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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物を利用した組換えタンパク質の生産において、植物細胞内での組換え
タンパク質の分解を防ぐことによって、その生産量を向上させるための技術開発を行うことを目的とした。各種
生物由来のプロテアーゼインヒビターを、モデルタンパク質と植物体内で共発現させた結果、一部のプロテアー
ゼインヒビターにおいてモデルタンパク質の生産性の向上が確認された。このことから、植物体内における組換
えタンパク質の安定性が向上し、その蓄積量を大幅に増加させることが可能であると考えられる。また、植物細
胞内における不安定さから生産困難であると考えられる組換えタンパク質の生産が可能になることも期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Recombinant proteins produced in plant cells are frequently degraded by 
endogenous plant proteases. To avoid recombinant protein degradation in plant cells, co-expression 
of protease inhibitors with the recombinant proteins would be efficient. In this study, it was clear
 that some protease inhibitor could improve recombinant protein yield in Nicotiana benthamiana 
plants.
In the present study, a simple transient gene expression system based on Agrobacterium-mediated 
transformation was developed . Vacuum infiltration was applied to leaf discs from Nicotiana 
benthamiana plants with Agrobacterium suspension solution under conventional vacuum conditions in a 
needleless plastic syringe. This method can be conducted without specialized apparatuses or large 
amounts of Agrobacterium suspension solutions; thus, the simultaneous evaluation of multiple vectors
 will be easily possible.

研究分野：分子生物学

キーワード： プロテアーゼインヒビター　アグロインフィルトレーション　組換えタンパク質生産　一過性発現
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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 
 植物による組換えタンパク質生産におい
て、導入した遺伝子に由来する mRNA の発現
は認められるが、その翻訳産物の生産が認め
られない場合がある。この現象は、組換えタ
ンパク質が植物細胞内で速やかに分解され
ているためと推察される。そこで、植物細胞
中での組換えタンパク質分解を防ぐことを
目的として、組換えタンパク質と各種プロテ
アーゼインヒビターを同時に植物体におい
て発現させ、その効果を検討した。 
 
 
２．研究の目的 
 植物を利用した組換えタンパク質の生産
において、植物細胞内での組換えタンパク質
の分解を防ぐことによって、その生産量を向
上させるための技術開発を行うことを目的
とした。このことにより、植物体内における
組換えタンパク質の安定性が向上し、その蓄
積量を大幅に増加させることが可能である
と考えられる。また、植物細胞内における不
安定さから生産困難であると考えられる組
換えタンパク質の生産が可能になることも
期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 各種生物種から内在性プロテアーゼイン
ヒビター遺伝子を複数単離した。次に、プロ
テアーゼインヒビターを、本研究のモデル植
物 で あ る タ バ コ の 一 種 Nicotiana 
benthamiana において一過性もしくは形質転
換することにより恒常的に発現させ、植物細
胞内におけるタンパク質分解酵素の機能を
不全もしくは弱め、植物体内での組換えタン
パク質分解の抑制を試みる。プロテアーゼイ
ンヒビター非発現株との間で組換えタンパ
ク質生産量の比較を行う。植物での生産が困
難なタンパク質に対し、開発した技術を応用
し生産性の向上を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)プロテアーゼインヒビターの供発現によ
る植物における組換えタンパク質安定性向
上 
①プロテアーゼインヒビター遺伝子の単離
と発現ベクターの構築 
 ヒト、イネ、トマト、大腸菌等に由来する
cDNA ライブラリーから、各種内在性プロテア
ーゼインヒビター遺伝子を RT-PCR により増
幅・単離した（図１）。各遺伝子を植物発現
用バイナリーベクターへとクローニングし、
これらベクターにより Agrobacterium 
tumefaciens LBA4404株の形質転換を行った。
本アグロバクテリウムを N. benthamiana に
おける一過性発現試験をバキュームインフ
ィルトレーション法に用いた。 
 

 
 
 
図１．プロテアーゼインヒビター遺伝子の単
離例。大腸菌内在性プロテアーゼインヒビタ
ーである Ecotin 遺伝子を RT-PCR により単離
した。 
 
 
②プロテアーゼインヒビターと組換えタン
パク質の共発現試験 
モデル蛋白質として、ヒト骨形成タンパク
質 2（Bone Morphogenetic Protein 2、BMP2）
を用いた。BMP2 及びプロテアーゼインヒビタ
ーを35Sプロモーター下で発現するようベク
ターを構築し、それぞれによりアグロバクテ
リウムを形質転換した。BMP2 発現用及びプロ
テアーゼインヒビター発現用アグロバクテ
リウム懸濁液を混合し、N. benthamiana をア
グロインフィルトレーションに供した。イン
フィルトレーション処理後３日目の葉試料
について BMP2 発現状況をウエスタンブロッ
トにより解析した結果、BMP2 単独で発現させ
た際には BMP2 タンパク質の生産は認められ
なかった。一方、BMP2 とプロテアーゼインヒ
ビターを共発現させた場合、予想される分子
量と同じ位置に、抗 BMP2 抗体に特異的に反
応するバンドが検出された（図２）。本研究
の結果、植物において組換えタンパク質をプ
ロテアーゼインヒビターと共発現させるこ
とで、安定な生産が可能となることが示唆さ
れた。 

 
図２．組換えタンパク質生産におけるプロテ
アーゼインヒビターの効果 
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(2) 簡便なアグロインフィルトレーション
法の開発 
 
植物における遺伝子の一過性発現は、形質
転換植物体を作出するより簡便・迅速に実施
可能であることから、プロモーター解析、構
築した遺伝子コンストラクトの機能確認、発
現遺伝子の機能解析等幅広く利用されてい
る。近年、植物の一過性発現系としてはウイ
ルスベクター法やアグロインフィルトレー
ション法が多用されているが、ウイルスベク
ター法は、ウイルスの増殖能を利用した非常
に強力な発現ツールである一方、利用可能な
植物種が、用いた植物ウイルス感染可能な種
に限定され、また、遺伝子拡散防止の観点か
ら実用的な取扱いが難しいことから利用が
限られている。一方、非常に有効な手段とし
て数多くの報告があるアグロインフィルト
レーション法においても、①アグロバクテリ
ウムの大量培養が必要、②真空ポンプ等の装
置類が必要、③適当な大きさの、成長度を合
わせた複数の被接種植物体が必要、④インフ
ィルトレーション後の育成のために十分な
大きさのインキュベーターや温室が必要、⑤
インフィルトレーション後のアグロバクテ
リウムの飛散・漏洩を防ぐ必要、などの問題
がある。これらの理由から、複数の遺伝子を
対象として同時に実験を行うことが煩雑、か
つ困難であることも問題である。このような
状況から、より簡便なインフィルトレーショ
ン法が必要とされている。本研究において、
特別な装置やアグロバクテリウム菌体の大
量培養が必要無いアグロインフィルトレー
ション法を開発した。 
 
本研究で、一過性発現のモデルタンパク質
として、GFP（緑色蛍光タンパク質）及び GUS
（β-グルクロニダーゼ）の発現を試みた。
それぞれの遺伝子発現のためのアグロバク
テリウムは、基本的にアグロインフィルトレ
ーション法と同様の菌体液を調製した。すな
わち、抗生物質を含む培地で振とう培養後、
遠心分離により集菌、菌体を 緩衝液で懸濁
し、接種溶液とした。一方、温室において育
成した N. benthamiana よりコルクポーラー
を用いてリーフディスクを作製し、滅菌する
ことなく実験に供した。シリンジにリーフデ
ィスクと菌体液を入れ、シリンジ内の空気を
可能な限り除いた後に密閉し、プランジャー
を動かすことにより、シリンジ内を常圧状態
から減圧状態、減圧状態から常圧状態へと複
数回変化させることでリーフディスク内に
菌体液を浸潤させた。リーフディスクは菌体
液を拭いた後、植物培養用寒天培地上に静置
し、インキュベーター内で 3 日間培養した。
この結果、供試したリーフディスクのほとん
どにおいて GFP蛍光及び GUS活性が観察され
た（図３）。本方法によって、植物細胞内に
おいて簡便に遺伝子の発現が可能であるこ
とが明らかとなった。 

図３．リーフディスクインフィルトレーショ
ン法による GFP 及び GUS 遺伝子の発現 
1.未処理（青色 LED 照射下）、2.GFP 発現（青
色LED照射下）、3.未処理（GUS染色処理済み）、
4.GUS 発現（GUS 染色処理済み） 
 
 本方法の応用性を検討するため、RNA サイ
レンシングサプレッサーの機能解析を実施
した。ヒト酸性線維芽細胞増殖因子（aFGF）
と代表的なRNAサイレンシングサプレッサー
である p19 と Hc-Pro 遺伝子を本本法により
リーフディスクにおいて共発現させた。その
結果、RNA サイレンシングサプレッサーと共
発現させた際には、aFGF 遺伝子由来 mRNA と
aFGF タンパク質量が大幅に増加することが
明らかとなった（図４）。これは RNA サイレ
ンシングサプレッサーにより aFGF 遺伝子由
来mRNAの分解が防がれていることを意味し、
リーフディスク内においてもRNAサイレンシ
ングサプレッサーが機能していることが明
らかとなった。このことから、本方法を用い
ることで、簡便に遺伝子機能の解析が可能で
あることが明らかとなった。 

図４．リーフディスクを用いた RNA サイレン
シングサプレッサーの機能解析結果 
 
本方法は、リーフディスクとシリンジの他
に特別な装置類が必要無く、必要なアグロバ
クテリウム培養液も数 ml で十分であり、容
易に、かつ迅速に複数遺伝子の解析も同時に
行える方法であることが示唆された。今後、
遺伝子発現用ベクターの評価・各種スクリー
ニング等に応用可能であると考えられる。 
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