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研究成果の概要（和文）：カロテノイドは代表的な天然色素群であり、種々の酸化ストレスから生体を守る機能
を担っている。本研究では、その化学構造から機能性食品素材として期待されるが、自然界には希少にしか存在
せず、かつ化学合成も困難であるカロテノイド色素として、4-ケトカプサンチンやノストキサンチン等に着目
し、これらの色素の葉緑体での生合成用プラスミドを作製し、葉緑体ゲノム改変（CGM）レタスの構築を行い、
各々について色素分析等を実施した。なお、先行して作出していたアスタキサンチンやフリチエラキサンチン
（希少カロテノイド）を産生するCGMレタスについても多量栽培し、植物生理学研究用、及び食品としての安全
性試験用に提供した。

研究成果の概要（英文）：Carotenoids are one of the representative natural pigments, and prevent 
human body from oxidative stress. As promising functional carotenoids rare in nature, we noted 
4-Ketocapsanthin, 2,2’-Dihydroxyastaxanthin, and Nostoxanthin. Plasmids for the biosynthesis of 
these pigments in the chloroplasts were constructed, and used to obtain respective 
chloroplast-genome modified (CGM) lettuce plants. Pigment analysis was carried out on these CGM 
lettuce plants. CGM lettuce that synthesized ketocarotenoids such as Astaxanthin and 
Fritschiellxanthin (4-Ketolutein; promising functional carotenoids rare in nature), which had 
already constructed in the beginning of the project, were cultivated with large scale, and supplied 
for experiments on plant physiology and confirmation study as food safety.

研究分野： 合成生物学

キーワード： カロテノイド　レタス　葉緑体形質転換　カプサンチン　アスタキサンチン　フリチエラキサンチン　
ノストキサンチン　イドキサンチン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 カロテノイドとフラボノイドは代表的な
天然色素群であり、種々の酸化ストレスから
生体を守る機能を担っている。現在までに
750 種以上のカロテノイドが自然界より単
離・同定されており、幾つかのカロテノイド
には、健康に有益な独自の機能性があること
が明らかにされてきた。しかしながら、産業
経済的になりたつ化学合成法、または、高含
量植物（または緑藻）からの多量調製法が確
立しているカロテノイドはごく僅かである。
それらは、β-Carotene、Lutein、Astaxanthin、
Capsanthin、Canthaxanthin、Lycopoene、
Zeaxanthin 等である。これらのカロテノイド
以外にも、健康に有益な独自の機能を持つも
のは少なからず存在すると思われるが、自然
界に希少にしか存在せず、かつ化学合成が困
難であるため、機能性試験の実施ができずに
留まってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、その化学構造から機能性食品

素材として期待されるが、自然界には希少に
しか存在せず、かつ化学合成も困難であるカ
ロ テ ノイド 色 素（ 3 種 類 ）と し て 、
4-Ketocapsanthin （ 4-KC と 省 略 ）、
2,2’-Dihydroxyastaxanthin（2,2’-DA）、
及び Nostoxanthin（Nosto）等に着目し、こ
れ ら の 葉 緑 体 ゲ ノ ム 改 変
（chloroplast-genome modified; CGM）レタ
スでの効率生産システムの構築を目的とす
る。なお、我々は、研究開始当初、CGM レタ
スの構築技術をすでに有しており、先行研究
として、crtZ、crtW、idi 遺伝子（プラスミ
ド pRL-crtZWidi）の導入により、Astaxanthin
や Fritschiellxanthin（4-Ketolutein；機能
性が期待できる希少カロテノイド）等のケト
カロテノイドを産生するCGMレタスを作製中
であったので、この CGM レタスについても生
理特性を検討するとともに、機能性試験用に、
有望な希少カロテノイドの精製を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）3 種類の希少カロテノイド産生用プラ
スミドの作製 
 3 種類の希少カロテノイド (4-KC、 2,2-DA、 
Nosto) をレタスで産生するために、それぞ
れの産生用プラスミドを作製した。そのため
にまず、3 種類の希少カロテノイドを生産す
るのに必要な遺伝子のクローニングを行っ
た。CCS は、赤パプリカの実から RNA を抽出
し、既知の配列情報からプライマーを設計し、
RT-PCR を行うことにより、全長 cDNA を獲得
した。crtGは、既知の配列情報をもとに、レ
タス葉緑体のコドンに最適化した遺伝子を
人工合成したものを用いた。さらに、改良型
プラスミドベクターpLD7rrnPMCS Asc を構築
し、これに、先に構築した外来遺伝子を導入
した後、効率的なレタス葉緑体形質転換を可
能 に するよ う に改良 さ れたベ ク タ ー

pRL200AP に入れ換えることにより、最終的に
pRL-idi-CCScrtZW、pRL-idi-crtGZW、及び 
pRL-idi-crtGZ（図 1）を作製した。 
 
（２）レタスへの遺伝子導入と形質転換レタ
スの取得 
 （１）で作製した 3種類のプラスミドをそ
れぞれ PmeI で切断したものを用いて、パー
ティクルガン法により、レタス・バークレー
（無菌的に栽培した in vitro 植物）葉への
打ち込み実験を行った。葉緑体ゲノムの相同
組換え体を得る必要があるが、形質転換頻度
が低いと予想されたので、打ち込み実験をそ
れぞれ数十回程度行った。 
 打ち込み後、spectinomycin 耐性のカルス
を選抜して培養し、不定芽形成を経て、幼植
物体を得た。 
 
（３）葉緑体ゲノム改変 (CGM) レタスの取
得 
 （２）で取得した、spectinomycin 耐性の
レタス幼植物体について、目的の外来遺伝子
がレタス葉緑体ゲノムの予想部位に導入さ
れていることをゲノムPCRにより確認を行っ
た。プライマーには、相同組み換え領域の配
列および導入遺伝子の配列を用いた。その後、
得られた幼植物体を再分化培地に置床して
培養し、不定芽形成を経て、再び幼植物体を
得た。この操作を最低 3回繰り返し、ほとん
どの葉緑体ゲノムが組み換えたいに置換さ
れた目的のCGMレタスを取得することを目指
した。 
 
（４）CGM レタス種子 (T1) の取得と栽培 
 （３）で選抜した CGM レタスの幼植物体を
土壌に植え、組換え温室（特定網室）で栽培
することにより、それぞれから十分量の T1

種子を取得した。T1種子を発芽させ、組換え
温室で育てた［この CGM レタスを CGM レタス
(T1)と呼ぶ］。 
 
（５）色素の分析 
3 種類の希少カロテノイド産生用プラスミ

ドを導入したそれぞれのレタスについて、幼
植物体または鉢植え植物体の段階で、葉のカ
ロテノイド分析を HPLC-PDA（フォトダイオー
ドアレイ付き高速液体クロマトグラフ）によ
り実施し、カロテノイドの種類と生産レベル
をモニターした。 
 

（６）色素の精製 
CGM レタス（pRL-crtZWidi）葉［生(wet)

重量 1,500 g 前後］を凍結乾燥してミキサー
で粉末とした後、CH2Cl2-MeOH (1:1)溶液 1 L
を加えて室温で 30 分間攪拌抽出を行い（抽
出は 2 回実施）、葉中に蓄積された総カロテ
ノイドを抽出した。溶媒を少量（50 mL 程度）
まで濃縮後、抽出液を EtOAc/H2O 各 1 L ずつ
を用いて二層分配し、EtOAc 層を回収した。
EtOAc 層を濃縮乾固後、hexane-EtOAc (1:1)



で作成したシリカゲル(silica gel 60)カラ
ムクロマトグラフィー(30 mm x 200 mm)に
EtOAc 層を供し、10 mL ずつ分画を行った。
主たる赤色画分を集め濃縮乾固したところ、
150 mg 程度であった。これを HPLC ODS カラ
ム（Senshu Pak PEGASIL 20 mm x 250 mm）
で CH3CN-CH2Cl2 (8:2)で展開したところ、保
持時間 11.0 min に Astaxanthin、12.1 min
に Fritschiellaxanthin が溶出された。それ
ぞれを分取して濃縮乾固したところ、
Astaxanthin 30 mg 程 度 、
Fritschiellaxanthin が 15 mg 程度得られた。 
 CGM レタス（pRL-idi-CCScrtZW）から希少
カロテノイド（Idoxanthin）の精製について
も、上記に準じた方法で行った。 
 
４．研究成果 
（１）3 種類の希少カロテノイド産生用プラ
スミドの作製 
 3種類の希少カロテノイド (4-KC, 2,2-DA, 
Nosto) をレタスで産生するためのプラスミ
ド、pRL-idi-CCScrtZW、pRL-idi-crtGZW、
pRL-idi-crtGZ を構築した（図１）。 
 

 
図 1．レタス葉緑体導入用プラスミドの構造 
 
（２）レタスへの遺伝子導入と葉緑体形質転
換レタスの取得 
 （１）で作製した 3 種類のプラスミドをそ
れぞれ PmeI で切断したものを用いて、パー
ティクルガン法により、レタス・バークレー
（無菌的に栽培した in vitro 植物）葉への
打ち込み実験を行った。pRL-idi-CCScrtZW は
20 回 、  pRL-idi-crtGZW は 30 回 、 
pRL-idi-crtGZ は 30 回、打ち込みを行った。
その結果、pRL-idi-CCScrtZW は 1 株、 
pRL-idi-crtGZW は 3 株、 pRL-idi-crtGZ は 1
株、spectinomycin 耐性カルスが得られた。
それらのカルスを培養し、不定芽形成を行い、
幼植物体を得た（図２）。産生されるはずの
カロテノイドの色から、pRL-idi-CCScrtZW 形
質転換体は赤色、 pRL-idi-crtGZW 形質転換
体は赤色、 pRL-idi-crtGZ 形質転換体は黄色
になると予想されたが、pRL-idi-CCScrtZW 形
質転換体のみ赤色を示し、その他は緑色のま
まであった。このことから、得られた形質転
換体に遺伝子が導入されていない可能性も
考えられた。そのため、（３）に示すように、
まずゲノム PCR により、遺伝子が導入されて

いることを確かめた。 

 
図２ 得られたレタス葉緑体の形質転換体 

 
図３ ゲノム PCR による遺伝子導入の確認 
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（３）葉緑体ゲノム改変 (CGM) レタスの取
得 
（２）で取得した、spectinomycin 耐性の

レタス幼植物体について、目的の外来遺伝子
がレタス葉緑体ゲノムの予想部位に導入さ
れていることをゲノム PCR により確認した。
その結果、いずれの形質転換体においても、
導入遺伝子由来のバンド（赤あるいは青枠で
囲んだもの）が見られ、遺伝子導入が確認で
きた（図３）。しかしながら、野生型由来の
バンド（緑枠）も見られ、葉緑体ゲノムの多
くがまだ置換されていないことがわかった。 

その後、再分化培地に置床して培養し、不
定芽形成を経て、再び幼植物体を得た。この
操作を最低 3回繰り返し、再びゲノム PCR を
行ったが、いずれも野生型の葉緑体ゲノムが
存在しており、大部分の葉緑体ゲノムが組換
え体に置換された目的のCGMレタスは得られ
なかった (data not shown)。そのため、同
様の操作を何度か繰り返した結果、野生型の
ゲノムが減って行く傾向にあったが、
pRL-crtZWidi導入CGMレタスの場合とは違っ
て、元のゲノムが外来ゲノムにほぼ全て、置
き換わったものは得られなかった。その原因
として、今回導入した遺伝子あるいはその産
物が、レタスの葉緑体の機能や生育に悪い影
響を与えるために、野生型を全て、組換えゲ
ノムに置換することができない可能性も考
えられた。また、以上の結果から、（２）で
述べた形質転換体が緑色をしているのは、外
来遺伝子が導入されていないためではない
ことがわかった。 
 
（４）CGM レタス種子 (T1) の取得と栽培 
（３）で選抜した CGM レタスの幼植物体を

土壌に植え、組換え温室（特定網室）で栽培
し、それぞれから十分量の T1種子を取得する
ことができた。現在、T1種子を発芽させ、組
換え温室で育てている。このように、CGM レ
タス(T1)を取得することができた。 
 
（５）色素の分析 
3 種類の希少カロテノイド産生用プラスミ

ドを導入したそれぞれのレタスについて、幼
植物体の段階で、葉のカロテノイド分析を
HPLC-PDA により実施した。その結果、
pRL-idi-crtGZW 導 入 CGM レ タ ス と 
pRL-idi-crtGZ 導入 CGM レタスについては、
明確な新規のピークは見られなかったので、
それぞれ、微量の 2,2-DA、Nosto が含まれて
い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 一 方 、
pRL-idi-CCScrtZW 導入 CGM レタスでは、明確
な新規のピークが見られたので、本ピークの
色素を精製し、NMR、HRMS 解析を実施したと
ころ、Idoxanthin であることがわかった。 
 Idoxanthin は魚類のマスなどによく見ら
れる希少カロテノイドで、その構造から、
Astaxanthin が水酸化されてできたのではな
いかと考えられた（図４）。以前作製した
pRL-idi-crtZW 形質転換体では、Idoxanthin

は検出されていないため、CCS 活性によって
できた可能性が考えられた。この結果は非常
に興味深く、今後さらに解析が必要である。 
 

  
図４ 予測される Idoxanthin の生合成経路 
  
（６）色素の精製 
研究の方法（６）で記載した実験を計 4回

実施し、最終的に純粋な（1H NMR 解析で純度
90% 以 上 ） Astaxanthin 250.5 mg 、
Fritschiellaxanthin（図 5）90.6 mg を、CGM
レタス（pRL-crtZWidi）から調製することが
できた。後者の色素は貴重なサンプルである
ので、然るべき機能性試験に用いたい。 
 

 
図５ Fritschiellaxanthin の構造 
 
（７）その他の関連成果 
 先行して構築していた CGM レタス
（pRL-crtZWidi）は多量栽培され、植物生理
学研究用、食品としての安全性試験用に提供
された。さらに比較のため、crtZ、crtW、idi
遺伝子の植物染色体への導入用プラスミド
［プラスミド pUTR-crtZWidi（ pZH2B or 
pZK3B）］を作製し、レタス以外の機能性カ
ロテノイド産生農作物の作出にも貢献した。
以上の成果等により、平成 28 年の Gordon 
Research Conference on Carotenoids には
Discussion Leader として招待された。 
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