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1．発酵工学から植物細胞工学へ

筆者は大阪大学工学部醗酵工学科に入学し，大学院に

進学し，照井堯造先生のご指導を受け，「クロカビの酸性

プロテアーゼ生産の生理学および動力学的研究」で博士

学位を取得した．同大学助手に任官後は，大腸菌，枯草

菌，糸状菌の加水分解酵素生産の生理学的研究を行い，

MITでは高温嫌気性菌のセルラーゼ生産にも取り組ん

だ．1978年から，Bacillus pumilus のキシラナーゼ遺伝子

のクローニング，セルラーゼ生産糸状菌の細胞融合など，

微生物の分子生物学，細胞工学などにも取り組んだ．

1970年代後半，三井石油化学がムラサキ（ムラサキ科

植物，学名 Lithospermum erythrorhizon）の根に含まれる赤

紫色色素，シコニンの細胞培養による実用生産に踏み出

した．鐘紡はこの色素を口紅に入れ，バイオリップス

ティックとして若い女性に大いに歓迎された．日東電工

は同じ頃，オタネニンジン（ウコギ科の多年草植物，学

名Panax ginseng 通称：朝鮮人参）の根の組織培養に成功

し，20トンタンクで生産を始めた．含まれる薬用主成分，

ジンセノライド量は天然の朝鮮人参と同等かそれ以上で

あった．植物組織培養による物質生産が現実になり，私

が所属していた大阪大学醗酵工学科でも，対象生物を微

生物から植物細胞にも拡張すべきだろうとの風潮が生ま

れた．動物細胞の培養も活発になりつつあった．

1970年代初めにカリフォルニアで成功した遺伝子組

換え技術は植物にも波及した．そのきっかけは，ほぼ同

じ時期に，植物に腫瘍を生じる土壌細菌 Agrobacterium

tumefaciens が保持するTiプラスミドが腫瘍形成因子であ

ることの発見であった．1980年代には，Tiプラスミドを

用いた植物への遺伝子導入が可能になった．これは植物

を画期的に改変できることを意味していた．また，動物

細胞の cDNAクローニングが活発になりだした．これら

を契機に，発酵工学，生物工学と植物科学との接点を模

索しつつ，植物を研究対象に選んだ．分子生物学が活発

になり始めた頃で，何となく将来は微生物より複雑な高

等生物の研究が面白くなるのでは，との思いもあったが，

同じ高等生物でも研究人口の多い動物よりは，植物のほ

うがやり易いのではとの打算もあった．ただ，やみくも

に挑戦するのではなく，工学的視野をベースに置くこと

に留意し，当時，遺伝子工学，タンパク質工学，進化工

学などなど，さまざまな“工学”がブームのように台頭

しつつあり，それにならって「植物細胞工学」を体系づ

けることも目標とした．

2．植物組織培養による有用物質生産

植物の組織培養による有用物質生産は世界中で試みら

れていたが，実用化に至ったのは先述の 2件のみであっ

た．当時から植物組織培養の第一人者であった，京都大

学農学部の山田康之教授（後の奈良先端科学技術大学院

大学学長）に指導を請い1983年頃から，いろいろな植物
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の組織培養を始めたが，愕然としたのは，あまりにも植

物細胞の成長が遅いことであった．微生物なら 2，3日，

カビでも長くて1週間で実験が終わるところが，最低1ヶ

月かかることであった．日東電工のオタネニンジンの20

トンタンクでの培養は，今でも前々培養から始めて半年

はかかる．そして，有用物質生産細胞の取得は数十万，

数百万ある細胞集塊（カルス）を小分けしていき，高生

産細胞を選び出す手順（選抜）を踏む．そこには突然変

異処理はほとんど採用されない．なぜなら，微生物と異

なり，遺伝子ファミリーが多い高等植物では，1遺伝子

を破壊しても類似の遺伝子が多いため表現型が出ないか

らである．これは，微生物で例えれば，自然界から分離

した比較的生産性の高い細胞に突然変異処理をしない

で，いきなり培地・培養条件を最適化して実用生産に移

すことと同じである．微生物培養では通常，何度も突然

変異処理を重ねて，生産性を10倍，100倍，1000倍と上

げることにより実用化が可能になるのである．これに気

がつき，しばらくは植物細胞培養による物質生産をあき

らめていた．

3．植物の有用酵素の微生物生産への取り組み

一方，高等動物の cDNAを単離し，大腸菌や酵母で発

現させる研究が活発になってきた．そこで，植物由来の

付加価値の高い酵素の cDNAを取得し，微生物で大量生

産させることにした．候補の一つは，西洋ワサビ

（Armoracia rusticana）の根から抽出精製され，酵素免疫

法，ELISAに汎用されるペルキシダーゼであった．当時，

わが国では長野県で栽培されていた西洋ワサビが使われ

ていた．西洋ワサビの根は，すりおろしてステーキに付

けたり，市販の練りワサビに加えるなど，食品としても

馴染みがある．もう一つの候補は，血中コレステロール

などの測定を妨害する血液中のアスコルビン酸（ビタミ

ン C）を酸化するために使われるアスコルビン酸オキシ

ダーゼであった．これは，キュウリ（Cucumis sativus）や

カボチャなど，ウリ科植物の果皮に多く含まれ，わが国

ではキュウリ果実から抽出精製され市販されている．し

かし，栽培地，時期により酵素活性が大きく異なること

が課題となっていた．そこで，この 2つの酵素の cDNA

をそれぞれ西洋ワサビとキュウリから単離することから

始めた．

東洋紡と山田康之教授はペルキシダーゼを高生産する

西洋ワサビの培養細胞を取得していた．この細胞を譲与

していただき，mRNAの供給源とした．西洋ワサビのペ

ルオキシダーゼは少なくとも 42種類のアイソフォーム

があり，精製は大変困難であったが，デンマークの

Welinderは長年かけて，そのうちの一つ，アイソザイム

Cを精製し，1979年に全アミノ酸配列を報告していた1)．

これをもとにDNAプローブを作製し，大腸菌のcDNAラ

イブラリーのスクリーニングを行った．これには，阪大

の後輩で，当時，宝酒造で動物の cDNA単離に精通して

いた小谷博一博士の助言が大きかった．3種類のペルオ

キシダーゼの cDNAが得られ，次いでゲノム配列も明ら

かにし，1988年に報告した2)．そのうちの一つ，prxC1a

と名づけた遺伝子がコードする酵素のアミノ酸配列は，

Welinderが報告したアイソザイムCのアミノ酸配列と見

事に一致し，後日，彼女から感謝された．

キュウリのアスコルビン酸オキシダーゼはホモダイ

マー酵素で，サブユニットあたり銅原子を 4個含む．そ

のため硫酸銅と同じ青色を示ので，精製カラム内を青色

のバンドが移動するので精製はしやすい．精製酵素のア

ミノ酸の部分配列を決定し，プローブを作製した．農家

から入手した新鮮なキュウリの果実からmRNAを抽出

し，先と同様に cDNAクローンを得た．これはアスコル

ビン酸オキシダーゼ遺伝子の世界初のクローニングであ

り1989年に発表した3)．

目的の遺伝子を得たものの，当初の目標の微生物での

酵素生産は封入体を形成するなど，遅々として進まな

かった．しかし並行して，この 2遺伝子が植物でどのよ

うな機能を果たしているかという植物生理学，分子生物

学的研究を広く展開し，ようやく植物分野でも存在が認

められるようになった．

4．ペルオキシダーゼ遺伝子の機能と発現解析

西洋ワサビのペルオキシダーゼ遺伝子を5種類（prxC1a,

prxC1b, prxC1c, prxC2, prxC3）揃えた．また，西洋ワサビ

と同じアブラナ科に属し，ゲノム研究の対象としてク

ローズアップされだしたシロイヌナズナ（Arabidopsis

thaliana）からも3種類，イネから1種類，ペルオキシダー

ゼ遺伝子を取得し，それぞれの機能と発現制御の解析を

進めた．まず，5種類の西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ

の cDNAをタバコ（Nicotiana tabacum L.cv.W38）に導入

し，形質転換植物体の表現型から各遺伝子の機能を探る

ことを始めた．その中でprxC1a導入タバコは茎の成長が

20～30％促進されることが分かった（図1a）4)．そこで

日本製紙の河岡明義博士の協力で，この cDNAをパルプ

原料のポプラに導入したところ，やはり同じ効果が見ら

れた（図 1b）．理由は，ペルオキシダーゼの基質の過酸

化水素が消費されるので活性酸素ストレスに強くなる結

果と思われる 5)．すでに，日本製紙ではパルプ原料の約

半分を占めるユーカリにこれを導入し，海外植林に利用

する予定で生態・環境への影響を調べている．しかし，

どのペルオキシダーゼも過酸化水素を基質とするので，
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なぜprxC1aだけが生長を促進するのか，発現量，局在性

など，調べることはまだまだ多い．

prxC2は西洋ワサビの葉に傷をつけると発現が誘導さ

れた．そこで prxC2のプロモーター領域で傷害応答に関

わるシス配列を詳細に調べた．手法は，プロモーター領

域のDNA断片を欠失，塩基置換したものをレポーターの

β-グルクロニダーゼ（GUS）遺伝子に連結し，タバコに

導入し，葉に傷をつけた後のGUS遺伝子の発現を調べる

方法である．その結果，傷害応答に必須のGボックス配

列（CACGTG）とPALボックス配列（CCACTTGAGTAC）

を同定した 6)．次いで，このシス配列にそれぞれ結合す

る転写因子，TFHP1とNtLim1を，主にサウスウエスタ

ン法，ゲルシフトアッセイで同定した 7)．これは植物の

傷害応答機構を詳細に明らかにした最初であった．

prxC2のプロモーターは外来遺伝子を傷害時に特異的に

発現させる道具としても利用価値がある．

5．ペルオキシダーゼ，PrxC1aのN末端，

C末端のプロペプチドの機能

PrxC1aは 308アミノ酸残基から成ることをWelinder

が精製酵素のアミノ酸配列から明らかにしていたが，

cDNAの塩基配列では，コード領域はN末端側に 30，C

末端側に15アミノ酸残基延びていた．両プロペプチドは

ペルオキシダーゼの細胞内局在に機能すると考え，対応

するDNA配列を緑色蛍光タンパク質（EGFP）の遺伝子

の両端に付加し，タバコ培養細胞（N. tabacum L. cv.

Bright Yellow，以下BY2と呼称）8) に導入した．結論は，

N末端プロペプチドは細胞外分泌シグナル，C末端プロ

ペプチドは液胞局在シグナルであった．外来タンパク質

を細胞外へ移行させるにはN末端プロペプチドだけを付

ければよい．たとえば，環境ホルモンやダイオキシンな

どの有害化学物質を植物の根圏で分解させるために，分

解酵素を根の細胞外のアポプラスト（細胞間隙）に輸送

する戦略に利用できる．酵素を完全に細胞外に分泌させ

れば希釈されるので，アポプラストに蓄積させることは

理にかなっている．今後，ラッカーゼ，マンガンペルオ

キシダーゼなどを植物の根の表層に局在させ，環境浄化，

ファイトレメディエーションに利用すべく研究を行って

いる．

6．タバコ培養細胞の細胞工学

6.1　高発現プロモーターの取得　　先に，植物の細胞

培養による有用物質生産は微生物に比べ増殖速度があま

りにも遅いことと，突然変異株取得が困難であるため実

タバコ ポプラ

図1．西洋ワサビのペルオキシダーゼ遺伝子，prxC1a導入による生長促進．左，形質転換タバコ；右，形質転換ポプラ．下は活性酸
素を生じる過酸化水素またはメチルビオローゲンで処理後した葉のディスク．prxC1a導入個体では黄化程度が野生型ポプラより少
ない．
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用化が困難であると述べた．1980年代半ばに，遺伝子組

換え技術により大腸菌で生産させたヒト・インシュリン，

ヒト・成長ホルモンが医薬品として発売されだした．す

なわち，遺伝子組換え技術を使えば，かつては遺伝学の

研究材料であった大腸菌が工業微生物に代わることを意

味した．これは，植物培養細胞も遺伝子導入すれば，物

質生産細胞に変えることが可能であることを示唆する．

そこで，植物で最も増殖が速い細胞として，基礎生物学

研究所の長田敏行博士（現，東京大学理学部教授）が開

発したタバコBY2細胞を選んだ8)．BY2細胞はサイズが

50～ 100 µmの球形または楕円形で，増殖が衰えると糸

状になることがある．無機塩と 3％ショ糖，植物成長ホ

ルモンのオーキシン，2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-

D）を添加した Linsmaire and Skoog（LS）培地で，至

適温度 28°C，至適 pH 5.8で液体振とう培養すると，世

代時間は約10時間で，培養開始後5日間まで対数増殖し，

7日間で細胞濃度は50倍になり，700 mg新鮮重 /mlにな

る（図 2a）．BY2細胞は世界中で使われ，同調培養も可

能で，生理学的，分子生物学的知見が蓄積されていた．

なお，BY2細胞は植物体に再生する能力を失っている

が，アグロバクテリウム法による遺伝子導入も可能で，

約2～3週間で形質転換コロニーが得られるので，遺伝子

の機能解析には好都合な材料である．

BY2細胞を宿主として，外来遺伝子導入により物質生

産を行うには，まず遺伝子を高発現させるプロモーター

が必要であると考え，対数増殖期に高発現している遺伝

子を探した．mRNAから逆転写で得られるcDNAが高頻

度に現れるものはmRNAが多い，つまりプロモーター活

性が高い遺伝子であると考えられた．植物では多数の類

似遺伝子がファミリーを形成していることが多く，一見

mRNAが多いといっても，多数の遺伝子の転写物の総計

である場合も考えられた．そこで，得られたいくつかの

候補 cDNAのゲノミックサザン解析により，遺伝子のコ

ピー数が少ないものとして，F1-ATPase δサブユニット

（ATPD），elongation factor1α（EF1A），および機能未知

のNo.108遺伝子の3個を選んだ．

物質生産は培養液あたりの生産量が多くなければなら

ず，高密度培養を行うのが普通であり，細胞濃度が高い

培養後期の増殖停止期でプロモーター活性が高いものも

必要である．そこで，対数増殖期と増殖停止期のBY2細

胞のmRNAのディファレンシャルスクリーニングを行

い，候補としてエクステンシン（EXT），アルコール脱水

素酵素（ADH），ペクチンエステラーゼ（PES）遺伝子

の3個を選んだ（図2b）．

図2．タバコBY2細胞から高発現プロモーターの単離．
（a）BY2細胞の増殖曲線．（b）対数増殖期，増殖停止
期で高発現する遺伝子のノザン解析．（c）GUSをレ
ポーターとするタバコ・プロトプラストにおけるプロ
モーター活性の一過性発現解析．



6 生物工学　第85巻

それぞれの cDNAに対応するゲノム遺伝子のプロモー

ターを含むと思われる 5'上流，1～ 1.5 kbp DNA断片を

クローニングし，GUSレポーター遺伝子に連結し，タバ

コBY2細胞のプロトプラストにエレクトロポレーション

法で導入した．このプロトプラストを 18時間培養し，

GUS活性を測定し，プロモーターの強度を評価した．こ

の条件では，導入したプロモーター / GUS遺伝子は核内

で染色体には組み込まれておらず，一過性の遺伝子発現

を見ることができる．後に詳しく述べるが，染色体に組

み込まれると，組み込まれた場所により導入遺伝子の発

現は大きく変動する（位置効果）ので，プロモーター活

性の評価には適さない．エクステンシンのプロモーター

は得られなかったが，他の5遺伝子のプロモーターは，強

いプロモーターとして汎用されているカリフラワーモザ

イクウイルスの35S RNAのプロモーター（pCaMV35S）

と同等かそれ以上のGUS活性を示した（図2c）．特に培養

後期で高発現している ADHと PES遺伝子ではきわめて

GUS活性が高く，応用のみならず，なぜそのような高い

活性を持つかという基礎研究にも有用な材料となった．

さらに，プロモーター / GUS遺伝子をカナマイシン耐

性遺伝子とともに導入した形質転換タバコBY2細胞を取

得し，液体培養でのGUS活性の経時変化を調べた．予想

通り，対数増殖期で高発現する遺伝子のプロモーターで

はGUS活性はその時期に高く，ADHとPES遺伝子のプ

ロモーターでは培養 5日目から急激に GUS活性が上昇

し，BY2細胞の内生の各遺伝子の発現のノザン解析の結

果と一致した9)．

6.2 タバコADHの翻訳エンハンサーの発見 ADH

プロモーター / GUS遺伝子のBY2細胞での一過性発現で

は，きわめて高いGUS活性を示した．この構築ではGUS

遺伝子の上流にADH の 5'非翻訳領域（5'-UTR）と 7ア

ミノ酸残基のコード領域を含んでいた．そこで種々の領

域に分けて，それぞれの転写，翻訳への影響を詳細に調

べた．CaMV35SプロモーターとGUSとの間に ADH の

5'-UTR 82 bpをつけ（図3a），タバコBY2細胞とシロイ

ヌナズナの培養細胞T87のプロトプラストに導入し，一

過性発現を調べたところ，GUS活性は，つけない場合の

30倍に上昇した．mRNA量は82 bpの有無に関らず同じ

であったことから，この領域は翻訳を高めるエンハン

サー機能があると結論した（図3b）．

次に，CaMV35Sp/ADH 5'-UTR/GUSをカナマイシン

耐性遺伝子とともにタバコに導入し，形質転換体を取得

した．それらの葉でのGUS mRNAあたりのGUS活性は

5'-UTRがないときの20～40倍と，安定形質転換植物に

おいても翻訳エンハンサー機能を持つことが解った（図

3c）10）．これは外来遺伝子を植物で高発現させるツール

として貴重であり，多くの大学，企業の基礎，実用研究

に活用されている．ADH の 5'-UTRは一過性発現では，

双子葉植物のタバコとシロイヌナズナでは高い翻訳上昇

活性があったが，イネ・プロトプラストではほとんど効

果はなかった．双子葉植物と単子葉植物ではこのような

違いがよくあり，重要な作物であるイネ，ムギ，トウモ

ロコシで効果がないのは弱点であった．そこで，イネか

らADH遺伝子を単離し，その5'-UTRの翻訳増大効果を

イネとタバコで調べたところ，イネでは大きな増大効果

があったが，タバコでは効果は小さかった（未発表）．な

お，タバコとイネのADHの5'-UTRの配列には類似性は

なかった．また，単子葉植物と双子葉植物では，5'-UTR

に作用するトランス因子も異なると思われる．しかし，

いずれも外来遺伝子を高発現させるという応用面では貴

重な材料である．

なお，タバコADHのプロモーターと5'-UTRの両方が

あると，タバコの一過性発現では CaMV35S プロモー

ターの140倍のGUS活性があり，一方，翻訳増大効果は

30倍であったことから，推定ではあるがADH のプロモー

ター活性はCaMV35Sの4～5倍程度ということになる．

7．植物における外来遺伝子の安定発現

植物の染色体にアグロバクテリウム感染法あるいは

パーティクルガン法で導入した外来遺伝子の発現は，形

質転換体により1～10,000倍の間で大きくばらつくのが

一般的である．そのため，形質転換体を少なくとも10～

20個体解析しないと，結論が得られないという大きな壁

がある．これは外来遺伝子が導入された染色体の位置に

より発現が変動するものと考えられ，染色体の位置効果

を呼ばれている．その原因を突き止め，位置効果を回避

し安定した高発現体を得ることは，応用面では特に重要

である．

7.1 インシュレーターによる位置効果の回避 高

等生物では遺伝子の発現を高めるエンハンサー，抑える

サイレンサーがあり，100 kbpも離れた遺伝子に影響を

及ぼすことが知られている．しかし，無秩序に遠くの遺

伝子に影響を及ぼさないように，どこかに影響力を限定

するクロマチンの境界がなければならない．その一つで

あるインスレーター（遮断するという意味）を，広島大

学の赤坂教授はウニのアリルスルファターゼ遺伝子の上

流に発見した．約 600 bp領域はウニの受精卵において，

すぐ上流のエンハンサーの効果を抑えた．このウニ・イ

ンスレーターが植物においても機能するかを，タバコ培

養細胞で試した．CaMV35Sプロモーター /GUS遺伝子を

タバコBY2細胞に導入すると，GUS活性は形質転換細胞

間で大きく異なるが，プロモーターの 5'上流にインス
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レーターをつないでおくと，得られた形質転換細胞はい

ずれも高いGUS活性を示した．これは導入位置の染色体

の影響を遮断したために，安定な高い発現を示したと解

釈した．GUS遺伝子の3'下流にインスレーターをつない

だ場合はGUS発現の変動は抑えられなかった11)．このイ

ンスレーターは植物で外来遺伝子を安定に発現させる重

要なツールであり，日米で特許を取得した．

7.2 シロイヌナズナにおける位置効果の検証 外

来遺伝子の発現量と染色体の導入位置との関係を探ろう

と，CaMV35Sプロモーター /GUS遺伝子をシロイヌナズ

ナに導入し，57個体を解析した．図4aに示すように，形

質転換体 T1の葉の GUS 活性は 10,000 unit/mg protein

以上のもの（14個体）から 500 unit/mg protein 以下の

もの（31個体）まで大きく変動した．GUS遺伝子をプ

ローブにサザン解析を行ったところ，導入されたGUS遺

伝子は単一コピーのものから多コピーのものまでさまざ

まであった．単一コピーのもののGUS遺伝子の5'，3'の

配列を詳細に調べたところ，完全長で導入された10個体

はいずれも高い GUS活性を示し，mRNA量もほぼ同じ

であった（図4b）．クローン38のように完全長のGUS遺

伝子と一部の GUS遺伝子が導入されたものは発現がほ

ぼゼロであったということは，多コピー導入された個体

で一部 GUS遺伝子が欠落した不完全なものがあれば，

post-transcriptional silencing（PTGS）が起こることを

示唆する．シロイヌナズナではゲノムの全配列が解って

いるので，単一コピーの完全長GUS遺伝子が導入された

個体について，GUS遺伝子の5'上流，3'下流の配列から

染色体上の導入位置を決定した．10個体の GUS遺伝子

導入位置は 5本の染色体のさまざまな場所に挿入されて

おり，特に高発現する位置はなかった（図 4c）12)．した

図3．タバコADHの5'-UTRの翻訳エンハンサー活性の評価．（a）対照ベクター pBI221の部分構造．右端はGUS構造遺伝子の5'末
端配列．ADH-221はpBI221にADH 5'-UTR，82 bp（黒塗り）を挿入したもの．ADH-NFはADH 5'-UTRをGUS構造遺伝子の直
前につないだもの．（b）培養細胞から得たプロトプラストにおける GUS遺伝子の一過性発現解析．左，タバコ・プロトプラストに
おけるGUSのノザン解析；右，タバコBY2およびシロイヌナズナT87細胞のプロトプラストにおけるGUSの一過性発現活性（unit/
mg protein）と相対値（括弧内）．ADH-NFではADH-221 の2～3倍のGUS活性があり，これはGUSのATG開始コドンの直前の塩
基が翻訳に影響することを示唆していた．ATGの直前の3塩基，64通りについてシロイヌナズナで翻訳活性への影響を調べた結果，
最高のAAGと最低のUGCでは4倍の違いがあった．（c）形質転換タバコの葉におけるGUS発現．左，GUS mRNAのノザン解析；
右，GUS mRNAと活性の相対値．
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がって，少なくともシロイヌナズナにおいては，外来遺

伝子の発現が大きくばらつくのは染色体上の導入位置の

せいではなく，複数コピー入ったものでは，一部欠失し

た遺伝子も入っており，これがPTGSを誘起する結果で

あると思われる．

次に，完全長の遺伝子であれば多コピーになればなる

ほど発現量は増えるか，コピー数と発現量の相関を調べ

た．上で得られた10個体は，それぞれ異なる染色体に完

全長のGUS遺伝子が入っているので，まず自家受粉によ

り後代を作り，ホモ（2コピー），ヘミ（1コピー）個体

を得，それらの交配を重ねることにより，1コピーから7

コピーを持つものまで，それぞれ数十個体のGUS活性を

測定した．GUS活性は5コピーまではコピー数と比例し

て増えるが，6コピー以上では見事に活性はほぼゼロに

なり，コピー数には閾値が存在することが示された．こ

れに関連すると思われるDNAのメチル化を調べると6コ

ピー以上になるとGUS遺伝子の CCGG配列の多くがメ

チル化されており，転写の不活性化が起こることを示唆

する（投稿準備中）．コピー数の増加となぜメチル化が起

こるか解決すべき課題は多いが，その突破口を開く材料

が揃ったと考えている．今は，植物に複数の遺伝子を導

入し多くの機能を与える時代に入っているが，各遺伝子

に付けるプロモーターやターミネーターは同じものを 6

個以上は使わない方が良いことを意味している．

8．耐塩性植物の分子育種

大阪大学工学部高野光男教授（現，名誉教授）は1989

年，タイ東北部の塩土から耐塩性菌Halomonas elongataを

分離した．H. elongataは生育に海水並みの3％ NaCl が必

要で，20％ NaClでも増殖できるきわめて強い耐塩性を

示した．外部塩濃度に対抗する細胞内の適合溶質は，あ

まり知られていなかった環状のアミノ酸誘導体，エクト

イン（ectoine: 1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidi-

necarboxylic acid）であった 13)．これを大腸菌の培地に

添加すると大腸菌の耐塩性が上昇したので，植物に作ら

せる研究を始めた．エクトインはトレオニン，リジンな

どの生合成中間体，L-aspartic-β-semialdehydeから3段階

の反応で生合成されることが分かり，それらの遺伝子，

ectA，ectB，ectCをH. elongataのゲノムから取得し，それ

ぞれをCaMV35Sプロモーターにつなぎ，タバコBY2細

胞に導入した．3遺伝子を発現するクローンは 10～ 80

nmol/g湿重量のエクトインを蓄積した．残念ながら，こ

の程度の蓄積ではタバコ細胞は3％のNaClを含む培地で

は生育できなかったが，マンニトール，食塩などの高浸

透圧培地に20分間漬けて，低浸透圧培地に戻すと，エク

トイン蓄積量に応じて生残率が高くなった．エクトイン

図4．シロイヌナズナ形質転換体のGUS遺伝子の染色体導入位
置と活性．（a）pBI121を導入したシロイヌナズナ植物体57個
体のT1世代の葉のGUS活性の分布．（b）完全長単一コピー導
入5個体（T3世代）のGUS活性とmRNA量．クローン38は不
完全長GUS遺伝子を含んでおり，活性は0．図には示していな
いが，完全長単一コピーが導入された他の 5個体もほぼ同じ
GUS活性を示した．（c）完全長 GUS遺伝子が単一コピーで導
入された10個体のシロイヌナズナ染色体上の導入位置．ローマ
数字はシロイヌナズナの染色体番号，染色体上の数字はクロー
ン番号．
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は浸透圧ショックから膜構造などを保護すると考えられ

た14)．植物が高濃度の食塩に曝された時，膜構造や膜機

能を保護できれば，自身でアミノ酸，糖類などの適合溶

質を蓄積し，耐塩性を獲得すると思ったが，問題は高濃

度の食塩存在下では適合溶質を蓄積していても有害な

Na+イオンが浸入し，ほとんどの酵素が阻害されること

であった．

耐塩性植物の分子育種には外部の高浸透圧から細胞を

守ることと，Na+イオンの浸入を阻止するという，2つ

の課題を克服しなければならない．そこで，イネのNa+/

K+輸送膜タンパク質の構造と機能の解析を行った．イネ

の高親和性K+ 輸送体，HKT1はNa+イオン輸送活性が

高く，植物が必要とする K+イオン取込能は低い．しか

し，N末端から88番目のセリンをグリシンに置換するよ

うに変異させた遺伝子をNa+排出能を欠失した酵母に導

入すると，形質転換体は海水より高濃度の600 mM NaCl

（3.6％）を含む培地で生育し，K+イオン取込能が上昇し

た15)．

酵母の Na+イオン排出ポンプ遺伝子，Ena1をタバコ

BY2細胞に導入したところ，NaClより 10倍程度毒性が

強いLiCl，120 mM存在下で増殖するようになった．こ

れはタバコにおいても浸入した Li+イオンを排出した結

果であると判断された．高濃度NaClでの実験はNa+の

毒性と高浸透圧のストレスの両者が影響するので行って

いないが，Ena1も浸入したNa+イオンの排出に有効であ

ると思われ，耐塩性植物の分子育種のツールである16)．

耐塩性植物の分子育種には多くの要素遺伝子が必要で

あるが，重要な候補遺伝子がほぼ揃った．ただし，変異

HKT1遺伝子を植物に導入しても内在のHKT1遺伝子が

あればNa+イオンは取り込まれるので，内在遺伝子を破

壊する必要がある．遺伝子の相同組換えがまだできない

植物では，これはまだ困難であり今後の研究が待たれる．

9．経済産業省・NEDOの植物プロジェクト

飽食，快適，便利な現在の先進国の豊かな文明は化石

資源の大量消費により成り立っている．しかし，地球温

暖化，地球規模での環境汚染と破壊など，大きなツケが

回ってきた．これを解決し，持続可能な社会を実現する

には，太陽エネルギーを使ってCO2を固定し，デンプン，

セルロース，脂質，タンパク質などを生産する植物を抜

本的に改良し，バイオマスの生産性を高める方策が理に

適っている．バイオマスからできたエタノール，ディー

ゼル燃料，プラスチックを消費しても，生じるCO2は再

び植物に利用される．地球上で年間に生産されるバイオ

マスエネルギー量は人間活動で消費されるエネルギー量

の10倍ある．したがって，植物バイオマスの生産性を10

％高め，それが化石資源の代替になれば，CO2排出によ

る地球温暖化は防止できる．それでは，植物の生産性を

平均10％高める方策はあるのだろうか．答えはイエスで

ある．一生移動できない植物は環境からさまざまなスト

レスを受け，本来備えている生産力の大半が失われてい

る．米国の農業でさえ，実際に農地で収穫される収量は，

最適条件で栽培したときの収量の 1/4以下である．途上

国の農業の収量の低さは推して知るべしである．今では

遺伝子組換え技術によりウイルス耐性，昆虫抵抗性，除

草剤耐性の作物が市場に多く出ているが，これらは明ら

かに生産力が数％上昇している．今後，遺伝子組換え技

術を使えばストレスによる生産力の減少を防ぐのみでな

く，植物が遺伝的に備えている生産力の上限を上げるこ

とも可能である．光合成活性やCO2固定量の増大，成長

速度の上昇などである．ただ，これらを従来の交配育種

で達成するにはあまりにも時間がかかりすぎ現実的では

ない．目的の遺伝子をあらゆる生物から探索し，試験管

内で加工し，複数の有用遺伝子を同時に導入できる遺伝

子組換え技術を使えば，植物のバイオマス10％増産は可

能である．

1995年にデュポン社の研究グループは，ダイズでリジ

ンを生産させるという興味深い成果を発表した．微生物

も植物も特定のアミノ酸などが高蓄積すると細胞に良く

ないので，最終産物が生合成の最初の酵素を抑える

フィードバック制御を備えている．アミノ酸発酵工業は

突然変異によりフィードバック制御を解除した微生物を

利用することにより成功した．そこで彼らは，リジン生

合成経路でフィードバック阻害を受ける aspartokinase

と dihydrodipicolinate syntaseのフィードバック阻害非

感受性酵素の遺伝子をそれぞれ大腸菌と Corynebacterium

から取得し，ダイズに導入したところ，種子中のリジン

含量が 6倍増えた 17)．いったん遺伝子組換えダイズの種

子が得られれば，畑で太陽光とCO2からアミノ酸を生産

することが可能であり，発酵法に比べ生産コストは大幅

に低減できる．

以上のような背景から経済産業省に提案したナショ

ナルプロジェクト「植物利用エネルギー合理化工業原料

生産技術開発」が採択され，1999年から 2005年までプ

ロジェクトリーダーとして推進してきた．プロジェクト

の構成は 1）工業原料生産のための植物代謝利用技術，

2）植物の環境ストレス耐性向上技術，3）植物への多重

遺伝子導入技術および発現制御技術からなり，企業 8社

と多くの大学，研究機関が参加した．成果としては，酸

性土壌では栄養素のリン酸がアルミニウムと結合し不溶

性になっているが，クエン酸合成酵素遺伝子を導入し，

根から有機酸を分泌させることによりリン酸を可溶化
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し，酸性土壌で20％生長が促進されたパルプ材のユーカ

リ（王子製紙），高付加価値の不飽和長鎖脂肪酸，アラキ

ドン酸を蓄積するダイズ（サントリー），抗菌ペプチド遺

伝子を導入し，黒斑病菌耐性になったサツマイモ（豊田

中研），ポリアミン蓄積により乾燥・塩・低温などの複合

ストレス耐性になったサツマイモ（東洋紡），動物飼料中

のフィチンのリン酸を遊離させるフィターゼを高生産す

るイネ（三井化学），カフェイン生合成をRNAiで抑制し

たデカフェコーヒーノキ（奈良先端大），gene dosage効

果が期待できる葉緑体に遺伝子を導入することにより，

全可溶性タンパク質の 38％の外来タンパク質を蓄積さ

せたタバコ（RITE）などが作られ，一部は実用化に向

けた生態系への安全性試験が始まっている．

これからの遺伝子組換え植物作製には，複数の遺伝子

を導入し複合ストレス耐性を付与するとともに，有用物

質生産の代謝経路を改変する技術として，数十遺伝子を

試験管内で連結し染色体の一ヶ所に導入する多重遺伝子

導入技術が求められる．そこで，磁気ビーズ上でストレ

プトアビジン・ビオチン反応を利用して，10遺伝子を数

時間で連結する多重遺伝子連結技術を開発し，自動化ロ

ボットを完成させた．10遺伝子連結を3連平行して行い，

これらを植物用ベクターに組み込むことにより数日で

30遺伝子の連結が可能になった．100 kbpのDNA断片を

シロイヌナズナに導入し，DNAが安定に維持されること

も確認した（奈良先端大）．多数の外来遺伝子を目的に応

じて発現させるためには多くのプロモーターを準備しな

ければならない．シロイヌナズナの葉，根特異的に発現

する遺伝子群を DNAマイクロアレイで選択し 18)，それ

ぞれのプロモーターを40種取得し，発現様式を詳細に解

析した（奈良先端大）．

プロジェクト進行中の 2000年にはシロイヌナズナの

全ゲノム配列が解読され，イネもそれに続き，植物分野

も転写物，タンパク質，代謝物の網羅的解析が始まり，

ポストゲノム時代に入った．そこで経済産業省はもう一

つの植物プロジェクト「植物の物質生産プロセス制御基

盤技術開発」（2002 – 2009）を開始したが，企画段階か

ら参画し，現在もプロジェクトリーダーを務めている．

構成は，1）モデル植物を用いた物質生産機能の解析，

2）実用植物を用いた物質生産制御技術の開発からなっ

ている．これにも企業8社と多くの大学研究室が参加し，

1）の基盤研究はかずさDNA研で柴田大輔博士が指導に

当たっている．モデル植物のシロイヌナズナの培養細胞

で cDNAを網羅的に過剰発現または発現抑制し，工業原

料生産に関わるアミノ酸，有機酸，脂質，糖質，イソプ

レノイドなどの代謝物の変動を解析し，律速反応をつき

とめることにより，該当する遺伝子を実用植物のユーカ

リ，パラゴムノキ，トチュウ，亜麻，ジャガイモなどに

導入し，目的生産物のアミノ酸，セルロース，リグニン，

ゴム，多糖類，カロテノイド，ステロイドなどの増産へ

の効果を検証するという戦略である．現時点では実用植

物の網羅的遺伝子解析は無理であるが，たとえばパラゴ

ムノキにおいても，ゴム生合成の前駆体，イソプレノイ

ド関連遺伝子と代謝物の網羅的解析は行っている．転写

因子も重要で，シロイヌナズナと実用植物で共通した転

写因子があると思われる．得られたデータは統合して

データベースを作り，いずれ公開する予定である．

おわりに

発酵工学を背景にスタートした植物バイオテクノロ

ジーの研究経緯を述べた．開始当初に比べて人口・食料

問題，地球温暖化，地球環境問題などが深刻になってき

た今日，植物の重要性はますます高まってきたと認識し

ている．バイオマスは化石資源に代わる21世紀の中心的

資源である．農業面での植物の応用研究は昔からあるが，

工業利用面で基礎研究に基づいた植物の応用研究はこれ

までなかった．本会会員の一人として，このような視点

から研究を展開してきたことが今回の受賞につながった

わけで，会員のご理解に感謝する次第である．「植物の葉

は理想のバイオリアクターである」．一枚一枚が太陽電

池を備えた生産工場であり，必要な遺伝子群をセットで

導入すれば目的の生産物を作ることができる．そして植

物は，いわゆる腐敗により堆肥に代わる「生分解性の工

場である」ことが，太陽電池，風力発電に勝る点である．

20世紀は石油の世紀であった．産油国は巨額の富を

得，先進国は石油の大量消費により豊かな文明を築いた．

21世紀はバイオマスの世紀に違いない．国土が狭くバイ

オマスに乏しいわが国は，果たして今の繁栄を持続でき

るであろうか．石油を持たなかったわが国が世界第 2の

経済大国になれたのは科学と技術の振興に国を挙げて取

り組んできたからである．今後，わが国が生き残るには，

バイオマス増産のための植物の基礎と応用研究という上

流と，バイオマスを有効に効率よく利用する生物工学と

いう下流の科学技術に力を入れなければならないはずで

ある．このような筆者の思いを，新潮選書「植物力」19)

に詳しく述べている．

ここで紹介した研究は，大阪大学工学部応用生物工学科

（1985～2004）と奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエン

ス研究科（2004～現在）で行ってきたものである．すでにお名

前を挙げた先生方以外に，実に多くの先生方，学生の皆さんに

支えて頂いた．植物研究の開始時には大阪大学の岡田弘輔教授

（故人），岡田尚輔博士（故人），藤山和仁助教授のご指導とご

協力が大きかった．また，大阪大学時代から今日まで，私の講
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座で研究と学生指導を共に行ってきた関根政実・石川県立大助

教授，吉田和哉・奈良先端大助教授，奈良先端大に転任後に加

わって頂いた加藤　晃，仲山英樹両博士のご尽力は多大であ

る．関根助教授が指導してきた，植物の細胞周期制御遺伝子群

の機能解析は膨大であるが，誌面の都合で述べることができな

かった．そして，百数十名の大阪大学，奈良先端大の学生諸君，

ポスドク研究員，実験・事務補助の皆さんの成果の集約である

ことは言うまでもない．ここに深甚なる謝意を表する．最後に，

最高の研究環境で研究をさせていただいた，奈良先端大の歴代

学長と植物研究グループの先生方，20年間，米国から常に最新

の情報を提供し，支援いただいたUC Davis, Raymond L. Rod-

riguez教授に厚くお礼を申し上げる．
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