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研究成果の概要： 
本研究では、まず海産プランクトンに対し、様々な条件の下でアグロバクテリウムを感染さ

せ、その遺伝子導入を試みたが、形質転換体を得ることは出来なかった。そこで、海産藻類感

染性ウイルスに由来するプロモーターを新たに用い、これを組み込んだ形質転換用プラスミド

を構築した。本プラスミドを用いることにより、中心目珪藻種や羽状目珪藻種に対し、目レベ

ルを超えて形質転換が可能であることが判明した。本結果は、海産藻類ウイルス由来のプロモ

ーターの形質転換系への適用事例として、世界初の成果である。 
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１．研究開始当初の背景 
 これまで、多くの生物についてその細胞内
に外来遺伝子を導入する手法が確立され、こ
の遺伝子導入法は特定のタンパク質の大量
発現はもとより、特定遺伝子の機能解明に極
めて重要かつ必須の技術となっている。しか
し、海洋性プランクトンに目を向けると、珪
藻Pheodactylum tricornut (Apt et al. 1999, 
Zaslavskaia et al. 2000), Cylindrotheca 
fusiformis (Fischer et al. 1999)および渦
鞭毛藻 Symbiodinium (Lohuis and Miller 

1998)などごく一部の無害な種に限定して遺
伝子導入法が報告されているが、これらの報
告では導入法としてパーティクルガン法や
シリコンカーバイド法を用いているため、い
ずれもその導入効率は極めて低い。その一方
で、大多数の海洋性プランクトンについては、
有害・有毒プランクトンも含めて、これまで
導入法に関する知見は全く得られていない。 
 従来、陸上植物については土壌由来の細菌
アグロバテリウム(Agrobacterium)を用い、
これを感染させることにより、高い効率で目



Fig. 1  珪 藻 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド
pNICgfp-ble とアグロバクテリウム用の Ti プラスミド
pCAMBIA2301 の連結による組み換えプラスミドの構
築 

的とする遺伝子の導入が行われてきた。近年、
このアグロバクテリウムは、植物に加え淡水
性の植物プランクトン（Chlamydomonas 
reinhardtii, Kumar et al. 2004）、酵母
(Saccharomyces cerevisiae, Bundock et al. 
1995, Piers et al. 1996)やヒトの培養細胞
(Kunik et al. 2001)に対しても感染性を示
し、高効率で遺伝子導入を行うことが明らか
にされ、本菌は真核生物全般へ応用可能であ
ることが示唆されている。しかし、これまで
に海産生物に対して、本菌を応用した例は皆
無である。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、本研究はアグロバク
テリウムを用いて、様々な海産プランクトン
へ適用可能な、高効率な遺伝子導入法を開発
することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 （１）珪藻の遺伝子導入に用いる組み換え
プラスミドの構築 
 様々な海産プランクトンに適用すること
が可能であり、かつ高効率な遺伝子導入法を
確立するために、モデルプランクトンとして、
まず無害な珪藻 Cylindrotheca fusiformis 
を用いる。本藻は、すでに固相培養法が確立
されており(Fischer et al. 1999)、これまでに
パーティクルガン法を用いることにより、効
率は低いものの遺伝子導入が可能なことが
明らかとなっている。よって、本藻を用いて
アグロバクテリウムによる遺伝子導入を新
規に試み、これにより得られる形質転換効率
と、従来のパーティクルガン法により得られ
る形質転換効率を比較・検討することにより、
アグロバクテリウム法の有効性を評価する。 
 
（２）アグロバクテリウムを用いた遺伝子導
入条件の検討 
 本実験には、豪州の国際農業分子生物学応
用研究所(CAMBIA) より分譲して頂いたア
グロバクテリウム LBA44 株を用いる。まず、
上述した方法により作製した組み換えプラ
スミドを、エレクトロポーレーション法を用
いて本細菌株に形質転換する。これにより得
た組み換えプラスミドを保有しているアグ
ロバクテリウムを、海水にて調製した YEP
培地を用いて前培養する。得られたアグロバ
クテリウムを、無害な珪藻 Cylindrotheca 
fusiformis に感染させる。この際、感染誘導
物質である糖類やフェノール化合物の濃度
や、感染させる細菌濃度、温度や照度等の条
件について詳細に検討する。 
 
（３）藻類感染性ウイルスプロモーターを含

む遺伝子導入用プラスミドの構築 
海産珪藻に感染するウイルスの複製酵素

遺伝子の上流より，プロモーター領域を含む
DNA 断片を増幅する。同断片，抗生物質耐
性遺伝子，および内在性ターミネーターを，
MultiSite Gateway Pro (invitrogen 社製)に
より pBluescript SK-に連結させ，形質転換
用プラスミドを構築する。 
 
（４）ウイルスプロモーターを含むプラスミ
ドを用いた遺伝子導入試験 
 上記により作成するプラスミドを、中心目
珪藻 Chaetoceros sp.あるいは羽状目珪藻
Phaeodactylum tricornutum に対し、パーテ
ィクルガン法で撃ち込み、形質転換を試みる。
これらの藻体を、中心目珪藻 Chaetoceros sp. 
については抗生物質であるノールセオスリ
シンを含む、羽状目珪藻 Phaeodactylum 
tricornutum についてはゼオシンを含む f/2
固層培地上にてそれぞれ培養し、コロニー形
成の有無を観察し、さらにはそれらの形質転
換効率を求める。 
 
 
４．研究成果 
（１）珪藻の遺伝子導入に用いる組み換えプ
ラスミドの構築 
 まずドイツ・Regensburg 大学の Kröger
教授らに分譲して頂いた珪藻のプロモータ
ー領域（遺伝子発現に必須となる部分）を含
むプラスミド pNICgfp-ble(Fig. 1)と、豪州の
国際農業分子生物学応用研究所(CAMBIA)よ
り分譲して頂いたアグロバクテリウム用の
Ti プラスミド pCAMBIA2301(Fig. 1)を連結
し、組み換えプラスミドの作成に成功した
(Fig. 1)。さらに、その塩基配列を確認した。 
 

（２）アグロバクテリウムを用いた遺伝子導
入条件の検討 
 構築に成功したアグロバクテリウム用遺



Fig. 2  Map of the transformation vector 
pCdP1/nat/TpfcpTer (A) and pCdP1/bel/CffcpTer (B). 
CdP1 : promoter of the putative replication-associated 
protein gene, TpfcpTer : Thalassiosira pseudonana 
fucoxanthin chlorophyll a/c binding protein (fcp) gene 
terminator, CffcpTer: Cylindrotheca fusiformis fcp 
terminator, nat: nourseothricin resistant gene, ble : 
zeocin resistant gene. 

Table 1 Transformation efficiencies of Chaetoceros
sp. and Phaedactylum tricornutum using various 
plasmid.

伝子導入プラスミドを、まずアグロバクテリ
ウムに形質転換させ、これを用いて、無害な
羽状目珪藻 Cylindrotheca fusiformis に対
し、一般的に用いられる感染条件のもとで遺
伝子導入試験を行ったところ、形質転換体を
得ることは出来なかった。そこで、本菌の感
染誘導物質である糖類やフェノール化合物
の濃度や、感染させる細菌濃度、温度や照度
等の条件を変化させ、再度感染試験を行った
が、いずれの条件のもとでも、形質転換体を
得ることが出来なかった。 
 
（３）藻類感染性ウイルスプロモーターを含
む遺伝子導入用プラスミドの構築 

海産珪藻に感染するウイルスの複製酵素
遺伝子の上流より，プロモーター領域を含む
DNA 断片を増幅した。同断片，抗生物質耐性
遺伝子，および内在性ターミネーターを，
MultiSite Gateway Pro (invitrogen 社製)
により pBluescript SK-に連結させ，Fig. 2
に示す形質転換用プラスミドの構築に成功
した。 

 
 
 
 
 
 
 
（４）ウイルスプロモーターを含むプラスミ
ドを用いた遺伝子導入試験 
 まず、珪藻ウイルス由来のプロモーターを
含 む プ ラ ス ミ ド (pCdP1/nat/TpfcpTer, 
pCdP1/ble/CffcpTer, Fig. 2)を、パーティ
クルガンを用いて Chaetoceros sp. および 
Phaeodactylum tricornutum に対しそれぞれ
形質転換を試みたところ、いずれの藻につい
ても、形質転換体が認められた(Table 1)。
同様の実験を繰り返し行ったが、再度形質転
換体が認められ、その再現性を確認した。ま
た、珪藻の持つ内在性プロモーターを組み込
ん だ 陽 性 対 照 用 の プ ラ ス ミ ド
pTpfcpP/nat/TpfcpTer と pCffcp/ble/ 
CffcpTer を用いて、Chaetoceros sp. および 
P. tricornutumに対しそれぞれ形質転換を試
みたところ、上述したウイルスプロモーター
使用時に得られた形質転換効率と同程度、あ
るいはその 4～13倍程度の効率がそれぞれ得
られた(Table 1)。また、プロモーターを含

まない陰性対照用のプラスミドを用いて、同
様に形質転換を試みたところ、全く形質転換
体が得られない、あるいは得られた場合であ
っても、ウイルスプロモーター使用時と比較
して明らかに低い効率が得られた(Table 1)。 

 
以上の結果より、中心目珪藻 Chaetoceros

に感染するウイルス由来のプロモーター
CdP1 は、中心目珪藻 Chaetoceros sp.のみな
らず、羽状目珪藻Phaeodactylum tricornutum
にも有効であることが判明した。従来報告さ
れてきた珪藻の遺伝子導入系では、珪藻自身
の持つ‘内在性プロモーター’が用いられ、
その適用範囲は、そのプロモーターが由来す
る種など極めて限定的なものであったが、今
回用いた藻類感染性のウイルス由来プロモ
ーターは、中心目、羽状目という‘目レベル’
を超えた、汎用性を備えた珪藻種の形質転換
の可能性を示唆するものである。 
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