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1.概 要

将 来的 には タマネ ギで 高発現 す るア リイナ ーゼ遺伝 子 を利 用 して、 タマネ ギ内 で生分解

性 プ ラス チ ック(Bio-DegradablePlastic;BDP)合 成 に必 要 な遺 伝子 を高発 現 させ 、

タマネ ギ にBDPを 作 らせ る計 画 であ る。 本年度 はア リイ ナー ゼ遺伝 子 のプ ロモー ター及

びカ リフ ラ ワー モザ イ ク ウ ィル ス35Sプ ロモ ー ター とア リイ ナー ゼcDNAと レポー ター遺 伝

子 で あ るGFPを 新 しく開発 され た遺伝子 組 み換 え技術 を利 用 して連結 し、融 合遺伝 子355::

AlliC::GFPとAlヱiP::AlliC::GFPを 作製 した。 これ を遺伝 子銃 を用 いて 、 タマ ネ ギの鱗 茎

葉 の表 皮細 胞 に導入 して 、GFP遺 伝 子 の発 現 レベル を調 べ 、 プ ロモ ー ター の遺伝 子発 現 能

力 を調べ た。 また現 在 、 タマ ネ ギ形 質転 換体 で の外 来遺伝 子発 現研 究 のパイ ロッ ト実験 と

して35S::GFP::GUS融 合 遺伝 子 を タマ ネ ギ細胞 に導入 して形質 転換 体 を作 製 して、 その成

長 過程 を調 べ てい る。

2.背 景

タマネギは気候や土壌に対す る適応性 が高 く日本各地で栽培 されてお り、今 日では欠 く

ことのできない健康食品である。 タマネギは常温でもある程度の期間保存できる保存性の

高い食品である。単位面積当た りの生産性 も高 く、狭小な耕作地でも多くの収穫が得 られ

る。神奈川大学 ・理学部 ・生物科学科、鈴木研究室では神奈川県農業総合研究所(農 総研)

と共同で、このタマネギの特性 を生か し、有用物質の生産工場 として機能 させ るために、

タマネギに外来の遺伝子を導入 し発現 させ る形質転換系の確立 を目指 して研究 を行ってき

た。農総研ではタマネギ形質転換体 を作成する技術を確立 し、現在、各種遺伝子のタマネ

ギ内でのプロモーター解析 を進めている。

神奈川大学 ・理学部 ・生物科学科、斎藤研 究室ではRalstoriaeutrophaな どのバクテ リ

アか ら生分解性 プラスチック(BDP)で あるpoly(D-3-hydroxybutylate)(PHB)を

生合成す るのに必要な酵素の遺伝子(phbA,phbB,phaC)が クローニ ングされている。 こ

の遺伝子 を利用 してタマネギにBDPを 低コス トで生産できるよ うになれば、BDPの 普
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及につなが り環境保全 に貢献できる と考 えられる。 このためには、タマネギ細胞内で先の

バ クテ リアのPHB合 成酵素遺伝子が高発現するよ うに1プ ロモーターな どを改変す る必

要がある。

タマネギの鱗茎葉(食 用部分)で は辛味成分であるア リシンの生合成 に必要な酵素ア リ

イナーゼが高い レベルで発現 している。 この遺伝子のプロモーターお よび局在化 シグナル

を利用すれ ばタマネギ内で外来遺伝子 を高 レベルで発現 させることができると考え られ る。

現在すでにタマネ ギよりア リイナ0ゼ 遺伝子cDNAと プ ロモー ター領域がクローニングされ

ている。

、'GatewayCloningSystem(GCS)は バ クテ リオ ファージDNAが 細菌のゲノムに取 り込まれ

る際のインテグラーゼ と切 り出 され る際のエクサイシオナーゼに よる配列特異的組 み換 え

反応 を利用 したもので、 目的の遺伝子 をPCRに よって組み換 え反応に必要な配列を付加 し

て増幅すれば、制限酵素処理やライゲーシ ョン反応な しにその遺伝子を様々なベクターに

組み込む ことができる画期的なシステムである。 このシステムを利用 して様 々な融合遺伝

子の作製 を試みた。竃.,一

3.材 料 と方 法'.∵ ・

35S::AlliC::GFP融 合遺 伝 子 の作 製:ア リイ ナー ゼ 遺伝 子 のcDNAを 含 む ク ロー ンAlliIA

(AccessionNo.AF124405)のDNAを 鋳型 として 、attB1配 列 の一 部 を持 つ5'プ ライマ ーat

tBIAIlicDNA(AAAAAGCAGGCTCCATGGAGTCTTACCACAAAGTTGGC;下 線 部 がattB1配 列 の一部)と

attB2配 列 の一 部 を持 つ3'プ ライ マ ーattB2AllicDNA(AGAAAGCTGGGTCTTAAATGAAAGGACGGC

,GGGAAATC;下 線 部 がattB2配 列 の一 部)を 用 い てPCRを 行 う。 得 られ たPCR産 物 を鋳 型 に し

てattB1ア ダプ ター プ ライ マー(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGGCT;重 複 す る部分)とattB

2ア ダ プ ター プ ライマ ー(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT;重 複 す る部分)を 用 いて ア リ

イ ナ ーゼORFの 両 端 にattB配 列 を付加 した。Invitrogen社 のBPク ロナ ーゼ(イ ンテ グラー

ゼ)に よるattB1一 ア リイナ ー ゼORF-attB2と エ ン トリー ベ ク タ ー-pDNOR201(lnvitrogen)

が有す るattPl-ccdB-CmR-attP2間 の配列 特異 的組 み換 え反応 に よ り、 ア リイ ナー ゼORFをp

DNOR201に 組 み込 みエ ン トリー ク ロー ンを作 製 す る。 エ ン トリー ク ロー ン中 ではattL1一 ア

リイ ナー ゼORF-attL2と 変化 して い る。 得 られ たエ ン トリー ク ロー ン と植 物発 現 ベ クターp

GWB5(島 根 大学 の 中川 強博 士 よ り分与 して頂い た)中 のattRl-ccdB-CmR-attR2と の 間でLR

ク ロナ ーゼ(エ クサイ シオナ ー ゼ)(lnvitrogen)に よ る配 列特 異 的組 み 換 え反応 を起 こ

させ 、attB1一 ア リイナ0ゼORF-attB2と 変 化 した発現 ク ロー ンを得 る。 この ク ロー ンのDNA

をア グロバ クテ リウムC51に 導入 して、 タマネ ギ の形 質転 換 に用 い る。
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Figure1各 種 融合 遺伝子 構成 体 の構 造pGWBのGさneの 部 分 に各種 の融合 遺伝子 が挿 入 さ

れ る。T-DNA;植 物細 胞 に導 入 され る領域 、L;レ フ トボー ダー、R;ラ イ トボー ダー、㎞;

カナ マイ シ ン抵 抗性 を賦 与す る遺伝子 、Hy;ハ イ グ ロマ イ シン抵 抗性 を賦 与す る遺伝 子。

AlヱiPro::AlliC::GFP融 合遺 伝子 の作製=ア リイ ナ ーゼ プ ロモ ー ター領域 を含 む ク ロー

ンpBIE17を 鋳型 とし、attB1配 列 の一部 を持つ5'側 プ ライマー3種 類 とcDNAと 重 複す る配

列 を持 つ3'プ ライ マ ー を用 い て、 ア リイ ナー ゼ上 流域約1400塩 基対 、400塩 基対 、200塩

基対 を増 幅 す る。Alli1Aを 鋳 型 と し、 プ ロモー ター 領域 と重 複 す る配列 を持 つ5'側 プ ラ

イ マー とattB2配 列 の一部 を持 つ3'側 プ ライマ ー を用 いて ア リイナ ーゼORF領 域 を増 幅す

る。 増 幅 され たア リイ ナー ゼ上 流域 とア リイナ ーゼORF領 域 を混 合 し、 プ ライマ ー を加 え

ず にPCR反 応 を行 い 、い わ ゆ るrecombinantPCRを 行 う。 その後 ア ダプ ター プ ライマ ー を用

い るPCRに よって、 両端 にattB1配 列 とattB2配 列 を付加 す る。 これ とエ ン トリー ベ ク ター

をBP反 応 させ る こ とに よってエ ン トリー ク 白一 ン を得 る。 前 述 の35s::Allic::GFP融 合遺

伝 子 の場 合 と同様 に して、pGWB4(島 根 大学 の 中川 強博 士 よ り分 与 して頂 い た)に 組 み込

み 、植 物発 現 ク ロー ンを得 る。

遺伝 子銃 に よるプ ロモ ー ター解析;導 入す る遺伝 子 のDNAを 金 粒子(直 径約2nm)と 混

合 し、エ タ ノー ル沈殿 に よって金粒 子 の表面 に吸着 させ る。エ タノール に再 び懸 濁後 、ヘ

リウム ガ スを用 い る遺伝 子銃IDERA(株 タナ カ 、札 幌)を 用 い て、 タマ ネ ギ鱗 茎 葉 の芯側

の表皮 に打 ち込 ん だ。24℃ 暗 所 で24時 間静 置後 、蛍光 顕微鏡(オ リンパ スBX50)で 観

察 した0
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形 質 転換 タマ ネ ギの作製;タ マネ ギ(Albumcθpa)の 種子 を70%エ タ ノール で1分 間、

30%過 酸化 水 素で5分 間、滅 菌水1分 間5回 洗 浄 して滅 菌す る。 そ の種子 を2mg/L2,4-D

を含 むMS培 地(カ ル ス誘 導培 地)上 で発 芽 させ 、24℃ で4～6週 間培 養 す る。 胚 軸 に形成 し

たカ ル スを種 か ら切 り離 し、ア グ ロバ クテ リウム懸 濁液 中に浸 した。 ア グ ロバ クテ リウム

は2日 間27℃ で50mg/Lリ フ ァン ピシ リン と50mg/Lカ ナ マイ シ ン を含 むLB培 地 中で培養

した後 、懸 濁 用培 地(0.5g/LMES、10mg/Lベ ンジル ア ミノプ リン、10mg/Lア セ トシ

リン ゴ ン、0.002%Tween-20を 含 むMS培 地)に 懸 濁 した もの を用 い た。5分 間カル ス をア

グ ロバ ク テ リ ウム懸 濁 液 中 で減 圧 浸 潤(400mHg)す る。 共 存培 地(2mg/L2,4-D、10

mg/Lア セ トシ リンゴン を含 むMS培 地)上 で3日 間暗所 で培養 す る。 カル ス を200mg/Lク

ラフ ォ ランで洗 浄 後 、除 菌培 地(10mg/L2-ip、200mg/Lク ラフ ォ ラン を含 むMS培 地)

上 で1週 間培養 す る。 カル ス を再 分 化培 地(10mg/L2-ip、200mg/Lク ラフ ォ ラン、25

mg/Lハ イ グ ロマ イ シ ンを含 むMS培 地)上 で シュー一トが出 る まで培 養す る。 シ ュー トが成

長 した ら、発根 培 地(200mg/Lク ラ フォ ラン、25mg/Lハ イ グ ロマイ シ ンを含 むMS培 地)

上 で発根 す るま で培養 す る。 発 根 した ら無 菌操 作 を止 め、通 常 の土壌 に移植 す る。

4.結 果 と考察

タマネギは常温で保存性が高い、単位 面積当た りの生産性が高いな どの利点があ り、外

来遺伝子 をタマネギに導入 して有用物質を生産する生物工場(バ イオファク トリー)と し

て機能す ることが期待できる。 しか しタマネギの形質転換はまだ一般化 され てお らず、世

界的に見てもまだ数例 しかない。 日本では神奈川県農業総合研究所 で成功 しているのみで

ある。我々はタマネギのそのよ うな将来の利用 に備 えて基礎研究 を行りている。その初期

段階 として遺伝子発現 のためにカ リフラワーモザイ クウィルス35Sプ ロモー ター(35S)

とア リイナーゼ遺伝子のプロモーターの発現誘導能力の検定 と実際にタマネギ形質転換体

を作製 し問題点の洗い出 しを行 うことにした。

4.135Sプ ロモ0タ ー の 発 現 誘 導 能 力

ア リイ ナ ーゼcDNAを 含 む ク ロー ンAlli1AのDNAを 鋳型 と して タ ンパ ク質 情報 コー ド領域

(ORF)をPCR法 に よっ て増 幅 した。 この際 、N末 側 にはattB1配 列 の一部 を、C末 側 に はat

tB2配 列 を付加 した。 そ の後 、 ア ダ プ ター プ ライ マ ー を用 い たPCRに よ って完 全長 のattB1

とattB2配 列 を ア リイナ ーゼORFに 付加'しattB1一 ア リイ ナー ゼORF-attB2を 得 た。 この配列

とInvitrogen社 の 開発 したGatewayCloningSystem(GCS)の エ ン トリーベ クターpDONR20

1中 のattP1-ccdB-CmR-attP2の 間 でBP反 応 に よる組 み 換 え反 応 を起 こ させ 、 エ ン トリー ク

ロ0ン を作製 した。 エ ン トリー ク ロー ン中ではBP反 応 の結果 、attL1一 ア リイ ナー ゼORF-at

tL2と な って い る。 このエ ン トリー ク ロー ン さえ準備 で きれ ば、様 々 な発 現 ベ クター に容

易 に 目的 の遺 伝 子 を移 し換 え るこ とが で きるの がGCSの 特徴 で あ る。

ア リイ ナー ゼORFをLR反 応 に よってエ ン トリー ク ロー ン よ り、植 物 細胞 で発 現 させ るた
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めの発現ベクター-pGWB5に移 し換 えた。 このベクターはTiプ ラス ミドを持つアグロバクテ

リウム内に導入 され、植物 に感染 した場合 に植物細胞内に転移す るT-DNA領 域を持ってい

る。 この領域内の35Sプ ロモーター とGFP(GreenFluorescentProtein;励 起光 を照射 さ

れ ると緑の蛍光 を発す るタンパク質)遺 伝子の間にattL1配 列 とattL2配 列 と組み換 える配

列attR1とattR2が 組み込まれているattL配 列 とattR配 列の間の組み換 え反応(LR反 応)に

より、アリイナーゼoRFを35sとGFPの 間に挿入 し、35s::AIlic::GFP融 合遺伝子 を作製 した。

この融合遺伝子はT-DNA領 域 内に共にある植物細胞内で働 く形質転換体選抜用遺伝子NPTII

(カナマイシン耐性遺伝子)、HYG(ハ イ グロマイシン耐性遺伝子)と いっ しょに、アグロ

バクテ リウムの働 きに よって植物細胞 内に形質導入 され る。

今後、 この発現クロー ンをアグロバクテ リウムに導入 し、タマネギの形質転換を行 う予

定であるが、本年度はこのクロー ンのDNAを 遺伝子銃を用いてタマネギの鱗茎葉(食 用部

分)の 表皮細胞に打ち込んで、実際に発現クローンとして機能す るか どうかな どを調べた

(Fig.2)。 今回の遺伝子銃実験で用いるカ リフラワーモザイクウィルスの35sプ ロモーター

は植物細胞内で一般 に高発現を誘導す る。 タマネギの鱗茎葉の表皮細胞でも発現誘導が期

待 されたが、やは り強い発現誘導能力があることが示された。ア リイナーゼタンパク質は

約500ア ミノ酸か らなるタンパク質であるが、 このタンパ ク質 とGFPの 融合 タンパ ク質は蛍

光タンパク質 として正常に機能 しているのが解 る。ア リイナーゼタンパク質には液胞 に局

在 させるシグナルが存在す る。緑の蛍光シグナルは細胞周辺部の細胞質領域や核では弱 く、

細胞の大部分を占有 している液胞部分に強 く観察 された。 これによって、ア リイナーゼの

液胞局在化 シグナル によってア リイナーゼ::GFP融 合タンパク質は液胞 に細胞内輸送 され

ているのが示 された。

Figure2.鱗 茎 葉 表 皮 細 胞 で

の35S::AlliC::GFPの 発 現 。

白タ マ ネ ギ 鱗 茎 葉 の 芯 側 の表

皮 細 胞 に 遺 伝 子 銃 を 用 い て

35s::Allic::GFPDNAを 導入 し

た。AとB、CとDは 同 じ細 胞 を

観 た も の で、A、Cは 明視 野 で 、

B、DはGFPか らの 蛍 光 を観 察 し

た もの。GFPは 液 胞 に 蓄 積 して

い るの が分 か る。
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4.2ア リイナーゼ プロモーター の発現誘導能 力

35Sプ ロモーター もタマネギ細胞で強力な遺伝子発現誘導能力 を有す ることが解ったが、

ア リイナーゼはタマネ ギ細胞中のタンパ ク質の数%を 占め、 この遺伝子 もタマネギ細胞 中

で非常に強 く発現 してい ることが期待できる。 しか し高タンパ ク質含量は必ず しも遺伝子

の高発現を示す ものではな く、mRNAや タンパ ク質の安定性の上昇によって起 こる場合も考

え られ る。それでア リイナーゼ遺伝子のプロモーターをア リイナーゼ遺伝子::GFPに 連結

し、そのプロモーター活性 を調べ ることにした。ア リイナーゼ遺伝子のプロモーター領域

を含むクローンpBI17Eよ り遺伝子上流域約1400塩 基対、400塩 基対、200塩 基対をPCRに よ

り増幅 した。これをBP反 応 によりpDONR201に 組 み込み、エ ン トリークローンを作製 した。

現在、発現 クローンの準備 を行 っている。

4.335S::GFP:=GUS融 合遺伝 子に よる形質転換タマネギ

タマネギは育種的に種を蒔いてか ら花 をつ け、次世代 を得 るのに2年 間かかるとい う問

題がある。プロモーターの準備な どが終わってから形質転換体の作製 にとりかかっていた

のでは、も し何かの問題 が生 じた場合に対処に多 くの月 日が費や され ることになる。それ

で研究 を効率的に進 めるために、すでにある遺伝子 を用いて形質転換実験 を進 め、実際に

形質転換体を作製 した場合に どのよ うな問題が生 じるか調べることに した。

現在35S::GFP::GUS融 合遺伝子 をタマネ ギに形質転換 し、培養 中である。 カルス誘導培

地上で発芽 した種子の胚軸にカルスを形成 させ、 これに切 り取 りアグロバ クテ リウムを感

染 させた。アグロバクテ リウム共存培地上で感染 したカルスを培養 し。形質転換 を起 こさ

せた。除菌後、カルスを再分化培地移 し培養 してい る(図2A、B)。 十分 シュー トが大き

くなった ものは発根培地上に移 した(図2C)。 この後発根すれ ば、無菌操作 を止 め、通

常の土壌に移 し育てる。その時点で形質転換体(T1世 代)が 完成する。タバ コやシ ロイヌ

ナズナなどは適 当な条件下に置けばす ぐに花成が起 こり、種 をつ け、次世代(T2世 代)が

得 られ る。 これ らの植物の場合は形質転換体を作 り始 めてか ら、種子が得 られるまでの期

間は約半年程度である。 しか しタマネギの場合、形質転換体を作 り始めた時期にも依るが、

翌年の夏に花をっけると考え られ、形質転換体(T1世 代)が 得 られてから次世代(T2世 代)

を得るまでにさらに1年 か ら2年 かか る。

「.

審

彗門 攣 噺

B一 編 謝幽盤 ・

夢

C

＼
峯



遺伝子組換えタマネギに生分解性プラスチックを生合成させる試み 139

Figure3.タ マ ネ ギ 形 質 転 換 体 の成 長 の様 子 。35S:=GFP::GUS融 合 遺 伝 子 をア グ ロバ ク テ リ ウム を介 し

て タマ ネ ギ カル ス細 胞 に 導 入 し、 カナ マ イ シ ン とハ イ グ ロマ イ シ ン を用 い て形 質 転 換 体 の選 抜 を行 っ て

い る。Aは カル ス。 不 定 根 や 葉 状 体 が 出て い るの が わ か る。Bは シ ュー トが形 成 され た 段 階 。Cで は シ ュー

トが 伸 長 し、 発根 を誘 導 してい る段 階 。A、B、Cは 異 な.る形 質 転 換 体 。

ハイグロマイシンとカナマイシンによる形質転換体の選抜 は有効 と考えられるが、選抜

されて生き残 った細胞全てが植物体に再生す るわけではない。タマネギの場合、シコ.一ト

(苗条。未分化な地上部。 これができると地上部の再生が進む。)の 形成は効率 よくは起 こ

らない。多 くの場合、不定根や葉状体が形成 される(Fig.3A)。 希にできるシュー トを他

の部分か らできるだ け切 り離 し、培養 した(Fig.3B)。 得 られ たシュー トをさらに培養 し

て、成長 させた(Fig.3c)。 まだ発根に至った植物体は得 られていない。

GFP,遺伝子の発現を青色の励起光を照射することによって調べてみた。35Sプ ロモー ター

はカルスでは強 くは働かないが、それで も弱い緑色の蛍光が不定根な どの先端部分に観察

され た(Fig.4B)。 シュー ト部分で も蛍光 と考え られ る緑色の蛍光を観察す ることができ

た(Fig.5B)。 まだ無菌容器 内で培養 してい る段階なので、植物体を容器か ら取 り出した

り、取 り出 したものか ら切片をつ くって詳 しく顕微鏡下で調べ るとい うことができない。

しか し現段階でも導入 した遺伝子が実際に発現 しているのが確かめ られた。 今後は形質

転換体を完成 させ、鱗茎における発現の強 さを調べたいと考えている。 しか し鱗茎が発達

す るまでには時間がかか り、少 なくとも花が咲き、種が得 られ るまで植物体を生か してお

く必要がある。その時点でも鱗茎部分がまだ形 を留 めていれば、種が採れた後、T1世 代の

鱗茎部分 を切開 して導入遺伝子の発現を調べ ることができる。 しか し通常、花が咲き、種

ができるころの鱗茎は蓄積 していた栄養 を生殖 のために使い果た し、組織は崩壊 し始 めて

い る。そのためT2世 代 の植物が鱗茎 を発達 させ るまで待たなければな らない もの と考えら

れ る。時間はかかるが多 くの種が得 られれば、様々な解析 に用いることができる。
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Figure4.培 養初期のタマネギ形質転換体でのGFPの 発現。35S:=GFP::GUS融 合遺伝子をタマネギ細胞に

導入 したカルス。カルスか ら突出して出ているものは不定根 と考えられる。Aは 白色光下で撮影 したもの

であるが、オレンジのフィルターを通 して撮影 した。Bは 青色光を照射 し、GFPを 励起 して緑色の蛍光を

出させたもの。
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5.今 後の課題

プ ロモー ターに関 しては鱗茎で特異的に発現す るア リイナーゼのプ ロモー ターが有効で

はないかと考 えている。35Sプ ロモー ターの様 に植物体全体で発現するプ ロモーターの場

合、茎や根な どで外来遺伝子 を発現 させ、その産物が細胞 内に蓄積 した時に、その部位で

何 らかの影響が出る可能性が考え られ る。そのよ うな ことを考慮に入れ ると、ア リイナー

ゼプロモーターの発現誘導能力の解析結果が待たれ る。

最終的にはタマネ ギに生分解性プ ラスチ ック、BDPを 合成 させ たい と考 えてい るが、生

分解性 プラスチ ックの合成にはアセチルCoAか ら出発 して、 β一ケ トチオラーゼ、アセ トア

セチルCoA還 元酵素、P正B合成酵素による3段 階の反応が必要で、タマネギに3つ の遺伝子

を導入す る必要がある。通常 このよ うな場合にはそれぞれの遺伝子を別々に導入 して、得

られた形質転換体同士 を掛 け合わせ るこ とによって、1個 体に3つ の遺伝子を導入する。

しか しタマネ ギの場合、交配までの時間(世 代時間)が 長 く、 目的を達成す るのに時間が

かかる。一度 に多 くの遺伝子を導入する方法 を検討す る必要がある。今回はア リイナーゼ

遺伝子 との融合遺伝子 を作製 したが、ア リイナーゼは液胞 に輸送 されるため融合遺伝子 も

液胞に分布す ることになる。BDPの 原料 となるアセチルCoAの 細胞内の分布 についても調べ

る必要がある。
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Figure5.シ ュー ト形成 期 の タマ ネ ギ形 質 転 換 体 で のGFPの 発 現。Fig.3と 同様 に して35S::GFP::GUS融

合 遺 伝 子 を タ マ ネ ギ 細 胞 に導 入 し、植 物 個 体 を再 生 し よ うと して い る も の。 シ ュ ー トの 形 成 が進 ん だ 段

階 。Aは 白色 光 下 で撮 影 した もの。BはGFPか らの緑 色 の蛍 光 を撮 影 した もの 。
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