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葉緑体工学とそ の 応用

新名　 惇彦   加藤 晃

　植物に核外 自己増殖器官 と し て存在する葉緑体には ，

光合成に 加 えて ，窒素 ・硫黄などを同化する代謝経路が

局在 してい る．光合成炭素代謝系は，光 エ ネル ギ
ー

を利

用 した無機炭素COi と生体物質で あ る有機化合物 との 接

点を触媒するため，葉緑体は植物の独立栄養性を支え る

オ ル ガネラと言 える．また，地球上 の ほとん どの 有機化

合物合成の 初発 を担 っ て い るため，従属栄養生物 に とっ

て も非常に重要 な小器 官 で あ る．葉緑体はそ の 内部に

50kb 〜400　kb か らな る独 自の 環状 2本鎖 DNA ゲ ノ ム を

多コ ピー
持ち，葉緑体ゲ ノ ム コ

ー
ドの 遺伝子は，原核生

物型様式 で転写 ・翻訳 され る．高等植物で は核ゲノム に

対 して葉緑体ゲノ ム の コ ピー数は場合に よっ て は 1 万倍

となる．りま た ，葉緑体の タ ン パ ク質合成能力 にも非常に

高い もの が あ る．CO2 固定に 関 わ る RuBisCO は ， 緑葉に

お い て全可溶性 タ ン パ ク質の 50％に もの ぼるタ ン パ ク質

を蓄積 して い るが
， そ の 大サ ブ ユ ニ ッ トを コ

ー
ドして い

る遺伝子 は葉緑体 コ
ー

ドで ある．2）

　 1988年に，単細胞緑藻ク ラ ミ ドモ ナ ス葉緑体ゲノ ム へ

直接外来遺伝子 を導入 で き る技術が 開発 され，3）そ の 後 ，

高等植物の タ バ コ で も成功 し，4）葉緑 体を対象 と した代

謝 工 学 「葉緑体 工 学」 が 可能 とな っ た．5・6）現在ま で に，

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ，
7）ジ ャ ガイ モ ，8）イネ ，9） トマ ト1°）な どで

葉緑体の 形質転換が報告されて い る．葉緑体 へ の遺伝子

導入 が核ゲ ノ ム を 対象 と し た 場合 と本質的に 異 なる点

は ，導入遺伝子 が相同組換え で ゲノ ム に取 り込 まれ る点

で あ る，した が っ て 形質転換に 用 い るベ ク タ
ー

には ， 選

択マ
ーカ ーなどの 導入 した い 遺伝子 を葉緑体ゲ ノ ム 配列

に挟んだ形 で構築す る （図 1）．葉緑体形質転換 で は，遺

伝子 の 挿入位置，方向 を任意に決 め る こ とがで き，それ

によ り特定遺伝子 の破壊 ， 特定遺伝子 へ の 点変異導入 も

可能 とな る，

　こ の よ うに，光合成で 生み 出され る豊富な還元力，ゲ

ノ ム の 多 コ ピー数やタ ン パ ク質合成能力 の 高さ ， 利用で

きる葉緑体形質転換技術などか ら ， 葉緑体は非常に優秀

なバ イオ リアクタ
ー

と考えられる．本稿で は ， 応用研究

の 進ん で い る 高等植物 を中心 に葉緑体工 学の 現状に つ い

て概説 した い ．
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図 1、葉緑体形 質転換の 手順．葉緑体形質転換に 用い る ベ ク タ
ー

は，導 入 した い 遺 伝子 （矢 印） を標的 とする葉緑体配 列 （ボ ッ ク

ス 〉で 挟 ん だ か た ちで 構 築す る．葉 緑 体 にベ ク タ
ーが 導入 され る

と内在 の 標 的配 列 との 相 同組 換えが 起 り，特定 の 位置に 遺伝子 が

導入 され る （A）．形 質転 換の 第ニ ス テ ソ プは ，細胞 に 多コ ピー存

在す る分子 をすべ て 組換 え分子 に 置換す る過程で あ る （B），

葉緑体で の 異種タ ン パ ク質蓄積の 試み

　現在ま で に，葉緑体で多くの 異種タ ン パ ク質の 蓄積が

試 み られ て い る，詳細に つ い て は，Daniell らの 総説 11）

にま とめ られ て い る の で参照 され た い ．こ の 中で，代表

的な 3 例につ い て 紹介する．

　微生物のオ ペ ロ ン の発現　　葉緑体で の 有用組換えタ

ン パ ク質の 蓄積は，Bacilttes　thuringiensts由来の Cry2Aa2

タ ン パ ク質 （Bt　toxin ）をタ バ コ で発現 させ たの が最初の

例で あ り，12）葉の 全可溶性タ ン パ ク質の 2〜3％ の 蓄積が

認 め られ た ．この 蓄積量 は ，核ゲノ ム へ Cry2Aa2 遺伝子

を導入 し た場合の 約 30倍 高い レ ベ ル であ る．組換え植物

体の 葉は ，実際 に 対象とする昆虫に対 して 強 い 毒性 を示

し，葉緑体で異種 タ ン パ ク質 を高蓄積で きる こ とが実証

された．本来 ， β、伽 漉 gゴ備 露 の 中で C7Jy2Aa2遺伝子 は ，

3 種 の 遺伝子 よ り な る オ ペ ロ ン を形成 し て い る が
， 導入

された遺伝子は 1種の み で あっ た．そ の後，タバ コ 葉緑

体 へ C7Jy2Aa2遺伝子 をそ の ままオ ペ ロ ン として 導入する

こ とが試み られ ，t3＞葉 の 全可溶性タ ン パ ク質の 実 に 40％

以 上 の Bt　toxin が 蓄積 し， そ の 安定性 も改善された．こ

れ は葉緑体ゲ ノ ム へ 微生物由来の オペ ロ ン をそ の まま導

＊
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入 した初め て の 例 で あ り，
オ ペ ロ ン を形成して い る微生

物代謝系を直接葉緑体 へ 移入す る こ とで ，葉緑 体に新た

な代謝経路を創設で きる可能性を示 して い る ．

　活性型 ヒ ト成長ホ ル モ ン の 生産　　タ バ コ 葉 緑 体で

は， ヒ ト由来 の 成長 ホ ル モ ン で あ る ソ マ ト トロ ピ ン

（hST ）の 発現 も報告 され て い る．14）こ の 場合も目的 タ ン

パ ク質は高蓄積 し，葉の 全 可溶性 タ ン パ ク質の 7％ 以上

の蓄積が 認 め られ，核 へ 遺伝子 を導入 した場合 と比 較 し

て
， 約 300 倍高 い レ ベ ル で あ っ た ．hST は ，ヒ トの 疾病

治療に用 い られ る成長 ホ ル モ ン であ り，活性型 としては

ジ ス ル フ ィ ド結合に よ っ て 架橋 された構 造が必 要 で あ

る ．葉緑体で 蓄積 し た hST も正 しい 位置で 架橋 され て お

り，活性型の hST で あ っ た．導入遺伝子産物が正 し く架

橋 さ れ た こ と は ，今後，同 じ く ジ ス ル フ ィ ド結合 の 形成

が必要な抗体生産などに応用が期待で きる．

　葉緑体で の 工 業原料生産　　異種タ ン パ ク質やペ プチ

ドを蓄積させ るこ とに加えて，シ ロ イ ヌ ナズナ の 葉緑体

で 工業原料で ある生分解性プ ラス チ ッ ク（ホ モ ポ リマ
ー

：

PHB ）を生産する試 み も行 われた．t5）PHB は ，ア セ チル

CoA を初発物質 として ，3 段階の酵素反応を経て合成さ

れ る．こ の 葉緑体での 生産は ， 葉緑体形質転換技術を用

い たもの ではな く，核 ゲ ノ ム へ 反応に関与す る 3遺伝子

をそれぞれ導入 し，細胞質か ら葉緑体 へ 酵素を移行 させ

る 手法で 行わ れ た ，得 られ た組換え植物体を解析し たと

こ ろ，乾燥重量の 14％ に も達する PHB が蓄積 して い た。

こ れ ま で に 細胞質で も PHB の 生産 が 試 み ら れ て い た が，

葉緑体を用い た場合に は，細胞質と比較 して 100倍以上

の 生産性 が あ っ た．こ れは初発物質で あるア セ チル CoA

の 存在量 が 葉緑体に多 い こ とが主な要因 で ある よ うで あ

る．商業的な観 点か らす るとホモ ポリマ
ー

である PHB よ

りも，そ の 物性 に勝る コ ポ リマ
ー

の PHVB の 方が高価 で

ある．こ の PHVB の 生産 も葉緑体で試み られ た．16）　PHVB

合成に は，初発物質 と し て ア セ チル CoA に 加 えて プ ロ ピ

ニ ル CoA が必要で あ る．しか しなが ら，葉緑体にはプ ロ

ピ ニ ル CoA量が 少ない ため，既存の ア ミノ酸合成経路か

ら代謝経路を分岐させ ，プ ロ ピニ ル CoA の 供給が行われ

た．i6｝　JN念なが ら，得られ た組換え植物体にお い て ，大

量 の PHVB を生産 させ るに は至 らなか っ た が
，

こ れ は新

たな代謝経路の 創設 と既存の 代謝経路の 分岐 とい う次世

代 の 葉緑体 工 学 の 先駆 的な研究 と言 え る．

次世代の葉緑体工 学に つ ながる技術

　葉緑体は，色素体と総称 され る葉緑体と起源を同
一

に

す る
一群の 細胞内小器 官が ，光合成組織で 示す一

っ の 形

態に 過 ぎな い ．各器官に お い て
， そ の 機能に応 じて さま

ざまな形態に変換する．たとえば，種子 ・塊根などの 貯

蔵組織で は，デ ン プ ン を蓄積するア ミ ロ プラス トへ ，果

実や花弁な どで は ，多量 の カ ロ チ ノ イ ドを含む有色体 へ

分化 してい る，ま た ，色素体はすべ て の 形態で そ の ゲノ

ム 構造 は等 しい ．Ruf らは ， トマ トの 葉 緑体 （色素体）

で ，aadA 遺伝子 を発現 させ て い るが，トマ ト果実 の 有色

体で も高発現 して い た．ゆ こ れ は葉緑体形質転換技術を

用 い て ，果実で 異種タ ン パ ク質を 蓄積 させ た 初め て の 例

で ある．今後，葉の葉緑体だけで なく，果実の 有色体や

塊根 の ア ミロ プ ラス トで 経 口 投与 を目的 と した ワ ク チ ン

な どの 有用物質 の 生産 が期待 され る．

　抗生物質耐性遺伝子な どの 選択 マ
ー

カ
ー

は ， 遺伝子導

入 個体を選抜 した後 は無用 の もの で あ り，また，葉緑体

形質転換 にお い て 選択 マ
ー

カ
ー

が限 られ て い る現状 で

は ，使用 し た選択 マ ーカ ーの 排除 と再利用 は 重要な課題

で ある．葉緑体の 相同組換え能を利用 し，自然に マ
ーカー

遺 伝子 が脱落す る こ とを期待す る方法
17）や Cre−loxを用

い た選択 マ
ー

カ
ー

の 除去 シ ス テ ム が報告 され て い る．18）

また，最近，ホ ウ レ ン ソ ウ由来 の BAI）H 遺伝子 を選択

マ
ーカ ーと して 用 い る こ と も報告され た．且9｝これ は ，培

地中に加 えた 毒性を持つ ベ タ イ ン ア ル デ ヒ ドを BADH

が無毒なグ リシ ン ベ タイ ン に変換す る こ とを利用 して い

る，こ の 選抜法は，遺伝 子 の 由来が農作物で ある こ とと，

結果的に葉緑体 へ 蓄積す るグ リシ ン ベ タイ ン が適合溶質

と して 機能す る こ とか ら ， 農作物などへ の 利用 が期待で

きる．

　葉緑体 （色素体）で 工 業原料な どの 生産 を試み る場合

に は ，葉緑体 （色素体）にお い て もプ ロ モ
ー

タ
ー

や 5’UTR

の 選択は，転写
・転写後 レ ベ ル で 導入遺伝子発現を高め

るた め の 重要なア プ ロ ーチ で あ る．20・2D また，反応 基質

や補欠分子 の 供給 ・
pH や微量金属イ オ ンなどの 葉緑体

内環境 ・内在代謝系 の 阻害や毒性 とい っ た 副時反応など

につ い て も十分考慮する必要 がある，

　葉緑体で ポ リシ ス トロ ン か らの 翻訳が可能 にな っ た こ

とか ら，今後，微生物由来の オペ ロ ン や複数遺伝子 をポ

リ シ ス ト ロ ン 化 し た遺伝子 を葉緑体ゲ ノ ム へ 直接導 入

し，葉緑体 へ 新たな代謝経路を創設する こ とで ，葉緑体

の 豊富な還 元力を 用 い て 工 業原料 ・工 業材料や 医薬品な

どを生産させ る こ とが期待で きる ．
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組換え光合成微生物に よる物質生産

浅 田　泰男

　光合成能を有する微生物の うち，緑藻類の ク ラ ミ ドモ

ナ ス やク ロ レ ラ，藍藻類や光合成細菌では遺伝子操作系

が 開発 され て い る．本稿 で は他 稿 との 重複を避け，藍藻

と光合成細菌の 原核 生物 の み を対象 として遺伝子組換え

技術を用 い た物質生産 の 例を い くつ か紹介する，

遺伝子操作系

　藍藻 （らん そ う，
シ ア ノ バ ク テ リア）は

， 藍色細菌 と

もよばれ ，グラム 陰性細菌の 特徴を持ちつ つ 高等植物型

光合成をお こ な う．よっ て，本 グル
ープ を宿 主 とす る遺

伝子操作系は水を電子供与体と し光エ ネ ル ギ
ー

と炭酸ガ

ス か らの物質生産に応用可能で ある，光合成細菌は電子

供与体を必 要 と す る が ，逆に有機廃棄物 を用 い れ ばそ の

処理 を兼ね る利点がある，

　藍藻や光合成細菌 の 遺伝子操作系 に お い て ，他の 生物

群と比 して特記す るほ どの 大きな特徴は少 ない ．プ ラス

ミ ドベ クタ
ー

および広域宿主プ ラス ミ ドなどを用 い た接

合伝達 の シ ス テ ム が開発 され て い る ．1，2）プ ラ ス ミ ドベ ク

タ
ー

は ， 藍藻や光合成細菌由来 の もの に大腸菌 由来 の 薬

剤耐性 などの マ
ー

カーを導入 したもの が基本 で あ り，ほ

とん どすべ て が大腸菌との シ ャ トル ベ クタ
ー

とされ て い

る，藍藻 へ の遺伝子 の導入法と して ，無処理 の 生細胞を

プラス ミ ドとイ ン キ ュ
ベ ー トするだけで よ い とい う自然

形質転換法は特徴 の ある現象 とい える．す べ ての 藍藻が

こ の 性質 を有 し て い る わけ で はな い が，SJnechococczas

PCC7942 や PCC7002 （Agmenetlu7n　guαdraplicatum　PR −6）

で は適用 で きる，L，S｝菌株によ っ て エ レ ク トロ ポ レ
ー

シ ョ

ン が用 い られ る場合もあ る．

　 ま た ，最近 で は ゲ ノ ム 配 列解読 が 急速 に 進行 し て お

り，3）藍藻で は Synechoaytis　PCC6803 をは じめ 7株 ，光合

成細菌で は RhodoPseudomenα S　Patustrtsの 解読が終了 し て

い る，こ れ らの 情報 は代謝転換株や変異株の 創製な ど へ

の 利用が始められ て い る．

物質生産へ の 応用

　光合成微生物を宿主 とする遺伝子操作系を用 い た初期

の 研究例と して は，Bacillusの 殺虫 タ ン パ ク質4）や ヒ ト由

来の ス
ーパ ー

オキ シ ドデ ィ ス ム タ
ーゼ 5）などがある．前

者 は藍藻 の 浮遊性 を利用 して ボ ウフ ラなどの 害虫 の 幼生

を除去 しよ うとい うお も しろ い 着想 である，

　水素　　水素は再生可能で ， 炭酸ガ ス を発生 し な い ク

リー
ン な エ ネル ギーキ ャ リ アーと し て 注 目 され て い る ，

藍藻や 光合成細菌 は 光合成 に 依存 し た水素生 産能 を

持つ ．6・7｝水素生産 に 関与する酵素は ，ヒ ド ロ ゲナ ーゼ と

ニ トロ ゲナ
ーゼ の 2種類で ある．前者は 分子 状水素の 生

成 と取 り込みに ， 後者は本来窒素ガス を還元 し て 関与す

る酵素で あ るが，副反応 として 水素の 生成に も関与する．

ニ トロ ゲナ
ーゼ の 水素生成反応は窒素ガス 100％雰囲気

中で も起 こ り，1分子 の 生成に つ き最低 4 分子 の Arp を

消費す るの で，反応は生成側 に偏 っ て い る，窒素 固定能

を有する藍藻や光合成細菌は水素生産に利用 で きるが ，

これらの 多くがニ トロ ゲナーゼ に よ っ て 生成する水素を

回収する活性 （取 り込み ヒ ドロ ゲナ
ーゼ）を併せ 持つ こ

とが 多く，閉鎖系にお い て水素が蓄積 しない こ ともある．

以上 の こ とか ら，水素生産能を遺伝子 工学的に増強する

には 2 つ の 方 向が あ る．す なわ ち ， 水素生産能を有する

可逆性 ヒ ドロ ゲナ
ーゼ を導入ない し増強し て こ れ に よ っ

て 水素を生 産す る方向 と，ニ トロ ゲ ナ ーゼ に よ っ て 水素
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