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研究成果の概要： 
 植物におけるラン色細菌の膜タンパク質の効果的な発現について、膜へのターゲット技術を
確立できれば、相補解析や代謝などの改変へ向けた基礎となることが期待される。葉緑体包膜
に存在する遺伝子と相同性の高い遺伝子として明らかにされている遺伝子などを植物に導入し
た形質転換体の作製を試みいくつかの形質転換体を得ることができ、またタンパク質レベルで
の解析のために、膜から露出した領域を発現させる条件を検討した結果、十分な抗原を得、そ
れを元に良好なポリクローナル抗体を得ることができ更なる進展が可能となった。 
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  年度  

総 計 3,100,000 360,000 3,460,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：境界農学・応用分子細胞生物学 
キーワード：植物、バイオテクノロジー 
 
１．研究開始当初の背景 
  優良植物開発への遺伝子改変による形

質転換植物創出が現在までに世界中で数多

く試みられている。その中でも炭素代謝関連

遺伝子操作で植物生産性を上げた形質転換

体植物についての報告もあるがその数は多

くはない。例えば、フルクトースビスフォス

ファターゼ／セドヘプチュロースビスフォ

スファターゼ遺伝子過剰発現（Nature 

Biotech., 19: 965-969, 2001）、ictB 遺伝

子過剰発現 (Plant Biotech. J, 1: 43-50, 

2001)、トレハロースリン酸フォスファター

ゼ（Plant Biotech. J, 2: 71-82, 2004）、

ミトコンドリア型 MDH 発現抑制 (Plant 

Physiology,135: 611-622, 2005)等が上げら

れる。これらのうち、最初の二つがラン色細

菌由来の遺伝子を導入した報告例である。ラ



ン色細菌は、HCO3
-輸送や CO2輸送によって細

胞内に高濃度の無機炭素を濃縮する無機炭

素濃縮機構をもっている。この機構は、１）

無機炭素輸送体、２）輸送体へのエネルギー

供給系、３）Rubisco が局在化するカルボキ

シゾームによる固定系から構成されている。

これまでに申請者は２）および１）の関連遺

伝子の同定とその機能の解明を行い、同分野

の発展に寄与してきた。申請者は、変異株を

用いて CO2 輸送活性のみが特異的に阻害され

る条件を初めて明らかにした。ラン色細菌の

無機炭素濃縮機構の一端を解明する共に、こ

れにより新たな無機炭素輸送体の単離への

これまでにはない独創的なアプローチを可

能にし、新規の炭酸輸送体をコードする sbtA 

遺伝子を明らかにした。現在のところ、

Synechocystis PCC6803 において、細胞内へ

の無機炭素の取り込み経路は４つ存在して

いることが証明されている。 

  炭素固定を増強するための一つのアプ

ローチとして、ラン色細菌の無機炭素濃縮機

構の植物への導入が考えられる。ラン色細菌

の無機炭素濃縮機構のどの経路をどのよう

に選択し、植物へ導入をするのかを検討しな

ければならない。CO2 輸送経路に関与する

NAD(P)H デヒドロゲナーゼは、その反応の詳

細な解明に至っておらず、また複数遺伝子を

導入する必要性が出てくる。一方、炭酸輸送

経路では、BCT1(cmp オペロンによりコード

される)と SbtAの二つの炭酸輸送体が上げら

れる。ところが、BCT1 を高等植物葉緑体で発

現させる上での二つの問題点がある。cmpA 

遺伝子はリポ蛋白をコードしており、期待さ

れる機能を発揮させるためにはラン色細菌

の脂質合成系も導入しなければならない可

能性と、複数遺伝子の導入が必要である点で

ある。以上の問題点を回避できるのが SbtA

であり、有力な候補であると考える。また、

ラン色細菌において、最初は CO2 取り込み能

欠損変異株として単離され、その原因遺伝子

である pxcA 遺伝子は、Na+依存性のプロトン

放出活性に必須であることが証明されてい

る。しかしながら、クラミドモナスにおいて、

同遺伝子を不活化すると葉緑体の無機炭素

輸送が減少することが報告されている（EMBO 

J.,16: 6713-6726,1997）ため、植物におい

て、同遺伝子を高発現したときに無機炭素輸

送を活性化するものと期待でき、もう一つの

候補と考える。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、ラン色細菌の遺伝子、特

に膜タンパク質コード遺伝子を植物で発現

させ、さらに膜への導入技術の確立を目指す

ことを目的とする。更にこれらの技術を元に

して、ラン色細菌の無機炭素濃縮機構に関わ

る遺伝子を高等植物に導入した”CO2ポンプ導

入高生産性植物”の開発への基礎技術開発を

目的とする。 
 
３．研究の方法 

（１）ラン色細菌膜タンパク質遺伝子導入用

バイナリーベクターコンストラクト構築及

びシロイヌナズナへの形質転換 

  葉緑体内包膜に存在する cemA 遺伝子と

相同性の高い Synechocystis PCC6803 の pxcA 

遺伝子および炭酸輸送体をコードする sbtA 

遺伝子のそれぞれ両遺伝子を細胞質膜およ

び葉緑体内包膜へ導入することを試みる。プ

ロモーターは CaMV 35S とし、トランジット

ペプチドを目的遺伝子の上流に融合させた

ものコンストラクトも作製する。トランジッ

トペプチドは Rubisco小サブユニットのもの

を用いる。また、より簡易にその局在性を明

らかにするためと同時に膜タンパク質を対

象とするため良好な特異的抗体が作製でき

ない場合も想定して、His タグを付加するも



のと、付加しない両方を設計する。バイナリ

ーベクターに上記のように設計した遺伝子

をクローニングした（図 1）。シークエンサー

で配列を確認後、アグロバクテリウムを形質

転換した。バイナリーベクターの保持を確認

したアグロバクテリムを介してシロイヌナ

ズナを floral dip 法により形質転換した。 

 

（２）形質転換体候補における導入遺伝子の

mRNA 発現解析 

RNA の抽出および RT-PCR： スクリーニング

で得られた T0 世代の個体において導入遺伝

子が RNA レベルで発現しているか、また系統

間でその発現量の違いがあるかどうかを解

析した。それぞれの形質転換体ロゼット葉か

ら RNA をホットフェノール法で抽出し、逆転

写酵素により cDNA を作成後、それを鋳型に

PCR を行う RT-PCR 法により、その遺伝子発現

を解析した。PCR は、それぞれの導入遺伝子

に特異的なプライマーを用いて行った。 

 

（３）特異的抗体の作製 

① コンストラクト作成 

 過剰発現形質転換体のタンパク質レベ

ルでの発現量および発現した膜タンパク

質の局在性を調べるために、SbtA タンパク

質に対する特異的抗体を作製した。最初に

それぞれの遺伝子をタンパク質発現ベク

ターに以下のようにクローニングした。

PCR で増幅したターゲット配列を制限酵素

NcoⅠと XhoⅠで処理した。同様に発現ベク

ターpET32a も制限酵素処理した後、アルカ

リフォスファターゼで脱リン酸化処理を

行った。ライゲーション、形質転換した後、

プラスミドを抽出し、シークエンサーによ

り塩基配列が正しいことを確認した。  

② リコンビナントタンパク質の誘導 

 作製したコンストラクトを用いてリコ

ンビナントタンパク質発現用大腸菌 BL21

を形質転換した。この形質転換体を用いて

十分なリコンビナントタンパク質を得ら

れる条件を検討した。その後、タンパク質

を大量精製するためにスケールアップし

た。発現用大腸菌を OD600 0.5〜0.8 まで培

養し、IPTG の添加により発現誘導をかけた。

発現誘導後、遠心分離により大腸菌を集菌

し た 。 リ ゾ チ ー ム を 添 加 し た

Equilibration/wash Buffer で大腸菌を懸

濁後、破壊し遠心分離により上澄み液を得

た。アフィニティーレジンにより目的タン

パク質を結合させた後に、溶出液により結

合タンパク質を溶出させ、フラクションご

とにサンプリングした（E1〜E5）。タンパ

ク質定量（Protein Assay, Bio-Rad Inc.）

および SDS-PAGE（Laemmli の方法）後のゲ

ルを CBB 染色により、タンパク質量やサイ

ズ精製度を確認した後に、得られたリコン

ビナントタンパク質を抗原として、ポリク

ローナル抗体を作製した。 

③ ウェスタンブロット解析 

 それぞれのタンパク質試料と SDSサンプ

ル緩衝液を混合し、100℃で３分間加熱後、

Laemmli の方法に従い SDS-PAGE を行った。

電気泳動後のゲルを、転写用緩衝液に浸透

させ平衡化させた後に、セミドライブロッ

ティング装置（BIO-RAD）により、タンパ

ク質を PVDF メンブレンに転写した。転写

後の膜は、ブロッキングした後、作製した

一次抗体、次に二次抗体として HRP 標識抗

ウサギ IgG 抗体と反応させた。シグナルの

検 出 に は Chemi-Lumi One （ Nacalai 

tesque）を用いて、X 線フィルムに露光さ

せた。 

 

４．研究成果 
（１） コンストラクトの作成と形質転換体

の作成 



 SYN 遺伝子過剰発現形質転換体を作製す

るために、各種コンストラクトを作製した

（図 1）。できたコンストラクトにより、ア

グロバクテリウムを形質転換した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PCR 法によりアグロバクテリウムが上記バイ

ナリーベクターを保持していることを確認

し、形質転換アグロバクテリウムを floral 

dip 法によりシロイヌナズナに感染させた

（図 2）。 

 

 

 アグロバクテリウムを感染させたシロイ

ヌナズナより得られた種子を播種して薬剤

耐性による形質転換体候補のスクリーニン

グを行ったが形質転換体は得られなかった。

そこで検体数を増やすなど再度条件を検討

した結果、いくつかの形質転換体シロイヌナ

ズナの候補を得ることができた。これらの形

質転換体候補の明確な形態的異常は観察さ

れなかった。 

 

（２）形質転換体における導入遺伝子の発

現解析 

 得られた T0 形質転換体候補について、そ

れぞれの導入遺伝子発現が mRNA レベルで発

現しているか、またそれぞれの系統間での発

現量の違いがあるかどうかを確認するため

に、それぞれの候補系統のロゼット葉から全

RNA をホットフェノール法により抽出し、

DNase 処理した RNA を鋳型にして逆転写酵素

により cDNA を作成した。それを鋳型に PCR

を行う RT-PCR 法により遺伝子発現を解析し

た。 

 

図3　SYN遺伝子過剰発現形質転換体（T0）における導入遺伝子の発現
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 その結果、いずれの SYN 遺伝子過剰発現形

質転換体においても発現を確認できる系統

を得ることができた。pxcA 過剰発現形質転換

体においては、検討した系統全てにおいて

mRNA発現が確認でき（図3）、系統no.4、 no.7、 

no.9 のように発現量が低い系統から、系統

no.1 、no.2、 no.6 のように非常に発現量が

多い系統まで、発現量が異なる系統が複数得

られた。複数系統必須であるホモ系統の選抜

に十分な系統を得るためにさらに系統数を

増やすことが可能であると思われる。また、

SbtA 過剰発現形質転換体においては、発現を

検出できない系統もいくつか存在したが、

pxcA 過剰発現形質転換体と同様に発現量の

異なる系統を得られることができた。しかし



ながら pxcA 過剰発現形質転換体と比べて、

その遺伝子発現量が低い系統が多い傾向が

見られた。更に今後これらの系統から、T1 世

代のホモ選抜を行うことが可能となった。 

 

（３）特異的抗体の作製 

 過剰発現形質転換体のタンパク質レベル

での発現量および発現した膜タンパク質の

局在性を調べるために、SbtA タンパク質に対

する特異的抗体を作製することを試みた。最

初にそれぞれの遺伝子をタンパク質発現ベ

クターにクローニングし、シークエンサーに

より塩基配列が正しいことを確認した。リコ

ンビナントタンパク質発現用大腸菌 BL21 を

作製したプラスミドによって形質転換し、リ

コンビナントタンパク質を得られる条件を

検討した結果、十分量のリコンビナントタン

パク質が誘導される条件を得ることができ

た。しかしながら、pxcA リコンビナントタン

パク質発現用形質転換大腸菌では十分な発

現誘導、精製ができなかったため、今後更な

る検討が必要であろう。 

 発現させたタンパク質が水溶性画分にあ

るか、不溶性画分（インクルージョンボディ）

にあるかを確認した結果、水溶性画分に多く

存在していることを確認したので、その画分

を用いてアフィニティーレジンによりリコ

ンビナントタンパク質の精製を行った。 

 その結果、精製度の高いリコンビナントタ

ンパク質が精製できていることが確認でき

た（図 4）。特に溶出フラクション E2 で、十

分量のタンパク質が確認でき、タンパク量の

多かったフラクションを回収し、ポリクロー

ナル抗体作成用の抗原とした。 

 できた抗体の特異性を調べるために、段階

的に異なる濃度の sbtA リコンビナントタン

パク質とのウェスタン解析を行った。その結

果、約 26 kDa のサイズの位置にバンドが検

出され、濃度依存的にバンドの強度が強くな

っていた。これは、予測される発現精製した

リコンビナントタンパク質と一致したサイ

ズであった（図 5）。同時に明確な非特異的バ

ンドは検出されなかった。そのため作成した

抗原に反応する特異的抗体が作成できてい

ることが確認された。また抗原タンパク質 10 

ng においても弱いながらバンドが検出でき

ていることから、同一次抗体は少なくとも同

レベル量のタンパク質を検出可能であるこ

と示している。 

37

25

kDa E1 E2 E3 E4 E5 E6 W

図4　 リコンビナントタンパク質の精製
発現誘導後の大腸菌を粉砕後の上澄み液をHis-tagを用い
たアフィニティークロマトグラフィーに結合後、溶出した。
溶出液および洗浄液のフラクションを1 5 %  SDS-PAGEに
かけたゲルの写真を示している。E1 ~ E6 :溶出フラクショ
ン1 ~ 6。W :洗浄後溶液。

Anti-sbtA

 Lane 1:  10 ng
 Lane 2:  50 ng
 Lane 3: 100 ng
 Lane 4: 500 ng

1     2     3     4

図5　SbtA抗原に対する作製polyclonal抗体の反応性

 

 本研究においてラン色細菌の膜タンパク

質コード遺伝子導入植物形質転換体候補が

得ることができ、mRNA レベルで十分に発現す

ることは確認できた。また、1 種類について

は、良好な特異的抗体を作製することができ、

タンパク質レベルでの発現解析などの可能

性が広がった。しかしながら、まだ F0 世代

での解析であり、今後、自殖後代よりホモ系

統を選抜していき、タンパク質発現レベルや

その局在性など更なる解析が必要となるだ

ろう。また、選抜したホモ世代の系統を用い



ることにより生理学的、代謝生理学的解析な

どの更に詳細な解析も行っていく必要もあ

ると考えられる。 
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