遅れている。現在検
討中である。

まとめ
研究はおおむね予定通り進行し、HCHO

の植物に対する毒性発揮機構について手が
かりを得ることができた。
またイネについても同様の性質を付与す

ることに成功し、将来メタン資化能を付与
するための基礎ができた。

シクラメンに HCHO 除去能を付与する
ことができたことと思われるので、今後実
用化への可能性が高まった。このシクラメ
ンは花粉やメシベを欠損させるように作成
されたものであり、組換え体の遺伝子の環
境への拡散がおこらないようにしたもので
あるので、実用化への障害は低いと考えら
れる。 
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よって主催された「国際ゲノムデザインコン
テスト」の課題として用いられた。そのサイ
ト（URL）は下記の通り。
http://scinets.org/item/cria303s3ria303
s6i
このテーマの先行研究として泉井が紹介し
た YouTube の URL は、以下の通り。
http://www.youtube.com/watch?v=EkfOf3d-
-mI
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